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Metody fosforylacji

Fosforylacja jest procesem przenoszenia reszty fosforanowej do nukleofilowego atomu
dowolnego zwiazku chemicznego. Najczesciej fosforylacje przeprowadza si¢ na atomie tlenu
grupy hydroksylowej lub atomie azotu grupy aminowej. W organizmach zywych proces
fosforylacji zachodzi z udziatem donora reszty fosforanowej, najczesciej jest nim czasteczka
ATP, a role katalizatora petnig kinazy, enzymy z grupy transferaz. Przenosza one reszty
fosforanowe na akceptory: biatka, nukleozydy i nukleotydy, cukry, lipidy i itp. Synteza
trifosforanow nukleozydow, elementoéw budulcowych w syntezie kwasow nukleinowych
zachodzi w trzech etapach, w kazdym etapie zostaje dobudowana jedna grupa fosforanowa
(Schemat 1). Szczegblnym przypadkiem fosforylacji sg reakcje powstawania
wysokoenergetycznych czasteczek ATP, ktére moga zachodzi¢ na réznych drogach (np.

fosforylacja oksydacyjna, fosforylacja substratowa lub fosforylacja fotosyntetyczna).
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Schemat 1. Powstawanie trifosforanu nukleozydu

Ze wzgledu na duze zapotrzebowanie na syntetyczne oligonukleotydy, koniecznym bylo
opracowanie metod syntezy szeregu pochodnych fosforanow jak i ich anologow takich jak

pochodne kwasu tiofosforowego i fosfonowego (Schemat 2).
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Schemat 2. Pochodne fosforanowe nukleozydéw i ich analogi

W potaczeniach chemicznych fosfor moze wystepowaé na +3 lub +5 stopniu utlenienia. W
zwigzkach pochodzenia naturalnego fosfor wystepuje glownie na +5 stopniu utlenienia.
Pojedyncze wigzania P-O powstajg w wyniku naktadania si¢ orbitali typu Sp3, ich dhugos¢ to
ok. 1.6 A. Wiazanie podwdjne P=O powstaje w wyniku natozenia orbitali p tlenu i d fosforu
(pxdy), jest ono krotsze i wynosi 1.46 A. Kwas fosforowy jak moze tworzy¢ trzy rodzaje
estrow: mono-, di- i trifosforany. Trifosforany typu O=P(OR)(OR’)(OR”) sg rozpuszczalne w
wigkszos$ci rozpuszczalnikow organicznych. Atom fosforu w trifosforanach tego typu stanowi
centrum stereogeniczne. Diestry O=P(OR)(OR’)(OH) sg rozpuszczalne w wodzie. Ich
roztwory wodne maja odczyn silnie kwasny, a pK, dla diestrow rowna si¢ 1.5. Monoestry
typu O=P(OR)(OH); sa takze rozpuszczalne w wodzie, a pK, ma wartosci odpowiednio 1.5 i
6.6. W pH fizjologicznym wystgpuja one jako mieszanina mono- i dianionéw. Aniony di- i
monoestrow sg wyjatkowo odporne na hydrolize. Atak nukleofilowy wymaga pokonania
efektu odpychajacego tadunkow ujemnych obecnych w anionie. Natomiast triestry sg tatwo
podatne na atak nukleofilowy i fatwo ulegajg hydrolizie. Wprowadzanie grupy fosforanowej,
w przypadku nukleozydu méwimy o syntezie nukleotydu, moze nastgpi¢ zasadniczo na
dwoch drogach: ataku nukleofilowego atomu tlenu na atom wegla potaczony z grupg tatwo

odchodzaca lub w wyniku ataku nukleofilowego na atom fosforu z odejsciem grupy tatwo
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odchodzacej (Schemat 3). Na chwile obecna druga z mozliwych drog syntezy jest
wykorzystywana w praktyce.
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Schemat 3. Mozliwe chemiczne drogi fosforylacji

Jako czynniki fosforylujace stosuje si¢ zaktywowane pochodne (Schemat 4), w wielu
wypadkach, synteza oligonukleotyddéw, czynnik fosforylujacy musi mie¢ zabezpieczone
wolne, nie biorgce udziatu w danej reakcji, grupy hydroksylowe (Tabela 1.). Popularnym

czynnikiem fosforylujacym jest POCIs;, stosowany jest w fosforylacji zabezpieczonych

nukleozydow.
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Schemat 4.Popularne czynniki fosforylujace
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Tabela 1. Grupy zabezpieczajace stosowane w syntezie estrow

