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Rozprawa przedstawia wyniki badan nad synteza, struktura i wtasciwosciami nowych C2
podstawionych pochodnych wyozyny (4,9-dihydro-4,6-dimetylo-9-okso-3-(B3-D-
rybofuranozylo)imidazo[1,2-a]puryny, W) oraz ich syntetycznych prekursoréw, pochodnych
uktadu N4-dezmetylowyozyny (3,9-dihydro-6-metylo-9-okso-3-(B-D-rybofuranozylo)-5H-
imidazo[1,2-a]puryny, V).

Gléwnym celem mojej rozprawy byto znalezienie odpowiedzi na pytanie jaki jest zakres
wplywu modyfikacji czeSci zasadowej wyozyny na parametry konformacyjne w warunkach
ograniczonej swobody rotacyjnej wokot wigzania glikozydowego, czy stwarza ona szersze
perspektywy wymuszania w roztworze nukleozydu réznych konformacji czgsci cukrowe;.
Rozwinigciem podstawowego celu bylo ustalenie wptywu udziatu czynnikoéw elektronowych i
sterycznych, zmian polarnos$ci rozpuszczalnika, obecnosci grup acetylowych w czesci

cukrowej oraz braku grupy metylowej w pozycji N4.

2-Metylowyozyna, (2-MeW) to zwigzek na ktorym wczesniej w Pracowni Chemii
Nukleozydow stwierdzono nienotowane dotad w literaturze wymuszenie usztywnienia
konformacji cze$ci cukrowej nukleozydu pod wptywem odpowiedniego podstawienia na
czesci zasadowej. Zostat on otrzymany z bardzo niska wydajnosciag (1% w stosunku do G) w
wyniku ucigzliwej procedury.3! Cze$é syntetyczng rozpoczatem wiec od udoskonalenia
preparatyki 2-MeW. Guanozyne przeksztalcitem w 8-bromoguanozyne, syntez¢ prowadzitem
w dwoch zasadniczych wariantach:
a) zastgpienie atomu bromu pozadanym podstawnikiem na poziomie uktadu purynowego,
nastepnie alkilowanie-cyklizacja do 2-metylo-N4-dezmetylowyozyny;
b) alkilowanie-cyklizacja do 2-bromo-N4-dezmetylowyozyny, nast¢pnie podstawienie atomu
bromu na poziomie uktadu tricyklicznego, podej$cie nowe, dotad nie odnotowane.
Korzystniejszy wariant b) dostarczyt 2-MeW z wydajnoscig 3% w stos. do G. (Schemat 3)
Podobnie jak w przypadku 2-MeW, procedure syntezy nowych C2 R-podstawionych
analogow W staralem si¢ zoptymalizowa¢ z punktu widzenia réznych szczegdiow

preparatywnych. Wymagaty one modyfikacji ze wzglgdu na rézny charakter podstawnikow.

Otrzymatem pie¢ nowych pochodnych wyozyny podstawionych nastepujacymi grupami:
metylotio (2-MeSW, 34), metoksy (2-MeOW, 35), benzyloksy (2-BnOW, 38) i okso (N1-Me-
2-OW 36, 2-OW 37). Poczatkowo planowatem syntez¢ tylko 2-MeO i 2-BnOW. Pozostale
pochodne powstaty wskutek przebiegu niektorych reakcji w nieoczekiwanym kierunku. Po ich

