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3 Cele pracy

Celem pracy doktorskiej jest badanie mechanizmu cyklizacji oraz nukleofilowego otwarcia
pierscienia 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny. Jest to nowa klasa zwigzkow, ktore
dzigki obecnosci podstawnika pirydynylowego wykazuja zwickszong podatno$¢ na dziatanie
nukleofili. Z prowadzonych badan wynika, ze niektore aminoalkohole 2-pirydynylowe ulegaja
cyklizacji po przytaczeniu do centrum fosforynowego tworzac pigciocztonowy pierscien
oksazafosfolidyny. Realizacja celu zostata poprzedzona opracowaniem chemicznej metody
syntezy aminoalkoholi 2-pirydynylowych, ktére sa prekursorami termolabilnych grup
ochronnych stosowanych miedzy innymi w ochronie centrum fosforanowego. Badanie
podatno$ci na otwarcie pod wplywem czynnika nukleofilowego prowadzilem z
wykorzystaniem roznych aniondéw difosforanowych. Aby osiggna¢ zamierzony cel pracy,
przeprowadzilem nastepujace etapy prac badawczych, nakierowane na uzyskanie celow

szczegotowych, do ktérych naleza:

e  Wybdr i synteza aminoalkoholi 2-pirydynylowych jako prekursorow 3-(pirydyn-2-ylo)-
[1,3,2]-oksazafosfolidyn;

e Okreslenie miejsc modyfikacji 2-pirydynylowych alkoholi oraz ich wptywu na reakcje
cyklizacji i otwierania pier§cienia oksazafosfolidynowego;

e Opracowanie metody syntezy 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyn poprzez
cyklizacje 2-Pirydynylowych Termolabilnych Grup Ochronnych;

e Badania strukturalne i mechanistyczne nad stereoizomerami 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-
oksazafosfolidyn;

e Badanie reakcji otwarcia pierScienia 3-pirydynylooksazafosfolidynowego pod
wplywem difosforanéw w celu opracowania zatozen pod przyszla synteze trifosforanow
nukleozydow;

e Badania zaleznosci pomiedzy modyfikacja oksazafosfolidyny, a jej wiasciwosciami

podczas reakcji z pirofosforanami jako czynnikami nukleofilowym.



4 Skroty uzywane w pracy

2-Py — grupa 2-pirydynylowa

Ac- grupa acetylowa

Ade — adenozyna

ATP - adenozyno-5'-trifosforan

Bu — grupa butylowa

CDI- karbonyldiimidazol

CPG- (ang. Controlled Pore Glass) — szkto o kontrolowanej porowatosci
CTP - cytydyno-5'-trifosforan

Cyt — cytozyna

dATP — deoksyadenozyno-5'-trifosforan
DBU - 1,8-Diazabicyklo[5.4.0]Jundek-7-en
dCTP - deoksycytydyno-5'-trifosforan
dGTP- deoksyguanozyno-5'-trifosforan
DIPA - diizopropyloamina

DIPEA - diozopropyloetyloamina

DMF - dimetyloformamid

dNTP — deoksynukleozydo-5'-trifosforan
dTTP — deoksytymidyno-5'-trifosforan
dUTP - deoksyurydyno-5'-trifosforan

eq — ang. equivalent — ekwiwalent

Et — grupa etylowa

EtOH - etanol

GTP — guanozyno-5'-trifosforan


https://en.wikipedia.org/wiki/Carbonyldiimidazole

Gua - guanozyna

HPLC — (ang. High Performance Liquid Chromatography) — wysokosprawna chromatografia

cieczowa

iPr — grupa izopropylowa

MeCN -acetonitryl

MetOH - metanol

Mp -)ang. melting point) — temperatura topnienia

NMP — nukleozydo monofosforan

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy

NTP — nukleozydo trifosforan

ODNs — oligo dezoksynukleozydy

ORN - oligo rybonukleotydy

OTf — grupa triflatowa

PBS — (ang. Phosphate-buffered saline) - zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
PEG - poli(glikol etylenowy)

PEP - fosfoenolopirogronian

Ph — grupa fenylowa

ppm — (ang. parts per milion) — liczba czesci na milion
PS-ODNs — tiofosforany oligonukleotydow

RP- (ang. reversed-phase) - odwrocona faza

Rt — (ang. room temperature) — temperatura pokojowa
SIRNA — (ang. small interfering RNA) - krotkie interferujace RNA
TBDMS — grupa tert-butylodimetylosililowa

t-Bu - grupa tertbutylowa

TEA - trietyloamina
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TGO — Termolabilna Grupa Ochronna

THF - tetrahydrofuran

Thy - tymidyna

TLC — (ang. Thin Layer Chromatography) — chromatografia cienkowarstwowa
TPP — trifenylofosfina

Ts — grupa tosylowa

TTP — tymidyno-5'-trifosforan

Ura -Uracyl

UTP - urydyno-5'-trifosforan
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5 Czesc¢ Literaturowa

5.1 Trifosforany nukleozydéw

Trifosforany nukleozydéw (NTP) sa kluczowymi mediatorami niezliczonych proceséw
biologicznych, w tym replikacji DNA, transkrypcji i translacji. Naturalnie wystepujace
trifosforany deoksyrybo- i rybonukleozydow sa podstawowymi blokami strukturalnymi w
enzymatycznej syntezie DNA i RNA w warunkach in vivo i in vitro. Odpowiednie syntetyczne

123§ substraty enzymow*®°, agonisty i

analogi NTP byly szeroko stosowane jako inhibitory
antagonisty receptorow nukleotydowych®’, znakowane sondy molekularne, czy sktadniki
testow biologicznych.® Dodatkowo stanowia czynne metabolity niektorych lekéw, takich jak
np. rybawiryna- zwiazek o wtasciwosciach przeciwwirusowych. 5'-trifosforany DNA lub RNA
shuza rowniez jako wazne substraty w wielu zastosowaniach biochemicznych.® Trifosforany
DNA sg stosowane w przemysle biotechnologicznym jako substraty do wytwarzania
syntetycznych genow.'® Z kolei trifosforany RNA s3 uzywane do ligacji czasteczek RNAL,
wykrywania odpowiedzi wirusowych poprzez aktywacje biatka RIG-1'2, indukcji odpornosci
przeciwwirusowej'® oraz w syntezie enzymatycznej m7G-5'-kapowanych RNA.'* Wykazano,
ze odpowiedz immunologiczna wywolana przez wigzanie trifosforanow RNA z TP RIG-1 taczy
si¢ z Wyciszaniem genéw przez mate interferujace RNA (siRNA).® Dane te wskazuja na
potencjat terapeutyczny immunostymulujacych kwaséw nukleinowych, w tym trifosforanéw
siRNA. Ostatnie badania wtasciwosci RIG-1 byly mozliwe przy stosowaniu syntetycznych
trifosforanow, zamiast 5'-trifosforanow generowanych przez transkrypcje RNA in vitro.
Istnieje kilka zalet syntetycznych NTP nad uzyskiwanymi in vitro, takich jak czystos¢ reakcji,
powtarzalna wydajnos¢, potencjalne zastosowanie w syntezie wielkoskalowej, a takze

mozliwos¢ wprowadzenia wielu modyfikacji chemicznych.
5.2 Metody syntezy trifosforanow nukleozydow

Obserwujac rozwdj] metod syntezy trifosforanoéw nukleozyddéw mozna doj$¢ do wniosku, ze
potrzeba uniwersalnej i wysoce wydajnej metody jest nierozwigzanym, palagcym problem
syntetycznym. Istnieja wprawdzie metody, ktore dzialaja bardzo dobrze na niektorych
substratach (np. metody enzymatyczne dla naturalnych trifosforanéw nukleozydow) i istnieje
kilka metod, ktére dziatajg umiarkowanie dobrze dla wigkszo$ci substratow — np. powszechnie
stosowana metoda Ludwig’a —  Eckstein’a  wykorzystujagca  chloro-4H-1,3,2-

benzodioksafosforyn-4-on.2® Jednak zadna z nich nie ma znamion metody uniwersalnej.
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Trifosforany nukleozydow sg trudne do otrzymania, izolacji, charakterystyki i przechowywania
ze wzgledu na kilka czynnikéw. Po pierwsze, wiele z metod ich syntezy obejmuje potaczenia
zwigzkow jonowych z substratami o charakterze hydrofobowym lub niepolarnym (na przyktad
reakcja pirofosforanow z zabezpieczonymi nukleozydami). W zwigzku z tym trudno jest
znalez¢ odpowiednie S$rodowisko reakcji, a oczyszczanie musi obejmowac izolowanie
natadowanych produktéw rozpuszczalnych w wodzie z mieszaniny zanieczyszczen
hydrofilowych i hydrofobowych. Po drugie, zwiazki te nalezg do zwigzkdéw nietrwatych,
szczegblnie w roztworze. Dotychczas przeprowadzone badania wskazujg, ze hydroliza funkcji
trifosforanowej zachodzi zaréwno w warunkach zasadowych, jak i kwasowych.!” Dodatkowo
Zauwazono, ze state probki trifosforanéw nukleozydow rozkladajag si¢ w ciggu kilku dni, nawet
w niskiej temperaturze.  Stabilno$¢ trifosforanow nukleozydow lub jej brak, jest
prawdopodobnie zwigzana z przeciwjonami obecnymi w $rodowisku. Trifosforany w formie
sprotonowanej, sa uwazane za stosunkowo niestabilne, prawdopodobnie dlatego, ze obnizaja
pH niezbuforowanego srodowiska w ktorym sg rozpuszczone, CO przyspiesza ich rozktad. W
warunkach obojetnych moga one by¢ stabilne w obnizonych temperaturach przez lata,
zwlaszcza gdy do stabilizacji uzyje si¢ kationow trialkiloamoniowych.

Metody otrzymywania i izolacji trifosforanéw zostaty ulepszone znaczaco od czasu ich
pierwszej syntezy chemicznej. W 1949 roku Michelson i Todd jako pierwsi zaproponowali
synteze, izolacje i charakterystyke ATP.!® Procedura izolacji zawierata kilka pracochtonnych
etapow stracania soli baru w kontrolowanych warunkach pH, niechromatograficzne metody
jonowymienne oraz rekrystalizacje odpowiedniej soli akrydyniowej. Charakterystyka polegata
na okreSleniu temperatury topnienia, rentgenowskiej fotografii proszkowej, widmach IR,
widmach absorpcyjnych oraz przebadaniu aktywnosci biologicznej zregenerowanego wolnego
kwasu nukleinowego. W pdzniejszych latach dostgpna stata si¢ szeroko stosowana do oceny
czystosci trifosforanow chromatografia bibutowa, obecnie w duzej mierze zastgpiona przez

HPLC.Y®

Ogromnym ulatwieniem w identyfikacji zwiazkéw zawierajacych atom fosforu jest analiza
3P NMR. Ugrupowanie trifosforanowe posiada w widmie 3P NMR charakterystycznie
rozszczepione sygnaly przy przesunigciu chemicznym wynoszacym -6, -11 i -22 ppm, ktore
mozna przypisa¢ dla poszczegdlnych atoméw fosforu (a, vy, P). Wartosci przesunigé
chemicznych dla trifosforanéw nukleozydow sg silnie zalezne od uzytego rozpuszczalnika, pH
1 uzytych przeciwjonow. Latwos$é, z jaka obserwuje si¢ te sygnaly jest odwrotnie

proporcjonalna do szybko$ci wymiany przeciwjonow, ktéra moze by¢ ograniczana przez uzycie
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buforu. Zjawisko wymiany przeciwjonéw wplywa réwniez na obraz widm protonowych. Co
wigcej, niewystarczajaca liofilizacja moze prowadzi¢ do pozostatosci soli trialkiloamoniowch,
ktore bedg przestania¢ lub catkowicie zastania¢ odpowiednie sygnaty w widmie fosforowym.
Dlatego czesto nawet posrednie etapy syntezy wymagaja stosowania technik spektrometrii mas

w miejsce prostszych i szybszych metod analizy postgpow reakc;ji.

Duze zapotrzebowanie na syntetyczne trifosforany nukleozydow oraz wiele probleméw z
ich synteza i obrobkg powoduje, ze od lat sg one przedmiotem zainteresowania chemikow.
Mimo wielu podejmowanych prob nowe metody ich syntezy okazuja si¢ najczesciej efektywne

tylko w okreslonym, waskim zakresie zastosowan.
5.2.1 Metody syntezy w fazie ciektej

5.2.1.1 Metody syntezy poprzez chlorofosforany

Weczesne prace dotyczace fosforylacji nukleozydow z wykorzystaniem trichlorku fosforylu
byly utrudnione przez brak stereoselektywnosci podczas reakcji. Odpowiednie innowacje
zostaty zaproponowane przez Yoshikawe 1 jego wspoOtpracownikow, ktorzy odkryli, ze
szybkos¢ fosforylacji mozna zwigkszy¢ uzywajac jako rozpuszczalnikow trimetylo- lub
trietylofosforanow.?®  Zastosowanie takich rozpuszczalnikoéw pozwolilo uzyska¢ dwa
zasadnicze rezultaty. Po pierwsze, w przeciwienstwie do wczesniejszych prac stato si¢ mozliwe
jednoczesne rozpuszczanie nukleozydéw 1 innych reagentéw w celu otrzymania
homogenicznych roztworéw. Po drugie, uwaza si¢ ze oddzialywanie pomigdzy
trialkilofosforanami a POCIz prowadzi do powstawania aktywnego produktu posredniego

podobnie jak w przypadku kompleksu pomiedzy POCl3 a DMF.2!

Pierwsze prace Yoshikawy byly prowadzone na 2’, 3’-O-izopropylidieno blokowanych
nukleozydach, ale z czasem udato si¢ znalez¢ optymalne warunki dla selektywnej reakcji na
grupie 5’-hydroksylowej w nieblokowanych rybo- i dezoksyrybonukleozydach.?? Zauwazono,
ze kluczowe znaczenie w hamowaniu powstawania mieszaniny 2’ i 3’ fosforanéw ma
srodowisko kwasowe, stad w metodzie Yoshikawy dodaje si¢ okreslonych ilosci wody w celu
wytworzenia HCI in situ. Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze kolejne prace wykazaty, ze dobrg
regioselektywno$¢ mozna réwniez uzyska¢ w warunkach lekko zasadowych, stad zalezno$¢

pomiedzy regioselektywnoscia fosforylacji, a pH jest niejasna.

Schemat 1 przedstawia typowe warunki i rezultaty otrzymane przez zespdt Yoshikawy.

Wezeéniejsze doniesienia®® opisuja selektywnosé fosforylacji metoda Yoshikawy jako bardzo
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wysoka, jednak okazuje sig, ze rzadko jest ona catkowita, a nowoczesne metody analityczne
pokazuja to lepiej niz byto to dawniej mozliwe. Zespo6t Yoshikawy probowat rowniez zamiast
POCI3 uzywa¢ chlorku pirofosforylu [C12P(O)OP(O)Cl], jednak nie odnotowano przewagi

tego rozwigzania.

HO.

1.3 POCl; H,0
(MeO);PO, 0°C, 1,5 h

2. H,0

Schemat 1: Monofosforylacja metoda Yoshikawy — warunki ogolne.

Niemalze w tym samym czasie konkurencyjne zespoty do reakcji fosforylacji nukleozydow
w rozpuszczalnikach innych niz trialkilofosforany (np. 2-chlorofenol), stosowaty bezwodnik
kwasu dichlorofosforowego. Zaobserwowano pewne wysoce selektywne reakcje 42°, jednak w
niektorych przypadkach nie udawalo si¢ uzyska¢ zadnej Iub jedynie niewielka
regioselektywnos¢, stad metody te nie uzyskaty duzej popularnosci.

Ciekawym osiggnieciem monofosforylacji metoda Yoshikawy jest otrzymanie
chlorofosforanowego produktu posredniego, ktory przed etapem hydrolizy moze by¢
wykorzystany w bezposredniej reakcji z jonem pirofosforanowym. Pracujace niezaleznie
zespoty Ludwiga?® i Cheng?’ generowaty dichlorofosforany nukleozydéw za pomoca metody
Yoshikawy by nast¢pnie prowadzié¢ reakcje w obecnosci tributyloaminy i 5-krotnego nadmiaru
pirofosforanu bis(tri-n-butyloamoniowego) w bezwodnym DMF. Po 1 minucie obserwowano
powstawanie cyklicznego produktu posredniego (trimetafosforanu 2a), ktory w wyniku
hydrolizy w TEAB (pH=7,5) prowadzit do powstania trifosforanu nukleozydu z 78-86%
wydajnoscig (Schemat 2). Ludwig zauwazyl, ze uzyskiwane wydajnosci sg mniejsze kiedy nie
dodawano do reakcji amin zwigkszajacych zasadowo$¢. Dlatego w swojej procedurze po 1
minucie zaczat dodawaé buforu wodoroweglanu amonu. Nalezy tutaj zwrdci¢ uwage na to, ze
podczas fosforylacji za pomocg POCIs nie zostata dodana woda, pomimo ze Yoshikawa 1 inni
wskazywali, iz powstajacy w takim przypadku HCI zwigksza selektywnos¢ reakcji w kierunku
pozycji 5. Poza tym Ludwig wykazal, Ze niecatkowita selektywno$¢ w pierwszym etapie jest
punktem wyjscia do powstawania duzej ilosci produktow ubocznych. W zwigzku z tym
zaproponowano, by cykliczny produkt posredni powstawat bezposrednio przed hydroliza.
Trimetafosforany s3 zatem wytwarzane przez aktywowane pochodne trifosforanéw w
warunkach bezwodnych i1 sg z fatwoscig hydrolizowane, w efekcie czego otrzymuje si¢
trifosforany nukleozydow.?8?%% Pomyst ten znalazt szerokie zastosowanie w opracowaniu
wielu procedur pozwalajacych na wykorzystanie tej metody w syntezie NTP.3
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Schemat 2: Metoda Ludwig’a z wykorzystaniem cyklicznego produktu posredniego 2a.

Do dzis$, metoda zostata zastosowana w syntezie z wieloma blokowanymi i nieblokowanymi
nukleozydami oraz ich analogami. Jednak ze wzgledu na duzg zaleznos$¢ efektywnosci reakcji
od rodzaju zastosowanego substratu otrzymywano rézne wydajnosci docelowych trifosforanow
(od niskich do bardzo wysokich). Metode zaadaptowano tez do syntezy analogoéw trifosforanow
nukleozydow, wiaczajac w to modyfikacje w obrebie centrum fosforowego. Przykladowo,

przez zastapienie POCI3 chlorkiem tiofosforylu (PSCls).3%%

Z kolei uzycie duzego nadmiaru POCIs i pirofosforanu tri-n-butyloamoniowego skutkuje
powstawaniem jako gtéwnego produktu ATP*#, proponowany mechanizm obejmuje tworzenie
posredniego pseudo-ATP (Rysunek 1), ktory ulega samoistnemu przegrupowaniu z

wytworzeniem cyklicznego trifosforanu 2a.

O,
NN

o// \o- o//P\o 0

Rys. 1: Pseudo-ATP produkt posredni.

W 2006 roku El-Tayeb i wspotpracownicy skoncentrowali si¢ na produktach ubocznych
powstajacych podczas syntezy podstawowych modyfikowanych pochodnych urydyno
trifosforanu (UTP). Wyizolowali i zidentyfikowali NMP i NDP, a takze 2', 3'-cykliczny

fosforan oraz 2'-fosforan 5'-trifosforanu nukleozydu.®
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Pozniej, szczegotowa analiza podobnych produktéw ubocznych zostata przeprowadzona
przez Gillerman i Fischer na przyktadzie syntezy ATP.*® Produkty uboczne, zidentyfikowane
za pomoca spektroskopii *H oraz 3'P NMR sa pokazane na Schemacie 3. W widmach 3P NMR
nukleozydo-monofosforanu 3a i nukleotydow 3b-3d zaobserwowano pojedynczy sygnat
miedzy 3, a -5 ppm, natomiast w widmach cyklicznego trimetafosforanu 3e singlet przy -20
ppm. W widmie 3P, polifosforylowany zwigzek 3f posiada trzy sygnaty, ktére s
charakterystyczne dla 5'-trifosforanu (-10 ppm dla Py, -11 ppm dla Pa oraz -23 ppm dla PB) i
czwarty sygnat przy 20 ppm, odpowiadajacy 2', 3'-cyklicznemu fosforanowi. Gtowny produkt
uboczny (okoto 60% wydajnosci) zostat zidentyfikowany jako AMP (3a) powstajacy w wyniku
hydrolizy produktu posredniego- nukleozydo 5'-dichlorku fosforu z woda.

(o]

@

-O_T o HO o i Ho o ? o—p—o0 o B
- H H H H H H ‘L_ I r
" on oH" " on 0" " oH' H o
3a | | |
0—P—0 o o _
» | s | 3a
o o
N/
P—o0 o0
VAR
\P—O/ o
/\

Schemat 3: Produkty uboczne powstajace podczas syntezy NTP metoda Ludwig’a.

Ponadto reakcja DMF z POCIz jest znana z produkcji odczynnika Vilsmeier’a
[(CH3)2NCHCIPOCl], ktory moze dalej reagowaé z pirofosforanem lub grupa 2'- i 3'-OH
zwigzku 2a powodujac tworzenie produktow ubocznych, odpowiednio 3e i 3f. Pomimo stabych
lub umiarkowanych wydajnosci, procedura Ludwig’a jest jedng z najczesciej stosowanych
metod syntezy NTP z uwagi na swojg prostote (wykorzystanie niezabezpieczonych
nukleozydow, one-pot, krotkie czasy reakcji) i mozliwos¢ jej zastosowania do szerokiego
zakresu  analogow  nukleozydow  modyfikowanych  ugrupowaniami  zasadowymi
16:37,38,39,40,41,42,43,44,45,46 4748 j/lyh cukrowymi.**® Karbocykliczne®® i acykliczne pochodne®

zostaly otrzymane wedlug tej procedury z 25-35% wydajnoscia.
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Od czasu opisania metody, po raz pierwszy w 1987 roku, wprowadzono do niej sporo
ulepszen. W celu zwickszenia szybkosci fosforylacji®®, w pierwszym etapie reakcji, stosuje sie
tzw. gabki protonowe (nawet dla wrazliwych na kwas nukleozydow), obnizono réwniez
temperature jednoczeénie wydhuzajac czas reakcji.*® Dodatkowo wykazano, ze finalny stosunek
ATP do AMP jest wyzszy, gdy temperature reakcji obnizono z 0 do -15°C, a w drugim etapie,
czas reakcji wydtuzono o 2 godziny. W wyniku wprowadzonych zmian nie zaobserwowano
nukleotydow 3f, ani cyklicznego trimetafosforanu 3e. Podobne wyniki uzyskano rowniez w
syntezie UTP i GTP, podczas gdy synteza CTP wymagata uprzedniej ochrony egzocyklicznej
grupy aminowej. Ostatecznie wszystkie naturalnie wystgpujace NTP  zostaly
otrzymane/zsyntetyzowane z 54-74% wydajnoscia.

Kore i in.>**® zaproponowali modyfikacje podstawowej procedury w celu uzyskania deoksy
nukleozydo trifosforanow w duzej skali bez koniecznosci stosowania grup ochronnych. Polega
ona na uzyciu réznych rozpuszczalnikoéw na kazdym etapie reakcji: trimetylofosforanu podczas
formowania dwuchlorku fosforu i acetonitrylu zamiast DMF w drugim etapie, w celu
unikniecia powstawania kompleksu Vilsmeier’a-Haack’a. Zastosowano rowniez
niedomiarowe ilo$ci pirofosforanu bis(tri-n-butyloamoniowego). Oba etapy przeprowadzano w
temperaturze -5°C. Zgodnie z zoptymalizowanymi warunkami, uzyskano syntetyczne
odpowiedniki naturalnie wystepujacych dNTP z wydajnosciag na poziomie 65-70%. Procedura
ta zostala z powodzeniem zastosowana réwniez do otrzymywania modyfikowanych
dNTP.%6575859 Nalezy zauwazyé, ze monofosforylowanie rybonukleozydéw nie wymaga
obecnosci zasady w S$rodowisku reakcji, w przeciwienstwie do monofosforylacji

deoksyrybonukleozydéw, ktéra wymaga starannego doboru zasad.®°
5.2.1.2 Metody syntezy poprzez amidofosforany nukleozydow

Trifosforany nukleozydoéw moga by¢ syntetyzowane w wyniku nukleofilowego
podstawienie 5'-nukleozydo amidofosforandw przez nieorganiczny pirofosforan. Przyktadem
moze by¢ podej$cie wykorzystujace fosforan morfoliny, przy czym istnieja dwie drogi do
otrzymania finalnego NTP ta metoda. Pierwsza z nich polega na otrzymaniu produktu
posredniego- nukleozydo fosforanu morfoliny w reakcji NMP z morfoling w obecnosci DCC,
a nastepnie substytucji nukleofilowej pirofosforanem tributyloaminy.®*%2 Druga droga polega
na uzyciu 2,2,2-tribromoetylo chlorofosforanu morfoliny, usunigciu 2,2,2-tribromoetylowej
grupy zabezpieczajacej, a nastgpnie reakcje z pirofosforanem tributyloamoniowym w DMF

(81-85% wydajnosci).®® Inna metoda, zaproponowana przez Hoard’a i Ott’a, wykorzystuje
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fosforoimidazolowy produkt posredni, ktoéry powstaje w wyniku reakcji NMP z 1,1'-
karbonylodiimidazolem (CDI).%* Fosforoimidazolowe pochodne nukleozydéw mozna rowniez
wygenerowac przez sprzgganie NMP z N-metyloimidazolem w obecnosci trifenylofosfiny i
2,2"-ditiodipirydyny. Dalsze traktowanie pirofosforanem bis(tetra-n-butyloamoniowym)
prowadzi do uzyskania odpowiednich NTP. Vasilyeva i in. w syntezie modyfikowanych
nukleozydéw pirymidynowych uzyskali ta metoda wydajnosci wyzsze w stosunku do metody

wykorzystujacej dichlorofosforan.®®

Bogachev opracowal procedur¢ , one-pot, three-step” =z uzyciem bezwodnika
trifluorooctowego (TFAA) jako s$rodka aktywujacego przeksztalcenie dNMP do dNTP.%
TFAA jest wysoce reaktywny wzgledem fosforanow, grup hydroksylowych oraz grup
aminowych, ale tez tatwo usuwany z mieszaniny reakcyjnej. Tak wiec dokonano aktywacji i
ochrony dNMP in situ z duzym nadmiarem TFAA w obecnosci trzeciorzedowej aminy w
acetonitrylu. Nadmiar TFAA usuni¢to pod proznig. Na tym etapie kluczowe jest utrzymanie
warunkow bezwodnych. Powstala mieszanina bezwodnikdéw zostala poddana dziataniu N-
metylo-imidazolu  z  wytworzeniem  odpowiednich  potproduktéw  fosforano-
metyloimidazolowych. Podstawienie pirofosforanu i usunigciu trifluoroacetylowych grup
ochronnych pozwolito uzyska¢ dATP, dTTP, dGTP i dCTP z 89-92% wydajnoscig. Warto

zauwazyc¢, ze W tej procedurze czas reakcji nie przekracza 2-5 min na poszczeg6lnych etapach.

