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Wprowadzenie

Nukleozydy sg podstawowg jednostkg budulcowg kwaséw nukleinowych. Fosforany

nukleozydow — nukleotydy tworzg dlugie tancuchy kwasow
nukleinowych, ktére pelniag zasadnicza role w funkcjonowaniu
wszystkich organizméw zywych jako nosniki informacji genetycznej
przekazywanej nastgpnemu pokoleniu. Kwasy nukleinowe w swej
r6znorodnosci  posiadaja réwniez wiele innych funkcji @ w
skomplikowanej maszynerii komorkowej jako relatywnie mate, osobne
czasteczki regulatorowe, transporterowe, sensorowe, lub stanowig
czeSci duzych biomolekul biatkowo-nukleinowych — rybosomdéw.
Wiedza z pogranicza chemii i biologii o funkcjach, strukturze,
biosyntezie jak 1 mozliwosciach syntezy chemiczne] kwasow
nukleinowych oraz nukleozydéw rozwijata si¢ na przestrzeni ostatnich
dziesigtkéw lat nieréwnomiernie, w S$cislej zaleznosci od poziomu
rozwoju innych dziedzin jak fizyka czy nauki techniczne, ktére
dostarczaty co raz doskonalszych narzedzi do obserwacji i lepszego
zrozumienia natury otaczajgcego $§wiata ozywionego i nieozywionego.
W  historii tej warto przytoczy¢ pierwsze odkrycie kwasow
nukleinowych poprzez Johana Fridricha Mieschera

w 1869 roku, pierwsza syntez¢ chemiczng nukleozydu w 1914 roku

J. F. Miescher

H. E. Fischer

przez Burckhardta Helfericha i H. Emila Fischera oraz odkrycie struktury drugorzedowe;j

kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) poprzez Jamesa Watsona,

Francisa Cricka i Rosalinde Franklin w 1953 roku.

Chemia nukleozydéw zaczgta rozwijac si¢ wezesniej niz wiedza
o funkcjach i mechanizmach dziatania kwaséw nukleinowych, gtéwnie
dzigki H. E. Fischerowi (Nagroda Nobla w dziedzinie Chemii w 1902
roku), ktory juz pod koniec XIX wieku rozwing chemi¢ cukréw oraz
puryn ktadac podwaliny w tej dziedzinie dla przysztych pokolen. Do
kontynuatoréw jego pracy nalezg wspomniany Helferich oraz Ludwig

Knorr. Réwniez na poczatku XX wieku swa prace rozpoczeli Phoebus

P.A. Levene

Levene (ur. k. Korelicz) 1 W. Jacobs, ktorzy rozréznili kwasy deoksyrybonukleinowy

i rybonukleinowy oraz wykazali obecno$¢ reszt cytozyny, guaniny, adeniny i tyminy

w kwasach nukleinowych."! W 1935 roku Klein i Thannhauser uzyskali po raz pierwszy




deoksyrybonukleotydy w postaci krystalicznej na drodze hydrolizy DNA, ktérych strukture

potwierdzil ostatecznie sir Alexander Todd poprzez peilna synteze
chemiczng w latach pigc¢dziesigtych XX w. (Nagroda Nobla w
dziedzinie Chemii w 1957 r.). Jednak juz w latach trzydziestych
uznawano o0golng forme¢ pierwszorzedowej struktury kwasow
nukleinowych zilustrowana np. przez Helmuta Brederecka”
(Rysunek 1.) w 1934 roku. Dato to przedpole dla Watsona i Cricka,
ktérzy pierwsi rozwigzali II-rzgdowg struktur¢ DNA jako podwdéjng

helise w 1953 roku.

A. Todd

Chemia nukleozydéw przezywata woéwczas swoj rozkwit.
Pojawito si¢ zapotrzebowanie na modyfikowane nukleozydy, aby bada¢ zmiany
konformacyjne kwaséw nukleinowych, potwierdza¢ struktur¢ naturalnych nukleozydéw
modyfikowanych izolowanych z materiatu biologicznego oraz wprowadza¢ znaczniki

izotopowe. Rozwijano podejscie zbiezne w syntezie (convergent approach), czyli metody

(I)H
HO—PO—ryboza — Adenina

|
HO—PO—ryboza — Uracyl
HO—PO— ryboza— Guanozyna

HO—PO—ryboza— Cytozyna

Rysunek 1. Ogdélny schemat struktury pierwszorzedowej RNA z pracy H. Brederecka™ oraz model helisy DNA wg
J. Watsona i F. Cricka.

glikozylacji. Na tym polu giéwne zastugi mieli tworcy metod Koenigsa-Knorra, Hilberta-
Johnsona, Vorbriiggena (metoda sililowa), stapiania (i.a. T. Sato i M.J. Robins), anionowe;]
(i.a. RK. Robins) i transglikozylacji (i.a. B. Shimizu, M. Miyaki). Wspétczes$nie najczesciej
stosowane s3 metody Vorbriiggena, anionowa dla 2’-deoksynukleozydéw oraz
transglikozylacji. Réwnocze$nie rozwijane bylo podejscie rozbiezne (divergent approach)
polegajace na modyfikowaniu naturalnych nukleozydéw z wykorzystaniem bogatej palety
mozliwosci alkilowania, halogenowania, sprzggania, cyklizacji, substytucji, itd. Podejscie to
nabralo znaczenia w momencie opracowania tanich, przemystowych, chemicznych

1 biotechnologicznych metod produkcji naturalnych nukleozydow, ktére sga obecnie tatwo



dostgpne. W latach sze$cdziesigtych XX wieku odkryto wtasciwosci przeciwwirusowe,
antybiotyczne  oraz  przeciwnowotworowe  modyfikowanych  nukleozydéw  co
przypieczetowato pierwszoplanowa role chemii nukleozydoéw jaka posiada do dzisiaj. Juz
w 1964 roku zsyntezowano po raz pierwszy 3’-azydotymidine (AZT, 1),"*) ktéra 20 lat pézniej
okazata si¢ by¢ gtéwnym orezem w walce z wirusem HIV.'¥ Nastepne lata przyniosty kolejne

wazne odkrycia w medycynie i biochemii, ktore byly mozliwe dzigki chemii nukleozydow.

Funkcjonalizacja ukfadu 2’°,3’-cis-diolowego rybonukleozydéw w podejsciu
rozbieznym jest ciggle atrakcyjnym 1 ciekawym tematem, poniewaz nukleozydy
modyfikowane w pozycjach 2’ i 3’ reszty cukrowej maja duze znaczenie w poszukiwaniu
nowych lekdw, dziatajacych jako inhibitory transkrypcji lub oligonukleotydy antysensowe.

Przyktadem moze tu by¢ wspomniane AZT. Zwiazek ten po przedostaniu si¢ do

AZT-MP AZT-DP AZT-TP
(0] (o]
I I

AZT
i |
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HaC\fNH 3 | i 3 \fNH Hg \E\NH
N)§O N)\O N §O %o
o (0]
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ovs 208 pdgdgd,

Rysunek 2. Mechanizm inhibicji transkrypcji wirusowego RNA poprzez AZT. Zrédto: Eric de Clercq, 2009."!

zainfekowanej komorki dzigki transporterom nukleozydowym systemu aktywnego i biernego,
ulega serii reakcji enzymatycznych do aktywnej postaci trifosforanu AZT (AZT-TP).
Nastgpnie AZT-TP jest rozpoznawany przez wirusowg odwrotng transkryptaze (RT) i ulega

wbudowaniu w powstajacy tancuch cDNA (komplementarne DNA) wirusa (Rysunek 2.).

W wyniku transformacji ukladu cis-diolowego rybonukleozydéw mozna uzyskac
szeroka game produktdw o zmienionej konfiguracji w czesci cukrowej, dlatego warto juz na
poczatku  przedstawi¢ cztery mozliwe grupy nukleozydéw 1- oraz = 9-f-D-
pentofuranozylowych o konfiguracji D-rybozy, D-arabinozy, D-ksylozy i D-liksozy oraz
ogOlnie przyjeta regule numerowania atoméw w nukleozydach (Rysunek 3.). Istnieje wiele
metod wprowadzania modyfikacji w pozycjach 2’ i 3’ czesci cukrowej. O ile modyfikowanie

pozycji 3’ 2’-deoksyrybonukleozydéw oraz modyfikowanie pozycji 2’ rybonukleozydoéw nie



nastrecza trudnosci, to wprowadzanie modyfikacji w pozycje 3’ rybonukleozydéw juz
trywialne nie jest. Metody stuzace w tym celu wymagaja kilkuetapowych syntez, drogich

o
;
2 6™ NH
I 2l
AN N
3 2

[o}

B B
S e] 5 QU
; 3 8
HO” @ : HO <
2 \ OH O%z\M L] N
HO' ‘OH HO' ‘

]
|
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oH | |
ksylo- likso- cytozyna adenina

Rysunek 3. Cztery grupy nukleozydéw 1- oraz 9-f-p-pentofuranozylowych.

blokad bifunkcyjnych, prowadza do uzyskania trudnych do rozdziatu mieszanin izomeréw lub
zmieniajg konfiguracje czesci cukrowej. Ciekawym rozwigzaniem jest wykorzystanie
struktury anhydrocyklicznej nukleozydéw jako etapu posredniego na drodze do rozréznienia
chemicznego 1 modyfikacji grup 2’-OH oraz 3’-OH rybozy. Cho¢ struktury anhydrocykliczne
sa znane od kilku dekad, ich mozliwosci aplikacyjne w kierunku modyfikacji pozycji
3’ rybonukleozydéw wydaja si¢ nie by¢ w peini opisane i opracowane. Celem tej pracy jest
wykonanie przegladu mozliwych metod funkcjonalizacji uktadu cis-diolowego
rybonukleozydow oraz weryfikacja przydatnosci struktur anhydrocyklicznych w syntezie

3’-modyfikowanych pochodnych rybonukleozydow.



1. Aktywnos¢ biologiczna nukleozyd6w modyfikowanych w pozycjach

2’ oraz 3’

1.1. Aktywnos$¢ biologiczna modyfikowanych nukleozydéw — przeglad

Kazdego roku w laboratoriach na $§wiecie powstajg setki nowych analogéw
nukleozydowych. W procesie tym wspétpracuja biolodzy, informatycy, chemicy,
farmakolodzy i lekarze. Celem tych dziatah jest znalezienie nowych analogow o wysokiej
aktywnos$ci biologicznej, mozliwie niskiej toksycznos$ci, ktére moglyby by¢ stosowane
w medycynie. Zbiorowe wysitki rzeszy naukowcOdw przyniosly wyjatkowe rezultaty.
Medycyna zdobyta nowe narzedzia w walce z czynnikami chorobotwoérczymi, zwlaszcza
z wirusami 1 nowotworami. Ogélny mechanizm aktywnos$ci antywirusowej analogow
nukleozydowych, dzigki ich podobienstwu do wykorzystywanych w procesie replikacji
nukleozydéw, polega na blokowaniu funkcyjnym docelowych enzyméw zaangazowanych
w proces replikacji poprzez trwate wigzanie si¢ w centrum aktywnym samych nukleozydéw
lub ich fosforanéw, czyli inhibicje lub wiaczanie si¢ do replikowanego materiatu

genetycznego upos$ledzajagc go funkcyjnie poprzez przerwanie elongacji lub zaburzenie

Zwiazki Przeprowadzone testy aktywnosci biologiczne;j
I II I v \Y%
1 +
2 +
3 +
4 +

Rysunek 1.1.1. llustracja szacunkowego stopnia przebadania uzyskanych analogéw nukleozydowych.

strukturalne. Znalezienie nowych aktywnych zwigzkéw nie jest czgste, a wprowadzenie ich
do aptek jest jeszcze rzadsze. Pomimo syntezowania setek ciggle nowych analogéw rocznie,
rzadko ktore wykazuja aktywnos$¢ i pomyslnie przechodzg wszystkie testy oraz badania
kliniczne. Inng rzecza jest to, ze wiele zsyntezowanych analogéw nie zostalo w pelni
przebadane. Gdyby wyobrazi¢ sobie tabele wszystkich otrzymanych pochodnych
nukleozydéw i badan biologicznych, ktérym zostaty poddane, uzyskano by obraz jak na

Rysunku 1.1.1. Szacuje si¢, ze poziom wypelnienia takiej tabeli wynidsiby kilka procent. Na



szczescie rOwniez na tym polu obserwuje si¢ postep i rozwéj przesiewowych badan, ktére

obejmujg coraz wigcej zwigzkow.

W badaniach przesiewowych wykonywanych in vitro okresla si¢ poziomy aktywnos$ci

1 cytotoksycznosci wyrazonych na kilka sposobéw. Do najczesciej spotykanych naleza:

ICsg — stgzenie inhibitorowe (ang. inhibitory concentration), st¢zenie substancji
badanej, ktére hamuje w 50% patologiczne zmiany komoérek wywotywane
przez np. dany typ wirusa;

CCsp — stezenie cytotoksyczne (ang. cyfotoxic concentration), stezenie badanej
substancji powodujace zmiany cytopatogeniczne zdrowych komorek;

ECsp — stezenie efektywne (ang. effective concentration), stezenie powodujace
zahamowanie w 50% replikacji wirusa;

SI - indeks selektywnosci (ang. selectivity index), to stosunek CCsy/ICsy.

Wartosci 1Csp oraz CCsp moga by¢ podawane jako stezenia mikromolarne (uM) lub

w mikrogramach na mililitr (ug/mL). Im wyzsza wartos¢ CCsy, a wartos¢ ICsy nizsza, tym

badany zwigzek wydaje si¢ bardziej obiecujacy jako przyszly farmaceutyk. Zwigzki wysoce

aktywne i selektywne osiggaja nawet warto$¢ ICsy rzedu 0,001 ug/mL, a SI nawet dziesiatki

tysiecy. Jezeli SI = 1 oznacza to, ze dany preparat jest rOwnie szkodliwy dla wirusa jak i dla

komoérki gospodarza. Stwierdzona aktywnos¢ in vitro nie oznacza jeszcze, ze zwigzek jest

aktywny in vivo, na co wptywaja inne czynniki np. farmakokinetyczne jak uwolnienie (ang.

liberation), wchtanianie (ang. absorption), dystrybucja (ang. distribution), metabolizm (ang.

metabolism) czy usuwanie (ang. elimination) — w skrécie LADME. Inne wielkos$ci okre$lajace

aktywnos¢ biologiczna to:

IDsy — dawka inhibitorowa (ang. inhibitory dose), taka dawka testowanego
preparatu, ktora redukuje w 50% zmiany patologiczne wywotlane przez np.
wirusa w jednowarstwowych kulturach bakterii;

EDs, — dawka efektywna (ang. effective dose), dawka badanego zwiazku, ktéra
powoduje zahamowanie w 50% replikacji wirusa w stacjonarnych kulturach
komérkowych. W badaniach in vivo symbol ten oznacza dawke, ktora
powoduje 50% spadek $miertelnosci wywotanej infekcja wirusowa zwierzat

doswiadczalnych.



Poza tymi parametrami w testach inhibicji enzymatycznej stosuje si¢ wartosci uzywane

w enzymologii: statg Michaelisa Ky 1 stalg inhibicji K.
1.1.1. Analogi nukleozydowe posiadajace modyfikacje w cze$ci zasadowej

W grupie analogow modyfikowanych w czesci zasadowej najwiecej jest pochodnych
pirymidynowych.'”  Historycznie pierwszym opisanym analogiem nukleozydowym
o dziataniu antywirusowym byta 5-jodo-2’-deoksyurydyna (IDU, 2, Rysunek 1.1.1.1.).
Synteze wykonat W. H. Prusoff”! w 1959 r., a w 1961 r. E. C. Hermann'™ wykazat aktywnos¢
in vitro przeciw herpeswirusom. Ze wzgledu na kardiotoksycznos$¢, jest ona wykorzystywana
jedynie do leczenia miejscowego i zewnetrznego np. w leczeniu infekcji rogdwki. W 1976 r.
w zespole R.T. Walkera otrzymano E-5-(2-bromowinylo)-2’-deoksyurydyng (BVDU,
Zostex®, 3).”)  Warto§¢ ICso przeciw herpeswirusom wyniosta 0,008 pg/mL przy SI >
25 000. Tak wyjatkowa selektywnos¢ ttumaczy si¢ selektywng fosforylacja wirusowa kinaza

tymidynowa (dTK), co ogranicza dziatanie tylko do zainfekowanych komorek.

Inne analogi z tej grupy jak 5-fluoro-2’-deoksyurydyna (FDU, 4), trifluorotymidyna

(TFT, 5), 5-nitro-2’-deoksyurydyna (6) nie sg zalezne od kinazy deoksytymidynowej,

(10]

poniewaz ich mechanizm dziatania jest inny. Dzialaja jako inhibitory syntetazy
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Rysunek 1.1.1.1 Przyktadowe analogi pirymidynowe modyfikowane w czesci zasadowe;.

tymidylanowej 1 wykazuja wysoka aktywnoS$¢ przeciw wirusom nieposiadajacym wiasne]



dTK jak np. mutant HSV TK™. FDU jest stosowane takze w leczeniu raka jelita grubego jako
cytostatyk.!'"! Z nowszych osiagnie¢ mozna przytoczyé¢ dwie analogiczne grupy zwiazkéw 7
1 8 zgtoszonych przez C. McGuigana et al l'+13], Posiadajg one charakterystyczny uktad
dwupierscieniowy 6-alkilo-2,3-dihydrofurano-[2,3-d]pirymidyn-2(1H)-onu. Zwiazki te (7)
wykazaly w badaniach in vitro bardzo wysoka aktywnos$¢ przeciw wirusowi Varicella-zoster
(VZV) — 300 krotny wzrost aktywno$¢ w porOwnaniu z acyklowirem. Zwigzki z grupy 8 sa
nieaktywne wobec VZV, ale za to wykazuja dobrg aktywno$¢ przeciw cytomegalowirusowi

(HCMV) na poziomie 1 UM przy cytotoksycznos$ci na poziomie 300 UM.

Wsréd purynowych pochodnych posiadajacych modyfikacje w czeSci zasadowe;j
mozna wymieni¢ N-2 alkilowane pochodne 2’-deoksyguanozyny, ktére wykazuja
wtasciwosci inhibitorowe zaréwno polimeraz wirusowych jak i organizméw wyzszych. Cho¢
pochodna N-2 fenylowa (9, Rysunek 1.1.1.2)"* okazata si¢ by¢ selektywnym inhibitorem
kinazy tymidynowej herpeswirusow. Odrgbng grupa zwigzkéw aktywnych sg pochodne typu
[15,16]

deazaadenozyny. 7-Deazaadenozyna (tubercydyna, 10) badana przez E. De Clerqga

okazala si¢ by¢ aktywna przeciw wirusom DNA oraz RNA takim jak wirus polio, rinowirus,

N
74 NH Y
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Rysunek 1.1.1.2 Przyktadowe analogi purynowe modyfikowane w czesci zasadowej.
wirus zapalenia jamy ustnej VSV (ICsy = 0,007 pg/ml), jednak jest réwniez bardzo toksyczna.
3-Deazaadenozyna (11) zsyntezowana w zespole L.B. Townsenda i R.K. Robinsa"’”' w 1966
r. rOwniez okazata si¢ aktywna przeciw wielu wirusom RNA jak RSV, VSV. Mechanizm
dziatania polega na zaklocaniu transmetylacji wirusowego RNA przez inhibicje procesu
hydrolizy S-adenozylohomocysteiny.!"”’ Ta pochodna nie ulega réwniez enzymatycznej
deaminacji, co przedluza jej dziatanie w organizmie. Co wigcej, uwaza si¢, ze moze ulegac
przeksztatceniu do 3-deazaadenozylohomocysteiny, ktéra jest inhibitorem wirusowych

metylotransferaz.



1.1.2. Nukleozydy posiadajace inne zasady heterocykliczne

W tej grupie zwigzkow najwyzsza aktywnos$¢ antywirusowa maja zwigzki
o heterocyklicznych pierscieniach pigciocztonowych zawierajacych azot. Rybawiryna (12,
Rysunek 1.1.2.1.), czyli 1-(f-D-rybofuranozylo)-3-karboksyamido-1,2,4-triazol (RBV) jest
sztandarowym przyktadem. Zwigzek ten zaprojektowano i uzyskano w 1972 r. w zespole
R.K. Robinsa i zgodnie z zatozeniem okazat si¢ by¢ aktywny zar6wno przeciw wirusom DNA
jak RNA.I"®! RBV ulega fosforylacji w komoérce dzigki kinazie adenozynowej do
5’-monofosforanu i nast¢gpnie dzigki odpowiednim kinazom do trifosforanu, ktory jest

inhibitorem wielu enzyméw wirusowych bioracych udziat w cyklu replikacyjnym np.:
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Rysunek 1.1.2.1. Rybawiryna i jej przyktadowe analogi.

wirusowej polimerazy RNA (wirusy grypy), metylotransferazy poksywiruséw, odwrotnej

transkryptazy HIV.!"”!

Innym mechanizmem dziatania rybawiryny o szczegdlnym znaczeniu jest jej
mutagenno$¢ wynikajaca z mozliwosci wbudowania jej do kwaséw nukleinowych. W wyniku
rotacji grupy karboksyamidowej RBV moze tworzy¢ pary zardwno z uracylem jak i cytozyna.
Mutacja wiruséw jest zjawiskiem czg¢stym i naturalnym poniewaz mechanizmy naprawcze
wirusowego materialu genetycznego sa duzo bardziej prymitywne i ograniczone, niz
w syntezie komoérkowych kwaséw nukleinowych. Szybko$¢ mutowania wiruséw jest ich
przewaga, bo potrafig si¢ latwo uodparnia¢ i dostosowywac. Jednak dodanie kolejnego

czynnika mutujagcego moze spowodowa¢ nadmiar zmian, ktére koncza si¢ tzw. katastrowg



z nadmiaru btedéw, czyli masowym wymieraniem wirusa.””’ Problemem jest toksyczno$é
rybawiryny (CCsp = ok. 200 pg/mL), co moze wynika¢ z faktu, ze jej 5’-monofosforan jest
inhibitorem dehydrogenazy inozynomonofosforanu (IMPDH), co w efekcie prowadzi do
zatrzymania biosyntezy RNA i DNA w komorce. Jednak ze wzgledu na silng aktywnosc

przeciw wielu wirusom zostata dopuszczona do leczenia.

Rybawiryne wykorzystano jako zwigzek liderowy 1 zsyntezowano wiele nowych
pochodnych.?'"#22* Modyfikowano zaréwno cze$¢ cukrowa jak i zasadowa poprzez
wprowadzenie zamiast rybozy struktury acyklicznej, blokowanie grup OH lub wprowadzenie
hydrofobowego podstawnika do pierScienia 1,2,4-triazolu. Na przyktad zwiazek acykliczny
13 posiadajacy podstawnik fenyloalkinylowy w pozycji 5, posiada ciekawe wiasciwosci
skierowane przeciw wirusowi HCV. Réwniez przeciw wirusowi HCV aktywnos$¢ wykazat
zwiazek 14, ktory posiada zwykla ryboze, ale r6zni si¢ w obrebie czesci zasadowej. Zwigzek

15 z kolei wykazal zdolno§¢ hamowania namnazania si¢ komorek raka ptuc A549.

Inng grupa zwiazkéw sa pochodne typu mizorybiny™ (16, Rysunek 1.1.2.2.)
i 5-etynylo-1-8-D-rybofuranozyloimidazolo-4-karboksyamid®® (EICAR, 17) posiadajace
zamiast kanonicznej zasady azotowej imidazol. Mizorybina jest wystepujacym naturalnie,
dopuszczonym do handlu w Japonii lekiem immunosupresorowym. Hamuje syntez¢ zasad
purynowych w limfocytach. Podobienstwo do rybozydu AICA (substrat w biosyntezie
nukleozydéw purynowych) powoduje, ze jest dobrym ihibitorem IMPDH. EICAR z kolei
wykazuje si¢ dzialaniem hamujacym rozwdj biataczki in vivo, oraz szerokim spektrum

aktywnosci przeciw RNA 1 DNA wirusom przewyzszajac rybowiryng¢ czesto 10 — 100-krotnie
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Rysunek 1.1.2.2. Inne azolowe analogi nukleozydowe.

pod wzgledem aktywnosci. W tym punkcie mozna wspomnie¢ rowniez o tiazofurynie (18),

czyli 2-BD-rybofuranozylotiazolo-4-karboksyamidzie.””**

Jest to roOwniez zwigzek
posiadajacy zwigzany wigzaniem glikozydowym pierscien pigcioczionowy nalezacy do klasy

C-nukleozydéw. Zwigzek ten wykazuje silne dzialanie anty-bialaczkowe. Otrzymano szereg
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azolowych nukleozydow réznigcych si¢ aranzacja heteroatoméw w  pierScieniu
pigciocztonowym oraz podstawnikami. Wykazuja one korzystne wiasciwosci przeciw
szczegOlnie niebezpiecznym wirusom jak arenawirusy, flawiwirusy 1 alfawirusy.
Selenazofuryna®”! (19) rézniaca sie od tiazofuryny jedynie tym, ze zamiast atomu siarki
w pierScieniu azolowym jest atom selenu, jest szczegdlnie aktywna przeciw wirusom zoéltej

febry oraz grypy A i B.

Obok zwigzkéw 18 i 19, do grupy C-nukleozydoéw nalezy takze oksazynomycyna[30]

(20, Rysunek 1.1.2.3.). W swej strukturze przypomina jeden z najczeSciej spotykanych
naturalnych modyfikowanych nukleozydéw — pseudourydyne¢ (v, 21). Oksazynomycyna jest

naturalnym antybiotykiem produkowanym przez niektére bakterie z rodzaju Streptomyces
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Rysunek 1.1.2.3. Przyktadowe C-nukleozydy.
i wykazuje wilasciwosci hamujgce wzrost bakterii gram dodatnich, gram ujemnych, a takze
niektérych typéw nowotwordw — migsakow. Drugim przyktadem C-nukleozydéw moze by¢
formicyna A (22) wyizolowana ze Streptomyces lavendula. Formicyna A posiada pewne
aktywnos$ci cytostatyczne, antywirusowe 1 moze stanowi¢ punkt wyjScia w poszukiwaniu

nowych aktywnych zwiazkéw.*!!

Rosngcym zainteresowaniem cieszg si¢ pochodne posiadajgce zamiast kanonicznej
zasady azotowej ugrupowanie 1,2,3-triazolu. Powodem zainteresowania tg grupa zwiazkow
na pewno jest latwo$¢ syntezy (click-chemistry™®") dzieki 1,3-dipolarnej cykloaddycji. Jednak
jak do tej pory nie zgtoszono istotnych aktywnosci. Przykladem poszukiwan w tej grupie
zwigzkbw moze by¢ 5-etynylo-1-B-D-rybofuranozylo-1H-[1,2,3]-triazolokarboksyamid
(ETCAR, 23, Rysunek 1.1.2.4.) i jego pochodne.””! W kontekscie mozliwosci wykorzystania
1,3-dipolarnej cykloaddycji pomiedzy azydkiem a alkinem katalizowanej miedzig (CuAAC —
ang. Cu-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition) w chemii nukleozydéw warto przytoczy¢
szeroka prace przegladowa F. Amblard’a er al.*"!
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Rysunek 1.1.2.4. Struktura ETCAR.

1.1.3. Analogi nukleozydowe posiadajace modyfikacje w czesci cukrowej

Aktywno$¢ nukleozydéw posiadajacych modyfikacje w pozycjach 2’ i 3’ rybozy
zostang omOwione w oddzielnym podrozdziale, a w tym miejscu zostang przedstawione
pokrétce inne modyfikacje czesci cukrowej. W tej kategorii zwiazkow na pierwszy plan
wychodza nukleozydy acykliczne, w ktérych pierscien cukrowy zostal zastgpiony przez
podstawnik (2-hydroksyetoksy)metylowy (np. acyklowir, ACV, Zovirax®, 24, Rysunek
1.1.3.1.) lub dihydroksypropylowy (np. dihydroksypropyloadenina, DHPA, 25) W pierwszej
grupie zostata zachowana czgs¢ odpowiadajaca atomom C1°, C4’, C5’ oraz atomowi tlenu,
a w drugiej grupie zostata zachowana cz¢s$¢ z ukladem 2’,3’-cis-diolowym. ACV po raz
pierwszy opisany zostat przez H.J. Schaeffera i G.B. Elion w 1977 r.”! Précz syntezy
przedstawiono rowniez pierwsze wyniki badan aktywnos$ci przeciwwirusowej. Za swg prace
nad ACV 1 jego pochodnymi G.B. Elion otrzymata w 1992 roku nagrode Nobla. ACV
wykazuje wysoka 1 selektywng aktywnos¢ zwlaszcza przeciw herpeswirusom (HSV-1, HSV-

2). Wartosci ICsy przeciw réznym szczepom wynoszg 0,1-0,01 pg/mL. Mechanizm
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Rysunek 1.1.3.1 Acykliczne nukleozydy.

dziatanial®

mozna przedstawi¢ analogicznie do prezentowanego juz mechanizmu z AZT.
ACV po przedostaniu si¢ do wnetrza komoérki ulega fosforylacji przez wirusowag kinaze
deoksytymidynowa HSV-dTK do postaci monofosforanu (Rysunek 1.1.3.2.). Nastepnie ulega
fosforylacji przez ludzka kinaze GMP (guanozynomonofosforanu) do difosforanu

1 komorkowe kinazy NDP (nukleozydodifosforanowe) do trifosforanu. Trifosforan zostaje
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rozpoznany przez wirusowg polimeraz¢ DNA i1 wbudowany do wirusowego tancucha
nukleinowego. ACV nie jest substratem dla komoérkowych kinaz, dlatego fosforylacja
zachodzi tylko w zainfekowanych komérkach. ACV wykazuje aktywnos¢ rOwniez przeciw

wirusowi VZV oraz umiarkowang aktywnos$¢ przeciw wirusowi CMV.
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Rysunek 1.1.3.2. Mechanizm dziatania ACV. Zrédto: Eric de Clerc, 2009.!

ACV wykorzystano jako strukture liderowg w dalszych poszukiwaniach, w ktorych
wyniku uzyskano m.in. gancyklowir (GCV, Cytovene®, 26).°%**% GCV okazat si¢ by¢
rowniez aktywny przeciw wirusom HSV-1 i 2, CMV, VZV a takze EBV (wirus Epsteina-
Barra). Co ciekawe, GCV jest rowniez aktywny wobec zmutowanych szczepéw HSV TK,
wobec ktérych ACV nie jest aktywny. Zamiana guaniny na adening¢ w strukturze ACV data
obnizenie aktywnosci, a wstawienie w to miejsce zasad pirymidynowych dato zwiazki

nieaktywne.

Inne modyfikacje czg$ci azotowej majg na celu poprawe rozpuszczalnosci i poprawe
parametrow wchtlaniania przy podaniu doustnym. Przyktadem takiej modyfikacji moze by¢
6-deoksyacyklowir (27, Rysunek 1.1.3.3.),"" ktéry w komérce zostaje utleniony przez
oksydaze ksantynowa do postaci ACV. Pozwala to na szeSciokrotne zwigkszenie stezenia

ACV w organizmie. Waznym nukleozydem acyklicznym jest wspomniany wczesniej DHPA

\| N NH;

27

(0}
HO/\/

Rysunek 1.1.3.3. Struktura 6-deoksyacyklowiru.
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(25),1%) ktérego enancjomer o konfiguracji S jest tym aktywnym. Wykazuje on szerokie
spektrum aktywnos$ci przeciw wirusom (+)RNA, (-)RNA, dsRNA (dwuniciowe RNA),
a takze w mniejszym stopniu przeciw wirusom DNA. Mechanizm dziatania jest
mechanizmem typowym dla analogéw adeninowych. Stanowi on inhibitor dla hydrolazy
S-adenozylohomocysteinowej (SAH). Inhibicja tego enzymu powoduje kumulowanie si¢
w komorce S-adenozylohomocysteiny, ktéra z kolei utrudnia m.in. metylacje terminalnej

guanozyny w strukturze cap mRNA 1 zakt6ca dojrzewanie wirusowego RNA.

Tenofowir (28, PMPA, [(R)-9-(2-fosfonylometoksypropylo)adenina) rowniez zalicza
si¢ do analogdw acyklicznych, cho¢ w tym przypadku uwaza si¢ go za izosteryczny
i izoelektryczny analog acyklonukleotydowy; nalezy on do acyklicznych fosfonianow
nukleozydowych, ktérych prekursorem w syntezie jest wlasnie DHPA. Jest to bardzo ciekawa
grupa zwiazkéw przeciwwirusowych.*!! Sg stosowane w leczeniu wielu wiruséw np.

w leczeniu CMV u pacjentow chorych na AIDS. Zostal dopuszczony do terapii przeciw
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Rysunek 1.1.3.4. Struktura tenofowiru i TDF.
wirusowi HIV w 2001 roku, a takze przeciw wirusowi HBV w roku 2008. Stosowany jest
w postaci proleku dizoproksylu tenofowiru, w ktérym grupa fosforanowa jest dodatkowo
zestryfikowana dwiema resztami izopropyloksykarbonyloksymetylowymi ze wzgledu na
lepsze wchtanianie. Po wniknieciu do komorki triester ten rozktada sie do aktywnego
biologicznie tenofowiru. Forma doustna jest solg fumaranowg dizoproksylu tenofowiru (TDF,
29, Viread®). Z karty charakterystyki produktu leczniczego mozna wyczytaé, ze Viread jest
stosowany w leczeniu dzieci zakazonych wirusem HIV-1 w wieku od 6 do 12 lat z opornoscia
na NRTI (nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy) lub przy zbyt duzej
toksycznosci lekow pierwszego rzutu. Tenofowir moze by¢ stosowany w profilaktyce zakazen

w grupie wysokiego ryzyka.

Précz nukleozydéw acyklicznych, znane sg réwniez nukleozydy karbocykliczne oraz
L-nukleozydy, ktére takze posiadaja ciekawe witasciwosci biologiczne.[42] Nalezaca do

nukleozydéw karbocyklicznych neplanocyna A (30, Rysunek 1.1.3.5)% jest rOwniez
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inhibitorem hydrolazy SAH z IC¢s = 0,2 UM. Neplanocyna A w komoérce jest tatwo
metabolizowana do nieaktywnej formy inozynowej przez deaminaz¢ adenozynows, dlatego
podjeto proby jej modyfikacji aby zwigkszy¢ czas péttrwania w komorce, a takze zmniejszy¢
jej cytotoksycznos¢ poprzez utrudnienie fosforylacji przez kinaze adenozynowg. ICsg
neplanocyny wzgledem wiruséw VV, VSV, Reowirusa 1, Junin (wirus argentynskiej goraczki
krwotocznej, JUNV), CMV miescito sie w przedziale 0,3-7 pg/mL."****! Badania prowadzono
w komorkach E¢SM (linia komoérkowa ludzkich embrionalnych fibroblastow), HelLa (linia
komoérek raka szyjki macicy), Vero (linia komodrek nabtonka nerki koczkodana) i HEL (linia
komérek biataczki erytroblastycznej). Cytozynowy analog neplanocyny o nazwie

46,47
)[ ]

zwyczajowej cyklopentynylocytozyna 31 (CPE-C procz aktywnos$ci przeciwwirusowe;j
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Rysunek 1.1.3.5. Karbocykliczne nukleozydy.

na ponad 20 réznych wiruséw posiada réwniez aktywnos$¢ przeciwnowotworowg inhibujgc
w postaci trifosforanowej syntetaze trifosforanu cytydyny (CTP), ktéra w komoérkach
nowotworowych ma zwigkszong aktywnos$¢. Jednak stwierdzona w 1 fazie badan klinicznych

kardiotoksyczno$¢ opdznia wprowadzenie go do leczenia. Arysteromycyna (32)%91 (o
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kolejny purynowy nukleozyd karbocykliczny, ktéry rowniez nalezy do grupy inhibitoréw
hydrolazy SAH, wykazuje wtasciwosci sercowo-naczyniowe prawdopodobnie jako agonista

receptora adenozynowego A2PY § stanowi strukturg liderowg dla wielu aktywnych zwiazkow.

Karbocykliczna 2’-deoksyguanozyna (CDG, 33)1°1 nalezy do inhibitoréw replikacji
wirusowego DNA. Posiada szerokie spektrum aktywnosci przciwwirusowej np. HSV, HCMV
i HBV. W celu wyjasnienia mechanizmu dziatania CDG przeciw HSV badano poziom
wprowadzenia go do komdrkowego 1 wirusowego DNA. Okazalo sig¢, ze trifosforan CDG jest
lepszym substratem dla wirusowej polimerazy i1 dziala jako inhibitor kompetecyjny, ale nie
dziata jako terminator elongacji tancucha DNA.P* CDG wykorzystano jako strukture
liderowa i tak zgloszono kolejne aktywne analogi. 6’-Fluoro-8-CDG (34)"°!

kilkukrotnie skuteczniejsza od ACV in vitro przeciw HSV-1 1 2, a entekawir (BMS-200475,

okazata si¢ by¢

35)14 wykazal bardzo wysoka aktywnos$¢ przeciw HBV (ECs5,=0,003 uM) przy
cytotoksycznosci zaleznej od linii komérkowej 21-120 uM. Nie sposéb wymieni¢ wszystkich
analogéw karbocyklicznych, ktére zostaty zsyntezowane i przebadane biologicznie, ale trzeba
wspomnie¢ takze o C-BVDU (36)>! oraz C-oksetanocynie G (37),°% ktére sa
karbocyklicznymi wariantami aktywnych nukleozydéw 1 przedstawicielami dwoch grup
zwigzkéw. C-BVDU wykazuje pordwnywalng aktywnos¢ do BVDU, a przy okazji jest
odporny na hydrolityczne dziatanie fosforylazy urydynowej i deoksytymidynowe;j,
a C-oksetanocyna G wykazuje rownie ciekawe aktywnosci jak zwigzek liderowy, jednak jest
bezpieczniejszy w uzyciu i moze stanowi¢ obiecujgce rozwigzanie terapeutyczne w leczeniu
infekcji HSV 1 HCMV. Zwiazek 37 wykazuje rowniez aktywno$¢ anty-HIV jednak stabszg od
znanych ddA (dideoksyadenozyna, 38) i ddG (dideoksyguanozyna, 39), ktére beda omdéwione

w dalszej czesci.

Ostatnig grupe zwigzkéw karbocyklicznych, o ktorej trzeba wspomnie¢, stanowig
karbowir (40, Rysunek 1.1.3.6.) 1 jego pochodne. Karbowir wytypowano jako strukture

aktywna w wyniku duzego programu badan przesiewowych zrealizowanych w National

HO H

0 HN A
N N
4 | NH 74 ﬁi\l
<N N/)\NHZ <N N/J\NHQ
"~

40 42

Rysunek 1.1.3.6. Karbowir i abakawir.
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Cancer Institute.®” Okazat si¢ by¢ odpornym na hydrolize i zdolnym do hamowania
infekcyjnosci 1 replikacji wirusa HIV w limfocytach T na poziomie stezenia 200-400 krotnie
nizszym od poziomu cytotoksycznego. W trzech réznych liniach komoérkowych wykazat
aktywno$¢ w zakresie 1Csy = 0,12-0,31 uM (enancjomer (-)). AZT (1) i ddC (41) w tych
samych testach osiggaly aktywno$¢ o dwa rzedy lepsze, procz linii komérkowej JM (Jurkat,
linia komoérkowa nieSmiertelnych T-limfocytow), w ktérej AZT okazal si¢ nieaktywny.
Badania enzymatyczne wykazaly wiasciwosci inhibitorowe trifosforanu (—)-karbowiru wobec
HIVI1-RT na poziomie (K;) réwnym AZT-TP. Znaleziono réwniez sposob na przediuzenie
czasu pottrwania zwigzku w komorce, inhibujac pierwszy etap metabolizmu przez uzycie
mieszaniny dwoch izomerow, a to drugi izomer (+) okazal si¢ by¢ tym chetniej utlenianym
przez komorkowe dehydrogenazy przy niewiele mniejszej aktywnosci anty-HIV. Cho¢
zwiazek okazat si¢ by¢ bardzo dobrym srodkiem przeciw wirusowi HIV, jednak pewne wady
w biodostepnosci, jak niska absorpcja przy podaniu ustnym, niska przenikalnos$¢ przez barierg
krew-modzg oraz cytotoksyczno$¢ zatrzymaty rozwdj do produktu leczniczego. Wprowadzono
rozne modyfikacje do struktury karbowiru w celu poprawy tych cech z r6znym skutkiem.
Badania kliniczne pomyslnie przeszedt abakawir (42). Cho¢ wstgpne pomiary aktywnosci nie
byly doskonate, jednak zwigzek okazal si¢ by¢ dobrym kandydatem pod wzgledem
farmakokinetycznym®® i pod wzgledem toksycznosci. W Ameryce zostat dopuszczony do

uzycia juz 1998 roku.

Kolejng grupa zwigzkéw modyfikowanych w czeSci cukrowej, ktorg trzeba opisac

w tym rozdziale sg analogi L-nukleozydow. Nie dziwi fakt, ze od poczatku poszukiwan lekow
NH, NH, NH,
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Rysunek 1.1.3.7. Analogi L-nukleozydéw.
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zajmowano si¢ analogami D-enancjomeréw nukleozydéw, ktére wystepuja naturalnie i mozna
si¢ bylo spodziewac, ze to one beda wchodzi¢ w interakcje w organizmach zywych. Zmiana
nastgpita na poczatku lat dziewigcdziesigtych u.w. gdy pojawity si¢ pierwsze doniesienia
o aktywnosciach anty-HBV i HIV nienaturalnych f-L-nukleozydéw. Prekursorem okazata si¢
by¢ B-L-2’-deoksy-3’-tiacytydyna (3-TC, Lamiwudyna) 43, Rysunek 1.1.3.7.).°%! Pierwotnie
uzyskano mieszaning racemiczng, ktéra poddana badaniom biologicznym i wykazata bardzo
dobrg aktywnos¢ przeciw wirusowi HIV na poziomie ECsy = 0,02-0,06 uM. P6Zniej uzyskano
oba enancjomery osobno i wykazano, ze bardziej aktywnym oraz mniej toksycznym jest
enancjomer L (ECso = 0,018 uM). Podobng charakterystyke aktywno$ci uzyskano przeciw
wirusowi HBV. W komorce ulegaja fosforylacji do trifosforanu dzigki kinazom komoérkowym
1 blokujg aktywnos¢ wirusowej HIV1-RT 1 HBV-Pol (polimeraza wirusa HBV) o aktywnosci
RT konkurujgc z naturalnym substratem. Enancjomer L wykazuje wysoka selektywnosc,
podczas gdy enancjomer D wykazywat pewne powinowactwo do polimeraz gospodarza.
Lamiwudyna doczekala si¢ wprowadzenia do terapii przeciw wirusowi HIV 1 stata si¢
strukturg liderowg w dalszych poszukiwaniach. Tak uzyskano f-L-FTC (emtrycytabina,
44),°“V g1 -diokso-C (troksacytabina, 45),1°"! f-L-ddC (46, L - dideoksycytydyna), f-L-FddC
(47, ﬁ—L—S—ﬂuoro—Z’,3’—dideoksycytydyna)[62] i f-L-FMAU (48, 1-(2’-deoksy-2’-fluoro-f-L-
arabinofuranozylo)cytozyna).'®®! Trifosforany zwiazkéw 46 i 47 wykazaty zdolno$é¢ do
selektywnej inhibicji HIV-RT z warto$ciami stalej inhibicji K; niewiele gorszej od 3-TC, cho¢
duzo gorszej od AZT-TP. Stwierdzono, ze dzialajg jako terminatory elongacji wirusowego
DNA. Oba nukleozydy 46 1 47 okazaty si¢ by¢ rowniez bardzo aktywne przeciw HBV in vitro
na poziomie EDsy = 0,01 uM. Oba wykazaly zerowa aktywno$¢ wobec mitochondrialnej
polimerazy y na poziomie 100 uM, co jest bardzo dobrym wynikiem, poniewaz uwaza si¢, ze
gléwnym cytotoksycznym ubocznym efektem stosowania NRTI (nukleozydowe inhibitory
odwrotnej transkryptazy) w leczeniu AIDS jest wiasnie inkorporacja NRTI do
mitochondrialnego DNA w komorce gospodarza.[64] Na przykiad ddC (41), lek dopuszczony
do leczenia AIDS, wykazuje aktywnos$¢ inhibitorowg wobec Pol yna poziomie 0,022 uM in
vitro. Aktywno$¢ S-L-FTC (44) in vitro wzgledem wirusa HIV wyniosta ECsy = 0,0013 uM
przy cytotoksycznosci CCsy > 100 uM w dwdch réznych liniach komérkowych. Jest to
doskonaty rezultat i nie dziwi, ze dopuszczono jg do leczenia w 2006 roku. Analog
S-L-FMAU wykazatl za to dobrg aktywnos$¢ przeciw wirusowi HBV na poziomie ECsy = 0,1

uM przy zerowej cytotoksycznosci.'*”
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Cho¢ w tak kroétkiej formie przeglad nie moze by¢ kompletny, jednak wypada
zasygnalizowac¢ istnienie innych grup modyfikowanych nukleozydéw poprzez podanie kilku
przyktadow. Angustmycyna A (49, Rysunek 1.1.3.8.) aktywna wobec bakterii gram (+)!65] jest
analogiem modyfikowanym w pozycji 5°. Zwiazki z tej grupy sg najczesciej aktywne wobec

enzymOw biorgcych udziat w reakcjach transmetylowania — hydrolazy SAH i reduktazy

NH,
SN
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o) N
~—
., OH
HO ‘OH
49 50 51

Rysunek 1.1.3.8. Przyktady nukleozydéw modyfikowanych w pozyc;ji 5.

difosforanu rybonukleozydéw. Sinofungina VA (50) 4’,5’-didehydrosinofungina V (51)
wykazuja ciekawe aktywnosci przeciw pasozytom z rodzaju swidrowcow (Trypanosoma) na
poziomie ICsp = 0,0026 — 0,15 pg/mL przy braku toksycznosci przeciwko linii komoérkowej
MRC-5. Swidrowiec gambijski (Trypanosoma gambiense) i $widrowiec rodezyjski
(Trypanosoma rhodesiense) sa odpowiedzialne za $pigczke afrykanska przenoszong przez

muchy tse-tse. !

Analogi posiadajgce podstawnik 3’-spiro sg specyficznymi inhibitorami HIV-1 RT.
Nie sg aktywne wobec innych retrowirusow. Wigzg si¢ z niesubstratowym miejscem
aktywnym enzymu. Aby zwigzek byt aktywny musi posiada¢ w pozycjach 2’ 1 5’ grupeg
t-butylodimetylosililowg oraz konfiguracje rybozy. Przyktadem takiego zwiazku jest TSAO-T
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Rysunek 1.1.3.9. Struktury 3’-spironukleozydu TSAO-T.
(52, Rysunek 1.1.3.9.).1°”" Wprowadzenie podstawnika alkilowego w pozycji N-3 tyminy

znacznie obniza cytotoksycznos¢ zwigzku bez szkody dla aktywnosci.
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1.2. Aktywnos$¢ biologiczna nukleozydéw dimodyfikowanych w pozycjach 2’ i 3’

Nukleozydy modyfikowane w pozycjach 2’ 1 3’ s3 znane od wielu lat 1 obejmuja wiele
waznych analogow o wyjatkowych aktywno$ciach biologicznych. W tej grupie mozna
wymieni¢ analogi 2’,3’-dideoksy (38, 39, 41, 53, 54, 55, Rysunek 1.2.1.), ktére sg
pozbawione obu grup hydroksylowych, analogi dideoksy-didehydro (56, 57), ktére posiadaja
wigzanie podwojne miedzy atomami C-2° i C-3’°, analogi dideoksy posiadajace dodatkowe
podstawniki w pozycjach 2’ i/lub 3’ zamiast grup hydroksylowych (1), analogi o zmienione]
konfiguracji grup hydroksylowych oraz analogi posiadajace dodatkowe podstawniki obok
grup hydroksylowych. Sg to zwiazki ukierunkowane w swym dziataniu gltéwnie przeciw
retrowirusom. Retrowirusy, jak to bylo wspominane wczesniej, posiadaja kodowany przez
siebie enzym — odwrotng transkryptaz¢, ktora przepisuje wirusowe RNA na dwuniciowe
DNA, ktore nastepnie ulega ekspresji w komorce gospodarza. Totez inhibitory odwrotnej
transkryptazy (enzymu) jak i inhibitory odwrotnej transkrypcji (procesu) — terminatory

elongacji fancucha nukleinowego, stanowig skuteczng metode hamowania replikacji wirusa.

Aby efekt inhibitorowy zostal osiggnigty, konieczna jest fosforylacja analogéw
nukleozydowych do odpowiednich trifosforandw. Retrowirusy nie posiadaja wilasnej kinazy

nukleozydowej, dlatego proces fosforylacji musi zachodzi¢ dzigki kinazom komérkowym, co
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1 38: B - adenina 56 : B - tymina

39: B - guanina 57 : B - cytozyna
41: B - cytozyna

53: B - tymina

54: B - 2,6-diaminopuryna

55: B - inozyna

Rysunek 1.2.1. Niektére dideoksynukleozydy.

od razu niesie ze sobg ograniczenie selektywnosci dziatania i zwiekszenie toksyczno$ci
preparatu. Fosforylacja analogdw nukleozydowych przez kinazy komérkowe zachodzg z matg
wydajnoscig 1 jest to czesto etap limitujacy ich transformacj¢ do trifosforandéw. Zalezy to od

konkretnego organizmu 1 konkretnego nukleozydu. Np. w komorce ludzkiej AZT (1) jest
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w malym stopniu przeksztalcana do trifosforanu i kumuluje si¢ w komdrce w postaci
monofosforanu.®*! Gdy juz ulegnie pelnej fosforylacji dziala skutecznie jako inhibitor
kompetecyjny enzymu i terminator transkrypcji ze wzgledu na brak grupy 3’OH. Jak juz
pisano wczesniej AZT posiada wysoka aktywno$¢ przeciw wirusowi HIV. Wystarczy
przytoczy¢ kilka parametréw: stata inhibicji AZT-TP wobec HIV-RT typu dzikiego wyniosta
K; = 0,0075 £ 0,003 mM, wobec ludzkiej polimerazy a K; >100 mM, a wobec polimerazy
LBK; = 40 = 5 mM, efektywne stezenie AZT w linii komdrkowej zainfekowanej wirusem
wyniosto ECs = 0,004 uM, przy cytotoksycznosci okreslonej na poziomie CCsy > 100 pM."*?!
Wartosci parametréw rdéznig si¢ w zaleznosci od stosowanej linii komoérkowej. Jednak
wszystkie wskazuja na wysokg aktywno$¢ preparatu, a takze zadowalajaca biodostepnosc
i lipofilowo$¢ pozwalajgca na przenikanie bariery krew-mézg. Centralny uktad nerwowy,
czyli mézg, ptyn mézgowy oraz ptyn rdzeniowo-mézgowy uznaje si¢ za rezerwuar wirusa
w pozniejszych stadiach choroby, co utrudnia eradykacje wirusa.!®”! AZT doczekato sie
wprowadzenia do leczenia, jednak przy dlugotrwatym stosowaniu klinicznym ujawniaja si¢
efekty uboczne i trzeba uznaé AZT za zwiazek o wysokiej toksycznosci.”” Toksycznosé AZT
dotyczy gtéwnie probleméw hematologicznych jak niedokrwisto§¢ makrocytowa, leukopenia
1 neutropenia. Przy dluzszym stosowaniu moze objawi¢ si¢ miopatia — choroba migsniowa,
spowodowana zmniejszong iloscig mitochondrialnego DNA w komoérkach mig$ni oraz
supresja szpiku kostnego. Podawaniu AZT towarzyszg czasami takze bezsenno$¢, mdiosci
i bole gtowy. Dodatkowo, juz po 6 miesigcach terapii mozna zaobserwowac¢ uodpornienie si¢

wirusa.!’!!

Jednym z mechanizméw odpornosci wirusa HIV na dzialanie AZT (takze innych
NRTI) jest zdolnos¢ sprawnego wycinania AZT-MP (monofosforan AZT) przez RT z kofca
syntezowanej nici. Reakcja ta moze zaj$¢ jedynie, gdy powstajacy oligonukleotyd
zakonczony AZT-MP jest zwigzany w miejscu wigzania nukleotydu (miejsce wigzania N,
pretranslokacyjne miejsce wigzania), a nie w miejscu wigzania P (miejsce wigzania post-
translokacyjne, ang. priming site), do ktérego syntezowana ni¢ jest przenoszona, aby zwolni¢
miejsce wigzania kolejnego dNTP."%7 Dzieki wspominanej wczesniej reakcji 1,3-dipolarnej
cykloaddycji azydku z alkinami w 2013 r. otrzymano seri¢ pochodnych AZT posiadajacych
w pozycji 3° 1,2,3-triazol podstawiony w pozycji 5 duzymi piercieniami aromatycznymi.l’*!
Cho¢ weczesniejsze prace w tym kierunku wskazywaly na utrate aktywnosci w wyniku

zamiany gr. azydkowej na 1,2,3-triazol, jednak w tej pracy wykazano, ze moga one posiadac

ciekawe wlasciwosci. Zwigzek 58 (Rysunek 1.2.2.) posiada ECsp = 0,067 uM wzgledem
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wirusa HIV oraz CCsy = 61 uM. Przy czym wykazuje zwigkszong odporno$¢ na usuwanie

przez RT, co moze wynika¢ z szybszej translokacji syntezowanej nici cDNA do miejsca P.

58

Rysunek 1.2.2. Analog AZT posiadajacy w pozycji 3’ 1,2,3-triazol z duzym pierscieniem aromatycznym.

Didanozyna (ddl, 2’,3’-dideoksyinozyna, Videx®, 55)[70’75 701 zostata dopuszczona do
leczenia na poczatku lat dziewiecdziesigtych jako drugi po AZT lek przeciw wirusowi HIV.
Mozna go podawa¢ osobom o zwigkszonej nietolerancji AZT, chociaz roéwniez posiada
wlasciwosci toksyczne 1 moze powodowac¢ np. neuropati¢ obwodowa. Mechanizm dziatania
polega takze na terminacji transkrypcji wirusowego RNA i wymaga uprzedniej fosforylacji do
trifosforanu. Aktywno$¢ in vitro ddl plasuje si¢ na poziomie ICsp = 0,01-10 uM
w zaleznos$ci od uzytej linii komorkowej. Didanozyna ulega wewnatrz komorki fosforylacji
do monofosforanu (ddI-MP) 1 nastgpnie wykorzystujac enzymy zaangazowane w biosynteze
nukleotydow de novo oraz enzyméw tzw. szlaku rezerwowego (ang. nucleotide salvage
pathway; inaczej ,,szlak ratunkowy”) jest przeprowadzana do trifosforanu dideoksyadenozyny
(ddA-TP), ktory jest dopiero zwigzkiem aktywnym. Za to ddA jest latwo przeksztalcane
wewnatrzkomoérkowo w ddl poprzez dziatanie deaminazy adenozynowej réwniez nalezacej
do szlaku rezerwowego. Z tego wzgledu mozna uwaza¢ ddl i ddA (38) za formy
alternatywne, jednak ddI cechuje si¢ lepsza biodostgpnoscig w podaniu ustnym. Didanozyna
nie nalezy do lekéw o szerokim spektrum aktywnosci, posiada dluzszy od AZT czas
pottrwania w komorce 1 posiada stosunkowo wysoki indeks selektywnosci w stosunku do
innych dideoksynukleozydoéw. Przy okazji mozna wspomnie¢, ze ddA zgloszono réwniez
jako zwigzek aktywny przeciw réznym bakteriom gram ujemnym in vitro, a takze

in vivo w zainfekowanych myszach.!””

2°,3’-Dideoksycytydyna (zalcytabina, ddC, Hivid®, 41)7"77* jest kolejnym
typowym przyktadem nukleozydowego inhibitora odwrotnej transkryptazy (NRTI).
Zsyntezowana w 1967 roku przez Horwitza et al., w roku 1992 zostata dopuszczona w USA

do leczenia jako trzeci NRTI w historii. Aktywnos$¢ ddC in vitro przeciw wirusowi HIV
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w badaniach prowadzonych przez zespét S. Brodera!”!

wyniosta ICos = 0,01 pM. W tym
konkretnym uktadzie wykazata wyzsza aktywnos¢ od AZT (ICys = 0,05 pM). W innych
badaniach ddC okazatla si¢ by¢ nawet 10-krotnie bardziej aktywna. Takze biodostepnosc¢ jest
lepsza, bo wynosi 87%. Stwierdzono réwniez zdolno$¢ przenikania bariery krew-moézg.
Aktywng forma zwigzku jest jego trifosforan, ktory powstaje poprzez dzialanie enzymow:
dCK (kinaza deoksycytydynowa), kinazy CMP (cytydynomonofosforanowa, cytydylowa)
oraz kinazy NDP. Niestety ddC réwniez posiada powazne wiasciwosci toksyczne. Chociaz
nie stwierdzono toksyczno$ci hematologicznej jak przy AZT, ale przy dawkach powyzej 0,09
mg/kg 1 przy dluzszym stosowaniu zaczeta si¢ pojawia¢ bolesna neuropatia obwodowa oraz
kardiomiopatia. Stosowaniu ddC towarzysza takze czasami wykwity skorne, wrzody,
gorgczka, zapalenie trzustki. Jednym ze stwierdzonych mechanizméw cytotoksycznych
zalcytabiny jest inhibicja mitochondrialnej polimerazy y przez jej trifosforan.® 27 3-
Dideoksycytydyna wchodzi czgsto w interakcje z innymi lekami antyretrowirusowymi, co
utrudnia jej stosowanie w terapii. Zalcytabina posiada szersze dziatanie antyretrowirusowe.
W 1987 roku J. Dahlberg er al® wykazali, ze ddC jest takze skuteczna w hamowaniu
rozwoju lentiwirusow (rodzaj wiruséw z rodziny retrowirusOw) osiggajac spadek miana
wirusowego CAEV (wirus zapalenia stawow 1 mézgu koz) o pig¢ rzedow wielkosci juz przy
stezeniu 1,5 UM. Trifosforan ddC posiada tez pewna aktywno$é przeciw wirusowi VSV.[*%

W 2006 roku Hivid® zostal wycofany z uzycia.

2’,3’-Dideoksyguanozyna (39) wykazuje podobng aktywnos¢ przeciw wirusowi HIV
jak ddA.">*34 Zotoszono réwniez relatywnie wysoka aktywno$é przeciw wirusowi Visna™!
na poziomie ICsp = 0,1 UM. Wirus Visna nalezy takze do lentiwiruséw 1 w pewnym okresie
byl stosowany jako model w badaniach zwigzkéw na aktywnos$¢ antyretrowirusowg. Na tej
samej zasadzie okreslono aktywno$¢ ddG przeciw kaczemu wirusowi zapalenia watroby typu
B (DHBV), ktory jest modelem dla ludzkiego HBV. Okazato si¢, ze jest rownie wysoka.[86]
W badaniach przeprowadzonych przez J.C. Wu et al. stata inhibitorowa trifosforanu ddG
wobec HIV-RT wyniosta 0,009 uM, a wobec SIV-RT (odwrotna transkryptaza malpiego
wirusa niedoboru odpornosci) 0,011 pM, co w tym badaniu byto lepszym wynikiem niz dla
AZT-TP.®"! Jednak ddG nie doczekata si¢ badan klinicznych i dopuszczenia do leczenia.
Podobny los spotkat 3’-azydo-2’,3’-dideoksyguanozyne (59, Rysunek 1.2.3.). Wstepne
badania wykazaly selektywng inhibicje replikacji wirusa HIV in vitro na poziomie ICso = 1,4

UM, jednak zwigzek ten nie przeszedt dalszych etapéw badan.
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Rysunek 1.2.3. Struktura 3’-azydo-dideoksyguanozyny.

