3. Badania wiasne

3. Badania wlasne
3.1. Synteza C2 podstawionych pochodnych wyozyny

3.1.1. Uwagi wstepne

Pochodne wyozyny podstawione w pozycji C2 grupami o réznorodnych wiasciwosciach
elektronowych 1 przestrzennych stuzyty do badan ich wpltywu na parametry konformacyjne, w
szczegolnosci na pofaldowanie cukru i jego ustawienie wzgledem zasady oraz na trwato$¢
wigzania glikozydowego. Latwo$¢ hydrolitycznego rozpadu tego ostatniego stanowita jedng z
istotnych trudnosci syntezy.

Synteza C2-podstawionych analogow przebiegala zasadniczo wedlug opisanego w
literaturze#>>4>® przejécia z guanozyny 1 poprzez zwigzki posrednie 2-4 do wyozyny 5
(Schemat 1)

Schemat 1. Synteza wyozyny poprzez uktad N4-dezmetylowyozyny (V)
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Nalezy wspomnie¢ o alternatywnych podejsciach do syntezy wyozyny podjetych przez

zespoly S. Nakatsuki*>’

oraz nieco podzniej przez zespot T. Itayi*>® w ktorych substratem
wyjsciowym byt 5-(metyloamino)-1-B-D-rybofuranozyloimidazo-4-karboksyamid. (Schemat
2) W metodzie tej na drodze pigcioetapowej syntezy, otrzymywano 3-metyloguanozyng
(z wydajnoscig catkowitg 19%), ktorg nastepnie poddawano reakcji alkilowania i cyklizacji

otrzymujac wyozyng. Zastosowanie tej drogi do otrzymania C2 podstawionych pochodnych

Schemat 2. Alternatywne podejscie do syntezy wyozyny przez 3-metyloguanozyne
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3. Badania wiasne

wyozyny uznatem jako stabo rokujace ze wzgledu na zwigkszenie skomplikowania
procedury oraz duze prawdopodobienstwo wysokiej nietrwatosci C8 podstawionych

pochodnych 3-metyloguanozyny.

3.1.2. Synteza 2-metylowyozyny

2-Metylowyozyna, 2-MeW, ktorej wlasciwosci konformacyjne staly si¢ inspiracjg dla
moich badan zostata otrzymana uprzednio w naszym zespole ucigzliwg drogg z bardzo niskg
wydajnoscig w stosunku do startowej G (ca 1%.). Pierwszym etapem wspomnianej wyzej
syntezy, byta katalizowana przez jony Fe?* reakcja wolnorodnikowego metylowania
guanozyny w pozycji C8. Zasadnicza wada tej metody bylo: niecalkowite przejScie
guanozyny w 8-metyloguanozyne¢ i niemozno$¢ oddzielenia produktu od substratu. W miare
dalszego przeksztatacania mieszaniny w tricykliczne pochodne, V i 2-MeV, i ich metylowania
do W i 2-MeW, udzial w niej zwigzkéw 2-podstawionych stale si¢ zmniejszal wskutek
wolniejszego tempa ich reagowania. Na drodze wielokrotnych rozdziatow

chromatograficznych otrzymano kilka miligraméw jednorodnej 2-metylowyozyny.31

Moje poszukiwania Kkorzystniejszych droég syntezy 2-podstawionych pochodnych
wyozyny zaczalem wiec od tego zwiagzku (Schemat 3). Startujac z 8-bromoguanozyny 8-BrG
(6) jako substratu, testowatem roézne drogi prowadzace do kluczowego zwigzku posredniego,
2-metylo-N4-dezmetylowyozyny, 5,9-dihydro-2,6-dimetylo-9-okso-3-(B-D-rybofuranozylo)-
5H-imidazo[1,2-a]puryny (2-MeV). W pierwszej kolejnosci przeksztatcitem 8-BrG w 8-
metyloguanozyne, 8-MeG (7) wedlug procedury literaturowej*>?, opracowanej dla
otrzymania nukleozydéw purynowych podstawionych tancuchami alifatycznymi w pozycji
C8. W metodzie tej wykorzystano reakcje¢ sprzegania (cross-coupling) trimetyloglinu z 8-
bromo-2°,3°,5’-trimetylosililowanymi  nukleozydami purynowymi katalizowang przez
kompleks chlorku palladu (II) z trifenylofosfing. Ocena przebiegu reakcji na podstawie TLC
wskazywatla, na catkowite przereagowanie 8-BrG oraz obecnos$¢ §-MeG jako gléwnego
produktu. Widmo *H NMR mieszaniny poreakcyjnej potwierdzito obecno$¢ 8-MeG, sygnat
'H grupy metylowej w pozycji C8 wystepowat jako singlet przy 2.40 ppm (wg autoréw 2.42
ppm). 8-MeG wyizolowalem na drodze rozdzialu chromatograficznego z wydajnoscig 56%
stosujac jako eluent uktad CHCI3:MeOH 3:1. Podane przez autoréw ogolne warunki
(CHCI3:MeOH 10:1) rozdziatu dla szeregu 8-podstawionych okazaty si¢ nieprzydatne gdyz
nawet w bardziej polarnym uktadzie CHCI3:MeOH 3:1 stwierdzitem bardzo niska ruchliwos¢
chromatograficzng 8-MeG i 8-BrG (Rf~0.1-0.15). Ze wzgledu na znaczne zuzycie eluentu

