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1.1. Wstep

1.Metody i mechanizmy wytwarzania wigzania

N-glikozydowego w chemii nukleozydow

1.1. Wstep

Nukleozydy to zwiazki chemiczne, ktdre sktadajg sie z dwdch zasadniczych fragmentow:
czesci cukrowej i zasady heterocyklicznej. Oba te elementy potaczone sa ze sobg wigzaniem
N-glikozydowym. Zwiazki te sg jednostkami budulcowymi kwaséw nukleinowych; kwasu
rybonukleinowego (RNA), ktory skiada sie z rybozy i odpowiedniej zasady: adeniny, guaniny,
cytozyny i uracylu; oraz kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) zbudowanego z deoksyrybozy
I zasady heterocyklicznej: adeniny, guaniny, cytozyny lub tyminy.

Nukleozydy purynowe i pirymidynowe sa przedmiotem badan naukowcéw juz prawie od
100 lat. Pierwszg udang chemiczng synteze nukleozydu przeprowadzili w 1914 roku Fischer
i Helferich'. Otrzymali oni pochodng adeniny w reakcji pochodnej srebrowej zasady
heterocyklicznej z acetylobromoglukoza.

Dopiero Hilbert i Johnson’ jako pierwsi przeprowadzili udang synteze nukleozydow
pirymidynowych, w oparciu o wczesniejsze badania Knorra™. W latach 50-tych Davoll i Lowy™"
zmodyfikowali metode metalu ciezkiego stosujgc zamiast soli srebrowych pochodne rteciowe.
W 1956 Helferich’ zaproponowat nowa, udang droge syntezy wychodzac z nieblokowanych
pirymidyn w nitrometanie, w obecnosci Hg(CN)2. W latach 60-tych Sato i jego
wspotpracownicy*™ oraz grupa Robinsa™** otrzymali nukleozydy metodg stapiania - fuzji.
Nastepnie w 1969 roku Shimizu i Miyaki” przeprowadzili nukleozydy pirymidynowe
w purynowe za pomocg metody wymiany zwanej tez transglikozylacja. Umozliwito
to syntezowanie nowych nukleozyddéw purynowych i pirymidynowych oraz innych zasad
heterocyklicznych. Od tego momentu chemiczna synteza nukleozyddéw zaczeta sie szybko
rozwijac.

Nukleozydy oraz ich analogi zaczety zdobywaé duzg popularno$¢ jako potencjalne
terapeutyki. Takze duzy wptyw na rozwdj chemii nukleozydow miat szybki postep badan
biotechnologicznych, medycznych i inzynierii genetycznej.

Szerokie mozliwosci syntezy nowych analogow nukleozydowych majg ogromny wptyw
na rozwoj medycyny, gdzie moga by¢ wykorzystywane jako nowa klasa chemoterapeutykow.
Wiele chemicznie otrzymanych nukleozyddéw posiada wysoka aktywnos$¢ przeciwwirusowa,
przeciwnowotworows i przeciwgrzybiczng. Do grupy takich zwigzkbw mozna zaliczy¢ miedzy

innymi: acyklowir, gancyklowir, abakawir (ABC), 3’-azydotymidyne (AZT).






1.1. Wstep

Nukleozydy i ich analogi wykorzystuje sie takze w badaniach przebiegu reakcji oraz
poznawania ich mechanizmdw, ktére majg kluczowy aspekt w wykorzystaniu ich do celéw
leczniczych. Za ich pomocg mozna wprowadza¢ zmiany konformacji kwasow nukleinowych.
Zwigzki te mozna wykorzystac jako nieradioizotopowe znaczniki oligonukleotydow i kwasow
nukleinowych.

Istniejg dwa zasadnicze podejscia w syntezie analogdw nukleozyddéw. Pierwszym z nich
jest modyfikacja naturalnie wystepujacych zwigzkéw np.: alkilowanie adenozyny jodkiem
metylu, w wyniku czego otrzymujemy 1-metyloadenozyne. Natomiast innym podejSciem w celu
otrzymania nowych zwigzkow jest wytwarzanie wigzania N-glikozydowego, czego przyktadem
moze by¢ reakcja 1-metyloadeniny z rybozg i otrzymanie 1-metyloadenozyny. W obu
przypadkach otrzymujemy ten sam finalny zwiazek, natomiast wybdr drogi reakcji zalezy przede
wszystkim od struktury zaplanowanego zwigzku. W przypadku otrzymywania pochodnych
pirymidynowych lub purynowych najlepiej jest modyfikowac naturalne nukleozydy. Jednak
w przypadku, gdy zwigzek docelowy ma posiada¢ inny typ zasady heterocyklicznej lub inny typ
cukru, jedyng stuszng droga jest glikozylacja. Takze bardzo wazng role odgrywa cena
stosowanych do syntezy substratow, ich dostepno$¢ oraz sumaryczna wydajno$¢ catej syntezy.

Ze wzgledu na duzy pospiech badaczy w celu otrzymania nowych nukleozyddw
0 zaplanowanej strukturze, zaniedbane zostaty systematyczne badania nad mechanizmem ich
syntezy. Poznanie takiego mechanizmu jest w wiekszosci przypadkow kluczowg sprawg
w opracowaniu nowej drogi syntezy, ktéra poza dobrymi wydajno$cimi powirma by¢ réwniez
wysoce stereo- i regioselektywna.

W niniejszej pracy postanowiono skupi¢ uwage na mechanizmie rybozylacji adeniny.
Przeglad literaturowy zaprezentowany w niej bedzie w szczeg6lnosci uwzgledniat synteze
nukleozydow purynowych, poniewaz obiektem moich badan byta synteza adenozyny.

Dzieki zastosowaniu roznych warunkéw reakcji otrzymano cztery N-podstawione

izomery adenozyny (schemat 1), ktére zostang omoéwione w nastepnych czesciach pracy.

Schemat 1
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad

heterocyklicznych

1.2.1. Metoda metalu ciezkiego

Jest to jedna z najstarszych metod wytwarzania witania N-glikozydowego. E. Fisher
i B. Helferich" w 1914 zaproponowali pierwsza chemiczng synteze nukleozydow. Metoda
ta opierata sie na reakcji srebrowej (5) lub rteciowej pochodnej zasady heterocyklicznej
z tetraacetylo-l-bromoglukozg (6), w obecnosci Kkatalizatorow: Ag2C03, HgCb, HgBr2
lub Hg(CN)2 (schemat 2). Stosowana byta przede wszystkim do otrzymywania nukleozydow
purynowych, w przypadku ktorych dawata dobre rezultaty. Okazata sie natomiast mato
efektywna podczas syntezy pochodnych pirymidynowych'.

cl
AcO
AcO Br
OAcC
Schemat 2

Metoda ta opiera sie¢ na wytworzeniu wigzania kowalencyjnego spolaryzowanego (N-HgX
lub N-Ag, gdzie X=C1, Br, CN) i otrzymaniu tzw. ,soli halogenorteciowych” lub ,soli
srebrowych”. Zaobserwowano, ze podczas reakcji metodg metalu ciezkiego powstajg
3- i 9-podstawione pochodne rybonukleozyddw.

Montgomery i Thomas” zaproponowali, ze podczas syntezy nukleozydéw purynowych
metoda rteciowa, halogenocukier atakuje bezpo$rednio atom azotu podstawiony rtecig. Jednak
wkrotce poglad ten zostat zweryfikowany przez Shimizu i Miyaki"*"" | ktorzy stwierdzili,
na podstawie licznych badan, ze w obrebie atomu N3 wystepuje najwieksza gesto$¢
elektronowa. Powoduje to, ze atom ten staje sie silnym centrum nukleofilowym, a to z kolei
prowadzi do utworzenia kinetycznego produktu 3-podstawionego.

Fox, Hollenberg i Watanabe” na podstawie eksperymentalnych prac Shimizu i Miyaki

zaproponowali nastepujacy mechanizm reakcji (schemat 3).






1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

R = CH3, CgHs
X =Cl, Br

Schemat 3

W przedstawionym mechanizmie w wyniku dysocjacji halogenu od halogenozy (8) powstaje
kation acyloksoniowy cukru (11), na ktory nastepuje nukleofilowy atak azotu N3 zasady
purynowej z wytworzeniem nietrwatej soli czwartorzedowej (12). W wyniku jej rozpadu
otrzymujemy 3-podstawiong pochodng adeniny (13), ktéra ma znacznie zmieniony ukiad
elektronowy w stosunku do adeniny. Posiada nadmiar elektrondw w pierscieniu imidazolowym

i ich niedobdr w pirymidynowym.

Schemat 4

Ten niekorzystny ukiad elektronowy 3-podstawionej puryny jest wedtug Shimizu i Miyaki sitg
napedowg nieodwracalnego przegrupowania N3 — N9, w wyniku ktérego powstaje bardziej
trwaty 9-izomer.

Jezeli w pozycjach 2 i/lub 6 znajdujg sie podstawniki elektrodonorowe to nastepuje
stabilizacja ukfadu (15), natomiast podstawniki elektronoakceptorowe przyspieszajg proces
migracji z atomu N3 w kierunku bogatego w elektrony pierscienia imidazolowego. Miyaki
i Shimizu™ na podstawie eksperymentalnych prac zaproponowali kolejno$¢ podstawnikow
jakie przyspieszajg transglikozylacje 3—>9 dla puryn, ktéra wyglada nastepujgco: N HCOCH3
i C6=0 > NMHCOCOHs > N"H2 > N7(CH3)2. Tak wiec tri-O-benzoiloizoadenozyna i jej
N~ NA-dimetylowa pochodna ulegajg duzo wolniej transglikozylacji niz N”-benzoilo-tri-0-
benzoiloadenozyna. Okazato sie tez, ze gdy w pozycji C8 pierscienia imidazolowego znajduje
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

sie objetosciowy podstawnik, powoduje to zwiekszenie wydajnosci powstawania 3-izomeru.
Takze obecnos¢ grup elektronoakceptorowych (Br, Cl, 1) w tej pozycji powoduje, poprzez
zmniejszenie gestosci elektronowej w pierscieniu imidazolowym, powstanie wiekszych ilosci
3-pochodnej w stosunku do 9-izomeru. Jest to wynikiem wolniejszego procesu
transglikozylacji”.

Niekorzystny uktad elektronowy 3-podstawionej puryny prowadzi do nieodwracalnego
przegrupowania N3->N9, ktdrego mechanizm zaproponowany zostat przez Foxa, Hollenberga

i Watanabe™” (schemat 5).

y>-Q

1
11 = « 13 Y 17

R = CH3, CgHs

Schemat 5

W postulowanym przez nich mechanizmie kluczowg role odgrywa kation acyloksoniowy (11),
na ktérego atom Cl nastepuje atak nukleofilowego centrum N9 3-podstawionej
pochodnej (13), co w efekcie prowadzi do powstania nietrwalej czwartorzedowej soli (16)
3,9-diglikozylopuryny. Ten nietrwaty produkt przejSciowy ulega rozpadowi do trwalszego
termodynamicznie 9-podstawionego nukleozydu (17) z odtworzeniem kationu cukrowego (11).
W rezultacie ostatecznym miejscem rybozylacji jest ta sama pozycja, do ktorej uprzednio
przytaczony byt atom metalu ciezkiego.

Miedzyczasteczkowy charakter transglikozylacji N3->N9 zostat potwierdzony przez
Shimizu i Miyaki"*, ktdrzy przeprowadzili reakcje tri-O-benzoilo-N"-benzoiloizoadenozyny (18)
w mieszaninie N,N-dimetyloformamidu (DMF) i ksylenu w obecnosci HgBr2 i dodatku
N~-benzoiloadeniny-8-"C  (19) otrzymujac w rezultacie 51% znakowanej izotopowo

tetrabenzoiloadenozyny (20) (schemat 6).
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W prowadzonych przez siebie badaniach zaobserwowali, ze wykorzystujgc rézne
komponenty cukrowe w tych samych warunkach prowadzenia glikozylacji uzyskuje sie rézny
stosunek izomeru 3 i 9. Miyaki i Shimizu zaproponowali, ze szybkos$¢ przejscia podstawnikow
z pozycji N3 w N9 rosnie w nastepujacym szeregu: alkil, cukier szesciocztonowy, cukier
piecioczlonowy ' . Tak wiec w przypadku rybozylacji chlororteciowej pochodnej
N~-dimetyloadeniny we wrzacym ksylenie otrzymywali praktycznie wytgcznie 9-rybozyd
(bardzo szybka transrybozylacja 3->9), podczas gdy w wyniku glukozylacji tego samego
zwigzku otrzymywany jest tylko 3-glukozyd (nie zauwazono praktycznie przejscia 3—>9).

Fox, Hollenberg i Watanabe” uog6lnili mechanizm transglikozylacji 3—>9, ktory zostat
dobrze udokumentowemy dla pochodnych adeniny, na inne nukleozydy purynowe. Sadzono,
ze proces ten bedzie miat réwniez miejsce w przypadku guaniny.

Prace Shimizu i Miyaki rzucily nowe S$wiatto na proces tego przegrupowania.
Przeprowadzajac reakcje glikozylacji pochodnej chlororteciowej N -acetyloguaniny z 1-bromo-
2,3,5-tri-O-benzoilo-D-rybofuranozg w DMA w temperaturze 60°C przez 40 godzin otrzymali
oni zamiast spodziewanego 3-izomeru tylko 7- i 9-regioizomery guanozyny. Udato im sie jednak
uzyska¢ Sladowe ilosci (0.2%) 3-benzylowej pochodnej obok 7- i 9-izomerdéw (wydajnosci
odpowiednio 22% i 16%) podczas reakcji alkilowania N -acetyloguaniny bromkiem benzylu,
W takich samych warunkach jak w poprzednim eksperymencie. Takze reakcja 3-benzylo-N -
benzoiloguaniny w temperaturze 100°C prowadzona przez 24 godziny dawata tylko
7-19- izomery.

Na podstawie powyzszych eksperymentow Shimizu i Miyaki wysnuli przypuszczenie,
ze w przypadku pochodnych guaniny ma miejsce transglikozylacja 3->9, wedtug juz przyjetego
wczesniej schematu. Jednak proces ten biegnie o wiele szybciej niz w przypadku serii adeniny.
Reakcja ta jest na tyle szybka, ze 3-podstawiony nukleozyd wystepuje w ilosciach $ladowych.
Natomiast obserwowanie powstajacego 7-izomeru jest wynikiem odwracalnej transglikozylacji

7+'9 w obecnosci katalizatora HgBr2 i prowadzi do otrzymana 7- i 9-nukleozyddéw w stosunku






1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

1:2. Wykazali oni takze, ze 9-izomer jest trwalszy termodynamicznie, a caty proces izomeryzacji
dla 6-oksopuryn przebiega wedtug schematu 3-7+ 9.
Jednak dalsze badania procesu glikozylacji nukleozyddéw 6-oksopurynowych A"

nie potwierdzity zaproponowanego przez Shimizu i Miyaki mechanizmu.

W przypadku pochodnych pirymidynowych przebieg reakcji glikozylacji metodg metalu
ciezkiego wyglada nieco inaczej niz w serii purynowej.

Podczas reakcji kondensacji srebrowej lub chlororteciowej pochodnej pirymidynowej
z blokowanym halogenocukrem jako pierwszy powstaje 0-glikozyd. Zwigzek ten ulega
nastepnie dalszemu przegrupowaniu do trwalszego termodynamicznie N-nukleozydu'*,
Poczatkowo rezultat ten tlumaczono wystepowaniem tautomerii w ukfadzie laktam-laktim
w przypadku nieblokowanej pochodnej pirymidynowej. Fox“ przeprowadzajac reakcje
dityminorteciowej pochodnej z acetylobromoglukozg we wrzgcym toluenie otrzymat z dobra
wydajnoscig (60%) blokowany N-nukleozyd. Stwierdzono zatem, ze to nie tautomeria jest
przyczyna tworzenia sie 0-glikozydow, ale wptywajg na to warunki, w ktérych prowadzona jest
reakcja. Duze znaczenie w syntezie nukleozyddw pirymidynowych ma forma kompleksu metalu
z pirymidyna. Dla pochodnych rteciowych reakcja moze zachodzi¢ inaczej niz w przypadku
pochodnych srebrowych.

W przypadku reakcji kondensacji dityminorteciowej pochodnej z blokowang halogenozg
otrzymywano z dobrg wydajnoscig 1-nukleozyd. Stosujgc w tych samych warunkach jako
komponent cukrowy 2-deoksyryboze, powstaje mieszanina a- i p-O-deoksyrybozyddw™".
Deoksyrybozylacja tym»my"yﬁ wymaga uzycia monorteciowych pochodnych. Natomiast
w przypadku cytozyny poza wymienionym poprzednio warunkiem, konieczne
jest zablokowanie grupy egzoaminowej. Jezeli oba te warunki nie zostang spetnione, w wyniku
reakcji otrzymuje sie 0-glikozyd nieblokowanej cytozyny, ktory poddawany transglikozylacji
we wrzgcym ksylenie wobec HgBr2 ulega dekompozycji, bez uzyskania N-nukleozydu.

Powstawanie 0-glikozydu zaobserwowano takze w reakcji chlororteciowej soli 4-etoksy-
2(IH)-pirymidynonu z acetylobromoglukoza. Powstajacy 0-podstawiony zwigzek byt gtéwnym
produktem reakcji, ktéry nastepnie przeprowadzano w 1-glukozyd w wyniku ogrzewania
w ksylenie w obecnosci HgBr2.

Tak wiec synteza nukleozyddéw pirymidynowych z pochodnych rteciowych powoduje
powstawanie praktycznie zawsze O0-glikozydow, ktdre nastepnie mozna przeprowadzié
w N-podstawione pochodne pod wptywem dziatania katalizatora. Niestety czesto sie zdarzato,
ze powstajace w reakcji 0-glikozydy byty pomijane przez badaczy, ktérzy zwracali uwage

przede wszystkim na N-podstawione pochodne.
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Ulbricht badajac reakcje kondensacji soli srebrowej N-acetylocytozyny (21) z tetra-
acetylobromoglukozg (6) uzyskat jako gtdwny produkt O-glikozyd (22) i niewielka ilo$¢
N-podstawionego zwigzku. Nastepnie wyizolowany 0-glikozyd przeprowadzit w N-nukleozyd
(23) w toluenie wobec HgBr2 lub SnCU jako katalizatora.

NHAc NHAc

NHAc

A
21 g 99 OAcC 23 OAc

Schemat 7

Jednak w wyniku reakcji acetylobromoglukopiranozy z srebrowg pochodng uracylu lub tyminy
we wrzacym ksylenie, otrzymano obok 1- i 3-nukleozydow takze dipodstawione zwigzki: 1,3,
07,0* oraz UO™*. Zarowno zwigzek 070" jak i 1,0* udato sie w tatwy sposob przeprowadzic¢
w 1-nukleozyd w warunkach transglikozylacji. Stwierdzono wiec, ze te dipodstawione pochodne
sq zwigzkami posrednimi na drodze do otrzymania bardziej trwatych termodynamicznie
N-glikozydéw. Obserwowanie powstawania O- i N-nukleozyddéw w reakcji ze srebrowymi
pochodnymi mozna wyttumaczy¢ istnieniem jonu ambidentnego w ukiadzie O -C2-NL1.
Powoduje to, ze kation cukrowy moze przytaczyé sie do jednego z dwdch centrow
nukleofilowych’’. Zaobserwowano rowniez, ze w przypadku transglikozylacji 0-glikozydow,
ktére otrzymano w reakcji z pochodnymi srebrowymi trzeba byto uzyé silniejszych
katalizatorow. Nie potrzebowaty tego zwigzki otrzymywane w reakcjach pirymidynowych soli
rteciowych. Schmidt i Farka$"® zaproponowali nastepujacy szereg aktywnosci katalizatorow
(typu kwasu Lewisa) wykorzystywanych do tego typu reakcji: SnCU >> HgBr2 « HgCh >> HgL
> AgC104. Jak widac¢ katalizator srebrowy znajduje sie na samym koncu tego szeregu. Pozwolito
to na potwierdzenie rezultatbw eksperymentow przeprowadzonych przez Ulbrichta , ktéremu
nie udato sie otrzyma¢ z 0-glikozyddéw N-podstawionych pochodnych pirymidynowych
w obecnosci AgBr. Nastgpito to dopiero, gdy do Srodowiska reakcyjnego poza katalizatorem
AgBr wprowadzono wolng halogenoze™. Obserwacje migracji podstawnika cukrowego
przeprowadzone przez Ulbrichta®™ dla pirymidyn, zostaty potwierdzone takze przez Ukite*,
Otrzymat on 0-glikozydy z 2-etoksy-4-etoksypirymidyn przeprowadzajac reakcje w rdznych
warunkach, po czym przeprowadzit je w N-podstawione pochodne we wrzacym ksylenie wobec
HgBr2. Uzyskane przez niego N-nukleozydy byty termodynamicznie trwate i nie ulegaty juz

dalszym procesom transglikozylacji.
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

W 1962 roku Ulbrichtgﬂ’o‘ zaproponowat mechanizm reakcji 0-glikozylacji i migracji
podstawnika cukrowego 0->N w obecnosci katalizatora. Dalsze badania nad tym zagadnieniem
prowadzili takze Schmidt i Farka$ . Przeprowadzili oni reakcje 2,4-di-0-(2,3,4,6-tetraacetylo-P-
D-glukopiranozylo)tyminy wobec HgBr2 w acetonitrylu i obserwowali, ze zwigzek ten w tych
warunkach jest stabilny, nie ulegajgc przegrupowaniu nawet po prowadzeniu reakcji przez kilka
dni. Dopiero po dodaniu niewielkich ilosci HCI w tetrahydrofuranie udato sie im przeprowadzi¢
transglikozylacje z wytworzeniem N-nukleozydu. Stwierdzili wiec, ze poprzez atak katalizatora
nastepuje rozerwanie wigzania 0-glikozydowego z powstaniem acyloksoniowego Kkationu
cukrowego. Produkt ten ulega nastepnie atakowi pary elektronowej z atomu NI z wytworzeniem
wigzania N-glikozydowego. Taki 1,0™*-dipodstawiony zwigzek ulega nastepnie atakowi kolejnej
czasteczki katalizatora z oderwaniem kationu cukrowego, ktdry moze reagowac ze zwigzkiem
070" -dipodstawionym.

Mechanizm glikozylacji pirymidyn metodg metalu ciezkiego dla pochodnych rteciowych
zostat przedstawiony przez Foxa, Hollenberga i Watanabe”* (schemat 8). Zaproponowali
go w oparciu o0 zaobserwowany fakt powstawania kinetycznych produktow reakcji o strukturze
0-glikozydow i 0,N-bispodstawionych pochodnych.

- HgX'X

R = CH3, CgHs
X' = Cl, Br, inna pirymidyna
X =ClI, Br

Schemat 8

Pierwszym etapem prezentowanego mechanizmu jest oddysocjowanie halogenu od halogenozy
(8) z wytworzeniem acyloksoniowego kationu cukrowego (11). Kolejnym etapem jest powstanie
wigzania 0-glikozydowego poprzez atak pary elektronowej atomu tlenu z czasteczki pirymidyny
na kation cukrowy (11). Jednocze$nie powstaje sOl rteciowa typu HgX’X oraz nastepuje
odtworzenie grupy acylowej w pozycji C2' w czesci cukrowej.

Podobny mechanizm otrzymywania 0-glikozydow metodg ,,nitrometanowg”  zostat

zaproponowany takze przez Foxa, Hollenberga i Watanabe (schemat 9).
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Schemat 9

Reakcja ta zostata przeprowadzona w nitrometanie w obecnosci katalizatora Hg(CN2).
Pierwszym etapem proponowanego mechanizmu jest powstanie kationu cukrowego (11), przez
oderwanie halogenu od halogenozy (8) przez atom rteci katalizatora. Utworzony acyloksoniowy
kation jest atakowany przez pare elektronowg atomu tlenu 02 z powstaniem czwartorzedowej
soli pirymidyny (28), a nastepnie przez atak anionu cyjankowego oderwany zostaje proton (HI)
z wytworzeniem HCN i powstaniem 0/-glikozydu.

0-Nukleozyd jak juz wczesniej wspomniano, ulega przegrupowaniu do bardziej trwatej,
termodynamicznej formy. Reakcje transglikozylacji 0->N jako pierwszy zaobserwowat
Ulbricht”™, jego badania zostaty nastepnie potwierdzone przez UkiteM™*, ktory donosit
0 nieodwracalnej migracji podstawnika cukrowego z wytworzeniem 1-nukleozydu. Badania
procesu wymiany glikozylu przeprowadzone przez Prystasa i Sorma™* ostatecznie
wykazaty intermolekulamy charakter tego procesu (schemat 10). W wyniku reakcji
kondensacji  2-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetylo-P-D-glukopiranozylo)-4-etoksy-6-metylopirymidyny
(30) z I-chloro-2,3,5-tri-0-benzoilo-D-rybofuranozy (29) w acetonitrylu wobec HgBr2 otrzymali
2’,3’,5’-tri-0-benzoilo-6-metylourydyne (31) oraz blokowany |,3-dirybozylo-6-metylouracyl.

OEt
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R = COCsHj
R'= GOCH,

Schemat 10
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

Natomiast Schmidt i Farkas$" badajac trwatos¢ 2,4-di-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetylo-P-D-
glukopiranozylojtyminy w acetonitrylu w obecnosci HgBr2 zaobserwowali, ze zwigzek ten
jest bardzo trwaty w tych warunkach, mimo prowadzenia reakcji przez kilka dni. Migracja
podstawnika cukrowego nastgpita dopiero po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej niewielkich
ilosci HCI w tetrahydrofuranie. Zaproponowali wiec, ze rolg katalizatora w tym procesie jest
rozerwanie wigzania 0-glikozydowego i utworzenie kationu cukrowego, ktory nastepnie
przytacza sie w pozycje NI zasady pirymidynowej z wytworzeniem wigzania N-glikozydowego.
Powstaje wiec zwigzek posredni o strukturze N,O0-dipodstawionej. Nastepnie odrywany jest
0-podstawnik cukrowy przez katalizator z wytworzeniem acyloksoniowego kationu cukrowego,
ktory moze uczestniczy¢ w dalszym procesie tmasglikozylacji.

Mechanizm transglikozylacji opiera sie na powstawaniu czwartorzedowej soli
pirymidyniowej (32), ktéra zostata zaproponowana przez Rabinowitza i Guma™. Strukture
takiego zwigzku posredniego potwierdzili Ueda i Nishino™, ktérym jako pierwszym udato
sie wyizolowa¢ i scharakteryzowa¢ te 1,0 -diglikozydowg nietrwatg forme. Zwigzek
ten powstaje w wyniku nukleofilowego ataku azotu NI 07-glikozydu (26) na kation cukrowy
(11), a przez jego rozpad otrzymujemy trwaty termodynamicznie NI-nukleozyd (33), oraz
odtworzony zostaje kation cukrowy (11) (schemat 11).

32

R = CH3. CeHg

Schemat 11

Po przeprowadzeniu wielu eksperymentéw okazato sie, ze na proces transglikozylacji
O”N ma takze duzy wptyw zastosowany rozpuszczalnik, ktéry powoduje powstawanie roznych
stosunkow 0-glikozydow do N-podstawionych pochodnych. Prystas i Sorm ' badajac przebieg
reakcji kondensacji rteciowych pochodnych 4-benzylo-6(IH)-pirymidynonéw oraz ich 2-metylo

analogéw z roznymi halogenocukrami zauwazyli, ze polamo$¢ zastosowanego w reakcji
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rozpuszczalnika ma wpltyw na koncowy produkt reakcji. Z ich badan wynika, ze w mato
polarnym rozpuszczalniku podstawnik cukrowy przytacza sie do bardziej elektroujemnego
centrum zasady pirymidynowej jakim jest egzocykliczny atom tlenu. Wynikiem tego jest
powstanie wiekszych ilosci zwigzkow O0-podstawionych. Natomiast w przypadku bardziej
polarnego rozpuszczalnika, elektroujemne centrum 02 moze ulec solwatowaniu, co prowadzi
do tego, ze reakcja biegnie poprzez nukleofilowy atom azotu (NI). Prystas i Sorm zauwazyli,
ze stosujac  rozpuszczalniki o roznej polamosci, mozna uzyskaC rozne proporcje
O- i N-glikozydow. Jednak taka sugestia wydaje sie mato prawdopodobna, poniewaz jak
wiadomo 0-glikozydy pirymidynowe sg kinetycznymi produktami reakcji, a N-podstawione
pochodne produktami termodynamicznymi.

Dalsze badania przeprowadzone przez Prystasa i Sorma, pokazaty, ze polamosé
zastosowanego rozpuszczalnika wptywa na szybko$¢ procesu migracji podstawnika cukrowego
0->N. Wynika stad, ze transglikozylacja z atomu tlenu na atom azotu przebiega o wiele
szybciej w polarnym rozpuszczalniku (np.: acetonitryl) niz niepolamym (np.: toluen, ksylen).
Maty wptyw na powstawianie O- lub N-podstawionych nukleozyddéw ma wiec solwatowanie
substratu przez rozpuszczalnik.

Dopiero  Vorbrtiggen i Hofle** wytlumaczyli zaleznosC miedzy szybkoScig
transglikozylacji O—>N a rozpuszczalnikiem. Wedtug nich decydujacg role w tym procesie
odgrywa trwato$¢ a-kompleksu miedzy katalizatorem a centmm NI pirymidyny. W przypadku
rozpuszczalnikdw niepolamych, takich jak toluen, kompleks ten jest do$¢ stabilny a jego sita
zwieksza sie w miare wzrostu zasadowosci pirymidyny, ktéra rosnie wraz z obecnoscig
podstawnikoéw elektronodonorowych w pozycji 5 i/lub 6. Natomiast w miare zwiekszania
polamosci rozpuszczalnika trwatos¢ kompleksu zostaje obnizona.

Przebieg reakcji transglikozylacji 0->N zalezy wiec od zastosowanego Kkatalizatora,
rozpuszczalnika, temperatury oraz od uzytego komponentu cukrowego. Ulbr'ichtm‘TT
zaobserwowat, ze w przypadku transglikozylacji acetylowanego O-rybozydu cytozyny wobec
HgBr2 w toluenie, reakcja biegnie szybciej do 1-nukleozydu niz stosujgc 0-glukozyd w tych
samych wamnkach. Obserwacje takie mozna wytlumaczy¢ wiekszg trwatoscig powstajacego
w  wyniku reakcji kationu  rybofuranozylowego w  poréwnaniu z  kationem
glukopiranozylowym''. Reakcja kondensacji  I-bromo-3,4,6-0-acetylo-2-deoksy-2-[(2,4-
dinitro)fenylo]amino-a-D-glukopiranozy z pochodng rteciowg cytozyny daje obok 0-glukozydu
z wydajnoscig 5-10% N-nukleozyd. Gtowny produkt reakcji nie ulega reakcji transglikozylacji
we wrzacym ksylenie wobec HgBr2. W przypadku analogicznej O-podstawionej pochodnej

tyminy, reakcja transglikozylacji zachodzi z 7,5% wydajnoSciag we wrzacym toluenie
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i w obecnosci tego samego katalizatora. Takie zachowanie pochodnych rybo- oraz deoksyrybo-
0-nukleozydéw mozna wyttlumaczy¢ tym, ze w przypadku zwigzkéw 2’-deoksy nie moze
powsta¢ dos¢ trwaty kation cukrowy.

Metoda metalu ciezkiego jest obecnie rzadko stosowana, a otrzymywane w jej wyniku
wydajnosci sg raczej umiarkowane. Najczesciej spotykanym wariantem tej metody jest metoda
nitrometanowa. Jak juz wspomniano reakcja ta prowadzona jest w nitrometanie w obecnosci
katalizatora HgBr2. Innymi czesto stosowanymi nazwami metody metalu ciezkiego
s3. Koenigsa-Knorra, Fishera-Helfericha, metoda srebrowa, chloro-, bromo- lub cyjanorteciowa
oraz nitrometanowa.

Zasadniczym etapem w tej metodzie jest wytworzenie acyloksoniowego kationu
cukrowego poprzez oddziatywanie ,,soli halogenorteciowej” z halogenoza.

Reakcja ta ma w wiekszosci przypadkow mechanizm dwuetapowy i przebiega przez
kinetyczne produkty: O-podstawione w przypadku pirymidyny lub 3-glikozylowe pochodne dla
puryny. Koncowym produktem sg natomiast trwate termodynamicznie N-nukleozydy
odpowiednio: N1-podstawione pirymidyny i N9-podstawine pochodne purynowe. Stwierdzono
takze, ze reakcja glikozylacji metoda metalu ciezkiego ma charakter miedzyczasteczkowy.
W obu przypadkach reakcja biegnie przez nietrwate zwigzki posrednie: 1,0M-dipodstawione
pirymidyny i 3,9-diglikozylopuryny.

Warto tez zauwazy¢, ze w produkcie termodynamicznym reszta cukrowa znajduje
sie w tej samej pozycji, w ktdrej znajdowat sie atom metalu ciezkiego w wyjsciowym zwigzku.

W przypadku otrzymywania rybonukleozydéw powstajg praktycznie tylko p-anomery,
natomiast  podczas  syntezy  2’-deoksyrybonukleozydéw  otrzymujemy  mieszanine
a- i P-anomerdw, co spowodowane jest brakiem mozliwosci powstania cyklicznego kationu

cukrowego.
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

1.2.2. Metoda Hilberta-Johnsona

Hilbert 1 Johnson™ jako pierwsi przeprowadzili udang synteze nukleozydow
pirymidynowych. Substratem w ich badaniach byty 2,4-dialkoksypirymidyny. Opierali sie oni
na weczesniejszych badaniach przeprowadzonych przez Knorra"*, ktory zajmowat sie
przegrupowaniami z przeniesieniem podstawnikow alkilowych w uktadzie laktam-laktim.

W 1930 roku Hilbert i Johnson" przeprowadzili reakcje 2,4-dimetoksyuracylu z jodkiem
metylu w temperaturze pokojowej, otrzymujac 4-metoksy-I-metylopiryd-2-on. Nastepnie
zwigzek ten pod wptywem kwasu przeprowadzili w 1-metylouracyl. Kontynuujac swoje badania
przeprowadzili reakcje kondensacji 2,4-dietoksypirymidyny (34) z acetylobromoglukozg (6) bez
uzycia katalizatora, otrzymujac 4-etoksy-I-(tetraacetylo-P-D-glukopiranozylo)uracyl (35).
Produkt ten udato sie im przeksztatci¢ w | -glukozylouracyl (36) pod wptywem dziatania kwasu
(HCI/MeOH) lub w pochodng cytozyny (37) po potraktowaniu zwigzku 35 amoniakiem. Byla to
pierwsza udana synteza cytozyny, jednak catkowita wydajnos¢ reakcji byta bardzo niska.

OEt AcO

HCI/MeOH

OAc

Schemat 12

Znaczne polepszenie  wydajnosci  otrzymano przez  zastosowanie  odpowiedniego
rozpuszczalnika. Rabinowitz i Gurin*" uzyskali 20-50% wzrost wydajnosci blokowanego
4-etoksy nukleozydu, przeprowadzajgc reakcje w mieszaninie chloroformu z pirydyna.
W wykonanych licznych eksperymentach stosowane byty takze inne rozpuszczalniki jak:
benzen, toluen, nitrometan, acetonitryl oraz chlorek metylenu, ktore byty mieszane w r6znych

proporcjach, poprawiajac wydajnosc reakcji

14






1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

Hilbert i Johnson sugerowali, ze reakcja ta zachodzi przez produkt poSredni,
czwartorzedowa sol nukleozydu 2,4-dialkoksypirymidynowego (38). Zwiazek o takiej strukturze
zostat wyizolowany przez Rabinowitza i Gurina™*”", jednak jego struktura nie zostata dobrze
udokumentowana. Dopiero Udea i Nishino™ w petni scharakteryzowali czwartorzedowg sol (39)
otrzymang w  reakcji  4-amino-2-metylotiopirymidyny  z  tribenzoilochlororyboza.
W wyniku dziatania na ten wigzek mieszaning H2S w pirydynie uzyskano, tak jak sie
spodziewano, 2-tiocytydyne. Natomiast w przypadku uzycia amoniaku otrzymywano 2,4-

diamino-I-(P-D-rybofuranozylo)pirymidyne.

OR

Schemat 13

Prystas i Sorm*"*M™ hadajac wptyw podstawnikéw znajdujacych sie w pozycji C5
na reakcje przeprowadzane metodg Hilberta-Johnsona zaobserwowali, ze wydajnos$¢ reakcji
kondensacji zmniejsza sie ze zwiekszaniem elektronossagcego charakteru tego podstawnika
W nastepujacym szeregu: Me > H > p-metoksybenzyl > | > Br > Cl > F > CN > NO2. Prystas
i Sorm™° przeprowadzili takze badania efektu jaki wywiera zastosowanie réznego rodzaju grup
alkoksylowych na wydajnos¢ reakcji kondensacji. Najlepsze wyniki otrzymano w przypadku
2,4-dibenzyloksypirymidym, natomiast 2,4-di-t-butoksypirymidyny nie ulegaty reakgcji.
Po przeprowadzeniu serii kondensacji zauwazyli, ze wydajnosci powstajacych nukleozyddw
w metodzie Hilberta-Johnsona malata w nastepujacej kolejnosci: PhCH2 > p-MeOPhCH2 > Me >
Et > 0,p-(MeO)2PhCH2 > i-Pr >> t-Bu.

Watanabe, Hollenberg i Fox™ na podstawie powyzszych danych zaproponowali

mechanizm procesu glikozylacji pirymidyn metodg Hilberta-Johnsona (schemat 14).
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OR
R OR
N
X
N' 40
-RX
X =ClI, Br
R = CHs, CeHj
Schemat 14

Obecno$¢  podstawnikow  elektronoakceptorowych ~w pozycji 5  pierscienia
pirymidynowego zmniejsza wydajnos¢ reakcji przez obnizenie nukleofilowosci atomu azotu NI.

Pierwszym etapem przedstawionego mechanizmu jest nukleofilowy atak atomu NI
na anomeryczny atom wegla Cl kationu cukrowego, powstatego wskutek dysocjacji halogenu
od halogenozy. Prowadzi to do powstania czwartorzedowej soli 2,4-dialkoksypirymidynowej
(41). Kolejnym etapem jest nukleofilowy atak anionu halogenkowego z oderwaniem grupy
alkilowej R', prowadzacy do powstania ugrupowania 2-karbonylowego, z wytworzeniem
zwigzku o strukturze (42).

Krokiem determinujacym szybkos¢ reakcji w tym przypadku bedzie przejscie zwigzku 41
w 42. Wyizolowanie wzglednie trwatej czwartorzedowej soli nukleozydu (39) (Ueda
i Nishino™) pozwolito na potwierdzenie zaproponowanego przez Watanabe, Hollenberga i Foxa
mechanizmu.

Waznym aspektem w dyskutowanym mechanizmie jest to, ze reakcja halogenozy
z pirymidyng posiadajgcg podstawnik 2-alkoksylowy, powoduje powstanie najczesciej
mieszaniny a- i p-anomerow nukleozydu. Pod tym wzgledem reakcjom przeprowadzonym
metodg Hilbeta-Johnsona brakuje generalnie stereospecyficznosci, jakg mozna byto obserwowac
w przypadku metody metalu ciezkiego. W wiekszosci opisywanych eksperymentdéw, w ktorych
uzywano chlorku tri-O-acetylo-D-pentafuranozy otrzymywano w wyniku reakcji kondensacji
mieszanine anomerow. Najprostszym wyjasnieniem takiego braku specyficznosci moze wiec by¢
to, ze dominujgcym mechanizmem jest dwuczasteczkowa substytucja Sn2. Jednak mechanizm
ten nie odpowiada pewnym obserwacjom.

Prystas™""* przeprowadzajac reakcje kondensacji chlorku 3,5-0-acetylo-2-deoksy-a-o-
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

pentafhranozy (43) z 2,4-dialkoksypirymidyng (44) w mieszaninie benzenu z acetonitrylem

otrzymat mieszanine anomeréw, w ktorej a-anomer (45) byt gtdbwnym produktem reakcji

(schemat 15).

