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I. ВВЕДЕНИЕ

Рассмотрение синтетических методов получения нуклеотидных ко-
ферментов представляет значительный интерес в связи с той важной
ролью, которую они выполняют в процессах метаболизма и особенно >4
в связи с тем, что большинство нуклеотидных коферментов искусствен-
но получено только в последние годы новыми методами синтетической
органической химии.

Нуклеотидные коферменты в соединении со специфическим белком
образуют многочисленные ферментные системы, в составе которых они
катализируют различные химические реакции, протекающие в живом
организме. Нуклеотидные коферменты представляют собой мономеры
нуклеотидов (фосфорных эфиров нуклеозидов) и структурно подобны
или аналогичны фрагментам рибонуклеиновых кислот (РНК), или дез-
оксирибонуклеиновых кислот (ДНК), являющихся полимерами нукле-
отидов.

В основе молекулы нуклеотидных коферментов лежат нуклеозиды —
N-гликозиды гетероциклических оснований, связанные по циклическому
атому азота с первым углеродным атомом D-рибозы. По характеру свя-
зи углевода с гетероциклом все природные нуклеотидные коферменты
имеют β-конфигурацию.

Сложные нуклеотидные коферменты можно рассматривать как ве-
< щества, построенные из двух более простых соединений, связанных <

пирофосфатной связью: флавинадениндинуклеотид (ФАД) состоит из
,аденозин-5'-фосфата и рибофлавин-5'-фосфата; уридиндифосфатглюкоза
(УДФГ) — из уридин-5'-фосфата и а-Д-глюкозо-1-фосфата; никотин-
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амидадениндинуклеотид (НАД) * из аденозин-5'-фосфата и ни-
котинамидмоноиуклеотида; никотинамидадениндинуклеотид фосфат
(НЛДФ) * — из аденозин-^Б'-дифосфата и никотинамидмононуклеоти-
да; кофермент А (КоА) — и з аденозин-3/,5''-дифосфата и .D-пантетеин-
4'-фосфата и т. д.

Среди различных методов получения нуклеотидных коферментов из
нуклеозидов или простых нуклеотидов наибольшую сложность и вместе
с тем значительный интерес представляют специфические методы созда-
ния пирофосфатной связи, которые мы и будем рассматривать в насто-
ящей работе.

В молекуле простых нуклеотидных коферментов, представляющих
собой моноэфиры полифосфорной кислоты, пирофоофатная связь со-
здается или прямым фосфорилированием нуклеозида, или построением
из монофосфата нуклеозида ди- и трифосфатоз. В молекуле сложных
нуклеотидных коферментов, являющихся несимметричными Р 1, Р2-ди-
эфирами пирофосфорной кислоты, пирофосфатная связь создается дву-
мя основными путями: а) конденсацией двух различных нуклеозидмо-
нофосфатов, например, аденозин-5'-фосфата и рибофлавин-5'-фосфата,
никотинамиднуклеозидмонофосфата и аденозин-5'-фосфата и т. д.;
б) конденсацией нуклеозиддифосфата с нефосфорилированным нуклео-
зидом, как-то: аденозин-Б'-дифосфата и рибофлавина или рибофлавин-
5'-дифосфата и аденозина и т. д.

До настоящего времени преимущественное внимание уделялось изу-
чению методов конденсации двух молекул нуклеозид'монофосфатов.
Второй путь создания пирофосфатной связи имеет в литературе весьма
ограниченное отражение.

Создание пирофосфатной связи конденсацией двух нуклеозидмоно-
фосфатов осуществляется тремя основными методами: 1) фосфохлори-
датным методом, который заключается в конденсации галоидфосфатов
или галоиднуклеотидов, имеющих защищенные гидроксильные группы
с солями фосфатов или нуклеотидов с последующим удалением защит-
ных групп; 2) карбодиимидным методом, состоящим в непосредственной
конденсации двух монофосфатов нуклеозидов, содержащих незащищен-
ные гидроксилы, под влиянием карбодиимидов (дициклогексилкарбоди-
имида, ди-/;-толилкарбодиимида и др.); 31 фосфоамидатным методом,
который состоит в .конденсации фосфоамидатного производного нуклео-
зида, имеющего незащищенные гидроксилы с другим также незащищен-
ным мононуклеотидом.

II. СИНТЕЗ НУКЛЕОТИДНЫХ КОФЕРМЕНТОВ
ФОСФОХЛОРИДАТНЫМ МЕТОДОМ

Фосфохлоридатный метод основан на реакции обмена пирофосфатов
или смешанных ангидридов фосфорных кислот или других кислот с фос-
фатными анионами. Две различные кислоты А и В образуют ангидрид
АВ, который вступает в контакт с анионом кислоты С и, если А сильнее,
чем В и С, то происходит обмен и образуется свободная кислота А и
ангидрид ВС.
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* По номенклатуре, рекомендованной Комиссией по ферментам Международного
биохимического конгресса и Комиссией по биохимической номенклатуре Международ
ного союза чистой и прикладной химии; С. Α., 55, 6558 (1961); Биохимия, 26, 563
(1961).
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В данном примере В и С — фосфатные анионы, А — хлористый водо-
род, АВ — фосфохлоридат, производный ангидрида фосфорной кислоты
и хлористого водорода, ВС — синтезируемый пирофосфат.

Чаще всего при фосфорилировании фосфохлоридатным методом ис-
пользуются полностью или частично этерифицированные фосфаты. Пол-
ностью этерифицированные пирофосфаты весьма лабильны и способны
легко вступать в реакцию обмена с другими анионами, вследствие че-
го они являются более активными фосфорилирующими агентами, чем ча-
стично этерифицированные фосфаты. Однако, благодаря легкости с
которой они вступают во взаимодействие с другими анионами, образу-
ются очень сложные и трудно разделимые смеси. Этим можно объяс-
нить низкие выходы в ряде синтезов.

Необходимое последующее удаление защитных групп на конечных
стадиях синтеза приводит к некоторому разрушению пирофосфатной
связи, что также снижает выход вещества. Вследствие значительно
меньшей склонности частично этерифицированных фосфатов к реакциям
обмена, при их применении удается избежать образования побочных
продуктов конденсации и тем самым увеличить выход синтезируемых
полифосфатов.

Выбор защитных групп и их удаление составляют отдельную про-
блему. Наиболее употребительными защитными группами являются бен-
зильные группы, так как дебензилирование возможно в относительно
мягких условиях. Обычно в качестве фосфорилирующего агента
используется дибензилфосфохлоридат несмотря даже на то, что он ме-
нее устойчив и является менее сильным фосфорилирующим агентом,
чем, например, дифенилфосфохлоридат.

Традиционный метод дебензилирования — каталитическое восста-
новление над Pt, Pd, Ni-катализаторами в растворе этанола или диок-
сана. Для дебензилирования используют также восстановление натрием
в жидком аммиаке, однако при этом происходит частичное разрушение
пирофосфатной связи. Очень удачным методом удаления бензильных
групп из фосфатных соединений оказался сольволиз в среде фенола.
Избирательное монодебензилирование с успехом может быть достигну-
то нуклеофильным замещением в среде четвертичных оснований' или
анионов (хлоридов, тиоцианатов, йодидов):

OR'·

OR' OR'

PhCH,-Q)-P-OR" PhCH2X +"O-P-OR"

X- ° О

Удаления всех бензильных групп из полностью этерифицированных
пирофосфатов не удается достичь, например, при помощи хлорида ли-
тия, но можно получить Р1, Р2-дибензилдифосфат из тетрабензилдифос-
фата. Такое не полное дебензилирование удобно применять вследствие
того, что частично этерифицированные пирофосфаты более устойчивы в
процессе выделения, чем полностью этерифицированные фосфаты. Не-
желательное дебензилирозание в процессе образования пирофосфатной
связи можно подавить применением 2,6-лутидина. Как правило, исход-
ные фосфаты применяются в виде солей с металлами или аминами.
Использование фосфатов в виде солей с аминами выгоднее, так как их
растворимость значительно лучше. В качестве растворителей применя-
ют безводный бензол, фенол, ацетонитрил или смеси этих растворителей.
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1. Аденозин-5'-ди- и аденозин-5'-трифосфат

Фосфохлоридатным методом синтеза впервые были получены такие
нуклеотидные коферменты как ФАД и УДФГ. Предварительно этим
методом был синтезирован ряд простых коферментов — аденозин-5'-ди-
фосфат (АДФ), аденозин-5'-трифосфат (АТФ), уридин-5'-дифосфат
(УДФ) и уридин-5'-трифосфат (УТФ), а также ряд симметричных пи-
рофосфатов (Р',Р2-диаденозин-5/- и Р1,Р2-диуридин-5/-пирофосфаты).

АДФ (III) был получен взаимодействием серебряной соли адено-
зин-5'-бензилфосфата (I) с дибензилфосфохлоридатом (II) в среде теп-
лой ледяной уксусной кислоты с последующим каталитическим гидри-
рованием получающегося аденозин-5'-трибензилдифосфата в спиртовом
растворе2. АДФ выделен в виде акридиновой соли с невысоким выхо-
дом. Однако его выход может быть увеличен до 55% при использовании
вместо ледяной уксусной кислоты смеси фенола и ацетонитрила 3.

