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В настоящем сообщении приведены результаты исследования реак­
ции нитрозометилмочевины (НММ) с аденозин-5'-монофосфатом (АМФ).

Ранее в реакционной смеси АМФ+НММ был обнаружен только один 
продукт, предположительно отнесенный к метиловому эфиру АМФ (‘), 
а затем и другой продукт, который не был идентифицирован (2). (Как мы 
отметили в (3), продукты метилирования гетероциклической части АМФ 
ранее не были обнаружены.) Однако при более детальном исследовании 
реакционной смеси АМФ+НММ в последнее время удалось обнаружить 
более десяти продуктов превращения АМФ (в том числе и продукты ме­
тилирования гетероциклической части).

В опытах использовали динатриевую соль АМФ — препарат фирмы 
«Reanal» (Венгрия) и НММ, синтезированную как указано в (3). АМФ в 
нейтральном 0,05 М фосфатном буфере (КН2РО4+ХаОН) обрабатывали 
НММ (концентрация нуклеотида 2 мг/мл, концентрация НММ 50 мг/мл) 
и выдерживали в термостате при 37° в течение 36 час. (до полного разло­
жения НММ). Полученные реакционные смеси хроматографировали на 
бумаге («Ленинградская С» и ватман № 3 английского производства) и на 
анионите ДЭАЭ-сефадексе А-25.

Хроматографирование на бумаге. Из результатов одно­
мерного и двумерного хроматографирования в системах пропанол — рас­
твор аммиака — вода, 7:1:2 (система 1) и насыщенный раствор сульфата 
аммония — 0,1 М фосфатный буфер, pH 7 — пропанол, 79 : 19 : 2 (систе­
ма 2), рнс. 1, видно, что реакционная смесь содержит 12 продуктов реак­
ции. При этом часть продуктов удается наблюдать только на двумерной 
хроматограмме (продукты 5, 6, 7), однако одномерное хроматографирова­
ние большого количества реакционной смеси позволяет обнаружить допол­
нительно продукты 1а, 16, 2а, —2.

Выход продуктов —2, —1, la, 1, 16, 2, 2а, 3, 4, 5, 6 составил соответствен­
но в %: 0,7; 1,5; 0,5; 1,0; 0,3; 25,0; 0,25; 0,15; 0,7; 1,0; 2,0, не прореагировав­
шего АМФ (рис. 1, пятно 0) — около 65% (выход устанавливали как ука­

зано в (4), при этом молярные экстинкции продуктов реакции приравнива­
ли к молярной экстинкции исходной АМФ; у.-ф. спектр поглощения 
продукта 7 не характерен для нуклеотидов). Водные элюаты из 0 и 2 одно­
мерных хроматограмм рехроматографировали в системе 2, что позволило 
отделить продукты 5 и 6. Сконцентрированные элюаты из пятен этих про­
дуктов освобождали от сульфата аммония осаждением метанолом и рехро­
матографировали в системе 1.

Хроматографирование на ДЭАЭ-сефадексе. Реакцион­
ную смесь (Змл) пропускали через колонку с ДЭАЭ-сефадексом А-25, 
«средний» (С1“), размер колонки 1,5X15 см.

Элюирование продуктов реакции проводили вначале дистиллированной 
водой до прекращения выхода поглощающих у.-ф. свет веществ, а затем 
линейным градиентом 0,0—0,1 М NaCl (резервуар 400 мл 0,1 М NaCl и сме­
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ситель 400 мл дистиллированной воды), скорость элюирования — около 
1 мл/мин., объем фракций 5 мл. (рис. 2).

Фракции, элюированные дистиллированной водой (пик 7) после кон­
центрирования в вакууме (40°) были подвергнуты хроматографированию 
на бумаге в системах 1 и 2. Обнаруженные на хроматограммах три продук­
та по хроматографическим свойствам, характеру электрофоретической под­
вижности и у.-ф. спектрам поглощения (см. идентификацию ниже) пол­
ностью соответствуют продуктам 4, 5 и 6, представленным на рис. 1. Ана­
лиз остальных фракций затруднялся наличием в них NaCl (по выходу 
фракций пики 2 и 3 соответствуют продукту 2 и исходному АМФ).