oraz czasochtonnos¢ rozdziatu podjatem proby izolacji 8-MeG przez krystalizacje mieszaniny
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3. Badania wiasne

poreakcyjnej w roznorodnych rozpuszczalnikach, ktore nie doprowadzity jednak do
otrzymania czystego zwigzku. W celu omini¢cia czasochtonnej izolacji 8-MeG, mieszaning
poreakcyjng poddatem reakcji acetylowania z uzyciem bezwodnika octowego w pirydynie a
nastepnie produkt tej reakcji - 8-metylo-2°,3°,5 -triacetyloguanozyn¢ 8-MeGacs (8)
wyizolowatem na drodze rozdzialu chromatograficznego z niezbyt satysfakcjonujaca

wydajnoécig 42%. Strukture 8-MeGacs potwierdzitem widmem H NMR, sygnal grupy

Schemat 3. Synteza 2-metylowyozyny (2-MeW)
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metylowej (6=2.37) ulegl niewielkiemu przesuni¢ciu w strong wyzszego pola w porownaniu
8-MeG. Uzycie 8-MeGacs jako substratu do reakcji alkilowania-cyklizacji nie ulepszyto
procedury, gdyz zamiast pozadanej triacetylowanej pochodnej 2-MeVacz (11) uzyskatem
2-MeV (9) z 50% wydajnoscia (11% wydajnosci wzgledem G). Zrezygnowalem z
optymalizowania tego podejscia i synteze 2-MeV przeprowadzitem bezposrednio z 8-MeG
dziataniem wodorku sodu i bromoacetonu w DMSO (wydajnos¢ 67%). Ponadto reakcje
wprowadzenia grupy metylowej przetestowatem na poziomie tricyklicznego analogu 8-BrG
tj. 2-bromo-N4-dezmetylowyozyny 2-BrV (10) stosujac warunki reakcji identyczne z
zastosowanymi dla otrzymania 8-MeG. 2-BrV otrzymatem z wydajnoscia 84% (DMSO) lub
78% (DMF) na drodze reakcji N1-alkilowania - cyklizacji 8-BrG stosujgc wodorek sodu i
bromoaceton.

Okazato si¢, ze pomimo odmiennej struktury a tym samym wiasciwosci elektronowych
uktadu tricyklicznego 2-BrV, pozycja C2 (odpowiednik pozycji C8 guanozyny) podstawiona
atomem bromu zachowuje swoj elektrofilowy charakter. Ocena TLC przeprowadzonych prob
metylowania 2-BrV w C2 wskazywata na catkowite przereagowanie substratu oraz obecno$¢
2-MeV jako gtownego produktu. Préba izolacji 2-MeV przez krystalizacje nie powiodla sig,
stad konieczne byto przeprowadzenie rozdzialdéw chromatograficznych po ktérych wydajnosé
koncowego produktu wynosita 50%, a wigc byta nieco nizsza od wydajnosci syntezy 8-MeG.
Proby modyfikacji warunkéw reakeji poprzez podwyzszenie temperatury nie prowadzity do
poprawienia wydajnosci. Widma 'H i C NMR potwierdzity strukture 2-MeV. Sygnaty dla
nowopowstalego pierscienia, a wigc H7, 6CHs, C7, C6 i 6CH3 przyjmowaly nastgpujace
warto$ci przesunigcia chemicznego: 7.34 ppm (dublet), 2.25 ppm (dublet), 103.27 ppm,
126.12 ppm 1 10.44 ppm. Obecnos¢ grupy metylowej w pozycji C2 zostata potwierdzona
sygnatami przy 2.48 ppm oraz 14.68 ppm. Wydajnosci obu drog syntezy 2-MeV liczone
wzgledem G byly porownywalne. Dla przejscia przez 2-BrV wydajnos¢ wynosita 39%,
natomiast dla drugiej drogi 35%. Dodatkowa zaleta przejscia przez 2-BrV byla potrzeba
przeprowadzenia tylko jednego rozdzialu chromatograficznego tj.dla etapu 2-BrV—2-MeV,
natomiast w przej$ciu 8-BrG—8-MeG—2-MeV rozdzialy konieczne byty dla kazdego etapu.
Nastepnie przeprowadzitem 2-MeV w jej triacetylopochodna, 2-MeVacs, (11) z uzyciem
bezwodnika octowego w pirydynie z wydajnoscia 50%. Zablokowanie grup hydroksylowych
bylo konieczne ze wzgledu na wysoka reaktywno$¢ czynnika metylujgcego stosowanego w
nastepnym etapie. Wydajno$¢ reakcji acetylowania 2-MeV byla znacznie nizsza w
poréwnaniu z wydajnosécia uzyskang dla V. Obok 2-MeVacs, obserwowalem powstawanie
2’,3’-diacetylo-N4-dezmetylowyozyny, 2-MeVac, (12) jak i NS5,2°,3”,5’-tetracetylo-N4-
dezmetylowyozyny, 2-MeVacs (13) z wydajnoscig odpowiednio 7% i 17%. O obecnos$ci
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wolnej grupy 5’0OH w 2-MeVac;, $wiadczyto widmo *H NMR, na ktérym zaobserwowatem
wystepowanie sygnatu przy 5.28 ppm jako tripletu (5’OH), zwigkszenie multilpletowosci
sygnatéw H5’/H5” w pordwaniu z analogicznymi sygnatami obserwowanymi dla 2-MeVacs
oraz roznice w ilo$ci sygnatéw grup metylowych pochodzacych od grup acetylowych.