identyfikacji i optymalizacji syntezy, 2-MeSW, N1-Me-2-OW i 2-OW okazaty si¢ bardzo
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przydatne w dyskusji wptywu czynnikow elektronowych i przestrzennych na wymuszanie
stanow konformacyjnych oraz trwatoéci wigzania glikozydowego. Zwigzek 2-BnOW okazat
si¢ by¢ najtrudniejszym do otrzymania sposrod pozostatych pochodnych wyozyny.
Wykorzystujac doswiadczenie uzyskane podczas syntezy 2-MeV sprawdzitem mozliwosé
wprowadzenia podstawnikow na poziomie tricyklicznego uktadu 2-BrV (10). Otrzymatem
cztery nowe pochodne N4-dezmetylowyozyny: 2-BnOV (21), 2-MeSV (22),
2-MeQOV (23) 1 2-HSV (25). Okreslitem optymalne warunki dla obu podej$¢ syntezy
pochodnych N4-dezmetylowyozyny w DMF i DMSO. Zaleta przejscia przez 2-BrV jest
mniejsza pracochtonno$¢ podczas izolacji oraz wyzsza wydajnos¢ dla 2-MeV i 2-MeOV. Na
kazdym etapie syntezy strukture zwigzkow przypisatem za pomoca widm *H i *C NMR.
Uzyskane wyniki dotychczasowej optymalizacji wydajnosci syntez poszczegoélnych 2-R
podstawionych pochodnych N4-dezmetylowyozyny i wyozyny byly bardzo zr6znicowane co

pokazuje ponizsze zestawienie:

Zwiazek Wydajnosc? Zwiazek Wydajnos¢?
2-MeV 39% 2-MeW 3%
2-MeSV 21% 2-MeSW 6.5%
2-MeOV 38% 2-MeOW 10.4%
2-BnOV 47% 2-BnOW 6.1%
---------------------- N1-Me-2-OW 1.8%
---------------------- 2-O0W 6.1%

@ Wydajnos¢ liczona wzgledem guanozyny 1.

Znaczny spadek wydajnosci migdzy seria V i W to 3 etapy syntezy- acetylowanie,
metylowanie i odblokowanie przebiegajace z reakcjami ubocznymi. W przypadku
stwierdzenia w ciggu dalszych badafh szczegodlnie interesujacych wlasciwosci ktorejs z
pochodnych wyozyny, indywidualna optymalizacja jej wydajno$ci moze odby¢ sie¢ przez
modyfikacje tych etapow.

Pochodne triacetylowe 2-RVacs i 2-RWacsz, niezbedne etapy posrednie stosowanej przeze
mnie drogi syntetycznej, dostarczyly szeregu waznych informacji w opisanej dalej analizie

konformacyjnej.

Po raz pierwszy przedstawitem dla C2 podstawionych analogdéw wyozyny pelna
charakterystyke spektralng za pomocg wysokorozdzielczej spektroskopii *H, **C i N NMR.
Przypisania sygnatéow H, C i N dokonalem w oparciu o samodzielnie wykonane
eksperymenty 2D NMR (*H-'H COSY, ¥C,'H HSQC, *C,'H HMQC, ®N,'H HMQC i
HSQC) w Narodowym Instytucie Chemii w Ljubljanie (Stowenia). Odbylem tam pod

kierunkiem profesora Janeza Plaveca dwa 3-miesi¢czne staze naukowe wchodzace w sktad
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5-ego ramowego programu Unii Europejskiej. Struktur¢ nowych pochodnych N4-
dezmetylowyozyny przypisatem na podstawie widm *H i 3C NMR. Przeanalizowatem zmiany
przesuni¢¢ zwigzane z obecno$cig podstawnikow w C2 oraz grupy metylowej w N4.
Najwieksze perturbacje obserwowatem w widmach *C NMR pochodnych tlenowych
wyozyny (2-MeOW, 2-BnOW, N1-Me-2-OW, 2-OW) w obr¢bie fragmentu imidazolowego
N1-C2-N3-C3a-C9a zasady oraz H i ®C NMR czesci cukrowej. Dane spektroskopowe
zwigzkéw podstawionych grupa metylowa i metylotiolowa wykazuja wzgledem siebie
wyrazne podobienstwo oraz nieznaczne réznice w porownaniu z wyozyng. Stwierdzitem, ze
schemat zmian sekwencji sygnatow °C czeéci zasadowej analogow wyozyny i N4-dez-
metylowyozyny pozostaje zgodny z schematem ustalonym dla pary wyozyna: N4-dez-
metylowozyna niezaleznie od rodzaju podstawnika w C2. Uzyskane informacje pozwolity na

wytlumaczenie preferencji konformacyjnych oraz zmian trwatosci wigzania glikozydowego.

