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Biochemiczne i chemiczne metody syntezy nukleozydow

Biosynteza nukleozyddéw pirymidynowych i purynowych przebiega w komoérkach w sposob ciaggly. Jest to
spowodowane koniecznoscig ciaglego dostarczania nukleozydow do syntezy kwasow nukleinowych.
Zapotrzebowanie to wigze si¢ z procesem podziatow komorkowych, kopiowaniem DNA oraz synteza kwasoéw
RNA koniecznych w procesach transkrypcji, translacji i syntezy biatek. Nalezy zaznaczy¢, ze proces syntezy
zachodzi w sposob de novo tzn. poszczegélne fragmenty, cukrowy i heterocykliczny syntezowane sg z

produktéw metabolizmu komoérkowego. Synteza nukleozydow pirymidynowych znaczgco rézni si¢ od syntezy

puryn.
Biosynteza pirymidyn obejmuje kilka kluczowych etapéw (Schemat 1).

1 — W reakcji katalizowanej syntetaza karbamoilowa nastgpuje przeniesienie grupy aminowej z kwasu

glutaminowego do czasteczki dwutlenku wegla, w obecnosci ATP powstaje karbamoilofosforan .

2 — Pod wpltywem karbamoilotransferazy asparaginianowej nast¢puje podstawienie grupy fosforanowej w

karbamoilofosforanie grupg aminowa kwasu asparaginowego.
3 — Kondensacja katalizowana dihydroorotazg prowadzi do utworzenia czasteczki kwasu dihydroorotowego
4 — Utlenienie kwasu dihydroorotowego wobec dehydrogenazy dihydroorotowej daje kwas orotowy

5 — Tworzy si¢ wigzanie B-glikozydowe w reakcji kwasu orotowego z 5-fosfo-a-D-rybozylo-1-pirofosforanem

katalizowanym fosforybozylotransferaza orotanowa
6 — Dekarboksylacja daje monofosforan urydyny (UMP), ktory dalej jest fosforylowany do di- i trifosforanu.

7. Kwas glutaminowy jest donorem kolejnej grupy aminowej. W reakcji katalizowanej przez syntetazg CTP
(trifosforanu cytydyny)

8 — Reduktaza rybonukleotydowa transformuje difosforan urydyny do difosforanu 2-deoksyurydyny (dUMP)

9 — Metylowanie monofosforanu 2-deoksyurydyny kwasem N> N°-metylenotetrahydro- foliowym wobec

syntetazy tymidylanowej daje monofosforan 2-deoksytymidyny.
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Schemat 1. Synteza monofosforanu urydyny.
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Schemat 2. Przemiana urydyny w cytydyne i 2-deoksytymidyne.
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W przeciwienstwie do monofosforanu urydyny, synteza nukleozydow purynowych przebiega poprzez
utworzenie pierscienia imidazolowego na grupie aminowej glikozyloaminy, a nastepnie poprzez dobudowanie
pierScienia pirymidynowego. Kluczowym produktem jest monofosforanu inozyny, ktory ulega dalszym

przemianom do adenozyny i guanozyny (Schematy 3 do 5).
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Schemat 3. Biosynteza 5’-fosforanu 5-amino-1-(p-D-rybofuranozylo)imidazolu
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Schemat 4. Synteza monofosforanu inozyny (IMP)
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Schemat 5. Przemiana IMP w monofosforan adenozyny i guanozyny
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1 - Syntetaza PRPP przenosi z ATP czgsteczke pirofosforanu na 5-fosforan a-D-rybofuranozy , powstaje -5-

fosforybozylo-1-pirofosforan (PRPP).

2 — Podstawienie nukleofilowe pirofosforanu grupa aminowg pochodzacg z kwasu glutaminowego katalizowane

amidotransferazg glutamylowg daje 5S-monofosforan D-rybofuranozyloaminy.
3 — W kolejnym etapie wytwarza si¢ wigzanie amidowe pomiedzy grupa aminow3 i karboksylowa glicyny.

