Osnove kemije prirodnih

organskih spojeva

2. Nukleozidi, nukleotidi i polinukleotidi

doc. dr. sc. Pani Skalamera

Konformacija, sinteza i biosinteza nukleozida. Nukleotidi.
Sinteza i biosinteza nukleotida. Oligo- i polinukleotidi.
Sinteza i biosinteza oligo- i polinukleotida.
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Nukleozidi
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Nukleotidi — fosfatni esteri nukleozida
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cAMP ima regulacijsku ulogu u razgradniji glikogena

Nukleotidi — fosfatni esteri nukleozida
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Zadatak

« fizioloski pH je oko 7.4

* Poznavajuéi konstante disocijacije fosforne kiseline, donesite zaklju¢ke o tome u
kojem obliku je nukleotid prisutan pri fizioloskim uvjetima

H,PO, =~ H' + H,PO,’ K, =7.5x10° pK, =212

H,PO,” ———— H* + HPOQ,™? K,=62x10% pK,=7.21

HPO,”? .———H' + PO, K,=48x10"  pK,=1230
NHz

NH; NH>
/N \N /N:f\N /Nf\N
< | N) ﬁ <N | N) <N | N)
H

-HY i |
H OH

+H o

Nukleotidi koji nisu sastavni dio nukleinskih kiselina
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Funkcije nukleotida

» Biosinteza nukleinskih kiselina

« Proizvodnja i prijenos energije

« Biosinteza proteina

« Regulatorne kaskade

« Intra- i interstanicni prijenos signala
» Biosinteza nekih molekula

9
Svojstva nukleotida
1. Mononukleotidi su negativno nabijeni pri fizioloSkom pH.
2. Nukleotidi apsorbiraju UV svjetlo.
3. Mnogi koenzimi su derivati nukleotida.
4. Sintetski analozi nukleotida koriste se u kemoterapiji.
5. Trifosfati nukleozida imaju visok potencijal prijenosa skupine.
6. Neki nukleotidi su uklju¢eni u prenosenje signala.
10

1.4.2020.



Stabilnost nukleotida u kiselim i bazi¢nim uvjetima
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Stabilnost nukleotida u kiselim i bazi¢nim uvjetima

¢ RNA lako hidrolizira i u bazi¢nim uvjetima
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Konformacije nukleozida

ide prema gore

itd.
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€2’ endo (B forma DNA)
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C-3 endo | (AiZforme DNA)

konformacija Secera utjece na konformaciju DNA! (A, B i Z forme)
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Konformacije nukleozida

NH>
(40 C(2) o)
off O2
HO. H ,,%
] o :N ) 0 anti o Syn
H HA 1
A0 W A | h I ’*m He

9
. -o—IFll—o o
é(/ (4)0 C(2) o S anti
O . / o Hon o
T A NH,
A H NZ N
g8,

NH

H(1)H Ny N

® = +145° T o sy

H(1)0-2 .
uglavnom anti-preferirano
o =-35° GMP preferira syn

14

1.4.2020.



Tautomerija nukleobaza

* tautomerna ravnotezZa jako je pomaknuta na stranu keto-amino oblika kod C,
odnosno diketo-oblika kod Ui T
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Kemijske sinteze nukleozida
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Kemijske sinteze nukleozida

Kondenzacije Secera i nhukleobaze (sinteza glikozida)

1. Metoda teskih metala (Kénigs-Knorr)
2. Fuzija (Helferich)
3. Hilbert-Johnsonova i sililna metoda

Sinteze gradenjem heterociklicke baze
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Kemijske sinteze nukleozida

Problemi:
Stvaranje glikozidne veze (i) Regioselektivnost supstitucije na bazi
(baza ima vise nukleofilnih centara!)
Nu- (ii) Omijer a:fBanomera

(o]

o (o]
QM'LG — - “p--LGY —» ‘ ?IWNu

Sudjelovanje susjedne skupine u reakciji — usmjeravanje stereokemije reakcije:

Base

Base
1 "Baker's 1,2-
trans rule”
AcO OAc

AcO ©O° AcO OAc
Me

Kemijske sinteze nukleozida

Primjer 1: reakcija metalne soli s C1’ halogeniranim Se¢erom (Fischer-Helferich)