Podjatem takze probe sprawdzenia analogicznej reakcji sprzegania z AlMes na 2-bromo-
2°,3°,5’-triacetylo-N4-dezmetylowyozynie, 2-BrVacs, (14) ktéra powstawala z 2-BrV z
wysoka wydajnoscia 89%. Wydajnos¢ reakcji metylowania w C2 byla znacznie nizsza od
przeprowadzonej dla 2-BrV (21% 2-MeVacs), produktem ubocznym w tym, przejéciu byt
zwigzek 2-MeVac, powstajacy z wydajnoscia 16%. Oba przedstawione wyzej podejs$cia
wprowadzenia grupy metylowej roznig si¢ wydajnoscig liczong wzgledem guanozyny.
Przejscie 2-BrV—2-MeV—2-MeVacs jest bardziej wydajne od przejscia 2-BrV—2-
BrVacs—2-MeVacs (Schemat 3), ponadto w pierwszym przejsciu powstaje dodatkowo
zwigzek tetraacetylowany-2-MeVacs , ktéry mozna w tagodnych warukach przeprowadzi¢ w
jego triacetylo pochodng-2-MeVacs.

Przedostatnim a zarazem kluczowym etapem otrzymania pochodnych wyozyny byto
wprowadzenie w pozycje N4 grupy metylowej za pomocg kompleksu diazometanu z ZnJ, w
eterze dietylowym (odczynnik Simmonsa-Smitha) znanego i zwykle stosowanego jako
reagent cyklopropylujacy. Wydajnos¢ tej metody w przypadku otrzymania 2°,3°,5°-
triacetylowyozyny 4 (Wacs) wynosita 43-49%, ubocznym produktem powstajacym z matg
wydajnoscig byta zasada metylowana w pozycji N1. Natomiast w przypadku 2-metylo-
2°,3°,5’-triacetylowyozyny 2-MeWacs (15) wydajno$¢ reakcji ulegata znacznemu spadkowi.
Przyczyng tego stanu rzeczy bylo powstawanie, obok pozadanego zwiazku czyli 2-MeWacs
ubocznego produktu metylowania na azocie N1 czyli 4,9-dihydro-N1-metylo-2,4,6-trimetylo-
9-okso-5H-imidazo[1,2-a]puryny 16. Liczne proby optymalizacyjne warunkow reakcji nie
pozwolily mi na uzyskanie znaczace] przewagi pozadanego produktu w mieszaninie, w
kazdym przypadku obserwowatem obecnos$¢ zasady. Najlepsza wydajnos¢ jaka udato mi sie
uzyska¢ dla 2-MeWacs wynosita zaledwie 22%. W ostatnim etapie 2-MeWacs poddatem
reakcji odblokowania grup hydroksylowych za pomoca roztworu NHsz w bezwodnym
metanolu, otrzymujac koncowy produkt — 2-metylowyozyne 2-MeW (17) z wydajnos$cig 81%.
Calkowita wydajnos¢ syntezy 2-MeW liczona wzgledem guanozyny wynosi 3%. Jest ona 3
krotnie wyzsza od wydajnosci pierwotnej metody syntezy, ale mnie nie satysfakcjonuje.
Uwazam, ze realne jest uzyskanie wyzszej koncowej wydajnosci 2-MeW poprzez dalsza
modyfikacje warunkéw reakcji na poszczegdlnych etapach syntezy. W szczegdlnosci

najbardziej obiecujgca wydaje si¢ droga prowadzaca przez 2-BrV.
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3.1.3. Synteza nowych C2 podstawionych pochodnych wyozyny

W dalszej pracy planowatem otrzymaé trzy nowe pochodne wyozyny podstawione w
pozycji C2 grupami o réznorakich wilasciwosciach elektronowych - metoksy, benzyloksy,
fenylo. Otrzymatem 2-metoksy i 2-benzyloksy pochodne wyozyny oraz wskutek przebiegu
niektorych reakcji w nieoczekiwanym kierunku, pochodne 2-metylotio, 2-okso i N1-metylo-
2-0kso. Podstawnik 2-fenylowy wywotywal objawy nietrwato$ci juz na etapie pochodnych
N4-dezmetylowyozyny. Zaniechalem wiec wysitkow w kierunku uzyskania tak podstawionej
wyozyny na rzecz optymalizacji syntezy 2-metoksy i 2-benzyloksy pochodnych oraz
zwigzkéw nieoczekiwanych. W trakcie badan przetestowalem rozne mozliwosci drog
otrzymania docelowych zwigzkéw pod katem wydajnosci oraz czasochlonnosci wszystkich
operacji.