OMe
ROM n
OMe
N
MeO N
OR 45 N
43 44
OMe

R = P-CH3C6H4CO

p-CICgH"CO

P-NO2C6H4CO
R’ = H. CH3

Schemat 15

Warto zaznaczyé, ze w klasycznej metodzie Hilberta-Johnsona dysocjacja halogenu
od halogenozy z wytworzeniem 1,2-acykloksoniowego jonu nie jest wspomagana przez zadne
sole metalu, jak miato to miejsce w przypadku metody metalu ciezkiego. Watanabe, Hollenberg

i Fox'" zaproponowali stereochemiczny przebieg tego procesu:

\ 7/
N
Yy (0]
8 ’b\f 1 OMR 47 07O
R R
0~>
8y 0
R
R = CH3, C3H5
Schemat 16

W przypadku \,2-trans halogenocukru (8) oddysocjowanie halogenu prowadzi do
otrzymania jonu acyloksoniowego (11), powstajagcego w wyniku nukleofilowego,
wewnatrzczasteczkowego ataku na atom Cl przez grupe 2-acyloksylowa. Powstaty w tym

przypadku nukleozyd posiada konfiguracje P (47). Natomiast odtgczenie halogenu z 1,2-cis
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

halogenozy (48) moze nastapiC przez atak wolnej pary elektronowej atomu tlenu znajdujacego
sie w pierscieniu cukrowym. W wyniku tego powstaje ptaski jon karboksoniowy (49). Moze
on oczywiscie przejs¢ w bardziej trwaty cykliczny jon z powstaniem P-anomeru nukleozydu.
Kation taki moze takze ulec bezposrednio reakcji z pirymidyng dajac a-anomer (50). W wyniku
reakcji otrzymujemy wiec mieszanine anomer6w. Takie zatozenie wyjasnitoby wiec
powstawanie mieszaniny a- i P-anomerow, ktére byly otrzymywane w reakcji Hilberta-
Johnsona, nawet gdy obecna byfa grupa 2-acyloksylowa w czasteczce cukru. Jednak
w wiekszosci przypadkdéw izolowany byt tylko p-anomer?”',

Fox prowadzac reakcje kondensacji metodg metalu ciezkiego otrzymat 1-P-D-
rybofuranozylotymine. Jednak zwigzek ten roznit sie od zwigzku otrzymanego przez Robertsa
I Vissera metodg Hilberta-Johnsona. Dalsze badanie tej reakcji pokazaty, ze w wyniku reakcji
powstajg oba anomery, a wyizolowany a-anomer okazat sie identyczny ze zwigzkiem
otrzymanym przez Robertsa i Vissera. Otrzymywanie obu anomeréw z dialkoksypirymidyn
zostato dobrze udokumentowane >/,

Hilbert i Rist™ donosili takze o otrzymaniu 0-glikozyddw. W wyniku kondensacji
bromku tetra-O-acetylo-p-rybofuranozy z  2,4-dietoksypirymidyng otrzymali  poza
spodziewanym 1-nukleozydem dodatkowy produkt, O”-rybofuranozylo-4-etoksypirymidyne.
Analogiczne obserwacje przeprowadzone byly tez przez Vissera, Goodmana i Dittmera™.
Mechanizm procesu powstawania 0-glikozydéw w metodzie Hilberta-Johnsona zostat

zaproponowany przez Lemieuxa i Morgana™ (schemat 17).

AcO
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Schemat 17

W wyniku kondensacji bromku tetraacetylo-a-D-glukopiranozy (6) z 2-etoksypirymidyng (53)

w obecnosci bromku butyloaminy otrzymali oni zwigzek 56. Sugerowali, ze pod wptywem
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

anionu bromkowego a-halogenoza przechodzi w p-anomer. Umozliwia to powstanie
cylkicznego kationu cukrowego (52), ktory ulega nastepnie atakowi pirydyny z wytworzeniem
czwartorzedowej soli (54). Usuniecie grupy etoksylowej pod wptywem anionu bromkowego
prowadzi do powstania grupy karboksylowej. Nastepnie po wewnatrzczasteczkowym ataku pary
elektronowej tlenu karbonylowego powstaje a-glukozyd (56). Lemieux i Morgan™’ sugerowali,
ze preferowany atak 2-etoksypirymidyny na pierscien dioksolanowy spowodowany jest
istnieniem pary anion - kation (52), ktéra utrudnia bezposredni atak pirymidyny na anomeryczny
atom wegla.

Prystas”"** obserwujac powstawanie 2’-deoksy-a-nukleozydu (45) jako gtéwnego
produktu reakcji (schemat 15) stwierdzit, ze ani mechanizm Sn2, ani mozliwos$¢ istnienia pary
anion - Kkation nie wyjasnia retencji konfiguracji i powstawania w przewadze a-anomeru.
Zasugerowat on, ze proces ten moze zachodzi¢ przez 1,5-cykliczny jon (57), co ulatwia atak na
atom Cl ,od dotu”. Ta hipoteza znalazta poparcie w fakcie, ze w reakcji anomerycznej
mieszaniny chlorku 3,5-di-0-benzylo-2-deoksy-D-pentafuranozy z 2,4-dimetoksypirymidyng

powstajg a- i P-anomery w rownych proporcjachqo‘

RO-j .ON
OR
58
R = p-CHaCgH, R = CeHjCHj
p-CICeH,
p-NOACgH?
Schemat 18

Prystas®** uwazat, ze powstanie 1,5-cyklicznego jonu powoduje powstanie wiekszej ilosci
2’-deoksy-a-nukleozydu. Jednak moze to by¢ tez spowodowane czynnikami sterycznymi,
powodujace  przystanianie centrum anomerycznego przez objetosciowy  podstawnik
5-acyloksylowy.

Natomiast w reakcji kondensacji dialkoksypirymidyny z chlorkiem tribenzylo-a-D-
arabinofuranozy przeprowadzonej w chlorku metylenu otrzymano z dobrg wydajnoscig tylko
P-anomer nukleozydu. Jego konfiguracja zostata wyznaczona przez Glaudemansa i Fletchera™.
Jezeli efekty steryczne miatyby tu odgrywac¢ decydujaca role, to nalezato by sie spodziewac
powstania przede wszystkim a-nukleozydu z powodu duzej zawady przestrzennej, jaka jest

grupa 0”-benzylowa. Powstanie P-anomeru moze by¢ racjonalnie wyttumaczone tym, ze taki
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a-halogenocukier moze posiada¢ fadunki czastkowe (58). Wtedy nukleofilowy atak nastepuje
z przeciwnej strony do miejsca, w ktérym znajduje sie podstawnik chlorowy.

Prystas*""" obserwowat, ze dodanie HgBr2 do reakcji prowadzonej metodg Hilberta-
Johnsona powodowato nie tylko zwiekszanie wydajnosci, ale takze wptywato na stereochemie
produktow. Reakcja 5-benzyloksymetylo-2,4-dimetoksypirymidyny z chlorkiem tribenzylo-D-
rybofuranozy w benzenie dawato mieszanine a- i p-anomeréw w stosunku 1:4. Po dodaniu
do reakcji katalizatora (HgBr2), ilos¢ powstajgcego w wyniku reakcji a-nukleozydu bardzo
sie obnizyla (a/p 1:11). Rola HgBr2 w reakcji Hilbeta-Johnsona moze mie¢ dwa aspekty.
Halogenoza posiadajaca grupe 2-acyloksylowa pod wptywem rteci moze tworzy¢ kation
1,2-acyloksoniowy. Wtedy preferowana bedzie reakcja prowadzaca do powstania \',2'-trans-
nukleozydu. Natomiast w przypadku 2-deoksyhalogenozy HgBr2 uczestniczy w oddysocjowaniu
halogenu z wytworzeniem ptaskiego jonu karboksoniowego, w wyniku czego powstaje
mieszanina anomerow. Kolejnym zagadnieniem jakie trzeba rozwazy¢ jest mozliwosc¢
utworzenia kompleksu, ktéry moze powstawa¢ w wyniku oddziatywania czwartorzedowej soli
nukleozydu z katalizatorem. Powodowatoby to wycigganie elektronbw z pierScienia
pirymidynowego i ostabienie wigzania 2-alkoksyalkilowego, utatwiajgc usuniecie alkilu.

Otrzymywanie nukleozydéw metodg Hilberta-Johnsona ma zastosowanie tylko
w przypadku syntezy pochodnych pirymidynowych, w serii purynowej nie stosuje sie tego typu
podejscia. W przypadku syntezy nukleozydow pirymidynowych wystepujg jednak pewne
ograniczenia. Jezeli w pozycji 6 pierscienia znajduje sie podstawnik to reakcja kondensacji nie
zachodzi™"MWN', Takze otrzymanie substratu - dialkoksypirymidyny nie jest proste. Zwigzki te
nie sg dostepne komercyjnie, a ich synteza jest czesto wieloetapowa. Ponadto wydajno$c
kondensacji przeprowadzonej tg metoda nie jest zbyt wysoka.

W reakcji tej nie obserwuje sie procesu transglikozylacji. Reszta cukrowa przyfacza sie
bezposrednio w pozycje NI pirymidyny. Gtéwnym produktem reakcji metoda Hilberta-Johnsona
jest NI-podstawiony nukleozyd, a produktami ubocznymi sg 3- i 0"-podstawione pochodne.

W  przypadku serii rybonukleozydéw powstajg gtéwnie p-anomery. Czasem
jednak obserwuje sie brak stereoselektywnos$ci, ktéry prowadzi do powstania mieszaniny
anomeréw. Natomiast w przypadku otrzymywania 2’-deoksynukleozydéw zawsze tworzg sie
a- i P-anomery.

Metoda ta obecnie jest rzadko stosowana, jej rozwiniecie stanowi metoda glikozylacji

Vorbriiggena.
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1.2.3. Metoda sililowa

Metoda sililowa jest rozwinieciem metody Hilberta-Johnsona. Grupy alkoksylowe
zastagpione sg grupami trimetylosililowymi ' | takie pochodne otrzymuje sie znacznie tatwiej
niz alkoksylowe analogi. Takze ich usuniecie jest o wiele prostsze i zachodzi podczas przerobu
mieszaniny po zakonczeniu reakcji, na skutek kontaktu z wodg lub alkoholem. Metoda ta nie ma
ograniczen do okreSlonej grupy zasad heterocyklicznych, mozna ja stosowa¢ w przypadku
roznych zasad (pirymidyn, puryn, imidazoli). Pochodne sililowe otrzymywane sg w tatwy
sposob przez traktowanie zasad heterocyklicznych odczynnikami sililujgcymi takimi jak:
heksametylodisilazan (HMDS), chlorek trimetylosililowy (TMSCI), trimetyloaminosilan,
N,0-bis(trimetylosililo)acetamid (BSA).

Wittenburg™™* badat reakcje kondensacji halogenozy z 2,4-bis-(trimetylosililo)-5-
metylopirymidyng w réznych warunkach: ogrzewanie w suchych rozpuszczalnikach (toluen,
benzen, DMF, nitrometan); w prozni, w warunkach fuzji 90-110°C; w suchym, obojetnym
rozpuszczalniku w obecnosci nadchloranu srebra i temperaturze pokojowej; w obojetnym
rozpuszczalniku wobec roznych soli rteci (HgBr2, HgC”, Hg(OAc)2, HgO) i rdznych
temperaturach. Najlepsze rezultaty uzyskat w przypadku zastosowania nadchloranu srebra®/
oraz w obecnosci soli rteci*",

Z powodu nizszej elektroujemnosci atomu krzemu w stosunku od atomu wegla, grupa
sililowa jest bardziej podatna na atak nukleofilowy. Powoduje to, ze grupa ta jest fatwiejsza
do usuniecia niz grupa alkoksylowa. Ponadto efekt indukcyjny grup metylowych powoduje,ze
sililowane zasady heterocykliczne sg lepszymi nukleofilami niz pochodne alkoksylowe.

Schemat powstawania nukleozyddéw w metodzie sililowej jest podobny do mechanizmu

reakcji Hilberta-Johnsona.
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RO"~N
, % 60 glikozyl 61 glikozyl
halogenoza

R = MejSi

Schemat 19
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Réznica polega na tym, ze w tym przypadku grupg opuszczajaca nhie jest grupa alkilowa.
Krokiem determinujgcym szybko$¢ reakcji jest najprawdopodobniej powstawanie wigzania
glikozydowego C-N, natomiast w klasycznej metodzie Hilberta-Johnsona byfa to reakcja
de-O-alkilacji. W wyniku reakcji kondensacji otrzymujemy mieszaning anomerdéw nukleozydow
z przewagg P-anomeru, nawet gdy obecna jest grupa 2-alkoksylowa w czasteczce cukru.
Powstawanie mieszaniny anomeréw mozna wyjasni¢ w taki sam sposéb jak miato to miejsce
w przypadku reakcji Hitberta-Johnsona.

Reakcje kondensacji z wykorzystaniem sililowych pochodnych byty takze prowadzone,
jak juz wspomniano, w obecnos$ci soli rteci. W takim podejsciu reakcja syntezy nukleozydu
przebiega w bardziej tagodnych warunkach z osiggnieciem wyzszych wydajnosci.

Mechanizm reakcji powstawania nukleozydu pirymidynowego metodg sililowg

w obecnosci HgXa zostat zaproponowany przez Watanabe, Hollenberga i Foxa” (schemat 20)

HgXa

Me3Si-~0""N
62

-X

R 64 O"O

R = CH3. CgHs
Schemat 20

Mechanizm ten jest analogiczny do mechanizmu reakcji Hilberta-Johnsona prowadzonej
z uzyciem alkoksypirymidyn w obecno$ci HgXa.
Ciekawych obserwacji dokonat Bardos”’, ktory badat wptyw sililowania zasad

heterocyklicznych na przebieg reakcji. W wyniku kondensacji chlorku 3,5-di-O-chlorobenzylo-
2-deoxy-a-D-pentafuranozy z 5-acetylotio-2,4-bis(trimetylosililo)pirymidyng w benzenie lub bez
rozpuszczalnika oraz w wysokiej temperaturze otrzymat tytko P-anomer. Natomiast
w fagodniejszych warunkach (temperatura pokojowa) obserwowano powstawanie tylko
a-anomeru.

w kolejnych pracach Bardos pokazat, ze to jednak nie temperatura miata wptyw na
stereochemie reakcji. Zaobserwowat, on ze powstawanie a- lub P-anomeru zalezy od obecnosci
w mieszaninie reakcyjnej chlorku trimetylosililu. Podczas reakcji prowadzonych w temperaturze

wrzenia benzenu lub reakcji fuzji, lotny chlorek szybko odparowywat z mieszaniny, co
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

prowadzito do powstawania P-anomeru. Natomiast jezeli reakcje przeprowadzono w nizszej
temperaturze, w ktorej chlorek nie zdotat odparowac, jako gtéwny produkt uzyskiwano
a-anomer nukleozydu.

Bardos sugerowat, ze P-anomer powstaje w wyniku nukleofilowego ataku Sn2
na a-halogenoze przez sililowang pirymidyne. Natomiast powstawanie a-nukleozydu byto
rezultatem anomeryzacji a-halogenozy z wytworzeniem mniej stabilnego, przez co bardziej
reaktywnego P-anomeru cukru. Wedlug Koticka dopiero ten zwigzek ulega nukleofilowemu
atakowi zasady z powstaniem a-nukleozydu. Zaobserwowanie wysokiej stereospecyficznosci
w tej reakcji™™  wzgledem reakcji prowadzonych przez Prystasa*M** wynika z faktu,
ze grupa trimetylosililowa powoduje zwiekszenie nukleofilowo$ci zasady bardziej niz grupa
alkoksylowa.

Metoda sililowa znalazta réwniez zastosowanie w przypadku otrzymywania
nukleozydéw purynowych. Mechanizm tego procesu zostat przedstawiony przez Watanabe,
Hollenberga i Foxa™.

65

R = CH,CO, CrHc.CO
R' = CH3, CeHj
X =Cl, Br

Schemat 21

W wyniku reakcji jako pierwszy powstaje kinetyczny 3-podstawiony produkt reakcji
(67), ktéry nastepnie w wyniku transglikozylacji 3->9 przechodzi w termodynamicznie bardziej
trwaty 9-glikozyd (69). Powstanie od razu 9-podstawionego zwigzku (69) nie jest mozliwe,
poniewaz w tej pozycji pierscienia purynowego znajduje sie grupa sililowa. Sitg napedzajaca
przegrupowanie podstawnika cukrowego z pozycji 3 do 9 jest to, ze w pierscieniu
imidazolowym wystepuje nadmiar elektronéw, natomiast w pirymidynomym ich niedomiar.
Reakcja ta przebiega przez nietrwatg pochodng 3,9-diglikozylopuryne. Mechanizm ten jest

analogiczny do mechanizmu jaki zaproponowano dla metody metalu ciezkiego.
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

Znane sgjednak przypadki, gdzie otrzymany 3-izomer jest jednym i gtdwnym produktem
reakcji. Birkhofer™ obserwowat powstawanie 3-podstawionego nukleozydu w reakcji
halogenozy z tetrametylosililowg pochodng kwasu moczowego (70) w obecnosci nadchloranu
srebra. Dla tego 3-nukleozydu nie jest obserwowana migracja reszty cukrowej w pozycje N9,
poniewaz zwigzek ten posiada stabilng budowe odpowiadajacg urydynie (72).

OSiMe, OSiMe,
~~ N N X,®
MejSio~ = === Mejsio // ’
oSiMe. . 'N0"O-SiMe,
SiMe.4

70

71
halogenoza

R = glikozyl
Schemat 22

W reakcji trimetylosililowej pochodnej ksantyny (73) z bromkiem tri-O-benzylo-D-
rybofuranozy w mieszaninie toluenu z nitrometanem otrzymano 3-podstawiony nukleozyd (75).
Natomiast ta sama reakcja przeprowadzona w acetonitrylu dawata 3,7-diglikozylowg pochodng

(76)’*. Mechanizm tego procesu zostat zaproponowany przez Watanabe, Hollenberga oraz

Foxa'' i wyglada nastepujaco:

R-Br
OSiMe,
SiMe, |
74 75 R

R = glikozyl

Schemat 23

Vorbriiggen*®”"' otrzymujac nukleozydy pirymidynowe metodg sililowg stwierdzit,
ze powstawanie poza  l-nukleozydem takze nienaturalnych  3-izomeréw oraz
1,3-dipodstawionych pochodnych spowodowane jest charakterem podstawnika znajdujgcego
sie w pozycji 5 i 6 pirymidyny. Takze duzy wptyw na strukture otrzymanego produktu

ma zastosowany rozpuszczalnik oraz katalizator. W przypadku wzrostu zasadowosci pochodnej
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

pirymidynowej wywotanej przez obecnos¢ podstawnikow elektronodonorowych: -OCH3 >
-CH3 > -H > NO2, wzrostu kwasowosci katalizatora: TiCU > SnCU >HgBr2 > (CH3)3SiOS3Cp3
oraz przez obnizenie polamosci rozpuszczalnika: toluen > 1,2-dichloroetan > acetonitryl wzrasta
trwatosci a-kompleksu, przez co wydtuza sie czas reakcji i zwieksza sie ilos¢ niepozadanych
3- oraz 1,3-pochodnych. Poprzez obnizenie trwatosci tego kompleksu zwigksza sie ilos¢ zasady,
ktora moze uczestniczy¢ w reakcji, reagujac z kationem cukrowym z uzyskaniem 1-nukleozydu.
Wedtug Vorbruggena 1- oraz 3-podstawione nukleozydy mogg dawaé¢ w reakcji z kolejnym
kationem cukrowym pochodne 1,3-dipodstawione. Przy zatozeniu, ze reakcja ta jest odwracalna
3-pochodne oraz 1,3-dipodstawione zwigzki mozna przeprowadzi¢ w pozadane 1-nukleozydy
w wyniku transglikozylacji.

W wyniku reakcji benzoilowanej pochodnej 2-0O-trimetylosililo-6-metylo-3-rybouracylu
(77) wobec katalizatora (CH3)3SiS03Cp3 (78) w acetonitrylu otrzymano 1-nukleozyd (81)
z wydajnoscig 53% oraz 1,3-dipodstawiony zwigzek (82). Wyizolowana i oczyszczona
bispodstawiona pochodna zostala poddana nastepnie dalszej reakcji w  obecnosci
(CHB3)3SiS03Cp3 oraz dodatku sililowej pochodnej 6-metylouracylu (80) w 1,2-dichlorometanie.
W wyniku przegrupowania otrzymano 1-podstawiony nukleozyd (81) z wydajnoscig 25%.
Poddanie dziataniu Kkatalizatora 78 benzoilowanego nukleozydu 6-metylourydyny (81)
w 1,2-dichloroetanie przez 5 dni dawato po okoto 24% 1,3-dipodstawionego zwigzku (82)

I 3’,5’-di-beznoilo-2,2’-anhydro pochodnej.

RO—l 0
'SiMe,
RO O"R’
79

R = COCgHs
Ri = CgHs
RO OR

CH,

Schemat 24
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

Obserwowana przez Vorbruggena transglikozylacja 3->1 prowadzi do otrzymania
termodynamicznego produktu o strukturze 1-nukleozydu. Proces ten powinien zachodzi¢ przez
zwigzek przejsciowy jakim jest 1,3-dipodstawiony nukleozyd, jednak przypuszczenia te nie
zostaty sprecyzowane przez autora. Z obserwacji przeprowadzonych przez VVorbruggena wynika,
ze sililowane nukleozydy pirymidynowe ulegajg reakcji transglikozylacji N3->N1 oraz
transformacji N1,N3 N1

Vorbriiggen i Hofle™” badajac mechanizm syntezy nukleozyddw z sililowych pochodnych
adeniny zaproponowali, ze w przypadku rybozylacji persililowanej N”-benzoiloadeniny moga
powstawaé 1-, 3- i 7-regioizomery adenozyny (86, 87, 89), ktére majg charakter produktow
kinetycznych. Mechanizm tego procesu okazat sie wiec bardziej skomplikowany niz
w przypadku pochodnych pirymidynowych. Vorbriiggen i Hofle tlumaczyli mozliwos¢
powstawania kilku kinetycznych produktéw tym, ze w wyniku sililowania adeniny mozliwe jest
otrzymanie mieszaniny Kkilku pochodnych sililowych (83, 84, 85). Przeprowadzajac kondensacje
persililowej pochodnej adeniny z komponentem cukrowym, po dluzszym czasie reakcji,
otrzymali jako gtowny produkt termodynamicznie trwaty 9-nukleozyd (88).

Bz.~.'SiMe
N A
<X §
N

SiMe3 83

86

Schemat 25

Ryan, Acton i Goodman™* zaobserwowali, ze w wyniku reakcji kondensacji 1-chloro-
2-S-benzylo-3,5-di-0-benzoilo-2-tiorybofuranozy z  bis-(trimetylosililo)-N”-benzoiloadening

w obecnosdci katalizatora HgBr2 w benzenie, powstaje 7-nukleozyd adeniny, ktéry nastepnie
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

ulega transglikozylacji 7—>9. Zmiana struktury elektronowej zasad heterocyklicznych
w przypadku metody sililowej prowadzi do otrzymania nienaturalnych produktéw reakcji.

Itoh i Mizuno przeprowadzajgc reakcje kondensacji sililowej pochodnej nieblokowanej
adeniny z 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-p-D-rybofuranozg w temperaturze pokojowej wobec
tetrachlorku cyny w acetonitrylu, zaobserwowali tworzenie sie 7-nukleozydu adeniny (a- i p*
anomerow) oraz 9-podstawionego regioizomeru.

W serii pirymidyn reakcja kondensacji metodg sililowg moze przebiega¢ dwiema
drogami. Jednoetapowo, prowadzac do otrzymania 1-nukleozydu, w wyniku réwnoczesnego
ataku nukleofilowego na centrum anomeryczne i usuniecie grupy 2-0-sililowej z powstaniem
termodynamicznego produkt reakcji. Druga mozliwoscig jest reakcja dwuetapowa poprzez
czwartorzedowsa sol nukleozydu. W tym przypadku najpierw nastepuje glikozylacja i powstanie
soli, a nastepnie poprzez jej przeksztatcenie otrzymujemy wolny nukleozyd. W przypadku
pirymidyn nie mamy do czynienia z transglikozylacja. Reszta cukrowa przytacza sie
bezposrednio do centrum NI. Gtdwnym produktem reakcji jest 1-nukleozyd, a produktami
ubocznymi sg 3- oraz 1,3-dipodstawione pochodne.

W przypadku syntezy nukleozydéw purynowych metodg sililowg postulowanym
produktem kinetycznym wedtug Vorbriiggen i Hofle jest 1-, 3- lub 7-izomer, ktore nastepnie
przechodzi podczas transglikozylacji w trwalszy termodynamicznie 9-podstawiony zwigzek
(w przypadku otrzymywania adenozyny). Proces ten biegnie przez nietrwale diglikozylopuryny

I jest podobny do metody metalu ciezkiego.
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

1.2.4. Metoda stapiana (fuzji)

Klasyczna metoda stapiania polega na bezposredniej reakcji peracetylowanego
komponentu cukrowego z zasadg heterocykliczng bez rozpuszczalnika, w obecnosci kwasowego
katalizatora.

Sato i wspotpracownicy* zastosowali reakcje Helfericha®™'» do syntezy nukleozydow
purynowych. Otrzymywali oni nukleozydy w wyniku stapiania tetra-O-acetylo-p-D-
rybofuranozy z réznymi zasadami heterocyklicznymi w prézni, w obecnosci katalitycznych
ilosci kwasu p-toluenosulfonowego w czasie od 10 do 20 minut. Uzyskane przez nich
wydajnosci wahaty sie od 3% do 74% w zaleznosci od rodzaju uzytej zasady.
W przeprowadzonych reakcjach otrzymali oni mieszaniny anomerow*.

W reakcji fuzji najczesciej uzywane sg katalityczne ilosci kwasdéw Lewisa takich jak:
kwas p-toluenosulfonowy, ZnCL, TiCU, kwas dichlorooctowy, ester trimetylosililowy kwasu
trifluorometanosulfonowego (CFaSOsSICCHsja), ktore sg analogiczne do uzywanych w metodzie
sililowej.

W przypadku stosowania puryn o niskich temperaturach topnienia, w wyniku stapiania
ich z peracetylowanym komponentem cukrowym otrzymywane byty nukleozydy z wydajnoscig
od 40% do 80%. Natomiast zasady posiadajgce grupy aminowe lub hydroksylowe, ktérych
temperatury topnienia byly bardzo wysokie okazaty sie praktycznie niereaktywne .
W przypadku stapiania zasad takich jak: adenina, guanina, hipoksantyna, ksantyna lub kwas
moczowy zwigzki uzyte do reakcji odzyskiwane byt w niezmienionej formie . Dopiero
acetylowe pochodne adeniny i guaniny prowadzity do otrzymania oczekiwanych nukleozydow.

Wedtug Watanabe, Hollenberga i Foxa” uzycie katalitycznych ilosci kwasu Lewisa
powoduje aktywacje zasady purynowej. Pierwszym etapem jest tworzenie sie kompleksu
katalizatora z zasadg. Postulowanym miejscem przyfgczenia sie katalizatora jest pozycja N3.
W reakcjach przeprowadzonych tg metoda nie ma eksperymentalnych dowoddw na powstawanie
3-glikozylopuryn jako kinetycznych lub termodynamicznych produktéw reakcji.

Ishido w swoich pracach pokazat, ze w przypadku stapiania niektorych puryn obecnos¢
katalizatora nie byta wymagana do zajscia reakcji i powstania nukleozydu.

Hosono i wspotpracownicy badajac reakcje fuzji rzucili nowe Swiatto na mozliwy
przebieg tego procesu. W wyniku reakcji stapiania 2,6-dichloropuryny z tetraacetylo-P-D-
rybofuranozg w temperaturze 152-154°C bez uzycia katalizatora uzyskali 9-p-D-rybofuranozylo-
2,6-dichloropuryne. Na podstawie przeprowadzonej reakcji sformutowali nastepujace wnioski:

reakcja ta jest reakcjg autokatalityczng i zachodzi wedlug mechanizmu bimolekulamego;

28






1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

krokiem determinujgcym szybko$C reakcji jest eliminacja czasteczki kwasu octowego.
Mechanizm tego procesu zostat zaproponowany przez Hosono™

Schemat 26

Reakcja fuzji 6-chloro-, 6-jodo-, 6-cyjano-, 2,6-dichloro- lub 2,6,8-trichloropuryny
z peracetylowanym komponentem cukrowym prowadzi do otrzymania nukleozydu. Natomiast
zastosowanie do reakcji puryn takich jak: teofilina, 6-metoksypuryna nie prowadzito
do uzyskania nukleozydu.

Hosono™ sugerowal, ze mechanizm reakcji katalitycznej jak i autokatalitycznej jest
podobny. W wyniku Kkatalizy aktywowana jest puryna, ktora nastepnie ulega reakcji
z komponentem cukrowym, co prowadzi do otrzymania nukleozydu.

Mechanizm aktywowania puryn przez katalizator zostat zaproponowany przez Watanabe,
Hollenberga i Foxa™”.

+ZnCl,

ZnCl,
93

R = acetylowana reszta cukrowa

Schemat 27

Pierwszym krokiem w postulowanym mechanizmie jest powstanie kompleksu miedzy
puryng a kwasem Lewisa (93). Watanabe, Hollenberg i Fox sugeruja, ze kwas Lewisa przytgcza
sie w pozycje N3 pierscienia zasady purynowej, poniewaz gestos¢ elektronowa tego atomu jest
najwieksza, przez co zwieksza sie jego podatnos¢ na elektrofilowy atak. Autorzy nie wykluczali,
ze mozliwe jest tez powstanie analogicznych kompleksow kwasu Lewisa z atomami azotu
NI lub N7 puryny. Powstaty zwigzek 93 moze pozostawaé w réwnowadze ze strukturg 94.

Ta ostatnia forma przypomina swojg budowg 3-glikozylowang puryne. Struktura ta posiada
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niekorzystny ukiad elektronowy, ktory jest sitg napedzajaca przytaczenie kationu cukrowego,
w wyniku czego powstaje chlorocynkowa pochodna 9-nukleozydu (95). Nastepnie w wyniku
ataku anionu chlorkowego nastepuje oderwanie czasteczki katalizatora i powstanie wolnego
nukleozydu (96). Mechanizm ten jest analogiczny do procesu transglikozylacji
zaproponowanego przez Watanabe, Hollenberga i Foxa dla metody metalu ciezkiego.

W podobny sposéb mozna takze przedstawi¢ katalize pod wplywem kwasu:
p-toluenosulfonowego, dichlorooctowego lub amidosulfonowego. W tym przypadku nastepuje
protonowanie atomu azotu N3 i powstanie zwigzku typu 93, a nastepnie przez przytgczenie
reszty cukrowej i oderwanie protonu z pozycji N3 uzyskiwany jest 9-podstawiony nukleozyd
oraz odtworzona zostaje czasteczka katalizatora.

Ciekawe obserwacje przeprowadzit Hosono™ badajgc  reakcje  kondensacji
2,6-dichloropuryny z tetraacetylo-P-rybofuranoza w prozni, w temperaturze 150°C bez
obecnodci katalizatora. W wyniku reakcji otrzymat on tylko p-anomer N9-podstawionego
nukleozydu. Natomiast zastosowanie do kondensacji a-anomeru cukru prowadzito
do otrzymania a- i P-anomeréw w stosunku 2:3. Podobna reakcja 2,6-dichloropuryny
z a-anomerem cukru przeprowadzona metodg stapiania wobec kwasu amidosulfonowego
w czasie | minuty prowadzi do otrzymania jedynie P-nukleozydu. Jezeli jednak synteza
prowadzona byta przez dtuzszy czas (10 minut) dostarczata mieszaning anomeréw. W wyniku
ogrzewania p-nukleozydu przez 10 minut, w temperaturze 150°C i obecnosci katalitycznych
ilosci kwasu amidosulfonowego otrzymano mieszaning anomeréw. Mechanizm tego procesu

zostat zaproponowany przez Watanabe, Hollenberga i Foxal’

0. 2y
-\
R
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Schemat 28
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W przypadku reakcji autokatalizy, w wyniku stapiania tetraacetylowanej rybozy z puryna
W pierwszym etapie nastepuje przesuniecie pary elektronowej z wigzania C-0 na atom tlenu
(pozycja CI rybozy), z roéwnoczesnym atakiem pary elektronowej tlenu karbonylowego
z grupy acetylowej z pozycji C2 na atom wegla Cl z wytworzeniem acyloksoniowego kationu
cukrowego (11). Jon ten jest nastepnie atakowany przez anion purynowy z powstaniem
P-nukleozydu.

Jezeli jednak do reakcji uzyty jest acetylowany a-cukier (98) to otrzymuje sie kation
karboksoniowy (49). Jon taki jest wynikiem przesuniecia pary elektronowej z atomu tlenu
z jednoczesnym oderwaniem grupy acylowej i prowadzi do otrzymania a- i P-anomerow
nukleozydu. Powstanie mieszaniny anomerow jest spowodowane tym, ze taki ptaski kation
karboksoniowy (49) moze by¢ atakowany przez puryne z obu stron (z ,,gory” lub z ,,dotu™). Jon
ten moze tez przej$¢ w kation 1,2-acytoksoniowy dajac w reakcji z puryng p-nukleozyd.

Nukleozyd typu 47 w wysokiej temperaturze i w obecnosci kwasowego katalizatora moze
ulec odwracalnemu procesowi rozerwania wigzania glikozydowego z powstaniem jonu
cukrowego 11 lub 49 i aktywnej 2,6-dichloropuryny (analogicznej do zwigzku 94). Nastepnie
w wyniku rekombinacji komponentu cukrowego z aktywng puryng otrzymywana jest
mieszanina a- i P-anomeréw. Tak wiec przeksztatcenie P-nukleozyddéw w a-pochodne
w obecnosci kwasu amidosulfonowego staje sie jasne. Zjawisko to moze wiec wyjasnic¢
obserwacje dokonane przez Bakera*, ktory przeprowadzajgc kondensacje pochodnej
chlororteciowej N”-benzamidopuryny (100) z I-O-acetylo-2,5-di-0-benzoilo-3-acetamido-3-
deoksy-D-rybofuranoza (99) w obecnosci TiCU otrzymatl mieszanine anomerdw (schemat 29).
Podobne obserwacje dokonat tez Goldman**, ktory prowadzit reakcje tego samego komponentu
cukrowego 99 z chlororteciowg pochodng 6-chloropuryny wobec TiCU takze otrzymujac
mieszaning a- i p-anomerow.
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Schemat 29

Jezeli w reakcji bez uzycia TiCU zastosowano zamiast catkowicie blokowanej rybozy

1-halogenocukier obserwowano otrzymywanie tylko P-nukleozydow. Przyjeto wiec, ze obecno$¢
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TiCU w reakcji puryny ze zwigzkiem 99 powoduje powstanie P-nukleozydu, a nastepnie jego
izomeryzacje do a-pochodne;j.

Powstawanie mieszaniny anomerow acetylowanych cukréow moze byé spowodowane
reakcjg autokatalizy. O takich przypadkach donoszono juz wcze$niejAnomeryzacja moze by¢
wiec odpowiedzialna za powstawanie mieszaniny anomerow w obecnosci pewnych kwaséw
Lewisa. Jednak Hosono badajac proces anomeryzacji acetylowanych cukrow typu 97 lub 98
w obecnosci kwasu sulfaminowego nie obserwowat przechodzenia anomeru a w p. Dopiero
w wyniku reakcji przeprowadzonej wobec ZnCh lub TiCU otrzymywano oba anomery.

Metoda fuzji znalazta tez zastosowanie do otrzymania nukleozydow pirymidynowych.
Pfleiderer i Robins przeprowadzajac reakcje kondensacji 4-hydroksypirymidyny z acetylowang
pochodng rybofuranozy w obecnosci kwasowego Kkatalizatora otrzymali 4-oxo-3-P-a-
rybofuranozylo-dihydropirymidyne.

Metode ta moze by¢ zastosowana tylko w przypadku, jezeli wszystkie komponenty uzyte
do reakcji (zasada heterocykliczna, cukier, katalizator) bedg ulegaty stopieniu. Czesto stosuje sie
wiec blokowane zasady, co powoduje, ze temperatura topnienia tak modyfikowanego zwigzku
ulega obnizeniu w poréwnaniu z nieblokowanymi zasadami.

W wyniku reakcji kondensacji powstaje zwigzek z przytgczonym cukrem w tej samej
pozycji, w ktorej znajdowat sie proton w trwatym termodynamicznie tautomerze zasady

heterocyklicznej.
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1.2.5. Metoda glikozylacji anionowej

Metoda ta zostata opracowana przez Kazimierczuka i wspotpracownikow™'. Znalazta
zastosowanie w syntezie 2’-deoksynukleozyddw, jest natomiast rzadko stosowana do
otrzymywania rybonukteozydéw. W reakcjach przeprowadzonych tg metodg uzyskiwane sg
praktycznie tylko P-anomery.

Woczesniej stosowane metody glikozylacji biegnace przez kation cukrowy, nie dawaty
dobrej stereoselektywnej kontroli w przypadku 2-deoksycukrow. W wyniku takich reakcji
otrzymywano mieszaniny a- i p-anomerow.

W  wyniku reakcji  I-chloro-2-deoksy-3,5-di-0-p-toluilo-a-D-erytro-pentafuranozy
z sodowg solg 6-chlorpuryny (104) w bezwodnym acetonitrylu Kazimierczuk*' otrzymat
mieszaning ~ dwoch nukleozyddw: 6-chloro-9-(2-deoksy-3,5-di-0-/?-toluilo-P-D-erytro-
pentafuranozylo)puryny (106) oraz N7-izomeru tego zwigzku (107) (wydajnosci odpowiednio:
59% i 11%). Takze w reakcji komponentu cukrowego 105 z solg sodowg 2,6-dichloropuryny
uzyskat mieszanine 7- i 9-regioizomerow (13%, 59%). Zwitki te zostaly wyizolowane,
oczyszczone na kolumnie chromatograficznej i odblokowane (MeOH/NHs) dajac wolne

nukleozydy.

Cl

Schemat 30

Sél sodowa zasady heterocyklicznej otrzymywana jest w wyniku jej reakcji z wodorkiem
sodu w acetonitrylu. Do tak przygotowanej soli dodawany jest a-halogenocukier. Atak anionu
zasady na halogenoze powoduje wytworzenie wigzania N-glikozydowego z réwnoczesnym
odejsciem anionu chlorkowego. W wyniku reakcji powstajg regioizomery, co spowodowane jest
tym, ze fadunek ujemny w czesci imidazolowej moze by¢ zdelokalizowany pomiedzy réznymi

atomami azotu. Tak wiec regioselektywno$¢ w tego typu reakcjach (dla pochodnych
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purynowych) jest znacznie nizsza niz w przypadku reakcji przebiegajacych przez kation
cukrowy.

Zastosowanie tej metody w syntezie 2’-deoksynukleozyddéw nie wymaga stosowania
wieloetapowych procedur, co znacznie przyspiesza prace. Jednak istotng wadg jest to, ze czyste
a-halogenocukry sa dos¢ nietrwate, a ich cenajest stosunkowo wysoka.

Metoda ta ma gtéwnie zastosowanie w reakcjach puryn oraz deazapuryn. Jest
to klasyczny przyktad reakcji jednoetapowej Sn2 zachodzacej z inwersjg konfiguracji na centrum

anomerycznym.
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1.2.6. Metoda wymiany (transpurynacja, transglikozylacja)

W metodzie wymiany mozemy wyrdzni¢ dwa zasadnicze podejscia: transpurynacja

i transglikozylacja. Ogdlny schemat transglikozylacji mozna przedstawic nastepujaco:

NUKLEOZYD + ZASADA HETEROCYKLICZNA ~ NOWY NUKLEOZYD

(donor cukru) (akceptor cukru)

Przyktadem takiej reakcji jest kondensacja N*,2°,3’,5’-tetraacetyloguanozyny z puryna.
Migracja podstawnika cukrowego prowadzi do otrzymania nowego zwigzku, 2°,3’,5’-
triacetytorybozylopuryny.

Kolejnym podejsciem w metodzie wymiany, na drodze otrzymania nukleozydu jest

transpurynacja, gdzie ,,wymienianym” komponentem jest czes¢ cukrowa.

