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ОЛИГОНУКЛЕОПЕПТИДЫ*. И. 
СИНТЕЗ ОЛИГОНУКЛЕОТИДИЛ-(Р—>Ν)-ΠΕΠΤΗΑΟΒ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ОКИСЛИТЕЛЬНО-
ВОССТАНОВИТЕЛЬНОГО РЕАГЕНТА — СМЕСИ 
ТРИФЕНИЛФОСФИНА И 2,2-ДИПИРИДИ Л ДИСУЛЬФИДА 

Изучена реакция образования P-^N-связи при синтезе олигонуклеопептидов фосфамид-
ного типа с использованием окислительно-восстановительного реагента — трифенилфос-
фина и 2,2'-дипиридилдисульфида в присутствии различных нуклеофильных катализа-
торов. Реакция особенно чувствительна к основности аминогруппы пептидов, наилуч-
шие выходы получены с пептидами, рКа которых < 9 . Синтезированы олигонуклеопепти-
ды фосфамидного типа как по 3'-, так и по 5'-положению олигонуклеотида. 

Введение. Нуклеопептиды фосфамидного типа используются для моде-
лирования узлов связывания белково-нуклеиновых структур [1]. Ак-
тивный поиск усовершенствованных методов синтеза подобных соеди-
нений проведен в лаборатории 3. А. Шабаровой [2]. Конденсацию про-
водили дициклогексилкарбодиимидом (DCC) в органических раство-
рителях или в водноорганической смеси [3] водорастворимым карбо-
диимидом [4]. Несмотря на некоторые недостатки, эти способы актив-
но используются при синтезе аминокислотных и пептидных производ-
ных нуклеотидов. 

Олигонуклеопептиды (ОНИ) в последнее время находят приме-
нение как химические зонды, маркеры, аффинные реагенты [6, 7L По-
этому актуальным стал поиск высокоэффективных и специфических 
реагентов для их синтеза. При наличии в молекулах нуклеотидов и 
пептидов значительного количества реакционноспособных функцио-
нальных групп эти реагенты должны быть достаточно селективными. 
Этим требованиям, на наш взгляд, отвечает окислительно-восстанови-
тельный конденсирующий реагент (OBKP) — смесь трифенилфосфина 
(Ph3P) и 2,2'-дипиридилдисульфида (Py2S2), который использовался 
для получения фосфамидов олигонуклеотидов [8]. 

Ранее нами установлена принципиальная возможность использо-
вания OBKP для синтеза ОНП фосфамидного типа [9]. В этой работе 
сделана попытка проанализировать течение реакции, образование по-
бочных продуктов и очертить границы использования OBKP для по-
лучения олигонуклеотидил- (P-^-N) -пептидов. 

Материалы и методы. Синтез пептидов описан ранее в [9]. Мети-
ловые эфиры аминокислот получены по [10]. Олигонуклеотиды синте-
зированы, как описано в [11]. В работе использованы 2,2'-дипиридил-
дисульфид («Fluka», Швейцария), трифенилфосфин («Chemapol», Че-
хо-Словакия), N-метилимидазол (MeIm) («Ega», ФРГ) . Обращенно-
фазовую высокоэффективную жидкостную хроматографию (ВЭЖХ) 
олигонуклеотидов и ОНП осуществляли на колонке Lichrosorb BR-18 
(4,6X120 мм, «LKB», Швеция) с использованием градиента кон-
центрации ацетонитрила в 0,05 M перхлорате лития; ионообменную 
ВЭЖХ — н а колонке TSK DEAE 5PW (4X7,5 мм, «Тоуо Soda», Япо-
ния) в 0,01 M трис-НС1 (рН 3,7) в градиенте концентрации NaCl на 
хроматографе GOLD System («Весктап», США). Капиллярный элек-
трофорез проводили на приборе Р /АС System 2000 («Весктап», США) 
(размеры капилляра 75 мкмХ57 см; рабочий раствор — 20 мМ трици-
новый буфер, рН 9,0', 15 кВ; 25 °С). Процентное содержание компо-
нентов реакционных смесей рассчитывали по соотношению площадей1 

соответствующих пиков электрофореграмм. 
Структуру синтезированных ОНП подтверждали ВЭЖХ продук-

* Приставка «дезокси» в обозначениях олигонуклеотидов опущена. 
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тов частичного кислотного и щелочного гидролизов, аминокислотным 
анализом на анализаторе Biotronic 5001 (ФРГ). 

