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ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ СИНТЕЗ ПСЕВДОУРИДИЛИЛ-(3'-5')- 
ЦИТИДИЛИЛ-(3 -5 )-АДЕНОЗИНА - ФРАГМЕНТА 

УНИВЕРСАЛЬНОГО ОЛИГОНУКЛЕОТИДА

Известно, что во всех изученных к настоящему времени тРНК обна­
ружен так называемый «универсальный» олигонуклеотид GpTp4rpCpN*,  
который, по-видимому, участвует в какой-то функции, общей для всех 
тРНК (*).  В ряде работ было высказано предположение об участии этого 
олигонуклеотида в неспецифическом связывании тРНК с рибосомами 
(2,’); однако, в большинстве случаев, это основано на косвенных дан-

* В тРНКфмет из Е. coli и тРНКсер 
N=G.

пых, которые недостаточны для того, 
чтобы делать определенные выводы о 
его функциональной роли. Поэтому осо­
бый интерес приобретает разработка 
подходов к синтезу такой «универсаль­
ной» последовательности.

В настоящей работе представлены 
результаты синтеза некоторых фраг­
ментов этой последовательности; ди­
нуклеозидмонофосфата псевдоуридилил- 
(3'—5')-цитидина (ТфС) и тринуклео­
зиддифосфата псевдоуридилил- (3'—5') - 
цитидилил-(3'—5') -аденозина (ТрСрА). 
До сих пор был осуществлен синтез 
только трех динуклеозидмонофосфатов, содержащих псевдоуридин 
(Чг): ApT (4~5), Gp'F (в) и CpW (7), причем АрТ был синтези­
рован химическим методом (4) и ферментативно (5), а два последних — 
только ферментативно. Следует отметить, что во всех случаях гР был 
З'-концевым нуклеозидом. Нами осуществлен ферментативный синтез 
олигонуклеотидов, содержащих Т с 5'-конца. Синтез проводили по сле­
дующей схеме, используя ферменты двух типов (рибонуклеазу А и 
полинуклеотидфосфорилазу (ПН фаза) (Micrococcus lysodeicticus):

Таблица 1 
Синтез ТрС и UpC, 

катализируемый РНКазой А

псевдоуриднн

NpC

Вр
ем

я,
 не

об
хо

ди
­

мо
е д

ля
 ма

кс
и­

ма
ль

но
го

 вы
хо

да
N

pC
, ча

с
Выход

NpC, %

Синтез
на

 вв
ед

ен
- i 

ны
й N

 >
 р

на
 из

ра
сх

о­
до

ва
нн

ый
N

 >
 р

Гидролиз

UpC 2 27,8 64,2 1,3
YpC 4 19,7 57,1 1,7

W>p+C Рнк^ТрС; Ч'рС+ррА^^Ч'рСрА.

Для сравнения были проведены также синтезы соответствующих олиго­
нуклеотидов, содержащих обычный уридин UpC и UpCpA.

В табл. 1 приведены результаты синтезов динуклеозидмонофосфатов 
UpC и ТрС. Реакция с псевдоуридин-З^З'-циклофосфатом идет несколько 
медленнее, чем с уридин-2/,3,-циклофосфатом, что известно и для дру­
гих ферментов при замене в субстрате U на V, например, для фосфоди­
эстеразы змеиного яда (‘, 6); однако в обоих случаях получен весьма вы­
сокий выход динуклеозидмонофосфата. Так как синтез СрТ в присутст­
вии РНКазы А идет со значительно более низким выходом, чем синтез 
UpC (сопоставимые результаты получены только в водно-пиридиновом

из дрожжей N=A, во всех остальных тРНК
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Таблица 2

Характеристики динуклеозидмонофосфатов и тринуклеозиддифосфатов

Олиго­
нуклео­

тид
«у (II) и

Отношение 
компонентов 

в гидролизате

У.-ф. спектры
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■^260

ЧфС 0,27 0,63 1 1 : 0,9 2713 238 0,60 1,32 1,24 0,86
278 4 252 0,91 1,24 1,32 1,02
267 5 236 0,79 1.04 0,73 0,30

UpC 0,28 0,63 1 1 : 1 270 3 237 0,64 1,17 1.03 0,66
267 4 246 0,96 1,0 0,80 0,30

ЧфСрА 0,10 0,702 1,06 : 1 : 1,06 264 5 233 0,80 0,94 0,58 0,27
UpCpA 0,10 0,702 1:1: 1,09 264 5 233 0,79 1,0 0,68 0,29

Y > р 0,51 0,80
¥р 0,12 1,0

1 Определены относительно 5'-нуклеотида; 3 определены относительно ррА; Зв 0Л.ХТТС1; 
• в 0,1 .УКОН; 5 в Н2О.