Syntezg 2-metoksy i 2-benzyloksy pochodnych wyozyny, 2-MeOW i 2-BnOW
realizowalem w dwoch zasadniczych etapach: 1) synteza 2°,3°,5’-triacetylo-4-dezmetylo
pochodnych: 2-MeOVacz i 2-BnOVacs. I1) przejscie z 2-MeOVacs i 2-BnOVacs do 2-MeOW
i 2-BnOW na drodze metylowania w potozeniu N-4 a nastgpnie usunigcia grup acetylowych.
Jako substrat uzywatem 8-BrG.

W poczatkowych probach, wedlug przepisu literaturowego?6? roztwor 8-BrG w DMSO
dodawatem do roztworu sodu roztworzonego w mieszaninie alkohol metylowy/DMSO lub
alkohol benzylowy/DMSO i ogrzewatlem w temperaturze 70°C. W wyniku tych reakcji
otrzymalem mieszaniny oczekiwanej 8-metoksyguanozyny, 8-MeOG (18) Ilub
8-benzyloksyguanozyny, 8-BnOG (19) z ubocznym produktem. Widma *H NMR mieszanin
sugerowaly, ze produkt ten jest w obu przypadkach identyczny. Préby optymalizacji
warunkow reakcji nie doprowadzity do wymuszenia jej jednokierunkowego przebiegu.
(Schemat 4)

W przypadku syntezy 8-BnOG domieszka produktu ubocznego pojawiata si¢ w znacznie
mniejszej niz produkt gtowny ilosci. Krystalizacja w ukladzie etanol:woda Iub
izopropanol:woda pozwolita mi na uzyskanie czystego chromatograficznie 8-BnOG z
wydajnoscig 55-57%. Produktu dodatkowego nie udato mi si¢ wyodrebni¢ w stanie czystym,
wydajnos$¢ jego oszacowatem na ok 20%. Strukture 8-benzyloksyguanozyny potwierdzito
widmo *H NMR przez sygnaty wskazujace obecno$é pierscienia benzenu (multiplet 7.39-7.50
ppm) i grupy metylenowej (singlet, 5.41 ppm) oraz brak sygnatu dla protonu H8. Wstepne
przypisanie sygnalow w widmie 'H NMR mieszaniny wskazywalo, ze drugi produkt jest
pochodng guanozyny takze podstawiong w pozycji C8. Singlet przy 6=2.57 ppm oraz

wielkos$¢ jego integracji (3 protony) sugerowaty grupe metylowa w C8. Porownanie warto$ci
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s" ubocznego produktu z 8-MeG (Tabela 8a) wskazywato na duze podobienstwo widm H?

obu zwigzkow. Jednakze rdznice polozenia sygnatéw protonéw H2’ , grup OH oraz Me byty

na tyle znaczace, aby nasung¢ przypuszczenie, ze uboczny produkt to 8-metylotioguanozyna

8-MeSG, (20), tworzaca si¢ w jaki$ sposob dzieki DMSO w ktorym prowadzona byta synteza.

W przypadku syntezy 8-MeOG ilo$¢ towarzyszacej jej 8-MeSG byta szacunkowo (wedlug

integracji sygnatéw w widmie *H NMR) bardzo zblizona. Proby rozdzielenia zwigzkéw na

drodze krystalizacji oraz chromatografii kolumnowej nie powiodly si¢. Z bardzo niska

wydajnoscig udato si¢ wyodrebni¢c 8-MeSG stosujagc chromatografi¢ cienkowarstwowa w

uktadzie dioksan:woda 9:1.

Schemat 4. Synteza 2-metoksy, 2-benzyloksy i 2-metylotio-N4-dezmetylowyozyny.
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W poréwnaniu z odczytanymi przeze mnie, z widm *H NMR mieszanin, sygnalami protonéw
czesci cukrowej 8-MeOG, 8-BnOG, 8-MeG i 8-MeSG (Tabela 8a), odpowiednie przypisania
literaturowe*®? okazaty sic malo przydatne ze wzgledu na podanie znacznie szerszych

zakresOw przesuni¢¢ chemicznych w/w sygnatow (Tabela 8b).

Tabela 8. Przesuniecia chemiczne *H NMR czgsci cukrowej 8-MeOG, 8-BnOG, 8-MeG i 8-MeSG

a. Przypisania wilasne

HSHS®  H4 H?  H2 2-OH 3-OH S5-0H HI'  8X

8MeOG SorSo0 378 403 472 533 502 487 559 396
8BIOG Sooosc 376 397 472 534 500 485 562 o0
BMeG  Soi o) 384 406411 468 533 508513 566 240
8MesG SO73% 381386 406411 487 540 510 497 564 257