2',3'-Didehydro-2',3'-dideoksytymidyna (stawudyna, d4T, Zerit®, 56) jest kolejnym
waznym zwigzkiem z grupy NRTI. Zsyntezowano go juz w 1964 przez Horwitza et al.'®® Tak
samo jak AZT, stawudyna mogta wykaza¢ swoja przydatnos¢ dopiero 20 lat p6zniej, gdy
wybuchta epidemia AIDS. Juz w 1994 roku FDA (ang. Food and Drug Administration)
dopuscita stawudyne do leczenia tej choroby. Lek posiada wysoka biodostgpnos$¢ przy
podaniu ustnym oraz korzystny profil farmakokinetyczny. Tak samo jak w przypadku
pozostatych NRTI, aktywng forma zwigzku jest jego trifosforan, ktéry powstaje dzieki
dziataniu kinaz komdérkowych. Trifosforan stawudyny inhibuje HIV-1 RT konkurujac
z naturalnym trifosforanem tymidyny (K; = 0,0083-0,032 uM) i powodujac terminacj¢
powstajacego tancucha nukleinowego wirusowego DNA. Trifosforan stawudyny, tak samo
jak w przypadku pozostatych NRTI, inhibuje komoérkowe polimerazy f 1 y
i znaczaco obniza ilo§¢ mitochondrialnego DNA. Aktywno$¢ in vitro stawudyny badano
w réznych uktadach komérkowych i stezenie efektywne w przeprowadzonych badaniach
miescito si¢ w przedziale ECsp = 0,009-4 uM. Badania wykazaty tez synergistyczne efekty
stosowania stawudyny razem z innymi NRTI jak abakawir (42), didanozyna (55), tenofowir
(28) 1 zalcytabina (41). Rybawiryna za to obnizyla aktywnos$¢ stawudyny 2-5 krotnie,
a zydowudyna (1) hamowata fosforylacje opisywanego leku. Stawudyna nie jest pozbawiona
dziatan niepozadanych. W badaniach klinicznych stwierdzono wyst¢powanie neuropatii
obwodowej, hepatotoksycznos$ci, nudnosci, biegunki, leukopenii i wielu innych objawdw, tak
ze mozna stwierdzi¢, ze stawudyna jest do$¢ toksycznym lekiem. Podobnie jak przypadku

innych NRTI, po pewnym czasie stosowania wirus wypracowuje sobie odporno$¢ na
Jek 190.91.9293.94]

W przegladzie aktywnosci biologicznych pochodnych nukleozydowych wspominano
wczesniej kilkukrotnie struktury posiadajace podstawnik fluorowy w réznych miejscach
struktury. Nie jest to kwestig przypadku, poniewaz obecno$¢ atomu fluoru lub grupy

trifluorometylowej w naturalnie wystgpujacych zwigzkach organicznych czesto prowadzi do
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zwigkszenia ich aktywnosci biologicznej. Wynika to z faktu, ze podstawnik fluorowy potrafi
imitowac¢ zaréwno grup¢ hydroksylowa oraz atom wodoru, wprowadzajac jednoczesnie duze
zmiany w rozkladzie gestosci elektronowej. Podobienstwo do wodoru wynika ze zblizonej
wielkosci promienia atomowego, wigc podstawienie atomu wodoru atomem fluoru nie
wprowadza wyraznej zmiany sterycznej. Podobienstwo do grupy hydroksylowej z kolei
wynika z faktu, ze dlugos¢ wigzania C-F (1,35 A) jest bardzo podobna do dtugosci wigzania
C-O (1,43 A). Atom fluoru stanowi dla grupy hydroksylowej tzw. izopolarny i izosteryczny
zamiennik, wigc mechanizmy rozpoznajace substraty w organizmach zywych czgsto dajg si¢

[95]

oszuka¢."””" Idac za tym tropem zbadano aktywnos$¢ anty-HIV dwoch analogicznych pod

wzgledem strukturalnym do AZT zwigzkéw — 3’-fluoro-2’°,3’-dideoksytymidyny (FddT, 60,

(@)
CHy
HN l HN |
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Rysunek 1.2.4. Struktury FddT i FddU.

Rysunek 1.2.4.) i 3’-fluoro-2’,3’-dideoksyurydyny (FddU, 61). Nie mozna ich poming¢
w przegladzie, poniewaz posiadaja bardzo korzystny profil aktywnosci in vitro z EDsy

wynoszacym odpowiednio 0,001 uM 1 0,04 uM oraz SI =197 (60) i SI = 400 (61).°°

Inng grupa nukleozydéw modyfikowanych w uktadzie cis-diolowym sg analogi
z podstawnikami alkilowymi w pozycjach 2’ i 3°, a sztandarowym przyktadem z tej grupy jest
2’-C-metylocytydyna (62, Rysunek 1.2.5.), ktoéra okazala si¢ by¢ selektywnym inhibitorem
replikacji réznych wirusé6w RNA takich jak HCV, WNV (wirus Zachodniego Nilu)

NH, NHy NH, NH,
N,flj N X NZ NZ
07 N N N/) 07 N HO 07 N
HO HO HO
CHy CHy CHy Q L =CHjy

HO  OH HO  OH HO  F Mo‘ OH
65

62 63 64 NH,

Rysunek 1.2.5. Struktura wybranych nukleozydéw 2’-C-metylowych.
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i DENV (wirus denga).””*®! Najbardziej obiecujaca wydaje sic by¢ aktywno$é przeciw
wirusowi HCV, poniewaz terapia z wykorzystaniem interferonu o (INF-a) i rybawiryny jest
bardzo kosztowna, toksyczna i skuteczna jedynie u polowy pacjentéw. 2’-C-Metylowe
analogi nukleozydowe sg silnymi inhibitorami wirusowej polimerazy RNA zaleznej od RNA,
czyli RdRp (ang. RNA-dependent RNA polymerase) wirusa HCV."! Stezenie efektywne 62
wobec HCV w komorkach ludzkiej hepatoblastomy (HuH6) wyniosto ECsy = 0,07 pg/mL,
gdy w tym samym uktadzie aktywno$¢ rybawiryny wyniosta ECsy = 6 ug/mL.[loo] Podobne
wlasciwosci wykazata 2°-C-metyloadenozyna (63) z ECsp = 0,17 pg/ml w komérkach HuH6,
cho¢ okazata si¢ by¢ podatna na dzialanie deaminazy adenozynowej oraz posiadata niska
biodostepnos¢ u szczuréw. Badania SAR (ang. structure activity relationship) analogéw
purynowych posiadajacych podstawnik 2’- lub 3’-C-metylowy wzgledem polimerazy HCV
zostaly opisane w dwoch artykutach zespotu A.B. Eldrup et al"*1%1 W badaniach
wykazano, ze tylko grupa 2’-C-metylowa powodowata oczekiwang aktywno$¢ i1 najczesciej
analogi guaninowe byly bardziej aktywne od adeninowych. Zwigzek 62 stat si¢ strukturg
liderowa i1 tak powstaty np. 2’-deoksy-2’-fluoro-2’-C-metylocytydyna (64) z ECyy wobec
HCV na poziomie 5,40 UM przy CCsy > 100 UM oraz walopicytabina (NM 283, 65), czyli
3’-O-L-walinowa pochodna estrowa 2’-C-metylocytydyny. Walopicytabina cechuje si¢
lepszymi wlasciwosciami fizykochemicznymi, biodostepnoscia 1 korzystnym profilem
farmakologicznym. W komoérce ulega hydrolizie i uwalnia 2’-C-metylocytydyne, ktéra

nastepnie ulega fosforylacji do aktywnej formy trifosforanu.

Prace nad tymi pochodnymi nabieraja szczegélnego znaczenia, gdy wezmie si¢ pod
uwage, ze w skali §wiata szacuje si¢, ze ok. 170 mln os6b jest zarazonych wirusem HCV.
Zwiazek ten zakwalifikowat sie do II fazy badan klinicznych prowadzonych przez firme
Novartis, jednak po uzyskaniu wynikow dalsze prace zostaly wstrzymane po opinii FDA, ze
wzgledu na niekorzystny profil korzysci do ryzyka (ang. risk/benefit profile). W nurt
poszukiwan nowych pochodnych 2’-C-metylowych wilaczyli si¢ takze P. Januszczyk, J. Fogt
1 J. Boryski otrzymujac serie pochodnych urydyny i cytydyny z dodatkowymi modyfikacjami
w czesci zasadowej uzyskujac zwiazki o aktywnosci ECsy = 31-85 pM wobec HCV.!'®!
Stosunkowo nowym odkryciem jest sofosbuwir (Sovaldi®, 66, Rysunek 1.2.6.).1% Lek ten
przeszedt szybka $ciezke 1 po odkryciu w 2007 roku przez M. J. Sofia z firmy Pharmasset
(kupiona niedtugo potem przez Gilead za 11 mld $) juz w 2013 r. zostal dopuszczony przez
FDA. Sofosbuwir jest spektakularnym sukcesem zastosowania opracowanej przez zespot

C. McGuigana strategii prolekowej ProTide!'?”! dla analogéw 2’-C-metylowych. Zwiazek 66
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Rysunek 1.2.6. Struktura sofosbuwiru.

po dostaniu si¢ do komorki ulega aktywacji poprzez enzymy komoérkowe do monofosforanu
2’-deoxy-2’-fluoro-2’-C-metylocytydyny, ktory z kolei ulega szybkiej i wydajnej fosforylacji
do trifosforanu bedacego substratem dla wirusowej polimerazy. Sofosbuwir stosowany
w kilkukomponentowym rezimie terapeutycznym m. in. razem z rybawiryng daje skutecznos¢

w leczniu infekcji HCV > 90%.!%°!

Wsréd aktywnych pochodnych nukleozydowych o zmienionej konfiguracji na

107
.)’[ ]

atomach C-2° i C-3° mozna wymieni¢ cytarabine (araC, 67, Rysunek 1.2.7 czyli

1-B-arabinofuranozylocytozyne, 9-B-arabinofuranozyloadenine (araA, widarabina, 68)!'""!
i 1-B-arabinofuranozylotymine (araT, 69).I'"! Cytarabina zostata otrzymana po raz pierwszy

w roku 1959 przez Walwicka et al. Juz w 1969 roku zostata dopuszczona do leczenia przez
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Rysunek 1.2.7. Struktura wybranych nukleozydéw 1-/arabinofuranozylowych.

FDA. Od tamtej pory jest w uzyciu gtéwnie w leczeniu biataczki szpikowej, ostrej biataczki
limfoblastycznej i chtoniakéw w kombinacji z innymi lekami. Z powodu niskiej ustnej
biodostepnosci, podaje ja si¢ w formie wlewoéw dozylnych. Jest typowym cytostatykiem,
ktory powoduje powazne efekty uboczne. Mechanizm dzialania polega na
wewnatrzkomorkowej aktywacji poprzez fosforylacje do trifosforanu, ktéry zaburza synteze¢

DNA w fazie S cyklu komérkowego. Cytarabina posiada réwniez wtasciwosci
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przeciwwirusowe zwlaszcza wobec herpeswiruséw. Jednak ze wzgledu na swoja toksycznos¢
nie jest wykorzystywana w leczeniu infekcji. ROwniez araT, otrzymana po raz pierwszy
w latach pig¢cdziesigtych u.w., wykazuje aktywno$¢ przeciw herpeswirusom takim jak EBV,
HSV-1 i SVV (simian varicella virus)."'"""" 1" Jest to o tyle ciekawe, ze araT nie wykazuje

takiej toksycznosci jak araC, cho¢ nie jest jej pozbawiona.

Widarabina (68) z kolei jest aktywna wobec wiruséw HSV i VZV. Zsyntezowano ja

po raz pierwszy w 1960 r. w zespole B.R. Bakera,'"”!

cho¢ byta pomyslana jako zwigzek
przeciwnowotworowy, to jednak znalazla zastosowanie w terapii antywirusowej. Po raz
pierwszy zgloszono jej aktywnos$¢ wobec herpeswiruséw w 1964 r. przez M. Privat de Garilhe
i J. de Rudder™¥ i znalazta zastosowanie w leczeniu do czasu wprowadzenia mniej
toksycznych lekéw. Mechanizm dzialania jest analogiczny — aktywng forma jest powstajacy
w komorce w wyniku dziatan odpowiednich kinaz trifosforan, ktdéry jest inhibitorem
kompetycyjnym wirusowej polimerazy DNA i zaburza syntez¢ wirusowego DNA. Jedna
publikacja sugeruje jednak, ze aktywno$¢ widarabiny nie ogranicza si¢ tylko do wiruséw
DNA, poniewaz zaobserwowano rowniez jej aktywno$s¢ wobec wirusa Gross MLV (wirus

mysiej biataczki) nalezacego do retrowiruséw.!''”

Inng pochodng arabinofuranozylowg o istotnej aktywnosci jest 1-(3’-bromo-/[-D-
arabinofuranozylo)tymina (70). W testach przeciwko Mycobacterium tuberculosis wykazata
ICso = 1 pg/mL przeciw szeczepowi H37Ra oraz ICsy = 1-2 ug/mL przeciw szczepowi
opornemu na ryfampicyne i izoniazyd (H37Rv) przy cytotoksycznosci CCsy > 100-200
ug/mL.1M% M. tyberculosis wywotuje gruzlice, ktéra jest ciagle powszechna i niebezpieczna
chorobg zwlaszcza w krajach trzeciego S$wiata oraz w przypadku oséb o obnizonej
odpornosci. Co roku z jej powodu umiera ponad milion ludzi na $wiecie. W 2015 roku
znajdowala si¢ na dziewiatej pozycji najczestszych przyczyn zgonéw w rankingu WHO (ang.

World Health Organisation).

Analogi arabinofuranozylowe nukleozydéw, jak opisano przed chwilg, posiadaja
czasami bardzo ciekawe aktywnos$ci. Czy podobnie jest z pochodnymi ksylofuranozylowymi?
Wiele takich analogéw zostato zsyntezowanych 1 cze$¢ z nich rzeczywiscie posiada pewne
aktywnosci, cho¢ ta grupa nie doczekala si¢ przedstawiciela, ktory by znalazl zastosowanie
w medycynie. W 1965 r. D.B. Ellis er al po raz pierwszy zglosita aktywnosé
przeciwnowotworowg 9-£-D-ksylofuranozyloadeniny (ksylo-A, 71, Rysunek 1.2.8.), co dato

asumpt do uznania ksylo-A za struktur¢ wartg dalszych badan. Zostalo to potwierdzone
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w kolejnych badaniach np. wobec linii komérkowej biataczki L1210, czy wobec komoérek
B-mix K-44/6, czyli szczurzych komorek transformowanych RSV (Rous sarcoma virus —
wirus migsaka Rousa). Istotng aktywno$¢ przeciwwirusowq in vitro 71 wykazata rOwniez
wobec wiruséw takich jak wirus afrykanskiego pomoru $win nalezacego do Asfiwirusow

(ASFV) oraz HSV (ECs¢ = 4,6 pg/mL wobec HSV).“IS] Problemem w stosowaniu ksylo-A

o}
CF,4 CH,
N / o” HO 0 HO o/
) N o

oH
71 72 73 74
NH, 5 NH,
/f'\l fl\wn N')]
HO o/k <N | //L HO ofj\w
B N7 NH, .
HO HO Ho
“OH “OH o)
75 76 77

Rysunek 1.2.8. Struktura wybranych pochodnych Bksylofuranozylowych (71-76) i 2,3-anhydro-/-o-
liksofuranozylocytozyny.

okazata si¢ jej szybka deaminacja w komorce przez deaminaz¢ adenozynowa. Proba
zniwelowania tego zjawiska poprzez modyfikacje w pozycji 8 puryny nie przyniosta
pozytywnych wynikéw. Wirus HBV jest jeszcze bardziej rozpowszechniony niz HCV
1 szacuje si¢, ze zarazonych na Swiecie jest ok. 2 mld ludzi. W 2010 roku pojawita si¢
publikacja badajaca przydatnos¢ ré6znych pochodnych o zmienionej konfiguracji w pozycjach
2’ i 3° wobec infekcji DHBV i HBV.""®!' Z przebadanych zwiazkéw zastugujaca na
odnotowanie aktywno$¢ przeciw DHBV wykazaty zwiazki 72, 73 1 74 w przedziale ECsy =
3,84-4,13 uM (CCsp > 600 uM dla komérek Huh-7 — linia komérek ludzkiego raka watroby).
Niestety wobec ludzkiego HBV okazaly si¢ by¢ umiarkowanie aktywne z ECsp na poziomie
19,23-33,77 uM. W 1986 r. G. Gosselin et al. przeprowadzili przesiewowe badania na
aktywnos$¢ przeciwwirusowa podstawowych analogdéw ksylofuranozylowych posiadajacych
naturalne zasady azotowe wobec wiruséw: HSV, VV, VSV, Polio, Coxsackie, RV-1 (Reo
virus 1), RV 9 (rinowirus typu 9). W badaniu tym zaobserwowano umiarkowane aktywnosci
ksylo-A, ksylo-C (75) i ksylo-G (76) wobec wirusow DNA jak HSV czy VV na poziomie
ICsp = 20-40 pg/mL. Ksylo-A wykazata takze aktywnoS$¢ przeciw wirusowi RNA RV 9.
W 1988 roku T. Webb et al. zgtosili aktywnos¢ 2’,3’-anhydro-3-D-liksofuranosylocytozyny
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(77) przeciwko wirusowi HIV.'?"' Zwigzek ten juz przy stezeniu 0,5-1 UM wykazat duza
zdolnos¢ ochrony zakazonych komérek zwigkszajac kilkukrotnie liczbe zywych komorek.
Jednak przy stezeniu 5 UM mozna bylo zauwazy¢ efekt cytotoksyczny. Rowniez w 2010 roku
pojawita si¢ praca pokazujgca, ze stanowigce czesto etap posredni w syntezie pochodnych
nukleozydowych modyfikowanych w czesci cukrowej, zwiazki 2,3’-anhydrocykliczne
rowniez mogg posiada¢ ciekawe aktywnosci. Wsrod przebadanych pochodnych najlepsza
aktywno$¢ wykazata 2,3’-anhydro-2’-deoksyurydyna (78) z ECsy = 2,5-5 pg/mL przeciw
wirusowi DHBV, ECso = 5 pg/mL przeciw HBV przy CCso > 200 pg/mL.?!

Rysunek 1.2.9. Struktura 2,3’-anhydro-2’-deoksyurydyny.

Kolejnym przyktadem nukleozydow modyfikowanych w uktadzie cis-diolowym jest
puromycyna[m] (79) - 3’-modyfikowana pochodna adenozyny; zwigzek aktywny
przeciwnowotworowo 1 przeciwbakteryjnie, ktérego skuteczng metod¢ syntezy opracowali
K. Takatsuki et al.!"*' Puromycyna jest antybiotykiem pochodzenia naturalnego uzyskanego
ze szczepu Streptomyces alboniger. Powoduje przedwczesng terminacj¢ tancucha
peptydowego w czasie translacji. CzeS$¢ czasteczki przypomina koniec 3’ tRNA polaczonego
z aminokwasem, dlatego zajmuje miejsce A w rybosomie, ulega transferowi do powstajacego

fancucha peptydowego powodujac jego przerwanie. Puromycyna jest aktywna zar6wno
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Rysunek 1.2.10. Struktura puromycyny.
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wobec komorek prokariotycznych jak i eukariotycznych, dlatego zapewne nie znalazta
zastosowania w medycynie. Wykazuje takze dzialanie inhibitorowe wobec ré6znych enzymow

jak np. proteaza serynowa.

W przegladzie pojawial sie czgsto skrot NRTI oznaczajacy nukleozydowe inhibitory
odwrotnej transkryptazy. Do tej grupy zalicza si¢ duza liczba zwigzkéw wymienionych
wczesniej. Sg one gléwnym elementem sktadowym tzw. wysoko aktywnej terapii
przeciwretrowirusowej] HAART (ang. highly active antiretroviral therapy). Jest to zbior
roznych reziméw terapeutycznych sktadajacych si¢ z koktajli lekow przeciwretrowirusowych

nalezacych do réznych klas zwigzkéw. Procz NRTI w sktad HAART wchodza takze:

* NNRTI, czyli nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy wigzace
si¢ z enzymem allosterycznie;

* inhibitory wejscia utrudniajagce wigzanie si¢ kapsydu wirusa z zewngtrzng
strong btony komdrkowej oraz fuzje;

* inhibitory wirusowej proteazy (PI) odpowiedzialnej za dojrzewanie
wirionowych elementéw biatkowych;

* inhibitory wirusowej integrazy (INSTI — ang. integrase nuclear strand
transfer inhibitor) odpowiedzialnej za wbudowanie wirusowego DNA do

DNA komérkowego.

Rezimy terapeutyczne skladajg si¢ zwykle z dwéch NRTI i dodatkowego skitadnika
innej klasy. Umiejetne zonglowanie sktadnikami terapii pozwala na uniknig¢cie lub
przynajmniej odsunigcie w czasie powstawania szczepOw odpornych na terapi¢ (ang. multi-
drug resistant strains) i powoduje, ze AIDS zaczyna by¢ uznawane za chorobe przewlekta

a nie $miertelng.

Piszac o aktywnosciach biologicznych modyfikowanych nukleozydéw w uktadzie cis-
diolowym mozna wspomnie¢ réwniez o wykorzystaniu nukleozydéw modyfikowanych
w pozycji 2’ jako elementy sktadowe antysensowych oligonukleotydow (ASO — ang. antisens
oligonucleotides). Specjalnie zaprojektowane i zsyntezowane fragmenty oligonukleotydowe
wigzg si¢ na drodze komplementarnej hybrydyzacji w wtasciwym miejscu DNA lub RNA
modyfikujagc poziom ekspresji konkretnych gendw 1 zmieniajac tym samym ilo$¢

kodowanego biatka. W podejsciu tym mozna wyr6znic kilka klas terapeutykow:

* ASO zalezne od RNAzy H dzialajace na mRNA,
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* exon-skipping ASO, ktérego dzialanie polega na zaburzeniu splicingu pre-
mRNA.

* siRNA, czyli krétkie interferencyjne RNA dziatajagce na mRNA,

*  miRNA mimics, co mozna ttumaczy¢ jako ASO imitujace mikro RNA, ktore

sg odpowiedzialne w komorce za regulacje ekspresji gendw.

Pod wzgledem chemicznym ASO muszg si¢ cechowa¢ zwigkszonym powinowactwem
wobec kwasoéw nukleinowych, odporno$cia na dziatanie nukleaz oraz odpowiednig
lipofilowoscig. Modyfikacjom ulegaja wigzania internukleotydowe w celu zamaskowania
hydrofilowych grup fosforanowych, a takze pozycja 2’ nukleotydow co ma przynies¢
zarbwno poprawe¢ powinowactwa, trwatosci dupleksu oraz odporno$¢ na dziatanie nukleaz.
Popularne sg tez modyfikacje wymuszajace konformacje 3’-endo (North) czesci cukrowe;j
zwigkszajace trwato$¢ dupleksu np. LNA (ang. lock nucleic acids). Wérdéd stosowanych
modyfikacji pozycji 2’ sa modyfikacje 2’-fluoro, 2’-O-alkilo, 2’-O-2-(metoksykarbonylo)-
etylo (MOCE), 2’-O-2-(N-metylokarbamoilo)etylo (MCE), 2’-O-metoksyetylo (MOE) i inne.
Do tej pory zadna terapia z wykorzystaniem ASO nie zostata dopuszczona do powszechnego
stosowania z powoddéw trudnosci w dostarczeniu ich do miejsca dzialania wewnatrz komorki.

Jednak opublikowana niedawno praca przeglqdowa[124]

pokazuje, ze dzigki roznym strategiom
(biokoniugaty, lipidowe nanoczasteczki, wielofunkcyjne makromolekuty promujace
uwolnienie z endosoméw) dotychczasowe trudnosci zostaty pokonane i nowe terapeutyki
pozytywnie przechodza kolejne etapy badan klinicznych. Potencjalnie ASO moga stanowic
grupe terapeutykow zar6wno w chorobach genetycznych, nowotworowych a takze

w infekcjach wirusowych.
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2. Funkcjonalizacja ukladu cis-diolowego rybonukleozyd6w

2.1. Wprowadzenie

Funkcjonalizacja uktadu 2’,3’-cis-diolowego rybonukleozydéw jest ciagle
interesujacym tematem, poniewaz nukleozydy modyfikowane w pozycjach 2’ i 3’ rybozy
maja duze znaczenie w chemii lekow jako np. terminatory elongacji DNA lub RNA oraz
elementy skladowe antysensowych oligonukleotydéw (ASO). Wsréd sposobéw rozréznienia
i funkcjonalizacji wymienionych pozycji mozna wymieni¢ stosowanie czgsciowego
blokowania grup funkcyjnych, wykorzystywanie mostkéw anhydrocyklicznych pomiedzy
resztg cukrowg a czescia zasadowa nukleozydéw oraz stosowanie struktur epoksydowych
zwanych réwniez 2’,3’-anhydrocyklicznymi. Potaczenie tych narzedzi umozliwia bardzo
szerokie mozliwosci wprowadzania modyfikacji w uktadzie cis-diolowym. Prace nad
wymienionymi narz¢dziami sg prowadzone od poczatkow chemii nukleozydow 1 ulegaja
ciagglemu rozwojowi w swoich waskich specjalizacjach, ale czasem warto tez wroci¢ do
wczesniejszych publikacji, aby uzyskac szerszy obraz mozliwos$ci, jakie daja i da¢ jeszcze

moga omawiane metody.
2.2. Czesciowe blokowanie grup funkcyjnych

W chemii rybonukleozydé6w najprostszym wydaje si¢ by¢ wprowadzanie modyfikacji
w czgsci cukrowe] w pozycji 5°. Ze wzgledu na obecno$¢ uktadu cis-diolowego mozna
zastosowa¢ rozne metody jednoczesnego blokowania grup 2’ 1 3’-OH np. tworzenie
cyklicznych ortoestréw, acetali, ketali (np. grupa 2’,3’-O-izopropylidenowa).!'*'*) W ten
sposob grupa 5°-OH pozostaje wolna i mozna ja bezpiecznie, selektywnie modyfikowac.
Z kolei regioselektywne modyfikowanie rybonukleozydéw w pozycji 2’ lub 3’ wymaga
przygotowania odpowiednich syntonéw, w ktorych grupa 2°-OH, albo 3’-OH pozostaje
wolna. Przygotowanie zwiazkéw z wolna grupa 2°-OH stalo si¢ relatywnie proste, gdy
wprowadzono do uzycia bifunkcyjne, disiloksanowe grupy symultanicznie blokujace pozycje
3’-OH i 5’-OH jak grupa tetraizopropylodisiloksanowa (TIPDSi) zaprojektowana przez W.T.

Markiewicza (Rysunek 2.2.1),1"*" ktére sa relatywnie drogie.

Najbardziej wymagajace jest uzyskanie syntonu z wolng grupg 3’-OH. Mozna go
uzyska¢ przez uprzednie zablokowanie pozycji 5’ 1 3’ grupa Markiewicza, nast¢pnie

zablokowanie pozycji 2’ grupa niemigrujacg w ukladzie cis-diolowym (np. grupg eterowa jak
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grupa trytylowa, tetrahydropiranylowa, allilowa, metoksymetylowa), zdjecie blokady
Markiewicza i selektywne wprowadzenie grupy ochronnej w pozycji 5°. Do tego celu nadaja
si¢ grupy o duzej zawadzie sterycznej jak grupa trytylowa, piwaloilowa, benzoilowa
i r-butylodimetylosililowa. Innym wyjSciem jest zastosowanie strategii czgSciowego

blokowania wykorzystujac réznice w kwasowosci 1 dostepnosci grup hydroksylowych czesci

0]

6] 0]
|
TIPDSICl /Py BzCl, Et;N &
. r/Sl ) s _Si \ 3

iPr™ \ $ ., iPr 1\ $ .
) OH o\/Si,o OH
iPr iPr iPr \iPr
80 81 82 CH,L, AgO,
toluen
o}
HN
1) O)L»ﬁ
e 5 N 1. NH3/MeOH
HO NS
. 2. n-Bu4NF THF p, S\' .
HO' ‘OCH, CNe) “OCH,
it \lPr
84 83

Rysunek 2.2.1. Przyktad wykorzystania TIPDSiCl, w chemii nukleozydéw przez S.K. Roya i J.-Y. Tanga.[m]

cukrowej. Obliczone w kalkulatorze™ wartoéci pK, dla grup hydroksylowych urydyny
wynoszg 12,7 (2’-OH), 13,0 (3’-OH), 14,6 (5’-OH). Z tych wartosci wynika, ze w pierwszej

B B B B B
R( I o o o o o
HO + o + ro + ro + ko
rozp g 5 ¢ 3 o e -, ¢ .,
HO  OR OR oH HO  OR RO OH rRO°  ©R

I 11 11 v \4 VI

Rysunek 2.2.2. Czesciowe acylowanie rybonukleozydow zaprezentowane przez Y. Ishido et al '

kolejnosci np. acylowaniu ulega¢ bedzie grupa 2’-OH (Rysunek 2.2.2.). W momencie, gdy
w uktadzie cis-diolowym jest juz jedna grupa ochronna, wowczas ze wzgledow sterycznych

kolejne acylowanie zachodzi¢ bedzie preferencyjnie na grupie 5’-OH. Przy odpowiednim

* Kalkulator ChemAxon dostgpny na stronie https://epoch.uky.edu
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doborze warunkéw 1 wielkosci czynnika acylujacego mozna uzyska¢ duze nadmiary izomeru
o wolnej grupie 3’-OH. Dla czynnikéw acylujacych warunki czesciowego blokowania badano
w zespole Y. Ishido'"** i najlepsze wyniki przedstawiono w Tabeli 2.2.1. Odpowiedni chlorek
acylu dodawano kroplami do schiodzonej mieszaniny reakcyjnej. Wykazano, ze gtéwnym
produktem diacylowania rybonukleozydéw byt zwigzek 2’,5’-O-diacylowany. Mieszaning
oczyszczano na chromatograficznej kolumnie zelowej w celu okreslenia wydajnosci
diacetylowania czes$ci cukrowej. W trakcie oczyszczania na kolumnie zachodzita migracja

acylu w uktadzie cis-diolowym. Po kilkukrotnej krystalizacji autorzy uzyskiwali w postaci

czystej produkty 3°,5’-diacylowane.

B RCI Ekw. Rozp. Temp. i Vv VI

/[%] %] | /%]

U BzCl 2,2 Py 16d/NaCl 10 75 14
§] PivCl 2,5 Py 16d/NaCl - 97 -
A BzCl 2.4 Py/DMF | 16d/NaCl - 77 21
A PivCl 4,0 Py/DMF | 16d/NaCl - 77 10
C PivCl 6,0 Py/DMF | 16d/NaCl - 87 -
G PivCl 33 Py t.pok. - 7519 | 6
G™ | BzCl 2,4 Py 16d/NaCl - 76 21
G® | AnCl 3,0 Py 16d/NaCl - 84 12

Tabela 2.2.1. Acylowanie rybonukleozydéw; Piv — piwaloil, Bz — benzoil, An — anizoil, wydajnos¢ po kolumnie
. . [136] . . . .
chromatograficznej. * 2-N-izobutyryloguanozyna, ** acylowaniu ulegta tez grupa egzoaminowa zasady.

Wyniki te wykorzystano w innych pracach jak np. w syntezie przedstawionej przez
M. Kawana er al.,"* w ktorej autorzy bez oczyszczania, po czesciowym piwaloilowaniu
w obnizonej temp. przeprowadzili mesylowanie metodg one-pot, co jak w przypadku
cytydyny (85) pozwolito wyizolowa¢ czysta 3’-O-mesylo-4-N,2°,5’-0,0-tripiwaloilo-
cytydyne (86, 72%) (Rysunek 2.2.3.), ktérag w dalszym etapie przeprowadzono do postaci
3’-deoksyarabinofuranozylowej. W przypadku pozostaltych nukleozydéw udato si¢ uzyskac
surowg posta¢ analogbw mesylowanych, ktére okazaly si¢ w dalszych etapach rowniez

prowadzi¢ do pochodnych 3’-deoksyarabinofuranozylowych z wydajno$ciami 28-56%.

Z kolei J. Fogt et al'™™ (Rysunek 2.2.4.) w swej pracy wykazali, ze w wyniku

zastosowanej procedury czesciowego piwaloilowania cytydyny przy odpowiednim nadmiarze
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chlorku piwaloilu (3,5 ekw.) mozna uzyska¢ gtéwnie 4-N,2’,5’-O,0O-tripiwaloilocytydyneg
(87) 1 wyizolowa¢ ja w postaci krystalicznej. Odwrotny rezultat otrzymano dla
2’-C-metylocytydyny (61), poniewaz w wyniku czesciowego piwaloilowania uzyskano

jedynie 4-N,3°,5’-0,0-tripiwaloilo-2’-metylocytydyn¢ (88).

NH, NHPiv
PN
1. PivCl 4ckw] Py o1
PivO
,’ 2 Ms(l(é ckw.), Py
MsQ ‘OPiv

85 86

Rysunek 2.2.3. Otrzymywanie 3’-O-mesylo-4-N,2’,5’-0,0-tripiwaloilocytydyny .

NHz NHPiv NH, NHPiv

N

o] N 2 (o}
o 3.5 ekw. PivCl, Py o o 3,5 ekw. PivCl, Py o

HO OH HO  OPiv HO  OH Fvo.  OH

85 87 61 88

Rysunek 2.2.4. Czesciowe acylowanie cytydyny oraz 2’-C-metylocytydyny.

Analogicznie do prac na temat czgsciowego acylowania, w  zespole

131,132,1 . .
[131,132,133] wykazano, ze prowadzone w normalnych warunkach reakcje

K. Ogilviego
czesciowego sililowania prowadzg do mieszaniny izomeréw 2’,5’- oraz 3’,5’- blokowanych
w niemal réwnych ilosciach. Izomery te mozna bylo rozdzieli¢ metodami
chromatograficznymi i wyizolowa¢ w postaci czystej. Jednak po dodaniu katalizatora
w obecnosci pirydyny udawato si¢ uzyskiwac¢ bardzo duze nadmiary izomeru blokowanego
w pozycjach 2 1 5° (Tabela 2.2.2). W roli katalizatora wykorzystywane byly AgNO;3, AgClO4
i (nBu)sNNO;. Badania byly prowadzone szeroko, na wszystkich naturalnych
rybonukleozydach, réwniez na rybonukleozydach uprzednio blokowanych grupa
dimetoksytrytylowa w pozycji 5° 1 blokowana grupa egzoaminowa. We wszystkich
przypadkach, précz 2-N-benzoiloguanozyny, wyniki byly bardzo dobre. Co wigcej, gdy do
prowadzonych reakcji dodano kolejny reagent — 1,4-diazabicyklo[2.2.2]-oktan (DABCO) lub

N-tlenek 4-nitropirydynowy uzyskiwano odwrotng regioselektywnos¢.
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W ten sposéb otrzymywano duze nadmiary izomerow blokowanych w pozycjach

3> 1 5’. Najlepsze wyniki zamieszczono w Tabeli 2.2.2. Podejscie to jest czgsto
wykorzystywane, czego przykladem moze by¢ synteza puromycyny (79) i jej analogéw
opisana przez N.Q. Nguyen-Trung et al. w 2003 roku (Rysunek 2.2.5).1"* W syntezie tej

autorzy przeprowadzili czeSciowe sililowanie adenozyny (89) z TBDMSCI (chlorek

NH,

NH, NH,

N S
4 N
o<N | N/)

N

N
y
O<N l N’J

o N” 3 ekw. TBDMSICI CrO;, AcO,
HD/\U 3 TBDMSIO TBDMSIO
s Py. t.pok. a— Py, DCM :
HO' ‘OH HO' ‘0SiTBOM o} ‘osiTBOM
89 90 91
NaBH3
AcOH, 8 °C
HSC\,N/CHa NH,
N =N i =N
<1 o <A
MeO HO 7 = . TBDMSIO N =
Ld N 6 etapow o N
-
] 3 ; HO
N4 OH “osiTBDM
e, 79 92
[134]
Rysunek 2.2.5. Synteza puromycyny.
t-butylodimetylosililu) wedlug procedury Ogilviego. Po wyizolowaniu produktow

disililowania — 2’,5’-di-O-(#-butylodimetylosililo)-f-D-adenozyne (90) z wydajnoscia 60%
oraz 3’,5’-di-O-(z-butylodimetylosililo)-#-D-adenozyne (91) z wydajnoscig 34%, zwigzek 91
poddano izomeryzacji z 2,5% (v/v) roztworem EtsN w MeOH, co pozwolito podnies¢
wydajnos¢ wzgledem 90 do 85%. Nastepnie 90 poddano utlenieniu CrO; i redukcji NaBHy
otrzymujac 9-(2’,5’-di-O-(z-butylodimetylosililo)-#-D-ksylofuranozylo)adening (92), ktéra

poddano kolejnym etapom syntezy.

Nukleozvd TBDMS-CI1 | Katalizator Zasada Czas Produkt Produkt

y /[mmol] /[mmol] /[mmol] /[h] 2’5" /[%] 3’5" /[%]
5’-DMTr-U 1,3 AgNO; (1,2) Py (3,7) 1,5 70 15
U 2,2 AgNO; (2,2) Py (5) 1 90 5
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A 2 AgNO;(2) | Py(5) 68 22
o 2.2 AgNO; (2,2) | Py (5) 82 13

G 2.2 AgNO; (22) | Py (5) 60 35

U 2.2 AgNO; (2.2) DI:’;‘)*P 80 15

U 2,2 (”B‘(l%‘tI;)N@ Py (5) 87 6

U 2.2 AgClO, (2.2) | Py (5) 90 7
5’-TBDMSi-U 1.3 AgClO, (1,2) | Py (5) 90 6
A 2.2 AgClO, (2.2) | Py (5) 87 8
5’-TBDMSi-A 13 AgClO; (12) | Py (3) 80 10
c* 2,2 AgClO, (2,2) | Py (5) 90 5

G* 2,5 AgClO, (2,5) | Py (6) 55 40

U 22 ("B‘?z“gflo“ Py (5) 90 5

A 22 (”B‘?z“g)cm“ Py (5) 85 5

- 2,2 (”B‘?z“g)cm“ Py (5) 93 4

U 23 | AgCIO, (2.3) DAEE)CO 5 90
5’-DMTr-U 1.3 AgClO, (1,2) DAEE)CO 5 91
5’-TBDMSi-U 1.3 AgClO, (1,2) DA%CO 5 90
c 2,4 AgClO;, (2,3) DA(E)CO 3 92
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G 26 | AgCIO, (2,5) DAZE)CO 6 30 60

A 22 AgCIO, (2,2) Nt(lze’;k 2 5 89
c* 2,2 AgClO;, (2,2) N'(tzl’e;‘)ek 2 8 90
G* 2,6 AgClO, (2,5) N'(tzlfé‘)ek 2,5 - 98

Tabela 2.2.2. Sililowanie rybonukleozydéw [Hakimelahi, G.H. et al.]."* " c*/G® - nukleozydy z benzoilowang grupa
egzoaminowa; ~ N-tlenek 4-nitropirydyny.

Hakimelahi, G.H. z zespolu K. K. Ogliviego w swej pracy[m] poruszyt tez temat
czesciowego dimetoksytrytylowania. Reakcje prowadzit réwniez w obecnosci AgNO;
i pirydyny. Dla urydyny uzyskal duzy nadmiar pochodnej blokowanej w pozycjach
215 (80%), co jest cickawym wynikiem, bo grupy trytylowe sa odporne na izomeryzacj¢
w czasie rozdziatu chromatograficznego i izolacja pozadanego produktu z wolng grupa 3’-OH
nie nastrgcza trudnosci. W przypadku pozostatych naturalnych rybonukleozydéw nie
zaobserwowano regioseleketywnosci w tych warunkach. Czegs$ciowe trytylowanie jest czesto
wykorzystywane w syntezie pochodnych nukleozydéw i nie brakuje przyktadow w literaturze

poczawszy od N.C. Yunga i J.J. Foxa z 1961 roku. 135 136 37 poge zaskakujgce w tym

0

0 o
375tk“ TrCl sy B el
Py tw. A =

™o ‘OH HO' oTr

80 93 94 (70%)

Rysunek 2.2.6. Ditrytylowanie urydyny.[m]

konteks$cie byto ostatnie doniesienie literaturowe, ze 3°,5’-di-O-trytylourydyna (93, Rysunek

2.2.6.) inhibuje replikacje flawiwirusOw (wirusa dengi, wirusa zoltej goraczki) z ECsop ~ 1 uM

przy niskiej toksycznosci.'**

2.3. Funkcjonalizacja z wykorzystaniem struktur anhydrocyklicznych

Pierwszy raz synteze 2,2’-anhydrourydyny (95) opisali D.B. Brown, A.R. Todd

[139] -

i S. Varadarajan w latach pigcdziesigtych XX wieku i od tamtej pory silnie badano nowe
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metody syntezy zwigzkéw anhydrocyklicznych jak i ich zastosowanie. Dzigki swej
podatnosci na substytucje nukleofilowa Sy2 z wykorzystaniem réznych nukleofili zwiazki te
stuza w syntezie pochodnych nukleozydowych modyfikowanych w pozycjach 2’ i 3’ czgsci

140
)[ ]

cukrowej jak na przyktad AZT (1), czy 2’-O-metylourydyna (96)."*"" Co wigcej,

anhydronukleozydy moga by¢ tatwo przeksztalcone w pochodne arabino- lub

ksylofuranozylowe w  warunkach kwasowych[142] lub zasadowych.“43]

Brown
w przedstawione] syntezie (Rysunek 2.3.1.) wykorzystal roOwniez czeSciowe acylowanie
z zastosowaniem najprostszego rozwigzania z bezwodnikiem octowym. Czesciowe
acylowanie z tym odczynnikiem si¢ nie sprawdza, bo reszta kwasu octowego stanowi zbyt
mata zawade steryczng. Jednak Brown prébowal obej$¢ ten problem przez uprzednie
zatozenie grupy izopropylidenowej, monoacetylowanie w pozycji O5’, zdjecie izopropylidenu

i czesciowe acylowanie uktadu cis-diolowego. Wydajno$¢ tego etapu nie byla dobra,

(0] o]
= =
7.} 20% CHCOAc, o'y
/ﬁ AcO A0 Aco/\d
Py, t.pok i tw, S~ Py, 1p0k

o o HO' OH
T \l/ TsCl
97 98 99 100 Py, t.pok.
0 o 0
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OAN 0,1 N H,S0 NHyM O)\N
0 Uy ‘“l 1.' eOH St o)
: O & ()
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Rysunek 2.3.1. Pierwsza synteza 2,2’-anhydrourydyny D.M. Browna.
poniewaz uzyskano mieszaning produktu triacetylowanego, pozadanego produktu
diacetylowanego oraz substratu. Produkt oczyszczono metoda przeciwpragdowej dystrybucji
(metoda ekstrakcyjna) w uktadzie octan etylu — woda, co moze uchronito przed izomeryzacja
w uktadzie cis-diolowym 1 uzyskano jedynie 3°,5’-di-O-acetylourydyne (100) z wydajnoscia
17%. W nastepnym etapie przeprowadzono tosylowanie i produkt (101) poddano reakcji
w nasyconym amoniakalnym roztworze metanolu. Wbrew oczekiwaniom autoréw publikacji,
w wyniku ogrzewania w metanolu z amoniakiem zamiast uzyska¢ 2’-O-p-
toluenosulfonylourydyng, nastgpita wewnatrzczasteczkowa substytucja Sy2 dajac cykliczny

produkt 2,2’-anhydrourydyn¢ (95).
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Zostato opisanych szereg metod otrzymywania anhydronukleozydéw. W serii
rybonukleozydéw najlepsze rezultaty otrzymywania 2,2’-anhydrourydyny (95) daje metoda

z wykorzystaniem weglanu difenylu oraz wodoroweglanu sodu opracowana przez

(o] o]

0 o

N N HN N
4 NH 4 NH )jj Jj
<Nf: ) <Nf‘; G)\N I O/LN |

o N"  (PhO),CO ) N o (Ph0),CO o

TrO —_—» 10 HO —_— HO/\N
' NaHCO,, DMF AN o' oy NGHCOLDME &
140 °C 140 °C

103 104 80 95

Rysunek 2.3.2. Pierwsza synteza 2,2’-anhydrourydyny z weglanem difenylu Hamptona i Nicola.

A. Hamptona i A.W. Nichola, jako efekt proby uzyskania 2’,3’-cyklicznego weglanu
nukleozydu (Rysunek 2.3.2)."** W pierwszej kolejnosci Hampton i Nichol wykonali reakcje
5’-O-trytyloinozyny (103) z weglanem difenylu i uzyskali zgodnie z zalozeniem
2’,3’-cykliczny weglan trytyloinozyny (104). Analogicznie postapiono z urydyna (80), jednak
w tym przypadku produktem okazata si¢ by¢ 2,2’-anhydrourydyna (95) z wydajnoscig 59%.
W pézniejszych czasach dopracowano warunki tej reakcji i tak w 2000 roku S.K. Roy
i J.-Y. Tang przedstawili sposdb na synteze 95 w duzej skali laboratoryjnej (w skali
kilogramowej) z wydajnoscig > 90%.!!4!! Reakcja ta nie wymaga zadnych grup ochronnych,

dlatego jest tak atrakcyjna.

Reakcje cyklizacji wewnatrzczasteczkowej nukleozydéw 2’ lub 3’ tosylowanych
(p-toluenosulfonowanych), mesylowanych (metanosulfonowanych) lub tryflatowanych
O (o] [0} (0]
HN CHy " | CH,
HN N
g L]
(o] N o] N
+-BuONa 0 za:,dda o]
/\d HO RO
. DMF, 10c1°c
OH
105 106 107 a,b 108 a,b

R = Ms (a), Tr (b).

Rysunek 2.3.3. Pierwsze syntezy pochodnych 2,3’-anhydrocyklicznych nukleozydéw pirymidynowych.[135’145’146]

(trifluorometanosulfonowanych) sg czesto stosowane w syntezie anhydronukleozydéw
zarobwno w serii rybo jak 1 w serii 2’-deoksy. Wymagaja jednak uzycia grup ochronnych do

przygotowania substratow. Jedni z pierwszych 2,3’-anhydrourydyn¢ (106) otrzymali
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R. Letters i A.M. Michelson"* oraz N.C. Yung i J.J. Fox (Rysunek 2.3.3.)."**! Przygotowana
wczesnie] 3’-O-tosylourydyne (105) poddano reakcji z tert-butanolanem sodu w DMF.
Wczesniej A.M. Michelson i A.R. Todd wykonali pierwsza syntezg¢ 5’-O-mesylo-2,3’-

o}
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N (o]
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— HO :
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Rysunek 2.3.4. Synteza przeprowadzona przez K. Pankiewicza i K. Watanabe.

anhydrotymidyny (108a) z 3°,5’-O-di-mesylotymidyny (107a) w etanolu nasyconym
amoniakiem.""*" Yung i Fox wykorzystali ditrytylowanie urydyny, grupe mesylowa jako
grupe odchodzacg i uzyskali 2°,5-di-O-trytylo-2,3’-anhydrourydyne (110). Prace te zostaty
rozwinigte przez J.J. Foxa 1 N.C. Millera i stwierdzono, ze cyklizacje zachodza w obecnosci
roznych zasad jak ftalimidek potasu, benzoesan sodu. "7 W taki sam spos6b jak Yung
i Fox, w 1987 roku K. Pankiewicz i K. Watanabe!'**! (Rysunek 2.3.4.) réwniez otrzymali 110.
W tym przypadku zastosowano jako zasade DBU (1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en).
Punktem wyjscia dla tej syntezy byla takze 2’,5’-di-O-trytylourydyna (94), ktéra poddano
nastepnie mesylowaniu (109). Tak przygotowany substrat poddano cyklizacji. Autorzy
publikacji wykonali dalsze reakcje, pokazujac ciekawg mozliwos¢ selektywnego

odblokowania grupy 5’-OH zwigzku 110 otrzymujac 111. W dalszym etapie poprzez otwarcie
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pierscienia w warunkach kwasowych uzyskano znang juz wcze$niej ksylourydyneg [1-(8-D-
ksylofuranozylo)uracyl, 118].">") K. Pankiewicz i K. Watanabe wprowadzili takze na grupe
2’-OH 5’-0O-acetylo-2,3’-anhydrourydyny (113) grupg tryflatowg (trifluorometanosulfonowg).
Tak przygotowany zwigzek poddano substytucji nukleofilowej Sx2 z LiCl i uzyskano 5°-O-
acetylo-2,3’-anhydro-2’-chloro-liksourydyng¢ (115). Pokazuje to, ze atom C-2’ byl w tym

o] (o]

[ 0
i
Ad i
HO
Cts I‘O(C H,)OH i

119 120

Rysunek 2.3.5. Synteza 2,3’-anhydro-2’-C- metylourydyny.
przypadku lepszym miejscem ataku nukleofilowego niz C-3° Iub C-2 mostka
anhydrocyklicznego. Przydatno$¢ podejscia do cyklizacji z sulfonylowa grupa odchodzaca
moze by¢ pokazana réwniez na przyktadzie syntezy 2,3’-anhydro-2’-C-metylurydyny
(120).!*" Chociaz C. Pierra et al. zastosowali w tym przypadku dos$¢ zaskakujgce warunki

cyklizacji (Rysunek 2.3.5.).

To samo podejscie zostalo zastosowane do syntezy 2’,3’-dimodyfikowanych
pochodnych urydyny przez Q. Dai i J.A. Piccirilliego (Rysunek 2.3.6.)."°"' W tym przypadku
autorzy wykorzystali struktury anhydrocykliczne dwukrotnie. W pierwszej kolejnosci
utworzyli mostek 2,2’-anhydrocykliczny, nastgpnie po zablokowaniu grupy 5’-OH
wprowadzono grup¢ aminowg w pozycji 2’ na drodze wewnatrzczasteczkowej substytucji
Sx2 z CCLCN wedlug koncepcji D.P. McGee (122),!'*% zabezpieczono ja grupa fert-
butyloksykarbonylowa (BOC) (123) i na grup¢ 3’-OH wprowadzono grupe tryflatowa (124).
Tak przygotowany zwigzek poddano cyklizacji w warunkach zasadowych z wydajnoscig 80%
(125). Uzyskany mostek 2,3’-anhydrocykliczny otworzono w warunkach zasadowych,
otrzymujac pochodng ksylofuranozylowa z wolng grupa 3’-OH (126), ktéra to z kolei
zmesylowano (127) i poddano substytucji SN2 r6znymi tiolami w obecnosci DBU (128 a,b).
Autorzy tej pracy, zamiast grupy tryflatowej, prébowali réwniez wykorzysta¢ do utworzenia
mostka 2,3’-anhydrocyklicznego mesylowa grupe odchodzacg. W pracy K. Pankiewicza
i K. Watanabe, a takze w pracy C. Pierra ef al., cyklizacja zachodzita gdy w pozycji 2’ byta
grupa O-trytylowa. Jednak w przeprowadzonej przez Dai 1 Piccirillego syntezie, gdy

w pozycji 2’ byla grupa tert-butoksykarbonyloaminowa, reakcja ta nie miata miejsca.
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Rysunek 2.3.6. Synteza przeprowadzona przez Q. Dai i J.A. Piccirilliego.
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Rysunek 2.3.7. Synteza przeprowadzona przez Y. Mizuno i T. Sasaki.
W przypadku pochodnych cytydyny reakcje cyklizacji zachodza troche inacze;j.
Przyklad syntezy prowadzacej do mostka 2,3’-anhydrocyklicznego w serii rybo przedstawili
w 1965 roku Y. Mizuno i T. Sasaki (Rysunek 2.3.7.).'""%! Cyklizacja zachodzita pomyslnie

nawet wtedy, gdy na sgsiednich grupach hydroksylowych byty duze grupy ochronne — grupa
trytylowa. Wydajnos¢ tych reakcji wyniosty 56%, gdy byly obecne grupy trytylowe (130b)
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i 84%, gdy ich nie bylo (130a). Zastanawia jednak fakt, Ze nikt inny nie powtdérzyt po
autorach tych reakcji. Duzo przykladéw w literaturze mozna za to znalez¢ dla cyklizacji

pochodnych cytydyny do pozycji 2’ rybozy z wykorzystaniem POCl; w octanie etylu

® R H. @D R
HN HZN/C|® \N/ Cle)
NZ NZ” l NIJ]
0% N o I\N O/I\N
o 1. POCl,, EtOAc o o
Py 2.H,0 —
HO OH o\p 0 HO
I™oH
0
131 a,b,c,d,e 132 a,b,c.d,e 133a,b,c.d,e

R - H (a), OH (b), OCH; (¢),CH; (d), C(H; (e).
Rysunek 2.3.8. Reakcje zaprezentowane przez T. Kanai, M. Ichino.

z niewielka iloécia wody (Rysunek 2.3.8.)."°*1%! Przy czym mechanizm tej reakcji jest inny.
W trakcie reakcji tworzy si¢ 2°,3’-cykliczny fosforan (132), ktory jest w tych warunkach
dobrg grupa odchodzaca. Obecnos¢ wody powoduje, ze POCIs czeSciowo hydrolizuje
z wydzieleniem HCI, dlatego zamiast deprotonacji czgsci zasadowej raczej mozna mowic
o protonacji. Jednak atom tlenu O-2 grupy karbonylowej w czg$ci zasadowej cytydyny jest

wystarczajaco dobrym nukleofilem,!*®

aby zaatakowac pozycje 2’ w wewnatrzczasteczkowej
reakcji Sn2 dajac oczekiwany produkt 2,2’-anhydrocykliczny (133). Modyfikacja grupy
egzoaminowej cytydyny wpltywa na nukleofilowos$¢ tlenu karbonylowego O-2. Autorzy
przedstawiajacy ta metod¢ wyraznie zaznaczali, ze pH w czasie cyklizacji powinno wynosi¢
4-4,5. Mozna wnioskowaé, ze w tym przypadku protonacja pomaga zaj$S¢ reakcji.

Historycznie pierwszym, ktéry zaobserwowat taka cyklizacje byt J. Nagyvary.[m]

Analogicznie, cyklizacje do pozycji 2’ rybozy zaobserwowano dla 2’,3’-cyklicznego
siarczynu cytydyny (134) (Rysunek 2.3.9.) uzyskanego w reakcji cytydyny (85) z chlorkiem
tionylu."”® W warunkach kwasowych, po podgrzaniu stwierdzono powstawanie produktu
anhydrocyklicznego, ktérym okazal si¢ by¢ chlorowodorek 2,2’-O-anhydro-(1-5-D-
arabinofuranozylo)cytozyny (135). W tej samej publikacji przedstawiono 2’°,3’-cykliczny
siarczyn urydyny, ktory przy uzyciu octanu sodu przeprowadzono w odpowiedni zwigzek

anhydrocykliczny. K. Kondo ez al.!"™!

w 1977 roku zaproponowali reakcje (Rysunek 2.3.10.),
ktéra w jednym etapie z cytydyny pozwala uzyskaé 3°,5’-di-O-acylo-2,2’-anhydrocytydyne

(137) w postaci soli dzigki réwnoczesnemu uzyciu reagenta acylujacego i kwasu Lewisa.
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W pierwszej udanej probie wykorzystano bezwodnik octowy oraz addukt BF3.Et,0. Autorzy

NH, NH(;)CIO NH? CI@
N/ N
L A
o/ N 07 N o7 N
1. SOCL, CH,CN o A H,0 5
/\d HO > o
cE\E\:‘/’ i
(l)l
85 134 135

Rysunek 2.3.9. Reakcja cyklizacji z wykorzystaniem chlorku tionylu.

tej publikacji postuluja, ze produktem posrednim tej reakcji jest 2’,3’-cykliczny jon
acetoksoniowy (136) (ang. acetoxonium ion), ktéry nastepnie reaguje z tlenem O-2 tworzac
mostek 2,2’-anhydrocykliczny. Produktem koncowym jest s6l kwasu tetrafluoroborowego
1 3’,5’-di-O-acetylo-2,2’-anhydrocytydyny (137), ktéra na kolumnie jonowymiennej mozna
przeprowadzi¢ w forme¢ chlorowodorku. Metode tg zastosowano réwniez z innymi
bezwodnikami i chlorkami kwasowymi. W przypadku 2,2’-anhydrocytydyny i jej pochodnych

mostek anhydrocykliczny jest dos¢ tatwo otworzy¢ w warunkach zasadowych — nawet z tak

NH, NH, NHs~ ,B\:_ F
| J Py
oF

o)\N . N - o) N
o I AcO BEELO S\\ 3 A H,0 0 o
e 0 - )\\o
— b — R,C

HOO  OH 0.8.0 BZF Q

F F CH
) AN e
85 136 137

Rysunek 2.3.10. Reakcja zaproponowana przez K. Kondo et al.

stabg zasada jak NaHCOs3, uzyskujac pochodne 1-f-D-arabinofuranozylowe.

W przypadku 2’-deoksycytydyny réwniez znaleziono do$¢ skuteczne metody
cyklizacji. Jedna z nich wykorzystuje odchodzaca grupe mesylowg zgodnie z Rysunkiem
3.9.11.16% Druga wykorzystuje niewspomniang wczesniej reakcje Mitsunobu, ktdra jest
kolejnym powszechnie stosowanym sposobem na uzyskiwanie pirymidynowych pochodnych
anhydrocyklicznych.'® Reakcja Mitsunobu jest szeroko stosowana jako uniwersalna

regioselektywna metoda kondensacji pronukleofila z I- lub II-rzgdowymi alkoholami
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i wymaga redukujacego reagenta fosfinowego (np. Ph;P) i utleniajgcego azozwigzku jak

azodikarboksylan dietylu (DEAD) lub réwnie czesto stosowany azodikarboksylan

138 139

Rysunek 2.3.11. Reakcja syntezy pochodnej 2,3’-anhydro-2’-deoksycytydyny.

diizopropylu (DIAD). Mechanizm reakcji Mitsunobu jest dobrze opisalny[l(’z’163 164 mozna g0

przedstawi¢ w ogdlnej formie jak na Rysunku 2.3.12. Przyktadem reakcji Mitsunobu dla
pochodnej 2’-deoksycytydyny moze by¢ reakcja zgloszona przez R. Eisenhutha
i C. Richerta!'®! j przedstawiona na Rysunku 2.3.13. Reakcja ta jest o tyle ciekawa, ze

zachodzi z jednoczesnym wprowadzeniem grupy acylowej w pozycji 5°. W swej pracy
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CO5R Ph3P\ /Q-QQR HNu Phsp\ fCOZR =
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>—<§H

R
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+ . PPhy R'0,C H PPhs BBt H
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R'O,C  H

R'- alkil, R*- rézne podstawniki, Nu - nukleofil.
Rysunek 2.3.12. Uproszczony, ogélny mechanizm reakcji Mitsunobu.

bazowali na publikacjach z 1990 i z 1991 roku S. Czerneckiego i J.-M Valéry’ego,!'**'%

ktoérzy taka reakcje wykonali dla tymidyny i opracowali w ten sposéb bardzo efektywng
synteze¢ AZT (1) (Rysunek 2.3.14.). Chociaz jak wykazano, sa pewne mozliwosci
otrzymywania anhydrocyklicznych pochodnych cytydyny oraz 2’-deoksycytydyny, jednak
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wiele zespotow w swych syntezach woli pracowa¢ na urydynie, wprowadza¢ modyfikacje
w czeSci cukrowej 1 nastepnie korzystajac z dostgpnych, znanych metod przeprowadzic¢

uzyskane pochodne urydyny w pochodne cytydyny.''¢7%%!

Trzeba wspomnie¢, ze podobne metody, zaréwno z grupa odchodzaca halogenkowa

lub sulfonowg oraz reakcja Mitsunobu, sg wykorzystywane takze w tworzeniu mostkow

o] (o}
NﬁJt] ﬂ/ltD
18]
0)\, Ph,P, DIAD 0)\N
HO - DEM o 0
& Br
HO

140 141

Rysunek 2.3.13. Reakcja przedstawiona przez R. Eisenhutha i C. Richerta.®!

2,5’-anhydrocyklicznych. Jednak w tym miejscu warto po$wigci¢ czas innemu zagadnieniu
jakim sa reakcje tworzenia mostkow anhydrocyklicznych w nukleozydach purynowych.
Prace nad tym zagadnieniem rozpoczeli V. Clark, A. Todd i J. Zussman zgltaszajac po raz

pierwszy cykliczng pochodna puryny w 1951 roku.!"® Jednak dopiero prace M. Ikehary et al.

o]
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HNJj/CHa Jj/
O)\N i /j\ LiN, , DMF
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Rysunek 2.3.14. Tandemowa reakcja Mitsunobu dla tymidyny [S. Czernecki, J.-M. Valéry].ms]

poczawszy od 1963 roku gdy przedstawili synteze 8,2’-S-anhydro-2-chloro-8-
merkaptoadenozyny (147) (Rysunek 2.3.15.) pchnely badania we wiasciwym kierunku.!'”"!
Stusznie zauwazyli, ze po wprowadzeniu w pozycji 8 puryny grupy hydroksylowej lub
tiolowej uktad bedzie przypominal zasady pirymidynowe i mozna si¢ spodziewac, ze beda
tworzyly mostki anhydrocykliczne. Autorzy postulowali, ze produktem posrednim
przedstawionej reakcji byta struktura 2’,3’-anhydrocykliczna (146) powstalta w wyniku
wewnatrzczasteczkowego ataku nukleofilowego atomu tlenu O-2° na atom wegla C-3°
z odejsciem grupy tosylanowej. W pdzniejszym czasie pojawily si¢ kolejne publikacje

dotyczace tego typu przeksztatcen.
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Rysunek 2.3.15. Reakcja przedstawiona przez M. lkehara et al. w 1963 r170

W 1966 roku M. Ikehara przedstawil kolejng syntez¢, w wyniku ktoérej uzyskano

mostek 8,2’-O-anhydrocykliczny.!'’!

W pierwszym etapie w pozycji 8 adenozyny,
z zabezpieczonym ukladem cis-diolowym grupa izopropylidenowg, wprowadzono brom
metodg Holmesa z N-bromoacetamidem.!'’*! Nastepnie zacetylowano grupe 5°-OH, zdjeto

izopropyliden w warunkach kwasowych, przeprowadzono tosylowanie w wyniku ktoérego
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Rysunek 2.3.16. Reakcja przedstawiona przez M. lkehara et al. w 1966 r 074

uzyskano mieszaning monotosylowanych izomeréw w uktadzie cis-diolowym i zdjeto acetyl
amoniakiem. Tak przygotowang mieszaning dwoch izomeréw poddano reakcji z octanem
sodu w kwasie octowym w celu podstawienia bromu grupg hydroksylowa (Rysunek 2.3.16.).
W kolejnym etapie przeprowadzono cyklizacj¢ z benzoesanem sodu w DMF (Rysunek
2.3.16). Metodami chromatograficznymi wyizolowano 8,2’-O-anhydro-8-okso-9-(-f-D-
arabinofuranozylo)adening (150). Utworzony mostek 8,2’-O-anhydrocykliczny otworzono
w $rodowisku kwasowym i uzyskano 8-hydroksy-9-f-D-(arabinofuranozylo)adening (151).

Roéwnolegle, do mostka anhydrocyklicznego przeprowadzono skuteczng substytucje
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benzoesanem sodu w DMF w obecno$ci kwasu benzoesowego, uzyskujac 2’-O-benzoilo-8-

oksoadenozyng (152).
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HX—</ | ) x=< | )
NP o N NZ
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153: X=0,154: X=8.