Система 2

Рис. 1. Разделение продук­
тов реакции АМФ+НММ на 
хроматографической бума­
ге. А—одномерная хромато­
грамма (ватман № 3, объем 
реакционной смеси 5 мл); 
Б—двумерная хроматограм­
ма («Ленинградская С», 
ватман № 3, объем реакци­
онной смеси 0,5 мл, хрома­
тографирование последова­
тельно в системах 1 и 2). 
Пятна: 0 — исходный АМФ, 
-2, -1, la, 1, 16, 2, 2а, 3, 4, 
5, 6, 7 — продукты реакции

Характеристика и идентификация некоторых 
продуктов реакции. Электрофорез проводили на бумаге «Ленин­
градская С» в 0,05 М фосфатном буфере, pH 8, и 0,05 М аммиачно-ацетат- 
ном буфере, pH 3,5 (градпент потенциала 15 в/см). При хроматографиро­
вании продуктов гидролиза — оснований использовали системы и-бутанол — 
вода, 86 : 14 (система 3) и метанол — НС1 — вода, 7:2:1 (система 4). Зна­
чения R-, продуктов реакции и оснований, полученных после гидролиза, 
устанавливали относительно АМФ и аденина соответственно.

Продукт 1. При электрофорезе на бумаге (pH 8 и 3,5) ведет себя как 
анион с подвижностью, близкой к исходному нуклеотиду. При элюции из 
колонки с ДЭАЭ-сефадексом градиентом 0,0—0,1 М NaCl он выходит не­
сколько раньше АМФ, но после продукта 2 (малое содержание в реакци­
онной смеси по сравнению с АМФ не позволяет идентифицировать про­
дукт 1 на хроматографическом профиле, рис. 2). Полученные данные 
указывают на наличие свободной фосфатной группы в продукте 1.

У.-ф. спектр поглощения заметно изменяется при переходе от кислой 
к щелочной среде (смещение лтах от 260 к 265 мц), рис. За. При кислот­
ном гидролизе (1А НС1, 100°, 1 час) получено основание, которое по хро­
матографическим свойствам и у.-ф. спектрам поглощения идентично 6-ме- 
тиламинопурину, использованному в качестве свидетеля (значения Rm в 
системах 3 и 4 соответственно 1,3 и 1,1; 7.та1 в 0,1А НС1 и 0,17V КОН 267 и 
272 мц (5, 6) (рис. 36). Полученные результаты и литературные данные по 
хроматографическим, электрофоретическим свойствам и у.-ф. спектрам 
поглощения 6-метпламинопуринрибозид-5'-монофосфата (7) позволяют 
идентифицировать продукт 1 как М-6-метил-аденозпн-5'-монофосфат (6-ме- 
тил-АМФ).

Продукт 2. При электрофорезе (pH 8) ведет себя как анион с под­
вижностью, значительно меньшей, чем у АМФ, что согласуется с поведе­
нием его на анионите (рис. 2). В кислотном гидролизате обнаружен аде­
нин (2). Так как хроматографические свойства продукта 2 и описанного в 
литературе монометилового эфира АМФ оказались сходными, мы получи­
ли этот эфир метилированием АМФ диазометаном и диметилсульфатом по> 
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методикам, указанным в (7, 8). Полное совпадение хроматографических и 
электрофоретических свойств продукта 2 и полученного соединения позво­
ляют идентифицировать продукт 2 как аденозин-5'-метсилфосфат (мети­
ловый эфир АМФ).

Продукт 6. При электрофорезе (pH 8) с середины бумажной полос­
ки обнаруживает нейтральные (или слабоосновные) свойства. Однако при 
нанесении у катодного конца он проявляет заметные анионные свойства. 
При электрофорезе, pH 3,5 (нанесение на середину и у анодного конца 
полоски) проявляются катионные свойства. Даппые электрофореза и по­
ведение на анионите (рис. 2) указывают на увеличение положительного

Рис. 2. Хроматографический 
профиль элюции реакционной 
смеси АМФ+НММ из ДЭАЭ- 
сефадекса А-25 (С1~) линей­
ным градиентом 0-0.1 .V NaCl 

. (1-3)

Рис. 3. У.-ф. спектры поглощения продукта
1 (а), основания, полученного при его гид­
ролизе, и 6-метилампнопурина (б). а: 1 — 
в дистиллированной воде, 2 — в 0,1 N НС1, 
3 — в 0.1 .V КОН: б: 1 — основание в 0,1 N 
НС1, 2 — 6-метиламинопурин в 0,1 А НС1, 
3 — основание в 0,1 А' КОН, 4 — 6-метил­

аминопурин в 0,1 Ат КОН

заряда по сравнению с АМФ. Из кислотного гидролизата выделено основа­
ние (хроматографированием в системе 3), идентифицированное как 1-ме- 
тиладенин методом сравнения с заведомо известным 1 -метиладенпном по 
хроматографическим свойствам (7?,„ в системах 3 и 4 соответственно 0,4 
и 1,25) и у.-ф. спектрам поглощения (Хта1 в 0,1Ат НС1 и ОДА КОН 260 му, 
(5)), рис. 46.