Η jCK Η
Η Η 0 > OC.-.jPh

a ; Η 2 θ ~ η Τ 0 Α ε

OCH2Ph

C1-P=O

OCH2Ph
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Ph здесь и далее=СбНб.
В синтезе АТФ (VII) в качестве исходного вещества была исполь-

зована серебряная соль аденозин-5'-дибензилдифосфата (V), получае-
мого при монодебензилировании аденозин-5'-трибензилдифосфата
(IV) 4. Соединение V вводили в конденсацию с дибензилфосфохлорида-
том (II); реакция приводила к образованию тетрабензилового эфира
АТФ (VI)

(iv)
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Установлено3, что если восстановление соединения VI проводить в
ледяной уксусной кислоте, то продукт реакции получается с содержа-
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нием от 7 до 15% АТФ. При использовании в качестве среды смеси фе-
нола и ацетонитрила содержание АТФ возрастает до 40%. Основными
примесями оказались АДФ и неорганические полифосфаты. Выделен-
ная триакридиновая соль АТФ идентична такой же соли природного
аденозин-5'-трифосфата.

Основные трудности, встречающиеся в синтезе АДФ и АТФ фосфо-
хлоридатным методом, заключаются в подборе условий избирательного
монодебензилирования соединения IV. Если для монодебензилирова-
ния использовать 4-метилморфолин, то выход АТФ может быть увели-
чен почти вдвое3 по сравнению с методом каталитического гидрирова-
ния. Однако и в этом случае вещество сильно загрязнено примесями
неорганического пирофосфата.

Выходы нуклеозид-5'-дифосфатов могут быть значительно увеличе-
ны, если исходить из незащищенных нуклеотидов и действовать на них
непосредственно дибензилфосфохлоридатом (II) 5~7. Бензильные груп-
пы из образующихся дифосфатных соединений удаляются каталитиче-
ским гидрированием. Этим методом были получены в виде кальциевых
солей АДФ и УДФ с выходами 80—90% 6

? ?
Н 2О-Р-ОН + С1—P-OCHjPh —

.он ноХ ° н о н

Η Η
тнмидин

ΙΗ
уридик

2. Тимидин-5'-ди- и тимидин-5'-трифосфаты

Тимидин-5'-дифосфат (ТДФ) получен конденсацией три-/г-октилам-
мониевой соли тимидин-5'-фосфата с дибензилфосфохлоридатом в без-
водном диоксане при комнатной температуре с выходом 85% и чисто-
той 92% (в виде кальциевой соли) 6. В качестве незначительных при-
месей обнаружены тимидин-5'-фосфат (ТМД) и неорганический фосфат.
Бензильные группы удалялись восстановлением.

Взаимодействием 3'-0-бензилтимидин-5'-бензилфосфохлоридатас,ди-
фенилтриметиламмониевой солью Р'.Р^дибензилдифосфата в смеси бен-
зола и ацетонитрила при комнатной температуре с последующим дебен-
зилированием был получен тимидин-5'-трифосфат (ТТФ) с выходом
43%. Методом хроматографии на бумаге установлено, что главным про-
дуктом был ТТФ с небольшой примесью ТМФ, неорганических пиро-
фосфатов и следов ТДФ. Разделение образовавшихся при реакции ве-
ществ после нейтрализации раствора до рН 6 аммиаком осуществляли
на ионообменной смоле Дауэкс-2 (в хлориднон форме). Окончательна
ТТФ был очищен через бариевую соль

н ^^^^^**~ ^
.ОН PhCHjO/J OCH2Ph PhCH2O OCH2Ph , коядевсаотя
4 1
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3. Флавинадениндинуклеотид

При изыскании методов синтеза природных несимметричных пиро-
фосфатов (ФАД, УДФГ, НАД, КоА) были получены симметричные пи-
рофосфаты, в частности, такие как Р1,Р2-диаденозин-5'-пирофосфат и
Р',Р2-диуридин-5'-пирофосфат8. Результаты этих исследований показа-
ли возможность синтетического получения природных несимметричных
нуклеотидных коферментов. В последующих работа'х стремились избе-
жать условий реакции, приводящих к симметричным пирофосфатам.

Первым сложным коферментом, полученным синтетическим путем
был ФАД. Один из фрагментов молекулы ФАД — аденозин-5'-монофос-
фат (мускульная адениловая кислота АМФ)—синтетически был полу-
чен прямым фосфорилированием аденозина хлорокисью фосфора в пи-
ридине9·10, а также при обработке 2': З'-О-изапропилиденаденозина
хлорокисью фосфора п , при взаимодействии 2',3'-диацетиладенозина с
дифенилфосфохлоридатом с последующим удалением защитных групп12,
путем, фосфорилирования 2': З'-О-изопролилиденаденозина фосфорной
кислотой в присутствии трихлорацетонитрила 13 и фосфорилированием
фосфодихлоридатом 14.

Второй фрагмент молекулы ФАД—рибофлавин-5'-фосфат, обычно
называемый флавинмононуклеотидом (ФМН) *, синтезирован несколь-
кими методами: фосфорилированием рибофлавина хлорокисью фосфора
с предварительной защитной первичной и вторичных гидроксильных
групп 1 5 - ; 7 ; фосфорилированием фосфохлоридатами без предваритель-
ной защиты гидроксилов 1 8- 2 0; фосфорилированием метафосфорной кис-
лотой 2 1 · 2 2 и алкилфосфохлоридатами также без защиты гидроксиль-
ных 2 3 - 2 6 .

Попытка использовать в качестве промежуточного продукта в синтезе
ФАД 4',5'-ангидрорибофлавина оказалась неудачной27. Первый успеш-
ный синтез ФАД (X) конденсацией серебряной соли рибофла'вин-5'-фос-
фата (IX) и 2': 3'-0-изопропилиденаденозин-5'-бензилфоефохлоридата
(VIII) в присутствии триэтиламина был осуществлен Кристи, Кеннером
и Тоддом в (954 г. 2 8 · 2 9 . В качестве растворителя был выбран фенол,
так как ФМН хорошо в нем растворим, и в этой среде довольно легко
идет образование пирофосфатной связи. Использование этого раствори-
теля представляло еще и те преимущества, что, как выше отмечалось,
фенолы способны монодебензилировать образующиеся бензилпирофос-
фаты. ИзО'Пропилиденовая защитная группировка в последующем уда-
лялась кислотной обработкой. Однако выход ФАД составлял всего 6%,
что было частично связано с расщеплением образовавшейся пирофос-
фатной связи при удалении защитных групп

он

AgO-P-OCH 2 —СН-СН-СН-СН,OCH2Ph AgO—Ρ—ОСН2—СН—СН—СН-

Н2О-Р-С1 + О ОН ОН ОН

( I X )

он он
| 1 ^

СН2О—Р—О— Р—ОСН2—СН—СН—СН-СН2

0 0 ОН ОН ОН

Ш

* Рибофлавин-5'-фосфат представляет собой гидрированный нуклеотид.
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Выделение коферментов как из природных источников, так и из
синтетических продуктов, всегда представляло собой сложную и трудо-
емкую работу. С развитием хроматографической техники, которая в
последние годы получила широкое распространение в органической
химии, стало возможным более эффективное выделение и разделение
нуклеотидных коферментов. Например, для выделения и очистки ФАД
были применены разнообразные методы: частичное разделение флави-
новых нуклеотидов может быть достигнуто на ионообменной смоле
IRC-50 в то время как вообще анионообменные смолы очень сильно
их адсорбируют. С лучшими результатами была использована адсорб-
ционная хроматография на флоризоле8, распределительная хромато-
графия в системе фенол — бутанол — вода30, хроматография на бума-
ге3 1, колоночный электрофорез3 2·3 3 и хроматография на порошке цел-
люлозы 3 4 - 3 6 , последний метод оказался наиболее эффективным. Для
идентификации флавиновых соединений использовалась хроматогра-
фия на бумаге в различных системах растворителей37·38.

