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СИНТЕЗ ТИОЛСОДЕРЖАЩИХ ДНК-ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ  
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ФОСФОРАМИДИТНОГО РЕАГЕНТА  

НА ОСНОВЕ ТРАНС-4-ГИДРОКСИ-L-ПРОЛИНОЛА

Аннотация. Осуществлен синтез нового фосфорамидитного реагента на основе транс-4-гидрокси-L-пролино-
ла для получения тиолсодержащих олигонуклеотидов. Реакционная способность введенных тиольных групп была 
продемонстрирована на примере реакций с тиол-специфичными реагентами. Конъюгаты после модификации были 
очищены гель-фильтрацией и охарактеризованы с помощью ВЭЖХ-МС.
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Annotation. In this work, a new phosphoramidite reagent for the preparation of thiol-modified oligonucleotides was 
synthesized. Thiol-specific reagents have been used to demonstrate the reactivity of thiol groups. After modification, 
conjugates were purified via gel-filtration and characterized with HPLC-MS.
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Введение. Модификация заданных положений олигонуклеотидной цепи реакционноспособ-
ными тиольными группами открыла новые возможности для их биоконъюгации с различными 
лигандами, биомолекулами, наночастицами и поверхностями. Впервые тиолсодержащие олиго-
нуклеотиды были синтезированы для введения флуоресцентных и других нерадиоактивных ме-
ток [1, 2]. Биоконъюгация тиолсодержащих олигонуклеотидов с такими ферментами, как щелоч-
ная фосфатаза или пероксидаза хрена, широко используется в дизайне молекулярных зондов для 
детекции ДНК-аналитов [3, 4]. Тиолсодержащие олигонуклеотиды нашли применение в иммо-
билизации ДНК на поверхности золота, а также для получения ДНК-функционализированных 
наночастиц золота [5, 6].
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Цели данной работы заключались в синтезе и очистке тиолсодержащих ДНК-олигонуклео-
тидов, оценке реакционной способности введенных SH-групп посредством их биоконъюгации 
с тиол-специфичными реагентами (малеимид и дисульфид) (рис. 1). Для достижения поставлен-
ных целей была разработана схема и осуществлен синтез нового фосфорамидитного реагента 1 
на основе транс-4-гидрокси-L-пролинола.

Экспериментальная часть.
Материалы и оборудование. Коммерчески доступные реагенты, необходимые для выполне- 

ния данной работы, использовались без дополнительной очистки. Высушивание и очистка раст- 
ворителей проводились в соответствии с описанными в литературе методами [7]. (3R,5S)-1-(6-(2,2,2- 
трифторацетамидо)-1-оксогексил)-5-(4,4’-диметокситритилоксиметил)пирролидин-3-ол (2) и N,N-диизо- 
пропиламино-(2-цианоэтокси)хлорофосфин (СEP-Cl) были синтезированы по описанным в ли-
тературе методикам [8–10]. Контроль за ходом реакций осуществляли методом аналитической 
тонкослойной хроматографии (ТСХ) на алюминиевых пластинках Kieselgel 60 F254, 40–63 мкм 
(Merck); пятна визуализировали УФ-лампой (254 нм) и проявляли растворами перманганата  
калия и фосфорномолибденовой кислоты при нагревании. Колоночную хроматографию синте-
зированных соединений осуществляли на силикагеле Kieselgel 60, 40–63 мкм (Merck). Спект- 
ры ядерного магнитного резонанса (ЯМР) регистрировали при 500 МГц (1H), 126 МГц (13С)  
и 202 МГц (31Р) на спектрометре Bruker Avance 500 (Bruker) и калибровали относительно сиг-
налов остаточного растворителя (CDCl3: 7,26 м. д. для 1H; CD3CN: 1,94 м. д. для 1H, 1,32 м. д. 
для 13С) или триметилфосфата как внутреннего стандарта (3,7 м. д. для 31P [11]). 1H-константы 
спин-спинового взаимодействия (J) указаны в герцах (Гц) и относятся к наблюдаемой мульти-
плетности сигналов в спектрах. Температуру плавления (Тпл) соединения 4 определяли капил-
лярным методом.

