Мечение олигонуклеотидов масс-спектрометрическими метками
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Масс-спектрометрические метки (МСМ) – это молекулы, которые ковалентно связываются с молекулами исследуемого образца и при проведении масс-спектрометрического анализа регистрируются с заранее известной массой. Главным преимуществом использования МСМ является возможность одновременного анализа большого числа объектов в смеси. Ранее в нашей лаборатории был синтезирован ряд МСМ на основе стабильных органических катионов: гексаметокситритилиевого [1,2] и трифенилциклопропенилиевого [3], используемых для детекции соединений, содержащих первичную аминогруппу. Однако особый интерес представляет применение МСМ к биохимическим объектам, в том числе олигонуклеотидам – строительным блокам ДНК-наноструктур. Мечение олигонуклеотидов МСМ позволяет быстро и точно анализировать состав образующейся ДНК-структуры. 

Включение МСМ в состав олигонуклеотида в процессе олигонуклеотидного синтеза не представляется возможным из-за очень низкого выхода продукта. Был разработан способ получения конъюгатов олигонуклеотид – масс-спектрометрическая метка пост-синтетической обработкой. Одним из подходов является прямая модификация. Из ряда МСМ разной массы на основе дибензотропилиевого катиона были получены производные - активированные эфиры, который впоследствии вводились на 5’-конец аминомодифицированного олигонуклеотида. Другой подход заключается в обработке 5’-аминомодифицированного олигонуклеотида активированным эфиром кислоты, содержащей остаток дибензоциклооктина. МСМ на основе триметокситритилиевого катиона содержит в своей структуре сайт вариации масс и реакционную азидогруппу. Предварительная обработка МСМ представляет собой реакцию активированного эфира в сайте вариации масс с первичными аминами в стоковых растворах. Модифицированные остатком дибензоциклооктина олигонуклеотиды реагируют с азидогруппой МСМ с получением целевых конъюгатов. Данные конъюгаты можно выделять методами высокоэффективной жидкостной хроматографии и электрофореза в полиакриламидном геле.
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