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S u m m a r y 

Sequences homologous to the mobile genetic maize element Ds-6233 in nuclear and chlo-
roplast genomes of different species and cult ivars of cotton are identified by blot-hyb-
ridization. The pat tern of hybridization is different in various cult ivars and species. 
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СИНТЕЗ ОЛИГОНУКЛЕОТИДИЛ-(5'->N) -ПЕПТИДОВ, 
СОДЕРЖАЩИХ АРГИНИН 

В. Ф. Зарытова, Ε. М. Иванова, С. Н. Ярмолюк, И. В. Алексеева 

Д л я изучения структуры и свойств ковалентносвязанных нуклеиново-белковых комплек-
сов широко используются модельные системы—нуклеотидил- (5'->Ν) -пептиды [1]. 
В связи с этим постоянно идет поиск и совершенствование методов их получения. 
Сложность в данном случае обусловлена многообразием функциональных групп пеп-
тидов и олигонуклеотидов. Существующие методы конденсации нуклеотида и пептида 
(аминокислоты) с помощью карб^циимидов, карбонилдиимидазола, пирофосфатов и 
фосфитов нуклеозидов подробно рассмотрены в монографии [1] и обзоре [2]. 

Лучшим из них признан способ с применением дициклогексилкарбодиимида 
(DCC) [1, 2]. Однако в случае образования о л и г о н у к л е о т и д и л - ( 5 ' — - п е п т и д а время 
реакции составляет 72 ч, а выход целевого продукта не превышает 60 % [3]. 
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В данной работе предложен и осуществлен простой способ конденсации незащи-
щенного олигонуклеотида и пептида, содержащего аргинин. 

В качестве оли-годезоксинуклеотида использован d (pC) 4 . 
Синтез трипептида H-Pro -Arg-Va l -OMe осуществлен из L-аминокислот следующим 

образом. Дипептид Boc-Pro-Arg-OH был получен при взаимодействии Boc -P ro -ONSu и 
свободного аргинина [4]. Трипептид синтезирован из дипептида Boc -P ro -Arg -OH и 
V a l - O M e - H C l при помощи DCC с добавкой N-оксисукцинимида и выделен с примене-
нием высокоэффективной обращеннофазовой хроматографии (ОФХ). Удаление Вос-
группы с N-концевой аминокислоты проводили обработкой трифторуксусной кислотой 
(TFA) [5]. Аминокислотный состав синтезированного 
соединения, определенный при помощи аминокислотного 
анализатора Т-339 (ЧССР) , следующий: P r o : Arg : 
: V a l = l , 0 0 : 1,07 : 1,05. 

Д л я конденсации олигодезоксинуклеотида и пеп-
тида мы использовали предварительную селективную 
активацию концевой фосфатной группы олигодезокси-
нуклеотида с помощью смеси трифенилфосфина ( P h 3 P ) 

Профили ОФХ: а — реакционной смеси, полученной в 
результате синтеза олигонуклеотидил-(5 ' "N) -пептида; 
б — смеси, полученной в результате его кислотного и 
в — щелочного гидролизов (1 — pdCCCC; 2 — d ( C C C C ) -
5 ' -P -Pro-Arg-Val -OMe; 3 — d (СССС) -5 ' -P -P ro -Arg -Va l ) . 
Элюцию проводили линейным градиентом концентрации 
ацетонитрила (0—20 %) в 0,05 Μ перхлорате лития на 
колонке Lichrosorb RP-18 (6X250 мм, 5 мкм) . Скорость 
элюции 2 мл /мин 
H P L C profi les: а — react ion mix ture obtained f rom syn-
thesis of o l i g o d e o x y n u c l e o t i d e - ( 5 ' — - p e p t i d e ; б — mix-
tu res obtained f rom its acid and в — alkal ine hydrolys is 
(1 — pdCCCC, 2 — d ( C C C C ) - 5 ' - P - P r o - A r g - V a l - O M e ; 3 — 
d i C C C C J - S ' - P - P r o - A r g - V a l ) . Elut ion w a s per formed by 
the l inear g rad ien t of acetonitr i le concent ra t ion ( 0 - 2 0 % ) 
in 0.05 Μ li thium perchlora te on a column Lichrosorb 
RP-18 (6X250 mm, 5 μιη) . The f low ra te — 2 m l / m i n 

и 2,2-дипиридилдисульфида (Py 2 S 2 ) в присутствии N-метилимидазола ( M e l m ) . К а к бы-
ло показано ранее [6], в этом случае образуется М-метилимидазолил-5 ' -олигодезокси-
нуклеотид, способный быстро взаимодействовать с аминами в широком диапазоне рКа, 
причем с ростом рКа амина скорость образования фосфамида возрастает . 