Rysunek 2.3.17. Struktury tautomeryczne 8-okso i 8-tioksoadenozyny.
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Rysunek 2.3.18. Synteza zaprezentowana przez M. Ikehare et al. w 1970 roku. TPS-Cl — chlorek 2,4,6-triizopropylo-
benzenosulfonowy.[m]

8-Hydroksyadenozyna (153), ze wzgledu na lokalizacj¢ protonu na atomie N-7
(Rysunek 2.3.17.), jest czesto nazywana 8-oksoadenozyng i1 wydaje si¢, ze jest to bardziej
poprawna nazwa. To samo tyczy si¢ 8-merkaptoadenozyny (154), ktérag rdwnie czgsto mozna
[173]

znalez¢ pod nazwg 8-tioksoadenozyny. W przypadku S- i O-anhydrocyklicznych
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nukleozydéw purynowych réwniez mozna znalezé w literaturze zamiennie stosowane

przedrostki hydroksy/okso i merkapto/tiokso. Jednak wygodniej jest uzywac krétszej nazwy

pomijajacej przedrostek, z czym rdwniez mozna spotkac si¢ w literaturze.
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Rysunek 2.3.19. Reaktywnos¢ 8,2’-anhydroadenozyny.
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W 1970 roku M. Ikehara er al.!'™ przedstawili kolejng ciekawa synteze 5’-O-trytylo-
8,2’-S-anhydroadenozyny (157) i1 8,3’-S-anhydroadenozyny (159) (Rysunek 2.3.18.). 5°-O-
trytylo-8-bromoadenozyn¢  (155) poddano  monosulfonowaniu  chlorkiem  2,4,6-
triizopropylobenzenosulfonowym (TPSCI) uzyskujac mieszaning izomerycznych produktow
posiadajacych grupe sulfonowa w pozycji O-2° (156a) albo w pozycji O-3" (156b).
Mieszanin¢ ta mozna byto w znacznej mierze rozdzieli¢ chromatograficznie, ze wzgledu na
duzg r6éznice w Ry wynikajagca z innej konformacji. 8-Bromo-2’-O-(2,4,6-
triizopropylobenzeno)sulfonylo-5’-O-trytyloadenozyne (156a) poddano reakcji z wodoro-
siarczkiem sodu w DMF 1 uzyskano odpowiedni produkt anhydrocykliczny (157)
z wydajnoscia 83%. Z analogicznym zwiazkiem z grupa TPS w pozycji O-3’ 1 nieblokowang
grupg 5°-OH (158) przeprowadzono cyklizacje otrzymujac produkt — 8,3’-S-anhydro-
adenozyne (159) z wydajnoscia 43%. Grupe 5°-OH odblokowano, aby nie utrudniata

cyklizacji.

W dalszych swych pracach M. Ikehara et al. udoskonalali reakcje cyklizacji
odpowiednich nukleozydéw purynowych i badali ewentualne dalsze ich wykorzystanie
(Rysunek 2.3.19.).173 76T razato sie, ze 8,2’-0O-anhydroadenozyna (150) reaguje
z amoniakalnym roztworem metanolu dajgc produkt substytucji w pozycji 8 zasady —
8-amino-9-(f-D-arabinofuranozylo)adening (160, 34%) oraz produkty uboczne jak 8-okso-9-
S-D-(arabinofuranozylo)adening oraz  8,5’-0-anhydro-8-okso-9-(S-D-arabinofuranozylo)-
adening w  proporcjach zaleznych od warunkéw reakcji. W  reakcji 150
z ciektym H,S w pirydynie wuzyskano =z wydajnoscia 74%  8-tiokso-9-(S-D-
arabinofuranozylo)adening (161). Przeprowadzono préby desulfuryzacji otrzymanego
zwigzku: na niklu Raneya (41%) lub w warunkach oksydacyjnych np. z H,O, w 0,1IN HCl,q
(73%) otrzymujac araA (67). W tym samym artykule opisano réwniez odwracalng
izomeryzacj¢ w warunkach zasadowych w 0,0IN NaOH,q, 150 w 8,5’-O-anhydro-9-(f-D-
arabinofuranozylo)adening (162). 8,2’-O-anhydroadenozyn¢ (150) poddano reakcji
w bezwodnych warunkach z 1% roztworem HCI/MeOH i uzyskano mieszaning produktow
z niewielkg ilo$cig 8-chloro-9-(f-D-arabinofuranozylo)adeniny (163, 10%), jednak gdy
reakcj¢ prowadzono z 5% roztworem HCI/DMF uzyskano z wydajnoscig 62% 2’-chloro-8-
oksoadenozyng (164). W reakcji 150 z etanotiolanem sodu w bezwodnym metanolu w 150 °C
uzyskano  mieszaning zwigzkdw  8-S-etylo-9-(f-D-arabinofuranozylo)adeniny  (165)
1 2’-etylomerkapto-8-oksoadenozyny (166), gdy reakcje prowadzono w 70 °C w DMF

uzyskano jedynie produkt 166 z wydajnoscig 60%. Wyniki te wskazuja, ze niektore reagenty
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Rysunek 2.3.20. Metody otrzymywania purynowych pochodnych anhydrocyklicznych.

mogg atakowac zaréwno pozycje 8 jak i1 2° mostka anhydrocyklicznego w zaleznosci od
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warunkow. Autorzy tlumaczg ten efekt w przypadku etanotiolanu sodu innym stopniem
dysocjacji w danych warunkach. Bardzo ciekawa synteze przeprowadzil M. Ikehara et al.
w 1976 r.'"”' W pierwszym etapie tej syntezy 150 poddano reakcji z NaN3 w DMF w 150 °C
i uzyskano 2’-azydo-8-oksoadenozyne (167) z wydajnoscia 80%.

Przetestowano réwniez mozliwo$¢ otrzymywania mostkow anhydrocyklicznych
w reakcji z weglanem difenylu i weglanem sodu. W przypadku 8-oksoadenozyny (153)
uzyskano oczekiwany produkt ze Sladowa wydajnoscia 3%, ale w przypadku
8-tioksoadenozyny (154) uzyskano oczekiwany produkt cyklizacji (168) (Rysunek 2.3.20.)
z wydajnoscig 79%. Inng bardzo ciekawa metodg syntezy anhydrocyklicznych pochodnych

purynowych M. Ikehara et al. opisali w 1975 roku. W pierwszym etapie 8-bromoadenozyne
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(169) poddano reakcji z tlenkiem di-n-butylocyny, ktéra prowadzi do 8-bromo-2’,3’-O-
dibutylocynianoadenozyny (170) zgodnie z metodg opracowang przez Wagnera et al %!
Tosylowanie takiego zwigzku w Et;N daje selektywnie produkt tosylowania w pozycji
2’ (171). Nastepnie przeprowadzono peracetylacje, podstawiono brom grupg hydroksylowa
1 wykonano cyklizacje w NH3/MeOH z wydajnoscia 64%, ktéra data nieblokowang 8,2’-O-
anhydro-8-oksoadenozyn¢ (150). To samo podejscie wykorzystano dla 8-bromoguanozyny
(173). W ostatnim etapie do cyklizacji zastosowano octan sodu w DMF i uzyskano po raz

pierwszy nieblokowang 8,2’-O-anhydro-8-oksoguanozyne (178) z wydajnoscia 45%.

W nurt poszukiwan, tak szeroko prowadzonych przez M. lkeharg et al., wpisali si¢
takze T. Sowa i K. Tsunoda'®" oraz J. Chattopadhyaya i1 C. Reese.'® Sowa i Tsunoda
zaprezentowali  reakcje =~ powstawania =~ mostkow  8,2’-anhydrocyklicznych  dla
8-bromoadenozyny (169) poprzez 2’,3’-cykliczny siarczan (179) (Rysunek 2.3.21.).
W bezposredniej reakcji z tiomocznikiem w butanolu uzyskano 8,2’-S-anhydroadenozyne¢
(168) z wydajnoscia 70%, a w reakcji z octanem sodu w DMF uzyskano 8,2’-O-
anhydroadenozyn¢ (150) z wydajnoscig 44%. Chattopadhyaya 1 Reese opisali rOwniez
konwersje 8,2’-O-anhydroadenozyny (150) w warunkach zasadowych NaOH w Py/EtOH do
2’,3’-0O-anhydro-8-oksoadenozyny (181) (Rysunek 2.3.22.). Konwersje tg udato si¢ odwréci¢

w reakcji w obecno$ci morfoliny w DMSO.

Analogiczna konwersje przedstawiono dla 2,2’ -anhydrourydyny (95) w 1998 roku.'®"

A. Miah, C.B. Reese et al. wykazali, ze w warunkach zasadowych (NaH) 95 ulega
wewnatrzczasteczkowemu podstawieniu zdeprotonowanej grupy 3°-OH do pozycji 2° mostka
anhydrocyklicznego dajac 2’,3’-anhydrourydyne¢ (182) posiadajacg ugrupowanie epoksydowe
skierowane pod ptaszczyzne pierScienia (Rysunek 2.3.23.). Co wigcej, pokazali, ze
w zaleznosci od kolejnosci dodawania reagentow w reakcji 95 z etanotiolem w obecnos$ci
NaH mozna otrzymaé albo 2’-etylomerkaptourydyne (183) albo 1-(3’-etylomerkapto-f-D-
ksylofuranozylo)uracyl (184). Swoje badania i rozwazania przeprowadzali bazujac na
wczesniejszych doniesieniach, ktére sugerowaly, ze w warunkach zasadowych 95 moze
ulega¢ takiej konwersji.“84’185] Bezposrednim dowodem na takie zachowanie 95 byla
przeprowadzona reakcja z metanolanem sodu w pierwszym etapie, a w drugim etapie
uzyskang mieszaning poddano reakcji z jodkiem metylu, co pozwolito wyizolowa¢ zwigzek
o strukturze 2’,3’-anhydrocyklicznej — 2’°,3’-anhydro-N-3-metylourydyne (186). Co wigcej,
J.G. Buchanan i D.R. Clark!"*® pokazali, ze z 2,3’-anhydrourydyny (106) w reakcji

z t-BuONa mozna uzyska¢ 1-(f-D-arabinofuranozylo)uracyl (185). Reakcja ta, wedtug
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autorOw, zachodzila poprzez struktury posrednie: 2°,3’-anhydrourydyne (182) oraz 2,2’-
anhydrourydyne (95). A. Miah 1 C.B. Reese w wyniku reakcji 95 z NaH wyizolowali 182, co
stanowi ostateczne potwierdzenie, ze taka konwersja zachodzi. Przedstawili rGwniez ciekawe

wykorzystanie struktury 182 poprzez poddanie jej reakcji z ~BuOK w wyniku ktorej
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uzyskano zwigzek 3’,5’-anhydro-1-(f-D-ksylofuranozylo)uracyl (187), a nast¢pnie
w wyniku otwarcia mostka anhydrocyklicznego w warunkach kwasnych uzyskano

ksylourydyne (118).

Reaktywnos¢ 2,2’ -anhydrourydyny (95) i jej blokowanych pochodnych zostata dobrze

opisana. Nie sposob przytoczy¢ wszystkich zastosowan, ale mozna to zagadnienie stresci¢
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)ﬁ \O;“Lﬁ
/ HOA&
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HO
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Rysunek 2.3.24. Reaktywnosc 2,2’-anhydrourydyny.

bazujac na kilku najwazniejszych publikacjach.!'8"18%18-1901 7wia7ek 95 i jej pochodne
ulegajg reakcjom z réznymi nukleofilami zaré6wno w reakcjach mig¢dzyczasteczkowych jak
1 wewnatrzczasteczkowych. Zachodza one poprzez mechanizm substytucji Sy2 z ktérym
konkuruje mechanizm eliminacji E2. Generalnie, mozna wyrézni¢ dwa miejsca ataku
nukleofila: pozycja 2 uracylu lub pozycja 2’ rybozy, jednak rzadko obserwuje si¢ mieszaning
produktéw i zwykle powstaje jeden produkt podstawienia albo w pozycji 2, albo w pozycji
2> (Rysunek 2.3.24.). W reakcjach wewnatrzczasteczkowych regioselektywnos¢ jest
wymuszona przez  struktur¢ czasteczki. W reakcjach  migdzyczasteczkowych

regioselektywnoscig rzadzg inne reguty.

W przytoczonej publikacji Q. Dai et al. z zespotu J.A. Piccirillego mozna znalez¢
probe okreslenia jednej z nich. Autorzy na podstawie doniesien literaturowych doszli do
wniosku, ze o regioselektywnos$ci podstawienia decyduje rodzaj atomu nukleofilowego, ale
takze elektroujemno$¢ atomu sgsiadujagcego z atomem nukleofilowym (Tabela 2.3.1).
W przypadku nukleofili azotowych znane sg bezposrednie substytucje z amoniakiem,

aminami [-rzegdowymi oraz z azydkami.
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Konfig. | Wydajnos¢/
Nukleofil Rozpusz. | T/[°C] | Czas/[godz.]
produktu [%]
NaOH MeOH/H,0 | t.pok. 16 arabino 69
Mg(OMe), MeOH 65 5 rybo 92
MeOH +
B(OMe); 150 42 rybo 86
CH(MeO);
NH; MeOH 37 48-168 arabino 16
Etylenodiamina EtOH 37 48-168 arabino 73
NaN;+BzOH HMPA 150 <1 rybo 65
H,S+EtN DMF 20 120 arabino 70
EtSH+TMG DMF 60 12 rybo 93
AcSH dioksan 110 6 rybo 65
PhSe-SePh+NaBH, EtOH 78 1 rybo 90
HCl1 dioksan 75-80 18 rybo 89
LiBr dioksan 60 6 rybo 98
Nal+TsOH aceton 50 2,5 rybo 98
Tabela 2.3.1. Reaktywnos¢ 2,2’-anhydrourydyny. TMG - 1,1,3,3-tetrametyloguanidyna; HMPA -

heksametylofosforamid

Wspdtczynnik elektroujemno$ci atoméw sasiadujacych wynosza w skali Paulinga
odpowiednio yp = 2,20 (H), yp = 2,55 (C), xp = 3,04 (N). Jedynie grupa azydkowa atakuje
pozycje 2°, dajac produkt o konfiguracji rybozy niezaleznie od przeciwjonu (Na®, Li").
Amoniak oraz I-rzegdowe aminy atakujg pozycje 2 uracylu dajagc produkt o konfiguracji
arabinozy. Aniony halogenkowe podstawiaja si¢ w pozycji 2’ rybozy. W przypadku nukleofili
siarkowych znane sg substytucje z H,S, tiolami alifatycznymi, tiolami aromatycznymi,
kwasem tiooctowym. Atomem s3gsiadujgcym jest wigc atom wodoru (yp = 2,20) lub atom
wegla (yp = 2,55). Siarkowodor atakuje pozycje 2, a pozostate nukleofile pozycje 2’. Reakcje
z tiolami prowadzi si¢ w obecnos$ci katalitycznych ilosci zasady w celu wygenerowania
anionu tiolanowego, ktdory jest skuteczniejszym nukleofilem. W przypadku nukleofili
tlenowych znane s3 substytucje anionu wodorotlenkowego, alkoholanéw oraz soli kwasow
karboksylowych. Tutaj rowniez atomem sgsiadujgcym jest atom wodoru lub atom wegla.
Anion wodorotlenkowy atakuje pozycje 2, a pozostate nukleofile tlenowe zwykle atakuja
pozycje 2’ dajac produkt konfiguracji rybozy. Q. Dai et al. stwierdzili, ze w przypadku

Z . rr 2 . . . . . + 2+ -+
metanolanéw wplyw na regioselektywno$é¢ ma réwniez rodzaj przeciwjonu (Na*, Mg**, B*"),
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a doktadnie wspétczynnik elektroujemnosci yp = 0,93 (Na), xp = 1,31 (Mg) i yp = 2,03 (B).
Znane s3 w literaturze przyktady substytucji z uzyciem metanolanu magnezu lub boru, 141191

ktore prowadza do produktu rybofuranozylowego.

W przypadku metanolanu sodu trzeba si¢ odwota¢ do cytowanej juz publikacji
Buchanana i Clarka z 1979 roku.!"*® Opisali oni eksperyment, w ktérym 95 poddali dziataniu
metanolanu sodu w metanolu. Uzyskali gtéwnie 1-(f-D-arabinofuranozylo)uracyl (185)
(Rysunek 2.3.25.). Wynik ten mozna interpretowac jako skutek bezposredniego ataku anionu

OH' na pozycje¢ 2, ktory powstat ze wzgledu na niewielkie ilosci wody, albo jako skutek ataku
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Rysunek 2.3.25. Regioselektywnos¢ substytucji MeONa do 2,3’- i 2,2’-anhydrourydyny oraz jej 3’-tosylowanej
pochodne;j.

anionu metanolanowego z utworzeniem produktu przejsciowego (188), ktéry dopiero
w nastepnym etapie ulega hydrolizie zasadowej.[lgz] Argumentem za drugg wersj3a jest fakt, ze
Buchanan i Clark w reakcji 2,3’-anhydrourydyny (106) z MeONa w MeOH wyizolowali
produkt substutucji w pozycji 2 (189), ktéry nastepnie zhydrolizowali do ksylourydyny (118).

Drugim argumentem jest reakcja przedstawiona przez M. Hirate w 1968 r.!"”*! Poddat on
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reakcji z MeONa w MeOH 3’-tosylo-2,2’-anhydrourydyne (190). Anion metanolowy
zaatakowal pozycje 2 wuracylu z otwarciem pierscienia. Powstala w ten sposdb
zdeprotonowana forma grupy 2’-OH skierowana nad plaszczyzne¢ cukru zaatakowata od gory
pozycje 3’ z odejsciem grupy tosylowej, tworzac strukturg liksoepoksydowa (191). Produkt
wyizolowano i scharakteryzowano. Dlatego mozna przypuszcza¢, ze MeONa atakuje pozycje

2 czesci zasadowej zwiazku 95 1 jego pochodnych.

Q. Dai et al. wykazali réwniez, ze do 95 mozna skutecznie podstawi¢ anion octanowy

oraz benzoesowy w pozycji 2° (192) (Rysunek 2.3.26.). W mieszaninie zauwazyli obecnos¢
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Rysunek 2.3.26. Synteza znakowanej izotopowo [2’-180]urydyny.

produktu ubocznego 1-(f-D-arabinofuranozylo)uracylu (185). Stosunek oczekiwanego
produktu do produktu ubocznego zalezal od uzytego przeciwjonu (Na®, K"), efektu
elektronoakceptorowego grupy sasiadujacej oraz dodatku kwasu karboksylowego. Najlepszy
rezultat uzyskano przy uzyciu benzoesanu potasu w obecnosci kwasu benzoesowego, bo
oczekiwany produkt powstat w stosunku 20:1 wzgledem produktu ubocznego. W przypadku
octanu sodu bez dodatku kwasu stosunek produktow wynosit 2:3. W tym przypadku rowniez
mozna si¢ spodziewaé, ze produkt uboczny 185 powstaje w wyniku ataku anionu
karboksylanowego na pozycj¢ 2 uracylu. Opracowang metod¢ wykorzystali do wprowadzenia
w pozycji 2° grupy hydroksylowej znakowanej izotopowo z 0. Uzyskano w ten sposéb

[2°-"8O]urydyne(193).

Jak wspomniano wczes$niej, nie jest mozliwe bezposrednie wprowadzenie grupy
aminowej w pozycji 2’ rybozy poprzez dzialanie NH; w metanolu. Substytucja zachodzi
w pozycji 2 uracylu. Jednak sg sposoby, aby obejs¢ ten problem. Pierwszym jest znana od

1919 roku reakcja Staudingera''**'*”!

polegajaca na redukcji grupy azydkowej do grupy
aminowej przy uzyciu Ph;P. Drugg metodg jest metoda przedstawiona przez D. McGee ef al.

Rysunek 2.3.27.)."9% W reakcji tej stosuje sie 2,2’-anhydrourydyne z blokowana grupa 5°-OH
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i trichloroacetonitryl w obecnosci trietyloaminy. McGee uzyt w tym przypadku
5’-0-(4,4’-O-dimetoksytrytylo)-2,2’-anhydrourydyne  (121). W  pierwszym  etapie
zdeprotonowana grupa 3’-OH atakuje wegiel grupy nitrylowej tworzac produkt posredni
3’-O-trichloroacetamid 5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2,2’-anhydrourydyny (194). Produkt ten
mozna wyizolowa¢ w innych warunkach, ale lepsza wydajno$¢ uzyskuje si¢ stosujagc metode

one-pot, ktéra w wyniku wewnatrzczasteczkowego ataku nukleofilowego prowadzi do
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Rysunek 2.3.27. Metoda wewnatrzczasteczkowej funkcjonalizacji 2,2’-anhydrourydyny zaprezentowana przez
D. McGee et al.

produktu oksazolinowego (195). Ugrupowanie oksazolinowe mozna otworzy¢ w warunkach
kwasowych przy uzyciu kwasu octowego lub w warunkach zasadowych przy uzyciu 6N
NaOH w uktadzie EtOH/H,O uzyskujac produkt o konfiguracji rybozy z wolnymi grupami
2’-aminowg oraz 3’-hydroksylowa (196a,b).

D. McGee rozwingl metod¢ pokazujac réwnie skuteczng  substytucje
z wykorzystaniem alkilowych izocyjanianéw.!"*®! Synteze opisat m. in. na przyktadzie reakciji
z izocyjanianem etylu. Reakcji réwniez poddal zwigzek 121. Samo ogrzewanie
z izocyjanianem w Et;N nie dato oczekiwanego produktu cyklicznego, a jedynie niecykliczny
produkt posredni 197. Etap ten zachodzi poprzez atak nukleofilowy zdeprotonowanej grupy
3’-OH na atom wegla ugrupowania izocyjanianowego. Dopiero prowadzenie reakcji
w obecnosci NaH w THF dato oczekiwany produkt cyklizacji 198 z ugrupowaniem

oksazolidynowym. Deprotekcja 198 zostala przeprowadzona analogicznie do 195
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w warunkach zasadowych z 6N NaOH,q w ukfadzie 1:2 z etanolem w temperaturze wrzenia.
Uzyskano 2°-N-etylo-5’-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)urydyng¢ (199) z wydajnoscia 90%. Metoda
ta zostala rozszerzona przez A. Gondel¢ et al. z zespotu K.Z. Walczaka o izotiocyjaniany
(Rysunek 2.3.28.).1"° W swej pracy A. Gondela er al. postawili sobie za cel wprowadzenie
w pozycji 2’ rybozy grupy aminowej posiadajacej dodatkowa grupe funkcyjng na koncu
fancucha N-alkilowego, ktéra umozliwia dofaczenie grupy fluoroforowej. Odpowiednie

izotiocyjaniany zostaly uprzednio przygotowane.

Cytowana wcze$niej publikacja M. Hiraty w 1968 r. porusza inng ciekawa grupe
reakcji stanowigcych sposéb na funkcjonalizacje uktadu cis-diolowego z wykorzystaniem

mostkéw anhydrocyklicznych. Wykorzystany w niej substrat 3’-tosylo-2,2’-anhydrourydyng
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Rysunek 2.3.28. Metoda wewnatrzczgsteczkowej funkcjonalizacji 2,2’-anhydrourydyny.“%’lgn

(190) (Rysunek 2.3.29.) mozna podda¢ reakcjom z innymi nukleofilami z bardzo ciekawym
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rezultatem. M. Hirata w innej pracy wykonal substytucje z NaNs, EtSNa oraz NaBr.!'”®

W kazdym przypadku uzyskano wg autora produkt podstawienia (206a,b,c) w pozycji
3 z zachowaniem mostka 2,2’-anhydrocyklicznego z podstawnikiem w pozycji
3’ skierowanym pod ptaszczyzne pierscienia. Reakcje z NaN3 przeprowadzono w DMF w 100
°C z wydajnoscig 52%, z EtSNa w MeOH w t. pokojowej z réwnie dobrg wydajnoscia,
jedynie reakcja z NaBr w DMF w 130 °C data produkt z wydajnoscig 10%. Powstawanie

0 B o | 0
o7 N x© Dy > O/I\N
0 \o 0
HO — HO/\N —® o
TSO:; ~ X:‘
190 207 206a,b,c

X = N;- (a), EtS- (b), Br- (c).

Rysunek 2.3.29. Reakcje przeprowadzone przez M. Hirate.
takich produktéw autor tlumaczyl mechanizmem, wedlug ktérego powstawat w etapie
posrednim cykliczny jon oksoniowy (207). Uzyskane produkty poddat kwasnej hydrolizie
w celu otwarcia mostka anhydrocyklicznego i otrzymane produkty poréwnat ze zwigzkami
uzyskanymi z substytucji do 1-(2’,3’-anhydro-f-D-liksofuranozylo)uracylu (208, Rysunek
2.3.30.). Praca zostala wykonana bardzo rzetelnie, jednak zastanawia¢ moze fakt, ze nikt tych

reakcji nie powtorzyt.

Mostek 2,3’-anhydrocykliczny nukleozydoéw pirymidynowych w serii 2’-deoksy ma
podobng reaktywno$¢ do mostka 2,2’-anhydrocyklicznego. Ulega w sposob analogiczny

hydrolizie i substytucjom. W serii rybo reaktywno$¢ mostka 2,3’-anhydrocyklicznego jest

HO

208

Rysunek 2.3.30. Struktura 1-(2’,3’-anhydro-B-D-liksofuranozylo)uracylu.

jednak inna (Rysunek 2.3.31). Z wczesniejszych rozwazan wynika, ze ulega otwarciu

w warunkach zasadowych lub kwasnych, ulega przegrupowaniu do struktury 2’°,3’-
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anhydrocyklicznej oraz 2,2’-anhydrocyklicznej, co zostalo zaobserwowane nawet pod

wpltywem temperatury.“gg] Znane sa tez przypadki przegrupowania do struktury 2,5’-
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Rysunek 2.3.31. Reaktywnos¢ 2,3’-anhydrourydyny i jej pochodnej 2’-fluorolikso-5-etylowej. ACAC — acetyloaceton.

anhydrocyklicznej. W reakcji przeprowadzonej przez K. Kikugawe et al' 2.3

anhydrourydyny (106) z Nal w obecnosci AcOH uzyskano dwa produkty: gtéwny 1-(5’-jodo-

[-D-ksylofuranozylo)uracyl (209) oraz poboczny 3’-jodourydyng¢ (210). Produkt 210 powstat
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w wyniku bezposredniej substytucji anionu jodkowego do mostka 2,3’-anhydro w pozycji 3’.
Produkt 209 powstal wg autoréw najprawdopodobniej przez posredni produkt 2,5°-
anhydrocykliczny (211). Jako argument potwierdzajacy to przypuszczenie, autorzy podali
odwrotng reakcje 209 z octanem srebra, w ktérej uzyskano 2,3’-anhydrourydyne¢ (106).
Analogiczng reakcje przeprowadzono dla 2,5’-anhydro-1-(f-D-arabinofuranozylo)uracylu
(219) i uzyskano 2,2’-anhydrourydyne (95). Tego typu transformacje sg cz¢sto spotykane, ze
wzgledu na ulatwiony atak na pozycje 2 uracylu grupy hydroksylowej skierowanej nad
ptaszczyzng pierScienia cukrowego. K. Kikugawa przeprowadzit tez inne reakcje 106
z halogenkami oraz LiNj3 (Rysunek 2.3.31). Substytucje anionem fluorkowym przeprowadzili
za to G. Kowollik er al.**™ Upublikowane wyniki wskazujg, ze reaktywnos$¢ mostka 2,3’-
anhydro w 106 jest inna niz mostka 2,2’-anhydro w 95. Pozycja C-3° w 106 jest mniej
podatna na ataki nukleofili niz pozycja 2° w 95 i wygrywaja konkurencyjne reakcje
zachodzgace poprzez rézne przegrupowania wewnatrzczasteczkowe. Jednym wyjatkiem sg
reakcje 106 z Nal oraz HF, ktére dajg mieszaning produktéw z produktem bezposredniego
podstawienia wilgcznie, oraz warta odnotowania bezposrednia substytucja azydkiem litu do
mostka  2,3’-anhydrocyklicznego w  2,3’-anhydro-1-(2’-fluoro-f-D-liksofuranozylo)-5-
etylouracylu (217) i powstanie 1-(3’-azydo-2’-fluoro-f-D-arabinofuranozylo)-5-etylouracylu
(218). W tym przypadku na wzrost podatnosci na atak nukleofilowy pozycji 3° mostka 2,3’-

anhydro miat wptyw elektronoakceptorowy charakter podstawnika fluorowego w pozycji 2°.

W  dotychczasowym opisie otrzymywania oraz wykorzystywania mostkow
anhydrocyklicznych pojawialy sie czesto struktury 2’°,3’-epoksydowe skierowane pod (rybo)
lub nad ptaszczyzne pierscienia cukrowego (likso). Procz tego, ze pojawiajg si¢ czesto jako
produkty posrednie lub uboczne w reakcjach zwigzkéw 2,3’- i 2,2’-anhydrocyklicznych,
znajduja réwniez zastosowanie jako substraty w wprowadzaniu nowych grup w uktadzie cis-
diolowym. Otrzymuje je si¢ na kilka sposobow. Jednym sposobem jest wczesniej
przedstawiona metoda przegrupowania mostkow 2,2’-anhydronukleozydéw pirymidynowych
lub 8,2’-anhydronukleozydéw purynowych prowadzaca do mostkow
2’,3’-anhydrocyklicznych o konfiguracji rybozy (2’,3’-epoksyrybonukleozydy). Druga

metode ilustruje przyktad podany przez J.F. Codingtona et al!"****!

w wyniku ktorej
uzyskuje si¢  mostki  2’,3’-anhydrocykliczne o  konfiguracji  liksozy (2°,3’-
epoksyliksonukleozydy) (Rysunek 2.3.32.). Wykorzystano w tym przypadku 2’,3°,5’-O-
trimesylourydyne (220). W pierwszym wariancie wyizolowano 3’,5’-di-O-mesylo-2,2’-

anhydrourydyne, ktéra poddano reakcji otwarcia mostka 2,2’-anhydrocyklicznego (221)
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w warunkach kwasnych, aby nastgpnie w warunkach zasadowych przeprowadzi¢ cyklizacj¢
mostka 2’,3’-anhydrocyklicznego (223). W ostatnim etapie anionowa forma grupy 2’-OH
atakuje pozycje 3’ z odejSciem grupy trans mesylanowej. W drugim wariancie reakcje

przeprowadzono one-pot z wydzieleniem oczekiwanego produktu w postaci krystalicznej
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Rysunek 2.3.32. Otrzymywanie pochodnej 2’,3’-epoksyliksourydyny i jej amonoliza.

z mieszaniny reakcyjnej. Metody te sg roOwniez skuteczne, gdy w pozycji 5’ zamiast grupy
O-mesylowej sg obecne inne grupy jak benzoilowa, trytylowa, a w pozycjach 2’ i 3’ obecne
sg inne grupy O-sulfonylowe lub halogenkowe. W dalszym etapie prac zwigzek 224 poddano
amonolizie w etanolu nasyconym amoniakiem w reaktorze cisnieniowym. Uzyskano
z wydajnoscig 38% produkt 225. W podobny spos6b mozna przygotowac¢ 5’-blokowang 2°,3’-
epoksyliksocytydyne;.“20] 5’-0-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-2’,3’-O-dimesylocytydyne  (226)
poddano reakcji z NaH w THF i EtOH i otrzymano produkt epoksydowy (227) (Rysunek
2.3.33.).

Metody te prowadzg do odpowiednich produktéw 2’,3’-epoksyliksonukleozydéw

poprzez strukture 2,2’-anhydrocykliczng, dlatego nie znajdujg zastosowania wzgledem

NH, NH,

NZ
O¢I\N

o NaH, THF, EtOH o
DMTrO/\d DMTrO O,
L 50 c'C

226 227

N/

Rysunek 2.3.33. Otrzymywanie 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-z',3'-epoksyliksocytydyny.[m]
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naturalnych nukleozydéw purynowych. W tym przypadku nalezy inng droga przygotowac
pochodne o ogbélnym wzorze 228a-b (Rysunek 2.3.34.), aby w warunkach zasadowych
otrzyma¢ produkty 2’,3’-liksoanhydrocykliczne. Uzycie pochodnych o ogdélnym wzorze

229a-b da odpowiednio produkty 2°,3’-ryboanhydrocykliczne.

W kontekscie pochodnych purynowych, bardzo ciekawa metoda syntezy mostkow

B e B B g B
1 1
rR'o \ - 5 / R'o 3 o .
R? R HO “OH

228a 228b 229a 229b
B = adenina, guanina; R' = Bz-, Piv-, Tr-, DMTr-, i inne; R* = MsO-, TsO-, TfO-, I-.

Rysunek 2.3.34. Substraty do otrzymywania purynowych pochodnych 2’,3’-anhydrocyklicznych.

2’,3’-anhydrocyklicznych wydaje si¢ by¢ droga przedstawiona przez S. Greenberga i J.G.
Moffata,?** 2°*! p6zniej rozwinieta przez M.J. Robinsa et al.?****! Na przyktadzie adenozyny
(89) mozna zobaczy¢, jak wydajna jest to metoda. Pierwszy raz nietypowa reakcje
halogenkéw 2-acetoksy-2-metylobutyrylu z diolami opisal A.R. Mattocks w 1963 r.206]
i zaproponowat prawdopodobny mechanizm tej reakcji (Rysunek 2.3.35.). Moffat i Greenberg
wykazali, ze reakcja Mattocksa ma zastosowanie jedynie wobec cis-dioli

1 prowadzi do produktow trans. Wytlumaczenie tych obserwacji znalezli w mechanizmie

0\ cl OH 2 mQH cl Q

Rysunek 2.3.35. Mechanizm zaproponowany przez A.R. Mattocksa.

polegajacym na poczatkowym tworzeniu si¢ jonu acetoksoniowego (s. 46), ktéry dopiero
w kolejnym etapie ulega atakowi anionu halogenkowego. Reakcje Mattocksa zaadoptowali do
uktadu  cis-diolowego  rybonukleozydéw z  uzyciem chlorku lub  bromku
a-acetoksyizobutyrylu. W przypadku adenozyny, ktéra nie posiada w pozycji 8 odpowiedniej
grupy mogacej bra¢ udzial w reakcji, powstajacy jon acetoksoniowy jest bezposrednio
atakowany przez anion halogenkowy na pozycje 2’ lub 3’ dajagc mieszaning produktoéw
o konfiguracji frans zgodnie z zalozeniem. Uzyskang mieszaning¢ poddano reakcji z 2M
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Rysunek 2.3.36. Synteza 2’,3’-epoksyryboadenozyny wg M.J. Robinsa et al.

NaOMe/MeOH w 0 °C. Uzyskano 2’,3’-epoksyryboadenozyne¢ (232) z wydajnoscig 67%.
M.J. Robins et al. udoskonalili metod¢ uzyskujac 232 z wydajnoscia 92% z adenozyny
poprzez prowadzenie reakcji Mattocksa w warunkach o kontrolowanej ilosci wody. Reakcje
cyklizacji przeprowadzono na zywicy jonowymiennej typu Dowex 1x2 (Rysunek 2.3.36.).
W przypadku urydyny, Greenberg i Moffatt uzyskali wytacznie jeden produkt o konfiguracji
cis. Zjawisko to mozna wytlumaczy¢ przegrupowaniem powstatego acetoksoniowego
produktu posredniego, do pochodnej 2,2’-anhydrocyklicznej. Anion halogenkowy nastepnie
atakuje pozycje 2’ dajac wylaczenie jeden produkt.

Reakcje otwarcia mostka liksoepoksydowego pod wplywem dziatania nukleofila
zachodzg tatwo dajac najczesciej mieszaning produktéw podstawienia w  pozycji

O o] (o]

HN)j N)Jj HN)j
Py
- NaN;, DMF
TrO O, TrO
Hw °C

233 234 (65%) 235 (30%)

Rysunek 2.3.37. Przyktadowa substytucja z NaN; do 5'-0-trytylo-2',3'-epoksyliksourydyny.[m]

3’12’ o konfiguracji trans (Rysunek 2.3.37.). Przyktadow w literaturze mozna znalez¢ bardzo

duzo od tych najstarszych jak praca J.M. Andersona 1 E. Percival z 1956 r.207 PO najnowsze

jak praca J. Sun et al. z 2013 r.**®! Paleta mozliwych do zastosowania nukleofili jest podobna
do tej, jaka si¢ stosuje w przypadku mostkéw 2,2°-anhydrocyklcznych. Jednak oprécz tioli,
alkoholanéw, halogenkéw, azydkéw, amoniaku, amin I-rzgdowych, korboksylanéw mozna

uzyé réwniez zwigzki metaloorganiczne (bromek winylomagnezowy, acetylenek litu)!?*”!

[210]

oraz

cykliczne aminy (imidazol, pirazol, 1,2,4-triazol, morfolina).
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3. Badania wlasne

3.1. Cel badan

Tak jak opisano w czesci literaturowej, nukleozydy modyfikowane w pozycjach 2’ i 3’
sg znane od wielu lat i obejmujg wiele waznych analogéw o wyjatkowych aktywnos$ciach
biologicznych. W tej grupie mozna wymieni¢ analogi 2’,3’-dideoksy, ktére sa pozbawione
obu grup hydroksylowych w pozycjach 2’ 1 3’°, analogi dideoksy-didehydro (56, 57), ktore
posiadajag wigzanie podwodjne miedzy atomami C-2° i C-3°, analogi 2’,3’-dideoksy
posiadajace dodatkowe podstawniki w pozycjach 2’ i/lub 3° zamiast grup hydroksylowych,
analogi o zmienionej konfiguracji pierscienia cukrowego oraz analogi posiadajace dodatkowe
podstawniki obok grup hydroksylowych. Sa to zwigzki ukierunkowane w swym dziataniu
gtéwnie przeciw retrowirusom. Struktury anhydrocykliczne sg znane od polowy XX wieku,
jednak jak wynika z przegladu literaturowego, mozliwosci ich wykorzystania nie sg w petni
przebadane 1 opisane. Liczba 2’,3’-dimodyfikowanych pochodnych rybonukleozydéw
mozliwych do otrzymania z wykorzystaniem struktur anhydrocyklicznych jest bardzo duza,
jesli sie uwzgledni mozliwe kombinacje podstawnikow S-alkilowych, S-arylowych,
O-alkilowych, O-arylowych, halogenkowych, triazolowych, aminowych i podstawnika

azydkowego w nukleozydach pirymidynowych a takze purynowych.

Celem tej pracy byto wykonanie przegladu mozliwych metod funkcjonalizacji uktadu
cis-diolowego rybonukleozydéw, weryfikacja przydatnosci struktur anhydrocyklicznych
w syntezie 3’-modyfikowanych rybonukleozydéw, poszerzenie zakresu wiedzy dotyczacej
otrzymywania i wykorzystywania struktur anhydrocykliznych w chemii nukleozydéw oraz
synteza z wykorzystaniem mostkéw anhydrocyklicznych serii pochodnych 2°,3’-
dimodyfikownaych rybonukleozydéw. Przedmiotem rozprawy jest otrzymywanie
1 wykorzystanie mostkow anhydrocyklicznych pochodnych pirymidynowych. Poszukiwania
te zostalty w pewnym stopniu poszerzone o nukleozydy purynowe, w przypadku ktérych
synteza i reaktywno$¢ mostkdw anhydrocykliznych jest opisana w jeszcze mniejszym
zakresie, a kazde nowe wustalenia wydaja si¢ mie¢ dodatkowa  wartos¢
w kontekscie stosowania tego podejscia do funkcjonalizacji uktadu 2’,3’-cis-diolowego
pochodnych purynowych. Moze to w konsekwencji doprowadzi¢ do opracowania
uniwersalnej metody funkcjonalizacji uktadu 2’,3’-cis-diolowego rybonukleozyddow.
Otrzymane wyniki zostaly wzbogacone o czeSciowe badania biologiczne oraz techniki
modelowania molekularnego w celu podparcia rozwazan mechanistycznych oraz oceny
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dopasowania otrzymanych zwigzkéw dimodyfikowanych do centrum aktywnego docelowego

enzymu, ktérego dziatanie majg inhibowac.
3.2. Badania wstepne

Poszukiwania zostaly rozpoczete od zweryfikowania, czy reakcje cyklizacji

zaprezentowane przez Y. Mizuno i T. Sasaki'>

rzeczywiscie prowadza do produktow
anhydrocyklicznych. W tym celu przygotowano zgodnie z procedura J. Fogt!*” 4-N,2°,5°-
0,0O-tripiwaloilocytydyne (87). Cytydyn¢ (85) poddano reakcji w pirydynie z 3,5 ekw.
chlorku piwaloilu. Po ekstrakcji produkt wykrystalizowano z toluenu z wydajnoscia 72%.
W kolejnym kroku zwigzek 87 poddano reakcji z chlorkiem mesylu w pirydynie
w temperaturze pokojowej otrzymujac pochodng mesylowa z wydajnoscia 86% (86)
(Rysunek 3.2.1). Cze$¢ otrzymanej 3’-O-mesylo-4-N,2°,5’-0,0-tripiwaloilocytydyny (86)
odblokowano w metanolu nasyconym amoniakiem otrzymujac ilosciowo 3’-mesylocytydyne

(236). Pochodne mesylowe poddano cyklizacji w warunkach zasadowych:

* 7z MeONa w MeOH w temperaturze wrzenia,
e 7z ftalimidkiem potasu (PPI) w DMF w 100 °C
* iz t+-BuONa w DMF w 100 °C zgodnie z procedurg podang przez Mizuno

1 Sasaki.

Reakcje nie zachodzity zgodnie z oczekiwaniami. Z mieszaniny izolowano produkty
z wydajnosciami  10-25%. Analiza 'H NMR wyizolowanych produktéw wykluczyta
powstanie nukleozydu anhydrocyklicznego. Z tego powodu nie przeprowadzono dokladnej
charakterystyki uzyskanych produktéow, procz jednego dla przyktadu, powstalego
z wydajnoscig 12% w reakcji 86 z +-BuONa (Rysunek 3.2.1.). Wykonano komplet widm
NMR (‘H NMR, °C NMR, COSY, HSQC, HMBC i NOESY). Analiza wykazata zachowanie
grup piwaloilowych, bardzo zblizone wartosci przesunigé chemicznych '"H NMR i B3C NMR
wszystkich sygnalow zasady azotowej oraz reszty cukrowej produktu i substratu, obecnos¢
dodatkowych sygnatéw przy 1,11 ppm o integracji odpowiadajacej 9 protonom na widmie
'H MNR oraz dwéch sygnatéw *C NMR przy 25,0 i 44,6 ppm, przy jednoczesnym braku
sygnatéw pochodzacych od grupy mesylowej oraz grup hydroksylowych. Nowe sygnaty
mogg pochodzi¢ od grupy tert-butoksylowej. Widma 2D NMR wskazuja na umiejscowienie
grup piwaloilowych w pozycjach 2°, 5’ oraz N4. Przesuni¢cia chemiczne cze¢sci zasadowej sg

zgodne z przesunig¢ciami N-piwaloilowanej cytozyny, dlatego mozna wnioskowac, ze grupa
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tert-butoksylowa znajduje si¢ w pozycji 3’, chociaz na widmie HMBC nie wida¢ wyrazne;j
korelacji miedzy protonem H3’ a weglem C™" grupy fert-butoksylowej. Sygnaty H3’ i H2’ s
przesuniete w lewo, co jest typowe, gdy grupy 3’OH i 2°OH sg blokowane. Jezeli grupa tert-
butoksylowa ulegla podstawieniu w pozycji 3’, to nalezy odpowiedzie¢ na pytanie, czy
substytucja zaszla bezposrednio do substratu mesylowego dajac produkt o konfiguracji trans,
czy poprzez anhydrocykliczny produkt posredni dajac produkt o konfiguracji cis — 3°-O-1-
butylo-4-N,2’,5’-0,0-tripiwaloilocytydyne (237a). Analiza stalych sprzgzen oraz widmo
NOESY sugeruja konfiguracje rybozy. Wyznaczona z widma stata sprz¢zenia migdzy
protonami wicynalnymi 2’ i 3> wynosi Jyy'p3= 5,2-5,6 Hz w zaleznosci od badanego sygnatu.

W programie HyperChem 8.0'Y przeprowadzono analize konformacyjna produktéw
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Rysunek 3.2.1. Préba utworzenia mostka 2,3’-anhydrocyklicznego dla cytydyny z uzyciem silnej zasady.

o konfiguracji cis oraz trans uzyskujac globalne minima konformacyjne o strukturach 237a
i 237b (Rysunek 3.2.2.). Dla struktury 237b kat torsyjny miedzy H2’ i H3* wyniést gy =
-105,0°, a dla struktury 237a kat torsyjny (> n3y wyniost -36,7°. Stale sprzg¢zenia obliczone
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z rOwnania Karplusa, zgodnie z parametryzacja przeprowadzong przez C. A. Haasnoota et
al.mz”, dla wyznaczonych katéw wyniosty J gp3 = 4,5 Hz dla 237a oraz J pop3 = 0,8 Hz
dla 237b. Wyznaczona z widma 'H NMR stata sprzezenia J y23 jest zdecydowanie blizsza
obliczonej statej dla struktury 237a, co jest wyrazng sugestig, ze taka jest konfiguracja
produktu. Drugim argumentem za taka konfiguracja jest widmo NOESY. Na widmie mozna
zobaczy¢ korelacje miedzy protonami H6-H2’ oraz H6-H3’, przy braku korelacji H6-CH;™"
(Widmo 5.4, s.). Mozna wigc zatozy¢, ze w trakcie reakcji powstaje pewna ilos¢ produktu
anhydrocyklicznego, jednak ulega on dalszej reakcji dajac produkt substytucji (Rysunek

3.2.1). Produktem ubocznym tej reakcji byta wolna zasada azotowa.

g ol
on . ,/ O~
. S, . . ek g
\ 2 . 1 P LB q P
_,...- ~- \ / 5 o :{ 7 . p _—
0\/‘/_ , / / = L (‘\_B \n.__/ \D
_-\ _,___H- \ % - {\\I-/’"‘I;{ "‘_\-“‘-—-/ \ =
,,"* \ 5 1 A,
: TV AR AL
XS ] v TR
e\ - Q [ . Q ‘ll l,Hy._. LH_ Nfisiiss = -105.0°
H3' I Y I = \__/1.‘:‘
) N\,
. \.\/ _“H"/ Ny SRS o
JEo B LAt
/ ~G i 09
~ 237a 237b

Rysunek 3.2.2. Rysunki ORTEP struktur 237a i 237b uzyskanych w wyniku analizy konformacyjnej w programie
HyperChem 8.0.
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Rysunek 3.2.3. Nieudane préby utworzenia 2,3’-anhydrocyklicznej pochodnej cytydyny.

Uzyskany produkt czg¢sciowego piwaloilowania cytydyny (87) poddano réwniez
reakcji Mitsunobu z Ph;P i DEAD w DMF w celu sprawdzenia, czy moze to by¢ metoda
cyklizacji, tak jak dla pochodnych 2’-deoksycytydyny, tymidyny i urydyny, o czym pisano
w Rozdziale 2.3 (s. 48) (Rysunek 3.2.3.). Jednak bez powodzenia. Reakcje prowadzono

" Kalkulator dostepny na stronie http://www.stenutz.eu/conf/jhh.html.
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w temperaturze pokojowej przez 32 godziny. Widmo protonowe wyizolowanego produktu
wykluczyto mozliwo$¢, aby moégt on by¢ produktem anhydrocyklicznym, ze wzgledu na
obecnos¢ sygnalu NH. Widmo to réznito si¢ rowniez od widma substratu oraz podanego

w literaturze widma 4-N,3’,5’-0,0-tripiwaloilocytydyny.'*'*

Sugerujac si¢ publikacjami moéwigcymi o cyklizacji pochodnych cytydyny
w warunkach kwasowych (s. 45-46), przeprowadzono takg prébe na substracie 86
w octanie etylu z kwasem solnym (4 ekw.) w 70 °C, jednak w tym przypadku rowniez nie
uzyskano oczekiwanego produktu, a wyizolowany produkt okazat si¢ by¢ 3’-O-mesylo-2’,3’-

di-O-piwaloilocytydyng (238).

Skoro mostki 2,3’-anhydrocykliczne dla cytydyny sg tak trudne do uzyskania,
postanowiono w dalszej czesci pracy prowadzi¢ do§wiadczenia na urydynie i ewentualnie
pozniej poszerzy¢ badania o inne rybonukleozydy. W literaturze mozna znalez¢é wiele
przyktadow wprowadzania modyfikacji do urydyny, aby na koncu znanymi metodami

przeprowadzic¢ je do pochodnych cytydyny.
3.3. Regioselektywna reakcja Mitsunobu cze$Sciowo acylowanej urydyny

3.3.1. Reakcja Mitsunobu

Czgéciowe piwaloilowanie urydyny nie prowadzi do jednego produktu
dipiwaloilowanego, ale niezaleznie od warunkéw uzyskuje si¢ mieszaning dwoch izomeréw —
2’,5’-di-O-piwaloilourydyng¢ (239a) 1 3’°,5’-di-O-piwaloilourydyne (240a), ktérych nie udato
si¢ oddzieli¢ na drodze krystalizacji, jak to mialo miejsce w przypadku cytydyny.
W przypadku uzycia 2 ekwiwalentow chlorku piwaloilu, oraz ekstrakcji zmrozonym
roztworem NaHCO3,q i DCM uzyskano mieszaning o stosunku 4:1 z przewagg izomeru 2°,5’-
diacylowanego. Strukture dwoch izomeroéw ustalono oraz przypisano charakterystyczne
sygnaty za pomocg metod 2D NMR — COSY, HSQC i HMBC. Przesuni¢cie chemiczne H1’
w urydynie jest charakterystyczne i jest podobne takze w pochodnych urydyny
z blokowanymi grupami hydroksylowymi. Sygnal ten moze stanowi¢ punkt startowy
w analizie linii korelacyjnych na widmie COSY. Dla mieszaniny izomeréw 239a i 240a
sygnat H1” (239a) (Rysunek 3.3.1.1.) jest dobrze odseparowany od pozostatych sygnatow
i dal wyrazng korelacje do protonu H2’ (239a), ktéry nastepnie dat wyrazng korelacje do
protonu H3’ (239a). Sygnat ten byl przestoni¢ty innymi sygnatami od protonéw H4’ i HS’
obu izomerow, jednak sygnat 3’OH (239a) dawat korelacje do tego samego punktu w grupie
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sygnatéw, co proton H2’ (239a). Sygnat H1’ (240a) z kolei byl zastoniety sygnalem 3°’OH

(239a). Dodanie wody deuterowanej pozwolito zaobserwowa¢ H1’ (240a) w sposob
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Rysunek 3.3.1.1. Charakterystyczne sygnaty '"H NMR dwéch izomeréw dipiwaloilowanej urydyny.

0.26

klarowny. Sygnat ten dat korelacj¢ do protonu H2’ (240a), ktérego przesuni¢cie chemiczne
bylo podobne do przesuni¢cia H2’ urydyny z wolng grupa 2’OH. Proton H2’ (240a) dat
z kolei korelacj¢ do protonu H3’ (240a), ktorego przesunigcie chemiczne bylo wyzsze,
typowe dla acylowanych grup hydroksylowych. Proton H2’ (240a) dat réwniez korelacj¢
z wymienialnym sygnatem 2’OH (240a).

Uzyskang mieszaning poddano reakcji Mitsunobu (Rysunek 3.3.1.2.). Oczekiwano
powstania dwoch izomeréw anhydrocyklicznych, ktére ze wzgledu na réznice w budowie
moglyby ulega¢ rozdzialowi chromatograficznemu. Jak si¢ okazato, uzyskano wytacznie
jeden produkt 3’,5’-di-O-piwaloilo-2,2’-anhydrourydyne (241a) z wydajnoscia 56%
z urydyny. Uzyskany produkt mozna fatwo wyizolowa¢ jako czysty osad stracajagc go eterem
dietylowym. Reakcje wykonano w DMF i produkt stragcono bezposrednio
z mieszaniny reakcyjnej. Chociaz wynik eksperymentu nie byt zgodny z oczekiwaniem,
przedstawiona regioselektywnos$¢ reakcji Mitsunobu nie byla wczes$niej opisana, dlatego

postanowiono rozszerzyé ten watek pracy o dalsze badania.*' Strukture rozstrzygnigto
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poprzez wykonanie kompletu widm NMR oraz wysokorozdzielczej spektrometrii mas. Na
widmie HMBC wida¢ wyrazng korelacj¢ miedzy atomem C-2 i protonem H2’. Dodatkowo
HMBC pozwolito ustali¢, ze grupy piwaloilowe znajduja si¢ w pozycjach 3’ 1 5’ dzieki
korelacji karbonylowych atoméw wegla z protonami H3’ i H5’. Zwigzek 241a odblokowano

z uzyciem metanolu nasyconego amoniakiem i uzyskano 2,2’-anhydrourydyne (95), ktorej

widma NMR sg zgodne z danymi literaturowymi.[215]
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Rysunek 3.3.1.2. Reakcje cyklizacji pochodnych urydyny w warunkach reakcji Mitsunobu.

Czgsciowe acylowanie urydyny oraz reakcje Mitsunobu powtdrzono z uzyciem
chlorku benzoilu. W pierwszym etapie uzyskano mieszaning dwoch izomerow
dibenzoilowanych 2’°,5’-di-O-benzoilourydyne (239b) oraz 3’,5’-di-O-benzoilourydyng
(240b) w stosunku 2:1, a w drugim etapie w warunkach reakcji Mitsunobu uzyskano jeden
produkt 3°,5’-di-O-benzoilo-2,2’-anhydrourydyne (241b) z wydajnoscia 68% z urydyny.
Wynik ten sugeruje, ze regioselektywnos¢ reakcji Mitsunobu moze przejawiac si¢ dla réznych
diacylowanych pochodnych urydyny, a cala procedura moze znalez¢ zastosowanie dla
acylowych grup ochronnych zdolnych do czgsciowej acylacji zgodnie z wynikami opisanymi
przez zesp6t Y. Ishido.'” Grupy acylowe o nierozbudowanym tancuchu bocznym nie
cechujg si¢ selektywnoscig 1 kontrolowane czesciowe acylowanie nie jest mozliwe.
Przyktadowo, uzycie 2 ekwiwalentow chlorku acetylu da mieszaning mono-, di-
i triacylowanej urydyny i poddanie takiej mieszaniny reakcji Mitsunobu nie pozwoli na

uzyskanie zagdanego produktu z zadowalajaca wydajnoscia.
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W ramach badan nad tym watkiem pracy przeprowadzono reakcje Mitsunobu dla

5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)urydyny (242) w celu sprawdzenia, czy uda si¢ zaobserwowac
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Rysunek 3.3.1.3. Proponowany mechanizm reakcji Mitsunobu.

regioselektywnos¢. W wyniku reakcji uzyskano tylko jeden produkt 5°-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-2,2’-anhydrourydyn¢ (121) z wydajnoscig 23%. Reakcja nie zachodzita
w temperaturze pokojowej 1 dopiero podniesienie temperatury pozwolilo zaobserwowac
powstawanie produktu. Niska wydajnos¢ jak i zapotrzebowanie na energi¢ mozna ttumaczy¢
duza zawadg steryczng grupy 4,4’-dimetoksytrytylowej. Ten wynik moze sugerowacé, ze
prezentowana regioselektywno$¢ reakcji Mitsunobu nie jest zalezna od obecnos$ci labilnej
grupy acylowej w uktadzie cis-diolowym, a zachodzi pomimo jej obecno$ci. Labilny
charakter grupy acylowej w warunkach reakcji Mitsunobu wskazuje fakt, ze z mieszanini
dwoéch dipiwaloilowanych pochodnych urydyny z duzg przewaga izomeru z wolng grupa

3’0OH (4:1), w reakcji powstaje tylko pochodna 2,2’-anhydrocykliczna (241a-b).
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Prawdopodobny mechanizm regioselektywnego powstawania 24la oraz 241b
w reakcji Mitsunobu moze by¢ przedstawiony analogicznie do migracji sililu w uktadzie
diolowym zgtoszonym przez R. Peraliego et al.*'®! (Rysunek 3.3.1.3). W pierwszym etapie
oderwaniu pod wplywem adduktu DEAD-Ph;P ulega proton grupy imidowej uracylu
generujac dwie pary jonéw 244a-b i 245 oraz 246a-b i 245. Obliczona warto$¢ pK, grupy
imidowej uracylu wynosi 9,7. W przypadku grup hydroksylowych wartosci te wyniosty
odpowiednio pKuop» = 12,7 1 pKyonz = 13,0. Addukt DEAD-PhsP moze dziata¢ jako
katalizator zasadowy, dlatego grupa acylowa w uktadzie cis-diolowym moze migrowac
powodujac izomeryzacj¢ dwoch diacylowanych pochodnych urydyny jak i produktéw
posrednich 244a-b i 246a-b. Jednego z izomer6w ubywa w wyniku przeniesienia fosfiny na
grupe 2°OH 1 utworzenie jonu oksofosfoniowego 248a-b. W ostatnim etapie, ktory jest
praktycznie nieodwracalny, nastepuje wewnatrzczasteczkowa substytucja nukleofilowa typu
SN2 i powstanie produktu 2,2’-anhydrocyklicznego. Alternatywny jon oksofosfoniowy
(249a-b) rowniez moze powstawa¢ w odwracalnej reakcji przeniesienia fosfiny, jednak nie

obserwuje si¢ odpowiadajagcego mu produktu 2,3’-anhydrocyklicznego.

Regioselektywnos¢ opisanej reakcji moze by¢ spowodowana réznymi czynnikami —
zawadg steryczna, rozkladem gestosci elektronowej w centrach atakéw nukleofilowych oraz
dogodnoscig geometryczng. Aby oceni¢, ktéry z czynnikow ma znaczenie, przeprowadzono

obliczenia metodami DFT oraz pétempirycznymi.

3.3.2. Obliczenia”

Ze wzgledu na wielko$¢ czasteczek wystepujacych w reakcji, ktore posiadaja
rozbudowane grupy piwaloilowe oraz grupe fosfinowg, postanowiono na poczatku obliczy¢
z wykorzystaniem metody DFT (B3LYP/6-31++G(d,p)) strukture samych szkieletow
anhydrocyklicznych (Rysunek 3.3.2.1.). Eliminacja wszystkich podstawnikow pozwolita na
okreslenie roznicy energii wynikajacej tylko ze wzgledu na usytuowanie mostka
anhydrocyklicznego. Dla szkieletu zwigzku 2’-anhydrocykliznego (2’AB) energia catkowita
wyniosta -644,863 hartree, a dla szkieletu zwigzku 3’-anhydrocyklicznego (3’AB) -644,852
hartree, co w przeliczeniu na kcal/mol oznacza 6,9 kcal/mol r6znicy z korzyscig dla mostka
2’-anhydrocyklicznego. Aby znalez¢ wytlumaczenie dla tej roznicy przeprowadzono analizg
dlugos$ci wigzan 1 wielko$ci katow miedzy sasiadujagcymi wigzaniami. Sczytane z obliczonych

[217]

modeli warto$ci poréwnano z danymi literaturowymi dla dlugosci wigzan oraz

" Obliczenia te zostaty przeprowadzone przy wspotpracy z dr Karolem Kamelem z IChB PAN.
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warto$ciami idealnymi z tablic chemicznych dla katéw. Przeprowadzona w ten sposob analiza
nie wykazatla, ktére odksztalcenia moga odpowiada¢ za obliczong réznic¢ energii. Patrzac

catlosciowo na obliczone struktury stwierdzono, ze reszta cukrowa szkieletu 3’AB byla

: ] 5
1/ L. ®
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At f_?k b
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Rysunek 3.3.2.1. Rysunki ORTEP struktur dwach szkieletow zwigzkéw anhydrocyklicznych obliczonych
metoda DFT w programie NWChem 6.1.

bardziej zwarta i dlugo$ci przekatnych pierscienia furanowego wyniosty des.cpr = 2,272 A
i deg-co = 2,377 A. Dla 2°AB przekatne wyniosty odpowiednio des-.ci = 2,428 A i deg-co =
2,392 A. W modelach THF stworzonych na podstawie krystalograficznych dtugosci wigzan

oraz minimalnych 1 maksymalnych wielkosSci katow!>'®!

przekatne miescity si¢ w przedziale
od 2,370 A do 2,426 A. W przypadku 3’AB jedna przekatna nie miesci sic w tym przedziale

i obie przekatne s3 mniejsze od przekatnych w szkielecie 2’AB.

W celu oszacowania efektu elektronowego na opisang reakcje, czyli ktéra grupa
hydroksylowa jest lepszym akceptorem grupy fosfinowej, obliczono dwie uproszczone
struktury 2’-fluorourydyne oraz 3’-fluorourydyn¢ metoda DFT (B3LYP/6-31G(d,p)). Atom
fluoru jest izopolarnym i izosterycznym zamiennikiem grupy hydroksylowej.?'?*?!
Podstawienie fluorem mialo na celu wyeliminowanie niepozadanego wigzania wodorowego
2°,3> OH 'O urydyny w uktadzie cis-diolowym przy jednoczesnej minimalizacji kosztow
obliczeniowych. W policzonych strukturach tadunki czgstkowe na atomach tlenu wolnych
grup hydroksylowych wyniosty 60 = -0,31 e i 003 = -0,33 e w analizie populacyjnej
Lowdina, co ma nieduzy, ale przeciwny wpltyw na omawiang regioselektywnos¢. Dostgpna
stacja robocza okazatla si¢ dostatecznie silna, aby policzy¢ metodg DFT (B3LYP/6-31G(d,p))
rowniez wigksze uklady niejonowe, dlatego obliczono struktury dwoch izomeréw
dipiwaloilourydyny z wolng grupa 2’OH (240a) i 3°’OH (239a). W policzonych strukturach
fadunki czgstkowe na atomie tlenu wolnej grupy OH wyniosty odpowiednio &gy = -0,32 e

(240a) i 603 = -0,32 e (239a) w analizie populacyjnej Lowdina i dpp' = -0,54 € i 003 = -0,56 €
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w analizie populacyjnej Mullikena, co ma nieduzy, ale przeciwny wplyw na omawiang

regioselektywnosc.

