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Созданы новые двухкомпонентные флуоресцентные зонды для детекции микроРНК на основе оли-
го(2'-O-метилрибонуклеотидов), формирующие в присутствии РНК-мишени 3WJ-структуру из трех
олигонуклеотидных дуплексов (3WJ – three-way junction) со вставкой PyA-модифицированного аде-
нинового кластера, представляющего собой пентааденозиновый фрагмент, содержащий в центре
8-(1-этинилпирен)-дезоксирибоаденозин. В качестве РНК-мишени выбрана микроРНК let-7a-3p,
уровень которой в клетке коррелирует с возникновением и развитием онкологических заболеваний.
Проведено сравнительное исследование термической стабильности и флуоресценции двухкомпо-
нентных зондов на основе олиго(2'-O-метилрибонуклеотидов), в составе которых имеется дезокси-
рибоаденозиновый (dAdAPyAdAdA) или (2'-O-метилрибо)аденозиновый фрагмент (AmAm PyAAmAm),
содержащий в центре 8-(1-этинилпирен)-дезоксирибоаденозин, и аналогичного олигодезоксири-
бонуклеотидного зонда. Обнаруженное изменение спектров флуоресценции созданных зондов при
гибридизации с РНК-мишенью потенциально может быть использовано при разработке систем
детекции микроРНК.
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ВВЕДЕНИЕ
Детекция и визуализация биомолекул in vitro и

in vivo, в частности клеточных и внеклеточных
РНК, необходимы для решения целого ряда задач
молекулярной биологии и биомедицины, биохи-
мии и клеточной биологии. Актуальной пробле-
мой является повышение чувствительности си-
стем, используемых для детекции и визуализации
биомолекул, а именно увеличение соотношения
сигнал/шум, а также повышение предела обнару-
жения [1, 2]. Флуоресцентные зонды представляют
собой перспективную основу для создания высо-
кочувствительных систем детекции биомолекул.
Для сиквенс-специфической детекции нуклеи-

новых кислот используют флуоресцентные ги-
бридизационные зонды [3–5]. Интересным вари-
антом зондов являются тандемные флуоресцент-
ные зонды, сигнал от которых возникает только
при одновременной гибридизации компонентов
зонда на НК-мишени за счет сближения пары
флуорофоров. Флуоресцентные олигонуклеотид-
ные зонды, содержащие остатки пирена в каче-
стве флуорофора, являются перспективными ин-
струментами для детекции нуклеиновых кислот
благодаря высокой чувствительности флуорес-
ценции пирена к окружению [6–9].

Одними из наиболее перспективных инстру-
ментов для детекции РНК являются флуорес-
центные зонды на основе олиго(2'-O-метилрибо-
нуклеотидов). Олиго(2'-O-метилрибонуклеотиды)
обладают определенными преимуществами перед
стандартно используемыми для создания олиго-
нуклеотидных зондов олигодезоксирибонуклео-
тидами, а именно большей термической ста-
бильностью дуплексов с комплементарной РНК,

Сокращения: 3WJ – three-way junction – структура из трех
олигонуклеотидных дуплексов; РуА – модифицированный
адениновый кластер – пентааденозиновый фрагмент, со-
держащий в центре 8-(1-этинилпирен)-дезоксирибоадено-
зин; miR – микроРНК.
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способностью разворачивать структурированную
РНК, а также большей устойчивостью к действию
нуклеаз [10, 11].

Относительно недавно был предложен новый
вариант эксимерных зондов для детекции мик-
роРНК, представляющий собой двухкомпонент-
ный олигодезоксирибонуклеотидный зонд, спо-
собный образовывать в присутствии РНК-мишени
3WJ-структуру (3WJ – three-way junction), со-
держащую в одном из стеблей так называемые
PyA-модифицированные адениновые кластеры в
обеих цепях [12].

В данной работе мы провели дизайн, синтез и
изучение свойств новых двухкомпонентных зон-
дов на основе олиго(2'-O-метилрибонуклеотидов),
формирующих в присутствии РНК-мишени 3WJ-
структуру. Каждый из компонентов зонда содер-
жит PyA-модифицированный адениновый кластер,
представляющий собой пентааденозиновый фраг-
мент, содержащий в центре 8-(1-этинилпирен)-
дезоксирибоаденозин.