b. Dane literaturowe 459,460

H5’/H5” H4 H3’ H2’,2-,3°-,5-OH  HI’ 8-X

8-MeOG 3.32-3.68 3.60-4.01  4.01-4.22 4.56-4.89 5.65 3.96

8-BnOG 3.36-3.65 3.66-3.88  3.88-4.04 4.60-4.94 5.64 541
7.21-753

8-MeG 3.42-3.71 3.87 4.11 4,71,5.13 (x2),5.35  5.69 2.42

8-MeSG 3.42-3.70 3.72-3.99  3.99-4.18 4.64-5.50 5.64 2.54

Wyodrebnione 8-podstawione pochodne tj. 8-BnOG i 8-MeSG poddatem nastepnie
dziataniu wodorku sodu i bromoacetonu w DMSO otrzymujac 2-benzyloksy,
2-BnOV (21) i 2-metylotio, 2-MeSV (22) pochodne N4-dezmetylowyozyny z wydajnoscia
odpowiednio 43% i 51%. (Schemat 4) W celu uniknigcia strat powodowanych krystalizacjg
8-BnOG proby Nl-alkilowania-cyklizacji przeprowadzitem na surowej mieszaninie obu
zwigzkow. Izolacji obu produktéw dokonalem na drodze rozdzialu chromatograficznego w
fazie CHCl3:MeOH, (95:5). Potwierdzenie tricyklicznej struktury przeprowadzitem w oparciu
o widma H, 3C NMR obserwujac obecnos¢ dodatkowych sygnatéw dla nowopowstatego
pierscienia, a wiec H7 i 6CH3s (odpowiednio 7.38 ppm i 2.26 ppm dla 2-MeSV, 7.35 ppm i
2.26 ppm dla 2-BnOV) oraz sygnatow C6, C7 i 6CH3 (odpowiednio 126.28 ppm, 103.42 ppm
i 10.40 ppm dla 2-MeSV oraz 125.81 ppm, 103.34 ppm i 10.36 ppm dla 2-BnOV). Ponadto
sygnaty H, *3C NMR potwierdzaty obecno$é¢ w pozycji C2 grup metylotio (2.65 ppm i 14.52
ppm) i benzyloksy (CH20: 5.49 ppm, 70.65 ppm; CeHs 7.38-7.53 ppm, 135.67 ppm, 128.39
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ppm, 128.23 ppm, 128.04 ppm). Widma *H, *C dla 2-MeV i 2-MeSV sa bardzo podobne do
siebie, jednak obserwowane réznice 8 dotyczace sygnatéw H2’ (odpowiednio 4.85 i 5.02

ppm), 5’0OH (5.02 i 5.15 ppm) i grupy metylowej przy C2 (2.47 i 2.65 ppm) pokazuja ze sg to
odmienne struktury. Strukture 2-MeSV ostatecznie potwierdzito widmo masowe.

Mieszaning zwigzkéw 8-MeOG i 8-MeSG poddatem analogicznej reakcji z
bromoacetonem otrzymujac 2-metoksy-N4-dezmetylowyozyng, 2-MeOV (23) oraz 2-MeSV z
wydajnoscig odpowiednio okoto 40% i1 50%. Proba wyodrgbnienia czystego 2-MeOV na
drodze chromatografii kolumnowej nie powiodta si¢, otrzymywalem obok czystego 2-MeSV
mieszaning 2-MeOV i 2-MeSV. Podobnie, wynikiem reakcji przeprowadzonej na poziomie
2-BrV, bylo otrzymanie z niska wydajnoscia 2-metylotiopochodnej oraz skomplikowanej
mieszaniny zawierajacej 2-MeSV i 2-MeQOV w stosunku 3:1.

W celu wyjasnienia nieoczekiwanego powstawania 8-MeSG przeszukatem dane
literaturowe na temat wprowadzania grupy metylotio w zblizonych do wyzej opisanych
warunkach. Nie znalaztem odnotowania przypadku w ktorym DMSO stuzyt jako donor grupy
metylotio. Literaturowa metoda syntezy 8-MeSG obejmuje dwa etapy, w pierwszym synteze
8-merkaptoguanozyny poprzez reakcj¢ 8-BrG z tiomocznikiem w bezwodnym etanolu; w
nastepnym reakcj¢ 8-merkaptoguanozyny z siarczanem dimetylu lub jodku metylu w
obecnosci K,COs lub NaOH do 8-metylotioguanozyny.460-462  Alternatywny sposob
wprowadzenia grupy metylotio w pozycje 8 nukleozydow purynowych polega na reakcji
odpowiednich 8-bromo pochodnych z solg sodowa merkaptanu metylowego.463-465

Przeanalizowanie preparatyki 8-BnOG w wczeéniejszej pracy*®® wskazalo na przyczyne
powstawania drugiego zwiazku. W pracy tej autorzy wyraznie okreslaja kolejno§¢ dodawania
poszczegolnych odczynnikéw tj.roztworu 8-BrG w DMSO do soli sodowej alkoholu
benzylowego. Nieprecyzyjny opis preparatyki w pracy#6° sprawit iz w poczatkowych prébach
otrzymania 8-MeOG i 8-BnOG reakcj¢ roztwarzania sodu w alkoholu przeprowadzatem w
obecnos$ci DMSO, co prowadzito do powstawania 8-MeSG.