W 2004 roku grupa badawcza Borch’a opracowala strategic z wytworzeniem in situ
amidofosforanu pirolidonu (Schemat 4)%” Wyjsciowe amidofosforany diestrow 4a uzyskano
wczesniej w reakcji one-pot. Nastgpnie przeprowadzano ich katalityczne uwodornienie, ktore
prowadzi do wewnatrzczasteczkowej cyklizacji  ugrupowania N-(3-chlorobutylo)-N-
metylowego 4b, a w efekcie do tworzenia produktoéw posrednich- amidofosforanow
pirolidyniowych 4c. Dodanie pirofosforanu tris(tetra-n-butyloamoniowego) prowadzi do
powstania dTTP, dCTP 1 dUTP 1 innych analogdéw z wydajnoscig rzedu 55% do 77%. Zaletami
tej metody sa krotkie czasy reakcji i tatwy proces oczyszczania. Niestety poczatkowe etapy
prowadzace do otrzymania odpowiednich substratow, w tym ich oczyszczanie mogg by¢

ucigzliwe.
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Schemat 4: Szlak syntetyczny NTP z wykorzystaniem amidofosforano-pirolidyniowych

produktéw posrednich.

W roku 2008, Sun i in. opracowali metode one-pot syntezy NTP z monoestréw nukleozydo
5'-H-fosfonianéw poprzez amidofosforany pirydyniowe (Schemat 5).°8 H-fosfoniany
nukleoozydow 5c otrzymano w trzech krokach z wydajnosciami na poziomie 71-85% przez
potraktowanie 2', 3'-izopropylidieno nukleozydéow 5a salicylochlorofosforynem 5b lub
trichlorkiem fosforu, a nastepnie hydrolize za pomocg uwodnionej trietyloaminy i usunigciem
grup ochronnych.®® Nastepnie H-fosfonian monoestru poddano reakgji sililowania za pomoca
chlorku trimetylosililu i utlenianiu jodem. Ostatni etap polegat na podstawieniu otrzymanego

amidofosforanu pirofosforanem. Ostateczna wydajnos¢ wynosita miedzy 26 a 53%.
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Schemat 5: Przebieg syntezy NTP z monoestrow nukleozydo 5'-H-fosfonianow poprzez
amidofosforany pirydyniowe.

Alternatywne podejscie, polega na wykorzystaniu nukleozydo 5'-fosforanu piperydyny.
Metoda zostala zaadaptowana z metody syntezy NDP, przez zastgpienie w ostatnim etapie
wodorofosforanu bis(tetra-n-butyloamoniowowego) pirofosforanem tris(tetra-n-
butyloamoniowym). Za pomocg tej metody otrzymano wszystkie dNTP oraz 5'-trifosforan

acyklowiru z wydajnoscia 70-81%."%

5.2.1.3 Synteza poprzez mieszane produkty posrednie P (Ill) -P (V)

W 1989 Ludwig i Eckstein opisali nowe podejscie ,, one-pot” w syntezie dNDP, polegajace
na fosfilytacji blokowanych nukleozydéw za pomocg salicylochlorofosforynu.’? Kluczowe w
tym podejsciu jest utrzymanie maksymalnie bezwodnych warunkoéw, aby zapobiec
powstawaniu niepozadanych H-fosfonianow nukleozydow. Zmieszanie 3'-O-acetylotymidiny
z 2-chloro-1,3,2-benzodioksofosforyn-4-onem w pirydynie/dioksanie prowadzi do powstania
pierwszego produktu posredniego, w postaci dwoch diastereoizomerdéw charakteryzujacych sie
dwoma sygnatami przy 127,6 i 126,3 ppm (*!P NMR). Dodanie pirofosforanu bis(tri-n-
butyloamoniowy) generuje kolejny (cykliczny) produkt posredni, ktory w widmie 3P jest
widoczny w postaci dubletu dubletéw przy okoto -19 ppm dla P(V) oraz tripletu przy 105,5
ppm dla P(III). Utlenienie trojwartosciowego fosforu Po jodem w wodnym roztworze pirydyny
prowadzi do jednoczesnego otwarcia pierScienia. Usunigcie acetylowej grupy ochronnej
pozwala uzyska¢ finalny dTTP z wydajnoscig na poziomie 72%. Metoda ta moze by¢ tez

stosowana w serii rybo, ale grupy hydroksylowe w pozycji 2'- i 3' wymagaja ochrony. Ponadto
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w celu uniknigcia reakcji ubocznych zablokowane musza by¢ egzocykliczne grupy aminowe
zasad heterocyklicznych.> Sposéb ten jest rowniez stosowany W syntezie trifosforanow

posiadajacych modyfikacje w obrebie zasad”>’* oraz w obrebie pierscienia rybozy.”

W latach 2011-2013 zesp6t Huang’a opracowat metode opartg na hipotezie, ze przestrzennie
rozbudowany czynnik fosfitylujacy bedzie selektywnie reagowat z pierwszorzedowa grupg 5'-
OH w przeciwienstwie do drugorzedowych grup 2'- i 3'-OH, unikajagc w ten sposob
dodatkowych etapow syntezy (wprowadzanie i usuwanie grup ochronnych). Nowy odczynnik
6b zostal wygenerowany in situ w reakcji salicylochlorofosforynu 6a z nadmiarem
pirofosforanu tetra(tri-n-butylaminowego) (Schemat 6). Regioselektywna reakcja fosfitylacji
pozycji 5'- niezablokowanych nukleozyddéw prowadzi do tworzenia cyklicznych zwigzkoéw
posrednich 6c, ktore utleniane S3 jodem w pirydynie z dodatkiem wody, a nast¢pnie
hydrolizowane do NTP. Wydajnos¢ zostata oszacowana migedzy 10-50% przed oczyszczeniem

za pomocg HPLC. Metoda ta zostala rowniez zastosowana W syntezie analogow ATP."®

o
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o
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Schemat 6: Synteza NTF z wykorzystaniem cyklicznego czynnika fosfitylujacego.

Jako alternatywe dla salicylochlorofosforynowego odczynnika fosfitylujacego, ktory jest
trudny w uzyciu ze wzgledu na swojg wysoka reaktywnos$¢ 1 higroskopijnos¢, do wytworzenia
pochodnej amidofosforynowej Li i in. wykorzystali bis(diizopropylo)-chlorofosforyn 7b
(Schemat 7).”" Reakcje fosfitylacji 7a przeprowadzono w obecnosci DMAP i DIPEA.
Powstajagcy amidofosforyn 7b potraktowano pirofosforanem w obecno$ci tetrazolu, z
wytworzeniem cyklicznego zwigzku posredniego 7C. Mieszaning reakcyjng monitorowano za
pomoca 3P NMR. Zaobserwowano, ze singlet przy 127 ppm (odpowiadajacy
amidofosforynowi), zostatl zastapiony przez triplet przy 105 ppm dla P(l1l) oraz dublet przy -
20 dla P(V). Nastepnie 7c¢ utleniono wodnym roztworem jodu, co doprowadzilo do
wyizolowania 5'-trifosforanu acyklicznej tymidyny 7d z 48% wydajnoscia.
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Schemat 7: Synteza metoda amidofosforynowa z wykorzystaniem bis(diizopropylo)-

chlorofosforynu.

Co ciekawe, wszystkie omowione metody obejmujace zwigzki posrednie P(III)-P(V) uzyte
w syntezie 5'-trifosforanéw nukleozydow moga by¢ rowniez wykorzystane do otrzymywania
ich analogow modyfikowanych na fosforze a, takich jak 5'-(a-P-tiotrifosforany), 5'-(a-P-

boranotrifosforany) i 5'-(a-P-selenotrifosforany).
5.2.1.4 Metoda fosfotriestrowa

W roku 2009 Meier i in. rozszerzyli wykorzystanie triestru fosforanowego cycloSal 8c - jako
zwigzku posredniego do syntezy NTP w serii deoksy.’®’® Powstaje on w wyniku dwuetapowej
reakcji. Najpierw w reakcji alkoholu 5-nitrosalicylowego z PCls w pirydynie/Et,O w -20°C
powstaje chlorofosforan 5-nitrosalicylowy 8a. Po jego przylaczeniu do 3'-O-acetylo-2'-
deoksytymidyny, a nastepnie utlenieniu in situ za pomocg Oxone’u (potasowy nadtlenek siarki)
uzyskano triester fosforanowy 8c z catkowitg wydajnoscig 91%. Schemat 8 przedstawia $ciezke
syntetyczng dla dTTP. Reakcja 8¢ z pirofosforanem w DMF, oraz usuni¢cie grupy acetylowej
prowadzi do powstania dTTP z wydajnoscig 80%. Takie podej$cie wymaga wprowadzenia
N,O- grup ochronnych zasad egzocyklicznych ze wzgledu na ich duza reaktywno$¢ z
czynnikami fosfitylujacymi. Z uwagi na te ograniczenia, ATP, GTP, CTP i UTP otrzymano z
40-65% wydajnoscia, natomiast karbocykliczne pochodne tymidyny i urydyny zsyntetyzowano

z wydajnoscia 18-19%.%
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Schemat 8: Triester fosforanowy cycloSal jako substrat w syntezie NTP.
5.2.1.5 Syntezy przez fosforan sulfonylu

W 2012 roku Taylor i in. opisali procedure syntezy polifosforanow nukleozydoéw i ich
analogéw stosujac sole sulfonyloimidazolu.®! Procedura ta okazuje sie by¢ efektywna w
syntezie mono-, di- i trifosforanow nukleozydéw, przy czym grupy funkcyjne tych
nukleozyddéw nie wymagaja uprzedniego zabezpieczenia. S6l sulfonyloimidazolu 9a powstaje
z wysoka wydajnos$cia przez reakcj¢ fenylosulfonylimidazolu z trifluorometanosulfonianem
metylu w eterze (Schemat 9). Poddanie tetra-n-butyloamoniowych soli NMP dziataniu 9a w
obecnosci N-metyloimidazolu (NMI) lub N,N'-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) jako zasady,
a nastgpnie wymiana za pomocg pirofosforanu bis(tetra-nbutylammoniowego) pozwala

uzyskac¢ trifosforany z wysokimi wydajnosciami rzedu 84-90%.
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Schemat 9: Synteza polifosforanow nukleozydow i ich analogéw z wykorzystaniem soli

sulfonyloimidazolu.
5.2.2 Metody syntezy na podtozu statym

5.2.2.1 Metody wykorzystujgce przytqczenie reszty cukrowej do podfoza

W latach 90-tych procedura trifosforylacji Ludwig’a-Eckstein’a zaczeta byé
wykorzystywana w syntezach na podtozu statym. Grupa Gaur’a przeprowadzita syntezg 2'-O-
metylo-rybonukleozydu  5'-trifosforanu  na  podlozu  stalym uzywajac  tacznika
bursztynianowego, ktéry zostat przytaczony do CPG funkcjonalizowanego aminopropylem.®2
Komercyjnie  dostgpne  5'-O-dimetoksytrytyl-N-acylo-2'-O-metylo rybonukleozydy
immobilizowane na wspomnianym podlozu traktowano 3% roztworem kwasu
trichlorooctowyego w dichlorometanie, w celu usunigcia trytylowej grupy ochronnej, a
nastepnie poddawano reakcji fosfitylacji z salicylochlorofosforanem. Po dodaniu soli
pirofosforanu otrzymano charakterystyczne dla wyjsciowej procedury produkty cykliczne 10a

(Schemat 10). Trifosforany 2'-O-metylo rybonukleozydow otrzymano z wydajnoscig 60-65%.
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Schemat 10: Wykorzystanie procedury Ludwig’a do syntezy 2'-O-metylowanych NTP.

Schoetzau i in. opisali syntezg trifosforanéw 2' i 3'-amino-5-nukleozydowych stosujac
trifenylofosfing (TPP) zwiazang na podtozu zywicowym.®* W tym przypadku nie jest
wymagany zaden dodatkowy tacznik, gdyz immobilizacja azydonukleozydoéw zachodzi wedtug
reakcji Staudingera pomiedzy trifenylofosfing i azydkiem, gdzie poprzez usunigcie azotu
dochodzi do powstania iminofosforanowego produktu posredniego 11a-b (Schemat 11). Pod
wplywem wody poddawany jest on hydrolizie prowadzac do otrzymania pierwszorzedowej

aminy i tlenku trifenylofosfiny.

H,O0
R—N; + PPhs #’ R—N—FPh, <——> N——=pPpPh, | — 3 R——NH,+O=——FPh,

/

N, 11a R 11b

Schemat 11: Reakcja Staudingera prowadzaca do powstania iminofosforanowego produktu

posredniego.

Synteza 3'-amino dNTP polega na potaczeniu handlowo dostepnej zywicy polistyrenowej z
TPP w celu utworzenia odpowiednich iminofosforanow, ktore nastepnie byly substratami
wykorzystanymi w procedurze Ludwig’a-Eckstein’a otrzymywania 3'-amino dNTP.
Wydajnos¢ otrzymanych produktéw wyznaczona za pomocg HPLC, byla w zakresie od 70%
do 75%. W przeciwiefistwie do analogicznej reakcji prowadzonej w fazie ciektej, widma 3!P
NMR koncowych produktow nie wykazaly obecnosci produktow ubocznych, takich jak
pirofosforan czy nieorganiczny cykliczny trifosforan, ktore zostaty usunigte na etapie ptukania

przed reakcja utlenienia. Gtowna wada tego podejscia jest ograniczona mozliwos¢ jej
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stosowania do azydonukleozydow jako substratow i otrzymania 2'- lub 3'-amino NTP jako

produktow

Trifosforany nukleozydow mozna réwniez otrzymywac analogicznie jak w przypadku
syntezy metodg fosfotriestrowa za pomocag cycloSal’u, przy uzyciu nukleozydow
immobilizowanych na podtozu za pomoca linkera bursztynianowego.®* Po ostatnim etapie

catego szlaku syntetycznego mozna uzyska¢ dTTP z 90% wydajnoscia.
5.2.2.2 Metody wykorzystujqce przytgczenie do podfoza poprzez zasady azotowe

W 2009 roku zostala zaprezentowana metoda przylaczenia nukleozydu do podioza za
pomoca labilnego Iacznika bursztynianowego na komercyjnie dostepnym podtozu PEGagoo-
(OH)2 (Rysunek 2). Potaczenie przygotowanego podioza z ugrupowaniem zasadowym
nukleozydu otworzyto droge do syntezy NTP. Polega ona na aktywowaniu przytaczonych
monofosforandow nukleozydow za pomocag CDI, a nastepnie kondensacji powstatych

pochodnych 5-fosforanoimidazolowych z pirofosforanem tris-tetra-n-butyloamoniowym.

O
PEG O
OH
O 2

Rys. 2: Struktura tacznika bursztynianowego osadzonego na podtozu PEGaooo-(OH)>.

Odcigcie od podtoza wykonano za pomocg stezonego wodnego roztworu amoniaku, po
czym produkty wyizolowano na kolumnie chromatograficznej z odwrocong fazg i za pomoca
dializy. Otrzymano CTP, dCTP, ddCTP, araCTP i 3TCTP z 35-92% wydajnoscig i o 76-87%
stopniu czystosci. Poprawito to znacznie wydajnosci wzgledem analogicznej metody

prowadzonej w roztworze.

W 2014 roku, Kore i Parang przedstawili metode wykorzystujaca tacznik jonowy. Uzyta do
tego celu 1-karboksylometylo-3-metyloimidazolowa (CMMIMBF;4) ciecz jonowa zostala
otrzymana w dwuetapowej syntezie z kwasu bromooctowego 1 metyloimidazolu. Nast¢pnie do
otrzymanej cieczy jonowej selektywnie zakotwiczono egzocykliczne grupy aminowe dC i dA,
ktore byly przemywane octanem etylu, dzigki czemu nieprzereagowane substraty organiczne
przechodzity do goérnej warstwy organicznej. Reakcja trifosforylacji byta przeprowadzona
standardowg metoda Ludwig’a. Usunigcie jonowych lacznikéw za pomoca wodorotlenku

amonu pozwolito uzyska¢ dCTP i dATP z odpowiednio 72% i 69% wydajnoscia.
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5.2.2.3 Metody wykorzystujqce tqczniki polimerowe

Trifosforany nukleozydéw mozna uzyskac stosujac czynnik fosfitylujacy na podilozu
polistyrenowym (Schemat 12).8%% Zostat on otrzymany w wyniku reakcji podtoza
polistyrenowego z czynnikiem fosfitylujagcym 12a w obecno$ci 1H-tetrazolu. Nalezy doda¢, ze
czynnik ten otrzymano z 97% wydajnosci w czterech etapach, startujac od PCls, ktory po
syntezie powinien by¢ przechowywany w temperaturze -20 °C (w tych warunkach jest stabilny
przez okoto dwa tygodnie). Sprzeganie niezablokowanych nukleozydow (A, T, U, AZT),
utlenianie t-BuOOH naste¢pnie usunigcie grupy cyjanoetylowej za pomocg DBU i koncowe
odmycie z podtoza w warunkach kwasowych pozwolito uzyska¢ NTP serii deoksy z 60-79%

wydajnoscia.®’

B
( >—< — :o:
N THF, DMSO
Bod X" 1H-tetrazol HE o

B=Ura, Ade, Thy

1. +-BuOOH, THF
2. DBU, THF
3. TFA/CH,Cl/H,0

[o]
|
O—Tv—0
|
[o]
|
Q—7v—0
|
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|
O—7v—0

UTP
ATP
dTTP

Schemat 12: Metoda syntezy NTP za pomoca czynnika fosfitylujacego immobilizowanego na

podtozu statym.

W 2007 roku, Bradley i Bruckler opracowali czynnik fosfitylujacy immobilizowany na
podtozu, ktéry moze byé wykorzystany do otrzymania NTP.% Metoda ta, oparta na podejsciu
Ludwig’a-Eckstein’a wykorzystuje chlorofosforan 13b przytaczony do podtoza chlorometylo-
polistyrenowego 13a (Schemat 13). Tak przygotowany uktad uzyto do syntezy dTTP. W
pierwszym etapie 3'-O-acetylo-tymidyng poddano reakcji z omawianym chlorofosforanem.
Zgodnie ze standardowa procedurg dodanie pirofosforanu bis(tri-nbutylammoniowego)

doprowadzito do powstania P(l11)-P(V) cyklicznego produktu posredniego, oraz dodatkowo
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odlaczenie od podloza. Po utlenieniu, hydrolizie i usunig¢ciu grup ochronnych (rekcje
prowadzone w roztworze) otrzymano dTTP z wydajnoscia w zakresie od 4% do 50% w
zaleznosci od uzytego podtoza. Najlepsza wydajno$¢ odpowiada zastosowaniu mikroporowate;j
zywicy polistyrenowej. Niemniej jednak byta nizsza niz analogicznie prowadzona reakcja w

fazie ciekte;j.

1. (NBu,)OH, THF
o o 60°C, 2 dni
2.2M HCI
Ho oH 3. PCl,, THF

o]
cl OH 60°C, 2h
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Schemat 13: Modyfikacja metody Ludwig’a-Eckstein’a wykorzystana w syntezie na podtozu

stalym.
5.2.3 Metody enzymatyczne

Metody syntezy trifosforanow nukleozydow wspomagane enzymatycznie idealnie nadajg si¢
do pewnych zastosowan i majg ograniczong warto$¢ dla innych. Metody te sa niezwykle
przydatne przy otrzymywaniu naturalnych trifosforanéw, zwtaszcza jesli produkt moze by¢
stosowany bez oczyszczania lub jako mieszanina w polaczeniu z innym systemem
enzymatycznym do bezposredniego uzycia. Metody biokatalityczne moga by¢ rowniez
stosowane w syntezie trifosforanow nukleozydéw z nienaturalnymi zasadami czy resztami
cukrowymi, ale wymaga to dobrania takich enzymoéw, ktére beda tolerowaly nienaturalne
substraty 1 moze si¢ okazac si¢, ze dla konkretnego przypadku takiego uktadu nie da si¢ znalez¢.
W konsekwencji, enzymatyczne metody syntezy nienaturalnych trifosforanéw nukleozydow sa
optacalne tylko wtedy, jesli oczekiwane zalety takiego podej$cia beda przewyzszaty koszty
dodatkowego czasu poswieconego na dobor warunkéw. Metody chemiczne sg prawdopodobnie

bardziej korzystne niz enzymatyczne w przypadku otrzymywania malych ilo§ci nowych
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analogow trifosforanow nukleozydow, ktoére nie moga by¢ substratami reakcji

enzymatycznych.

Jednym z pierwszych podejs$¢, ktoére wykorzystywato reakcje enzymatyczng, byto uzycie
mieszaniny trzech enzymow: kinazy adenozyny, kinazy adenylanowe;j i kinazy octanowej do
przeksztalcenia adenozyny w ATP z wydajnoscia 98% (Schemat 14).%° Podobnie w
biokatalitycznych konwersjach difosforanow nukleozydéw do analogicznych trifosforanow
stosowano rézne kinazy, co pozwalato uzyskaé¢ zadowalajace wydajnosci.®® Udato si¢ rowniez
uzyska¢ trifosforany o-32P-znakowane przez potaczenie metod chemicznych i

biokatalitycznych.%

kinaza kinaza kinaza
adenozynowa adenylanowa octanowa
Ade AMP ADP ATP
kat. ATP

0 O

v

/P\
AcO O

Schemat 14: Wysokowydajna metoda syntezy ATP z wykorzystaniem trzech kinaz.

W 2003 roku grupa badawcza Davisson’a wykorzystata potaczenie metod chemicznych i
enzymatycznych do syntezy karboksyamidazowych analogow (d)NTP, wykorzystujac stabg
selektywnos¢ kinazy nukleozydodifosforanowej w kierunku tych substratow (Schemat 15).92%
Weczesniejsze typowo chemiczne metody syntezy tych analogow byly zupeknie nieskuteczne.
Odpowiednie difosforany zostaty najpierw zsyntezowane w roztworze z 70-91% wydajnos$cia.
Wykorzystano  reakcje  selektywnego  5'-tosylowania  odpowiednich ~ pochodnych
karboksyamidazolowych, a nastgpnie grupy 5'-toluenosulfonowe zastgpiono pirofosforanem
tris(tetra-n-butyloamoniowym). W przypadku pochodnych rybo, 2',3' metoksymetylenowe
grupy ochronne zostaty wprowadzone przed reakcjg tosylowania i zostaty usuniete przed
reakcja enzymatyczng. Opracowano dwie $ciezki enzymatyczne: (I) w przypadku analogow
dNTP adenozynotrifosforan stuzyt jako donor fosforanu, a kinaza nukleozydodifosforanowa
jako katalizator; uklad ten byt polaczony z wuzyciem kinazy pirogronianowej i
fosfoenolopirogronianu (PEP) do regeneracji ATP, (II) dla analogow NTP reakcje fosforylacji

przeprowadzono za pomoca Kinazy pirogronianowej z PEP jako donorem fosforanu.
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Schemat 15: Potaczenie metod chemicznych 1 enzymatycznych w syntezie

o (o}

karboksyamidazolowych analogéw (d)NTP.

W 2007 roku Hennig i in. opisali enzymatyczng syntezg 5'-trifosforanow 5-fluorourydyny
(5F-UTP) i 5-fluorocytydyny (5F-CTP) z wykorzystaniem zasady heterocyklicznej i rybozy lub
odpowiedniego analogu nukleozydu jako zwiazkéw wyijsciowych.®* Proces otrzymania
docelowego trifosforanu obejmuje reakcje tworzenia monofosforanow z S-fluorouracylu w
reakcji z uracylo fosforybozylotransferaza (uraP) lub fosforylacje 5-fluorocytydyny przez
kinazg urydynowa. Dwa kolejne etapy fosforylacji zachodza pod kontrola Kkinaz
pirymidyno(pirH)- specyficznych oraz pirogronianiowych (pyrK) prowadzac do uzyskania
koncowych produktow. Sposob ten pozwala uzyska¢ wszystkie nukleozydowe mono-, di- i

trifosforanowe pochodne 5-fluorourydyny i 5-fluorocytydyny.
5.3 ldentyfikacja fosforandéw nukleozyddéw za pomocg 3P NMR

Magnetyczny rezonans jadrowy fosforu (3P NMR) jest technika analityczng powszechnie
stosowang w badaniach struktur i reakcji chemicznych mono-, oligo- i polinukleotydow, ich

analogdw i pochodnych. Teoria przesunie¢ chemicznych dla 3'P NMR jest bardzo ztozona i nie
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jest tak dobrze rozwinieta jak w przypadku H NMR. Prawdopodobnie dlatego trudno znalez¢
(o ile to w ogole mozliwe) oprogramowanie do przewidywania widm fosforowych dla zadanych
struktur. Niemniej istniejg pewne prawidlowosci, ktore zostaty zbadane i1 zestawione w kilku
pracach przegladowych dotyczacych chemii fosforu. Typowy zakres przesunigcia chemicznego
31p wigkszosci znanych pochodnych nukleotydéw obejmuje region od 200 ppm do -30 ppm.
Wiele pochodnych P(Ill), rezonuje przy nizszych wartosciach pola (200 ppm do 50 ppm),
podczas gdy pochodne P(V) w zakresie wyzszym (70 ppm do -30 ppm). Jak mozna
wywnioskowa¢ z ponizszego zestawienia, nie ma jednoznacznego zwigzku pomig¢dzy
przesunigciami chemicznymi 3P NMR, a charakterem podstawnikéw przy atomie fosforu.
Jednak duza ilo§¢ danych doswiadczalnych dla nukleotydéw i ich pochodnych zgromadzona w

spektroskopii *'P NMR przez ponad 50 lat, pomogta wprowadzi¢ prosty zestaw regut, ktory

jest przydatny w interpretacji zmian przesunigcia chemicznego dla jader 3!P. %
5.3.1 Fosfor P(V)
5.3.1.1 Fosforano mono-, di-, triestry oraz ich mono- i diamidy
X
R, L|—R3
L
|
0 -OH -OH 5'-0-Nukleozyd 1,2; H.0, pH 7,0;%
2,8-3,6; H,0;%’
04-1,2 pirydyna®®
o) -OH -OH 3'-0O-Nukleozyd 1,0 H20, pH 7,07
0 3-0- -OH 5'-O-Nukleozyd -20-10 pirydyna®®
Nukleozyd
@) -OAryl -OH 5'- lub 3'-O- -(5,0-6,0) 1,4-dioksan;
Nukleozyd pirydyna®®
0 -OAlKil -OAlKkil 5'- lub 3'-O- -(0,7-3,0) pirydyna®
Nukleozyd
0 -OAryl -OAlKkil 5'- lub 3'-O- -7,7 pirydyna®
Nukleozyd (lub -
O-AlKkil)
-OAlIKil -OAryl 5'- lub 3'-O- -(12,0-13,0)  pirydyna®
Nukleozyd
-NH; -OH 5'- lub 3'-O- 8,8-9,3 D,0%°
Nukleozyd
O  -NH -OAlKil -OH 5'- lub 3'-O- 5,0-6,5 pirydyna®®
Nukleozyd
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0 -NH Aryl -OH 5'- lub 3'-O- -1,0 pirydyna®®
Nukleozyd
@) 5-or 3'-0O- -NH2 5'- lub 3'-O- 10,8 - 12,1 D20,
Nukleozyd Nukleozyd pirydyna®®
O 5-or3-0O- -NH- 5'- lub 3'-O- 8,4-9,2 pirydyna®®
Nukleozyd OAIKil Nukleozyd
O 5-0r3-0O-  -NHAryl 5'- lub 3'-O- 2,6-28 pirydyna®®
Nukleozyd Nukleozyd
O 5-0r3-0-  -NHAryl -OAryl -(2,2-2,8) pirydyna®
Nukleozyd
O 5-0r3-0O-  -NHAryl -NHAryl 2,9 pirydyna®
Nukleozyd
S -OH -OH 5'- lub 3'-O- 43,5** H,0®%°
Nukleozyd
S 5'-0O- -OH 5'- lub 3'-O- 55,0 - 57,0** H,O"8 80
Nukleozyd Nukleozyd
S 5'-0O- -O- 3'-O-Nukleozyd 69,0** H,0'®
Nukleozyd OAIKil (-

CNEt)
** _ dla dwoch diasteroizomerow

5.3.1.2 Nukleozydo 3', 5'- cyklofosforany

B
o
H H
o O
\Y H
P O B O H(OH)
HO/ °‘P<
7 Sor
0 - (1,5-2,0) D0, pH 7,0%°
S 52,0 - 55,0** pirydyna®

** _ dla dwoch diasteroizomerow
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5.3.1.3 Nukleozydo 2', 3'- cyklofosforany

HO

o} o}
~p~
xZ o
0 17,6 - 18,5 DMF, pirydyna; MeOH®
S 75,0 - 76,0** H,0%

** _ dla dwdch diasteroizomerow

5.3.1.4 Pirofosforanowe pochodne nukleozydow

B o
3 2
oo 2O OH  -OH _OH 10 -6 207 HO®
Nukleozyd ’ 2
3-0- ] ] ] -(100 -(5,0 "
Nukleozyd O™ OH OH  _110) -60 2* HO
5'- lub 3'-
5-0- - (10,0 : 80
OO -OH -OH O- i -10  b,d, pirydyna
Nukleozyd Nukleozyd 11,0)
5'-0O- ) i ) ) } i 80
OO Nukleozyd OH OAryl OH 11,2 16,6 17  pirydyna
5-0- 5-O- : 80
OO Nukleozyd -OAryl -OAryl Nukleozyd 19 -19 nfa  pirydyna
5'-0O- DZO, pH
(ORNO)] Nukleozyd -OH -OH -NH2 -11,3 -0,8 20 10,080
oo 20 OH NHAWl 297 112 68 175 pirydyna®
Nukleozyd y Nukleozyd ’ ’ 0 piryay
5-0- ] ) 5.0-  -(7,0- -(7,0 . %0
O O Nukleozyd NHAYL -NHAWYL \leozyd  74)  -7.4) ™M pirydyna
5-0- _ _ _ *% - 80
S O Nukieozyd OH OH OH 42.0%*% o 308 HO
5'-0O- i ] i - 34,0* 80
O S Nukleozyd OH OH OH s % 312 HO

** _ dla dwoch diasteroizomerow
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5.3.1.5 Nukleozydo 3', 5'- cyklopirofosforany

B
(0]
H H
lo) (0]
Y H
P O o H(OH)
S No B
N
H - 13,7 -14.4 27,6 DMF?80
3'-O-Nukleozyd -13,0 - 15,0 22,0 H20, pH 9,080

** _ dla dwoch diasteroizomerow

5.3.1.6 Nukleozydo 5'-O-trimetafosforany

H
OH H(OH)
230 -240 -246 235 23,0 237 pirydyna®
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5.3.1.7 Trifosforanowe pochodne nukleozydow

O—IUV—<

O O O -OH

O O O 5-0-

O S

OO0

@)

S

Nuk.