4. Уридиндифосфатглюкоза

Одним из продуктов расщепления УДФГ оказался УДФ, синтез ко-
торого был осуществлен конденсацией 2': З'-О-изопропилиден-б'-дез-
окиси-5'-йодуридина (XI) с серебряной солью трибензилдифосфата (XII)
в растворе бензола 3 9. Получаемый с хорошим выходом 2': З'-О-изопро-
пилиденуридин-5'-трибензилдифосфат (XIII) подвергался дебензилиро-
ванию хлористым литием в 2-этоксиэтаноле в уридин-5'-дибензилдифос-
фат. Использование хлористого лития для дебензилиривания оказалось
очень удобным, так как позволяло вести реакцию в мягких условиях40.
Хотя таким путем и нельзя было удалить все защитные группы, тем не
менее эта реакция имела важное значение, так как частично дебензили-
рованное вещество оказалось более устойчивым в кислой среде, чем
полный эфир этого соединения. Благодаря этому облегчалось дальней-
шее удаление оставшихся бензильных групп каталитическим гидрирова-
нием с последующим отщеплением изопропилиденовых групп мягким
кислым гидролизом:

он

PhCH2O OCH,Ph

• + AgO—Ρ—Ο—Ρ—OCH2Ph

он он
СН2О-Р-О-Р-.ОН

о. ρ

(XIV)

PhCHjO OCH,Ph

Н2О-Р—О-~Р—OCH,Ph

'(ХШ)

УДФ (XIV) может быть также синтезирован взаимодействием
2': З'-О-изопропилиденуридин-б'-бензилфосфохлоридата (XVI) с три-
этиламмониевой солью дибензилфосфата41 с последующим дебензили-
рованием и деизопропилиденизацией промежуточного вещества анало-
гично описанному выше. Соединение XVI получают из 2': З'-О-изопро-
пилиденуридин-5'-монобензилфосфата (XV) обработкой его N-хлорсук-
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циниМ'Идом. УДФ (XIV) выделен в виде бариевой соли с выходом 25%;
применение фенолов в качестве частично дебензилирующих средств
значительно увеличивает его выход42:

ОСН2Р&

HjO-P-C»
_ OCHjPt,

(C2H5)3-NH+O-P-OCH2Ph

• XIII - — XIV

(XVI)

УТФ (XVII), участвующий, по-видимому, в энзиматическом синте-
зе уридиновых производных43, был получен конденсацией соединения
XVI с тетраметиламмониевой солью трибензилдифосфата42. Частичное
дебензилирование промежуточного вещества осуществлялось при по-
мощи m-крезола в присутствии небольших количеств соляной кислоты
с последующим удалением оставшихся бензильных групп каталитиче-
ским гидрированием и деизопропилиденизациеи обычным методом:

XV!

PhCH2O ОСН,РЬ

<-N+ 'O-P-O-P-OCHjPh

О О

OCH2Ph

'—OCH2Ph ,-

OH HO/ 0 H ° H

l y CH 2 O—Ρ—Ο—Ρ—Ο—Ρ—Oil

(XVII)

В реакционной смеси после обработки ее гидратом окиси лития со-
держалось ~ 37% УТФ в виде литиевой соли. Чистая бариевая соль
УТФ выделена с выходом 29% в результате хроматографической очи-
стки на угле или на ионообменной смоле Дауэкс-2.
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УДФГ (XX) была получена конденсацией 2/,3'-дибензилуридин-
5'-бензилфосфохлоридата (XVIII) с три-гс-октиламмониевой солью
а-/?-глюкозо-1-фосфата (XIX) в присутствии три-/г-бутиламина в бен-
золе4 4. Тем же методом была получена и уридиндифосфатгалактоза.

Выбор бензильной группы вместо изопропилиденовой для защиты
гидроксилов объясняется значительно большей лабильностью УДФГ в
кислой среде, чем, например, ФАД, где применяется изопропилиденовая
защита, так как деизопропилиденизация продукта конденсации осу-
ществляется в кислой среде. Бензильные группы после образования
пирофосфатной связи удаляли каталитическим гидрированием.

УДФГ была выделена в виде кальциевой соли с содержанием 30%
и общим выходом 15%. В качестве основных примесей были УМФ и
а-.О-глюкозо-1-фосфат. В результате дальнейшей очистки была получена
кальциевая соль УДФГ с чистотой 92% (по энзиматическому анализу).

Рассмотренный фосфохлоридатный метод образования пирофосфат-
ной связи, несмотря на кажущуюся специфическую направленность, об-
ладает рядом существенных недостатков; а именно: 1) благодаря не-
обходимости защиты гидроксильных групп нуклеозида метод становит-
ся многостадийным; 2) удаление защитных групп после конденсации
всегда сопровождается частичным расщеплением образовавшейся пиро-
фосфатной связи, вследствие чего нуклеотидные коферменты получают-
ся с низкими выходами; 3) трудоемкий синтез исходных фосфохлори-
датов вызывает дополнительные усложнения.

Низкие выходы связаны также с тем, что полностью этерифициро-
ванные пирофосфаты легко вступают в реакцию обмена, что приводит
к сложным и трудно разделимым смесям4 5·4 6.

III. СИНТЕЗ НУКЛЕОТИДНЫХ КОФЕРМЕНТОВ
КАРБОДИИМИДНЫМ МЕТОДОМ

В поисках более специфичного и простого метода синтеза нуклео-
тидных коферментов была изучена конденсация двух нуклеотидов в
присутствии таких конденсирующих агентов, как дициклогексилкарбо-
диимид, ди-р-толилкарбодиимид и др. Этот метод был проверен снача-
ла на синтезе бензиловых эфиров пирофосфорной кислоты47. Реакция
между дибензилфосфатом (XXI) и дициклогексилкарбодиимидом (дцк)
(XXII) в безводном пиридине идет мгновенно с образованием тетрабен-
зилпирофосфата (XXIII) и NN'-дициклогексилмочевины. При исследо-
вании влияния количества воды на выход тетрабензилпирофосфата бы-
ло установлено, что даже значительный избыток воды не мешает обра-
зованию смешанного ангидрида фосфорной кислоты и выход во всех
случаях был ~50%

PhCH2O
2 I

PhCH2O—Р-ОН+С6НиМ=С=ЫС6Н„ -•>
II
о

(XXI) (XXII)

PhCH 2 O 4

OCH2Ph

— )Р—О-Р—OCH 2 Ph+C 8 H u NH—С—NHC e H,,
PhCH 2 O/ |1 || II

о о о
(XXIII)

В этом заключается большая ценность карбодиимидного метода, так
как даже незначительное количество воды сильно увеличивает раство-
римость нуклеотидов и ортофосфорной кислоты, нерастворимых в без-
водном пиридине, который обычно применяется в качестве среды.
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Реакция образования пирофосфатной связи, по-видимому, заклю-
чается в первоначальном присоединении протона к д ц к 4 8 · 4 9

R'O 4 R'CX +
J > P - O H + C 6 H u N - C = N C 6 H n -* R Q \ P - O - + C 6 H U N H =C NC 6HU

О о

с последующим присоединением к протежированному дцк молекулы
фосфорной кислоты или фосфорного эфира и получением аддукта типа
промежуточного соединения XXIV49"52

+ R'C\ +
CeH11NH,-;-C--.--NC«H,i+ ) Р - О Н - > C e H u N H = C — N H C , H U

Ro M l I
о о

! /OR'
| ! N O R

О
(XXIV)

которое далее атакуется фосфорноэфирным анионом с образованием
пирофосфата и замещенной мочевины. Из реакционной смеси промежу-
точное соединение выделено не было.

C6HUNH=C-NHC6HUW=C-NHC 6H,, OR' OR'

*—' κ ι ι
9) — - R O — Ρ — ο — Ρ —8 i

OR + CeHnNH—С—NHCgHn

О

Образование пирофосфатной связи возможно только с карбодиими-
дами в протонированной форме, когда под влиянием протона при атаке
фосфатным анионом промежуточного аддукта XXIV разрывается в
этом аддукте связь О—Р, а не связь С—О, и завязывается новая связь
О—Ρ образующегося пирофосфата.

Известно, что карбодиимиды в нейтральных условиях довольно лег-
ко реагируют с кислотами49. В присутствии оснований, особенно три-
л-бутиламина, скорость реакции значительно снижается вследствие
уменьшения концентрации протонированного карбодиимида и промежу-
точного соединения XXIV. В пиридине реакции идут с большой ско-
ростью, что объясняется, очевидно, достаточной основностью карбоди-
имида по сравнению с пиридином, с которым он способен конкуриро-
вать.

Исходные вещества для конденсации в присутствии карбодиимидов
берут в виде свободных кислот с незащищенными гидроксильными
группами или в виде их солей с пиридином или с триалкиламинами.
В качестве растворителя, помимо пиридина, содержащего умеренные
количества воды, используют диметилформамид. Присутствие значи-
тельных количеств воды нежелательно, так как это вызывает необхо-
димость применения большого избытка 'карбодиимида.

1. Ди- и трифосфаты аденозина и уридина

Был предпринят одностадийный синтез АДФ (III) и АТФ (VII) из
ΛΜΦ (XXV) и 85%-ной ортофосфорной кислоты в присутствии избытка
дцк в водном лиридине53:
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он но* о н

С Н 2 О — Р — О Н + Н 3 РО,

Η Η 0

(XXV)

Н»РО4

дцк

Η /°\ Η
QH HO>| O H 0 Н
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о

Н3РО,
дох

VII
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Выделение АДФ и АТФ из реакционной смеси включает в себя
осаждение их ртутных солей при низком рН реактивом Ломана (100 г
Hg(NO3)2 * 8Н2О, 25 мл воды, 25 мл концентрированной азотной кисло-
ты) и дальнейшее разделение на ионообменной смоле Дауэкс-2. АДФ
и АТФ были выделены в виде бариевых солей с общим выходом 33%.
Последующую очистку осуществляли через ртутные соли по методу Ле
Паж 5 4 . Для идентификации пользовались бумажной хроматографией
в различных системах растворителей. Методом ионообменной хромато-
графии было определено, что полученный АДФ содержит примесь АТФ
(до 2%), а АТФ, в свою очередь, примесь АДФ (до 5%).

