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개요
바이오 제약 분야에서는 유전자 발현 수준에서 질병을 예방 및 치료하기 위한 목적으로 
올리고뉴클레오타이드에 대한 연구개발이 진행되고 있습니다. 더불어 약물의 체내 안정성 
및 유효성을 향상시키기 위한 변형 올리고뉴클레오타이드가 지속적으로 개발됨에 따라 
변형 올리고뉴클레오타이드를 포함한 전반적인 올리고뉴클레오타이드의 제조 프로세스 
관리를 위한 분석법 마련이 함께 수반되어야 합니다. 따라서 본 응용자료에서는 LC-QTOF 
및 Agilent MassHunter BioConfirm12.0 소프트웨어를 이용하여 자연상태 및 변형 
올리고뉴클레오타이드에 대한 분자량 및 서열 확인과 같은 정성 분석법을 제안하였습니다. 

LC-QTOF를 이용한 변형 올리고 
뉴클레오타이드의 서열 확인
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서론
의약품으로서 올리고뉴클레오타이드는 유전정보 수준에서 진단  
및 치료제의 기능을 하며, 목적하는 서열로 합성된 20-30mer  
(약 6000-10000Da) 내외의 짧은 가닥의 DNA/RNA 분자를 
의미합니다. 올리고뉴클레오타이드가 의약품으로서 약효를 
띠기 위해서는 체내 원하는 타겟 부위까지 안정적으로 전달 및 
결합되어야 합니다. 이러한 체내 안정성, 결합 특이성 및 친화도 
등의 약물 유효성을 향상시키는 방법 중 하나로 핵산 및 인산기의 
화학적 변형 등이 적용된 변형 올리고뉴클레오타이드를 합성할 
수 있습니다1. 또한 합성 올리고뉴클레오타이드에 의해 발생하는 
부수적인 문제점 등을 완화하기 위해 지속적으로 차세대 변형 
올리고뉴클레오타이드에 대한 연구개발이 진행되고 있습니다2.  
이와 같은 합성 의약품은 제조 단계에서 해당하는 서열에 맞게 
합성이 되었는지, 특정 위치에서 목적하는 변형이 일어났는지 등에 
대한 검토를 위해 분자량 확인 및 서열 확인 과정이 필수적으로 
진행되어야 합니다.

이를 위해 본 응용자료에서는 자연상태뿐만 아니라 변형된 
올리고뉴클레오타이드에도 적용 가능한 정성분석 및 서열 
확인 방법을 제안하였으며, 모든 분석은 LC-QTOF 및 Agilent 
MassHunter BioConfirm12.0을 이용하였습니다. 

실험
시료 정보
분석에 사용한 시료는 총 6종으로, 올리고뉴클레오타이드 20, 25, 
30mer 및 변형 올리고뉴클레오타이드 20, 25, 30mer를  
사용하였습니다. 그 중 변형 올리고뉴클레오타이드는 
올리고뉴클레오타이드의 당(sugar) 부분 및 인산기(phosphate 
group)를 선택적으로 변형시킨 것으로, 자세한 서열 정보는  
표 3에서 확인할 수 있습니다. 실험에 사용한 용매는 모두  
LC-MS급을 사용하였습니다.

시료 조제방법
정성분석 및 서열 확인을 위하여 동결건조된 
올리고뉴클레오타이드를 0.1mM 농도의 원액으로 조제하였으며, 
이를 최대 10배 희석하여 분석하였습니다. 

분석 기기 및 조건
Agilent 1290 Infinity II UHPLC와 Agilent 6545 XT Q-TOF가 본 
분석을 위해 사용되었습니다. UHPLC 분석 조건은 표 1에서 확인할 
수 있습니다. MS 분석에 대한 조건은 표 2에서 확인할 수 있습니다.

표 1. UHPLC 분석법 파라미터.

파라미터 값

장비

– Agilent 1290 Infinity II 고속 펌프(G7120A)
– Agilent 1290 Infinity II Multisampler(G7167B)
–  Agilent 1290 Infinity II Integrated Column 

Compartment(G7116B)
–  Agilent 1290 Infinity II 다이오드 어레이 검출기(G7117B)

자동 시료 주입기 온도 4°C

주입 부피 2~5µL

DAD 파장 260nm

컬럼 Agilent AdvanceBio Oligonucleotide, 2.1x150mm, 
2.7um 

컬럼 온도 65°C

이동상 A 15mM Hexylamine and 25mM HFIP in water (LC-MS급)

이동상 B 100% ACN (LC-MS급)

유속 0.4mL/min

그레디언트

시간(min)
0.0
0.5
15.0
15.1
17.0
17.1
17.6
18.0
21.0
21.1
25.0

이동상 A(%)
90
90
75
5
5
90
90
5
5
90
90

이동상 B(%)
10
10
25
95
95
10
10
95
95
10
10

표 2. Agilent 6545XT QTOF 분석법 파라미터.