4 — Utworzona pochodna ulega formylowaniu N4, N10-mentenylotetrahydrofolianem w reakcji katalizowanej

formylotransferaza.

5 — W kolejnym etapie grupa karbonylowa ugrupowania amidowego zostaje zamieniona grupg iminowa. W

efekcie powstaje pochodna amidynowa. Donorem grupy aminowej jest ponownie kwas glutaminowy.

6 — W reakcji kondensacji terminalnej grupy formylowej i aminowej zostaje zamknigty pierScien 5-

aminoimidazolu.
7 — W kolejnym etapie zostaje przytaczona czgsteczka ditlenku wegla.
8 — Utworzenie grupy amidowej katalizuje amidotransferaza asparaginianowa.

9 — Z powstatego amidu odszczepia si¢ fumaran, powstaly fragment 5-amino-4-karbamoiloimidazolu, w
nastepnym etapie jest formylowany na grupie aminowej. Przeniesienie grupy formylowej Katalizuje

formylotransferaza folianowa.

10 — W ostatnim etapie nastgpuje wewnatrzczasteczkowa kondensacja, ktorej produktem jest pierScien inozyny.
Finalnym produktem tych przemian jest 5’-monofosforan inozyny, kluczowy zwiazek w syntezie adenozyny i

guanozyny.

11 - Utworzony pierscien inozyny, ulega dalszym przemianom do adenozyny i guanozyny. Pod wplywem
syntetazy adenylobursztynianowej nastgpuje wymiana grupy karbonylowej inozyny na aminowg poprzez
utworzenie przejSciowego adenylobursztynianu. Odszczepienie kwasu fumarowego w obecno$ci liazy

adenylobursztynianowej daje adenozyng.

12 - Utlenienie inozyny NAD+ dinukleotydem nikotynamidoadeninowym w obecnos$ci dehydrogenazy IMP
daje ksantozyng.

13 —Ksantozyna ulega przemianie w guanozyne¢ w reakcji z kwasem glutaminowym.



KAPITAL LUDZKI UNIA EUROPEJSKA
NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI EUROPEJSKI
FUNDUSZ SPOLECZNY

Chemiczne metody syntezy nukleozydoéw, zard6wno pirymidynowych jak i purynowych polegaja na polaczeniu
fragmentu cukrowego z heterocyklicznym wigzaniem N-glikozydowym. Aby tego dokonaé nalezy zastosowac
pochodng cukrowa posiadajaca na weglu anomerycznym grupe tatwo odchodzaca (tzw. grupe nukleofugowa),
natomiast zasada heterocykliczna musi by¢é w postaci umozliwiajacej podstawienie grupy nukleofugowe;j.
Pozostate grupy hydroksylowe cukru powinny by¢ odpowiednio zabezpieczone, grupy te usuwa si¢ w ostatnim
etapie syntezy nukleozydu. Role grupy nukleofugowej spetniaja grupy lub aniony bedace grupami tatwo
odchodzacymi w reakcjach podstawienia nukleofilowego Sy1 i Sy2. Sa to stabe zasady takie jak jony
halogenowe, najczesciej chloru i bromu, octanowe, tosylanowe itd. Aby utatwi¢ reakcje podstawienia stosuje
si¢ katalize kwasowa, zarowno kwasami Bronsteda jak i Lewisa. Najczesciej stosowane metody polegajg na
uzyciu kwasow Lewisa (np. sole srebra i cyny(IV), trifluorometanosulfonian trimetylosililu, (TMS-triflan,
TMSOTY)), ktore powoduja przemiang 1-halogeno-, 1-O-acylo-, 1-O-alkilo-furanozydow lub piranozydow

w jon oksoniowy. Ogoélny mechanizm syntezy nukleozydow przedstawia schemat 6.