М е т и л о в ы е э ф и р ы о л и г о н у к л е о т и д и л - (Ρ->Ν) -π е п-
т и д о в ( а м и н о к и с л о т ) . В 75 мкл абсолютного диметилсульфок-
сида растворяли последовательно 1 0 Ο Ε 2 Θ Ο цетавлоновой соли олиго-
нуклеотида, 5 мкл MeIm, 5 мг Py2S2, 6 мг Ph3P. Через 5 мин к образо-
вавшемуся активному производному олигонуклеотида добавляли пред-
варительно полученный метиловый эфир пептида (аминокислоты) 
(0,12 ммоль) в 25 мкл диметилформамида (ДМФА). Нуклеотидный 
материал через 25 мин осаждали из реакционной смеси 2 %-м раство-
ром перхлората лития в ацетоне. Продукт реакции выделяли с помо-
щью ВЭЖХ. 

О л и г о н у к л е о т и д и л - ( P - ^ N ) - п е п т и д ы . 10 O E 2 6 O олигонук-
леотида активировали, как описано выше. Активное производное осаж-
дали абсолютным эфиром и использовали для реакции с раствором 
пептида в воде или ДМФА. 

П о д г о т о в к а к р е а к ц и и п е п т и д а ( а м и н о к и с л о -
т ы ) , и х м е т и л о в ы х э ф и р о в : а) к 0,12 ммоль аминокислоты 
добавляли 0,12 ммоль тетрабутиламмонийгидроксида (40%-й водный 
раствор). Образованную соль высушивали в вакуум-эксикаторе, ра-
створяли в 100 мкл ДМФА и переосаждали абсолютным эфиром. Ра-
створ полученного масла в 30 мкл ДМФА добавляли к реакционной 
смеси; б) 0,12 ммоль гидрохлорида метилового эфира пептида раство-
ряли в 0,5 мл абсолютного метилового спирта, добавляли 0,18 ммоль 
триэтиламина и высушивали в вакуум-эксикаторе. Высушенный оста-
ток растворяли в 30 мкл ДМФА, центрифугировали и супернатант 
вносили в реакционную смесь.-

Обсуждение результатов. Синтез амидов моно- и полифосфатов с 
помощью OBKP детально изучен Кнорре с сотр. [12]. Опираясь на 
данные 31Р-ЯМР-спектроскопии, был установлен механизм реакции 
образования P-^N-связи. 

При этом протекание реакции может происходить двумя путями, 
которые определяются присутствием или отсутствием катализаторов. 
На первой стадии с участи-ем OBKP происходит активация моноэфира 
фосфата. При наличии в реакционной смеси нуклеофильных реагентов 
(Ру, DMAP, MeIm) идет образование промежуточных высокореакци-
онных цвиттерионных амидофосфатов III—V, которые реагируют с 
нуклеоф'ильными аминными компонентами [14] (схема). 

Реакция чувствительна к сильным основаниям и заканчивается в 
их присутствии образованием симметричного пирофосфата. Использо-
вание OBKP без катализатора дает возможность легко фосфорилиро-
вать слабоосновные амины. Присутствие же катализатора затрудняет 
реакцию со слабоосновными и делает ее возможной с более основны-
ми аминами [9, 14]. 
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N-Концевые аминогруппы пептидов принадлежат к аминам сред-
ней основности (рКая^9,0). Поэтому синтез олигонуклеотидил-(P-HN)-
пептидов, на наш взгляд, целесообразно проводить в присутствии нук-
леофильного катализатора. Это предположение явно подтверждается 
данными выходов продуктов реакции, приведенными в табл. 1. 