Синтез 5'-тиолсодержащих ДНК-олигонуклеотидов был выполнен на автоматическом син-
тезаторе ASM-2000 (Biosset). Очистку олигонуклеотидов после синтеза выполняли высокоэф- 
фективной жидкостной хроматографией (ВЭЖХ) на обращенно-фазовой колонке Clarity 5 мкм 
Oligo-RP 250 × 10 мм (Phenomenex) на приборе (Agilent) с УФ-детекцией (260 нм). Для гель-филь-
трационной хроматографии конъюгатов ДНК-олигонуклеотидов после реакции с тиол-специ- 
фичными реагентами использовали Sephadex G-25 (Pharmacia Fine Chemicals). Очищенные  
олигонуклеотиды характеризовали методом ВЭЖХ с масс-спектрометрической детекцией 
(ВЭЖХ-МС) (метод ионизации – электроспрей (ESI)) на обращенно-фазовой колонке Clarity  
3 мкм Oligo-RP 50 × 2 мм (Phenomenex) на приборе Ultimate 3000 (Waters). Масс-спектры ДНК- 
олигонуклеотидов регистрировали в отрицательном моде.

(3R,5S)-1-(6-амино-1-оксогексил)-5-(4,4’-диметокситритилоксиметил)пирролидин-3-ол (3).  
В раствор соединения 2 (6,00 г, 9,55 ммоль) в метаноле (144 мл) добавили карбонат калия  
(6,87 г, 49,7 ммоль) и воду (36 мл). Реакционную смесь перемешивали в течение 24 ч при комнат-
ной температуре, после чего досуха упарили, соупарили с изопропиловым спиртом (2 × 50 мл)  
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Рис. 1. Фосфорамидитный реагент 1 в синтезе тиолсодержащих ДНК-олигонуклеотидов и последующая  
постсинтетическая модификация тиол-специфичными реагентами (I. – автоматический синтез  

с использованием реагента 1, выделение и очистка ДНК-олигонуклеотидов)

Fig. 1. Phosphoramidite reagent 1 in the synthesis of thiol-containing DNA-oligonucleotides and subsequent post-synthetic 
modification with thiol-specific reagents (I. – automated synthesis using reagent 1, isolation and purification  

of DNA-oligonucleotides)
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и ацетонитрилом (2 × 50 мл). Остаток растворили в дихлорметане (150 мл) и осушили над безвод- 
ным Na2SO4, осушитель отфильтровали, фильтрат упарили. Остаток после упаривания очищали 
колоночной хроматографией в градиенте смеси растворителей дихлорметан/метанол/триэтила-
мин и получили 4,72 г (93 %) соединения 3 в виде гигроскопичной пены белого цвета.

1H ЯМР (500 МГц, CD3CN), δ, м. д. (смесь конформеров в соотношении ≈ 0,7 : 0,3): 7,42–7,35 (м,  
2H), 7,32–7,24 (м, 6H), 7,23–7,16 (м, 1H), 6,88–6,78 (м, 4H), 4,49–4,42 (м, 0,7H), 4,38–4,32 (м, 0,3H),  
4,24–4,16 (м, 0,7H), 4,16 (уш. с, NH2 + OH), 4,14–4,06 (м, 0,3H), 3,74 (с, 1,8H), 3,73 (с, 4,2H), 
3,64–3,55 (м, 1H), 3,41 (дд, J = 10,5 Гц, 2,5 Гц, 0,7H), 3,33–3,25 (м, 1H), 3,13–3,06 (м, 0,6H), 3,04 (дд, 
J = 9,0 Гц, 3,0 Гц, 0,7H), 2,71–2,62 (м, 2H), 2,32–2,16 (м, 1,7Н), 2,16–2,08 (м, 1H), 2,04–1,96 (м, 0,6H), 
1,92–1,85 (м, 0,7H), 1,66–1,14 (м, 5,4H), 1,23–1,14 (м, 0,6Н).