Aby okresli¢, ktory atom wegla w uktadzie cis-diolowym bedzie bardziej podatny na
atak nukleofilowy, obliczono strukture 2’,3’-cyklicznego weglanu urydyny metoda DFT
(B3LYP/6-31G(d,p)) (Rysunek 3.3.2.2.). Weglan urydyny jest produktem posrednim
w opisanej wczesniej reakcji urydyny z weglanem difenylu i NaHCOs3, ktéra prowadzi do
2,2’-anhydrourydyny (95). Reakcja ta rOwniez jest regioselektywna, chociaz oba miejsca
ataku nukleofilowego sa dostgpne. W trakcie analizy konformacyjnej stwierdzono, ze
globalne minimum powierzchni energii konformacyjnej odpowiada strukturze z wigzaniem
wodorowym pomigdzy grupg 5’OH oraz atomem tlenu w pozycji 2 uracylu (Rysunek
3.3.2.2.). Ladunki czastkowe zlokalizowane na atomach wegla w pozycjach 2’ 1 3’ sg sobie
rowne 1 wynoszg +0,05 e. Dla wczes$niej policzonych struktur fluorowanych tadunek
czastkowy na atomie wegla C-3° 2’-fluorourydyny wyniést +0,03 e, a na atomie wegla C-2’
3’-fluorourydyny wyniost +0,02 e, a dla dwoch izomeréw dipiwaloilourydyny wyniosty
odpowiednio d¢y' = +0,02 e (240a) i dcx = +0,02 e (239a) (Lowdin) oraz d¢y = +0,11 e (240a)
i 0cy = +0,15 e (239a) (Mulliken), co znéw sugeruje, ze rozklad gestosci elektronowe;j
w uktadzie cis-diolowym nie mial znaczenia w przypadku ataku nukleofilowego atomu tlenu
0O-2. Modelowanie nukleozydéw dipiwaloilowanych z grupg fosfoniowa, ze wzgledu na
obecny fadunek, wymagat uzycia wyzszego poziomu teorii obliczen z funkcjami

dyfuzyjnymi, co przerosto mozliwosci dostepnych stacji roboczych.

Rysunek 3.3.2.2. Struktura cyklicznego weglanu urydyny (Rysunek programu HyperChem 8.0.).

Weglan urydyny jest wzglednie prosta struktura, a wewnatrzczasteczkowy atak
nukleofilowy jest relatywnie prosta reakcja do modelowania. To pozwolilo na obliczenie
energii stand6w przejsciowych zamknigcia mostkéw anhydrocyklicznych do dwdéch

alternatywnych pozycji 2’ oraz 3’ przy uzyciu metody potempirycznej PM7 w programie
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MOPAC (Rysunek 3.3.2.3.). Jako punkt poczatkowy na powierzchni energii potencjalnej
uzyto struktur¢ weglanu urydyny o najnizszej energii konformacyjnej, ktéra nie posiada
wigzania wodorowego 5’OH "O-2, a grupa 5’-OH jest zwrocona w przeciwnym do zasady
azotowej kierunku. Wigzanie wodorowe uniemozliwiato znalezienie punktu siodlowego

spetniajagcego matematyczne kryteria stanu przejsciowego, gdyz ograniczato swobodg rotacji

+155.4 kcal/mol

Energia

+15,8 keal/mol
p2'
+10,4 kcal/mol

—
-

Wspodhrzedna reakeji

Rysunek 3.3.2.3. Energia vs. wspotrzedna reakcji dla dwoch alternatywnych drég powstawania mostka
anhydrocyklicznego. Rysunki struktur wykonano w programie HyperChem 8.0.

wigzania glikozydowego. Strukturze startowe]j przypisano warto$¢ referencyjng 0 kcal/mol.
Obliczona energia stanu przejSciowego zamkni¢cia mostka anhydrocyklicznego w pozycji 2’
(TS2’) wyniosta 155,4 kcal/mol, a energia alternatywnego stanu przejsciowego TS3’
wyniosta 163,9 kcal/mol. Zaréwno energia stanéw przejsciowych jak i energia produktow
zamknigcia mostka anhydrocyklicznego  pokazuje, ze tworzenie si¢ mostka
anhydrocyklicznego w pozycji 2’ jest energetycznie preferowane. Jest to zbiezne
z wczesniejszymi ustaleniami oraz z faktem, ze w reakcjach wewnatrzczasteczkowych
odleglo§¢ miedzy atomami bioracymi udzial w reakcji jest proporcjonalna do energii
aktywacji 1 kontroluje reakcje kinetycznie. Zmierzona w programie HyperChem odleglos¢
migdzy atomem tlenu O-2 uracylu oraz atomami wegla C-2° o C-3’ wynosi odpowiednio

2,970 A and 3,680 A. Chociaz weglan urydyny posiada wyjatkowe pofatdowanie reszty
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cukrowej, to efekt ten powinien pozosta¢ prawdziwy réwniez dla omawianej reakcji

Mitsunobu.

3.3.3. Dalsze reakcje

Chociaz 3’,5’-di-O-piwaloilo-2,2’-anhydrourydyna (241a) nie byla oczekiwanym
produktem, a reakcje substytucji lub otwarcia mostka 2,2’-anhydrocyklicznego sa do$¢ dobrze
znane, postanowiono jednak sprawdzi¢ przydatnos¢ uzyskanego w wyniku reakcji Mitsunobu
produktu. W tym celu przeprowadzono szereg reakcji. Zgodnie z przytoczonym wczesniej
artykulem J. Piccirilliego et al.'®” dla zwiazkéw 2,2’-anhydrocyklicznych substytucje
nukleofilowe mogg zachodzi¢ w pozycji 2 zasady azotowej prowadzac do produktow
o konfiguracji arabinozy lub w pozycji 2’ reszty cukrowej prowadzac do produktow
o konfiguracji rybozy. Pierwsza substytucje do 241a przeprowadzono z metanolanem
magnezu. Reakcja zaszla z wydajnoscig 84%, chociaz towarzyszylo jej odblokowanie grup
hydroksylowych (Rysunek 3.3.3.1.). Wyizolowano 2’-O-metylourydyne (96). Nie byto
potrzeby przeprowadzania substytucji do 2,2’-anhydrourydyny (95), poniewaz reakcja ta

zostala juz wielokrotnie opisana m. in. przez S.K. Roya i J.-Y. Tanga,[m] ktérzy podaja

0 5 o o}
N (a) N HN
. (e)
ol ((;; O;\N o (i) OON
o

; \ R ;

rR'o il HO' HO R?
241a:R'=Piv. (a)96:R'=H, R’=0OMe, R*=H (84 %), 95  (e)251:R’= N, (68%),

(b)250 : R' = Piv, R*= N,, R*= H (72%), (f)253:R*= SOCH;. (82%).
(c)252: R'=Piv, R*= SOCHS. R*=H (97%),

(d) 254: R' = Piv, R*= H, R*= OH (74%).
0 0
N N
g ke
& (g) O
HO — > Rl
% R'0"

HO
95 (g) 241a: R'= Piv, (87%).

Rysunek 3.3.3.1. Dalsze reakcje: (a) Mg(OMe),/MeOH,, t.w.; (b)/(e) LiN;, DMF, 135 °C; (c)/(f) p-tiokrezol, PPI, DMF,
120 °C; (d) 2N HCl,,/DMF, 80 °C; (g) PivCl, Py.
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wydajnos¢ 92%. Druga reakcje 241a przeprowadzono z azydkiem litu. Grupa azydkowa
ulegla podstawieniu w pozycji 2’ z wydajnoscia 72% (250). Analogiczna reakcja dla
2,2’-anhydrourydyny zaszla z wydajnoscig 68% dajac rowniez produkt o konfiguracji rybozy
(251). Trzeci nukleofil zostal wygenerowany in situ w reakcji z p-tiokrezolem w obecnosci
katalitycznej ilosci ftalimidku potasu (PPI). Dla 241a reakcja zaszta ilosciowo i po
oczyszczeniu uzyskano produkt o konfiguracji rybozy z wydajnoscia 97% (252).
W przypadku 2,2’-anhydrourydyny reakcja réwniez zaszla ilosciowo (TLC), jednak
standardowe oczyszczenie przyniosto pewne straty i produkt podstawienia wyizolowano
z wydajnoscia 82% (253). Dokladna analiza widm 2D NMR pozwolila na przypisanie
wszystkich sygnatow protonowych i weglowych rowniez w dotaczonej grupie tiotolilowe;j
z rozroznieniem pozycji orto, meta 1 para wzgledem atomu wegla zwigzanego z atomem
siarki (C-S). Widma poréwnano z obrazem uzyskanym w ACD Lab NMR Predictor,” oraz
z widmem p-tiokrezolu dostepnego w bazie SDBS.” W wyniku przeprowadzonych reakcji
mozna stwierdzi¢, ze 241a nie wykazuje szczegdlnej przewagi nad 2,2’-anhydrourydyna (95)

w reakcjach substytucji nukleofilowej Sn2.

Dodatkowo poddano 241a reakcji kwasnej hydrolizy mostka anhydrocyklicznego.
Zgodnie z oczekiwaniami, uzyskano 1-(3’,5’-di-O-piwaloilo-f-D-arabinofuranozylo)uracyl
(254). W czasie oczyszczania na kolumnie z zelem krzemionkowym nie stwierdzono migracji
grupy piwaloilowej w uktadzie diolowym, co jest wtasciwe dla uktadu trans-diolowego.
Produkt wyizolowano z wydajnoscig 74%. Konfiguracje reszty cukrowej sugeruje widmo
NOESY, na ktérym wida¢ korelacje miedzy grupa 2’0OH 1 protonami H3’, H6 oraz NH.
Wystepuje rowniez korelacja migedzy protonami H3’-H6, a korelacji migdzy protonem H2’
i H6 lub NH nie ma, chociaz nalezy pami¢ta¢ przy interpretacji widm 2D, ze gdy nie wida¢
korelacji, to nie oznacza, ze jej nie ma. Jedynie, gdy widac korelacje, ma si¢ pewnos¢, ze jest.
Sygnaty pochodzace od H2’ i H3’ sg singletami, czyli stata sprze¢zenia J jest bliska zera, co

rOwniez przemawia za tym, ze otrzymany produkt posiada konfiguracj¢ arabinozy.

Postanowiono réwniez odpowiedzie¢ na pytanie, czy bezposrednia acylacja

2,2’-anhydrourydyny (95) jest lepszym sposobem otrzymywania zwigzkéw typu 241.

I [221]

J. Sheng et a przeprowadzili benzoilowanie 2,2’-anhydrourydyny chlorkiem benzoilu

z wydajnoscig > 88%. W ten sam sposoéb wykonano piwaloilowanie z wydajnoscig 87%.

" ACD Lab NMR Predictor, Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, On, Canada, www.acdlabs.com,
2015.
! http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre_index.cgi
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Zaktadajac 90% wydajnoé¢ syntezy 2,2’-anhydrourydyny metoda z weglanem difenylu,!*!

wydajnos¢ otrzymywania 241la i1 241b z urydyny wyniostaby odpowiednio 78%

1>79%, co jest lepszym wynikiem, niz przedstawiona synteza na drodze reakcji Mitsunobu.

W podrozdziale 3.3.1. napisano, ze w reakcji Mitsunobu przeprowadzonej dla
mieszaniny dwéch izomeréw dipiwaloilourydyny z wolng grupg 2°OH oraz 3’OH (239a,
240a) spodziewano si¢ uzyska¢ mieszaning odpowiednich pochodnych anhydrocyklicznych
3’,5’-di-O-piwaloilo-2,2’-anhydrourydne¢ (241a) oraz 2’,5’-di-O-piwaloilo-2,3’-
anhydrourydng (255). Otrzymang mieszaning planowano rozdzieli¢ metodami
chromatograficznymi. Jak juz stwierdzono, w wyniku tej reakcji otrzymano jedynie 241a.
Mieszaning izomerdw 241la i 255 mozna otrzyma¢ jednak w inny sposéb. Najpierw
mieszaning izomeréow 239a 1 240a (4:1) poddano reakcji mesylowania w pirydynie
w temperaturze pokojowej. Otrzymano w ten sposdb mieszaning dwoch pochodnych
mesylowych 256 i 257 z wydajnoscig 82% wzgledem urydyny, ktérych stosunek byt rowniez
4:1. Mieszaning oczyszczono na kolumnie. Podczas rozdzialu stwierdzono minimalng
tendencje do separacji, dlatego zebrano i potagczono wszystkie frakcje zawierajace jeden lub
oba izomery. Tak otrzymang mieszanine 256 1 257 poddano reakcji cyklizacji w warunkach
zasadowych przy uzyciu ftalimidku potasu (PPI). Zgodnie z zalozeniem otrzymano
mieszaning izomeréw 241a i 255 z wydajnoscia 93% w stosunku 4:1. Stwierdzono minimalng
tendencje¢ do separacji podczas rozdziatu chromatograficznego w uktadzie chlorek metylenu —

metanol 98:2 (v:v). Poziom zanieczyszczenia izomerem 2,2’-anhydrocyklicznym pozostawat

o) o) 0
HN’JL:] HN HN
1. 2 ekw. PivCl,
Py,t <5 °C
f\(j Pwo/\d mA(j (100:7)
L= Me(l Py

OF‘W PivO
256 257

PPI, DMF,
135 °C

(o]

0]
i >y
0 o
pwo/\\\j + pivof\w (100:2)
.. { 60%

“OPiv PivO
255 241a

Rysunek 3.3.3.2. Otrzymywanie 2’,5’-di-O-piwaloilo-2,3’-anhydrourydyny (255).
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znaczgcy pomimo kilkukrotnego powtérzenia rozdzialu. Ciekawy rezultat otrzymano
w innym wariancie, gdy piwaloilowanie oraz mesylowanie wykonano metoda one-pot.
Otrzymano w ten sposéb mieszaning izomeréw mesylowych 256 i 257 z wydajnoscig 93%
(wzgledem urydyny) o stosunku 100:7. Na otrzymanej mieszaninie przeprowadzono
cyklizacj¢ z PPI i uzyskano mieszaning pochodnych anhydrocykliznych 241a i 255
z wydajnoscig 90% o stosunku 100:7. W tym przypadku wyjsciowe zanieczyszczenie
izomerem 2,2’-anhydrocyklicznym jest na tyle malte, ze mozna sprobowa¢ zmniejszy¢ jego
ilos¢ poprzez kilkukrotny rozdzial. Za cel postawiono sobie uzyska¢ zwigzek 255 o czystosci
> 95% (NMR). Juz po dwdch rozdziatach mieszaniny poreakcyjnej w uktadzie DCM/MeOH
99:1-DCM/MeOH 98:2 uzyskano mieszaning 255 1 241a z wydajnoscig 60% o stosunku
100:2 (Rysunek 3.3.3.2.). Pozostate frakcje mieszane mozna podda¢ kolejnym rozdzialom
poprawiajac wydajnos¢. Otrzymane w innych syntezach 2,2’-anhydrourydyne (95) i 2,3’-
anhydrourydyne (106) zmieszano i sprawdzono mozliwo$¢ separacji chromatograficznej na
TLC. Wspétczynniki opdznienia s3 zblizone, cho¢ rdznica jest bardziej widoczna niz
w przypadku pochodnych piwaloilowanych 1 wynosza 0,46 dla 95 oraz 0,40 dla 106

w ukladzie chlorek metylenu — metanol 2:1 (v/v).

Prezentowana synteza moze stanowi¢ pewng alternatywe¢ otrzymywania 2,3’-
anhydrourydyny (106) w warunkach laboratoryjnych wzgledem opisanej w czesci
literaturowej metody Yunga i Foxa (s. 42), ktora zaktada ditrytylowanie urydyny i nastgpnie
rozdzial pochodnych ditrytylowych. Dopiero pochodna ditrytylowa z wolng grupg 3’OH jest
poddawana mesylowaniu i cyklizacji. Na pierwszym etapie nastepuje odrzucenie duzej czgsci
materialu ze wzgledu na ograniczong selektywno$¢ ditrytylowania w stosowanych
warunkach. Jednak metoda Yunga i Foxa pozwala na otrzymanie produktu bez widocznego

zanieczyszczenia drugim izomerem.
3.3.4. Reakcja Mitsunobu 4-N,2’°,5’-0,0-tripiwaloilocytydyny

Otrzymane wyniki przeprowadzonych reakcji Mitsunobu dla cze¢sciowo acylowanych
pochodnych urydyny kazaty wréci¢ do podobnej reakcji przeprowadzonej dla 4-N,2°,5°-0,0-
tripiwaloilocytydyny (87). Reakcje powtdrzono i wyizolowany produkt (258, 67%) poddano
doktadnej analizie NMR. Tak jak napisano w poprzednim podrozdziale zwigzek ten nie jest
anhydrocykliczny. Posiada sygnal NH oraz sygnat pochodzacy od grupy OH. Widmo
protonowe r6zni si¢ zaréwno od substratu jak i 4-N,3’,5’-O,O-tripiwaloilocytydyny, co moze

oznaczac, ze zwigzek ten posiada zmieniong konfiguracje czesci cukrowej. Analiza HSQC
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i HMBC wskazuje, ze wolna grupa hydroksylowa znajduje si¢ w pozycji 2’. Chociaz sygnaty
H2’ i H4’ si¢ natozyly, widoczne korelacje daja silny argument za taka wtasnie struktura.
Moze to oznacza¢, ze zwigzek ten jest 1-(4-N,3’,5’-O,O-tripiwaloilo-f-D-
arabinofuranozylo)cytozyng (258). Sygnal protonowy przypisany H3’ jest singletem, sygnat
H1’ jest dubletem o Jy; g2 = 3,2 Hz. Zaznaczy¢ rowniez trzeba fakt, ze w trakcie rozdziatu
chromatograficznego otrzymanej mieszaniny reakcyjnej nie zaobserwowano migracji grupy
piwaloilowej w uktadzie diolowym, co jest wlasciwe dla uktadéw trans. Na widmie NOESY,
pomimo wydtuzenia czasu akumulacji, ilosci skandéw i eksperymentéw, obserwowane
korelacje H6-2’OH, H6-H3’oraz H5’a-H3’ sg na poziomie szumu. W celu pozbycia si¢
watpliwosci  wzgledem poprawnosci struktury odblokowano grupy hydroksylowe
w warunkach zasadowych i1 wykonano widma NMR, ktore s3 zgodne z widmami

arabinocytydyny (67).%*

W  kontek$cie rozwazan poczynionych dla regioselektywnej reakcji Mitsunobu
czesciowo acylowanej urydyny mozna przyjac, ze rowniez w tym przypadku w warunkach

reakcji dochodzi do migracji grupy piwaloilowej w uktadzie cis-diolowym substratu. RoOwniez

NHPiv NHPiv NH,
o] N
PivO HO
DMP t.pok Mu()][ g "
OPlv PIVO HO
87 258 67
Rysunek 3.3.4.1. Reakcja Mitsunobu N,2’,5’-0,0-tripiwaloilocytydyny (87).

w tym przypadku wzgledy geometryczne moga decydowac¢ o kinetycznej kontroli kierunku
reakcji w stron¢ produktu 2,2’-anhydrocyklicznego. Mostek ten najwidoczniej w warunkach
reakcji jest nietrwaty, co w efekcie pozwolilo otrzymac¢ 1-(4-N,3’,5’-O,0O-tripiwaloilo-f-D-

arabinofuranozylo)cytozyne (258).

3.4. Poszukiwania nowych reaktywnosci mostkow anhydrocyklicznych

W ramach realizowanej pracy dotyczacej struktur anhydrocyklicznych, postanowiono
sprawdzi¢, czy mozliwe jest wykorzystanie innych nukleofili, niestosowanych dotychczas
w reakcjach substytucji do mostkéw anhydrocyklicznych, ale spotykanych w reakcjach
substytucji do epoksydowych pochodnych nukleozydéw lub do pochodnych nukleozydowych

2’ lub 3’-karbonylowych. Postanowiono rowniez sprawdzi¢, czy niektore nukleofile
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stosowane w substytucjach do mostka pochodnych 2,2’-anhydrourydyny mozna réwniez
podstawi¢ do innych struktur anhydrocyklicznych, co do tej pory nie bylo w sposob

WYCZerpujacy opisane.

3.4.1. Reakcje substytucji przykladowych nukleofili weglowych i fosforowych

Wsrdd stosowanych nukleofili w reakcjach z anhydronukleozydami mozna wymieni¢
nukleofile siarkowe (np. tiole), tlenowe (np. alkoholany), azotowe (np. azydek, amoniak),
halogenki oraz nukleofile selenowe, o czym nie bylo wcze$niej wspominane. Logicznym
kierunkiem, gdy spojrzy si¢ na uklad okresowy, jest szukanie dostatecznie reaktywnych
nukleofili weglowych i fosforowych. W przypadku nukleofili weglowych, mozna znalez¢
w literaturze przyklady wykorzystania w reakcjach z pochodnymi epoksydowymi zwigzkow
litoorganicznych oraz magnezoorganicznych. Postanowiono wigc wykona¢ proby dla dwoch
przyktadowych reagentéw — butylolitu i bromku metylomagnezowego. Do dyspozycji byty
dwa substraty anhydrocykliczne: 3°,5’-di-O-piwaloilo-2,2’-anhydrourydyna (241a) oraz

0o 0| )\é

S o N BulLi © o N g 0 BulLi N
PivO = oo PivO = w0
; THF, -78 °C OH DCM, -78 °C i H
PivO’ PivO PIVO PivO
241a 254 241a 260

Rysunek 3.4.1.1. Wykonane reakcje 241a z Buli.

5’-O-trytylo-2,2’-anhydrourydna (259). 2,2’-Anhydrourydyna (95) ma bardzo ograniczong
rozpuszczalnos¢, dlatego nie mozna bylo przeprowadzi¢ z nig prob. Zwiazek 241a poddano
reakcji z BuLi w bezwodnym THF w argonie, w obnizonej temperaturze (mieszanina
chtodzaca NaCl/16d) wedle procedury zapozyczonej z pracy V. Pace et al.***' z ta réznica, ze
nie uzyto LiBr, aby unikng¢ niepotrzebnych produktéw ubocznych substytucji bromkiem.
Niestety uzyskano mieszaning wielu produktow niemozliwa do oczyszczenia. Reakcje
powtérzono rOwniez w nizszej temperaturze z uzyciem suchego lodu i izopropanolu jako
mieszaniny chtodzacej. Po wkropleniu Buli mieszaning chtodzono jeszcze przez 2 godziny.
Po tym czasie nie stwierdzono zadnych zmian. Reakcj¢ pozostawiono przez noc pozwalajac
ogrza¢ si¢ do temperatury pokojowej. Uzyskano jeden gtéwny produkt, ktéry udalo si¢

wyizolowa¢ z wydajnoscia 24%. TLC wskazywata, ze spora czg¢$¢ substratu pozostata
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nieprzereagowana. Niestety widmo 'H NMR produktu byto identyczne z widmem 1-(3°,5°-di-
O-piwaloilo-f-D-arabinofuranozylo)uracylu (254), co oznacza, ze nie udato si¢ uzyskaé
idealnie bezwodnych warunkéw, cho¢ THF byt przygotowany wedtug sprawdzonej procedury
destylacji znad sodu i benzofenonu (s. 135). W analogicznej reakcji prowadzonej w DCM
obraz TLC byt inny. Udalo si¢ wyizolowa¢ gtéwny produkt z wydajnoscig 38%. Odzyskano
rowniez 40% substratu. Wykonano komplet widm, ktérych analiza sugeruje strukture
produktu podstawienia butylu w pozycji 4 (260) (Rysunek 3.4.1.1.). Widma dwuwymiarowe
pozwolity przypisa¢ wszystkie sygnaly odpowiednim atomom. Na widmie HMBC mozna
zobaczy¢ wyrazng korelacje atomu C-4 z protonami pierwszych dwoch grup metylenowych
fancucha butylowego. Mostek anhydrocykliczny ulegt otwarciu, poniewaz na widmach jest
obecny sygnat od grupy 2’0OH, skierowanej nad ptaszczyzng czeSci cukrowej,
o czym moze $wiadczy¢ singletowy charakter sygnalu pochodzacego od H3’. Sygnaty H2’,
H4> 1 H5’b pokrywajg si¢ tworzac multiplet o integracji odpowiadajacej trzem protonom.
Wynik ten sugeruje niepelng aromatyzacj¢ pierscienia uracylu. Po substytucji nastepuje

dehydratacja pozycji 4, czego sitg napedowa jest petna aromatyzacja ukiadu. Poszukujac
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Rysunek 3.4.1.2. Reakcja opisana przez A. Grouiller i H. Essadig.
przyktadéow syntezy 4-alkilowych pochodnych urydyny w literaturze znaleziono jeden
przykiad reakcji dla zwigzkow anhydrocyklicznych opisany przez A. Grouiller
1 H. Essadiq.m4] Autorzy w tej pracy opisali proby dla 5’-O-trytylo-2,2’-anhydrourydyny
(259) z duzymi nadmiarami MeMgl (15-30 ekw.) w THF (Rysunek 3.4.1.2). Uzyskiwano
mieszaning  produktéw, z  ktorej wyizolowano  4-metylo-1-(5-O-trytylo-f-D-
arabinofuranozylo)-2-pirymidynon (261) oraz 5,6-dihydro-6-metylo-5’-trytylo-2,2’-anhydro-
urydyne (262). Proponowana struktura 260 na podstawie analizy widm 2D NMR, jest
w zgodzie z wynikiem uzyskanym przez autor6w publikacji. W zwigzku z tym uznano, ze
dalsze proby reakcji zwigzkéw anhydrocyklicznych z zwigzkami metaloorganicznymi nie

beda prowadzi¢ do zaplanowanego celu, czyli modyfikacji czg¢sci cukrowej nukleozydu.
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W przypadku nukleofili fosforowych, wybrano H-fosfonian dietylu (DEHP). Cho¢
posiada on trzy podstawniki wyciagajace elektrony, jednak ze wzgledu na brak dostgpu do
H-fosfinianéw lub odpowiednich fosfin postanowiono zastosowac to, co byto tatwo dostgpne
i bezpieczne w uzyciu. Wykonano kilka préb dla 241a i 259 bazujac na procedurach

podanych w literaturze dla pochodnych ketonowych,**!

oraz dla zwigzkéw
epoksydowych.mﬂ W pierwszej z dwoch cytowanych publikacji autorzy rowniez zastosowali
H-fosfonian dietylu, dlatego uznano ze wykonanie proby z tym reagentem jest zasadne.
Zwiazek 259 otrzymano z urydyny poprzez monotrytylowanie i cyklizacj¢ powstatego
produktu (263) z wykorzystaniem weglanu difenylu i NaHCO; (Rysunek 3.4.1.3.). Substrat
nukleozydowy oraz BF;.OEt; rozpuszczono w THF (w przypadku 259 uzyto duzg objgtosc ze
wzgledu na ograniczong rozpuszczalno$¢), a w drugim wariancie w uktadzie THF/DCM (1:1
v/v) 1 schtodzono mieszaning chlodzaca izopropanolu i suchego lodu. W drugiej kolbce
rozpuszczono DEHP w THF, po schtodzeniu dodano strzykawka, kroplami 1M roztwoér
LHMDS w THF w atmosferze argonu. Po 15 minutach w atmosferze argonu przeniesiono
roztwor DEHP/LHMDS/THF do roztworu nukleozydowego i mieszano przez 2 godziny. Po
tym czasie nie zaobserwowano zadnych zmian. Reakcje pozostawiono na noc pozwalajac

mieszaninie ogrza¢ si¢ do temperatury pokojowej. Zaobserwowano $ladowe ilosci produktu,

dlatego nie podj¢to proby izolacji.
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Rysunek 3.4.1.3. Préby substytucji H-fosfonianu dietylu (DEHP) do pochodnych 2,2’-anhydrourydyny.
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3.4.2. Reaktywno$¢ mostka 2,3’-anhydrocyklicznego urydyny

Kontynuujac badania nad wykorzystaniem uktadow anhydrocyklicznych do
otrzymywania 2’- lub 3’-modyfikowanych nukleozydéw, postanowiono réwniez wyprobowac
2,3’-anhydrourydyn¢ (106) i jej pochodne. Doniesienia literaturowe wskazywaty na inng ich
reaktywno$¢ niz pochodnych 2,2’-anhydrocyklicznych i postanowiono to zweryfikowac.
W trakcie prowadzenia badan zsyntezowano kilka pochodnych 2,3’-anhydrourydyny, ktore
poddano reakcjom bezposredniej substytucji. Pierwsza pochodng byla 2’-O-metylo-5’-O-
trytylo-2,3’-anhydrourydyna (264) (Rysunek 3.4.2.1.), ktéra uzyskano w kilku etapach.

Zwiazek 259 poddano reakcji ze Swiezo przygotowanym metanolanem magnezu. Uzyskang
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Rysunek 3.4.2.1. Préby substytucji r6znych nukleofili do pochodnych 2,3’-anhydrourydyny.
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w ten sposob 2’-O-metylo-5’-O-trytylourydyne (265, 95%) poddano reakcji z chlorkiem
mesylu, ktora zaszta ilosciowo 1 wyizolowano produkt 266 z wydajnoscig 99%. Zwiazek 264
otrzymano z pochodnej mesylowej (266) w reakcji z ftalimidkiem potasu (PPI) w DMF
z wydajnoscia 90%. Wykonano réwniez probe z octanem sodu zamiast PPI. Reakcja

zachodzila, jednak wydajnos$¢ byta nizsza (60%).

2’-0O-Metylo-5’-O-trytylo-2,3’-anhydrourydyne (264) poddano reakcji z azydkiem litu
w DMF w temperaturze 135 °C, jednak po pierwszej nocy nie zaobserwowano zadnej
zmiany. Podniesiono temperatur¢ do 160 °C 1 dodano drugg porcje¢ azydku. Po kolejnej nocy
zaobserwowano $ladowe ilosci pojedynczego produktu, jednak skala prowadzonej reakcji nie
pozwolita na jego izolacje¢. Druga probe reakcji substytucji na tym substracie przeprowadzono
z metanolanem magnezu w DMF. Reakcje prowadzono analogicznie do poprzedniej. Po nocy
w 120 °C, gdy nie zaobserwowano zadnej zmiany, podniesiono temperatur¢ do 160 °C
i zostawiono na kolejng noc, jednak bez skutku. Trzecia prébg byta reakcja
z p-tiokrezolem w obecnosci PPI. Pomimo podniesienia temperatury, powstawaly jedynie

sladowe ilosci produkt.

Takie same nieudane proby z azydkiem litu, metanolanem magnezu i p-tiokrezolem
wykonano na drugim substracie, jakim byta 2’,5’-di-O-trytylo-2,3’-anhydrourydyna (110).
Zwiazek ten przygotowano podobnie do metody opublikowanej i.a. przez K. Watanabe et
al"! Kolejnym substratem byta 2’-azydo-5’-O-trytylo-2,3’-anhydrourydyna (267). Zwiazek
ten przygotowano z 259 w trzech etapach. W pierwszej kolejnosci podstawiono w pozycji
2’ grupe azydkowa, otrzymujac 268. Nastepnie na grupe 3’OH wprowadzono grupeg
tryflatowg (269) 1 przeprowadzono cyklizacj¢ z trietyloaming z wydajnoscia 95%. Na
zwiazku 267 wykonano dwie proby z azydkiem litu oraz z p-tiokrezolem i PPI. Jednak i tym
razem bez powodzenia. Z uzyskanych wynikow wida¢ wyraznie, ze mostek 2,3’-
anhydrocykliczny jest bardzo stabym elektrofilem 1 w prezentowanych reakcjach nie ulega

substytucji Sn2.

Przeprowadzono reakcje substytucji azydkiem litu i tiokrezolem do nieblokowanej
2,3’-anhydrourydyny (106) (Rysunek 3.4.2.2.) Zwiazek 106 uzyskano przez zdjecie grup
trytylowych z 110 kwasem trifluorooctowym w DCM. W wyniku reakcji 106 z azydkiem litu
uzyskano dwa produkty, ktére po doktadnej analizie NMR okazaty si¢ by¢ 1-(5’-azydo-f-D-
ksylofuranozylo)uracylem (216, 27%) oraz 2’-azydourydyna (251, 18%). Wynik ten nie r6zni

si¢ wiele od podanego w cze¢sci literaturowej (s. 64). Jedyna rdznicg jest stwierdzenie
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Rysunek 3.4.2.2. Przeprowadzone reakcje 2,3’-anhydrourydyny.

powstania rOwniez zwigzku 251, co moze zachodzi¢ w wyniku wewnatrzczasteczkowe]
transformacji  substratu  poprzez struktur¢ ryboepoksydowa do struktury 2,2’-
anhydrocyklicznej (Rysunek 3.4.2.3.), co réwniez jest zgodne z doniesieniami opisanymi

w czesci literaturowej. Zwigzek 216 z kolei mogt powsta¢ poprzez posrednig strukture 2,5’-

sl :ﬁ ﬁ b

106

Rysunek 3.4.2.3. Postulowany mechanizm powstawania produktu 251.
anhydrocykliczng (Rysunek 3.4.2.4.). Produkt 216 analizowano przy uzyciu technik 2D NMR
(HSQC, HMBC "“C, HMBC "N oraz NOESY), ktére byly zgodne z zaproponowang
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struktura. Dla zwiazku 251 uzyskanego w tej reakcji wykonano '"H NMR i °C NMR, ktére
byly zgodne z wczesniej uzyskanymi widmami dla produktu reakcji 95 z azydkiem litu.
W wyniku reakcji 106 z p-tiokrezolem w obecnosci PPI uzyskano réwniez dwa produkty,
jednak w tym przypadku otrzymano 1-(5’-S-toliltio-f-D-ksylofuranozylo)uracyl (270, 12%)
i oczekiwany produkt bezposredniego podstawienia 3’-S-toliltiourydyne (271a, 48%)
(Rysunek 3.4.2.5.).
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Rysunek 3.4.2.4. Postulowany mechanizm powstawania produktu 216.

Otrzymane produkty analizowano z wykorzystaniem technik 2D NMR, a uzyskane
dane byly zgodne z zaproponowanymi strukturami. Jest to pierwsza opisana, o ile wiadomo
autorowi, bezposrednia substytucja nukleofila do mostka 2,3’-anhydrocykliczego, gdy
w pozycji 2’ nie ma silnie elektronoakceptorowej grupy fluorkowej. Zastanawia¢ moze fakt,
ze analogiczna reakcja nie zachodzita dla pochodnej 2’-O-metylowej 264. Mozna zrozumiec¢,
ze reakcja nie zachodzita dla 110 ze wzgledu na efekt steryczny duzych grup trytylowych,
jednak w przypadku 264 w pozycji 2’ byla grupa O-metylowa. Czyzby jednak w opisywanej
reakcji 106 zachodzita wewnatrzczasteczkowa transformacja do struktury ryboepoksydowe;j
(180) i nastgpnie atak jonowej formy p-tiokrezolu w pozycji 3’ od gory z powstaniem
produktu o konfiguracji ksylozy (271b)? Zaréwno state sprze¢zenia jak i widmo NOESY
wskazuja konfiguracje rybozy. Na widmie '"H NMR sygnal H2’ jest dobrze odseparowany.

Ma charakter dubletu dubletow i dwie stale sprz¢zenia. Pierwsza jest zgodna ze stalg
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sprzezenia sygnatu H1” i wynosi 2,0 Hz, druga wynosi 5,2 Hz i musi by¢ stalg Jyp /3. Sygnat
od H3’ jest czgsciowo przykryty sygnatem od H5’a. Nie mozna okresli¢ multipletowosci, ale
wida¢, ze nie jest singletem 1 mozna wyrdzni¢ stalg sprzezenia o wartosci 5,2 Hz. State
sprzezenia obliczone z roéwnania Karplusa zgodnie z parametryzacja C. A. Haasnoota et
al?'? wynosza Juymz = 6,0 Hz dla kata ¢ ms = 39° oraz Jymp = 1,7 Hz dla kata ¢h1/m =
106° struktury o konfiguracji rybozy. Stale sprzezenia obliczone z kolei dla struktury
o konfiguracji ksylozy wynosza Juyu3 = 1,1 Hz dla kata (o /u3 = -93,6° oraz Jyrmp = 2,1
Hz dla kata (1w = 112°. Obliczenia statych sprzezen byty wykonane dla katéw

odczytanych z modeli wykonanych w programie HyperChem 8.0 metodg analizy

konformacyjnej w polu sitowym AMBER (Rysunek 3.4.2.6.). Widmo NOESY pokazuje
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Rysunek 3.4.2.5. Postulowany mechanizm powstawania produktéw 270 i 271a.

93



korelacje miedzy H6 i H3’, ktéry jest tylko czeSciowo przykryty przez sygnal HS5’a.
Poréwnanie z widmem 2’-O-metylo-3’-S-toliltiourydyny (272) (Rysunek 3.5.3.1, s. 106)

o potwierdzonej konfiguracji réwniez daje silny argument za postulowang konfiguracja.
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Rysunek 3.4.2.6. Rysunki ORTEP modeli 3’-S-toliltiourydyny (271a) i 1-(3’-S-toliltio-f-p-ksylofuranozylo)uracylu (271b)
obliczonych w programie HyperChem 8.0.

3.4.3. Reaktywnos¢ 8,2’-S-anhydro-2’-deoksyadenozyny

Aby w prowadzonych badaniach nie ogranicza¢ si¢ jedynie do pochodnych
pirymidynowych, postanowiono réwniez okresli¢ reaktywnos$¢ cyklonukleozydu purynowego

8,2’-S-anhydroadenozyny (168). Zwigzek przygotowano w trzech etapach (Rysunek 3.4.3.1).
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Rysunek 3.4.3.1. Synteza 8,2’-S-anhydroadenozyny.
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W pierwszej kolejnosci przeprowadzono bromowanie adenozyny woda bromowa.
W nastepnym kroku otrzymang 8-bromoadenozyn¢ (169) poddano reakcji z tiomocznikiem
w DMF, uzyskujac 8-tioksoadenozyne (154). Zwiazek 154 poddano cyklizacji z weglanem
difenylu w DMF i otrzymano z umiarkowang wydajnoscig oczekiwany produkt 168. Zwigzek

ten poddano kilku reakcjom typowym dla struktur anhydrocyklicznych (Rysunek 3.4.3.2.):

Rysunek 3.4.3.2. Reaktywnos¢ 8,2’-S-anhydroadenozyny.

substytucji z azydkiem litu, tiokrezolem, metanolanem magnezu, oraz hydrolizie mostka
w warunkach zasadowych 1 kwasowych analogicznie do reakcji prowadzonych na
pochodnych 2,2’-anhydrourydny. Jednak w wiekszosci przypadkéw zwigzek okazat sie
niereaktywny. Jedynie w przypadku reakcji z p-tiokrezolem w obecnosci ftalimidku potasu
(PPI) udato si¢ uzyska¢ produkt podstawienia grupy tiotolilowej w pozycji 2’ (273). Struktura
zostala potwierdzona analizg NMR. z wykorzystaniem widm 2D. Zaréwno state sprzezenia
jak i widmo NOESY potwierdzaja przedstawiong struktur¢. Taka substytucja, wedle
przeprowadzonych poszukiwan literaturowych, nie byta dotychczas opisywana i mozna
przypuszczaé, ze inne tiole rOwniez begdg ulega¢ podstawieniu w obecnosci zasady. Jednak
ogllna niska reaktywnos$¢ 8,2’-S-anhydroadenozyny (168), kaze mysle¢ o 8,2°-O-
anhydroadenozynie (150) jako o tym witasciwym syntonie do regio- i stereoselektywnego
wprowadzania podstawnikéw do czesci cukrowej adenozyny (s. 51). Innym problemem
pozostaje ciagle selektywna redukcja pozycji 8 po skonczonej syntezie, aby odtworzy¢

naturalng zasadg.
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3.5. Synteza pochodnych urydyny dimodyfikowanych w pozycjach 2’ i 3’

Chociaz poszukiwania nowych nukleofili zdolnych do substytucji do mostkéw
anhydrocyklicznych nie przyniosty pozytywnych rezultatdw, jednak dotychczas opisane
mozliwos$ci ich zastosowania sg juz i tak bardzo szerokie, jednak w niewielkim stopniu
wykorzystywane. Lista dimodyfikowanych pochodnych urydyny mozliwych do otrzymania
z wykorzystaniem mostkdw anhydrocyklicznych jest bardzo dluga, gdy wezmie si¢ pod
uwage liczbe znanych nukleofili ulegajacych podstawieniu, ale rOwniez bardzo niepetna.
Owszem, cze$¢ tych zwigzkéw zostata otrzymana poprzez inne metody jak substytucje do
struktur epoksydowych, jednak stosowanie mostkow anhydrocyklicznych daje mozliwo$¢
substytucji zar6wno regio- jak i stereoselektywnej. Temat ten jest o tyle warty
zainteresowania, ze praktycznie kazda uzyskana pochodna modyfikowana w uktadzie cis-
diolowym moze posiadac interesujace wlasciwosci biologiczne. Postanowiono, korzystajac ze
znanych mozliwosci syntetycznych, przygotowac¢ dwie serie zwigzkéw dimodyfikowanych
w pozycjach 2’ i 3’. Ze wzgledéow na specyfike enzymdéw komoérkowych bioracych udziat
w biosyntezie materiatu genetycznego, a takze specyfik¢ enzymow patogenow, ktére sg mniej
selektywne substratowo, mozna si¢ spodziewac, ze w serii nukleozydow dimodyfikowanych
w ukladzie cis-diolowym, posiadajacych rézne, co raz wicksze podstawniki zaobserwuje si¢
moment, w ktéorym wielko$¢, lub charakter fizykochemiczny podstawnika spowoduje spadek
cytotoksycznosci oraz spadek aktywnos$ci antypatogenowej. Jako ze jedna i druga cecha
dotycza r6znych enzymoéw 1 innych mechanizméw molekularnych, mozliwe jest, ze zmiana

wartosci CCsp nie bedzie oznaczata proporcjonalnej zmiany ICsy.
3.5.1. Synteza pochodnych 3’-deoksyurydyny

Pierwsza grupa zwigzkéw, ktorg postanowiono otrzymaé, jest seria pochodnych
3’-deoksyurydyny. Brak grupy OH w pozycji 3° ma spowodowa¢, ze analogicznie do wielu
znanych nukleozydowych inhibitorow odwrotnej transkryptazy (NRTI), bedzie skutecznie
przerywac biosynteze wirusowego DNA. Podstawniki w pozycji 2’ maja za zadanie zmieniac¢
strukturge zwigzku powodujgc mniejszg cytotoksycznos¢ i stabsze dopasowanie do ludzkich
polimeraz. Synteza tych pochodnych okazata si¢ by¢ relatywnie prosta. Usunigcie grupy
3’OH wykonano metoda deoksygenacji Bartona-McCombie przy uzyciu grupy
fenoksytiokarbonylowej. W  pierwszym podejSciu  najpierw wykonano substytucje
odpowiednimi nukleofilami do uzyskanej wczes$niej 5’-O-trytylo-2,2’-anhydrourydny (259).

Wybrano cztery reprezentatywne nukleofile, ktére zgodnie z danymi literaturowymi ulegaja
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podstawieniu w pozycji 2’ czegsci cukrowej: azydek litu, p-tiokrezol, jodek sodu oraz
metanolan magnezu i uzyskano odpowiednio 268, 274, 275 oraz 265 (Rysunek 3.5.1.1.).
Warto zwréci¢ uwage na kilka szczegétow w przeprowadzonych reakcjach. Mieszaniny
reakcyjnej po substytucji azydkiem litu nie zoboj¢tniano, co nie powodowato widocznych
strat w wydajnosci. Reakcje z p-tiokrezolem prowadzono w obecnos$ci zasady. Najlepsze
wydajnosci uzyskiwano przy uzyciu ftalimidku potasu, ktory jest nieuciazliwy 1 latwy
w stosowaniu. Reakcja zachodzita ilosciowo (TLC). Reakcje z jodkiem sodu prowadzono
w obecnosci kwasu p-toluenosulfonowego w celu unikni¢cia reakcji odwrotnej z odejsciem
grupy jodkowej, jednak ilo$¢ uzytego kwasu musiata by¢ dobrana tak, aby nie zachodzito
niepozadane usuwanie grupy trytylowej. Reakcje z metanolanem magnezu prowadzono
w DMF ze §wiezo przygotowanym metanolanem. Metanol z opitkami magnezu 1 katalityczna
iloscig jodu gotowano az do pelnego przereagowania i powstania jednorodnej bialej
zawiesiny, ktorg nastgpnie odparowano do sucha. Dopiero wtedy dodano DMF i substrat

nukleozydowy. Ta metoda pozwolita podnies¢ wydajnos¢ wzgledem typowych warunkéw
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Rysunek 3.5.1.1. Synteza 2’-modyfikowanych, 5’-O-trytylowanych pochodnych urydyny.

prowadzenia reakcji w MeOH, gléwnie dziecki mozliwosci podniesienia temperatury

prowadzenia reakcji.

W kolejnym etapie przygotowane pochodne modyfikowane w pozycji 2’ poddano
reakcji wprowadzenia na grupe 3’OH ugrupowania fenoksytiokarbonylowego, dziatajac
odpowiednim chlorkiem. Wydajnosci tych reakcji nie byly zadowalajace (TLC), a otrzymane

mieszaniny byty trudne do rozdziatu i oczyszczenia. Jedynie w przypadku pochodnej
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2’-O-metylowej reakcja zachodzita z dobrg wydajnoscia i wyizolowano produkt 276
w postaci czystej z wydajnoscia 86% (Rysunek 3.5.1.2.). Kolejny etap, czyli deoksygenacije,
rowniez udato si¢ wykonac bez komplikacji, otrzymujac z dobrg wydajnoscig 5’-O-trytylo-2’-

O-metylo-3’-deoksyurydyne (277)

Trudno$¢ w wprowadzeniu grupy fenoksytiokarbonylowej mozna byto obejs$¢ poprzez
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Rysunek 3.5.1.3. Synteza 5’-O-trytylo-3’-deoksy-2,2’-anhydrourydyny (279).

reakcj¢ acylacji chlorkiem fenoksytiokarbonylowym pochodnej anhydrocyklicznej (259),
ktéra zachodzita z dobrg wydajnoscig i izolacja produktu nie nastrgczata probleméw (278)
(89%). Sama deoksygenacja z AIBN i HSnBu; zachodzila réwniez bardzo dobrze
z wydajnoscia 95%  (Rysunek 3.5.1.3.). Uzyskang 5’-O-trytylo-3’-deoksy-2,2’-
anhydrourydyne (279) poddano reakcjom z w/w nukleofilami. Reakcje zaszty bardzo dobrze
i otrzymano oczekiwane produkty substytucji (280-282). Jedynie reakcja z metanolanem
magnezu nie przebiegta zgodnie z zalozeniem, a otrzymanym produktem okazata si¢ by¢
5’-O-trytylo-2’,3’-dideoksy-didehydrourydyna (283) (Rysunek 3.5.1.4.). W tym przypadku
reakcja zaszta wedlug konkurencyjnego mechanizmu eliminacji E2. Podobne sytuacje mozna

znalezé w literaturze.??”!

98



LiN, 07\ TMSA, Cul, EtN, =l
TrO Trofﬂ
DME, 135 °C ACN, 60 °C [

HN |
}\ NH,F,
iy MeOH, t.w.
TrO

Nal, TsOH

aceton, 50 °C

Rysunek 3.5.1.4. Synteza pochodnych 3’-deoksyurydyny. TMSA - trimetylosililoacetylen.

Zwigzek 280 poddano reakcji cykloaddycji katalizowanej miedzig (CuAAC) z TMS-
acetylenem, uzyskujac produkt cyklizacji (284), z ktérego po zdjeciu grupy trimetylosililowe;j
w reakcji z fluorkiem amonu otrzymano 5’-O-trytylo-2’-(1H-[1,2,3]triazolo)-3’-deoksy-
urydyne (285) (Rysunek 3.5.1.4.). Po usunigciu grup trytylowych z uzyskanych zwigzkéw
2’,3’-dimodyfikowanych dziataniem 10% roztworu CF;COOH w DCM otrzymano produkty
koncowe (286-291) (Rysunek 3.5.1.5.). Pochodng aminowg 292 uzyskano w wyniku reakcji
Staudingera przeprowadzonej na odblokowanej pochodnej 2’-azydkowej 286. Reakcje ta
nalezato przeprowadzi¢ na koncowym etapie ze wzglgdu na warunki usuwania grupy

trytylowej, w ktorych grupa aminowa nie pozostawata obojetna.

Procz  omoéwionych  pochodnych  3’-deoksyurydyny  przygotowano takze

[228]

3’-deoksycytydyne (293) (Rysunek 3.5.1.6.). Jest to zwigzek znany 1 badany w kierunku
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wielu aktywnosci.??”! W rozdziale 3.2. opisano synteze 4-N,2°,5°-0,0-tripiwaloilocytydyny

87. Zwiazek ten poddano reakcji z chlorkiem fenoksytiokarbonylu w pirydynie z DMAP,

otrzymujac 3’-O-fenoksytiokarbonylo-4-N,2’,5’-O-tripiwaloilocytydyn¢ (294) 1 nastgpnie

przeprowadzono deoksygenacj¢ Burtona-McCombie, co bylo opisane przez J. Fog
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Rysunek 3.5.1.5. Struktury koricowe pochodnych 3’-deoksyurydyny.
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Z otrzymanej 4-N, 2’,5’-O-tripiwaloilo-3’-deoksycytydyny (295) usuni¢to grupy piwaloilowe
poprzez reakcj¢ w metanolu z 1M KOH, uzyskujac 3’-deoksycytydyne (293). Zwiazek ten
moze stuzy¢ jako odniesienie w badaniach biologicznych otrzymanych pochodnych

3’-deoksyurydyny.
3.5.2. Synteza pochodnych 1-(f-D-ksylofuranozylo)uracylu

Druga serig zwigzkoéw, ktérg postanowiono otrzymac jest seria modyfikowanych
w pozycji 2’ pochodnych ksylourydyny. W tym przypadku modyfikacja pozycji 3’ polega na
odwrdceniu konfiguracji na atomie C-3’. Obecnos¢ grupy 3’OH skierowanej nad ptaszczyzne
pierscienia cukrowego nie oznacza mozliwosci przerwania biosyntezy RNA lub DNA
w typowy dla NRTI sposéb, jednak pochodne ksylofuranozylowe, jak podano w czesci
literaturowej réwniez czesto posiadajg ciekawe aktywnosci biologiczne wynikajace
z zaburzania biosyntezy materialu genetycznego i/lub wynikajace z zaburzania ekspresji
gendw.  Dodatkowym  argumentem za  syntezg tej serii  zwigzkOw  jest
mozliwos¢ dalszego ich wykorzystania w syntezie 2°,3’-dimodyfikowanych pochodnych

urydyny. W syntezie dwukrotnie wykorzystano struktury anhydrocykliczne — najpierw przy
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Rysunek 3.5.2.1. Przydatnosc pochodnych 3’-O-mesylowych urydyny w otrzymywaniu mostkéw 2,3’-

anhydrocyklicznych .
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wprowadzaniu modyfikacji w pozycji 2° i w kolejnym etapie do odwrdcenia konfiguracji
w pozycji 3’.

Syntez¢ tej grupy zwigzkow rozpoczeto od przeprowadzenia serii substytucji do 5°-O-
trytylo-2,2’-anhydrourydyny (259) kilku w/w nukleofili, otrzymujac pochodne 265, 268, 274
i 275 (Rysunek 3.5.1.1., s. 97). W kolejnych etapach sprobowano przeprowadzi¢ dla nich
synteze¢ mostka  2,3’-anhydrocyklicznego.  Zwigzek  5’-O-trytylo-2’-O-metylo-2,3’-
anhydrourydyn¢ (264) otrzymano zgodnie z opisem przedstawionym w Rozdziale 3.4.2.
(s. 89-90). Synteze zwigzku 5°-O-trytylo-2’-azydo-2,3’-anhydrourydyny (267) réwniez
opisano wczesniej (s. 89-90). Pozostaje jedynie dodaé, ze probowano przeprowadzi¢ ja
rowniez z wykorzystaniem grupy mesylowej. W artykule Q. Dai 1 J. Piccirillego,“m ktory byt
juz cytowany wielokrotnie, autorzy prébowali otrzyma¢ mostek 2,3’-anhydrocykliczny
z wykorzystaniem substratu 3’-O-mesylowego posiadajacego w pozycji 2’ grupe tert-
butoksykarbonylo-aminowa, jednak bezskutecznie.

W przypadku prezentowanej tu syntezy w pozycji 2’ znajdowata si¢ grupa azydkowa,
tiotolilowa lub jodkowa, dlatego postanowiono sprobowac skorzysta¢ z grupy mesylowej,
ktora jest tatwiejsza w uzyciu niz grupa tryflatowa. Uzyskany produkt mesylowania w pozycji
3’ pochodnej azydkowej (296) poddano kilku probom cyklizacji z wykorzystaniem ftalimidku
potasu lub octanu sodu. Pomimo podnoszenia temperatury i wydtuzania czasu reakcji nie
zaobserwowano powstawania wlasciwego produktu (Rysunek 3.5.2.1.). Réwniez otrzymana
pochodna 3’-O-mesylo-2’-S-toliltio-5’-O-trytylourydyna (297) nie ulegata cyklizacji
w reakcjach z ftalimidkiem potasu lub octanem sodu w DMF. Chociaz grupa jodkowa jest
bardzo dobrg grupa odchodzaca, sprobowano rowniez cyklizacji dla otrzymanej pochodne;j
3’-O-mesylowej (298). Jednak w tym przypadku, jak mozna si¢ byto spodziewaé, cyklizacja
zaszta do pozycji 2’ z odej$ciem grupy jodkowej i uzyskano 5’-O-trytylo-3’-O-mesylo-2,2’-
anhydrourydyne (299). W przypadku, gdy w pozycji 2’ sg grupy inne niz O-metylowa lub
O-trytylowa, nalezalo  zastosowa¢  grupe  tryflatowg. Cyklizacj¢  pochodnych
3’-O-tryflatowych: 2’-azydo-3’-O-trifluorometanosulfonylo-5’-O-trytylourydyny (269) oraz
2’-S-toliltio-3’-O-trifluorometanosulfonylo-5’-O-trytylourydyny (300) prowadzono
z wykorzystaniem kilku zasad: NaOH w MeOH, PPI w DMF, CH3;COONa w DMF i Et;:N
w ACN. W ostatnim przypadku reakcje przebiegly czysto i ilosciowo (TLC), pozwalajac
uzyska¢ pochodne 2,3’-anhydrocykliczne z dobrymi wydajno$ciami — 5°-O-trytylo-2’-azydo-
2,3’-anhydrourydyne (267) oraz 5’-O-trytylo-2’-S-toliltio-2,3’-anhydrourydyne (301)
(Rysunek 3.5.2.2.). Gdy zastosowano NaOH w MeOH, otrzymano zamiast oczekiwanego

produktu 1-(2’-azydo-5’-O-trytylo-f-D-ksylofuranozylo)-2-O-metylouracyl (303) (Rysunek
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3.5.2.3.). W przypadku 275, gdy w pozycji 2’ znajdowala si¢ grupa jodkowa, tryflatowanie
zachodzito dos$¢ dobrze. Na TLC mozna bylo zaobserwowac powstajacy ilosciowo jeden
produkt o R¢ wyzszym od substratu, jednak zwigzek jest wyjatkowo niestabilny i pomimo
odparowywania w temperaturze < 20 °C i ekstrakcji zimnym NaHCOs,q spora cz¢$¢ ulegata
rozktadowi i po oczyszczeniu na kolumnie w ukladzie heksan/octan uzyskano oczekiwany
produkt z wydajnoscig ledwie 41% (302). Cyklizacja w najlepszych jak do tej pory
warunkach, czyli z EtsN w ACN prowadzitla do mieszaniny produktéw, z czego jeden
o R¢ nizszym od 275, co sugerowatoby produkt anhydrocykliczny, okazat si¢ by¢ niestabilny
w czasie ekstrakcji. Préba oczyszczenia na kolumnie bez ekstrakcji pozwolita go wyizolowac,

jednak widmo 'H NMR wykluczylo obecno$é mostka anhydrocyklicznego, poniewaz byt
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Rysunek 3.5.2.2. Przydatnosc pochodnych 3’-O-tryflatowych urydyny w otrzymywaniu mostkow 2,3’-
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Rysunek 3.5.2.3. Produkt otrzymany w reakcji 269 z NaOH w MeOH w warunkach bezwodnych.
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obecny sygnal grupy imidowej uracylu przy 611,30 ppm. Nizszy R; byl spowodowany
brakiem grupy trytylowej. Uzyskane produkty 2,3’-anhydrocykliczne 264, 267 i 301 poddano
hydrolizie zasadowej z otwarciem mostka (Rysunek 3.5.2.4). Otrzymano w ten sposéb 5’-O-
trytylowe pochodne ksylourydyny posiadajace w pozycji 2’ grupe O-metylowa (304), grupe
azydkowg (305) i grupe 2’-S-tiotolilowa (306) z dobrymi wydajnosciami. Nastepnie
otrzymane pochodne odblokowano dziatajac 10% roztworem CF;COOH w DCM, uzyskujac
odpowiednio produkty 307, 308 i 309. Czes¢ zwiazku 267 przed hydroliza przeprowadzono,
analogicznie do poprzedniej serii, do pochodnej 2’-[1,2,3]-triazolowej (310). Produkt po
cyklizacji poddano hydrolizie w warunkach zasadowych. Jednocze$nie w warunkach reakcji
usuni¢ta zostata grupa trimetylosililowa. Otrzymany w ten sposob zwigzek (310)
odblokowano otrzymujac 1-([1H-{1,2,3}-4-D-2’-triazolo]-ksylofuranozylo)uracyl 311. Czeg$¢
uzyskanego 1-(2’-azydo-f-D-ksylofuranozylo)uracylu (308) poddano reakcji Staudingera
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Rysunek 3.5.2.4. Synteza pochodnych 1-(#-b-ksylofuranozylo)uracylu.
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otrzymujac pochodng aminowg (312).

Zwiazek 305 mozna uzyskac z 268 metoda one-pot (Rysunek 3.5.2.5.). Procedura jest
relatywnie prosta i oszczedza duzo pracy. Tryflatowanie nastawiono w ten sam sposdb, co
poprzednio. Gdy na TLC zaobserwowano zanik substratu, dodano MeOH w celu neutralizacji

nadmiaru bezwodnika, nastgpnie mieszaning odparowano do sucha, dodano ACN i Et;N.
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Rysunek 3.5.2.5. Metoda one-pot otrzymywania 1-(f-p-2’-azydo-5’-O-trytyloksylofuranozylo)uracylu (305).

Reakcja zachodzita ilosciowo 1 na TLC obserwowano powstanie produktu
anhydrocyklicznego. Znoéw odparowano mieszaning do sucha i dodano 2N roztwor
KOH/MeOH z dodatkiem wody. Dwa pierwsze etapy przebiegaja na tyle szybko, ze mozna je
wykona¢ jednego dnia i ostatni etap nastawi¢ na noc, takze nastepnego dnia obserwuje si¢
catosciowe przereagowanie. Powstaje produkt o R podobnym do substratu 268. Zwigkszenie
stezenia KOH przyspiesza reakcj¢ nie powodujac przy tym strat i mozna jg efektywnie

prowadzi¢ w temperaturze pokojowej. Mieszaning mozna rOwniez bezpiecznie ogrzewac do
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Rysunek 3.5.2.6. Synteza 1-(f-p-ksylofuranozylo)uracylu.

70 °C, co réwniez przyspiesza reakcje. Metoda one-pot pozwolita otrzymac¢ produkt 305
z 268 z wydajnoscig 76%, co jest duzo lepszym wynikiem niz w przypadku wykonywania
kazdego etapu oddzielnie.

Réwnolegle do tej syntezy, przeprowadzono réwniez synteze¢ ksylourydyny (1-(5-D-
ksylofuranozylo)uracylu, 118) (Rysunek 3.5.2.6.). Cho¢ jest to zwigzek dobrze znany

i opisany, moze on stanowi¢ odno$nik w badaniach biologicznych. Otrzymang wcze$niej
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2,3’-anhydrourydyn¢ (106) poddano =zasadowej hydrolizie, co pozwolito uzyskac
z dobrg wydajnoscia ksylourydyne.