파라미터 값

장비 Agilent 6545XT LC-QTOF

이온 소스 Electrospray Ionization(ESI)

스캔 모드 MS & MSMS

극성 Negative

건조 기체 온도 300°C

건조 기체 유속 8L/min

네뷸라이저 압력 40psi

Sheath gas 온도 350°C

Sheath gas 유속 8L/min

캐필러리 전압 5500V

노즐 전압 2000V

Fragmentor 전압 250V

스키머 전압 65V

MS & MSMS 질량 범위 400~3200m/z, 100~3200m/z

MS & MSMS 스캔 속도 0.5~4spectra/sec

충돌 에너지 10, 20, 40V
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결과 

본 응용자료는 LC-QTOF로 얻은 데이터를 기반으로 하며,  
Agilent MassHunter BioConfirm12.0 소프트웨어를 이용하여 
얻은 올리고뉴클레오타이드의 정성 분석 및 서열 확인 결과를 
수록하였습니다. LC 분석법은 이온페어링-역상 분석법을 
적용하였으며, 자사의 응용자료3를 바탕으로 시스템 세척
(washing)을 포함한 그레디언트 조건을 최적화 하였습니다.  

표 3은 각 올리고뉴클레오타이드에 대한 서열 정보, 분자식 및 
분자량에 대한 정보를 제공합니다. 올리고뉴클레오타이드는 
자연상태인 임의의 RNA 구조로 합성되었습니다. 변형 
올리고뉴클레오타이드는 당의 2’ 탄소에 결합한 수산화기
(hydroxyl, ‘r’)를 불소(fluoro, ‘f’) 또는 메틸기(methyl, ‘m’)로  
치환하거나, 인산디에스터(phosphate diester) 결합 내 
PO(phosphate, ‘p’) 결합을 PS(phosphorothioate, ‘*’) 결합으로 
치환한 구조로 합성되었습니다. 올리고뉴클레오타이드의 분자량
(accurate mass)은 단일동위원소(monoisotopic) 질량을 
기준으로 합니다. 

표 3. 올리고뉴클레오타이드 서열 정보.

구분 서열 (5’ & 3’) 분자식 Accurate 
mass(Da)

20mer rAprUprAprCprGprUprCprUprAprAprUprCprGprAprCprUprAprGprUprC C189H235N72O138P19 6308.8600

25mer rAprCprUprAprCprCprCprGprUprCprGprUprAprCprGprUprUprUprAprUprCprGprGprAprG C236H294N90O175P24 7931.0576

30mer rUprAprUprCprGprGprAprGprCprUprAprCprUprAprGprCprUprCprCprCprGprUprCprGprUprAprCprGprUprU C282H352N105O212P29 9498.2382

변형 20mer fA*fU*fA*mC*mG*mUprCprUprAprAprUpmC*mG*mA*fC*fU*fA*mG*mU*mC C198H247F6N72O119P19S13 6654.6778

변형 25mer fA*fC*fU*rAprCpmCpmCpmGprUprCprG*mU*mA*mC*fG*fU*fU*fU*fA*fU*rC*rG*rG*mApmG C244H301F9N90O150P24S16 8316.7783

변형 30mer fU*fA*fU*rC*rG*rG*mApmGpmCprUprAprCpfUpfA*fG*rC*rU*rCpmCpmCpmGprUprCprG*mU*mA*mC*fG*fU*fU C291H361F9N105O187P29S16 9897.9746

그림 1은 10µM 농도의 올리고뉴클레오타이드에 대한 MS 모드 
분석 결과로, 각 단일물질에 대한 TIC(Total Ion Chromatogram)를 
확인할 수 있습니다. 

그림 2는 각 올리고뉴클레오타이드의 개별 피크로부터 추출된 질량 
스펙트럼을 의미하며, 전자분무이온화(ESI)의 특성에 의해 다중 

전하 이온의 분포를 보이는 올리고뉴클레오타이드를 확인할 수 
있습니다4. 하나의 시료에서 다중 전하 스펙트럼 내 질량 대 전하비
(m/z, mass-to-charge) 값이 낮을 수록 해당 이온은 높은 전하수
(charge state)를 갖습니다. 올리고뉴클레오타이드의 분자량이 
달라짐에 따라 MS 스펙트럼 내 다중 전하의 분포에도 차이가 
발생합니다. 
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그림 2. 올리고뉴클레오타이드의 질량 스펙트럼 분포.
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그림 1. 올리고뉴클레오타이드에 대한 TIC(Total Ion Chromatogram) 및 질량 
스펙트럼.
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MS 모드 결과, 1가 이온과 같은 단일 이온이 아닌 다중 전하 이온을 
형성함에 따라 MS 스펙트럼 상에서 올리고뉴클레오타이드의 
전구체 이온은 전반적으로 분산된 분포를 보입니다. 