NUKLEOZYD + CUKIER NOWY NUKLEOZYD
(donor puryny) (akceptor puryny)

W obu przypadkach wymiana katalizowana jest przez kwasy: protonujgce (np. p-TsOH)
lub Lewisa (np. HgBr2). Reakcja taka moze tez zachodzi¢ pod wpltywem rozpuszczalnika lub
wysokiej temperatury (stapianie).

Zarbwno w podejsciu transpurynacji jak i transglikozylacji mamy do czynienia
z powstawaniem nowego wigzania N-glikozydowego.

Zwiekszajace sie zapotrzebowanie na naturalne nukleozydy jak i ich analogi sprawity, ze
z szeregu dostepnych metod, synteza nukleozyddéw metodg wymiany staje sie coraz czesciej
stosowana.

Pewnym jednak jej ograniczeniem jest to, ze jako substrat stosowane moga
by¢ nukleozydy o niskiej trwatosci termodynamicznej. Przyktadem tego typu reakcji
jest transglikozyfacja przeprowadzona przez Shimizu i Miyaki . W wyniku ogrzewania
N”,2’,3’,5’-tetraacetylocytydyny (108) wobec HgBr2 w obecnosci N”-benzoiloadeniny (109)

otrzymano 2’,3’,5’-tri-0-acetylo-N”-benzoiloadenozyne (110) oraz acetylowang pochodng

cytozyny (111).

35






1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

NHACc

Schemat 31

Innym przyktadem wymiany wychodzacej z nukleozydéw pirymidynowych jest reakcja
przeprowadzona przez Ecksteina i Imazawem. W wyniku transglikozylacji blokowanej urydyny
(112) w obecnosci blokowanej adeniny i katalizatora TMSTF otrzymali oni, z dobrg

wydajnoscia, odpowiednio blokowang adenozyne (114).

Cc7H11

Schemat 32

Jak juz weczesniej wspominano, poczatkowo sadzono, ze zaproponowany i dobrze
udokumentowany mechanizm transglikozylacji 3->9 dla pochodnych adeniny (wg Fox,
Hollenberg i Watanabe ) moze zostaC uogolniony na inne nukleozydy purynowe.
Przypuszczano wiec, ze proces ten bedzie zachodzit podobnie takze w przypadku pochodnych
guaninowych.

Shimizu i Miyaki przeprowadzajac reakcje glikozylacji pochodnej chlororteciowej
N~-acetyloguaniny z #-bromo-2,3,5-tri-0-benzoilo-D-rybofuranozg (50°C, 40 godzin) dostali
zamiast oczekiwanego 3-izomeru tylko 7- i 9-regioizomery guanozyny. Sladowe ilosci (0,2%)
3-benzylowej pochodnej obok 7- i 9-izomerow (wydajnosci odpowiednio 22% i 16%) otrzymali
w reakcji alkilowania N -acetyloguanmy bromkiem benzylu. W wyniku ogrzewania 3-benzylo-
N”-benzoiloguaniny w temperaturze +00°C przez 24 godziny uzyskali tylko 7- i 9- izomery.

Na tej podstawie Shimizu i Miyaki wysnuli przypuszczenie, ze w przypadku pochodnych

guaniny ma miejsce transglikozylacja 3->9, zgodnie z wcze$niej juz przyjetym schematem.
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Wedtug autoréw proces ten zachodzi jednak znacznie szybciej niz w serii adeniny. Reakcja ta
jest na tyle szybka, ze 3-podstawiony nukleozyd wystepuje tylko w ilosciach $ladowych.
Natomiast obserwowanie powstawania w wyniku reakcji 7-izomeru jest wynikiem odwracalnej
transglikozylacji 7* ‘9 w obecno$ci katalizatora i prowadzi do otrzymana mieszaniny 7- i 9-
nukleozydéw w stosunku 1:2. Shimizu i Miyaki wykazali, ze 9-izomer jest trwalszym
termodynamicznie izomerem i zatozyli, ze caly proces w przypadku 6-oksopuryn przebiega
wedtug schematu 3->7- '9.

Jednak dalsze badania procesu glikozylacji nukleozydow 6-oksopurynowych ™
nie potwierdzity zaproponowanego przez Shimizu i Miyaki mechanizmu.

Kolejnym etapem na drodze poznania mechanizmu glikozylacji byly badania
przeprowadzone przez Dudycza i Wighta**. Obserwowali oni, ze podczas syntezy nukleozydow
6-oksopurynowych powstaje tylko mieszanina 7- i 9-regioizomeréw. Przeprowadzajac reakcje
tetraacetylorybozy z persitilowanymi zasadami: N”-acetyloguaning i N”-bromohipoksantyng
w acetonitrylu wobec estru trimetylosililowego kwasu trifluorosulfonowego (TMSOTF) jako
katalizatora, otrzymali tylko odpowiednie 7- i 9-podstawione nukleozydy, nie obserwujgc
tworzenia sie 3-regioizomeru. Dudycz i Wight przeprowadzajgc swoje badania przy uzyciu
wysokorozdzielczej chromatografii cieczowej HPLC (ang. High Performance Liquid
Chromatography) pokazali, ze powstajacy w reakcji jako pierwszy 7-izomer, jest kinetycznym
produktem tej reakcji. Zwigzek ten ulega nastepnie transglikozylacji do odpowiedniego
9-podstawionego produktu. Takze badania McGee, Martina i Verheydena*", ktorzy
przeprowadzili  reakcje kondensacji |,3-dipiwaloilo-2-[(metylosulfinylo)metoksy]propanu
z 9,N”-diacetyloguaning w mieszaninie dimetylosulfotlenku (DMSQO) z dimetyloformamidem
(DMF) oraz obecnosci kwasu p-toluenosulfonowego (p-TsOH) jako katalizatora potwierdzity
obserwacje, ze powstajacy 7-izomer jest kinetycznym produktem reakcji, ktory nastepnie ulega
transglikozylacji do trwalszego termodynamicznie 9-nukleozydu.

Dudycz i Wightoo obserwowali takze powstawanie dodatkowego produktu reakcji
z wydajnoscig okoto 10%, ktory udato im sie wyizolowac i scharakteryzowac jego strukture jako
7,9-dirybozylopuryne. Zwigzek ten jest wedtug autoréw produktem posrednim w reakcji
transglikozylacji 7-"*9. Mimo, ze nie obserwowali oni podstawienia w pozycje N3, nie
wykluczyli bardzo szybkiej transglikozylacji 3°7.

Dopiero Boryski*® wyjasnit i udowodnit mechanizm transglikozylacji nukleozydow
6-oksopurynowych. Przeprowadzit on kondensacje 2’,3’,5-tri-0-acetylo-N -acetyloguanozyny
z eterem (2-acetoksyetyto)acetoksymetylowym, uzytym w 10-krothym nadmiarze. Reakcja

prowadzona byta w chlorobenzenie wobec kwasu p-TsOH jako katalizatora, w jej wyniku
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Boryski otrzymat jako gtowny produkt izomery 7- i 9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]-N -
acetyloguaniny oraz niewielkie ilosci 7- i 9-peracetylowanych rybonukleozydéw guaninowych
(schemat 33). Badania kinetyczne przebiegu reakcji prowadzone byty przy uzyciu HPLC.
Boryski zauwazyl, ze jesli prowadzi sie reakcje przez krotki czas (okoto 2 minut) i wychodzi
z 7-tetraacetyloguanozyny (117), produktem kinetycznym jest 9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]-N"-
acetyloguanina (119). Natomiast jezeli substratem jest 9-izomer tetraacetyloguanozyny
(115) wtedy jako produkt kinetyczny tworzy sie 7-podstawiona pochodna acyklowiru (121).
Dalsze ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej przez 15 godziny prowadzito do otrzymania
mieszaniny 7- i 9-regioizomeréw acyklowiru z przewaga 9-podstawionego zwigzku, bez
wzgledu na uzyty jako substrat 7- czy 9-rybonukleozyd. Takze i w tym przypadku nie

obserwowano powstawania 3-izomeru.

R2= Aco-iron R5 = H. NHCH,
AcO  OAc

Schemat 33

W oparciu o przeprowadzone przez siebie obserwacje Boryski**N' zaproponowat nowy

mechanizm syntezy nukleozydow 6-oksopurynowych (schemat 34).
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Struktura kinetycznego produktu rybozylacji lub transglikozylacji zalezy od podstawienia
atomu azotu w heterocyklicznym substracie. Mechanizm zaproponowany przez Boryskiego
opiera sie na zatozeniu, ze tylko atomy N7 i N9 pierscienia imidazolowego biorg udziat
w wymianie podstawnika. Wylgcznie one mogg stuzy¢ jako akceptory i donory reszt
cukrowych"®.

Waznym elementem w proponowanym mechanizmie jest nietrwaty zwigzek posredni
0 strukturze 7,9-dirybozylopuryny (126). Taka forma czwartorzedowej soli zaproponowana
zostata po raz pierwszy przez Lichtenthallera i Kitahare . W wyniku reakcji pochodnej inozyny
(128) 1z tetraacetylobromoglukopiranozg (6) wobec HQ(CN)2 w nitrometanie (metoda
nitrometanowa), otrzymali oni 7- i 9-regioizomery tetraacetyloglukopiranozy (wydajnosci: 39%,
20%), co jest charakterystyczne dla nukleozydow 6-oksopurynowych. Byt to pierwszy przykiad

wymiany reszty cukrowej w nukleozydzie (transpurynacji).

<IT r

/o~c N 0

Ac(
OAc OAc -

129 130

Schemat 35
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Lichtenthaller i Kitahara postuluja, ze w wyniku ataku nukleofilowego atomu azotu N7
puryny na kation cukrowy, powstaje 7,9-diglikozylopuryna, ktéra jest produktem posrednim,
bedagcym czwartorzedowg solg. Forma ta nastepnie ulega rozpadowi do 7-podstawionej
pochodnej nukleozydu, ktory izomeryzuje do 9-regioizomeru. Wynikiem tej transformacji jest
powstanie mieszaniny izomeréw. Rozerwanie pierwotnego wigzania N-glikozydowego miedzy
rybozg a atomem azotu N9 ulatwia wewnatrzczasteczkowy atak pary elektronowej
nieblokowanej grupy 5’-hydroksylowej. Zaproponowany przez autorbw mechanizm
jest pierwszg tego typu interpretacjg, gdzie zakladanym produktem posrednim jest
7,9-diglikozylopuryna, a nie 3,9-dipodstawiony zwigzek, jak uwazano dotychczas.

Taki zwigzek o strukturze czwartorzedowej soli zostat wyizolowany i scharakteryzowany
przez Dudycza i Wrighta dla pochodnych rybonukleozydéw. Natomiast Boryskiemu
i Manikowskiemu”' udato sie w peini scharakteryzowac dipodstawiony zwigzek przejSciowy
w serii pochodnych acykloguanozyny.

Proces transglikozylacji 3->9 jak i 7- *9 zachodzi pod wptywem katalizatorow takich jak:
kwas Lewisa (HgBr2, ZnCb, FeCb); Friedla-Craftsa (CH3)3Si0S02CF3 Ilub tez kwaséw
protonujacych (monohydrat kwasu p-TsOH, HBr, H2S04).

Zaobserwowana przez Boryskiego i Golankiewicz’M"* migracja podstawnika
cukrowego pomiedzy atomami azotu N7 i N9 puryny podczas stapiania catkowicie blokowanych
nukleozydéw 6-oksopurynowych ma charakter procesu miedzyczasteczkowego. W wyniku
ogrzewania 7-izomeru acyklowiru w 230°C przez 5 minut otrzymano 9-nukleozyd z wydajnoscia
55%. Proces ten przebiega przez zwigzek przejsciowy 7,9-diglikozylopuryne (120). Blokowane
nukleozydy 6-oksopurynowe ulegajg w wysokiej temperaturze (190-250°C) odwracalnej 7* '9
izomeryzacji bez uzycia katalizatora. Reakcja ta w wiekszosci przypadkéw ma charakter
catkowicie odwracalny, w wyniku czego ustala sie stan rownowago miedzy 7- i 9-izomerami

w przyblizeniu 1:1.

40






1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

'l i
NH
R’ 115 R’ 116
AcOMNON
,_ -~  AcO™ON ~
R=y—( . -
AcO OAc OAcC OAc
R2 = H, NHCH,
Schemat 36

Niestety w przypadku odwracalnej transglikozylacji 7- 9  wystepuje  brak
regioselektywnosci.  Wydajno$¢ powstawania pozadanego 9-nukleozydu zalezy od
zastosowanego katalizatora, rozpuszczalnika, temperatury oraz czasu reakcji. Takze duzy wptyw
na regioselektywno$¢ ma zastosowany komponent cukrowy.

Boryski  zaproponowat nastepujgcg systematyke typow reakcji transglikozylacji
nukleozyddw purynowych, ktorg mozna podzieli¢ na dwie grupy:

Lyp adeniny” - mechanizm tego typu reakcji przebiega wedtug mechanizmu

zaproponowanego przez Watanabe, Hollenberga i Foxa”. Produktem Kkinetycznym

w tym przypadku jest 3-glikozylopuryna, a termodynamicznym 9-nukleozyd. Proces

transglikozylacji 3->9 zachodzi w sposob nieodwracalny przez 3,9-diglikozylopuryne.

Lyp guaniny” - tego typu reakcje sg charakterystyczne dla zwigzkow

6-oksopurynowych.  Struktura produktu kinetycznego zalezy od podstawienia

w substracie. W wyniku transglikozylacji powstaje mieszanina regioizomerow

w stosunku okoto 1:1, a caly odwracalny proces zachodzi przez nietrwatg forme

7,9-diglikozytopuryny.

Proces transglikozylacji w przypadku nukleozydéw 6-oksopurynowych moze mie¢ tez
charakter nieodwracalny. Przyktadem tego typu reakcji jest termiczna transglikozylacja 9—>7
pochodnych 3-podstawionych 6-oksopuryn™V™ (schemat 37).
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Schemat 37

Z badan przeprowadzonych przez Boryskiego i Golankiewicz wynika, ze w przypadku

catkowicie blokowanych pochodnych 3-metyloguanozyny (134) i wyozyny (rybonukleozyd

zasady Y) (136) podczas izomeryzacji 9-nukleozyd przechodzi iloSciowo w 7-regioizomer.

Mozna wiec wnioskowaé, ze 3-podstawione pochodne guanozyny sg znacznie bardziej trwate

jako 7-nukleozydy niz 9-izomery.

W przypadku adeniny mamy do czynienia z petng aromatyczno$cig pierscienia

pirymidynowego. W tego typu zwigzkach nastepuje nieodwracalna transglikozylacja 3—>9.

Natomiast w przypadku pochodnych guaninowych, pierscien pirymidynowy nie posiada petnego

uktadu aromatycznego i ma tu miejsce odwracalna transglikozylacja 7 - '9.

Pochodne adeniny

Schemat 38
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Przez modyfikacje struktury elektronowej czesci pirymidynowej mozna spowodowac,
ze pierscien ten w pochodnej guanozynowej bedzie posiadat petng aromatycznos¢. Robins
i wspotpracownicy”™ zmieniajgc ukfad karbonylowy guaniny w pozycji C6 na enolowy (143)
uzyskali pochodng adeniny. Mechanizm transglikozylacji w tym przypadku zachodzit bedzie
wedtug ,,typu adeniny”. Tak wiec proces ten odnosi sie do wszystkich zwiazkdw, ktore posiadaja
peten uktad aromatyczny w czesci pirymidynowe;j.

Jednak taka grupa blokujgca powinna posiadac szereg whasciwosci: odporno$é na warunki
reakcyjne, tatwo$¢ wprowadzania a nastepnie usuwania. Znalezienie i wprowadzenie
odpowiedniej grupy w pozycje C6=0 nukleozydéw 6-oksopurynowych okazato sie niezbyt
proste.

Hata | wspotpracownicy  zastosowali do zablokowania grupy C6=0 chlorek
difenylokarbamoilowy w obecnosci diizopropyloetyloaminy. Spowodowato to wprowadzenie
trwatej modyfikacji i zmiane ukfadu elektronowego w purynie. Przez zastosowanie takiej
modyfikacji uzyskuje sie wysoka regioselektrywnos$¢, powstaje praktycznie tylko 9-izomer.

Mozna zatem wnioskowaé, ze to struktura elektronowa czesci zasadowej nukleozydu
decyduje o przebiegu procesu transglikozylacji, co daje mozliwos¢ kontrolowania reakcji przez
wprowadzenie odpowiedniej modyfikacji.

Jezeli w wyniku reakcji powstanie niepozadany 7-izomer tetraacetyloguanozyny to przy
pomocy chlorku difenylokarbamoilowego mozna go szybko przeprowadzi¢é w pochodng
6-difenylokarbamoilowa. Nastepnie po sililowaniu i ogrzewaniu w toluenie (80°C) wobec
TMSOTT zwigzek ten mozna przeksztatcic w 9-nukleozyd. Dla tego typu pochodnej proces
wymiany zachodzi w spos6b nieodwracalny przez transglikozylacje 7°9.

Jak juz wecze$niej wspomniano, w metodzie wymiany jako substrat moze by¢
zastosowany nukleozyd o stosunkowo niskiej trwatosci termodynamicznej. Do tego typu
zwigzkéw zaliczane sg nukleozydy 6-oksopurynowe (np. guanozyna, hiopksantyna). Jednak
niezbednym czynnikiem, aby taka wymiana mogta zaj$¢ jest utworzenie kationu cukrowego,
ktdry moze powsta¢ w wyniku dziatania katalizatora lub wysokiej temperatury.

Tak wiec najczesciej stosownym  substratem w metodzie wymiany jest
tetraacetyloguanozyna, ktorej dodatkowym atutem jest tez stosunkowo niska cena. Zwitek
ten moze by¢ z powodzeniem stosowany zarbwno w transpurynacji jak i transglikozylacji
(schemat 38).
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

AcO-v O

AcO OAc
149

R = nowy komponent cukrowy
B = nowa zasada

Schemat 39

Jezeli do mieszaniny 7- i 9-izomeréw tetraacetyloguanozyny, ktére znajdujg sie
w termodynamicznej réwnowadze dodany zostanie nowy catkowicie acetylowany komponent
cukrowy (ROAC), to uzyskany zostanie nowy nukleozyd guaninowy (transpurynacja - droga A).
Natomiast przez dodanie nowej zasady heterocylkicznej (BH) uzyskany zostaje nowy
rybonukleozyd (transglikozylacja - droga B).

Niestety, jezeli peracetylowang guanozyne podda sie transpurynacji to jako produkt
otrzymana bedzie zawsze mieszanina izomeréw zaréwno produktow jak i substratéw, ktora
jest trudna do rozdziatu metodami chromatograficznymi. Dopiero zastosowanie nadmiaru
nowego komponentu cukrowego przesuwa rownowage reakcji w kierunku 7- i 9-regioizomerdw
nowego nukleozydu. Przyktadem tego typu podejscia jest reakcja tetraacetyloguanozyny (150)
z nadmiarem estru (2-acetoksyetylo)acetoksymetylowego w obecno$ci monohydratu kwasu

p-toluenosulfonowego w chlorobenzenie (temperatura wrzenia).

N. "NHAc

NH  AcO-\ 0 OAC

OAc

152 91

R =H, OH

Schemat 40
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

Produktami ubocznymi w tym przypadku sg: 7-izomer (152) i tetraacetyloryboza (91).
Niepozadany zwiazek 152 mozna przeprowadzi¢ w 9-izomer przez ogrzewanie w 230°C przez
5 minut, proces ten zachodzi z wydajnoscia 51 %.

W celu stosowania mniej drastycznych warunkow reakcji Azuma i Isono™ uzywali do
reakcji wymiany katalizatorow typu Friedla-Craftsa oraz sililowanych zasad heterocyklicznych,
ktore sg lepszymi akceptorami reszt cukrowych niz same zasady.

Wydajnos¢ transglikozylacji jest zazwyczaj wieksza jezeli proces wymiany podstawnika
zachodzi z puryny na pirymidyne, niz pirymidyna  puryna. Zjawisko to mozna wytlumaczy¢
tym, ze trwato$¢ wigzania N-glikozydowego jest wieksza w przypadku pirymidyn.

Jak wiec wida¢, aby utworzy¢ nowy nukleozyd nie trzeba jedynie przeprowadzaé
kondensacji komponentu cukrowego z ,,wolng” zasadg heterocykliczng, takze dobrym donorem

kationu cukrowego tub zasady heterocyklicznej moze by¢ inny nukleozyd.
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

1.2.7. Metody enzymatyczne

Pierwszym podejsciem w syntezie nukleozyddéw metodami enzymatycznymi byta reakcja
przeprowadzona przez Kalckara®® w 1947 roku (schemat 41). W wyniku reakcji nieblokowanej

guaniny (153) z 1-a-fosforanem-D-rybozy (154) katalizowanej fosforylazg nukleozydow

purynowych (PNP) otrzymat nieblokowang guanozyne (155).

PNP 0
V>O-P-O"\ + HO-P-08
HO H 0®
154 156
Schemat 41

Reakcja przeprowadzona w takich warunkach zachodzi z bardzo duzg regio-
i stereoselektywnoscig. Jednak mozliwos¢ katalizowania przez PNP reakcji odwrotnej
do tworzenia pozadanego nukleozydu powoduje, ze uzyskiwane wydajnosci sg stosunkowo
niskie.

Kolejnym podejsciem wykorzystujagcym reakcje enzymatyczne w syntezie nukleozydow
byta praca Morisawy'® opublikowana w roku 1980. W latach 80-tych metody enzymatyczne
rozwijaty sie gtéwnie jako metody wymiany, w ktérych nukleozydy stosowane byty jako donory
reszt cukrowych. Grupa Morisawy'®" przeprowadzata reakcje enzymatycznej wymiany zasad
heterocyklicznych (schemat 42). W wyniku reakcji nieblokowanego arabinouracylu (158)
z adening przeprowadzonej w buforze fosforanowym (KH2PO4) o pH 7 wobec fosforylazy
nukleozyddw purynowych ze szczepu bakteryjnego Enterobacter aerogems (temperatura 60°C),

otrzymali arabinoadenozyne (159) z 92% wydajnoscia.

0
N O
Enterobacter aerogenes Glo NH
v
H
160
R'=NH2 R2=H
lub
ri=OH R2=Cl

Schemat 42
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

Stosowane w takich reakcjach enzymy typu PNP posiadajg rdzng specyficznos¢
w zaleznosci od ich pochodzenia. Zaobserwowano, ze enzym PNP pochodzacy z Enterobacter
aerogenes, ktéry uzywany jest z powodzeniem do transarabinozylacji okazat sie nieaktywny
w przypadku, jezeli komponent cukrowy posiadat grupe aminowa w pozycji 2. W reakcji
transglikozylacji 2’-amino-2’-deoksyguanozyny z hipoksantyng aktywny okazat sie ekstrakt
bakteryjny z Erwina herbicola102

Holy i Votruba™ ™ przeprowadzili szereg reakcji transglikozylacji enzymatycznych,
katalizowanych enzymem z ekstraktu bakteryjnego uzyskanego z mutantéw Escherichia coli.
W wyniku reakcji 2’-deoksyurydyny (162) =z zasadami purynowymi odpowiednio

podstawionymi w pozycjach 2, 6 i 8 (161) badacze otrzymali nowe nukleozydy (163) oraz

»~wolny” uracyl.
0
N
X R N
X-N HO-n, O | \
\ ekstrakt bakteryjny zE.coli  HO~-Wy, D"/ 'N
_ |
1
161 162 HO 163

Schemat 43

2’-Deoksyurydyna jak i jej analogi okazaty sie dobrymi donorami reszt cukrowych.
Stwierdzono, ze sg one bardzo dobrymi substratami w tego typu reakcjach enzymatycznych.
Uzyskiwane wydajnosci w wyniku transglikozylacji z wiekszoscig zasad purynowych byty dosé
wysokie (50-70%). Takze metoda z wykorzystaniem 2’-deoksyurydyny charakteryzowata sie
duzg regio- i stereoselektywnoscig, w wyniku ktérej otrzymywano wytacznie N9-P-nukleozydy.
Tylko dla nielicznych zwigzkéw typu eteno lub deazaanalogdw puryn wydajnosci
enzymatycznej transglikozylacji byty nizsze lub tez reakcja nie zachodzita, a czasem powstawat
7-izomer.

Holy i Votruba przeprowadzili takze enzymatyczne reakcje transglikozylacji otrzymujac
jako produkty 2’-deoksynukleozydy pirymidynowe. Réwniez w tym przypadku jako substrat
badacze wuzyli deoksyurydyne. W wyniku reakcji otrzymywali wylgcznie P-anomery
z wydajnoscig okoto 60%. Jezeli jednak zasada pirymidynowa posiadata objetosciowy
podstawnik lub grupe elektronossacg w pozycji 5 woéwczas reakcja nie zachodzi. Zauwazyli oni,
ze poza 2’-deoksyurydyng takze 2’,3’-dideoksyurydyna jest dobrym substratem. Natomiast
w  przypadku arabinonukleozydéw, azydotymidyny (AZT) i zwigzkdw, ktore
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1.2. Przeglad metod stosowanych w glikozylacji zasad heterocyklicznych

w pozycji 2’ posiadaty podstawniki takie jak -OMe, -NH2 i -Cl nie obserwowano
transglikozylacji katalizowanej ekstraktem z Escherichia coli. Takze wprowadzenie w pozycje
2 i 3 rybozy innego podstawnika ma duzy wptyw na wydajnos¢ reakcji.

Mikhailopulo™® i Morisawa™ zaproponowati dwuetapowy mechanizm transglikozylacji

enzymatycznej zachodzacy wobec fosforylazy nukleozyd6éw purynowych (schemat 44).

HO->0 PNP, po;*
PNP. BMH )—f O-P-0® PNP, PO/ )—(

HO R HO R 00 HO R
164 165 166
R =H, OH

B = zasada heterocykliczna

Schemat 44

Pierwszym etapem proponowanego mechanizmu jest degradacja wyjsciowego
nukleozydu (164) do wolnej zasady (B'H) i 1-a-fosforanu cukru (165). Niezbednym elementem
w tym procesie jest obecno$¢ fosforandw, reakcje tego typu najczesciej przeprowadza sie
w buforach fosforanowych. W drugim etapie zwigzek 165 reaguje z nowg zasadg
heterocykliczng (B H), w wyniku czego powstaje nukleozyd 166. Transglikozylacja tego typu
ma charakter catkowicie odwracainy, co powoduje, ze wydajno$¢ reakcji tworzenia pozadanego
nukleozydu jest niezbyt wysoka i zalezna od stanu réwnowagi miedzy zwigzkami 164 i 166.
Powstajacy w wyniku reakcji 1-a-fosforanu cukru jest zwigzkiem posrednim, stanowigcym
cenne Zrodto reszty cukrowej w innych reakcjach enzymatycznych.

Tak jak w kazdej innej metodzie i w tym przypadku wystepujg pewne ograniczenia. Duzg
trudnos¢ sprawia uzyskanie odpowiednio czystych i aktywnych preparatdw enzymatycznych,
ktore nie sg dostepne komercyjnie. Sprawia to, ze ich otrzymanie jest pracochtonne i do$c¢
drogie.

Holy i Votruba™ zaobserwowali, ze reakcje transglikozylacji z udzialem enzymow
zachodza fatwiej w przypadku puryn niz pirymidyn.

Reakcje prowadzone metoda enzymatyczng cechujg sie jednak bardzo wysokg stereo-
i regioselektywnoscig. Niestety jej ograniczeniem jest wysoka specyficzno$¢ substratowa
enzymow w stosunku do pewnych tylko nukleozydéw, co utrudnia wykorzystanie jej do syntezy

analogéw nukleozydowych.
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1.3. Stereoselektywnos¢ w syntezie nukleozydow

1.3.1. Glikozylacja w serii rybofuranozy

Waznym aspektem podczas przeprowadzania reakcji glikozylacji jest otrzymanie
zaplanowanego nukleozydu z wysoka wydajnoscig oraz regio- i stereoselektywnoscig. Niestety
czesto zdarza sie, ze w wyniku reakcji chemicznej otrzymywane sg mieszaniny nie tylko r6znych
regioizomerdw, ale rowniez a- i p-anomeréw produktow.

Badacze przez diugi czas zastanawiali sie¢ nad przyczyng oraz mechanizmem
powstawania nienaturalnych a-nukleozydow.

W 1949 roku Bristow i Lythgoe przedstawili pierwsze proby wytlumaczenia
powstawania gtéwnie p-anomeréw w serii rybonukleozydéw. Wedtug nich 1-halogenowe
pochodne cukréw stosowane do reakcji posiadajg konfiguracje a na atomie anomerycznym,
a caty proces kondensacji zasady heterocyklicznej z komponentem cukrowym zachodzi wedtug
mechanizmu Sn2. W wyniku tego nastepuje inwersja konfiguracji prowadzac do powstania
p-nukleozydow. Jednak jak sie okazato, zatozenie to bylo btedne, poniewaz stosowane w reakcji
glikozylacji 1-halogenozy sa najczesciej mieszaninga- i p-anomerow.

Dopiero Baker po przeprowadzeniu szeregu reakcji zaobserwowat, ze gtéwng role
w koncowej dystrybucji anomeréw ma konfiguracja na atomie C2 komponentu cukrowego.
Zauwazyt, ze zasada heterocykliczna przytgcza sie po przeciwnej stronie pierscienia cukrowego
w stosunku do podstawnika acyloksylowego znajdujacego sie w pozycji C2. Jest to wiec synteza
stereokontrolowana. Struktura substratu determinuje stereoselektywny przebieg reakcji. Reguta

1,2-tra«b-podstawienia w przypadku 2-0-acylowych cukréw nosi nazwe zasady Bakera.

ROMN O BH BH RO G
><.
RO OR RO OR RO RO
29 149 167 168

R = CHsCO, CgHsCO
X = chalogen
B = zasada heterocykliczna

Schemat 45
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1.3. Stereoselektywno$¢ w syntezie nukleozyddw

Tak wiec jezeli do kondensacji uzyty jest komponent cukrowy z podstawnikiem
na atomie wegla C2 skierowanym ,,w dot’ (29), wéwczas otrzymywany jest p-nukleozyd (149).
Jezeli natomiast do reakcji zastosujemy cukier z podstawnikiem na atomie C2 skierowanym ,,w
gore” (167) to jako gtéwny produkt otrzymamy a-anomer (168).

Jak juz weczesniej wspomniano, powstajacy kation cukrowy ma zasadniczy wplyw
na stereochemie reakcji. Wedtug interpretacji Watanabe, Hollenberga i Foxa” z 1974 roku,
w wyniku oddysocjowania anionu halogenkowego od 1-halogenorybozy zostaje utworzony
kation cukrowy, co przedstawiono w rozdziale 1,2.2. (schemat 16). W przypadku P-anomeru
cukru (169) pod wptywem wewnatrzczasteczkowego oddziatywania grupy acylowej powstaje
cykliczny 1,2-acyloksoniowy kation cukrowy (170). Ze wzgleddw sterycznych kation ten moze
byC zaatakowany przez atom azotu zasady heterocyklicznej tylko ,z géry”, co prowadzi
do otrzymania P-anomeru nukleozydu. Natomiast w przypadku a-anomeru halogenozy
w wyniku dysocjacji halogenu od halogenozy powstaje ptaski kation cukrowy (49).
Ze wzgledow stereoelektronowych nie jest mozliwe powstanie acyloksoniowego kationu
cukrowego. Kation karboksoniowy powstaje w wyniku ataku wolnej pary elektronowej,
pochodzacej z atomu tlenu z pierScienia rybozy. Ten plaski kation moze by¢ atakowany
z rbwnym prawdopodobienstwem ,,z gory” jak i ,,z dotu”. W wyniku tego powstaje mieszanina
anomerdw. Kation karboksoniowy moze jednak ulec przegrupowaniu do 1,2-acyloksoniowego
kationu cukrowego, ktory ma bardziej stabilng strukture, dodatni tadunek jest rozmyty
na wiekszg liczbe atoméw. Cykliczna forma kationu cukrowego znajduje sie wiec w przewadze
co prowadzi do powstawania w wiekszej ilosci p-anomeru nukleozydu. llo$¢ formy 49 decyduje
0 powstaniu produktu przytgczenia zasady heterocyklicznej typu 1,2-cw-podstawionej. Istnienie
kationu cukrowego jako jonu acyloksoniowego (170) dobrze ttumaczy regute Bakera. Struktura

przestrzenna uniemoztiwia wiec atak zasady heterocyklicznej z powstaniem a-nukleozydu.

171

X = halogen
Y= H, Ac. TMS, Ag, HgClI
R = CHS3, CeHs

Schemat 46
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1.3. Stereoselektywno$¢ w syntezie nukleozyddw

Jednak cykliczny jon acyloksoniowy moze powsta¢ tylko jezeli w pozycji C2
komponentu cukrowego znajduje sie grupa acylowa.

Wedtug Boryskiego kation cukrowy w przypadku 2-acylocukréw powinien by¢
rozpatrywany jako hybryda rezonansowa (177) kitku struktur granicznych (172-176), gdzie
fadunek dodatni zlokatizowany jest na 5 atomach réwnoczes$nie. Tak wiec kation karboksoniowy
reprezentowany jest przez struktury 172-173, natomiast kation acyloksoniowy przedstawiajg
struktury 174-176.

0 0
N
0 O™R

174 175 @ 176 177

R = CH3, CeHj
Schemat 47

W serii 2-acylocukrow stereochemia glikozylacji wymuszona jest wiec przez
przestrzenng strukture kationu cukrowego. W przypadku rybozydow w wyniku \2-trans-
podstawienia powstajg p-anomery, natomiast dla arabinocukréw otrzymywane sg a-anomery.
Zasada heterocykliczna przytacza sie wiec po przeciwnej stronie do znajdujacej sie w pozycji C2
grupy acylowe;j.

Zaobserwowano, ze trwato$¢ acyloksoniowego kationu cukrowego wzrasta, jezeli
w pozycji C2 znajduje sie podstawnik zwiekszajacy efekt indukcyjny wedtug nastepujacej
kolejnosci: -COCH3 < -COCeHs < -COC6H4CH3"°”. Z badan przeprowadzonych przez Bakera,
Kissmana 1 Pidacksa"® wynika, ze reakcja kondensacji tetrabenzoilowej pochodnej
rybofuranozy z blokowang adening zachodzi z wieksza wydajnoscig niz w przypadku uzycia
do reakcji tetraacetylorybofuranozy.

Takze wielkoSC pierscienia cukrowego ma pewien wplyw na przebieg reakcji’™.
Zauwazono, ze w miare zwiekszania pierscienia proces tworzenia kationu cukrowego jest
wolniejszy, co wptywa na szybko$¢ i wydajnos¢ reakcji.

Czasem jednak obserwuje sie powstawanie produktéw ubocznych o strukturze \,2-cis
nukleozydow, nawet gdy komponent cukrowy posiada podstawnik acylowy w pozycji C2. Tego
typu reakcje prowadzace do powstania a-anomeréw w serii pochodnych rybofuranozylowych

sg rezultatem anomeryzacji, ktéra uwazana jest jako reakcja wtorna ' . Mechanizm takiej

reakcji  zostat  zaproponowany przez Boryskiego"” na przykladzie anomeryzacji

rybonukleozyddw indazolowych (schemat 48). Anomeryzacja ta jest procesem, ktory zachodzi
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1.3. Stereoselektywnos$¢ w syntezie nukleozyddw

juz po przytaczeniu podstawnika cukrowego, a katalizowana jest przez kwasy stosowane
jako Kkatalizatory do wytwarzania kationu cukrowego. Proces ten zachodzi przez
otwartopierscieniowe zwigzki posrednie. W wyniku protonowania tlenu znajdujgcego sie
w pierscieniu rybozy nastepuje rozerwanie wigzania CI’-O i otwarcie pierScienia z powstaniem
zasada Shiffa (180). Nastepnie przez rotacje wokot wigzania CI’-C2' oraz recyklizacje

pierScienia cukrowego powstaje produkt 1,2-cis podstawiony, czyli a-anomer nukleozydu (182).

Schemat 48

Zaobserwowano, ze anomeryzacja zwigzana jest z zasadowoscig aglikonu, w przypadku
1-ryboindazoli mamy do czynienia z zasadami o trzy rzedy stabszymi niz guanozyna. Tak wiec
im wyzsza zasadowoSC¢ nukleozydu tym mniejsze prawdopodobienstwo wystgpienia
anomeryzacji. W przypadku 1-ryboindazolu, ktéry jest stabszg zasadg, nastepuje protonacja

na atomie tlenu, natomiast w przypadku guanozyny protonowany jest atom azotu N7,
Co nie prowadzi do anomeryzacji.
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1.3. Stereoselektywnos$¢ w syntezie nukleozyddw

1.3.2. Glikozylacja w serii 2-deoksycukréow

Jezeli w pozycji C2 cukru nie ma podstawnika acylowego, to podczas syntezy
nukleozydu z udziatem takiego komponentu cukrowego reakcja nie zachodzi stereoselektywnie,
aw jej wyniku powstaje mieszanina anomerow.

W tym przypadku potozenie podstawnika przy atomie wegla Cl nie ma wiekszego
znaczenia. W wyniku odejscia podstawnika z pozycji Cl otrzymywany jest ptaski kation

cukrowy (184).

183 184 185

R = ClI, Br, acyl
Schemat 49

W przypadku 2-deoksyrybozylacji atak na kation cukrowy moze nastepowac z réwnym
prawdopodobienstwem ,,z géry” jak i ,,z dotu” prowadzac do otrzymania mieszaniny anomerow

(schemat 50).

A

188

X= H, Ac, TMS, Ag, HgClI
R = CH3, CeHg

Schemat 50
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1.3.3. Stereochemia glikozylacji anionowej

W tym przypadku mamy do czynienia z mechanizmem reakcji typu Sn2, prowadzacym
do inwersji konfiguracji na centrum anomerycznym.

R = CHB3, CeHg

X = chalogen

Schemat 51

Stereoselektywnos¢ reakcji determinowana jest konfiguracjg na atomie CI cukru.
Z a-halogenocukrow otrzymywane sa tylko P-nukleozydy, natomiast wychodzac z p-halogenozy
uzyskiwane sg a-anomery nukleozydu.

Regioselektywnos¢ w tego typu reakcjach jest jednak mniejsza niz w przypadku
reakcji przebiegajacych przez kation cukrowy, poniewaz #tadunek ujemny wystepujacy
w zasadzie heterocyklicznej (np. w pierscieniu imidazolowym zasady purynowych) moze by¢

zdelokalizowany, co moze prowadzi¢ do otrzymania roznych izomeréw nukleozyddw.
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1.4. Tautomeria a regioselektywnosc¢ glikozylacji

w przypadku rybozylacji zasad heterocyklicznych mozna zauwazyC Scisty zaleznos$é
miedzy tautomerem substratu a powstatym w wyniku reakcji trwatym termodynamicznie
produktem.

Prostym przyktadem tego typu zaleznosci jest reakcja glikozylacji indazolu wobec
protonujacego katalizatora, przeprowadzona przez Boryskiego™. W wyniku reakcji
termodynamicznie trwatego tautomeru N'H indazolu (188) z tetraacetylorybofuranozg (91)
powstaje N2 podstawiony, kinetyczny produkt reakcji. Substrat nie posiada podstawnika
na atomie azotu N2, dzieki czemu moze on zaatakowac kation cukrowy. Podczas prowadzenia
reakcji w Kinetycznych warunkach powstaje z duzg wydajnoscig 2-ryboindazol (189). Zwigzek
ten posiada jednak niekorzystng strukture elektronowg w poréwnaniu do niepodstawionego
ryboza indazlou. PierScien benzenowy nie posiada petnej aromatycznosci, ten niekorzystny

uktad jest sitg napedowa nieodwracalnej transglikozylacji 1->2.

AcO~\ O pAc
120°C
AcO OAc
188 91

Schemat 52

Jezeli reakcja prowadzona jest przez dtuzszy czas oraz w wyzszej temperaturze,
to obserwuje sie zanikanie kinetycznego produktu reakcji (189), natomiast otrzymywany jest
tylko produkt termodynamiczny, 1-rybozyloindazol (178). Produkt ten posiada taki sam ukfad
elektronowy z jakim mamy do czynienia w przypadku substratu. Widma UV wykonane dla obu
zwigzkow (188, 178) wygladajg identycznie. W wyniku ogrzewania 2’,3’,5’-tri-0-acetylo-P-D-
rybofliranozyloindazolu wobec kwasu p-toluenosulfonowego otrzymano poza p-anomerem
nukleozydu takze a-podstawiony produkt (13%).