Podstawowym problemem w syntezie nukleozyddéw jest zapewnienie wysokiej stereoselektywnosci reakcji
glikozylacji. Osiaga si¢ ja, poprzez odpowiednie dobranie reagentow i warunkéw reakcji (rozpuszczalnika,
temperatury i ewentualnie Katalizatora). W reakcjach N-glikozylacji nukleozasad istniejg rézne drogi
aktywowania centrum anomerycznego cukru, utatwiajagce wprowadzenie zasady azotowej. W obecnosci grupy
estrowej w pozycji 2 pierScienia cukrowego jon oksoniowy A jest stabilizowany przez utworzenie jonu
acyloksoniowego B (Schemat 6). Utworzony jon acylooksoniowy determinuje kierunek ataku czynnika
nukleofilowego, ktory moze zachodzi¢ tylko od strony bardziej odstonietej w odniesieniu do grupy
partycypujacej. Gdy grupa ta znajduje si¢ po ,, stronie a‘’, w cukrach szeregu D, ponizej plaszczyzny

pierscienia, powstaje izomer f.
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Schemat 6. Ogo6lna synteza nukleozydow.
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Jesli w stanie rOwnowagi jest znaczne stezenie jonu oksoniowego, w wyniku ataku zasady azotowej powstaje
zazwyczaj mieszanina anomerdéw o réznej proporcji a:f. Funkcje stabilizujaca kation oksoniowy moga spetniac
rowniez inne grupy obecne w pozycji 2-pier§cienia cukrowego, np. tiofenylowa czy selenofenylowa. Obecno$é¢
tych grup wywiera podobny efekt jak grupa acylowa. Jezeli substrat sacharydowy nie zawiera w pozycji 2-
grupy partycypujacej lub jest 2-dezoksysacharydem stereoselektywnos¢ reakcji N-glikozylacji praktycznie

zanika. Grupa stabilizujaca kation oksoniowy moze by¢ obecna w innej pozycji pierscienia cukrowego

(Schemat 7.)
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Schemat 7. Stereokontrolowana synteza nukleozydow
Znane sg trzy podstawowe syntezy nukleozydow:
- glikozylacja katalizowana jonami metali ci¢zkich
- glikozylacja katalizowana kwasami Bronsteda ( metoda stapiania)
- glikozylacja metoda sililowa

Glikozylacja katalizowana solami metali ciezkich

Podstawa metody jest reakcja zwigzkow metali ciezkich (srebra, rteci) i zasad heterocyklicznych z
peracylowanymi halogenkami glikozylowymi w bezwodnym rozpuszczalniku ( toluen, nitrometan, ksylen). Po
raz pierwszy metode te zastosowali Fischer i Helferich kondensujgc pochodng srebrowg 2,8-dichloroadeniny z
bromkiem 2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-D-glukopiranozylu. Zastosowanie zwigzkow chlorortgciowych puryn w
reakcji kondensacji z peracylowanymi halogenkami glikozylu znacznie zwigksza wydajno$¢ nukleozydow. W
przypadku pirymidyn w pierwszym etapie reakcji powstaje O-glikozyd A, ktory reaguje z nast¢png czasteczka
halogenocukru w obecnosci HgBr2 z utworzeniem nukleozydu B. Szybko$¢ przemiany O-glikozydu w

nukleozyd prawdopodobnie jest katalizowana solg rteci, zalezy od tatwosci rozerwania wigzan C1°-O2
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(Schemat 8.). Ze wzgledu na stosowanie soli rteci metoda ta ma dzisiaj w syntezie nukleozydéw znaczenie

historyczne.
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Schemat 8. Glikozylacja tyminy wobec bromku rteci
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Glikozylacja katalizowana kwasami Bronsteda

Metoda byla stosowana w syntezie nukleozydow zaréwno nukleozyddéw naturalnych jak i innych zwigzkow
heterocyklicznych z peracylowanymi cukrami. Ze wzgledu na sposéb wykonania tej kondensacji, stapianie obu

reagentOw w obecnosci katalizatora, metoda ta jest czg¢sto nazywana reakcja stapiania. Jako katalizatory