이에 대해 ‘Deconvolution’을 적용하여 다중 전하 이온으로 
나뉘어진 MS 스펙트럼을 하나로 병합하고 중성(neutral) 

상태의 원형(intact) 분자량을 계산하였습니다. 표 4와 5에 
각 올리고뉴클레오타이드에 대한 deconvolution 결과에서 
환산된 원형 분자량인 deconvoluted 질량 및 동위체 패턴을 
확인할 수 있습니다. 6종에 대한 deconvoluted 질량은 각 
올리고뉴클레오타이드의 accurate mass 대비 2ppm 이내의 
정확도를 만족하였습니다. 

표 4. 올리고뉴클레오타이드에 대한 Deconvolution 결과.

구분
올리고뉴클레오타이드

20mer 25mer 30mer

Deconvoluted
MS 스펙트럼

0

0.25

0.5

0.75

1

1.25

1.5

-ESI Scan (rt: 10.777-11.079 min, 10 scans) Frag=250.0V neg_MS_A
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2

Counts vs. Deconvoluted Mass (amu)
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Counts vs. Deconvoluted Mass (amu)
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Counts vs. Deconvoluted Mass (amu)

9498 9500 9502 9504 9506 9508

Deconvoluted 질량 6308.8681 7931.0676 9498.2413

Accurate mass 6308.8600 7931.0576 9498.2382

정확도(ppm) -1.284 -1.261 -0.326

표 5. 변형 올리고뉴클레오타이드에 대한 Deconvolution 결과.

구분
변형 올리고뉴클레오타이드

20mer 25mer 30mer

Deconvoluted
MS 스펙트럼
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Counts vs. Deconvoluted Mass (amu)
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Counts vs. Deconvoluted Mass (amu)

9900 9902.5 9905 9907.5 9910

Deconvoluted 질량 6654.6871 8316.7912 9897.9867

Accurate mass 6654.6778 8316.7783 9897.9746

정확도(ppm) -1.398 -1.551 -1.222

올리고뉴클레오타이드의 서열 확인은 top-down 방식을 이용하며, 
자연 상태의 올리고뉴클레오타이드에 충돌 에너지(collision 
energy)를 가해 생성된 조각 이온들의 정보를 바탕으로 서열을 
구성하는 방식으로 진행됩니다.

이 때 targeted MSMS 모드를 적용하며, 다중 전하를 띠고 
있는 전구체 이온에 충돌 유도 해리(CID, Collision Induced 
Dissociation)를 일으켜 조각화를 유도합니다. 이 때 
올리고뉴클레오타이드는 특정한 패턴을 가지고 조각화되어 그림 
3과 같은 조각 이온을 생성합니다5. 각 조각 이온은 결합이 끊어진 
위치에 따라 a, a-B, b, c, d 이온 및 w, x, y, z 이온으로 표기됩니다. 

a, b, c, d 이온은 결합이 끊어지는 지점을 기준으로 좌측에 
위치하는 이온을 의미하며, w, x, y, z 이온은 우측에 위치하는 
이온을 의미합니다.  또한 a-B 이온은 a 이온에서 염기(Base)가 
떨어진 구조를 의미합니다6. 각 조각 이온은 a-w, b-x, c-y, d-z 이온 
간 쌍을 이루어 하나의 올리고뉴클레오타이드를 구성합니다. 

올리고뉴클레오타이드는 질량분석기 내에서 다중 전하 이온으로 
분산됨에 따라 전구체 이온의 감응이 상대적으로 낮아질 수 
있어 MSMS 모드에서는 100µM의 올리고뉴클레오타이드를 
사용하였습니다.
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그림 3. 올리고뉴클레오타이드의 조각화 패턴.

그림 4. BioConfirm12.0의 MSMS 스펙트럼 추출 조건.

올리고뉴클레오타이드는 MSMS 모드에서 지정하는 전구체 
이온의 전하수 및 충돌 에너지 값에 따라 조각화 패턴에 차이가 
발생합니다. 생성된 조각 이온의 종류는 서열 확인 결과에 영향을 
주기에 MSMS 모드에서 가능한 다양하게 조각화를 유도하는 
과정이 필요합니다. 이에 따라 전구체 이온의 전하수(Z=3~8) 및 
충돌 에너지(CE=10, 20, 40V)값을 다양하게 적용하여 서열 확인이 
용이하도록 하였습니다.