Konformacja wokol wigzania glikozydowego otrzymanych tricyklicznych pochodnych
guanozyny wykazuje wyrazng zalezno$¢ od obecnosci podstawnikow w C2 i N4. Na
podstawie analizy przesunie¢ chemicznych 'H i ®C NMR ustalitem, ze C2 podstawione
pochodne N4-dezmetylowyozyny majg tendencje do przyjmowania orientacji Syn. Obserwacja
ta jest zbiezna z stwierdzonym w nukleozydach purynowych efektem wymuszania orientacji
syn przez podstawniki w pozycji C8, (odpowiednik pozycji C2 tricyklicznych pochodnych
guanozyny). Budowa uktadu heterocyklicznego tj. puryny vs N4-dezmetylowyozyna pozostaje
bez wplywu na orientacje syn/anti, zasadniczym czynnikiem determinujacym przyjecie
konformacji syn jest obecno$¢ podstawnika w pozycji C8/2. Wprowadzenie grupy metylowe;j
w pozycje N4 wyraznie skierowuje plaszczyzne zasady w kierunku rejonu anti. Wynik ten
uzyskatem na drodze pomiarow efektu NOE, heteronuklearnych statych sprz¢zen oraz analizy
zmian przesunie¢ chemicznych 'H, ¥C NMR. Okazato si¢ jednak, Ze pomimo istnienia
zawady przestrzennej, jaka jest grupa metylowa w pozycji N4, hamujacej swobodng rotacje
wokot wigzania glikozydowego, istnieje zréznicowanie w usytuowaniu plaszczyzny zasady w
regionie anti. Wraz ze wzrostem wielkosci podstawnika w C2 obserwowalem zmniejszenie
odlegtosci pomigdzy H2’ a protonami grupy metylowej N4, a wigc przesunigcie ptaszczyzny
zasady w strone regionu high-syn, najwickszy efekt zaobserwowatem dla pochodnej 2-
BnOWacs, najmniejszy dla 2-OWacs. Powyzsza ocena zmian orientacji wokot wigzania
glikozydowego jest duzym przyblizeniem, stad ograniczam si¢ tylko do stwierdzenia ich
kierunku, bez podawania nawet zakresu wartosci kata .

Przeprowadzitem analize¢ konformacyjng  B-D-rybofuranozy otrzymanych C2
podstawionych pochodnych wyozyny i N4-dezmetylowyozyny oraz ich triacetylowych
odpowiednikow na podstawie obliczen programem PSEUROT. Na podstawie analiz
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stwierdzitem, ze na preferencje konformacyjne czeSci cukrowej maja wplyw modyfikacje
czegsci zasadowej (obecno$¢ postawnika C2) jak 1 czeéci cukrowej (grupy blokujace).
Ograniczenie swobody rotacji wokol wigzania glikozydowego do rejonu anti w pochodnych
wyozyny pozwolilo na ukazanie innej cechy podstawnikoéw w pozycji C2 obok znanej
dotychczas cechy polegajacej na wymuszaniu zmiany orientacji z anti na syn. Wyozyna
wykazuje tendencje do wystgpowania w dwoch typowych rejonach zgrupowanych wokét C3°-
endo i C2’-endo. Stwierdzitem, ze czes¢ cukrowa tlenowych pochodnych wyozyny (2BnOW,
2-MeOW, N1-Me-2-OW i 2-OW) wykazuje tendencje do zajmowania dwoch standw
konformacyjnych: C1°’-egzo/C1°-egzo-O4’-endo oraz C4’-egzo/C4’-egzo-O4’-endo. Suma
populacji wyzej wymienionych konformerow wynosi 51-61%. Konformer C1°-egzo wystepuje
w najwickszej przewadze w 2-MeOW (30,4%). W pozostalych omawianych pochodnych
udziat C1°-egzo jest mniejszy (19-23%), kosztem wzrostu udziatu stanéw konformacyjnych
C1’-egz0-0O4’-endo, C4’-egzo-O4’-endo, C4’-egzo. Grupa benzyloksy powoduje wyrazny, ok
1.5-2 krotny wzrost populacji konformerow 0O4’-endo-C4’-egzo i O4’-endo-C1’-egzo w
poréwnaniu z pozostalymi tlenowymi analogami. W przypadku 2-MeW i 2-MeSW
stwierdzitem zdecydowang przewage konformeru O4’-endo-C1’-egzo. Tak znaczace
przesunigcie preferencji konformacyjnych wzglegdem wyozyny w C2 podstawionych
pochodnych w strong¢ regionu East wynika z oddziatywan sterycznych pomigdzy
podstawnikiem C2 a tancuchem 5’-CH>OH. (Rysunek 16a)