5'-0O-
Nuk.
5'-0O-
Nuk.

5'-0O-
Nuk.

5'-0O-
Nuk.

5'-0O-
Nuk.
5'-0-
Nuk.

5'-0O-
Nuk.
5'-0O-
Nuk.

-OH

-OH

-NHAIKil

-NHAryl

-OH

-OH

-OH

** _ dla dwodch diasteroizomerow

-5,3
(d)
-(10,0
-11,0)
(d)
-11,0
(d)
-14

25,0
(d)**

-11,8

-11,4

42,0-
44,0

**

-11,4

**

-10,6
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- 18,6
®
- (20,0-
23,0)
®
-226
®
- 245

- (235
- 24,0)

**

-22,0

-23,0

- (21,1
-22,0)
**
30,0

**

-22,0

-5,3

(d)
- (5,0-
7,7) (d)

-11,0

(d)
-19,7

-9,7
(d)**

-3,6

-10,2

- (4,7 -
9,6)

-6,0

**

35,0

20

n/a

n/a
21,8
225

n/a
23,0

31,8
6,5

19,6

20

n/a

n/a

19,5

22,5

n/a

19,3-
20,5

27,3

29

H,O"®

H-0,
pH
7’78,79,80
H20, pH
7’078
DMF:
pirydyna
1:180
D2078,99,
100

DMSO:
Pirydyna
1:180
H20, pH
11,0%
H-0,
pH
71078,101
H20,
pH 7,0%
H20,
pH 7,0%



5.3.1.8 Polifosforanowe pochodne nukleozydow

R P4{—0—P—O0—)—P R
2 n+1\ | ln 1
OH OH OH

n=2,3

2 5-0- -OH - - -10,3 190
Nukleozyd 11,0 22,7 - 22,0
d (@) 22,0
2,3 5-0- 5-0- - - - 19,0 19,0-
Nukleozyd Nukleozyd (10,8 22,7 (10,8 - 22,0
- (d) - 22,0
11,2) 11,2)
(d) (d)
5.3.2 Fosfor P(lll)
R3\P /R1
.
3'-O-Nukleozyd -Cl -OAlKil 165,0 -
170,0
3'- lub 5'-O- -N(Alkil)2 -OAlKil 149,0 -
Nukleozyd 150,0**
-OAlKil -N(Alkil)2 -N(Alkil)2 131,0 -
138,0
-Cl -Cl -Cl 215,0 -
220,0
-OAlKil -Cl -Cl 177,0 -
180,0
-OAryl -OAryl -Cl 153,0 -
157,0
-OAryl -Cl -Cl 176,0 -
184,0
-OAyl -N(Alkyl). -N(Alkil)2 131
-OAryl -OAryl -N(Alkil)2 141
3~ lub 5'-O- 3~ lub 5'-O- -OAlKil 140,0 -
Nukleozyd Nukleozyd 141,0**

** - dla dwoch diasteroizomerow; *** - patrz odnosnik literaturowy
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5.4 Grupy ochronne stosowane w chemii nukleozydéw

Grupy ochronne to jedno z podstawowych narzedzi uzywanych w syntezie chemicznej.
Uzywanie grup ochronnych ma na celu umozliwienie selektywnej reakcji z konkretnym
centrum reakcyjnym, bez ingerencji w inne potencjalnie reaktywne w danych warunkach
miejsca Czasteczki. Wynika z tego mozliwo$¢ kolejnego odstaniania réznych centréw na
poszczegolnych etapach wieloetapowej syntezy. Z uwagi na obecnos¢ w nukleozydach wielu
grup funkcyjnych 1 ich r6zng reaktywno$¢, grupy ochronne odgrywaja wazng rol¢ w chemii

kwasow nukleinowych, w szczegolnosci w kontekscie syntezy oligonukleotydow.

Dobre grupy ochronne powinny umozliwia¢ selektywne zastosowanie i reagowac z dobrg
wydajnoscig. Wazne jest utrzymanie stabilnosci odpowiednio zablokowanych nukleozydéw w
zrdznicowanych Wwarunkach reakcji oraz ewentualne wspoldziatanie z innymi grupami
ochronnymi stosowanymi w obrebie czasteczki. Nie powinny powodowaé powstawania
dodatkowych centrow stereogenicznych 1 nie powinny posiada¢ dodatkowych grup
funkcyjnych, ktérych obecno$¢ moglaby prowadzi¢ do powstawania produktow ubocznych.
Powinny réwniez by¢ tatwo i selektywnie usuwalne przy uzyciu ogélnodostepnych czynnikdw,
ktorych uzycie jest nictoksyczne i nie prowadzi do degradacji innych substratow czy

pozadanych produktow.

Grupy ochronne moga pehié tez inne role: jako fluoorofory®?, wskazniki do monitorowania
postepéw  reakcjil®®1%  wplywaé na rozpuszczalno$¢ substratow, czy zmiany
konformacyjnie.}®® Co wiecej grupy ochronne mogg réwniez mie¢ wplyw na

stereospecyficzno$¢ reakcji.

Z uwagi na duzg roznorodno$¢ grup ochronnych, ciezko wprowadzi¢ jeden uniwersalny
podziatl. Nie zawsze wystarczajace jest proste rozrdznienie ze wzgledu na budowe chemiczng
samej blokady. Podstawowym kryterium jest podziat ze wzgledu na chroniong grupe funkcyjna.
Jednak nawet w tym przypadku, mozemy wprowadzi¢ rozrdznienie ze wzgledu mechanizm
usuwania grupy ochronnej. Oprocz powszechnie uzywanych grup kwaso- i zasadolabilnych,
coraz wigksze zastosowanie znajduja grupy usuwane w wyniku procesow fizykochemicznych,
takich jak utlenianiel®, protonacjal®, redukcjal®1%® swiattoczutosé!® czy zmiany

temperatury.
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Stosowanie roznych grup ochronnych dla poszczegolnych grup funkcyjnych w obrebie
czasteczki, oraz laczaca si¢ z tym konieczno$¢ uzywania odpowiadajacych im warunkow
deprotekcji wigze si¢ z rdznego rodzaju problemami wplywajacymi na efektywnos$¢ calej
syntezy. Po pierwsze mozna utraci¢ mozliwos¢ selektywnego odblokowywania, przez co
narazi¢ si¢ na powstawanie niepozadanych produktow ubocznych, czy wrecz brak mozliwosci
kontynuowania zaplanowanego szlaku syntetycznego. Po drugie, co ma szczegolny wptyw w
reakcjach na materiale potencjalnie aktywnym biologicznie, mozna narazi¢ si¢ na toksyczne,
czy mutagenne produkty powstajace w wyniku usunigcia blokady. Przyktadem sg grupy 2-
cyjanoetylowe, ktore s3a czesto stosowane Ww ochronie centrum fosforowego w
amidofosforynowej metodzie syntezy oligonukleotydow.!'! Podczas odblokowywania pod
wptywem amoniaku, w wyniku f-eliminacji otrzymuje si¢ ugrupowanie fosfodiestrowe oraz
akrylonitryl jako produkt uboczny. Wykazano, ze warunkach odblokowania ma on tendencj¢

do alkilowania zasad nukleinowych.!?

Nalezy réwniez wspomnieé, ze odczynniki uzywane do deprotekcji czgsto sa trudno
dostepne 1 znaczaco zwigkszaja koszty. W kontek§cie wspomnianych niedogodnos$ci poszukuje
si¢ innych metod usuwania grup ochronnych. Podczas foto-litograficznej syntezy deoksy
oligonukleotydow na powierzchni szklanej, do ochrony centrum amidofosforynowego w
pozycji 5" uzyto fotolabilnej grupy 3',5'-dimetoksybenzoinyloksykarbonylowej. Jest ona tatwo
usuwalna pod wptywem promieniowania UV o dlugosci fali 310nm w niepolarnym
rozpuszczalniku lub bez jego uzycia.!® Z kolei w ochronie grup 5'-/3"-hydroksylowych (ta
sama metoda), znalazty zastosowanie grupy a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowa!# i 2-
(2-nitrofenyl)propyloksykarbonylowa®'®, usuwane pod za pomoca UV o dtugosci fali 365 nm.
Niestety mozliwosci ptynace z zastosowania takich warunkow, niosa ze soba zagrozenia w
postaci reakcji ubocznych w obrebie oligonukleotydu, indukowanych uzytym

promieniowaniem.
5.4.1 Termolabilne grupy ochronne

Ciekawa koncepcja pozwalajacg przynajmniej czgsciowo rozwigzaé problemy z doborem
chemicznych 1 fizycznych czynnikoéw odblokowujacych, jest uzycie termolablilnych grup
ochronnych (TGO). Jest to stosunkowo nowe podejscie w chemii bioorganicznej, w ktorym
grupy ochronne charakteryzuja si¢ okreslong zalezno$cig od temperatury otoczenia, przy czym
podniesienie temperatury skutkuje usunieciem blokady z ochranianej grupy funkcyjnej.

Zazwyczaj termolabilna grupa blokujaca jest efektywnie usuwana w wyniku podwyzszenia
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temperatury w $rodowisku obojetnym, wedlug mechanizmu wewnatrzczasteczkowej
cyklizacji. Wsrdd stosowanych z powodzeniem wariantow TGO wyrdzni¢ mozna kilka
uzytecznych przyktadoéw, takich jak: grupa 2-(N-formylo-N-metyloamino)etylowa, 4-
oksopentylowa, 3-(N-tert-butylokarboksyamido)-1-propylowa, 3-(2-pirydylo)-1-propylowa,
czy caly szereg grup 2-benzoamidoetylowych. Przyktady TPG przedstawione w literaturze
wskazuja, ze grupy zawierajace ugrupowanie 2-pirydynylowe charakteryzuja si¢ najlepszymi
parametrami. Ustalono, ze reszta N-(2-pirydylowa) jest bardzo skutecznym centrum
nukleofilowym co doprowadzito do zaprojektowania wielu wariantow 2-pirydylowych grup

ochronnych.
5.4.1.1 2-Pirydynylowe Termolabilne grupy ochronne

Szczegblnym przypadkiem grup ochronnych sa 2-pirydynylowe termolabilne grupy
ochronne (2-PyTGO), dla ktorych doktadnie okreslono mechanizm wewnatrzczasteczkowe;j
cyklizacji oraz wskazano zastosowanie w ochronie funkcji hydroksylowe;j'*®, fosforanowe;jt’
lub karboksylowej.!'® Prekursorami tych grup s3 alkohole 2-(N-pirydynylo)aminoetylowe N-
(2-PAE), ktére po raz pierwszy otrzymali w roku 1949 Weiner i Kaye.''® Grupy 2-PyTGO
posiadajg mozliwos¢ tatwej modyfikacji poprzez podstawienie grup funkcyjnych (np. w
pier§cieniu pirydyny), ktéore maja duzy wptyw na stabilno$¢ oraz funkcjonalno$¢ grupy
ochronnej. Najwazniejsza cecha tych grup ochronnych jest $cista zalezno$¢ procesu
odblokowania od temperatury. Odblokowanie bazuje na unikalnym mechanizmie polegajacym
na wewnatrzczasteczkowym ataku nukleofilowego endogennego atomu azotu na elektrofilowy

atom wegla o fancucha etylenowego (Schemat 16).

bufor PBS,
H O pH=7/CH3CN, @9
\P//——O B 90°C, 8min O-P—O B
/ (o) | (@) AN
e Y —— Lav RNt
N™ N
OAc OAc
H-N
48
7\ 47
“~ |
2-Py TGO

Schemat 16: Przyktad 2-Pirydynylowej TGO w ochronie centrum fosforanowego nukleozydu.
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Na podstawie badan strukturalnych wykazano $cista zalezno$§¢ pomigdzy konformacja
czasteczki determinowang rodzajem podstawnika w pozycji 2-aminopirydynylowej a
szybkoscia odblokowania 2-Py TGO.!?® W toku prowadzonych badan nad termolabilnymi
grupami ochronnymi okreslono, ze wprowadzenie ugrupowania benzylowego, wprowadzenie
podstawnikow w pierscieniu pirydynowym czy umieszczenie podstawnika przy weglu o
znacznie wplywa na stabilnos$¢ catej grupy termolabilnej. Istotng role w stabilnosci czasteczki
odgrywajg rowniez podstawniki umieszczone w pierscieniu benzylowym w pozycji para i meta
oraz podstawniki w pier$cieniu pirydynowym w pozycji 4 1 6. Wprowadzone w pierscieniu
benzylowym atomy fluoru wplywaja na szybkos$¢ reakcji termocyklizacji poprzez stabe
wewnatrzczasteczkowe oddzialywanie wodorowe, powodujgc spowolnienie odblokowania w
nizszych temperaturach.!® Objetosciowy podstawnik w pozycji 6 pierscienia pirydyny moze
spowalnia¢ reakcje termocyklizacji poprzez efekt przestrzennej zawady sterycznej. Pozycja 4
pier§cienia pirydyny jest korzystna do zastosowania podstawnikow oddzialywujacych z
atomem azotu poprzez efekt indukcyjny. I tak wprowadzenie silnie wyciagajacego elektrony
podstawnika nitrowego znaczaco hamuje reakcje¢ termocyklizacji, a jego zmiana na podstawnik
aminowy  znacznie ja  przy$piesza. Przebadano  parametry  wplywajace na
wewnatrzczasteczkowa termocyklizacje, co w konsekwencji pozwolito na wybor optymalne;j
kombinacji 1 zaprojektowanie wydajnej 1 uzytecznej termolabilnej grupy ochronnej.
Dodatkowo uzyteczno$¢ tych grup wzrasta poprzez fakt obserwowanej naturalnej fluorescenc;i,
ktora moze by¢ dodatkowo wykorzystana, jako element monitorujacy poziom zabezpieczenia

grupy funkcyjnej.
5.4.1.2 Termolabilne grupy ochronne stosowane w ochronie centrum fosforowego

W 2001 roku, Beaucauge i in. zaproponowali catg seri¢ termolabilnych grup 2-(N-formyl-
N-metylo)aminoetylowych,'?! ktore w formie amidofosforynu deoksyrybonukleozydu
zastosowano w syntezie kwasu oktadekatymidylinowego na podtozu stalym - monomer do
potencjalnego zastosowania w wytwarzaniu oligonukleotydéw terapeutycznych. Grupe te
mozna tatwo usung¢ z oligonukleotydéw w procesie termicznej cyklodeesteryfikacji w pH 7,0
w czasie krotszym niz 3 godziny w 90°C, otrzymujac odpowiedni monofosforan 1 eliminujac

konieczno$¢ uzycia stgzonego wodorotlenku amonu.

Analogicznie dziatajaca grupa stosowang do ochrony grup fosforanowych i
tiofosforanowych w syntezie oligonukleotydéw na fazie statej jest grupa 3-(N-tertbutylo-

karboksy-amido)-1-propylowa®??. Jej skuteczno$¢ zostala potwierdzona w syntezie
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d(ATCCGTAGCTAAGGTCATGC) oraz jego analogu tiofosforanowego z wydajnos$cig
porownywalng jak w przypadku uzycia grup 2-cyjanoetylowych. Jest ona tatwo usuwalna w
ciggu 30 minut po ogrzewaniu w temperaturze 90°C w zbuforowanym roztworze soli
fizjologicznej (PBS) w pH 7,2. Reakcja przebiega szybko, a grupa blokujaca odchodzi w formie

soli 2- (tertbutylimino)tetrahydrofuranu.

W tym samym kierunku przebadano i udowodniono wiasciwos$ci termolabilne grup: 2-[N-
(2-fluoroacetylo)amino]-1-fenyloetylowej,  2-(N-acetylamino)etylowej,  2-(N-acetylo-N-
metyloamino)etylowej, 2-(N,N-dimetyloaminokarbonyloksy)etylowej, 4-oksopentylowej, 3-
(N, N-dimetylo-karboksy-amido)-1-propylowej, (2-pirydylo)-1-propylowej i kilku pochodnych

grupy 2-benzoamidoetylowej.

Wazng role w ochronie centrum fosforowego pelnig opisywane wczesniej 2-Py TGO. Za
mechanizm ich usuwania z centrum fosforanowego odpowiada wewnatrzczasteczkowa
cyklizacja inicjowana nukleofilowym atakiem endogennego atomu azotu, z jednoczesnym
odejsciem anionu fosforanowego. Temperatura ma w tym przypadku bardzo duzy wptyw na
kinetyke reakcji, znacznie przyspieszajac termocyklizacje powyzej 50°C, jednocze$nie
zmniejszajac stabilno$¢ uktadu w temperaturze otoczenia. Grupy te okazaty si¢ jednak bardziej
nietrwate niz inne grupy chronigce centrum fosforanowe. Stanowi to problem podczas
przechowywania form blokowanych oraz ogranicza liczbe mozliwych do przeprowadzenia
etapow syntezy, co jest szczegdlnym utrudnieniem w przypadku syntezy oligonukleotyddw.
Aby wyeliminowa¢ t¢ wade, w celu zwickszenia odpornosci termicznej 2-Py TGO

zaproponowano tymczasowe sprzeganie centrum fosforowego w strukture cykliczna. 12

W trakcie prowadzonych badan stwierdzono, ze O-[N-(2-pirydynylo)aminoetylo]N,N,N',N'-
tetraizopropylo amidofosforyn wobec nadmiaru stabego kwasu w warunkach bezwodnych
przez 3 godziny, ulega cyklizacji do 2-N-izopropylo-3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny. Cyklizacja 2-pirydylowej TGO zachodzi w wyniku nukleofilowego ataku
egzocyklicznego azotu na atom fosforu. Sitag napedowa reakcji cyklizacji jest obecnos¢ dobrej
grupy opuszczajacej. W zaleznosci od grupy opuszczajacej proces ten moze zachodzié
spontanicznie (w przypadku gdy grupa opuszczajaca jest jon chlorkowy) lub jest indukowana
protonowaniem (wtedy gdy grupa odchodzaca jest amina). Produkt cyklizacji moze byc¢
oczyszczony i1 wyizolowany na kolumnie z Zelem krzemionkowym lub w niektorych

przypadkach w wyniku krystalizacji.
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Metodologi¢ czasowej ochrony wilasnosci termolabilnych TGO nazwano “click-clack™,
poniewaz posiada kilka cech tzw. chemii ,click”.}?* Podejécie to zwigksza stabilno$é 2-
pirydylowej TGO (14) tymczasowo tworzac pigciocztonowy pierécien oksazafosfolidyny (15)
(tzw. ,.klikniecie”) co blokuje mozliwos¢ nukleofilowego ataku azotu N-pirydylowego na atom
wegla i catkowicie stabilizuje czasteczke termicznie w standardowych warunkach usuwania 2-
Py TGO. Oksazafosfolidyny sa podatne na hydrolityczne otwarcie pierscienia. Liniowa forme
TGO, a co za tym idzie jej poczatkowe whasciwosci termolabilne, mozna tatwo odzyska¢ na
drodze hydrolizy kwasowej (“clack”). W efekcie tego przeksztatcenia powstaje H-fosfonianu
diestru (16) (Schemat 17). Oderwanie TGO jest bardzo tatwe dzigki procesowi termocyklizacji

i trwa okoto 10 minut w temperaturze 90°C z wytworzeniem H-fosfonian monoestru.

TGO TGO
AN /R [[PNH n O X O
| /O click _ I|D "clack" @ i
N/ N/\/O—P\N —_— QN, o ——— N/ N/\/O—FI>—O—R
H N \__/ H H

‘<

14 15 16

Schemat 17: Mechanizm “click-clack” — czasowa dezaktywacja i odtworzenie wlasciwosci

termolabilnych 2-pirydynylowej grupy ochronnej.

TGO jako propozycja grup ochronnych nie wymaga stosowania drastycznych warunkow
podczas reakcji jej wprowadzania i usuwania oraz moze by¢ stosowana w srodowisku wodnym.
Usuwanie grupy termolabilnej zachodzi w pH=7 1 jest indukowane podwyzszeniem

temperatury.

W tym kontekécie wytworzenie formy TGO w postaci pierscienia oksazafosfolidyny gdzie
termolabilne wlasciwosci sg ,,zamrozone”, a jednoczesnie tatwe do odtworzenia, otwiera droge
do szerokiego zastosowania TGO w praktyce. Grupy te moga znalez¢ zastosowanie w biologii
chemicznej gdzie bada si¢ ztozone uktady wystepujace w organizmach zywych metodami
dobrze poznanymi przez chemikéw. Badanie uktadow biologicznych wymaga zastosowania do
manipulacji czasteczkami biologicznymi takich metod chemicznych, ktére funkcjonujg np. w

uktadach wodnych.
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5.4.1.3 Termolabilne grupy ochronne stosowane w ochronie grup hydroksylowych

Doswiadczenia z blokowaniem centrum fosforowego doprowadzity do zbadania
wlasciwos$ci weglanow w procesie ochrony grup 5'-hydroksylowych podczas syntezy
oligonukleotydéw na podtozu stalym.'®® W tym celu zaprojektowano szereg przestrzennie
rozbudowanych grup funkcyjnych tworzacych estry kwasu weglowego w pozycji 5'-
nukleozydu. Sposob takiego zabezpieczania grupy hydroksylowej, polega na przeksztatceniu
N-(2-pirydylo)aminoetanolu  [N-(2-PAE)] w termolityczny weglan. Istotag procesu
odblokowania jest wewnatrzczasteczkowa, indukowana termicznie cyklodekarbonizacja,
wynikajaca z oddzialywania pomiedzy azotem z pierscienia pirydyny i elektrofilowym atomem
wegla (C8). Rezultatem wewnatrzczasteczkowej termocyklizacji TGO jest bicykliczny produkt
uboczny i odtworzenie grupy 5'-hydroksylowej z jednoczesnym uwolnieniem dwutlenku

wegla.

W zaleznos$ci od uzytej modyfikacji i polarnosci uzytego rozpuszczalnika uzyskano rézne
wydajnosci odblokowania. Podejscie to pozwolito z szeregu pochodnych wytypowaé dwie
grupy potencjalnie najlepsze do tego celu: 2-(2-pirydylo)amino-1-fenyloetylowa oraz 2-[N-
metylo-N-(2-pirydylo)]Jaminoetylows, ktore ulegaja deprotekcji w przedziale do 60 minut w
srodowisku neutralnym. Pozostate przebadane modyfikacje wykazywaly matg stabilnos¢ w
warunkach przechowywania, lub powodowaty 3'-O-deacylacj¢ nukleozydu w warunkach

podwyzszonej temperatury.