13С{1H} ЯМР (126 МГц, CD3CN), δ, м. д.: 173,1, 172,8, 159,7, 159,6, 146,4, 146,1, 137,3, 137,2, 136,9 
(2С), 131,0, 129,0, 128,9 (2С), 128,8, 127,9, 127,7, 114,1, 114,0, 87,3, 86,6, 70,4, 69,3, 66,4, 64,4, 57,2, 
56,6, 56,4, 55,9 (2С), 54,6, 41,6, 39,0, 37,2, 35,3, 33,8, 31,6 (2С), 27,0 (2С), 25,5, 25,2.

3-(меркаптобензоил)пропионовая кислота (4). Кислоту 4 синтезировали по описанной  
в литературе методике [12]. Получили 8,78 г (61 %) в виде белого порошка с характерным запа-
хом, экспериментальная Тпл составила 49–51 оС.

1Н ЯМР (500 МГц, СDCl3) δ, м. д.: 7,96 (дд, J = 7,4 Гц, 1,3 Гц, 2H), 7,58 (тт, J = 7,4, 1,3 Гц, 1H), 
7,46 (т, J = 7,4 Гц, 2H), 3,32 (т, J = 6,9 Гц, 2H), 2,81 (т, J = 6,9 Гц, 2H). 

Физико-химические характеристики соединения 4 коррелируют с приведенными в литера-
туре данными [11].

(3R,5S)-1-(6-(3-(меркаптобензоил)пропанамидо)-1-оксогексил)-5-(4,4’-диметокситри-
тилоксиметил)пирролидин-3-ол (5). В раствор амина 3 (4,72 г, 8,87 ммоль) и DIPEA (6,2 мл, 
35,5 ммоль) в дихлорметане (100 мл) последовательно добавили кислоту 4 (1,78 г, 8,45 ммоль), 
EDC·HCl (1,94 г, 10,1 ммоль), HОBt·H2O (1,55 г, 10,1 ммоль). Реакционную смесь перемешивали  
в течение 3 ч при комнатной температуре в атмосфере аргона. По окончании реакции (контроль 
ТСХ) реакционную смесь разбавили в 2 раза дихлорметаном и промыли водой (2 × 100 мл), 
насыщенным водным раствором NaHCO3 (2 × 100 мл) и насыщенным водным раствором NaСl 
(2 × 100 мл). Органический слой отделили и осушили над безводным Na2SO4, осушитель отфиль-
тровали, фильтрат упарили. Остаток очищали колоночной хроматографией в градиенте смеси 
растворителей дихлорметан/ацетон/триэтиламин и получили 5,00 г (82 %) соединения 6 в виде 
хрупкой пены белого цвета.

1H ЯМР (500 МГц, CD3CN), δ, м. д. (смесь конформеров в соотношении ≈ 0,7 : 0,3): 7,97–7,89 (м,  
2H), 7,64–7,58 (м, 1H), 7,51–7,43 (м, 2H), 7,40–7,34 (м, 2H), 7,31–7,18 (м, 7H), 6,88–6,79 (м, 4H),  
6,60 (т, J = 5,0 Гц, 0,7H, NH), 6,53 (т, J = 5,0 Гц, 0,3H, NH), 4,50–4,43 (м, 0,7H), 4,40–4,32 (м, 0,3H), 
4,24–4,16 (м, 0,7H), 4,11–4,05 (м, 0,3H), 3,77–3,72 (м, 6H), 3,63–3,53 (м, 1H), 3,43–3,22 (м, 4,6H), 
3,18–2,99 (м, 3,3H), 2,51–2,42 (м, 1,7H), 2,24–2,08 (м, 3,7H), 2,04–1,96 (м, 0,3H), 1,92–1,84 (м, 0,7H), 
1,60–1,27 (м, 5,7H).

13С{1H} ЯМР (126 МГц, CD3CN), δ, м. д.: 192,5, 172,7, 172,5, 171,3 (2С), 159,6, 159,5, 146,4, 146,1, 
137,9, 137,3, 137,2, 136,9, 134,6, 130,9, 130,4, 129,9, 129,0, 128,9 (2С), 128,8, 127,9, 127,7, 126,7, 114,1, 
114,0, 87,2, 86,6, 70,6, 69,4, 66,4, 64,4, 57,2, 56,5, 56,4, 55,9 (2С), 54,4, 39,7, 39,6, 39,0, 37,2, 36,4, 35,5, 
33,9, 30,0, 29,9, 27,2 (2С), 25,7, 25,6, 25,2.