Szczeg6towy mechanizm nieodwracalnego procesu transglikozylacji 1->2 w  serii

indazolowej zostat zaproponowany przez Boryskiego™ (schemat 53).
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79 +

178

Schemat 53

W wyniku protonowania atomu NI nastepuje rozerwanie wigzania N-glikozydowego
z utworzeniem kationu cukrowego oraz ,,wolnego” indazolu. Nastepnie proces biegnie przez
stadium 1,2-dipodstawionego produktu przejsciowego (191), ktéry powstaje w wyniku
nukleofilowego ataku atomu azotu NI na atom CIl kationu cukrowego (79). Ten nietrwaty
produkt ulega degradacji, w wyniku czego powstaje NI-nukleozyd indazolowy oraz odtworzony
zostaje kation cukrowy. Waznym aspektem w tym przypadku jest zachowanie reguly tram
podstawienia, prowadzacego do powstania gtéwnie P-anomeru.

Glikozylacje indazolu mozna wiec poréwna¢ do glikozylacji adeniny. W obu
przypadkach powstajg kinetyczne produkty reakcji, w przypadku indazolu N2-podstawione
pochodne natomiast dla adeniny 3- lub 7-pochodne. Zwigzki te sg nietrwate i szybko przechodza
w termodynamiczne produkty, 1-glikozyloindazol i 9-glikozyloadenine. Struktura koricowych,
trwatych produktow reakcji, odpowiada najbardziej trwatym termodynamicznie tautomerom
wyjsciowych zasad heterocyklicznych.

Natomiast glikozylacja N”"-acetyloguaniny, jak juz wczeSniej wspominano, prowadzi
do otrzymania mieszaniny 7- i 9-regioizomeréw. Powodem tego jest fakt, ze zwiazek ten

wystepuje jako mieszanina dwoch stosunkowo trwatych — tautomerow (schemat 54)™,

co wykazano na podstawie widm 'H NMR.
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Schemat 54

Kazdy z tautomerdw reaguje indywidualnie z kationem cukrowym. Tak wiec glikozylacja
tautomeru 7-H (192) prowadzi bezposrednio do otrzymania 9-izomeru nukleozydu, natomiast
z 9-H tautomeru (193) otrzymywana jest 7-podstawiona pochodna. Prowadzi to do powstania
mieszaniny regioizomerdw, ktérych ostateczny stosunek ilosciowy jest wynikiem ustalenia sie
stanu rownowagi w reakcji 7* ’9 transglikozylacji. 1losci poszczegblnych izomeréw guanozyny
odpowiadajg stosunkowi tautomerow w substracie™'.

Jezeli trwaly tautomer uzyty do reakcji posiada proton przytgczony do atomu tlenu lub
azotu, to miejsce takie nalezy traktowac jako centrum zablokowane. Tak wiec atak nukleofilowy
na kation cukrowy musi by¢ wyprowadzony z innego centrum nukleofilowego. W przypadku
indazolu jest to atom N2, w serii puryn atomy NI, N3 lub N7, natomiast w przypadku pirymidyn
jest to tlen 02. Produkty kinetyczne posiadajg glikozyl w innej pozycji niz atom wodoru
w trwatym tautomerze, a co za tym idzie uktad taki jest mniej stabilny i jest to sitg napedowg
do izomeryzacji. Wynikiem tego procesu jest wytworzenie termodynamicznego produktu
reakcji, w ktorym podstawnik cukrowy znajduje sie w tej samej pozycji co proton w substracie.
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Jak juz weczesniej wspomniano mechanizm glikozylacji zasad heterocyklicznych
sktadajacy sie z dwdch etapdw zaproponowany zostat przez Watanabe, Hollenberga i Foxa™
w latach siedemdziesigtych. Autorzy zatozyli, ze w przypadku zasad purynowych proces ten
biegnie przez kinetyczny produkt, N3-podstawiony nukleozyd, ktéry nastepnie ulega
przegrupowaniu do trwatego termodynamicznie N9-nukleozydu. Mechanizm ten, ktory
opracowano na podstawie rybozylacji adeniny, zostat powszechnie zaakceptowany, a nastepnie
rozszerzony na inne zasady purynowe np. guaning. Waznym aspektem tych zatozer byto to,
ze caly ten proces biegnie z udziatem kationu cukrowego i przechodzi przez nietrwate stadium
3,9-dipodstawionych pochodnych.

Jednak z wykonanych w naszej Pracowni badarin wynika, ze mechanizm glikozylacji
zasad 6-oksopurynowych rozni sie od mechanizmu glikozylacji adeniny. W przypadku takich
zasad jak guanina czy hipoksantyna tylko atomy pierscienia imidazolowego N7 i N9 (a nie atom
N3) sg akceptorami lub donorami kationu cukrowego.

Catkowicie blokowane nukleozydy 6-oksopurynowe takie jak guanozyna czy inozyna,
ulegajg w petni odwracalnej transglikozylacji 1+ '9 wobec katalizatora lub wysokiej temperatury
(bez stosowania katalizatora). Kluczowym aspektem w procesie transglikozylacji jest migracja
podstawnika cukrowego w obrebie danej czasteczki. Jednak proces ten jest procesem
intermolekulamym oraz taficuchowym, do ktérego niezbedna jest obecno$¢ kationu cukrowego.
Jon tego typu moze powsta¢é w wyniku dysocjacji wigzania N-glikozydowego
w nukleozydzie pod wpltywem oddziatywania z katalizatorem kwasowym lub wysokiej
temperatury.

PostanowiliSmy wiec doktadniej sprawdzié, jak wyglada proces glikozylacji w serii
adeniny, wiedzac juz, ze w przypadku pochodnych 6-oksopurynowych mechanizm okazat
sie inny niz uwazano wczesniej. W doniesieniach literaturowych dotyczacych glikozylacji
adeniny mozna znalez¢ informacje, ze produktem Kkinetycznym jest 3- lub 7-regioizomer
nukleozydu. PostanowiliSmy wiec blizej przyjrze¢ sie temu zagadnieniu.

Niniejsza praca jest kontynuacjg badan proceséw migracji podstawnikdéw cukrowych
prowadzonych w Pracowni Chemii Nukleozydéw Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN

w Poznaniu. Dotyczy zagadnien zwigzanych z mechanizmem glikozylacji i transglikozylacji
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nukleozydow purynowych ze szczeg6lnym uwzglednieniem pochodnych adeninowych.

Gtownym celem pracy miatlo by¢ zweryfikowanie mechanizmu glikozylacji

i transglikozylacji pochodnych adeniny. Dla realizacji tego celu nalezato rozwigza¢ zasadnicze

zadania badawcze:

o1k W D e

Otrzymanie substratéw i zwigzkdw modelowych do dalszych badan.

Przeprowadzenie reakcji transglikozylacji zwigzkéw modelowych.

Wyizolowanie zwigzkow posrednich powstajacych w wyniku procesu izomeryzacji.
Badanie proceséw ubocznych zachodzacych podczas transglikozylacji.

Okreslenie  struktury otrzymanych produktdow metodami  spektroskopowymi
I rentgenograficznymi.

Badanie wptywu zastosowanych warunkdw reakcji (Srodowisko, grupy blokujace) na
powstawanie kinetycznych i termodynamicznych produktéw reakcji.
Zaproponowanie mechanizmu glikozylacji adeniny i jej pochodnych w zalezno$ci od

warunkow reakcyjnych.
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3.1. Wstep

W niniejszej pracy postanowiono zbada¢ mechanizm glikozylacji adeniny oraz
scharakteryzowa¢ powstajgce w wyniku reakcji produkty.
Mechanizm glikozylacji adeniny nie byt do tej pory dobrze poznany. Powszechnie

przyjety model tego procesu zaproponowany przez Watanabe, Hollenberga i Foxa™

na podstawie eksperymentalnych prac grupy Leonadra i Laursena™ oraz Shimizu i Myaki
zaklada nieodwracalng transglikozylacje 3->9. Wedtug autoréw tego mechanizmu proces
przebiega przez stadium 3,9-dipodstawionych zwigzkow posrednich, co jednak w Swietle badan
przeprowadzonych w naszej Pracowni nad mechanizmem transglikozylacji nukleozydéw
6-oksopurynowych wydaje sie mato prawdopodobne. Mechanizm glikozylacji/transglikozylacji
w przypadku 6-oksopuryn wyjasniony zostat przez Boryskiego”® i zaktada, ze tylko wolne pary
elektronowe atomow azotu N7 lub N9 zasady purynowej biorg udziat w ataku nukleofilowym.
Wynikiem tego jest powstanie mieszaniny 7- i 9-regioizomerow nukleozydu, a odwracalny
proces transglikozylacji 7- '9 zachodzi przez 7,9-dipodstawiong puryne.

Na tej podstawie postanowiono dokladniej przyjrze¢ sie procesowi syntezy adenozyny,
gdzie zaktadanym produktem kinetycznym glikozylacji jest N3-glikozyloadenina.

Wartym przypomnienia jest tez fakt, ze niezbednym elementem do inicjacji reakcji
glikozylacji jest wysoka temperatura lub katalizator typu kwasu Lewisa (HgBr2, ZnCli), lub
kwas protonujacy (HBr, /?-TsOH). Rolg tych czynnikdw jest wytworzenie kationu cukrowego,
ktory nastepnie moze ulec nukleofilowemu atakowi.

W literaturze znalez¢ mozna szereg doniesien o otrzymaniu Kinetycznych produktow
w glikozylacji adeniny. Jednym z pierwszych jest praca grupy Leonarda i Laursena** gdzie
ubocznym produktem w syntezie adenozyny byt N3-podstawiony nukleozyd. Natomiast grupa
Ishido™ donosita 0 otrzymaniu 7-podstawionych pochodnych adenozyny w wyniku rybozylacji
blokowanych pochodnych adeniny z komponentem cukrowym.

taczac powyzsze fakty postanowiono zweryfikowaé doniesienia literaturowe oraz

znalez¢ odpowiednig korelacje miedzy procesem glikozylacji a warunkami reakcji.
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3.2. Préby wyodrebnienia kinetycznych produktéw giikozylaciji

adeniny

3.2.1. Rybozylacja w warunkach silnie kwasowych

W cetu otrzymania kinetycznego produktu rybozylacji adeniny siegnieto do jednej
z najstarszych metod syntezy adenozyny, zaproponowanej przez Leonarda i Laursena*”, gdzie
produktem ubocznym reakcji byta 3-(2°,3’,5’-triacetylorybofuranozylo)adenina (izoadenozyna).

Synteza nukleozydu wedtug tej metody jest procesem dwuetapowym. W pierwszym
etapie 1,2,3,5-tetra-0-acetylo-(3-D-rybofuranoza (91) poddawana jest reakcji bromowania
w roztworze chlorku metylenu i 30% kwasu bromowego w kwasie octowym. W wyniku tego
otrzymywana jest 1-bromopochodna wyjSciowego cukru, a proces ten zachodzi iloSciowo.
Nastepnie po zageszczeniu, produkt ten poddaje sie reakcji kondensacji z nieblokowang adening
(194) w suchym acetonitrylu, co w efekcie prowadzi do otrzymywana mieszaniny 9- i 3-(tri-0-
acetylorybofuranozylo)adeniny (195, 196) (schemat 55) oraz nieprzereagowanych substratow.
Szacunkowa wydajnos¢ 9- i 3-regioizomeréw wedtug TLC wyniosta odpowiednio ok. 50%
i 10% po 19 godzinach. W celu usuniecia z mieszaniny nieprzereagowanej adeniny odparowano
rozpuszczalnik, a pozostatg suchg mase rozpuszczono w chloroformie i ekstrahowano zimnym
5% roztworem kwasnego weglanu sodu. Adenina przechodzi do warstwy wodnej. W celu
wyodrebnienia produktow reakcji (3- i 9-regioizomeréw adenozyny) stosowano dwa podejscia:
wytrgcanie lub rozdziat chromatograficzny.

o0 OAcC 1 HBrcHicooH AcO AcO
o CH.CI,

2 CHCN

AcO OAc AcO OAc AcO OAc
91 195 196

Schemat 55

Wytrgcanie izoadenozyny (196) prowadzono bezposrednio z roztworu po ekstrakcji
z kwasnym weglanem sodu. Warstwe chloroformowg pozostawiano na kilka godzin
w temperaturze 5°C, w wyniku czego 3-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenina wypadata
z roztworu w formie bezpostaciowego zelu, natomiast w rozworze pozostawat 9-izomer.
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Niestety w wyniku wytrgcania nie udato sie otrzymaé czystych regioizomeréw. Dopiero po
przeprowadzeniu Krystatizacji z gorgcego etanolu uzyskano chromatograficznie czysty 3-
nukleozyd z wydajnoscia 6,9%, natomiast zwigzku 195 nie udato sie oczySci¢ przez
krystalizacje, ze wzgledu najego sktonno$¢ do tworzenia oleju.

Podobne rezultaty otrzymano w wyniku rozdziatu chromatograficznego mieszaniny
reakcyjnej bezposrednio po usunieciu nieprzereagowanej adeniny przez ekstrakcje roztworem
kwasnego weglanu sodu. Po odparowaniu, warstwa organiczna (chloroformowa) rozdzielona
byta na kolumnie chromatograficznej, stosujac jako eluent mieszaning: chloroform-metanol.
Rozdziat prowadzono w gradiencie stezenia od 98:2 do 9:1. Po odparowaniu frakcji
zawierajacych zwigzek 196 uzyskano wydajnos¢ 7,83%, natomiast po Kkrystalizacji z etanolu
wydajno$¢ zmalata do 5,7%. W przypadku 9-izomeru uzyskana po rozdziale wydajnosc¢
wyniosta 17,2%.

Wykonane widmo 3-izomeru w ultrafiolecie (Xmax 283.0 nm, Amin 247.6 nm)
zdecydowanie réznito sie od widma 9-izomeru (Amax 259.2 nm, Xmin 227.2 nm), co stanowito
dowodd na inne podstawienie ryboza pierscienia purynowego. Takze widma 'H NMR obu
produktéw wykonane w DMSO-d¢ mocno sie réznig. W przypadku zwigzku 195 obserwowano
jeden ostry sygnat pochodzacy od dwdéch protondw grupy egzoaminowej (7.40 ppm), natomiast
zwigzek 196 posiadat dwa sygnaty pochodzace od protonow N®H (8.20 ppm i 8.35 ppm). Jednak
obserwowanie dwdch sygnatow moze by¢ wynikiem szybkiej tautomerii NOH- 'NIH. Ciekawe
informacje otrzymano takze po poréwnaniu widm weglowych obu zwigzkéw. W przypadku
widma 3-izomeru triacetyloadenozyny obserwowano zmiane zakresu sygnatow pochodzgcych
od atoméw C-8 (153.11 ppm) oraz C-2 (143.83 ppm) w stosunku do 9-(2’,3’,5’-tri-O-
acetylorybofuranozylo)adeniny: C-8 (140.04 ppm) i C-2 (152.8 ppm), co takze potwierdzato
inne podstawienie rybozg pierscienia adeninowego w obu przypadkach.

Przeprowadzona w analogicznych warunkach reakcja z zastosowaniem dtuzszego czasu,
prowadzi do zwiekszenia wydajnosci 9-regioizomeru adenozyny (195) w stosunku do
3-nukleozydu (196).

Takze podczas ogrzewania 3-adenozyny (196) w warunkach transglikozylacji, wobec
10% molowych kwasu p-toluenosulfonowego we wrzacym chlorobenzenie przez 2 godziny
otrzymano zwigzek 195 z okoto 10% wydajnoscig (wedtug TLC).

W wyniku przeprowadzonych eksperymentow potwierdzono fakt tworzenia sie
3- i 9-rybonukleozydow w reakcji 1-bromo pochodnej cukrowej z nieblokowang adening (194).
Mechanizm tworzenia 3-adenozyny powinien wiec by¢é zgodny z mechanizmem

zaproponowanym przez Watanabe, Hollenberga i Foxa™ i wygladac jak na schemacie 56.
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-HBr

Schemat 56

Podobny rezultat uzyskano w wyniku reakcji N”-izobutyryloadeniny (197) z pochodng
1-bromotriacetylorybozy, gdzie w wyniku przeprowadzonej kondensacji w acetonitrylu
(1 godzina, 45°C) otrzymano dwa gtdwne produkty. Analiza TLC wykazata, ze produkt
0 wyzszym Rf to N~-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenina (wedtug
chromatografii) (198), natomiast drugi zwigzek poruszat sie w kilku ukiadach
chromatograficznych (chloroform-metanol 9:1, chlorek metylenu-etanol 95:5) podobnie do N”-
izobutyrylo-I-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny (232), ktorej otrzymywanie opisano
w rozdziale 3.3.3. Oba zwigzki udato sie wyizolowac i podda¢ charakterystyce w ultrafiolecie.
Analiza widm UV potwierdzita, ze produkt o wyzszym Rfto 9-izomer (198) (Xmax 272.2 nm, Amin
231.0 nm), natomiast drugi zwigzek charakteryzowat sie widmem w ultrafiolecie o Xmax 295.2
nm, Xniin 253.2 nm, ktére réznito sie od 1-regioizomeru (232) (Xmax 313.2 nm, X-min 255.2 nm).
Zwiazek o nizszym Rf krystalizowano z metanolu, jednak jak sie okazato, w wyniku krystalizacji
uzyskano produkt posiadajacy widmo w ultrafiolecie o >max 283.2 nm oraz Xmin 247.6 nm, co
wykazato, ze otrzymano 3-(triacetylorybofuranozylo)adenine (Amax 283.4 nm, Amin 247.8 nm).
Tak wiec proba krystalizacji doprowadzita do usuniecia grupy izobutyrylowej z pozycji N,
strukture zwigzku potwierdzono przy pomocy 'H NMR. Widmo protonowego rezonansu
jadrowego byto identyczne z widmem 3-izomeru triacetyloadenozyny (196), posiadato
charakterystyczne sygnaty przy 8.20 ppm oraz 8.34 ppm pochodzace do protondw N"H. Schemat

syntezy zwigzku 198 i 199 oraz odblokowania 3-izomeru (196) przedstawiono na schemacie 57.
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Schemat 57

Obserwacje dotyczagce odblokowania grupy egzoaminowej potwierdzono tez
w eksperymencie, gdzie 3-izomer triacetyloadenozyny (196) poddano reakcji z bezwodnikiem
izobutyrylowym w  pirydynie otrzymujagc  N”-izobutyrylo-3-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybo-
furanozylo)adenine (199), co potwierdzono wykonujgc widmo UV (Amax 295.2 nm, Xmin 253.2
nm). Nastepnie zwigzek poddano dziataniu metanolu w temperaturze pokojowej przez noc
otrzymujac 3-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adening (196), co potwierdzono w TLC i UV
(X,max 283.2 nm, Xmin 247.6 nm).

Na podstawie przeprowadzonych badan zaproponowano mechanizm procesu
transglikozylacji 3-izomeru triacetyloadenozyny do 9-regioizomeru, ktory rézni sie od
mechanizmu 3->9 izomeryzacji przedstawionego przez Watanabe, Hollenberga i Foxa”
(schemat 5). Wedtug autorow proces ten przebiega przez stadium 3,9-diglikozyloadeniny
i wydaje sie on niezbyt poprawny ze wzgleddéw sterycznych. Obecno$¢ dwoch duzych
podstawnikéw cukrowych w tak bliskiej odlegto$ci wydaje sie by¢ mato prawdopodobne. Tak

wiec mechanizm izomeryzacji 39 moze wygladac jak przedstawiono na schemacie 58.
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Schemat 58

Proces ten wedtug zaproponowanego mechanizmu przebiega wedtug schematu 3->7->9
przez dwa zwigzki posrednie o strukturze dipodstawionej: 3,7-diglikozyloadenine (200) oraz
7,9-diglikozyloadeninge (202). W wyniku nukleofilowego ataku atomu N7 na atom CI kationu
cukrowego 3-nukleozydu (196) powstaje 3,7-dipodstawiona pochodna (200), ktéra ulega
dekompozycji do 7-podstawionego produktu (201), jednak zwigzek tego typu w tych warunkach
moze byC¢ nietrwaly, przez co nie obserwowano go podczas reakcji. Powstanie zwigzku
3,7-dipodstawionego jest bardziej prawdopodobne niz otrzymanie 3,9-dipodstawionego.
Nastepnie nukleofilowy atak atomu N9 zwigzku 201 na kation cukrowy (79), prowadzi do
powstania 7,9-dipodstawionej pochodnej adenozyny (202), ktdérej rozpad prowadzi do

otrzymania trwatego termodynamicznie 9-izomeru (195).
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3.2.2. Rybozylacja metoda stapiania

W dalszych badaniach podjeto takze préby syntezy 7-regioizomeru adenozyny. W celu
otrzymania takiego izomeru przeprowadzono reakcje kondensacji N”-blokowanej adeniny
wobec 2,4-dinitrofenolu (petnigcego role rozpuszczalnika oraz Kkatalizatora kwasowego)
z komponentem cukrowym.

Reakcje prowadzono w temperaturze 140-145°C (temperatura tazni olejowej), podczas
gdy temperatura topnienia 2,4-dinitrofenolu wynosi 108-112°C.

W wyniku kondensacji N*-benzoiloadeniny (109) z I-O-acetylo-2,3,5-tri-O-
benzoilorybofuranozag (203) otrzymano mieszanine dwoch produktow (schemat 59). Reakcja
kontrolowana byta chromatograficznie i zakonczono jg po 2 godzinach przez ochtodzenie,
w wyniku czego otrzymano statg, twardg mase. Analiza TLC pokazata, ze zwigzek o wyzszym
Rf porusza sie chromatograficznie jak N*,2’,3’,5’-tetrabenzoiloadenozyna. Substraty (203, 109)
nie przereagowaly ze sobg catkowicie. Krotki czas reakcji miat na celu wychwycenie wszystkich
powstajacych produktéw. Uzyskang twardg mase rozpuszczono w chloroformie, a nastepnie
ekstrahowano wodnym roztworem NaHCOa w celu pozbycia sie dinitrofenolu. Faze organiczng
suszono bezwodnym siarczanem sodu i odparowano, otrzymujac gesty olej, ktory rozdzielono na
kolumnie chromatograficznej, stosujac jako eluent faze toluen-etanol w gradiencie stezenia 95:5
do 6:1.

Analiza widm 'H NMR oraz UV potwierdzity, ze produkt w wyzszym Rf to 9-izomer
N~2’,3’,5’-tetrabenzoiloadenozyny (204) (wydajno$¢ 26,8%), natomiast widmo drugiego
zwigzku poruszajacego sie chromatograficznie wolniej posiadato dwuprotonowy sygnat przy
7.48 ppm charakterystyczny dla protonéw grupy egzoaminowej, ktdry pojawit sie w rejonie
sygnatdw pochodzacych od grup benzoilowych. W widmie protonowego rezonansu jadrowego
obserwowano takze sygnaty pochodzace tylko od trzech grup benzoilowych (15 protonow).
Struktura zwigzku scharakteryzowana zostata jako 2’,3’,5’-tri-0-benzoiloadenozyna (205), czyli
zwigzek bez grupy benzoilowej w pozycji N”; jego wydajno$¢ wyniosta 5,1%. Tak wiec
w tym przypadku nie zaobserwowano tworzenia sie kinetycznych produktow reakcji, jednak nie
wyklucza to ich powstawania. Nieodwracalna transglikozylacji 7->9 moze by¢ na tyle szybka

w warunkach reakcji (temperatura 140“C), ze produkty te moga by¢ niezauwazalne.
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HN*
I p-TsOH
chlorobenzen
R'0 OR'
91 R'= COCHS3 109 R = COCgHS 204 R" R = COCeHs 195 R' = COCH3
203 R' = COC6H5 197 R = COCH(CH3 110 R'= COCH3 R = COC6H5 205 R' = COC6H5

198 R' COCHs R = COCH(CHs3)2

Schemat 59

Podobne rezultaty uzyskano takze w reakcji N”-izobutyryloadeniny (197) z 1,2,3,5-tetra-
0-acetylo-P-D-rybofuranozg (91) wobec 2,4-dinitrofenolu w temperaturze 140°C, prowadzonej
przez 2 godziny, otrzymujac w jej wyniku dwa produkty. Zwigzki te wyizolowano
i scharakteryzowano jako: N"-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (198)
powstajaca z wydajnosciag 25% oraz 9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (195)
otrzymang z wydajnoscig 9,9%. Analogiczna reakcja przeprowadzona w nizszej temperaturze
(123"C) doprowadzita do powstania tylko zwigzku 198.

Natomiast w reakcji 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-P-D-rybofuranozy (91) z N”*-benzoiloadening
(109) wobec 2,4-dinitrofenolu otrzymany zostat tylko zwigzek 110. W tym przypadku nie
zaobserwowano odblokowania pozycji N*, nawet po 2 godzinach prowadzenia reakcji. Produkt
kondensacji nie byt izolowany, reakcje kontrolowano tylko chromatograficznie (TLC).

W kolejnym eksperymencie przeprowadzono prébe reakcji nieblokowanej adeniny (194)
z 1,2,3,5-tetra-O-acetylorybofuranozg (91) wobec 2,4-dinitrofenolu w 140°C. Jednak adenina
w tych warunkach nie ulegta rozpuszczeniu, otrzymano metng zawiesine. Nie obserwowano
powstawania zadnych produktow rybozylacji.

W serii reakcji w 2,4-dinitrofenolu nie zaobserwowano powstawania Kkinetycznych
7-podstawionych produktow reakcji. Wysoka temperatura w jakiej prowadzono rybozylacje
mogta wptyngé na szybkos¢ reakcji transglikozylacji 7->9, co doprowadzito do powstania tylko
9-nukleozydu. Proces izomeryzacji zachodzi wiec w tych warunkach z duzg szybkos$cig, co

uniemozliwito uzyskanie kinetycznych produktéw kondensaciji.
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3.2.3. Rybozylacja wobec kwasu p-toluenosuifonowego

Kolejnym etapem badan byto przeprowadzenie kondensacji adeniny lub jej pochodnej
z komponentem cukrowym wobec kwasu protonujgcego (p-TsOH).

Reakcje rybozylacji nieblokowanej adeniny prowadzono we wrzacym chlorobenzenie
wobec kwasu p-toluenosulfonowego jako katalizatora (schemat 60). W wyniku przeprowadzonej
kondensacji adeniny (194) z 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-P-D-rybofuranozg (91) obserwowano (TLC)
bardzo niskie przereagowanie substratow, ktore wynosito okoto 2% po 24 godzinach. Reakcja
przebiegta caty czas w fazie heterogennej, mimo stosowania wysokiej temperatury. Staba
rozpuszczalno$¢ adeniny zmusita nas do zastosowania grup blokujacych w pozycji zasady
heterocyklicznej, zwiekszajgcych jej rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych.

W pierwszym wariancie wybrano grupe benzoilowa. W celu otrzymania N”-benzoilowej
pochodnej adeniny stosowano dwie procedury benzoilowania adeniny: reakcje prowadzono
w pirydynie wobec chlorku benzoilu lub w samym bezwodniku benzoesowym bez stosowania
rozpuszczalnika. Druga procedura okazata sie bardziej wydajna (wydajnosci rzedu 87%) i mniej
pracochtonna.

W wyniku przeprowadzonej kondensacji N”-benzoiloadeniny (109) z 1,2,3,5-tetra-O-
acetylo-P-D-rybofuranozg (91) wobec p-TsOH we wrzagcym chlorobenzenie otrzymano
N”-benzoilo-9-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adening  (110) z wydajnoscia 24,3%.
Reakcja prowadzona byfa przez 22 godziny, a przereagowanie blokowanej adeniny wyniosto
50%. Jednak takze i w tym przypadku nie obserwowano powstawania kinetycznego produktu
reakcji. Produkt kondensacji krystalizowano z gorgcego 40% roztworu etanolu. Kolejnym
etapem byto usuniecie grup blokujgcych (0-acetylowych i N”-benzoilu), co osiggnieto przez
reakcje zwigzku 110 z wodnym roztworem amoniaku w metanolu. W wyniku odblokowania
otrzymano 9-adenozyne (1), co potwierdzono za pomocg widma UV (Amax 260.0 nm, Xmin 228.0

nm) oraz temperatury topnienia.
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AcO OAc
N ptson  AcCO
chlorobenzen MeOH
AcO  OAc AcO  OAc
91

109 R = COC6H5 110 R = COC6H5

197 R = COCH(CH3)2 198 R = COCH(CH3)2
206 R = COCHj 207 R = COCH3

194 R=H 195 R=H

Schemat 60

Podobng reakcje wykonano stosujagc N”-izobutyrylowag pochodng adeniny (197)
otrzymujac z 62% wydajnoscig N”-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine
(198), ktorej  strukture potwierdzono za pomocg NMR. Reakcje kontrolowano
chromatograficznie, obserwujac powstawanie takze niewielkich iloSci produktu o nizszym Rf
od zwiazku 198 , ktérego jednak nie udato sie wyizolowaé. Préba krystalizacji zwigzku 198 nie
powiodta sie.

Przeprowadzono takze reakcje kondensacji N”™-acetyloadeniny (206) z tetraacetylo-
rybofuranoza (91), ktdrg prowadzono przez 52 godziny. Jednak staba rozpuszczalnos¢ zwigzku
206 spowodowata powstanie w niewielkiej ilosci 9-pochodnej adenozyny (207), co widoczne
byto podczas kontroli chromatograficznej reakcji. Rf powstatego produktu byt identyczny ze
wzorcem tetraacetyloadenozyny (207).

Tak wiec w reakcji rybozylacji N~-acylowych pochodnych adeniny z uzyciem kwasu

p-toluenosulfonowego jako katalizatora nie udato si¢ zaobserwowac kinetycznych produktow.

69






3. Badania wiasne

3.2.4. Rybozylacja wobec kwasu Lewisa

Kolejnymi zaplanowanymi eksperymentami byly reakcje z zastosowaniem kwasoéw
Lewisa: SnCU i HgCL.

W wyniku przeprowadzonej kondensacji N”-benzoiloadeniny (109) z tetraacetylo-
rybofuranozg (91) we wrzacym chlorobenzenie wobec HgCL, otrzymano zawiesine, Ktdra do
konca reakcji nie ulegtg rozpuszczeniu. Przyczynito sie to do uzyskania bardzo niskiego stopnia
przereagowania, ktory po 20 godzinach wynosit ok. 1-2%. Analiza TLC pokazata, ze w wyniku
reakcji otrzymano tylko niewielkg ilos¢ zwiazku o identycznym Rfjak N”-benzoilo-9-(2’,3’,5’
tri-0-acetylorybofuranozylo)adenina (110).

Nastepnie do reakcji uzyto nieblokowanej adeniny (194) oraz komponentu cukrowego
91. Kondensacje prowadzono w suchym acetonitrylu i temperaturze pokojowej przez 96 godzin.
Jako Kkatalizatora uzyto tetrachlorku cyny, po ktérego dodaniu substraty catkowicie sie
rozpuscity. Analiza TLC wykazat powstawania tylko jednego produktu reakcji o takim samym
Rf jak 9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenina (195), ktérego wydajno$¢ po 25
godzinach wyniostg ok. 40% i nie ulegta zmianie az do konca reakcji. Mimo zastosowania
fagodnych warunkdéw reakcji nie zaobserwowano powstawania kinetycznych produktow reakcji.
Schemat przeprowadzonej reakcji oraz mechanizm dziatania katalizatora (SnCL), ktdry inicjuje

powstanie kationu cukrowego, przedstawiono na schemacie 61.

HN'

194 R=H 195 R=H
197 R = COCH(CH3)2 198 R = COCH(CH3)2

Schemat 61

Analogiczna reakcja kondensacji 91 z 194 przeprowadzona w temperaturze wrzenia
acetonitrylu przez 3 godziny, wobec SnCU doprowadzita do otrzymania 9-adenozyny (195)

z wydajnosci ok. 60% wedtug TLC.
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Natomiast w reakcji N”-izobutyryloadeniny (197) z komponentem cukrowym 91 we
wrzacym acetonitrylu wobec SnCU otrzymano N”-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybo-
furanozylo)adenineg z blisko 80% wydajnoscia.

Niestety poza termodynamicznym produktem reakcji, 9-podstawionym nukleozydem, nie
obserwowano powstawania innych zwigzkow. Mechanizm tego typu rybozylacji powinien
jednak najprawdopodobniej przebiega¢ wedlug schematu 7->9 transglikozylacji, gdzie
kinetycznym produktem powinien by¢ 7-nukleozyd. Jednak powstawanie takiego produktu nie
zostato potwierdzone eksperymentalnie.

Przeprowadzone eksperymenty potwierdzity wczesniejsze obserwacje Itoha i Mizuno™,
ktorzy w wyniku reakcji nieblokowanej adeniny (194) ze zwigzkiem 91 wobec SnCU

otrzymywali tylko 9-nukleozyd.
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3.2.5. Glikozylacja adeniny eterem (2-acetoksyetylo)acetoksymetylowym

W dalszych badaniach procesu glikozylacji postanowiono zastosowac inny komponent
cukrowy, pseudocukier. Jako prosty model wybrano eter (2-acetoksyetylo)acetoksymetylowy
(208), a reakcje prowadzono wobec kwasu protonujgcego (kwas p-toluenosulfonowy)
w chlorobenzenie.

Tak jak w innych reakcjach glikozylacji tak i w tym przypadku kluczowym etapem
catego procesu jest powstanie kationu pseudocukrowego (schemat 62), ktdry jest niezbedny
do zainicjowania kondensacji.

Oddziatywanie katalizatora z komponentem cukrowym (209), prowadzi do protonacji
tlenu karboksylowego, a nastepnie w wyniku eliminacji czasteczki kwasu octowego powstaje
karboksoniowy kation pseudocukrowy (210), ktéry moze ulec nukleofilowemu atakowi atomu
azotu zasady heterocykliczneyj.

foH
AcO AcO 0 Oi AcO o:N
- CH3COOH ’
209 210
Schemat 62

Reakcja glikozylacji adeniny (194) eterem 208 przebiegata w fazie heterogennej,
co spowodowane jest stabg rozpuszczalnoscig substratu. Do reakcji uzyto dwukrotnego nadmiaru
komponentu 208 w stosunku do adeniny, otrzymujac w jej wyniku mieszanine dwdch zwigzkow
(schemat 63), ktére obserwowano w TLC. Przereagowanie po 3 godzinach reakcji wyniosto
zaledwie okoto 45%. Nieprzereagowang adening odsgczono na lejku piankowym. Przesgcz
odparowano otrzymujac metny, biaty olej, ktéry rozdzielono na kolumnie chromatograficznej,
jako eluent stosujgc faze chloroform-metanol w gradiencie stezenia od 9:1 do 6:1. Po
wyizolowaniu obu zwigzkdéw wykonano widma H i C NMR. W wyniku ich analizy produkt
0 nizszym Rf zidentyfikowano jako 9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]adenine (211) powstajaca
z wydajnoscig 22,7%. Takze widmo UV wykonane w metanolu potwierdzito strukture zwigzku
(max 259.6 nm, Amin 226.2 nm), uzyskany ksztatt krzywej jest charakterystyczny dla
N9-podstawionych pochodnych adeniny np.: 9-(2°,3’,5’-tri-0-acetylofuranozylo)adeniny (“max
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259.2 nm, Xmin 227.0 nm). Acykliczny 9-nukleozyd krystalizowano z etanolu otrzymujac duze,

ptaskie krysztaty.

AcO o_ OAc _P-TsOH n

\/ “chlorobenzen  "'C'-
208 211
HN' 'NH
AcO AcO
Schemat 63

Natomiast zwigzek 0 wyzszym rf po wyizolowaniu krystalizowano z gorgcego etanolu
otrzymujac biate krysztaty. Poczatkowo wydawato sie, ze moze to by¢ produkt kinetyczny 3- lub
7-podstawiony, jednak zwigzki takie powinny porusza¢ sie chromatograficznie wolniej. Widmo
UV tego produktu (Amax 271.8 nm, Amin 229.2 nm), nie przypominato ksztattem widma zadnego
otrzymanego dotad zwigzku. Dalszych informacji dostarczyta dopiero analiza widm 'H, "*C
NMR, prowadzac do przypuszczenia, ze mamy do czynienia z symetryczng strukturg sktadajaca
sie z dwoch identycznych czesci potaczonych mostkiem metylenowym. O takiej budowie
Swiadczyta podwadjna integracja sygnatéw w analizowanych widmach rezonansu jadrowego poza
jednym przy 5.37 ppm. Po wnikliwej interpretacji widm NMR (*H-~C HMBC) oraz wykonaniu
analizy elementarnej i widm masowych strukture zwigzku scharakteryzowano jako 1,1-
metyleno-bis-N”, N”*-{9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]adenine} (212). Dimer ten powstaje z 1,25%
wydajnoscia.

Po scharakteryzowaniu struktury zwigzku zaproponowano mechanizm jego powstawania

(schemat 64).
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AcO
AcO
AcO
211
AcO
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217 WenT
-p-TsOH
AcO AcO
Schemat 64

Kluczowym elementem zaproponowanego mechanizmu jest istnienie w mieszaninie
reakcyjnej karboksoniowego kationu cukrowego (210), ktéry moze ulec nukleofilowemu
atakowi atomu azotu nieblokowanej grupy egzoaminowej, powstatego juz wczesniej
acyklicznego 9-nukleozydu (211). Poniewaz komponent pseudocukrowy uzyty jest w duzym
nadmiarze, kation cukrowy powinien wystepowac¢ w duzym stezeniu, dzieki czemu nukleofilowy
atak azotu z pozycji nie jest konkurencyjny do tworzenia 9-nukleozydu. Z powstatego
z przykaczenia kationu cukrowego zwigzku zostaje nastepnie oderwany proton przez znajdujgcy
sie w roztworze anion tosylowy, co prowadzi do otrzymania zwigzku 213. W wyniku
protonowania mostkowego tlenu w strukturze 214, rozerwaniu ulega wigzanie C-0, co prowadzi
do wytworzenia reaktywnej zasady Schiffa (215) ulegajgcej nukleofilowemu atakowi kolejnej
czasteczki 9-podstawionego nukleozydu (211). Prowadzi to do powstania struktury 217, z ktorej
w wyniku oderwania protonu przez jon tosylowy otrzymywana jest czasteczka dimeru (212) oraz
odtworzony zostaje katalizator (p-TsOH). Analogiczng dimeryzacje zaobserwowano juz
weczesniej w przypadku acyklonukleozydéw indazolowych

W przeprowadzonym eksperymencie nie zaobserwowano powstawania kinetycznego

produktu N7- lub N3-podstawionego. Wysoka temperatura, w ktorej prowadzono reakcje mogta
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powodowac szybkie przejscie produktu kinetycznego w trwaly termodynamiczny zwigzek
N9-podstawiony. Jednak istnienie kinetycznych produktow jest niezbedne do zajScia reakcji
i powstania 9-nukleozydu, poniewaz bezposrednia glikozylacja w pozycje N9 jest niemozliwa
z powodu zablokowania przez proton. Tak wiec nukleofilowy atak na kation cukrowy musi by¢
wyprowadzony z innego centrum nukleofilowego niz atom azotu N9. Pozostajg wiec pozycje
NI, N3 lub N7. Najbardziej prawdopodobny wydaje sie atak atomu azotu N7, poniewaz
tylko w tym przypadku nie zostaje zaburzona aromatyczna struktura elektronowa
w szesciocztonowym pierscieniu pirymidynowym. Proponowany mechanizm powstawania

9-podstawionego produktu w tej reakcji przedstawiono na schemacie 65.

AcO

AcO
- -TsOH

AcO
TsO

210 211
Schemat 65

W pierwszym etapie proponowanego mechanizmu nukleofilowy atak atomu N7 na
pozycje Cl kationu cukrowego, z réwnoczesnym oderwaniem protonu przez jon tosylowy,
prowadzi do powstawania zwigzku 218. Nastepnie w wyniku ataku nukleofilowego atomu azotu
N9 na kolejny kation cukrowy, wytworzony zostaje nietrwaty 7,9-dipodstawiony zwigzek (219),
ktérego dekompozycja prowadzi do otrzymania acyklicznego 9-nukleozydu (211) oraz
odtworzenia kationu cukrowego (210).