Zaletg opisanych TGO wzgledem znanych wcze$niej weglanow fotolabilnych, jest brak

tworzenia si¢ wolnych rodnikow podczas reakcji deprotekcji.
5.4.1.4 Termolabilne grupy ochronne stosowane w ochronie zasad azotowych

W 2007 roku grupa Sekine pokazala termolabilne wtasciwosci grup karbamoilowych i
zaprezentowata ich skuteczno$é w ochronie nukleozasad.'?® Poniewaz ochrona tych funkcji w
syntezie kwasoéw nukleinowych metodg amidofosforynowa jest wymagana tylko w przypadku
cytydyny i adenozyny, skupiono si¢ jedynie na tych nukleozydach. Przytaczanie odpowiednich
pochodnych karbamoilowych do nukleozydow mozna osiggna¢ selektywnie z bardzo duza
wydajnoscig (87-99%). Najlepsze rezultaty uzyskano w przypadku pochodnych  N-
arylokarbamoilowych i N-(fenylosulfonylo)karbamoilowych, ktore byly stabilne w
temperaturze pokojowej, a ulegaty catkowitemu odblokowaniu w 80°C w czasie maksymalnie

60 minut.
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5.5 Oksazafosfolidyny i ich zastosowanie w syntezie analogow

nukleozydow

Chemicznie syntetyzowane oligonukleotydy i ich analogi sg wykorzystywane w wielu
zastosowaniach, np. diagnostycznych, terapeutycznych, czy nanotechnologii. Wynikajace z
tego w ostatnich latach rosngce zapotrzebowanie sktania do szukania bardziej efektywnych
sposobdw ich syntezy niz konwencjonalna metoda amidofosforynowa. Jednym z najbardziej
obiecujacych do tej pory podejs¢ jest stosowanie monomerow bez ochrony zasad
nukleinowych, co zwigksza wydajno$¢ syntezy przez wyeliminowanie co najmniej kilku
etapow zabezpieczania i odbezpieczania. Do syntezy oligonukleotydéw bez ochrony zasad
nukleinowych potrzebna jest wysoce O-chemoselektywna kondensacja pomigdzy atomem
fosforu jednostki monomerowej, a terminalng grupa hydroksylowa oligonukleotydu w
obecnosci wysoko reaktywnej niezabezpieczonej grupy aminowej nukleozasady. Stwierdzono,
ze pigcioczlonowe pierscienie fosfolidynowe sa bardzo uzyteczne w  kontroli

stereospecyficznoéci centrum fosforowego. 127

Agrawal i in. opracowali syntezg¢ 3’-O-oksazafosfolidynowych pochodnych nukleozydow i
sposob ich wykorzystania jako jednostek monomerowych w syntezie tiofosforanow
oligonukleotydow (Schemat 18).12¢ Monomery 17 zsyntetyzowano przez reakcje odpowiednio
chronionych w pozycji 3'-OH nukleozydéw z prolinolowa pochodng 2-chloro-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny. Otrzymano stereoselektywnie wylacznie izomery trans zarowno L- i D-
prolinoli. Reakcje kondensacji monomeréw oksazafosfolidynowych 17, aktywowane 1 H-
tetrazolem (jak w przypadku innych powszechnie uzywanych monomeréw w metodzie
amidofosforynowej) nie byly stereospecyficzne. Uzyskana diastereoselektywnos$¢ wahala si¢
miedzy od Rp: Sp = 10:90 do 14:86 dla (Sp) oraz Rp: Sp = 93:7 do 91:9 dla (Rp). Czgéciowa
utrata diastereoczystosci moze by¢ powodowana powtarzalnymi atakami nukleofilowymi 1 H-
tetrazolu na chiralny atom fosforu, prowadzac do jego epimeryzacji. Kolejne reakcje
kondensacji dwoch otrzymywanych izomeréw i/lub jego tetrazolidowych produktow
posrednich powodowaly powstawanie mieszaniny diastereoizomerycznych produktow. Mimo,
ze stereoselektywnos¢ nie jest wysoka, to metoda ta pozwala uzyskiwac stosunkowo dhugie
oligomery tiofosforanowe w automatycznej syntezie DNA przy uzyciu standardowo
dostepnych protokotéw. Wszystkie (Rp) - i (Sp)- 18-20-mery, w tym te, ktore zawieraja

mieszaning konfiguracji zsyntetyzowano ze S$rednio 98% wydajno$cia na jeden cykl.
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Stereoselektywno$¢ w tym przypadku jest zalezna od struktury monomeréw, aktywatora i

warunkow reakcji.
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PS-ODNs o okreslonej konfiguraciji

Schemat 18: Cykl syntetyczny dla PS-ODNs o okreslonej konfiguracji przy uzyciu

monomerow oksazafosfolidynowych — pochodnych prolinolowych.

Hayakawa 1 in. donosza, ze stercoselektywnos$¢ reakcji prolinolowej 2-chloro-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny z nukleozydem w fazie ciektej wahata si¢ od Rp: Sp = 86:14 do> 99:1 (D-
prolinolowe monomery) i od Rp: Sp = 29:71 do 1:99 z L-prolinolowymi odpowiednikami w
zaleznoéci od uzytego aktywatora.'?® Najlepsze wyniki uzyskuje sie stosujac triflat N-
fenyloimidazolu (PhIMT)®® lub triflat benzoimidazolowy (BIT),** przy czym
stereoselektywno$¢ byta nieznacznie nizsza na podtozu statym (do 94:6). Z kolei monomery-

pochodne efedryny, okazaly si¢ w tym przypadku nieskuteczne (Rp: Sp= 40:60) w warunkach
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podobnych do tych stosowanych przy z pochodnych prolinolowych. Z kolei L-prolinolowo-
oksazafosfolidynowe pochodne 2'-O-metylowanych rybonukleozydow pozwolily uzyskaé
tiofosforany (Sp) z diastereoselektywnos¢ od Rp: Sp = 2:98 do 4:96, przy czym D-prolinolowe
pochodne pozwalaly uzyska¢ (Rp) dimery ze znacznie nizszg stereoselektywnoscia od Rp: Sp
=76:24 do 63:37. Oznacza to, ze oddziatywania przestrzenne w rybonukleozydach sa waznym

czynnikiem w stereoselektywnej syntezie P-chiralnych rybooligonukleotydow.

Just 1 in. zbadali =zalezno$¢ miedzy uzyskiwang steroczysto$cia a temperaturg.
Zsyntetyzowali szereg 3'-O-oksazafosforinanowych pochodnych tymidyny i zastosowali je w
syntezie dimeréw TT w roéznych warunkach reakcji.'® Uzyskali doskonala
diastereoselektywnos$¢ przy niskich temperaturach: Rp: Sp = 1:40 w temperaturze 0°C do 1:68
w -15 °C (2-bromo-4,5-dicyjanoimidazol, CHCI3), natomiast znacznie nizszg
diastereoselektywnos¢ zaobserwowano w temperaturze pokojowej (Rp: Sp = 1:6, 2-bromo-4,5-

dicyjanoimidazol MeCN).

Podsumowujac, mozna unikng¢ konieczno$ci chromatograficzneogo rozdziatu
diastereomerycznych monomeréw stosujac  monomery syntetyzowane W  Sposob
stereoselektywny. Wsrdd nich sg te, ktére moga by¢ aktywowane stabymi kwasami, poniewaz
sa kompatybilne z metoda amidofosforynwoa, a do syntezy oligomerow moga by¢ uzyte przy
uzyciu automatycznych syntetyzeréw. Niestety problematyczna jest pewna utrata
diastereoczystosci podczas kondensacji aktywowanej kwasem. Trudno jest opracowac
stereospecyficzne aktywatory kondensacji zaréwno dla analogow rybo- jak i 2'-O-
deoksyrybonukleotydow. Diastereoselektywno$¢ mozna co prawda poprawi¢ przez
zmniejszenie temperatury, ale takie podejscie nie nadaje si¢ do syntez na zautomatyzowanym

syntetyzerze.

W konteks$cie powyzszych rozwazan Wada i in.**® przeprowadzili kompleksowe badania
dotyczace wykorzystania oksazafosfolidyn w stereoselektywnej syntezie monomerow,
wykorzystywanych do zautomatyzowanej Syntezy analogéw oligonukleotydow z
wykorzystaniem metody amidofosforynowej na podtozu statym. Zatozyli oni, Ze kondensacja
diastereomerycznie czystych 3'-O-oksazafosfolidynowych pochodnych nukleozydoéw nastapi
stereospecyficznie jesli bedzie ona napgdzana wylacznie przez N-protonowanie pierscienia
oksazafosfolidyny bez uzycia aktywatora nukleofilowego. Udowodnili zatem, Ze stabsze
nukleofilowe aktywatory nie byly skuteczne w tym podejs$ciu, natomiast mniej nukleofilowe

sole N-(cyjanometylo)dialkiloamoniowe skutecznie aktywuja takie monomery. Za pomocg

47



jednego z nich- N-(cyjanometylo)pirolidyno- trifluorometanosulfonianu (CMPT 22)-
zsyntezowano na nosniku statym tiofosforany oligo deoksyrybonukleotydow (PS-ODN)
(Schemat 19). Monomery (21) wytworzono z odpowiedniej pochodnej 2-
chlorooksazafosfolidyny i 3'-OH blokowanych nukleozydow uzyskujac stosunek izomerow
trans:cis 93:7-96:4, po czym izomery trans wyizolowano na zelu krzemionkowym z
wydajnoscig 62%-75%. Oczekiwano ze CMPT bedzie aktywowatl wigzanie P-N monomerdéw
tylko poprzez N-protonowanie, a pdzniejsza kondensacja z 5'-OH nukleozydami lub
oligonukleotydami nastgpi bez utraty diastereoczystosci. Jednakze analiza HPLC PS-ODN
wykazala, ze $rednia uzyskiwana diastereoselektywnos¢ na jeden cykl wynosita ok 94:6-97:3,
przy czym gltowne produkty byly wytwarzane zgodnie z oczekiwaniami z inwersj3

konfiguracji.
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Schemat 19: Stereokontrolowana synteza PS-ODNSs z uzyciem mniej kwasowego aktywatora
22.

Poniewaz czg$ciowa utrata diastereoczystosci wynikata z epimeryzacji monomeréw 21,
powodowane] kwasowoscia CMPT, zbadano konfiguracyjng stabilno$¢ monomerow
oksazafosfolidynowych. W tym celu przygotowano szereg pochodnych oksazafosflidynowych
(Schemat 20) uzyskujgc stosunek izomerow trans:.cis w zakresie od 955 do 99:1 i
potraktowano je dwoma rownowaznikami CMPT w temperaturze pokojowej. Po 4 godzinach
analiza 3'P NMR wykazala, ze stosunek monomeru trans do cis zmienit sie z 95:5 do 58:42.
Inne, bicykliczne pochodne oksazafosfolidynowe wykazaty znacznie lepszg stabilno$¢
epimeryzacji. W szczegdlnosci monomer 26 wykazal jedynie nieznaczny stopien inwersji.
Ponadto, izomer trans tej pochodnej zostal otrzymany wylacznie z odpowiedniej 2-
chlorooksazafosfolidyny i blokowanego nukleozydu, dlatego chromatograficzny rozdziat
diastereoizomeréw nie byt potrzebny. Monomer ten zastosowano nastgpnie w syntezie PS-
ODN na syntetyzerze DNA. Zsyntetyzowano jego osiem pochodnych (izomery (Rp) - i (Sp) dla
kazdej nukleozasady) z 44%- 58% wydajnoscig. Cykl jest podobny do uzywanego tradycyjnie

w metodzie amidofosforynowej, z wyjatkiem uzytych odczynnikow. W etapie kondensacji
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uzyto odpowiednich monomerow i CMPT. Natomiast do cappingu i usiarczenia uzyto N-
trifluoroacetyloimidazolu  (CFsCOIm) i disiarczku N,N'-dimetylotiuramu (DTD).13
Trifluoroacetylowanie zastosowano zamiast acetylacji, poniewaz N-acetylowane ugrupowanie
pirolidynylometylowe byto zbyt stabilne dla catkowitego odblokowania amoniakiem. Srednie
wydajno$ci  sprzegania podczas syntezy 8-12-meréw  wyniosty  95%-99%, a

diastereoselektywnos$¢ nawet 99%.
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Schemat 20: Epimeryzacja trans nukleozydo-3'-O-oksazafosfolidynowych monomeréw 17,
21, 26 i 27 w obecnosci CMPT 22. R1- 5'-O-DMTr-tymidyn-3'-yl. trans-27 byt
mieszaning (2S, 4R, 5R) i (2R, 4S, 5S) izomerow, stad po uzyciu 22 uzyskano
odpowiednio 80:20 i 90:10.

Nastepnie metode oksazafosfolidynowa zastosowano do analogicznej syntezy tiofosforanéw
oligo rybonukleotydow PS-ORNSs. Jednakze $rednia wydajno$¢ sprzggania dla 4-merdéw byla
znaczaco nizsza (67%-94%) niz w przypadku 20-meru deoksyrybonukleozydu. Nizsza
reaktywnos¢ byla najprawdopodobniej spowodowana zawadg przestrzenng grupy 2'-O-
TBDMS. Problem ten zostal rozwigzany przez zastosowanie bardziej nukleofilowych
aktywatorow azolowych. Zastosowanie PhIMT lub BIT znacznie poprawito wydajnos¢
kondensacji, w ktorych wszystkie 10-merowe tiofosforany urydyny (Rp) i (Sp) zsyntetyzowano

z 97%-99% wydajnoscig. Diastereoselektywno$¢ sprzegania byla porownywalna do
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otrzymanej przy uzyciu CMPT (96:4 do> 99:1). Mechanizm reakcji przez wspomniane azole
nie zostal wyjasniony. Moze on zachodzi¢ poprzez N-protonowanie pier§cienia
oksazafosfolidyny, jak w przypadku CMPT lub dynamiczng kinetyke rozdzialu mieszaniny
diastereoizomerycznych azolidowych produktow posrednich. Skuteczno$¢ metody nalezy
przypisa¢ konfiguracyjnej stabilnosci bicyklicznego monomeru oksazafosfolidynowego, w
odrdznieniu od pochodnej monocyklicznej. Wykazano rowniez, ze metoda ta jest skuteczna w
syntezie innych P-chiralnych analogow oligonukleotydow. Reakcja kondensacji bicyklicznych
trans monomerdow oksazafosfolidynowych, zawierajacych dodatkowa grupe metylowa w
pozycji 5 pierScienia oksazazfosfolidyny, aktywowana przez CMPT, prowadzi do czystych
diasterogenicznie fosforynowych produktéw posrednich. W warunkach kwasnych nastgpuje
reakcja typu E1, generujac odtrytylowany diester 5'-H-fosfonianu. W tym dwuetapowym cyklu
otrzymuje si¢ stereospecyficznie czyste H-fosfoniany oligo deoksyrybonukleozydow. Jest to
pierwszy przyktad kontrolowanej stereogenicznie syntezy diestrow H-fosfonianowych, co jest
o tyle istotne, ze mozna je przeksztalci¢ w r6znorodne P modyfikowane analogi fosforanowe.
Metoda to pozwolita uzyska¢ boranofosforany dinukleozydéw, hydroksymetylofosforany, oraz
kilka typow amidofosforyndéw z czysto$ciag w zakresie od 98:2 do> 99:1. Otrzymano réwniez
4-mery boranofosfaoranéw, chociaz konwersja H-fosfonianow do boranofosforanow i
amidofosforynow byla mniej skuteczna w poréwnaniu z analogicznymi pochodnymi PS-

ODN:Es.

Metoda wykorzystujaca konfiguracyjnie stabilne oksazazfosfolidyny 1 bicykliczne
monomery oraz CMPT (lub azole) stosowana jest w stereospecyficznej syntezie wielu P-

chiralnych analogéw oligonukleotydéw. Niestety metoda ma nadal pewne ograniczenia:

1. monomery oksazazfosfolidynowe sg bardziej wrazliwe na dziatanie kwasow, niz
ich odpowiedniki amidofosforynowe, dlatego wydajnos$¢ ich oczyszczania jest niska,
przy czym nie jest konieczny rozdzial diastereomeryczny;

2. Wydajnos$¢ reakcji kondensacji wymaga poprawy w przypadku syntezy dtugich
oligomerow. W przypadku pochodnych ORN, przydatna moze okaza¢ si¢ kombinacja
zastosowania CMPT i mniej rozbudowanych grup ochronnych pozycji 2'-OH niz grupy
TBDMS.

Efektywnos¢ konwersji H-fosfonianow diestrow do P-modyfikowanych analogéw

fosforanowych, takich jak boranofosforany na podtozu statym musi by¢ ulepszona.!®®
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6 Badania wtasne. Wyniki i dyskusja

Z przedstawionego powyzej przegladu literaturowego jasno wynika, ze pigciocztonowe
pierscienie  fosfolidynowe posiadaja duzy potencjat w nowoczesnych podej$ciach
syntetycznych biologicznie aktywnych zwigzkow. Wynika to z faktu, ze reakcje zachodzace z
okre$long sterospecyficzno$cig przy wysokiej wydajnosci czesto wymagaja tagodnych
warunkoéw. W tym ostatnim przoduja nowo projektowane 2-pirydynylowe termolabilne grupy
ochronne, ktérych usuwanie przebiega w tagodnych warunkach i jest sterowane tylko zmiang
temperatury. Potgczenie tych dwoch elementow sklonito mnie do zainteresowania sie
cickawymi wilasciwosciami 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny powstatej w wyniku
cyklizacji 2-Pirydynylowych termolabilnych grup ochronnych (2-PyTGO). Badania wlasne
przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej polegaty na prowadzeniu systematycznych
badan w celu okreslenia podatno$ci 2-Py TGO i ich pochodnych projektowanych dla ochrony
centrum fosforanowego na uleganie reakcji cyklizacji oraz badaniu reakcji otwarcia
otrzymanego w ten sposOb pierscienia 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny pod
wplywem czynnikow nukleofilowych. Do realizacji badan wykorzystatem czynniki
nukleofilowe takie jak woda i pirofosforany. Wykorzystanie wody jako czynnika
nukleofilowego, obecnego praktycznie w kazdym $rodowisku reakcyjnym, pozwala na
poznanie istoty reakcji otwarcia pierscienia oksazafosfolidyny. Natomiast zastosowanie
pirofosforanu moze prowadzi¢ do otrzymania niezwykle uzytecznych z biologicznego punktu
widzenia zwiazkoéw jakimi sg trifosforany nukleozydow. W zwiazku z powyzszym badania
prowadzone przeze mnie w trakcie mojego doktoratu wpisuja si¢ w nowoczesny nurt

projektowania szlakow syntetycznych dla zwigzkow o wysokiej aktywnosci biologiczne;.

Do cyklizacji 2-PyTGO z udziatem centrum fosforanowego dochodzi gdy do jego ochrony
zastosujemy 2-pirydyloaminoetylowa grupe ochronng, ktéra w swojej strukturze posiada 2-
rzegdowa grupe aminowg. W wyniku wewnatrzczasteczkowej cyklizacji wytworzony zostaje

wtedy 5-cztonowy pierscien oksazafosfolidyny.

W mojej pracy koncentrowatem si¢ na opracowaniu wydajnej metody syntezy oraz badaniu
wlasciwosci  3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolanu oraz jego pochodnych: 2-N-
izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny  (31); 2-N-izopropylamino-3-
(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny (32) oraz 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-
2-ylo-5-metylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny (33) (Schemat 21).
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Schemat 21: Modyfikacje uktadu  3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]oksazafosfolanowego

zsyntetyzowane i uzyte do badan.

Wytworzony 5-cztonowy pierscien jako wynik wewnatrzczasteczkowej cyklizacji niektorych
2-PyTGO nie posiada juz wiasciwosci termolabilnych charakterystycznych dla liniowej
struktury grupy ochronnej i jest odporny na dziatanie podwyzszonej temperatury. Jednakze z
prowadzonych przeze mnie badan wynika, iz mozliwe jest ponowne odtworzenie
termolabilnych wilasciwosci grupy ochronnej w wyniku reakcji rozerwania pierScienia
oksazafosfolanowego. Okreslitem ze reakcja otwarcia pierscienia 3-(pirydyn-2-ylo)-
[1,3,2]oksazafosfolanowego jest mozliwa z wykorzystaniem wody w obecnosci kwasu.
Hydroliza w warunkach kwasowych powoduje rozerwanie wigzania P-N i odtworzenie liniowej
formy 2-Py TGO (Schemat 17). Mozna powiedzie¢, ze w wyniku cyklizacji 2-PyTGO jego
termolabilne wiasciwosci zostaly ,,zamrozone”, a cykliczny pierscien jest formg ochrony
termolabilnej grupy ochronnej. Pytanie jakie nasuwa si¢ w tej czesci pracy, to czy dziatajac
czynnikami nukleofilowymi takimi jak pirofosforany rowniez mozna odtworzy¢ termolabilne

wilasciwosci przez otwarcie formy cyklicznej?

W dalszej czgsci pracy zamierzam przedstawi¢ badania nad reakcjg cyklizacji pierScienia
oksazafosfolanowego, jak réwniez reakcj¢ jego otwarcia pod wptywem innych niz woda
czynnikow, jakimi sg pirofosforany. Badania koncentrowaty sie¢ rowniez na modyfikacjach w
postaci podstawnikow 1 okresleniu, jaki rodzaj podstawnika utatwia, a jaki utrudnia cyklizacje

1 dalej poprzez swoje wlasciwosci wplywa na proces otwarcia pierscienia.
6.1 Synteza alkoholi 2-pirydynylowych

W celu przeprowadzenia syntezy 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny nalezy
przygotowa¢ dwufunkcyjne prekursory jakimi sg aminoalkohole. W mojej pracy zastosowalem
pochodne 2-pirydynyloetanolu, ktore posiadaja dwie reaktywne grupy: grupe hydroksylowsa -
OH oraz grupe iminowa -NH. Obie grupy sa zdolne do oddziatywania z PCls jednakze ze
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wzgledu na swoje wlasciwosci reaguja w nastepujacej kolejno$ci: najpierw grupa
hydroksylowa, a nastepnie w wyniku wewnatrzczasteczkowej cyklizacji grupa iminowa
(Schemat 25). Nalezy zwroci¢ uwagg, ze 2-pirydynylowe alkohole umozliwiajg wprowadzanie
modyfikacji, w kluczowych dla przebiegu reakcji czgsciach: w pierscieniu pirydyny, lub w
czesci alkilowej (Schemat 22). Wprowadzenie modyfikacji w postaci podstawnikéw ma
bezposrednio wplywaé¢ na wlasciwosci otrzymanych 3-pirydynylooksazafosfolidyn, w

szczegoOlnosci w procesie cyklizacji 1 otwarcia pierscienia.
X
X N/ 'Tl )\(OH
H X

Schemat 22: Miejsca mozliwych modyfikacji w alkoholu 2-pirydynylowym.

Oprocz N-(2-pirydylo)-2-aminoetanolu (28) (alkoholu bez modyfikacji), zdecydowatem si¢ na
synteze analogu N-(2-pirydylo)-2-amino-1-fenyloetanolu (29) z podstawnikiem fenylowym w
pozycji 1 aminoalkoholu oraz N-(2-pirydylo-5-metylo)-2-aminoetanolu (30) z podstawnikiem
metylowym w pozycji 5 pierScienia pirydyny (Schemat 23). Modyfikacja zawierajaca
podstawnik elektrono-donorowy jakim jest grupa metylowa, dostarcza elektronony w kierunku
endocyklicznego atomu azotu w pozycji 2 i co za tym idzie wptywa uktad elektronowy w
pierscieniu oksazafosfolidynowym. Druga modyfikacja opierajagca si¢ na podstawniku
fenylowym wprowadza zawadg przestrzenng w sasiedztwie centrum fosforynowego oraz
wyciaga elektrony z wegla o w stosunku do grupy hydroksylowej, wywolujac ujemny efekt
mezomeryczny 1 zmniejszajac gestos¢ elektronowa na tym atomie, co potencjalnie moze

rowniez wplywac na podatno$¢ oksazafosfolidyny na reakcje otwarcia.

X ~ HaC

@ OH [~ OH U OH

N ’Tl/\/ N ITI N N/\/
H H H

28 29 30

Schemat 23. Alkohole 2-pirydynylowe prekursory  3-pirydynylooksazafosfolidyn
wykorzystanych w dalszych badaniach.
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Reakcja wykorzystana do syntezy prekursorow przebiega pomigdzy 2-bromopirydyng a
aminoalkoholem 1 jest klasyfikowana jako substytucja nukleofilowa w pierScieniu
aromatycznym (Schemat 24). Jest to reakcja endoenergetyczna, wymagajgca wysokiej

temperatury. Dodatek trietyloaminy ma za zadanie neutralizowaé¢ wydzielajacy si¢ w czasie

reakcji HBr.
TEA
N ~_OH N-etylo-diozopropyloamina | N
| 7 + PN > N/ N/\/OH
N Br T=160°C, |
t=8h H
MW=185W
28

Schemat 24: Synteza alkoholu 2-pirydynylowego na przyktadzie N-(2-pirydylo)-2-
aminoetanolu (28).

Pierwsze proby optymalizacji reakcji podstawienia w pier§cieniu aromatycznym prowadzitem
stosujac metode ogrzewania konwekcyjnego (za pomoca czaszy grzejnej). Niestety w celu
uzyskania wysokich temperatur, ogrzewanie nalezato prowadzi¢ intensywnie co prowadzito do
miejscowych przegrzan mieszaniny reakcyjnej przy S$cianach naczynia i wydzielania
smolistych zanieczyszczen- produktow termicznego rozpadu reagentéw. Obnizalo to catkowitg

wydajno$¢, ale réwniez znaczaco utrudniato oczyszczanie 1 izolacje pozadanego produktu.

Rozwigzaniem, ktére wyeliminowato wspomniany problem byta zmiana sposobu ogrzewania
z konwekcyjnego na mikrofalowe. Przewaga ogrzewania mikrofalowego jest mozliwo$¢
rOwnomiernego roztozenia temperatury w catej objetosci mieszaniny reakcyjnej, podczas gdy
w przypadku ogrzewania konwencjonalnego zewngtrzne zrodlo ciepta musi ogrzaé $cianki
naczynia, a dopiero pdzniej rozpuszczalnik i reagenty znajdujgce si¢ w Srodku naczynia
reakcyjnego. Stosowane do tego celu reaktory mikrofalowe wykorzystuja promieniowanie
elektromagnetyczne w zakresie pomiedzy daleka podczerwienig a falami ultrakrotkimi, o
dtugosci fali od 1m do 1cm, co odpowiada czestotliwosci od 0,3 do 300 GHz. Promieniowanie
moze wspomagac przebieg reakcji chemicznej poprzez mikrofalowe ogrzewanie dielektryczne,
ktore wynika ze zdolnosci danego reagenta (i/lub rozpuszczalnika) do pochtaniania energii
przyporzadkowanej promieniowaniu mikrofalowemu oraz jej zamianie na energi¢ cieplna.
Moze to zachodzi¢ na dwa sposoby: poprzez rotacje czasteczek dipolowych lub przewodnictwo
jonowe. W ogrzewaniu bazujacym na rotacji dipoli, czasteczki bedace dipolami probuja

ustawi¢ sie¢ zgodnie z kierunkiem i zwrotem zmiennego pola elektromagnetycznego, dzigki
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Czemu poruszajg Si¢, a energia Kinetyczna, ktora przekazuja sobie czgsteczki podczas zderzen
zamieniana jest na ciepto rownomiernie w catej objetosci. Drugi mechanizm opiera si¢ na
przewodnictwie jonowym. Obecne w $rodowisku jony poruszajag si¢ zgodnie z Kierunkiem
zmiennego pola elektrycznego, a zderzanie si¢ migrujacych jonéw z jonami poruszajacymi Si¢
w przeciwnym kierunku wywotuje efekt cieplny, ktory jest tym wigkszy, im wigksze jest
stezenie i ruchliwos¢ jonow. Wynika to wprost z natury promieniowania mikrofalowego.
Dodatkowo zastosowane urzadzenie pozwala na bardzo precyzyjng kontrolg temperatury i
czasu grzania, co utatwia zoptymalizowanie warunkow reakcji, oraz zapewnia powtarzalnos¢
wynikéw. W moich badaniach stosowalem reaktor zarowno z komorg otwartg jak i zamknieta

(ci$nieniowy) — Rys.3.

http://cem.com

A B

Rys. 3: Uzywane podczas badan reaktory mikrofalowe: A: Ertec© (z komorg otwartg),

B: Discover SP (ci$nieniowy z komorg zamknietg).

Wigkszo$¢ syntez wykonalem przy pomocy reaktora z tzw. otwarta komora (metoda
niskoci$nieniowa). Natomiast proby w reaktorze zamknietym (metoda ci$nieniowa) wykazaty,
ze ten typ reaktor6w znacznie przesuwa rOwnowage reakcji podstawienia 2-bromopirydyny w
kierunku produktéw, co w konsekwencji przektada si¢ na wzrost wydajnosci. Z obecnego stanu
wiedzy wiadomo, ze ogrzewanie mikrofalowe to przede wszystkim nowy sposob dostarczania
ciepta, ale potencjalny wptyw promieniowania mikrofalowego na trwato$¢ wigzan reagujacych
ze soba czasteczek tez nie jest bez znaczenia. Wplyw ten jest jednak trudny obecnie do

jednoznacznego okreslenia dla badanego typu reakcji.