Rysunek 16. Uproszczony opis preferencji konformacyjnych czegsci cukrowej C2-R podstawionych
pochodnych a: wyozyny, W; b: N4-dezmetylowyozyny, V.
Orientacja wokot wigzania glikozydowego a: anti; b: syn z wyjatkiem V. Zaznaczone
stany konformacyjne dotycza populacji powyzej 10%
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Preferencje konformacyjne czgsci cukrowej N4-dezmetylowyozyny i jej pochodnych (2-
MeQV, 2-BnQV, 2-MeV i 2-MeSV) sa do siebie zblizone. Glownymi konformerami sg C2’-
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endo-C1’-egzo i C1’-egzo jednak ich sumaryczny udzial jest nizszy w N4-dezmetylowyozynie
(37%) anizeli w jej C2 analogach (43-52%). Podobienstwo preferencji konformacyjnych
czesci cukrowej C2 podstawionych analogow N4-dezmetylowyozyny do odpowiednich
pochodnych wyozyny jest znaczace. Wskazuje to na zachowanie zdolno$ci podstawnika C2 w
uktadzie N4-dezmetylowyozyny (odpowiednik pozycji C8 puryn) do wplywania na
konformacj¢ cukru obok powodowania znanego efektu zmiany orientacji anti na syn.
(Rysunek 16b) Okazuje si¢ ze wymuszanie przewagi okreslonych stanéw konformacyjnych
czeSci cukrowej mozna osiagng¢ rowniez na drodze modyfikacji samej zasady bez
koniecznos$ci zamrazania rotacji wzdluz wigzania glikozydowego. Moze mie¢ to znaczenie w
badaniu wlasciwosci strukturalnych i termodynamicznych kwaséw nukleinowych po
wprowadzeniu odpowiednio modyfikowanych nukleozydow.

W pochodnych acetylowych wyozyny, zawierajacych podstawnik potaczony mostkiem
tlenowym, cz¢$¢ cukrowa, niezaleznie od polarno$ci rozpuszczalnika przyjmuje konformacje
C3’-endo-C4’-egzo i C4’-egzo. Udziat tego drugiego konformeru jest zdecydowanie wigkszy
w przypadku pochodnej zawierajacej podstawnik benzyloksy. Wzrost polarnosci
rozpuszczalnika spowodowany zmiang CDCl3z na DMSO-ds skutkowat wyraznym wzrostem
udziatlu konformeru C4’-egzo. Natomiast w przypadku acetylowych pochodnych
zawierajacych grupe metylowa (2-MeWacs), i metylotiolowa (2-MeSWacs), zaobserwowatem
niezmienng tendencje do przyjmowania konformerow z regionu East, czyli O4’-endo/O4’-
endo-C1’-egzo w obu rozpuszczalnikach. W porownaniu z nieblokowanymi analogami
wyozyny, obecnos¢ grup acetylowych powoduje istotne zmiany pofatdowania z regionu South
w kierunku North.