Mozna przypusci¢, ze kluczowym warunkiem nieoczekiwanego powstawania 8-MeSG
jest etap generowania soli sodowej alkoholu w obecnosci DMSO. W celu potwierdzenia tego
przypuszczenia, reakcje roztwarzania sodu w alkoholu metylowym Ilub benzylowym
przeprowadzilem bez udzialu DMSO, a nastepnie, po przereagowaniu sodu, dodawatem
roztwor 8-BrG w DMSO lub DMF. W obu przypadkach otrzymatem po krystalizacji z wody
lub etanolu czyste produkty tj. 8-MeOG oraz 8-BnOG z wydajno$cig odpowiednio 44% i
68%. (Schemat 5) Wpltyw zmiany rozpuszczalnika z DMSO na DMF okazatl si¢ nie mie¢

istotnego znaczenia na poprawe wydajnosci reakcji, stwierdzitem jedynie jej 2% wzrost.
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Schemat 5. Optymalizacja syntezy 2-metoksy- i 2-benzyloksy-N4-dezmetylowyozyny

1:BrCH,COCH;,NaH;

o DMSO lub DMF N 0
Br,/ H,O N 2:NH,OH st.
2 2 Br—<’ ﬁNH 4 - Br—( fl\)N\/\>—CH3
1¢ —————————> PR Ny
o~ o~y
HO  OH 93% HO  OH 78% (DMF)
6 8-BrG 9 2-BrV 84% (DMSO)
MeONa/DMSO lub DMF; temp MeONa/DMSO lub DMF; temp
BnONa/DMSO lub DMF; temp BnONa/DMSO lub DMF; temp
1:BrCH,COCH;,NaH;
N Q DMSO lub DMF N Q
2:NH,OH st. N
R~ j‘\H - > R f:\/\>—CH3
NT>NTNH N"SNTTN
72% (DMF, 47% wyd. G)
HO  OH HO  OH 60% (DMSO, 38% wyd. G)
. = 46% (DMF) 21 2-BnOV, R=BnO 45% (DMF, 33% wyd. G)
18 8-MeOG, R=MeO (BMSO) 50% (DMSO, 39% wyd. G)
44% (DMF, 19% wyd. G)
19 8-BnOG. R=BnO 70% (DMF) 23 2-MeOV. R=MeQ 32% (DMSO, 13% wyd G)
’ 68% (DMSO) ’ 44% (DMF, 32% wyd. G)

48% (DMSO, 38% wyd. G)

Obecnos¢ podstawnika metoksy 1 benzyloksy w C8 zostala potwierdzona sygnatami na
widmach !H: obecno$¢ singletu przy 3.96 ppm (grupa metoksy); multipletu przy 7.21-7.53
ppm (pierscien benzenu), singletu przy 5.41 ppm (grupa metylenowa) oraz brak sygnatu dla
protonu H8 w obu przypadkach.

Na podstawie powyzszych obserwacji zalozylem nast¢pujacy mechanizm: podczas
generowania soli sodowej alkoholu w obecnosci DMSO wydzielajacy si¢ wodor in statu
nascendi redukuje DMSO do sulfidu metylowego, ktory w $rodowisku zasadowym ulega
przeksztatceniu do soli sodowej merkaptanu metylowego a nastgpnie wchodzi w reakcje z
8-BrG.

Powyzsze wyniki eksperymentéw sklonity mnie do przeprowadzenia szeregu prob
optymalizacyjnych w celu sprawdzenia mozliwosci syntezy 8-MeSG nowa droga.
Temperatura wrzenia sulfidu metylowego wynosi 37.3°C, stad uzasadnione wydawalo si¢
obnizenie temperatury reakcji. Przy zastosowaniu identycznych z literaturag nadmiarow
odczynnikow przy jednoczesnym obnizeniu temperatury reakcji do 20°C nie obserwowatem
powstawania zadnego produktu. Podwyzszenie temperatury do zakresu 40-45°C powodowato
powstawanie 8-MeSG obok nieprzereagowanej 8-BrG, natomiast zwigkszenie nadmiaru sodu
powodowato pojawienie si¢ 8-MeOG obok 8-MeSG. W s$wietle powyzszych wynikow
proponowany mechanizm wydaje si¢ by¢ prawdopodobny, jednak potwierdzenie jego
stusznosci wymaga przeprowadzenia dalszych eksperymentow. Z punktu widzenia
preparatywnego, metoda ta okazala si¢ malo efektywna oraz uciagzliwa, ze wzglgdu na

trudno$¢ wyizolowania produktow reakcji. Proby krystalizacji z alkoholi lub wody nie
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przyniosty pozadanych rezultatow, za kazdym razem otrzymywatem bezpostaciowe osady z
tendencja do tworzenia si¢ zeli. Podobne rezultaty dala proba izolacji droga rozdziatu
chromatograficznego, niemozno$¢ rozdzielenia 8-MeSG od 8-MeOG w fazie CH,Cl,-EtOH
przy bardzo duzym zuzyciu fazy oraz brak mozliwosci rozrdznienia 8-MeSG od 8-BrG w
roznorodnych fazach. Wobec powyzszych trudnosci zrezygnowatem z dalszych préb
optymalizacji tej reakcji.

