3. Badania wiasne

3.2. Badania strukturalne

W niniejszym rozdziale omowi¢ wyniki badan wlasciwosci strukturalnych w roztworze
otrzymanych przeze mnie pochodnych wyozyny i N4-dezmetylowyozyny. W pierwszej
kolejnosci przedyskutuje dane spektroskopowe NMR oraz wynikajgce z nich wnioski ogdlne
dla zmian strukturalnych. Nastepnie, dokonam szczegétowe] analizy parametrow
konformacyjnych opisujacych ksztatt przestrzenny nukleozydow w oparciu o state sprzg¢zenia
oraz, w wybranych przypadkach, efekt NOE. Szczegélny nacisk potozylem na doktadne
okres$lenic preferencji konformacyjnych B-rybofuranozy w zaleznosci od zmian
strukturalnych i natury rozpuszczalnika. Podjatem takze probe okreslenia wzajemnych
zalezno$ci pomiedzy parametrami konformacyjnnymi jak 1 udzialu czynnikéw

determinujacych ksztatt czasteczki w warunkach zatloczenia przestrzennego.

3.2.1. Omowienie danych spektroskopowych NMR C2 podstawionych
tricyklicznych pochodnych guanozyny

W badaniach strukturalnych zwigzkow organicznych spektroskopia NMR odgrywa od
szeregu lat bardzo wazna role. Szczegolng przydatnos¢ metoda ta znajduje miedzy innymi w
odniesieniu do wickszych serii zwigzkow o podobnej strukturze, co pozwala na badanie m.in.
zjawiska anizotropii magnetycznej charakterystycznych grup funkcyjnych lub okreslonych
rozpuszczalnikow. Zjawisko to lezy u podstaw metody pordwnawczej, w ktdrej poréwnujac
przesunigcia chemiczne () w obrebie okreslonej grupy zwigzkdéw, mozna wywnioskowac o
strukturze niektorych ich fragmentéw. Te¢ metode z duzym powodzeniem zastosowano w
ustalaniu preferencji konformacji wokoét wigzania glikozydowego w nukleozydach
pirymidynowych i purynowych, analizujac efekty anizotropowe w obregbie B-rybofuranozy
pod wptywem modyfikacji czesci zasadowej.*67-476 Jej glowng zaletg jest to, ze jezeli w
badanej grupie zwiazkoéw nie obserwuje si¢ znaczacej roznicy przesuni¢¢ chemicznych (Ad)
'H i 13C okreslonych fragmentéw, to mozna z duza doza prawdopodobienstwa postulowag, ze
struktury tych zwigzkow sg bardzo podobne. Analiza anizotropii dostarcza wigc informacji
waznych, ale przyblizonych, 1 zasadniczo nie jest traktowana jako rozstrzygajaca przy
ustalaniu struktury. C2 podstawione pochodne 1,N?-izopropenoguanozyny i ich N4-metylowe
analogi prezentuja jeden typ pochodnych nukleozydowych. Mozna wigc bylo si¢ spodziewac,
ze analiza efektow anizotropowych dostarczy informacji bedacych podstawg do dalszych
szczegdtowych badan przy uzyciu nowoczesnych technik.

Podstawg identyfikacji otrzymanych tricyklicznych analogéw guanozyny, zar6wno

pochodnych N4-dezmetylowyozyny jak i wyozyny stanowil magnetyczny rezonans jadrowy
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3. Badania wiasne

'H i 3C. Widma N NMR wykonatem dla wybranych pochodnych wyozyny. Wszystkie
wartosci przesuni¢¢ chemicznych otrzymanych zwigzkéw zostaly zebrane w Tabelach 9-16;
dodatkowo, zarejestrowane widma zostaly przedstawione na Rysunkach 7-10 i 17-48.
Przypisania poszczegolnych sygnatow *H, 3C i N otrzymanych zwiazkéw dokonatem w

oparciu o nastepujace techniki pomiarowe:

1. Eksperymenty 2D: *H-'H COSY (correlations spectroscopy), 3C,*H HSQC (heteronuclear
single quantum coherence), ¥C,'H HMBC (heteronuclear multiple bond coherence),
®N,'H HSQC i HMBC. W oparciu o w/w techniki ustalitem kolejno$é¢ wystgpowania
sygnatow H, *C i °N dla pochodnych wyozyny oraz jej 2°,3°,5’-triacetylowych analogoéw
wymienionych w Tabeli 16. Natomiast warto$ci przesuni¢¢ chemicznych uzyskiwalem na
drodze standardowych pomiarow H i *C. Ponadto dla serii pochodnych Wacs,
przeprowadzitem pomiary efektu NOE oraz statych sprzezenia *C-'H dalekiego zasiegu
wokot wigzania glikozydowego. Wszystkie pomiary wykonywalem samodzielnie pod
kierunkiem profesora Janeza Plaveca w Narodowym Instytucie Chemii w Ljubljanie

(Stowenia) gdzie przebywatem na dwdch 3-miesigcznych Stazach naukowych.

2. Standardowe eksperymenty 1D *H oraz 3C, za pomoca ktérych przypisywatem strukture
pozostatych pochodnych guanozyny, N4-dezmetylowyozyny i wyozyny.

Nieblokowane analogi N4-dezmetylowyozyny jak i wyozyny charakteryzujg si¢ dobra
rozpuszczalnoscig w DMSO oraz DMF, natomiast ich rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz w
pozostatych, najcze$ciej stosowanych w rejestracji widm NMR rozpuszczalnikach
organicznych jest ograniczona. Wprowadzenie blokad acetylowych na grupy hydroksylowe
rybozy pochodnych ukladu wyozyny rozszerzyto znacznie zakres wyboru rozpuszczalnikow.
Umozliwito mi to pomiary widm ‘H NMR w dwoch, znaczaco roznigcych sie polarnoscia
rozpuszczalnikach- DMSO-ds i CDCls, co nie pozostato bez wpltywu na warto$ci przesunigé
chemicznych protonéw jak i wicynalne state sprzezenia *H-'H w czesci cukrowej. Ponadto,
widma 'H pochodnych triacetylowych wyozyny z racji braku sygnatéw pochodzacych od
wymienialnych protonéw grup hydroksylowych sa latwiejsze w uzyskaniu wicynalnych

statych sprzezen pomigdzy protonami B-rybofuranozy.

3.2.1.1. Widma !H, 3C NMR pochodnych N4-dezmetylowyozyny

Przypisanie stuktury C2 podstawionych pochodnych N4-dezmetylowyozyny (V) i jej
triacetylo analogdéw (Vacs) przeprowadzitem na podstawie standardowych pomiarow *H i 13C
NMR w DMSO-ds. Dla uzyskania jednoznacznosci przypisan, widma *H nieblokowanych

pochodnych V zostaly dodatkowo zarejestrowane w obecnosci D20, natomiast w przypadku
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rejestracji sygnatow °C zastosowalem réwniez technike sprzegania z protonami. Wszystkie
warto$ci przesunie¢ zebralem w Tabelach 9-11, dodatkowo fragmenty widm *H NMR
obejmujace cze$¢ cukrowa nieblokowanych pochodnych V przedstawitem na Rysunku 7.

Dane spektroskopowe *H i 3C NMR dla V i Vacs s3 w peli zgodne z danymi
literaturowymi.>>477 W serii nieblokowanych C2 podstawionych pochodnych
N4-dezmetylowyozyny najwigksza zmienno$¢ przesuni¢cia chemicznego wykazywat proton
H2’, oraz w nieco mniejszym stopniu H3’. Generalnie sekwencja sygnatow H1’-H5 w
widmach pochodnych pozostaje identyczna z obserwowang dla V. (Rysunek 7, str. 119;
Tabela 9, str. 120-1). Niezaleznie od charakteru podstawnika w C2 sygnal H2’ ulegat
przesunigciu w strone nizszego pola o 0.4~0.6 ppm. Najwigksze zmiany w przesuni¢ciu H2’
stwierdzitem w 2-BrV (0.66 ppm), pochodnych siarkowych: 2-HSV i 2-MeSV (0.54 ppm). W
pozostatych zwigzkach wielko$¢ zmian nie przekracza 0.4 ppm. Efekt odstaniania protonu
H2’ mozna przypisa¢ dziataniu dwojakich czynnikow:

a) wptyw podstawnika w pozycji C2;

b) wpltyw wolnej pary elektronowej N3 lub/i pradu pierScieniowego fragmentu

pirymidynowego zasady wskutek ustawienia si¢ ptaszczyzny zasady w orientacji Syn.