W przypadku acetylowych C2 podstawionych pochodnych N4-dezmetylowyozyny (2-
MeSVas, 2-MeVasz, 2-MeOVas, 2-BnOVas) preferencje pofaldowania czesci cukrowej sa
znaczaco odmienne od nieblokowanych analogéw 1 sa wyraznie zréznicowane w obu
rozpuszczalnikach. Najczesciej wystepujacymi stanami konformacyjnymi w DMSO-dg sg C4’-
egzo, O4’-endo-C4’-egzo i O4’-endo-Cl1’-egzo. W mniej polarnym medium (CDCls)
preferencje pofaldowania sg przesunigte w stron¢ konformeréw zgrupowanych wokot C3°-

endo i C2’-endo.

Powyzsze wyniki pokazaty, ze na pofaldowanie czgsci cukrowej mozna wptywaé przez
modyfikacje czeSci zasadowej, przy czym charakter odziatywania zalezy od charakteru
podstawnika czyli jego wiasciwosci elektronowych i przestrzennych. Drugim czynnikiem
okazuje si¢ by¢ obecnos¢ grup acetylowych. W przypadku analogéw tlenowych,
obserwowalem znaczne zmiany w obrebie ,Jlewego” imidazolowego fragmentu zasady

wyozyny, co sktonito mnie do przypuszczenia odno$nie roli czynnikdéw elektronowych w
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ksztattowaniu pofatdowania. Natomiast konformacja pochodnych zawierajacych grupe
metylowa oraz metylotiolowa wydaje si¢ by¢ raczej wymuszona czynnikami sterycznymi, a

wigc odpychaniem mig¢dzy podstawnikiem C2 a czgécig cukrowa.

Dokonatem takze analizy konformacyjnej orientacji wokot wigzania C4’-C5°. Na
podstawie statych sprzezen H4’-H5’ oraz H4’-H5’’ okreslitem udziaty procentowe wszystkich
trzech rotamerow wszystkich badanych w niniejszej pracy tricyklicznych pochodnych
guanozyny. Stwierdzitem, ze obecnos¢ podstawnika w C2 znaczaco wplywa na obnizenie
populacji rotameru sc na rzecz wzrostu populacji rotameréw ap i —sc. Spadek ten jest
najwiekszy w pochodnych wyozyny i N4-dezmetylowyozyny zawierajacych tlen lub siarke w
pozycji C2 i wynosi 22-36%. Mniej wyrazny efekt obnizenia populacji rotameru SC na rzecz
ap obserwowatem dla acetylowanych pochodnych wyozyny w CDCls, natomiast w DMSO-ds
udzialy procentowe poszczegdlnych rotamerow byly zblizone do macierzystego zwigzku

Wacs.

Przeprowadzitem poréwnanie trwatosci wigzania glikozydowego wyozyny oraz jej
pochodnych 2-MeW, 2-MeSW, 2-MeOW, 2-BnOW 2-OW i N1-Me-2-OW. Eksperyment ten

polegal na wyznaczeniu czasu tos reakcji hydrolizy wigzania glikozydowego w $srodowisku
kwasnym metoda Vierordta wykorzystujac réznice w widmach UV nukleozydu i zasady.