(3R,5S)-1-(6-(3-меркаптобензоилпропанамидо)-1-оксогексил)-5-(4,4’-диметокситрити-
локсиметил)пирролидин-3-ил N,N-диизопропил-O-(2-цианоэтил)фосфорамидит (1). Соеди-
нение 5 (2 г, 2,76 ммоль) предварительно соупарили со свежеперегнанным над гидридом кальция 
дихлорметаном (2 × 25 мл), растворили в 25 мл дихлорметана и добавили триэтиламин (960 мкл, 
6,91 ммоль). Колбу с полученным раствором тщательно продули аргоном, плотно закупорили 
и охладили на ледяной бане, после чего в раствор по каплям вносили N,N-диизопропилами-
но-(2-цианоэтокси)хлорофосфин (СEP-Cl) (784 мг, 3,31 ммоль). Реакционную смесь перемеши-
вали в инертной атмосфере при охлаждении еще 30 мин, затем в течение 2 ч при комнатной 
температуре. По окончании реакции (контроль ТСХ) в реакционную смесь добавили 25 мкл ме-
танола, разбавили в 2 раза дихлорметаном и промыли насыщенным водным раствором NaHCO3 
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(2 × 25 мл), насыщенным водным раствором NaСl (2 × 25 мл). Органический слой отделили  
и осушили над безводным Na2SO4, осушитель отфильтровали, фильтрат упарили. Полученный 
остаток очищали колоночной хроматографией в градиенте смеси растворителей толуол/ацетон/
триэтиламин и получили 2,20 г (86 %) фосфорамидита 1 в виде хрупкой пены белого цвета.

1H ЯМР (500 МГц, CD3CN), δ, м. д. (смесь конформеров в соотношении ≈ 0,7 : 0,3): 7,97–7,90 (м,  
2H), 7,65–7,59 (м, 1H), 7,52–7,46 (м, 2H), 7,40–7,36 (м, 2H), 7,32–7,18 (м, 7H), 6,88–6,79 (м, 4H), 
6,51 (уш. с, 0,7H), 6,44 (уш. с, 0,3H), 4,75–4,62 (м, 0,7H), 4,62–4,51 (м, 0,3H), 4,27–4,15 (м, 0,7H),  
4,12–4,02 (м, 0,3H), 3,83–3,64 (м, 9H), 3,64–3,51 (м, 2,3H), 3,48 (дд, J = 10,8 Гц, 4,0 Гц, 0,3H), 3,44–3,36 (м,  
0,3H), 3,36–3,21 (м, 2,7H), 3,18–3,06 (м, 2,6H), 3,05–2,99 (м, 0,7H), 2,67–2,57 (м, 2H), 2,52–2,41 (м, 2H),  
2,30–2,15 (м, 3H), 2,11–1,90 (м, 0,7H), 1,64–1,25 (м, 5,7H), 1,26–1,06 (м, 12,7H).

31P{1H} ЯМР (202 MГц, CD3CN), δ, м. д.: 148,2, 148,6, 148,9.
Синтез, выделение и очистка тиолсодержащих ДНК-олигонуклеотидов. Синтез моди-