Dane krystalograficzne 8-podstawionych pochodnych nukleozydow purynowych
jednoznacznie wskazuja na wymuszenie przez podstawnik obrotu plaszczyzny zasady w
strone regionu syn.132-134,136-143,145-150 \W przypadku roztworu, przyjmuje sie ze istnieje
rownowaga pomi¢dzy obiema orientacjami. Jednokierunkowo$¢ zmian potozenia sygnatu H2’
mogtaby wskazywaé¢ na istnienie zblizonego otoczenia chemicznego wokot tego protonu w
omawianych zwigzkach, czyli wickszej preferencji do przyjmowania orientacji syn./2-476
Szczegdtowe omowienie preferencji syn/anti przedstawi¢ w rozdziale 3.2.2.

Zmiany przesunigcia sygnatu H1’ 1 H3’ nie byly znaczace i nie przekraczaty 0.1 ppm,
jedynie dla 2-HSV warto$¢ ta wynosita odpowiednio 0.57 i 0.17 ppm w strong stabszego pola.
Potozenie sygnatu H4’ w 2-BrV, 2-MeV i 2-MeSV bylo identyczne z V. Natomiast w
pochodnych tlenowych i 2-HSV sygnat H4’ pojawial si¢ w nieco silniejszym polu (0.07
ppm). Mata zmienno$¢ 6 sygnatu H3’ moze $wiadczy¢ o zblizonym otoczeniu chemicznym.
Podobnie jak w przypadku H4’, wartosci przesunie¢ chemicznych H5’/HS’’ byly bardzo
zblizone do wartosci dla V, jedynie w 2-BnOV i 2-MeOV zmiana ta wynosi o ok 0.1 ppm w
strong wyzszego pola (Rysunek 7, str. 119). Sekwencja ¢ grup hydroksylowych w C2
podstawionych pochodnych jest identyczna z sekwencja dla V, obserwowane zmiany
przesunie¢ sg nieznaczne (0.1~0.2 ppm).

Wprowadzenie blokad acetylowych na grupach hydroksylowych znaczaco przesungto

potozenie sygnaléw protonow czesci cukrowej w strong stabszego pola. Najwieksze roznice
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w przesunigciach wzgledem nieblokowanych analogow wykazywaly protony H2’ 1 H3’
(1~1.5 ppm) oraz H5’/H5*’ (0.6~0.8 ppm), co mozna przypisa¢ efektowi odstaniania grup
acetylowych. W przypadku 6 sygnalu H2’ nalezy takze uwzglgdni¢ efekt odstaniania
spowodowany podstawieniem w C2. Natomiast zmiany potozenia sygnatéw H1’ i H4’ sg
zdecydowanie mniejsze (0.2~0.4 ppm). Rezultatem wyzej wymienionych rdznic jest zmiana
sekwencji sygnatow H1’ i H2’ oraz H4’ i H5* w C2 podstawionych pochodnych tzn. sygnaty
H1’ 1 H4* pojawiajg si¢ w silniejszym polu odpowiednio wzgledem H2’ 1 H5’. Jedynie w
2-MeVacs sygnaty H1’ 1 H2’ naktadajg si¢. Z kolei dla Vacs roznice te dotyczg tylko H4’ i
H5’. Zmiany wartoéci 8" sygnatow H1’-HS5> wzgledem Vacs w obrebie triacetylowych C2
podstawionych pochodnych nie przekraczaja 0.3 ppm, i sa najwicksze dla H2’ i HI .
Kierunek tych zmian 8" jest taki sam jak w nieblokowanych zwigzkach, jednak ich wielko$é
jest mniejsza. Obecno$¢ czwartej grupy acetylowej w pozycji N5 (2-MeVacs i 2-MeSVaca)
wywotuje dodatkowe zwiekszenie réznicy 8" dla H2’, z kolei sygnal H3’ pojawia sie w
nieznacznie silniejszym polu (0.1 ppm).

Zmiany 8" czeéci zasadowej tj. H7, grupy metylowej (C6) zaréwno pochodnych
triacetylo jak i N4-dezmetylowyozyny nie przekraczaly 0.1 ppm. W przypadku
tetracetylowych pochodnych tj. 2-MeSVacs i 2-MeVacs roznice te sg nieco wigksze i wynosza
0.2~0.3 ppm w stron¢ stabszego pola. Potozenie sygnalow protondéw podstawnikow w C2
r6znig si¢ nieznacznie (Ad=0.1 ppm) od przypisan dla pochodnych guanozyny podstawionych
w pozycji C8.

Analizujac widma 3C NMR czesci cukrowej omawianej serii zwigzkow nie stwierdzitem
tak znaczacych roznic jak w przypadku widm 'H NMR. (Tabela 10, str. 122) Generalnie,
kolejno$é wystepowania sygnatow *C w C2 podstawionych pochodnych jest identyczna z
macierzystg strukturg. Charakterystyczng 1 powtarzajacg si¢ zmiang we wszystkich
pochodnych jest zblizenie si¢ do siebie sygnatow C2’ 1 C3°. W przypadku V 1 Vacz Ad
miedzy C2’ a C3” wynosi odpowiednio 3.3 i 1.8 ppm, natomiast w C2 podstawionych
pochodnych nieblokowanych rdznica ta spada do 0.1~0.5 ppm, jakkolwiek w acetylowych
pochodnych zakres ten zwigksza si¢ do 0.9~1.4 ppm. Potozenie sygnatu C3” w pochodnych V
ulega minimalnym zmianom (od —0.1 do 0.2 ppm), natomiast w pochodnych Vacsz zakres
zmian jest wigkszy- 0od -1.66 ppm do 0.6 ppm. Dane literaturowe wskazuja jednoznacznie na
powigzanie tego rodzaju zmian w 8-podstawionych pochodnych nukleozydach purynowych z
preferencja orientacji syn.*’9:4/1,474 Uwazam, Ze kryterium AS sygnatéw C2’ i C3’ moze
takze mie¢ zastosowanie do przyblizonego okreslenia orientacji Syn/anti w C2 podstawionych
pochodnych N4-dezmetylowyozyny. Szczegdétowe omowienie preferencji syn/anti znajduje

si¢ w rozdziale 3.2.2. Wielko$¢ i kierunek zmian & sygnatéow C1°, C4’ i C5’ nie jest
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jednakowy w omawianych analogach N4-dezmetylowyozyny. Sygnat C1° pojawia si¢ W
stabszym polu, réznica ta wynosi 1.1~2.1 ppm w 2-MeV, 2-MeSV i 2-HSV oraz 3.4 ppm w
2-BrV. Natomiast w 2-MeOV i 2-BnOV kierunek zmian jest przeciwny (0.2~0.4 ppm).
Sygnat C4’ pojawia si¢ w stabszym polu w 2-MeQOV, 2-MeSV, 2-MeV i 2-BrV, As wynosi
0.1~0.6 ppm, z kolei w 2-BnOV i 2-HSV - w silniejszym polu (0.1~0.2 ppm). Sygnat C5’
pojawia si¢ w stabszym polu niezaleznie od rodzaju podstawnika (0.5~1 ppm).
Wprowadzenie grup acetylowych wywiera niewielki wptyw na potozenie C2’, C3’ i C5’,
zakres zmian nie przekracza 0.5 ppm, jedynie w Vacz oraz 2-MeVacs sygnat C5’ przesuwa si¢
0 1.8 1 1.0 ppm w strong stabszego pola w poréwnaniu z V i 2-MeV. Zdecydowanie wigksze
zmiany w przesuni¢ciach mozna zauwazy¢ dla sygnatow C1’° i C4’, ktére pojawiajg si¢ W
silniejszym polu po wprowadzeniu grup acetylowych. Roznice te nie sa jednakowe, dla C4’
zmiany te sg wieksze (5.6~6.7ppm) niz C1’ (1.8~2.7 ppm; 0.3 ppm dla Vacs). Nalezy
podkresli¢ ze, sekwencja sygnatow C1°-C5” we wszystkich C2 podstawionych pochodnych w
poréwnaniu z V i Vacs pozostaje bez zmian.