HzN NzN
\_)\ )(/ *w/%'.'
4 Cl |
wo o —( /L\ A, A0 B.IPN
“ MeOH, NH,
-
AcO  OAc "Yle'";;.%raflux AG DA 0%
HoN HN
N\]/*\-n partial reduction </N SN
a—< | (9 mins) |
w1 A e, G
° o
HO O HO OH
H,, Pd/BasO,
NaOH, RT, 7h (66%) (NN, ACOH
v H:N H,0, RT 13 % over
N (H)E!OH NH; 3 steps
SN
¢ )" 150 °
P
Ho o VN plus two rounds
of purification
as the lead salt 7
HO OH <
adenozin . "
Todd awarded 1957 Nobel Prize in
E" Chemistry for work on nucleotides { v gvanozin

¥4 and nucleotide coenzymes. " OH H "
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Kemijske sinteze nukleozida

Primjer 1: reakcija metalne soli s C1’ halogeniranim Se¢erom (Fischer-Helferich)

+ O
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Kemijske sinteze nukleotida
Primjer 2: gradenje hetrerocikla oko C1’ dusika aminosecera
o]
o NC
EtO,C._ CN
N | NH
Bz0— N, Ho || /&
(i) EtOH, reflux OBt BZ0\ o N7 %9
- 25%
BzO OBz (i) AcOH, H,0 from azide
BzO OBz

typically formed by

reduction of an azide Shaw. J. Chem. Soc. 1958, 42, 2294-2299,
installed by Sy2
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Kemijske sinteze nukleotida
Primjer 2: gradenje hetrerocikla oko C1’ dusika aminosSecera
(o]
Et0C-,

CN OH 0y 9
\ EtO,C. CN e CN
NT EtO { N
OEt H keto-enolna H
HO o

HO NH, HN OEt tautomerija
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Kemijske sinteze nukleotida
Primjer 3: transglikozilacija

 enzimska reakcija

« vrlo korisna metoda ukoliko Zelimo transferirati modificirani Secer na neku drugu bazu

Me 0 thymidine phosphorylase RO R = alky]
purine nucleoside N =N = alkyls,
| NH phosphorylase </ [ ) allyl etc.
HO —_— HO N N/
o) 11-69%

o Nz&o purine (1.1-2 eq.)
buffer, 35 °C, 72 h

» kemijske sinteze nukleozida vrlo su vaine jer omogucuju pripravu, ne samo
prirodnih nukleozida, ve¢ i njihovih neprirodnih analoga, od kojih su mnogi nasli
primjenu kao lijekovi

Burns. J. Med. Chem. 1983, 36, 378-384.
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Biosinteza nukleobaza
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Biosinteza nukleotida
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Biosinteza nukleotida
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Biosinteza nukleotida w1 b
* biosinteza )
deoksinukleotida iz ;
nukleotida reductase . R2 subunit

Thioredaxin S—S
NDP ghutaredoxin)

Thioredaxin (SH)y

ANDP ™ utaredoxin)

14
Oligo i polinukleotidi
e oligonukleotidi  2-50 monomernih jedinica
* polinukleotidi >50 monomernih jedinica
5’ kraj
cl}H cllH
0=P—0- O0=P—0-
|I. 3 -I!\-Jl':.\_\l.;_-::__:hH 5
T ? OH + Hy0
— | 0=P—0"| Ovaj dinukleotid
| 3"-phosphate = | S o
< ¢e biti dio
DNA ili RNA?
15
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Oligo i polinukleotidi

Phospho-
diester

Biljezimo kao: linkage Biljezimo kao:

5’-ATG-3’ 5’-UGC-3’

We—a

(5’-dA-dT-dG-3’)

16
Sparivanje baza u parove rezultira stvaranjem dvolancaste strukture
V| H CHj
[ribose}—N. OeesH—N" H.  Hee+O
= N N
N,
Na N 7 N\ ( N_ _N
H eee N .
\fN\ ’ A Neew” [
H H ses O [ribose] N="
guanine G e cytosine adenine Aw:T thymine

17
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Dvostruka zavojnica DNA (B-DNA)

veliki
utor
127
Visina
Jednog
okreta
heliksa mali
34 A utor
6A

Propeller twist
okosnica: deoksiriboze povezane fosfodiesterskim vezama - .
baze: u sredistu, povezane vodikovim vezama s komplementarnim bazama drugog lanca

i hidrofobnim interakcijama (710 sa susjednim bazama iz istog lanca 1
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Sparivanje baza u parove rezultira stvaranjem dvolancaste strukture

* Riboza, fosfat i nukleobaza mogu tvoriti vodikove veze s vodom. Zasto ipak preferiraju
medusobno stvoriti vodikove veze i formirati lancaste strukture?