Применение небольшого избытка 85%-ной ортофосфорной кислоты
приводит к образованию значительного количества (до 55%) симмет-
ричного Р^Р^диаденозин-б'-пирофосфата (XXVI). Так как при полу-
чении природных несимметричных нуклеотидных коферментов присутст-
вие в реакционной смеси симметричных пирофосфатов нежелательно, то
были изучены условия, при которых образование побочных веществ
сводилось бы к минимуму. Выяснено, что при использовании пятикрат-
ного молекулярного избытка 85%-ной ортофосфорной килоты получает-
ся лишь ~10% Р^Р^диаденозин-б'-пирофосфата; десятикратный избы-
ток 85%-ной ортофосфорной кислоты почти полностью подавляет реак-
цию образования этого вещества, однако, при этом трудно получить го-
могенную смесь реагентов.

Аналогичным образом из УМФ и 85%-ной ортофосфорной кислоты
в присутствии дцк в водном пиридине при комнатной температуре были
получены УДФ и УТФ5 5; реакция протекает с большой скоростью.
Увеличение продолжительности реакции нежелательно, так как это
может привести к образованию большого количества органических и
неорганических полифосфатов. Значительный избыток ортофосфорной
кислоты также нежелателен, так как связан с получением высших не-
органических полифосфатов. Выделение уридинфосфатов избиратель-
ным осаждением при различных рН в виде бариевых, магниевых и
ртутных солей оказалось безуспешным. Непосредственной очисткой на
ионообменных смолах не удалось получить УТФ с содержанием выше
50%. Наиболее удовлетворительным оказалось выделение смеси УДФ
и УТФ из реакционной массы пропусканием ее через ионообменную смо-
лу Дауэкс-50; последующее разделение нуклеотидов производили на
смоле Дауэкс-2. УДФ и УТФ выделены в виде бариевых солей. Не-
смотря на значительные потери, выход УДФ составлял 20—25% (содер-
жание 98%), а УТФ —20% (содержание 96%).
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Карбодиимидным методом путем взаимодействия ФМН с 85%-ной
ортофосфорной кислотой в присутствии дцк был получен рибофлавин-5'-
дифосфат56, а из уридин-5'-фосфата— симметричный Р1,Р2-диуридин-5'-
пирофосфат8.

Как выше указывалось, ценность карбодиимидного метода создания
пирофосфатной связи заключается в возможности проведения реакции
з водном пиридине. Тем не менее во многих случаях не удается добить-
ся гомогенности раствора нуклеотида и дцк, чем, вероятно, и объясня-
ются относительно низкие выходы синтезируемых коферментов. Поэто-
му были сделаны попытки использовать более полярный воднораство-

римый карбодиимид57: (C2H3)2N(CH3) (CH 2) 3 — N = C = NC6Hii, кото-
рый применялся в конденсации с АМФ в Р1,Р2-диаденозин-5'-пирофос-
фат 5 7. Установлено, что скорость реакции в гомогенных растворах уве-
личивается, но наличие водной среды вызывает необходимость примене-
ния очень большого избытка карбодиимида.

Как оказалось, триалкиламмониевые соли способствуют увеличению
растворимости фосфорных эфиров в безводных растворителях: причем,
для получения нуклеозидполифосфатов можно использовать триалкил-
аммониевые соли карбодиимидов наряду с триалкиламмониевыми со-
лями ортофосфорной кислоты. Так, при конденсации уридин-5'-фосфата
в смеси пиридина, три-л-бутиламина и дцк с количественным выходом
получается Р'.Р^диуридин-Б'-пирофосфат57. Для синтеза нуклеозид-5'-
трифосфатов использовался дцк и 85%-ная ортофосфорная кислота в
безводном пиридине в присутствии двух эквивалентов три-я-бутилами-
на; УТФ получен с выходом —65%, АТФ с выходом ~40% 57·

Последний вариант карбодиимидного метода может быть во многих
случаях рекомендован для препаративного получения нуклеозид-5'-три-
фосфатов.

2. Уридиндифосфатглюкоза

Известный интерес для получения весьма неустойчивой к кислотам
и щелочам УДФГ представлял метод прямой конденсации, незащищен-
ных исходных фосфатов, так как этот метод исключал необходимость
применения кислых или щелочных сред, используемых при удалении
защитных групп. УДФГ (XX) была получена конденсацией УМФ
(XXVII) с а-Д-глюкозо-1-фосфатом (Х1Ха) под влиянием дцк5 8. При-
меняли следующее соотношение реагирующих компонент: 1 моль пири-
диновой соли УМФ, 1,9 моля пиридиновой соли сс-/)-глюкозо-1-фосфата
и 1,7 моля дцк в среде диметилформамида; в результате реакции полу-
чалась сложная смесь веществ, содержащая только ~3,5% УДФГ.

- н 2 о •XX

(XXVII) (ΧΙΧβ)

Анионообменная хроматография для разделения веществ, находя-
щихся в реакционной смеси, оказалась не подходящей, так как УДФГ,
по-видимому, разлагалась на ионообменной смоле. Более эффективным
было применение хроматографии на активированном угле. Одна из
фракций содержала ~42% аммониевой соли УДФГ, которая была иден-
тична природному коферменту. Однако общий выход вещества был низ-



736 В. М. Березовский и Р. В. Артемкина

ким. Оказалось, что реакция сопровождается образованием значитель-
ных количеств циклического а-£>-глюкозо-1 : 2-фосфата 58.

Такой же результат наблюдался при реакции уридин-2'- или ури-
дин-З'-фосфата с дцк в водном пиридине, когда получался циклический
уридин-2': З'-фосфат, а из дрожжевой адениловой кислоты (смесь аде-
нозин-2'- и аденозин-З'-фосфатов) в тех же условиях получался цикли-
ческий аденозин-2': З'-фосфат54. Наряду с этим даже при продолжи-
тельном воздействии дцк на АМФ циклический фосфат не образуется,
но в то же время с хорошим выходом получается симметричный Ρ',Ρ2-
диаденозин-5'-пирофосфат53.

Направление реакции в сторону образования циклических фосфа-
тов, по-видимому, связано с ^ис-конфигурацией гидравсильной и фос-
фатной груп>п в таких соединениях, как аденозин-2'- и аденозин-З'-фос-
фаты, и уридин-2'- и уридин-З'-фосфаты, благодаря чему создаются
благоприятные условия для внутримолекулярной циклизации49

О он

о—Р=О

RNH—C==NHR

RN=C=NR
О О

-Л
+ Η + RNH—C—NHR

II
О

3. Флавинаден'индинуклеотид

ФАД (X) был получен из ФМН (XXVIII) и АМФ (XXV) в водном
пиридине в присутствии ди-р-толилкарбодиимида 31. Реакцию проводили
в темноте в течение 24 часов, после чего образовавшаяся ди-р-толилмо-
чевина была отфильтрована и кофермент выделен из реакционной сме-
си хроматографией на бумаге с последующей очисткой через урани-
ловую соль5 9. Выход составил ~ 4 % и чистота 90%. Для выделения
была использована система /г-бутанол — уксусная кислота — вода
( 4 : 1 : 5 ) ; в этой системе ФАД имеет Rf 0,12. Для очистки приме-
няли систему трет.-бутанол — вода (60:40), в которой ФАД имеет
Rf 0,40.

XXV + НО-Р—ОСНа-СН—СН-СН—СН,Р—ОСНа-СН—(j:H-CH

& он он он

(хх vim о

Среди продуктов реакции, как и ожидалось, был найден в большом
количестве циклический рибофлавин-4': 5'-фосфат. Это находится в
соответствии с известными данными о направлении реакции с дцк, час-
то приводящей к циклическим нуклеотидам60·61. Так, при взаимодейст-
вии ФМН с АМФ (XXV) в присутствии дцк единственным продуктом
реакции оказался циклический рибофлавин-4': Б'-фосфат17:
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он он

НС) О

ССН»—СН—СН—СН СН,

NH

о

Низкий выход ФАД, синтезируемого карбодиимидным методом, свя-
зан с тем, что основная реакция направляется в сторону образования
циклического монофосфата благодаря ^«с-конфигурации гидроксиль-
ных групп по отношению к фосфату.

4. Никотинамидадениндинуклеотид

Синтезу этого кофермента посвящено немного работ. Никотинамид-
мононуклеотид (XXIX) нерастворим в безводном пиридине или диме-
тилфомамиде, наиболее употребительных растворителях, применяемых в
синтезах нуклеотидкоферментов карбодиимидным методом, поэтому при
получении НАД (XXX) из АМФ (XXV) и никотинамидмононуклеотида
(XXIX) был использован водный пиридин в присутствии избытка дцк 6 2;
реакция проводилась при 0°. После отделения образовавшейся дицик-
логексилмочевины снова добавляли дцк и реакция продолжалась при
той же температуре; это повторяли трижды.

4

XXV + НО-Р-ОН,- ^ Ο " ΐ ί » = ^ _ β Η , , _ КОН НС

. ° Ц—ρ
(XXIX) ОН ОН (XXX)

ApCONH,

Методо.м хроматографии на бумаге в реакционной смеси обнаруже-
но присутствие НАД, двух симметричных пирофосфатов (Р',Р2-динико-
тинамиднуклеозид-б'-пирофосфата и Р',Р2-диаденозин-5/-пирофосфата)
и небольших количеств исходных веществ. Около 50% никотинамидну-
клеотида превращалось в НАД и только примерно десятая часть в сим-
метричный Р',Р2-диникотинамиднуклеозид-5'-пирофосфат.