В качестве РНК-мишени нами была выбрана
микроРНК let-7a-3p (miR let-7a-3p). Уровень этой
микроРНК в клетке коррелирует с возникнове-
нием и развитием онкологических заболеваний, в
связи с этим она рассматривается как диагности-
ческий биомаркер онкологических заболеваний
и является объектом исследований при создании
новых усовершенствованных систем детекции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее были предложены и исследованы раз-

личные варианты пиренильных флуоресцентных
зондов на основе олиго(2'-O-метилрибонуклео-
тидов) для детекции РНК, в том числе биспире-
нильные линейные зонды [13–16], биспирениль-
ные “молекулярные маяки” [17, 18] и тандемные
биспиренильные зонды [19, 20].

В данной работе для детекции miR let-7a-3p
нами были сконструированы двухкомпонентные
зонды, формирующие в присутствии РНК-ми-
шени 3WJ-структуру из трех олигонуклеотидных
дуплексов (рис. 1). Каждый из компонентов зон-
да содержит PyA-модифицированный аденино-
вый кластер, представляющий собой (2'-О-метил-
рибо)аденозиновый фрагмент (AmAmPyAAmAm)
(Lmf + Rmf) или дезоксирибоаденозиновый фраг-
мент (dAdAPyAdAdA) (Lm + Rm), содержащий в
центре 8-(1-этинилпирен)-дезоксирибоаденозин.

Для синтеза компонентов олигонуклеотидных
зондов использовали специально полученный
фосфитамид аденозина, содержащего пирен в 8-м
положении гетероциклического основания. Для
его введения автоматический твердофазный фос-
фитамидный синтез прерывали и проводили цикл
присоединения модифицированного фосфит-
амидного звена в “ручном” варианте с использова-

нием 5-этилтиотетразола в качестве активатора.
Время конденсации увеличивали до 30 мин. Про-
водили остальные стадии цикла в “ручном” ва-
рианте и продолжали синтез в автоматическом
режиме.

По окончании синтеза удаляли 5'-О-диметок-
ситритильную группу и проводили деблокиро-
вание олиго(2'-О-метилрибонуклеотидов), содер-
жащих PyA, в стандартных условиях. Модифици-
рованные олигонуклеотиды выделяли методом
препаративного гель-электрофореза. Строение
конъюгатов подтверждали методом MALDI-TOF-
масс-спектрометрии. Таким образом были по-
лучены PyA-содержащие компоненты олиго(2'-О-
метилрибонуклеотидных) зондов (Lmf + Rmf) и
(Lm + Rm), отличающиеся природой аденозинов
в составе кластера, а также их олигодезоксирибо-
нуклеотидные аналоги (L + R) (табл. 1). Для ис-
следования влияния PyA на время удерживания
при офВЭЖХ и термическую стабильность ком-
плексов с РНК-мишенью были также синтезиро-
ваны контрольные олиго(2'-О-метилрибонуклео-
тиды) (Lmc и Rmc), не содержащие PyA.

Гомогенность выделенных PyA-модифициро-
ванных олигонуклеотидов подтверждали метода-
ми офВЭЖХ (рис. 2) и электрофореза в денатури-
рующем 15%-ном ПААГ.

Введение модифицированного PyA в полностью
2'-O-метилированные олигорибонуклеотиды при-
водило к незначительному (0.3 мин) уменьшению
времени удерживания при офВЭЖХ (Lmf и Rmf).
Время удерживания модифицированных олиго-
дезоксирибонуклеотидов L и R, содержащих PyA,
было незначительно больше (0.6–0.8 мин) време-
ни удерживания их 2'-О-метилированных анало-
гов Lmf и Rmf. Дополнительная замена в Lmf и
Rmf двух нуклеотидов с 3'- и 5'-стороны от PyA на
дезоксирибоаденозины (Lm и Rm) приводила к
увеличению времени удерживания (1.8–2.6 мин)
при офВЭЖХ. Таким образом, химерные оли-
го(2'-О-метилрибонуклеотиды) (Lm и Rm), содер-
жащие пентадезоксирибоаденозиновый фрагмент,
являются наиболее гидрофобными.

В электронных спектрах поглощения всех конъ-
югатов, содержащих PyA, наблюдали максимум
поглощения на длине волны 260 нм и два пика по-
глощения в области 360–430 нм. На рис. 3 приведе-
ны примеры спектров поглощения PyA-содержащих
олигонуклеотидов. Два пика с максимумами на
380 и 420 нм соответствуют поглощению этинил-
пирена, введенного в аденин [12].