Na podstawie powyzszego eksperymentu postanowiono przeprowadzi¢ reakcje
N~-blokowanych pochodnych adeniny z eterem (2-acetoksyetylo)acetoksymetylowym wobec
p-TsOH w chlorobenzenie.

W wyniku reakcji N”~-benzoiloadeniny (109) ze zwigzkiem 208 w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika (temperatura tazni 154°C) prowadzonej przez 3 godziny uzyskano klarowny
roztwor. Analiza TLc wykazata, ze w wyniku kondensacji otrzymano dwa zwigzki 0 rf

wyzszych od substratu. Produkt o najwyzszym wspotczynniku rf powstawat z niewielka,
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Kilkuprocentowa wydajnoscig. Substraty uzyte do reakcji nie przereagowaty catkowicie
(przereagowato ok. 50% zwigzku 109). Mieszanine reakcyjng odparowano do sucha, a nastepnie
rozdzielono chromatograficznie na kolumnie, stosujgc jako eluent ukfad chloroform-metanol
w gradiencie stezenia. W wyniku rozdziatu otrzymano tylko zwigzek o nizszym Rf w formie
biatego osadu z wydajnoscig 62%, ktory nastepnie krystalizowano na goragco z 40% etanolu.
Zwiagzku o wyzszym rf nie udato sie wyizolowaé z powodu jego bardzo niskiej wydajnosci. Po
przeprowadzonej analizie krystalicznego produktu metodami spektroskopowymi (UV, 'H NMR)
strukture zwigzku scharakteryzowano jako N”-benzoilo-9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]adenine
220).

AcO p-TSOH

chlorobenzen *e AcO

109 R = COCeH5 220 R = COCeHs
197 R = COCH(CH3)2 221 R = COCH(CH3)2 222 R = COCH(CH3)2
Schemat 66

Natomiast w wyniku podobnej reakcji N”-izobutyrylowej pochodnej adeniny (197)
z komponentem pseudocukrowym otrzymano dwa produkty. Analiza TLC pokazata, ze zwigzek
0 nizszym rf porusza sie analogicznie jak N9-acyklopochodna adenozyny (221), produkt ten
powstaje z duzg wydajnoscig. Natomiast produkt o wyzszym rf powstaje z niewielka
wydajnoscig. Oba zwiazki udato sie wyizolowaé po przeprowadzeniu rozdziatu na kolumnie
chromatograficznej. Analiza widm UV oraz ‘H NMR zwigzku poruszajgcego sie
chromatograficznie  wolniej  potwierdzity jego strukture jako N”-izobutyrylo-9-[(2-
acetoksyetoksy)metylo]adenine (221) powstajaca z wydajnoscig 67%. Natomiast drugi zwigzek
scharakteryzowano po wnikliwej analizie widm UV, 'Hi *C NMR jako N”-izobutyrylo-9,N”-di-
[(2-acetoksyetoksy)metylo]adenine (222); powstaje on z wydajnoscia 0.8%.

W tym przypadku nie obserwowano tworzenia sie¢ dimeru jak miato to miejsce
w przypadku glikozylacji nieblokowanej adeniny. Przyczyng uniemozliwiajgca dimeryzacje jest
obecnos¢ drugiego podstawniku w pozycji N, ktory uniemozliwia przegrupowanie, prowadzace
do utworzenia podwojnego wigzania C=N, jak miato to miejsce w odpowiedniej zasadzie Schiffa
(schemat 64).
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3.2.6. Podsumowanie

W zadnym z przeprowadzonych eksperymentow we wrzacym chlorobenzenie wobec
kwasu protonujacego (p-TsOH) nie zaobserwowano powstawania kinetycznych produktéw (N7-,
N3- lub NI-podstawionych). Wyizolowane zostaty tylko termodynamiczne produkty reakcji, 9-
nukleozydy. Prawdopodobnie wysoka temperatura wplywa na szybkag transformacje
kinetycznych produktow w trwalsze N9-podstawione regioizomery. Natomiast powstawanie
dimeru (212) w reakcji kondensacji komponentu pseudocukrowego 208 z adening (194) czy tez
w przypadku N”-blokowanej adeniny zwigzku N~,N”-dipodstawionego 222 spowodowane moze

by¢ stosowaniem duzych nadmiaréw substratu 208.
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3. Badania wiasne

3.3. Badanie przebiegu reakcji rybozylacji adeniny metoda sililowg

3.3.1. Wstep

w rozdziale 1.2.3. niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad reakcjami syntezy
nukleozydébw metodg sililowa, ktéra znalazta zastosowanie zarbwno do otrzymywania
nukleozyddéw pirymidynowych””" jak i purynowych"”°””, W zaleznosci od uzytego
rozpuszczalnika, rodzaju zastosowanej zasady heterocyklicznej oraz katalizatora, w wyniku
reakcji otrzyma¢ mozna rézne N-podstawione nukleozydy. Mechanizm tych procesow
zaproponowany zostat przez Watanabe, Hollenberga i Foxa™ i wedtug autorow rybozylacja
puryny przebiega przez kinetyczne produkty 3- lub 7-podstawione pochodne w przypadku
nukleozyddéw 6-oksopurynowych. Natomiast Vorbriiggen i Hofle*® zaproponowali schemat
reakcji w przypadku pochodnych N”-benzoilowych adeniny, gdzie rybozylacja prowadzi¢ moze
do powstawania NI, N3 lub N7 regioizomeru adenozyny (schemat 25). Wedtug przewidywan
autorow, ktore jednak nie zostaty potwierdzone eksperymentalnie, mozliwe jest otrzymywanie
roznych kinetycznych produktéw, poniewaz w wyniku reakcji sililowania adeniny powstawac
moga rézne sililowe pochodne, ktére indywidualnie reaguja z kationem cukrowym, prowadzac
do otrzymania r6znych N-podstawionych izomeréw nukleozydu. Natomiast dtuzszy czas reakcji
prowadzi do powstania termodynamicznego produktu N9-podstawionego nukleozydu.

Sililowe pochodne zasad heterocyklicznych otrzymywane sg w tatwy sposéb przez
potraktowanie zasady heterocyklicznej odczynnikiem sililujgcym takim jak: trimetylochlorosilan
(TMSCI), heksametylodisilazan (HMDS) lub N,0-bis(trimetylosililo)acetamid (BSA). Grupy
sililowe stosowane w syntezie nukleozydow polepszajg rozpuszczalno$¢ zwigzku i sg takze tatwe
do usuniecia. Natomiast nizsza elektroujemno$¢ atomu krzemu w stosunku od atomu wegla
sprawia, ze grupy te sg podatne na atak nukleofilowy. Efekt indukcyjny wywotlywany przez
grupy metylowe podstawniku trimetylosililowego sprawiajg ze sililowana zasada
heterocykliczna staje sie lepszym nukleofilem.

Tak wiec na podstawie powyzszych faktéw postanowiono zbadaé przebieg reakcji

glikozylacji metoda sililowa adeniny oraz N*-blokowanych pochodnych adeniny.
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3.3.2. Reakcje rybozylacji nieblokowanej adeniny

Reakcja syntezy adenozyny z nieblokowanej adeniny i komponentu cukrowego
przeprowadzili Itoh i Mizuno™ w 1976 roku. Autorzy do kondensacji wykorzystali metode
sililowg stosujac jako Kkatalizator tetrachlorek cyny, otrzymujac w jej wyniku 7- i1 9-
regioizomery adenozyny.

PostanowiliSmy wiec sprawdzi¢ poprawnos$¢ uzyskanych wczeSniej  wynikdw
przeprowadzajgc reakcje syntezy nukleozydu z zastosowaniem nastepujgcych czynnikéw
sililujgcych:  N,0-bis(trimetylosililo)acetamid (BSA) oraz heksametylodisilazan (HMDS).
Natomiast jako katalizator zastosowano ester trimetylosililowy kwasu trifluorometano-
sulfonowego (TMSOTHT)-

W celu syntezy 7-izomeru adenozyny przeprowadzono reakcje sililowania adeniny (194)
w bezwodnym acetonitrylu stosujgc jako odczynnik sililujgcy BSA, w wyniku czego substrat
194 ulegt catkowitemu rozpuszczeniu. Nastepnie do uzyskanej mieszaniny dodano 1,2,3,5-tetra-
0-P-D-rybofuranozy (91) i TMSOTf. Komponent cukrowy 91 rozpuscit sie catkowicie po kilku
minutach; otrzymano klarowny roztwor. Reakcje kondensacji prowadzono w temperaturze 70°C
przez 21 godzin. Analiza TLC pokazata tworzenie sie¢ z niewielkg wydajnoscig dwdch
produktéw. Przereagowanie substratu byto stosunkowo niskie i wynosito okoto 20-30%.
Zwigzek o wyzszym Rf poruszat sie chromatograficznie jak triacetyloadenozyna (195), natomiast
plamka o nizszym Rf skfadata sie prawdopodobnie z dwdch innych produktow. Mieszanine
reakcyjng odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie poddano rozdziatowi
na kolumnie chromatograficznej, otrzymujac zwigzek 195 z wydajnoscig 18.6%. Zwigzek ten
posiadat widmo UV o Amax=258.8 nm i An,in=227.4 nm, co potwierdzito strukture produktu jako
9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adening. Natomiast zwigzek o nizszym Rf ulegt
catkowitemu rozpadowi, co uniemozliwito jego charakterystyke.

W celu zwiekszenia wydajnosci reakcji syntezy nukleozydu, postanowiono zastosowaé
inng procedure sililowania. W tym celu adenine (194) poddano bezposrednio reakcji
z heksametylodisilazanem, w atmosferze argonu wobec siarczanu (VI) amonu w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika. W wyniku reakcji substrat 194 rozpuscit sie catkowicie. Nastepnie
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujac biaty, gesty osad, ktdry
rozpuszczono w suchym acetonitrylu i w atmosferze argonu dodano tetraacetylorybofuranoze
(91) oraz katalizator (TMSOTTf). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 80

minut. Analiza TLC mieszaniny reakcyjnej pokazata tworzenie sie dwdch gtdwnych produktéw
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poruszajacych sie chromatograficznie szybciej od 194. Zwitek o wyzszym Rf poruszat sie
chromatograficznie jak triacetyloadenozyna (195) i powstawat z wydajnoscig ok. 5-10%,
natomiast zwigzek o Rf nieco wyzszym od substratu 194 powstawat z szacunkowg wydajnoscig
ok. 30-40%. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem
otrzymujgc  bialg piane, ktdérg poddano wstepnemu oczyszczeniu na kolumnie
chromatograficznej stosujac jako eluent uktad chloroform-metanol 5:1. Umozliwito to usuniecie
nieprzereagowanych substratow (194, 91) oraz kilku produktow reakcji powstajgcych
z niewielka wydajnoscig (1-3%). Frakcje zawierajace oba gtowne produkty potgczono razem
i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie poddano rozdziatowi na kolumnie
chromatograficznej stosujgc jako eluent chloroform-metanol w gradiencie stezenia 95:5  9:1.
W wyniku rozdzialu otrzymano 9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (195)
z wydajnoscig 5.3%. Strukture zwigzku potwierdzono wykonujgc widmo UV (Xmax= 259.4 nm,
Xmin- 226.6 nm). Natomiast produkt o nizszym Rf posiadat widmo w ultrafiolecie o Amax= 274.4
nm i Amin=232.2 nm. Po wnikliwej analizie widm "Hi ""C NMR zwiazek ten scharakteryzowano
jako 7-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (224). Widmo weglowe tego produktu
posiadato sygnat pochodzacy od wegla C-5 przy 110.20 ppm, charakterystyczny dla N7-
podstawionych pochodnych puryn. Znajac strukture zwiazku obliczono jego wydajnos¢, ktora
wyniosta 35.7%. Synteze obu regioizomerow (195, 224) przedstawiono na schemacie 67.

223

Schemat 67
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Nastepnie zwigzek 224 rozpuszczono w metanolu i poddano reakcji z 25% wodnym
roztworem amoniaku. Usuniecie grup acetylowych prowadzono przez 30 minut w temperaturze
pokojowej. Analiza TLC wykazata tworzenie sie gtdéwnego produktu o nizszym Rf od substratu
(chloroform-metanol 4:1, izopropanol-amoniak-woda 7:1:2) powstajagcego z okoto 80-90%
wydajnoscia. Nastepnie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujac
bialy osad, ktéry mieszano w roztworze chloroform-metanol 95:5 przez | godzine w celu
usuniecia ubocznych produktow odblokowania. Produkt krystalizowano z metanolu, otrzymujac
drobnokrystaliczny osad, ktéry poddano charakterystyce spektroskopowej (UV, NMR) oraz
analizie rentgenograficznej. Analiza widm NMR pozwolita na potwierdzenie struktury zwigzku
jako 7-adenozyny (4). Widmo “C NMR posiadato charakterystyczny sygnat przy 110.05 ppm
pochodzace od wegla C5. Takze badania rentgenograficzne potwierdzity, ze otrzymany zwigzek
to 7-rybofliranozyloadenina (4). Przestrzenng strukture otrzymanego zwigzku przedstawiono na

rysunku 1 (rzut wzdtuz wigzania C3’-C4’).

Rysunek 1

W wyniku analizy krystalograficznej zwigzek 4 zaklasyfikowano do grupy przestrzennej
P 2|,2i,2, gdzie w komdrce elementarnej znajduje sie jedna czasteczka zwigzku 4. Na
podstawnie katoéw torsyjnych: (Vo) C4’-04’-CI’-C2’ (-41.22°), (v,) 04’-CI’-C2’-C3’ (49.52°),
(v2) Cr-C2’-C3’-C4’ (-37.42°), (v3) C2’-C3’-C4’-04" (14.94°), (va) C3’-C4’-04’-CU (16.32°),
obliczono kat fazowy pseudorotacji P=141.38°, z czego wynika, ze pierscien rybozy znajduje sie
w konformacji T, czyli C2’-endo-CU-egzo. Szczegdtowe dane analizy krystalograficznej

zostaty przedstawione w czesci eksperymentalnej.
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3.3.2.1. Reakcja 7-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny w warunkach
transglikozylacji

Chcac potwierdzi¢ teze, ze 7-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenina (224) jest
kinetycznym produktem reakcji syntezy 9-nukleozydu, przeprowadzono izomeryzacje zwigzku
224 w bezwodnym chlorobenzenie wobec 10% molowych kwasu p-toluenosulfonowego jako
katalizatora (schemat 68). Reakcje prowadzono przez 20 godzin, ogrzewajac mieszaning do
temperatury wrzenia rozpuszczalnika. Analiza TLC (chloroform-metanol 9:1, toluen-etanol 4:1)
wykazata, ze juz po 2,5 godziny nastapita konwersja zwigzku 224 z wydajnoscig 50% do
triacetyloadenozyny (195), natomiast po 20 godzinach w mieszaninie reakcyjnej obserwowano

juz tyko zwigzek 195; 7-regioizomer ulegt catkowitej izomeryzacji do 9-nukleozydu.

refux, 20godz

Schemat 68

Przeprowadzona reakcja pozwolita potwierdzi¢, ze zwigzek 224 ulega izomeryzacji do
odpowiedniego 9-nukleozydu (195), ktory jest termodynamicznie bardziej uprzywilejowany.
Wykazano wiec, ze 7-izomer triacetyloadenozyny jest Kkinetycznym produktem reakcji
przeprowadzonej metodg sililowg a obserwowany proces ma charakter nieodwracalnej 7—>9

transglikozylacji.
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3.3.2.2. Mechanizm reakcji glikozylacji nieblokowanej adeniny

Na podstawie przeprowadzonych badan reakcji rybozylacji nieblokowanej adeniny (194)
zaproponowano mechanizm jej glikozylacji z wytworzeniem kinetycznego N7-podstawionego
nukleozydu oraz jego izomeryzacje do termodynamicznie trwatego 9-nukleozydu. Mechanizm

tego procesu moze wiec wygladac jak przedstawiony na schemacie 69.
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227 195

Schemat 69

Proces syntezy 9-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny (195) metodg sililowg
mozna podzieli¢ na kilka etapow. Pierwszym i kluczowym etapem jest wytworzenie 1,2-
acyloksoniowego kationu cukrowego (79) w wyniku reakcji tetraacetylorybofuranozy (91)
z estrem trimetylosililowym kwasu trifluorometanosulfonowego. Powstaty kation 79 ulega
nastepnie nukleofilowemu atakowi atomu N7 sililowej pochodnej adeniny (223)
z roéwnoczesnym usunieciem grupy sililowej z pozycji N9 przez reszte kwasu

trifluorometanosulfonowego, w wyniku czego powstaje N”~-sililowa pochodna 7-(triacetylorybo-
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furanozylo)adeniny (225) oraz odtworzona zostaje czasteczka katalizatora (TMSOTT). Atak
bezposrednio z pozycji N9 jest niemozliwy, poniewaz w zwigzku 223 w tej pozycji znajduje sie
grupa trimetylosililowa, uniemozliwiajgca wyprowadzenie nukleofilowego ataku na atom CI
kationu cukrowego 79. W kolejnym etapie, w wyniku ataku pary elektronowej atomu N9
zwigzku 225 na kation cukrowy 79, otrzymana zostaje 7,9-diglikozylowa pochodna adeniny 226,
ktérej rozpad prowadzi do otrzymania sililowej pochodnej triacetyloadenozyny (227) oraz
odtworzenia kationu cukrowego 79. Nastepnie przez usuniecie grupy sililowej z pozycji N*
otrzymana zostaje triacetyloadenozyna 195.

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji reakcji izomeryzacji 7-(triacetylorybo-
fiiranozylo)adeniny (224) do 9-nukleozydu (195) w warunkach transglikozylacji (10%
molowychp-TsOH, wrzacy chlorobenzen) zaproponowano takze mechanizm 7.9 izomeryzacji,

zachodzacej wobec kwasu protonujgcego.
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Schemat 70

W tym przypadku donorem kationu cukrowego jest sam 7-nukleozyd (224). W wyniku
protonowania atomu N9 nastepuje rozerwanie wigzania N7-glikozydowego z powstaniem
adeniny (194) oraz kationu 79. Oczywiscie mozliwa jest ponowna kondensacja obu
komponentow z odtworzeniem wyjsciowego 7-nukleozydu, jednak proces rearanzacji wigzania
N7-glikozydowego mozna uzna¢ za mato znaczacy, poniewaz rOwnowaga reakcji rozpadu
Kinetycznego produktu oraz syntezy termodynamicznego powinna by¢ przesunieta w kierunku

tworzenia trwalszego nukleozydu. Powstaty 1,2-acyloksoniowy kation cukrowy (79) atakowany
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jest nastepnie przez pare elektronowg atomu N9 czasteczki  7-(2’,3’,5’-tri-O-
acetylorybofuranozylojadeniny (224), wynikiem czego jest otrzymanie zwigzku o strukturze
7,9-dipodstawionej adeniny (229). Rozpad zwitku 229 prowadzi do otrzymania
triacetyloadenozyny (195) oraz odtworzenia kationu 79, ktéry moze uczestniczy¢ w dalszej
reakcji izomeryzacji, ulegajac nukleofilowemu atakowi kolejnej czasteczki 7-nukleozydu (224).

Badanie procesu izomeryzacji 7-nukleozydu (224) pokazato wiec, ze zwigzek ten jest
rzeczywiscie kinetycznym produktem reakcji prowadzonej metoda sililowg z zastosowaniem
N~-nieblokowanej adeniny. Transglikozylacja ta ma charakter nieodwracalny i zachodzi wedtug
schematu 7->9 izomeryzacji przez produkt posredni o strukturze 7,9-dirybozyloadeniny.
Koncowym rezultatem tego procesu jest otrzymanie trwatego termodynamicznie zwigzku,
9-nukleozydu 195.
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3.3.3. Reakcje rybozylacji N-acylowanych pochodnych adeniny

Badanie procesu rybozylacji N”*-acyloanwych pochodnych adeniny prowadzono dwoma
metodami stosujac jako odczynnik sililujgcy BSA w acetonitrylu lub HMDS, ktéry stanowit
takze rozpuszczalnik. Do reakcji kondensacji uzyto pochodnych adeniny z grupami blokujgcymi
w pozycji  takimi jak: acetyl, benzoil lub izobutyryl.

W pierwszym eksperymencie przeprowadzono rybozylacje N”-izobutyryloadeniny (197)
w warunkach sililujgcych. Bezwodng mieszanine tej pochodnej adeniny i 1,2,3,5-tetra-O-
acetylorybofuranozy (91) w acetonitrylu potraktowano BSA. Reakcje prowadzono w atmosferze
argonu w temperaturze 75°C do otrzymania klarownego roztworu (30 minut). Nastepnie dodano
katalizator, ester trimetylosililowy kwasu trifluorometanosulfonowego (TMSOTT) i reakcje
prowadzono dalej w tej samej temperaturze. Analiza TLC wykonana w ukiadzie
chromatograficznym chloroform-metanol 9:1 pokazata, ze w wyniku kondensacji otrzymano trzy
produkty o wspotczynnikach Rf wyzszych od substratu (R{=0.80, 0.70, 0.54). Szacunkowy
stopien przereagowania substratu wedtug TLC wynidst okoto 60%. Zwigzek o Rf*0.70 poruszat
sie chromatograficznie identycznie jak N™-izobutyrylo-9-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)-
adenina (198). Reakcje zakorniczono po trzech godzinach ochtadzajgc mieszaning do temperatury
pokojowej, dodajgc chlorku metylenu i ekstrahujgc nasyconym roztworem kwasnego weglanu
sodu. Osuszong nad bezwodnym siarczanem sodu i odparowang pod zmniejszonym ci$nieniem
mieszaning reakcyjng rozdzielano nastepnie za pomocg chromatografii kolumnowej, jaiko eluent
stosujgc uktad chloroform-acetonitryl w gradiencie stezenia 2.1 —1 1:1. Wszystkie trzy produkty
reakcji wyizolowano i poddano charakterystyce za pomocg metod spektroskopowych (UV,
NMR). Zwigzek o najnizszym Rf charakteryzowat sie widmem w ultrafiolecie o Xmax 313.2 nm
i Amin 255.2 nm, produkt o Rf=0.70 miat widmo o Amax 272.4 nm i Amin 233.6 nm, odpowiadajace
N*-izobutyrylowej pochodnej triacetyloadenozyny (198), natomiast zwiazek o najwyzszym Rf
wykazywat Xmax przy 293.8 nm oraz Amin 240.4 nm.

Dalszych danych strukturalnych dostarczyty widma 'H i '"C NMR, ktdére wykazaty ze
w przypadku wszystkich produktéw wystepujg sygnaty pochodzace zaréwno od czesci cukrowej
jak i zasady heterocyklicznej. W przypadku zwigzku o najnizszym Rf w widmie protonowym
wykonanym w DMSO-de zaobserwowano zanik sygnatu w stosunku do substratu (197) przy
11.15 ppm, charakterystycznego dla protonu znajdujgcego sie przy atomie azotu N*. Widoczny
byt tez bardzo szeroki sygnat 12.36 - 13.13 ppm pochodzacy najprawdopodobniej od protonu

w pozycji N9. Nie jest jednak wykluczone, ze powstanie tak szerokiego sygnatu spowodowane
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jest szybka tautomerig N7-H- ‘N9-H. Takze sygnaty pochodzace od protonéw H-2, H-8 oraz
CI’-H byly szerokie. Dopiero wykonanie widma w cocis pozwolito na uzyskanie ostrych,
wyraznych sygnatdw zarowno w przypadku protonowego jak i weglowego rezonansu
jadrowego. Jednak nie wystarczytlo to na jednoznaczne okreslenie pozycji podstawienia
pierscienia adeniny ryboza. Wykonano wiec dodatkowo widma dwuwymiarowe (‘H-C HMBC
i MSQC, HMBC, 'H-'H COSY) oraz NOE, na ktorych podstawie okreslono strukture
zwigzku jako N”-izobutyrylo-1-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adening (231). Analiza
widm 'H NMR wykazata, ze najprawdopodobniej podstawieniu ulegt pierscien pirymidynowy,
a nie imidazolowy, na co wskazywat sygnat przy 12.94 ppm charakterystyczny dla protonu
znajdujacego sie w pozycji N9. Nie obserwowano natomiast sygnatu pochodzacego od protonu
N”-H, co jest wynikiem powstania ugrupowani iminowego. Na podstawie widm korelacyjnych
\C, 'H HMQC przypisano poszczegolnym protonom powigzane z nimi bezposrednio atomy
wegla.

Dowodem potwierdzajgcym podstawienie zasady heterocyklicznej w pozycji NI rybozg
byty widma NOE, za pomocg ktérych wykazano, ze w poblizu protonu I’-H znajduja sie: grupy
metylowe pochodzace od grupy izobutyrylowej w pozycji N oraz protony 2-H i 2’-H. Natomiast
w bliskiej odlegtosci od protonu w pozycji N9 lub N7 (dokfadnego potozenia protonu nie udato
sie ustali¢) znajduje sie proton 8-H, analogicznie naswietlenie charakterystyczng czestotliwosciag
protonu 8-H (8.13 ppm) wykazato blisko$¢ protonu N9-H/N7-H (12.49 ppm). Selektywne
naswietlenie protonu 2-H (8.82 ppm) pokazato wzmocnienie sygnatdw pochodzacych od
protonéw rybozy. Widma te jednoznacznie potwierdzity podstawienie pierscienia adeniny
ryboza w pozycji N1

Dzieki poznaniu struktury zwigzku stato sie mozliwe obliczenie wydajnosci powstatego
N1-podstawionego rybozg produktu (231), ktéra wyniosta 32.5%. Zwigzek ten nastepnie
krystalizowano z 40% roztworu etanolu, otrzymujac drobnokrystaliczny osad.

Analiza widm spektroskopowych (UV, 'Hi "C NMR) zwigzku 0 rf=0.70 poruszajgcego
sie chromatograficznie jak N”"-izobutyrylo-9-(2°,3’,5’-0-acetylorybofuranozylo)adenina (198)
potwierdzita jego strukture jako 9-nukleozydu (198). Uzyskane widma byly identyczne
z widmami zwigzku otrzymanego w wyniku reakcji N”~-izobutyryloadeniny (197) z tetraacetylo-
rybofuranoza (91) wobec kwasu p-TsOH (rozdziat 3.2.3.). Obliczona wydajno$¢ syntezy
zwigzku 198 wyniosta 10%.

Natomiast w przypadku zwigzku o najwyzszym rf okreSlenie struktury okazato sie
bardziej skomplikowane. Wykonane widma 'H i ""C NMR sygnalizowaty, ze zwigzek posiada w
swojej strukturze dwie reszty cukrowe. Pewnych informacji dostarczyty takze widma
protonowego rezonansu jadrowego, z ktérych wynikato, ze zwiazek nie posiada protonu N9-H
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co Swiadczy o podstawieniu rybozg w pozycji N9, nie obserwowano takze sygnatu od protonu
NA-H.

Szczegotowe dane strukturalne otrzymano po wykonaniu widm HMBC oraz
TOSCY. Analiza widm TOCSY, gdzie obserwowano korelacje wszystkich protonéw nalezacych
do jednego ukiadu spinowego, pozwolita na wyodrebnienie poszczegélnych sygnatéw
pochodzacych od jednej jak i drugiej rybozy. Natomiast na podstawie widm HMBC oraz
NOE ustalono, ze zasada podstawiona jest w pozycji N9 oraz NI. Zatem otrzymany produkt
jest zwigzkiem o strukturze N”-izobutyrylo-1,9-bis-(2°,3’,5’-tri-0-acetyloryboforanozylo)-
adeniny. Znajac mase zwigzku (232) obliczono procentowg wydajno$¢ jego otrzymywania, ktora
wyniosta 5%.

Tak wiec udato sie wyizolowa¢ dwa powstajace w wyniku reakcji regioizomery
adenozyny oraz zwigzek 1,9-dipodstawiony, ktory byt przewidywanym zwigzkiem posrednim
w procesie transglikozylacji 1->9.

Synteze obu regiomerow (231, 198) oraz zwigzku 1,9-podstawionego (232)
przedstawiono na schemacie 71.

Schemat 71

Omawiajac szczegdtowo strukture kinetycznego produktu rybozylacji, 1-regioizomeru
adenozyny (231) nalezy dodac, ze metodami NMR nie udato sie ostatecznie ustali¢ potozenia
protonu N-H w pierscieniu imidazolowym. Widmo 'H NMR wykonane w DMSO-d& moze
sugerowa¢, ze w tym rozpuszczalniku mamy do czynienia z mieszaning tautomeréw N9-H

(231a) i N7-H (231b).

88






3. Badania wiasne

Schemat 72

Przesuniecie chemiczne tego protonu 6 = 12.36-13.13 ppm wyklucza raczej tautomer
NA-H, ktory wystepuje przy nizszych czestosciach, np. proton N*-H w zwigzku 198 ma
przesuniecie chemiczne 10.73 ppm. Do podobnych wnioskdw moze prowadzi¢ analiza widm
w ultrafiolecie. Widmo zwigzku 231 rozni sie bowiem wyraznie od widma 1,9-dipodstawionej
pochodnej 232, jak to przedstawiono juz wczesniej. Fakty te Swiadcza, ze zwigzek 231 moze
wystepowaé w roztworze jako tautomer N7H (231b), albo jako mieszanina tautomeréw (23la
1 231b).

W wyniku analogicznej reakcji kondensacji N”~-izobutyryloadeniny (197) z komponentem
cukrowym 91 wobec BSA i TMSOTT prowadzonej przez 4 godziny, w temperaturze 70°C
otrzymano takze mieszanine trzech zwigzkéw (198, 231 i 232). Jednak ich wydajnosci byty
rozne w stosunku do poprzedniej reakcji: zwigzek 231 wyizolowano z wydajnoscig 16.3%,
9-regioizomer (198) z wydajnoscig 23.1%, natomiast produkt 1,9-dipodstawiony (232)
z wydajnoscia 7.6%.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze prowadzenie reakcji przez dtuzszy czas powoduje
zwiekszenie wydajnosci  9-podstawionego zwigzku (198), natomiast wydajnos¢ syntezy
1-regioizomeru (232) ulega zmniejszeniu, co moze $wiadczy¢ o kinetycznym charakterze tego
zwigzku oraz o tendencji do przechodzenia w trwalszy 9-nukleozyd.

W Kkolejnym etapie badan przeprowadzono synteze nukleozydu metodg sililowa
z zastosowaniem HMDS. N”-izobutyryloadening (197) rozpuszczono w HMDS wobec
katalitycznych ilosci siarczanu (VI) amonu w temperaturze 135°C i atmosferze argonu.
Otrzymany klarowny roztwor odparowano do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem,
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu i dodano 1,2,3,5-tetra-O-acetylorybofuranozy (91)
oraz TMSOTT jako Kkatalizatora. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez
2 godziny. Analiza TLC przeprowadzona w fazie chloroform-metanol 9:1 pokazata fakt
powstawania trzech zwigzkéw o Rf=0.8f, 0.7, 0.58, takich samych jak w poprzednich
eksperymentach. Gtowny produkt o Rf=0.7 powstawat z szacunkowa wydajnoscig okoto 30%

natomiast pozostate dwa produkty z wydajnoscig po okoto 5%. Mieszanine reakcyjng po
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odparowaniu pod zmniejszony cisnieniem poddano rozdziatowi z wykorzystaniem
chromatografii kolumnowej, jako eluent stosujac faze chloroform-acetonitryl 2:1 -> 1:1.
Produktu o najnizszym Rf nie udato sie wyizolowaé, natomiast pozostate dwa zwigzki po
wyizolowaniu poddano charakterystyce UV i 'H NMR. Analiza widm potwierdzita, ze
wyizolowane zwigzki to: N”-izobutyrylo-1,9-bis-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenina
(232) powstajgca z  wydajnoscia  4.3% oraz  N”-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-
acetylorybofuranozylo)-adenina (198) otrzymana z wydajnos$cig 21%.

Na podstawie przeprowadzonych badan reakcji syntezy nukleozydéw metodg sililowsa,
mozna wyciggna¢ wniosek, ze zwigzek 231 jest kinetycznym produktem reakcji przechodzacym
w termodynamicznie trwaty N9-nukleozyd 198, a proces 179 transglikozylacji zachodzi przez
zwigzek 1,9-dipodstawiony 232. Jednak potwierdzenie tych zatozen wymagato dalszych badan,
ktdre opisano w kolejnych rozdziatach.

Nastepnie przeprowadzono prébe glikozylacji N”-benzoiloadeniny (109), jako czynnik
sililujgcy zastosowano BSA w suchym acetonitrylu i atmosferze argonu, a jako katalizator uzyto
TMSOTTf (3.5 godziny, 60°C). Analiza TLC pokazata tworzenie sie dwoch gtéwnych produktow
reakcji. Zwigzek o wyzszym Rf poruszat sie analogicznie jak N”-benzoilo-9-(2’,3’,5’-tri-0-
acetylorybofuranozylo)adenina (110) w uktadzie chloroform-metanol 9:1 oraz toluen-etanol 4:1
i powstawat z szacowang wydajnoscig okoto 10%. Natomiast produkt o nieco wyzszym Rf od
substratu powstawat z wydajnoscig okoto 30-40%. Przereagowanie N”-benzoiloadeniny (109)
wyniosto okoto 50%. Reakcje zakonczono przez ochtodzenie, dodanie chlorku metylenu
i ekstrahowano kwasnym weglanem sodu. Po wysuszeniu bezwodnym siarczanem warstwy
organicznej i odparowaniu pod zmniejszonym cis$nieniem przeprowadzono rozdziat mieszaniny
reakcyjnej na kolumnie chromatograficznej stosujgc jako eluent faze chloroform-metanol
w gradiencie stezenia 98:2 -> 9:1. W wyniku rozdziatu odzyskano 62.2% nieprzereagowanej
N”-benzoiloadeniny (109), wyizolowano N”-benzoilo-9-(2’°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)-
adenine (110) z wydajnoscig 7.9% oraz zwiazek o nizszym Rf. Analiza spektroskopowa (UV, 'H
i C NMR) potwierdzita fakt otrzymania 9-podstawionego nukleozydu (110), pozwolita takze
na scharakteryzowanie struktury drugiego zwigzku jako N”-benzoilo-I-(2’,3’,5’-tri-0-
acetylorybofuranozylo)adenine (236), ktérej wydajno$¢ syntezy wyniosta 30.2%. Otrzymane
widma 'H NMR obu zwigzkéw byty podobne do odpowiednich widm pochodnych w serii
izobutyrylowej. Widmo protonowego rezonansu jadrowego produktu 236 takze i w tym
przypadku wykonane w DMSO-de posiadato niewyrazne, rozmyte sygnaty pochodzace
od protonbw N-H, 8-H, 2-H oraz CI’-H. Dopiero zmiana rozpuszczalnika na CDCI3
spowodowata wyostrzenie tych sygnatéw, dzieki czemu jednoznacznie potwierdzono, ze mamy

do czynienia ze zwigzkiem podstawionym w pozycji NI rybozag. W widmie wystepowat
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charakterystyczny sygnat wystepujacy przy 12.65 ppm pochodzacy od protonu w pozycji N9-H
lub N7-H (doktadnej pozycji proton nie udato sie ustali¢). Natomiast w przypadku zwigzku 110
wystepowat sygnat charakterystyczny dla protonu w pozycji N*-H (10.73 ppm).

Analogiczna reakcja prowadzona przez 66 godzin doprowadzita do 90% przereagowania
zwigzku 236 i powstania z duzg wydajnoscig 9-regioizomeru adenozyny (110). Proces syntezy

1- i 9-podstawionych produktéw przedstawiono na schemacie 73.

HN'
Ac0O-~OoAC
HN
AcOgi OAc
TMSOTTf, 75°C. 3.5 godz
H

R = COCH3 206 R = CoCHs 233 R =COCH3 207
R = COC6H5 109 R = COCeHj 234 R = COCeH, 110

R =COCH3 235
R = COC6Hs 236

Schemat 73

Kolejny eksperyment wykonano z zastosowaniem grupy acetylowej w pozycji N7
adeniny. Reakcje wykonano podobnie jak z przypadku pochodnej izobuturylowej czy
benzoilowe;.

Suchg N~*-acetyloadenine (206) oraz 1°,2’,3’,5-tetra-0-acetylorybofuranoze (91)
rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu i w atmosferze argonu dodano BSA, ogrzewajac
catos¢ do 80°C przez 30 minut, a nastepnie dod"lno TMSOTf. Reakcje prowadzono przez 90
minut. Analiza TLC prowadzona w fazie chloroform-metanol 9:1 pokazata, ze po tym czasie
szacunkowe przereagowanie substratu (206) wynosito okoto 60-70%. W wyniku reakcji
powstaty dwa gtéwne produkty o podobnych wydajnosciach okoto 20-30%, zaobserwowano
takze powstawanie z niewielkg wydajnoscig zwigzku poruszajacego sie chromatograficznie
szybciej niz 207. Reakcje zakornczono ochtadzajac mieszanine reakcyjng oraz dodajac chlorku
metylenu. Nastepnie cato$¢ ekstrahowano kwasnym weglanem sodu i suszono nad siarczanem

sodu. Po odparowaniu pod zmniejszonym cisnieniem, wyizolowano produkty reakcji przy
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pomocy kolumny chromatograficznej jako eluent stosujgc gradient stezenia chloroform-
acetonitryl 2:1 1:1. Gtowne produkty reakcji po wyizolowaniu poddano charakterystyce
za pomocg spektroskopii (UV i NMR). Zwitek o wyzszym Rf charakteryzowat sie widmem
w ultrafiolecie 0 Amax 271.2 nm, Amin 233.0 nm i >nax 214.6 nm, a jego ksztatt byt identyczny
jak w przypadku N”-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny. Natomiast
zwigzek o nizszym Rf posiadat widmo o Xmax 312.6 nm, Zmin 252.6 nm oraz Amax 212.4 nm, co
Swiadczyto o podstawieniu w innej pozycji niz N3 (>max 295.6 nm, Xmin 253.4 nm) i NO.
Dalszych danych strukturalnych dostarczyty widma protonowego rezonansu jadrowego, ktore
pozwolity okre$li¢ strukture zwigzku o nizszym Rf jako N”-acetylo-1-(2°,3°,5’-tri-0-acetylo-
rybofliranozylo)adenine (235), a drugiego jako N”-acetylo-9-(2°,3’,5’-tri-O-acetylorybo-
fiiranozylojadenine (207).
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3.3.3.1. Otrzymywanie i charakterystyka strukturalna 1-rybofuranozyloadeniny

Krystaliczny zwigzek 231 poddano reakcji odblokowania metanolanem sodu w metanolu
w temperaturze pokojowej, jednak w tych warunkach nie udato sie uzyskaC catkowitego
odblokowania, nawet po 58 godzinach prowadzenia reakcji. Dopiero potraktowanie zwigzku 231
metanolem nasyconym amoniakiem przez 23 godziny doprowadzito do powstania produktu
odblokowania, ktéry wypadat z roztworu jako drobnokrystaliczny proszek (wydajno$¢ procesu
93%). Produkt krystalizowano z wody, a nastepnie poddano charakterystyce spektroskopowej
(UV, 'H, "C NMR) oraz analizie rentgenograficznej, ktdre potwierdzity strukture zwigzku jako

1-(rybofuranozylo)adenine (2). Reakcje odblokowania przedstawiono na schemacie 74.

aH

NHa/MeOH

AcO OAc
231

Schemat 74

W reakcji odblokowania zwigzku 231 stwierdzono wiec nieoczekiwang trudnosé
w usunieciu grupy N”-acylowej, w poréwnaniu z odblokowaniem izomerow 9-podstawionych.
Podobne trudnosci zostaty zauwazone wczesniej przez Ryana, Actona i Godmana™* w przypadku
odblokowania produktu analogicznej rybozylacji N”-benzoiloadeniny metoda sililowa
0 domniemanej strukturze N”-benzoilo-7-(2’,3’,5’-tri-0-benzoilorybofuranozylo)adeniny.
Odblokowanie tego zwigzku z uzyciem metanolanu sodu w metanolu doprowadzito do
koncowego produktu z wydajnoscig zaledwie 5%. Ta niska wydajnos¢ odblokowania, kiopoty
z wyodrebnieniem koncowego produktu, a takze fakt, ze do okreslenia struktury tego zwigzku
autorzy uzyli jedynie spektroskopii w podczerwieni i ultrafiolecie, mogto spowodowaé
prawdopodobnie btedne okre$lenie tej struktury jako 7-izomeru adenozyny.