Stwierdzitem zalezno$¢ podatnos$ci na hydroliz¢ od charakteru elektronowego podstawnika.
Réznica wyznaczonych czaséw okazala si¢ by¢ bardzo duza, najwicksza stwierdzitem dla
pochodnych 2-oksowyozyny (2-OW i N1-Me-2-OW), ktore byly o ok dwa rzedy wielkosSci
dhuzsze od tos wyozyny. 2-Metoksywyozyna i 2-benzyloksywyozyna okazaty si¢ by¢ tylko
nieznacznie trwalsze (2 krotnie). Najkrotszym czasem potdwkowym charakteryzowaty sig¢
pochodne z podstawnikiem metylotiolowym (2-MeSW) i metylowym (2-MeW), stosunek
czasOéw tos W do tos wyzej wymienionych zwigzkow wynosit odpowiednio 4 i 14 (Tabela 24,
str. 184). Wyniki te wnosza istotng informacj¢ do dyskusji na temat charakteru przyczyn
decydujacych o nietrwatosci wigzania glikozydowego wyozyny i innych nukleozydow typu Y.
Przez dhugi okres przypisywano ja wyltacznie sttoczeniu przestrzennemu grupy N-4-metylowej
i czesci rybozowej. Wyniki powyzszych pomiaréw w zestawieniu z danymi spektralnymi 3C i
N daty odpowiedZ na pytanie o rodzaj czynnikéw decydujacych o stabilnosci wigzania
glikozydowego. Wzrost trwatosci 2-OW i N1-Me-2-OW jest spowodowany zmiang natury
elektronowej pierscienia imidazolowego N1-C2-N3-C3a-C9a. Dla zwigzku 2-MeOW udziat
czynnikéw elektronowych okazat si¢ by¢ mniejszy natomiast zdecydowany spadek trwatosci

2-MeW, 2-MeSW przypisatem udziatowi czynnikow sterycznych.
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W czesci literaturowe] przeanalizowalem zmiany parametrow konformacyjnych 502
struktur krystalicznych nukleozydow (389 zwigzkow) w zalezno$ci od rodzaju modyfikacji w
oparciu 0 uaktualniony zakres danych literaturowych. Okreslitem zakres wplywu
poszczegbdlnych zmian strukturalnych na przyjmowane wartosci P, x 1 y. Wykazatem istnienie
pewnych zalezno$ci pomiedzy parametrami konformacyjnymi przy wystepowaniu
okreslonych zmian w strukturze.

Kryterium wyboru publikacji byla obecno$¢ pelnego opisu struktury przestrzennej
zwiazku za pomocg w/w parametrow konformacyjnych. W zaleznosci od rodzaju modyfikacji
obecnej w strukturze, kazda z nich przypisatem do jednej z trzech grup:

e modyfikacje cz¢sci zasadowej nukleozydow purynowych i pirymidynowych

¢ modyfikacje czesci cukrowej nukleozyddéw purynowych i pirymidynowych

e modyfikacje polegajace na obecnosci dodatkowych wigzan kowalencyjnych pomiedzy

cz¢scig cukrowa a zasadowa lub w obrgbie czesci cukrowej

W powyzszym zestawieniu istnieja nieliczne przyklady struktur, ktére mozna bylo
zaliczy¢ do dwoch grup jednoczesnie, wowczas przypisania dokonatem arbitralnie.

Poszczegdlne parametry konformacyjne zestawilem w formie tabelarycznej dla
ulatwienia analizy ich wzajemnej zalezno$ci. W niektorych przypadkach konieczne bylo
obliczenie warto$ci kata fazowego pseudorotacji oraz amplitudy pofatldowania na podstawie

podanych w literaturze katow torsyjnych pierécienia rybozy.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze za pomocg odpowiedniego podstawienia na czgsci
zasadowej nukleozydu mozna, w znacznym zakresie, sterowa¢ preferencjami
konformacyjnymi i doprowadzi¢ do usztywnienia w roztworze czgsci cukrowej uktadu. Duzy
wplyw na preferencje konformacyjne 1 mozliwo$¢ usztywnienia maja nie tylko wlasciwosci

przestrzenne lecz takze elektronowe podstawnikow.

Mozna mie¢ nadziej¢, Zze to nowe podejScie dostarczy analogéw nukleozydow i
nukleotydéw pozwalajacych lepiej zroumie¢ pewne procesy biologiczne i w pozadany sposob

je ukierunkowac.
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