В спектрах флуоресценции компонентов оли-
годезоксирибонуклеотидных (L и R) и олиго(2'-
O-метилрибонуклеотидных) (Lmf, Rmf, Lm и Rm)
зондов наблюдали флуоресценцию в диапазоне
440–460 нм, характерном для флуоресценции эти-
нилпирена (рис. 4а–4в).
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Рис. 2. Нормализированные профили аналитической офВЭЖХ при анализе PyA-содержащих и контрольных (не со-
держащих PyA) олигонуклеотидов. (а) – L, Lm, Lmc, Lmf; (б) – R, Rm, Rmc, Rmf. Последовательности олигонуклеоти-
дов см. в табл. 1. Условия: градиент концентрации 0–50% (20 мин) и 50% (5 мин) CH3CN в буфере, содержавшем
0.02 М TEAAc, pH 7.0, скорость потока – 100 мкл/мин.
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Во флуоресцентном спектре олигонуклеотида
Lmf – компонента полностью 2'-O-метилирован-
ного зонда – регистрировали дополнительный
пик на меньшей длине волны (рис. 4в). Проана-
лизировав вероятность образования внутри- и

межмолекулярных комплексов для этой последо-
вательности, мы выяснили, что этот олигонуклео-
тид способен образовывать самокомплементар-
ные комплексы, в которых остатки PyA в составе
разных цепей будут расположены на различном

Рис. 3. Спектры поглощения водных растворов PyA-модифицированных олигонуклеотидов: (а) – олигодезоксирибо-
нуклеотидов (L и R), (б) – олиго-(2'-O-метилрибонуклеотидов) (Lm и Rm). Концентрация олигонуклеотидов 10 мкМ,
температура 25°С.
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Рис. 4. Нормализованные спектры флуоресценции зондов: (a) – олигодезоксирибонуклеотидных (L и R); (б) – оли-
го(2'-O-метилрибонуклеотидных) (Lm и Rm); (в) – олиго(2'-O-метилрибонуклеотидных) (Lmf и Rmf). Условия: 2 мкМ
олигонуклеотиды; длина оптического пути 4 мм; 0.1 М NaCl, 50 мМ Tрис-HCl буфер (pH 7.5), 10 мМ MgCl2; длина вол-
ны возбуждения 385 нм; температура 25°С.
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расстоянии друг от друга в составе комплекса, что
и может быть причиной возникновения второго
пика флуоресценции. Аналогичный эффект на-
блюдали в работе Cummins et al. [10] при исследо-
вании различных типов комплексов с PyA-моди-
фицированными адениновыми кластерами.

Ранее было продемонстрировано, что двухком-
понентные олигодезоксирибонуклеотидные зон-
ды, формирующие 3WJ-комплексы с РНК-ми-
шенью и содержащие PyA-модифицированные
адениновые кластеры в обеих цепях, обладают
уникальными флуоресцентными свойствами [12].
При гибридизации с РНК пирен-модифициро-
ванные аденины (PyA) в составе РуА-модифициро-
ванных адениновых кластеров взаимодействуют
между собой с образованием структуры с отлич-
ными от исходных олигонуклеотидных компо-
нентов флуоресцентными свойствами, что позво-
ляет проводить детекцию РНК-мишеней.

Нами были получены спектры флуоресценции
двухкомпонентных зондов и их комплексов с РНК-
мишенью (рис. 5). Анализируя спектры флуорес-
ценции двухкомпонентных зондов в отсутствие

РНК-мишени и при добавлении РНК-мишени,
можно заключить, что в случае олигодезоксирибо-
нуклеотидного зонда (L + R) в присутствии РНК-
мишени в спектрах увеличивается интенсивность
излучения флуоресценции в более длинноволно-
вой области относительно флуоресценции исход-
ных компонентов зонда (рис. 5а). Аналогичные из-
менения спектра наблюдали и в работах [12, 21, 22].
В случае зонда (Lm + Rm) в спектрах флуоресцен-
ции с РНК-мишенью таких изменения не реги-
стрировали, но при этом максимум основного пи-
ка несколько сдвигался в более длинноволновую
область (с 453 до 460 нм) (рис. 5б). В случае зонда
(Lmf + Rmf) в спектрах флуоресценции как в отсут-
ствие, так и в присутствии РНК-мишени максимум
флуоресценции регистрировали в еще более длин-
новолновой области при 495 нм, при этом в спек-
трах флуоресценции зонда в присутствии РНК-
мишени регистрировали относительное увели-
чение интенсивности флуоресценции в области
420–440 нм (рис. 5в). Появление отличий в спек-
трах флуоресценции при гибридизации двухком-
понентных зондов с РНК-мишенью позволяет го-