3.5.3. Dalsze wykorzystanie pochodnych 1-($-D-ksylofuranozylo)uracylu

Z po$roéd pochodnych 1-(B-D-ksylofuranozylo)uracylu ilo$ciowo najwigcej uzyskano
trytylowanej pochodnej 2’-O-metylowej 304, dlatego postanowiono dla tej pochodnej
sprobowac kolejnych reakcji (Rysunek 3.5.3.1.). W pierwszej kolejnosci poddano ja
mesylowaniu i wyizolowano produkt z dobrg wydajnoscia (89%) (313). Na tak
przygotowanym zwigzku przeprowadzono proby substytucji z azydkiem litu i p-tiokrezolem.
W przypadku reakcji z tiokrezolem uzyskano oczekiwany produkt w sposéb czysty

i ilosciowy (TLC) i wyizolowano go z wydajnoscia 83% (314). W przypadku reakcji 313
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Rysunek 3.5.3.1. Synteza dwdch pochodnych 2’-O-metylourydyny.
z azydkiem litu zaobserwowano powstawanie dwoch produktéw. Jeden z produktéw byt tym
oczekiwanym, czyli 5’-O-trytylo-3’-azydo-2’-O-metylourydyng (315). Nie okreslono
struktury drugiego produktu, cho¢ analiza '"H NMR i *C NMR wykazata, ze nie jest to
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substrat, ani oczekiwany produkt. Przesuni¢cie chemiczne sygnatéw H3’ i C3’ sg podobne do
substratu mesylowego, ale brakuje sygnatéw od grupy CHj; mesylu. Brakuje takze sygnatow
od grupy 2’-O-metylowej oraz od H4’ i C4’. Cze¢s¢ uzyskanej pochodnej 3’-O-mesylowe;j
o konfiguracji ksylozy (313) odblokowano w celu unikni¢cia zawady sterycznej ze strony
duzego  podstawnika  trytylowego,  otrzymujac  1-(3’-O-mesylo-2’-O-metylo-f5-D-
ksylofuranozylo)uracyl (316). Na tak przygotowanym zwigzku rowniez sprobowano
substytucji z azydkiem litu oraz z p-tiokrezolem. W przypadku reakcji z azydkiem litu
uzyskano lepszy wynik pod wzgledem wydajnosci oczekiwanego produktu podstawienia.
Réwniez wyizolowano dwa produkty, z czego jeden posiadat widma NMR analogiczne do
niezidentyfikowanego produktu opisanego wyzej. Drugi okazal si¢ by¢ 3’-azydo-2’-O-
metylourydyng (317) o sygnatach H3” i C3’ wyraznie przesuni¢tych w kierunku nizszych
wartosci, co jest zgodne z dotychczas uzyskiwanymi wartosciami dla pochodnych
azydkowych. Produkt ten, jak i pozostale produkty koncowe, zostal poddany analizie MS,
ktora potwierdzita strukture. W przypadku reakcji 316 z p-tiokrezolem uzyskano oczekiwany
produkt (272) z wydajnoscia 73%.

3.6. Dokowanie molekularne pochodnych 2’,3’-dimodyfikowanych

pochodnych urydyny*

W czesci literaturowej dotyczacej aktywnosci biologicznych nukleozydowych
inhibitor6w odwrotnej transkryptazy (NRTI) stwierdzono, ze aktywno$¢ tych zwigzkow
wzgledem wirusa HIV-1 zalezy w giéwnej mierze od dopasowania oraz sity oddziatywania
ich trifosforan6w z miejscem aktywnym wirusowej odwrotne]j transkryptazy (HIVI-RT).
Z kolei jako gtéwna przyczyne obserwowane] cytotoksycznosci NRTI uznaje si¢ ich
oddzialywanie z mitochondrialng polimerazg y (Pol y), ktéra wbudowuje modyfikowane
nukleozydy do mitochondrialnego DNA, co powoduje przerwanie biosyntezy, zaburzenie
funkcjonowania mitochondrium i wynikajagce z tego choroby. Dlatego postanowiono
przeprowadzi¢ odpowiednie eksperymenty in silico dokowania molekularnego otrzymanych
na drodze syntezy 2’°,3’-dimodyfikowanych pochodnych nukleozydéw zaréwno do HIVI1-RT
oraz Pol vy. Aktywno$¢ NRTI zalezy réwniez od wielu innych czynnikéw:
farmakokinetycznych oraz farmakodynamicznych, jak skuteczna fosforylacja nukleozydu
przez kinazy do aktywnej formy trifosforanu. Jednak w tym opracowaniu skupiono si¢ na

problemie oddziatywania z HIVI-RT oraz Pol y. Mnogo$s¢ kinaz komoérkowych

" Eksperymenty dokowanie molekularnego wykonano z pomoca merytoryczng dr Karola Kamela z IChB PAN.

107



odpowiedzialnych za fosforylacj¢ nukleozydéw, NMP (monofosforany nukleozydowe) oraz
NDP (difosoforany nukleozydowe) utrudnia wybor wtasciwego przedmiotu dokowania, cho¢
pewnie pierwszym wyborem bylyby kinazy urydynowo — cytydynowe 1 oraz 2 (UCKI,
UCK?2), ktérych poziom aktywnosci r6zni si¢ w komérkach zdrowych oraz nowotworowych,
dzieki czemu projektuje sie zwiazki o zwickszonej selektywnosci antynowotworowej.>"!
Dokowania do HIV1-RT wykonano przy pomocy powszechnie stosowanych programdéw
AutoDock 4! oraz AutoDock Vina,> a eksperymenty dokowania do Pol y wykonano przy
pomocy programu AutoDock Vina. Programy te cechujg si¢ podobng doktadnoscig

przewidywan, ale ze wzgledu na rézne funkcje oceniajagce w pewnych sytuacjach lepszy moze

okazac si¢ jeden lub drugi.

Dokowanie molekularne polega na poszukiwaniu optymalnego sposobu wigzania si¢
liganda do makromolekuty, np. w miejscu aktywnym lub allosterycznym enzymu. Zbior
wszystkich mozliwych konfiguracji potozenia atoméw liganda i receptora stanowi przestrzen
konformacyjng charakteryzowang wtasciwg sobie N-wymiarowa powierzchnig energii
potencjalnej w przyjetym polu sitowym. Innymi stowy dokowanie molekularne polega na
poszukiwaniu minimum globalnego na w/w powierzchni energii potencjalnej
z uwzglednieniem efektu entropii (korzystniejsza moze byc¢ ,,studnia” plytsza, ale szersza).
Obliczeniowe rozwigzanie tego problemu wymaga algorytmu przeszukiwania
wielowymiarowej przestrzeni konformacyjnej oraz funkcji oceniajacej (ang. scoring

function).

Wielkos¢ przestrzeni konformacyjnej rosnie wyktadniczo wraz z liczbg wymiaréw
(liczbg stopni swobody liganda 1 receptora), dlatego dla zmniejszenia Kkosztow
obliczeniowych cze¢sto stosuje si¢ sztywny w czesci lub catosci model receptora i/lub sztywny
model liganda. Np. dokowanie poétgictkie polega na tym, ze konformacja receptora jest
niezmienna, natomiast czgsteczka liganda podlega translacjom, rotacjom oraz zmianom
konformacyjnym. Innym sposobem obnizenia kosztow poszukiwania jest stosowanie
algorytméw heurystycznych (przyblizonych) lub stochastycznych (losowych), poniewaz koszt
systematycznego i wyczerpujacego przeszukania jest zwykle bardzo duzy. Algorytmy te
proponuja przyblizone rozwiazanie problemu, ktore nie musi by¢ rozwigzaniem optymalnym.
Przyktadowe algorytmy przeszukiwania to: symulowane wyzarzanie typu Metropolis (SA),
genetyczny (GA), przeszukiwania lokalnego Solis & Wets (LS), hybrydowy algorytm
genetyczny Lamarcka (LGA).
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Fukcje oceniajagce konstruowane sg w rézny sposob. Czestym podejsciem jest
rozwigzanie hybrydowe, na ktore sktadaja si¢ czlony pola sitowego mechaniki molekularnej,
jak 1 czlony empiryczne (uzyskiwane poprzez dopasowanie parametrOw do danych
uzyskanych z badan eksperymentalnych). Funkcja oceniajagca powinna mozliwie dokladanie
okresla¢ energi¢ swobodng Gibbsa (entalpi¢ swobodng) tworzenia kompleksu ligand —
receptor. Energia swobodna Gibbsa =zalezy od stalej réwnowagi dwoch —standéw

termodynamicznych:

AG = —RTInK (1)

Funkcja energii swobodnej oddziatywania powinna uwzglednia¢ nastgpujace stany
uktadu termodynamicznego (L — ligand, P — biatko, V — energia potencjalna, AS — zmiana

entropii):
AG = Vi, = Vikiony + Vi = Viiopy + VEE = VI, + A4S (2)
Co w przypadku dokowania z uzyciem sztywnego receptora upraszacza si¢ do rOwnania:
AG = Vi, = Viienw + Viw = Viiezw + A4S (3)

W wielu programach np. w AutoDock funkcje okreslajace energi¢ swobodng tacza
cztony z pola sifowego mechaniki molekularnej z parametrami empirycznymi tworzac

wyrazenia jak nastepujace:
AG = AGVDW + Awa + AGel + AGdesolw + AGentr (4’)

gdzie:

« AGypw - fizyczne wyrazenie na potencjal Lenarda-Jonesa;

« AGyy - fizyczne wyrazenie na potencjal tworzenia ukierunkowanych wigzan
wodoworwych;

« AGg - fizyczne wyrazenie na potencjat Coulomba;

o AGyesolw - €mpiryczne wyrazenie na potencjat desolwatacji;

AGqy - empiryczne wyrazenie na zmian¢ entropii tworzenia kompleksu ligand -

receptor

Metodyka stosowana w dokowaniu molekularnym to kompromis mi¢dzy doktadnos$cia

a kosztem obliczeniowym. Pozwala w stosunkowo krotkim czasie wyznaczy¢
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prawdopodobne sposoby oddziatywania liganda z receptorem, jednak sg one obarczone
btedem wynikajacym zardwno z przyjetych uproszczen (usztywnienie receptora),
Algorytméw probkujacych przestrzen konformacyjng i pozycyjng (translacyjng) w sposob

losowy oraz ograniczonej doktadnos$ci funkcji oceniajacych.

Przed opisaniem wynikow eksperymentow dokowania molekularnego nalezy pokrétce
opisa¢ molekularne cele dokowania, czyli odwrotng transkryptaz¢ wirusa HIV-1 (HIV1-RT)
oraz mitochondrialng polimeraz¢ y (Pol y). HIVI-RT jest heterodimerem zbudowanym
z dwoch podjednostek p66 i p51.17%! Posiada dwie aktywnosci enzymatyczne niezbedne do
kopiowania jednoniciowego RNA wirionu na dwuniciowe DNA: aktywno$¢ polimerazy oraz
aktywnos¢ RNazy H. Wigksza podjednostka p66 posiada miejsca aktywne obu tych funkcji.
Mniejsza podjednostka posiada funkcje strukturalng. Domena aktywno$ci polimerazowe;j
sktada si¢ z kilku wyréznionych elementow: palcéw (1-85 aa), dtoni (118-155 aa), kciuka
(237-318 aa) 1 tacznika (319-426 aa) (Rysunek 3.6.1.). Szczeling wigzania kwasu

p66 7

iejsce aktywnodeiy
polimerazy e

Rysunek 3.6.1. Struktura odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1. Zrédto: Sarafianos, S.G.; Marchand, B. 2009
nukleinowego budujg zaréwno palce, dion, kciuk, tacznik jak i domena aktywnosci RNazy H
podjednostki p66. Podjednostka p51 tworzy spdd szczeliny wigzania kwasu nukleinowego.
Struktura enzymu pozwala na to, zeby kwas nukleinowy znajdowat si¢ jednoczesnie w obu
obszarach aktywnosci enzymu, a odlegtos¢ miedzy nimi wynosi 17-18 pz (par zasad). We

wlasciwym usytuowaniu kwasu nukleinowego biorg udzial rowniez inne elementy jak helisy
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aoH, al, czy spinki B12-B13, ktére pomagaja usytuowaé grupe 3’OH konca nici primerowe;j
w miejscu aktywnym polimerazy. Miejsce to jest zbudowane m. in. z trzech karboksylowych
reszt aminokwasowych Aspl110 (D110), Asp185 i Asp186, ktore wigza dwuwalencyjne jony

metalu pelnigcego funkcje kofaktora. Procz nich, miejsce aktywne jest zbudowane

Miejsce P

D18>

R72
K65

AZT-TP,
Miejsce N

= oddzialywanie elektrostatyczne
wigzanie wodorowe

Rysunek 3.6.2. Miejsce aktywnowosci polimerazowej odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1. A/B) Proteina-aptamer-
ligand AZT-TP; C) Proteina-aptamer; D) reprezentacja powierzchniowa: zielony-proteina, granatowy-aptamer.
Struktura RCSB PDB 5142.12¢! Opracowanie wtasne.
z konserwatywnych reszt aminokwasowych Arg72 (R72) oraz Lys65 (K65), ktére pomagaja
w wigzaniu reszt B- 1 7y-fosforanowych trifosforanu, Tyrl115 (Y115), ktéra pomaga
w wigzaniu cze¢sSci cukrowe] nukleotydu i jest uznawana za czynnik dyskryminujacy
sterycznie rybonukleozydy wzgledem 2’-deoksyrybnukleozydéw oraz Glnl51 (Q151), ktéra

oddziatuje bezposrednio z grupa 3’ OH trifosforanu nukleotydu (Rysunek 3.6.2.).
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Mitochondrialna polimeraza y zbudowana jest z podjednostki Pol YA oraz dimeryczne;j

podjednostki Pol yB sktadajacej si¢ monomeru proksymalnego (blizszego) oraz dystalnego

PolyB

Pol yA monomer

|  proksymalny

miejsce aktywnosci
polimerazowej

Pol yA

monomer Pol yB
proksymalny

monomer Pol yB
dystalny

Rysunek 3.6.4. Struktura Pol y. Struktura RCSB PDB azTy. ¥ Opracowanie wtasne.

112

monomer
dystalny



(dalszego) (Rysunek 3.6.3., Rysunek 3.6.4.). Pol y posiada zaréwno funkcje replikacyjng jak
1 naprawczg. Podjednostka yA posiada wszystkie miejsca aktywne odpowiadajace za
aktywno$¢ polimerazowa (domena pol), egzonukleazowa (domena exo) oraz liazowa.
Podjednostka yB cho¢ sama nie posiada zadnych aktywnoS$ci, pelni istotng role poprzez
allosteryczna stymulacje aktywnosci domen pol i exo.*****! Podjednostka yA posiada czesto

spotykang dla polimeraz budowe¢ “prawej dloni” z wyrdéznionymi subdomenami

= oddzialywanie elektrostatyczne
wigzanie wodorowe

Rysunek 3.6.5. Miejsce aktywnowosci polimerazowej Pol ¥. A/B) Proteina-DNA-ligand; C) Proteina-DNA; D)
reprezentacja powierzchniowa. Struktura RCSB PDB azTy. > Opracowanie wtasne.

odpowiadajagcymi palcom, dioni i kciuka w obrgbie domeny pol, ktére wigzg matrycowa nic¢
DNA, substrat nukleotydowy 1 katalizujg tworzenie wigzania fosfodiestrowego. Migdzy
domenami pol i exo znajduje si¢ domena spacer zbudowana z dwdch subdomen IP (ang.

intrinsic processivity) i AID (ang. accessory interacting determinant).
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W miejscu aktywnym nalezy wyrézni¢ kilka kluczowych reszt aminokwasowych
(Rysunek 3.6.5.): Asp890 (D890), Aspl135, ktére wigzag dwa dwuwalencyjne jony metalu
bioragce udzial w wigzaniu reszt fosforanowych trifosforanu oraz w katalizie tworzenia
wigzania fosfodiestrowego; Arg943 (R943) i Lys947 (K947) stabilizujace reszty fosforanowe
trifosforanu; Tyr951 (Y951) odpowiadajaca za selektywno$¢ substratowa wzgledem rNMP
1 ANMP; Arg853 (R853), ktéra moze oddzialywa¢ z atomem tlenu pier§cienia cukrowego;
a takze Glu895 (E895). Réznica wzgledem miejsca aktywnego HIVI1-RT polega migdzy
innymi na zamianie Arg72 (HIV1-RT) na Glu895 (Pol y), co wprowadza
w tym potozeniu przeciwny tadunek, a takze na polozeniu reszty tyrozynowej

(Tyr951/Tyr115).

Z bazy RCSB PDB!* pobrano plik struktury krystalograficznej kompleksu odwrotnej
transkryptazy wirusa HIV-1, aptameru DNA, jonu wapnia oraz AZT-TP (trifosforan AZT)
o symbolu PDB 5142,%*®! ktéra jest réwnie uzyteczna do tego celu jak struktura PDB 3V41%7)
(RT-DNA—-AZT-TP) oraz plik struktury krystalograficznej kompleksu Pol y, aptameru DNA,
dwoch jondéw magnezu oraz trifosforanu 2'-3'-dideoksycytydyny (ddC-TP) o symbolu
4ZTU.* Przy uzyciu programéw AutoDock Tools oraz UCSF Chimera przygotowano
receptory zgodnie z ogdlnie przyjeta metodyka (usunieto czasteczki wody, dodano brakujace
wodory, uzupetniono braki tancuchéw bocznych aminokwaséw, wykonano kilka krokéw
optymalizacyjnych w polu sitowym AMBER). Nastepnie w programie UCSF Chimera z obu
komplekséw wycieto ligand z miejsca wigzania i w programie MOPAC metoda PM7
obliczono efektywny tadunek jondéw metali otoczonych resztami aminokwasowymi
w miejscach aktywnych enzyméw. Przed wykonaniem dokowan do Pol y nalezato wczes$niej
przebudowa¢ zasade azotowa ostatniego nukleotydu aptameru DNA w nici wiodacej
z guaniny na adenin¢ ze wzgledu na fakt, ze dokowaniu poddane beda pochodne urydyny
a nie cytydyny.

Tak przygotowane receptory poddano eksperymentom dokowania z AZT-TP. Miejsce
wigzania ligandow obu enzymoOw jest znane, co pozwolito precyzyjnie ustali¢ i zawezié
przestrzen poszukiwan. W programie AutoDock 4 wybrano wariant dokowania potgigtkiego
z sztywnym receptorem 1 ruchomym, elastycznym ligandem. Z mozliwych algorytméw
wybrano genetyczny algorytm Lamarcka (LGA) 1 ustawiono parametry poszukiwania (50
préb w wariancie ,,long”, 25 mln ewaluacji, 100 tys. generacji). Tak ustalone warunki
pozwalajg na wyczerpujace przeszukanie zadanej przestrzeni. Otrzymano 50 modéw wigzania

ligandu w miejscu N HIV1-RT, ktoére zostaty potaczone w klastry i wytypowano najlepsza
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strukturg. Struktura ta cechowata si¢ najwickszg reprezentacja, jedng z najwigkszych energii
wigzania 1 pokrywata si¢ dos¢ dobrze ze wspdlrzednymi oryginalnego ligandu
w zdeponowanej strukturze, procz reszt fosforanowych. RMSD dla catej struktury ligandu
wyniost 1,817 A (32 atomy). Przy uwzglednieniu tylko atoméw C i N, co odpowiada
szkieletom nukleozydowym, RMSD wyniosto 0,293 A (15 atoméw). RMSD (root-mean-
square deviation) jest miarg okreslajacg $rednig odlegto$¢ miedzy atomami dwodch struktur

(Rysunek 3.6.6.).

M - AZT-TP kryst. A B - ddC-TP kryst. B
- AZT-TP Vina, RMSD = 0,276 A - AZT-TP Vina, RMSD = 1,889%
B - AZT-TP AD4, RMSD = 1,817 A

Rysunek 3.6.6. Poprawnos$¢ dokowania AZT-TP do HIV1-RT oraz Pol y. * RMSD obliczone tylko dla wspdlnych
atomow.

Do obliczen w programie AutoDock Vina wykorzystano te same wspdtrzedne
przestrzeni poszukiwania miejsca aktywnego dla HIV1-RT. W przypadku Pol y skorzystano
z programu AutoDock Tools w celu okreslenia wspotrzednych przestrzeni wigzania ligandu,
ktére réwniez jest znane dzigki zdeponowanej w bazie PDB strukturze. Tak okre$lone
wspotrzedne zaimplementowano do programu AutoDock Vina. W tym programie algorytm
poszukiwania jak i funkcja oceniajgca jest domys$lna. Uzytkownik moze wybra¢ doktadnosé¢
funkcji oceniajacej oraz liczbg otrzymanych sposobdw wigzania (modow) przez okreslenie
parametrow ,.exhaustiveness” i ,,num_modes arg”. W przeprowadzonych eksperymentach
ustalono odpowiednio wartosci 30 oraz 20. Eksperyment powtdrzono pigciokrotnie w celu
zapewnienia bardziej wyczerpujacego przeszukania przestrzeni, poniewaz program zaczyna
poszukiwania w wybranym losowo punkcie. W tym przypadku dla HIV1I-RT program
wytypowat struktur¢ prawie catkowicie zgodng pod wzgledem geometrii i usytuowania
z oryginalnym ligandem facznie z resztami fosforanowymi. RMSD dla catej struktury
wyniosto 0,276 A (32 atomy). W przypadku dokowania AZT-TP do Pol y réwniez uzyskano

dobry mod wigzania, a RMSD policzone dla atoméw wspdlnych wyniosto 1,889 A
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(26 atomdw), a po ograniczeniu do wspdlnych atoméw C i N RMSD wyniosto 0,409 A
(11 atoméw). Obliczenie parametru RMSD wymaga tozsamej numeracji atomOw, co czesto
sprowadza si¢ do recznego numerowania, dlatego w dalszej czgsci pracy podawane beda
jedynie wartosci RMSD obliczone dla 12 szkieletowych par atoméw z uwzglednieniem atomu
P,, ktorego potozenie wydaje si¢ istotne w kontek$cie powstawania nowego wigzania
fosfodiestrowego. Zwykle wartosci RMSD > 4 A s3 uznawane jako brak dopasowania i s3
traktowane jako rOwnie zte, jednak w przypadku matych czgsteczek granice t¢ trzeba
postawi¢ nizej, zwlaszcza jezeli uwzglednia si¢ tylko 12 szkieletowych par atoméw

z atomem P,. Dlatego postanowiono w ocenie moddéw wigzania przyjac¢ graniczng warto$¢

2A.

Po udanej weryfikacji poprawnosci dokowania przystapiono do eksperymentow
z strukturami otrzymanych pochodnych 2’,3’-dimodyfikowanych nukleozydéw. W pierwszej
kolejnosci w programie HyperChem 8 narysowano i zoptymalizowano w polu sitowym
AMBER struktury trifosforanéw wszystkich zwigzkéw. Przeprowadzono dla nich analizg
konformacyjng i zapisano struktur¢ konformeru o najnizszej energii. Wybor konformeru
0 najnizszej energii nie musi mie¢ znaczenia, poniewaz w przeprowadzonych eksperymentach
wybrano tryb z elastycznym ligandem, ktoéry pozwala programom na swobodne rotowanie
wigzan i zmian¢ konformacji rowniez wzgledem kata torsyjnego x wigzania glikozydowego
z odwréceniem konformacji z syn na anti. Dokowania do HIV1-RT oraz Pol y wykonano

zgodnie z opisana wczesniej metodyka. Wyniki dokowan przedstawiono w Tabeli 3.6.1.

Wyniki te stanowia jedynie podpowiedz w ocenie ewentualnej aktywnosSci przeciw
wirusowi HIV-1 oraz w ocenie toksyczno$ci mitochondrialnej. Obliczone wartosci energii
Gibbsa nie sg warto$ciami rzeczywistymi, a jedynie ilustracja wyniku, ktéry mozna
poréwnywac z wynikami otrzymanymi tg samg metoda w tym samym programie. Wigksze
znaczenie od otrzymanej wartosci liczbowej ma ocena jakosci dopasowania, ilo§¢ wigzan
wodorowych, ocena oddzialywan miedzyczasteczkowych. W zadaniu tym pomocny jest
program UCSF Chimera. Analiza wynikow w programie Chimera pokazuje, ze w miejscu
wigzania ligandu enzyméw HIV1-RT oraz Pol y jest niewiele przestrzeni na wprowadzanie
modyfikacji w pozycjach 2’ i1 3’. Jesli przyja¢ za idealny mod wigzania trifosforanu
zalcytabiny, AZT lub 2’,3’-dideoksydidehydrourydyny, to nawet niewielkie zmiany powoduja
odksztalcenia, wysuwanie si¢ ligandu z miejsca wigzania az do utraty mozliwos$ci tworzenia
wigzan wodorowych z komplementarng zasadg. Moze to oznaczaé, ze w badanej grupie

pochodnych 2’°,3’-dimodyfikowanych pochodnych urydyny moment utraty aktywnosci
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zarowno wzgledem HIV1-RT oraz Pol y moze nastgpi¢ do$¢ szybko. Jednak nalezy pamigtac,
ze tylko eksperyment in vitro lub in vivo kategorycznie rozstrzygna te kwestig,
a eksperymenty in silico stanowig jedynie pomoc w racjonalnym projektowaniu nowych
zwigzkéw. Mozna przypomnie¢ w tym miejscu opisany wczesniej zwigzek 58 (pochodna
tymidyny posiadajaca w pozycji 3’ triazol podstawiony naftalenem), ktoéry posiada wyjatkowa

aktywnos¢ wzgledem wirusa HIV-1, chociaz posiada bardzo duzy podstawnik.

Energia . Energia
. ; Energia . :
. wigzania do . : wigzania do
Numer Konformacja HIV-RT wigzania do Poly
Struktura trifosforanu wyj$ciowa HIV-RT
nukleozydu . (AGJkcal/mol]) (AGl[kcal/mol])
trifosforanu (AGlkcal/mol])
Auto Dock Auto Dock
. Auto Dock 4 .
Vina Vina
1 e fkfo C3"-endo(N) -10,1 21,22 -6,8
b anti ’ ’ ’
S (o}
N3
TPO = \=0 s
118 \\Q’”QH C3"-endo(N) 8.9 18,65 82
[ anti
no'  on ©
94
- TPOW”“ C2’-endo(S) brak brak brak
T © anti dopasowania dopasowania dopasowania
ol
— \_—=0
o . , -17,8 -8,7
286 TPO/\Q/ J . <2 -zrrllgo(S) -8,5 dopasowanie dopasowanie
HSC"/O ° watpliwe watpliwe
TPO =\ -0 , -17,9
287 L@’N NH (2’-endo(S) brak dopasowanie -1,7
[ W/ anti dopasowania . ’
N, © watpliwe
O N
TPQ . Y o )
588 \\Q,N B C2’-endo(S) brak brak brak
@CH syn dopasowania dopasowania dopasowania
(S 3
OY N .
ol T C2’-endo(S) brak brak )
289 TPO/\Q’ J syn dopasowania dopasowania 87
'oyn
—0
290 TPO/\Q/NJ C2’-endo(S) brak 183 87
. syn dopasowania ’ ’
[\
TPO =N\ =0
2091 L@,N o koperta 9.1 18,7 9.4
_ | ant1
0
o .
ol ]| C2-endo(s) ] ] ]
292 TPO/\Q/ = syn 8,8 16,3 8,9
“NHyp
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0. H
TPO TN)%O
0. s
307 \\Q’N = C3'-endo(N) 8,7 19,0 7.1
syn
HO o
H3C/
o. H
TPQ YN 0
o _n C3’-endo(N) ) brak i
308 Lp/ \j syn 95 dopasowania 8,3
HO' N
TPO OYH —0
309 O N C3’-endo(N) brak brak brak
/@/CH syn dopasowania dopasowania dopasowania
HO s s
TPO Wo
O
N C2’-endo(S) brak brak S8
311 4 . . . dopasowanie
Ho N anti dopasowania dopasowania .
Q\N watpliwe
TPO ==\_-0
o N//\]/ C2’-endo(S)
NH - - -
312 \\p’ CT ot 8,6 16,4 8,5
HO NH,
TPO = (0]
L@’NK\N/? C3’-endo(N) brak brak
317 D . . : 6,2
& o © anti dopasowania dopasowania
¢ 7
HaC

Tabela 3.6.1.1. Uzyskane wyniki dokowania molekularnego 2’,3’-dimodyfikowanych urydyny.

Oceng jako$ci wigzania przeprowadzono na podstawie liczby wigzan wodorowych,

odlegtosci miedzy atomem P, a grupg OH 3’ konca nici primerowej, podobienstwa do

utozenia ligandu w strukturze krystalicznej oraz mozliwos$cig utworzenia wigzan wodorowych

z komplementarng zasadg. Dodatkowym czynnikiem jest obliczona energia wigzania, ktéra

zgodnie z definicja powinna okresla¢ rowniez odziatywania van der Waalsa, oddziatywania

elektrostatyczne i1 hydrofobowe. Cho¢ weryfikacje doktadnosci dokowania lepiej przeszedt

program AutoDock Vina, jednak w trakcie dokowania badanych ligandéw program

AutoDock 4 réwniez podawat ciekawe mody wigzania. W niektdérych sytuacjach nawet lepsze

od programu Vina. Ilustracje uzyskanych modéw wigzania wszystkich ligandéw mozna

znalez¢ w zalgczniku nr. 1. Jako ze badanych ligandow jest 15, enzyméw dwa, a w przypadku

HIVI1-RT uzyto dwoch programoéw, otrzymano bardzo wiele modow wigzania. Dlatego

postanowiono przedstawi¢ jedynie podsumowanie poczynionych obserwacji:

* odlegtos¢ migedzy atomem P, a grupa OH 3’ konca nici primerowej (Dpy30n) dla

krystalicznej struktury wigzania AZT-TP w HIV1-RT wyniosta 3,844 A, a dla ddC-TP

w Pol y wyniosta 3,438 A. Mozna przyja¢ pewien margines akceptowalnego odchylenia

tej wartoéci, jednak wedle intuicji autora, nie powinien on przekraczaé 0,5 A.
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* Obecnos¢ podstawnika tiotolilowego w kazdym przypadku oznaczala zupelny brak
dopasowania.

* Obecno$¢ podstawnika triazolowego w przypadku modu wigzania trifosforanu 290

\

&

¥‘/’

M - ddC-TP
- 290-TP Vina, RMSD = 1,402 A

Sl 20 TP A4
y VA

2

W - AZT-TP

- 290-TP Vina HIVI-RT \ b e
M - 290-TP AD4, [ . .
wigzanie wodorowe

RMSD = 1,433 A
Rysunek 3.6.7. Dokowanie trifosforanu 290 do Pol y oraz HIV1-RT.
obliczonego w Vinie dla Pol y nie zakldcita wigzania i ligand wydaje si¢ by¢ dobrze
dopasowany, pojawito si¢ dodatkowe wigzanie wodorowe (ww) z Asnl098 (N1098),
Dpg.30on Wwyniosto 3,965 A, a RMSD policzone dla 12 par wspoélnych atoméw
szkieletowych i P, wyniosto 1,402 A. Reszty fosforanowe sg dobrze stabilizowane przez
szereg oddzialywan wodorowych i elektrostatycznych, jednak brakuje silnego wigzania
wodorowego pomigdzy grupa NH uracylu i atomem N1 adeniny (Rysunek 3.6.7.).
Odlegto$¢ miedzy tymi atomami (3.195 A) oraz kat (113°) klasyfikuja takie wigzanie do
wigzan stabych.*® W przypadku dokowania do HIVI-RT Vina nie wskazata modu,
ktéry mozna by uzna¢ za poprawny — ,,najlepszy” mod posiadat konformacje¢ syn, ktéra
uniemozliwia stworzenie ww z komplementarng zasada, a Dpy.3:0n Wyniosta 5,734 A, co
raczej uniemozliwia powstanie nowego wigzania fosfodiestrowego. Jednak ADA4

wytypowat strukturg, ktéra moze by¢ uznana za poprawng: Dpy.30g = 3,374 A, dobra
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stabilizacja reszt fosforanowych, dobre ww z komplementarng zasada, dodatkowe ww
migdzy N2” triazolu a grupg OH reszty Tyrl15, ktéra zamiast dyskryminowac analog
posiadajacy podstawnik w pozycji 2’°, stabilizuje wigzanie ligandu, RMSD dla 12 par
wspolnych atoméw wyniosto 1,433 A. W przypadku pochodnej ksylofuranozylowe;
z podstawnikiem triazolowym 311-TP nie znaleziono modu wigzania do HIV1-RT,
ktéry by spetniat przyjete kryteria - Dpg.30n < 4,344 A, RMSD (12 par atoméw) < 2 A,
konformacja anti. Jednak Vina znalazta mod wigzania do Pol vy, ktérego nie mozna
zupelnie odrzuci¢, poniewaz Dpy3og = 4,372 A, istnieje mozliwo$¢ stabych ww
z komplementarng zasada, a RMSD (12 par atoméw) wyniosto 1,432 A. Energia
wigzania ligandu wyniosta jednak zaledwie 5,8 kcal/mol.

Dla trifosforanu 291, zgodnie z oczekiwaniem, otrzymano bardzo korzystne mody
wigzania do obu enzyméw (Vina), poniewaz zwigzek nie posiada zadnych
podstawnikéw w pozycjach 2’ 1 3’. AD4 jednak nie do$¢ dobrze dopasowat reszty

fosforanowe.

M - AZT-TP é M - ddC-TP

- 289-TP Vina A - 289-TP Vina, RMSD = 1,396 A B
I - 289-TP AD4,

Rysunek 3.6.8. Natozenie modéw wiazania trifosforanu 289 do HIV1-RT (A) oraz Pol y (B).

Wprowadzenie w pozycji 2’ podstawnika jodkowego w serii 3’-deoksy (289-TP)
powoduje brak dopasowania w miejscu N enzymu HIV1-RT (Vina, AD4), jednak
w przypadku Pol y dopasowanie jest dostatecznie dobre. Wynik ten moze sugerowac, ze
tolerancja substratowa Pol y wzgledem pochodnych 2’-podstawionych jest wicksza od
HIV1-RT, co nie jest korzystne (Rysunek 3.6.8.)

Wprowadzenie w pozycji 2’ grupy azydkowej w serii 3’-deoksy (287-TP) dato wynik
podobny do 289-TP. Dopasowanie do Pol y jest dobre pod wzgledem przyjetych
kryteriow, jednak w przypadku HIV1-RT jedynie AD4 znalazt mod, ktéry posiada
pewne korzystne cechy jak obecno$¢ stabych ww z komplementarng zasadg, RMSD =

1,368 A, jednak Dpg.30n = 4,604 A, co wykracza poza przyjeta miare. W serii ksylo
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(308-TP) wynik jest troche¢ inny — dobry mod wigzania do Pol vy, oraz dostatecznie
korzystny mod wigzania (AD4) do HIV1-RT: Dpy.3.0n = 3,409 A, RMSD = 1,373 A, ww
z komplementarng zasada o $redniej energii, dodatkowe ww grupy 3’OH nukleotydu
z Arg72 i ww grupy azydkowej z Tyr115 i z GIn151, co dodatkowo stabilizuje wigzanie
ligandu. Jakkolwiek wida¢ przekrzywienie tego ligandu wzgledem AZT-TP, jednak

suma dodatkowych korzystnych oddzialywan moze to rekompensowa¢ (Rysunek 3.6.9.).

W -AZT-TP
- 308-TP Vina

B - 308-TP AD4,
RMSD = 1,373 A

Rysunek 3.6.9. Dokowanie trifosforanu 308 do HIV1-RT. GIn151 ukryto dla czytelnosci obrazu.

Kolejnym zbadanym podstawnikiem w pozycji 2’ byta grupa aminowa. Grupa aminowa
jest duzo mniejszym podstawnikiem, dlatego mody wigzania 292-TP dla obu enzyméw
sg bardzo dobre, cho¢ mozna zwréci¢ uwage, ze w przypadku HIV1-RT AD4 znalazi
mod lepszy od AD Vina. Wazng cechg tego modu wigzania jest nowe silne ww grupy
aminowej i GIn151, przy niewielkim zaburzeniu ww z komplementarng zasada. Zwigzek
ten wydaje si¢ dobrym kandydatem do posiadania aktywnosci przeciw wirusowi HIV-1.
Dokowanie 312-TP réwniez dalo dobre mody wigzania do obu enzymdw, cho¢ w tym
przypadku to AD Vina zaproponowat lepszy pod wzglegdem Dpy 30y mod wigzania do
HIV1-RT. Jednak nalezy zauwazy¢, ze ww grupy aminowej z Tyr115 i GInl51, ktére
mozna zaobserwowac, ze wzgledu na katy oddziatywan oraz dlugos¢, naleza do stabych
wigzan.

Ostatnim zbadanym podstawnikiem byta grupa 2°-O-metylowa. W serii 3’-deoksy (286-
TP) dopasowanie ligandu do HIVI-RT mozna oceni¢ jako gorsze od pochodnej
aminowej, ale lepsze od pochodnej azydkowej. AD Vina nie znalazt dobrego modu,
jednak AD4 zaproponowal mod, ktéry speilnia wszystkie przyjete kryteria, procz
Dpo.3on, ktore wyniosto 4,389 A. Wartoé¢ ta wykracza poza przyjety margines
odchylenia o 0,045 A, co przy arbitralno$ci przyjetego marginesu nie stanowi wiekszej

r6znicy. W przypadku Pol y 286-TP sposéb wigzania ligandu nie jest dobry ze wzgledu
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na utrudnione tworzenie ww z komplementarng zasada, jednak pozostate kryteria zostaly
spetnione. W serii ksylofuranozylowej (307-TP) zar6wno sposob wigzania do HIVI-RT
jak i Pol y spelnia przyjete kryteria. Jednak zgodnie z warto§ciami RMSD modéw
wigzania ligandow w miejscu N HIVI-RT policzonymi wzglegdem atomdéw pierscienia
cukrowego oraz pierscienia uracylowego (11 par atoméw), mozna stwierdzié, ze
przesuni¢cie nukleotydu w miejscu wigzania enzymow jest wigksze niz w przypadku
pochodnych aminowych, ale jest mniejsze od przesuni¢¢ pochodnych azydkowych:
RMSD(292-TP) = 0,428 A, RMSD(312-TP) = 0,930 A, RMSD(286-TP) = 1,100 A,
RMSD(307-TP) = 1,128 A, RMSD(287-TP) = 1,323 A, RMSD(308-TP) = 1,423 A.
Czy moze to mie¢ wyraz w kolejnosci szeregu zgodnie z aktywnoscig biologiczng?
Niekoniecznie, poniewaz w przypadku pochodnych azydkowych oraz aminowych
dochodzg dodatkowe wigzania wodorowe, ktére stabilizujg uktad. Mozna zaryzykowac
jednak stwierdzenie, ze przesuni¢cie ligandu w miejscu wigzania, czgSciowe obrdcenie
wzgledem osi x, y lub z moze powodowa¢ ostabienie sity wigzan wodorowych
z komplementarng zasada az do catkowitego ich zerwania, co niewatpliwie ma efekt
negatywny.

Najprostszy z badanych ligandéw, czyli trifosforan 118 (ksylourydyna) wykazat dos¢
dobry sposdb wiazania do Pol y — spetnia kryteria, cho¢ dopasowanie (RMSD = 1,167 A,
12 par atoméw) jest mniejsze od pochodnej 2’,3’-dideoksydidehydro (291-TP) a takze
od pochodnej aminowej (312-TP, RMSD = 0,791 A, 12 par atoméw). W przypadku
HIV1-RT programy miaty trudnos¢ w dopasowaniu reszt fosforanowych, tak ze zadne

z uzyskanych moddéw nie spetniato kryteriéw.

Podsumowujac, mozna zauwazy¢ ze wzrost wielkosci podstawnika w pozycji 2’

wedtug prostej miary jaka jest jego objeto$¢ najczgsciej zwigksza przesunigcie ligandu

wzgledem struktury wzorcowej, jednak nie musi mie¢ to jednoznacznego efektu w obnizeniu

aktywnosci ze wzgledu na powstawanie nowych wigzan wodorowych podstawnikow

posiadajacych akceptory oraz donory wigzan wodorowych. Jakkolwiek w miejscach wigzania

ligandéw obu enzymdw sg obecne reszty aminokwasowe majace za zadanie dyskryminowac

sterycznie ligandy bedace pochodnymi rybozy, jednak mozna zauwazy¢ pewng zwigkszong

tolerancj¢ Pol y wzgledem badanych nukleozydéw oraz tworzenie nowych wigzan

wodorowych w obu enzymach przez reszty Tyrl15/Tyr951, Gln151 HIVI1-RT oraz Arg853

i Glu895 Pol y z grupami w pozycji 2°. Niektore ligandy posiadalty dobre mody wigzania do

enzymOw pomimo obecnych podstawnikéw, dlatego uzyskane wyniki potwierdzaja
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racjonalno$¢ przeprowadzonych syntez serii 2’,3’-dimodyfikowanych pochodnych urydyny
oraz postawionego w ich kontekscie problemu badawczego. Przeprowadzone analizy sugeruja
rowniez zasadnos¢ poszerzenia w przysziosci badan biologicznych oraz eksperymentow
dokowania molekularnego o wirusy (np. HCV) posiadajace polimeraz¢ RNA zalezng od RNA
(RdRp), ktéra powinna mie¢ wigkszg tolerancj¢ substratowg dla pochodnych

rybonukleozydéw posiadajacych modyfikacje w pozycjach 2’ 1 3°.
3.7.Badania biologiczne

Tak jak przedstawiono wczesniej, mozna si¢ spodziewaé, ze w serii nukleozydow
dimodyfikowanych w ukladzie cis-diolowym, posiadajacych rdzne, coraz wigksze
podstawniki w pozycji 2’ zaobserwuje si¢ moment, w ktorym wielko$¢, lub charakter
fizykochemiczny podstawnika spowoduje spadek cytotoksyczno$ci oraz spadek aktywnoS$ci
antypatogenowej. Jako ze jedna i druga cecha dotycza réznych enzyméw i innych
mechanizméw molekularnych, mozliwe jest, ze zmiana jednej (ICsp) nie bgdzie oznaczata
zmiany drugiej (CCsp). Zalozenie to wynika z faktu, ze specyfika substratowa enzymow
komérkowych biorgcych udzial w biosyntezie materialu genetycznego jest wezsza,
a mechanizmy naprawy ludzkiego DNA skuteczniejsze niz w przypadku bardziej
prymitywnych enzyméw patogenéw. Aby uzyska¢ pelng odpowiedZ na postawione pytanie
w kontekscie aktywno$ci przeciw wirusowi HIV-1, nalezy przeprowadzi¢ badania
biologiczne uzyskanych dwodch serii 2°,3’-dimodyfikowanych nukleozydéw pod katem
cytotoksyczno$ci oraz aktywnosci. Do tej pory udato si¢ uzyska¢ jedynie cze$¢ wynikow
badan cytotoksycznosci in vitro.” Wynikéw badan aktywnosci in vitro przeciw wirusowi

HIV-17 jeszcze nie otrzymano.

W przypadku komérek nowotworowych réznica w aktywnosci 1 specyficznosci
enzymow wzgledem enzyméw zdrowych komorek jest zdecydowanie mniejsza. Réznica
w tolerancji obecnos$ci modyfikowanych nukleozydéw w tym przypadku jest duzo mniejsza
1 moze polega¢ na zmianach w procesach naprawczych czy szybkos$ci proliferacji. Jednak
warto przebada¢ otrzymane zwigzki rowniez w tym kierunku, korzystajac z mozliwosci jakie
oferuje Instytut Chemii Bioorganicznej PAN. Dlatego przeprowadzono testy biologiczne na

aktywnos$¢ przeciw trzem typom nowotwordéw: watroby w linii komérkowej HepG2, piersi

" Badania cytotoksycznosci oraz aktywnosci przeciwnowotworowych przeprowadzit D. Wawrzyniak z zespotu
prof. J. Barciszewskiego z IChB PAN w Poznaniu.

" Badania aktywnosci przeciw wirusowi HIV sg realizowane przy wspotpracy z zespotem

prof. Z. Chilmonczyka z NIL w Warszawie.
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w  linii  komérkowej T-47D  oraz  przeciw  glejakowi  wielopostaciowemu
w linii komoérkowej A-172 za pomocg testu MTT. Cytotoksycznos¢ dla zdrowych komoérek
okreslono na linii komérkowej MRC-5 ludzkich fibroblastow. Test MTT opiera si¢ na
pomiarze aktywnos$ci redukcyjnej dehydrogenazy mitochondrialnej wzgledem zottej soli
tetrazolowej (MTT). Metodg spektrofotometryczng oznaczano ilo$¢ produktu redukcji —
fioletowego formazanu powstajagcego w zywych komoérkach. Okre§lono wartosci ICsy oraz

CCsp wraz z warto$cig odchylenia standardowego G.

Korzystajac  z mozliwosci  obliczeniowych okreslono réwniez podstawowe

deskryptory stosowane w metodzie SAR (ang. structure activity relationship)

* logP — logarytm wartosci wspotczynnika podziatu pomie¢dzy wode i n-oktanol,
powszechnie stosowany deskryptor okreslajacy lipofilowos$¢ majacy wptyw na
wszystkie fazy dziatania leku: farmakokinetyczng (uwalnianie, absorpcja,
dystrybucja, metabolizm i1 eliminacja) oraz  farmakodynamiczng
(oddziatywanie lek-receptor); logP < 1 oznacza, ze zwigzek jest hydrofilowy
1 nie podlega transportowi biernemu przez btony komorkowe, 1 < logP < 3
oznacza, ze zwiazek jest umiarkowanie lipofilowy i ulega migracji przez
btony, logP > 3 oznacza, ze zwigzek jest lipofilowy, wigze si¢ do bion
komorkowych 1 dystrybucja w srodowisku hydrofilowym jest utrudniona.
LogP obliczono siedmioma réznymi sposobami dzigki r6znym programom
stosujacych rézne algorytmy i bazy dalnych[23 %l ALOGPs, AC logP, mil.ogP,
ALOGP, MLOGP, XLOGP2 i XLOGP3; podana warto$¢ jest wartoscig
$rednig;

« powierzchnia polarna (PSA, ang. polar surface area) [A*] — definiowana jako
cze$S¢ powierzchni zwigzku dostgpna dla rozpuszczalnika, posiadajaca
akceptory i/lub donory wigzania wodorowego lub inaczej jako suma
powierzchni atoméw polarnych mogacych by¢ donorami lub akceptorami
wigzania wodorowego wraz z przytaczonymi atomami wodoru. Wyrdznia si¢
dynamiczng powierzchni¢ polarng PSAp, statyczng (PSA) 1 topologiczng
(tPSA). Analogicznie mozna poda¢ apolarng powierzchni¢ zwigzku (aPSA);

* HBA - liczba akceptorow wigzah wodorowych, HDA - liczba donorow

wigzan wodorowych.

" Obliczenia SAR wykonat D. Wawrzyniak z zespotu prof. J. Barciszewskiego.
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* nrotb — liczba rotujgcych wigzan;

eV, - objetosé czasteczki [A°];

e Przewidywane parametry LADME: BB [Ci64/Cirew] — WspOtczynnik podziatu
krew/mézg wyrazony jako iloraz stezen (niski — BB <0,1; sredni — 0,1 <BB <
2,0; wysoki — BB > 2,0); Pcaon [nm/s] — wspdiczynnik przenikania do
komérek Caco-2 (linia komoérkowa gruczolaka jelita grubego) wyrazona
w nanometrach na sekunde (niski — Pcaeon < 4; $redni 4 < Peyeon < 70; wysoki
— Pcacoz > 70); HIA [%] — wspdtczynnik wchianiania jelitowego (ang. human
intestinal absorption) (niski — HIA < 20%; $redni — 20% < HIA < 70%; wysoki
— HIA > 70%)."

Reguta Lipinskiego pozwalajaca okresli¢ prawdopodobienstwo przenikni¢cia leku do
komoérki stawia nastgpujace warunki: M < 500 Da, logP < 5, HBD < 5, HBA < 10. Jest to
prosta empiryczna reguta i znanych jest wiele wyjatkow, jednak we wczesne] fazie
opracowywania nowych lekéw znajduje zastosowanie. Wszystkie uzyskane w tej pracy 2’,3’-
dimodyfikowane pochodne spetniajg te regute. Fakt, ze nukleozydy podlegajg transportowi
aktywnemu z wykorzystaniem transbtonowych transporterow nukleozydowych oraz tzw.

L Co 240
nos$nikowemu transportowi biernemu,**"!

ulatwia przenikanie nukleozydéw do wnetrza
komorki, jesli tylko transportery rozpoznaja modyfikowany nukleozyd. Jednak parametry
fizykochemiczne, deskryptory oraz wspoiczynniki LADME majg istotne znaczenie ze
wzgledu na wchianianie i dystrybucje leku. Jak pisano w czesci literaturowej, osrodkowy
uktad nerwowy stanowi rezerwuar wirusa HIV w p6zniejszych stadiach choroby utrudniajgc

jego eradykacje. Uzyskane wyniki badan oraz obliczen podano w Tabeli 3.7.1.

CCSO +0 IC50 *+0 ICS() +0 IC50 *+0
V. | PSA | HBA BB Peaos | HIA
Nr. logP 3 5 /[mM] /[mM] /[mM] /[mM]
/IA°] | /[A7] | /HBD | /[C/C] | /Inm/s] | /[%]
(MRC-5) | (A-172) | (HepG2) | (T-47D)

118 | -2,08 | 198,7 | 188,1 8/4 0,497 8,50 30,4 > 100 > 100 > 100 > 100

272 | 1,12 | 3143 | 127,7 72 0,146 19,07 92,9 > 100 > 100 > 100 > 100

0,76 = 1,30 =
286 | -1,18 | 208,2 | 137,8 72 0,125 0,22 69,8 > 100 > 100
0,02 0,83

" Skale parametréow LADME mozna znalez¢é na stronie https://preadmet.bmdrc kr/
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34,90 +
287 | -1,14 | 207,5 | 186,1 9/2 0,093 0,65 29,1 980 > 100 > 100 > 100
288 1,38 | 288,7 | 135,3 6/2 0,036 14,19 94,0 > 100 > 100 > 100 > 100
2,12
289 | -0,02 | 206,6 | 122,6 6/2 0,358 20,29 95,4 074 > 100 > 100 > 100
290 | -1,52 | 231,1 | 149,6 9/2 0,069 2,17 66,3 > 100 > 100 > 100 > 100
0,90 + 1,44 +
291 | 0,85 | 1764 | 122,6 6/2 0,216 0,21 78,6 > 100 > 100
0,20 0,50
1945 + 22,44 +
293 | -1,82 | 193,8 | 148,6 714 0,134 0,33 55,5 > 100 > 100
5,25 5,25
55,6 £
307 | -1,63 | 216,2 | 156,3 8/3 0,152 2,53 46,3 > 100 > 100 > 100
10,74
55,00 =
308 | -1,73 | 215,6 | 204,6 10/3 0,079 11,82 14,8 1110 > 100 > 100 > 100
317 | -1,40 | 233,1 | 177.5 10/2 0,075 1,53 24,7 > 100 > 100 > 100 > 100

Tabela 3.7.1.1. Uzyskane wyniki obliczer SAR oraz badan biologicznych.

Ngmer Struktura nukleozydu Ngmer Struktura nukleozydu
zZwigzku zwigzku
NP
o. H
o N o P ““
118 \\Q»Nj 272 WT
HO' '/’/OH H30”®/S: Hs(z)
— (0]
e e
286 HO/\Q’ Z//NH 287 \\Q/NW/NH
H;;C/O .,I/Ns ’
HO OY“ 0 N
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Tabela 3.7.1.1. Strukturv zwiazkéw obietvch dotvchczas badaniami biologicznvmi.

Tak jak napisano wyzej, wyniki badan biologicznych sa niekompletne. Dopiero po
otrzymaniu wszystkich badan na cytotoksyczno$¢ i aktywnos$ci przeciw wirusowi HIV oraz
w/w nowotworom uzyska si¢ pelny obraz wptywu podstawnika w pozycji 2’ na aktywno$¢
1 cytotoksycznos¢ badanych zwigzkéw oraz relacji obu tych cech. Z dotychczas otrzymanych
wynikow mozna odczyta¢ nast¢pujace informacje: zaden z badanych zwigzkow nie jest
aktywny wobec komorek raka watroby oraz komorek raka piersi; trzy zwigzki aktywne wobec
glejaka (286, 291, 293) sg réwnie silnie toksyczne wobec zdrowych komoérek, wigc indeks
selektywnosci SI = 1; w serii pochodnych 3’-deoksyurydyny mozna zaobserwowac¢ spadek
cytotoksycznosci wraz z wielkoscia podstawnika oraz ze zmiana ta nie zalezy od innych
parametrow (logP, PSA, HBA, HBD); wyrazny spadek cytotoksycznosci w serii 3’-deoksy
mozna zaobserwowa¢ pomiedzy pochodng 2’-azydkowa oraz 2’-triazolowa, co wigze si¢
tylko ze zmiang wielkosci podstawnika; w serii pochodnych 1-(#-D-ksylofuranozylo)uracylu
brakuje danych dla kilku pochodnych, jednak mozna zaobserwowa¢, ze zadna z nich nie
wykazuje aktywnos$ci przeciwnowotworowych, a cytotoksycznos¢ pojawia si¢ dopiero wraz

z wprowadzeniem modyfikacji w pozycji 2°.
3.8. Podsumowanie i wnioski

W  przedstawionej pracy wykonano szereg eksperymentéw majacych na celu
weryfikacje dotychczasowych doniesien literaturowych oraz poszerzenie wiedzy na temat
otrzymywania 1  wykorzystania  struktur  anhydrocyklicznych  rybonukleozyddw.

W poszukiwaniach, procz eksperymentow laboratoryjnych, wielu prob reakcji chemicznych,
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analizy wynikow za pomocg metod instrumentalnych, positkowano si¢ réwniez metodami

obliczeniowymi.

Ustalono, ze metoda otrzymywania 2,3’-anhydrocytydyny opublikowana przez
Y. Mizuno i T. Sasaki"™ nie pozwala na skuteczne otrzymanie zakladanego produktu.
W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze w warunkach prowadzenia
reakcji z silng zasada jak np. t-butanolan sodu moze powstawaé pewna ilos¢ produktu
anhydrocyklicznego, jednak ulega on substytucji nukleofilowej jonem alkoholanowym.
Wskazuje na to wyizolowanie 3’-O-t-butylo-4-N,2°,5’-O,0-tripiwaloilocytydyny (237a).
Réwniez inne préby otrzymania mostka 2,3’-anhydrocyklicznego cytydyny z 3’-O-mesylo-4-
N,2’,5’-0,0-tripiwaloilocytydyny (86) lub 3’-O-mesylocytydyny (236) w warunkach
zasadowych, z 86 w warunkach kwasowych lub w reakcji Mitsunobu 4-N,2’,5°-O,0-
tripiwaloilocytydyny (87) nie powiodty si¢. Oznacza to, ze struktury anhydrocykliczne nie
nadajg si¢ do wprowadzania modyfikacji w pozycji 3’ cytydyny, czyli nie nadajg si¢ do
funkcjonalizacji uktadu cis-diolowego majacej na celu otrzymanie pochodnych
3’-modyfikowanych lub 2’,3’-dimodyfikowanych. Dlatego postanowiono prowadzi¢ dalsze
badania z wykorzystaniem pochodnych urydyny, w przypadku ktérej wiadomo, Ze strategia
funkcjonalizacji uktadu cis-diolowego z wykorzystaniem struktur anhydrocyklicznych
znajduje zastosowanie. Nie ogranicza to ewentualnej uniwersalno$ci podej$cia, poniewaz

gotowe pochodne urydyny mozna znanymi metodami przeprowadzi¢ do pochodnych

cytydyny.

W pracach nad pochodnymi urydyny stwierdzono, ze reakcja Mitsunobu mieszanin
izomeréw 2°,5’- oraz 3’,5’-diacylowanych prowadzi jedynie do jednego produktu 2,2’-
anhydrocyklicznego. Jest to ciekawy wynik, dlatego poswigcono mu wigcej czasu.
Przedstawiono mozliwy mechanizm tej reakcji oraz positkujac si¢ metodami obliczeniowymi
stwierdzono, ze czynnikiem decydujagcym o obserwowanej tu regioselektywnosci jest
geometria uktadu. Argumentami za tym stwierdzeniem s3: regioselektywnos$¢ reakcji
Mitsunobu, gdy obie grupy hydroksylowe uktadu cis-diolowego sg wolne, regioselektywnos¢
reakcji urydyny z weglanem difenylu, wynik analizy rozktadu tadunkéw czastkowych na
atomach tlenu i1 wegla pochodnych urydyny oraz obliczone energie stanow przejsciowych

tworzenia mostkéw anhydrocyklicznych w reakcji urydyny z weglanem difenylu.

W dalszym toku prac okreslono przydatno$s¢ w syntezie otrzymanej 3°,5’-di-O-

piwaloilo-2,2’-anhydrourydyny (241a) poprzez porOwnanie z reaktywnoscia nieblokowanej
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2,2’-anhydrourydny (95). W wyniku przeprowadzonych reakcji stwierdzono, ze 241a nie
posiada zadnej szczegllnej przewagi nad 95 w reakcjach substytucji nukleofilowej, ale moze
stanowi¢ substrat do otrzymania 1-(3’,5’-di-O-piwaloilo-f-D-arabinofuranozylo)uracylu
(254). Ustalono tez, ze zwigzek 241a mozna otrzymac¢ z lepsza wydajnoscig na drodze
piwaloilowania 2,2’-anhydrourydny (95) i poprzez analogi¢ lepszym sposobem otrzymywania
3’,5’-di-O-benzoilo-2,2’-anhydrourydyny (241b) od reakcji Mitsunobu jest benzoilowanie 95.
Zbadano rowniez mozliwo$¢ wykorzystania czg¢sciowego piwaloilowania urydyny do
otrzymywania dipiwaloilowane;j pochodnej 2,3’-anhydrocyklicznej (255).
W  przeprowadzonej reakcji wykonano metoda one-pot piwaloilowanie a nast¢pnie
mesylowanie. Tak otrzymang mieszanin¢ pochodnych mesylowych poddano cyklizacji i po
wykorzystaniu metod chromatograficznych otrzymano mieszaning dwoch izomeréw
anhydrocyklicznych w stosunku 100:2 z przewaga 255. Zaprezentowana metoda moze
stanowi¢ alternatywe otrzymywania mostka 2,3’-anhydrocyklicznego urydyny wzgledem

syntezy przedstawionej przez Yunga i Foxa.!'*!

W  trakcie poszukiwan nowych reaktywnosci struktur anhydrocyklicznych
stwierdzono, ze butylolit nie ulega substytucji w oczekiwanym miejscu czesci cukrowej
pochodnych 2,2’-anhydrourydyny (241a, 259 - 5’-O-trytylo-2,2’-anhydrourydna), a jedynym
produktem podstawienia, jaki uzyskano w danych warunkach, jest 4-n-butylo-1-(3’,5’-di-O-
piwaloilo-f#-D-arabinofuranozylo)-2-pirymidynon (260). Wynik ten sugeruje niepelng
aromatyzacje pierscienia uracylu. Po substytucji nastepuje dehydratacja pozycji 4, czego sitg
napedowa jest pelna aromatyzacja uktadu. Struktur¢ potwierdzono analizag widm 1D i 2D

NMR. Podobny wynik opublikowano wczeéniej[224]

w przypadku innego zwigzku
metaloorganicznego, czyli jodku metylomagnezowego. Réwniez H-fosfonian dietylu nie
ulega substytucji do pochodnych 241a i 259. W warunkach przeprowadzonych reakcji nie
zaobserwowano zadnej substytucji, co daje do zrozumienia, ze struktury posiadajace mostek
anhydrocykliczny miedzy cze$cig zasadowg a resztg cukrowg sg mniej elektrofilowe i tym
samym mniej podatne na atak nukleofilowy niz pochodne epoksydowe (2°,3’-

anhydrocykliczne) lub 2’- 1 3’-karbonylowe.

Badaniom poddano rowniez reaktywno$S¢ mostka 2,3’-anhydrocyklicznego
pochodnych urydyny: 2’-O-metylo-5’-O-trytylo-2,3’-anhydrourydyny (264), 2’-azydo-5’-O-
trytylo-2,3’-anhydrourydyny (267) oraz 2,3’-anhydrourydyny (106). Przeprowadzone
eksperymenty potwierdzily, ze reaktywnos$¢ (podatno$¢ na atak nukleofilowy) mostka 2,3’-

anhydrocyklicznego urydyny jest duzo mniejsza niz mostka 2,2’-anhydrocyklicznego
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i w wiekszosci przypadkéw oczekiwane reakcje nie zachodzity. Co wiecej, gdy grupy 5°-1 3’-
hydroksylowe s3 wolne, mozna zaobserwowa¢ zachodzenie reakcji, jednak sa to reakcje
biegngce poprzez struktury posrednie 2,5’-anhydrocykliczne, 2’,3’-anhydrocykliczne
(epoksydowe) oraz 2,2’-anhydrocykliczne bedace produktami wewnatrzczasteczkowych
przegrupowan. Jedynie w reakcji nieblokowanej pochodnej 106 z p-tiokrezolem w obecnosci
ftalimidku potasu zaobserwowano powstawanie produktu podstawienia w pozycji 3’.
Przeprowadzone analizy wskazujg, ze podstawienie nastgpilo bezposrednio do mostka
2,3’-anhydrocyklicznego, a uzyskany produkt ma konfiguracj¢ rybozy. Rezultat tej reakcji
mozna tlumaczy¢ tym, ze jony tiolanowe nalezg do jednych z najlepszych nukleofili. Do tej
pory, o ile wiadomo autorowi, nie publikowano przyktadu bezposredniej substytucji do
mostka  2,3’-anhydrocykliznego procz sytuacji, gdy w pozycji 2’ byl silnie
elektronoakceptorowy podstawnik fluorkowy, ktéry poprzez efekt indukcyjny zwickszat

elektrofilowos$¢ pozycji 3’ mostka anhydrocyklicznego.