W dalszej kolejnosci 8-MeOG 1 8-BnOG poddawatem dziataniu wodorku sodu i
bromoacetonu w DMSO lub DMF otrzymujac 2-MeOV i 2-BnOV (Schemat 5). Wydajno$¢
wyzej wymienionych zwigzkéw okazata sie by¢ wyraznie wyzsza gdy jako rozpuszczalnik
zastosowatem DMF (odpowiednio 44% 1 72%) w poréwnaniu z DMSO (32% i 60%).
Zwiazki 2-MeQV i 2-BnOV otrzymatem rowiez alternatywng droga, dziatajac solg sodowa
alkoholu metylowego lub benzylowego na 2-BrvV w DMSO lub DMF. W przypadku 2-BnOV,
wydajnos¢ liczona wzgledem G byta wyzsza dla przejscia przez 8-BnOG (38-47%) anizeli
przez 2-BrV (33-39%). Natomiast synteza 2-MeOV przebiegata wydajniej przez 2-BrV (32-
38%). Potwierdzenie tricyklicznej struktury przeprowadzilem w oparciu o widma H, *C
NMR obserwujac obecno$¢ dodatkowych sygnaléw dla nowopowstatego pierscienia, a wiec
H7 i 6CH3 (odpowiednio 7.34 ppm i 2.25 ppm dla 2-MeQOV, 7.35 ppm i 2.26 ppm dla 2-
BnOV) oraz sygnatow C6, C7 i 6CH3 (odpowiednio 126.14 ppm, 103.60 ppm i 10.55 ppm dla
2-MeOV oraz 125.81 ppm, 103.34 ppm i 10.36 ppm dla 2-BnOV).

Nieoczekiwane tworzenie si¢ 8-MeSG jako produktu ubocznego syntezy 8-MeOG i
8-BnOG sktonito mnie do poszerzenia planowanej poczatkowo serii 2-podstawionych
pochodnych wyozyny o 2-MeSW. Wykorzystatem literaturowg metod¢ wprowadzenia tej
grupy startujac z 8-BrG.460-462 Analogicznie do wyzej przeprowadzonych syntez 2-MeQOV i
2-BnOV, zwigzek posredni tj. 2-metylotio-N4-dezmetylowyozyne, 2-MeSV (22) otrzymatem
dwoma drogami. (Schemat 6) W pierwszym podejsciu, 8-BrG poddalem dziataniu
tiomocznika w EtOH otrzymujgc 8-merkaptoguanozyne, 8-HSG (24) z wydajnoscig 87%.
Nastepnie 8-HSG przeksztalcitem w 8-MeSG z wydajnoscia 45% stosujac jako odczynnik
metylujacy siarczan dimetylu w obecnosci weglanu potasu w DMF. Oba produkty - 8-HSG i
8-MeSG oczyscitem przez krystalizacj¢ z wody. 8-MeSG poddatem dziataniu bromoacetonu i
wodorku sodu w DMSO lub DMF uzyskujac 2-MeSV, ktorg oczyscitem na drodze rozdziatu
chromatograficznego. Wydajnos¢ tej reakcji byta zalezna od rozpuszczalnika, wyzsza w DMF
(59%), niz w DMSO (44%)).

Druga droga syntezy 2-MeSV polegata na wprowadzeniu grupy metylotio na poziomie
uktadu tricyklicznego tj 2-BrV (Schemat 6). Jako produkt posredni w tym przejsciu
wyodrebnitem przez krystalizacje z wody 2-merkapto-N4-dezmetylowyozyng, 2-HSV (25) z
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wydajnoscig 61%. Przeksztalcitem ja nastepnie w 2-MeSV z wydajnoscia 36% po
oczyszczeniu przez krystalizacje z etanolu. Porownujac obie drogi syntezy 2-MeSV, nie
stwierdzitem znaczacych réznic w wydajnosciach liczonych wzgledem guanozyny
(odpowiednio 21% i 17%). Z punktu widzenia preparatywnego droga druga jest mniej
ucigzliwa ze wzgledu na brak konieczno$ci przeprowadzenia czasochlonnego rozdziatu
chromatograficznego.

Schemat 6. Optymalizacja syntezy 2-metylotio-N4-dezmetylowyozyny

1 G
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44% (DMSO) 16% wyd. G
36% (DMF) 17% wyd G

Podczas kolejnego etapu syntezy, ktory obejmowat przeprowadzenie otrzymanych C2
pochodnych N4-dezmetylowyozyny w triacetylowe pochodne za pomocg bezwodnika
octowego w pirydynie, nie obserwowatem powstawania dodatkowych produktow. Wydajnos¢
tych reakcji byla znacznie wyzsza niz dla 2-MeVacs i wynosita dla 2-MeSVacs (26) - 87%,
2-MeOVacs (27) 78% i 2-BnOVacs (28) 82% (Schemat 7 i 8).

W dalszej kolejnosci zwigzki 2-MeOVacs, 2-MeSVacs i 2-BnOVacs poddatem reakcji z
kompleksem diazometanu z jodkiem cynku w eterze w celu wprowadzenia grupy metylowej
w N4. Powyzsza reakcja zachodzita najlepiej na metylotio pochodnej Vacs. 2-MeSWacs (29)
powstawata z dobrg wydajnoscia (54%) wyzsza od wydajnosci dla Wacs. Substrat nie ulegat
catkowitemu przereagowaniu. Wydluzanie czasu reakcji zwigkszato wydajnos¢, jednakze
obok 2-MeSWacs stwierdzatem powstawanie niewielkiej ilosci zasady. Z kolei 2-MeOWacs
(30) powstawata z nieco nizsza wydajnoscia (44%). Obok niej obserwowalem powstawanie
niewielkich ilosci 2-metoksywyeiny metylowanej w pozycji N1 jak i pochodnej 2-MeOVacs
metylowanej w N5. (Schemat 7) Obecno$¢ grupy metylowej w N4 dla 2-MeSWacs i 2-
MeOWacs potwierdzitem widmami *H i °C, wartosci 8™ i 8¢ sa nastepujace 4.04 i 35.79 ppm
(2-MeSWacs) oraz 4.11 i 34.55 ppm (2-MeOWacs). Ponadto potwierdzenie potozenia grupy
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metylowej w pozycji N4 dla 2-MeSWacs uzyskatem na drodze eksperymentu **C,*H HMQC.
Strukture 2-MeSWacs potwierdzitem widmem masowym. Bardziej szczegblowe omowienie