Реакционная способность промежуточных фосфамидов III—V 
уменьшается от пиридинового до DMAP-производного. Нами установ-
лено, что для синтеза ОНП можно использовать каждый из трех ка-
тализаторов. Но при введении в реакцию аргининсодержащих пепти-
дов с солевой защитой гуанидиновых групп желательно использовать 
MeIm, который обеспечивает наилучший выход целевого продукта 
(табл. 2). 

Из экспериментальных данных видно (табл. 3), что изменение ос-
новности пептидов существенно влияет на ход реакции, изменяя каче-
ственный состав реакционных смесей. Так, лучше всего конденсация 

Т а б л и ц а 1 
Анализ реакционных смесей синтеза пептидных производных pCGTCCTC фосфамидного' 
типа, проведенный с помощью капиллярного электрофореза 

Состав реакционной смеси, . % 
Пептид 

Нуклео-
фильный 

катализатор 

Длитель-
ность 

реакции, ч ОНП Олиго-
нуклеотид 

Симметрич-
ный пиро-

фосфат 

Неизвест-
ные про-

дукты 

Gly-Gly-OMe 
Gly-Gly-OMe 
Arg-OMe 
Arg-OMe 

M e t a 

MeIm 

0,5 
2,0 
0,5 
2,0 

52,7 
26,0 
45,2 
32,1 

13,5 
37,2 
18,4 
32,2 

33,8 
10,8 
19,1 
28,3 

26,0 
17,3 
7,4 

Т а б л и ц а 2 
Анализ реакционных смесей синтеза OMe-Arg-Ahx-pCGTCCTC с использованием 
разных катализаторов методом капиллярного электрофореза 

Состав реакционной смеси, % 
Нуклеофильный 

катализатор ОНП £Олигонуклеотид Симметричный 
пирофосфат 

Неизвестные 
продукты 

Py 
MeIm 
DMAP 

12,2 
14.4 
12.5 

30,8 
33,7 
53,1 

17,8 
48,4 
34,4 

39,2 

Т а б л и ц а 3 
Анализ реакционных смесей синтеза пептидных производных pCGTCCTC 
фосфамидного типа, проведенный с помощью капиллярного электрофореза 
(рКа аминокислот из [15]) 

Пептид, аминокислота 

рКа α-ами-
ногруппы 

N-концевой 
амино-

кислоты* 

Состав реакционной смеси, % 

Пептид, аминокислота 

рКа α-ами-
ногруппы 

N-концевой 
амино-

кислоты* 
ОНП 

Олиго-
нуклео-

тид 

Симметрич-
ный пиро-

фосфат 
Неизвестные 

продукты 

Pro-Arg-Val-OMe 10,2 50,5 28,0 21,5 
Gly-Gly-OMe 9,6 52,7 13,5 33,8 — 

Arg-OMe 9,0 42,2 17,1 17,5 23,2 
Ahx-OMe 10,7 35,6 35,9 28,5 
Ahx-Arg-OMe 10,8 27,3 32,7 40,0 — 

Ahx-Arg-Arg-OMe 10,8 10,3 45,1 30,4 14,2 

* Участие карбоксильной группы в образовании пептидной связи влияет на основные 
свойства аминогруппы. Реальные рКа уменьшены более чем на единицу для α-ами-
ногрупп и 1/2 единицы для б- и ε-аминогрупп. 
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идет с пролинсодержащим пептидом, метиловыми эфирами глицилгли-
дина и аргинина. С пептидами, содержащими неприродную є-амино-
капроновую кислоту (Ahx), выход побочного продукта (симметрично-
го пирофосфата) превышает выход ОНП. Хотя ранее было показано, 
что амиды алифатических аминов образуются практически количест-
венно при использовании OBKP и MeIm [14]. 

Нами установлено, что двойное увеличение триэтиламина относи-
тельно расчетного количества приводит к 20'—30%-му снижению вы-
хода ОНП. Исходя из этих сообра-
жений, мы использовали методику, 
предусматривающую минимальное 
введение триэтиламина в реакцион-
ную смесь. 