Tabela 1. Synteza nukleozydéw metoda stapiania

Peracylowany Azotowa zasada Katalizator Wyd. %
monosacharyd heterocykliczna
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stosowane sg typowe kwasy: kwas siarkowy, benzoesowy, p-toluenosulfonowy i kwasy chlorooctowe.
Wydajnos¢ reakcji waha si¢ w do$¢ szerokim zakresie. Zalezy zardwno od budowy obu reagentéw jak i
zastosowanego katalizatora (Tabela 1.). Reakcja przebiega wg. ogdlnego schematu glikozylacji (Schemat 6.).
Jesli czysty nukleozyd o konfiguracji  stopimy w obecnosci kwasu protonowego, to powstanie mieszanina obu

anomerow.
Glikozylacja metodgq sililowg

Jest to obecnie najczg$ciej stosowany sposob syntezy nukleozydow zwana czgsto metoda Vorbriiggena, od
nazwiska niemieckiego chemika, ktory jako pierwszy zastosowat ja w latach 80. Heterozasad¢ przeprowadza
si¢ w pochodng pertrimetylosililowa w reakcji z chlorkiem trimetylosililu, N,O-bis-trimetylosililoacetamidem
(BSA) lub bardziej popularnym 1,1,1,3,3,3-heksametylodisilazanem (HMDS) (rys. 1.), a nastgpnie poddaje
kondensacji wobec Kkatalizator6w typu kwasu Lewisa z peracylowanym sacharydem lub O-glikozydem
(Schemat 9.). Procedure t¢ mozna uprosci¢, prowadzac reakcje w jednym naczyniu jako tzw. ,,one pot reaction”.
Jako katalizatory najczeSciej stosuje si¢ chlorek cyny(IV) lub trifluorometanosulfonian trimetylosililu
(TMSOTT). Reakcja ma zlozony przebieg. W pierwszym etapie nastgpuje utworzenie, pod wplywem
katalizatora, stabilizowanego rezonansem kationu 1,2-acyloksoniowego przy wspotudziale grupy
partycypujacej w pozycji 2 pier§cienia cukrowego. W nastepnym etapie persililowana pochodna pirymidynowa
lub purynowa atakuje kation acyloksoniowy od mniej zatloczonej sterycznie strony ,,od gory” w D-
furanozydach, co w konsekwencji prowadzi do utworzenia nukleozydu o konfiguracji . W przypadku
kondensacji pochodnych nie zawierajacych grupy partycypujacej (np. zabezpieczenia eterowe) lub 2-
deoksycukrow otrzymuje si¢ mieszaning anomerdw w teoretycznej proporcji 1:1. Reakcje zakancza hydroliza
pod wplywem wody. Tak jak w pozostalych metodach otrzymany nukelozyd zabezpieczony nalezy
odbezpieczy¢ stosujac specyficzne reakcje rozszczepienia grup zabezpieczajacych. Grupy estrowe
zabezpieczajace pozostale grupy hydroksylowe w czasteczce nukleozydu zazwyczaj rozszczepia si¢ w reakcji

transestryfikacji w warunkach zasadowych.

OSi(CH;);3
(CH;)5SiCl (CH3)3Si-NH-Si(CH3); CH;—C——NSi(CHj3);
TMSCI HMDS BSA

Rys.1. Stosowane $rodki sililujace
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Stosuje si¢ metanolowy roztwor zawierajacy katalityczne ilosci metoksylanu sodu, nasycony metanolowy
roztwor amoniaku lub etanolowy roztwdr metyloaminy. Nie stosuje si¢ warunkow kwasnych ze wzgledu na
tatwa hydroliz¢ wigzania glikozydowego. Odbezpieczenie przeprowadza si¢ w temperaturze pokojowej, a
otrzymany nukleozyd wydziela najczes$ciej metoda chromatografii kolumnowej. W przypadku innych grup
zabezpieczajacych stosuje si¢ specyficzne czynniki rozszczepiajace np. etery sililowe rozszczepia si¢ przy

pomocy fluorku tetrabutyloamoniowego.
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Schemat 9. Synteza nukleozyddéw metoda sililowg
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