Obecno$¢ podstawnikéw w pozycji C2 zasady znaczaco wptyneta na potozenie sygnatow
C2, C9a i C3a, czyli ,lewego” pierscienia imidazolowego N1-C2-N3-C3a-C9a. Przesunigcia
chemiczne wegli pozostatego fragmentu zasady pokrywaja si¢ z wartosciami & dla V' i Vacs
(Tabela 11, str. 122-3). Najwicksze zmiany przesuni¢é obserwuje dla sygnatu C2, ktory
pojawia si¢ w stabszym polu. Wielkos¢ Ad sygnatu C2 wyraznie zalezy od charakteru
podstawnika. Dla 2-HSV réznica ta jest najwigksza i wynosi 30 ppm. W pochodnych
tlenowych A sygnatu C2 jest mniejsze i wynosi 13~15 ppm. Podstawniki metylo oraz
metylotio wywierajg najstabszy wptyw odstaniajacy (8~9 ppm). Natomiast sygnat C9a ulega
przesunigciu w strong silniejszego pola, zmiany te dotycza tylko pochodnych tlenowych 1 2-
HSV. Réznica ta jest wigksza dla pochodnej merkapto (12 ppm), natomiast dla analogéw
tlenowych: 5~6 ppm. W pozostatych zwigzkach Ad sygnatu C9a sg zdecydowanie mniejsze.
Sygnat C3a w najmniejszym stopniu byt podatny na zmiany (1~2 ppm), z tendencja do
wystepowania w stabszym polu. Potozenia sygnatéw pozostatych atomow wegla byty niemal
takie same, réznice nie przekraczaly 1 ppm, z wyjatkiem zwiazku 2-HSV, ktorego sygnat C9
pojawia si¢ w stabszym polu (6 ppm). Kierunek Ad sygnatéw C2, C3a i C9a omawianych
pochodnych N4-dezmetylowyozyny jest zbiezny z Kierunkiem Ad sygnatow C8, C4 i C5
stwierdzonych w odpowiednio C8 podstawionych purynach.#’9 Nie stwierdzitem zadnych
znaczacych roznic w przesunieciach 3C piericienia zasady pomiedzy acetylowymi i

odblokowanymi pochodnymi N4-dezmetylowyozyny.
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Rysunek 7. Widma *H NMR cze$ci cukrowej N-4-dezmetylowyozyny i jej C2 podstawionych pochodnych
(DMSO-dg T=25°C)
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H1'
5'0OH H2'
2-MeV \ 1' l N IJ

H1' 2'0H 3'0H

5'0H H3' H4' H5' H5"
‘ H2' ‘

2-MesV L.M. _A_J\__,'J L_’\J
3'0OH

. H1' 2'0H

H2' 5'0H

2-HSV
2'0H 3'OH
' H1' ,
5'0OH H2'
2-MeQV
CH,0

H1' '
‘ H2'
5'0H
2-BnOV

L L L L L L L L L B

6.25 6.00 5.75 5.50 525 5.00 4.75

119



3. Badania wiasne

Tabela 9. Przesuniecia chemiczne *H NMR N-4-dezmetylowyozyny i jej C2 podstawionych pochodnych

(DMSO-ds)
OH CHs
D) ’ ’ ’ ’ 9 6
HI' HZ MY OHA HS OHST M5 HT (CHy R2 535 ac)
5.43
d, 1H
v 581 448 412 391 %%% %55% 1237 736 2.26 813 518
d1H q1H g 1H q1H > Sl ps 1Hd 1H d 1H s, 1H d 1H ——
m,1IH m, 1H
5.08
t 1H
5.49
d, 1H
gy 578 514 422 391 22‘7‘ %55% 1257 739 2.6 5.19
d,1H dd,1H g,1H gq,1H ’ ) bI'S, 1Hd, IH d,3H —— d, 1H —_—
m,1IH m, 1H
4.97
dd, 1H
5.37
d, 1H
Mooy 569 486 412 384 %65% 335435 1237 734 225 403 500
d1H g 1H q 1H q 1H ° A5 P 1Hd 1H d 1H s 3H d 1H ——
m,1H m, 1H
4.91
t 1H
5.49
t, 2H 5.39
753 d 1H
sBnoy 573 489 406 383 SOF 3O% 1239 735 226 750 509
d1H dd.1H g.1H q1H =% %0 brs IHd, IH 6,34 m2H d1H ——
: : 7.46- 487
738t 1H
m, 3H
5.44
d, 1H
oMesy 571 502 a17 395 ST 3OL 1543 738 225 265 516
d1H q1H q1H > : 93 prs 1Hd 1H d 1H s 3H d 1H ——
milH m,1H m, 1H
5.02
t 1H
5.30
d. 1H
opgy 038 503 429 385 33'76‘;' 3;55%' 12.71 741 226 1312 5.00
d1H g 1H q 1H q1H > S0 o 1Hd, 1H d. 1H brs, 1H d 1H ——
m, 14 m, 1H
4.81
dd 1H
5.37
d. 1H
ey 575 485 418 e 37E 30U 1933 734 225 247 516
d1H q1H 15 a2 5% brs 1A 1H d1H S3H d1H ——
! 5.15
dd, 1H
213,
s, 3H
vac, 613 593 554 ‘Zgﬁ' ‘Z‘gg ‘23215' 1245 738 227 812 2.04,
3 d1H t1H t 1H : : ““2 prs,1Hd, 1H d,1H s, 1H —— s 3H
m1H m,1H m, 1H
2.03,
s, 3H
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Tabela 9. c.d.
OH CHs
D) D) ) ) ) 99 6
HI° H2 H3 H4 HS H5 5 HT CHs R2 .3 o
213,
s, 3H
»Brvae, 601 620 568 ‘Z%‘Z‘ ‘2‘272' ‘22159' 1261 741 2.26 207,
® d,1H dd, 1H t 1H : : : brs,1Hd,1H d,3H —— —— s, 3H
m, 1H dd. 1H dd. 1H
1.96,
s, 3H
212,
s, 3H
> MeOvac, 592 604 553 5% 400 C20 244 736 226 406 2.05,
Sd1H t1H t1H : 2 brs,1Hd, 1H d,1H s,3H —— s 3H
m, 1H dd, 1H dd, 1H 1 99
s, 3H
5.53
dd, 2H 211,
7.54- s, 3H
2 BnOvac, 595 605 548 5O 4% S 1245 737 226 751 2.05,
®  d.1H t1H t 1H “H miH gy DS 1Hd IH d3H m2H —— s3H
m, 1H-m, m, 7.44- 1.91,
7.38 s, 3H
m, 3H
213,
438- 4.48- 425 s, 3H
2-MeSvac, 597 612 560 5 V05 O0% 1251 739 226 2.66 2.04,
® d,1H dd,1H t, 1H : : =7 brs,1Hd,1H d,1H s,3H —— s 3H
m, 1H dd, 1H dd, 1H
1.99,
s, 3H
212,
s, 3H
2.05
4.40- 4.44- 419 :
600 618 542 766 246 2.70 s, 3H
-MeSvacs 'y gqqH 1 436 440413 L giH s 3H —— 197,
m,1H m1H m,1H
s, 3H
2.90
s, 3H
378- 3.70 2.15,
»Mevac, 003 602 553 418 0o ST 1244 735 225 250 529 s3H
2 d,1H m1H t1H g 1H > : brs,1Hd, 1H s,3H s,3H t, 1H 2.01,
m,1H m, 1H
s, 3H
214,
436- 4.45- 428 s, 3H
> Mevas, 604 601 567 5 U080 ST 1240 7.35 226 246 2.06,
® d,1H dd, 1H t, 1H : : “““ brs,1Hd,1H d,1H s,3H —— s 3H
m, 1H dd, 1H dd, 1H
1.97,
s, 3H
212,
s, 3H
2.07,
> Mevac, 608 623 544 G5 S0 418 762 246 252 s, 3H
d,1H dd, 1H t, 1H m 1H dd 1H dd, 1H —d,1H s,3H s,3H — 1.93,
s, 3H
2.90
s, 3H
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Tabela 10. Przesuniecia chemiczne *C NMR czgsci cukrowej N4-dezmetylowyozyny i jej C2 podstawionych
pochodnych (DMSO-ds)

cr 2’ c3’ 4’ C5*  C=0 (Acetyl) CHs (Acetyl)
v 86.88 7357 70.30 8525 61.30 — —
2-MeOV 86.62 7066 7052 8531 6211 — —
2-BnOV 86.46 7045 70.33 8511  61.98 — —
2-MeSV 88.44 7055 7028 8565  62.00 — —
2-HSV 88.96 7064 7020 8504  62.28 — —
2-MeV 87.98 7090 70.37 8548 6179 — —
2-Brv 90.27 7045 7027 8587  62.04 — —
170.13 20.50
Vacs 85.60 7221 7043 79.62 63.11 169.52 20.37
169.34 20.24
169.93 20.35
2-MeOVac;  83.94 7057  69.60 7857  62.46 169.36 20.25
169.31 20.14
169.86 20.22
2-BnOVac;  84.05 7060 69.63 78.48  62.46 169.29 20.22
169.29 20.12
170.02 20.47
2-MeSVac; 8596 7053  69.62 78.99  62.51 169.51 20.31
169.34 20.17
170.05 20.39
2-MeVacs 8620 7133  69.90 7876  62.81 169.58 20.31
169.51 20.31

Tabela 11. Przesuniecia chemiczne *C NMR czesci zasadowej N4-dezmetylowyozyny i jej C2 podstawionych
pochodnych (DMSO-ds)