Разделение веществ, содержащихся в реакционной смеси, проводили
на ионообменной смоле Дауэкс-2. Водные фракции содержали никотин-
амиднуклеотид и симметричный Р1,Р2-диникотинамиднуклеозид-5/-пи-
рофосфат, а НАД удерживался на смоле вместе с АМФ и Р1,Р2-диаде-
нози.н-б'-пирофосфатом. НАД вымывался со смолы 0,01 N муравьиной
кислотой, АМФ — 0,1 N муравьиной кислотой и Р'.Рг-диаденозин-б'-пн-
рофосфат—^1 yV муравьиной кислотой. В результате ионообменной хро-
матографии НАД был выделен в виде аморфного порошка с содержа-
нием в нем ~ 70% кофермента.

В реакцию были взяты а- и β-анамеры никотинамиднуклеотида (при-
близительно в соотношении 80:20), поэтому в результате конденсации
получалась смесь и- и β-анамерных форм кофермента, которые трудно
было разделить на ионообменных смолах. Для разделения анамеров
был использован изящный способ восстановления НАД спиртовой де-
гидро'геназой в дигидро-НАД с последующей щелочной обработкой, с
целью расщепления α-анамера. Полученный таким путем НАД был
идентичен природному, как это следовало из результатов хроматогра-

5 Успехи химии № G



738 В. М. Березовский и Р. В. Артемкина

фии на бумаге и электрофореза. По оптическим данным ([а]»о [
31,5°±0,5°) и энзиматической активности образец был 90%-ной чистоты.

Подобным же методом был синтезирован никотинамидадениндинук-
леотидфосфат (НАДФ) из аденозин-2'(3'), 5'-дифосфата и никотин-
амидмононуклеотида в присутствии дцк в водном пиридине. НАДФ был
выделен на колонке с ионообменной смолой Дауэкс-50 и, по данным
электрофореза на бумаге, содержал небольшие примеси никотинамид-
мононуклеотида и аденозин-2', 5'- и аденозин-3', 5'-дифосфатов

он f
,Η,Ο—Ρ—Ο—Ρ—OHjC

о о

/\-CONH2

ОН

Объяснение высокого выхода НАД (XXX), так же как и цитидинди-
фосфатхолина (см. ниже), которые получаются со значительно более
высоким выходом, чем ФАД и УДФГ, можно найти в следующем. Как
никотинамидмононуклеотид, так и фосфатхолин имеют характер двой-
ного иона и являются поэтому более слабыми нуклеофильными аген-
тами, чем анионы аденозин-5'-фосфата и цитидин-5'-фосфата. Поэтому
аддукт типа промежуточного соединения XXIV (см. стр. 733) будет
преимущественно образовываться за счет атаки протонированного кар-
бодиимида аденозин-5'фосфатом или цитидин-5'-фосфатом, а не за счет
никотинамидмононуклеотида или фосфатхолина, соответственно. После-
дующая атака на электрофильный фосфор фосфаткарбодиимидного ад-
дукта типа соединения XXIV возможна как со стороны аниона никотин-
амидмононуклеотида или фосфатхолина, так и со стороны аниона
аденозин-5'- и цитидин-б'-фосфатов. Это приводит к образованию син-
тезируемого несимметричного пирофосфата и некоторых количеств по-
бочных симметричных пирофосфатов: Р^Р^диаденозин-б'-пирофосфата,
Р1,Р2-дицитидин-5'-пирофосфата, следов Р',Р2-диникотинамиднуклеозид-
5'-пирофосфата, но не Р'.Р^дихолишшрофосфата.

5. Цитидиндифосфатхолин

Цитидиндифосфатхолин был получен взаимодействием цитидин-5'-
фосфата и фосфатхолина в водном пиридине в присутствии избытка
дцк при комнатной температуре63. Продукты конденсации разделялись
на ионообменной смоле Дауэкс-1 (в формиатной форме). Выход соста-
вил 46%

C 6 H 1 1 N=C=NC 6 H 1 1

? н -
RO—Р—ОН '-

г
С 6 Н „ М Н — C ^

V I

-O-P-OH2C-CH2N(CH8),
о

он о~
RO-P-O-P-OH,C-CH,N(CH,)3



Новые методы синтеза нуклеотидных коферментов 739

Карбодиимидным методом были также синтезированы аденозинди-
фосфатхолин (выход 30—40%), уридиндифосфатхолин (30—40%),
гуанозиндифосфатхолин (30—40% ) 6 3 , а также цитидиндифосфатглице-
рин64, цитидиндифосфатрибит65 и цитидиндифосфатэтаноламин с уме-
ренными выходами.

Для создания пирофосфатной связи наряду с карбодиимидами были
использованы такие реагенты, как производные имидоилфосфатов66"68,
тригалоидацетонитрила 1 3 - 4 9 · S 1 , изоцианата69 и цианамидов70, которые
с ортофосфорной кислотой или ее эфирами реагируют по аналогичному
механизму, характерному для карбодиимидов, образуя родственные
промежуточные соединения.

Например, производные .имидоилфосфата (XXXII) 6 6 " 6 8 , структурно
построенные аналогично промежуточному соединению XXIV (стр.733),
получаются в результате бекмановской перегруппировки р-нитробензол-
сульфоната циклопентаноноксима (XXXI) и в результате взаимодейст-
вия с диэфирами ортофосфорной кислоты приводят к образованию тет-
раэфира пирофосфорной кислоты (XXXIII):

\ /

R"°\P_OH

"I К ' " о / Л RO4 .OR"
4 Р-О— = 0

, N / Ч О R'O/Ц II x w t x \ N /
NOSO2C6H4NO, I О О „

0 = P — O R

OR'

(XXXI) (XXXII) (XXXIII)

Таким методом УДФ был получен в результате взаимодействия тетра-
n-бутиламмониевой соли бензил-2': 3'-изопропилиденуридин-5'-фосфата и
соединения XXXI с последующей обработкой промежуточного веще-
ства XXXII дибензилфосфатом; выход составил 40%- Однако и этот
метод не обладает строгой специфичностью в синтезах нуклеотидных
коферментов.

Производные имидоилфосфата, которые образуются из трихлораце-
тонитрила при действии моноэфиров ортофосфорной кислоты в присут-
ствии пиридина 13, способны со спиртами давать несимметричные ди-
эфиры ортофосфорной кислоты, а с моноэфирами фосфорной кислоты —
пирофосфаты:

о-

НО-P-OR о -

О R'OH I
CC13CN > CC1 3 C=NH * C C 1 3 C O N H 2 + R O — P — O R '

I II

о о
o=p—ο-

Ι
OR

Описано получение с этим реагентом монобензилфосфата и ди-р-хлор-
фенилпирофосфата.

Изоцианаты69 в реакциях с ортофосфорной кислотой или ее моно-
эфирами дают карбамилфосфаты71·72, которые далее с моноэфирами
фосфорной кислоты образуют пирофосфаты:

6*
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О" О- (НОЬР-OR» ^

I I о
O = C = N — R ' - L R O — Р — О Н -> RO—Р—О—С—NHR' •->

I; II II
О 0 0

о- ο-
Ι I

-> R0—Ρ—О—Р—OR"+CO,-j-C3H,NH3

II II

о о
где R — С6Н5; R ' i = С3Н ;.

Этим методом при помощи диметилцианамида был осуществлен
синтез Р'-аденозин-5/-Р2-уридин-5'-пирофосфата 70.

Реакционноспособный аддукт типа
R2N—C = NH

I f

O=P-OR' '

OH

структурно подобный промежуточному соединению XXIV (стр. 733),
через который, по-видимому, протекает реакция с карбодиимидами об-
разуется из диалкилцианамида и моно- и диэфиров ортофосфорной кис-
лоты 7 0. Следует отметить, что таутомерная форма замещенных циан-
амидов построена по типу карбодиимидов:

R2N—C~N -^_ RN=C-=NR

Этим методом из циан-Б'-монофосфата взаимодействием с водным рас-
твором диметилцианамида был получен цитидин-5'-дифосфат с выхо-
дом 40%.

Дифенилкетен-р-толуидин и диметилсульфанилкетенметилимидсди-
бензил- и дифенилфосфатами способны давать симметричные и несим-
метричные пирофосфаты73.

-О „О R,C=C=NR- - О ч уО HPof -о. .0-
_ О / К \ О Н " _ 0 / / F \ o \P-O-p/ +R2CH-CO-NHR' У

R 2CH—C=NR' ° °

где R = С0Н5; SO2CH3; R' = С,Н4СН3; СН3.
Дифенилкетен-р-толуидин с дибензилфосфатом в бензоле образует

тетрабензилпирофосфат с выходом 44% 73-
Диметилсульфанилкетенметилимид при обработке эквимолекуляр-

ной смесью дибензил- и дифенилфосфатов дает преимущественно не-
симметричный Р'-дибензил-Р2-дифенилпирофосфат73.