Aby nie ograniczac¢ si¢ wylacznie do pochodnych pirymidynowych, zbadano réwniez
reaktywno$¢ struktury 8,2°-S-anhydroadenozyny (168). W przeciwienstwie do 8,2°-O-
anhydroadenozyny (150) reaktywnos¢ 168 jest bardzo ograniczona. Zwigzek 150 ulega
substytucjom w pozycji 2° wobec nukleofili takich jak anion benzoesanowy, anion azydkowy,
anion tiolanowy. Ulega réwniez substytucjom w pozycji 8, o czym bylo wspominane w czesci
literaturowej. Zwigzek 168 poddano reakcjom z kilkoma wybranymi nukleofilami, poddano
roOwniez hydrolizie w warunkach kwasowych 1 zasadowych stosujac skuteczne wobec
pochodnych 2,2’-anhydrourydyny warunki. Znéw, jedynie reakcja z p-tiokrezolem
w obecnosci ftalimidku sodu pozwolita uzyska¢ oczekiwany produkt. W innych przypadkach
zadna reakcja nie zachodzita, nawet reakcja przegrupowania wewnatrzczasteczkowego.
Z mieszaniny reakcyjnej izolowano substrat z mostkiem 8,2’-S-anhydrocyklicznym, co moze
wskazywaé, ze z mozliwych struktur anhydrocyklicznych ta wlasnie jest najkorzystniejsza
termodynamicznie. Z tych obserwacji wynika jeden zasadniczy wniosek, ze w strategii
funkconalizacji ukladu cis-diolowego z wykorzystaniem struktur anhydrocyklicznych
struktura 8,2’-S-anhydroadenozyny (168) jest niewtasciwa, a jedyng racjonalng mozliwoscia

w tym podejsciu jest wykorzystanie 8,2°-O-anhydroadenozyny (150).

W ostatniej czesci pracy opisano syntez¢ dwoch serii 2’°,3’-dimodyfikowanych
pochodnych urydyny wykorzystujagce znane mozliwosci syntetyczne. W syntezie serii
pochodnych 1-(f-D-ksylofuranozylo)uracylu rozwini¢to podejscie zaprezentowane w pracy

Q. Dai et al™Y z zespotu J.A. Piccirilliego o pochodne 2’-azydkowa, 2°-[1,2,3]triazolowa,
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2’-O-metylowg 1 2’-S-tiotolilowg do etapu z grupa 3’-hydroksylowa skierowang nad
plaszczyzng pierscienia. Reakcje wykonano z wydzieleniem produktow poszczegélnych
etapow w celu petnego monitorowania przebiegu syntezy, jednak jak wykazano dla
pochodnej 2’-azydkowej metoda ome-pot jest bardziej wydajna, szybsza i duzo mniej
pracochtonna. Zaprezentowano réwniez kontynuacje syntezy do produktow 2°,3’-
dipodstawionych o konfiguracji rybozy dla pochodnej 2’-O-metylowej. Synteza serii
pochodnych 3’-deoksyurydny cechuje si¢ mniejszg innowacyjnoscia, jednak przygotowanie
tej serii, tak jak i serii ksylofuranozylowej, umozliwia ciekawg analize wptywu wielko$ci
i charakteru chemicznego podstawnika w pozycji 2’ na aktywno$¢ przeciwwirusowa,
aktywnos$¢ przeciwnowotworowg i cytotoksycznos¢ pochodnych nukleozydowych. Czesé
wynikow badan biologicznych juz otrzymano 1 na ich podstawie mozna wycigga¢ pierwsze
wnioski. W szeregu rosngcej objetosci podstawnika serii 3’-deoksy mozna byto wyrézni¢ dwa
momenty. Pierwszym momentem byt zanik aktywnos$ci przeciw  glejakowi
wielopostaciowemu mig¢dzy pochodng 2’°,3’-dideoksydidehydro a pochodng 2’-jodkowa.
Pochodna 2’-O-metylowa byla rowniez aktywna przeciw glejakowi. Aktywnos$ci za to nie
wykazata pochodna 2’-azydkowa, ktdérej objetos¢ byta podobna do objetosci pochodnej
jodkowej i objetosci pochodnej 2’-O-metylowej. Rdéznice objetosciowe wynikajg gtdwnie
z rodzaju podstawnika. W tym przypadku spadek aktywnosci nie zalezal od wielkos$ci
podstawnika. Drugim momentem byt zanik cytotoksycznosci miedzy pochodng 2’-azydkowa
a pochodng 2’-triazolowa. Jest to szczegdlnie ciekawa obserwacja, poniewaz pochodne te nie
réznig si¢ szczegdlnie zadnym z podanych parametrow procz objetosci podstawnika.
Z dalszymi wnioskami nalezy si¢ wstrzyma¢ do uzyskania wszystkich wynikow badan

biologicznych.

Przeprowadzone eksperymenty dokowania molekularnego wskazuja dobre energie
wigzania liganddw w miejscach aktywnych odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1
i polimerazy mitochondrialnej y. Jednak, gdy spojrzy si¢ na usytuowanie w kieszeni
wzgledem trifosforanu AZT 1 trifosforanu ddC mozna zaobserwowaé, ze obecno$¢
podstawnika w pozycji 2’ powoduje pogorszenie dopasowania ze wzglgdu na usytuowanie
reszty aminokwasowej w bliskiej odlegtosci od atomu C-2’ ligandu w potozeniu optymalnym
(potozenie AZT). Mozna zauwazy¢ ze wzrost wielkosci podstawnika w pozycji 2’ wedtug
prostej miary jaka jest jego objeto$¢ najczesciej zwigksza przesuniecie ligandu wzglgdem
struktury wzorcowej, jednak nie musi mie¢ to jednoznacznego efektu w obnizeniu aktywnosci

ze wzgledu na powstawanie nowych wigzan wodorowych podstawnikéw posiadajacych
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akceptory oraz donory wigzan wodorowych. Niektore ligandy posiadaty dobre mody wigzania
do enzyméw pomimo obecnych podstawnikdéw, co potwierdza stuszno$¢ przeprowadzonych
syntez oraz ukierunkowania badan w stron¢ okreslenia zmian aktywnos$ci przeciw wirusowi
HIV-1. Nalezy jednak rdwniez rozwazy¢ poszerzenie w przysztosci badan biologicznych oraz
eksperymentéw dokowania molekularnego o wirusy posiadajgce polimeraz¢ RNA zalezng od
RNA (RdRp) (np. HCV), ktéra powinna mie¢ wigkszg tolerancj¢ substratowg dla pochodnych
rybonukleozydéw posiadajacych modyfikacje w pozycjach 2’ 1 3°.

Poruszony w pracy temat jest szeroki i przedstawione opracowanie nie wyczerpuje go.
Mozna zaproponowaé wiele kolejnych eksperymentéw do kazdego rozdziatu tej pracy.
Zwlaszcza ciekawe bytyby proby przetestowania podejécia D. McGee!'” do pochodnych
2,3’-anhydrourydyny i 8,2’-O-anhydroadenozyny, synteza mostka 8,3’-O-anhydro-

[198]

cyklicznego adenozyny oraz weryfikacja publikacji M. Hiraty, co bedzie musiato by¢

tematem innych opracowan.
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4. Czes$¢ doswiadczalna

4.1. Metody ogodlne
4.1.1 Modelowanie molekularne

Analizy konformacyjne byty przeprowadzane przy uzyciu pakietu HyperChem 8.0

z wykorzystaniem mechaniki molekularnej w polu silowym AMBER. Optymalizacje
geometrii byty przeprowadzone przy uzyciu pakietow NWChem 6.1%* oraz GAMESS 11
(wersja z 2011)*+ dostgpnych na licencji akademickiej z wykorzystaniem metod DFT
(B3LYP/6-31++G(d,p)) oraz DFT (B3LYP/6-31G(d,p)). Dla wszystkich obliczonych struktur
wyliczono réwniez widma IR w celu weryfikacji, czy odpowiadajg one energetycznemu
minimum. Analiz¢ Mullikena i Lowdina przeprowadzono réwniez w programie GAMESS 11
metoda DFT (B3LYP/6-31G(d,p)) w celu okreslenia tadunkéw czastkowych oraz krotnosci
wigzan. Obliczenia potempiryczne przeprowadzono z wykorzystaniem pakietow HyperChem
8.0 oraz MOPAC2012*** metoda PM7. Pakiet MOPAC2012 jest réwniez dostepny na
bezptatnej licencji w celach niekomercyjnych za wiedza autora programu. Dokowanie
molekularne przeprowadzono za pomocg bezptatnych pakietow AutoDock 4B oraz
AutoDock Vina**? przy pomocy AutoDock Tools. Receptor do dokowania przygotowano
w programach UCSF Chimera*** i AutoDock Tools. Te same program postuzyty réwniez do
analizy wynikéw 1 przygotowania ilustracji oddzialywan ligand-receptor. W pracy

positkowano si¢ programami Notepad++, Open Babel oraz ChemSketch firmy ACD/Labs.

4.1.2 Chemia

Wszystkie reagenty zostaly zakupione u dostawcéw komercyjnych i byly stosowane
bez dalszego oczyszczania. Wyjatkiem sg azydek litu otrzymany z siarczanu litu i azydku
sodu oraz metanolan magnezu przygotowywany bezposrednio przed reakcja z absolutnego
metanolu i magnezu z katalityczng iloscig jodu. Do reakcji w warunkach bezwodnych
substraty w postaci statej, nieulegajgce sublimacji suszono w prézni min. 2 godziny w 40 °C,
chyba ze podano inaczej, a szklane naczynia reakcyjne suszono w suszarce laboratoryjnej
w 100 °C przez min. 2 godz. Standardowo wszystkie reakcje prowadzono w warunkach

bezwodnych, précz tych w ktérych wymagane byty warunki wodne.

* Temperatura topnienia (Tp) byla mierzona w otwartych kapilarach przy

uzyciu aparatu Laboratory Device Mel-Temp 11.
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*  Widma NMR wykonano na aparacie Bruker Avance 400 MHz w DMSO-ds
z TMS jako standardem wewnetrznym: przesuni¢cia chemiczne sg zapisane
w wartosciach J (ppm) a state sprzezenia J podano w Hz. W celu przypisania
poszczegbdlnych sygnatéw 'HNMR i “CNMR positkowano si¢ czesto
widmami 2D typu COSY, HSQC i HMBC. W celu ustalenia konfiguracji
reszty cukrowej stosowano réwnanie krzywej Karplusa oraz widm NOESY."

*  Widma MS byly wykonane na aparacie Bruker microTOF-Q dla produktéw
koncowych syntezy.’

e RP-HPLC byly wykonane na aparacie Waters 1525 Binary HPLC
z detektorem Waters 2487 UV Detector na kolumnie LiChospher RP18-5
Endcapped CI8 (5,0 um) 4,6 mm X 250 mm z firmy Supelco Analytical
w uktadzie rozpuszczalnikbw A — 0,01 M octan trietyloamonu 1 B —
A/acetonitryl 1:4 (v/v) z gradientem dopasowanym do poszczegllnych
przypadkow.

 TLC wykonywano na plytkach aluminiowych pokrytych zZelem
krzemionkowym 60 Fss firmy Merck w  réznych ukladach
rozpuszczalnikowych.

* Chromatografia kolumnowa wykonywana byla na zelu krzemionkowym
Merck 60 mesh 230-400 (0,040-0,063 mm) w réznych ukladach
rozpuszczalnikowych. Objetos¢ suchego zelu do rozdzialu okreSlano
wzgledem masy rozdzielonej mieszaniny w proporcji 100 mL/1g mieszaniny.
Na szczycie jak i na spodzie kolumny naktadano zel krzemionkowy Merck 60
(0,063-0,200 mm), ktéry stanowil ok. 1/10 wysokosci ztoza. Ztoze ubijano
grawitacyjnie i hydraulicznie poprzez swobodny przeptyw rozpuszczalnika
lub ze wspomaganiem pneumatycznym przy pomocy pompki recznej.
Mieszaning reakcyjng lub produkt zawsze nanoszono na kolumng
w DCM bez dodatku rozpuszczalnikéw polarnych. W przypadku braku
rozpuszczalnosci zwigzku/6w w DCM mieszaning adsorbowano na zelu
poprzez odparowanie z roztworOw polarnych rozpuszczalnikow z zelem
krzemionkowym o $rednicy 0,063-0,200 mm do postaci sypkiej i w takiej
postaci nanoszono powoli na kolumne, podczas gdy poziom rozpuszczalnika

w kolumnie byl wyzszy o kilka centymetrow od szczytu zloza zelowego.

* Widma NMR wykonano korzystajac z aparatu w Pracowni Biomolekularnego NMR IChB PAN.
" Widma MS wykonane przez pracownikéw Zaktadu Biochemii Produktéw Naturalnych IChB PAN.
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W  przypadku zwigzk6w niestabilnych w  warunkach

alkalizowano DCM poprzez przesaczenie przez Al,Os.

* Uklady rozpuszczalnikowe (v/v):

O

o

O

O

o

C — chlorek metylenu/metanol (95:5),
D — chlorek metylenu/metanol (9:1),
E — chlorek metylenu/aceton (2:1),
F— chlorek metylenu/metanol (4:1),
G — chlorek metylenu/metanol (98:2),
H - chlorek metylenu/aceton (4:1),
I-  chlorek metylenu/metanol (99:1),
J —  chlorek metylenu/aceton (9:1),

K — chloroform/aceton (95:5),

L — chloroform/aceton (9:1),

M - chloroform/aceton (4:1),

N — chloroform/metanol (4:1),

O — chloroform/metanol (2:1),

P — heksan/octan (4:1),

Q - heksan/octan (2:1),

R — heksan/octan (1:1),

S — chlorek metylenu/aceton (95:5),
T - toluen/metanol (95:5),

U - toluen/metanol (9:1),

W — chlorek metylenu/aceton (98:2),

X — heksan/octan (3:1),

Y — chlorek metylenu/metanol (6:1),

Z — chlorek metylenu/metanol (2:1).

kwasowych

* Bezwodne rozpuszczalniki przygotowywano zgodnie z instrukcja jednego

z dostawcow.

[246]

* Przygotowanie THF wykonano zgodnie z procedurg stosowang w pracowni.

Procedura ta ma na celu osuszenie z jednoczesnym usuni¢ciem nadtlenkow.

W celu stwierdzenia nadtlenkéw dodawano do prébki Znl,. Jesli probka

zmieniala kolor, wéwczas przed suszeniem usuwano nadtlenki mieszajac bez

dostepu Swiatta nad FeSO4- 7H,0 az w wyniku préby z Znl, nie obserwowano

zmiany koloru. Nastepnie rozpuszczalnik dekantowano i suszono nad KOH
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przez noc. Nastepnego dnia dekantowano i destylowano znad CaH,. Na
koncu redestylowano znad sodu i benzofenonu. Uzyskany rozpuszczalnik
przechowywano bez dostgpu $wiatta i powietrza nad sitami 4A.

*  Przygotowywanie MeOH nasyconego NH3 wykonano poprzez ogrzewanie
wody amoniakalnej pod chlodnicg zwrotng, a wydobywajace si¢ z nad
chtodnicy pary amoniaku poprzez uktad suszek z KOH przepuszczano przez
schtodzony do 0 °C MeOH.

« Krystalizacje wykonywano zgodnie z procedura dostepna w literaturze.**"!

4.2. Szczegotowe dane eksperymentalne
1-(f-D-Arabinofuranozylo)cytozyna (67)

1-(4-N,2’,5’-0,0-tripiwaloilo-#D-arabino)cytozyng (258) (96,6 mg, 0,19 mmol)
rozpuszczono w 4 mL MeOH i dodano 1 mL 1M KOH,,. Reakcj¢ prowadzono przez
4 godziny w temperaturze pokojowej. Po catkowitym przereagowaniu mieszaning
zaadsorbowano na zelu krzemionkowym poprzez odparowanie i oczyszczono na kolumnie
zelowej w uktadzie F. Wyizolowano 42,2 mg (0,17 mmol) produktu z wydajnoscia 89%.
TLC: R¢= 0,31 (Z); '"H NMR: & 7.57 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 7.07 (bs, 1H, NH,), 6.99 (bs,
1H, NH,), 6.03 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H1"), 5.66 (d, J = 7.2 Hz, 1H, HS), 5.38 (m, 2H, 2’OH,
3’0OH), 5.00 (t, J = 4.8 Hz, 1H, 5°0OH), 3.94 (m, 1H, H2’), 3.88 (d, J = 2.0, 1H, H3’a), 3.73
(m, 1H, H4"), 3.57 (m, 2H, H5’a, H5’b); °C NMR: § 165.6 (C4), 155.1 (C2), 142.9 (C6),
92.3 (C5), 85.8 (C17), 84.8 (C4’), 76.4 (C3°), 74.8 (C2°), 61.2 (C5’).

3’-0-Mesylo-4-N,2°,5’-0,0-tripiwaloilocytydyna (86)

Suszong 4-N,2’,5°-0,0-tripiwaloilocytydyne (87) (5,0 g, 10,09 mmol) rozpuszczono
w 60 mL pirydyny, zat¢zono do ok. 55 mL i dodano chlorek mesylu (1,7343 g, 15,14 mmol,
1,173 mL, 1,5 ekw.). Reakcj¢ pozostawiono na noc na mieszadle magnetycznym
w temperaturze pokojowej. Pozostaty sladowe ilosci substratu. Pirydyn¢ odparowano,
nastepnie zawarto$¢ kolby trzykrotnie odparowano z toluenem. Otrzymany gesty syrop
rozpuszczono w DCM (80 mL) i ekstrahowano trzykrotnie wodnym roztworem NaHCO; (100
mL). Faz¢ organiczng suszono nad MgSQ, i oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie L.
Produkt zebrano, odparowano rozpuszczalnik 1 wysuszono w prézni. Po wysuszeniu uzyskano
4,9587 g produktu (8,64 mmol) z wydajnoscig 86%. TLC: R¢= 0,54 (M); '"H NMR: 6 10.51
(s, 1H, NH), 8.08 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 7.30 (d, J = 7.6 Hz, 1H, HS5), 5.89 (d, J = 3.2 Hz,
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1H, H1"), 5.62 (dd, J = 3.2, 5.6 Hz, 1H, H2’), 535 (t, J = 6.0 Hz, 1H, H3’), 447 (m, 1H,
H4’),4.39 (dd, J = 2.4, 12.8 Hz, 1H, H5’a), 4.30 (dd, J = 4.4, 12.8 Hz, 1H, H5’b), 3.26 (s, 3H,
Ms), 1.21, 1.19, 1.18 (3s, 27H, 9xCH;™); *C NMR: 8 179.0, 177.1, 176.2 (3xC=0), 163.6
(C4), 154.1 (C2), 145.7 (C6), 96.2 (C5), 89.9 (C1), 79.0 (C4’), 74.7 (C3), 72.5 (C2"), 61.9
(C5), 40.0, 38.4, 38.3 (3xC"™"), 37.5 (Ms), 26.8, 26.7, 26.3 (3xCH5™).

4-N,2’°,5’-0,0-tripiwaloilocytydyna (87)

Suszong cytydyne (85) (5,0 g, 20,56 mmol) rozpuszczono w 80 mL pirydyny
i zatezono do ok. 75 mL. Nastgpnie roztwor schtodzono w tazni z mieszaning chtodzaca
(16d/NaCl) 1 porcjami (0,5 mL) dodawano chlorek piwaloilu (8,6769 g, 71,96 mmol, 8,854
mL, 3,5 ekw.). Po dodaniu catosci reagenta, mieszaning pozostawiono na noc w lodéwce.
Pirydyn¢ odparowano do sucha. Otrzymany zestalony syrop rozpuszczono w DCM (100 mL)
i ekstrahowano trzykrotnie wodnym roztworem NaHCO; (150 mL). Faze organiczng suszono
nad MgSO, i produkt krystalizowano z toluenu uzyskujac biate krysztaty. Po wysuszeniu
uzyskano 7,3511 g produktu (14,83 mmol) z wydajnoscia 72%. TLC: R¢= 0,34 (C); '"H NMR:
6 10.45 (s, 1H, NH), 8.06 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 7.27 (d, J = 7.6 Hz, 1H, HS5), 5.88 (d, J =
4.0 Hz, 1H, H1"), 5.63 (d, J = 4.0 Hz, 1H, 3°’OH), 5.23 (dd, J = 4.0, 2.4 Hz, 1H, H2’), 4.33
(dd, J = 8.0, 2.4 Hz, 1H, H5’a), 4.25 (m, 2H, H5'b,H3"), 1.20, 1.18, 1.17 (3s, 27H, 9xCH5"");
BC NMR: § 178.8, 177.4, 176.1 (3xC=0), 163.2 (C4), 154.2 (C2), 145.3 (C6), 96.2 (C5),
89.2 (CI”), 81.4 (C4"), 75.1 (C2’), 67.6 (C3"), 63.2 (C5’), 40.1, 38.3, 38.4 (3xC""™), 26.8,
26.7,26.3 (3xCH;™).

2°,5°-Di-O-trytylourydyna (94).

Suszong urydyne (3,0 g, 12,29 mmol) rozpuszczono w 40 mL Py i zat¢zono do ok. 37
mL. Nastepnie dodano TrCl (11,9931 g, 43,02 mmol, 3,5 ekw.) i mieszano w 100 °C przez 18
godzin. Reakcj¢ zatrzymano przez odparowanie rozpuszczalnika z toluenem. Mieszaning
ekstrahowano w ukladzie DCM/NaHCOs,, faz¢ organiczng suszono nad MgSO4
i produkt oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie S. Produkt wyizolowano
z wydajnoscig 40% (3,6089 g, 4,95 mmol). Uzyskano produkt w postaci biatego osadu
krystalizujac w MeOH; TLC: R¢ = 0,71 (D); '"H NMR: & 11.44 (s, 1H, NH), 747 (d, J =7.2
Hz, 6H, Tr), 7.38 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.23 (m, 24H, Tr), 6.14 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H1’),
5.16 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H5), 4.30 (dd, J = 4.8, 6.8 Hz, 1H, H2’), 3.88 (s, 1H, H4’), 3.00 (dd,
J=3.2,104 1H, H5a), 2.92 (dd, J = 2.8, 10.4 Hz, 1H, H5’b), 2.87 (t, J = 4.8 Hz, 1H, H3’);
BC NMR: § 162.9 (C4), 150.7 (C2), 143.8 (Tr), 143.0 (Tr), 140.4 (C6), 128.4 (Tr), 128.1 (Tr)
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127.9 (Tr), 127.2 (Tr), 102.1 (CS5), 86.9 (Tr), 86.7 (Tr), 86.3 (C1°), 84.5 (C4’), 76.3 (C2’),
69.8 (C3’), 63.9 (C5’).

2,2’-Anhydrourydyna (95) z 241a

Suchg pochodng dipiwaloilowa 241a (100,0 mg, 0,25 mmol) rozpuszczono w 2 mL
MeOH,ys nasyconego NHi. Roztwoér mieszano przez 3 godziny w T = 0 °C. Nastgpnie
rozpuszczalnik odparowano a produkt oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie D.
Kolumng przemyto uprzednio uktadem DCM/MeOH 1:1 (v/v). Produkt zebrano,
rozpuszczalnik odparowano i przeprowadzono krystalizacje z DMF. Wykrystalizowany
produkt przemyto metanolem. Po wysuszeniu w prozni uzyskano 95 z wydajnoscia 92% (52,5
mg, 0,23 mmol). Czystos¢ produktu okreslona na RP-HPLC wyniosta 99%; Ty, = 242-243
°C; TLC: Ry = 0,27 (F); 'H NMR: § 7.83 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H6), 6.30 (d, J = 5.6 Hz, 1H,
H1°), 5.87 (s, 1H, 3’OH), 5.84 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H5), 5.20 (d, J/ = 5.6 Hz, 1H, H2"), 4.97 (s,
1H, 5°OH), 4.38 (s, 1H, H3’), 4.07 (t, J = 4.8 Hz, 1H, H4’), 3.28 (dd, J = 4.8, 11.6 Hz, 1H,
H5’a), 3.19 (dd, J = 5.6, 11.2 Hz, 1H, H5°b); ?C NMR: § 171.2 (C4), 159.8 (C2), 136.8 (C6),
108.6 (C5), 90.0 (C1°), 89.2 (C2’), 88.7 (C4’), 74.7 (C3’), 60.8 (C5’); Masa (ESI-MS) m/z
oblicz. dla [CoH;oN,Os+H]" 227,0662, znal. 227,0666, bt. -1,7 ppm.

2,2’-Anhydrourydyna (95) z urydyny (80)

Urydyne (80) (2,0 g, 8,19 mmol) rozpuszczono w 20 mL DMF. Zat¢zono do ok. 17
mL, dodano suszony NaHCOj; (68,9 mg, 0,82 mmol) oraz suszony weglan difenylu (2,6325 g,
12,29 mmol). Reakcj¢ prowadzono w T = 100 °C przez 16 godz. Reakcje monitorowano
metoda TLC w uktadzie F. Mieszanin¢ schtodzono do temperatury pokojowej i zat¢zono do
ok. 10 mL. Mieszaning pozostawiono na godzing w temperaturze pokojowej, nast¢pnie osad
odsgczono, przemyto metanolem i rekrystalizowano z MeOH. Otrzymany osad wysuszono
w prozni i zwazono. Uzyskano produkt z wydajnoscia 89% (1,6532 mg, 7,31 mmol). Ty, =

242-243 °C; TLC: R¢= 0,27 (F); '"H NMR i *C NMR zgodne z widmami 95.
2’-0-Metylourydyna (96)

Odwazong ilos¢ magnezu (24,79 mg, 1,02 mmol) oraz katalityczng ilo$¢ jodu (6,5 mg,
0,05 mmol) dodano do 6 mL MeOH,,s. Ogrzewano w temperaturze wrzenia pod chtodnica
zwrotng zakonczong fajkg z CaCl, az do uzyskania jednolitej bialej zawiesiny. Nastepnie
dodano 241a (200,0 mg, 0,51 mmol) i kontynuowano ogrzewanie przez kolejne 5 godzin.

Nastepnie ochtodzono mieszaning do 5 °C 1 zobojetniono przez powolne dodawanie
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stezonego kwasu octowego. Rozpuszczalnik odparowano i nastgpnie ogrzewano w EtOH
(5 mL) w temperaturze wrzenia. Nierozpuszczalne sole odsaczono i przesgcz odparowano
uzyskujac 120,1 mg surowego produktu. Koncowe oczyszczenie przeprowadzono na
kolumnie zelowej w uktadzie C. Frakcje zawierajgce produkt zebrano, odparowano i suszono
w prozni. Uzyskano 111,2 mg produktu z wydajnoscig 84% (0,43 mmol). Czysto$¢ produktu
sprawdzono na RP-HPLC i wyniosta 95%; Ty, = 158-158,5 °C; TLC R¢ = 0,75 (F); '"H NMR:
6 11.38 (s, 1H, NH), 7.94 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 5.85 (d, /= 4.8 Hz, 1H, H1"), 5.63 (d, J =
8.0 Hz, 1H, HS), 5.31 (bs, 2H, 3°’OH, 5’OH), 4.12 (t, J = 4.8 Hz, 1H, H3"), 3.84 (d, J =4.4
Hz, H1, H4’) 3.78 (t,J = 4.8 Hz, H1, H2’), 3.63 (dd, J = 2.8, 12.4 Hz, H1, H5’a), 3.56 (dd, J
= 3,2, 12.2 Hz, 1H, H5’b), 3.36 (s, 3H, CHs); °C NMR: § 163.25 (C4), 150.6 (C2), 140.34
(C6), 101.78 (C5), 85.96 (C1°), 85.05 (C4’°), 82.7 (C2’), 68.12 (C3’), 60.34 (C5’), 57.48
(CHj3); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [C;oH13N206] 257,0779, znal. 257,0776, bt. 1,1 ppm.

2,3’-Anhydrourydyna (106).

Nukleozyd 110 (573,0 mg, 0,80 mmol) rozpuszczono w roztworze 20 mL DCM
i 2 mL CF:COOH (C, = 11,2%) 1 mieszano przez 2 godziny. Kontrola TLC wskazata
catkowite przereagowanie. Reakcje zakonczono przez dwukrotne odparowanie z propanolem.
Nastepnie dodano 10 mL MeOH 1 100 mg NaHCO3 i mieszano przez 2 godziny. Mieszaning
zaadsorbowano na zelu krzemionkowym (0,063-0,200 mm) (1 g). Calo$¢ naniesiono na
kolumng¢ zelowa. Produkt wymywano uktadem F. Kolumne¢ uprzednio przemyto uktadem
DCM/MeOH 1:1 w celu wyptukania rozpuszczalnych zanieczyszczen ztoza. Wyizolowano
produkt z wydajnoscig 99% (178,2 mg, 0,79 mmol); TLC: R¢ = 0,20 (F); '"H NMR: & 7.66 (d,
J=72Hz, 1H, H6), 6.43 (d, J = 3.6 Hz, 1H, 2°OH), 5.78 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H5), 5.77 (s, 1H,
H1’), 5.07 (t, J = 5.6 Hz, 1H, 5’OH), 4.91 (s, 1H, H3’), 4.73 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H2’), 4.39
(m, 1H, H4"), 3.55 (m, 2H, H5’a,b); >°C NMR: § 170.4 (C4), 153.6 (C2), 141.1 (C6), 107.9
(C5), 89.4 (C17), 83.8 (C4’), 79.3 (C3’), 69.6 (C2’), 59.1 (C5’).

3’-0-Mesylo-2’,5’-di-O-trytylourydyna (109).

Suszony nukleozyd 94 (3,0 g, 4,11 mmol) rozpuszczono w 35 mL Py i zatezono do ok.
33 mL. Nastepnie dodano chlorek mesylu (941,6 mg, 8,22 mmol, 637,0 uL, 2 ekw.)
1 mieszano w temperaturze pokojowe] przez 4 godziny. Reakcje zakonczono przez
odparowanie pirydyny z toluenem 1 nastgpnie wykonano ekstrakcje w uktadzie
DCM/NaHCO3,q. Fazg organiczng suszono nad MgSO;, i produkt oczyszczono na kolumnie

zelowej w uktadzie T 1 nastgpnie frakcje zawierajace produkt ponownie w uktadzie S.
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Wyizolowano produkt z wydajnoscig 85% (2,8311 g, 3,51 mmol); TLC: R = 0,29 (U);
'H NMR: & 11.51 (s, 1H, NH), 7.30 (m, 31H, 2xTr, H6), 6.15 (d, J = 7.6 Hz, 1H, HI’), 5.29
(d, J = 8.0 Hz, 1H, HS), 4.60 (t, J = 5.2 Hz, 1H, H2’), 4.32 (s, 1H, H4’), 3.94 (d, J = 4.8 Hz,
1H, H3"), 3.13 (s, 3H, OMs), 3.06 (d, J = 3.2 Hz, 2H, H5’a,b); ’C NMR: § 162.7 (C4), 150.6
(C2), 143.0 (Tr), 142.8 (Tr), 140.1 (C6), 128.4 (Tr), 128.2 (Tr) 128.0 (Tr), 127.6 (Tr), 127.3
(Tr), 102.6 (C5), 87.4 (Tr), 86.9 (Tr), 85.9 (C1’), 80.8 (C4’), 78.5 (C3’), 73.3 (C2’), 62.9
(C5).*

* Sygnat *C NMR grupy MsO- natozyt si¢ z sygnatami od DMSO.
2°,5°-Di-O-trytylo-2,3’-anhydrourydyna (110).

Suszony nukleozyd (109) (2,6261 g, 3,25 mmol) rozpuszczono w 30 mL Py i zatezono
do ok. 28 mL. Nast¢pnie dodano ftalimidek potasu (1,8059 g, 9,75 mmol, 3 ekw.) i mieszano
w 135 °C przez 18 godzin. Wykonana TLC wskazuje catkowite przereagowanie. Reakcje
zakonczono przez odparowanie DMF. Mieszanine rozdzielono na kolumnie zelowe;j
w uktadzie S. Wyizolowano produkt z wydajnoscig 91% (2,1012 g, 2,95 mmol); TLC: Rf =
0,43 (H); '"H NMR: & 7.48 (d, J = 7.2 Hz, 6H, Tr), 7.32 (m, 24H, Tr), 7.17 (d, J = 7.2 Hz, 1H,
H6), 5.70 (d, J = 7.2 Hz, 1H, HS), 4.91 (s, 1H, H2’), 4.54 (s, 1H, H1"), 4.50 (s, 1H, H4"), 4.43
(s, 1H, H3"), 3.21 (m, 1H, H5a), 3.11 (m, 1H, H5’b); °C NMR: § 170.0 (C4), 152.7 (C2),
143.2 (Tr), 143.1 (Tr), 140.4 (C6), 128.3 (Tr), 128.2 (Tr) 127.9 (Tr), 127.7 (Tr), 127.1 (Tr),
108.2 (C5), 88.4 (C1’), 88.2 (Tr), 86.5 (Tr), 82.4 (C4’), 78.3 (C3’), 72.3 (C2’), 61.6 (C5’).

1-(f-D-Ksylofuranozylo)uracyl (118)

Nukleozyd 106 (100,0 mg, 0,44 mmol) rozpuszczono w 3 mL roztworu IM
KOH/MeOH, dodano krople wody i mieszano w 70 °C przez siedem godzin. Zoboj¢tniono
IM roztworem CH3COOH/MeOH i oczyszczono na kolumnie w uktadzie J. Otrzymano 105,9
mg (0,43 mmol) z wydajnoscia 98%. Czystos¢ RP-HPLC > 95%; TLC: Ry = 0,71 (F);
'H NMR: & 11,28 (s, 1H, NH), 7.77 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 5.80 (d, J = 4.0 Hz, 1H, 2°OH),
5.66 (s, 1H, H1"), 5.62 (d, J = 8.0 Hz, 1H, HS5), 5.51 (d, J = 3.6 Hz, 1H, 3’OH), 4.80 (t, J =
5.6 Hz, 1H, 5’OH), 4.09 (dd, J = 6.0, 9.2 Hz, 1H, H4’), 3.96 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H2’), 3.92 (t,
J=3.6Hz, 1H, H3"), 3.72 (m, 1H, H5"a), 3.65 (m, 1H, H5°b); >C NMR: § 163.3 (C4), 150.5
(C2), 141.4 (C6), 100.8 (C5), 90.8 (C17), 83.7 (C4’), 80.6 (C2’), 74.5 (C3’), 59.0 (C5’); Masa
(ESI-MS) m/z oblicz. dla [CoH,N,O¢+Na]* 529,1969, znal. 267,0592, bt. -0,4 ppm.
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5°-0-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-2,2’-anhydrourydyna (121)

Suszong 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)urydyne (242) (305,0 mg, 0,56 mmol) oraz Ph;P
(204,6 mg, 0,78 mmol) rozpuszczono w DMF (12 mL) i zatezono do ok. 10 mL. Nast¢pnie
dodano DEAD (135,9 mg, 123,0 pL, 0,78 mmol) i mieszano przez noc w T = 80 °C. Po
zakonczeniu reakcji odparowano rozpuszczalnik i mieszaning rozdzielono na kolumnie
zelowej w uktadzie rozpuszczalnikowym C. Chlorek metylenu zostat uprzednio przesaczony
przez Al,O3; w celu alkalizacji. Zebrano produkt, odparowano i krystalizowano z toluenu.
Nastgpnie produkt suszono w prézni. Uzyskano 70,9 mg produktu (0,13 mmol, 23%)
o czystosci RP-HPLC 98%; T, = 129,5-130 °C; TLC: Rt 0,34 (D); 'HNMR: § 7.93 (d, J =
7.6 Hz, 1H, H6), 7.27 (m, 4H, DMTr), 7.21 (m, 1H, DMTr), 7.14 (dd, J = 2.8, 8.8 Hz, 4H,
DMTr), 6.83 (dd, J = 6.0, 8.8 Hz, 4H, DMTr), 6.33 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H1’), 598 (d, / = 4.8
Hz, 1H, 3’OH), 5.88 (d, /= 7.2 Hz,1H, HS), 5.21 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H2’), 4.30 (d, 1H, H3’),
4.23 (m, 1H, H4’), 3.73 (s, 6H, OMe), 2.94 (dd, J = 4.4, 10.4 Hz, 1H, H5’a), 2.81 (dd, J =
7.2, 10.4 Hz, 1H, H5’b); >C NMR: & 170.9 (C4), 159.3 (C2), 158.1 (DMTTr), 158.0 (DMTr),
144.6 (DMTr), 136.7 (C6), 135.2 (DMTr), 135.1 (DMTr), 129.5 (DMTr), 129.4 (DMTr),
127.8 (DMTr), 127.4 (DMTr), 126.7 (DMTr), 113.2 (DMTr), 108.87 (C5), 89.7 (C1’), 88.4
(C2°), 86.8 (C4’), 85.4 (DMTr), 74.7 (C3’), 62.8 (C5’), 55.0 (CH30), 54.9 (CH30); Masa
(ESI-MS) m/z oblicz. dla [C30H»sN>O7+H]" 529,1969, znal. 529,1989, bt. -3,7 ppm.

8-Tioksoadenozyna (154)

Suszong 8-bromoadenozyne (169) (2,5 g, 7,22 mmol) oraz tiomocznik (1,1004 g,
14,44 mmol, 2 ekw.) rozpuszczono w 40 mL DMF i zatgzono do ok. 38 mL. Reakcj¢
prowadzono przez 4 godziny w 120 °C. Odparowano rozpuszczalnik i produkt oczyszczono
na kolumnie w uktadzie D. Wyizolowano 1,5948 g (5,33 mmol) produktu z wydajnoscig 74%.
TLC: Ry = 0,54 (F); '"HNMR: & 12.57 (s, 1H, NH), 8.12 (s, 1H, H2), 7.00 (bs, 2H, NH,), 6.34
(d, J=6.4 Hz, 1H, H1"), 5.43 (bs, 2H, 5’0OH, 2°0OH), 5.20 (bs, 1H, 3°’OH), 5.00 (t, J = 6.0 Hz,
1H, H2’), 4.22 (dd, J = 2.4, 4.8 Hz, 1H, H3’), 3.90 (dd, J = 4.0, 7.6 Hz, 1H, H4’), 3.66 (dd,
J = 4.0, 8.0 Hz, 1H, H5’a), 3.51 (dd, J = 4.4, 8.0 Hz, 1H, H5’b); °C NMR: & 167.9 (C3),
159.6 (C6), 152.0 (C2), 148.0 (C4), 107.1 (C5), 88.7 (C1°), 85.7 (C4’), 70.8, 70.7 (C2’, C3’),
62.2 (C5’).
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8,2°-S-Anhydro-2’-deoksyadenozyna (168)

Suszong 8-tioksoadenozyne (154) (1,4 g, 4,68 mmol) rozpuszczono w 30 mL DMF
1 zatezono do ok. 28 mL. Nastepnie dodano weglan difenylu (1,5038 g, 7,02 mmol, 1,5 ekw.)
1 NaHCO3 (39,5 mg, 0,47 mmol, 0,1 ekw.). Reakcje prowadzono w 100 °C przez 16 godzin.
Nastgpnie mieszaning odparowano i rozdzielono na kolumnie w uktadzie F. Wyizolowano
produkt z wydajnoscig 52% (689,8 mg, 2,45 mmol). TLC: R¢ = 0,27 (F); '"H NMR: 6 8.04 (s,
1H, H2), 7.10 (s, 2H, NH,), 6.50 (d, /= 6.8 Hz, 1H, H1"), 5.90 (d, /=5.2 Hz 1H, 3’OH), 4.87
(m, 2H, 5°’0OH, H2"), 4.38 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H3’), 3.97 (dd, J = 5.6, 10.0 Hz, 1H, H4’), 3.44
(m, 1H, H5’a);* °C NMR: & 159.6 (C6), 154.0 (C4), 152.9 (C8), 151.6 (C2), 124.1 (C5), 87.9
(C4),86.2 (C17),77.3 (C3’), 62.3 (C2’), 61.1 (C5).

* Sygnat H5’b natozyt si¢ z sygnatem od H,O.
8-Bromoadenozyna (169)

Adenozyne (2,6671 g, 10 mmol) rozpuszczono w 150 mL buforu octanowego o pH =
4. Nastgpnie do roztworu wkraplano 90 mL uprzednio przygotowanej wody bromowe;j
(4,7840 g, 29,94 mmol, 1,533 mL). Po wkropleniu catosci reakcj¢ prowadzono przez 18
godzin. Roztwér odbarwiono przez dodanie Na,SOs; i zoboj¢tniono przez dodanie 12%
roztworu KOH,y. Mieszaning pozostawiono w lodéwce na noc. Biato-zottawy osad odsaczono
1 przemyto woda oraz acetonem. Uzyskano 2,7809 g (8,03 mmol) produktu
z wydajnoscig 80%. TLC: R¢ = 0,66 (F); "H NMR: § 8.12 (s, 1H, H2), 7.56 (bs, 2H, NH,),
5.83 (d, J = 6.4 Hz, 1H, H1"), 5.50 (dd, J = 4.0, 7.2 Hz, 1H, 5°0OH), 5.46 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
2°’0OH), 5.23 (d,J=4.4 Hz, 1H, 3°0OH), 5.10 (dd, J = 6.4, 8.0 Hz, 1H, H2’), 4.19 (m, 1H, H3’),
3.98 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H4"), 3.66 (m, 1H, H5’a), 3.53 (m, 1H, H5'b); *C NMR: & 155.1
(C6), 152.4 (C2), 149.8 (C4), 127.2 (C8), 119.6 (C5), 90.4 (C1°), 86.7 (C4’), 71.0 (C2’), 70.8
(C3’), 62.1 (C5).

1-(5’-Azydo-p-D-5’-deoksy-ksylofuranozylo)uracyl (216) i 2’-Azydo-2’-
deoksyurydyna (251)

Nukleozyd 106 (50,0 mg, 0,22 mmol) rozpuszczono w 4 mL DMF, zat¢zono do ok.
3,5 mL, dodano LiN3 (21,5 mg, 0,44 mmol, 2 ekw.) i mieszano w 135 °C przez 18 godzin.
Reakcje zatrzymano przez odparowanie i bez ekstrakcji naniesiono na kolumne zelowa.
Zwiazki wymywano w uktadzie C. Pierwszy produkt 216 o R¢ = 0,75 (F) wyizolowano
z wydajnoscig 27% (16,5 mg, 0,06 mmol). Produkt 251 o R¢ = 0,69 (F) wyizolowano
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z wydajnoscia 18% (10,4 mg, 0,04 mmol). '"H NMR i *C NMR 251 zgodne z podanymi
(s. 147).

'H NMR (216): 5 11.30 (s, 1H, NH), 7.75 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 6.16 (d, J = 5.2 Hz,
1H, 2’OH), 5.70 (m, 2H, HI’, 3°OH), 5.62 (d, J = 8.0 Hz, 1H, HS), 4.23 (m, 1H, H4’), 3.99
(d, J = 4.0, 1H, H2"), 3.94 (s, 1H, H3"), 3.64 (m, 2H, H5’a,b); ’C NMR (216): 5 163.1 (C4),
150.5 (C2), 141.2 (C6), 101.1 (C5), 91.0 (C1°), 81.2 (C4), 80.2 (C2’), 74.6 (C3’), 49.4 (C5’);
N NMR (HMBC): 5248.9 (5'N3), 158.3 (N3), 144.7 (N1), 67.6 (5'N3).

3’-0O-Mesylocytydyna (236)

3’-0O-Mesylo-4-N,2’,5’-O-tripiwaloilocytydyne (86) (4,5 g, 7,84 mmol) rozpuszczono
w 50 mL metanolu nasyconego amoniakiem. Reakcj¢ mieszano przez noc na mieszadle
magnetycznym w temperaturze pokojowej. Do mieszaniny dodano 2 g zelu krzemionkowego
(0,063-0,200mm). Mieszanin¢ zaadsorbowano na zelu poprzez odparowanie do sucha. Sypki
zel z zaadsorbowang mieszaning reakcyjna naniesiono na kolumne zelowg 1 wymyto produkt
w ukladzie N. Produkt zebrano, odparowano rozpuszczalnik i wysuszono w prozni. Po
wysuszeniu uzyskano 2,4567 g produktu (7,65 mmol) z wydajnoscig 98%. TLC: R¢ = 0,36
(0); '"HNMR: & 7.77 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H6), 7.28 (bs, 1H, NH,), 7.19 (bs, 1H, NH,) 5.93 (d,
J=6.4Hz, 1H, 2°0OH), 5.85 (d, J = 6.4 Hz, 1H, H1"), 5.76 (d, J = 7.2 Hz, 1H, HS5), 5.28 (t,
J=5.2 Hz, 1H, 5°0OH), 4.95 (dd, J = 2.8, 5.2 Hz, 1H, H3’), 4.32 (dd, J = 6.4, 12.0 Hz, 1H,
H2’),4.12 (dd, J=3.2, 6.4 Hz, 1H, H4’), 3.61 (m, 2H, H5’a, H5’b), 3.27 (s, 3H, Ms).

3’-Tert-butoksy-4-N,2’,5’-O-tripiwaloilocytydyna (237a)

3’-0O-Mesylo-4-N,2’,5°-O-tripiwaloilocytydyng  (86) (100,0 mg, 0,17 mmol)
rozpuszczono w 4 mL. DMF i zatezono do okoto 3,5 mL. Nastepnie dodano suszony tert-
butanolan sodu (74,0 mg, 0,77 mmol, 4,5 ekw.) i mieszano w 100 °C przez 3 godziny. Po tym
czasie pozostaly sladowe ilosci substratu. Na TLC (M) zaobserwowano gtowny produkt o R¢
wyzszym od substratu. Mieszaning zobojetniono kwasem octowym, odparowano do sucha,
zawieszono w DCM i oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie K. Uzyskano 11,3 mg
(0,02 mmol) produktu z wydajnoscia 12%. TLC: R = 0,69 (M); 'H NMR: & 10.51 (s, 1H,
NH), 8.07 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 7.31 (d, J = 7.6 Hz, 1H, HS), 5.93 (d, J = 4.4 Hz, 1H, HI’),
5.55(t,J =5.2 Hz, 1H, H2’), 5.45 (t, J = 5.6 Hz, 1H, H3"), 4.50 (m, 1H, H4’), 4.38 (m, 2H,
H5’a, H5’b), 1.21, 1.19, 1.18 (3s, 27H, 9xCH;™), 1.11 (s, 9H, /Bu); °C NMR: § 179.1,
177.4, 176.5 (3xC=0), 163.4 (C4), 154.2 (C2), 145.5 (C6), 96.5 (C5), 89.4 (C1’), 79.5 (C4’),
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76.5 (C3’), 72.5 (C2’), 62.4 (C5°), 44.6 (CMBY) 3xC"™™)* 26.8, 26.5, 26.2 (3xCH5™), 25.0
(CIBH).

* Sygnaty ukryte pod sygnatem DMSO.
3’-0-Mesylo-2’,5’-di-O-piwaloilocytydyna (238)

3’-0O-Mesylo-4-N,2’,5’-O-tripiwaloilocytydyng  (86) (50,0 mg, 0,09 mmol)
rozpuszczono w EtOAc (4 mL). Nastepnie dodano kroplami kwas solny (C, = 38%, 13,2 mg,
0,36 mmol, 29 uL, 4 ekw.) i mieszano w 70 °C przez 2 dni. Po tym czasie zaobserwowano
brak dalszych zmian. Reakcj¢ zatrzymano poprzez dodanie metanolowego roztworu NaHCO3
(4 ml). Odparowano rozpuszczalniki, mieszaning zawieszono w DCM i oczyszczono na
kolumnie zelowej w ukfadzie C. Wyizolowano 20,4 mg produktu (0,042 mmol)
z wydajnoscia 47%. TLC: 0,06 (C); '"H NMR: & 7.61 (d, J =7.6 Hz, 1H, H6), 7.34 (bs, 2H,
NH,), 5.79 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H1"), 5.75 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H5), 5.52 (dd, J = 4.0, 5.6 Hz,
1H, H2’), 5.38 (t, J = 5.6 Hz, 1H, H3’), 4.36 (m, 2H, H4’, H5’a), 4.24 (dd, J = 5.6, 12.8 Hz
1H, H5’b), 1.17 (s, 18H, 6xCH;™); °C NMR: § 177.2, 176.3 (2xC=0), 165.9 (C4), 154.6
(C2), 142.3 (C6), 94.5 (C5), 89.7 (C1’), 78.6 (C4’), 75.1 (C3°), 72.2 (C2’), 62.4 (C5’), 38.34,
38.25 (2xC""™), 37.53 (Mss) 26.8, 26.7 (2xCH;5™).

2°,5°-Di-0-piwaloilourydyna i 3°,5’-di-O-piwaloilourydyna (239a i 240a)

Suszong urydyng (80) (4,4913 g, 18,39 mmol) dodano do suchej pirydyny (80 mL).
Roztwor zatgzono do ok. 70 mL i schtodzono do O °C. Nastgpnie dodano w dziewigciu
porcjach chlorek piwaloilu (4,52 mL, 36,78 mmol, 2 ekw.) tak, by temperatura roztworu nie
przekroczyla 5 °C. Mieszaning pozostawiono na noc w lodéwce. Reakcje zatrzymano poprzez
odparowanie rozpuszczalnika az do postaci gestego syropu. W celu pozbycia si¢ resztek
pirydyny trzykrotnie odparowano mieszaning z toluenem. Otrzymany gegsty syrop
rozpuszczono w 80 mL chlorku metylenu i ekstrahowano trzykrotnie zimnym, nasyconym
wodnym roztworem NaHCO; po okoto 80 ml. Faze¢ organiczng suszono nad Na,SO,,
odparowano i suszono w prozni. Produkt (6,9778 g) analizowano metodami 2D NMR, co
wykazalo obecnos¢ dwoch izomeréw dipiwaloilowanych w stosunku 4:1 oraz Sladowe
zanieczyszczenia nukleozydowe i odrozpuszczalnikowe. Reakcje monitorowano metodg TLC

w ukladzie D.
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2°,5°-Di-0-benzoilourydyna i 2°,5°-di-O-benzoilourydyna (239b i 240b)

Urydyne (80) (1,0 g, 4,09 mmol) rozpuszczono w 30 mL pirydyny. Roztwér zatezono
do ok. 25 mL i schtodzono do 0 °C. Nastepnie dodano w 5 porcjach chlorek benzoilu (0,950
mL, 8,18 mmol, 2 ekw.) tak, by temperatura nie przekroczyta 5 °C. Po czym pozostawiono
mieszaning w lodéwce na noc. Reakcj¢ zatrzymano poprzez odparowanie rozpuszczalnika az
do postaci gestego syropu. W celu pozbycia si¢ resztek pirydyny trzykrotnie odparowano
mieszaning z toluenem. Otrzymany gesty syrop rozpuszczono w 40 mL chlorku metylenu
1 ekstrahowano trzykrotnie zimnym, nasyconym wodnym roztworem NaHCO; po okoto 40
ml. Faz¢ organiczng suszono nad Na;SOy, odparowano i suszono w prézni. Produkt (1,5728
g) analizowano spektroskopia NMR (‘H NMR and COSY), co wykazato obecno$¢ dwéch
izomeréw dibenzoilowanych w stosunku 2:1 oraz $ladowe zanieczyszczenia nukleozydowe

1 odrozpuszczalnikowe. Reakcje¢ monitorowano na TLC w uktadzie D.
3°,5°-Di-0-piwaloilo-2,2’-anhydrourydyna (241a)

Otrzymang mieszaning dwoch izomeroéw dipiwalolilowanych (239a i 240a) oraz Ph;P
(5,3314 g, 20,30 mmol) rozpuszczono w 100 mL suchego DMF i nastepnie zat¢zono do ok.
90 mL. Nastepnie dodano DEAD (3,5363 g, 3,2 mL, 20,30 mmol) i mieszano w temperaturze
pokojowej przez 21 godzin. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik zatezono do ok. 20 mL
1 dodano 80 mL eteru dietylowego. Bialy osad odsaczono i suszono w prdézni. Uzyskano
4,0474 g produktu (10,33 mmol, 56% z urydyny). RP-HPLC wykazato czysto$S¢ 99%; T, =
223-224 °C; TLC: R¢ = 0,42 (D); 'H NMR: & 7.89 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 6.40 (d, J = 5.2
Hz, 1H, H1"), 5.91 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H5), 5.49 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H2’), 5.32 (d, J = 2.4 Hz,
1H, H3’), 4.46 (m, 1H, H4’), 4.05 (dd, J = 4.8, 12.4 Hz, 1H, H5’a), 3.94 (dd, J = 6.8, 12.4,
Hz, 1H, H5’b), 1.19 (s, 9H, (3xCH;™), 1.08 (s, 9H, (3xCH;™); °C NMR: § 177.3, 177.0
(2xC=0), 171.2 (C4), 159.8 (C2), 137.1 (C6), 109.4 (C5), 90.1 (C1’), 86.5 (C2’), 82.5 (C4’),
76.4 (C3’), 62.4 (C5’), 38.6 (2xC"™™), 27.1 (CH;™), 27.0 (CH;™); Masa (ESI-MS) m/z
oblicz. dla [C19H2N,O-,+H]" 395,1813, znal. 395,1801, bt. 3,0 ppm.

3°,5°-Di-0-piwaloilo-2,2’-anhydrourydyna (241a) z 95

Suchg 2,2’-anhydrourydyne (95) (2,1500 g, 9,51 mmol) zawieszono w suchej
pirydynie (35 mL). Ogrzewano na czaszy grzejnej do temp. ok. 60 °C aby zwigkszy¢ stopien
rozpuszczenia. Nastepnie schtodzono do temperatury pokojowej i zatezono do ok. 32 mL. Po

zatezeniu mieszaning schlodzono w tazni lodowej do 0 °C i dodawano porcjami chlorek
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piwaloilu (3,4401 g, 28,53 mmol, 3,5104 mL). Pozwolono mieszaninie ogrza¢ si¢ do
temperatury pokojowej i mieszano przez noc. Po zakonczeniu reakcji roztwor jest klarowny.
Rozpuszczalnik odparowano, a resztki pirydyny usuni¢to poprzez kilkukrotne odparowanie
z toluenem. Uzyskany staly produkt rozpuszczono w 40 mL chlorku metylenu
i ekstrahowano trzykrotnie wodnym, nasyconym roztworem NaHCO;. Faze organiczng
suszono nad Na,SOs, zatezono i1 otrzymany zwigzek wytragcono poprzez dodanie eteru
dietylowego. Uzyskany w ten sposob surowy produkt byl zanieczyszczony zwigzkiem
o mniejszym Ry — prawdopodobnie produktem monoacylacji. Dlatego oczyszczono go na
kolumnie zelowej w ukladzie G uzyskujac 3,2698 g produktu (8,29 mmol, 87%). Czystos¢
produktu wyniosta 96% na RP-HPLC, T, = 223-224 °C, NMR zgodne z 241a.

3°,5°-Di-0-benzoilo-2,2’-anhydrourydyna (241b)

Otrzymang mieszanin¢g dwoch izomeréw dibenzoilowanych (239b i 240b) oraz Ph;P
(1,5049 g, 5,73 mmol) rozpuszczono w suchym DMF (25 mL) i zatgezono do ok. 20 mL.
Nastgpnie dodano DEAD (998,2 mg, 0,903 mL, 5,73 mmol) i mieszano w temperaturze
pokojowej przez noc. Po zakonczeniu reakcji mieszanine zat¢zono do ok 5 mL i wytrgcono
produkt przez dodanie eteru dietylowego (30 mL). Bialy osad odsaczono, przemyto eterem
1 suszono w prozni uzyskujac 1,2137 g produktu (2,78 mmol, 68% z urydyny). Czystos¢
produktu okreslona na RP-HPLC wyniosta 97%; Ty, = 263-264 °C; TLC: R = 0,42 (D);
'H NMR: § 8.05 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Ph), 7.92 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H6), 7.90 (d, J = 7.2 Hz, 2H,
Ph), 7.72 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Ph), 7.66 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Ph), 7.58 (t, J = 7.6 Hz, 2H, Ph),
7.50 (t, J = 7.6 Hz, 2H, Ph), 6.49 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H1"), 5.89 (d, J = 7.6 Hz, 1H, HS), 5.77
(d, J = 5.6 Hz, 1H, H2’), 5.71 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H3’), 4.88 (m, 1H, H4’), 4.36 (m, 2H,
H5’a,b); ?C NMR: & 170.7 (C4), 165.2 (C=0), 164.9 (C=0), 159.4 (C2), 136.7 (C6), 134.0
(Ph), 133.6 (Ph), 129.6 (Ph), 129.2 (Ph), 129.0 (Ph), 128.8 (Ph), 128.7 (Ph), 128.6 (Ph), 109.0
(C5), 89.9 (C1’), 86.1 (C2°), 82.2 (C4°),77.2 (C3’), 63.1 (C5’). Mas (ESI-MS) m/z oblicz. dla
[Ca3H gN,O7+H] " 435,1187, znal. 435,1184, bt. -0,6 ppm.

5’-0-(4,4 ’-Dimetoksytrytylo Jurydyna (242)

Suszong urydyne (80) (500,0 mg, 2,05 mmol) rozpuszczono w 15 mL pirydyny,
zatezono do ok. 12 mL, dodano chlorek 4,4’-dimetoksytrytylu (1,0436 g, 3,08 mmol)
i mieszano w temperaturze pokojowej przez noc. Nastgpnego dnia mieszaning odparowano,
usuni¢to resztki pirydyny poprzez trzykrotne odparowanie z toluenem i oczyszczono na

kolumnie zelowej w uktadzie G. Chlorek metylenu uprzednio przesaczono przez Al;Os.
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Wyizolowano produktu z wydajnoscig 82% (924,5 mg, 1,69 mmol). TLC: R¢ 0,44 (D);
'H NMR: § 11.35 (s, 1H, NH), 7.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.38 (d, J = 7.2 Hz, 2H, DMT),
7.32 (t, J = 7.2 Hz, 2H, DMTr), 7.25 (dd, J = 2.0, 8.8 Hz, SH, DMTr), 6.90 (d, J = 8.8 Hz,
4H, DMTr), 5.49 (d, J = 4.8 Hz, 1H, H1’), 5.98 (dd, J = 2.0, 8.0 Hz, 1H, H5), 5.15 (d, J=5.6
Hz,1H, 3°OH), 4.08 (m, 2H, H2’, H3’), 3.95 (m, 1H, H4’), 3.74 (s, 6H, DMTr), 3.24 (m, 2H,
HS5’a, H5’b).

2’-Azydo-3’,5’-di-O-piwaloilo-2’-deoksyurydyna (250)

Suszony nukleozyd (241a) (200,0 mg, 0,51 mmol) i LiN3 (49,9 mg, 1,02 mmol)
dodano do suchego DMF (6 mL) i zat¢zono do ok. 5 mL. Roztwér mieszano w T = 135 °C
przez noc. Nastgpnie rozpuszczalnik odparowano do postaci gestego oleju. Mieszaning
rozdzielono na kolumnie zelowej w ukladzie E. Zebrano frakcje z produktem, odparowano
i krystalizowano w uktadzie MeOH/H,O uzyskujac 160,5 mg (0,37 mmol, 72%) bialego
drobnokrystalicznego osadu. Czystos¢ sprawdzona za pomocg RP-HPLC wyniosta 95%; Ty,
= 115-116 °C, TLC: Ry = 0,74 (D); 'H NMR: & 11.50 (s, 1H, NH), 7.43 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
H6), 5.79 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H1"), 5.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 5.32 (t, / = 6.0 Hz, 1H, H3’),
478 (t, J = 6.0 Hz, 1H, H2"), 4.23 (m, 3H, H4’, H5’a, H5’b), 1.22 (s, 9H, 3’(CH;"")3), 1.15
(s, 9H, 5°(CH3™)3); C NMR: § 177.11 (5°C=0), 176.61 (3°C=0), 162.90 (C4), 150.25 (C2),
140.81 (C6), 102.44 (C5), 87.60 (C1’), 79.14 (C4’), 71.22 (C3’), 62.71 (C5’), 62.23 (C2’),
38.37 (3°C"™), 38.24 (5°C"™™), 26.76 (5°CH;™), 26.62 (3°CH;™); Masa (ESI-MS) m/z
oblicz. dla [C19H27NsO7] 436,1838, znal. 436,1859, bt. -4,8 ppm.

2’-Azydo-2’-deoksyurydyna (251)

Suszong 2,2’-anhydrourydyn¢ (95) (200,0 mg, 0,88 mmol) i LiN3 (86,2 mg, 1,76
mmol) dodano do suchego DMF (6mL) i zat¢zono do ok. 5 mL. Mieszaning mieszano
w T = 135 °C przez noc. Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik i uzyskany olej rozdzielono
na kolumnie zelowej w ukladzie C. Frakcje z produktem zebrano i odparowano. Nastepnie
zawieszono w DCM przy pomocy ultrasonifikatora, odsagczono i suszono w prézni. Uzyskano
amorficzny, z6itawy sypki osad o duzej higroskopijno$ci. Proby krystalizacji i pomiaru Ty
nie powiodly si¢. Masa produktu wyniosta 161,0 mg (0,60 mmol, 68%). Czystos¢ produktu
okreslona na RP-HPLC wyniosta 95%; TLC: R = 0,40 (D); "H NMR: & 11.41 (s, 1H, NH),
7.86 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 5.96 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H1"), 5.88 (d, J = 5.6 Hz, 1H, 3’OH),
5.67 (d, J = 8.0 Hz, 1H, HS), 5.17 (t, J = 4.8 Hz, 1H, 5°0OH), 4.30 (dd, J = 5.2, 10.4 Hz, 1H,
H2’), 4.05 (t, J = 5.2 Hz, 1H, H3’), 3.89 (dd, J = 3.2, 7.6 Hz, 1H, H4’), 3.66 (m, 1H, H5’a),
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3.57 (m, 1H, H5’b); '°C NMR: § 163.0 (C4), 150.4 (C2), 140.0 (C6), 102.0 (C5), 85.6 (C1°),
85.2 (C4%), 70.4 (C2’), 64.6 (C2’), 60.2 (C5); "N NMR (HMBC): 8245.1 (5°'N3), 157.8 (N3),
142.6 (N1), 69.1 (5'N3); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [CoH;;NsOs+Na]® 292,0652, znal.
292,0662, bt. -3,3 ppm.