Обработка продукта 6 10% раствором аммиака при 45° в течение су­
ток и последующее двумерное хроматографирование в системах 7 и 2 по­
зволили обнаружить продукт, который по значению Rm и у.-ф. спектрам 
поглощения идентичен 6-метил-АМФ (перегруппировка Димрота) (7). 
Превращение продукта 6 в 1 указывает на наличие свободной фосфатной 
группы в исследуемом продукте (как и результат электрофореза при на­
несении у катодного конца). Это подтверждается и сравнительно легким 
метилированием продукта 6 диазометаном с образованием соответствую­
щего монометилового эфира (см. ниже).

Полученные результаты позволяют идентифицировать продукт 6 как 
1-метиладенозин-5'-монофосфат (1-метил-АМФ).

Продукт 5. При электрофорезе (pH 8 и 3,5) ведет себя аналогично 
6, проявляя при этом более выраженные основные свойства (что согласу­
ется с поведением на анионите). После кислотного гидролиза идентифи­
цирован 1-метиладенин. Для проверки предположения, что 5 является мо­
нометиловым эфиром 1-метил-АМФ, поставлен следующий опыт. 1-метил- 
АМФ (продукт 6) в дистиллированной воде обрабатывали эфирным рас­
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твором диазометана (’), а монометиловый эфир АМФ (продукт 2) в дис­
тиллированной воде обрабатывали диметилсульфатом, поддерживая слабо­
кислую среду добавлением раствора КОН (’, 8). В результате двумерного- 
хроматографирования обеих реакционных смесей в системах 1 и 2 обна­
ружен одинаковый продукт превращения, который по Rm в этих системах 
соответствует продукту 5.

Полученные результаты позволяют идентифицировать 5 как 1-метил- 
аденозин-З'-метилфосфат.

А—

Рис. 4. У.-ф. спектры про­
дуктов 5 и 6 (а), основания, 
полученного при их гидро­
лизе, и 1-метиладенина (б). 
а: 7 - 5 в 0.1 А НС1, 2 - 
5 в 0,1 N КОН, 3 - 6 в 0,1 А 
НС1, 4 - 6 в 0,1 А КОН; б -
1 — основание в 0,1 А НС1,
2 — 1-метиладенин в 0,1 А 
НС1, 3 — основание в 0,1 А 
КОН, 4 — 1-метиладенин в

0,1 А КОН

Прод укты —1 и —2. Получены длительным хроматографированием 
реакционной смеси на бумаге в системе 1. У.-ф. спектры поглощения —1 
и —2 аналогичны (/.шах этих продуктов в ОДА НС1 и в ОДА КОН около- 
260 ми . Электрофорез (pH 8) показал, что эти вещества движутся к ано­
ду, причем —2 движется быстрее (—1) (подвижность —1 близка к АМФ). 
При хроматографировании их на ватмане ДЭАЭ-целлюлозе ДЕ81 (элюент 
0.05А ХаС1) наблюдается заметное отставание от АМФ, при этом —2 на­
именее подвижен. При кислотном гидролизе обнаружен аденин. Усиление 
кислотных свойств исследуемых веществ в сравнении с АМФ может быть- 
связано с реакцией карбамоилирования под действием НММ (9, 10). Для 
подтверждения этого предположения в аналогичных условиях проводили 
реакцию АМФ с нитромочевиной (карбамоилирующий агент), синтези­
рованной как указано в (н). В результате получены 2 продукта, которые 
по данным хроматографирования на бумаге и ватмане ДЭАЭ-целлюлозе и 
у.-ф. спектрам поглощения полностью соответствуют —1 и —2.

Для окончательного подтверждения карбамоильной природы —1 и —2 
необходимо установление их химической структуры.
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