растворе (’)), можно полагать, что в РНКазе А участок связывания до­
нора фосфата менее чувствителен к переходу от U к V, чем участок, 
связывающий акцептор фосфата.

Тринуклеозиддифосфаты ФрСрА и UpCpA были получены при инку­
бировании динуклеозидмонофосфатов (NpC) и дифосфата аденозина 
(ррА) с полинуклеотидфосфорилазой М. lysodeicticus при начальной кон­
центрации компонентов реакционной смеси, рекомендованной для синте­
зов с участием полинуклеотидфосфорилазы в работе (8). лГрС более ста­
билен в условиях синтеза, чем UpC, и значительно более стабилен, чем 
Ср1Р, что позволяет легко регенерировать его из реакционной смеси. По­
ведение ТфС и UpC как акцепторов фосфата в этой реакции практиче­
ски одинаково. Это дает основание считать, что структура 5'-нуклеозид- 
ного остатка в акцепторе фосфата несущественна для полинуклеотид­
фосфорилазы М. lysodeicticus. Выход ФрСрА и UpCpA составляет 3—5% 
в расчете на израсходованный динуклеозидмонофосфат. Возможность 
легко регенерировать динуклеозидмонофосфат, с одной стороны, и не­
устойчивость производных псевдоуридина в условиях химического син­
теза (4), с другой, несмотря на низкий выход, позволяют рекомендовать 
этот путь для приготовления фрагментов тРНК, содержащих минорные 
основания. Характеристики синтезированных динуклеозидмонофосфатов 
и тринуклеозиддифосфатов приведены в табл. 2.

В работе использовали цитидин, 2',3'-циклофоефат уридина (Na-соль), 
5'-дифосфат аденозина (Nas-соль) и РНКазу А фирмы «Reanal» (Венг­
рия) и полинуклеотидфосфорилазу М. lysodeicticus фирмы «Calbiochem» 
(США); псевдоуридин-2',З'-циклофосфат (NHU-соль) был получен из 
псевдоуридина, выделенного по методу (9), фосфорилированием 5'-О-за- 
мещенного производного Т р-цианэтилфосфатом по (10) с последующей 
циклизацией по (“). Хроматографию и электрофорез на бумаге прово­
дили, как описано ранее (7), используя следующие системы растворите­
лей: (I) «-пропанол — конц. аммиак —вода (55:10:35); (II) пропа­
нол-2 — конц. аммиак —вода (7:1:2); (III) этанол — конц. аммиак — 
вода (65 : 10 : 25).

Синтез ди нуклеозидмонофосфатов. Смесь 12,5 мкмол. 
нуклеозид-2',З'-циклофосфата и 37 мкмол. цитидина в 0,05 мл трис-НС1 
буфера (pH 7,6) инкубировали с РНКазой А 0,4 мг/мл при 0°. Анализ ре­
акционной смеси через определенные промежутки времени проводили 
методами электрофореза на бумаге и у.-ф. спектрофотометрии. Для пре­
паративных целей всю реакционную смесь наносили на бумагу через 
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2 часа (UpG) или 4 часа (WpC) и делили электрофорезом в течение 2 час. 
Полосы, соответствующие UpC и VpC, хроматографировали в системе II, 
после чего элюировали водой (рН~7), высушивали лиофильпо и анали­
зировали обычным способом (5).

Синтез тринуклеозидди фосфатов. Смесь 6,5 мкмол. NpCT 
3,25 мкмол. ррА и 4 мг полипуклеотидфосфорнлазы М. lysodeicticus рас­
творяли в 0,65 мл 0,05 М трис-HCl буфера (pH 9), содержащего 0,05 М 
ЭДТА и 0,01М MgCL, и инкубировали при 37° в течение 2 час. Реакцион­
ную смесь наносили на бумагу и хроматографировали в системе I или III 
в течение 24 час., а затем 48 час. в системе II. Полосы, содержащие три- 
пуклеознддифосфат и исходный динуклеозидмонофосфат, элюировали и 
подвергали электрофорезу. Выделенные вещества очищали рехроматогра­
фией в системе II и анализировали обычным способом (5).
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