Описанные выше реагенты, применяемые для получения пирофосфа-
тов, пока еще не нашли широкого применения в области синтеза нукле-
отидпых коферментов.

Таким образом, карбодиимидный метод конденсации выгодно отли-
чается от фосфохлоридатного метода, во-первых, тем, что его проводят
в одну стадию без предварительной защиты гидроксильных групп ну-
клеозида, во-вторых, он удобен для проведения реакции в среде, содер-
жащей воду. В то же время карбодиимидный метод не всегда дает воз-
можность получить гомогенные растворы реагентов. Образование цик- -4
лических фосфатов исходных нуклеотидов (например, при синтезе ФАД,
УДФГ) также накладывает значительные ограничения на этот метод.
К тому же в ряде случаев с карбодиимидами получаются побочные
симметричные пирофосфаты. Все это определяет невысокие выходы

.синтезируемых нуклеотидных коферментов.
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Однако карбодии'мидный метод во многих случаях может быть
рекомендован для препаративного получения нуклеозид-5'-трифос-
фатов. Преимущественное образование трифосфатов, возможно, являет-
ся следствием гидролиза циклического метафосфата, устойчивого во
время реакции, но превращающегося в линейный фосфат в процессе
выделения:

О
I!

О — Р — О-

/ \
RO—Ρ О

II \ /
о о-р— о-

II

о

IV. СИНТЕЗ НУКЛЕОТИДНЫХ КОФЕРМЕНТОВ
ФОСФОАМИДАТНЫМ МЕТОДОМ

Усилия исследователей были направлены на поиски таких производ-
ных фосфорной кислоты и ее эфиров, которые были бы легко доступны,
достаточно реакционноспособны, устойчивы в условиях проведения опы-
та и обладали бы специфичностью в синтезе нуклеотидных коферментов.

Так, например, было замечено, что при фосфорилировании спиртов
монобензилфосфоамидатом вместо предполагаемых фосфорных эфиров
спирта была получена диаммониевая соль Р1,Р2-дибензилпирофосфата
(XXXIV) 74. Такое же соединение получалось при продолжительном.
хранении (около 5 лет) монобензилфоефоамидата:

NH3 NH;t NH4 О- О" NH4

I I n,o I I
PhCH2O—P~O- + -O—P—OCH2Ph — · PhCH2O—P—O—P—OCH2Ph

II II II II
0 0 О О

(XXXIV)

Эти наблюдения навели на ту мысль, что моноэфиры амида ортофос-
форной кислоты могут реагировать с фосфатными анионами с образо-
ванием пирофосфатной связи; при этом не происходит фосфорилирова-
ния спиртовых гидроксильных групп молекулы, вследствие чего фосфо-
амидаты могут быть использованы для синтеза несимметричных дину-
клеотидов.

Незначительная активность фосфоамидатов по отнои1ению к спирто-
вым гидроксильным группам позволяет использовать незащищенные
нуклеотиды и тем самым избежать реакций обмена, возможных при
наличии полностью этерифмцированных пирофосфатов, как это наблю-
далось при фосфохлоридатном методе.

Методом кристаллографического анализа было показано75, что мо-
ноэфиры фоофоамидов кислот имеют характер двойного иона, где атом
азота несет положительный заряд:

Ο-
Ι +

RO-P—NH3
II

о
Такое соединение способно реагировать с нуклеофильным фосфатом

с образованием пиро- и полифосфатов:
ΝΗ3 ОН

R04 / 1 R0 4 .ОН
> р • • ; • • н о — р — о н - * > р — о — Р ( - Γ - Ν Η 3

-0/ || ' || R 0 X II II N 0 H
о о о о
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Реакция фосфорилирования гладко протекает в присутствии пири-
дина или триалкиламинов. Исходные вещества чаще всего используют-
ся в виде солей с металлами (калий, натрий) и органическими основа-
ниями (пиридин, триалкиламины). Эти соли хорошо растворимы в форм-
амиде, диметилформамиде, пиридине, о-хлорфеноле и смеси пиридина
и о-хлорфенола — растворителях, наиболее часто употребляемых в этом
методе.

1. Ди- и трифосфаты аденозина, уридина, цитидина

При взаимодействии дипиридиновой соли АМФ (XXV) с бензилфос-
фоамидатом (XXXV) 7 4 в диметилформамиде, содержащем 5% воды,при
100° был получен монобензиловый эфир аденозин-5'-дифосфата, из кото-
рого после каталитического отщепления бензильной группы образуется
с 48%-ным выходом АДФ (III), выделяемый в виде литиевой соли.

В безводной среде возникает побочная реакция, приводящая к об-
разованию незначительного количества Р1,Р2-диаденозин-5/-пирофосфа-
та. Присутствие небольшого количества воды полностью подавляет эту
реакцию, правда, при этом выход АДФ не высокий и большая часть
АМФ остается неизменной.

В результате последующей реакции АДФ с соединением XXXV или
с N-бензил- или N-циклогексилфосфоамидатами был получен АДФ (III)
с выходом 71% с примесью незначительного количества высших поли-
фосфатов аденозина. Присутствие лишь небольших количеств полифос-
фатов объясняется лабильностью бензиловых эфиров полифосфатов по
сравнению со свободными полифосфорными кислотами и моноэтерифи-
цированиыми фосфатами. Так, например, при выделении оказалось, что
монобензиловые эфиры АДФ и АТФ достаточно устойчивы, в то вре-
мя как дибензиловый эфир АТФ расщепляется.

ОН OCH2Ph ОН ОН ОН ОН QCHjPb ОМ

II l i t I I I
гЮ—Ρ—О—Ρ—ОН ; RO—Ρ—О—Р~О—Ρ—OCHjPh RO—Ρ—Ο—Ρ—Ο— Ρ—OCH,Ph

0 0 0 0 0 О О О

Интересно, что при фосфорилировании незащищенных нуклеотидов
моноэтерифицированными фосфоамидатами реакция идет ступенчато,
и АТФ (VII) не получается непосредственно из АМФ (XXV). Для вы-
яснения возможности использования фосфоамидатного метода в синте-
зах природных нуклеотидных коферментов исследовалась реакция меж-
ду АМФ и избытком фосфоамидата в диэтилформамиде76. Ионообмен-
ная хроматография показала присутствие в полученном продукте сле-
дующих соединений: АМФ —34%, А Д Ф - 2 7 % , АТФ — 2 1 % , и высших
пуклеотидполифосфатов 18%- Из этого следует, что фосфоамидатным
методом можно создать пирофосфатную связь, но он так же как и кар-
бодиимидный метод не обладает строгой специфичностью.

Τ
Q>tf . v iRHN—P— О-СН ?С6Я5.

II 11
(I о

XXV + H 2 N — ! P — O C H s Q H , *• III *• VII
О *

(XXXV)
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Был предложен другой вариант фосфоамидатного метода, заклю-
чающийся в использовании фосфоамидатиого производного нуклеотида
вместо амида фосфорной кислоты. Таким образом из 2',3'-ди-О-ацетил-
аденозина (XXXVI) и фенилфосфодихлоридата (XXXVII) в присутст-
вии хинолина был синтезирован 2',3'-ди-О-ацетиладенозин-5'-фенилфос-
фохлоридат (XXXVIIi), обработкой которого сухим аммиаком в диок-
сане и затем гидратом окиси лития были удалены ацетильная и фениль-
ная группы, и получен аденозин-5'-фосфоамидат (XXXIX), с выхо-
дом 25% 7 6

н2он ct

+ C1-P-OC6HS

о
(XXXVII)

Η,ο-ρ-α
ή ο ϋϋι

ОС6Н5 •

: H S O — Ρ — Ν Η Ζ

Й Ο Li ОН *- III

При действии на соединение XXXIX пятикратным избытком 85%-ной
ортофосфорной кислоты в о-хлорфеноле при 0° получен АДФ (III) с
выходом 50%; в этом процессе не наблюдалось побочных реакций, за
исключением может быть некоторого гидролиза аденозин-5'-фосфоами-
дата в АМФ. Однако такой многостадийный путь синтеза фосфоамида-
тов мало применим для препаративных целей.

Более простой и удобный метод получения нуклеозид-5'-фосфоами-
датов из нуклеотидов и избытка дцк в присутствии аммиака предложил
Хорана77. Оказалось, что при получении аденозин-5'-фосфоамидата из
АМФ (XXV) действием избытка дцк обработку аммиаком лучше всего
вести в трет.-бутаноле и формамиде при 80° в течение 3 часов78. Этим
методом аденозин-5'-фосфоамидат (XXXIX) выделен в виде кристал-
лической дициклогексилгуанидиновои соли с выходом 85—92%

XXV

О

;__ /NHC 6HU

^NHCsHi,

NHj (XXXIX)

//\ ^J Η Η

I. !l 1

(XLl)

?с:^з

I
N H ,
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При проведении реакции в водном пиридине основным продуктом
был исходный АМФ. Трудно допустить, что АМФ получается в резуль-
тате гидролиза аденозин-5'-фосфоамидата в водном пиридине, так как
известно, что фосфоамидаты устойчивы в основных и нейтральных сре-
дах. Вероятнее всего это можно объяснить лабильностью предполагае-
мого промежуточного соединения (XL) в этой среде. Метиловый спирт
также оказался неподходящим растворителем, так как при этом вместо
ожидаемого фосфоамидата образовался метиловый эфир АМФ (XLI).