Наиболее основным в синтезированном трипептиде является остаток аргинина. 
Чтобы исключить его участие в реакции с N-метилимидазолидом олигодезоксинуклео-
тида, он был протонирован с помощью TFA. 

Возможность образования фосфамидной связи между олигодезоксинуклеотидом и 
пептидом была исследована методом 3 1 Р - Я М Р на примере взаимодействия рТ(Ас) и 
синтезированного трипептида. К раствору мононуклеотида рТ(Ас) (0,1 М) в 1 мл 
диметилсульфоксида, активированному Py 2 S 2 (0,3 Μ ) , P h 3 P (0,3 Μ) , M e l m (0,3 Μ ) , 
через 15 мин прибавляли трипептид H-Pro -Arg -Va l -OMe-2TFA (0,2 Μ) и триэтиламин 
(TEA) (0,2 Μ ) . В спектре реакционной смеси, записанном через 30 мин, отсутствовал 
сигнал исходного мононуклеотида (—0,2 м. д.) и был зарегистрирован сигнал с хими-
ческим сдвигом 5,14 м. д., характерный для фосфамидов [7]. 

Возможность использования этого подхода для синтеза олигонуклеотидил- (5'—* 
"Ν)-пептидов продемонстрирована на примере синтеза 

pd (СССС) 

Pro-Arg-Val-OMe. 

В 75 мкл абсолютного диметилсульфоксида растворяли последовательно 20 OE2eo 
цетавлоновой соли p d ( C C C C ) , 5 мкл Melm, 5 мг Py 2 S 2 и 6 мг Ph 3 P. Через 15 мин 
к полученному активному производному d ( p C ) 4 прибавляли 7,35 мг (0,12 ммоль) 
H - P r o - A r g - V a l - O M e · 2 T F A и 3 мкл (0,2 ммоль) TEA в 25 мкл диметилформамида . Нук-
леотидный материал через 15 мин осаждали из реакционной смеси раствором перхлора-

А260 [CH3cn],% 
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та лития в ацетоне [8] . Продукт реакции был выделен методом ОФХ с выходом 8 5 % 
(рисунок, а ) . Увеличение времени выхода с колонки целевого продукта при хроматогра-
фии по сравнению с временем выхода исходного олигодезоксинуклеотида свидетельст-
вовало о включении гидрофобного фрагмента в структуру исходного соединения. 

Обработка выделенного соединения 5,7 и. НС1 при 110 °С в течение 24 ч и последу-
ющий анализ реакционной смеси дали следующие результаты: основание : P r o : A r g : 
: Val = 4,00 : 0,75 : 1,01 : 1,08. Наличие в продукте, приведенном для примера, свобод-
ного (невовлеченного в образование Ρ — N-связи) остатка аргинина подтверждено ка-
лориметрически по [9]. 

В присоединении к олигодезоксинуклеотиду пептидного остатка свидетельствовал 
т а к ж е кислый (0,1 Μ НС1, 14 ч [10]) и щелочной (TEA : вода : пиридин, 5 : 3 : 2 , 14 ч 
[10] ) гидролизы полученного соединения. Проведение кислотного гидролиза продукта 
в условиях расщепления фосфамидной связи привело к образованию олигодезоксинук-
леотида (рисунок, б ) . Следствием деблокирования карбоксильной группы валина оли-
годезоксинуклеотидил- (5'~ ' N ) - п е п т и д а в условиях щелочного гидролиза было умень-
шение времени выхода нуклеотидного материала с колонки при ОФХ (рисунок, в). 

Приведенные выше данные свидетельствуют, что предложенным методом можно 
быстро и с достаточно высоким выходом получать олигодезоксинуклеогидил-(5 '" yN)~ 
пептиды, в том числе с о д е р ж а щ и е аргинин. 

Авторы в ы р а ж а ю т благодарность И. В. Кутявину за предоставленный олигодезок-
синуклеотид и С. А. Поярковой за рекомендации при синтезе пептида. 
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A new method for syn thes i s of o l igonucleot ide-pept ides of phosphoamide type wi th the 
use of a m i x t u r e of t r iphenylphosphine , d ipyr idy ld isu lph ide and N-methy l imidazo le is 
s u g g e s t e d . This approach w a s appl ied for syn thes i z ing and i so la t ing d (CCCC) -5 ' -P -P ro -
Arg-Va l -OMe. 
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