Рис. 5. Нормализованные спектры флуоресценции двухкомпонентных зондов и их комплексов с РНК-мишенью.
(а) – Олигодезоксирибонуклеотидный зонд (L + R) и его комплекс с РНК-мишенью (L + R + T); (б) – олиго(2'-O-ме-
тилрибонуклеотидный) зонд (Lm + Rm) и его комплекс с РНК-мишенью (Lm + Rm + T); (в) – олиго(2'-O-метилрибо-
нуклеотидный) зонд (Lmf + Rmf) и его комплекс с РНК-мишенью (Lmf + Rmf + Т). Т – РНК-мишень miR let-7a-3p.
Условия: 2 мкМ олигонуклеотиды и РНК-мишень; длина оптического пути 4 мм; 50 мМ Tрис-HCl буфер (pH 7.5),
10 мМ MgCl2, 0.1 M NaCl; длина волны возбуждения 385 нм; температура 25°С.
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ворить о потенциальной возможности разработ-
ки систем детекции РНК с использованием этих
зондов.

Методом термической денатурации была ис-
следована стабильность комплексов двухкомпо-
нентных зондов, содержащих PyA-модифициро-
ванный адениновый кластер, с РНК-мишенью.
Для зондов в отсутствие мишени не наблюдали
значительных изменений в оптической плотно-
сти растворов при изменении температуры, что,
вероятно, свидетельствует об отсутствии взаимо-
действия между компонентами зонда (рис. 6).

Температура плавления комплекса зонда, со-
стоящего из олиго(2'-O-метилрибонуклеотидов)
(Lm + Rm), с РНК-мишенью составила 57.3°С и
была выше температуры аналогичного комплекса
зонда, состоящего из олигодезоксирибонуклео-
тидов (L + R), с РНК-мишенью, которая состави-
ла 39.1°С, что согласуется с литературными дан-
ными [23]. Видимо, изменение максимума флуо-
ресценции зонда (Lm + Rm) при гибридизации с
РНК, по сравнению с зондом (L + R) (рис. 5а, 5б),
может быть частично объяснено более высокой
стабильностью комплекса. Другим объяснени-
ем отличий в спектрах флуоресценции может
быть другая конформация химерного 2'-O-метил-
РНК/ДНК-дуплекса (скорее всего, промежуточ-
ная форма между A- и В-формами двойной спи-
рали), содержащего PyA-модифицированный аде-
ниновый кластер, по сравнению с аналогичным
ДНК-дуплексом (близкая к B-форме двойной
спирали).

Таким образом, нами продемонстрирована спо-
собность двухкомпонентных зондов олиго(2'-O-
метилрибонуклеотидов), содержащих РyA-моди-
фицированный адениновый кластер, формировать

более стабильные 3WJ-комплексы с РНК-мише-
нью, чем аналогичные олигодезоксирибонуклео-
тидные зонды.

Предложенные в данной работе новые двух-
компонентные флуоресцентные зонды на осно-
ве олиго(2'-О-метилрибонуклеотидов), формиру-
ющие с РНК-мишенью 3WJ-структуру, изменяют
свои флуоресцентные свойства при формирова-
нии комплекса с РНК-мишенью и в перспективе
могут быть использованы в качестве зондов для
детекции РНК-мишеней, в том числе микроРНК.
Требуются дополнительные исследования влия-
ния структуры зондов, а именно положения PyA в
составе кластера и протяженности самого класте-
ра, на их свойства для улучшения специфичности
флуоресцентного сигнала и увеличения чувстви-
тельности к РНК-мишени.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и оборудование. В работе были ис-