Widmo 'H NMR zwigzku 2 wykonane w DMSO-da posiadato bardzo szeroki sygnat
pochodzacy od dwdch protondw grupy egzoaminowej N (6.2 ppm - 7.7 ppm), natomiast
wszystkie inne sygnaty pochodzace od protondw pierscienia purynowego i rybozy byty wyrazne.

Krystaliczng 1-(rybofuranozylo)adenine (2) uzyskang w wyniku odblokowania poddano
analizie rentgenograficznej, w wyniku ktérej zwigzek zakwalifikowano do grupy przestrzennej

P 2i, gdzie w komorce elementarnej znajdujg sie dwie czasteczki nukleozydu. Z uzyskanych
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danych krystalograficznych obliczono katy torsyjne obu czasteczek: (Vo) C4’-04’-CI’-C2’
(-28.85" i -28.18"), (v,) 04’-CI'-C2’-C3’ (42.16" i 42.13"), (vz) CI’-C2’-C3’-C4’ (-38.52"
i -38.93%), (vj) C2’-C3’-C4’-04" (23.42" i 23.86"), (V4) C3’-C4’-04’-Cr (3.10" i 2.46"), a na ich
podstawie wyznaczono katy fazowe pseudorotacji P=156.84" oraz P=157.79". Tak wiec rybozg
znajduje sie  w konformacji czyli C2-endo. SzczegGtowe dane krystalograficzne
przedstawiono w czesci eksperymentalnej.

Przestrzenng strukture otrzymanej I-(rybofuranozylo)adeniny (2) przedstawiono na
rysunku 2 (rzut wzdtuz wigzania C3’-C4’).

Rysunek 2

Duze trudno$ci przy usuwaniu grupy benzoilowej z atomu zaobserwowano takze
w przypadku proby odblokowywania N”-benzoilo-1-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)-
adeniny (236). Zwiagzek ten po rozpuszczeniu w metanolu potraktowano 25% roztworem
amoniaku w wodzie. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 4 godziny. Analiza
TLC pokazata tworzenie sie jednego, gtdwnego produktu reakcji powstajgcego z okoto 50%
wydajnoscia, ktéry posiadat jednak Rf wyzszy od catkowicie odblokowainego 1-nukleozydu (2).
Wyizolowany produkt poddano charakterystyce NMR. Widmo protonowego rezonansu
jadrowego wykazato, ze zwigzek ten posiada grupe benzoilowg w pozycji N~ Strukture
otrzymanego produktu okreslono jako N”-benzoilo-9-(rybofliranozylo)adenine  (237),

powstajacego z wydajnoscig 44%.
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237

Schemat 75

Postanowiono zastosowa¢ wiec podobne warunki jak w przypadku odblokowywania N/-
izobutyrylo-I-(triacetylorybofuranozylo)adeniny (231). Zwigzek 236 rozpuszczono w metanolu
nasyconym amoniakiem, reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 43 godziny.
Analiza TLC wykazata, powstawanie kilku produktow. Zwigzek o najnizszym Rf poruszat sie
chromatograficznie jak 1-(rybofuranozylo)adenina 2, jednak jego wydajno$¢ byta stosunkowo

niewielkiego rzedu 5-8%.
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3.3.3.2. Reakcje N™-izobutyrylo-I-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny

w warunkach transglikozylacji

Chcac potwierdziC wczesniejszg teze, ze N”-izobutyrylo-I-(2°,3’,5’-0-acetylorybo-
furanozytojadenina (231) jest produktem Kkinetycznym reakcji syntezy 9-nukleozydu
przeprowadzono reakcje jej izomeryzacji w bezwodnym chlorobenzenie wobec kwasu
p-totuenosulfonowego jako katalizatora oraz metodg stapiania (220°C, bez stosowania
rozpuszczalnika i katalizatora).

Izomeryzacje zwigzku 231 prowadzono w chlorobenzenie wobec 10% molowych kwasu
[7-TsOH ogrzewajgc mieszanine do temperatury wrzenia rozpuszczalnika przez 8 minut. Analiza
TLC reakcji prowadzona w fazie chloroform-metanol 95:5 pokazata tworzenie sie dwoch
gtownych produktow reakcji (Rf=0.35 i 0.61) oraz trzeciego zwigzku, ktéry widoczny byt tylko
przez pierwsze minuty reakcji, o najwyzszym Rf (0.77), a powstajacy z bardzo matg
wydajnoscig. Produkt o najnizszym Rf poruszat sie chromatograficznie analogicznie do
N~-izobutyryloadeniny (197), zwitek o Rf=0.61 jak 9-izomer 198, natomiast produkt
0 najwyzszym Rf poruszat sie jak N"-izobutyrylo-1,9-bis-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)-
adenina (232), ktérego wydajnos$¢ oszacowano na okoto 1-2%. W trakcie prowadzenia reakcji na
ptytce TLC obserwowano stopniowe przybywanie produktéw o Rf=0.35 i 0.61 oraz zmniejszanie
stezenia substratu (231), ktéry po 8 minutach zanikt catkowicie. Po ogrzaniu plytki
obserwowano takze ryboze o Rf=0.72. Powstajagce w reakcji zwigzki (197 i 198) wyizolowano
przy pomocy chromatografii kolumnowej stosujgc jako eluent faze chloroform-metanol
w gradiencie stezenia 98:2 -> 95:5, a nastepnie scharakteryzowano przy pomocy spektroskopii
w ultrafiolecie. Strukture zwigzku o Rf=0.35 okre$lono jako N”-izobutyryloadenine (wydajnosc¢
45.1%), natomiast produkt o Rf=0.61 jako N”-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybo-
furanozylo)adenine (wydajnos¢ 45.6%). Produktu o najwyzszym Rf nie udato sie wyizolowac ze
wzgledu na jego catkowite przereagowanie po 8 minutach. Oba otrzymane w reakcji zwigzki

(197,198) przedstawiono na schemacie 76.

RnlGiobenzen ¢

197

Schemat 76
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Tak wiec w wyniku ogrzewania N1-postawionego zwigzku (231) otrzymano
9-podstawiong pochodng (198) oraz ,,wolng” N”-blokowang adenine (197), powstajaca w wyniku
rozerwania wigzania N-glikozydowego w NI-podstawionym zwigzku, ktory jest w tym
przypadku donorem reszty cukrowej niezbednym do zajscia transglikozylacji, ktora zachodzi
wedtug schematu 1—>9.

W kolejnym etapie badan izomeryzacji zwigzku 231 przeprowadzono analogiczng
reakcje do przedstawionej powyzej, z zastosowaniem dtuzszego czasu i nizszej temperatury (30
minut, 112“C). Analiza TLC pokazata, ze w wyniku reakcji substrat 231 catkowicie
przereagowat, a obserwowana szacunkowa wydajno$¢ powstawania 9-izomeru (198) jest duzo
nizsza niz w reakcji przeprowadzonej w temperaturze wrzenia chlorobenzenu. W tym przypadku
otrzymano znacznie wieksze ilosci zwigzku 197. Przyczyng tego jest najprawdopodobniej zbyt
niska temperatura, ktéra ma istotny wptyw na dostarczenie reagentom odpowiedniej energii
aktywacji do przeprowadzenia nukleofilowego ataku pary elektronowej atomu azotu na kation
cukrowy.

Przypuszczenie to zostato potwierdzone po przeprowadzeniu podobnej reakcji
w temperaturze 60°C, w wyniku ktorej obserwowano tylko dekompozycje zwigzku 231 do
N”-izobutyryloadeniny (197), w tym przypadku nie zauwazono powstawania 9-nukleozydu
(198). W niskiej temperaturze zostaje rozerwane jedynie wigzanie N-glikozydowe
w wyjsciowym N1-podstawionym zwigzku, dostarczona energia jest zbyt niska do zainicjowania
reakcji tworzenia nowego wigzania N-glikozydowego. Nie zachodzi wiec nukleofilowy atak na
kation cukrowy.

Postanowiono takze przeprowadzi¢ prébe izomeryzacji N1-podstawionej pochodne
adenozyny metoda stapiania. Zwigzek 231 ogrzewano przez 3 minuty w temperaturze 220°C bez
rozpuszczalnika oraz katalizatora. Analiza TLC reakcji pokazata powstawanie takze i tym
przypadku 9-nukleozydu (198) oraz N”~-izobutyryloadeniny.

Na podstawie przeprowadzonych badah mozna stwierdzi¢, ze N1-podstawiony zwigzek
231 jest kinetycznym produktem reakcji rybozylacji N"-blokowanej adeniny, ktory w warunkach
transglikozylacji przechodzi w termodynamicznie trwalszy 9-nukleozyd 198. Zaproponowany
mechanizm tego procesu przedstawiono w rozdziale 3.3.3.4.

Analogiczng reakcje izomeryzacji przeprowadzono takze w przypadku N”-benzoilo-1-
(2°,3’,5°-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny (236). Zwigzek ten ogrzewano wobec kwasu
p-toluenosulfonowego we wrzgcym chlorobenzenie przez 15 minut, w wyniku czego otrzymano
z wydajnoscig okoto 70% (wedtug TLC) N”-benzoilo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)-
adenine (110) oraz N”-benzoiloadenine (109) z wydajnoscig okoto 20% (schemat 77).
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Takze w wyniku ogrzewania N”-benzoilo-1-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)-
adeniny (236) w temperaturze 220°C przez 5 minut bez katalizatora i rozpuszczalnika,
otrzymano okoto 50% zwiazku 110 oraz okoto 10% N”-beznoiloadeniny (109).

236

Schemat 77

Przeprowadzone reakcje izomeryzacji pozwolity potwierdzi¢ teze, ze zwigzek
podstawiony rybozg na atomie NI jest kinetycznym produktem reakcji kondensacji N”*-acylowej
pochodnej adeniny z komponentem cukrowym przy zastosowaniu metody sililowej. Produkt ten
nastepnie ulega przemianie do odpowiedniego 9-nukleozydu, termodynamicznie bardziej
trwatego. Proces ten ma charakter nieodwracalnej 1->9 transglikozylacji i zachodzi przez

zwitek posredni 1,9-dipodstawiony ryboza.
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3.3.3.3. Badanie procesu dekompozycji N*-izobutyrylo-1,9-bis-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybo-
furanozylo)adeniny w warunkach transglikozylacji

Badanie  procesu  dekompozycji  N”-izobutyrylo-1,9-bis-(2’,3’,5’-0-acetylorybo-
furanozylojadeniny (232) prowadzono tak jak w przypadku izomeryzacji N”-izobutyrylo-1-
(2°,3’,5’-0-acetylorybofuranozylo)adeniny (231). Zwigzek 232 rozpuszczono w bezwodnym
chlorobenzenie wobec 10% molowych p-TsOH jako katalizatora. Mieszaning ogrzewano
w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 10 minut. Analiza TLC reakcji dekompozycji
zwigzku 1,9-dipodstawionego prowadzona w uktadzie chloroform-metanol 9:1 oraz chloroform-
acetonitryl 2:1 pokazala tworzenie sie dwdch produktow reakcji o Rf nizszych od substratu.
Szacunkowa wydajno$¢ zwiazku o najnizszym Rf wyniosta okoto 10%, natomiast wydajnosé
zwigzku o wyzszym Rf okoto 60%. Produkt poruszajgcy sie chromatograficznie szybciej
posiadat Rf identyczny z N”-izobutyrylo-9-(2°,3’,5’-0-acetylorybofuranozylo)adening (198),
natomiast Rf drugiego zwigzku odpowiadat N”-izobutyrylo-1-(2°,3°,5’-0-acetylorybo-
furanozylo)adeninie (231). Produkt o wyzszym Rf wyizolowano i scharakteryzowano za pomocg
UV i *H NMR jako zwigzek 198, niestety drugiego zwigzku nie udato sie wyizolowac ze
wzgledu na jego niewielka wydajnosé. Widmo w ultrafiolecie wyizolowanego zwigzku o Amax
272.2 nm i Amin 232.6 nm wykazato, ze jest to rzeczywiscie 9-izomer, co potwierdzono takze
wykonujac widma protonowego rezonansu jgdrowego, gdzie zaobserwowano charakterystyczny
sygnat pochodzacy od N9-podstawionego zwigzku o przesunieciu 10.73 ppm, ktéry odpowiada
protonowi w pozycji N~-H. Dzieki przeprowadzonej reakcji potwierdzono, ze gtdwnym
produktem rozpadu zwigzku 232 jest N9-podstawiony nukleozyd 198.

Reakcja rozerwania wigzania NI-glikozydowego w 1,9-dipodstawionym zwigzku
zachodzi w tych warunkach (wysoka temperatura, katalizator) bardzo szybko, a tylko
w niewielkim stopniu dotyczy to wigzania N9-glikozydowego. Na schemacie 78 przedstawiono
produkty dekompozycji zwigzku 232.

chlorobenzen

Schemat 78
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3.3.3.4. Mechanizm reakcji rybozylacji metoda sililowg

taczac przedstawione w powyzszych rozdziatach fakty dotyczace reakcji rybozylacji
N~-acylowanej adeniny zaproponowano mechanizm powstawania produktu kinetycznego
1-nukleozydu i jego izomeryzacje do termodynamicznego 9-podstawionego nukleozydu, ktéry
przedstawiono na schemacie 79 (dla pochodnej N”-izobutyrylowej). Proces ten wyglada

analogicznie przypadku N”-benzoilowej pochodnej adeniny.

AcO

9. -(CH3)3SiSo3CFs

O~ CH,

198 239

Schemat 79

W przypadku sililowych pochodnych adeniny posiadajgcych grupe N”-acylowg
nukleofilowy atak na kation cukrowy (79) wyprowadzony zostaje z pozycji NI adeniny (230).
Roéwnocze$nie w wyniku ataku anionu kwasu trifluorosulfonowego usunieta zostaje grupa
trimetylosililowa z pozycji N9. W tym przypadku nie jest mozliwe zaatakowanie kationu
cukrowego przez pare elektronowg atomu azotu N7, tak jak to miato miejsce dla nieblokowanej
W pozycji grupa acylowg pochodnej sililowej adeniny (223). W przypadku zwigzku 230
atom N7 jest przystoniety przez grupe izobutyrylowa. W wyniku przytgczenia czasteczki rybozy
otrzymany zostaje zwigzek o strukturze 238 posiadajacy ,,wolng” pozycje N9, co umozliwia atak
na atom Cl kationu 79, prowadzacy do powstania zwigzku 1,9-dipodstawionego rybozg 239.

Dekompozycja tego produktu, usuniecie rybozy z pozycji NI i grupy N”-sililowej, prowadzi do
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otrzymania finalnego, termodynamicznego 9-nukleozydu (198) oraz odtworzenia kationu
cukrowego.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw izomeryzacji wyizolowanego
1-nukleozydu do 9-podstawionego rybozg zwigzku w warunkach transglikozylacji (kwas
protonujacy, temperatura wrzenia chlorobenzenu) zaproponowano takze mechanizm procesu

nieodwracalnej 1->9 izomeryzacji, ktéry przedstawiono na schemacie 80.

<'l J

197

NH HN
ACO” O ro

AcO OAc AcO OAc
241 198

Schemat 80

W tym przypadku donorem reszty cukrowej jest N~-izobutyrylo-I-(2°,3’,5°-tri-0-
acetylorybofuranozylo)adenina (231). W wyniku protonowania tego zwigzku nastepuje
rozerwanie wigzania NI-glikozydowego, co prowadzi do powstania kationu cukrowego 79 oraz
N”-izobutyryloadeniny (197). Wytworzony w ten sposob kation cukrowy ulega nukleofilowemu
atakowi atomu N9 czasteczki 1-nukleozydu 231, w wyniku czego powstaje pochodna 1,9-
diglikozyloadeniny (241). Rozpad tego zwigzku prowadzi do otrzymania 9-nukleozydu (197)
oraz odtworzenia kationu 79, ktéry moze uczestniczy¢ w dalszej reakcji izomeryzaciji.

Podobny mechanizm zaproponowa¢ mozna dla reakcji dekompozycji N”-izobutyrylo-
1,9-bis-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny  (232) zachodzacej wobec  kwasu
protonujgcego (p-TsOH) we wrzacym chlorobenzenie. Mechanizm ten przedstawiono na
schemacie 81.
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HN

NN\

OAr™N“°"yoy

AcO OAc AcO OAc
242 198

Schemat 81

Pierwszym etapem w proponowanym mechanizmie jest protonowanie atomu
w zwigzku 232, w wyniku czego otrzymana zostaje posiadajgca tadunek dodatni czgsteczka
0 strukturze 242, ktorej rozpad prowadzi do otrzymania 9-nukleozydu 198 oraz kationu
cukrowego 79. Oczywiscie mozliwy jest tez rozpad wigzania N9-glikozydowego, co
obserwowano w TLC, z powstaniem kinetycznego 1-nukleozydu (231) oraz kationu 79. Jednak
proces dekompozycji zwigzku 232 zachodzi w niewielkim stopniu w kierunku produktu 231.

Analogiczne mechanizmy mozna takze zaproponowaé dla N”-benzoilowych oraz
N~-acetylowych pochodnych adeniny.

Przeprowadzone badania reakcji kondensacji N”-acylowych pochodnych adeniny
z komponentem cukrowym, obserwacja procesu I->9 izomeryzacji i rozpadu 1,9-diglikozylowej
pochodnej adeniny, a takze przedstawione mechanizmy reakcji, w jednoznaczny sposob
wykazuja, ze kinetycznym produktem reakcji jest w tym przypadku 1-nukleozyd. Natomiast
proces nieodwracalnej 1->9 transglikozylacji zachodzi przez 1,9-dipodstawiong pochodng

adeniny.

102






3. Badania wiasne

4. \Wnioski koncowe

Cel gtdwny niniejszej pracy, czyli weryfikacja mechanizmu glikozylacji adeniny, zostat
zrealizowany. Ponadto przeprowadzone obserwacje reakcji transglikozylacji nukleozydowych
pochodnych adeniny pozwolity na wyciagniecie bardziej generalnych wnioskow.

1. W wyniku przeprowadzonych reakcji uzyskano wszystkie cztery mozliwe regioizomery
adenozyny, to jest 1- ,3- ,7- oraz 9-rybofuranozyloadenine. Eksperymentalnie potwierdzono,
ze trzy pierwsze z nich sg Kinetycznymi produktami reakcji rybozylacji adeniny, ktore
nastepnie ulegajg nieodwracalnej transglikozylacji do 9-nukleozydu. W wyniku
przeprowadzonych badan okreslono warunki rybozylacji, w ktérych powstajg poszczegblne

regioizomery:

w warunkach silnie kwasowych, gdzie prawdopodobnie pozycja N7 adeniny jest
protonowana, obserwowane jest powstawanie N3-podstawionego produktu, ktéry nastepnie
ulega nieodwracalnej transglikozylacji 39 do 9-nukleozydu, jednak mozliwy jest tu
bardziej ztozony proces izomeryzacji;

- w reakcji rybozylacji prowadzonej z zastosowaniem odczynnika situjgcego oraz
nieblokowanej adeniny powstajacy kinetyczny produkt reakcji ma strukture 7-nukleozydu,
ulega on nastepnie 7—>9 transglikozylacji;

- reakcja rybozylacji N”-acylowych pochodnych adeniny prowadzona metoda sililowg
prowadzi do uzyskania jako produktu kinetycznego 1-adenozyny, ktora nastepnie ulega
1—>9 transglikozylaciji;

- w przypadku prowadzenia reakcji glikozylacji wobec kwasu protonujgcego we wrzacym
chlorobenzenie obserwowano tylko powstawanie termodynamicznego produktu reakcji,
9-podstawionego nukleozydu, wysoka temperatura jest prawdopodobnie przyczyng
szybkiej izomeryzacji kinetycznego produktu do trwalszego termodynamicznie w tych
warunkach zwigzku.

2. Podczas prowadzenia reakcji kondensacji N”-izobutyryloadeniny (197) z tetraacetylo-
rybofuranozg (91) z zastosowaniem metody sililowej, zaobserwowano tworzenie sie poza

1- i 9-regioizomerami nukleozydu, takze N”~-izobutyrylo-1,9-bis-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybo-

furanozylo)adeniny. W wyniku przeprowadzenia dekompozycji tego dipodstawionego

zwigzku otrzymano gtownie 9-nukleozyd. Tak wiec otrzymany zwigzek 1,9-dipodstawiony
rybozg jest waznym elementem popierajgcym zaproponowany mechanizm nieodwracalnej

I->9 transglikozylacji. Kluczowym elementem w proponowanym mechanizmie jest istnienie
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kationu cukrowego, caty proces glikozylacji ma charakter fancuchowy. W wyniku
rozerwania wigzania NI-glikozydowego, z ,uwolnieniem” kationu cukrowego, w 1,9-
dirybonukleozydzie mozliwe jest powstanie nowego wigzania NI- lub N9-glikozydowego
dzieki atakowi atomu azotu na atom CI powstatego kationu cukrowego.

Przeprowadzone reakcje transglikozylacji zwiazkoéw 3-, 7-, 1-regioizomerow (196, 224, 231)
wobec katalizatorow o charakterze kwasu protonujacego we wszystkich trzech przypadkach
doprowadzity do uzyskania odpowiedniego 9-nukleozydu. Wykazano wiec, ze zwigzki te sg
kinetycznymi produktami reakcji w syntezie termodynamiczne trwatego 9-podstawionego
nukleozydu, ktory posiada najbardziej trwate wigzanie N-glikozydowe.

W trakcie prowadzenia reakcji glikozylacji adeniny nadmiarem estru (2-acetoksyetylo)-
acetoksymetylowego wobec kwasu /?-toluenosulfonowego obserwowano powstawanie poza
9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]adening (211), takze I,r-metyleno-bis-N”~,N*-{9-[(2-acetoksy-
etoksy)metylo]adeniny} (212). Natomiast reakcja N”-izobutyryloadeniny (197) z estrem
(2-acetoksyetylo)acetoksymetylowym prowadzita do otrzymania N”"-izobutyrylo-9-[(2-
acetoksyetoksy)metylo]adeniny oraz zwigzku 9,N”-dipodstawionego.

Przeprowadzone reakcje glikozylacji adeniny pozwolity na zaobserwowanie pewnej
zaleznosci tego procesu od rodzaju uzytego komponentu cukrowego. W przypadku syntezy
rybonukleozydéw podstawieniu ryboza ulegajg wytacznie atomy azotu pierscienia
purynowego (N, N3, N7 lub N9), natomiast podczas syntezy acyklonukleozydow

otrzymywane sg takze 9,N"-dipodstawione pochodne.
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5. CzesSC doswiadczalna

5.1. Metody ogolne

- Temperature topnienia (t.t.) oznaczano w otwartych kapilarach przy uzyciu aparatu
Laboratory Devices Mel-Temp Il w przypadku otrzymania krystalicznych zwigzkdw.

- Analizy elementarne (anal.) wykonywano w Pracowni Mikroanalitycznej Instytutu
Chemii Organicznej PAN w Warszawie na analizatorze Perin-Elmer 240.

- Spektroskopia:
- widma w ultrafiolecie (UV) wykonywano przy pomocy spektrofotometru

Perkin-Elmer Lambda EZ 201 uzywajac metanolu lub wody jako rozpuszczalnika.

- widma magnetycznego rezonansu jgdrowego:

'H, 'C ("H i ""C NMR) rejestrowano na aparacie Varian Unity 300 FT (czestotliwo$¢
robocza dla 'H NMR 299.949 MHz, dla ""C NMR 75.429 MHz). Wartosci przesunig¢
chemicznych wyrazono w skali 6 (ppm) wobec tetrametylosilanu (TMS) jako wzorca
wewnetrznego. Widma wykonano w DMSO-dd, CDCI3 lub D20. State sprzezenia (J)
podano w Hz.

'H, '*C i *N ("H, "*C i "N NMR) rejestrowano na aparacie Bruker Avance 600 MHz
(czestotliwos¢ robocza dla 'H NMR 600.310 MHz, “"C NMR 150.963 MHz,
‘AN NMR 60.057 MHz ). Warto$ci przesunie¢ chemicznych wyrazono w skali

5 (ppm) wobec tetrametylosilanu (TMS) jako wzorca wewnetrznego. Widma
wykonano w DMSO-do, cocis lub D20. State sprzezenia (J) podano w Hz.
stosowano nastepujgce techniki NMR:
- COSY (COrelation SpectroscopY),
- HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence),
- HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence),

- TOCSY (Totally Correlated SpectroscopY),
- NOE (Nuclear Overhauser Effect).

- widma masowe (MS) wykonano w Srodowiskowym Laboratorium Unikalnych Analiz
Chemicznych UAM w Poznaniu przy uzyciu spektrometru AMD 604 wykorzystujaca
metode LSIMS (Cs™ 12 keV, NBA).
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Analizy krystalograflczne (dane kryst.) wykonywano na Dyfraktometrze KM4CCD

firmy Oxford Diffraction.

Chromatografia:

- Chromatografie cienkowarstwowg analityczna (TLC) wykonywano technika
wstepujaca na szklanych ptytkach o dtugosci 7 cm, pokrytych zelem krzemionkowym
F254 typu 60 firmy Merck o grubosci zelu 0.25 mm.

- Chromatografie preparatywng kolumnowg prowadzono na krétkich kolumnach
szklanych na zelu krzemionkowym do chromatografii cienkowarstwowej firmy
Merck typ 60 H.

Uzywane mieszaniny rozpuszczalnikéw (odmierzane w stosunkach objeto$ciowych):

- Al: chloroform-metanol 98:2

- A2: chloroform-metanol 95:5

- A3: chloroform-metanol 9:1

- A4: chloroform-metanol 6:1

- A5: chloroform-metanol 4:1

- BI: toluen-etanol 9:1

- B2: toluen-etanol 6:1

- B3: toluen-etanol 4:1

- Cl: chloroform-acetonitryl 2:1

- C2: chloroform-acetonitryl 1:1

- DI: izopropanol-amoniak-woda 7:1:2
- El: kwas octowy-n-butanol-woda 5:3:2
- FI: chlorek metylenu-etanol 98:2

- F2: chlorek metylenu-etanol 95:5

- F3: chlorek metylenu-etanol 9:1

Bezwodne rozpuszczalniki przygotowywano przez destylacje oraz suszenie nad sitami

molekularnymi o rozmiarach: 4A (chlorobenzen, pirydyna, toluen), 3A (acetonitryl).

Etanol, metanol absolutny otrzymywano przez osuszanie alkoholu w wyniku reakc;ji

z alkoholanem magnezu.
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5.2. Szczegdtowe dane eksperymentalne

5.2.1. N™-Acetyloadenina (206)

Do wysuszonej w pistolecie prézniowym (78°C, 5 godzin, P205) adeniny (194) (1.0 g, 7.4
mmol) dodano 10 mL pirydyny i 10 mL (10.82 g, 10.6 mmol) bezwodnika octowego. Powstatg
zawiesing intensywnie mieszano magnetycznie w temperaturze 70-80°C przez 24 godziny. Po
tym czasie mieszanine ochtodzono do temperatury pokojowej i odparowano pod zmniejszonym
ciSnieniem, otrzymujac biaty, gesty olej, ktory kilkukrotnie wspotodparowano z absolutnym
metanolem, a nastepnie z toluenem. Mieszaning reakcyjng poddano rozdziatowi na kolumnie
chromatograficznej (12 cm x 4.5 cm) w ukfadzie chloroform-metanol 95:5 — 6:1, w wyniku
czego uzyskano 0.368 g (2.07 mmol, wydajnos¢ 28%) N~ -acetyloadeniny w postaci biatego
osadu, ktory krystalizowano z gorgcej wody, otrzymujgc drobnokrystaliczny osad (0.244 g).

Rf: 0.25 (A3)

t.t.: nie topi sie do 320°C (300-340°C brazowieje)

UV (MeOH): Xmax 280.0 nm, Xmin 234.4 nm, przegiecie 288.8 nm i 256.4 nm

'H NMR (DMSO-d¢): 2.24 (s, 3, OCOCH3), 8.41 (s, 1, 2-H), 8.62 (s, 1, 8-H), 11.15 (s, 1, N*-H),
12.21 (s, 1,N9-H)

5.2.2. N™-Benzoiloadenina (109)

Do wysuszonej w pistolecie prézniowym adeniny (194) (3.0 g, 22.2 mmol) dodano
bezwodnika benzoesowego (12.0 g, 53.0 mmol) i umieszczono w tazni olejowej o temperaturze
140“C, otrzymujac po kilku minutach bezbarwny, klarowny roztwor. Reakcje prowadzono przez
2 godziny z intensywnym mieszaniem magnetycznym. Nastepnie cato$¢ ochtodzono, otrzymujac
stalg, twarda mase, wypetniajacg catg objetos¢ mieszaniny reakcyjnej, do ktorej porcjami dodano
270 mL absolutnego metanolu i pozostawiono do krystalizacji. Po kilku minutach z roztworu
zaczelty wypadacC biate, drobne krysztatki N”-benzoiloadeniny (109) (4.6 g, 19.3 mmol,
wydajnos¢ 86.9%).

Rf: 0.43 (A3), 0.32 (B3)
tt: 236-237°C
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UV (MeOH): Xmax 286.8 nm, A-min 261.6 nm, Amax 235.2 nm, Xmin 224.8 nm,

'H NMR (DMSO-dft): 7.59 (t, 2, Ph), 7.69 (t, 1, Ph), 8.13 (d, 2, Ph) 8.53, 8.76 (2s, 2x1, 2-H,
8-H), 11.95 (s, 1,N9-H)

'H NMR (CDClzs): 7.59 (t, 2, Ph), 7.69 (t, 1, Ph), 8.01 (d, 2, Ph) 8.37, 8.79 (2s, 2x1, 2-H, 8-H),
9.03 (2, 1,N~-H), 11.66 (s, 1,N9-H)

5.2.3. N*-Izobutyryioadenina (197)

Do wysuszonej w pistolecie prézniowym adeniny (194) (6.7 g, 49.58 mmol) dodano
160 mL bezwodnika izobutyrylowego otrzymujac zawiesing, ktdrg intensywnie mieszano
magnetycznie i ogrzewano w temperaturze 70°C. Po 2.5 godziny catg objetos¢ roztworu
wypetnit biaty, galaretowaty osad. Analiza TLC wykazata powstawanie dwoch produktow.
Reakcje prowadzono przez 4 godziny. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano 70 mL
absolutnego metanolu i przez 2 godziny ogrzewano pod chtodnicg zwrotng w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika, az do catkowitego zanikniecia produktu o wyzszym Rf. Nastepnie
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac biaty, oleisty osad, ktory
krystalizowano na gorgco z etanolu otrzymujac 12.0 g krysztatow w formie waty o biato-
rozowym zabarwieniu i zapachu kwasu izobutyrylowego. Zanieczyszczong N”-izobutyrylo-
adenine rekrystalizowano z etanolu otrzymujac 9.15 g (44.6 mmol) krysztatow w postaci biatej

waty. Wydajno$¢ catego procesu wyniosta 98.9%.

Rf: 0.38 (A3), 0.28 (B3)

t.t.: 231-233°C (213°C miekniecie)

UV (MeOH): Amax 290.6 nm, Amin 289.2 nm, Amax 280.8 nm, Amin 233.2 nm,

'H NMR (DMSO-d6): 1.17 (d, 6, CH(CH3)2), 2.92 (septet, 1, CH(CH3)2), 8.39, 8.63 (2s, 2x1,
2-H, 8-H), 11.15 (s, 1,N~-H), 12.21 (s, 1,N9-H)

'H NMR (CDCls): 1.33 (d, 6, CH(CH3)2), 2.76 (septet, 1, CH(CH3)2), 8.32 (s, 1, 8-H), 8.54 (s, 1,
NA-H), 8.76 (s, 1, 2-H), 11.59 (s, 1, N9-H)
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5.2.4. Synteza 9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adeniny (195)
oraz 3-(2’,3’,5’-tri-0O-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adeniny (196)

Metoda A

1,2,3,5-Tetra-O-acetylo-P-D-rybofuranoze (91) (4.71 g, 148 mmol) trzykrotnie
odparowano z 15 mL suchego toluenu, a nastepnie rozpuszczono w 22 mL bezwodnego chlorku
metylenu i dodano 70 mL 30% roztworu kwasu bromowodorowego w kwasie octowym. Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej z intensywnym mieszaniem przez 1.5 godziny, po czym
odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac gesty czerwono-brazowy
olej, ktdéry 4-krotnie odparowano z suchym toluenem (do zaniku zapachu kwasu octowego).
Tak przygotowany komponent cukrowy, t-bromo-2,3,5-tri-0-acetylorybofuranoze rozpuszczono
w 104 mL suchego acetonitrylu i dodano adeniny (194) (2.0 g, 14.8 mmol) wysuszonej
w pistolecie prozniowym (78°C, 5 godzin, P205). Powstatg zawiesine mieszano magnetycznie
przez 21 godzin w temperaturze 50°C. Analiza TLC, prowadzona podczas syntezy, wykazata
powstawanie dwoch produktow. Reakcje zakonczono przez odparowanie rozpuszczalnika pod
zmniejszonym cis$nieniem, uzyskujac suchg pozostato$¢, ktoérg rozpuszczono w 150 mL
chloroformu i kilkukrotnie wytrzasano z zimnym, nasyconym roztworem kwasnego weglanu
sodu (250 mL). Czynno$¢ te powtarzano do catkowitego usuniecia z warstwy chloroformowej
nieprzereagowanej adeniny. Warstwe organiczng suszono nad siarczanem sodu, a nastepnie
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, otrzymujac brgzowy, nieprzezroczysty olej.
Rozdziat mieszaniny poreakcyjnej przeprowadzono na kolumnie chromatograficznej z zelu
krzemionkowego (14.5 cm x 5 cm), stosujac jako eluent chloroform-metanol w gradiencie
stezenia 98:2 — 9:1. W wyniku rozdziatu otrzymano 0.49 g (1.16 mmol, 7.83% wydajnosci)
zwigzku 196 oraz 1.03 g (2.6 mmol, 17.17% wydajnoscig) zwigzku 195 w formie brgzowego
oleju. Zwigzek 196 krystalizowano na gorgco z etanolu otrzymujac biaty, drobnokrystaliczny
osad, natomiast zwigzek 195 krystalizowano z goracego etanolu otrzymujac biate, duze
krysztaty.

Metoda B

Kilkukrotnie wspotodparowang z suchym toluenem 42,3,5-tetra-0-acetylo-P-D-
rybofuranoze (91) (3.53 g, 11.1 mmol) rozpuszczono w 11 mL suchego chlorku metylenu.

Catos¢ intensywnie mieszano magnetycznie, a nastepnie dodano 36 mL 30% roztworu kwasu
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bromowodorowego w kwasie octowym. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez
120 minut, po czym rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, otrzymujac
ciemnopomaranczowy olej, ktéry 3-krotnie odparowano z suchym toluenem (3 x 10 mL).
Nastepnie olej rozpuszczono w 52 mL suchego acetonitrylu i dodano wysuszong w pistolecie
prézniowym (78°C, 5 godzin, P205) adenine (194) (1.0 g, 7.4 mmol). Uzyskang zawiesine
mieszano magnetycznie w temperaturze 50°C. Analiza chromatograficzna wykazata
powstawanie dwdch produktow. Po 19 godzinach rozpuszczalnik odparowano do sucha pod
zmniejszonym cisnieniem otrzymujac bragzowy olej, ktory rozpuszczono w 250 mL chloroformu
i ekstrahowano 250 mL zimnego roztworu kwasnego weglanu sodu. Warstwe chloroformowg
zageszczono do ok. 50% objetosci i pozostawiono w temperaturze 5°C, otrzymujac
bezpostaciowy osad, ktory zawierat w przewadze zwigzek 196. Osad przesgczono i przemyto
zimnym chloroformem. Jednak w wyniku wytracenia nie udato sie otrzymac¢ bezposrednio
czystego chromatograficznie zwigzku 196. Dopiero w wyniku krystalizacji z etanolu otrzymano
drobnokrystaliczny osad w formie igiet (0.20 g, 0.5 mmol, 6.9%). Natomiast 9-izomeru (195) nie
udato sie oczysci¢ przez krystalizacje, zawierat duze iloSci nieprzereagowanego komponentu

cukrowego (91), co prawdopodobnie przyczynito sie do otrzymania oleju po odparowaniu.

Zwigzek 195

Rr: 0.48 (A3), 0.32 (B3)

t.t.: 167-169°C

UV (MeOH): Xmax 259.2 nm, Xmim 227.2 nm

'H NMR (DMSO-d¢): 2.01, 2.04, 2.12 (3s, 3x3, ococHs), 4.24 (dd, JHb,Ha=IL3, 1, 5’b-H),
4.34-4.49 (m, 1, 4°-H), 4.42 (dd, JHa.Hb=I L3, 1, 5’a-H), 5.63 (t, 1, 3'-H), 6.04 (t, J=5.7, 1, 2’-H),
6.21 (d, J»2'=5.4, 1, I’-H), 7.40 (s, 2, NH2), 8.17 (s, 1,2-H), 8.36 (s, 1, 8-H)

NMR (DMSO-dfi): 20.17, 20.34, 20.45 (3 x OCOCH3), 63.49 (C-5’), 70.06 (C-3’), 71.86
(C-27), 79.37 (C-4’), 85.56 (C-U), 119.19 (C-5), 140.04 (C-8), 149.08 (C-4), 152.84 (C-2),
156.16 (C-6), 169.26, 169.44, 170.02 (3 x OCOCH3)

‘®N NMR (DMSO-dfi): 82.40 (N-6), 165.85 (N-9), 223.97 (N-3), 237.67 (N-1), 243.33 (N-7)

Zwigzek 196

Rr: 0.34 (A3), 0.14 (B3)

t.t.: 210-213.5°C (205°C brazowienie)

UV (MeOH): amax 283.0 nm, amin 247.6 NM

‘H NMR (DMSO-d¢): 2.00, 2.07, 2.10 (3s, 3x3, OCOCH3), 4.29 (dd, JHb.Ha=IL4, 1, 5’b-H),

4.34-4.40 (m, 1, 4’-H), 4.49 (dd, JHaHb=IL7, 1, 5'a-H), 5.28 (t, J3-2=6.3, 1, 3’-H), 6.10 (dd,
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12.3=6.3, 12M'=3.9, 1, 2"-H), 6.24 (d, Ji>2=3.9, 1, I’-H), 7.79 (s, 1, 8-H), 8.20, 8.35 (2s, 2x1,

NH2), 8.50(s, 1,2-H)

‘H NMR (CDCls): 2.11, 2.13, 2.15 (3s, 33, OCOCH3), 4.43-4.55 (m, 3, 5’a,b-H, 4’-H), 5.67

t, 1, 3'-H), 5.87 (dd, J=4.2, 1, 2’-H), 6.35 (d, J=3.9, 1, I’-H), 8.04 (s, 1, 8-H), 8.36 (s, 1,2-H)
NMR (DMSO-dé): 20.94, 20.99, 21.18 (3 x OCOCH3), 63.49 (C-5), 70.61 (C-3°), 72.73

(C-2’), 80.51 (C-4), 92.98 (C-1’), 121.02 (C-5), 143.83 (C-2), 148.56 (C-4), 153.11 (C-8),

156.00 (C-6), 170.73, 170.07, 170.07 (3 x OCOCH3)

'®N NMR (DMSO-dé): 95.56 (N-6), 163.13 (N-3), 230.73 (N-1), 233.83 (N-9), 244.41 (N-7)

5.2.5. Reakcja izomeryzacji 3-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-

adeniny (196) w warunkach transglikozylacji

3-(2’,3’,5’-Tri-0-acetylo-P-D-rybofuranozylo)adening (196) (0.050 g, 0.127 mmol)
i kwas /)-toluenosulfonowy (0.005 g, 0.025 mmol) rozpuszczono w | mL suchego chlorobenzenu
i ogrzewano pod chtodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. W tych warunkach
reakcje prowadzono przez 90 minut z intensywnym mieszaniem. Analiza TLC mieszaniny
prowadzona w uktadach chloroform-metanol 9:1 i toluen-etanol 4:1 pokazaty, ze w wyniku

reakcji z okoto 10% wydajnoscig powstaje zwigzek 195.