Cc2 C3a C4a C9 C9a 2-X 6-CHs
\ 137.15 149.75 14544 126.18 103.20 151.05 11547 —— 1044
2-MeQV 15256 149.14 14444 126.14 103.60 150.35 110.16 56.90 10.55
70.65
128.04
2-BnOV 151.41 14877 14430 12581 103.34 14997 109.85 128.23 10.36
128.39
135.67
2-MeSV 145,75 151.08 14442 126.28 10342 149.84 11577 1452 10.40
2-HSV 167.17 147.62 14436 126.88 103.80 14499 10325 —— 1042
2-MeV 146.14  150.27 14464 126.05 103.20 150.48 114.11 1462 10.38
2-BrV 12256  149.86 144.77 12557 10354 150.24 11616 —— 10.29
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Tabela 11. Cd

Zwiazek C2 C3a C4da C6 C7 C9 C9a 2-X 6-CHs

Vacs 137.40 149.71 14576 126.48 10355 151.19 11594 —— 10.53

2-MeOVacs 151.39 14851 14443 12591 103.47 149.94 109.74 56.87 10.36

71.05

135.46
2-BnOVacs 150.58 148.45 14444 12591 103.48 14991 109.68 128.40 10.36

128.28

128.04

2-MeSVacs 145.00 151.00 144.68 126.37 103.65 149.86 115.54 1468 10.44

2-MeVacz  145.71 150.14 14488 126.22 103.38 150.51 114.04 1420 10.46

3.2.1.2. Widma H, 3C i >N NMR pochodnych wyozyny

Przesuniecia chemiczne sygnalow *H NMR dla W w DMSO-ds oraz Wacs w CDCl3 sg w
peti zgodne z danymi literaturowymi (Tabela 12 i 13).4>>477 W przypadku widma *H NMR
Wacs zarejestrowanego w DMSO-ds sekwencja sygnalow *H pozostaje identyczna z widmem
uzyskanym w CDClz. Wzrost polarnosci rozpuszczalnika wywarl najwigckszy wplyw na
warto$¢ przesuniecia chemicznego H2 czg$ci zasadowej, przesuwajac o 0.44 ppm w strong
nizszego pola. Zmiany te pokazuja wyrazng podatno$¢ protonu H2 na odstaniajace
oddziatywanie rozpuszczalnika w przeciwienstwie do protonu H7, ktérego potozenie
pozostalo bez zmian. Prawdopodobnie proton H2 bierze udzial w stabym wigzaniu
wodorowym z DMSO-de, na co wskazywatoby przesuniecie sygnalu H2 o 0.12 ppm w strong
wyzszego pola, wraz ze wzrostem temperatury w zakresie 298-358°K. W przypadku protonu
H7 zmiana ta wynosita 0.05 ppm. Kolejng, wyrazng roznic¢ przesuni¢¢ w stron¢ nizszego
pola wywotang zmiang rozpuszczalnika stwierdzitem dla protonu HI’ (0.23 ppm), dla
pozostatych sygnalow roznice nie przekraczaly wartosci 0.1 ppm.

Wprowadzenie podstawnikéw w pozycje C2 wyozyny wywarto znaczacy wptyw na & i
8¢ zarébwno w obrebie czesci cukrowej jak i czeéci zasadowej. Rejestracja widm *H NMR
acetylowych pochodnych wyozyny (DMSO-ds i CDCI3) oraz ich nieblokowanych
odpowiednikéw (DMSO-de) pozwolita na przeanalizowanie zjawiska anizotropii protonéw
pierscienia P-rybofuranozy w konteks$cie zarowno wptywu rodzaju podstawnika w C2,
obecnos$ci grup blokujgcych jak i polarnosci rozpuszczalnika.

Widma H NMR 2-MeWacs i 2-MeSWacs charakteryzuja sie znacznymi réznicami
przesuni¢¢ w poroOwnaniu z widmem 'H NMR Wacs. (Tabela 12, str. 131-2; Rysunek 8 i 9,
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str. 128-9) Najwiekszg Ad w strong wyzszego pola wykazywal proton H2” (0.22~0.33). Efekt
przestaniania H2’ jest wigkszy dla grupy Me niezaleznie od rodzaju rozpuszczalnika. W
przypadku grupy metylotiolowej, efekt ten jest mniejszy w CDCls, a w przypadku DMSO-ds-
nawet niezauwazalny. Warto zauwazy¢ ze kierunek zmian 8" sygnalu H2’ jest przeciwny do
obserwowanego w analogicznych pochodnych N4 dezmetylo. Swiadczy to o odmiennym
otoczeniu chemicznym woko6t H2’ w uktadzie N4-dezmetylo i wyozyny, co prowadzi do
wniosku iz orientacja wokot wigzania glikozydowego w obu ukladach jest odmienna.
Sekwencja sygnatow protonéw H1’, H2’ i H3’ pozostaje bez zmian, obserwowatem jedynie
zmian¢ kolejnosci wystepowania H4” 1 H5°/5°” w zalezno$ci od podstawnika 1 polarnosci
rozpuszczalnika. Efekt ten jest wyrazniejszy dla grupy MeS, ktora to powoduje przesunigcie
sygnatu H5” o0 0.2 ppm w stron¢ nizszego pola, a jednoczesnie H4’ w strone wyzszego (0.1
ppm). W rezultacie kolejnos¢ sekwencji omawianych sygnatow (od strony nizszego pola) jest
nastepujaca: H5’-H4’-HS5”’ dla DMSO-ds oraz H5’-H5’’-H4’ dla CDCls. Ponadto, nastapito
rozsunigcie sygnatow H5 1 HS5”’ od siebie, prowadzac do ujawnienia struktury ich
rozszczepienia jako dubletu dubletow. To wyrazne rozroznienie sygnaléw protonow H5’/HS”’
mogltoby wskazywa¢ na zahamowanie rotacji wokoét wigzania C4’-C5’, a wigc preferowanie
takiego rotameru w ktorym jeden z protondow znajduje si¢ pod wplywem efektu odstaniania
przez atom siarki. W 2-MeWacs sekwencja sygnatow H4’ i H5’/H5’” ulegta zamianie jedynie
w CDCIs wskutek przesunigcia sygnalu H4’ o 0.17 ppm, natomiast struktura rozszczepienia
jest podobna do obserwowanej w Wacs. Polarno$é rozpuszczalnika ma wyrazny wpltyw na
przesunigcia chemiczne protondow zwigzanych z atomami tlenu, azotu czy tez siarki, w
przypadku atoméw wegla zmiany te s3 mniejsze ale zauwazalne.*’® Warto$¢ stalej
dielektrycznej DMSO-ds i CDCls wynosi odpowiednio &=46.7 i 4.806, wigc mozna bylo si¢
spodziewa¢ zmian w widmach 'H NMR. Najwigksza réznice przesunie¢ chemicznych
stwierdzitem dla H1’ (0.2~0.3 ppm), sygnaly pozostatych protonéw wykazywaty mniejsza
roznicg (0.1~0.2 ppm). Najmniejsza podatno$¢ na zmiang polarnosci wykazywat H7: 0.05
ppm.

Usunigcie grup acetylowych w bardzo znaczacy sposdb zmienito potozenie sygnatow
protondw czesci cukrowej w 2-MeW i 2-MeSW 0 0.8-1.3 ppm w stron¢ wyzszego pola
(Tabela 13, str. 133; Rysunek 10, str. 130). Dane spektroskopowe 'H i *C NMR dla
zsyntetyzowanej przeze mnie 2-MeW pokrywajg si¢ z danymi dla tego zwigzku otrzymanego
uprzednio z Pracowni Chemii Nukleozydéw odmienng metoda.3! Wielko$¢ tych zmian wigze
si¢ z brakiem silnego, odstaniajacego wptywu grupy karbonylowej na H2’, H3” i H5’/H5"".
Sekwencja sygnatéow 'H czeéci cukrowej w obu powyzszych pochodnych wyozyny jest

identyczna z obserwowang dla wyozyny, réznice przesunie¢ nie przekraczajg 0.1 ppm, a wiec
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sg znacznie mniejsze w poréwnaniu z blokowanymi analogami. Wptyw podstawienia w C2
na 8" sygnatéw H1-H5* w 2-MeW oraz 2-MeSW jest mniej wyrazny w poréwnaniu z
analogicznymi N4-dezmetylo pochodnymi.