3°,5°-Di-0-piwaloilo-2’-S-toliltio-2’-deoksyurydyna (252)

Suszony 241a (200,0 mg, 0,51 mmol) i p-tiokrezol (126,7 mg, 1,02 mmol)
rozpuszczono w suchym DMF (6 mL) i zat¢zono do ok. 5 mL. Dodano katalityczng ilos¢
ftalimidku potasu (9,2 mg, 0,05 mmol). Mieszaning mieszano w T = 120 °C przez 4 godz.
Reakcja zaszta ilosciowo (TLC). Nastepnie odparowano rozpuszczalnik i uzyskany olej
rozdzielono na kolumnie zelowej w ukladzie 1. Frakcje z produktem zebrano, odparowano
i produkt krystalizowano w MeOH/H,O. Uzyskano 256,7 mg (0,495 mmol)
drobnokrystalicznego biatego produktu z wydajnoscig 97%. Czystos¢ okreslona za pomoca
RP-HPLC wyniosta 96%; T, = 134,5-135 °C; TLC: Rf = 0,69 (H); '"H NMR: 6 11.29 (s, 1H,
NH), 7.39 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.26 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph**), 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
Ph™*), 6.11 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H1"), 5.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 5.40 (d, J = 6.0 Hz, H1,
H3’), 4.22 (m, 4H, H5’a, H5'b,H2’,H4"), 2.23 (s, 3H, CH3), 1.22 (s, 9H, 3’(CH3"™)3), 1.13 (s,
9H, 5°(CH5"™)3); ?C NMR: § 177.1 (5°C=0), 176.2 (3°C=0), 162.6 (C4), 150.3 (C2), 139.5
(C6), 137.8 (PhP*), 132.5 (Ph®*), 129.8 (Ph™*), 128.1 (Ph“>*), 102.6 (C5), 88.3 (C1°), 80.5
(C4%), 73.5 (C3°), 63.2 (C5’), 51.4 (C2’), 38.5 (3°C"™), 38.2 (5°C"™™), 26.7 (2xCH;™), 20.6
(CH3); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [CasH3N>O,S+H]" 519,2159, znal. 519,2149, bt.
1,9 ppm.

* Skréty: “m” — meta, “or”’- orto, “p”- para, “C-S”- atom wegla zwigzany z atomem siarki w grupie

tiotolilowe;.
2’-S-Toliltio-2’-deoksyurydyna (253)

Suchg 2,2’-anhydrourydyne (95) (200,0 mg, 0,88 mmol) i p-tiokrezol (218,6 mg, 1,76
mmol) rozpuszczono w suchym DMF (6 mL) i zatezono do ok. 5 mL. Dodano katalityczng
ilos¢ ftalimidku potasu (16,7 mg, 0,09 mmol). Mieszaning mieszano w T = 120 °C przez
4 godziny. Reakcja zaszta ilosciowo (TLC). Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik
i uzyskany olej rozdzielono na kolumnie zelowej w uktadzie C. Frakcje z produktem zebrano,
odparowano i pozostato$¢ krystalizowano w MeOH/H,0. Uzyskano 252,3 mg (0,72 mmol)

drobnokrystalicznego biatego produktu z wydajnoscig 82%. Czystos¢ okreslona za pomoca
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RP-HPLC wyniosta 99%; Ty, = 209-210 °C; TLC: Rt = 0,55 (D); 'HNMR: § 11.12 (s, 1H,
NH), 7.55 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph*), 7.04 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
Ph™*), 6.16 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H1"), 5.86 (d, J = 5.6 Hz, 1H, 3’OH), 5.44 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
H5), 5.10 (t, J = 5.2 Hz, 1H, 5’0OH), 4.31 (t, J = 5.6 Hz, 1H, H3’), 3.91 (t, / = 3.2 Hz, 1H,
H4), 3.73 (dd, J =5.2,9.2 Hz, 1H, H2’), 3.56 (t, J = 4.4 Hz, 2H, H5’a,b), 2.21 (s, 3H, CH3);
BC NMR: § 162.6 (C4), 150.5 (C2), 139.8 (C6), 137.0 (Ph"*) 132.1 (Ph°™*), 129.6 (Ph™*),
129.5 (Ph“®%), 102.3 (C5), 87.8 (CI’), 86.7 (C4’), 72.4 (C3°), 61.5 (C5°), 55.0 (C2"), 20.5
(CH3); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [CsH;sN,OsS+Na]" 373,0829, znal. 373,0840, bt. -2,9

* Skréty: “m” — meta, “or”’- orto, “p”- para, “C-S”- atom wegla zwigzany z atomem siarki w grupie

tiotolilowe;.
1-(3°,5’-Di-O-piwaloilo-f-D-arabinofuranozylo)uracyl (254)

Suszony nukleozyd 241a (75,0 mg, 0,19 mmol) rozpuszczono w DMF (3 mL)
i dodano 2 mL 2N HCl,y. Roztw6r mieszano w T = 80 °C i po 2.5 godzinach zneutralizowano
dodajac 3 mL nasyconego roztworu NaHCO3,,. Nastepnie mieszaning ekstrahowano z DCM.
Faze organiczng oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie G i produkt krystalizowano
z toluenu uzyskujac 57,2 mg (0,14 mmol) w postaci drobnokrystalicznej z wydajnoscia 74%.
Czystos¢ okreslona za pomoca RP-HPLC wyniosta 94%; T, = 139-140 °C; TLC: R = 0,71
(D); '"HNMR: & 11.37 (s, 1H, NH), 7.51 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 6.11 (d, J = 4.8 Hz, 1H,
2’0OH), 6.00 (d, J =4.0 Hz, 1H, H1), 5.59 (d, J = 8.0 Hz, H1, HS), 4.96 (s, 1H, H3"), 4.37 (m,
1H, H5’a), 4.22 (m, 1H, H5’b), 4.15 (s, 1H, H2’), 4.11 (m, 1H, H4), 1.18 (s, 9H, (CH5"")3),
1.16 (s, 9H, (CH;™)3); *C NMR: § 177.2 (C=0), 176.5 (C=0), 163.1 (C4), 150.3 (C2), 141.7
(C6), 100.2 (C5), 85.6 (C1°), 79.5 (C4°), 78.0 (C3’), 72.4 (C2’), 62.9 (C5°), 38.3 (C"™™), 38.1
(C"™), 26.8 (CH;™), 26.6 (CH;™); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [CigHasN,Og+Na]"
435,1738, znal. 435,1725, bt. 3,1 ppm.

1-(3’,5°-Di-O-piwaloilo-f-D-arabinofuranozylo)uracyl (254) w reakcji 7 BuLi

Suszony nukleozyd (241a) (50,0 mg, 0,13 mmol) rozpuszczono w 3,5 mL THF.
Plukano argonem przez 5 min. Schtodzono mieszaning izopropanol/suchy 16d, strzykawka
dodano 2,5M roztw6r BulLi w heksanie (10,4 mg, 0,16 mmol, 64 pL, 1,2 ekw.). Reakcje
prowadzono w obnizonej temperaturze przez 2 godziny, nastgpnie pozwolono jej ogrzac si¢
do temperatury pokojowej i pozostawiano na noc. Analiza TLC wskazala powstawanie
jednego produktu o wyzszym Ry Reakcj¢ zatrzymano wodnym roztworem chlorku amonu
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(20,0 mg, 0,37 mmol, 2 mL). Faze organiczng suszono nad MgSO,. Odparowano THF,
rozpuszczono w DCM 1 naniesiono na kolumn¢ zelowa. Rozdzial wykonano w uktadzie I.
Wyizolowano produkt z wydajnoscia 24% (12,7 mg, 0,031 mmol). TLC: 0,69 (D); 'H NMR
i ®C NMR zgodne z 254.

2’,5°-Di-0-piwaloilo-2,3’-anhydrourydyna (255) i 3°,5’-Di-0-piwaloilo-2,2°-
anhydrourydyna (241a)

Suszong mieszaning izomeréw 256 i 257 o stosunku 100:7 (NMR) (100 mg, 0,20
mmol) rozpuszczono w 4 mL. DMF i zatezono do ok. 3,5 mL. Nast¢pnie dodano ftalimidek
potasu (PPI) (40,7 mg, 0,22 mmol) 1 mieszano w 135 °C przez 2 godziny. Mieszaning
reakcyjna odparowano i rozdzielono na kolumnie zelowej w uktadzie -G dwukrotnie.
Otrzymano 47,1 mg (0,12 mmol, 60%) mieszaniny produktéw 255 i 241a w stosunku 100:2
(NMR) oraz dodatkowe 16,7 mg (0,04 mmol) mieszaniny 255 i 241a z catkowita wydajnoscia
80%. TLC: R (255) = 0,31 (C), R; (241a) = 0,29 (C); '"H NMR (255): 6 7.68 (d, J = 7.6 Hz,
1H, H6), 6.03 (s, 1H, H1’), 5.86 (d, J = 7.2 Hz, 1H, HS), 5.77 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H2’), 5.35
(s, 1H, H3’), 4.58 (m, 1H, H4’), 4.31 (dd, J = 4.8, 12.0 Hz, 1H, H5’a), 4.14 (dd, J = 6.8, 12.0
Hz, 1H, H5’b), 1.19 (s, 9H, (CH5"™)3), 1.12 (s, 9H, (CH;"™)3); >C NMR (255): § 177.1, 176.0
(2 x C=0), 170.0 (C4), 152.8 (C2), 140.7 (C6), 108.5 (C5), 87.2 (C1’), 81.1 (C4’), 77.0 (C3’),
71.0 (C2°), 61.8 (C5°), 38.3, 38.2 (2xC"™™), 26.7 (CH;™), 26.5 (CH;™).

3’-0-Mesylo-2’,5’-di-O-piwaloilourydyna (256) i 2’-0-mesylo-3’,5’-di-O-
piwaloilourydyna (257)

Suszong urydyne (80) (0,5 g, 2,05 mmol) dodano do suchej pirydyny (20 mL).
Roztwor zatgzono do ok. 18 mL i schtodzono do 0 °C. Nastepnie dodano w dwoch porcjach
chlorek piwaloilu (494,4 mg, 4,01 mmol, 504,5 pL) tak, by temperatura roztworu nie
przekroczyta 5 °C. Mieszaning pozostawiono na noc w lodéwce. Nastepnie dodano chlorek
mesylu (422,5 mg, 3,69 mmol, 285,9 YL) i mieszano w temperaturze pokojowej przez
8 godzin. Reakcje zatrzymano poprzez odparowanie rozpuszczalnika az do postaci gestego
syropu. W celu pozbycia si¢ resztek pirydyny odparowano mieszaning trzykrotnie z toluenem.
Otrzymany gesty syrop rozpuszczono w 40 mL chlorku metylenu 1 ekstrahowano trzykrotnie
nasyconym wodnym roztworem NaHCO; po okoto 30 ml. Faz¢ organiczng suszono nad
MgSO; i rozdzielono na kolumnie zelowej w uktadzie Q. Otrzymano 852,6 mg mieszaniny
256 i 257 w stosunku 100:7 z wydajnoscig catkowita 93%. Reakcje monitorowano metoda
TLC w uktadzie H. TLC: R;(256/257) = 0,66 (H); "H NMR (256): 5 11.49 (s, 1H, NH), 7.66
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(d, J= 8.0 Hz, 1H, H6), 5.87 (d, J = 4.8 Hz, 1H, HI"), 5.70 (dd, J = 2.0, 7.6 Hz, 1H, H5), 5.54
(t, J = 5.6 Hz, 1H, H2"), 5.33 (t, J = 5.6 Hz, 1H, H3"), 4.44 (dd, J = 4.4, 8.0 Hz, 1H, H4"),
436 (dd, J = 3.2, 12.4 Hz, 1H, H5’a), 4.26 (dd, J = 4.4, 12.4, Hz, 1H, H5’b), 3.28 (s, 3H, Ms),
1.17 (2s, 18H, 2x(CH;5™)3); °C NMR: & 177.1, 176.3 (2xC=0), 163.0 (C4), 150.1 (C2),
141.1 (C6), 102.3 (C5), 87.9 (C1°), 79.0 (C4)), 75.1 (C3°), 71.6 (C2’), 62.3 (C5°), 38.3
(2xC"™™), 37.7 (Ms), 26.8 (CH5™™), 26.6 (CH5™).

1-(4-N,2°,5°-0, O-tripiwaloilo-fi-D-arabino)cytozyna (258)

4-N,2’,5’-0,0-tripiwaloilocytydyne (87) (150,0 mg, 0,30 mmol) rozpuszczono
w DMF (5 mL), zatezono do ok. 4 mL i dodano PhsP (118,0 mg, 0,45 mmol) oraz DEAD
(78,4 mg, 0,45 mmol, 71,3 uL). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 32
godziny. Mieszaning¢ odparowano i oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie Q. Zebrano
frakcje zawierajace gtdwny produkt. Produkt wysuszono i zwazono. Uzyskano 100,8 mg
(0,20 mmol) z wydajnoscig 67%. TLC: 0,14 (R); '"H NMR: § 10.38 (s, 1H, NH), 7.93 (d, J =
7.6 Hz, 1H, H6), 7.27 (d, J = 7.6 Hz, 1H, HS), 6.07 (m, 2H, 2°’0OH, H1"), 4.98 (s, 1H, H3"),
4.46 (dd, J = 6.8, 11.2 Hz, 1H, H5’a), 4.22 (m, 3H, H5’b, H4’, H2’), 1.21, 1.19, 1.17 (3s,
27H, 9xCHj3); °C NMR: § 178.8, 177.3, 176.5 (3xC=0), 163.1 (C4), 154.2 (C2), 145.9 (C6),
94.9 (C5), 87.4 (CI’), 80.4 (C4’), 78.3 (C3°), 71.7 (C2’), 63.0 (C5’), 40.0, 38.3, 38.1
(3xC"™), 26.8, 26.6, 26.3 (3xC™).

5°-0-Trytylo-2,2’-anhydrourydyna (259)

Suszong 5’-O-trytylourydyne (263) (5,0 g, 10,28 mmol) rozpuszczono w 60 mL.
DMF. Zatezono do ok. 55 mL, dodano suszony NaHCO; (86,5 mg, 1,03 mmol, 0,1 eq.) oraz
suszony weglan difenylu (3,3033 g, 15,42 mmol, 1,5 eq.). Reakcj¢ prowadzono w T = 100 °C
przez 16 godz. Reakcje monitorowano metoda TLC w uktadzie D. Schtodzono do
temperatury pokojowej, zat¢zono do potowy, dodano 50 mL. MeOH, drugg porcj¢ NaHCO;3
oraz krople wody. Mieszano przez min. 5 godz. w naczyniu zamkni¢tym nasadka fajkowa az
do wytracenia si¢ duzych ilo$ci osadu. Nastepnie odparowano rozpuszczalniki i oczyszczono
na kolumnie zelowej w uktadzie C i potem D. Mieszaning naniesiono na kolumng w formie
zawiesiny w DCM, ktérg po ubiciu przykryto cienkg warstwa zelu. Frakcje z produktem
zebrano, odparowano rozpuszczalniki, wysuszono w prozni i zwazono. Uzyskano produkt
w postaci biatego ciata stalego z wydajnoscia 97% (4,6861 g, 9,96 mmol); TLC: R¢ = 0,37
(D); '"H NMR: & 7.94 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H6), 7.29 (m, 15H, Tr), 6.33 (d, J = 5.6 Hz, 1H,
H1’),597 (d,J = 4.8 Hz, 1H, 3’OH), 5.87 (d, J = 7.2 Hz, 1H, HS5), 5.22 (d, J = 5.6 Hz, 1H,
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H2%), 432 (s, 1H, H3’), 4.24 (m, 1H, H4’), 298 (m, 1H, H5’a), 2.82 (m, 1H, H5’b);
PC NMR: § 170.8 (C4), 159.2 (C2), 143.3 (Tr), 136.6 (C6), 128.0 (Tr), 127.9 (Tr), 127.1 (Tr),
108.9 (C5), 89.7 (C17), 88.4 (C2’), 86.6 (Tr), 85.9 (C4’), 74.7 (C3’), 63.0 (C5’).

4-n-Butylo-1-(3’,5’-di-O-piwaloilo-f-D-arabinofuranozylo)-2-pirymidynon (260)

Suszony nukleozyd (241a) (50,0 mg, 0,13 mmol) rozpuszczono w 3,5 mL THF.
Plukano argonem przez 5 min. Schtodzono mieszaning izopropanol/suchy 16d, strzykawka
dodano 2,5M roztw6r BuLi w heksanie (10,4 mg, 0,16 mmol, 64 pL, 1,2 ekw.). Reakcj¢
prowadzono w obnizonej temperaturze przez 2 godziny. Reakcj¢ zatrzymano wodnym
roztworem chlorku amonu (20,0 mg, 0,37 mmol, 2 mL). Faz¢ organiczng suszono nad
MgSO4. Odparowano THF, rozpuszczono w DCM 1 naniesiono na kolumn¢ zelowa. Rozdziat
wykonano w ukladzie I. Wyizolowano produkt z wydajnosciag 38% (21,4 mg, 0,049 mmol).
TLC: 0,34 (C); '"HNMR: & 7.87 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H6), 6.43 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H5), 6,08 (d,
J =4.8 Hz, 1H, 2’0OH), 6.01 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H1"), 4.97 (s, 1H, H3"), 4.43 (m, 1H, H5’a),
4.22 (m, 3H, H2’, H4’, H5’b), 2.54 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH,%), 1.60 (m, 2H, CH,"), 1.34 (m,
2H, CHyY), 1.19 (s, 9H, (CH;"™)3), 1.17 (s, 9H, (CH5"™)3), 0.90 (t, J = 7.6 Hz, 3H, CH;%);
BC NMR: § 179.2 (C4), 177.3 (C=0), 176.5 (C=0), 154.3 (C2), 144.1 (C6), 103.0 (C5), 87.7
(C1°), 80.5 (C4’), 78.4 (C3’), 71.6 (C2’), 63.0 (C5’), 38.3 (C"™™), 38.2 (C"™"), 37.4 (CH,"),
29.2 (CH,), 26.8 (CH;™), 26.6 (CH;™), 21.8 (CHy"), 13.7 (CH?).

5°-O-Trytylourydyna (263)

Suszong urydyne (80) (5,0 g, 20,47 mmol) dodano do bezwodnej pirydyny (80 mL).
Roztwor zat¢zono do ok. 75 mL, dodano suszony TrCl (8,5613 g, 30,71 mmol, 1,5 eq.)
1 mieszano w temperaturze pokojowe przez 18 godz. Nast¢pnie odparowano rozpuszczalnik
i trzykrotnie odparowano z toluenem w celu pozbycia si¢ resztek pirydyny. Rozpuszczono
w 100 mL DCM i ekstrahowano nasyconym roztworem NaHCO3,,. Faz¢ organiczng suszono
nad Na,SOy, zatezono 1 oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie C. Frakcje z produktem
zebrano, odparowano rozpuszczalnik, suszono w prézni i zwazono. Uzyskano 9,3812 g
produktu w postaci biatej stalej piany (19,28 mmol, 94%). TLC: R¢ = 0,6 (D); '"H NMR:
0 11.36 (s, 1H, NH), 7.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.34 (m, 15H, Tr), 5.75 (s, 1H, H1"), 5.50
(d, J =4.8 Hz, 1H, 2°0OH), 5.33 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 5.16 (d, J = 5.6 Hz, 1H, 3°’OH), 4.09
(m, 2H, H2’,H3"), 3.97 (m, 1H, H4"), 3.31 (m, 1H, H5’a), 3.22 (m, 1H, H5’b); *C NMR:
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6 163.0 (C4), 150.5 (C2), 143.4 (Tr), 140.58 (C6), 128.3-127.0 (Tr), 101.4 (C5), 88.9 (C1’),
86.4 (Tr), 82.3 (C4’), 73.3 (C2’), 69.5 (C3°), 63.2 (C5’).

2°-0-Metylo-5’-O-trytylo-2,3’-anhydrourydyna (264)

Suszony nukleozyd (266) (1,0082 g, 1,74 mmol) rozpuszczono 30 mL i zatezono do
ok. 27 mL. Dodano ftalimidek potasu (966,0 mg, 5,22 mmol, 3 ekw.) i mieszano w 135 °C
przez 18 godzin. Po tym czasie na TLC (D) wida¢ $ladowe ilosci substratu. Odparowano
DMF i zrobiono rozdzial na kolumnie zelowej w uktadzie C. Uzyskano produkt w postaci
biatego ciala statego z wydajnoscig 90% (758,1 mg, 1,57 mmol); TLC: Rf = 0,53 (D);
'HNMR: 8 7.67 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H6), 7.31 (m, 15H, Tr), 5.97 (s, 1H, H1"), 5.83 (d, J = 7.2
Hz, 1H, HS), 5.27 (s, 1H, H3’), 4.60 (s, 1H, H2’), 4.25 (m, 1H, H4’), 3.45 (s, 3H, OCH3),
3.16 (m, 2H, H5’a,b); ?C NMR: § 170.0 (C4), 153.1 (C2), 143.2 (Tr), 141.0 (C6), 128.1 (Tr),
127.9 (Tr), 127.1 (Tr), 108.2 (C5), 87.1 (C1’), 86.4 (Tr), 82.3 (C4’), 77.7 (C2’), 77.2 (C3’),
62.0 (C5’), 57.0 (OCH3).

2’-0-Metylo-5’-O-trytylourydyna (265)

Odwazong ilo$¢ widrkéw magnezowych (475,5 mg, 19,57 mmol) oraz jodu (248,7
mg, 1,96 mmol) dodano do 50 mL absolutnego MeOH 1 gotowano do uzyskania jednolitej
biatej zawiesiny. Nast¢pnie mieszaning odparowano do sucha, rozpuszczono w 45 mL. DMF
i zatezono do ok. 42 mL i do roztworu dodano suszony nukleozyd 259 (1,8418 g, 3,914
mmol). Reakcje prowadzono w 120 °C przez 18 godzin. Na TLC (H) zaobserwowano peine
przereagowanie. Reakcje zatrzymano przez odparowanie. Nast¢pnie bez zobojetniania
wykonano ekstrakcj¢ w uktadzie DCM/NaHCOs;,,, faz¢ organiczng suszono nad MgSOy
i produkt oczyszczono na kolumnie w uktadzie H. Uzyskano produkt w postaci bialego ciata
stalego z wydajnoscig 95% (1,8650 g, 3,73 mmol); TLC: R¢ = 0,40 (H); '"H NMR: 6 11.39 (s,
1H, NH), 7.73 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.36 (m, 15H, Tr), 5.82 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H1’), 5.31
(d, J = 8.0 Hz, 1H, HS), 5.23 (d, J = 6.8 Hz, 1H, 3°’0OH), 4.22 (dd, J = 5.6, 12.0 Hz, 1H, H3’),
3.97 (m, 1H, H4’), 3.83 (m, 1H, H2"), 3.42 (s, 3H, OCH3), 3.23 (d, J = 10.4 Hz, 1H, H5’b);*
BC NMR: § 163.0 (C4), 150.2 (C2), 143.3 (Tr), 140.3 (C6), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.2 (Tr),
101.5 (C5), 87.0 (C17), 86.6 (Tr), 82.4 (C4°,C2’), 68.4 (C3’), 62.8 (C5’), 57.8 (OCH3).

* Sygnal H5’a jest przystoniety sygnatem od wody.
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3’-0-Mesylo-2’-O-metylo-5’-O-trytylourydyna (266)

Suszony nukleozyd (263) (1,3091 g, 2,62 mmol) rozpuszczono 40 mL i zat¢zono do
ok. 37 mL. Dodano MsCl (600,2 mg, 5,24 mmol, 406 uL) w dwodch porcjach. Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Na TLC (H) zaobserwowano
catkowite przereagowanie. Pirydyne odparowano z toluenem i wykonano ekstrakcje
DCM/NaHCO3,q. Faze organiczng oczyszczono na kolumnie w ukfadzie J. Uzyskano produkt
w postaci biatej statej piany z wydajnoscig 99% (1,4987 g, 2,59 mmol); TLC: R¢ = 0,54 (H);
'H NMR: § 11.48 (d, J = 1.6 Hz, 1H, NH), 7.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H6), 7.37 (m, 15H, Tr),
5.82 (d, J = 4.8 Hz, 1H, H1’), 5.32 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H, HS), 5.26 (t, J = 5.2 Hz, 1H,
H3’), 4.30 (t, J = 4.8 Hz, 1H, H2"), 4.25 (dd, J = 4.0, 8.8 Hz, 1H, H4"), 3.42 (s, 3H, OCH3),
3.36 (m, 2H, H5’a,b), 3.24 (s, 3H, OMs); °C NMR: § 162.9 (C4), 150.3 (C2), 143.1 (Tr),
140.5 (C6), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.3 (Tr), 101.9 (C5), 87.1 (C1’), 86.7 (Tr), 80.2 (C4’),
79.6 (C2’), 75.5 (C3’), 62.0 (C5’), 58.0 (OCH3), 37.9 (OMs).

2’-Azydo-5’-O-trytylo-2,3’-anhydro-2’-deoksyurydyna (267)

Suszony nukleozyd (269) (0,9 g, 1,40 mmol) rozpuszczono w 30 mL acetonitrylu
1 dodano Et;N (566,7 mg, 5,60 mmol, 780 YL, 4 ekw.). Reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 2 godziny. Reakcje zatrzymano przez odparowanie do sucha. Mieszaning
rozpuszczono w DCM i ekstrahowano wodnym roztworem NaCl. Faze organiczng suszono
nad MgSQOy, i oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie G. Otrzymano 612,5 mg produktu
(1,24 mmol) z wydajnoscig 89%. TLC: Ry = 0,60 (R); '"H NMR: & 7.70 (d, J=7.2 Hz, 1H,
H6), 7.31 (m, 15H, Tr), 6.01 (s, 1H, H1"), 5.84 (d, J = 7.2 Hz, 1H, HS), 5.33 (s, H1, H2’),
5.08 (s, 1H, H3’), 4.52 (s, 1H, H4"), 3.11 (m, 2H, H5’a, H5’b); °C NMR: § 169.9 (C4), 152.7
(C2), 143.2 (Tr), 140.9 (C6), 128.1 (Tr), 127.9 (Tr), 127.1 (Tr), 108.3 (CS5), 87.7 (C1’), 86.4
(Tr), 82.1 (C4’), 77.9 (C3’), 61.9 (C5’), 60.9 (C2’).

2’-Azydo-5’-O-trytylo-2’-deoksyurydyna (268)

Suszong 5’-O-trytylo-2,2’-anhydrourydyne (259) (5,0 g; 10,65 mmol) i LiN; (782,4
mg; 15,98 mmol) dodano do suchego DMF (60 mL) i zatezono do ok. 55 mL. Roztwor
mieszano w T = 135 °C przez noc. Nastgpnie rozpuszczalnik odparowano do postaci gestego
oleju. Mieszaning rozdzielono na kolumnie zelowej w ukladzie G. Zebrano frakcje
z produktem, odparowano i krystalizowano w uktadzie MeOH/H,0O uzyskujac 3,8314 mg
(7,49 mmol, 70%) biatego drobnokrystalicznego osadu. TLC: Ry = 0,86 (D); 0,29 (J);
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'H NMR: § 11.44 (s, 1H, NH), 7.69 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.32 (m, 15H, Tr), 6.00 (d,
J=6.0Hz, IH, HI"), 5.75 (d, J = 3.6 Hz, 1H, 3’0OH), 5.38 (d, / = 7.6 Hz, 1H, HS), 4.43 (dd,
J=6.0, 12.4 Hz, 1H, H2’), 4.28 (dd, J = 3.6, 5.6 Hz, 1H, H3’), 3.98 (m, 1H, H4’), 3.32 (m,
H5’a),* 3.26 (dd, J = 2.8, 4.0 Hz, 1H, H5’b); °C NMR: & 163.0 (C4), 150 (C2), 143.3 (Tr),
140.2 (C6), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.2 (Tr), 101.7 (CS5), 87.0 (C1’), 86.4 (Tr), 82.4 (C4’),
69.9 (C2’), 64.7 (C3’), 62.6 (C5’).

* Sygnat 1H NMR H5’a czg$ciowo przykryty sygnatem pochodzacym od wody.
2’-Azydo-3’-O-trifluorometanosulfonylo-5’-O-trytylo-2’-deoksyurydyna (269)

Suszony nukleozyd (268) (1,0 g, 1,95 mmol) rozpuszczono w 20 mL pirydyny,
zatezono do ok. 18 mL i dodano 20 mL DCM. Schtodzono do t < 5 °C, dodano bezwodnik
trifluorometanosulfonowy w pigeciu porcjach (826,7 mg, 2,93 mmol, 493 pL, ekw. 1,5)
i mieszano w temperaturze pokojowej przez 3 godziny. Reakcje¢ zatrzymano przez dodanie
MeOH (2 mL) i odparowano mieszaning w temperaturze 18-20 °C. Nastepnie odparowano
trzykrotnie calos¢ z toluenem w obnizonej temperaturze 1 rozpuszczono w DCM (40 mL)
zalkalizowanym na Al,Os. Przeprowadzono ekstrakcje z zimnym, wodnym, nasyconym
roztworem Na,COs. Faz¢ organiczng suszono nad MgSOs i oczyszczono na kolumnie zelowe;j
w ukladzie P. Otrzymano 968,7 mg produktu (1,51 mmol) z wydajnoscia 77%. TLC:
R;= 0,60 (R); '"H NMR (CD;CN): § 9.34 (s, 1H, NH), 7.33 (m, 16H, Tr, H6), 5.86 (d, J = 6.4
Hz, 1H, H1"), 5.72 (d, J = 8.4 Hz, 1H, HS), 5.50 (dd, J = 3.6, 5.2 Hz, H1, H3’), 4.66 (t, J = 6.4
Hz, 1H, H2’), 4.36 (dd, J = 4.0, 7.6 Hz, 1H, H4’), 3.53 (dd, J = 4.0, 7.6 1H, H5’a), 3.39 (dd,
J=4.0, 7.6 Hz, 1H, H5’b). >C NMR (CD3;CN): & 162.2 (C4), 149.8 (C2), 142.8 (Tr), 139.8
(C6), 128.0 (Tr), 127.5 (Tr), 127.0 (Tr), 102.2 (C5), 87.2 (Tr), 87.1 (C1’), 84.4 (C3’), 80.4
(C4%), 62.4 (C2°), 61.3 (C5°); "’F NMR (CDCls): & -74.5 (CFs).

1-(5°-S-Toliltio-f-D-5’-deoksy-ksylofuranozylo)uracyl (270) i 3’-S-toliltio-3’-
deoksyurydyna (271a)

2,3’-Anhydrourydyne (106) (50,0 mg, 0,22 mmol) rozpuszczono w 4 mL DMF,
zatezono do ok. 3,5 mL, dodano tiokrezol (54,7 mg, 0,44 mmol, 2 ekw.) i ftalimidek potasu
(4,0 mg, 0,02 mmol, 0,1 ekw.). Reakcj¢ prowadzono w 120 °C przez 18 godzin. Reakcje
zatrzymano przez odparowanie i otrzymang mieszaning bez ekstrakcji naniesiono na kolumne

zelowa. Zwigzki wymywano w ukladzie G. Pierwszy produkt 271 o Ry = 0,44 (D)
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wyizolowano z wydajnoscig 48% (36,7 mg, 0,105 mmol). Produkt 270 o R = 0,39 (D)

wyizolowano z wydajnoscig 12% (9,5 mg, 0,027 mmol).

'H NMR (270): 5 11.29 (s, 1H, NH), 7.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.30 (d, J = 8.0 Hz,
2H, Ph), 7.16 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph), 5.81 (d, J = 4.0 Hz, 1H, 2°0OH), 5.68 (d, J/ = 3.2 Hz, 1H,
3’0OH), 5.61 (m, 2H, HI’, HS), 4.15 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H4"), 3.98 (d, / = 3.2, 1H, H2"), 3.91
(s, IH, H3’), 3.26 (m, 2H, H5’a,b); >°C NMR (270): & 163.2 (C4), 150.4 (C2), 141.3 (C6),
135.6 (Ph), 132.0 (Ph), 129.8 (Ph), 129.0 (Ph), 100.9 (C5), 91.2 (C1’), 81.5 (C4’), 80.5 (C2’),
74.4 (C3’), 31.0 (C5’);

'H NMR (271a): 5 11.30 (s, 1H, NH), 8.06 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.36 (d, J = 8.0
Hz, 2H, Ph), 7.13 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph), 6.18 (d, J = 5.2 Hz, 1H, 2°’0OH), 5.73 (d, / = 2.0 Hz,
1H, HI), 5.61 (d, J = 8.0 Hz, 1H, HS), 5.20 (t, / = 4.4 Hz, 1H, 5’0OH), 4.35 (dd, J = 2.0, 5.2
Hz, 1H, H2’), 4.02 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H4’), 3.72 (m, 2H, H3’, H5’a), 3.47 (m, 1H, H5’b);
BC NMR (271): & 163.2 (C4), 150.5 (C2), 140.5 (C6), 136.1 (Ph), 131.3 (Ph), 130.5 (Ph),
129.7 (Ph), 101.1 (C5), 90.4 (C1”), 84.8 (C4’), 75.2 (C2’), 59.6 (C5’), 48.9 (C3’); Masa (ESI-
MS) m/z oblicz. dla [C;sH sN,OsS+Na]* 373,0834, znal. 373,0830, bt. -1,1 ppm.

2’-0-Metylo-3’-S-toliltio-3’-deoksyurydyna (272)

Suszony 1-(3’-O-mesylo-2’-O-metylo-S-D-ksylofuranozylo)uracyl (316) (50,0 mg,
0,15 mmol) rozpuszczono w 4 mL. DMF i zat¢zono do ok. 3,5 mL. Dodano p-tiokrezol (37,3
mg, 0,30 mmol) oraz ftalimidek potasu (4,0 mg, 0,02 mmol). Reakcje prowadzono
w temperaturze 120 °C przez 18 godzin. Reakcje zatrzymano przez odparowanie, nastepnie
produkt oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie G. Wyizolowano 39,3 mg (0,11 mmol,
73%) produktu. Czystos¢ RP-HPLC > 95%; TLC: Ry = 0,63 (D); '"H NMR:
011.34 (s, 1H, NH), 8.07 (s, 1H, H6), 7.38 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph™), 7.14 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
Ph™), 5.82 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H1’), 5.89 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 5.25 (t, J = 4.4 Hz, 1H,
5’0OH), 4.10 (dd, J = 1.2, 5.2 Hz, 1H, H2’), 4.01 (d, J = 9.6 Hz, 1H, H4’), 3.80 (dd,
J=5.2,9.6 Hz, 1H, H3’), 3.76 (m, 1H, H5’a), 3.47 (m, 4H, H5’b, MeO), 2.27 (s, 3H, CH3);
BC NMR: § 163.3 (C4), 150.3 (C2), 140.2 (C6), 136.3 (PhP), 130.9 (Ph“®), 130.6 (Ph™),
129.7 (Ph™), 101.1 (C5), 87.7 (C1’), 85.3 (C4’), 84.9 (C2’), 59.1 (C5’), 58.1 (MeO), 47.2
(C3%), 20.5 (CHj3); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [C17H»0N,OsS+Na]" 387,0991, znal.
387,0992, bt. 0,3 ppm.
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8-Tiokso-2’-S-toliltio-2’-deoksyadenozyna (273)

Suszong 8,2’-S-anhydro-2’-deoksyadenozyne¢ (168) (313,0 mg, 1,11 mmol)
rozpuszczono w 15 mL DMF i zat¢zono do ok. 13 mL. Dodano p-tiokrezol (551,5 mg, 4,44
mmol) oraz ftalimidek potasu (40,7 mg, 0,22 mmol). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze
145 °C przez 40 godzin. Reakcje zatrzymano przez odparowanie, nast¢pnie zwigzek
oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie G. Wyizolowano 201,0 mg (0,50 mmol, 45%)
produktu. TLC: R¢ = 0,43 (D); '"H NMR: § 12.28 (s, 1H, NH), 7.92 (s, 1H, H2), 7.06 (d, J =
8.0 Hz, 2H, Ph™), 6.83 (bs, 2H, NH)), 6.71 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph™), 6.67 (d, J = 9.2 Hz, 1H,
H1’),5091 (d, J = 4.8 Hz, 1H, 3°OH), 5.19 (dd, J = 3.6, 8.4 Hz, 1H, 5’0OH), 4.90 (dd, J = 4.8,
9.2 Hz, 1H, H2’), 4.44 (t, J = 4.8 Hz, 1H, H3"), 4.00 (t, J = 4.8 Hz, 1H, H4’), 3.66 (m, 1H,
H5’a), 3.53 (m, 1H, H5’b), 2.10 (s, 3H, CH3); °C NMR: & 167.5 (C8), 151.4 (C2), 147.6 (C4,
C6), 137.0 (PhP), 132.6 (Ph™), 128.7 (Ph™), 128.4 (Ph®), 106.8 (C5), 89.8 (C1°), 87.4 (C4"),
72.6 (C3’), 62.1 (C5’), 52.1 (C2’), 20.5 (CHa).

2’-S-Toliltio-5’-O-trytylo-2’-deoksyurydyna (274)

Suszong 5’-O-trytylo-2,2’-anhydrourydyne (259) (2,0 g, 4,27 mmol) rozpuszczono
w 40 mL DMF i zat¢zono do ok. 38 mL. Nastgpnie dodano p-tiokrezol (1,0607 g, 8,54 mmol)
oraz ftalimidek potasu (79,6 mg, 0,43 mmol) i mieszano w 135 °C przez 18 godzin. Nastepnie
DMF odparowano i produkt oczyszczono na kolumnie zelowej w ukladzie S. Wyizolowano
2,4719 g (4,17 mmol) produktu z wydajnoscia 98%. TLC: 0,29 (J); '"H NMR: & 11.16 (s, 1H,
NH), 7.32 (m, 18 H, H6, Tr, Ph™), 7.06 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph™), 6.16 (d, J = 8.8 Hz, 1H,
H1’),5.94 (d, J = 5.6 Hz, 1H, 3°OH), 5.19 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H, HS), 4.33 (m, 1H, H3"),
4.01 (bs, 1H, H4’), 3.91 (dd, J = 5.6, 8.8 Hz, 1H, H2"), 3.35 (m, 1H, H5’a), 3.13 (dd, J = 3.6,
6.4 Hz, 1H, H5’b), 2.23 (s, 3H, CH3); ?C NMR: § 162.5 (C4), 150.3 (C2), 143.3 (Tr), 139.6
(C6), 137.2 (PhP) 132.4 (Ph™), 129.6 (Ph™), 129.2 (Ph“®), 128.2 (Tr), 128.0 (Tr), 127.2 (Tr),
102.0 (C5), 88.2 (C17), 86.5 (Tr), 84.9 (C4’), 72.0 (C3’), 64.1 (C5°), 54.7 (C2’), 20.6 (CH3).

2’-Jodo-5-0-trytylo-2’-deoksyurydyna (275)

Trytylowang 2,2’-anhydrourydyne (259) (2,0 g, 4,27 mmol) rozpuszczono w 40 mL
acetonu i dodano Nal (960,8 mg, 6,41 mmol) i TsOH (suszony w eksykatorze) (771,4 mg,
4,06 mmol). Reakcje prowadzono w przez 2 godziny w 50 °C. Po catkowitym
przereagowaniu substratu (TLC) odbarwiono mieszaning przy uzyciu NaS,03;, odsgczono

osad 1 rozdzielono przesacz na kolumnie w uktadzie J. Uktad przed uzyciem przesaczono
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przez Al,Os. Wyizolowano 1,9967 g (3,35 mmol) produktu z wydajnoscig 78%. TLC: R¢ =
0,71 (H); '"H NMR: 6 11.45 (d, J = 1.6 Hz, 1H, NH), 7.68 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.34 (m,
15H, Tr), 6.22 (d, J = 6.4 Hz, 1H, H1"), 6.08 (d, J = 4.8 Hz, 1H, 3’0OH), 5.43 (dd, J = 8.0, 2.0
Hz, 1H, HS), 4.64 (t, J = 6.4 Hz, H1, H2’), 4.03 (dd, J = 4.8, 8.4 Hz, 1H, H4’),3.77 (d, J = 4.4
Hz, 1H, H3"), 3.34 (m, 1H, H5’a), 3.23 (dd, J = 3.2, 10.4 Hz, 1H, H5’b); °C NMR: & 162.8
(C4), 150.4 (C2), 143.3 (Tr), 139.6 (C6), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.2 (Tr), 102.0 (C5), 90.0
(C1’), 86.4 (Tr), 83.5 (C4’), 69.1 (C3’), 63.0 (C5°), 33.4 (C2).

3’-0-Fenoksytiokarbonylo-2’-0-metylo-5’-O-trytylourydyna (276)

Trytylowang pochodng 2’-O-metylowa 265 (444,0 mg, 0,89 mmol) rozpuszczono
w 25 mL pirydyny, zatezono do ok. 23 mL, dodano DMAP (326,2 mg, 2,67 mmol, 3 ekw.)
oraz chlorek tiofenoksykarbonylu (307,3 mg, 1,78 mmol, 246,2 uL, 2 ekw.) i mieszano przez
18 godzin w 80 °C. Nastepnie odparowano pirydyn¢ z toluenem i ekstrahowano w uktadzie
DCM/NaHCOs3,q. Fazg organiczng suszono nad MgSO, i oczyszczono na kolumnie zelowe]
w uktadzie S. Frakcje z produktem zebrano, odparowano i suszono pod préznia.
Wyizolowano 416,8 mg produktu (0,65 mmol) z wydajnoscia 73%. TLC: 0,71 (H); '"H NMR
(CDCly): 6 8.67 (s, 1H, NH), 7.88 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.36 (m, 18H, Tr, Ph), 7.12 (d, J =
7.6 Hz, 2H, Ph), 6.16 (d, J/ = 4.0 Hz, 1H, H1"), 5.91 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H3"), 5.39 (dd, J = 8.0,
2.0 Hz, 1H, HS), 4.46 (d, J = 5.6 Hz, H1, H4’), 4.33 (t, J = 5.2 Hz, 1H, H2’), 3.34 (m, 5H,
H5’a, H5’b, CH3); >C NMR (CDCls): & 193.7 (C=S), 162.3 (C4), 152.9 (Ph), 149.5 (C2),
142.4 (Tr), 139.2 (C6), 129.2 (Ph), 128.2 (Tr), 127.7 (Tr), 127.3 (Ph), 127.1 (Tr), 121.2 (Ph),
102.2 (C5), 87.5 (Tr), 86.8 (C1°), 81.1 (C2’), 80.3 (C4’), 77.6 (C3’), 61.5 (C5’), 58.8 (OMe).

2°-0-Metylo-5’-O-trytylo-3’-deoksyurydyna (277)

Fenoksytiokarbonylowa pochodng 276 (359,0 mg, 0,56 mmol) oraz AIBN (90,8 mg,
0,56 mmol) rozpuszczono w toluenie (20 mL). Roztwoér ptukano argonem przez 5 minut
1 dodano pipeta (kontakt z metalowg igla rozktada zwigzek) HSnBus (652,0 mg, 2,24 mmol,
594,0 uL). Reakcje prowadzono przez 4 godziny w 75 °C. Reakcj¢ zatrzymano przez
odparowanie i nast¢gpnie oczyszczono na kolumnie w ukladzie W. Produkt wysuszono
1 zwazono. Uzyskano 239,9 mg produktu (0,50 mmol) z wydajnoscig 89%. TLC: R¢ = 0,31
(); 'H NMR: 511.36 (s, 1H, NH), 7.79 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.33 (m, 15H, Tr), 5.79 (s,
1H, H1"), 5.53 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 4.32 (m, 1H, H4’), 4.00 (d, / = 5.2 Hz, 1H, H2"), 3.34
(OCH3),* 3.29 (m, 2H, H5’a,b), 2.11 (m, 1H, H3’a), 1.99 (m, 1H, H3’b); >*C NMR: & 163.1
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(C4), 150.1 (C2), 143.2 (Tr), 140.2 (C6), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.2 (Tr), 101.0 (C5), 89.4
(C17), 86.4 (Tr), 84.7 (C2’), 79.5 (C4’), 63.7 (C5’), 56.6 (MeO), 31.0 (C3’).

* Sygnat OCHj; pokrywa si¢ cze$ciowo z sygnatem pochodzacym od wody.
3’-0-Fenoksytiokarbonylo-5’-O-trytylo-2,2’-anhydrourydyna (278)

Suszong 5’-O-trytylo-2,2’-anhydrourydyne (259) (5,0 g, 10,65 mmol) rozpuszczono
w 80 mL pirydyny. W tym celu ogrzewano pirydyne, aby poprawi¢ rozpuszczalnosc.
Schtodzono do temperatury pokojowej i zatezono do ok. 75 mL. Dodano DMAP (2,6022 g,
21,30 mmol) i w temp. 30 °C dodano w 5 porcjach chlorek fenoksytiokarbonylu (3,7196 g,
21,30 mmol; 2,980 mL). Po dodaniu catosci podniesiono temp. do 45 °C i mieszano przez
dwie doby. Reakcje monitorowano na TLC w uktadzie D. Pirydyn¢ odparowano, nastepnie
mieszaning odparowano trzykrotnie z toluenem w celu pozbycia si¢ resztek pirydyny
i ekstrahowano w ukfadzie DCM/NaHCOs,,. Faz¢ organiczng suszono nad MgSO4
1 naniesiono na kolumn¢ zelowg. Kolumne przeptukano DCM i nastepnie wykonano rozdziat
w ukladzie G. Frakcje z produktem zebrano, odparowano rozpuszczalniki, wysuszono
w prozni i zwazono. Uzyskano produkt z wydajnoscig 89% (5,7583 g, 9,49 mmol); TLC: R¢ =
0,74 (D); 0,29 (H); '"H NMR: & 7.95 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.50 (t, J = 8.0 Hz, 2H, Ph),
7.36 (t, J = 7.6 Hz, 1H, Ph), 7.25 (m, 17H, Tr, Ph), 6.49 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H1"), 5.89 (d, J =
7.6 Hz, 1H, H5), 5.81 (d, J = 1.6 Hz, H1, H3’), 5.74 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H2’), 4.78 (m, 1H,
H4), 3.15 (m, 1H, H5’a), 2.87 (m, 1H, H5’b); °C NMR: § 193.1 (C=S), 170.5 (C4), 159.0
(C2), 153.0 (Ph), 143.1 (Tr), 136.5 (C6), 129.9 (Ph), 128.0 (Tr), 127.2 (Tr), 127.0 (Ph), 121.7
(Ph), 109.1 (C5), 90.1 (C1°), 86.4 (Tr), 85.4 (C2’), 84.7 (C3’), 84.0 (C4’), 62.8 (C5’).

5°-0-Trytylo-2,2’-anhydro-3’-deoksyurydyna (279)

Suszong 3’-O-fenoksytiokarbonylo-5’-O-trytylo-2,2’-anhydrourydyne (278) (5,0 g,
8,24 mmol) rozpuszczono w 60 mL toluenu. Dodano AIBN (1,3366 g, 8,24 mmol) i ptukano
argonem przez 5 min. Nastepnie otworzono kolbe, dodano pipeta (metalowa igta rozktada
reagent) HSnBuj; (9,5930 g, 32,96 mmol, 8,7368 mL), szczelnie zamkni¢to i mieszano
w 75 °C przez 4 godziny. Po tym czasie reakcja zaszia ilosciowo (TLC). Odparowano
rozpuszczalnik 1 oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie C. Frakcje z produktem
zebrano, odparowano rozpuszczalnik, wysuszono w prézni i zwazono. Uzyskano produkt
w postaci biatego ciata stalego z wydajnoscig 96% (3,5925 g, 7,94 mmol). TLC: Ry = 0,09
(H); '"H NMR: & 7.93 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H6), 7.25 (m, 15H, Tr), 6.75 (d, J = 5.6 Hz, 1H,
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H1°), 5.85 (d, J = 7.6 Hz, 1H, HS5), 5.51 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H2’), 4.53 (m, 1H, H4’), 2.89 (m,
1H, H5’a), 2.79 (m, 1H, H5’b), 2.50 (m, H3’a)*, 2.16 (m, 1H, H3’b); *C NMR: § 171.0 (C4),
159.5 (C2), 143.4 (Tr), 136.7 (C6), 128.0 (Tr), 127.9 (Tr), 127.0 (Tr), 108.8 (C5), 90.8 (C1°),
85.8 (Tr), 83.9 (C2’), 84.2 (C4’), 65.4 (C5°), 33.1 (C3’).

* Sygnat H3’a jest przykryty sygnalem od DMSO.
2’-Azydo-5’-O-trytylo-2°,3’-dideoksyurydyna (280)

Nukleozyd 279 (1,4920 g, 3,30 mmol) rozpuszczono w 40 mL DMF, zat¢zono do ok.
38 mL, dodano LiN; (243,4 mg, 4,95 mmol) i mieszano przez 3 godziny w 135 °C.
Mieszaning odparowano i oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie S. Frakcje
z produktem zebrano, odparowano i wysuszono w prézni. Uzyskano 1,1393 produktu (2,30
mmol) z wydajnoscia 70%. TLC: Ry = 0,63 (H); "H NMR: 8 11.42 (s, 1H, NH), 7.73 (d, J =
7.6 Hz, 1H, H6), 7.32 (m, 15H, Tr), 5.76 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H1"), 5.25 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
H5), 4.56 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H2’), 4.33 (m, 1H, H4’), 3.32 (m, H5’a,b),* 2.22 (m, 1H, H3’a),
1.99 (m, 1H, H3’b); °C NMR: § 163.1 (C4), 150.2 (C2), 143.3 (Tr), 139.6 (C6), 128.3 (Tr),
128.0 (Tr), 127.2 (Tr), 101.0 (CS5), 89.7 (C1), 86.4 (Tr), 79.6 (C4’), 65.5 (C2’), 63.5 (C5’),
30.7 (C3’).

* Sygnal H5’a,b jest schowany za sygnatem pochodzacym od wody.
2’-S-Toliltio-5’-O-trytylo-2°,3’-dideoksyurydyna (281)

Nukleozyd (279) (226,3 mg, 0,50 mmol) rozpuszczono w 12 mL DMF i zatezono do
ok. 10 mL. Nastgpnie dodano p-tiokrezol (124,2 mg, 1,00 mmol) oraz ftalimidek potasu (9,3
mg, 0,05 mmol). Reakcje¢ prowadzono w 125 °C przez dwie godziny. Nastepnie mieszaning
odparowano 1 oczyszczono na kolumnie zelowej. Wyizolowany produkt wysuszono w prozni
i zwazono. Uzyskano 274,5 mg zwigzku (0,48 mmol) z wydajnoscig 96%. TLC: R = 0,71
(H); '"H NMR: 3 11.26 (s, 1H, NH), 7.61 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.33 (m, 17H, Tr, Ph™), 7.12
(d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph™), 5.89 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H1"), 5.25 (dd, J = 2.0, 8.0 Hz, 1H, H5),
4.30 (m, 1H, H4’), 4.03 (dd, J = 5.6, 13.2 Hz, 1H, H2"), 3.30 (m, H5’a),* 3.15 (dd, J = 2.8,
10.8 Hz, 1H, H5’b), 2.38 (m, 1H, H3a), 1.99 (m, 1H, H3’b); °C NMR: § 162.8 (C4), 150.2
(C2), 143.4 (Tr), 140.1 (C6), 137.3 (PhP), 132.1 (Ph™"), 129.8 (Ph™), 128.9 (Ph“®), 128.3 (Tr),
128.0 (Tr), 127.2 (Tr), 101.7 (CS5), 89.3 (C1’), 86.3 (Tr), 77.5 (C4’), 64.9 (C5’), 48.9 (C2),
32.3 (C3’), 20.6 (CHz). * Sygnat H3’a jest przykryty sygnatem od H,O.
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2’-Jodo-5-0-trytylo-2’,3’-dideoksyurydyna (282)

Nukleozyd 279 (362,0 mg, 0,80 mmol) rozpuszczono w acetonie (15 mL) i dodano
Nal (179,9 mg, 1,20 mmol) oraz p-TsOH (suszony w eksykatorze) (144,4 mg, 0,76 mmol).
Reakcje prowadzono w 50 °C przez dwie godziny. Nastepnie odbarwiono mieszaning przez
dodanie Na,SOs3, odsgczono osad i oczyszczono przesgcz na kolumnie zelowej. Wyizolowany
produkt wysuszono w prézni i zwazono. Uzyskano 376,1 mg (0,65 mmol) z wydajnoscig
81%. TLC: R = 0,43 (H); '"H NMR: 511.40 (s, 1H, NH), 7.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.33
(m, 15H, Tr), 6.16 (s, 1H, H1"), 5.21 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 4.63 (s, 1H, H2"), 4.50 (bs, 1H,
H4%), 3.34 (m, H5’a,b)*, 2.36 (m, 1H, H3’a), 2.23 (m, 1H, H3’b); °C NMR: § 163.0 (C4),
150.2 (C2), 143.3 (Tr), 139.3 (C6), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.9 (Tr), 127.2 (Tr), 101.0 (C5),
93.3 (C1’), 86.6 (Tr), 80.0 (C4’), 63.5 (C5°), 36.2 (C3°), 24.8 (C2’).

* Sygnat H5’a,b jest schowany za sygnatem pochodzacym od wody.
5°-0-Trytylo-2’,3’-dideoksy-2’,3’-didehydrourydyna (283)

Swiezo przygotowany Mg(OMe), (Mg: 1944 mg, J,: 101,5 mg) odparowano
z metanolu do sucha, dodano DMF (25 mL) i nukleozyd 279 (362,0 mg, 0,80 mmol)
i zatezono do ok. 22 mL. Reakcj¢ prowadzono w 135 °C przez 18 godzin. Reakcje
zatrzymano przez odparowanie. Nastepnie mieszanin¢ ekstrahowano w uktadzie DCM/H,O0.
Faze¢ organiczng suszono nad MgSQy, i nastepnie produkt oczyszczono na kolumnie zelowe;j
w ukladzie G. Otrzymano po wysuszeniu 316,0 mg produktu (0,70 mmol) z wydajnoscia
88%. TLC: R; = 0,50 (D); '"H NMR: 511.36 (s, 1H, NH), 7.54 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.31
(m, 15H, Tr), 6.82 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H1’), 6.53 (m, 1H, H2’), 6.01 (m, 1H, H3"), 4.93 (m,
2H, H5, H4%), 3.31 (m, H5’a)*, 3.13 (m, 1H, H5’b); >C NMR: § 163.0 (C4), 150.7 (C2),
143.2 (Tr), 140.8 (C6), 134.5 (C2’) 128.3 (Tr), 127.9 (Tr), 127.1 (Tr), 125.9 (C3’), 101.3
(C5), 89.2 (C1’), 86.3 (Tr), 85.3 (C4’), 64.9 (C5’).

* Sygnatl H5’a jest schowany za sygnatlem pochodzacym od wody.
2’-(1H-4-Trimetylosililo-[1,2,3]-triazolo)-5’-O-trytylo-2’,3’-dideoksyurydyna (284)

Pochodng 2’-azydkowa 280 (266,0 mg, 0,54 mmol) rozpuszczono w ACN (5 mL),
nast¢pnie ptukano roztwor argonem przez 5 minut. Dodano Cul (41,9 mg, 0,22 mmol), TMS-
acetylen (106,1 mg, 1,08 mmol, 152,7 uL) i EtzN (5 mL). Kolbe szczelnie zamkni¢to

1 mieszano w 60 °C przez 18 godzin. Reakcje¢ zatrzymano przez odparowanie i otrzymany
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zwiazek oczyszczono na kolumnie w uktadzie S. Produkt wysuszono i zwazono. Otrzymano
296,9 mg zwigzku (0,50 mmol) z wydajnoscia 93%. TLC: 0,37 (J); 'H NMR:
0 11.41 (s, 1H, NH), 8.25 (s, 1H, H5”), 7.82 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.36 (m, 15H, Tr), 6.05
(d, J=2.4 Hz, 1H, HI), 5.53 (m, 1H, H2’), 5.40 (dd, J = 2.0, 8.0 Hz, 1H, HS), 4.73 (m, 1H,
H4), 3.39 (m, 1H, H5’a), 3.34 (H5°b),* 2.59 (m, 1H, H3’a), 2.43 (m, 1H, H3’b); °C NMR:
0 163.1 (C4), 150.3 (C2), 143.4 (Tr), 140.2 (C6), 130.3 (C57),** 128.2 (Tr), 128.0 (Tr), 127.2
(Tr), 101.5 (C5), 90.2 (C1’), 86.4 (Tr), 79.9 (C4’), 64.2 (C5’), 63.6 (C2’), 32.4 (C3’), -1.0
(TMS).

* Sygnal H5’b natozyl si¢ z sygnatem od H,O. ** Sygnat C4” triazolu niewidoczny.
2’-(1H-[1,2,3]-Triazolo)-5’-O-trytylo-2’,3’-dideoksyurydyna (285)

Nukleozyd (284) (408,4 mg, 0,69 mmol) bez suszenia rozpuszczono w 10 mL MeOH,
dodano NH4F (127,8 mg, 3,45 mmol) i mieszano w temperaturze wrzenia przez 2 godziny.
Reakcje zatrzymano przez odparowanie i1 oczyszczono na kolumnie w ukladzie L
Wyizolowany produkt wysuszono i1 zwazono. Otrzymano 308,4 mg (0,59 mmol) produktu
z wydajnoscig 86%. TLC: 0,29 (J); '"H NMR: 511.43 (d,J = 1.6 Hz, 1H, NH), 8.25 (s, 1H,
H5”), 7.81 (m, 2H, H6, H4”), 7.38 (m, 15H, Tr), 6.04 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H1’), 5.54 (m, 1H,
H2’),5.41 (dd, J = 2.4, 8.0 Hz, 1H, HYS), 4.74 (m, 1H, H4’), 3.39 (m, 1H, H5’a), 3.31 (H5’b),*
2.60 (m, 1H, H3’a), 2.48 (m, 1H, H3’b); °C NMR: & 163.1 (C4), 150.3 (C2), 143.4 (Tr),
140.2 (C6), 133.6 (C4”), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.2 (Tr), 124.8 (C5”), 101.6 (C5), 90.2
(C17), 86.4 (Tr), 79.9 (C4’), 64.2 (C5’), 63.8 (C2’), 32.2 (C3’).

* Sygnat H5’b natozyt si¢ z sygnatem od H,O.
2’-0-Metylo-3’-deoksyurydyna (286)

Nukleozyd 277 (217,0 mg, 0,45 mmol) rozpuszczono w 10% roztworze CF;COOH
w DCM (CF;COOH: 1 g, 0,651 mL; DCM: 9 g, 6,767 mL). Reakcje mieszano przez
2 godziny. Reakcje zatrzymano przez odparowanie z izopropanolem (trzykrotnie). Nastepnie
rozpuszczono mieszaning w MeOH, dodano 100 mg NaHCOs; 1 mieszano przez
2 godziny. Na koniec calo§¢ odparowano razem z zelem krzemionkowym (0,063-0,200 mm)
i naniesiono na kolumng. Produkt wymywano uktadem C. Uzyskano 88,3 mg (0,36 mmol)
z wydajnoécia 80%. Czysto§¢ RP-HPLC > 95%:; TLC: Ry = 0,86 (F); 'H NMR:
0 11.31 (s, 1H, NH), 8.02 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 5.76 (s, 1H, H1"), 5.58 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
HS), 5.13 (t, J = 5.2 Hz, 1H, 5°0OH), 4.20 (m, 1H, H4’), 3.94 (d, J/ = 5.2 Hz, 1H, H2’), 3.76
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(m, 1H, H5’a), 3.54 (m, 1H, H5’b), 3.34 (s, 3H, OCH3),* 1.97 (m, 1H, H3’a), 1.88 (m, 1H,
H3’b); °C NMR: & 163.2 (C4), 150.2 (C2), 140.3 (C6), 100.9 (C5), 89.0 (C1”), 84.8 (C2"),
81.3 (C4’), 61.0 (C5°), 56.6 (OCHj3), 30.4 (C3’); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla
[C10H14N,O5+Na]" 265,0800, znal. 265,0799, bt. -0,4 ppm.

* sygnat cze§ciowo natozony z sygnatem od H,O.
2’-Azydo-2’,3’-dideoksyurydyna (287)

Trytylowany nukleozyd 280 (260,0 mg, 0,61 mmol) rozpuszczono w 10% roztworze
CF;COOH w DCM (CF;COOH: 1 g, 0,651 mL; DCM: 9 g, 6,767 mL). Reakcj¢ mieszano
przez 2 godziny. Reakcj¢ zatrzymano przez odparowanie z izopropanolem (trzykrotnie).
Nastepnie rozpuszczono mieszaning w MeOH, dodano 100 mg NaHCO; i mieszano przez
2 godziny. Na koniec calo$§¢ odparowano razem z zelem krzemionkowym (0,063-0,200 mm)
1 naniesiono na kolumng¢. Produkt wymywano uktadem C. Uzyskano 101,4 mg (0,40 mmol)
z wydajnoscig 66%. Czystos¢ RP-HPLC > 95%; TLC: Ry = 034 (D)
'H NMR: 11.37 (s, 1H, NH), 7.79 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 5.74 (d, J = 1.6 Hz, 1H, HI"),
5.60 (d, J = 8.0 Hz, 1H, HS5), 5.18 (t, J = 4.8 Hz, 1H, 5’OH), 4.48 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H2’),
4.21 (m, 1H, H4’), 3.78 (m, 1H, H5’a), 3.54 (m, 1H, H5’b), 2.10 (m, 1H, H3’a), 1.89 (m, 1H,
H3’b); *C NMR: & 163.2 (C4), 150.3 (C2), 139.8 (C6), 101.0 (C5), 89.3 (C1°), 81.3 (C4"),
65.7 (C2’), 60.8 (C5°), 30.0 (C3’); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [CoH;;NsO4+Na]"
276,0709, znal. 276,0701, bt. -2,9 ppm.