BioConfirm12.0 소프트웨어에서는 올리고뉴클레오타이드 
및 서열 정보로부터 형성될 수 있는 조각 이온의 이론 값을 
계산합니다. 이 후 MSMS 질량 스펙트럼 결과와의 비교(질량 
정확도, 동위체 패턴 등)를 통해 의 유무를 확인하고 점수화
(scoring)합니다. 

서열 확인에 사용하는 질량 스펙트럼은 MSMS 모드에서 1개 
이상의 스펙트럼(n, 스캔수)을 추출한 ‘평균 스펙트럼’을 기준으로 
합니다. 그림 4와 같이 전하수(group by charge state) 및 충돌 
에너지(group by collision energy)를 기준으로 그룹화할 경우, 
그룹 별로 n개씩 추출된 MSMS 스펙트럼에 대한 평균 스펙트럼을 
계산합니다. 

그림 5. BioConfirm12.0에서의 조각 이온 구분.

본 분석에서는 각 올리고뉴클레오타이드마다 4개의 전하수  
및 3 개 충돌 에너지를 적용하여 MSMS 분석을 진행하였습니다.  
각 파라미터별 그룹화를 통해 총 12(=4x3)개의 평균 스펙트럼을 
얻고, 각 스펙트럼에 대한 조각 이온 분포를 토대로 서열 확인을 
진행하였습니다. 이 때의 평균 스캔수(n)는 3으로, 3개의 MSMS 
스펙트럼에 대한 평균 스펙트럼을 사용하였습니다. 전하수 및 충돌 
에너지를 기준으로 그룹화하지 않을 경우, 모든 대화상자에 ‘v’ 
표시를 해제하며, 결과적으로 1개의 평균 스펙트럼만이 얻어지게 
됩니다. 
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그림 6. MSMS 스펙트럼에서의 조각 이온 분포. (전하수(Z) = 4~6, 충돌 에너지
(CE)=40V).

서열 확인이 완료된 조각 이온은 도식화되며(그림 5), 스펙트럼 
상에서의 조각 이온 정보를 확인할 수 있습니다(그림 6). 추출된 
평균 MSMS 스펙트럼상 조각 이온에 해당하는 m/z 값에는 y52-와 
같이 조각 이온의 종류, 위치 및 전하수에 대한 정보를 확인할 수 
있습니다. 

또한 BioConfirm12.0의 서열 확인 기능은 시각화된 서열 확인 
결과를 자동으로 제시합니다(그림 7). 각 시료의 서열정보를 
토대로 조각 이온의 유무를 파악하기 용이하며, 이를 토대로 
세부적인 MSMS 결과를 조회할 수 있습니다. 이 때 각 조각 
이온의 위치별 마크의 색상은 데이터 파일의 종류 혹은 ‘Multiple 
fragments’를 의미합니다. ‘Multiple fragments’는 각 조각 이온을 
정의하는데 사용된 MSMS 결과가 둘 이상인 경우를 의미합니다. 

결과적으로 MSMS 모드로부터 수집된 조각 이온을 
조합하여 올리고뉴클레오타이드 서열 확인(sequence 
confirmation) 및 커버리지(coverage)를 계산하였으며, 변형 
올리고뉴클레오타이드를 포함한 모든 올리고뉴클레오타이드에 
대해서 100% 커버리지를 만족하였습니다. 

결론 및 고찰
Agilent의 고분해능 질량분석기인 LC-QTOF(6545XT)와 Agilent 
MassHunter Qualitative Analysis 그리고 BioConfirm12.0 
소프트웨어를 사용하여 변형 올리고뉴클레오타이드에 대한 
정성분석 및 서열 확인을 진행하였습니다.

올리고뉴클레오타이드는 deconvolution 작업을 통해 
원형 분자량으로 환산되었습니다. 그 결과, 예상 분자량 
기준 2ppm 이내의 정확도를 확인하였습니다. 또한 변형 
올리고뉴클레오타이드를 포함한 모든 시료에서 각 서열에 대한 
100% 커버리지를 확인하였습니다. 이는 상기 분석법에 사용된 
합성 올리고뉴클레오타이드가 목적하는 서열에 부합하게 
합성되었음을 의미합니다. 

본 분석법을 통해 자연상태의 올리고뉴클레오타이드 외에도 
복잡한 구조의 변형 올리고뉴클레오타이드에 대한 정성 분석 및 
서열 확인이 가능함을 확인하였습니다. 그 밖에도 BioConfirm12.0 
소프트웨어상에서 시각화된 자료를 함께 제시함으로써 복잡한 
데이터에 대한 손쉬운 결과 해석이 가능합니다.
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그림 7. 올리고뉴클레오타이드의 서열 확인 결과.
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