Аналогичным образом получалась и кристаллическая дициклогексил-
гуаниднновая соль уридин-5'-фосфоамидата (XLII) 7 9 с выходом 75%,
из которой действием 85%-ной ортофосфорной кислотой синтезирован
УДФ (XIV) с выходом 50%. Присутствие в продукте реакции УМФ
(XXVII) можно объяснить возможным гидролизом уридин-5'-фосфоами-
дата β кислой среде, а наличие следов симметричного Р1,Р2-диуридин-5/-
пирофосфата (XLIII) —взаимодействием УМФ с уридин-5'-фосфоамида-
том. Для разделения веществ, содержащихся в реакционной смеси,
удачным оказалось их осаждение на ионообменной смоле Дауэкс-1 (в
хлоридной форме) с последующим элюированием раствором хлористо-
го лития.

он он
Н2О—Р—О—Р—ОН:
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Фосфоамидатный метод образования пнрофосфатной связи был рас-
пространен на синтез цитидин-5'-дифосфата (ЦДФ) и гуанозин-5'-ди-
фосфата (ГДФ) 30. Цитидин-5'-фосфоамидат получался обычным путем,
однако при получении фосфоамидатного производного гуанозин-5'-фос-
фата встретились трудности, особенно при его выделении, так как ве-
щество разлагалось при комнатной температуре на гуанозин-5'-моно-
фосфат (ГМФ) и аммиак.

ГДФ был получен из аммониевой соли ГМФ и 85%-ной ортофосфор-
ной кислоты при 0° в о-хлорфеноле; кроме ГДФ (58%) в продукте ре-
акции обнаружен ГМФ (34%) и Р^Р^дигуанозин-б'-пирофос-
фат ( ~ 1 % ) 8 0 .

Подобные же результаты были получены при взаимодействии ди-
циклогексилгуанидиновой соли цитидин-5'-фосфоамидата с 85%-ной
ортофосфорной кислотой ,в о-хлорфеноле80, получено: ЦДФ 50%, цити-
дин-5-фосфата 31%, Р1,Р2-дицитидин-5/-пирофосфата 3%.

Если реакцию фосфорилирования проводить с безводной ортофос-
форной кислотой в растворе диоксана, то выход дифосфата можно до-
вести до 83% 80.

При конденсации 1,3-дициклотексилгуанидиновой соли аденозин-5'-
фосфоамидата (XXXIX) с бис-триэтиламмониевой солью иирофосфор-
ной кислоты в смеси трикрезола и ацетонитрила получается смесь про-
дуктов, содержащая 78% АТФ, 10% АДФ и 12% АМФ (в молярных
соотношениях). После очистки на смоле Амберлит CG-400 (в хлоридной
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форме) АТФ был выделен в виде бариевой соли с общим выходом
43% 81· Аналогично были получены 5'-трифоефаты уридина, цитидина и
дезоксиаденозина 81.

Взаимодействием дициклогексилгуанидиновых солей аденозин-5'- и
уридин-б'-фосфоамидатов с фенилфосфатом в безводном пиридине бы-
ли получены Р'-аденозин-5/-Р2-фенилпирофосфат и Р'-уридин-б'-Р^фе-
нилпирофосфат с выходами 70 и 87%, соответственно77.

Применение производных «уклеозидфосфоамидатов (морфолидатов,
имидазолидатов) для синтеза ди- и трифосфатов описано ниже.

Рассмотренный выше метод синтеза АДФ (III) 7 5 из аденозин-б'-фос-
фоамидата и избытка ортофосфорной кислоты Моффат и Хорана ис-
пользовали для получения сложных нуклеотидных коферментов, таких
как УДФГ и ФАД. "

2. Флавинадениндинуклеотид

Важной задачей в синтезе ФАД (X) фосфоамидатным методом бы-
ла необходимость найти такую систему растворителей, которая одина-
ково хорошо растворяла бы и рибофлавин-б'-фосфат (XXVIII) и аде-
нозин-5'-фосфоамидат (XXXIX). Безводный пиридин непригоден для
этой цели, однако его смесь с о-хлорфенолом оказалась удачной. Кон-
денсацию проводили в смеси этих растворителей в присутствии 2,5-мо-
лярного избытка пиридиновой соли ФМН при комнатной температуре
в течение 4 дней82

н ^ с ч н
он но^ о н о н
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Для разделения продуктов реакции успешно была использована
диэтиламиноэтилцеллюлозная колонка (в хлоридной форме) 82, на ко-
торой ФАД был выделен в виде литиевой соли с выходом 40% и содер-
жанием 90%.

3. Уридиндифосфатглюкоза

В синтезе УДФГ (XX) 8 2 исходили из дициклогексилгуанидиновой
соли уридин-5'-фосфоамидата (XLII) и три-л-октиламмониевой соли
а-£)-глюкозо-1-фосфата (XIX). Так как эти соли хорошо растворимы в
безводном пиридине, то реакцию можно было вести в гомогенной среде,
применяя четырехкратный избыток фосфата сахара:

В реакционой смеси помимо УДФГ присутствовали УМФ и неболь-
шие количества симметричного Р1,Р2-диуридин-5'-1пирофосфата. Для вы-
деления кофермента очень удачным оказалось применение анионооб-
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менной смолы Дауэкс-2 в хлоридной форме. Выход УДФГ (в виде
аморфной литиевой соли) составлял 59%; вещество оказалось доста-
точно чистым.

Уридин-5'-фоефоамидат устойчив в водном пиридине и такую среду
можно было бы применять в реакции. Однако оказалось, что увеличение
количества воды приводит к снижению выхода УДФГ, при этом одно-
временно, увеличивалось содержание уридин-5'-фосфата и образовыва-
лись небольшие количества Р',Р2-диуридин-5/-фосфата. Возможно, что
фосфатные анионы катализируют гидролиз фосфоамидата и появление
симметричного Р',Р2-диуридин-5/-фосфоамидата можно объяснить вза-
имодействием уридин-5'-фоефата и уридин-5'-фосфоамидата. Поэтому
для получения несимметричных пирофосфатов лучше использовать без-
водную среду во избежание образования .нежелательных побочных про-
дуктов.

Однако фосфоамидатный метод, обладая известными преимущест-
вами перед ранее описанными методами, не является достаточно общим
и удовлетворительным методом синтеза нуклеотидных коферментов.
Поэтому дальнейшие работы были направлены на исследование реак-
ционноспособных замещенных нуклеозидфосфоамидатов, производных
от различных ароматических аминов и азотистых гетероциклов. Были
получены и изучены иуклеозидфосфопиперидаты, нуклеозидфосфоанизи-
даты и нуклеозидфосфоморфолидаты83. Оказалось, что с сильными ос-
нованиями, например с пиперидином, реакция идет лишь на 20%, в то
время как со слабым основанием (р-анизидином и морфолином) реак-
ция протекает почти с количественным выходом. В отношении реакци-
онной способности нуклеозидфосфопиперидаты оказались более актив-
ными, чем нуклеозидфосфоанизидаты. Нуклеозидфосфоморфолидаты
по своей активности занимают промежуточное положение. В последую-
щих синтезах нуклеотИдов и нуклеотидных коферментов использова-
лись нуклеозидфосфоморфолидаты благодаря их достаточно высокой
активности и легкости получения.

Нуклеозидфосфоморфолидаты получаются в виде кристаллических
4-морфолин-Ы,К/-дициклогексил!карбоксиамидиниевых солей при мед-
ленном приливании раствора дцк в трет.-бутаноле в кипящий раствор
нуклеозид-5'-фосфата и морфолина в водном трет.-бутаноле

он он

где R = аден.ин, уридин, цитидин гуанидин.
Образование нуклеозидфосфоморфолидатов сопровождается побоч-

ной реакцией взаимодействия морфолина с дцк в гуанидины такого
типа:
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Чем сильнее основание, тем быстрее увеличивается скорость образова-
ния такого соединения.

Возможность использования замещенных нуклеозидфосфоамидатов
в создании пирофосфатной связи была исследована на модельном син-
тезе Р'-аденозин-5', Р2-фенилпирофосфата, который в случае фосфоани-
зидата получался с 90%-ным выходом, правда, в трчрние длительного
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времени. Наиболее реакционноспособным был фосфопиперидат, но его
применение ограничено трудностью его приготовления 83.

Фосфоамидатный метод, использующий нуклеозидфосфоморфоли-
датные производные, был распространен далее на получение сложных
нуклеотидных коферментов.

УДФГ (XX) была получена конденсацией 4-морфолин-М,М'-дицик-
логексилкарбоксиамидиниевой соли уридин-5'-фосфоморфолидата с
трехкратным молярным эквивалентом три-п-октиламмониевой соли
а-£)-глкжозо-1-фосфата (XIX) в безводном пиридине при комнатной
температуре в течение трех дней 8 4 · 8 5 . Продукт реакции хроматографи-
ровалея на ионообменной смоле Дауэкс-1 (в хлоридной форме), и
УДФГ была выделена в виде литиевой соли с выходом 70%- Фосфоами-
датным методом УДФГ получается с лучшим выходом и гораздо более
коротким путем, чем другими методами.