фицированных олигонуклеотидов был выполнен на автоматическом синтезаторе в масштабе  
0,5 мкмоль с использованием универсального носителя с контролируемым размером пор (CPG 
c диаметром пор 500 Å). В качестве активатора для конденсации использовали 0,25 М раствор 
5-бензилтио-1H-тетразола в ацетонитриле; окислитель – 0,04 М раствор йода в смеси ацетони-
трил-вода-пиридин (соотношение 8 : 2 : 2). Для 5’-модификации олигонуклеотидов использовали 
0,1 М раствор фосфорамидита 1 в ацетонитриле. Время конденсации – 5 мин, количество цик- 
лов конденсации – 3. После завершения синтеза колонки с олигонуклеотидами были промыты 
20%-м раствором диэтиламина в ацетонитриле. Носитель с защищенными олигонуклеотида-
ми переносили в пробирку типа эппендорф на 1,5 мл. Для снятия олигонуклеотидов со стекла 
использовали смесь метиламина и аммиака (соотношение 1 : 1) с добавлением TCEP (конечная 
концентрация в растворе 0,1 М) при температуре 37 ºC в течение 7 ч. Затем раствор олигонуклео- 
тида отделяли от носителя и упаривали в 2 раза с использованием вакуумного концентратора. 
Очистку тиолсодержащих олигонуклеотидов проводили с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ 
на колонке Clarity 5 мкм Oligo-RP 250 × 10 мм (Phenomenex) в градиенте ацетонитрила 10–45 % 
(буфер А: ацетонитрил, буфер Б: 0,2 M раствор триэтиламмоний ацетата в воде с содержанием 
ацетонитрила 5 %, pH 7,0). Очищенные олигонуклеотиды характеризовали методом обращен-
но-фазовой ВЭЖХ-МС на колонке Clarity 3 мкм Oligo-RP 50 × 2 мм (Phenomenex) в градиенте 
ацетонитрила 0–25 % (буфер А: ацетонитрил, буфер Б: раствор 50 мM гексафторизопропанола  
и 5 мM N,N-диизопропилэтиламина в воде с содержанием ацетонитрила 5 %, pH 8,5).

Общая методика модификации HS-олигонуклеотидов тиол-специфичными реагентами. 
0,2 ОЕ (2,96 нмоль) тиолсодержащего олигонуклеотида растворяли в 10 мкл 50 мМ фосфатного 
буфера с содержанием 1 мМ ЭДТА, рН 7,2. Добавляли 0,296 мкл раствора TCEP (14,78 нмоль,  
с = 50 мМ) в том же буфере. Перемешивали при комнатной температуре в течение 8 ч. Реакци-
онную смесь пропускали через гель-фильтрационную колонку. К полученному раствору оли-
гонуклеотида добавляли 1,774 мкл раствора реагента 6 (44,34 нмоль, с = 25 мМ) или 0,443 мкл 
раствора реагента 7 (44,34 нмоль, с = 0,1 М), выдерживали в течение 20 мин (для 6) или 12 ч (для 7) 
при комнатной температуре. Конечные продукты выделяли гель-фильтрацией и охарактеризо-
вывали методом ВЭЖХ-МС.

Результаты и их обсуждение. Cинтез целевого фосфорамидитного реагента 1 осуществляли 
из 4,4'-диметокситритилированного (DMTrO-) производного транс-4-гидрокси-L-пролинола 2 
(рис. 2). Выбор соединения 2 в качестве структурного базиса для синтеза соединения 1 обуслов-
лен его использованием в создании универсальных реагентов, позволяющих встраивать моди-
фикации как в терминальных, так и в любых других положениях олигонуклеотидной последова-
тельности [10, 13]. Щелочной гидролиз 2,2,2-трифторацетамидной (TFA-) группы соединения 2  
привел к амину 3, который ввели в реакцию конденсации с 3-(меркаптобензоил)пропионовой 
кислотой (4) для получения амидного производного 5. Выбор бензоильной защитной группы 
(Bz-) для тиольной группы был обусловлен ее совместимостью с условиями олигонуклеотидно-
го синтеза и легкостью последующего удаления. Наконец, фосфорамидит 1 был синтезирован  
в реакции между соединением 5 и N,N-диизопропиламино-(2-цианоэтокси)хлорофосфином 
(СEP-Cl) c выходом 86 %.
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Все синтезированные соединения были охарактеризованы 1Н, 13С и 31Р ЯМР-спектроскопией. 
Существование соединений 1, 3 и 5 в виде конформеров привело к дублированию самых резо-
нансных сигналов в 1Н и 13С ЯМР-спектрах. Фосфорамидит 1 также существует в виде пары диа- 
стереомеров, что проявилось в дублировании сигналов не только в 1Н, 13С, но и 31P ЯМР-спектрах  
и усложнило их расшифровку [13]. Чистота реагента 1 оценивалась по 31P ЯМР-спектру и состави-
ла свыше 99 %.