W calym procesie optymalizacji warunkow reakcji dos$¢ istotnym punktem byt dobor

odpowiedniego rozpuszczalnika. W pierwszej kolejnosci zastosowatem tradycyjnie stosowany
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ksylen, ze wzglegdu na jego wysoka temperatur¢ wrzenia Tw=138-142°C. Byl on
rozpuszczalnikiem stosowanym w metodzie ogrzewania konwekcyjnego, wiec pordwnanie obu
metod wydawalo si¢ by¢ latwiejsze. Niestety ksylen jest rozpuszczalnikiem o niskiej wartos¢
statej dielektrycznej (e=2,27-2,56 w zaleznos$ci od izomeru) co w kontekscie wykorzystania w
reakcjach wspomaganych mikrofalowo jest kluczowym parametrem. Co prawda reakcja w
ksylenie nie przegrzewala si¢, ale nie udato si¢ rowniez uzyska¢ pozadanej temperatury, przez
co nawet dlugi czas ogrzewania prowadzit do niezadowalajacych wydajnosci. Wynika to z
faktu, ze zwigckszanie mocy w reaktorze mikrofalowym powodowato zbyt duzg warto$¢ energii
odbitej, co w konsekwencji nie przektadatlo si¢ na podniesienie temperatury, a bylo
niebezpieczne dla urzadzenia. Rozpuszczalnikiem, ktory ma wyzsza od ksylenu wartos$¢ statej
dielektrycznej jest DMF i jest rekomendowany w literaturze'* jako rozpuszczalnik w reakcjach
wspomaganych mikrofalowo. Przeprowadzone testy wykazaty, ze wykorzystujac DMF, mozna
bez problemu osiggnaé temperature bliskg wrzenia i utrzymywac ja przez dtuzszy czas. Mimo
tego, otrzymywane wydajnosci byly niezadowalajace, a reakcja musiata by¢ prowadzona przez
wiele godzin. Stosowanie rozpuszczalnikow powoduje rozcienczanie substratow, co ma
przetozenie na przebieg calego procesu. Dobre wyniki osiagnatem eliminujac rozpuszczalnik i
stosujac nadmiar etanoloaminy (etanoloamina jest wtedy rozpuszczalnikiem dla drugiego
substratu). Etanoloamina ma wysoka temperature wrzenia tw=170°C, wiec mogla by¢
zastosowana jednocze$nie jako substrat i rozpuszczalnik. Stata dielektryczna etanolaminy
wynosi £=2,37'37, zatem nie jest to dobry rozpuszczalnik w kontekscie stosowania mikrofal,
natomiast duzo korzystniejszg pod tym katem statg dielektryczng ma pirydyna (e=13,5)!3® oraz
jej pochodne, w tym 2-bromopirydyna, co przy duzym st¢zeniu tego substratu prawdopodobnie
bylo wystarczajace do wuzyskania optymalnej temperatury reakcji. Duzy nadmiar
stechiometryczny jednego z reagentow dodatkowo przesuwa réwnowage reakcji w strone
produktow, co w konsekwencji korzystnie wplyneto na wydajnos¢ catego procesu. Reakcje
prowadzitem przez 8 godzin 1 zdecydowalem si¢ jg zakonczy¢, przy braku dalszych postepow.
Czysty produkt w postaci ciata stalego o barwie biatej wyizolowatem za pomocg chromatografii
kolumnowej uzywajac chlorku metylenu z dodatkiem metanolu w zmiennym gradiencie od (1%
do 5% metanolu). Najlepsza wydajno$¢ uzyskatem w przypadku N-(2-pirydylo)-2-
aminoetanolu (28) okoto 95%; dla N-(2-pirydylo)-2-amino-1-fenyloetanolu (29) i N-(2-
pirydylo-5-metylo)-2-aminoetanolu (30) wydajnosci wynosity odpowiednio 51% i 74%.
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6.2 Synteza oksazafosfolidyn

[1,3,2]oksazafosfolidyny sg grupa zwigzkow heterocyklicznych, ktorych podstawg strukturalng
jest pieciocztonowy pierScien zawierajagcy atom tlenu, azotu oraz fosforu. Pier$cien
oksazafosfolidyny jest strukturg trwata, ktora trudno ulega rozpadowi, zatem wykorzystywanie
reakcji otwarcia pierscienia musi by¢ poprzedzone zmiang tych wiasciwosci. Obecnosé
podstawnika pirydynylowego przy atomie azotu oksazafosfolidyny obniza trwalos¢ wigzania
P-N i umozliwia tatwe otwarcie pierScienia pod wptywem stabego kwasu. Otrzymywanie 2-
pirydynylowych pochodnych [1,3,2]oksazafosfolidyn jest procesem wieloetapowym, wymaga
zastosowania w reakcji z trojchlorkiem fosforu dwufunkcyjnych zwigzkow — aminoalkoholi 2-
pirydynylowych. Obecnos$¢ ugrupowania pirydynylowego, jest rowniez kluczowa, poniewaz
umozliwia tatwe odblokowanie na zasadzie cyklodeestryfikacji w odtwarzajacej si¢ W wyniku
decyklizacji 2-PyTGO. Istotng zaleta obecnosci ugrupowania 2-pirydynylowego w
omawianych aminoalkoholach, jest jego wplyw na powstajaca w kolejnym etapie
oksazafosfolidyne.
! -
PNH B— iPr,NH ’{NK ) ”xOH " -( 2 dodatiom Hs 7 \/L,E\J\

PC,— > P-N —»Cl—R —> NN~ N —> 5N 0
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Schemat 25: Przebieg reakcji syntezy [1,3,2]oksazafosfolidyny.

Zaproponowany przeze mnie schemat syntezy 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]oksazafosfolidyny
rozpoczyna si¢ od reakcji PCls z diizopropyloaming (Schemat 25). Reakcja jest wrazliwa na
obecnos¢ wody, co powoduje sporo problemow syntetycznych i wymaga szczegdlnej uwagi na
kazdym etapie. PCls jest zwigzkiem reaktywnym, i w obecno$ci wody (przy czym wystarczy
niewielka ilo$¢, np. wilgo¢ z powietrza) ulega gwaltownej reakcji hydrolizy z wydzielaniem
gazowego HCI. Dlatego istotne jest zadbanie o warunki bezwodne polegajace na: suszeniu
szkta reakcyjnego, uzyciu mozliwie bezwodnych rozpuszczalnikow 1 reagentow (najlepiej o
zawartosci wody ponizej 10 ppm), oraz napetnianiu naczyn reakcyjnych bezwodnym gazem
obojetnym (np. argonem). Mechanizm reakcji przebiega etapowo, gdzie kolejno atomy chloru
w czasteczce PCls s3 podstawiane przez czasteczki diizopropyloaminy. Szybkos$¢ kolejnych
etapoOw jest rozna, pierwsze podstawienie nastgpuje od razu, drugie zajmuje kilka godzin ze
wzgledu na mniejszg reaktywnos¢ pochodnej monopodstawionej, oraz powstalg czesciowa

zawade przestrzenng. Wiasnie ze wzgledu na duza zawadg przestrzenng trzeci atom chloru nie
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podlega podstawieniu. Wykorzystuje si¢ to w kolejnym trzecim etapie gdzie nastgpuje
podstawienie  mniejszych  alkoholi ~ 2-pirydynylowych.  Stosowanie = nadmiarow
stechiometrycznych diizopropyloaminy, nie tylko przyspiesza reakcje, ale przede wszystkim

pozwala neutralizowa¢ powstajacy w reakcji HCI (Schemat 25).

Jak wspomniano powyzej aminoalkohol 2-pirydynylowy nie powoduje takiej zawady
przestrzennej jak czasteczka diizopropyloaminy, co umozliwia jego podstawienie. Wazne z
punktu widzenia wydajnosci jest odpowiednie przygotowanie alkoholu poprzez dlugotrwate
suszenie. Powstaly w ten sposob amidofosforyn jest liniowg formag 2-pirydynylowej
Termolabilnej Grupy Ochronnej. Jest to produkt termodynamicznie nietrwaty i podlega
samoistnie wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji do 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny.
Dzieje si¢ to na drodze ataku nukleofilowego wolnej pary elektoronow egzocyklicznego atomu
azotu na atom fosforu z réwnoczesnym odejsciem jednej z grup diizopropyloaminowych
(Schemat 26).
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Schemat 26: Mechanizm wewnatrzczasteczkowej cyklizacji z uformowaniem pierscienia

oksazafosfolidynowego.

Proces ten mozna przyspieszy¢ poprzez dodanie stabego kwasu, np. 1-H-tetrazolu, ktory
utatwia protonacje¢ atomu azotu w podstawionej aminie. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze
stosowanie dodatkowego kwasu w obecnosci nawet niewielkich ilosci wody w $rodowisku
reakcyjnym moze prowadzi¢ do reakcji niepozadanej, czyli powstawania cyklicznego H-

fosfonianu, produktu ubocznego obnizajacego koncowa wydajnos$¢ (Schemat 27).
A
V \ | H*/H,O Y 'T'
L G N
NP = NEP
31 51
Schemat 27: Przeksztatcenie 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny do 3-(pirydyn-2-

ylo)-[1,3,2]-oksaza-H-fosfolidyn-2-onu (51).
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Inng metoda jest podstawienie tylko jednego atomu chloru w PCls za pomoca
diizopropyloaminy, a nastepnie przytaczenie aminoalkoholu 2-pirydynylowego. W powstatym
mono-chloro podstawionym produkcie przejsciowym (52), nastepuje wewnatrzczasteczkowa
cyklizacja, prowadzaca do 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny (31) (Schemat 28).
Reakcja ta zachodzi spontanicznie i bardzo szybko, poniewaz odchodzacy anion chlorkowy jest
lepsza grupa opuszczajacag niz grupa diizopropyloaminowa. Duzg zaleta tego podejscia jest
zmniejszenie ilosci etapéw reakcji o jeden (podstawienie diizopropyloaminy), oraz duzo
szybsza cyklizacja prowadzaca do pierscienia oksazafosfolidyny. Niestety wysoka reaktywnos¢
omawianego chloro- podstawionego produktu posredniego (52) (Schemat 28) powoduje

trudnosci w kontrolowaniu reakcji co moze prowadzi¢ do obnizenia wydajnosci.
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Schemat 28: Procedura syntezy  3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny  z

wykorzystaniem mono chloro- podstawionego produktu posredniego.

Optymalizacja warunkow reakcji pozwolita mi na okreslenie parametrow i doprowadzenie do
osiggania nawet 80% wydajnosci calego procesu. Jak juz wspomniano, najwazniejszym
czynnikiem decydujacym o wydajnosci jest utrzymanie na kazdym etapie mozliwie
bezwodnych warunkow. Zauwazytem, ze wydajno$¢ reakcji moze by¢ uzalezniona nawet od
wzglednej wilgotnosci powietrza danego dnia. Proces prowadzitem w obojetnym
rozpuszczalniku jakim jest benzen, ktory dobrze rozpuszczal wszystkie substraty i stosunkowo
fatwo moze zosta¢ osuszony. Dodatkowo powstajace w reakcji sole nieorganiczne nie
rozpuszczaja si¢ w benzenie, przez co tatwo mozna je odizolowaé w procesie oczyszczania.
Wstepne podczyszczenie mieszaniny reakcyjnej mozna uzyskac stosujac ekstrakcje pomiedzy
fazg organiczng (benzen/trietyloamina 95:5), a fazag wodng. Niepozadana hydroliza jest
blokowana przez utrzymanie zasadowego pH dzieki obecnosci trietyloaminy. Z praktycznego
punktu widzenia bezpieczniejszym i prostszym rozwigzaniem okazalo si¢ natozenie czgsciowo
odparowanej mieszaniny reakcyjnej na kolumne z zelem krzemionkowym silica gel 60 Fosa.
Podczas przemywania kolumny chromatograficznej stosowatem jako eluent fazy
benzen/trietyloamina 9:1 co pozwolitlo na latwy rozdziat sktadnikow mieszaniny dzieki

réznicom w migracji przez kolumne chromatograficzng. Otrzymywany produkt po liofilizacji
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z benzenu mozna bezpiecznie przechowywa¢ w zamrazarce stosujac atmosfer¢ gazu
obojetnego argonu. W temperaturze pokojowej omawiane oksazafosfolidyny maja postaé
gestego oleju lub wosku. Ze wzgledu na reaktywnos$¢ oksazafosfolidyny jej dlugie
przechowywanie nie jest wskazane, gdyz prowadzi do rozktadu. Dlatego po izolacji i
charakterystyce spektralnej najkorzystniej jest przeksztatci¢ ja do formy stabilniejszej np.
pochodnej nukleozydu.

Ze wzgledu na wspomniang wrazliwos¢ na wilgo¢, monitorowanie reakcji za pomoca

chromatografii TLC jest bardzo trudne, dlatego pomocnym narzedziem jest analiza 3P NMR.

W ramach prac badawczych otrzymatem 3 modyfikacje 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny (schemat 21). Uktadem odniesienia byta dla mnie 2-N-Dizopropylamino-3-
(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyna (31), ktéra zostata w naszym zespole juz wczesniej
przebadana i opisane zostaty jej wlasciwosci jako stabilnej formy 2-Py TGO. Zdecydowatem
si¢ rowniez na wprowadzenie dwdch rodzajow podstawnikdw: przestrzennie zawadzonej grupy
fenylowej oraz elektronodonorowej grupy metylowej. W pierwszym przypadku otrzymalem 2-
N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyne (32). Prowadzone
badania z taka modyfikacja mialy odpowiedzie¢ na pytanie jak taki obszerny przestrzennie
podstawnik jak grupa fenylowa, umieszczony blisko centrum fosforowego bedzie wptywat na
utozenie czasteczki w przestrzeni oraz na dostepnos$¢ centrum fosforowego podczas ataku
nukleofilowego. Badania koncentrowaly si¢ takze na okresleniu wplywu podstawnika na
reakcje tworzenia 1 otwierania pierScienia oksazafosfolidyny. Zastosowanie drugiej
modyfikacji czyli podstawnika metylowego w pozycji 5 pierécienia pirydynowego pozwolito
na otrzymanie 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo-5-metylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny
(33). Rolg podstawnika metylowego powinno by¢ dostarczanie elektronéw do piericienia.
Poniewaz podstawnik umieszczono w pozycji 5, najwigkszy wptyw powinien mie¢ na pozycje
para, czyli na atom wegla potaczony z azotem w pierscieniu oksazafosfolidyny. Z kolei sita
wigzania migdzy tym atomem azotu a atomem fosforu jest miejscem kluczowym w kontekscie

otwierania pierscienia.

6.2.1 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-
oksazafosfolidyna(32). Stereochemia i badania krystalograficzne

Grupa fenylowa jest duzym podstawnikiem, ktory umieszczony blisko centrum fosforowego

moze wptywac na jego reaktywno$¢. Zaprojektowatem modyfikacje 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny, polegajaca na umieszczeniu podstawnika fenylowego w pozycji 5
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pierscienia oksazafosfolidyny (32) (Schemat 21). Wprowadzenie takiego przestrzennie duzego
podstawnika miato w zatozeniu spowodowaé zawadg przestrzenng, ograniczy¢ mozliwos¢
swobodnego rotowania czgsteczki w osi wigzania atomu fosforu z atomem tlenu z nukleozydu.
Nie wiadomo jednak czy takie przestrzenne ulozenie bgdzie ustawiato centrum reakcyjne w
sposob utatwiajacy atak nukleofilowy na atom fosforu. Dodatkowo, wegiel C5 3-(pirydyn-2-
ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny stal si¢ chiralny, co spowodowalo otrzymanie
mieszaniny diasteroizomerow. Praca z mieszaning diasteroizomerow jest dodatkowa trudnoscia
gdyz wymaga pracochtonnych metod rozdziatu. W toku prac zaobserwowatem iz 3-(pirydyn-
2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyna tatwo krystalizuje. Opracowalem zatem metode
krystalizacji omawianej pochodnej, ktora pozwolita mi na rozdziat diasteroizomeréw jak
rowniez korelacje badan krystalograficznych (otrzymanych po izolacji odpowiednich
krysztaléw), z analiza za pomoca rezonansu magnetycznego 3P NMR. Na ponizszym
schemacie przedstawione sa widma 3P NMR kolejnych etapéw syntezy 2-N-izopropylamino-
3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny (32).
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Schemat 29: Przebieg reakcji syntezy 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-yl)-5-fenylo-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny (32) wraz z analiza 3'P NMR poszczegolnych etapow.
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6.2.1.1 Badanie stereospecyficznosci wewnqtrzczqsteczkowej P-cyklizacji

P-Cyklizacja amidofosforynu zawierajacego liniowa formg termolabilnej grupy ochronnej (48)
prowadzi do 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny (32).
Biorgc pod uwage, centrum stereogeniczne na chiralnym atomie wegla, oraz drugie centrum
stereogeniczne powstajace w momencie wewnatrzczasteczkowej cyklizacji na atomie fosforu,
spodziewatem si¢ uzyska¢ mieszaning czterech produktéw. Jednakze analiza za pomoca
magnetycznego rezonansu 3!PNMR wykazata powstanie tylko dwoch sygnatow. Dodatkowo
nalezy zaznaczy¢, ze produkty powstawaly jednoczesnie, jednakze w réznych proporcjach, a
ich przesunigcia chemiczne byly podobne (analiza 3P NMR: dwa sygnaly w stosunku 87:13
przy przesunieciu chemicznym wynoszacym odpowiednio 128,4 ppm i 116,7 ppm), co
$wiadczy ze mamy do czynienia raczej z mieszaning diastereoizomerdéw niz reakcja nastepcza.
Z uwagi na taki obraz widm fosforowych, nie moglem ocenié, czy otrzymuj¢ wszystkie
mozliwe kombinacje stereoizomerdéw, czy obecnos¢ dwoch pikéw wskazuje na powstawanie
tylko dwoch produktéw. Mozliwa jest rowniez sytuacja, ze dwa diastereoizomery nie roznigce
si¢ w wlasciwos$ciami chemicznymi posiadajg to samo przesuni¢cie chemiczne, poniewaz sg
wzgledem siebie enancjomerami). Za pomoca chromatografii kolumnowej moglem oczyscié
produkty z zanieczyszczen, jednak nie pozwolilo t0 na rozdzial poszczegdlnych
stereoizomerdow. Czysto$¢ otrzymanej mieszaniny diasteroizomeréw potwierdzitem analiza *H

NMR oraz spektroskopig mas.

Otrzymane wyniki eksperymentalne doprowadzity mnie do wniosku, ze cyklizacja racemiczne;j
mieszaniny 48 zachodzi wprawdzie z silng stereopreferencjg, ale prowadzi do powstania
mieszaniny wszystkich czterech mozliwych stereoizomeréow (32a-d). Jednakze analiza 3P
NMR wykonana w achiralnym rozpuszczalniku (benzen) wykazata dwa sygnaty o réznych
intensywnosciach 1 przesunigciach chemicznych 128,4 ppm dla jednej pary enancjomerdéw i
116,7 ppm dla drugiej. Diastereoizomery zgrupowane sa w dwoch parach enancjomeréw w
obrebie jednego sygnatu na widmie 3P NMR dla kazdej pary, gdyz posiadaja one takie same
przesunigcie chemiczne. Na tym etapie przypisanie odpowiednich sygnatéw poszczegdlnym

diasteroizomerom byto niemozliwe (Schemat 30A).
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Schemat 30: Analiza 3P NMR 3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny (32): A-
mieszanina wszystkich izomeréw; B- widmo otrzymane po ponownym rozpuszczeniu

krysztalow.
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6.2.1.2 Rozdziat diastereoizomerdw oraz okreslenie ich konfiguracji absolutnej

Poniewaz w trakcie oczyszczania zauwazylem, ze oczyszczane diastereoizomery posiadajg
zdolnos¢ do krystalizacji, w ciggu dalszych badan podjalem probe krystalizacji mieszaniny
izomerow. Oczyszczone metodami chromatograficznymi zwigzki 32a-d zostaty pozostawione
na kilka dni w czystym heksanie, w naczyniu umozliwiajgcym jego powolne odparowywanie.
W wyniku tych dziatan otrzymatem krysztaty o strukturze prostopadlo$cianu (wymiary
krysztatdéw wybranych do analiz: 0,5mm x 0,3mm x 0,15mm i 0,14mm x 0,16mm x 0,04mm) i

poddatem analizie strukturalne;j.

Schemat 31: Obraz utozenia czgsteczek 3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny
(32a i 32b) otrzymany metodami krystalograficznymi.
Analiza 3P NMR krysztaléw ponownie rozpuszczonych w benzenie wykazata obecnos¢ tylko
jednego piku (128,4 ppm), natomiast ich analiza krystalograficzna potwierdzita obecnos¢ tylko
dwoch enancjomerow 32a i 32b co pozwolito przypisa¢ im konfiguracje absolutng
(odpowiednio Rc, Sp i Sc, Re — Schemat 30B). Swiadczy to dobitnie o fakcie, ze ta para
diastereoizomerdw jest w stosunku do siebie enancjomerami o tej samej warto$ci przesunigcia
chemicznego. Mozna jednak sytuacj¢ znacznie uprosci¢ eliminujgc ilos¢ powstatych
diastereoizomerow stosujac 2-pirydynylowy aminoalkohol o okreslonej juz konfiguracji na

atomie wegla. Konfiguracja na tym atomie wegla nie zmienia si¢ podczas P-cyklizacji.

W zwigzku z powyzsza obserwacja zdecydowatem si¢ powtorzy¢ syntezg fenylowej pochodne;j
oksazafosfolidyny wykorzystujac zsyntezowany do tego celu 2-amino-1-fenyletanol 29b o
okreslonej konfiguracji R na chiralnym atomie wegla. Jezeli poczatkowa mieszaning dwoch

diastereoizomerow zastagpimy jednym, to mieszanina po cyklizacji bedzie zawiera¢ tylko 2
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diasteroizomery. W wyniku P-cyklizacji 48 o konfiguracji R otrzymatem takie samo widmo 3!P
NMR jak w przypadku mieszaniny racemicznej 32a: dwa piki w stosunku okoto 85:15
(Schemat 32A). Zastosowanie substratu o okres$lonej konfiguracji na atomie wegla pozwolito
wyeliminowa¢ z puli mozliwych produktow enancjomer 32b (ScRp), ktory wczesniej tworzyt
w krysztale par¢ z enancjomerem 32a (RcSp) charakteryzujaca si¢ fosforowym przesunigciem
chemicznym w widmie P NMR 6=128,4 ppm. Produkty P-cyklizacji 48 o konfiguracji R
réwniez krystalizowaty, ale ich analiza krystalograficzna wykazata inny sktad
diastereoizomerow: 32a (RcSp) i 32¢ (RcRp), jednakze w takim samym stosunku molowym.
Udowodnitem to ponownie rozpuszczajgc otrzymany krysztat i analizujagc mieszaning za
pomoca 3'P NMR (dwa sygnaly w rownym stosunku, Schemat 32B). Poniewaz 32¢ w wyniku
stereoselektywnej P-cyklizacji powstaje w mniejszej ilosci, prawdopodobnie wszystkie jego
czasteczki biorg udziat w kokrystalizacji z 32a, pozostaty po krystalizacji roztwér zawierat
tylko czysty diastereoizomer 32a (RcSp) sygnal charakteryzujacy si¢ przesunigciem
chemicznym na widmie fosforowym 6=128 (Schemat 32C). Omawiany proces
diastereoselektywnego oczyszczania przez krystalizacj¢ pozwala na pozbycie si¢ z mieszaniny
przez krystalizacje¢ diastereoizomeru, ktory obecny jest w mniejszej ilosci oraz otrzymanie

jednego diastereoizomeru, ktory powstaje w przewadze podczas P-cyklizacji.
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Schemat 32: Analiza 3P NMR 3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny o

okres$lonej konfiguracji R na chiralnym atomie wegla C5: A — mieszanina wszystkich

izomeroéw; B- widmo otrzymane po ponownym rozpuszczeniu krysztatdéw; C- widmo roztworu

pozostatego po krystalizacji.
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Na podstawie otrzymanych danych doswiadczalnych okreslitem zalezno$¢ pomiedzy
konfiguracja absolutng 1 przesunigciami chemicznymi sygnaldw poszczegdlnych
diastereoizomerow w widmach 3'P NMR. Uzyskane dane pokazuja, ze para enancjomerow 32a
i 32b wystepuje jako jeden sygnat na widmie *'P NMR z przesunigciem réwnym 128ppm,

druga para enancjomeréw, 32¢ i 32d wystepuje jako sygnal z przesuni¢ciem 116 ppm.

Dane krystalograficzne i analizy za pomoca rezonansu jadrowego 3P NMR wykazaty
posrednio, ze grupa fenylowa ulozona jest w konfiguracja syn wzgledem podstawnika przy
atomie fosforu (w stosunku do pierscienia oksazafosfolidyny), co $wiadczy o tym, zZe takie
ulozenie jest najkorzystniejsze energetycznie. Czgéciowa stercoselektywnos¢ tej cyklizacji
spowodowana jest zawada przestrzenng jakg tworza trzy przestrzennie duze podstawniki w

obrgbie pierscienia oksazafosfolidyny.

6.2.1.3 Proby zastosowania 3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny (32a) w

stereoselektywnej syntezie fosforanow i tiofosforandw nukleozyddw
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Schemat 33: Wyizolowany przez krystalizacje i scharakteryzowany czysty diastereoizomer —

struktura chemiczna, obraz czasteczki w krysztale, czysto$é potwierdzona za pomoca 3P NMR.

Otrzymanie czystego diastereoizomeru o okreslonej konfiguracji pozwala na badanie
stereochemii reakcji fosfitylacji nukleozydéw za pomoca 3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny. Diasteroisomer RcSp (32a- Schemat 33) poddatem reakcji z 3'-O-acetylo-
tymidyng posiadajaca wolng pierwszorzedowa grupe hydroksylowa oraz z 5'-O-DMT
tymidyna, ktora zawierata niezabezpieczong drugorzedowsg grupa hydroksylowa (Schemat 34).

Kazdy z tych substratow, niezaleznie od rzedowosci grupy hydroksylowej, powodowat
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powstanie dwoch produktow kinetycznych w nierownych proporcjach, co $wiadczy o

czgsciowej utracie czystosci stereogenicznej na centrum fosforowym.
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Schemat 34: Utrata stereoczystosci podczas fosfitylacji na przykltadzie reakcji
oksazafosfolidyny o znanej konfiguracji absolutnej z 3'-O-acetylo-tymidyna.

Wiadomo, ze reakcje fosfitylacji katalizowane stabymi kwasami, na przyktad 1-H-tetrazolem,
zachodza z inwersja konfiguracji.’®® W oparciu o badania kinetycznej i termodynamicznej
stabilno$ci wytworzonego produktu, moglem stwierdzi¢, ze fosfitylacja za pomoca 32a
prowadzi do powstania dwoch epimeréw w proporcji 75:25 w przypadku reakcji w pozycji 5°
(Schemat 35) oraz 85:15 w przypadku pozycji 3’ nukleozydu, co wynika wilasnie z

niecatkowitej inwersji konfiguracji na atomie fosforu.

Kolejnym etapem wplywajacym na stereochemi¢ centrum fosforowego moze by¢ utlenianie.
Jednakze zamiana konfiguracji w przypadku 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]oksazafosfolidyny jest
mozliwa tylko i wylgcznie gdy nastgpi otwarcie i ponowne zamknigcie pierscienia
oksazafosfolidyny. Usiarczenie i utlenienie otrzymanych pochodnych nukleozydowych nie
zmienito wzajemnych proporcji stereoizomerow (Schemat 35), a tym samym nie zachodzito ze

zmiang konfiguracji.
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Schemat 35: Fosfitylacja wolnych grup -OH w pozycjach 3"i 5" nukleozydow, oraz usiarczenie

atomu fosforu otrzymanych w ten sposoéb pochodnych.