Приведенные примеры свидетель-
ствуют о протекании конкурентных 

Профиль ОФХ реакционной смеси, получен-
ной в результате синтеза TpTpTp-Ahx-Arg-
OMe (1 — TpTpTp; 2 — ТрТрТр-б'-Б'-рТрТрТ; 
3 — TpTpTp-Ahx-Arg-OMe; V — 3' — 5'-Б-ал-
килтиопроизводные соответственно 1—3) 

процессов, непосредственно связанных с основностью используемых 
пептидов. Значительное увеличение «общей» основности пептида 
приводит к смещению равновесия реакции в сторону образования сим-
метричного пирофосфата и снижению выхода ОНП [12]. С другой сто-
роны, рост стабильности конечного продукта реакции — фосфамида VI 
определяет увеличение выхода ОНП. Так, например, пролиновый пеп-
тид, имея высокую основность, но образуя при этом самый стойкий 
фосфамид среди всех использованных пептидов [1], дает наилучший 
выход ОНП. 

Одной из побочных реакций является также замещение свободных 
оксигрупп углеводородных остатков нуклеозидов, в первую очередь в 
δ'-положении, на 2'-тиопиридиновые остатки [16]. Как правило, для 
синтеза фосфамидов олигонуклеотидов использовались их 5'-фосфаты. 
При наличии свободных З'-гидроксильных групп в олигонуклеотидах 
побочного алкилтиолирования не наблюдалось [9, 13, 14]. Не зареги-
стрировано оно и нами при синтезе олигонуклеотидил-(δ'-^Ν)-пептидов. 

Учитывая низкую способность δ'-гидроксила тимидина образовы-
вать б'-Б-алкилтиопроизводные [17], нами была сделана попытка по-
лучить олигонуклеотидил- (3'->1М)-пептиды без предварительной защи-
ты 5'-конца олигонуклеотида. Однако в рамках предложенной мето-
дики синтеза ОНП, которая предусматривает проведение конденсации 
в течение непродолжительного времени (30 мин), все-таки происходит 
б'-алкилтиолирование. Это подтверждается данными ОФХ (рисунок), 
где модификации подвергается весь состав реакционной смеси и отно-
сительная часть тиопроизводных составляет 18'%. Разделение таких 
смесей затруднено при использовании ОФХ, и практически его можно 
осуществить для ОНП, синтезированных на основе коротких олигонук-
леотидов. 

Попытки синтезировать ОНП непосредственной конденсацией не-
защищенного пептида с З'-фосфорилированным олигонуклеотидом в 
растворе карбоната натрия (рН 11) или с тетрабутиламмониевой со-
лью пептида в абсолютном ДМФА оказались неудачными. Выходы ос-
новного продукта были низкими, а в первом случае наблюдалось об-
разование модифицированных производных неизвестного строения. 
В связи с этим ОНП со свободной карбоксильной группой целесооб-
разно получать омылением триэтиламином сложноэфирных производ-
ных ОНП [9]. Реакции идут количественно и без особых затруднений. 
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Таким образом, проведен синтез ОНП с фосфамидным типом свя-
зи как по 3'-, так и по 5'-положению олигонуклеотида с использова-
нием конденсирующего агента — смеси трифенилфосфииа и 2,2'-дипи-
ридилдисульфида в присутствии нуклеофильных агентов пиридина, 
4-диметиламинопиридина, N-метилимидазола. Показано, что на проте-
кание реакции, образование ОНП и побочных продуктов непосредст-
венное влияние оказьшают как нуклеофилъные катализаторы, так 
и основные свойства аминогрупп пептида и положение концевых 
фосфатов. 

S u m m a r y . We studied the formation of P-N bond in the oligonucleopeptides of 
phosphoramide type with use of oxidation-reduction reagent — triphenylphosphine, 2 ,2 ' -
dipyridyldisulfide in the presence of various nucleophilic agents . Reaction depended on 
pKa of aminogroup of peptides. Highest yields were obtained using peptides with pKa 
about 9. The method allows to prepare oligonucleopeptides bouth at 3'- and 5'-tеrminal 
phosphate groups. 
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