Аналогичным образом были получены уридиндифосфатгалактоза,
цитидиндифосфатглицерин, гуанозиндифосфатманноза с общим выхо-

, дом 63—70% 84. Этот же метод был использован для получения нукле-
озиддифосфатов. Конденсацию нуклеозид-б'-фосфоморфолидатов с три-
алкиламмониевыми солями ортофосфорной кислоты проводят в безвод-
ном пиридине при комнатной температуре в течение 2—3 дней. Цити-
дин-5'-дифосфат и уридин-5'-дифосфат получены с выходом 78 и 67%
соответственно83.

Взаимодействием аденозин-5'-фосфоморфолидата с бис-три-д-бутил-
аммониевой солью неорганического пирофосфата в безводном пириди-.
не в течение 5 часов удалось получить АТФ с общим выходом 43% 83.
Интересно отметить, что в начале реакции сразу образуется значитель-
ное количество АТФ, концентрация которого затем быстро уменьшается,
вероятнее всего благодаря влиянию избытка неорганического пирофос-
фата, присутствующего в реакционной массе.

4. Гуанозиндифосфатглюкоза

Фосфоамидатный метод был использован в синтезе гуанозиндифос-
фатглюкозы (XLV) (выделяемой из Eremothecium ashbyii). В качестве
исходного продукта был взят гуанозин-б'-К-циклогексилфосфоамидат
(XLIV). Гуанозин-5'-фосфоамидат и гуанозин-5'-фосфоморфолидат ока-
зались неактивными вследствие их малой растворимости в пиридине86.
Соединение XLIV вводили в конденсацию с три п-октиламмониевой
солью а-Д-глюкопиранозо-1-фосфатом (XIX) в безводном пиридине.
Синтетический продукт очищен ионообменной хроматографией на Дау-
экс-1 в хлоридной форме и выделен в виде литиевой соли:

Η2Ν·

Η,Ο—!

но

4
(XIX)

II I
о о

(XLV)
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5. Кофермент А

В основу синтеза КоА (XLIX) Моффат и Хорана 8 7 · 8 8 положили
принцип фосфоамидатного метода, применив для синтеза фосфомор-
фолидатное производное. Первоначально из аденозин-2/(3'),5'-дифосфа-
та и морфолина в присутствии дицнклогексилкарбодиимида был полу-
чен аденозин-2'(3'),5'-дифосфоморфолидат (XLVI) с выходом 98%. За-
тем соединение XLVI конденсировалось с 4'-фосфатом DL-пантотено-
вой кислоты (XLVII) в безводном пиридине при комнатной темпера-
туре. Продукт конденсации XLVIII после выделения и очистки мето-
дом ионообменной хроматографии был обработан 0,1 N соляной
кислотой для раскрытия циклической фосфатной связи, после чего он
вводился в реакцию с 2-меркаптоэтиламином.

он

ί l l j 1 Г ° + НО—Р—OCH2C(CHj)jCH(OH)CONHCH2CHaCOOH

Υ ^ (XLVI) О (XUVII)
NH2

Η / 0 \ Η

он он
2)ΝΗ

О Н О Н ·>0.1 я. НС|

• N \o^P-V)/cH2O-p-O-P-OCHjC(CH,),CH(OH)CONHCHjCHsCOOH

' ) к/) н к (XLVIU)

•0—P-OCH2C(CH3)2CH(OH)CONHCH2CH2CONHCHjCH2SH

0 ° (XL I X ) .

Хроматографией на адсорбционной колонке была выделена смесь
КоА и нзо-кофермента А (2'-фосфорный изомер) с общим выходом 50%.
которая обладала лишь 33% биологической активности природного
кофермента А, так как изомерная форма почти не активна.

Конденсация соединения XLVI проведена и с /Э-пантетеин-^'-фосфа-
том, при этом также получались изомерные формы—КоА и изо-КоА87;
из них большей ферментативной активностью (86%) обладал образец
синтетического кофегзмента А, меньшей (4%)—изо-кофермент.

В продолжение изучения возможности использования нуклеозидфос-
фоамидатов, производных от различных ароматических аминов и азо-
тистых гетероциклов, для создания пирофосфатной связи был получен
аденозин-5'-фосфоимидазолидат (АМФ-И) (LII) и исследованы его
реакции с нуклеофмльными реагентамиS9-92. Имидазолиевая соль
АМФ-И легко получается при действии 1,!-карбонилдиимидазола (LI)
на имидазолиевую соль аденозинмонофосфата (L) в среде безводного
диметилформамида, а также при взаимодействии 1 моля АМФ с 2—
4 молями 1,1-карбонилдиимидазолом с почти количественным выходом:

Η

г

ψ
он

/
он
Η

\
но

Η

α)

Η

i он

2Ο—Ρ—ОН ·

0

+

О
(LI)

H2NyN

он

н А

У
Η

(Lll)

Η

i Г ^
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Из имидазолиевой соли АМФ-И и АМФ был получен Р',Р2-диадено-
зин-5'-пирофосфат, который был выделен хроматографией на смоле
Дауэкс-1 (формиатная форма) с выходом 57% в кристаллическом виде.
При конденсации АМФ-И с уридин-5'-фосфатом образуется Р'-(адено-
зин-5') -Р2- (уридин-5') -пирофосфат.

Взаимодействием имидазолиевой соли АМФ-И с избытком 85%-ной
Н3РО4 при —10, —20° получается АДФ с 25%-ным выходом. Обработка
имидазолиевой соли АМФ-И водным аммиаком в среде диметилформ-
амида и трет.-бутанола приводит к расщеплению соединения LII и к об-
разованию эдеиозин-б'-фосфоамидата 89.

Фосфоамидатный метод образования пирофосфатной связи совер-
шеннее и проще других методов, так как: во-первых, конденсация двух
нуклеотидных молекул проводится без предварительной защиты гидро-
ксильных групп, что намного сокращает и упрощает схему синтеза; хотя
карбодиимидный метод также не требует предварительной защиты гидр-
оксильных групп, но в результате конденсации часто образуется
сложная смесь веществ, что затрудняет выделение синтезируемого
кофермента; во-вторых, ценность метода заключается в возможности
использования водной среды, что очень важно в тех случаях, когда при-
сутствие уже небольшого количества воды увеличивает растворимость
реагирующих компонентов. Следует также отметить, что этим методом
нуклеотидные коферменты можно получать с более высокими выходами.

Помимо рассмотренных выше трех важнейших методов образования
пирофосфатной связи нуклеотидных коферментов применялись и другие
методы, использующие различные конденсирующие агенты.

Для синтеза Φ АД из ФМН (в виде натриевой соли) и АМФ в ка-
честве конденсирующего средства был применен трифторуксусный ан-
гидрид94. Предварительные работы в этом направлении выполнены
Шустером с сотрудниками95. Реакция протекает путем атаки трифтор-
уксусного ангидрида фосфатным анионом с образованием промежуточ-
ного ангидрида, который, взаимодействуя со вторым фосфатным анио-
ном, образует Р1,Р2-динуклеозид-5'-пирофосфат:

ОН ОН

RO—Р—О- |-(CF5CO)2O -+RO—Р—О—С—CF3-|-CF3COO-

О 0 0

он он он он

RO—Р—O-C~-CF3-b-О—Р—OR - RO-P-0—P-OR+CF3COO-
II !' •• II t!
0 0 о оо

Хотя этим методом можно получать значительные количества ФАД,
тем не менее выход .вещества не высокий (~10%); выделение и очистку
ФАД производили хроматографией на порошке целлюлозы35.

Подобным методом из аденозин-5'-фосфата и никотинамидмононукле-
.отида в присутствии трифторуксусного ангидрида был получен никотин-
.амидадениндинуклеотид с низким выходом95.

Интересно, что конденсация в присутствии уксусного ангидрида96

приводит исключительно к симметричным соединениям. Этим методом
был получен Р1,Р2-дитимидин-5'-пиро|фосфат из 3'-О-ацетилтимидин-5'-
фосфата обработкой его 0,275 ммол уксусного ангидрида с выходом
~55%; было показано, что двадцатимолярный избыток уксусного ан-
гидрида приводит к полному расщеплению пирофосфатной связи.

Применение смеси хлорокиси фосфора и фосфорного ангидрида для
конденсации двух соответствующих незащищенных мононуклеотидов
дает возможность получить ФАД97. Реакцию проводили в феноле, в ко-
тором хорошо растворяются реагирующие вещества9 8·9 9. В этом синте-
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зе, помимо ФМН и АМФ применялись рибофлавин-5'-дифосфат и аде-
нозин, рибофлавин и АДФ, а также другие исходные вещества.

При использовании в качестве конденсирующего средства хлорокиси
фосфора из 2': З'-О-изопропилиденаденозина получен 2': З'-О-изопропи-
лиденаденозин-5'-трифосфат с выходом 45% и содержанием 60—
65% т-
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