Синтез 5'-тиолсодержащих ДНК-олигонуклеотидов был выполнен на автоматическом синте-
заторе. Обнаружено, что в процессе хранения олигонуклеотидов, полученных с использованием 
реагента 1, тиольные группы (вне зависимости от положения в олигонуклеотидной последова-
тельности) образуют дисульфидные связи. Для восстановления реакционной способности вве-
денных функциональных групп целевые олигонуклеотиды перед работой обрабатывали восста-
навливающим реагентом TCEP (табл. 1, рис. 3).

Т а б л и ц а 1. Данные масс-спектрометрии тиолсодержащих ДНК-олигонуклеотидов

T a b l e 1. Mass spectrometry data for thiol-containing DNA-oligonucleotides

Олигонуклеотид Мрассч, Да Мнабл, Да

Димер dA11-SH 7 525,46 7 524,51
dA11-SH 3 763,74 3 763,44

Далее олигонуклеотиды (dA11) очищали от остатков низкомолекулярных компонентов гель- 
фильтрацией и вводили в реакцию с реактивом Эллмана (6) и 6-(2,5-диоксо-2,5-дигидро-1Н-
пиррол-1-ил)гексановой кислотой (7). Выходы реакций оценивали согласно данным ВЭЖХ-МС 
(табл. 2, рис. 4, 5).

Т а б л и ц а 2. Данные масс-спектрометрии тиолсодержащих ДНК-олигонуклеотидов  
после модификации тиол-специфичными реагентами

T a b l e 2. Mass spectrometry data for thiol-bearing DNA oligonucleotides after modification  
with thiol-specific reagents

Олигонуклеотид Мрассч, Да Мнабл, Да

dA11-SH + 6 3 960,88 3 960,35
dA11-SH + 7 3 974,96 3 974,22
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Рис. 2. Схема синтеза фосфорамидита 1 (условия реакций: I.: K2CO3, MeOH/H2O, к. т., 12 ч, 93 %; II.: 4, EDC·HCl, 
HОBt·H2O, DIPEA, CH2Cl2, к. т., 3 ч, 82 %; III.: CEP-Cl, Et3N, CH2Cl2, 0 oC – к. т., 2,5 ч, 86 %

Fig. 2. Synthetic route to phosphoramidite 1 (reaction conditions: I.: K2CO3, MeOH/H2O, r. t.,  12 h, 93 %; II.: 4, EDC·HCl, 
HОBt·H2O, DIPEA, CH2Cl2, r. t., 3 h, 82 %; III.: CEP-Cl, Et3N, CH2Cl2, 0 oC – r. t., 2.5 h, 86 %
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Рис. 3. Хроматограммы (a, b) и масс-спектры (c, d) тиолсодержащих ДНК-олигонуклеотидов:  
(a, c) – после хранения; (b, d) – после обработки TCEP

Fig. 3. Chromatograms (a, b) and mass spectra (c, d) of thiol-bearing DNA-oligonucleotides:  
(a, c) – after aging; (b, d) – after treatment with TCEP
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Рис. 4. Схемы реакций 5’-тиолсодержащих ДНК-олигонуклеотидов с тиол-специфичными реагентами
Fig. 4. Reaction schemes of 5'-thiol-containing DNA-oligonucleotides with thiol-specific reagents
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Заключение. Был синтезирован новый фосфорамидитный реагент для введения тиольной груп-
пы в олигонуклеотиды в условиях автоматического олигонуклеотидного синтеза. С использова-
нием нового реагента успешно были получены ДНК-олигонуклеотиды, модифицированные ти-
ольными группами по 5'-положению. Было показано, что в результате хранения тиольные груп-
пы в олигонуклеотидах способны к образованию дисульфидных связей. Продемонстрирована 
возможность модификации полученных олигонуклеотидов тиол-специфичными реагентами по-
сле восстановления дисульфидных групп до тиольных. Полученные конъюгаты были очищены 
гель-фильтрацией и охарактеризованы с помощью ВЭЖХ-МС.

Рис. 5. Хроматограммы (a, b) и масс-спектры (c, d) тиолсодержащих ДНК-олигонуклеотидов  
после модификации: (a, c) реагентом 6; (b, d) реагентом 7

Fig. 5. Chromatograms (a, b) and mass spectra (c, d) of thiol-bearing DNA-oligonucleotides after modification:  
(a, c) – with reagent 6; (b, d) – with reagent 7
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