пользованы следующие реактивы: перхлорат на-
трия, дисукцинимидилкарботат, пиренметиламин,
N-метилимидазол (Acros Organics, США); 4,4'-
диметокситритилхлорид (Alfa Aesar, США);
5-этилтио-1H-тетразол (Biosset, Россия); 2-циано-
этил-N,N,N',N'-тетраизопропилфосфитамид, по-
лимеры с присоединенным первым нуклеозидным
звеном – 5'-O-(4,4'-диметокситритил)-2'-O-третбу-
тилдиметилсилил-N2-ацетилгуанозин-CPG, 5'-O-
(4,4'-диметокситритил)-2'-O-третбутилдиметил-
силил-уридин-CPG, фосфитамиды N-ацетилза-
щищенных 5'-O-(4,4'-диметокситритил)-2'-O-ме-
тилрибонуклеозидов, N-ацетилзащищенных 5'-O-
(4,4'-диметокситритил)-2'-O-третбутилдиметилси-
лил-рибонуклеозидов, N-ацетилзащищенных 5'-O-
(4,4'-диметокситритил)-2'-дезоксирибонуклеоти-

Рис. 6. Дифференциальные кривые термической денатурации компонентов тандемных зондов (L + R, Lm + Rm) и их
комплексов с РНК-мишенью (L + R + T, Lmf + Rmf + T). Условия термической денатурации: буфер (25 мМ Tрис-НСl
(pH 7.2), 50 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2), концентрации олигонуклеотидных компонентов 1 мкМ. Т – РНК-мишень miR
let-7a-3p.
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дов (ChemGenes, США); краситель “Stains-all”,
персульфат аммония, дихлоруксусная кислота,
акриламид, N,N'-метиленбисакриламид, 2,6-лу-
тидин, Трис-гидроксиметиламинометан (Fluka,
Швейцария); мочевина, 40%-ный водный рас-
твор метиламина (Merck, Германия); молекуляр-
ные сита “Trap-PacTM Molecular Sieve Bag” 3 Å
(Millipore, США); пиридин, ацетон, тетрагидрофу-
ран, 15%-ный раствор уксусного ангидрида в тетра-
гидрофуране (PanReac, Испания); ксиленцианол
FF, бромфеноловый синий, N,N,N',N'-этиленди-
аминтетрауксусная кислота (Serva, Германия);
триэтиламин, триэтиламинтригидрофторид, гек-
саметилендиамин, этокситриметилсилан (Sigma-
Aldrich, США); хлористый метилен, йод кристал-
лический, ацетонитрил (Криохром, Россия).

N6-бензоил-5'-O-[бис(4-метоксифенил)фе-
нилметил]-8-(1-этинилпиренил)-2'-деоксиаде-
нозин) был синтезирован и выделен в лаборато-
рии профессора Б.Х. Кима (B.H. Kim, Пхохан-
ский университет науки и технологии, Пхохан,
Южная Корея) по методике Hwang et al. [24].

Олигонуклеотиды были получены на автомати-
ческом ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800 (Биоссет,
Россия) твердофазным фосфитамидным мето-
дом в условиях, оптимизированных нами для этого
прибора. Все водные растворы были приготовле-
ны с использованием деионизованной воды, по-
лученной с помощью прибора Millipore Simplicity
System (Millipore, США).

Строение полученных олигонуклеотидов и
конъюгатов подтверждали методом MALDI-TOF-
масс-спектрометрии с использованием масс-спек-
трометра REFLEX III (Bruker Daltonics, Герма-
ния) (Центр коллективного пользования Центр
масс-спектрометрического анализа Института хи-
мической биологии и фундаментальной медици-
ны СО РАН).

Для анализа возможности образования внут-
ри- и межмолекулярных комплексов олигонук-
леотидов использовали програмное обеспечение
OligoAnalyzer 3.1. (Integrated DNA Technologies,
США).

Расчет коэффициентов молярного поглощения.
Оптическую плотность растворов олигонуклео-
тидов измеряли на спектрофотометре NanoDrop
1000 (Thermo Scientific, США). Молярные коэф-
фициенты поглощения немодифицированных оли-
гонуклеотидов при 260 нм рассчитывали по данным
работы Marti et al. [19]. Значения молярных коэф-
фициентов поглощения для 2'-O-метилрибонук-
леотидов принимали равными соответствующим
молярным коэффициентам поглощения для ри-
бонуклеотидов. При расчете коэффициентов мо-
лярного поглощения олигонуклеотидов, содер-
жащих PyA, влияние пирена не учитывали.

