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НОВЫЙ СИНТЕЗ а--D-ГЛЮКОПИР АНОЗИЛ ФОСФАТ А-6-Н3

Содержащие радиоактивную метку производные гликозилфосфатов 
широко используются при изучении метаболизма углеводов и механизмов 
ферментативных реакций. Наряду с ферментативными методами (*,  2) в 
настоящее время известны и некоторые химические подходы к синтезу ме­
ченых гликозилфосфатов, которые состоят в основном в фосфонилирова- 
нии либо равномерно меченых производных моносахаридов, либо содер­
жащих радиоактивную метку в определенном положении (3). Естественно, 
что подобный подход представляет существенные трудности не только с 
точки зрения многостадийности превращений, но и, особенно, из-за до­
вольно ограниченного набора исходных меченых моносахаридов. В связи 
с этим поиски новых методов синтеза меченых гликозилфосфатов пред­
ставляют существенный интерес.

Продолжая наши исследования по химической модификации а-О-глю- 
копиранозилфосфата (4), мы разработали удобный метод получения 
6-тритированного производного этого соединения. В этом методе введение 
радиоактивной метки производится на последней стадии синтеза; в каче­
стве единственного радиоактивного вещества используется тритийсодер­
жащий боргидрид натрия — NaB3H4. Синтез осуществлен по схеме, вклю­
чающей получение производного III со свободной гидроксильной группой 
при С-6, окисление его по Пфитцнеру — Моффату до альдегида IV и вос­
становление последнего радиоактивным боргидридом натрия.

Исчерпывающее триметилсилилирование и последующее избиратель­
ное десилилирование с освобождением гидроксильной группы при С-6 бы­
ло показано ранее на примере получения 2,3,4-три-0-триметилсилил-а-ме- 
тил-2)-глюкопиранозида исходя из а-метил-О-глюкопиранозида (s, 6). Нам 
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удалось распространить эту реакцию на a-D-глюкопиранозилфосфат. При 
этом оказалось, что триметилсилилирование в описанных в литературе 
условиях (5~8) сопровождается интенсивным отщеплением фосфатного 
остатка от молекул исходного гликозилфосфата. В спектре я.м.р. реакци­
онной смеси наблюдается заметное ослабление квадруплета (б 5,83 м.д., 
/1,2 = 3,5 гц, Л, р = 7,0 гц), характерного для а-Р-глюкопиранозилфос- 
фата, и появление триплета с б 5,35 м.д. Аналогичное «дефосфорилирова­
ние», но в значительно меньшей степени, имело место и в более мягких 
условиях триметилсилилирования (9) а-Р-глюкопиранозилфосфата.

Силилирование триоктиламмониевой соли а-Р-глюкопиранозилфосфа- 
та (I) удалось осуществить при действии гексаметилдисилазана и триме- 
тилхлорсилана в пиридине при комнатной температуре в течение 45 мин. 
Для избирательного отщепления триметилсилильной (ТМС) группы при 
С-6 использовалась обработка 2,3,4,6-тетра-О-триметилсилил-а-Р-глюкопи- 
ранозилфосфата (II) карбонатом калия в безводном метаноле (0°, 
70 мин.); процесс контролировался при помощи спектроскопии я.м.р. Рас­
смотрение спектров я.м.р. триметилсилильных производных гликозилфос­
фатов II и III в области 0,1—0,5 м.д. позволяет предполагать наличие пяти 
ТМС-групп (45 протонов, 5 сигналов с б 0,38, 0,31, 0,21, 0,18 и 0,15 м.д.) 
в соединении II и трех ТМС-групп (27 протонов, 2 сигнала с б 0,20 и 
0,15 м.д.) в соединении III. Наличие квадруплета с б 5,83 м.д. и констан­
тами спин-спинового взаимодействия Л,2 = 3,5 гц, Р = 7,0 гц подтверж­
дает a-конфигурацию у гликозидного центра в обоих соединениях. Эти 
факты свидетельствуют о том, что при силилировании а-О-глюкопирано- 
зилфосфата (I) образуется пента-О-триметилсилильное производное II 
(одна ТМС-группа, очевидно, этерифицирует фосфатный остаток), в то 
время как при избирательном десилилировании отщепляются две наибо­
лее лабильные ТМС-группы.

Для более строгого доказательства строения 2,3,4-три-О-триметилси- 
лил-а-О-глюкопиранозилфосфата (III), полученного с выходом около 85— 
90%, считая на соединение I, было осуществлено его превращение в кар­
бамоильное производное (VI) действием фенилизоциапата (бензол, 80°,
1 час) с последующим десилилированием продукта реакции (смесь мета­
нол— вода; 1:1; 48 час., 20°). Препаративной хроматографией на бумаге 
в системе и-бутанол — уксусная кислота — вода (5:2:3) с выходом око­
ло 50% было выделено вещество, индивидуальное по данным хроматогра­
фии \Ri = 0,51 в системе н-ВиОН — АсОН — Н2О, 5:2:3) и электрофо­
реза (/?г=|=ф = 0,76 в 0,05 М триэтиламмонийбикарбонатном буфере, 
pH 7,5) па бумаге. Данные у.-ф. спектроскопии подтверждали наличие 
только одной карбомоильной группы (Ашах 230 и 268 мц, Am)n 260 мр, 
е23о = 13 000, е26о = 891, 82б8 = 932,5). Полученное соединение поглощает
2 мол. перйодата на 1 моль вещества (22 часа, 20°), что характерно для 
1,6-дизамещенных гексоз. Значение оптического вращения [а] в20 = 65,8° 
и характерная кривая дисперсии оптического вращения свидетельствовали 
об a-конфигурации у гликозидного центра. Совокупность этих данных по­
зволяет приписать соединению VI структуру 6-карбамоил-а-2Э-глюкопира- 
нозилфосфата, что подтверждает строение исходного соединения III как 
2,3,4-три-0-триметилсилил-а-2)-глюкопирапозилфосфата.