Usiarczanie oksazafosfolidyny do pochodnej tiofosforanowej (38) (Schemat 36) pozwolito
oceni¢, czy wpltyw podstawienia atomu siarki moze zapobiec inwersji konfigurcji i otworzy¢
drogg do stereospecyficznej syntezy tiofosforanow nukleozydéw (Schemat 36). Po usiarczeniu
atomu fosforu stosunek diastereoizomeréw pozostal w tych samych proporcjach co w
wyjsciowej oksazafosfolidynie, czyli nie doszto do inwersji konfiguracji. Jednak tio- pochodna
oksazafosfolidyny (38) nie jest podatna na protonacj¢ atomu azotu i w konsekwencji nie mozna
jej wlaczy¢ do nukleozydu, a w warunkach hydrolizy w warunkach kwasowych nie jest podatna

na otwarcie pierscienia.
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Schemat 36: Usiarczenie 3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny,  proba
podstawienia otrzymanej pochodnej (38) do nukleozydu oraz badanie trwatosci w warunkach

hydrolizy w warunkach kwasowych.

6.3 Wykorzystanie 3-(pirydyn-2-yl)-oksazafosfolidyn nukleozydéw w

syntezie trifosforanéw nukleozyddw

Najwickszg zaletg stosowania 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyn jest ich podatnos¢ na
otwarcie pierScienia oraz prosta procedura wprowadzania tego cyklicznego ugrupowania
fosforynowego do nukleozydu. Otwarcie pier$cienia pod wptywem czynnikéw nukleofilowych
powoduje odtworzenie termolabilnej grupy ochronnej, ktorej tatwe usunigecie w warunkach
obojetnych pozwala na wspotdziatanie z innymi grupami ochronnymi stosowanymi w chemii
organicznej. Otwarcie pierScienia i przywrdcenie wiasciwosci termolabilnych zachodzi na
drodze hydrolizy w $§rodowisku kwasnym 1 jest mozliwe dzigki Obecnos$ci ugrupowania

pirydynylowego, ktore wplywa na trwalo$¢ wigzania P-N.
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Schemat 37: Hydroliza kwasowa oksazafosfolidyny — otwarcie pierScienia i przywrdcenie
funkcji TGO.

Zaplanowane prace rozpoczatem od testowania trwatosci pierScienia 3-(Pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny w obecnosci wody 1 stabego kwasu jakim jest kwas octowy. W wyniku tej
reakcji okazato si¢, ze nastepuje rozerwanie wigzania N-P i otrzymujemy diester H-
fosfonianowy (48), w ktorym odtworzona jest liniowa grupa TGO. Z kolei grup¢ ochronng
mozna usung¢ pod wptywem zwigkszenia temperatury co powoduje powstanie monoestru H-
fosfonianowego (49). Temperatura i srodowisko wodne powoduja wewnagtrzczgsteczkowa
termocyklizacje, ktora zachodzi w trakcie termoodblokowania, wytwarzajac charakterystyczny
produkt bicykliczny (41) powodujac tym samym usunigcie termolabilnej grupy ochronnej
(schemat 37). Reakcja otwarcia pierScienia przebiega z udzialem anionu oksonionowego
(hydroniowego, wytworzonego podczas autohydrolizy wody w s$rodowisku kwasnym) i
mechanistycznie jest przytaczeniem nowego podstawnika (OH) do centrum fosfonowego (49).
Poprzez analogi¢ mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie innych anionéw otwieratoby droge do
syntezy kolejnych klas zwiazkéw, w zaleznosci od uzytego czynnika nukleofilowego. W
wyniku takiej reakcji (otwarcie pierScienia oksazafosfolidyny) powstatby produkt posredni z

termolabilng grupg 2-PyTGO. Nalezy jednak odpowiedzie¢ sobie na pytanie: czy stosujgc inne
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niz woda czynniki nuklofilowe, usunigcie grupy termolabilnej na drodze termocyklizacji bedzie
mozliwe. Odblokowanie na drodze termocyklizacji zachodzi tylko wtedy, gdy zwiazek,
potencjalny produkt takiego odblokowania, bedzie termodynamicznie trwalszy niz przed
odblokowaniem. Oznacza to, ze 2-TGO odtwarzajgca si¢ podczas otwarcia pierScienia
oksazafosfolidyny nie w kazdym uktadzie musi by¢ dobra grupa opuszczajaca. W tym miejscu
nalezy rozwazy¢ wptyw dodatkowych modyfikacji w postaci grup o charakterze elektronowym
lub objetosciowym na stabilnos¢ oksazafosfolidyny w warunkach ataku nukleofilowego, jak

rowniez na labilno$¢ odtwarzajacej si¢ grupy termolabilne;.

Do dalszych badan wybratem pirofosforany jako ciekawy przyktad uzytecznych nukleofili.
Jezeli atak pirofosforanu na ugrupowanie 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]oksazafosfolidyny
powiedzie si¢, a usunig¢cie grupy termolabilnej bedzie mozliwe to w wyniku takiej reakcji
powinniS§my otrzyma¢ trifosforany nukleozydow, zwiazki o ogromnym potencjale
aplikacyjnym w biochemii (Schemat 38). Trifosforany to przede wszystkim chemiczne

magazyny energii, ktore regulujg procesy biochemiczne zachodzace w komoérkach organizmow
zywych.

Wybdr pirofosforanu jako czynnika nukeofilowego pozwolil zatem jednocze$nie na badanie
mechanizmu reakcji nukleofilowego otwarcia pierscienia 3-(pirydyn-2-yl)-oksazafosfolidyny,

oraz na prob¢ opracowania nowej, prostej i efektywnej syntezy trifosforanow nukleozydow —

zwigzkow o szerokim zakresie zastosowan praktycznych.

Idea prowadzaca do otrzymania trifosforanow nukleozydow przedstawiona zostala na
Schemacie 36 i przedstawia dwie hipotetyczne metody syntezy trifosforandéw wspomaganych

usuni¢ciem termolabilnej grupy ochronnej.

termolabilnej grupy ochronne;j.
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Schemat 38: Dwie rozwazane koncepcje syntezy trifosforanéw nukleozydow: 1 — atak
pirofosfaranu na fosfor P(III) i pdzniejsze utlenienie, Il — utlenienie fosforu do postaci P(V) i

atak pirofosforanu w kolejnym etapie.

Zalozeniem pierwszego podejscia byto badanie podatnosci oksazafosfolidyny na nukleofilowy
atak pirofosforanu, co pozwolitoby w konsekwencji na otwarcie pier§cienia i odtworzenie 2-
PyTGO. Produktem posrednim w takim przypadku powinien by¢ fosforano-triester (39).
Jednakze spodziewatem si¢, ze bedzie to produkt termodynamicznie nietrwaly i w
konsekwencji nastgpi jego szybkie przeksztatcenie do cyklicznego produktu posredniego-
metafosfonianu fosforanu (40). Wewnatrzczasteczkowa cyklizacja tancucha polifosforowego
powinna by¢ sitg napedowa odejscia termolabilnej grupy, ktorej eliminacja moze zachodzi¢ na
dwoch drogach: hydrolizy w $rodowisku kwasnym, co prowadzi do usunigcia alkoholu 2-
pirydynylowego (28) lub na drodze wewnatrzczasteczkowej termocyklizacji, ktora prowadzi
do charakterystycznego produktu bicyklicznego (41). Metafosfoniano fosforan w wyniku
utlenienia przeksztatca si¢ w liniowa forme trifosforanu nukleozydu (42). Etap ten i zwigzana

z nim reakcja sa opisane W literaturze.?®

Natomiast drugie podejscie zaktada odwrocenie kolejnosSci i rozpoczgcie procesu syntezy od
utlenienia 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny do jej tlenku, a nastepnie badanie
podatnos$ci na nukleofilowe otwarcie pierscienia pod wpltywem pirofosforanéw. Eliminuje si¢
w ten sposob mozliwo$¢ niepozadanej hydrolizy do H-fosfonianow pod wplywem wody.
Powstawanie H-fosfonianéw oraz produktow ich dalszych przemian jest czynnikiem
utrudniajacym koncowe oczyszczanie. Wezesniejsze prace!!’ w naszym zespole pokazuja, ze

otwarcie pierScienia tlenku oksazafosfolidyny jest mozliwe (Schemat 39), jednak trudno na
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poczatkowym etapie przewidzie¢ czy powstata forma liniowa bgdzie posiada¢ wiasciwosci

termolabilne.
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Schemat 39: Otwarcie pierscienia tlenku oksazafosfolidyny pod wpltywem wody.

W przedstawionej dysertacji prowadzone przeze mnie prace koncentrowaty si¢ na podejsciu
pierwszym, natomiast podejscie drugie jest w obszarze zainteresowan zespotu projektowego i
nie bedzie dalej omawiane w pracy. Przedstawienie tej metody jest dopelnieniem wiedzy na

temat reaktywnosci 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny.
Przedstawione rozwazania nakreslity nastepujace kierunki badawcze:

e Dbadanie wptywu modyfikacji 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny na reakcje
otwarcia pod wptywem pirofosforanow

e Dobodr odpowiedniego pirofosforanu pod wzgledem wiasciwosci nukleofilowych oraz
zawarto$ci wody

e Dobor czynnika utleniajacego
6.4 Pirofosforany jako czynniki nukleofilowe

Pirofosoran jest kwasem czteroprotonowym, w ktorym kazdy z anionow kwasowych jest
potencjalnym centrum nukleofilowym. Kwas pirofosforowy jest przy tym czasteczka
stosunkowo nieduzg, co ogranicza wpltyw ewentualnej zawady przestrzennej. Reakcja 3-
(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny z pirofosforanem wymaga przede wszystkim
warunkéw bezwodnych. Przeprowadzajac ja w rozpuszczalnikach organicznych (fatwych do
wysuszenia) napotkamy na problem z rozpuszczeniem pirofosforanu. Kwas pirofosforowy, jak
ijego sole nieorganiczne (wWystepujace czesto w postaci uwodnionej), sg zwigzkami praktycznie
nierozpuszczalnymi w rozpuszczalnikach organicznych. Dlatego aby przeciwdziata¢ temu
zjawisku stosuje si¢ pirofosforany w postaci soli z obszernymi alifatycznymi kationami

amoniowymi, ktore ulatwiaja rozpuszczanie w rozpuszczalnikach organicznych. Analiza
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literaturowa pokazuje, ze najpowszechniej stosowane w reakcjach podobnego typu sa

organiczne sole kwasu pirofosforowego przedstawione w tabeli 1.

NEVANE] Struktura

pirofosforan i

: . H,C CHs
tris(tetrabutyloaminowy) ’ /\/\+
‘ i
Hso\/\/ \/\/CH3

pirofosforan

o _ HaC /\/\ CH, 0 o
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Hsc\/\/ (|)H (|)H
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Tabela 2: Zestawienie soli kwasu pirofosforowego stosowanych w badaniach.

Pirofosforan tris(tetrabutyloaminowy) jest popularnym substratem w wielu metodach syntezy
trifosforanow nukleozydoéw. Obecnos¢ trzech mocno rozgatezionych kationéw aminowych
pozwala na uzycie rozpuszczalnikow organicznych, co w kontekscie reakcji bardzo podatnych
na hydrolizg jest pozadane. Niestety zwigzek ten, wystepujacy w postaci biatego proszku jest
wyjatkowo hydrofilowy (wlasciwosci silnie higroskopijne). W kontakcie z powietrzem
atmosferycznym momentalnie pochtania wilgo¢, co mozna obserwowaé przez zmiang jego
struktury krystalicznej (rozpuszcza si¢). Ta wlasciwos¢ czyni ten pirofosforan ucigzliwym,
gdyz wymaga dlugiego procesu suszenia pod proznig przed reakcjg 1 utrzymywania mozliwie
suchych warunkéw na kazdym jej etapie. Dodatkowo powinien by¢ przechowywany w
zamrazarce w niskiej temperaturze w warunkach bezwodnych. Utrudnia to przygotowanie
wigkszych ilosci tego preparatu do wykorzystania w terminie pozniejszym. Kazdorazowo przed

planowang syntezg syntezy musi by¢ odpowiednio przygotowana nowa porcja.
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Dostgpna w literaturze preparatyka jednoznacznie wskazuje, ze do reakcji stosuje si¢ duze
nadmiary pirofosforanu (czgsto rzedu 8-9 ekwiwalentéw). Niestety nie znalaziem
jednoznacznego wyjasnienia przyczyny takiego postepowania, wigc zakladam, ze takie
nadmiary zostaly wyznaczone empirycznie, jako pozwalajgce na otrzymanie najlepszych
wydajno$ci w najkrotszym czasie. Przyczyn zapewne jest kilka. Po pierwsze moze mie¢ to
zwigzek z rOwnowagg jonowa w roztworze i szybka migracja jonow, przez co w danym
momencie tylko pewna cze$S¢ substratu jest reaktywna. Po drugie pirofosforan
tris(tetrabutyloaminowy) wzgledem kwasu difosforowego, ma tylko jedng reaktywng grupe
hydroksylowa. Utrudniony jest tez dostep do centrum reakcyjnego ze wzglgdu na otoczenie
obszernych kationéw. Oprocz wynikajacej z tego faktu mniejszej reaktywnosci, pod uwage
nalezy wzig¢ prawdopodobng nizsza kwasowos$¢ zwigzku soli pirofosforanowych, mimo ze
oznaczanie pKa tych zwigzkoéw jest trudne lub niemozliwe i wymaga obecnosci wody, co nie
oddaje rzeczywistych warunkoéw reakcji. Wskazuje to jednak, ze juz wyjSciowo nie mozna tej

reakcji uznac za bardzo efektywng i prawdopodobnie thumaczy stosowanie takich nadmiardw.

Inng kombinacjg pirofosforanu w postaci soli alkiloaminowej jest pirofosforan
bis(tributyloaminowy), ktéry ma dwie wolne grupy hydroksylowe, a zastosowane kationy
aminowe sg mniej rozgatezione. Wyprobowanie w reakcji tego pirofosforanu wigzalo si¢ z
zatozeniem, ze bedzie on bardziej kwasowy od swojego odpowiednika z jedng wolng grupa
OH, oraz z uwagi na mniejsza ilo$¢ kationow (ktore sg rowniez mniej obszerne przestrzennie)
centrum reakcyjne bedzie tatwiej dostepne 1 w zwigzku ztym bedzie mozna uzy¢ mniejszych
nadmiardw, co w praktyce oznaczaloby wprowadzanie mniejszych ilosci wody z

odczynnikiem.

Trzecim zaproponowanym do badan czynnikiem nukleofilowym jest pirofosforan
tris{bis(trifenylofosforanylidieno)aminowy}  (PPN), wykorzystywany do  syntezy
trifosforanéw nukleozydow jako zamiennik pirofosforanu tris(tetrabutyloaminowego).* Jak
wida¢ w  tabeli 2, kationy aminowe  zostaly  zastgpione  kationami
bis(trifenylofosforanylidienowymi). Preparatyka tego odczynnika jest prosta, nie wymaga
drogich odczynnikéw, a jego najwigksza zaleta jest brak witasciwosci higroskopijnych i

mozliwo$¢ wysuszenia oraz przechowywania w postaci ciata statego przez dluzszy czas.
6.5 Wybor czynnika utleniajgcego

Omawiana sekwencja reakcji chemicznych rozpoczyna si¢ od zwigzkéow gdzie atom fosforu

jest na III stopniu utlenienia, ale koncowy produkt- trifosforan ma juz stopien utlenienia V. W

76



zwigzku z powyzszym w §ciezce syntetycznej nalezy uwzglednic etap utlenienia. Jest to istotny
element syntezy, gdyz stosowanych jest wiele czynnikow utleniajagcych w zaleznosci od

wlasciwosci chemicznych centrum fosforynowego.

Najpopularniejszym jest utlenianie jodem w obecnosci nukleofilowej zasady jaka jest pirydyna.
Mechanizm zaktada w pierwszej kolejnosci podstawienie atomu jodu w miejsce pary
elektronowej na atomie fosforu, a nast¢pnie szybkie podstawienie przez czasteczke pirydyny.

Dopiero pdzniej nastepuje atak czasteczki wody i wytworzenie formy fosforanowe;.

Niestety stosujac 2-pirydynylowe grupy ochronne nie mozemy stosowac jodu jako czynnika
utleniajgcego. Opisana zostala wewnatrzczasteczkowa reakcja cyklizacji z udziatem 2-PyTGO
podczas utleniania przy uzyciu jodu .}*” Udowodniono, ze 2-pirydylowy atom azotu jest zdolny
do podstawienia atomu jodu w wyniku wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji prowadzacej do

oksazafosfolidyny.
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Schemat 40: Cyklizacja 2-PyTGO w warunkach utleniania pod wptywem jodu.

Dlatego w dalszych pracach aby wyeliminowaé¢ mozliwo$¢ wewnatrzczasteczkowego udziatu
2-PyTGO w reakcji podstawienia zastosowatem wodoronadtlenek tert-butylu w formie 5,5 M
rotworu w bezwodnym dekanie. Jest to handlowo dostepny, bardzo powszechnie uzywany
czynnik utleniajgcy. Zaleta stosowania takiego odczynnika jest jednoetapowy mechanizm
bezposredniego utlenienia, ktéry nie wymaga przylaczenia jodu 1 powstawania bardzo
reaktywnego produktu przejsciowego, ktory prowadzi do powtdrnej cyklizacji. Dodatkowo
ulatwia utrzymanie bezwodnych warunkéw, ktore sa niewskazane na zadnym etapie reakcji.
Zastosowanie wodoronadtlenku tert-butylu pozwolito na szybkie utlenienie P(III) do P(V) co
mogtem obserwowaé jako zanik sygnatu od fosforu P(IIT) podczas analizy *'P NMR. Szybkoé¢
tego etapu jest na tyle duza, ze eliminuje konkurencyjne reakcje uboczne. Nalezy dodac, ze
brak zawartosci wody w dodawanym roztworze pozwolit na uniknigcie powstawania

niepozadanego cyklicznego H-fosfonianu.
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6.6 Zastosowanie pirofosforanu tris(tetrabutyloaminowego) jako

czynnika nukleofilowego

Rozpoczynajac prace nad opracowaniem metody syntezy trifosforandéw nukleozydow
wyprobowatem kilka wariantow polegajacych na zmianie kolejnosci dzialan na
poszczegolnych etapach, stosowania réznych nadmiaréw pirofosforanu, oraz doboru
rozpuszczalnika. Zdecydowatem si¢ na wybor acetonitrylu jako medium reakcji, gdyz jest on
rozpuszczalnikiem dobrze rozpuszczajacym nukleozydy z grupa oksazafosfolidynows oraz
pozwala na osiggni¢cie niskiej zawartosci wody (ok. 5-10 ppm). Podczas optymalizacji
warunkoéw reakcji udowodnilem Ze najlepsze rezultaty osiggnalem poprzez dodanie do
wysuszonej oksazafosfolidynowej pochodnej nukleozydu 6 eckwiwalentow pirofosforanu
rozpuszczonego w bezwodnym acetonitrylu. Kolba reakcyjna byla napelniona gazem
obojetnym (argonem), co pozwolilo na wyeliminowanie tlenu i wody z powietrza. W krotkim
czasie ok 30 minut obserwowalem za pomoca 3'P NMR zanik dwoch sygnatow (129,8ppm i
125,5ppm) pochodzacych od fosforu w pierscieniu oksazafosfolidyny i powstawanie
charakterystycznego tripletu przy ok 107 ppm powstajacego od atomu fosforu P(III), oraz
odpowiadajacych mu dwoch sygnatow przy ok. -19 ppm pochodzacych od dwoch atomow P(V)
w powstajagcym produkcie posrednim (50) (Schemat 41).
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Schemat 41: Powstawanie cyklicznego produktu posredniego w reakcji oksazafosfolidyny z

pirofosforanem.

Niestety obserwowang reakcja uboczng byta hydroliza, wynikajaca z obecnos$ci niemozliwych
do catkowitego wyeliminowania ilo§ci wody w mieszaninie reakcyjnej. Nastgpnym krokiem
bylo utlenienie atomu fosforu P(III) otrzymanego zwigzku, powodujace w zatozeniu otwarcie
pierscienia i powstanie trifosforanu nukleozydu. Po dodaniu czynnika utleniajacego nie udato
mi si¢ zaobserwowac charakterystycznej grupy sygnatow (ok. -6, -11 i -23 ppm — kolejno od

atoméw Py, Pa i PP) wskazujgcych na powstawanie trifosforanu. Obserwowalem natomiast
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bardzo duzo trudnych do zidentyfikowania sygnalow, prawdopodobnie produktow rozpadu
zardwno cyklicznego produktu posredniego, jak i produktow reakcji ubocznych. Réwniez
analiza TLC nie pozwolita na wyodrebnienie jakichkolwiek fosforanow nukleozydoéw. Na tym
etapie przyjatem przypuszczenie, ze w wyniku pierwszego etapu reakcji grupg odchodzacg byt

nukleozyd, a nie tak jak zaplanowatem odtwarzajaca si¢ grupa termolabilna..

6.7 Zastosowanie pirofosforanu  bis(tributyloaminowego) jako

czynnika nukleofilowego

Pirofosforan bis(tributyloaminowy) mial w zatozeniu by¢ bardziej reaktywny dzieki dwom
grupom OH, oraz mniejszemu wpltywowi sterycznemu obszernych kationow aminowych.
Zastosowanie tego zwigzku powinno pomdc w szybszym przebiegu reakcji i pozwoli¢ na
odejscie termolabilnej grupy ochronnej. Wyniki z przeprowadzonej z jego wykorzystaniem
syntezy wskazywaty, ze nie jest to wygodny czynnik nukleofilowy w kontekscie zaplanowane;j
syntezy. Kontrola reakcji za pomocg 3P NMR wykazala co prawda zanikanie sygnalow od
atomu fosforu w oksazafosfolidynie (129,5 ppm oraz 127,96 ppm), natomiast zamiast
spodziewanego cyklicznego produktu przejsciowego 50, otrzymywalem szereg sygnatow od
powstajacych produktow ubocznych. Analiza 3P NMR wskazuje, ze gtéwnym produktem
ubocznym sg w tej sytuacji jest H-fosfonian, co wskazuje bezposrednio na duzg zawarto$é wody
w dodawanym substracie, a posrednio na stabg reaktywno$¢ tego pirofosforanu wzgledem
oksazafosfolidyny. Z uwagi na trudnosci z pozbyciem si¢ wody z tego odczynnika jego gorsza
reaktywnos$¢ oraz stabsza rozpuszczalno$¢ w srodowisku reakcji (acetonitryl), zdecydowatem

si¢ nie kontynuowa¢ badan z wykorzystaniem pirofosforanu bis(tributyloaminowego).
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Schemat 42: Widmo 31P NMR z przebiegu reakcji z wykorzystaniem pirofosforanu
bis(tributyloaminowego).

6.8 Zastosowanie hydrofobowego pirofosforanu PPN jako czynnika

nukleofilowego

Zastosowanie pirofosforanu tris{bis(trifenylofosforanyl-dieno)aminowego} (PPN), jest
korzystne z uwagi na brak wtasciwosci higroskopijnych. Pozwala to na rozwigzanie problemu
z catkowitym wysuszeniem czynnika nukleofilowego, a dzigki temu zmniejszenie strat
wydajnosciowych powodowanych ubocznymi reakcjami hydrolizy. Oprécz potencjalnego
zwiekszenia wydajnosci, cheiatem uzyskaé prostszy w interpretacji obraz widm 3P NMR przez
brak produktoéw hydrolizy, oraz produktéw ich dalszego rozpadu np. podczas reakcji utleniania.
Reakcje z uzyciem tego pirofosforanu rzeczywiscie charakteryzuja si¢ mniejszg zawartoscia
wody. Niestety problemem jaki napotkalem w trakcie prac byla nizsza reaktywno$é
pirofosforanu PPN. Pozwalal on co prawda na formowanie si¢ niewielkiej ilosci posredniego
metafosfonianu fosforanu 50, ale po ustaleniu si¢ pewnego stanu rownowagi reakcja
zatrzymywala si¢ 1 nie obserwowalem dalszego ubywania substratu na rzecz powstawania
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pozadanego produktu. W celu przesunigcia réwnowagi reakcji stosowatem duze nadmiary
pirofosforanu (nawet 9:1 w stosunku do substratu oksazafosfolidynowego), co nie przyniosto
spodziewanego rezultatu. Reakcje monitorowatem przez 94 godziny i przy braku postepow
zdecydowatem si¢ zatrzymac. Zastosowany pirofosforanu PPN jest prawdopodobnie zbyt
stabym nukleofilem, zeby pozwoli¢ na wydajne otwieranie pier§cienia oksazafosfolidyny.
Dodatkowo, znaczenie na przebieg tej reakcji moze mie¢ jego wielkos$¢, ktora z uwagi na
obecnos¢ trzech kationow z szescioma podstawnikami fenylowymi w kazdym, moze by¢ zbyt

zawadzona przestrzenie i utrudnia¢ dostep do centrum reakcyjnego.
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Schemat 43: Widmo *'P NMR reakcji nukleozydowej oksazafosfolidyny 43 z pirofosforanem
PPN.

6.9 Synteza cyklicznego czynnika trifosforylujgcego

Prowadzac badania nad otwarciem pierscienia oksazafosfolidyny za pomoca pirofosforanow,
majac na uwadze mozliwos$¢ zastosowania tych reakcji w konteks$cie syntezy trifosforanow
nukleozydow, postanowilem zbada¢ nieco inng koncepcje, polegajaca na wytworzeniu

cyklicznego czynnika fosfitylujacego, zawierajacego trzy atomy fosforu, ktory po reakcji z
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nukleozydem prowadzitby to uzyskania NTP. Pomyst opartem na znanej z literatury Strategii

(Schemat 44).140
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Schemat 44: Synteza NTP przez wytworzenie tagodnego czynnika fosfitylujacego i jego
przytaczenie do nukleozydu (prezentowana metoda za: Caton-Williams, J.;
Smith, M.; Carrasco, N.; Huang, Z., Org. Letters 2011, 13 (16), 4156-4159).