Sposrod pochodnych tlenowych wyozyny, widma *H NMR 2-OWacs oraz N1-Me-2-
OWacs sg niemal identyczne i charakteryzuja si¢ najwigkszymi zmianami w porownaniu Z
zwigzkiem macierzystym, Wacsz. Podobnie jak w wyzej omoéwionych zwigzkach, charakter
rozpuszczalnika nie pozostawal bez wptywu na warto$¢ przesunieé. W pierwszej kolejnosci
omoéwie widma H NMR wykonane w CDCls. W czesci cukrowej obserwuje zamiang
sekwencji sygnatow dla H1’ i H2’ (Tabela 12a, str. 131; Rysunek 8, str. 128). Sygnat HI’
ulegl przesunieciu w strong wyzszego pola (0.3 ppm), natomiast sygnat H2’-w strong
nizszego (0.45 ppm), co prowadzi do zmiany kolejnosci wystgpowania sygnatow na widmie
w poréwnaniu z Wacs. W przypadku 2-MeO- i 2-BnOWac; roznice 8 sygnatéow H1” i H2’ s3
mniej wyrazne i wynoszg odpowiednio: 0.18 i 0.21 ppm dla H1’ oraz 0.16 i 0.09 ppm dla
H2’. Kierunek Ad sygnaléw wyzej wymienionych w obu zwigzkach jest taki sam jak w
pochodnych 2-okso, jednak ich sekwencja w widmie 2-MeO- i 2-BnOWacs jest identyczna z
Wacs. Sygnat H3* w N1-Me-2-OWacs i 2-OWacs wystepuje w nizszym polu (0.25 ppm),
natomiast w 2-BnOWacs pojawia si¢ on w wyzszym polu (0.2 ppm). Potozenie sygnatu H3’
w 2-MeOWacs pozostaje bez zmian. Takie zrdéznicowanie potozen sygnatow H2’ 1 H3’w
obrebie tlenowych analogéw wskazywaloby na istnienie odmiennego wptywu odstaniania
przez atom tlenu w C2. W przypadku N1-Me-2-OWacs oraz 2-OWacs, wolne pary
elektronowe atomu tlenu O2 muszg si¢ znajdowaé w znacznie blizszym sgsiedztwie protonow
H2’ i H3’. anizeli w w 2-MeO- i 2-BnOWacs. Prowadzi to do wniosku, ze orientacja wokot
wigzania glikozydowego w 2-MeO- i 2-BnOWacs jest odmienna od dwoch pozostatych
analogéw tlenowych, aczkolwiek nadal w rejonie anti. Analogiczny kierunek zmian w
przesunieciach H2’ obserwowano w 6-podstawionych pochodnych nukleozydow
pirymidynowych, wskutek efektu anizotropowego grupy 02.467:468 W przypadku & protonu
H1’, jego wyraZznego przesuni¢gcia w strong silniejszego pola nie mozna tlumaczy¢
bezposrednim oddziatywaniem wolnych par elektronowych tlenu w C2. Prawdopodobnie jest
to spowodowane zmiang dystrybucji gestosci © elektronow w czgsci zasadowej co indukuje
polaryzacje wzdluz wigzan N3-C1°-H1’. Efekt ten jest wyrazniejszy w pochodnych okso
anizeli alkoksylowych, natomiast w pochodnej metylo 1 metylotiolowe;j jest bardzo staby.

Obecnosé tlenu w potozeniu C2 wplywa znaczaco na 8" oraz kolejno$é wystepowania
sygnatow H4’-H5’-HS5”’. W Wacs sygnaty H5’/HS5’ sa do siebie bardzo zblizone tworzac
wskutek efektu daszkowego wysoki dublet dubletow z sagsiadujagcymi po obu stronach

dubletami o niskiej intensywnosci, natomiast sygnat H4> wystepuje jako kwartet w nizszym
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polu. Sposréd pochodnych tlenowych najwieksze roznice 8" sygnalu H4* w strone wyzszego
pola zaobserwowatem dla 2-BnOWacs (0.25 ppm), w pozostatych zwigzkach zmiany te
wynosza okoto 0.1~0.15 ppm. Sygnat H5* w 2-MeOWacs, N1-Me-2-OWacs, 2-OWacs ulega
przesunigciu w stron¢ nizszego pola (0.1-0.2 ppm), natomiast dla 2-BnOWacz w strone
wyzszego pola (0.16 ppm). Z kolei zmiany potozenia sygnatu H5’’ zauwazalne sg jedynie w
2-BnOWacs - 0.35 ppm w strone wyzszego pola. W rezultacie wyzej przedstawionych zmian
identyczng z Wacs sekwencj¢ H4’-HS5’/H5’® ma 2-BnOWacs, natomiast dla pozostatych
tlenowych pochodnych jest ona odmienna: H5’-H4’-H5” (Rysunek 8, str. 128). Ponadto
sygnaty H5’/HS’’ rozsuwajac si¢ od siebie, ujawniajg swoja strukture rozszczepienia jako
szerokie dublety dubletow, natomiast sygnat H4’ przyjmuje posta¢ nieregularnego multipletu
spowodowane réznicami statych sprzezen H4’-HS’ oraz H4’-H5”’.

Wzrost polarnosci rozpuszczalnika powoduje przesunigcie sygnatu H1” 0 0.13~0.22 ppm
w stron¢ stabszego pola oraz H2’ w strone przeciwng (0.12~0.19 ppm). W rezultacie
sekwencja sygnatow H1’ i H2’ pozostaje taka sama jak w Wacs w przeciwienstwie do
sekwencji w CDCls (Tabela 12b, str. 132; Rysunek 9, str. 129). Pozostale sygnaty reszty
cukrowej tj. H2’-H5’* przesuwaja sie w stron¢ wyzszego pola. Wielko$¢ tych zmian jest
zroznicowana: dla H2’ i H3” 0.12-0.22 ppm (wyjatek H3* 2-BnOWacs 0.03), dla H4’ i
H5’/HS”’ réznice nie przekraczaja 0.1 ppm. Kierunek zmian § sygnalu H2’ pod wpltywem
podstawnika C2 pozostaje taki sam niezaleznie od polarnosci rozpuszczalnika jedynie dla
pochodnych 2-okso. W 2-MeO- i 2-BnOWacs efekt anizotropowy podstawnika na H2> w
DMSO-ds jest niezauwazalny.

Brak grup acetylowych istotnie zmienia potozenie sygnatéw protonow czesci cukrowej w
tlenowych pochodnych, aczkolwiek sekwencja sygnatéow 'H jest identyczna z obserwowana
dla wyozyny (Tabela 13, str. 133; Rysunek 10, str. 130). Podobnie jak w acetylowych
analogach kierunek zmian przesuni¢¢ tych protonéw pod wptywem podstawnika C2 pozostaje
zachowany. Sygnal H1’ pojawia si¢ w silniejszym polu, roznica ta wynosi 0.34, 0.37, 0.22 i
0.21 ppm wzgledem W, odpowiednio dla N1-Me-2-OW, 2-OW, 2-MeOW i 2-BnOW. Z kolei
sygnal H2’ ulega przesuni¢gciu w stron¢ nizszego pola, wielkos¢ tych zmian wynosi
odpowiednio: 0.55, 0.51, 0.17 1 0.18 ppm. Warto zauwazy¢ ze kierunek zmian przesuni¢¢ H1’
1 H2’ pozostaje taki sam jak w blokowanych pochodnych 1 sg one najwigksze dla pochodnych
okso. Wielko$¢ zmian dla pozostatych sygnalow oscyluje w granicach 0.1-0.15 ppm, jedynie
dla 2-BnOW roznice przesunie¢ sg wyrazniejsze: 0.2-0.3 ppm w stron¢ wyzszego pola.

Sygnaly protondéw czesci zasadowej tj. H7 oraz grup metylowych (N4 i C6) zar6wno
pochodnych triacetylowych jak i wyozyny wykazywaty nieznaczng zmiang¢ swych potozen w

granicach 0.1-0.2 ppm. Najmniejszg podatnos¢ na zmiany przesuni¢¢ wykazywal proton H7,
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roéznice przesunie¢ nie przekraczaty 0.1 ppm. Zwigzek 2-OWacz zawiera w swej strukturze
wymienialny proton w pozycji N' a wiec istnieje mozliwo$¢ wystepowania dwoch
tautomeroéw: keto i enolu. Warto$¢ przesunigcia tego protonu w DMSO-ds 6=11.60 ppm
wskazuje na jego umiejscowienie na atomie N1 natomiast w CDCl3z sygnat ten pojawia si¢
przy 6=8.52 ppm. To znaczne przesuni¢cie wskazywatoby na przesunigcie roOwnowagi
keto<=enol w stron¢ enolu w CDCl3s, jakkolwiek nalezy wzia¢ pod uwagg wptyw polarnosci i
efektow solwatacyjnych rozpuszczalnika na protony zwigzane z heteroatomami. Stwierdzono,
ze wraz ze wzrostem polarnos$ci potozenie tych sygnaléw ulega przesunigciu w strong

stabszego pola.#”8

Z przedstawionej wyzej analizy przesunie¢ chemicznych 'H NMR C2 podstawionych
pochodnych wyozyny wynikajg nastepujace wnioski:

1: Wptyw efektu anizotropowego podstawnika w C2 na protony czesci cukrowej jest bardzo
zroznicowany i zalezy od jego charakteru. Najwickszy efekt wywiera podstawnik okso,
jest on bardzo zblizony dla obu zwigzkéw bowiem wartosci przesunie¢ chemicznych sa
niemal identyczne. Charakter oddzialywania atomu tlenu na protony H2’ i H3’ mozna
okresli¢ jako ujemnie indukcyjny przez przestrzen, wymuszajacy ich odstanianie.
Natomiast w przypadku grupy metoksy i benzyloksy wptyw atomu tlenu jest mniejszy, co
sktania do przypuszczenia iz jest to spowodowane jego oddaleniem si¢ od protondéw
rybozy, wywotanym w szczegdlnosci przez grupe benzylowa. Zdecydowanie wyrazniejsze
jest przestaniajace oddziatywanie pradu pierscienowego benzenu na sygnaty H5* 1 H3 .
Oddziatywanie grupy MeS jest zauwazalne tylko na protonach H4’ i H5’/H5’’, oraz
dodatkowo na H2” w DMSO-ds. Wplyw grupy metylowej jest widoczny najsilniej na H2’,
H4’ 1 H5°/HS5”’, natomiast kierunek oddziatywania na H2’ 1 H3’ jest przeciwstawny do
pochodnych tlenowych. Przesunigcie sygnalu H1’ w strone silniejszego pola w
pochodnych tlenowych wywolane jest polaryzacja wdhuz wigzan N3-C1°-H1’, jest on
znacznie silniejszy dla pochodnych okso anizeli metoksy i benzyloksy. Oddzialywanie
efektow anizotropowych podstawnikoOw na protony czesci cukrowej zostaja zachowane
zaroOwno przy wzroscie polarno$ci rozpuszczalnika jak 1 odblokowaniu grup
hydroksylowych.

2: Orientacja wokot wigzania glikozydowego pochodnych 2-metylotio, 2-metylo, 2-metoksy i
2-okso, wydaje si¢ przyjmowac zblizone zakresy regionu anti czyli podstawniki zajmuja
pozycje ponad czeScia cukrowa. Natomiast pochodna 2-benzyloksy preferuje nieco
odmienny zakres orientacji anti, najprawdopodobniej podstawnik C2 znajduje si¢ poza

plaszczyzng czeg$ci cukrowe;.
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' [
Rysunek 8: Widma *H NMR czesci cukrowej Wacs i jej C2 podstawionych pochodnych (CDCl; T=25°C)
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Rysunek 9: Widma *H NMR czesci cukrowej Wacs i jej C2 podstawionych pochodnych (DK/ISO—de T=25°C)
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Rysunek 10: Widma *H NMR czesci cukrowej W i jej C2 podstawionych pochodnych (DMSO-ds T=25°C)
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Tabela 12a. Przesuniecia chemiczne 'H NMR 2°,3°,5’-triacetylowyozyny
pochodnych (CDCls)

i jej C2 podstawionych

HI° H2 H3 H4' HS HS® H7 SCHs ‘“CHs Rz  Chb

Acetyl

218,

s, 3H

Wacs 623 585 550 451 ‘23372' ‘2%27' 745 233 418 776 214
(CDCly) d,1H t,1H dd,1H g 1H : diH d,3H s3H s 1H s 3H
dd, 1H dd, 1H 511

s, 3H

2.13,

437- 4.42- 424 s, 3H

2MeOWac: 605 601 552 50 00 (90 743 232 424 410 212
(CDCly) d1H dd, 1H t1H : ° 4 1H s, 3H s, 3H s, 3H s, 3H
m,IH m,1H m, 1H 507

s, 3H

563  2.10,

dd2H s, 3H

2-BnOWacs  6.02 594 527 ‘222%' ‘22116' %%82 745 233 4.08 7.43-7.37 2.08,
(CDCly) d,1H dd, 1H t1H 90 i g gy G IH d8H s 3H m3H  s3H
' ’ ’ 7.58-7.54 1.92,

m,2H s, 3H

213,

438 4.49- 4.30- g5y S 3H

2-OWacs 592 630 571 o0 G0 o, 737 233 412 S50 213,
(CDCly) d1Hdd, 1H t1H 1 Tl gy GIH di3H s 3H PR ségg
s, 3H

212,

437- 4.49- 4.29- s, 3H

NI-Me-2OWacs 591 628 575 o0 00 G0 735 233 410 365 212,
(CDCly) d,1H dd, 1H dd, IH 0 (0 Th gqan G IH d3H s.3H s 3H ségg
s, 3H

214,

433- 458- 443 s, 3H

2MesWac: 621 584 554 O U0 5 745 233 411 278 213,
(CDCly) d,1H dd, 1H dd, 1H V0 (T gqn G IH A3H s3H s 3H szgl7-|
s, 3H

2.16

s, 3H

2-MeWacs 621 559 545 434 444 443 743 233 414 267 215
(CDCly) d1H t1H dd,1H gqlH s1H s1H dIH d3H s3H s3H  s1H
2.08

s, 1H
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Tabela 12b. Przesuniecia chemiczne *H NMR 2°,3°,5 -triacetylowyozyny i jej C2 podstawionych
pochodnych (DMSO-ds)

HI' H2 HY  H& HS  H5” H7 SCHs “CH, R2 CMB
Acetyl
2.11
4.30- s, 3H
Wac; 646 585 547 449445 437-432 5 740 223 406 820 210
(OMSO-d) d,1H t,1H t1H m1H dd1H % s1H d,3H s3H s 1H s, 3H
dd, 1H
1.98
s, 3H
2.09
4.20- s, 3H
2-MeOWacs 6.25 582 5.39 4.40-4.34 i1 738 222 411 400 209
(DMSO-ds) d, 1H dd, 1H t, 1H m, 2H 4% 4 1H d,1H s,3H s, 3H s, 3H
dd, 1H
2.00
s, 3H
5.56
s2H  2.08
4.05. 7.44- s, 3H
2BnOWac: 624 582 524 434430 426421 T 738 222 399 738 207
(OMSO-d) d,1H dd,1H t1H m1H ddIH "7 dIH d3H s34 m3H s3H
’ 758  1.87
755 s, 3H
m, 2H
2.09
4.17- 1160 531
20Wac: 605 614 558 432-429 438432 T 7.38 222 399 [ 207
(DMSO-ds) d,1H dd, 1H dd,1H m,1H dd,1H =) d 1H d,3H s3H o™ g 34
m, 1H NH' 5 oo
s, 3H
2.09
N1-Me-2- 4.17- 8, 3H
OWae 609 611 563 434430 438434 70 738 223 400 350 207
d,1H dd, 1H dd,1H m,1H dd,1H >, d,1H d,3H s 3H s 3H s, 3H
(DMSO-de) m, 1H 199
s, 3H
2.10
433 s, 3H
2MeSWac: 650 563 544 4.42-437 452-447 0 741 233 404 267 207
(OMSO-d) d,1H dd,IH t1H m1H  dd1H 9\ d1H d3H s34 s3H s3H
’ 2.06
s, 3H
212
s, 3H

2-MeWacs 6.43 552 542 4.44-4.40 4.39 438 738 223 4.06 257 207
(DMSO-dg) d,AH t,1H dd, 1H g,1H s,1H s,JH dJAH d3H s3H s3H s, 1H
2.06
s, 1H
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Tabela 13. Przesunigcia chemiczne 'H NMR wyozyny i jej C2 podstawionych pochodnych

(DMSO-ds)
HI° H2 H3 H4 H5 HS" H7 SCHs ‘CHs Rz . °OH
(2,’3”5’)
5.73
d. 3H
w 614 447 415 401 337647 %653(’5 739 222 409 826 534
d,1H g 1H q1H g 1H > 0 41H d3H s3H s 1H  d 3H
dd. 1H dd, 1H L3t
s, 3H
5.51
d, 1H
onteow 592 464 408 386 361345 737 222 403 401 524
d1H q1H m1H q1H m2H  d1H d3H s3H s3H d 1H
4.86
t 1H
5.49°
d.2H 552
753-  d, 1H
renow 593 465 394 381 347332 737 222 402 750 518
d1H q1H q1H q1H m2H  s1H d.3H s3H m2H d 1H
745-  4.83
739t 1H
m,3H
5.35
d, 1H
oow 577 498 416 384 33%% %’%‘ 737 222 401 1145 513
d1H q1H g 1H g 1H > 40 4IH d3H s 3H brs 1H d 1H
m,1H m, 1H
4.81
dd, 1H
5.36
d, 1H
NLMesow 580 502 418 387 336578 %‘237 734 221 401 347 515
d,1H q1H g 1H q 1H > A7 41H d3H s34 s 3H  d 1H
m,1H m, 1H
479
dd. 1H
5.67
d. 1H
oamesw 608 447 405 388 371 371 740 222 407 261 532
d1H q1H q1H q1H t1H t1H d1H d3H s3H s3H d 1H
4.98
t 1H
5.64
d, 1H
iy 606 435 408 388 337637 33%71 737 222 408 256 531
diH qiH m 1H g1H 2 6l 41H d3H s3H s3H  d 1H
m,IH m,1H
5.07
t 1H

2 przypisania sygnalow na podstawie widma zarejestrowanego w obecnosci D20.
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Dynamiczny rozwdj réznorodnych technik pomiarowych **C NMR w ostatnich latach
oraz szerokie ich zastosowanie do badania nukleozydow, nukleotydow i kwasow nukleinowych
umozliwil mi dokonanie istotnych ustalen odnos$nie wlasciwosci C2 podstawionych
pochodnych zaréwno wyozyny jak i jej N4-dezmetylo analogow. Pelna charakterystyka
widmowa 3C NMR pochodnych wyozyny zostata wykonana przeze mnie w duzej mierze w
oparciu o techniki 2D NMR wykorzystujace heteronuklearne sprz¢zenia przez jedno wigzanie
C-H jak i sprzezenia przez wigcej niz dwa wigzania.