Окисление III было осуществлено действием диметилсульфоксида с 
дициклогексилкарбодиимидом в присутствии пиридина и трифторуксусной 
кислоты (20°, 24 часа) (10). Препаративной хроматографией на бумаге 
(Ватман ЗММ, н-ВиОН — АсОН — Н2О) было выделено производное гек- 
содиальдозы (IV), строение которого установлено следующим образом. 
В результате кислотного гидролиза соединения IV (0,01 V НС1, 100°, 
15 мин.) с последующим восстановлением избытком бордейтерида натрия 
(37°, 6 час.) и исчерпывающим ацетилированием продукта реакции уксус­
ным ангидридом в пиридине был получен ацетат полиола, время удержи­
вания которого (Gas Chrom Q, 3% ECNSS-M, 182°) полностью совпадало 
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с ацетатом сорбита, но отличалось от соответствующих производных дуль­
цита и маннита. В масс-спектре ацетата дейтерированного полиола (и) 
наблюдался характерный сдвиг на 2 массовых единицы для серии VI 
(пики с т)е 377, 274, 172 и 154) и на одну массовую единицу для осталь­
ных серий (например, родоначальные ионы имели т/е 362, 290, 218, 146 
и т. д.), что свидетельствовало о структурной симметрии молекулы и, сле­
довательно, о включении атомов дейтерия в 1-е и 6-е положения. Выше­
изложенные данные газожидкостной хроматографии и масс-спектрометрии 
позволили идентифицировать углеводный фрагмен соединения VI как 
глюко-гексодиальдозу. Присутствие альдегидной группы С6 в соедине­
нии IV было подтверждено характерным для альдегидов окрашиванием с 
2,4-дииитрофенилгидразином (10), а также наличием восстанавливающей 
активности (12). Существенный прирост восстанавливающей активности 
после кислотного гидролиза, а также идентичность электрофоретического 
поведения соединения IV с а-Д-глюкопиранозилфосфатом (0,05 М триэтил - 
аммонийбикарбонатный буфер, pH 7,5) свидетельствовали о наличии фос­
фатной группы при С-1. Таким образом, совокупность этих данных позво­
ляет приписать соединению IV структуру а-П-глюкогексоидальпо-пирано- 
■зилфосфата.

Количественные определения соединения IV были выполнены фермен­
тативным методом с использованием фосфоглюкомутазы и глюкозо-6-фос- 
фатдегидрогеназы (13, *4). Количество а-О-глюко-гексодиальдо-пиранозил- 
фосфата (IV) вычислено по разности определяемого а-2)-глюкопиранозил- 
фосфата в полученном препарате и дополнительно образующемся после 
восстановления препарата. Препарат соединения IV восстанавливали из­
бытком боргидрида натрия (37°, 6 час.), который разрушали добавлением 
1 М уксусной кислоты до pH 6; после удаления ионов бората * 5-кратной 
отгонкой с метанолом смесь инкубировали с указанными выше фермента­
ми. Было найдено, что в препарате соединения IV, помимо а-О-глюко-гек- 
содиальдо-пиранозилфосфата (90%), содержится около 10% а-П-глюко- 
пиранозилфосфата.

* Ионы бората мешают ферментативному определению a-D-глюкопиранозил- 
фосфата.

Дальнейшее превращение соединения IV в а-Д-глюкопиранозилфос- 
фат-6-Н3 (V) осуществлено действием тритийсодержащего боргидрида 
натрия (~250 ц С/цмол) в течение 6 час. при 37° в 0,01 М боратном бу­
фере (pH 9,25) с последующим добавлением избытка боргидрида натрия 
(20°, 12 час.) для завершения реакции. Хроматографией на бумаге в си­
стемах этанол — 1 М ацетат аммония (5 : 2) было показано, что основная 
(~90%) радиоактивность на хроматограммах расположена в зоне 
а-Д-глюкопиранозилфосфата. Удельная активность была найдена равной 
44 ц С/цмол. Методом изотопного разбавления (1 цмол. препарата был 
разбавлен 500 цмол. а-Л-глюкопиранозилфосфата и перекристаллизован 
5-кратно в виде калиевой соли из смеси воды и метанола, 1 : 3) было под­
тверждено, что полученный препарат действительно является а-П-глюко- 
пиранозилфосфатом-6-Н3.

Доказательство специфичности включения радиоактивной метки по 
С-6 основано на образовании димедонового комплекса с формальдегидом 
(15), образующимся из С-6 фрагмента после окисления иодной кислотой 
(20°, 2 часа) предварительно гидролизованного (0,1 N НС1, 100°, 30 мин.) 
препарата а-П-глюкопиранозилфосфата-б-Н3; было найдено, что в диме­
дон-формальдегидном комплексе (т. пл. 190—192°, e25s = 2,34 • 104) со­
держится не менее 85% радиоактивной метки, считая на исходный глико­
зилфосфат.

Разработанный метод получения меченных тритием по шестому угле­
родному атому гликозилфосфатов может быть, по-видимому, применен для 
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введения радиоактивной метки в другие гликозилфосфаты. Доступность 
подобных меченых фосфатов сахаров была до настоящего времени до­
вольно проблематичной.

Институт органической химии им. Н. Д. Зелинского Поступило
Академии наук СССР 18 XI 1971
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