5.2.6. Synteza N®-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (198) oraz N®-izobutyrylo>3-(2’,3’,5’-tri-O-acetylo-p-D-rybo-
furanozylo)adeniny (199)

Suchg 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-P-D-rybofuranoze (91) (0.60 g, 1.88 mmol) rozpuszczono
w 6 mL suchego chlorku metylenu. Cato$¢ intensywnie mieszano magnetycznie, a nastepnie
dodano 4 mL 30% roztworu kwasu bromowodorowego w kwasie octowym, otrzymujac
jasnozétty, klarowny roztwor. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 120 minut,
po czym rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, w wyniku czego uzyskano
ciemnopomaranczowy olej, ktory kilkukrotnie odparowano z suchym toluenem. Nastepnie olej
rozpuszczono w 15 mL suchego acetonitrylu i dodano wysuszong w pistolecie prézniowym
(78“C, 4 godziny, P205) N”-izobutyryloadenine (197) (0.36 g, 1.75 mmol). Uzyskang zawiesing
mieszano magnetycznie w temperaturze 45°C. Analiza chromatograficzna wykazata
powstawanie dwdch produktow. Po ! godzinie rozpuszczalnik odparowano do sucha pod
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zmniejszonym cisnieniem otrzymujac jasnobrgzowa piane, ktérg poddano rozdziatowi na
kolumnie chromatograficznej z zelu krzemionkowego (7 cm x 4.5 cm), stosujac jako eluent
chlorek metylenu-etanol w gradiencie stezenia 98:2 — 9:1. W wyniku rozdziatu otrzymano
0.285 g (0.6t mmol, wydajnos¢ 26.20%) zwigzku 198, jako jasnozotty olej oraz 0.066 g (0.14
mmol, wydajnos¢ 8.12%) zwigzku 199 w formie bezbarwnego oleju. N*-izobutyrylo-3-(2°,3’,5’-
tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adenine (199) krystalizowano z metanolu (bez ogrzania)
otrzymujgc drobnokrystaliczny, biaty osad, ktorym okazata sie 3-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-P-D-
rybofuranozylo)adenina (196), co stwierdzono na podstawie widm UV i *H NMR oraz

temperatury topnienia, ktére byly identyczne ze zwigzkiem otrzymanym w syntezie 5.2.4.

Zwigzek 198

Rf: 0.7 (A3), 0.46 (B3)

UV (MeOH): amax 272.2 NM, amin 231.0 NM,

'H NMR (DMSO-d¢): 1.13 (d, 6, CH(CH3)2), 2.01, 2.04, 2.13 (3s, 3x3, COCH3), 2.94 (septet, 1,
CH(CH3)2), 4.22-4.29 (m, 1, 5'b-H), 4.38-4.45 (m, 2, 5'a-H, 4’-H), 5.65 (t, 1, 3'-H), 6.06
(t,J=5.4, 1,2’-H), 6.32 (d, J=5.1, 1, I’-H), 8.67, 8.69 (2s, 2x 1, 2-H i 8-H), 10.73 (s, 1,N*-H)

Zwigzek 199

Rf: 0.55 (Al), 0.40 (F2)

UV (MeOH): A, ax 295.2 nm, Amin 253.2 nm

‘H NMR (CDCI3): 1.31 (d, 6, CH(CH3)2), 2.10, 2.14, 2.15 (3s, 3x3, OCOCHB3), 3.00 (septet, 1,
CH(CH3)2), 4.46-4.60 (m, 3, 5’a,b-H, 4’-H), 5.67 (t, 1, 3’-H), 5.90 (t, J=4.5, 1, 2’-H), 6.45
(d,J=4.5, 1, r-H), 8.21 (s, 1, 8-H), 8.69 (s, 1, 2-H)

5.2.7. N®-lzobutyrylo-3-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adenina

(199) i 3-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adenina (196)

Do suchej 3-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adeniny (196) (0.004 g, 0.01
mmol) dodano 0.4 mL bezwodnej pirydyny i 0.2 mL bezwodnika izobutyrylowego. Uzyskang
zawiesing intensywnie mieszano, ogrzewajagc w temperaturze 60”C przez 100 minut. Analiza
TLC wykazat powstanie tylko jednego produktu reakcji o Rf identycznym do pochodnej 199.
Nastepnie rozpuszczalnik odparowano, a otrzymany olej kilkukrotnie wspétodparowano

z toluenem do zaniku zapachu pirydyny. Otrzymany produkt posiadat Rf oraz widmo
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UV identyczne z widmem N”-izobutyrylo-3-(2°,3’,5’-tri-0-acetylo-P-D-rybofuranozylo)adeniny
(199). Nastepnie zwiagzek ten rozpuszczono w metanolu i pozostawiono w nim przez 20 godzin,
w wyniku czego z wydajnoscia ok. 90% otrzymano 3-(2°,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybo-
furanozylo)adenine (196).

5.2.8.Synteza N®-benzoilo-9-(2’,3’,5’-tri-0-benzollo-p-D-rybofuranozylo)-

adeniny (204) i 9-(2’,3’,5’-tri-0-benzoilo-p-D-rybofuranozylo)adeniny (205)

wobec 2,4-dinitrofenolu

Kilkukrotnie odparowang z toluenem I-O-acetylo-2,3,5-tri-0-benzoilorybofuranoze
(203) (0.484 g, 0.96 mmol), suchg N*-benzoiloadening (109) (0.30 g, 1.25 mmol) oraz suchy 2,4-
dinitrofenol (1.150 g, 6.25 mmol) ogrzewano na tazni olejowej o temperaturze 140°C przez
2 godziny. Po tym czasie mieszanine reakcyjng ochtodzono i rozpuszczono w 100 mL
chloroformu i ekstrahowano nasyconym roztworem kwasnego weglanu sodu. Warstwe
organiczng suszono nad bezwodnym siarczanem sodu przez 60 minut, a nastepnie
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujac 0.665 g gestego oleju.
Mieszaning reakcyjng poddano rozdziatowi na kolumnie chromatograficznej (15 cm x 2.5 cm)
jako eluent stosujac faze toluen-etanol w gradiencie stezenie 95:5 — 6:1. W wyniku rozdziatu
otrzymano 0.230 g (0.34 mmol) N”-benzoilo-9-(2’,3’,5’-tri-0-benzoilo-P-D-rybofuranozylo)-
adenine (204), powstajacg z 26.8% wydajnoscig oraz 0.038 g (0.065 mmol, wydajnos¢ 5.1%)
9-(2’,3’,5’-tri-0-benzoilo-P-D-rybofiiranozylo)adeniny (205).

Zwigzek 204
Rr: 0.68 (BI)
UV (MeOH): Amax 281.0 nm, Xmin 255.6 nm, Xmax 230.6 nm

Zwigzek 205

Rf: 0.26 (BI)

UV (MeOH): X-max 258.8 nm, Xmin 251.5 nm, Xmax 231.0 nm

'H NMR (DMSO-d6): 4.62-4.87 (m, 3, 5’a,b-H, 4’-H), 6.28 (t, 1, 3’-H), 6.51 (t, J=4.5, 1, 2’-H),
6.21(d, J=5.1, 1, r-H), 7.36-7.53 (m, 8, Ph, NHj), 7.66 (q, 3, Ph), 7.88-8.01 (m, 6, Ph), 8.07 (s,
1,2-H),8.39(s, 1,8-H)
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BC NMR (DMSO-dfi): 63.12 (C-5%), 70.59 (C-3°), 72.90 (C-2’), 78.99 (C-4"), 86.30 (C-1)
119.25 (C-5), 128.26, 128.66, 129.27, 133.40, 133.90 (Ph), 140.31 (C-8), 148.95 (C-4), 152.77
(C-2), 156.11 (C-6), 164.41, 164.60, 165.36 (3 X OCOPh)

5.2.9. Synteza N®-izobutyrylo-9-(2°,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (198) i 9-(2’,3’,5’-tri-0O-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adeniny (195)

wobec 2,4-dinitrofenolu

Kilkukrotnie odparowang z toluenem z 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-P-D-rybofuranoze (91)
(0.318 g, 1.0 mmol), suchg N”-izobutyryloadenine (197) (0.205 g, 1.0 mmol) oraz suchy 2,4-
dinitrofenol (1.3 g, 7.06 mmol) ogrzewano na fazni olejowej o temperaturze 140°C przez
2 godziny. Po tym czasie mieszaninge reakcyjng ochtodzono i rozpuszczono w 150 mL
chloroformu i ekstrahowano nasyconym roztworem kwasnego weglanu sodu (150 mL). Warstwe
organiczng suszono nad bezwodnym siarczanem sodu przez 50 minut, a nastepnie
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujgc ciemnobrazowy olej.
Mieszaning reakcyjng poddano rozdziatowi na kolumnie chromatograficznej (11 c¢cm x 3.5 cm)
jako eluent stosujgc uktad chloroform-metanol w gradiencie stezenia 98:2 -> 9:1. W wyniku
rozdziatu otrzymano 0.116 g (0.25 mmol) NMzobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-P-D-
rybofuranozylo)adening (198) z wydajnoscig 25% (Rf, UV, 'H NMR identyczny ze zwigzkiem
otrzymanym w preparatyce 5.2.6.) oraz 0.039 g (0.099 mmol, wydajnos¢ 9.9%) 9-(2’,3’,5’-tri-0-
benzoilo-P-D-rybofuranozylo)adeniny (195).

5.2.10. Synteza N®-benzoilo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-

adeniny (110) wobec 2,4-dinitrofenolu

Kilkukrotnie odparowang z toluenem z 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-P-D-rybofuranoze (91)
(0.082 g, 0.26 mmol), suchg N”-benzoiloadenine (109) (0.062 g, 0.26 mmol) oraz suchy 2,4-
dinitrofenol (0.239 g, 1.3 mmol) ogrzewano na tazni olejowej o temperaturze 140°C przez 100
minut. Analiza TLC prowadzona w ukfadzie toluen-etanol 6:1 oraz chloroform-metanol 9:1
wykazata powstawanie tylko jednego produktu o wspoétczynniku Rf identycznym z pochodng
110
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5.2.11. Préba kondensacji 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-p-D-rybofuranozy (91)

z adening (194) wobec 2,4-dinitrofenolu

Wysuszong w pistolecie prozniowym 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-p-D-rybofuranoze (91)
(0.235 g, 0.74 mmol), suchg adenine (194) (0.10 g, 0.74 mmol) oraz suchy 2,4-dinitrofenol
(0.240 g, 1.3 mmol) ogrzewano na fazni olejowej o temperaturze 135°C przez 2 godziny,
w wyniku czego otrzymano zawiesing. Analiza TLC prowadzona w ukfadzie chloroform-
metanol 6:1 wykazata, ze reakcja kondesacji nie zachodzita. W mieszaninie reakcyjnej widoczne
sgtylko substraty 91 i 194.

5.2.12. Préba kondensacji adeniny (194) z 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-p-o-rybo-
furanozg (91) wobec p-TsOH

Do wysuszonej w pistolecie prézniowym (78°C, 2 godziny, P205) adeniny (194) (0.03 g,
0.22 mmol) i 1,2,3,5-tri-O-acetylo-P-D-rybofuranozy (91) (0.106 g, 0.33 mmol) dodano 3 mL
bezwodnego chlorobenzenu i intensywnie mieszano. Reakcje prowadzono pod chiodnicg
zwrotng w temperaturze wrzenie rozpuszczalnika przez 24 godziny. Analiza TLC prowadzona
w ukiadzie chloroform-metanol (4:1) oraz toluen-etanol (9:1) wykazata niewielkie
przereagowanie substratu i powstanie z ok. 2% wydajnoscig produktu o wspotczynniku Rf
identycznym z pochodng 195.

5.2.13. N®-Benzoilo-9-(2’,3’,5’-tri-O-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adenina (110)

Do wysuszonej w pistolecie prézniowym (78°C, 5 godzin, P205) N”-benzoiloadeniny
(209) (0.5 g, 21 mmol) i odparowanej kilkukrotnie z toluenem 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-P-o-
rybofuranozy (91) (0.987 g, 3.1 mmol) dodano kwas p-toluenosulfonowy (0.036 g, 0.19 mmol)
oraz 30 mL suchego chlorobenzenu otrzymujgc zawiesing, ktdrg intensywnie mieszano. Reakcje
prowadzono pod chtodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 22 godziny.
Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujac
ciemnobrgzowy, gesty olej, ktéry poddano rozdziatowi na kolumnie chromatograficznej (10 cm
x 4.5 cm) jako eluent stosujgc toluen-etanol w gradiencie stezenie 95:5 — 4:1. W wyniku

przeprowadzonego rozdziatu otrzymano N”-benzoilo-9-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)-
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adenine (110) (0.253 g, 0.51 mmol) z wydajnoscia 24.3% oraz nieprzereagowany substrat
N”-benzoiloadenine (109) (0.255 g, 0.51 mmol). Produkt 110 krystalizowano z goracego 40%

wodnego roztworu etanolu otrzymujac biaty, drobnokrystaliczny osad.

Zwigzek 110

Rf! 0.80 (A3), 0.50 (B3)

UV (MeOH): xmax 279.8 nm, xmin 247.0 nm, xmax 231.8 nm

'H NMR (DMSO): 2.02, 2.06, 2.14 (3s, 3x3, OCOCH3), 4.25-4.31 (m, 1, 5’b-H), 4.40-4.47 (m,
2, 5’a-H, 4’-H), 5.67 (t, 1, 3’-H), 6.10 (t, J=5.4, 1, 2’-H), 6.36 (d, J=5.4, 1, I’-H), 7.56 (t, 2, Ph),
4.66 (t, 1,Ph), 8.05 (d, 1, Ph), 8.71, 8.80 (2s, 2x1, 2-H, 8-H), 11.30 (s, 1,N*-H)

'‘AC NMR (DMSO): 20.12, 20.28, 20.39 (3 x OCOCH3), 62.63 (C-5"), 69.92 (C-3’), 71.81 (C-
2’), 79.48 (C-4’), 85.68 (C-1"), 125.80 (C-5), 128.40, 132.43 133,14 (C-Ph), 143.50 (C-8),
150.62 (C-4), 151.76, 151.84 (C-2, C-6), 165.57 (NCOPh), 169.22, 169.38, 169.96 (3 x
OCOCH?3)

5.2.14. 9-Rybofuranozyloadenina (1)

Suchg N”-benzoilo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (110) (0.02 g, 0.04
mmol) rozpuszczono w 20 mL metanolu, a nastepnie dodano 20 mL 25% wodnego roztworu
amoniaku. Cato$¢ intensywnie mieszano, prowadzac reakcje w temperaturze pokojowej przez 12
godzin. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano, a otrzymany osad rozpuszczono na goraco
w wodzie, w wyniku czego otrzymano biata, drobnokr>'staliczng 9-rybofuranozyloadening (1)
(0.005 g 0.017 mmol) z wydajnoscia 31.6%.

Rf:0.65 (DI), 0.56 (EI)

U.: 227-228°C

UV (MeOH): Xmax 260.0 nm, Xmin 228.0 nm

'H NMR (DMSO-dfi): 3.51 (m, 2, 5’a,b-H), 3.96 (q, 1, 4’-H), 4.14 (q, 1, 3’-H), 4.61 (q, 1, 2’-H),
5.20 (d, 1, 3’-OH), 5.46 (d, 2, 2’-OH, 5’-OH), 5.88 (d, J=6.3, 1, I’-H). 7.37 (s, 2, NH2), 8.14 (s,
1, 8-H), 8.35 (s, 1,2-H)
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5.2.15. Synteza N®-izobutyrylo-9-(2°,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (198) wobec p-TsOH

Suchg N”-izobutyryloadenine (197) (0.10 g, 0.49 mmol), wysuszong 1,2,3,5-tetra-O-
acetylo-P-D-rybofuranoze (91) (0.312 g, 0.98 mmol) oraz kwas />-toluenosulfonowy (0.093 g,
0.05 mmol) rozpuszczono w 5 mL suchego chlorobenzenu otrzymujac zawiesine, ktéra po kilku
minutach intensywnego mieszania rozpuscita sie catkowicie. Reakcje prowadzono pod chtodnicg
zwrotng w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 20 godzin. Po tym czasie rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujgc ciemnobrgzowy, gesty olej, ktory
poddano rozdziatowi na kolumnie chromatograficznej (8 cm x 3.5 cm) jako eluent stosujac
w gradiencie stezenie chloroform-metanol 98:2 — 9:1. W wyniku rozdziatu otrzymano produkt
(0.142 g, 0.31 mmol) posiadajacy identyczny Rf, UV i ‘H NMR z N"-izobutyrylo-9-(2°,3’,5’-tri-
0-acetylorybofuranozylo)adening(198), powstajacy z wydajnoscig 62%.

5.2.16. Synteza N®-acetylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (207) wobec p-TsOH

Do suchej N”-acetyloadeniny (206) (0.177 g, 1.0 mmol), wysuszonej 1,2,3,5-tetra-O-
acetylo-P-D-rybofiiranozy (91) (0.41 g, 1.23 mmol) oraz kwasu p-toluenosulfonowego (0.19 g,
0.1 mmol) dodano 12 mL suchego chlorobenzenu otrzymujgc zawiesing, ktorg intensywnie
mieszano. Reakcje prowadzono pod chtodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika
przez 52 godziny. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem
otrzymujac ciemnobrazowy, gesty olej. Analiza TLC wykonana w uktadzie chloroform-metanol
9:1 oraz toluen-etanol 4:1 wykazata powstanie produktu posiadajgcego identyczny wspotczynnik
Rfjak N~-acetylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenina (207) (rozdziat 5.2.31.), ktora

powstaje z wydajnoscig ok. 2-5%.

5.2.17. Synteza N®-benzollo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (110) wobec HgCl2

Do intensywnie mieszanej zawiesiny suchej N”-benzoiloadeniny (109) (0.052 g, 0.22

mmol) w 5 mL bezwodnego chlorobenzenu dodano kilkukrotnie odparowanej z toluenem
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1,2,3,5-tetra-O-acetylorybofuranozy (91) (0.10 g, 0.33 mmol) oraz chlorku rteci (I1) (0.027 g, 0.1
mmol). Reakcje prowadzono w temperaturze wrzenie rozpuszczalnika przez 20 godzin. Analiza

TLC wykazata powstawanie z niewielkg wydajnoscig zwigzku o identycznym Rf jak NA-

benzoilo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adenina (110).

5.2.18. Synteza 9-(2’,3’,5’-tri-O-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adeniny (195)
wobec SnCU

Metoda A

Do suchej adeniny (194) (0.033 g, 0.24 mmol) oraz kilkukrotnie odparowanej z toluenem
1,2,3,5-tetra-O-acetylorybofuranozy (91) (0.099 g, 0.31 mmol) dodano 3.7 mL suchego
chlorobenzenu. Otrzymang zawiesing intensywnie mieszano, a nastepnie dodano tetrachlorku
cyny (0.117 g, 0.45 mmol), w wyniku czego substraty po kilku minutach rozpuscity sie. Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 96 godzin. Analiza TLC prowadzona w ukiadzie
chloroform-metanol 4:1, wykazata powstawanie z okoto 30-40% wydajnoscig produktu
0 wspotczynniku Rf identycznym jak 9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adenina
(195).

Metoda B

Analogiczna reakcja do przedstawionej w metodzie A, prowadzona przez 3 godziny
w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika doprowadzita do otrzymania z ok. 60% wydajnoscia

zwigzku o Rfidentycznym jak pochodna 195.

5.2.19. Synteza N®-izobutyrylo-9-(2"3"5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (198) wobec SnCU

Do suchej N”-izobutyryloadeniny (197) (0.06 g, 0.44 mmot) oraz kilkukrotnie
odparowanej z toluenem 1,2,3,5-tetra-O-acetylorybofuranozy (91) (0.140 g, 0.44 mmol) dodano
5.5 mL suchego chlorobenzenu, a nastepnie tetrachlorku cyny (0.132 g, 0.51 mmol) uzyskujac
klarowny roztwor. Reakcje prowadzono w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez

3 godziny. Analiza TLC, prowadzona w ukfadzie chloroform-metanol 9.T, wykazata
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powstawanie z okoto 60% wydajnoscig produktu o identycznym Rf jak N~-izobutyrylo-9-
(2',3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adenina (198).

5.2.20. Synteza 9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]adeniny (211) i 1,1’-metyleno-
bis-N®,N®-{9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]adeniny} (212)

Do intensywnie mieszanej zawiesiny suchej adeniny (194) (0.97 g, 14.1 mmol) w 25 mL
bezwodnego chlorobenzenu dodano kwas p-TsOH (0.136 g, 0.72 mmol) oraz eter (2-acetoksy-
etylo)acetoksymetylowy (208) (2.485 g, 14.1 mmol). Reakcje prowadzono w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika, pod chiodnicg zwrotng, przez 24 godziny. Po tym czasie
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujac biaty osad, ktdry
umieszczono na lejku piankowym i przemyto roztworem chloroform-metanol 9:1, otrzymujac
0.529 g nieprzereagowanej adeniny (194). Nastepnie przesacz odparowano pod zmniejszonym
cisnieniem i poddano rozdziatowi na kolumnie chromatograficznej (14.5 cm x 3.5 cm) jako
eluent stosujagc faze chloroform-metanol 9:1, otrzymujgc w jego wyniku: [,r-metyleno-
bis-N",N*-{9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]adenine} (212) (0.068 g, 13 mmol) z wydajnoscig
1.25% oraz 9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]adenine (211) (0.410 g, 1.63 mmol) powstajaca
z wydajnoscig 22.7%. Oba zwigzki krystalizowano na gorgco z etanolu otrzymujgc

drobnokrystaliczny, biaty osad.

Zwigzek 212

Rf. 0.49 (A3), 0.18(B3)

t.t.; 152-154°C

UV (MeOH): Xmax 271.8 nm, Xmin 229.2 nm

'H NMR (CDCb): 2.04 (s, 6, OCOCH3), 3.78, 4.20 (2bs, 2x4, 4’-H, 5’-H), 5.62 (bs, 6, I’-H,

CH2), 7.30 (bs, 2, N®-H), 8.02, 8.48 (2bs, 2x2,2-H, 8-H)

'H NMR (DMSOQO): 191 (s, 6, OCOCH3), 3.71, 4.06 (2bs, 2x4, 4’-H, 5’-H), 5.34 (bs, 2, CH2),

5.60 (s, 4, r-H), 8.11 (bs, 2, 8-H), 8.36 (bs, 2,2-H)

anal.: obliczono dla C21H26N1006 (514.50): C: 49.02%, H: 5.09%, N: 27.22% znaleziono:

C: 49.26%, H: 5.14%, N: 26.97%

MS: Widmo LSIMS POS wNBA dla: (ES’) C21H25N1006 obliczono: 513.5; znaleziono 513
(M”a) C2iH26Nio06Na obliczono: 537.5; znaleziono 537
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Zwigzek 211

Rf: 0.44 (A3), 0.17 (B3)
t.t.: 144-146°C
UV (MeOH): Xmax 259.6 nm, Xmin 226.2 nm
'H NMR (DMSO): 1.94 (s, 3, OCOCHB3), 3.71, 4.07 (2t, 2x2, 4’-H, 5’-H), 5.62 (s, 2, I’-H), 7.31
(s, 2, NH2), 8.17, 8.29 (2bs, 2x1, 2-H, 8-H)
NMR (DMSO): 21.2 (OCOCH3), 63.46 (C-5’), 67.60 (C-4’), 72.71 (C-1’), 119.19 (C-5),
141.83 (C-8), 150.45 (C-4), 153.63 (C-2), 156.45 (C-6), 170.01 (OCOCH?3)
N NMR (DMSO): 81.36 (N-6), 168.66 (N-9), 224.60 (N-3), 236.93 (N-1), 242.44 (N-7)

5.2.21. Synteza N®-benzoilo-9-[(2-acetoksyetoksy)metyloladeniny (220)

Do zawiesiny suchej N”-benzoiloadeniny (109) (0.50 g, 2.09 mmol) w eterze
(2-acetoksyetylo)acetoksymetylowy (208) (0.736 g, 4.18 mmol) dodano kwas p-TsOH (0.039 g,
0.20 mmol) oraz 20 mL suchego chlorobenzenu. Reakcje prowadzono w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika pod chtodnicg zwrotng przez 2.5 godziny uzyskujac klarowny roztwor. Po tym
czasie rozpuszczalnik odparowano do sucha pod zmniejszonym ciSnieniem, a nastepnie
mieszaning poddano rozdziatowi na kolumnie chromatograficznej (10.5 cm x 4.5 cm) jako eluent
stosujgc chloroform-metanol w gradiencie stezenia 98:2-»6:1. W wyniku rozdziatu otrzymano
N”-benzoilo-9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]adening (220) (0.440 g, 1.30 mmol) powstajgca
z wydajnoscig 62%. Zwigzek 220 krystalizowano na gorgco z 40% wodnego roztworu etanolu,
otrzymujac biate, drobne krysztaty.

Rf: 0.62 (A3), 0.38 (B3)

t.t.: 139-141«C

UV (MeOH): xmax 280.0 nm, Xmin 247.2 nm, Xmax 231.8 nm

'H NMR (DMSO): 1.93 (s, 3, OCOCHB3), 3.77, 4.09 (2t, 2x2, 4’-H, 5’-H), 5.71 (s, 2, I’-H), 7.55

(t, 2, Ph), 7.64 (t, 1, Ph), 8.05 (d, 1, Ph), 8.64, 8.79 (2bs, 2x1, 2-H, 8-H), 11.23 (s, 1, N*-H)
NMR (DMSO): 20.42 (OCOCHB3), 62.67 (C-5"), 67.10 (C-4"), 72.34 (C-1’), 125.08 (C-5),

128.36, 132.38, 133.26 (Ph), 144.76 (C-8), 150.23 (C-4), 151.88 (C-2), 165.57 (C-6), 170.20

(OCOCH3)

120






5.2. Szczego6towe dane eksperymentalne

5.2.22. Synteza N®-izobutyrylo-9-[(2-acetoksyetoksy)metylo]ladeniny (221)
oraz N®-izobutyrylo-9,N®-bis-[(2-acetoksyetoksy)metylo]adeniny (222)

Do intensywnie mieszanej zawiesiny suchej N”-izobutyryloadeniny (197) (0.30 g, 1.46
mmol) w 15 mL suchego chlorobenzenu dodano eter (2-acetoksyetylo)acetoksymetylowy (208)
(0.507 g, 2.87 mmol) oraz kwas /?-TsOH (0.027 g, 0.14 mmol). Reakcje prowadzono
w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika pod chtodnicg zwrotng przez 3 godziny uzyskujac
klarowny roztwdr o jasnobrgzowym Kkolorze. Nastepnie rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem i poddano rozdziatowi na kolumnie chromatograficznej (9.5 cm x 3.5
cm) jako eluent stosujac chlorek metylenu-metanol w gradiencie stezenia 98:2->9:1. W wyniku
rozdziatu otrzymano: N”-izobutyrylo-9,N”-bis-[(2-acetoksy-etoksy)metylo]adenine (222); (0.005
g, 0.11 mmol) powstajgcg z wydajnoscig 0.8% oraz N”-izobutyrylo-9-[(2-acetoksyetoksy)-
metylojadenine (221) (0.315 g, 0.98 mmol, wydajnos$¢ 67%).

Zwigzek 221

Rf: 0.70 (A3), 0.41 (B3)

UV (MeOH): Xmax 272.6 nm, Xmin 234.8 nm

'H NMR (DMSOQO): 1.03 (d, 6, CH(CH3)2), 1.89, 1.91 (2s, 2x3, OCOCH3), 2.94 (septet, 1,
CH(CH3)2), 3.69, 3.79, 3.99, 4.09 (4t, 4x2, 4’-H, 5’-H, 4”-H, 5”-H), 5.53, 5.73 (2s, 2x2, I’-H,
17-H), 8.17, 8.29 (2s, 2x1,2-H, 8-H)

'‘C NMR (DMSO): 21.2 (OCOCH3), 63.46 (C-5"), 67.60 (C-4"), 72.71 (C-1"), 119.19 (C-5),
141.83 (C-8), 150.45 (C-4), 153.63 (C-2), 156.45 (C-6), 170.01 (OCOCH?3)

'‘®N NMR (DMSO0): 147.05 (N-6), 170.30 (N-9), 240.66 (N-7), 249.27 (N-3), 267.25 (N-1)

Zwigzek 222

Rf: 0.60 (A3), 0.34 (B3)

UV (MeOH): Xmax 272.6 nm, Xmin 230.8 nm

'H NMR (DMSO-d¢): 1.13 (d, 2x3, CH(CH3)2), 1.92 (s, 3, COCH3), 2.95 (septet, 1, CH(CH3)2),
3.74, 4.07 (2t, 2x2, 4’-H, 5°-H), 5.68 (s, 1, I'-H), 8.61, 8.68 (2s, 2x1, 2-H i 8-H), 10.67 (s, 1,
N®-H)
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5.2.23. Synteza 9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-o-rybofuranozylo)adeniny (195)

w warunkach sililujacych z zastosowaniem BSA

Przez intensywnie mieszang zawiesine suchej adeniny (194) (0.10 g, 0.74 mmol)
w acetonitrylu (2 mL) przepuszczano przez 30 minut argon, a nastepnie dodano BSA (0.376 g,
1.85 mmol) i ogrzewano w temperaturze 70°C przez 30 minut. Do otrzymanego klarownego
roztworu dodano 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-p-D-rybofuranozy (91) oraz TMSOTT (0.082 g, 0.360
mmol). Komponent cukrowy rozpuscit sie catkowicie. Reakcje  kontrolowano
chromatograficznie i prowadzono w temperaturze 70°C przez 20 godzin. Po tym czasie
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a mieszaning poddano rozdziatowi
na kolumnie chromatograficznej (11 cm x 3.5 cm) jako eluent stosujgc mieszanine chloroform-
metanol w gradiencie 95:5 -> 9:1, co pozwolito na uzyskanie 0.054 g (0.44 mmol, wydajnos¢
18.6%) 9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny (195). Zwigzek ten byt identyczny
(TLC, UV, 'H NMR) z prébka otrzymang w preparatyce 5.2.4.

5.2.24. Synteza 9-(2’,3’,5’-tri-O-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adeniny (195)
oraz 7-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adeniny (224) w warunkach

sililujgcych z zastosowaniem HMDS

Do intensywnie mieszanej zawiesiny suchej adeniny (194) (0.20 g, 1.48 mmol) w HMDS
¢ mL) dodano siarczanu (V1) amonu (0.01 g, 0.087 mmol) i w atmosferze argonu ogrzewano
pod chtodnicg zwrotng przez 2.5 godziny. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem do uzyskania gestego oleju, ktory odparowano do sucha przy pomocy
pompy olejowej otrzymujac biaty, gesty olej. Nastepnie w atmosferze argonu olej rozpuszczono
w e mL bezwodnego acetonitrylu i dodano suchej 1,2,3,5-tetra-0-acetylo-(3-D-rybofuranozy (91)
(0.470 g, 1.47 mmol) oraz katalizatora TMSOTT (0.328 g, 1.47 mmol). Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 80 minut, a nastepnie rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem otrzymujac biatg piane. Mieszanine reakcyjng poddano wstepnemu
oczyszczeniu za pomocg chromatografii kolumnowej (12 cm x 3.5cm) jako eluent stosujac faze
chloroform-metanol 5:1. Nastepnie frakcje zawierajgce produkty odparowano i poddano
rozdziatowi na kolumnie chromatograficznej (12 cm x 3.5 cm) stosujgc faze chloroform-metanol
w gradiencie stezenie 95:5 —> 9:1, co pozwolito na otrzymanie: 0.031 g (0.078 mmol, 5.3%)
triacetyloadenozyny (195), ktéra byta identyczna (TLC, UV, *H NMR) z probka otrzymana
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w preparatyce 5.2.4.; 0.208 g (0.530 mmol) 7-izomeru triacetyloadenozyny (224) powstajacej
z wydajnoscig 35.7%.

Zwigzek 224

Rf: 0.37 (A3), 0.1 (B3)

UV (MeOH): Xmax 274.4 nm, Xmin 232.2 nm

'H NMR (DMSO-ds): 2.02, 2.04, 2.11 (3s, 3x3, OCOCH3), 4.32 (d, 2, 5’a,b-H), 4.48 (q, 1,
4’-H), 538 (t, 1, 3’-H), 5.55 (t, J=6.4, 1, 2’-H), 6.35 (d, J=6.3, 1, I’-H), 6.94 (s, 2, NH2), 8.32
(s, 1,2-H), 8.63 (s, 1,8-H)

‘H NMR (CDCls): 2.04, 2.10, 2.16 (3s, 3x3, OCOCH3), 4.36 (m, 3, 5’a,b-H, 4’-H), 4.48 (dd, 1,
3’-H), 5.59 (t, J=6.3, 1, 2’-H), 5.70 (bs, 2, NH2), 6.02 (d, J,=6.6, 1, I’-H), 8.14 (s, 1, 2-H), 8.54
(s, 1, 8-H)

'‘C NMR (DMSO-de): 20.11, 20.32, 20.39 (3 x OCOCH3), 62.43 (C-5’), 68.74 (C-3’), 72.49
(C-2), 79.65 (C-4"), 86.41 (C-1’), 110.19 (C-5), 143.94 (C-8), 151.30 (C-6), 152.89 (C-2),
160.43 (C-4), 169.10, 169.48, 169.99 (3 x OCOCH3)

5.2.25. 7-Rybofuranozyloadenina (4)

Do roztworu 7-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny (224) (0.122 g, 0.310
mmol) w metanolu (4 mL) dodano 2 mL 25% roztworu amoniaku w wodzie. Reakcje
prowadzono przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujgc biaty osad, ktéry mieszano w roztworze
chloroform-metanol 95:5 przez | godzinge. Nastepnie biaty osad odsgczono i przemyto
roztworem chloroform-metanol 95:5, uzyskujac 0.060 g (0.22 mmol) 7-rybofuranozyloadeniny
(4) z wydajnosScia 72.4%. Zwigzek krystalizowano z metanolu uzyskujac biaty,
drobnokrystaliczny osad.

Rf: 0.57 (DI), 0.45 (El)
U.: 207-210°C (200°C brgzowienie)
UV (MeOH): Xmax 270.0 nm, Xmin 233.0 nm
‘H NMR (DMSO-dfi); 3.68 (g, 2, 5’a,b-H), 3.99 (q, 1, 4’-H), 4.07 (bg, 1, 2’-H), 4.12 (bs, 1,
3'-H), 531 (d, 1, 3’-OH), 5.36 (t, 1, 5’-OH), 5.62 (d, 1, 2’-OH), 5.82 (d, J=7.2, 1, I’-H), 6.99
(s, 2, NH2), 8.22 (s, 1, 2-H), 8.52 (s, 1, 8-H)

NMR (DMSO-dfi): 60.34 (C-5’), 68.79 (C-3’), 74.83 (C-2’), 86.19 (C-4’), 89.21 (C-17),

110.07 (C-5), 144.42 (C-8), 151.51 (C-6), 152.6 (C-2), 160.68 (C-4)
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NMR (DMSO-dft): 82.25 (N-6), 160.73 (N-7), 238.24 (N-1), 244.41 (N-3), 245. 65 (N-9)
anal.: obliczono dla C10H13N504 (267.25): C: 44.94%, H: 4.90%, N: 26.21% znaleziono:
C: 44.86%, H: 4.79%, N: 26.17%
dane kryst.: grupa przestrzenna P 2i 2i 2

a=8.2006(7) A, b = 17.8347(14) A, c = 7.7064(7) A
a=290.00° p =90.00°y=90.00°
objeto$¢ komorki: 1127.1 A®

Dhugosci wigzan w A:

04’-Cr 1.408 C4’-04' 1.475 C8-N9 1.327 N1-C6 1.538
CI'-C2’' 1.528 C4’-C5’ 1.506 N9-C4 1.379 C6-C5 1.400
C2’-C3' 1.523 C5’-05' 1.427 C4-C5 1.400 C6-NM.342
C2’-02' 1414 CI’-N7 1.452 C4-N3 1.352
C3’-03' 1.428 N7-C8 1.350 N3-C2 1.317
C3’-C4’ 1.536 N7-C5 1.399 C2-N1 1.346

Katy torsyjne:

(v0) C4’-04’-Cr-C2' (-41.22°)
v,y 04’-Cr-C2’-C3' (49.52°)
(V2) CI’-C2’-C3’-C4’ (-37.42°)

(v3) C2’-C3’-C4’-04’ (14.94°)
(vay C3’-C4’-04’-Cr (16.32°)

5.2.26. Izomeryzacja 7-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo<p-D-rybofuranozylo)adeniny
(224) wobec kwasu p-TsOH

Do zawiesiny 7-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-P-D-rybofuranozylo)adeniny (224) (0.0042 g,
0.0107 mmol) w chlorobenzenie (0.4 mL) dodano kwas p-TsOH (0.0004 g, 0.0021 mmol)
I mieszanine reakcyjng ogrzewano pod chiodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Reakcje w tych warunkach prowadzono przez 2.5 godziny. Rf otrzymanego
produktu w fazie chloroform-metanol 9:1 byt identyczny z triacetyloadenozyng (195),

a wydajnos¢ tego procesu wedtug TLC wynosita okoto 90%.
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5.2.27. Synteza N®-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (198), N®-izobutyrylo-1-(2’,3’,5’-tri-O-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (231) oraz N®-lzobutyrylo-1,9-bis-(2°,3’,5’-trlI-0-acetylo-p-D-rybo-

furanozylo)adeniny (232) z zastosowaniem czynnika sililujgcego BSA

Metoda A

Przez zawiesine N*-izobutyryloadeniny (197) (0.9 g, 4.38 mmol) wysuszonej w pistolecie
prézniowym (78°C, 8 godzin, P205) i kilkukrotnie odparowanej z toluenem 1,2,3,5-tetra-O-
acetylo-P-D-rybofuranozy (91) (1.79 g, 5.63 mmol) w 20 mL bezwodnym acetonitrylu
przepuszczano argon (30 minut). Nastepnie do intensywnie mieszanego roztworu dodano BSA
(1.646 g, 8.09 mmol) i catos¢ ogrzewano w temperaturze 75°C przez 30 minut. Do uzyskanego
klarownego roztworu dodano TMSOTT (0.484 g, 2.17 mmol). Reakcje prowadzono przez
3 godziny w temperaturze 75°C, w wyniku czego otrzymano jasnozoty roztwor. Mieszanine
reakcyjng ochtodzono do temperatury pokojowej i dodano 180 mL chlorku metylenu, a nastepnie
wytrzasano ze 150 mL nasyconego roztworu kwasnego weglanu sodu. Faze organiczng suszono
nad bezwodnym siarczanem sodu przez 40 minut, po czym rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac jasnozétag piane (2.36 g). Rozdziat mieszaniny
poreakcyjnej przeprowadzono na kolumnie chromatograficznej (12 cm x 4.5 c¢cm), stosujac jako
eluent uktad chloroform-acetonitryl w gradiencie stezenia 2:1 -> 1:1. W wyniku rozdziatu
otrzymano (w kolejnosci elucji): N®-izobutyrylo-1,9-bis-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)-
adenine (232) (0.16 g, 0.2 mmol) z wydajnoscig 5%, w formie bezbarwnego, gestego oleju;
N~-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adening  (198) (0.21 g, 0.46 mmol)
z wydajnoscig 10% jako bezbarwny, gesty olej (zwigzek identyczny Rf, UV oraz *H NMR
z otrzymanym w 5.2.6.); N”~-izobutyrylo-I-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (231)
(0.66 g, 1.42 mmol) w formie biatego osadu, z wydajnoscig 32.5%. Zwiazek 231 krystalizowano
z goragcego 40% roztworu etanolu, otrzymujgc biate, drobne krysztaty w formie igiet, ktére
odsgczono i przemyto zimnym 40% etanolem otrzymujgc po wysuszeniu 0.59 g krysztatow

(89.4% wydajnosc¢ krystalizaciji).