Sygnaty C czesci cukrowej (C1°-C5’) nie wykazuja tak znaczacych zmian jak
odpowiadajace im sygnaty 'H (Tabela 14, str. 137). Sekwencja wymienionych sygnatow *C
jest niezmieniona we wszystkich pochodnych wyozyny oraz identyczna z analogicznymi
pochodnymi N4-dezmetylowyozyny i guanozyny. W poréwnaniu z W i Wacs Sygnal C2’
wykazuje tendencje do wystgpowania w silniejszym polu pod wplywem przestaniajacego
efektu anizotropowego podstawnika w pozycji C2 zasady. Wielko$é A5C?’ jest zroznicowana i
wynosi 4.8~4.9 ppm dla 2-okso pochodnych wyozyny, 3.5 ppm dla 2-MeOW i 2-BnOW, 3.2 i
2.6 ppm opowiednio dla 2-MeSW i 2-MeW. Wprowadzenie grupy acetylowej w 02’
zmniejsza wartosé A8%2" do 0.3~0.8 ppm dla tlenowych pochodnych Wacs oraz 1.1~1.5 ppm
dla 2-MeS- i 2-MeWacs. Spadek wielkoéci A§?" jest spowodowany przeciwstawnym do
podstawnika C2 odslaniajacym oddzialywaniem grupy acetylowej na 8“2. Przesuniecie
chemiczne C3’ jest wyraznie uzaleznione od charakteru podstawnika C2. W tlenowych
pochodnych wyozyny 83" ulega nieznacznemu przesunicciu w strone stabszego pola, A ta
wynosi 0.1~0.2 ppm dla 2-MeOW i 2-BnOW, 0.4~0.5 ppm dla 2-OW i N1-Me-2-OW.
Natomiast w 2-MeSW i 2-MeW kierunek zmian jest przeciwny, A wynosi odpowienio 0.4 i
1.0 ppm. Nalezy podkreslié, ze wielkos¢ A8 w odpowiednich C2 podstawionych
pochodnych N4-dezmetylowyozyny nie przekracza 0.1 ppm z wyjatkiem 2-MeOV gdzie
A8S3'=0.2 ppm. Powyzsze poréwnanie sklania mnie do przypuszczenia, ze zréznicowanie
wielkosci ASC3" w pochodnych wyozyny jest rezultatem istnienia odmiennego otoczenia
chemicznego wokot C3’ w porownaniu z pochodnymi N4-dezmetylowyozyny. Zmiany
przesuni¢¢ C3’ po wprowadzeniu grupy acetylowej w O3’ przyjmuja wartosci 0.1~0.9 ppm.

Analizujac A8 sygnalow C2° i C3” (A8%2-C3) pochodnych wyozyny zauwazytem
znaczace roznice w zaleznosci od rodzaju grupy w C2. W 2-OW i N1-Me-2-OW sygnaty C2’
1 C3’ nakladaja si¢ natomiast obecno$¢ grup acetylowych zwigksza Ad obu sygnatow do
1.8~2.0 ppm. W pozostatych pochodnych wyozyny oba sygnalty sa wyraznie oddzielone od
siebie, Ad wynosi 1.6 ppm dla 2-MeOW i 2-BnOW oraz 2.4 i 3.7 ppm dla 2-MeSW i 2-MeW.

Natomiast A§%2~C3" triacetylowych odpowiednikéw wyzej wymienionych zwiazkéw wzrasta
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do 2.8-3.7 ppm. Kierunek zmian potozen sygnalow C2’ i C3’ w analogicznej serii C2
podstawionych pochodnych wyozyny i N4-dezmetylowyozyny jest taki sam, co mogloby
wskazywac na istnienie podobnych oddzialywan przestaniajagcych w obregbie fragmentu C2’-
C3’ czasteczki. Z drugiej strony, wartos¢ Ad sygnatow C2’ i C3’ jest wicksza i bardziej
zroznicowana w serii wyozyny anizeli N4-dezmetylo oraz jest wyraznie uzalezniona od
rodzaju podstawnika. Obserwowany wzrost Ad sygnatow C2’ i C3’ przy przejsciu z uktadu
N4-dezmetylowyozyny do wyozyny wyraznie wskazuje na zmian¢ otoczenia chemicznego
wokoét tych atomow. Wydaje si¢, ze kryterium Ad sygnatow C2° i C3’ stosowane przy
okre$laniu ogélnej preferencji orientacji Syn/anti w 8-podstawionych pochodnych
nukleozydéw purynowych?/0471 nie ma zastosowania do ukladu wyozyny. Polozenie
sygnatow C1° i C4’ pozostawalo bez zmian w nieblokowanych C2 podstawionych
pochodnych w poréwnaniu z wyozyna. Jedynie sygnat C5’ ulegal nieznacznemu przesunigciu
o ok 1 ppm w strone¢ nizszego pola w pochodnych tlenowych i metylotiolowej. Natomiast w
obecnosci grup acetylowych sygnat C1° pojawial si¢ w stabszym polu wzgledem Wacs
(A0=0.9~2 ppm) jedynie w pochodnych zawierajagcych w pozycji C2 atom tlenu lub siarki.
Znaczaca réznice przesuni¢¢ w strong silniejszego pola wykazuje sygnal C4’ (A6=2.3~2.7
ppm) w 2-Me- i 2-MeOWacs.Wprowadzenie grup acetylowych znaczgco wplyneto na
potozenie sygnatow C1° i C4’ przesuwajac ich & w strong silniejszego pola odpowiednio o
wartosci 1.8~2.6 ppm i 5.0~6.7 ppm. Powyzsza tendecja jest identyczna z zaobserwowang dla
serii pochodnych N4-dezmetylowyozyny. Potozenie sygnalow przypisanych grupom
acetylowym zajmowato charakterystyczne dla tej grupy zakresy wartosci przesuniec, roznice
potozen sygnaléw wzgledem Wacs nie przekraczaty 0.5 ppm.

W widmach *C czesci zasadowej C2 podstawionych pochodnych wyozyny najwieksze
zmiany dotycza sygnatdéw N1-C2-N3-C3a-C9a czyli tego samego fragmentu imidazolowego
jak w przypadku pochodnych uktadu N4-dezmetylowyozyny (Tabela 15, str. 138). Réznice
przesunig¢ chemicznych 3C czesci zasadowej w serii acetylowanych i odblokowanych
pochodnych wyozyny wzgledem zwigzkow macierzystych (Wacs, W) nie przekraczajg 1.5
ppm. Wobec tego w dalszej dyskusji analizowane zmiany dotyczy¢ beda kazdej pary
pochodnych. Potozenie sygnatu C2 po wprowadzeniu podstawnika ulegalo najwigkszym
zmianom, jego wielko$¢ uzalezniona jest od charakteru grupy. Przypisanie 6 dla C2
uzyskatem na drodze widm 'H-3C 2D ghmbc, na ktorych obserwowatem sprzezenie C2 z
protonami grupy metylowej lub metylenowej (pochodne N1-metylo-2-okso, metylotio,
metoksy i benzyloksy) oraz z protonem H1’ reszty cukrowej we wszystkich wymienionych
zwiazkach. Podstawienie wodoru grupg alkiloksy lub atomem tlenu powodowato przesuniecie