Регистрация спектров флуоресценции. Флуорес-
ценцию PyA-содержащих олиго(2'-O-метилрибону-

клеотидов) и олигодезоксирибонуклеотидов реги-
стрировали на спектрофлуориметре Carry Eclipse
(Varian Inc., США) в кварцевых кюветах (длина
оптического пути 4 мм) при комнатной темпера-
туре в буфере, содержавшем 50 мМ Tрис-HCl
(рН 7.5), 10 мМ MgCl2, 100 мкМ NaCl или в буфе-
ре, содержавшем 10 мМ какодилат натрия (pH 7.4),
0.1 М NaCl, 1 мМ трилон Б, при концентрации
олигонуклеотидных компонентов 2 мкМ.

Регистрация спектров поглощения. Поглощение
PyA-содержащих олиго(2'-O-метилрибонуклеоти-
дов) и олигодезоксирибонуклеотидов регистри-
ровали на спектрофотометре BioSpectrometer (Ep-
pendorf, Германия) в кварцевых кюветах (длина
оптического пути 1 мм) при комнатной темпера-
туре при концентрации олигонуклеотидных ком-
понентов 10 мкМ в воде.

Аналитическая обращенно-фазовая хроматогра-
фия. Аналитическую офВЭЖХ проводили на жид-
костном микроколоночном хроматографе Мили-
хром A-O2 (ЭкоНова, Россия) с использованием
колонки ProntoSil (75 × 2 мм) в градиенте концен-
трации 0–50% (20 мин) и 50% (5 мин) CH3CN в
буфере, содержавшем 0.02 М TEAAc, pH 7.0, ско-
рость потока 100 мкл/мин. Измерения проводили
на трех длинах волн 260, 300 и 346 нм спектро-
фотометрического детектора хроматографа (Аль-
фахром, Россия) при 40°С. Полученные данные
обрабатывали в программе Мультихром OC (Эко-
нова, Россия) и в Microsoft Excel (Microsoft Cor-
poration, США).

Термическая денатурация дуплексов. Диффе-
ренциальные кривые термической денатурации
дуплексов были получены на установке с термо-
регулируемой оптической кюветой на базе спек-
трофотометра Cary 300 BioMelt (Varian Inc., Ав-
стралия). Изменение температуры проводили со
скоростью 0.5°С/мин. Детекцию поглощения осу-
ществляли на двух длинах волн (260 и 270 нм).
Обработку кривых термической денатурации и
ренатурации проводили с использованием про-
граммного обеспечения Microsoft Office 2010 (Mic-
rosoft Corporation, США). Температуры плавления
были определены как максимумы первых произ-
водных кривых плавления.

Синтез N6-бензоил-5'-O-[бис(4-метоксифе-
нил)фенилметил]-8-(1-этинилпиренил)-3'-{бис[1-
(метилэтил)фосфорамидил]цианоэтил}-2'-дезокси-
аденозина (PyA). Синтез проводили по аналогии с
работой Ji et al. [25] с небольшими изменениями.
К раствору 200 мг (0.23 ммоль) соединения
(N6-бензоил-5'-O-[бис(4-метоксифенил)фенил-
метил]-8-(1-этинилпиренил)-2'-деоксиаденозина)
в 0.7 мл хлористого метилена добавляли 69 мкл
(0.40 ммоль) N,N-диизопропилэтиламина и
раствор, содержавший 44.9 мг (0.35 ммоль)
5-этилтиотетразола в 0.28 мл CH3CNабс. Затем
добавляли 144 мкл (0.45 ммоль) 2-цианоэтил-
N,N,N',N'-тетраизопропилфосфитамида. За про-
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хождением реакции следили с помощью ТСХ (си-
стема гексан : этилацетат, 1 : 2). По окончании
реакции реакционную смесь растворяли в EtOAc
(3–4 мл), отделяли раствор от осадка, образовавше-
гося в результате реакции, и переносили в пробирку
на 50 мл, промывали осадок этилацетатом (6 мл × 4)
и экстрагировали объединенный раствор на-
сыщенным водным раствором NaHCO3. Водный
слой трижды промывали этилацетатом, объединен-
ные органические слои сушили безводным Na2SO4,
фильтровали и упаривали досуха. Продукт выде-
ляли из реакционной смеси методом колоночной
хроматографии на силикагеле (230–400 меш, 60 Å)
(Sigma, США). Смесь, растворенную в 2 мл
50%-ного раствора этилацетата в гексане, нано-
сили на колонку. Проводили элюцию в градиенте
концентрации этилацетата в гексане (50–60%) и
упаривали соответствующие фракции. Rf 0.76, си-
стема ТСХ гексан : этилацетат, 1 : 2. Выход фос-
фитамида PyA составил 56%.