Metoda B

W wyniku przeprowadzenia analogicznej reakcji przedstawionej w metodzie A, jednak

z zastosowaniem dtuzszego czasu reakcji (4 godziny) oraz nizszej temperatury (70°C), po
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rozdziale mieszaniny reakcyjnej na kolumnie chromatograficznej (13 cm x 4.5 cm)
w gradiencie stezenia chloroform-metanol 2:1 — 1:1, otrzymano zwigzek 232 (0.242 g, 0.34
mmol) z wydajnoscig 7.6%, 198 (0.474 g, 1.02 mmol) z wydajnoscia 23.1% oraz produkt 231
(0.335 g, 0.72 mmol) z wydajnoscig 16.3%.

Zwigzek 232
Rf: 0.80 (A3), 0.50 (B3)
UV (MeOH): amax 293.8 nm, amin 240.4 nm
'H NMR (CDCb): 1.22, 1.24 (2d, 2x3, CH(CH3)2), 2.08, 2.09, 2.10, 2.12, 2.14, 2.20 (6s, 6x3,
OCOCHS3), 2.75 (septet, 1, CH(CH3)2), 4.41-4.45 (m, 6, 5'a,b-H, 5”a,b-H, 4’-H, 4”-H), 5.33 (q,
1, 3”-H), 5.69 (d, 1, 3’-H), 5.60 (dd, 1, J=2.4, 2”-H), 5.88 (t, J=5.4, 1, 2’-H), 6.03 (d, J=5.4, 1’
H), 6.28 (d, J=2.4, 1, 1”-H), 7.81 (s, 1, 8-H), 8.35 (s, 1, 2-H)
"C NMR (CDClz): 18.97, 19.06 (2 x CH(CH3)2), 20.21, 20.31, 20.44 (OCOCHS3), 37.41
(CH(CH3)2), 62.43 (C-5"), 62.76 (C-5"), 68.96 (C-3), 69.88 (C-3’), 72.23 (C-27), 72.42 (C-2"),
78.76 (C-4"), 79.54 (C-4’), 85.83 (C-1"), 90.04 (C-1"), 120.84 (C-5), 139.87 (C-8), 141.73 (C-6),
143.35 (C-4), 146.22 (C-2), 169.24, 169.28, 2 x 169.39, 2 x 170.01 (6 x OCOCH3), 187.60
(NCOCH)
Wartosci dotyczace czesci cukrowej przytaczonej w pozycje NI oznaczono jako ,,bis”.

NMR (DMSO-de): 164.18 (N-1), 171.59 (N-9), 212.49 (N-3), 251.25 (N-7), dla atomu N-6

nie obserwowano korelacji z protonem

Zwigzek 231

Rf: 0.54 (A3), 0.47 (B3)

U.: 159-161°C

UV (MeOH): xmax 313.2 NM, xmin 255.2 NM

‘H NMR (DMSO-d¢): 1.20 (d, 6, CH(CH3)2), 2.05, 2.07, 2.10 (3s, 3x3, OCOCH3), 2.64 (septet,
1, CH(CH3)2), 4.28-4.43 (m, 3, 5’b,a-H, 4’-H), 5.40 (t, 1, 3’-H), 5.69 (dd, 1, 2’-H), 6.33 (bs, 1,
r-H), 8.12, 8.48 (2bs, 2x1, 8-H, 2-H), 12.67 (b, 1, N9-H lub/i N7-H)

*H NMR (CDCls): 1.18 (dd, 6, CH(CH3)2), 2.06, 2.18, 2.24 (3s, 3x3, OCOCH3), 2.65 (septet, 1,
CH(CH3)2), 4.41 (d, 1, 5’b-H), 4.51-4.55 (m, 2, 5’a-H, 4’-H), 5.34 (t, 1, 3’-H), 5.63 (d, J=4.8, 1,
2’-H), 6.65 (s, 1, r-H), 8.13 (s, 1, 8-H), 8.82 (s, 1, 2-H), 12.49 (s, 1,N7-H)

NMR (CDCls); 19.55, 19.84 (2 x CH(CH3)2), 20.26, 20.30, 20.72 (3 x OCOCH3), 39.51
(CH(CH3)2), 61.05 (C-5"), 67.67 (C-3’), 74.51 (C-2’), 78.86 (C-4’), 90.31 (C-1"), 114.27 (C-5),
141.53 (C-8), 142.17 (C-2), 148.02 (C-6), 157.05 (C-4), 168.93, 169.20, 170.23 (3 x OCOCH3),
188.87 (NCOCH)
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'®N NMR (DMSO-dft): 161.65 (N-9), 170.66 (N-1), 209.50 (N-6), 241.06 (N-3), 249.30 (N-7)
MS: Widmo LSIMS POS w NBA dla: (M"H) C20H26N508 obliczono: 464.4 znaleziono 464.3

(M”a) C20H25N50gNa obliczono: 486.4; znaleziono 486.2
anal.: obliczono dla C20H25NsOg (463.447). C: 51.83%, H: 5.44%, N: 15.11% znaleziono:
C: 51.74%, H: 5.23%, N: 15.01%

5.2.28. Synteza N®-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-O-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (198) oraz N®-izobutyrylo-1,9-bis-(2°,3’,5’-trl-0-acetylo-p-D-rybo-

furanozylo)adeniny (232) z zastosowaniem czynnika sililujgcego HMDS

Do zawiesiny suchej N”-izobutyryloadeniny (197) (0.302 g, 1.47 mmol) w HMDS (10
mL) dodano siarczanu (V1) amonu (0.010 g, 0.087 mmol). Catos¢ umieszczono w tazni olejowej
i ogrzewano w temperaturze wrzenie rozpuszczalnika pod chtodnicg zwrotng (temperatura tazni
135°C), w atmosferze argonu przez 2.5 godziny. Uzyskany klarowny roztwor odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem do uzyskania gestego oleju, ktory odparowano do sucha przy pomocy
pompy olejowej otrzymujac biaty, gesty olej, ktéry nastepnie w atmosferze argonu rozpuszczono
w 6 mL bezwodnego acetonitrylu. Do otrzymanej zawiesiny dodano suchej 1,2,3,5-
tetraacetylorybofuranozy (91) (0.500 g, 1.57 mmol) oraz katalizatora TMSOTT (0.278 g, 1.25
mmol), w wyniku czego oba komponenty rozpuscity sie catkowicie. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem otrzymujgc biatg, suchg piane. Nastepnie mieszaning reakcyjng
poddano rozdziatowi na kolumnie chromatograficznej (7.5 cm x 3.5 cm) stosujac faze
chloroform-acetonitryl w gradiencie stezenia 2:1 -> 1:1, co pozwolito na otrzymanie 0.148 ¢
(0.32 mmol, wydajno$¢ 21%) N~-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny
(198) identycznej (Rf, UV, 'H NMR) z probka otrzymang w preparatyce 5.2.6. oraz 0.044 g
(0.06  mmol) N~-izobutyrylo-1,9-bis-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny  (232)
powstajacej z wydajnoscig 4.3% o identycznym Rf, UV i 'H NMR z prébka otrzymang
w preparatyce 5.2.27.
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5.2.29. Synteza N®-benzoilo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (110) i N®-benzoilo-1-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-

adeniny (236) z zastosowaniem BSA

Metoda A

Do N”-benzoiloadeniny (109) (0.600 g, 2.50 mmol) wysuszonej w pistolecie prézniowym
(78°C, 5 godzin, P205) oraz kilkukrotnie odparowanej z toluenem 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-P-D-
rybofuranozy (91) (0.955 g, 3.00 mmol) dodano 24 mL suchego acetonitrylu otrzymujgc
zawiesine, przez ktorg przepuszczano argon (30 minut). Nastepnie do intensywnie mieszanego
roztworu dodano BSA (1.006 g, 4.90 mmol) i catos¢ ogrzewano w temperaturze 60°C przez 30
minut uzyskujac klarowny roztwor, do ktérego dodano TMSOTT (0.280 g, 1.30 mmol). Reakcje
prowadzono przez 3.5 godziny w temperaturze 60°C. Mieszanine reakcyjng ochtodzono do
temperatury pokojowej i dodano 40 mL chlorku metylenu, a nastepnie wytrzgsano z 80 mL
nasyconego roztworu kwasnego weglanu sodu. Faze organiczng suszono nad bezwodnym
siarczanem (V1) sodu przez 40 minut, po czym rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
cisnieniem otrzymujac bialg piane. Rozdziat mieszaniny reakcyjnej przeprowadzono na
kolumnie chromatograficznej (16 cm x 4.5 cm), stosujac jako eluent uktad chloroform-metanol
w gradiencie stezenia 98:2 — 9:1. W wyniku rozdziatu otrzymano (w kolejnosci elucji):
N~-benzoilo-9-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adening  (110) (0.99 ¢, 0.20 mmol)
z wydajnoscig 7.9% w postaci bezbarwnego, gestego oleju, identyczng ze zwigzkiem
otrzymanym w 5.2.13.; N”-benzoilo-I-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (236)
(0.377 g, 0.76 mmol) w formie bezbarwnego oleju, z wydajnoscig 30.2% oraz 0.373 ¢
nieprzereagowanej N-benzoiloadeniny (109) (1.56 mmol, 62.2%). Zwitek 236 krystalizowano
z goracego etanolu, otrzymujagc biate, drobne krysztaty, ktdre odsgczono i przemyto zimnym

etanolem otrzymujac po wysuszeniu 0.312 g krysztatow.

Metoda B

Suchg N”*-benzoiloadenie (109) (0.040 g, 0.16 mmol) i sucha 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-P-D-
rybofliranoze (91) (0.064 g, 0.20 mmol) rozpuszczono w 2 mL suchego acetonitrylu otrzymujac
zawiesine, przez ktérg w czasie 30 minut przepuszczano argon. Nastepnie do intensywnie
mieszanego roztworu dodano BSA (0.067 g, 0.3 mmol) i catos$¢ ogrzewano w temperaturze 60°C

przez 30 minut. Do uzyskanego klarownego roztworu dodano TMSOTT (0.019 g, 0.08 mmol).
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Reakcje prowadzono przez 66 godzin w temperaturze 60°C. W wyniku przeprowadzonej reakcji
uzyskano z ok. 95% (TLC) wydajnoscig produkt posiadajgcy identyczny wspétczynnik rf do
pochodnej 110 (5.2.13.).

Zwigzek 236

Rf: 0.62 (A3), 0.49 (B3)

t.t.: 202-205°C (200°C migkniecie)

UV (MeOH): xmax 331.5 nm, T-min 280.0 nm, A-max 227.5 nm

'H NMR (CDCb): 2.07, 2.08, 2.25 (3s, 3x3, OCOCH3), 4.41-4.60 (m, 3, 5’a,b-H, 4’-H), 5.38
(dd, 1, 3’-H), 5.64 (d, J=2.1, 1, 2’-H), 6.70 (d, J=2.1, 1, I’-H), 7.42 (t, 2, Ph), 7.52 (t, 1, Ph), 8.17
(s, 1, 8-H), 8.22 (d, 2, Ph), 8.90 (s, 1, 2-H), 12.65 (s, 1, N7-H)

‘C NMR (CDCb): 20.31, 20.41, 20.80 (3 x OCOCH3), 61.26 (C-5"), 68.09 (C-3"), 74.90 (C-
2’), 79.29 (C-4’), 89.93 (C-T), 114.61 (C-5), 128.03, 128.17, 129.75, 137.25 (C-Ph), 141.95 (C-
8), 142.20 (C-2), 148.81 (C-6), 157.60 (C-4), 168.88, 169.21, 170.24 (3 x OCOCH3), 175.18
(NCOPh)

5.2.31. Synteza N®-acetylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-
adeniny (207) i N®-acetylo-1-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-

adeniny (235) z zastosowaniem czynnika sililujgcego BSA

Do wysuszonej w pistolecie prézniowym (78°C, 8 godzin, P205) N”-acetyloadeniny (206)
(0.160 g, 0.90 mmol) i 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-p-D-rj'bofuranozy (91) (0.465 g, 1.46 mmol)
dodano 4 mL suchego acetonitrylu otrzymujac zawiesine, przez ktérg w czasie 30 minut
przepuszczano argon. Do intensywnie mieszanego roztworu dodano BSA (0.517 g, 2.53 mmol)
i catos¢ ogrzewano w temperaturze 80°C do uzyskanego klarownego roztworu, a nastepnie
dodano TMSOTT (0.108 g, 0.48 mmol). Reakcje prowadzono w temperaturze 80°C przez 90
minut. Po tym czasie mieszanine reakcyjng ochtodzono do temperatury pokojowej
i dodano 10 mL chlorku metylenu i kilkukrotnie wytrzagsano z 10 mL nasyconego roztworu
kwasnego weglanu sodu. Faze organiczng suszono nad bezwodnym siarczanem (V1) sodu przez
60 minut, po czym rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujac
jasnozota piane (0.620 g). Rozdziat mieszaniny reakcyjnej przeprowadzono na kolumnie
chromatograficznej (5 cm x 3.5 cm), stosujagc jako eluent ukiad chloroform-acetonitryl

w gradiencie stezenia 2:1 — 1:1. W wyniku rozdziatu otrzymano: N”-acetylo-9-(2’,3°,5’-tri-O-

129






5.2. Szczego6towe dane eksperymentalne

acetylorybofuranozylo)adenine (207) (0.062 g, 0.14 mmol) z wydajnoscig 15.7%, w formie
jasnozottego, gestego oleju; N”-acetylo-1-(27,3°,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (235)
(0.089 g, 0.20 mmol) z wydajnoscig 22.6% jako bezbarwny, gesty olej.

Zwigzek 207

Rfl 0.50 (A3)

UV (MeOH): Amax 271.2 nm, A-min 233.0 nm, Amax 214.6 nm

'H NMR (CDCb): 2.02, 2.08, 2.12, 2.16 (4s, 4x3, COCH3), 4.35-4.49 (m, 3, 5’a,b-H, 4’-H),
5.67 (t, 1, 3'-H), 5.95 (d, J=5.4, 1, 2’-H), 6.21 (d, J=5.4, 1, I’-H), 8.13 (s, 1, 8-H), 8.61 (s, 1,
N~-H), 8.69 (s, 1,2-H)

‘H NMR (DMSO): 2.01, 2.04, 2.13 (3s, 3x3, OCOCH3), 2.25 (s, 3, NCOCH3), 4.22-4.29 (m, 1,
5'b-H), 4.38-4.45 (m, 2, 5’a-H, 4’-H), 5.65 (t, 1, 3’-H), 6.06 (d, J=5.6, 1, 2’-H), 6.32 (d, J=5.1, 1,
I’-H), 8.68, 8.69 (2s, 1, 2-H, 8-H), 10.78 (s, 1, N*-H)

Zwigzek 235

Rf: 0.46 (A3), 0.36 (B3)

UV (MeOH): Amax 312.6 nm, Amin 252.6 nm, Amax 212.4 nm

‘H NMR (CDCb); 2.07, 2.20, 2.21 (3s, 3x3, OCOCH3), 2.24 (s, 3, NCOCH3), 4.38 (dd, 1, 5’b-
H), 451 (dt, 2, 5’a-H, 4’-H), 5.35 (dd, 1, 3’-H), 5.71 (d, J=1.8, 1, 2’-H), 6.44 (d, J=1.8, 1, I’-H),
8.11 (s, 1, 8-H), 8.74 (s, 1,2-H), 12.38 (s, 1,N7-H)

5.2.32.1-Rybofuranozyloadenina (2)

Sucha N”-izobutyrylo-I-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (231) (0.222 g,
0.48 mmol) rozpuszczono w metanolu nasyconym amoniakiem (10 mL) otrzymujgc klarowny
roztwér. Reakcje prowadzono przez 23 godziny w temperaturze 25°C. Po tym czasie
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cis$nieniem otrzymujac osad, ktéry mieszano
w roztworze chloroform-metanol 1:1 przez 2 godziny. Nastepnie biaty osad odsgczono
i przemyto roztworem chloroform-metanol 1:1, uzyskujac 0.10 g (0.45 mmol)
1-rybofuranozyloadeniny (2) z wydajnoscig 93%. Zwigzek krystalizowano z wody uzyskujac

bezbarwne krysztaty.

Rf: 0.53 (DI), 0.42 (El)
t.t.. 169°C brazowienie, 178-195°C czernienie
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UV (MeOH); xmax 274.8 nm, Amin 247.6 nm, X,max 228.4 nm
'H NMR (DMSO-dfi): 3.38 (bs, 3, 2’-0H, 3’-0H, 5’-0H), 3.72 (q, 2, 5’a,b-H), 4.07 (d, 1, 4’-H),
412 (d, 1, 3’-H), 4.12 (t, J=5.4, 1, 2’-H), 5.95 (d, J=6.0, 1, I’-H), 6.80 (b, 2, NH2), 7.83 (s, 1,
8-H), 8.39 (s, 1,2-H)
'H NMR (Dz0): 4.05 (q, 2, 5’a,b-H), 4.46 (d, 1, 4’-H), 4.49 (d, 1, 3’-H), 4.79 (t, J=6.0, 1, 2’-H),
6.15 (d, J=6.0, 1, r-H), 8.21 (s, 1, 8-H), 8.60 (s, 1, 2-H)
'‘C NMR (DMSO-dfi): 60.55 (C-5’), 69.90 (C-3’), 72.74 (C-2’), 86.27 (C-4’), 92.23 (C-1),
118.99 (C-5), 140.54 (C-2), 148.68 (C-6), 150.73 (C-8), 154.70 (C-4)
‘N NMR (DMSO-d¢): 164.72 (N-1), 23251 (N-3), dla pozostatych atomow azotu nie
obserwowano sygnatow korelacyjnych (*N-'H)
anal.. obliczono dla C10H13N504 (267.25): C:. 44.94%, H: 4.90%, N: 26.21% znaleziono:
C: 44.47%, H: 4.69%, N: 26.15%
Dane Kkryst.: grupa przestrzenna P 2i

a=6.7737(4) A, b= 16.7201(8) A, ¢ - 9.7134(4) A

a=90.00° p =90.895° y=90.00°

objetos¢ komorki: 1099.98 A*

Dlugosci wigzan w A (dla dwdch czasteczek w komdrce elementarnej):
04’-Cr 1.415, 1411 C4’-C571.514, 1512 C4-C5 1.391, 1.396
Cr-C2’' 1529, 1.532 C5’-05' 1.429, 1.435 C4-N9 1.356, 1.355

C2’-C3' 1.529, 1.535
C2’-02' 1.417, 1.413
C3’-03’ 1.420, 1.417
C3’-C4’ 1.534, 1.534
C4’-04’ 1.473, 1.466

Katy torsyjne:

(Vo) C4’-04’-CI’-C2’ (-28.85° i -28.18°)
(Vi) 04’-Cr-C2’-C3' (42.16° i 42.13°)

Cr-NI 1.478, 1.473
N1-C6 1.377,1.379
N1-C2 1.393, 1.396
C2-N3 1.288,1.288
N3-C4 1.367, 1.368

(v2) Cr-C2’-C3’-C4’ (-38.52° i -38.93°)

N9-C8 1.368, 1.353
C8-N7 1.339, 1.348
N7-C5 1.375, 1.380
C5-C6 1.401, 1.401

C6-N" 1.322,1.324.

(v3) C2’-C3’-C4’-04’ (23.42° 1 23.86°)
(va) C3’-C4’-04’-Cr (3.10° i 2.46°)
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5.2.33. Préba odblokowania N®-izobutyrylo-1-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-
rybofuranozylo)adeniny (231)

N~-izobutyrylo-1-(2°,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adening (231) (0.065 g, 0.14
mmol) rozpuszczono w 9 mL metanolanu sodu. Reakcje prowadzono przez 58 godzin
w temperaturze pokojowej. Analiza TLC wykazata powstawanie kilku produktéw reakcji

0 podobnych stezeniach.

5.2.34. Préba odblokowania N®-benzoilo-1-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybo-

furanozylo)adeniny (236)

Metoda A

N~-Benzoilo-1-(2°,3’,5’-tri-0-acetylo-P-D-rybofuranozylo)adenine (236) (0.200 g, 0.40
mmol) rozpuszczono w 25 mL metanolu. Nastepnie dodano 25 mL 25% wodnego roztworu
amoniaku i intensywnie mieszano przez 4 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac osad, ktory
krystalizowano z wody, otrzymujgc drobnokrystaliczny, biaty osad; N”-benzoilo-I-(P-D-

rybofuranozylo)adenine (237) (0.066 g, 0.18 mmol, wydajnos¢ 44%).

Metoda B

N~-Benzoilo-1-(2°,3°,5°-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)adenine (236) (0.048 g, 0.1
mmol) rozpuszczono w 9 mL metanolu nasyconego amoniakiem. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 48 godzin. Jednak zwigzek 236 nie ulegt catkowitemu

rozpuszczeniu i odblokowaniu, otrzymano mieszanine kilku produktow o podobnych stezeniach.

Zwiagzek 237

t.t.. 134-137°C

Rfi 0.18 (A4)

UV (MeOH): Xmax 332.5 nm, Amin 281.5 nm, Xmax 231.0 nm
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‘H NMR (DMSO-dfi): 3.80 (bg, 2, 5'a,b-H), 4.04 (d, 1, 4’-H), 4.17 (d, 1, 3’-H), 4.25 (bq, 1, 2-
H), 5.20, 5.39, 5.55 (2d i s, 3, 3-OH, 5’-OH, 2'-OH), 6.01 (bs, 1, I’-H), 7.45-7.60 (m, 3, Ph),
8.12(d, ~2, Ph), 8.31 (bs, ~1, 8-H), 9.15 (bs, 1,2-H), 12.52 (s, 1, N7-H)

5.2.35. Reakcje N®-izobutyrylo-1-(2’,3’,5’-tri-O-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-

adeniny (231) w warunkach transglikozylacji

Metoda A (temperatura wrzenia rozpuszczalnika)

N~-1zobutyrylo-1-(27,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adening  (231) (0.042 g, 0.09
mmol) oraz kwas p-toluenosulfonowy (0.0017 g, 0.009 mmol) rozpuszczono w 2 mL suchego
chlorobenzenu. Reakcje prowadzono pod chtodnicg zwrotng (temperatura +azni 160°C) przez
8 minut. Po tym czasie mieszaning reakcyjng odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastepnie rozdzielono na kolumnie chromatograficznej (4 cm x 2 cm) w gradiencie stezenia
chloroform-metanol 98:2 — 95:5. W wyniku rozdziatu otrzymano: N”-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-
tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (198) (0.019 g, 0.041 mmol), powstajagcg z wydajnoscig
45.6%, o Rf i UV identycznym ze zwigzkiem otrzymanym w wyniku reakcji opisanej
w rozdziale 5.2.6. oraz N”-izobutyryloadenine (197) (0.008 g, 0.004 mmol), identyczng ze

zwigzkiem otrzymanym w rozdziale 5.2.3., a powstajgca z 45.1% wydajnoscia.

Metoda B (temperatura 112°C)

N~-1zobutyrylo-1-(2°,3°,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (231) (0.010 g, 0.02
mmol) rozpuszczono w I mL suchego chlorobenzenu i dodano kwasu p-TsOH (0.0004 g, 0.002
mmol). Reakcje prowadzono na tazni olejowej o temperaturze 112°C przez 30 minut
z intensywnym mieszaniem. Analiza TLC wykonywana w trakcie reakcji, w ukiadzie
chloroform-metanol 95:5, pokazata tworzenie sie¢ dwoch gtownych produktéw o Rf identycznym
z N”-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adening (198) oraz N”-izobutyrylo-
adening(197).

Metoda C (temperatura 60°C)

N~-1zobutyrylo-I-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (231) (0.006 g, 0.013

mmol) rozpuszczono w | mL suchego chlorobenzenu i dodano kwasu p-TsOH 0.00025 g,
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0.0013 mmol). Reakcje prowadzono na fazni olejowej o temperaturze 60°C przez 120 minut
z intensywnym mieszaniem. Analiza TLC wykonana w trakcie reakcji, w uktadzie chloroform-
metanol 95:5, pokazata tworzenie sie z duzg wydajnoscig, okoto 80-90% produktu
0 Rf identycznym z N*-izobutyryloadening (197).

Metoda D (stapianie 220“C)

N~-1zobutyrylo-1-(2°,3°,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (0.005 g, 0.01 mmol)
(231) ogrzewano w temperaturze 220°C przez 3 minuty. Analiza TLC wykonana w ukiadzie
chloroform-metanol 95:5 wykazata powstanie z wydajnoscia okoto 60% produktu
0 wspodtczynniku Rf identycznym z N”-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)-
adening(198).

5.2.36. Reakcje N®-benzoilo-1-(2’,3’,5’-tri-0-acetylo-p-D-rybofuranozylo)-

adeniny (236) w warunkach transglikozylacji

Metoda A (temperatura wrzenia rozpuszczalnika)

N~-Benzoilo-1-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adening  (236) (0.0015 ¢, 0.003
mmol) oraz kwas p-toluenosulfonowy (0.0001 g, 0.0005 mmol) rozpuszczono w 0.5 mL suchego
chlorobenzenu. Reakcje prowadzono w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 15 minut
z intensywnym mieszaniem. Analiza TLC reakcji prowadzona w uktadzie chloroform-metanol
95:5 wykazata, ze z wydajnoscig okoto 70% powstaje produkt o wspdtczynniku Rf identycznym
z RfN"-benzoilo-9-(2’,3’,5 *-tri-O-acetylorybofuranozylo)adeniny (110).

Metoda B (stapianie 220°C)

N~-Benzoilo-1-(2°,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adening  (236) (0.001 g, 0.002
mmol) ogrzewano przez 5 minut w temperaturze 220°C. Analiza TLC prowadzona w ukfadzie
chloroform-metanol 95:5 wykazata, ze z wydajnoscig okoto 50% nastgpita konwersja zwigzku
236 do produktu o wspotczynniku Rf identycznym z Rf N”-benzoilo-9-(2°,3’,5’-tri-0-
acetylorybofuranozylo)adeniny (110).
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5.2.37. Dekompozycji N®-izobutyrylo-1,9-bis-(2’,3’,5’-tri-O-acetylo-p-D-

rybofuranozylo)adeniny (232) w warunkach transglikozylacji

N”-1zobutyrylo-1,9-bis-(2°,3,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adenine (231) (0.090 g,
0.12 mmol) rozpuszczono w 5 mL suchego chlorobenzenu, a nastepnie dodano kwasu p-TsOH
(0.0022 g, 0.012 mmol). Reakcje prowadzono pod chiodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika przez 10 minut z intensywnym mieszaniem. Analiza TLC wykonywana
w trakcie reakcji, w uktadzie chloroform-acetonitryl (2:1, 1:1), toluen-etanol 9:1 oraz
chloroform-metanol 9:1, pokazata tworzenie sie dwoch produktow o wspdlczynnikach
Rf identycznych z Rf N”-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny (198)
oraz  N*-izobutyrylo-4-(2°,3’,5’-tri-O-acetylorybofuranozylo)adeniny  (236)  powstajacych
odpowiednio z wydajnosciami okoto: 60% i 10%. Nastepnie rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem otrzymujac jasnozo6itg piane, ktorg poddano rozdziatowi przy pomoca
kolumny chromatograficznej (5.5 cm x 2 cm) jako eluent stosujgc chloroform-acetonitryl
w gradiencie stezenia 2:1 1:1, co pozwolito na otrzymanie 0.030 g (0.065 mmol)
N~-izobutyrylo-9-(2’,3’,5’-tri-0-acetylorybofuranozylo)adeniny z wydajnoscig 51.3%. Produkt
ten posiadat identyczny wspdtczynnik Rf oraz widma UV i 'H NMR z pochodng 198.

135






6. Literatura

6. Literatura

P2 O N 0T WD -

= o

13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.

Fischer, E.; Helferich, B. Chem. Ber., 47, 210 (1914).

Ulbricht, T.LV. Angew. Chem., 74, 767 (1962).

Hilbert, G.E.; Johnson, T.B. J. Am. Chem. Soc., 52, 4489 (1930).
Knorr,E.5e/-., 30, 937(1897).

Davoll, J.; towy, B.A. J. Am. Chem. Soc., 73, 1650 (1951).

Fox, J.J.; Young, N.; Davoll, J.; Brown, G.B. J. Chem. Soc., 78, 2117 (1956).
Helferich, B.; Weis, K. Chem. Ber., 89, 314 (1956).

Sato, T., Shimadate, T.; Ishido, Y. Nippon Kagaku Zashi, 81, 1440 (1960).
Ishido, Y.; Sato, T. Buli. Chem. Soc. Jpn., 34, 1347 (1961).

Shimidate, T.; Ishido, Y.; Sato, T. Nippon Kagaku Zashi, 82, 938, (1961).
Ishido, Y.; Matsuba, T.; Hosono, A.; Fujii, K.; Sato, T.; Isome, S.; Maruyama, A.; Kikuchi,
Y. Buli. Chem. Soc. Jpn., 40, 1007 (1967).

Robins, M.J.; Robins, R.K. J. Am. Chem. Soc., 37, 4935 (1965).

Robins, M.J.; Robins, R.K. J. Org. Chem., 34, 2160 (1969).

Shimizu, B.; Miyaki, M. Chem. Ind., 664 (1966).

Montgomey, J.A.; Thomas, H.J. J. Org. Chem., 31, 1411 (1966).

Shimizu, B.; Miyaki, M. Chem. Pharm. Buli., 18, 732 (1970).

Watanabe, K.; Hollenberg, D.H.; Fox, JJ. Carbohydr. Nucleosides & Nucleotides, 1, |
(1974).

Miyaki, M.; Shimizu, B. Chem. Pharm. Buli., 18, 1446 (1970).

Boryski, J.; Golankiewicz, B. Nucleosides & Nucleotides, 8, 529 (1989).
Jenkins, S.R.; Holy, F.W.; Walton, E. J. Org. Chem., 30, 2851 (1965).
Wright, G.E.; Dudycz, L.W. J. Med. Chem., 27, 175 (1984).

Rogers, G.T.; Ulbricht, T.L.V. J. Chem. Soc. 1929 (1968).

Boryski, J. Nucleosides & Nucleotides, 15, 771 (1996).

Ukita, T.; Hayatsu, H.;Tomita, Y. Chem. Pharm. Bull, 11, 1068 (1963).
Hoffer, M. Chem. Ber., 93, 2777 (1960).

Hoffer, M.; Duschinsky, R.; Fox, J.J.; Yung, N. J. Am. Chem. Soc., 81, 4112 (1959).
Fox, J.J.; Young, N.C.; Wempen, I.; Hoffer, M. J. Am. Chem. Soc., 83, 4066 (1961).
Ulbricht, T.L.V.; Rogers, G.T. J. Chem. Soc., 6125 (1965).

Rogers, G.T.; Shadbolt, R.S.; Ulbricht, T.L.V. J. Chem. Soc. (C), 203, (1969).
Schmidt, G.; Farkas, J. Collect. Czech. Chem. Commun., 31, 417 (1975).
Ulbricht, T.L.V. Proc. Chem. Soc., 298 (1962).

Schmidt, G.; Farkas, J. Tetrahedron Lett., 34,4251 (1967).

Ulbricht, T.L.V.; Rogers, G.T. J. Chem. Soc., 6130 (1965).

Prystas, M.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 29, 2809 (1964).
Rabinowitz, J.L.; Gurin, S.J. Am. Chem. Soc., 75, 5785 (1953).

Ueda, T.; Nishino, H. J. Am. Chem. Soc., 90, 1678 (1968).

Yamaoka, N.; Aso, K.; Matsuda, K. J. Org. Chem., 30, 149 (1965).

Prystas, M.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 33, 210 (1968).
Prystas, M.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 29, 1813 (1968).
Vorbriiggen, H.; Hofle, G. Chem. Ber., 114, 1256 (1981).

Vorbriiggen, H.; Bennua, B. Chem. Ber., 114, 2757 (1981).

Hilbert, G.E.; Johnson, T.B. J. Am. Chem. Soc., 52,2001 (1930).

Rabinowitz J.L.; Gurin, S. J. Am. Chem. Soc., 75, 5758 (1953).

Farkas, J.; Kaplan, L.; Fox, J.J. J. Org. Chem., 29, 1469 (1964).

Prystas, M.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 31, 1053 (1966).
Prystas, M.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 30, 2960 (1965).
Prystas, M.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 33, 131 (1964).

136






6. Literatura

48.
49,
50.
51
52.
53.
o4.
55,
56.
S7.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71,
72.
73.
74.
75.
76.
7.
78.
79.

80.

81.

82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.

Prystas, M.; Farka$, J.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 30, 3123 (1965).
Prystas, M.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 31, 3990 (1966).

Prystas, M.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 31, 1035 (1966).

Fox, J.J.; Goodman, I. J. Am. Chem. Soc., 73, 3256 (1964).

Roberts, M.; Visser, D.H. J. Am. Chem. Soc., 72, 668 (1952).

Walton, E.; Holly, F.; Boxer, G.E.; Nutt, R.F. J. Org. Chem., 31, 1163 (1966).
Nito, T.; Kawakami, T. Chem. Pharm. Buli., 10, 627 (1962).

Hilbert, G.E.; Rist, C.E. J. Biol. Chem., 117, 371 (1937).

Visser, D.W.; Goodman, 1,; Dittmer, K. J. Am. Chem. Soc., 70, 1926 (1948).
Lemieux, R.U.; Morgan, A.R.; Can. J. Chem., 43, 2214 (1965).

Smejkal, J.; Farka$, J.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 31, 291 (1966).
Glaudemans, C.P.J.; Fletcher, H.C. J. Org. Chem., 28, 3004 (1963).

Prystas, M.; Sorm. F. Collect. Czech. Chem. Commun., 34, 331 i 2316 (1969).
Newmark, P.; Goodman, 1. J. Am. Chem. Soc., 79, 6446 (1957).

Nishimura, T.; Shimizu, B; Iwai, 1. Chem. Pharm. Buli, 11, 1470 (1963).
Nishimura, T.; Iwai, 1. Chem. Pharm. Buli, 12, 1471 (1964).

Wittenburg, E. Chem. Ber., 101, 1095 (1968).

Wittenburg, E. Chem. Ber., 101, 1614 (1968).

Wittenburg, E. Etzold, G.; Langen, P. Chem. Ber., 101, 494 (1968).

Bardos, T.J.; Kotick, M.P.; Szantay, C. Tetrahedron Letters, 1759 (1966).

Kotick, M.P.; Szantay, C.; Bardos, T.J. J. Org. Chem., 34, 3806 (1969).

Birkofer, L.; Ritter, A.; Kuhlthau, H.P. Chem. Ber., 79. 934 (1964).

Covill, M.J.; Garg, H.G.; Ulbricht, T.L.V. Tetrahedron Letters, 1033 (1968).
Vorbriiggen, H.; Krolikiewicz, K.; Bennua, B. Chem. Ber., 114, 1234 (1981).

Itoh, T.; Mizuno, Y. Heterocycles, 5, 285, (1976).

Shimizu, B.; Miyaki, M. Tetrahedron, 1, 855 (1967).

Ryan, K.J.; Acton, E.M.; Goodman, L. J. Org. Chem., 38, 2646 (1971).

Helferich, B.; Gootz, R.; Ber., 62, 2788 (1929).

Helferich, B.; Lampert, U. Ber., 67, 1167, (1934).

Helferich, B.; Forstoff, L. Ber., 94, 158, (1961).

Ishido, Y.; Kikuchi, Y.; Sato, T. Nippon Kagaku Zasshi, 86,240 (1965).

Hosono, A.; Fujii, K.; Tada, T.; Tanaka, H.; Ohgo, Y.; Ishido, Y.; Sato. Bull Chem. Soc.,
Japan, 64, 2818 (1973).

Ishido, Y.; Matsuba, T.; Hosono, A.; Fujii, K.; Tanaka, H.; Iwabuchi, S.; Isome, S,
Maruyama, A., Kikuchi. Y.; Sato, T. Bull. Chem. Soc., Japan, 38, 2019 (1965).
Kazimierczuk, Z.; Cottam, H.W.; Revankar, G.R.; Robins, R. J. Am. Chem. Soc., 106, 6379
(1984).

Baker, R.B.; Schaub, R.E.; Kissman, H.M. J. Am. Chem. Soc., 77, 5911 (1955).
Goldman, L.; Marsico, J.W., Angier, R.B. J. Am. Chem. Soc., 78, 4173 (1956).
Leonard, N. J.; Laursen, R.A. Biochemistry, 4, 354 (1965).

Lemieux, R.U.~c/v. Carbohyd. Chem., 9, 1 (1955).

Pfleiderer, W.; Robins, R.K. Chem. Ber., 98, 1511 (1965).

Imazawa, M.;Eckstein, F. J. Org. Chem., 43, 3043 (1978).

Dudycz, L.W.; Wright, G.E. Nucleosides & Nucleotides, 3, 33 (1984).

McGee, D.P.C.; Martin, J.C.; Verheyden, J.P.H. Synthetic Commun., 18, 1651 (1988).
Boryski, J. J. Chem. Perkin Trans., 2, 649 (1997).

Boryski, J. Manikowski, A. Nucleosides & Nucleotides, 18, 1057 (1999).
Lichtenthaller, F.W.; Kitahara, K. Angew. Chem. Inter. Edit., 14, 815 (1975).
Boryski, J.; Golankiewicz, B. Nucleosides & Nucleotides, 6, 385 (1987).

Boryski, J.; Golankiewicz, B. Nucleic Acids Res. Symp. Series, 18, 45 (1987).
Boryski, J.; Ostrowski, T.; Golankiewicz, B. Nucleosides & Nucleotides, 8, 1271 (1989).

137






6. Literatura

96.

97.

98.

Glemarec, C.; Wu, J.C.; Remaud, G.; Bazin, H.; Oivanen, M.; Lénnberg, H.;
Chattopadhyaya, J. Tetrahedron, 44, 1273 (1988).

Robins, M.J.; Zou, R.; Hansske, F.; Madej, D.; Tyrrell, L.J. Nucleosides & Nucleotides, 8,
725 (1989).

Kamimura, T.; Tsuchiya, M.; Koura, K.; Sekine, M.; Hata, T. Tetrahedron Lett., 27, 2775
(1983).

99. Azuma, T.; Isono, K. Chem. Pharm. Buli, 25, 3347 (1977).

100.
101.

102.

103.
104.

105.

106.

107.
108.
109.

110.
111.
112.

113.
114.
115.
116.

Kalckar C. J. Biol. Chem., 167, 477 (1947).

Utegawa, T.; Morisawa, H.; Miyoshi, T.; Yoshinaga, F.; Yamazaki, A.; Mitsugi, K. FEBS
Lett., 109, 261 (1980).

Utagawa, T.; Morisawa, H.; Nakamtsu, T.; Yamazaki, A.; Yamanaka, S.; FEBS Letters,
119, 101 (1980).

Holy, A.; Votruba, 1. Nuci. Acids. Res. Symp. Ser., 18, 69 (1987).

Holy, A.; Votruba, L; Dworakova, H.; Gunter, J.; Hockova, D.; Hrabecky, H.; Cihlar, T,
Masojidkova, M. Collect. Czech. Chem. Commun., 10, 2303 (1994).

Zinchenko, A.l.; Eroshevskaya, L.A.; Barai, V.N.; Mikhailopulo, l.A. Nucleosides &
Nucleotides, 14, 477 (1995).

Morisawa, H.; Utagawa, T.; Miyoshi, T.; Yoshinaga, F.; T.; Yamazaki, A.; Mitsugi; K.
Tetrahedron Letters, 21, 479 (1980).

Bristow, N.W.; Lythgoe, B. J. Chem. Soc., 2306 (1949).

Baker, B.R.; Joseph, J.P.; Schaub, R.E.; Williams, J.H. J. Org. Chem., 19, 1786 (1954).
Nakazaki, N.; Tekeda, T.; Yoshino, T.; Sekiya, M.; Ishido, Y. Carbohydr. Res., 44, 215
(1975).

Kissman, H.M.; Pidacks, C.; Baker, B.R. J. Am. Chem. Soc., 77, 18, (1955).

Wagner, G. Z Chem., 6, 367 (1966).

Boryski, J. Wyklad: ,Synteza nukleozydébw - metody wytwarzania wigzania
glikozydowego”, styczen 2005.

Boryski, J. Polish! Chem., 73, 1019 (1999).

Boryski., J. Nucleoside & Nucleotides, 14, 77 (1995).

Boryski., J.; Manikowski, A. Nucleoside & Nucleotides, 14, 287 (1995).

Nakazaki, N.; Sekiya, M.; Yoshino, T.; Ishido, Y. Buli. Chem. Soc. Jpn., 46, 3858 (1973).

138