2’-S-Toliltio-2’,3’-dideoksyurydyna (288)

Trytylowany nukleozyd 281 (256,1 mg, 0,44 mmol) rozpuszczono w 10% roztworze
CF;COOH w DCM (CFsCOOH: 1 g, 0,651 mL; DCM: 9 g, 6,767 mL). Reakcj¢ mieszano
przez 2 godziny. Reakcj¢ zatrzymano przez odparowanie z izopropanolem (trzykrotnie).
Nastepnie rozpuszczono mieszaning w MeOH, dodano 100 mg NaHCOs3 1 mieszano przez
2 godziny. Na koniec calo§¢ odparowano razem z zelem krzemionkowym (0,063-0,200 mm)
i naniesiono na kolumng¢. Produkt wymywano uktadem C. Uzyskano 121,1 mg (0,36 mmol)
z wydajnoscia 82%. Czystos¢ RP-HPLC > 95%; TLC: R; = 0,54 (D); 'H NMR:
011.21 (s, 1H, NH), 7.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph™), 7.12 (d, J =
7.6 Hz, 2H, Ph™), 5.87 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H1"), 5.55 (dd, J = 2.0, 8.4 Hz, 1H, H5), 5.08 (t,
J=5.2Hz, 1H, 5’0OH), 4.15 (m, 1H, H4’), 3.91 (dd, J = 7.2, 13.2 Hz, 1H, H2’), 3.64 (m, 1H,
HS5’a), 3.49 (m, 1H, H5’b), 2.32 (m, 1H, H3’a), 2.26 (s, 3H, CHs), 1.95 (m, 1H, H3’b);
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BC NMR: § 162.9 (C4), 150.3 (C2), 140.2 (C6), 137.3 (PhP), 132.3 (Ph™), 129.7 (Ph™), 128.7
(Ph“®), 101.8 (C5), 88.8 (C1’), 79.1 (C4’), 62.4 (C5’), 49.0 (C2’), 32.0 (C3’), 20.6 (CHs);
Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [C;sH;sN,04S+Na]" 357,0885, znal. 357,0881, bt. -1,1 ppm.

2’-Jodo-2’,3’-dideoksyurydyna (289)

Nukleozyd 282 (376,1 mg, 0,65 mmol) rozpuszczono w 10% roztworze CF;COOH
w DCM (CF;COOH: 1 g, 0,651 mL; DCM: 9 g, 6,767 mL). Reakcje mieszano przez
2 godziny. Reakcje zatrzymano przez odparowanie z izopropanolem (trzykrotnie). Nastepnie
rozpuszczono mieszaning w MeOH, dodano 100 mg NaHCO3 i mieszano przez 2 godziny. Na
koniec calo$¢ odparowano razem z zelem krzemionkowym (0,063-0,200 mm) i naniesiono na
kolumng. Produkt wymywano uktadem C. Uzyskano 183,3 mg (0,54 mmol) z wydajnoscia
83%. Czysto$¢ RP-HPLC > 95%; TLC: Ry = 0,09 (H); "H NMR: & 11.35 (s, 1H, NH), 8.01 (d,
J =8.0 Hz, 1H, H6), 6.13 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H1"), 5.58 (dd, J = 2.0, 8.0 Hz, 1H, HS5), 5.18
(bs, 1H, 5’OH), 4.54 (m, 1H, H2’), 4.36 (m, 1H, H4"), 3.79 (dd, J = 2.8, 12.4 Hz, 1H, H5a),
3.60 (dd, J = 3.2, 12.0 Hz, 1H, H5’b), 2.29 (m, 1H, H3a), 2.18 (m, 1H, H3’b); °C NMR:
6 163.2 (C4), 150.4 (C2), 139.6 (C6), 101.1 (C5), 92.7 (C1’), 81.7 (C4’), 60.9 (C5’), 35.9
(C3%), 25.1 (C2’); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [CoH;;N,O41+Na]® 360,9661, znal.
360,9654, bt. -1,9 ppm.

2’-(1H-[1,2,3]-Triazolo)-2’,3’-dideoksyurydyna (290)

Nukleozyd 285 (298,0 mg, 0,57 mmol) rozpuszczono w 10% roztworze CF;COOH
w DCM (CF;COOH: 1 g, 0,651 mL; DCM: 9 g, 6,767 mL). Reakcje mieszano przez
2 godziny. Nastepnie zatrzymano reakcje przez dodanie 10 mL MeOH/H,O (1:1 v/v) 1 300 mg
NaHCOs;. Kontynuowano mieszanie przez 2 godziny. Produkt znalazt si¢ w fazie wodnej,
ktéra odparowano i oczyszczono na kolumnie w uktadzie C. Uzyskano 117,1 mg (0,42 mmol)
z wydajnoécia 74%. Czystos¢ RP-HPLC > 95%; TLC: R; = 0,31 (D); 'H NMR:
0 11.37 (s, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, H5”), 8.09 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.80 (s, 1H, H4”), 5.76
(d, J=3.6 Hz, 1H, H1"), 5.58 (dd, J = 2.0, 8.4 Hz, 1H, HS), 5.46 (m, 1H, H2’), 4.56 (m, 1H,
H4’), 4.10 (bs, 1H, 5°’0OH), 3.78 (dd, J = 12.0, 2.8 Hz, 1H, H5’a), 3.60 (dd, J = 12.0, 3.2 Hz,
1H, H5°b), 2.51 (m, H3’a,b);* °C NMR: § 163.2 (C4), 150.4 (C2), 140.1 (C6), 133.6 (C4™),
124.7 (C5”), 101.7 (C5), 89.3 (C1’), 81.3 (C4’), 63.9 (C2’), 61.6 (C5’), 31.5 (C3’); Masa
(ESI-MS) m/z oblicz dla [C;;H3NsO4+H]" 280,1046, znal 280,1048, bt. 0,7 ppm.

* Sygnaty H3’a i H3’b natozyty si¢ z sygnatem od DMSO.
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2’,3’-Dideoksy-2’,3’-didehydrourydyna (291)

Nukleozyd 283 (186,7 mg, 0,41 mmol) rozpuszczono w 10% roztworze CF;COOH
w DCM (CF;COOH: 1 g, 0,651 mL; DCM: 9 g, 6,767 mL). Reakcj¢ mieszano przez
2 godziny. Reakcje zatrzymano przez dodanie 10 mL MeOH/H,O (1:1 v/A) 1 300 mg
NaHCOj;. Kontynuowano mieszanie przez 2 godziny. Produkt znalazt si¢ w fazie wodnej,
ktéra odparowano i oczyszczono na kolumnie w uktadzie C. Uzyskano 74,8 mg (0,35 mmol)
z wydajnoscig 85%. Czystos¢ RP-HPLC > 95%; TLC: Ry = 0,78 (F); 'H NMR:
0 11.30 (s, 1H, NH), 7.75 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 6.81 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H1"), 6.40 (m, 1H,
H2’), 5.92 (m, 1H, H3’), 5.58 (dd, J = 2.4, 8.4 Hz, 1H, HS), 4.78 (s, 1H, H4’), 4.48 (bs, 1H,
5'0H), 3.58 (d, J = 4.4 Hz, 2H, H5’a,b); ?C NMR: & 163.2 (C4), 150.8 (C2), 141.1 (C6),
135.1 (C2’), 125.7 (C3’), 101.5 (C5), 89.1 (C1’), 87.4 (C4’), 62.2 (C5’); Masa (ESI-MS) m/z
oblicz. dla [CoH;oN,O4+Na]" 233,0538, znal. 233,0529, bt. -3,9 ppm.

2’-Amino-2’,3’-dideoksyurydyna (292)

2’-Azydo-2’,3’-dideoksyurydyne (287) (25,0 mg, 0,099 mmol) rozpuszczono
w uktadzie MeOH/H,0 9:1 (v/v) (4 mL), dodano Ph3P (34.1 mg, 0,13 mmol) i mieszano w 50
°C przez 3 godziny. Nast¢pnie odparowano rozpuszczalniki i oczyszczono mieszaning na
kolumnie w uktadzie Y. Wyizolowano 21,9 mg produktu (0,096 mmol) z wydajnoscig 97%.
Czystos¢ RP-HPLC > 95%; TLC: R; = 0,09 (F); 'H NMR: 87.91 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6),
5.58 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 5.53 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H1"), 5.04 (bs, 1H, 5°’OH), 4.24 (m, 1H,
H4’), 3.64 (dd, J = 3.6, 12.0 Hz, 1H, H5’a), 3.48 (dd, J = 3.6, 12.0 Hz, 1H, H5’b), 3.41 (m,
1H, H2"), 2.01 (m, 1H, H3’a), 1.71 (m, 1H, H3’b);* °C NMR: § 163.3 (C4), 150.8 (C2),
140.6 (C6), 101.1 (C5), 91.6 (C1°), 79.7 (C4’), 62.4 (C5), 56.8 (C2’), 34.0 (C3’); "N NMR
(HMBC): 6158.1 (N3), 147.2 (N1), 30.1 (2°’NH,); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla
[CoH1N30,4+Na]" 248,0647, znal. 248,0652, bt. 2,0 ppm.

* sygnaty NH i NH, sg niewidoczne.
3’-Deoksycytydyna (293)

4-N,2’,5’-0,0-Tripiwaloilo-3’-deoksycytydyne (295) (800,0 mg, 1,67 mmol,)
rozpuszczono w 1M KOH/MeOH (20 mL). Reakcj¢ prowadzono przez 4 godziny
w temperaturze pokojowej. Zakonczono j3 przez zobojetnienie stezonym kwasem octowym.
Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik i oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie N.

Frakcje z produktem zebrano, odparowano i wysuszono w prézni. Uzyskano 358,4 mg (1,58
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mmol) produktu z wydajnoscia 95% w postaci gestego oleju. Czysto§¢ RP-HPLC > 95%;
TLC: R¢ = 0,22 (N); '"HNMR: & 7.91 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H6), 7.08 (bs, 1H, NH,), 6.99 (bs,
1H, NH,), 5.65 (d, J = 7.6 Hz,1H, HS5), 5.64 (s, 1H, H1"), 5.46 (d, J = 4 Hz, 1H, 2’0OH), 5.02
(t,J =5.2 Hz, 1H, 5’0OH), 4.27 (m, 1H, H2’), 4.09 (m, 1H, H4’), 3.74 (m, 1H, H5’a), 3.53 (m,
1H, H5’b), 1.86 (m, 1H, H3’a), 1.69 (m, 1H, H3’b); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla
[CoH3N30,4+Na]" 250,0804, znal. 250,0805, bt. 0,4 ppm.

3’-0-Fenoksytiokarbonylo-4-N,2°,5°-0,O-tripiwaloilocytydyna (294)

Suszong tripiwaloilowang cytydyne (87) (1,5 g, 3,03 mmol) rozpuszczono w pirydynie
(20 mL) i1 zatezono do ok. 18 mL. Dodano DMAP (740,4 mg, 6,06 mmol, 2 ekw.), porcjami
w temperaturze pokojowej dodano chlorek fenoksytiokarbonylu (785,5 mg, 4,55 mmol, 1,5
ekw.) 1 mieszano przez 6 godz. Nastgpnie odparowano pirydyng, trzykrotnie odparowano
z toluenem i ekstrahowano w uktadzie DCM/NaHCOs,. Fazg¢ organiczng suszono nad
MgSOs 1 rozdzielono w uktadzie K. Produkt zebrano, odparowano rozpuszczalnik
1 wysuszono w prozni. Uzyskano 1,7144 g (2,72 mmol) produktu w postaci biatej, statej piany
z wydajnoscia 90%. R; = 0,72 (M); "HNMR: & 10.51 (s, 1H, NH), 8.13 (d, J = 7.6 Hz, 1H,
H6), 7.50 (t, J = 8,0 Hz, 2H, Ph), 7.33 (m, 2H, Ph, HS5), 7.13 (t, J = 8,0 Hz, 2H, Ph), 5.98 (t,
J=64Hz, 1H, H3"),5.93 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H1’), 5.70 (dd, J = 4.0, 2.4 Hz, 1H, H2’), 4.61
(dd, J = 4.8, 6.0 Hz, 1H, H4’), 440 (m, 2H, H5’a, H5’b), 1.21, 1.20, 1.18 (3s, 27H,
9xCH;™).

3’-Deoksy-4-N,2°,5’-0,0-tripiwaloilocytydyna (295)

Suszony nukleozyd (294) (1,5 g, 2,38 mmol) rozpuszczono w toluenie (30 mL)
i zatezono do ok. 28 mL. Dodano a,a’-aza-bis-izobutyrylonitryl (AIBN) (193,0 mg, 1,19
mmol, 0,5 ekw.) 1 przepuszczono argon przez 5 min. Nastepnie pipeta dodano wodorek tri-n-
butylocyny (2,7708 g, 9,52 mmol, 2,523 ml, 4 ekw.) i mieszano przez 4 godz. w 75 °C.
Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik i1 rozdzielono w uktadzie K. Produkt zebrano,
odparowano rozpuszczalnik i wysuszono w prézni. Uzyskano 819,3 mg (1,71 mmol)
produktu z wydajnoscia 72%. R¢ = 0,57 (M); 'HNMR: § 10.44 (s, 1H, NH), 8.06 (d, J = 7.2
Hz, 1H, H6), 7.28 (d, J = 7.6 Hz,1H, HS), 5.80 (s, 1H, H1’), 5.29 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H2’),
4.49 (d,J = 3.6 Hz, 1H, H4’), 4.31 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H5’a, H5’b), 2.17 (m, 1H, H3’a), 1.97
(m, 1H, H3’b), 1.20, 1.18, 1.17 (3s, 27H, 9xCH;"™").
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2’-Azydo-3’-0-mesylo-5’-O-trytylo-2’-deoksyurydyna (296)

Suszong 2’-azydo-5’-O-trytylo-2’-deoksyurydyne (268) (500,0 mg, 0,98 mmol)
rozpuszczono w 20 mL pirydyny 1 zatezono do ok. 18 mL. Nastepnie dodano MsClI (168,5
mg, 1,47 mmol, 114,0 pL) i mieszano w temperaturze pokojowej przez 18 godzin.
Mieszaning odparowano z toluenem i ekstrahowano w ukladzie DCM/NaHCOs;,,. Fazg
organiczng suszono nad MgSOy i oczyszczono na kolumnie w uktadzie S. Otrzymano 471,9
mg produktu (0,80 mmol) z wydajnoscig 82%. TLC: R¢ = 0,77 (H); '"H NMR: § 11.52 d,J=
2.0 Hz, 1H, NH), 7.68 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.34 (m, 15H, Tr), 5.80 (d, J = 5.2 Hz, 1H,
H1’), 5.49 (dd, J = 2.0, 8.0 Hz, 1H, H5), 5.41 (t, J = 5.6 Hz, 1H, H3’), 4.83 (t, /= 5.2 Hz, 1H,
H2), 4.22 (dd, J = 4.4, 8.8 Hz, 1H, H4"), 3.35 (m, 2H, H5’a,b), 3.27 (s, 3H, OMs); °C NMR:
0 162.9 (C4), 150.3 (C2), 143.1 (Tr), 140.6 (C6), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.3 (Tr), 102.0
(C5), 87.5 (C1’), 86.7 (Tr), 80.3 (C4’), 76.2 (C3’), 62.4 (C2’), 61.2 (C5’), 37.7 (OMs).

3’-0-Mesylo-2’-S-toliltio-5’-O-trytylo-2’-deoksyurydyna (297)

Suszong 2’-S-toliltio-5’-O-trytylourydyne (274) (500,0 mg, 0,84 mmol) rozpuszczono
w 20 mL pirydyny i zatezono do ok. 18 mL. Nast¢gpnie dodano MsCl1 (144,3 mg, 1,26 mmol,
97,6 UL) 1 mieszano w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Reakcja zaszla ilosciowo
(TLC). Mieszaning odparowano z toluenem 1 ekstrahowano w ukfadzie DCM/NaHCOsy,.
Faze¢ organiczng suszono nad MgSOy 1 oczyszczono na kolumnie w uktadzie S. Otrzymano
537,3 mg produktu (0,80 mmol) z wydajnoscia 95%. TLC: R¢=0,57 (J); '"H NMR: & 11.28 (d,
J=2.0 Hz, 1H, NH), 7.34 (m, 18H, Tr, Ph*, H6), 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph™), 6.09 (d, J =
9.6 Hz, 1H, H1"), 5.39 (d, / = 6.0 Hz, 1H, H3"), 5.24 (dd, J = 2.0, 8.0 Hz, 1H, HS), 4.35 (t, J =
4.0 Hz, 1H, H4’), 4.19 (dd, J = 5.6, 9.6 Hz, 1H, H2’), 3.43 (dd, J = 4.8, 10.4 Hz, 1H, H5 a),
3.30 (H5’b, OMs),* 2.22 (s, 3H, CH3); °C NMR: § 162.3 (C4), 150.3 (C2), 143.1 (Tr), 139.9
(C6), 132.9 (Ph™), 129.9 (Ph™), (Ph“®),** 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.3 (Tr), 102.3 (C5), 87.9
(C17), 86.9 (Tr), 82.5 (C4’), 81.2 (C3’), 62.1 (C5°), 51.6 (C2’), 38.2 (OMs), 20.6 (CHs).

* Sygnaty czeéciowo natozone z sygnatem od H,O. ** Sygnat Ph® niewidoczny.
2’-Jodo-3’-0-mesylo-5’-O-trytylo-2’-deoksyurydyna (298)

Suszong 2’-jodo-5’-O-trytylo-2’-deoksyurydyne (275) (281,5 mg, 0,47 mmol)
rozpuszczono w 20 mL pirydyny i zatezono do ok. 18 mL. Nast¢pnie dodano MsCl (81,3 mg,
0,71 mmol, 55,0 PL) i mieszano w temperaturze pokojowej przez 18 godzin. Reakcja poszta

iloSciowo (TLC). Mieszaning odparowano z toluenem i ekstrahowano w uktadzie
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DCM/NaHCOs3,q. Fazg¢ organiczng suszono nad MgSOs i oczyszczono na kolumnie
w ukladzie S. Uktad nalezalo przesaczy¢ wczesniej przez Al,Os;. Otrzymano 306,8 mg
produktu (0,45 mmol) z wydajnoscig 96%. TLC: R¢ = 0,80 (H); '"HNMR: 6 11.55 d,J=1.6
Hz, 1H, NH), 7.64 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.35 (m, 15H, Tr), 6.15 (d, J = 8.0 Hz, 1H, HI"),
5.54 (dd, J = 2.0, 8.0 Hz, 1H, HS5), 5.03 (dd, J = 2.8, 5.2 Hz, 1H, H3"), 4.87 (dd, J = 5.6, 8.0
Hz, 1H, H2’), 4.38 (dd, J = 4.4, 7.6 Hz, 1H, H4’), 3.37 (m, 2H, H5’a,b), 3.30 (s, 3H, OMs);
BC NMR: § 162.7 (C4), 150.5 (C2), 143.2 (Tr), 139.6 (C6), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.3 (Tr),
102.5 (C5), 89.7 (C1”), 86.8 (Tr), 81.8 (C4’), 78.8 (C3’), 62.5 (C5’), 38.5 (OMs), 22.5 (C2’).

3’-0-Mesylo-5’-O-trytylo-2,2’-anhydrourydyna (299)

Nukleozyd 298 (50,0 mg, 0,07 mmol) rozpuszczono w 4 mL. DMF, zat¢zono do ok.
3,5 mL i dodano ftalimidek potasu (20,4 mg, 0,11 mmol). Reakcj¢ prowadzono w 135 °C
przez 10 godzin. Na TLC zaobserwowano ilo$ciowe przereagowanie. Mieszaning
odparowano 1 oczyszczono na kolumnie w uktadzie G. Wyizolowano 35,3 mg (0,065 mmol)
produktu z wydajnoscig 93%. TLC: R¢ = 0,83 (D); '"H NMR: § 7.94 (d, J =7.2 Hz, 1H, H6),
7.28 (m, 15H, Tr), 6.43 (d, J=5.6 Hz, 1H, H1"), 5.86 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H5), 5.62 (d, J = 6.0
Hz, 1H, H2’), 542 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H3’), 4.61 (m, 1H, H4"), 3.33 (OMs),* 3.11 (m, 1H,
H5’a), 2.83 (m, 1H, H5’b); °C NMR: § 170.5 (C4), 158.9 (C2), 143.1 (Tr), 136.5 (C6), 128.0
(Tr), 127.7 (Tr), 127.2 (Tr), 109.1 (CS5), 89.7 (C1’), 86.3 (Tr), 85.8 (C2’), 84.0 (C4’), 81.0
(C3°), 62.3 (C5’), 37.5 (OMs).

* Sygnat OMs nalozyt si¢ z sygnalem od H,0. Jego obecno$¢ potwierdza HSQC.
2’-S-Toliltio-3’-O-trifluorometanosulfonylo-5’-O-trytylo-2’-deoksyurydyna (300)

Suszony nukleozyd 274 (0,9381 g, 1,58 mmol) rozpuszczono w 20 mL pirydyny,
zatezono do ok. 18 mL i dodano 20 mL DCM. Schtodzono do t < 5 °C, dodano bezwodnik
trifluorometanosulfonowy w pieciu porcjach (846,4 mg, 3,00 mmol, 504,8 pL, ekw. 1,9)
1 mieszano w temperaturze pokojowej przez 3 godziny. Reakcje zatrzymano przez dodanie
MeOH (2 mL) i odparowano mieszaning w temperaturze 18-20 °C. Nastepnie odparowano
trzykrotnie calo$¢ z toluenem w obnizonej temperaturze i rozpuszczono w DCM (40 mL)
zalkalizowanym na Al,O;. Przeprowadzono ekstrakcj¢ z zimnym, wodnym, nasyconym
roztworem Na,COs. Faz¢ organiczng suszono nad MgSOs 1 oczyszczono na kolumnie zelowej
w uktadzie X. Otrzymano 815,5 mg produktu (1,13 mmol) z wydajnoscig 72%. TLC: R¢ =
0,74 (R); '"HNMR: & 11.29 (s, 1H, NH), 7.55 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H6), 7.31 (m, 17H, Tr, Ph™),
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7.22 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ph™), 6.70 (s, 1H, H1"), 6.24 (s, 1H, H3’), 4.97 (bs, 1H, H4"), 4.85
(dd, J =2.0, 8.0 Hz, 1H, HS), 3.33 (H2’, H5’a),* 3.11 (dd, J = 2.0, 10.8 Hz, 1H, H5’b), 2.30
(s, H3, CH3); °C NMR: § 162.7 (C4), 150.4 (C2), 143.1 (Tr), 140.5 (C6), 139.0 (PhP), 133.2
(Ph™), 130.7 (Ph“®), 130.3. (Ph™), 128.3 (Tr), 127.9 (Tr), 127.2 (Tr), 101.8 (C5), 88.8 (C1"),
86.5 (Tr), 85.1 (C3’), 79.9 (C4’), 64.7 (C5°), 53.5 (C2’), 20.7 (CH3).

* Sygnaty H2’ i H5’a natozyly si¢ z sygnatem od H,O.
2’-S-Toliltio-5’-O-trytylo-2,3’-anhydro-2’-deoksyurydyna (301)

Suszony nukleozyd (300) (0,5 g, 0,69 mmol) rozpuszczono w 30 mL acetonitrylu
i1 dodano Et:N (209,4 mg, 2,07 mmol, 262,7 pL, 3 ekw.). Reakcj¢ prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Reakcje zatrzymano przez odparowanie do sucha.
Mieszaning rozpuszczono w DCM 1 ekstrahowano wodnym roztworem NaCl. Faze
organiczng suszono nad MgSO, i oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie G.
Otrzymano 327,8 mg produktu (0,57 mmol) z wydajnoscia 83%. TLC: Ry = 0,20 (C);
'H NMR: & 7.72 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H6), 7.48 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ph™), 7.31 (m, 17H, Tr,
Ph™), 5.97 (s, 1H, H1"), 5.81 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H5), 5.25 (t, J = 1.2 Hz, H1, H3’), 4.72 (m,
1H, H4’), 4.66 (s, 1H, H2’), 3.19 (d, J = 6.4 Hz, 2H, H5’a, H5’b), 2.31 (s, 3H, CHj3);
BC NMR: § 170.0 (C4), 152.8 (C2), 143.2 (Tr), 140.7 (C6), 137.9 (PhP), 131.2 (Ph™), 130.1
(Ph™), 128.1 (Tr), 127.9 (Tr), 127.8 (Ph™, 127.1 (Tr), 108.2 (C5), 88.9 (C1°), 86.4 (Tr), 82.4
(C4’),79.5 (C3’), 62.4 (C5’), 49.3 (C2’), 20.6 (CH3).

2’-Jodo-3’-O-trifluorometanosulfonylo-5’-O-trytylo-2’-deoksyurydyna (302)

Suszony nukleozyd 275 (850,0 mg, 1668 mmol) rozpuszczono w 20 mL pirydyny,
zatezono do ok. 18 mL i dodano 20 mL DCM. Schtodzono do t < 5 °C, dodano bezwodnik
trifluorometanosulfonowy w pieciu porcjach (1,1709 mg, 4,15 mmol, 698,2 UL, ekw. 2,5)
i mieszano w temperaturze pokojowej przez 3 godziny. Reakcja zaszta ilosciowo (TLC).
Reakcje zatrzymano przez dodanie MeOH (2 mL) 1 odparowano mieszaning w temperaturze
18-20 °C. Nastgpnie odparowano trzykrotnie calo$¢ z toluenem w obnizonej temperaturze
i rozpuszczono w DCM (40 mL) zalkalizowanym na Al,O3;. Przeprowadzono ekstrakcje
z zimnym, wodnym, nasyconym roztworem Na,COjs. Faz¢ organiczng suszono nad MgSO;,
i produkt oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie X. Otrzymano 498,7 mg produktu
(0,68 mmol) z wydajnoscig 41%. TLC: Rf = 0,74 (R); "H NMR (CDCl3): ¢ 8.80 (s, 1H, NH),
7.35 (m, 16H, Tr, H6), 5.92 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H1"), 5.84 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 5.39 (d,
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J=5.2Hz, 1H, H3’), 5.10 (dd, J = 5.2, 9.2 Hz, 1H, H2’), 4.55 (s, 1H, H4’), 3.99 (d, J = 10.8
Hz, 1H, H5’a), 3.87 (dd, J = 10.8 Hz, 1H, H5’b); °C NMR (CDCL): § 161.7 (C4), 149.6
(C2), 146.4 (Tr), 141.4 (C6), 127.9 (Tr), 127.4 (Tr), 126.8 (Tr), 103.4 (C5), 95.1 (C1’), 87.8
(C3’), 84.4 (C4’), 81.6 (Tr), 61.5 (C5’), 18.0 (C2).

1-(2’-Azydo-5’-O-trytylo-f-D-2’-deoksy-ksylofuranozylo)-2-O-metylouracyl (303)

Wodorotlenek sodu (3,6 mg, 0,09 mmol) rozpuszczono w MeOH,s (4 mL) i dodano
nukleozyd 269 (50,0 mg, 0,078 mmol). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez
18 godzin. Nastepnie mieszaning odparowano i oczyszczono na kolumnie w uktadzie G.
Wyizolowano 34,4 mg produktu (0,065 mmol) z wydajnoscig 72%. TLC: 0,26 (C); 'H NMR:
0 7.34 (m, 16H, H6, Tr), 6.70 (d, J = 0.8 Hz, 1H, H1’), 5.74 (m, 2H, HS5, 3°’OH), 4.35 (s, 1H,
H2%), 4.29 (m, 1H, H4’), 4.06 (t, J = 2.8 Hz, 1H, H3’), 3.90 (s, 3H, CH3), 3.44 (m, 1H, H5’a),
3.27 (m, 1H, H5’b); *C NMR: § 169.7 (C4), 155.0 (C2), 143.5 (Tr), 137.4 (C6), 128.3 (Tr),
127.9 (Tr), 127.1 (Tr), 106.9 (CS5), 90.1 (C1’), 86.2 (Tr), 83.2 (C4’), 72.5 (C3’), 71.0 (C2’),
62.1 (C5’), 55.3 (CHy).

1-(2’-0-Metylo-5’-O-trytylo-f-D-ksylofuranozylo)uracyl (304)

Nukleozyd 264 (184,7 mg, 0,38 mmol) rozpuszczono w 5 mL 1M roztworu
KOH/MeOH. Dodano krople wody i mieszano w 70 °C przez 5 godzin. Nastepnie
zobojetniono mieszaning roztworem 1M CH3;COOH/MeOH, ekstrahowano w uktadzie
DCM/H;O0 i rozdzielono na kolumnie w uktadzie G. Wyizolowano 187,2 mg produktu (0,37
mmol) z wydajnoscia 97%. TLC: R¢ = 0,77 (D); '"H NMR: § 11,36 (s, 1H, NH), 7.51 (d, J =
8.0 Hz, 1H, H6), 7,34 (m, 15H, Tr), 5.83 (s, 1H, H1’), 5.54 (m, 2H, HS, 3°’OH), 4.23 (m, 1H,
H4), 4.05 (t, J = 3.2 Hz, 1H, H3’), 3.69 (s, 1H, H2’), 3.39 (m, 4H, H5’a, OCH3), 3.25 (dd,
J = 3.6, 104 Hz, 1H, H5’b); °C NMR: § 163.2 (C4), 150.3 (C2), 143.6 (Tr), 140.7 (C6),
128.3 (Tr), 127.9 (Tr), 127.1 (Tr), 100.9 (C5), 89.9 (C2’), 88.8 (C1’), 86.1 (Tr), 82.5 (C4’),
71.9 (C3’), 62.2 (C5’), 57.3 (OCHa3).

1-(2°-Azydo-5’-O-trytylo-f-D-2’-deoksy-ksylofuranozylo)uracyl (305)

Nukleozyd 267 (110,0 mg, 0,23 mmol) rozpuszczono w 3 mL roztworu IM
KOH/MeOH, dodano krople wody i mieszano w 70 °C przez siedem godzin. Zoboj¢tniono
IM roztworem CH3COOH/MeOH i zwigzek oczyszczono na kolumnie w uktadzie S.
Otrzymano 114,9 mg produktu (0,22 mmol) z wydajnoscia 96%. TLC: Ry = 0,49 (J);
'H NMR: § 11,41 (s, 1H, NH), 7.35 (m, 16H, H6, Tr), 5.82 (s, 1H, H1"), 5.77 (d, J = 3.6 Hz,

170



1H, 3°OH), 5.54 (d, J = 8.0 Hz, 1H, HS), 4.24 (s, 2H, H4’, H2’), 4.09 (s, 1H, H3’), 3.40 (m,
1H, H5’a), 3.27 (m, 1H, H5’b); >C NMR: § 163.1 (C4), 150.3 (C2), 143.5 (Tr), 139.9 (C6),
128.3 (Tr), 127.9 (Tr), 127.1 (Tr), 101.0 (C5), 88.5 (C1°), 86.3 (Tr), 82.3 (C4’), 72.7 (C3’),
70.6 (C2’), 62.2 (C5’).

1-(2’-S-Toliltio-5’-O-trytylo-f-D-2’-deoksy-ksylofuranozylo)uracyl (306)

Nukleozyd 301 (102,7 mg, 0,18 mmol) rozpuszczono w 3 mL roztworu IM
KOH/MeOH, dodano krople wody i mieszano w 70 °C przez siedem godzin. Zoboj¢tniono
IM roztworem CH;COOH/MeOH i otrzymany nukleozyd oczyszczono na kolumnie
w uktadzie S. Otrzymano 102,8 mg (0,17 mmol) z wydajnoscig 94%. TLC: Ry = 0,71 (J);
'H NMR: § 11,29 (s, 1H, NH), 7.60 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.35 (m, 17H, Tr, Ph®), 7.16 (d,
J=38.0Hz, 2H, Ph™), 5.93 (d, /= 3.6 Hz, 1H, H1"), 5.88 (d, J = 4.4 Hz, 1H, 3°OH), 5.46 (d, J
= 8.0 Hz, 1H, HS5), 4.27 (m, 1H, H4’), 4.05 (dd, J = 4.0, 6.4 Hz, 1H, H3’), 3.73 (dd, J = 2.4,
3.2 Hz, 1H, H2"), 3.41 (m, 1H, H5’a), 3.23 (m, 1H, H5’b), 2.27 (s, 3H, CHs); °C NMR:
3 162.9 (C4), 150.3 (C2), 143.5 (Tr), 140.4 (C6), 137.3 (PhP), 131.6 (Ph™), 129.9 (Ph™), 129.1
(Ph“®), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.1 (Tr), 101.5 (C5), 88.1 (C1°), 86.4 (Tr), 81.4 (C4"), 73.9
(C3’), 62.6 (C57), 57.3 (C2’), 20.6 (CHs).

1-(2’-0O-Metylo-p-D-ksylofuranozylo)uracyl (307)

Nukleozyd 304 (187,2 mg, 0,38 mmol) rozpuszczono w 10% roztworze CF;COOH
w DCM (CF;COOH: 1 g, 0,651 mL; DCM: 9 g, 6,767 mL) i mieszano przez
2 godziny. Nastepnie zatrzymano reakcje przez odparowanie z izopropanolem (trzykrotnie).
Rozpuszczono otrzymang mieszaning w MeOH, dodano 100 mg NaHCO3 i mieszano przez
2 godziny. Na koniec cato§¢ odparowano razem z zelem krzemionkowym (0,063-0,200 mm)
i naniesiono na kolumneg. Produkt wymywano uktadem C. Uzyskano 90,0 mg (0,35 mmol)
z wydajnoscia 92%. Czystos¢ RP-HPLC > 95%; TLC: R; = 0,29 (D); 'H NMR:
0 11.33 (s, 1H, NH), 7.73 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 5.76 (s, 1H, H1"), 5.65 (dd, J = 2.4, 8.4 Hz,
1H, HS), 5.55 (d, J = 3.2 Hz, 1H, 3’OH), 4.77 (bs, 1H, 5’OH), 4.07 (t, J = 2.8 Hz, 1H, H3"),
397 (m, 1H, H4’), 3.73 (m, 2H, H5’a, H2’), 3.66 (m, 1H, H5’b), 3.39 (s, 1H, OCHs);
BC NMR: § 163.2 (C4), 150.3 (C2), 141.1 (C6), 101.1 (C5), 90.1 (C2’), 88.4 (C1’), 84.0
(C4’), 717 (C3’), 58.8 (C5’), 57.3 (OCHj3); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla
[C10H14N,Og+Na]" 281,0750, znal. 281,0743 bt. -2,5 ppm.
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1-(2’-Azydo-f-D-2’-deoksy-ksylofuranozylo)uracyl (308)

Nukleozyd 305 (127,9 mg, 0,25 mmol) rozpuszczono w 10% roztworze CF;COOH w DCM
(CF;COOH: 1 g, 0,651 mL; DCM: 9 g, 6,767 mL) i mieszano przez 2 godziny. Reakcje
zatrzymano przez odparowanie z izopropanolem (trzykrotnie). Nastepnie rozpuszczono
mieszaning w MeOH, dodano 100 mg NaHCOs3 i mieszano przez 2 godziny. Na koniec cato$¢
odparowano w obecnoéci zelu krzemionkowego (0,063-0,200 mm). Zel z zaadsorbowana
miszaning reakcyjng naniesiono na kolumn¢. Produkt wymywano uktadem C. Uzyskano 62,8
mg (0,23 mmol) z wydajnosciag 92%. Czystos¢ RP-HPLC > 95%; TLC: R¢ = 0,43 (D);
'H NMR: 311.38 (s, 1H, NH), 7.54 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 5.76 (d, J = 2.4 Hz, 2H, HI’,
3’0OH), 5.66 (d, J = 8.0 Hz, 1H, HS), 4.84 (t, J = 6.5 Hz, 1H, 5°0OH), 4.25 (t, J = 2.4 Hz, 1H,
H2’), 4.13 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H3’), 4.01 (dd, J = 5.6, 10.0 Hz, 1H, H4’), 3.70 (m, 2H,
H5’a,b); °C NMR: § 163.2 (C4), 150.4 (C2), 140.4 (C6), 101.3 (C5), 87.6 (C1°), 83.5 (C4"),
72.5 (C3), 70.5 (C2’), 58.9 (C5’); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [CoH;;NsOs+Na]"
292,0658, znal. 292,0655 bt. -1,0 ppm.

1-(2’-S-Tiotolilo-p-D-2’-deoksy-ksylofuranozylo)uracyl (309)

Nukleozyd 306 (82,0 mg, 0,13 mmol) rozpuszczono w 7.4 mL 10% roztworu
CF;COOH/DCM i1 mieszano przez 2 godziny. Reakcje zatrzymano przez odparowanie
z izopropanolem (trzykrotnie). Nastepnie rozpuszczono mieszaning w MeOH, dodano 100 mg
NaHCO; i mieszano przez 2 godziny. Na koniec mieszaning zaadsorbowano na zelu
krzemionkowym (0,063-0,200 mm) poprzez odparowanie i naniesiono cato$¢ na kolumne.
Produkt wymywano uktadem C. Uzyskano 40,4 mg (0,115 mmol) z wydajnoscia 88%.
Czysto$é RP-HPLC > 95%; TLC: R; = 0,57 (D); 'H NMR: 511.29 (s, 1H, NH), 7.84 (d, J =
8.4 Hz, 1H, H6), 7.36 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ph™), 7.16 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph™), 5.88 (d, / = 3.6
Hz, 1H, H1’), 5.84 (d, J = 4.4 Hz, 1H, 3°’OH), 5.60 (dd, J = 1.2, 8.0 Hz, 1H, HS), 4.78 (t, J =
5.6 Hz, 1H, 5’OH), 4.07 (m, 2H, H3’, H4’), 3.75 (dd, J = 2.0, 4.0 Hz, 1H, H4’), 3.68 (m, 2H,
H5’a,b), 2.28 (s, 3H, CHs); °C NMR: & 163.0 (C4), 150.4 (C2), 140.8 (C6), 137.1 (PhP),
131.4 (Ph™), 129.9 (Ph™), 129.2 (Ph“®), 101.8 (C5), 87.6 (C1’), 82.9 (C4), 73.6 (C3"), 59.3
(C5°), 57.1 (C2’), 20.6 (CH3); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [C;¢H;sN,OsS+Na]* 373,0834,
znal. 373,0824 bt. -2,7 ppm.
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1-(2’-[1H-{1,2,3}-Triazolo]-5’-O-trytylo-f-D-2’-deoksy-ksylofuranozylo)uracyl (310)

Nukleozyd 267 (110,0 mg, 0,22 mmol) rozpuszczono w ACN (3 mL) i DCM (2 mL),
nastepnie ptukano roztwoér argonem przez 5 minut. Dodano Cul (20,9 mg, 0,11 mmol),
trimetylosililoacetylen (43,2 mg, 0,44 mmol, 62,2 uL) i EtzN (3 mL). Kolb¢ szczelnie
zamkni¢to i mieszano w 60 °C przez 18 godzin. Reakcj¢ zatrzymano przez odparowanie
i oczyszczono na kolumnie w uktadzie C. Produkt wysuszono i zwazono. Otrzymano 96,6 mg
zwigzku (0,16 mmol) z wydajnoscia 73% [TLC: 0,06 (C)]. Wyizolowany produkt
rozpuszczono w 3 mL 1M KOH/MeOH, dodano krople wody i mieszano w 70 °C przez
6 godzin. Reakcje zobojetniono 1M roztworem CH3COOH/MeOH, odparowano
i ekstrahowano w uktadzie DCM/H,0. Faze¢ organiczng suszono nad Mg,SOy i oczyszczono
na kolumnie w uktadzie G. Otrzymano 84,2 mg (0,157 mmol) produktu z wydajnoscia 71%
po dwéch etapach. TLC: 0,43 (C); 'H NMR: & 11.43 (s, 1H, NH), 8.29 (s, 1H, H5™), 7.84 (s,
1H, H4”), 7.65 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 7.35 (m, 15H, Tr), 6.23 (d, J = 3.6 Hz, 1H, HI"), 6.10
(d, J =4.8 Hz, 1H, 3°OH), 5.63 (dd, J = 1.6, 8.0 Hz, 1H, HS), 5.23 (t, J = 2.4 Hz, 1H, H2’),
4.71 (m, 1H, H4’), 4.52 (dd, J = 2.8, 5.6 Hz, 1H, H3’), 3.49 (m, 1H, H5’a), 3.31 (H5’b);*
BC NMR: § 163.0 (C4), 150.3 (C2), 143.5 (Tr), 139.8 (C6), 133.6 (C4™), 128.3 (Tr), 128.0
(Tr), 127.1 (Tr), 125.3 (C57), 101.9 (C5), 87.7 (C1’), 86.3 (Tr), 82.3 (C4’), 73.8 (C3’), 70.6
(C2%), 62.5 (C5).

* Sygnat H5’b natozyt si¢ z sygnatem H,O.
1-(2’-[1H-{1,2,3}-Triazolo]-B-D-2’-deoksy-ksylofuranozylo)uracyl (311)

Nukleozyd 310 (70,0 mg, 0,13 mmol) rozpuszczono w 7,4 mL 10% roztworu
CF;COOH/DCM i mieszano przez 2 godziny. Reakcje zatrzymano przez odparowanie
z izopropanolem (trzykrotnie). Nastepnie rozpuszczono mieszaning w MeOH, dodano 100 mg
NaHCO;3; 1 mieszano przez 2 godziny. Na koniec calos¢ odparowano w obecnosci
zelu krzemionkowego (0,063-0,200 mm) i cato$¢ naniesiono na kolumng¢. Produkt wymywano
uktadem D. Czystos¢ RP-HPLC > 95%; Uzyskano 35,4 mg (0,12 mmol) z wydajnoscig 92%.
TLC: R¢= 0,57 (F); '"H NMR: 811.43 (s, 1H, NH), 8.31 (s, 1H, H5”), 7.98 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
H6), 7.81 (s, 1H, H4”), 6.21 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H1’), 6.17 (d, J = 4.8 Hz, 1H, 3°’OH), 5.63 (d,
J =8.0 Hz, 1H, HS), 5.25 (t, J/ = 4.0 Hz, 1H, H2’), 5.00 (t, J = 5.2 Hz, 1H, 5’OH), 4.62 (dd,
J =48, 88 Hz, 1H, H3"), 4.52 (dd, J = 4.8, 9.6 Hz, 1H, H4"), 3.49 (m, 2H, H5"a,)b); "°C
NMR: & 163.0 (C4), 150.4 (C2), 140.3 (C6), 133.5 (C4”), 125.1 (C5”), 102.2 (C5), 86.6
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(C1°), 83.1 (C4’), 73.3 (C3’), 70.1 (C2’), 59.3 (C5’); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla
[CoH3N;05+H]" 244,0933, znal. 244,0934, bt. 0,4 ppm.

1-(2’-Amino-f-p-2’-deoksy-ksylofuranozylo)uracyl (312)

Nukleozyd 308 (20,0 mg, 0,074 mmol) rozpuszczono w uktadzie MeOH/H,0 9:1 (v/v)
(4 mL), dodano Ph3P (28.9 mg, 0,11 mmol) i mieszano w 50 °C przez 3 godziny. Nastgpnie
odparowano rozpuszczalniki i oczyszczono mieszaning na kolumnie w uktadzie Y.
Wyizolowano 16,8 mg produktu (0,069 mmol) z wydajnoscig 93%. Czystos¢ RP-HPLC >
95%; TLC: Ry = 0,09 (F); '"H NMR: &7.82 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 5.62 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
HS), 5.54 (d, J =2.0 Hz, 1H, H1"), 5.33 (d, J = 3.6 Hz, 1H, 3°OH), 4.72 (bs, 1H, 5°0OH), 4.14
(dd, J =5.2, 8.8 Hz, 1H, H4’), 3.85 (s, 1H, H3’), 3.69 (m, 1H, H5’a), 3.65 (m, 1H, H5’b),
3.23 (s, 1H, H2’);* 'C NMR: § 163.3 (C4), 150.7 (C2), 141.4 (C6), 100.9 (C5), 91.1 (C1"),
83.2 (C4), 75.77 (C3), 647 (C2’), 59.4 (C5’); Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla
[CoH3N305+H]" 244.0933, znal. 244.0934, bt. 0.4 ppm.

* sygnaty NH i NH, sg niewidoczne.
1-(3’-0-Mesylo-2’-0-metylo-5’-O-trytylo-fi-D-ksylofuranozylo)uracyl (313)

Suszony nukleozyd (304) (900,0 mg, 1,80 mmol) rozpuszczono w 25 mL Py
1 zatezono do ok. 23 mL. Nast¢pnie dodano chlorek mesylu (412,4 mg, 3,60 mmol, 279,0 uL)
i mieszano w temperaturze pokojowej przez 4 godziny. Reakcje zakonczono przez
odparowanie pirydyny z toluenem 1 nastgpnie wykonano ekstrakcj¢ w uktadzie
DCM/NaHCOs3,q. Faze¢ organiczng suszono nad MgSQs, oczyszczono na kolumnie zelowe]
w ukladzie T 1 nastepnie frakcje zawierajgce produkt ponownie rozdzielono w uktadzie S.
Wyizolowano produkt z wydajnosciag 89% (927,5 g, 1,60 mmol); TLC: R¢ = 0,23 (J); 'H
NMR: § 11.46 (s, 1H, NH), 7.38 (m, 16H, Tr, H6), 5.87 (d, /= 1.6 Hz, 1H, H1"), 555 (d, J =
8.0 Hz, 1H, H5), 5.25 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H3’), 4.46 (m, 1H, H4’), 4.12 (s, 1H, H2’), 3.45 (m,
4H, OMs, H5’a), 3.27 (dd, J = 4.0, 10.4 Hz, 1H, H5’b), 3.09 (s, 3H, CH3); °C NMR: & 163.0
(C4), 150.2 (C2), 143.2 (Tr), 139.2 (C6), 128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.2 (Tr), 101.7 (C5), 88.7
(C17), 87.3 (C2’), 86.6 (Tr), 80.0 (C3’, C4°), 61.3 (C5°), 57.8 (Me0), 37.5 (MsO).

2’-0-Metylo-3’-S-toliltio-5’-trytylo-3’-deoksyurydyna (314).

Suszony nukleozyd 313 (50,0 mg, 0,09 mmol) rozpuszczono w 4 mL DMF i zatezono
do ok. 3 mL. Dodano p-tiokrezol (28,6 mg, 0,23 mmol) oraz ftalimidek potasu (2,0 mg, 0,01
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mmol). Reakcje prowadzono w temperaturze 120 °C przez 18 godzin. Reakcje¢ zatrzymano
przez odparowanie, nast¢pnie oczyszczono na kolumnie zelowej w uktadzie W. Wyizolowano
42,4 mg (0,07 mmol, 78%) produktu. TLC: R¢ = 0,49 (J); '"H NMR: § 11.38 (s, 1H, NH), 7.91
(d, J = 4.4 Hz, 1H, H6), 7.23 (m, 17H, Tr, Ph™), 7.02 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ph™), 5.83 (s, 1H,
H1°), 5.03 (d, J = 8.4 Hz, 1H, HS5), 4.19 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H2"), 4.13 (d, J = 9.6 Hz, 1H,
H4’),3.96 (dd, J = 5.2, 10.4 Hz, 1H, H3"), 3.49 (s, 3H, MeO), 3.33 (m, H5’a),* 3.21 (dd, J =
4.0, 11.2 Hz, 1H, H5’b), 2.21 (s, 3H, CH3); °C NMR: & 163.2 (C4), 150.1 (C2), 143.0 (Tr),
140.3 (C6), 136.4 (Ph?), 130.8 (Ph™), 129.7 (Ph™),** 127.2 (Tr), 100.8 (C5), 88.1 (C1’), 86.6
(Tr), 85.0 (C2’), 83.8 (C4’), 61.5 (C5’), 58.1 (MeO), 48.8 (C3"), 20.6 (CH3).

* Sygnat H5’a natozyt si¢ z sygnatem od H,O; ** Sygnat Ph® jest niewidoczny.
3’-Azydo-2’-0-metylo-5’-trytylo-3’-deoksyurydyna (315).

Suszony nukleozyd 313 (50,0 mg, 0,09 mmol) i LiN3 (8,4 mg, 0,17 mmol) dodano do
suchego DMF (4 mL) i zatezono do ok. 3,5 mL. Roztw6r mieszano w T = 135 °C przez noc.
Nastepnie rozpuszczalnik odparowano. Mieszaning rozdzielono na kolumnie zelowej
w uktadzie S. Zebrano frakcje z produktem, odparowano i wysuszono uzyskujac 9,0 mg (0,02
mmol, 22%) zwigzku. TLC: R = 0,43 (J); "H NMR: & 11.45 (s, 1H, NH), 7.74 (d, J = 8.0 Hz,
1H, H6), 7.34 (m, 15H, Tr), 5.50 (d, J = 2.8 Hz, 1H, HI1"), 5.34 (d, J = 8.0 Hz, 1H, HS5), 4.37
(dd, J=5.6, 8.0 Hz, H1, H3’), 4.24 (dd, J = 2.8, 5.2 Hz, 1H, H2’), 4.06 (m, 1H, H4"), 3.48 (s,
3H, MeO), 3.33 (m, H5’a,b);* >C NMR: & 163.0 (C4), 150.2 (C2), 143.2 (Tr), 140.3 (C6),
128.3 (Tr), 128.0 (Tr), 127.3 (Tr), 101.6 (CS5), 87.5 (C1’), 86.7 (Tr), 82.9 (C2’), 79.7 (C4’),
62.2 (C5’), 58.4 (C3’), 58.1 (MeO).

* Sygnat H5’a,b natozyt si¢ z sygnatem of H,O.
1-(3’-0-Mesylo-2’-O-metylo-f-D-ksylofuranozylo)uracyl (316)

Nukleozyd 313 (409,3 mg, 0,71 mmol) rozpuszczono w 7,4 mL 10% roztworu
CF;COOH/DCM i mieszano przez 2 godziny. Reakcje zatrzymano przez odparowanie
z izopropanolem (trzykrotnie). Rozpuszczono mieszaning w MeOH, dodano 100 mg NaHCO;
1 mieszano przez 2 godziny. Mieszaning odparowano i naniesiono na kolumne. Produkt
wymywano uktadem G. Uzyskano 202,4 mg (0,60 mmol) produktu z wydajnoscig 84%. TLC:
R;=0,11 (C); '"H NMR:* §7.50 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H6), 5.82 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H1"), 5.69
(dd, J = 8.0 Hz, 1H, HS), 5.17 (dd, J = 1.2, 3.6 Hz, 1H, H3"), 4.22 (dd, J = 6.0, 8.8 1H, H4’),
4.13 (s, 1H, H2"), 3.73 (d, J = 5.6 Hz, 2H, H5’a,b), 3.44 (OMe), 3.30 (OMs); °C NMR:
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o 163.1 (C4), 150.3 (C2), 139.7 (C6), 101.9 (C5), 88.1 (C1’), 87.3 (C2’), 81.4 (C4’), 79.8
(C3’), 58.3 (C5’), 57.8 (MeO), 37.6 (MsO).

* Sygnaty wymienialne od grup NH i 5°OH sa niewidoczne.
3’-Azydo-2’-0-metylo-3’-deoksyurydyna (317).

Suszony nukleozyd 316 (50,0 mg, 0,15 mmol) i LiN3 (14,7 mg, 0,30 mmol) dodano do
suchego DMF (4 mL) i zatezono do ok. 3,5 mL. Roztw6r mieszano w T = 135 °C przez noc.
Nastgpnie rozpuszczalnik odparowano. Mieszaning rozdzielono na kolumnie zelowej
w uktadzie G. Zebrano frakcje z produktem, odparowano i wysuszono uzyskujac 19,8 mg
(0,07 mmol, 47%) zwiazku. Czystos¢ RP-HPLC > 95%; TLC: R; = 0,63 (D); 'H NMR:
6 11.07 (bs, 1H, NH), 7.93 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H6), 5.82 (d, /=4.0 Hz, 1H, H1’), 5.66 (d, J =
8.0 Hz, 1H, HS5), 5.36 (bs, H1, 5°’0OH), 4.21 (m, 2H, H2’, H3’), 4.23 (m, 1H, H4’), 3.71 (m,
1H, H5’a), 3.58 (m, 1H, H5°b), 3.45 (s, 3H, OMe); °C NMR: § 163.0 (C4), 150.4 (C2), 140.2
(C6), 101.8 (C5), 86.5 (C1°), 83.0 (C2’), 82.0 (C4’), 60.0 (C5’), 58.7 (C3’), 58.1 (MeO);
Masa (ESI-MS) m/z oblicz. dla [C;oH;3NsOs+Na]" 306,0814, znal. 306,0803, bt. -3,6 ppm.
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Zalacznik 1: Dokowanie molekularne - mody wigzania ligandow*
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Zalacznik 2 : Wybrane widma 2D NMR
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Streszczenie
Funkcjonalizacja uktadu cis-diolowego
rybonukleozyddéw z wykorzystaniem struktur

anhydrocyklicznych

Maurycy K. Szlenkier

Nukleozydy modyfikowane w pozycjach 2’ 1 3’ s3 znane od wielu lat i obejmuja wiele
waznych analogdw o wyjatkowych aktywno$ciach biologicznych. W tej grupie mozna
wymieni¢ analogi 2’,3’-dideoksy, 2’°,3’-dideoksy-didehydro, analogi 2’,3’-dideoksy
posiadajace dodatkowe podstawniki w pozycjach 2’ i/lub 3° zamiast grup hydroksylowych,
analogi o zmienionej konfiguracji pierScienia cukrowego oraz analogi posiadajace dodatkowe
podstawniki obok grup hydroksylowych. Sa to zwigzki ukierunkowane w swym dziataniu
przeciw wirusom i nowotworom. Struktury anhydrocykliczne sg znane od potowy XX wieku,
jednak mozliwosci ich wykorzystania wydaja si¢ nie by¢ w pelni przebadane i opisane.
Liczba 2’,3’-dimodyfikowanych pochodnych rybonukleozydéw mozliwych do otrzymania
z wykorzystaniem struktur anhydrocyklicznych jest bardzo duza, jesli uwzgledni si¢ mozliwe
kombinacje podstawnikow S-alkilowych, S-arylowych, O-alkilowych, O-arylowych,
halogenkowych, triazolowych, aminowych i podstawnika azydkowego w nukleozydach

pirymidynowych a takze purynowych.

Celem tej pracy bylo wykonanie przegladu mozliwych metod funkcjonalizacji uktadu
cis-diolowego rybonukleozydéw, weryfikacja przydatnosci struktur anhydrocyklicznych
w syntezie 3’-modyfikowanych rybonukleozydéw, poszerzenie zakresu wiedzy dotyczacej
otrzymywania i wykorzystywania struktur anhydrocyklicznych w chemii nukleozydéw oraz
synteza z wykorzystaniem mostkow anhydrocyklicznych serii pochodnych 2’,3’-

dimodyfikownaych rybonukleozydow.

Ustalono, ze nie ma dobrej metody otrzymywania mostkéw 2,3’-anhydrocyklicznych

cytydyny, a reakcja Mitsunobu 4-N,2°,5°-O,0O-tripiwaloilocytydyny prowadzi do produktu



o konfiguracji arabinozy. W przypadku czgsciowo acylowanych pochodnych urydyny reakcja
Mitsunobu prowadzita do produktéw 2,2’-anhydrocyklicznych pomimo duzej przewagi
w mieszaninie substratow izomeru z wolng grupg 3’OH. Przy pomocy metod modelowania
molekularnego stwierdzono, ze przyczyng obserwowanej regioselektywnos$ci jest
najprawdopodobniej geometria ukladu. Jednak korzystajac z metod czesciowej acylacji
mozna uzyska¢ pochodng 2,3’-anhydrocykliczng z zadowalajacg wydajnoscia oraz czystoscia.
Opracowana metoda moze stanowi¢ alternatywe wobec dotychczas stosowanych metod

korzystajacych z ditrytylowania.

W trakcie poszukiwan nowych reaktywnosci struktur anhydrocyklicznych nie
znaleziono nowych nukleofili, ktére ulegatyby podstawieniu w pozycji 2° mostkow 2,2’-
anhydrocyklicznych. Stwierdzono za to, ze do mostka anhydrocyklicznego 2,3’-
anhydrourydny oraz 8,2’-S-anhydroadenozyny mozna przeprowadzi¢ skuteczng substytucje
anionem arylotiolanowym, co do tej pory nie byto prezentowane. Gdy grupy 5’OH oraz 2°’OH
pochodnej 2,3’-anhydrourydyny byly blokowane, wowczas zadna substytucja zaj$S¢ nie
chciata. Bardzo ograniczona reaktywnos¢ 8,2°-S-anhydroadenozyny sugeruje, ze w strategii
wprowadzania modyfikacji w ukladzie cis-diolowym pochodnych adenozyny lepszym

kandydatem begdzie 8,2’-O-anhydroadenozyna.

Przedstawiono réwniez syntez¢ dwoéch serii 2’°,3’-dimodyfikowanych pochodnych
urydyny z wykorzystaniem struktur anhydrocyklicznych réznigcych si¢ podstawnikiem
w pozycji 2’. Zwiazki te po wykonaniu wszystkich badan biologicznych maja pomdc
w okresleniu wptywu podstawnika w tym miejscu na aktywno$¢ przeciw wirusowi HIV-1
oraz cytotoksyczno$¢. Eksperymenty dokowania molekularnego wykazaly, Zze zmiany
aktywnosci nie muszg by¢ $cisle zalezne od objetosci podstawnika, ze wzgledu na mozliwos¢
tworzenia dodatkowych wigzan wodorowych, gdy podstawnik posiada akceptory i/lub donory
wigzan wodorowych. Przedstawiona strategia wprowadzania modyfikacji bedaca
rozwinigciem pracy Q. Dai i J.A. Piccirillego!'! moze staé si¢ w przysztosci uniwersalng
metoda modyfikacji uktadu cis-diolowego rybonukleozydéw, do czego ta praca réwniez si¢

przyczynita.

1. Dai, Q.; Piccirilli J.A. Efficient synthesis of 2',3’-dideoxy-2’-amino-3’-thiouridine, Org. Lett. 2004, 6, 2169-
2172.



Abstract
Functionalization of a cis-diol system of ribonucleosides

using anhydrocyclic structures

Maurycy K. Szlenkier

Nucleosides modified in the 2’ and 3’ positions are known for many years and involve
many important, bioactive compounds. This group consist of derivatives of 2’,3’-dideoxy or
2’,3’-dideoxy-didehydro types, derivatives with additional substituents or substituents instead
of hydroxyl groups. These compounds are targeted against viruses and tumors. Anhydrocyclic
structures have been known since the middle of the 20™ century. However, their utility seems
not to be fully explored and described. The number of possible to obtain through
anhydrocyclic synthons 2’,3’-dimodified derivatives is very vast, taking under consideration
different combinations of S-alkyl, S-aryl, O-alkyl, O-aryl, halogen, triazole, amine and azide

substituents in both pyrimidine and purine nucleosides.

The aim of this work was to overview known methods of functionalization of a cis-
diol system of ribonucleosides, verification of anhydrocyclic synthons utility in 3’-modified
ribonucleosides synthesis, extending the scope of recent knowledge and synthesis of 2°,3’-

dimodified ribonucleosides using anhydrocyclic synthons.

During the course of research it was established that there is no effective method to
obtain 2,3’-anhydrocyclic bridge in cytidine derivatives and Mitsunobu reaction of 4-N,2°,5’-
0,O-tripivaloylcytidine led to a product with arabino configuration. In the case of partially
acylated uridine, Mitsunobu reaction led to 2,2’-anhydrocyclic products despite of excess of
isomer with free 3’-hydroxyl group. With the help of molecular modeling it was found that
the observed regioselectivity was most probably due to geometrical feasibility. Nevertheless,
partial acylation can lead to 2,3’-anhydrouridine derivatives with sufficient yield and purity,

what can be an alternative synthetic method comparing to those based on partial tritylation.

During the conducted search for novel reactivities of anhydrocyclic synthons no new

nucleophiles were found to substitute the position 2’ of 2,2’-anhydrcyclic compounds.



However, it was established that aryltiolate anion can successively and directly substitute the
3’ position of 2,3’-anhydrouridine and 2’ position of 8,2’-S-anhydroadenosine, what was not
reported so far. When 5’OH and 2°0OH groups of 2,3’-anhydrouridine were blocked no
substitution was observed. Accordingly to performed experiments with 8,2°-S-
anhydroadenosine, the overall reactivity of this compound is very limited and 8,2’-O-
anhydroadeosine seems to be a better candidate for introduction of substituents to the cis-diol

system.

Finally, the synthesis of two 2’,3’-dimodified uridine derivatives series were
conducted. The compounds differed with 2’-substituents and are thought to help in
establishing the influence of the 2’-substituent on antiviral activity against HIV-1 and
cytotoxicity. Molecular docking revealed that changes of activity levels may not be directly
resulting from size of substituents because of new hydrogen bonding with hydrogen donors
and acceptors present in substituents. Presented strategy of the cis-diol system modification,
as a development of work done by Q. Dai and J.A. Piccirilli""! may become an universal

strategy for all ribonucleosides, and hopefully this work contributed to this goal.

1. Dai, Q.; Piccirilli J.A. Efficient synthesis of 2',3’-dideoxy-2’-amino-3’-thiouridine, Org. Lett. 2004, 6, 2169-
2172.