\c/ \\c/ .
I I H O H Na koju stranu
% 0 0 el ocekujete da ¢e
H* “H : H. A ; + ; biti pomaknuta
H H H ova ravnoteza i
! ! | “4a?
/“\ Oy P zastos
- - » "
v Nonpolar . » .
molecule . v
» = maolecule -
Nonpolar
« » i molecule .
Nonpolat b ¥ ™
- molecule
» L 4 » v ‘

19
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Kemijska sinteza oligonukleotida

¢ vrlo vaZzna, jer omogucuje brz i jeftin pristup nukleotidnim slijedovima sa
slijedovima baza koje god Zelimo

* nema ogranicenja da sinteza mora iéi iz smjera 5’ prema 3’ kao u biosintezi

* sinteza na évrstom nosau = u potpunosti automatizirana jo$ od 1970-ih

e% e 0 ° o0 0 00
s 0 ® 0o o 0 o o
o o 0 * o o 0 0 o

Glass Beads
Synihesizer colounn
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Kemijska sinteza oligonukleotida
Zasto je sinteza na ¢vrstom nosacu bolja od sinteze u otopini?
* Ova strategija razvijena je ponajprije za sintezu peptida, ali nasla je
primjenu i u sintezi oligonukleotida

* netopljivi polimer (modificirani polistiren), silikagel — ¢vrsta faza

* sinteza na povrsini polimera, produkti su kovalentno vezani za
polimer

* necistoée i nusprodukti nisu vezani za polimer pa se lako ispiru

* najveca prednost je Cistoca procesa i $to ne postoji potreba za
prociséavanjem svih meduprodukata

* l[ako se automatizira
* do oligonukleotida od ~200 nukleotidnih jedinica (broj gresaka u
sintezi akumulira se kako duljina oligonukleotida raste)

* Nobelova nagrada za kemiju 1984. godine — Robert Bruce Merrifield

21
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fosforamiditna metoda

Gradivni blokovi

OCHs

QO

OH

DMT Q

IP_
N\ \_\\\ 2-cijanoetil
N

Sinteza oligonukleotida na ¢vrstom nosacu —

T dAB?z

BN

N X N

(f\N </:EH\NH
e oy
dAAC dGib

22

fosforamiditna metoda

2 f \]—o o
DMTrO 3'O_T_O ¥
>

Bl
5

OCH,CH,CN

piridin DMTrO.
5

4. OKSIDACUA 5
I2, H20

B! Acz0
ACO\IEO_O
5 3. BLOKIRANIJE 5
(capping) neizreagirano

Sinteza oligonukleotida na ¢vrstom nosacu -

1. DEPROTEKCUA

DMTFO -O_O trikloroctena

kiselina

tetrazol B2

o DMTrO\I;O ~OCH2CH,CN
3 o

5

-p.

L7

2. POVEZIVANIJE
(coupling)

OCH,CH,CN

B!
o5~ Q

23
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Sinteza oligo i polinukleotida lan€anom reakcijom
polimeraze

Polymerase chain reaction - PCR

" Iy
e P . g A
u’ nfﬁmr — TP \
‘5' » 5 T o
i, © ° ° 0
¥ 5.\ (5]
» ‘ & [Ty - / e
7 5 k]
w | # S lmgui . u“ugul
DNA primer 3 3 B
nucle‘oude \l T#

@ Denaturation at 94-96°C .. . . .
* neke od primjena — sekvenciranja genoma, selektivna

izolacija DNA, dijagnostika, forenzika

© Annealing a1 ~68°C
€) Elongation at ca. 72°C

S
.
0
o

M
"
™

24
Zadatak
Nacrtajte strukturu sljedeéih nukleotida:
(a) gvanozin trifosfat (GTP)
(b) deoksicitidin monofosfat (dCMP)
(c) cikli¢ki gvanozin monofosfat (cGMP)
25
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Domacda zadaca

1. Nacrtajte strukturu tetranukleotida koji je dio DNA, te ima sljedeéu sekvencu:

3’-G-T-A-C-5

2. Erwin Chargaff je otkrio da DNA sadrzi ekvimolarne koli¢ine gvanina i citozina, te
takoder i ekvimolarne koli¢ine adenina i timina. To je poznato kao Chargaffovo
pravilo:

G=CiA=T

(a) Sto nam Chargaffovo pravilo govori o medusobnom odnosu koli¢ine gvanina i
adenina u DNA? Da li vrijedi G = A?

(b) Da li Chargaffovo pravilo tvrdi da je suma koli¢ine purinskih baza jednaka sumi
pirimidinskih, tj. A+ G=C+T?

(c) Da li se Chargaffovo pravilo odnosi samo na DNA u obliku dvostruke zavojnice ili
se moze primijeniti i na svaki lanac zasebno, ukoliko se dvostruka zavojnica
razdvoji na svoje komplementarne lance?

26
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