w stron¢ nizszego pola o 14.5~16.7 ppm. Natomiast w obecno$ci grupy metylowej lub
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metylotiolowej roznica ta byta mniejsza i wynosita 10~11.7 ppm. Podobng Ad w strone
silniejszego pola wykazywatl sygnat C9a. Wynosita ona w przypadku obu pochodnych okso
17.4~18.5 ppm, natomiast dla pochodnej benzyloksy i metoksy - 6.4~7.8 ppm. W zwiazkach
podstawionych grupa metylotiolowa i metylowa sygnal C9a byt znacznie stabiej przesunicty
w strong silniejszego pola - odpowiednio o 0.5 ppm i 2~3 ppm. Przypisanie przesuni¢¢ dla
C9a na podstawie widm 'H-3C 2D ghmbc nie bylo we wszystkich zwigzkach proste.
Obecnos¢ sygnatow korelacyjnych pomigdzy C9a a H2 lub grupg metylowag na N1
obserwowalem jedynie odpowiednio w Wacz i N1-Me-2-OWacs oraz ich odblokowanych
analogach. W pozostatych zwigzkach przypisan dokonatem na drodze eliminacji pozostatych
sygnatow. Kierunek zmian & sygnatu C3a nie jest we wszystkich pochodnych wyozyny
jednakowy. Dla pochodnych tlenowych sygnat ten ulegal przesunigciu w strone silniejszego
pola, w przypadku analogéw okso Ad wynosit 3.3~4.8 ppm, natomiast w obecnosci grup
metoksy i benzyloksy roznica ta malata do 0.4~1.3 ppm. Z kolei w metylotio- i
metylopochodnej kierunek zmian jest przeciwny, czyli w strong stabszego pola, AS wynosi
odpowiednio 0 2.5~2.8 ppm i 1.6~1.7 ppm. We wszystkich pochodnych wyozyny widoczny
jest sygnat korelacyjny pomiedzy C3a i grupa metylowa N* oraz H1’, jedynie w W i Wacs
zamiast sprz¢zenia C3a-H1’ wystapito sprz¢zenie C3a-H2. Warto zauwazyé, ze bardzo
zblizony z tlenowymi analogami wptyw na potozenie sygnatow C9a CH, 0
i C3a ma podstawienie N4-dezmetylowyozyny grupa metylowg w </,j-| _)N:\>—CH3
pozycji N* (39), AS wynosi odpowiednio 12.7 oraz 4.0 ppm w strone Hoxﬁ v
silniejszego pola.#”” Zwigzek 39 posiada strukture mezojonows, z o on
deficytem elektronéw na azocie N1, natomiast w przypadku tlenowych pochodnych jest on
zlokalizowany na weglu C2. Zauwazalne zmiany & wykazywal atom C9, ktéry przyjmowat
nieco nizsze wartosci w pordwnaniu z macierzystym zwigzkiem. RoézZnica przesunigé
wynosita 4.0~4.9 ppm dla 2-okso pochodnych oraz 1.1, 0.6, 0.5 i 0.2 ppm dla metoksy-,
benzyloksy-, metylo- i metylotiolowej pochodnej. Zmiany w przesunigciach pozostatych
sygnatow 13C tj. C4a, C6, C7, N*C, °C byly nieznaczne, najmniejsze réznice obserwowatem
dla ®C (0.3 ppm), dla pozostalych wymienionych atoméw wynosity one 1.0~2.0 ppm.
Warto$¢ oc podstawnikow w pozycji C2 pozostawaty bez istotnych zmian przy przej$ciu z
uktadu N4-dezmetylowyozyny do wyozyny, Ad miesci si¢ w zakresie 0.3~2.1 ppm w
kierunku stabszego pola.

Uzyskane przeze mnie wartosci przesunie¢ °N dla W i Wacs sa zgodne z danymi
literaturowymi, nieznaczne odstepstwa wynikajg z zastosowania innej techniki rejestracji

(Tabela 16, str. 138). 479:480 Przeprowadzilem réwniez pomiary dla wybranych zwigzkow:
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2-OW, 2-OWacsz, N1-Me-2-OW, N1-Me-2-OWacs, 2-BnOWacs i 2-MeSWacs. Najwigksza

roznicg przesunie¢ W dot pola stwierdzitem w 2-oksopochodnych na N1 (Ad=147 ppm) oraz
N3 (Ad=23 ppm), co $wiadczy 0 wyraznej zmianie natury pierScienia imidazolowego.
Podobny efekt zaobserwowano dla 39.47° Znacznie mniejsze roéznice zaobserwowatem dla
pozostatych zwigzkoéw. Przesunigcia sygnatow N4, N5 i N8 wykazywaty niewielkie réznice

w porownaniu z W i Waca.

Tabela 14. Przesunigcia chemiczne *C NMR czgéci cukrowej wyozyny i jej C2 podstawionych pochodnych

(DMSO-ds)
’ ) ) ) 9 C:O CH3
Cl C2 C3 c4 C5 (Acetyl)  (Acety])

W 88.68 74.73 69.45 85.31 60.31
2-MeOW 88.73 71.26 69.68 85.43 61.28
2-BnOW 88.84 71.16 69.55 85.23 61.30
2-0W 88.76 69.84 69.84 85.05 61.45
N1-Me-2-OW 88.95 69.91 69.91 85.15 61.45
2-MeSW 89.01 71.50 69.07 85.96 61.27
2-MeW 88.30 72.15 68.47 85.41 60.58

170.05 20.67

Wacs 85.94 72.71 70.63 80.94 62.69 169.53 20.55

169.10 20.39

169.98 20.35

2-MeOWacs 86.82 71.95 68.89 78.27 61.97 169.57 20.35

169.40 20.24

170.29 20.45

2-BnOWacs 87.41 72.40 69.64 79.10 62.48 169.40 20.40

169.15 20.37

170.61 20.70

2-OWacs 87.79 72.25 70.41 80.07 62.87 169.79 20.56

169.25 20.45

170.54 20.71

N1-Me-2-OWacs  87.99 72.45 70.49 79.99 62.91 169.74 20.57

169.24 20.45

170.34 20.79

2-MeSWacs 87.50 71.65 68.83 79.83 62.38 169.19 20.40

169.01 20.23

169.98 20.47

2-MeWacs 85.73 71.23 67.54 78.67 62.09 169.43 20.26

169.17 20.06
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Tabela 15. Przesuniecia chemiczne *C NMR czeéci zasadowej wyozyny i jej C2 podstawionych pochodnych

(DMSO-ds)
Cc2 C3a Cda C6 Cc7 C9 C9a 2-X 6-CHs N4-CHs
W 135.39 139.82 142.31 137.23 105.66 151.43 115,59 —— 14.04 33.78
2-MeOW 151.44 139.47 142.15 137.04 105.72 150.84 109.23 57.18 14.06 35.20
71.57
128.29
2-BnOW 150.60 139.41 142.17 137.07 105.76 150.83 109.20 128.46 14.06 35.21
128.51
135.31
2-OW 150.63 136.48 141.47 137.06 105.64 146.57 97.75 ——— 13.96 35.10
N1-Me-2-OW 149.90 136.00 141.14 137.21 105.59 146.99 98.21 2852 13.92 35.18
2-MeSW 144,96 142.32 142.07 137.39 105.93 150.50 115.20 15.40 14.08 35.89
2-MeW 145.15 141.38 142.63 137.21 105.61 151.01 113.60 16.68 14.02 35.84
Wacs 133.34 139.57 142.39 138.16 106.74 151.92 116.92 ——— 14.31 33.89
2-MeOWacs 150.52 138.87 141.97 137.11 105.79 150.77 109.16 57.62 14.05 34.55
73.41
128.87
2-BnOWacs  149.98 138.24 142.19 137.69 106.69 151.76 110.51 129.22 14.27 34.79
129.56
134.13
2-OWacs 150.11 135.42 141.26 138.24 106.62 147.39 98.46 —— 14.20 34.87
N1-Me-2-OWacs 149.93 134.73 141.21 138.15 106.38 147.88 99.47 29.12 14.25 34.97
2-MeSWacs  145.08 142.39 141.34 138.03 106.96 151.29 116.42 16.04 14.29 35.79
2-MeWacs  145.08 141.28 142.62 137.37 105.76 151.03 113.76 16.29 14.07 35.72
Tabela 16. Przesuniecia chemiczne ®*N NMR wyozyny i jej wybranych pochodnych
N1 N3 N4 N5 N8
W -129,24 -210,18 -284,74 -154,09 -188,35
N1-Me-2-OW -273,13 -240,97 -281,60 -151,11 -188,80
2-OW -273,00 -239,65 -282,40 -152,16 -189,50
Wacs -125,48 -216,5 -286,78 -155,28 -187,45
2-MeSWacs -132,48 -223,65 -288,32 -155,15 -188,23
2-BnOWacs; Nie zarejestrowano -238,60 -287,97 -152,66 -188,02
N1-Me-2-OWacs -272,80 -242,11 -285,50 -154,15 -188,74
2-OWacs -272,00 -240,15 -284,00 -154,30 -189,65
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