Przeprowadzitem zatem reakcje 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny (31) z pirofosforanem tris(tetrabutyloaminowym). W zatozeniu atak
pirofosforanu miat spowodowac otwarcie pierscienia oksazafosfolidyny, po czym powinna
nastgpi¢ wewnatrzczasteczkowa cyklizacja prowadzaca do wytworzenia szesciocztonowego
pierscienia metafosfonianu fosforanu. W wyniku tego powinna odtworzy¢ si¢ liniowa forma 2-
PyTGO jako konsekwencja otwarcia pierscienia oksazafosfolidyny. Tak przygotowany czynnik

planowalem wykorzysta¢ w reakcji z nukleozydem (Schemat 45).
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Schemat 45: Planowany przebieg wytworzenia cyklicznego czynnika trifosforylujacego z

wykorzystaniem otwarcia pierscienia oksazafosfolidyny w celu syntezy NTP.
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Badania nad takim podej$ciem pokazaly jednak, ze pierScien oksazafosfolidyny w formie
amidofosforynu nie jest podatny na atak pirofosforanu. Pomimo uzycia nadmiaru pirofosforanu
wzgledem oksazafosfolidyny analiza 3P NMR nawet po dtuzszym czasie nie wykazala zadnej
zmiany. Poniewaz dopiero protonacja atomu azotu pozwala na podstawienie aminy
diizopropylowej, do mieszaniny reakcyjnej dodatem stabego kwasu jakim jest BMT, jednakze
jedynym efektem jaki obserwowatem byto wytworzenie cyklicznego H-fosfonianu (51), ktory
jest przedstawiony na Schemacie 27. Metoda nie pozwolita na uzyskanie zakladanych
rezultatow. Natomiast pozwolila spojrze¢ na reakcje otwarcia pierscienia oksazafosfolidyny
troche z innej strony. Otwarcie pierscienia oksazafosfolidyny jest zalezne od otoczenia i

zachodzi jezeli wynikiem takiego przeksztatcenia jest produkt termodynamicznie trwalszy.
6.10 Podsumowanie wynikow i dyskusja

W trakcie prac badawczych przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej opracowalem
i wykonalem synteze trzech cyklicznych pochodnych  3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny: 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny (31); 2-
N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny ~ (32) oraz 2-N-
izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo-5-metylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny (33). Roznig si¢ one
wlasciwo$ciami oraz reaktywno$cig zarowno podczas cyklizacji jak 1 otwierania piersScienia
[1,3,2]oksazafosfolidyny. Przeprowadzenie syntezy, okre$lenie mechanizmu cyklizacji jak
rowniez metod ich oczyszczania pozwolito mi uzyskac zwigzki, ktore mogly by¢ potencjalnymi
substratami w syntezie waznych biologicznie komponentow. W celu dalszego prowadzenia
badan postanowitem zbadac¢ ich podatnos¢ na atak nukleofilowy pirofosforanu. Wybor takiego
czynnika nukleofilowego podyktowany byt potencjalnymi praktycznymi zastosowaniami takiej
reakcji, prowadzacymi w przypadku uzycia nukleozydowych pochodnych oksazafosfolidyny
do opracowania nowej metody syntezy trifosforanow nukleozydow. W pierwszej kolejnosci
przeprowadzitem opracowanie i1 optymalizacj¢ metody syntezy modyfikowanych alkoholi 2-
pirydynylowych, jako prekursorow oksazafosfolidyny. W kolejnym etapie pracy otrzymane
aminoalkohole wykorzystatem do syntezy odpowiednich oksazafosfolidyn. 2-N-
izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyne (32) otrzymatem w
postaci czterech diastereoizomeréw. Poglgbione badania nad ta modyfikacja pozwolity na
poznanie struktury krystalicznej, okreslenie konfiguracji absolutnej na dwoéch centrach
stereogenicznych i przypisanie poszczegolnym stereoizomerom odpowiadajacych im sygnatéw

na widmie 3P NMR. Uzyskana wiedza pozwolila na badania mechanizméw reakcji z
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nukleozydem, oraz prob wykorzystania do stereoselektywnej syntezy fosforandéw i

tiofosforanéw nukleozyddow.

Zebrana analiza literaturowa oraz przygotowane nukleozydowe pochodne omawianych
oksazafosfolidyn pozwolity na opracowanie strategii wykorzystania 3-(pirydyn-2-ylo)- [1,3,2]-
oksazafosfolidyny w syntezie trifosforanéw nukleozydow. Podczas optymalizacji i badania
roznych pochodnych pirofosforanéw jako czynnikéw nukleofilowych, ostatecznie wybratem
pirofosforan tris(tetrabutyloamoniowy) jako najodpowiedniejszy ze wzgledu na dobra
rozpuszczalno$¢ w stosowanym rozpuszczalniku (acetonitryl), oraz zdecydowanie najlepsza
reaktywno$¢ wzgledem 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny. Z uwagi na mozliwos¢
wystepowania niepozadanych reakcji wewnatrzczasteczkowych z udziatem 2-pirydynolowych
TGO zrezygnowatem z zastosowania jodu jako czynnika utleniajacego. Dobre rezultaty udato
mi si¢ osiaggna¢ stosujac wodoronadtlenek tert-butylu, ktéry oprocz powszechnie
wykorzystywanych wlasciwos$ci utleniajacych, dostepny jest w wygodnej formie —jako roztwor
w bezwodnym dekanie. Wykonalem duza ilo$¢ powtorzen reakcji, co pozwolito mi znalez¢é
zalezno$ci pomiedzy przygotowaniem odczynnikdéw, stosowanym rozpuszczalnikiem,

kolejnoscia dziatan i sposobami oczyszczania i analizg powstajacych produktow.

Uktadem modelowym, od ktorego rozpoczatem badania nad trwatoscig oksazafosfolidyny i
opracowaniu potencjalnych warunkéw syntezy trifosforanow poprzez nukleofilowe otwarcie
byta 3°-O-acetylo-5’-[(3-pirydyn-2-ylo)-(1,3,2)-oksazafosfolidyno]tymidyna (43). Reakcja z
6-cio krotnym nadmiarem pirofosforanu prowadzita do stosunkowo szybkiego powstawania
produktu posredniego charakteryzujacego si¢ na widmie 3P NMR trypletem o przesunieciu
chemicznym 6 =107 ppm (odpowiadajagcym atomowi fosforu P(Ill) uformowanym
metafosfonianu fosforanu) oraz odpowiadajgcym temu sygnatowi dubletowi przy -19 ppm

$wiadczgcemu o przytaczeniu do czasteczki dwoch atoméw fosforu P(V) (Schemat 46).
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Schemat 46: Widmo 3P NMR pierwszego etapu reakcji — widoczny tryplet przy 107 ppm i
odpowiadajacy mu dublet przy -19 ppm. Duzy sygnat przy ok. -4 ppm pochodzi
od pirofosforanu.

Na podstawie analizy widm 3P NMR mozna byto wnioskowaé ze przebieg reakcji jest zgodny
z oczekiwaniami, czyli atak pirofosforanu prowadzi do otwarcia pierscienia oksazafosfolidyny
i usunieciu grupy termolabilnej. Jezeli tak si¢ stato to powinien powsta¢ stan przejsciowy (39)
niemozliwy do zarejestrowania za pomoca 3'P NMR, ktéry w wyniku wewnatrzczasteczkowej
cyklizacji czgéci trifosforanowej, prowadzi do produktu przejsciowego - metafosfonianu
fosforanu nukleozydu (40). Nieoczekiwanie obserwowatem wspomniany dublet przy -19 ppm,
$wiadczacy 0 obecnosci atoméw fosforu P(V). Wedtlug wiedzy literaturowej’? jezeli
otrzymywany jest nukleozydowy metafosfonian fosforanu, sygnat ten powinien przyjmowac
posta¢ dubletu dubletdéw, a rozszczepienie to powinno by¢ wynikiem wplywu heterotopowych
(w tym przypadku konkretnie diastereotopowych) protonow przy weglu w pozycji 5’
nukleozydu (Schemat 47). Rozszczepienie takie wynika z braku plaszczyzny symetrii

czasteczki.
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Schemat 47: Widma metafosfonianu fosforanu, produktu posredniego przed utlenieniem do
trifosforanu; A: tryplet, oraz odpowiadajacy mu dublet dubletow wynikajacy z
rozszepiania przez diastereotopowe atomy wodoru przy weglu C5' nukleozydu;
B: tryplet, oraz odpowiadajacy mu dublet- brak rozszczepienia sygnalow wynika
z obecnos$ci homotopowych atomoéw wodoru przy atomie wegla o W

symetrycznym podstawniku (prezentowane skany widm za: Ludwig, J.;
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Eckstein, F., J. Org. Chem. 1989, 54 (3), 631-635).

Zastanawiajacy inny obraz w widmie 3P NMR byt trudny do interpretacji na tym etapie badan

1 przyjalem zalozZenie, Ze jest to efekt stosowania innego rozpuszczalnika, ktory czgsto ma

wplyw na brak rozszczepien sygnatéw w widmach 3P NMR i nie jest latwy, a czesto nawet

mozliwy do przewidzenia. Brak rozszczepienia bytby mozliwy rowniez gdyby nukleozyd zostat

usunigty ze zwigzku 51, a 2-pirydynylowa termolabilna grupa ochronna pozostata przytgczona

do metafosfonianu fosforanu 52 (Schemat 48).
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Schemat 48: Postulowany przebieg reakcji pirofosforanu z oksazafosfolidynowa pochodna

tymidyny.

Zatozenie to bylo mato prawdopodobne, gdyz w dotychczasowych badaniach pokazano ze
grupa termolabilna jest tatwo usuwana z centrum fosforanowego, a nukleozyd nie jest dobrg
grupa odchodzaca. Postulowane otwarcie pierscienia oksazafosfolidyny powinno prowadzi¢ do
odtworzenia dobrej grupy odchodzacej jaka jest 2-Py TGO. Dalsze prace koncentrowaty si¢ na
poddawaniu mieszaniny reakcyjnej dziataniu czynnika utleniajacego, ktory w zalozeniu miat
spowodowac utlenienie atomu fosforu P(IIl) i otwarcie sze$ciocztonowego pier§cienia, a w
konsekwencji uzyskanie trifosforanu nukleozydu. Podczas utleniania zaobserwowalem szybki
zanik trypletu przy 107 ppm, co $wiadczy o utlenieniu fosforu P(I11), natomiast w wyniku tej
reakcji zamiast charakterystycznych sygnatow dla trifosforanu otrzymatem szereg trudnych do
zidentyfikowania sygnaléow 1 grup sygnatéw fosforanowych w zakresie przesunigé

chemicznych migedzy 3 ppm a -25 ppm (Schemat 49).
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Schemat 49: Widmo %P NMR otrzymane w wyniku reakcji utleniania. Brak spodziewanych
sygnatow charakterystycznych dla trifosforanu nykleozydu (dublet -6 ppm,
dublet -11 ppm, tryplet -23 ppm), widoczne sygnaty produktéw ubocznych.
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Z uwagi na trudnosci w wyizolowaniu poszczegdlnych produktéw, oraz skomplikowany obraz
NMR, postanowitem sprawdzi¢ dziatanie uktadu z wykorzystaniem kolejnej modyfikacji (44),
ktéra zawiera podstawnik metylowy w pierécieniu pirydynylowym. Efekt donujacy elektrony
grupy metylowej w pozycji 5 pierScienia pirydyny, oraz jej wpltyw na gesto$¢ elektronowsg
pirydynowego atomu azotu powinien mie¢ znaczenie w przebiegu reakcji otwarcia pierscienia
oksazafosfolidyny pod wptywem czynnika nukleofilowego. Przeprowadzenie reakcji w
analogicznych warunkach jak w przypadku pierwszej oksazafosfolidyny pozwolito zauwazy¢
zdecydowanie wolniejsze powstawanie produktu przejsciowego 40 obserwowane za pomocg
analizy 3P NMR jako trypletu od atomu fosforu P(I11) przy przesunieciu 108 ppm (Schemat
50).
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Schemat 50: Widmo 3P NMR pierwszego etapu reakcji. Widoczne sg sygnaty 132,48 ppm i
128,09 ppm pochodzace od substratu 44, powstajacy tryplet przy 108 ppm wraz
z odpowiadajagcym mu dubletem przy -19 ppm (pochodzace od matafosfonianu
fosforanu) oraz szereg sygnalow pochodzacych od konkurencyjnych reakcji

ubocznych.
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Sygnat przy -6,9 pochodzacy od pirofosforanu charakteryzuje si¢ duzg integracja §wiadczaca 0
stosowaniu duzych nadmiaréw tego reagenta, CO nie miato przetozenia na przyspieszenie
reakcji i nie spowodowato zaniku sygnatow 132,48 ppm i 128,09 ppm pochodzacych od
nukleozydowego substratu. Skutkiem wolno zachodzacej reakcji, byla przewaga reakcji
konkurencyjnych, ktore z uwagi na obecno$¢ wody niemozliwa do catkowitego
wyeliminowania z mieszaniny reakcyjnej powodowaly powstawanie szeregu produktow
ubocznych, mozliwych do obserwowania w postaci sygnatow 3P NMR (Schemat 50) . Biorac
pod uwage brak mozliwosci uzyskania w zaplanowanych warunkach reakcji pozadanego
produktu oraz przewage powstawania produktow ubocznych, udowodnitem ze wlasciwosci tej
modyfikacji nie poprawiaja podatnosci pierscienia oksazafosfolidyny na otwarcie pod

wptywem pirofosforanu i uznatem ten uktad za niespetniajacy oczekiwan.

Trzecia wybrana przeze mnie pochodng byta oksazafosfolidyna (45) zawierajaca grupe
fenylowa w sasiedztwie atomu fosforu. Modyfikacja ta zostala dokladnie przebadana, gdyz
podstawnik fenylowy w pier$cieniu oksazafosfolidyny pozwala otrzyma¢ forme krystaliczng
oraz dokona¢ pomiaréw dyfrakcji promieni rentgentowskich. Na podstawie tych pomiaréw
uzyska¢ mozna rozmieszczenie przestrzenne catej czasteczki. Duzy przestrzennie podstawnik
z jednej strony potencjalnie mégt utrudnia¢ dostgp czynnika nukleofilowego do centrum
reakcyjnego, z drugiej jednak strony mogt powodowac takie przestrzenne ulozenie centrum
fosforowego, ktore sprzyjaloby przytaczeniu czesci pirofosforanowej 1 utozeniu odtwarzajace;j
si¢ 2-Py TGO w pozycji utatwiajacej odejscie. Juz pierwsze proby pokazaty, ze reakcja z
pirofosforanem zachodzi stosunkowo szybko, przy czym wystarczyl jedynie trzykrotny
nadmiar pirofosforanu wzgledem 45 (w odroznieniu do stosowania sze$ciokrotnych nadmiaréw
w stosunku do 43), a co za tym idzie minimalizuje si¢ powstawanie ubocznych produktéw
hydrolizy. Dodatkowo, w odrdznieniu od prob z poprzednio stosowanymi modyfikacjami,
charakterystycznemu trypletowi dla fosforu P(III) towarzyszyt dublet dubletow, spodziewany
dla diastereotopowych protonow przy atomie wegla w pozycji 5’ nukleozydu. Jednakze na tym
etapie nie musiat to by¢ rezultat $wiadczacy o produkcie nukleozydowym, poniewaz nalezy
zwr6ci¢ uwage, iz ugrupowanie 2-Py TGO z uwagi na podstawnik fenylowy przy chiralnym
atomie wegla, charakteryzuje si¢ (podobnie jak w przypadku nukleozydu) brakiem ptaszczyzny

symetrii i moze skutkowaé podobnym obrazem na widmie *'P NMR (Schemat 51).
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Schemat 51: Sygnaty 3P NMR otrzymane podczas reakcji 45 z pirofosforanem
tris(tetrabutyloaminowym). Dublet dubletow przy 19 ppm nie jest dowodem na
otrzymanie pochodnej nukleozydowej, gdyz taki sam obraz moze byc¢

spowodowany heterotopowym atomem wodoru przy chiralnym atomie wegla o
2-Py TGO.

Utlenienie otrzymanego produktu przejsciowego za pomoca wodoronadtlenku tertbutylu
zachodzito szybko i wydajnie. Pozwolilo to przyjac, ze po otwarciu pier§cienia powstaje jeden
gtowny produkt charakteryzujacy si¢ dwoma dubletami przy -8,8 ppm i -9,6 ppm (potencjalnie
odpowiadajacymi atomom fosforu Py i Pa)) oraz odpowiadajacym im trypletem przy -23,4 ppm
charakterystycznym dla atomu P (Schemat 52).

-18 20 22 24
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che-mical shift

Schemat 52: Sygnaty 3'P NMR wskazujace na obecno$¢ trzech atomow fosforu w otrzymanym

zwigzku.
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Po pozostawieniu mieszaniny w amoniaku, celem usunigcia grupy acetylowej z pozycji 3’
nukleozydu, oraz wymianie kationow w powstalym trifosforanie, otrzymatem zwigzek ktérego
widmo 3P NMR wskazywalo na grupy sygnatéw o przesunieciu chemicznym &= -1,5 ppm
(potencjalnie Py), 6= -12,6 ppm (potencjalnie Pa) oraz 6= -22,7 ppm (potencjalnie PpB). Takie
przesunigcia sa charakterystyczne dla trifosforanow. Mieszaning reakcyjng poddatem
wstgpnemu oczyszczaniu na kolumnie chromatograficznej z zelem krzemionkowym silica gel
60 F2s4, Uzywajac jako eluentu fazy izopropanol/woda/amoniak w stosunku 7:2:1. Z uwagi na
niewystarczajace efekty takiego oczyszczania zdecydowatem si¢ dodatkowo na uzycie kolumy
jonowymiennej ze ztozem DOWEX, a nastgpnie rozdziat za pomoca zloza typu DEAE
Sephadex A-25. Z uwagi na trudne do odizolowania zanieczyszczenia problematyczna byta

ocena produktu za pomocg chromatografii TLC, oraz technik spektroskopowych.

Ostatecznie, dzieki korelacji widm *H NMR, *C NMR, 3P NMR oraz COSY, poszerzonej
analizg masowg i HPLC potwierdzitem, ze uzyskany trifosforan jest nienukleozydowy i jest
trifosforanem 2-Py TGO (55). Widmo protonowe zawiera charakterystyczne sygnaly od
pirydylowych i fenylowych atoméw wodoru w zakresie przesunie¢ chemicznych 6,6 — 7,8 ppm
oraz grupy sygnatow od kationow tertbutyloaminowych miedzy 2,8 a 3,3 ppm, przy czym
brakuje sygnaléw charakterystycznych dla protonow nukleozydowych. Widmo fosforowe
wskazuje na powstanie trifosforanu, przy czym dublet przy ok. -0,9 ppm jest zbyt przesunigty
w kierunku wyzszych warto$ci przesunigcia chemicznego wzgledem znanego z literatury

obrazu widma 3P NMR dla trifosforanu nukleozydu (Schemat 53).
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Schemat 53: Widmo *H NMR oraz 3!P Nl\f/llgm())trzymanego produktu.
Uzyskanie takiego niespodziewanego wyniku mozna wyjasni¢ na dwa sposoby, przy czym
niemozliwe jest do okreslenia, wedtug ktorego z mechanizmow reakcja rzeczywiscie przebiega.
Poniewaz wynik byt inny niz spodziewany trifosforan nukleozydowy, staralem si¢ znalez¢
potwierdzenie mechanistyczne takiego przebiegu reakcji. Pierwszy postulowany mechanizm
(schemat 54) zaklada otwarcie pierscienia oksazafosfolidyny pod wptywalem ataku
pirofosforanu. Powstaje stan przejsciowy, w ktérym atom fosforu P(III) znajduje si¢ w centrum
piramidy bitrygonalnej. Jest to prawdopodobnie najbardziej kluczowy moment dla dalszego
przebiegu reakcji, w ktorym podstawniki przy atomie fosforu ustawiajg si¢ W pozycjach
apikalnych (bgdacymi pozycjami preferencyjnymi dla tatwego odejscia danego podstawnika) i
ekwatorialnych (analogicznie decydujacych o pozostaniu danego podstawnika w obrgbie
czasteczki). W pozycjach apikalnych ustawia¢ si¢ beda podstawniki o nizszej energii
wzglednej. Dodatkowo pozycja ekwatorialna jest bardziej ,,zattoczona”, co wynika z

mniejszych katdéw miedzy wigzaniami, przez co wplyw na utozenie w danej pozycji moze mie¢
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tez wielko$¢ samych podstawnikow lub ich przestrzenne utozenie.!*! W omawianym przypadku
prawdopodobnie dochodzi do sytuacji, w ktorej podstawnik nukleozydowy ustawia si¢ w
pozycji apikalnej, przez co w momencie wewnatrzczasteczkowe] cyklizacji czesci
pirofosforanowej jest on preferencyjng grupg odchodzaca (53), prowadzac do powstania
metafosfonianu fosforanu z przytaczong 2-Py TGO (54), ktéry w wyniku utlenienia prowadzi
do liniowej formy takiego trifosforanu (55).
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Schemat 54: Postulowany mechanizm reakcji 3’-O-acetylo-5’-O-[3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-
(1,3,2)oksazafosfolidyno]tymidyny z pirofosforanem

tris(tetrabutyloamoniowym).

Drugi mozliwy mechanizm polega na odej$ciu nukleozydu w pierwszej kolejnosci tj. podczas
ataku nukleofilowego pirofosforanu (schemat 55). Znany jest w literaturze'* wptyw pierscienia
piecioczlonowego (jakim w tym przypadku jest oksazafosfolidyna) na utatwienie odejscia
podstawnika przy atomie fosforu. Jest to co prawda duzo bardziej istotne w przypadku fosforu
P(V), jednak zauwazalne jest rowniez w przypadku fosforu P(III). Efekt ten zostat opisany na
modelu, w ktorym podstawnikiem odchodzacym jest atom chloru, dla ktérego szybko$¢
odej$cia w momencie ataku nukleofilowego na atom fosforu jest 10° razy szybsza w przypadku
gdy fosfor jest heteroatomem w pierScieniu pigciocztonowym, niz w przypadku gdy
przytaczone sg do niego dwa podstawniki alkilowe. Swiadczy to o wymuszaniu przez pierécien
ustawiania si¢ podstawnikoéw przy atomie fosforu w pozycjach apikalnych, w przeciwienstwie
do podstawnikow alkilowych, ktére maja wigcej stopni swobody i moga same zajmowac te
pozycje. W proponowanym mechanizmie, po przylaczeniu reszty pirofosforanowej z

jednoczesnym odejsciem nukleozydu, powstawalby niemozliwy do zarejestrowania stan
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przejsciowy (56), ktory w wyniku wewnatrzczasteczkowej cyklizacji przeksztalcitby si¢ w
powstania metafosfonian fosforanu z przytaczong grupa 2-Py TGO (54), jako efektem otwarcia
pierScienia oksazafosfolidynowego. Utlenienie tego produktu prowadzi do liniowej formy
takiego trifosforanu (55).
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Schemat 55: Alternatywny mechanizm reakcji 3’-O-acetylo-5’-O-[3-(pirydyn-2-ylo)-5-
fenylo-(1,3,2)oksazafosfolidyno] tymidyny z pirofosforanem
tris(tetrabutyloaminowym).
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6.11 Najwazniejsze uzyskane wyniki

10.

Opracowanie  wydajnej metody syntezy aminoalkoholi  2-pirydynylowych
(prekursoréw 2-Py TGO) z wykorzystaniem wspomagania mikrofalowo.

Okreslenie, na przyktadzie trzech modyfikacji, warunkéw 1 mechanizmow
zachodzacych podczas wewnatrzczasteczkowej cyklizacji prowadzacej do wytworzenia
pierscienia [1,3,2]-oksazafosfolidynowego.

Oznaczenie konfiguracji  absolutnej dla czterech diastereoizomeréow  2-N-
izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny ~ (32a-d) na
podstawie dyfrakcji promieni rentgenowskich dla otrzymanych krysztatow.

Korelacja danych krystalograficznych z analiza 3P NMR, polegajaca na przypisaniu
warto$ci przesunigcia chemicznego poszczegdlnym diastereoizomerom.

Opracowanie metody izolacji R,S diastereoizomeru 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-
ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny  (32a) =za pomocg krystalizacji  par
enancjomerow.

Okreslenie kluczowych parametrow przydatnosci dla trzech badanych pirofosforanow
w reakcjach z [1,3,2]-oksazafosfolidynami.

Wykazanie przydatnosci wodoronadtlenku tertbutylu w reakcjach utleniania z udziatem
2-Py TGO.

Opracowanie modelu pozwalajacego na systematyczne badanie wiasciwos$ci
otrzymanych wczesniej [1,3,2]-oksazafosfolidynowych analogéw nukleozydow.
Okres$lenie wplywu grupy metylowej w 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo-5-
metylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidynie (33) oraz fenylowej w 2-N-izopropylamino-3-
(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidynie (32) na podatnos¢ na nukleofilowy
atak pirofosforanow.

Zaproponowanie dwoch mechanizméw wyjasniajacych atak pirofosforanu na pierscien
oksazafosfolidyny, w wyniku ktorego otrzymywany jest trifosforan 2-

pirydynyloetylowy zamiast trifosforanu nukleozydu.
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7 Streszczenie

Celem pracy doktorskiej bylo zbadanie mechanizmu cyklizacji oraz nukleofilowego
otwarcia pier§cienia 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny. Aby to osiagnac¢ opracowano
najpierw chemiczng metode syntezy dwufunkcyjnych aminoalkoholi 2-pirydynylowych, ktére
po przylaczeniu do centrum fosforanowego ulegaja cyklizacji, tworzac pigciocztonowy
pierscien [1,3,2]-oksazafosfolidyny. Otrzymywane w ten sposob 3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny sa podatne na dzialanie czynnikéw nukleofilowych i w $rodowisku
kwasnym ulegaja hydrolizie. Badanie podatno$ci na otwarcie pod wpltywem czynnika

nukleofilowego prowadzono z wykorzystaniem r6znych anionow difosforanowych.

W ramach prac badawczych prowadzonych podczas przygotowywania niniejszej rozprawy
doktorskiej, okreslono wplyw dwodch modyfikacji na przebieg wewnatrzczasteczkowe;j
cyklizacji prowadzacej do wytworzenia pier$cienia [1,3,2]-oksazafosfolidynowego. Okreslono
rowniez kluczowe parametry przydatnosci dla trzech badanych pirofosforanow, jako
czynnikow nukleofilowych podczas otwarcia pierscienia [1,3,2]-oksazafosfolidynowego.
Wykazano rowniez przydatno$¢ wodoronadtlenku tertbutylu w reakcjach utleniania z udziatem
2-Py TGO.

Ponadto oznaczono konfiguracje absolutng dla czterech diastereoizomeréw 2-N-
izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny na podstawie dyfrakcji
promieni rentgenowskich dla otrzymanych krysztatoéw. Korelacja danych krystalograficznych
z analizg 3'P NMR pozwolita przypisa¢ wartosci przesuniecia chemicznego poszczegélnym
diastereoizomerom. Zebrane dzigki temu dane pozwolily opracowaé metod¢ izoalcji R,S
diastereoizomeru 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyny

za pomoca krystalizacji par enancjomerow.

W wyniku prowadzonych badan zaproponowano dwa mechanizmy wyjasniajace atak
pirofosforanu na pier§cien oksazafosfolidyny, ktére pozwalaja wytlumaczyé otrzymywanie

trifosforanu 2-pirydynylo-etylowego zamiast trifosforanu nukleozydu.
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8 Abstract

The aim of the thesis was to scrutinize the mechanism of the cyclization and nucleophilic ring
opening of 3-(pyridin-2-yl)-[1,3,2]-oxazaphospholidine. For this purpose, a chemical method
of bifunctional 2-aminopiridynyl alcohols synthesis was developed. When those aminoalcohols
are attached to the phosphate center, they cyclize to form a five-membered [1,3,2]-
oxazaphospholidine ring. 3-(pyridin-2-yl)-[1,3,2]-oxazaphospholidines are susceptible to
nucleophilic agents and undergo hydrolysis in an acidic environment. Testing susceptibility of
the ring to opening under the influence of a nucleophiles was carried out using a variety of

pyrophosphate anions.

As a part of the research, influence of two modifications in intramolecular cyclization to form
an [1,3,2]-oxazaphospholidine ring was determined. Moreover, key relevance parameters for
the three examined pyrophosphate agents were identified, which are nucleophiles for the
[1,3,2]-oxazaphospholidine ring opening. The usefulness of tert-butyl hydroperoxide for
oxidative reactions involving 2-Py TGO was additionally proved..