Grupa zabezpieczajaca Warunki rozszczepienia
2-CICgH, OH-/woda, F
4-CICgH, OH-/woda,
NCCH,CH, OH-/woda,
4-NO,C¢H,4 Et3N/4-CH3;CsH,SH
CCI3CH, Pyt cynkowy lub elektrochemicznie
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Schemat 5. Synteza nukleotydu w obecnosci DCC

Mozliwa jest takze estryfikacja niezabezpieczonego nukleozydu w pozycji 5°, przy czym
reakcja zachodzi z dobrymi wydajnos$ciami, gdy jako rozpuszczalnik stosuje si¢ fosforan
trialkilowy. Prawdopodobnie fosforan trialkilu spetnia nie tylko role rozpuszczalnika, ale
moze reagowa¢ z POCI3 tworzac reaktywny w reakcji fosforylowania produkt posredni

(schemat 4, drugi reagent w gérnym rzedzie). Aktualnie synteze fosforanow z pochodnych
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fosforu na +5 stopniu utlenienia, przeprowadza si¢ analogicznie jak w estrach kwaséw
karboksylowych z wykorzystaniem DCC (Schemat 5). Monoester jest aktywowany DCC, w
wyniku reakcji powstaje fosforan imidoilu, ktéry reaguje z nadmiarem monoestru tworzac
zestryfikowany trimetafosforan. Czasteczka trimetafosforanu moze reagowaé dalej z

dowolnym nukleofilem, moga powstawa¢ diestry lub amidy. W reakcji tej nie otrzymuje si¢

triestrow.
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Schemat 6. Synteza trifosforanoéw wobec tetrazolidu mezytylenosulfonowego
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Schemat 7. Aktywowanie fosforanéw chlorkami arenosulfonowymi

Difosforany mozna przeprowadzi¢ w trifosforany w obecnosci mezytylenosulfonylotetrazolu
lub nitrotriazolu jako aktywatora (Schemat 6). Odchodzacy anion tetrazoliowy jest stabym

nukleofilem i nie konkuruje w reakcji podstawienia z grupg hydroksylowg. Innym sposobem
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aktywacji monofosforanu jest zastosowanie jako aktywatoréw chlorkow arenosulfonylowych
(Schemat 7). Aktywnym czynnikiem fosforylujacym jest tetraester pirofosforanu lub
odpowiedni tetrazolid, jesli reakcje prowadzono w obecnosci tetrazolu.

Alternatywne metody syntezy nukleotydoéw bazujg na zwigzkach fosforu +3 (Schemat
8, 9). Stabilne diamidy kwasu fosforawego reaguja z tetrazolem tworzac przejsciowy diamid.
Kwasowos$¢ tetrazolu jest wystarczajaca aby sprotonowaé drugorzedowa grupe aminowa,
ktéra staje si¢ dobrym nukleofugiem i tatwo ulega podstawieniu anionem tetrazoliowym.
Utworzony tetrazolid reaguje szybko z nukleofilem hydroksylowym. Poprzez dobér proporcji
reagentow mozna otrzyma¢ di- lub trifosforyn. Utlenianie przeprowadza si¢ wodnym

roztworem jodu lub wodoronadtlenkiem tert-butylowym.
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Schemat 8. Synteza trifosforandw z diamidow kwasu fosforawego

W innym wariancie wykorzystuje si¢ mieszane bezwodniki kwasow karboksylowych 1 kwasu
fosforawego. Trichlorek fosforu traktowany imidazolem a nastepnie alkoholem tworzy ester
kwasu H-fosfonowego. Aktywacje kwasu H-fosfonowego przeprowadza si¢ chlorkami
acylowymi posiadajacymi zawade przestrzenng (piwaloilu lub adamantylu). Powstate
mieszane bezwodniki szybko reaguja z alkoholami. W ostatnim etapie przeprowadza si¢
utlenienie do fosforanu, ponownie stosuje si¢ roztwér wodny jodu lub wodoronadtlenek t-

butylu. Inny wariant tej metody syntezy przedstawia schemat 10.
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Schemat 9. Synteza fosforanow poprzez kwasy fosfonowe
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Schemat 10. Synteza trifosforanow z PCl;