Получение PyA-модифицированных олигонуклео-
тидов (L, R, Lm, Rm, Lmf, Rmf) в “ручном” варианте
твердофазного фосфитамидного синтеза. Полимер-
связанный 3'-концевой фрагмент олигонуклеоти-
да, полученный автоматическим твердофазным
фосфитамидным методом, переносили из реакто-
ра в пробирку на 1.5 мл и добавляли раствор, со-
державший 22 мг фосфитамида PyA в смеси 100 мкл
хлористого метилена и 100 мкл CH3CNабс (0.1 М).
Затем добавляли 200 мкл 0.25 М раствора актива-
тора 5-этилтиотетразола в CH3CNабс, перемеши-
вали 30 мин при 37°С, раствор отбирали. Полимер-
ный носитель промывали CH3CNабс (200 мкл × 3) и
абсолютным тетрагидрофураном (200 мкл × 2).

К полимер-связанному олигонуклеотиду до-
бавляли 100 мкл CpA (10%-ный уксусный ангид-
рид, 10%-ный 2,6-лутидин в THF), затем 100 мкл
CpB (16%-ный N-метилимидазол в THF), пере-
мешивали 5 мин при 37°С, раствор отбирали. По-
вторяли процедуру еще раз. Полимерный носи-
тель промывали тетрагидрофураном (200 мкл × 2).
Затем добавляли 200 мкл раствора окислителя
(0.02 М I2 в THF : Py : H2O, 45 : 0.5 : 4.5 (v/v/v)),
перемешивали 5 мин при 37°С, раствор отбирали.
Полимерный носитель промывали тетрогидро-
фураном (200 мкл × 3) и хлористым метиленом
(200 мкл × 2).

Для удаления 5'-О-диметокситритильной груп-
пы добавляли 300 мкл деблокирующего агента
(3%-ный раствор дихлоруксусной кислоты в хло-
ристом метилене), перемешивали 1 мин, раствор
отбирали. Повторяли процедуру еще 2 раза. Поли-
мер промывали хлористым метиленом (200 мкл × 2)
и ацетоном (200 мкл × 2). Полимер высушива-
ли, помещали в реактор и продолжали автома-
тический твердофазный фосфитамидный синтез.
Конъюгаты деблокировали в стандартных усло-
виях. Выделение конъюгатов проводили в 15%-
ном ПААГ (акриламид : N,N'-метиленбисакрила-

мид, 29 : 1) в денатурирующих условиях (8 М моче-
вина, 50 мМ Tрис-H3BO3, pH 8.3, 0.1 М трилон Б).
Последовательности и характеристики конъюга-
тов приведены в табл. 1.
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New Two-Component Pyrene Probes on the Basis
of Oligo(2'-O-Methylribonucleotides) for microRNA Detection

O. A. Semikolenova*, **, V. M. Golyshev*,
B. H. Kim***, A. G. Venyaminova*, and D. S. Novopashina*, **, #
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New two-component pyrene probes on the basis of oligo(2'-O-methylribonucleotides) for microRNA detec-
tion were obtained. They can form a three-way junction structure (3WJ) with RNA-target and contain the
PyA-modified adenine clusters with 8-(1-ethynylpyrene)-deoxyriboadenosine in the center of both compo-
nents. We have chosen microRNA let-7a-3p as RNA-target because correlation of its concentration in cells
with cancer’s appearance and progression. Comparative study of thermal stability and fluorescence properties
of probes on the basis of oligo(2'-O-methylribonucleotides) contain deoxyriboadenosine (dAdAPyAdAdA) or
(2'-O-methylribo)adenosine (AmAm PyAAmAm) fragment with 8-(1-ethynylpyrene)-deoxyriboadenosine in
the center, and of similar probe on the basis of oligodeoxyribonucleotide have been carried out. The changes
of f luorescence spectra of two-component probes upon hybridization with RNA-target have been demon-
strated and can be potentially used for design of new microRNA detection system.

Keywords: oligo(2'-O-methylribonucleotides), fluorescent properties, RNA detection, 3WJ-structure, PyA-modified
adenine cluster, 8-(1-ethynylpyrene)-deoxyriboadenosine
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