wynikéw eksperymentow NMR dla pochodnych wyozyny zamieécitem w rozdziale 3.2.1.2.

Schemat 7. Synteza 2-metoksy- i 2-metylotiowyozyny
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Przebieg reakcji metylowania 2-BnOVacs w pozycji N4 okazat sie najbardziej
skomplikowany. Obok glownego produktu tj. 2-benzyloksy-2’,3°,5’-triacetylowyozyny,
2-BnOWacs (31, 28%)

N1-Me-2-OWacz (32, 6%) oraz 2-okso-2’,3’,5’-triacetylowyozyna, 2-OWacs (33, 20%,

powstawata  NI1-metylo-2-okso-2’,3”,5’-triacetylowyozyna
Schemat 8) Proby optymalizacji warunkow reakcji nie prowadzity do jednokierunkowego
przebiegu reakcji. Wydluzenie czasu reakcji powodowata wzrost udziatu N1-Me-2-OWacs w
mieszaninie nawet do 100%. Zasadniczg trudnoscig bylo rozdzielenie pochodnej 2-BnOWacs
od N1-Me-2-OWacs ze wzgledu na identyczng ruchliwo$¢ chromatograficzng. Proby uzycia
roznych faz do rozdziatu (CHCIz/CH2Cl2:MeOH/EtOH/IpOH, Tol:MeOH/EtOH) nie

Schemat 8. Synteza 2-benzyloksy-, 2-okso- i N1-metylo-2-oksowyozyny
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przyniosty pozadanych rezultatow w postaci rozdzielenia obu zwigzkéw. Dopiero
zastosowanie fazy toluen:aceton (4:1—3:1) pozwolilo na rozdzielenie 2-BnOWacs od
N1-Me-2-OWacs. Obserwacja ta prowadzi do wniosku, iz pochodna N1-metylo-2-0kso
powstaje wskutek ubocznej reakcji 2-BnOWacs z kompleksem CH2N2/ZnJz. Zwigzek
2-OWacs jest prawdopodobnie produktem posrednim wyzej wymienionego przejscia. Widma
'H NMR mieszanin wykazywaty obecno$¢ obu pochodnych, ktorych stosunek ilosciowy
wyliczony na podstawie stosunku intensywno$ci sygnatow w najlepszym ekperymencie
wynosit 4:1 dla 2-BnOWacz. Widmo czystego 2-BnOWacs pokrywato si¢ z przypisaniami
sygnatow dla mieszaniny. Lokalizacje grupy metylowej w N4 dla 2-BnOWacs, N1-Me-2-
OWacs i 2-OWacs ustalilem na podstawie widm *H i 3C NMR oraz eksperymentow *C,'H
HMQC. Wartosci 8" i 8¢ dla otrzymanych pochodnych sa nastepujace: 4.08 i 34.79 ppm
(2-BnOWacs), 4.10 i 34.97 ppm (N1-Me-2-OWacs) oraz 4.12 i 35.10 ppm (2-OWacs).
Ponadto potwierdzenie pozycji grupy metylowej na N1 w 1N-Me-2-OWacs uzyskatem na
drodze eksperymentéw *C,'*H HMQC, protony tej grupy wykazywaly sprzezenie dalekiego
zasiggu z atomami wegla C2 i C9a.

Usunigcie grup acetylowych w w/w otrzymanych C2 podstawionych pochodnych Wacs
przeprowadzitem za pomocg roztworu NHs w bezwodnym metanolu otrzymujac
2-metylotiowyozyne, 2-MeSW (34), 2-metoksywyozyne, 2-MeOW (35),
2-benzyloksywyozyne, 2-BnOW (36), N1-metylo-2-oksowyozyng, N1-Me-2-OW (37),
2-oksowyozyne, 2-OW (38) z wydajnoscia odpowiednio 65%, 78%, 57%, 80% i 81%.
(Schemat 7 i 8). Najwigcej trudnosci sprawito otrzymanie czystej 2-BnOW, wskutek
wysokiej labilno$ci wigzania glikozydowego. Stwierdzitem, ze przedtuzanie reakcji
odblokowania ponad 2.5 godziny prowadzilo do powstawania zasady jako kolejnego
produktu, przy jednoczesnym braku substratu. Catkowita wydajno$¢ syntezy 2-MeSW,
2-MeOW, 2-BnOW, N1-Me-2-OW i 2-OW wzglegdem G 1 wynosita odpowiednio 6.5%,
10.4%, 6.1%, 1.8% i 6.1%.
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