In addition, the absolute configuration for the four diastereocisomers of 2-N-isopropylamino-3-
(pyridin-2-yl)-5-phenyl-[1,3,2]-oxazaphospholidine was determined by X-ray diffraction
pattern in obtained crystals. Correlation of crystallographic data with 3'P NMR analysis allowed
to assign the chemical shift values of individual diastereomers. This data allowed to develop a
method of R,S 2-N-isopropylamino-3-(pyridin-2-yl)-5-phenyl-[1,3,2]-oxazaphospholidine
diastereoisomer isolation by pairs of enantiomers crystallization.

As a result of research, two mechanisms of pyrophosphate attack on the oxazaphospholidine
ring have been proposed. They help to explain obtaining an 2-aminopiridynyl-ethanol
triphosphate instead of a nucleoside triphosphate.
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9 Czes¢ eksperymentalna

9.1 Materiaty i metody

Odczynniki chemiczne i rozpuszczalniki dostepne handlowo zostaty zakupione i stosowano bez

dalszego oczyszczania.

Benzen byt destylowany znad P-Os i CaH. i przechowywany nad sitami molekularnymi 3 A.
Uzyto komercyjnie dostepnego bezwodnego acetonitrylu (maksymalnie 30 ppm H20) i rowniez
byt przechowywany nad sitami molekularnymi 3 A, aby obnizy¢ zawarto$¢ wody do ok. 5 ppm.

Te same sita molekularne byty rowniez stosowane do utrzymania bezwodnych amin.
Odczynniki wystepujace w formie stalej suszono przez liofilizacj¢ z benzenu.

Postep reakcji monitorowano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na ptytkach
szklanych o wymiarach 2,5 cm % 7,0 cm. Plytki byly pokryte 0,25 mm warstwa zZelu

krzemionkowego silica gel 60 Fasa.

Rozdziaty chromatograficzne na kolumnie chromatograficznej przeprowadzano przy uzyciu

zelu krzemionkowego 60 (70-230 mesh).
9.1.1 Reaktory mikrofalowe

Uzyto reaktorow: ERTEC z otwartym naczyniem i chtodnicg zwrotng, zakres mocy 0-750 W z
plynng regulacja, czgstotliwosé pola 2,45 GHz, opcja monitorowania mocy odbitej. Pomiar
temperatury reakcji prowadzono za pomocg pirometru z mozliwoscig monitorowania W
zakresie 0-500 °C oraz reaktor CEM Discover z zamknigta komora ci$nieniowa, mocy
wyjsciowej 300 W, czestotliwoscig magnetronu 2,45GHz, kontrolg temperatury w zakresie 15-

450 °C i sterowaniem cisnieniem w zakresie do 21 bar (200 pomiaréw ci$nienia na minute)
9.1.2 SpektoroskopiaH, 13C, 3P NMR i spektrometria mas

Widma NMR uzyskano sie za pomoca spektrometru Bruker (400 lub 500 MHz dla *H i 125
MHz dla 3C). Do analizy *'P NMR wykorzystano aparat Varian 300 MHz oraz spektrometr
Bruker 400 MHz. Przesunigcia chemiczne & podano w cze¢$ciach na milion (ppm). Jako wzorzec
wewnetrzny uzyty zostal rozpuszczalnik deuterowany (DMSO-d6 = 2.50 ppm). Wartosci J
podano w Hz. Skréty stosowane w opisie rezonansow: S (singlet), d (dublet), t (triplet), br.
(szeroki), dd (dublet dubletow), ddd (dublet dubletéw dubletow) oraz m (multiplet).
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Spektrometr mas byt wyposazony w Zrodlo jonizacji typu elektrosprej (ESI) oraz analizator Q-
TOF. Parametry zrodlowe byty nastepujace: napigcie zroédta ESI 3,2 kV, nebulizacja azotem w
0,4 bar, nat¢zenie przeptywu suchego gazu 4,0 1 / min w temperaturze 220 ° C lub 50 °C.

9.1.3 Krystalografia — pomiary rentgenowskie i metody obliczeniowe

Wszystkie krysztaly otrzymano z heksanu przez powolne odparowanie w temperaturze
pokojowej do momentu zauwazenia pierwszych krysztaloéw. Nastepnie roztwor byt
pozostawiony si¢ w temperaturze 5° C przez noc. Analizy przeprowadzono w temperaturze 130
K na dyfraktometrze SuperNova'*? z lustrzanym monochromatorem na promieniowanie CuKa
(L = 1.5418A). Skorygowano efekt polaryzacji Lorentza i absorbcje. Parametry komorki
elementarnej wyznaczono metoda najmniejszych kwadratoéw z odpowiednio 5558 (probka A) i
22781 (probka B0) odbiciami wyzszej intensywnosci, wybranymi z catego eksperymentu. Do

2143 Udoskonalenie z procedura petnej matrycy F?

rozwigzania struktur uzyto programu SIR9
przeprowadzono na SHELXL97'**, Funkcja Zw([Fo[>—|F¢[%)?, gdzie w = [6?(Fo)>+ A-P?+ B-P)
i P=[Max (F¢%,0) + 2F:?)/3, zostala zminimalizowana. Wszystkie atomy nie bedace atomami
wodoru uszczegdtowiono anizotropowo, a pozycje atomoéw wodoru zostaly obliczone i
doprecyzowane dzigki modelowi sztywnego unoszenia. Dane krystalograficzne (bez
czynnikoéw strukturalnych) zostaty zdeponowane w Cambridge Crystallographic Data Centre,

Nr CCDC-1435750 (A) i CCDC-1435740 (BO).

9.1.4 Chromatografia HPLC

Analizy HPLC byly wykonywane na aparacie Thermo wyposazonym w kolumng
chromatograficzng Luna 3 mm, C18(2) 100 A, 150 x 4,6 mm lub SupelcosilLC-18S 5 mm, 25

X 4,6 mm.
9.1.5 Chromatografia cienkowarstwowa

Chromatografi¢ cienkowarstwowa TLC przeprowadzono na plytkach silica gel 60 F254
stosujac  nastepujace fazy rozwijajace: DCM/MeOH (9,5:0,5 oraz 9:1 wviv),
benzen/trietyloamina (1:1 v:v), izopropanol/woda/amoniak (7:2:1 v:v).

9.1.6 Pomiar zawartosci wody
Pomiary zawartosci wody przeprowadzono metoda Karla-Fischera na kulometrze TitroLine

KF.
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9.2 Synteza alkoholi 2-pirydynylowych

9.2.1 Synteza N-(2-pirydylo)-2-aminoetanolu (28)

W kolbie okragtodennej na 25 ml zmieszano 1,2 ml (12,7 mmol) 2-bromopirydyny i 2,27 ml
(38 mmol) etanoloaminy. Do mieszaniny dodano 2,29 ml (16,5 mmol) trietyloaminy oraz
katalityczng ilo$¢ (kilka kropel) N-etylodiizopropyloaminy. Kolb¢ z mieszaning reagentow
umieszczono w reaktorze mikrofalowym i stosowano ogrzewanie w temperzturze 66°C przy
mocy urzadzenia 150 W, dodatkowo zastosowano mieszanie magnetyczne i chtodnice zwrotna.
Postep reakcji badano w krokach co 60 minut za pomoca ptyt TLC uzywajac jako eluentu
mieszaniny: chlorek metylenu/metanol w proporcji 95:5. Po kazdym kroku dodawano
ubywajacych N-etylodiizopropyloaminy i trietyloaminy, aby wyréwnaé straty powstate przez
odparowanie. Reakcj¢ zakonczono po 8 godzinach. Otrzymang mieszaning odparowano, a
nastepnie wyizolowano na kolumnie z zelem krzemionkowym, eluujac chlorkiem metylenu z
dodatkiem metanolu (gradient od 1% do 5% metanolu). Zebrane frakcje odparowano i
wysuszono na linii prézniowej z ok. 95% wydajnosci w postaci biatego proszku.

'H NMR (300 MHz; DMSO-d6) d 7,94 (dd; J=1,25; 5,05 Hz;1H); 7,33 (dd; J = 1,99; 7,09

Hz; 1H); 6,48 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 6,44 (dd; J = 7,09 Hz; 1H); 6,42 (m; 1H); 4,76 (m; 1H);
3,52 (t; =6,01 Hz; 2H); 3,31 (q; J = 5,82; 6,01 Hz; 2H),

13C NMR (75 MHz; DMSO-d6) d 43,9; 60,6; 108,6; 111,8;

137,0; 147,8; 159,3.

HRMS (ESI-g-TOF) m/z: [M+H]" masa obliczona dla C7H11N.O [M+H]+ 139,0871, masa
znaleziona: 139,0863 m/z.

9.2.2 Synteza N-(2-pirydylo)-2-amino-1-fenyloetanolu (29)

W kolbie okragtodennej na 25 ml zmieszano 1,152 g (7,3 mmola) 2-bromopirydyny i 2g (14,6
mmol) 2-amino-1-fenyloetanolu. Do mieszaniny dodano 0,96 g trietyloaminy (1,3 eq nadmiar
wzglgdem 2-bromopirydyny) oraz katalityczng ilos¢ (kilka kropel) N-etylodiizopropyloaminy.
Kolbe z mieszaning reagentow umieszczono w reaktorze mikrofalowym 1 stosowano
ogrzewanie w zakresie temperatur 158°C - 165°C przy mocy urzadzenia 185 W, dodatkowo
zastosowano mieszanie magnetyczne i chtodnicg zwrotng, Postep reakcji badano w krokach co
60 minut za pomocg ptyt TLC uzywajac jako eluentu mieszaniny: chlorek metylenu/metanol w
proporcji 95:5. Po kazdym kroku dodawano ubywajacych N-etylodiizopropyloaminy i

trietyloaminy, aby wyrownac¢ straty powstate przez odparowanie. Reakcje zakonczono po 8
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godzinach. Otrzymang mieszaning odparowano, a nastgpnie wyizolowano na kolumnie z zelem
krzemionkowym, eluujac chlorkiem metylenu z dodatkiem metanolu (gradient od 1% do 5%
metanolu). Zebrane frakcje odparowano i wysuszono na linii prozniowej, otrzymujac 800 mg

produktu (ok. 51% wydajnosci) w postaci biatego proszku.

LH NMR (500 MHz; DMSO) 6 7,97 (dd; J = 5,0, 1,2 Hz; 1H); 7,38 — 7,31 (m; 5H); 7,25 — 7,22
(m; 1H); 6,52 (dd; J =11,4; 7,2 Hz; 2H); 6,48 — 6,46 (m; 1H); 5,67 (s; 1H); 4,75 (dd; J =7,7;
4,3 Hz; 1H); 3,51 (ddd; J = 13,4; 6,7; 4,3 Hz; 1H); 3,32 — 3,24 (m; 1H),

13C NMR (125 MHz; DMSO) 6 158,8, 147,3; 144,3; 136,6, 127,9; 126,8, 126,0; 111,6; 108,6;
71, 6; 49,3,

HRMS (ESI-g-TOF) m/z: [M+H]" masa obliczona dla C13H15N20: 215,1179; masa znaleziona:
215,1178.

9.2.3 Synteza N-(2-pirydyn-ylo-5-metylo)-2-aminoetanolu (30)

W kolbie okraglodennej na 25 ml zmieszano 1g (5,9 mmola) 2-bromo-5-metylo-pirydyny i
0,729 (11,8 mmol) 2-amino-1-fenyloethanolu. Do mieszaniny dodano 0,779 trietyloaminy (1,3
eq nadmiar wzgledem 2-bromo-5metylo-pirydyny) oraz katalityczng ilos¢ (kilka kropel) N-
etylo-diizopropyloaminy. Kolb¢ z mieszaning reagentdw umieszczono w reaktorze
mikrofalowym 1 stosowano ogrzewanie w zakresie temperatur 158°C - 165°C przy mocy
urzadzenia 185 W, dodatkowo zastosowano mieszanie magnetyczne i chtodnice zwrotna,
Postep reakcji badano w krokach co 60 minut za pomocg ptyt TLC uzywajac jako eluentu
mieszaniny: chlorek metylenu/metanol w proporcji 95:5. Po kazdym kroku dodawano
ubywajacych N-etylodiizopropyloaminy i trietyloaminy, aby wyro6wnac straty powstate przez
odparowanie. Reakcj¢ zakonczono po 8 godzinach. Otrzymang mieszaning odparowano, a
nastgpnie wyizolowano na kolumnie z Zelem krzemionkowym, eluujac chlorkiem metylenu z
dodatkiem metanolu (gradient od 1% do 5% metanolu). Zebrane frakcje odparowano i
wysuszono na linii prozniowej, otrzymujgc 670mg produktu (ok. 74% wydajno$ci) w postaci

biatego proszku.

'H NMR (400 MHz; DMSO-d6) 6 7,77 (s; 1H); 7,19 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 6,41 (d; J = 8,5 Hz;
1H); 6,19 (d; J = 5,7 Hz; 1H); 4,74 (s; 1H); 3,50 (t; J = 6,1 Hz; 2H); 3,26 (d; J = 6,0 Hz; 2H);
2,08 (s; 3H),

13C NMR (101 MHz; DMSO) 6 157,66; 147,13; 138,09; 119,92; 108,35; 60,74; 44,19; 17,43.
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9.2.4 Synteza  2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-oksazafosfolidyny
(31)

W zamknigtej septa okragtodennej kolbie na 25 ml, wypetionej argonem, rozpuszczono 0,089
g (0,65 mmola) PCls w bezwodnym benzenie (5 ml) i zaopatrzono w balon wypetniony
argonem. Mieszanine reakcyjng umieszczono w tazni z lodem i ochtodzono do 0°C po czym
dodano za pomocg strzykawki bezwodng diizopropyloamine 0,363 g (3,58 mmola). Mieszaning
pozostawiono do osiggnigcia temperatury pokojowej, a nastgpnie przechowywano przez 24
godziny. Do probowki NMR wypetnionej gazem obojetnym pobrano strzykawka probke i
szczelnie zamknigto. Monitorowano poziom konwersji substratoéw poprzez widma *'P NMR.
Po pelnej konwersji dichlorku diizopropyloamidofosforynu (utrata sygnatu 6=168,8 ppm) do
bis(diizopropyloamino) chlorofosfiny (6=134,5 ppm), ochtodzono mieszaning do 0 °C w tazni
lodowej. W ciggu 3 godzin dodawano kroplami N-(2-pirydylo)-2-aminoetanolu (0,09 g. 0,65
mmol) rozpuszczonego w 5 ml bezwodnego benzenu przy obecno$ci strumienia gazu
obojetnego. Reakcje prowadzono przez okolo 12 godzin z mieszaniem w temperaturze
pokojowej. Monitorowano postep reakcji za pomoca 3P NMR az do utworzenia N,N-
bis(diizopropyloamino)-2-pirydynylo-etylofosfiny o przesunigciu chemicznym P §=123 ppm.
Po uptywie kolejnych 12 godzin produkty spontanicznej cyklizacji obserwuje si¢ przy 115,3
ppm. Odparowano nadmiar benzenu, lecz nie do calkowitego wysuszenia. W celu
oczyszczenia, produkt surowy poddano chromatografii z uzyciem zelu krzemionkowego (okoto
30-50 x n gramow uzyskanej mieszaniny poreakcyjnej), wymywajac za pomoca eluentu
benzen/trietyloamina 95:5 (v/v). Frakcje analizowano metoda TLC z uzyciem 95:5 (v/v)
benzen/trietyloamina (Rf=0,73) i 3!P-NMR (5=115,3ppm). Produkt powinien byé wymywany
z poczatkowymi frakcjami. Odparowano potaczone frakcje pod zmniejszonym cisnieniem z
zastosowaniem wyparki obrotowej. Zliofilizowano produkt z benzenu, otrzymujac go w postaci

jasnozottego wosku (70%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 8,12 (dd; J=0,6; 4,85 Hz; 1H); 7,55 (dd; J=1,94; 7,24
Hz; 1H); 6,76 (dd; J=0,6; 8,4 Hz; 1H); 6,71 (dd; J=0,6; 4,85 Hz; 1H); 4,22 (m; 2H); 3,78 (m;
1H); 3,43 (m; 2H); 3,36 (m; 1H); 1,29 (m; 6H); 1,06 (m; 6H);

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 156,4; 153,4; 148,3; 137,5; 116,2; 110,2; 109,1; 66,3;
62,1; 25,2; 23,6; 22,5; 22,4;

3P NMR (121 MHz, DMSO-d6) 6 (ppm) 115,4.
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9.2.5 Synteza 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny (32)

W zamknigtej septa okragtodennej kolbie na 25 ml, wypelnionej argonem, rozpuszczono 89 mg
(0,65 mmola) PClz w bezwodnym benzenie (5 ml) i zaopatrzono w balon wypetniony argonem.
Mieszaning reakcyjng umieszczono w tazni z lodem i ochtodzono do 0°C po czym dodano za
pomocg strzykawki bezwodna diizopropyloaming 0,363 g (3,58 mmola). Mieszaning
pozostawiono do osiggnigcia temperatury pokojowej, a nastgpnie przechowywano przez 24
godziny. Do probowki NMR wypetnionej gazem obojetnym pobrano strzykawka probke i
szczelnie zamknigto. Monitorowano poziom konwersji substratoéw poprzez widma *'P NMR.
Po pelnej konwersji dichlorku diizopropyloamidofosforynu (utrata sygnatu 6=168,8 ppm) do
bis(diizopropyloamino)chlorofosfiny (6=134,5 ppm), ochtodzono mieszaning do 0°C w tazni
lodowej. W ciaggu 3 godzin dodawano kroplami N-(2-pirydylo)-2-amino-1-fenyloetanolu
(0,14g, 0,65 mmol) rozpuszczonego w 5 ml bezwodnego benzenu przy obecnosci strumienia
gazu obojetnego. Reakcje prowadzono przez okolo 12 godzin z mieszaniem w temperaturze
pokojowej. Monitorowano postep reakcji za pomoca 3P NMR az do utworzenia N,N-
bis(diizopropyloamino)-2-pirydynylo-1-fenylo-etylofosfiny o przesunieciu chemicznym 3P
6=113,1 ppm. Po uptywie kolejnych 12 godzin produkty spontanicznej cyklizacji obserwuje si¢
dwa sygnaty przy 6=1159 ppm i 6=128,5 ppm odpowiadajace wszystkim czterem
stereoizomerom. Odparowano nadmiar benzenu, lecz nie do catkowitego wysuszenia. W celu
oczyszczenia, produkt surowy poddano chromatografii z uzyciem zelu krzemionkowego (okoto
30-50 x n gramow uzyskanej mieszaniny poreakcyjnej), wymywajac za pomoca eluentu
benzen/trietyloamina 95: 5 (v/v). Frakcje analizowano metodg TLC z uzyciem 95:5 (v/v)
benzen/trietyloamina (Rf=0,69) i 3!P-NMR (5=115,9ppm i §=128,5ppm). Produkt powinien
by¢ wymywany z poczatkowymi frakcjami. Odparowano potaczone frakcje pod zmniejszonym
cisnieniem z zastosowaniem wyparki obrotowej. Zliofilizowano produkt z benzenu, otrzymujac

0,188 g produktu w postaci biatego proszku.
Procedura krystalizacji.

Otrzymany produkt rozpuszczono w 5 ml n-heksanu i pozostawiono do wykrystalizowania. Po
kilku godzinach, krysztaty wysuszono. Oczekiwang struktur¢ produktu potwierdzono przez

analize krystalograficzna.

'H NMR (500 MHz, DMSO) § 8,11 (dd; J = 4,9; 1,2 Hz; 1H); 7,58 — 7,55 (m; 1H); 7,49 — 7,48

(m; 2H); 7,42 (dd; J = 14,3; 6,6 Hz; 2H); 7,34 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 6,74 (d; J = 8,3 Hz; 1H);
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6,72 (dd; J =6,9; 5,1 Hz; 1H); 5,19 (dd; J =9,9; 6,3 Hz; 1H); 4,04 (ddd; J = 12,0; 10,1; 6,3
Hz; 1H); 3,24 (td; J = 10,1; 1,5 Hz; 1H)

13C NMR (125 MHz, DMSO) 6 156,7; 156,6; 148,1; 140,2; 137,7; 136,9; 126,7; 126,1; 114,4;
109,1; 77,2; 50,5; 44,9; 44,8; 25,1; 23,8

3P NMR (300MHz, benzen) 6 128,5; 116,9;

HRMS (ESI-g-TOF) m/z: [M+H]" masa obliczona dla: CigH27N3OP: 344,1892; masa
znaleziona: 344,1888.

9.2.6 Synteza 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo-5-metylo)-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny (33)

W zamknigtej septa okragtodennej kolbie na 25 ml, wypetnionej argonem, rozpuszczono 89 mg
(0,65 mmola) PClz w bezwodnym benzenie (5 ml) i zaopatrzono w balon wypetniony argonem.
Mieszaning reakcyjng umieszczono w tazni z lodem i ochtodzono do 0°C po czym dodano za
pomocg strzykawki bezwodng diizopropyloaming 363 mg (3,58 mmola). Mieszaning
pozostawiono do osiagnigcia temperatury pokojowej, a nastepnie przechowywano przez 24
godziny. Do probéwki NMR wypetnionej gazem obojetnym pobrano strzykawka probke i
szczelnie zamknigto. Monitorowano poziom konwersji substratéw poprzez widma 3P NMR.
Po pelnej konwers;ji dichlorku diizopropyloamidofosforynu (utrata sygnatu 6=168,8 ppm) do
bis(diizopropyloamino)chlorofosfiny (6=134,5 ppm), ochtodzono mieszaning do 0°C w tazni
lodowej. W ciggu 3 godzin dodawano kroplami N-(2-pirydylo-5-metylo)-2-aminoetanolu
(0,098g, 0,65mmol) rozpuszczonego w 5 ml bezwodnego benzenu przy obecno$ci strumienia
gazu obojetnego. Reakcje prowadzono przez okoto 12 godzin z mieszaniem w temperaturze
pokojowej. Monitorowano postep reakcji za pomoca 3P NMR az do utworzenia N,N-
bis(diizopropyloamino)-(2-pirydynylo-5-metylo)-etylofosfiny o przesunigciu chemicznym 3P
NMR = 123,3 ppm. Po uptywie kolejnych 12 godzin produkty spontanicznej cyklizacji
obserwuje si¢ sygnal przy 115,6ppm. Odparowano nadmiar benzenu, lecz nie do catkowitego
wysuszenia. W celu oczyszczenia, produkt surowy poddano chromatografii z uzyciem zelu
krzemionkowego (okoto 30-50 x n gramow uzyskanej mieszaniny poreakcyjnej), wymywajac
za pomocg eluentu benzen/trietyloamina 95:5 (v/v). Frakcje analizowano metoda TLC z
uzyciem 95:5 (v/v) benzen/trietyloamina (Rf = 0,75) i 3!P-NMR (6=115,6ppm). Produkt

powinien by¢ wymywany z poczatkowymi frakcjami. Odparowano potaczone frakcje pod
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zmniejszonym cisnieniem z zastosowaniem wyparki obrotowej. Zliofilizowano produkt z

benzenu, otrzymujac 144 mg produktu w postaci biatego proszku.

'H NMR (400 MHz; DMSO-dg) § 7,97 (d; J = 5,1 Hz; 1H); 6,61 (s; 1H); 6,57 (d; J = 5,2 Hz;
1H); 4,30 — 4,07 (m; 2H); 3,77 (td; J = 6,8; 3,3 Hz; 1H); 3,41 (dq; J = 10,3; 7,0 Hz; 2H); 3,37
—3,29 (m; 1H); 2,21 (s; 3H); 1,19 (d; J = 6,8 Hz; 6H); 1,06 (d; J = 6,7 Hz; 6H),

BC NMR (101 MHz; DMSO) 6 156,72; 156,58, 147,89, 147,73; 147,71; 115,73, 109,69,
109,59; 66,45; 66,34; 45,22; 45,12; 44,39; 44,37; 25,24; 25,14; 23,67, 23,62; 21,15,

3P NMR (300 MHz, benzen): 6 =115,5.

9.2.7 Synteza 3'-0-acetylo-5'-0-[2-tio-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-(1,3,2)-

oksazafosfolidyno] tymidyny (35)

3’-0-acetylo-5’-O-[3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-(1,3,2)-oksazafosfolidyno]tymidyne (50 mg,
0,95 mmol) rozpuszczonego w bezwodnym acetonitrylu (4,75 ml), a nastepnie dodano (3 eq,
90 mg, 2,8 mmola) siarki. Mieszanine¢ reakcyjna mieszano w atmosferze ochronnej argonu i
monitorowano za pomoca spektroskopii P NMR. Po 15 minutach reakcja dobiegta konca.

Wydajnos¢ okreslono na podstawie powierzchni pikow 3'P NMR i wyniosta okoto 90%.
3P NMR (300 MHz, acetonitryl): § = 74,4; 75,2 ppm,

HRMS (ESI-g-TOF): masa obliczona dla: CzsH2sN4O7PS [M + H]* = 559.1411, masa
znaleziona: 559.1439.

9.2.8 Synteza 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)-3'-O-[3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-
(1,3,2)-oksazafosfolidyno] tymidyny (36)

2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyne (150 mg, 0,43
mmol) i 5-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyne (240 mg, 0,55 mmola) rozpuszczono w
bezwodnym acetonitrylu (5,5 ml). Nastepnie dodano benzylotiotetrazolu (0,5 eq, 41 mg, 0,22
mmola). Reakcje monitorowano metoda spektroskopii 3P NMR i zakonczono po 24 h.
Otrzymang mieszaning zatezono na wyparce pod zmniejszonym ci$nieniem, a nast¢pnie
oczyszczono na kolumnie z zelem krzemionkowym, eluujac mieszaning faza
dichlorometan/metanol (gradient metanolu 0 — 5% w chlorku metylenu). Frakcje zatezono i

wysuszono przez liofilizacje z benzenu. Produkt uzyskano z wydajnoscig 52% (180 mg).
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'H NMR (500 MHz; [D6]DMSO): 6 = 11,32 (s; 1 H); 8,06 (dd; J = 4,9; 1,8 Hz; 1 H); 7,63
(td; J=7,8;19Hz; 1H); 751 (s; 1H); 7,47 (d; J=7,1Hz;3H); 7,42 (t; J = 7,3 Hz; 2 H);
7,40-7,31 (m; 4H); 7,28 (t; J =7,5Hz; 2 H); 7,21 (d; J = 8,9 Hz; 4 H); 6,84 (pd; J = 8,8;
3,3 Hz; 6 H); 5,78 (dd; J = 10,0; 6,3 Hz; 1 H); 4,98 (ddt; J = 10,1; 6,8; 3,4 Hz; 1 H); 4,03 (d;
J=39Hz; 1H);3,73(d; J=1,6 Hz; 2 H); 3,70 (d; J = 3,3 Hz; 6 H); 3,27-3,15 (m; 2 H);
2,44 (q; J =7,1 Hz; 2 H); 1,49 (s; 3 H) ppm,

13C NMR (500 MHz; DMSO): 6 = 163,6; 158, 1; 158,1; 155,5; 1554, 150,3; 150,3; 147,8;
144.6; 138,7; 138,7; 138,5; 138,4; 135,7; 135,3; 135,2; 135,2; 135,1; 129,7; 129,62; 128,5;
127,8; 127,6; 126,3; 126,3; 115,4; 115,2; 113,2; 109,7; 107,7; 107,6; 85,9; 84,0; 84,0; 83,7;
81,3; 81,2; 74,0; 73,9; 63,1; 55,0; 55,0; 55,0; 45,7; 11,7; 11,6 ppm,

3P NMR (300 MHz; acetonitryl): 6 = 137,36; 128,79 ppm,

HRMS (ESI-g-TOF): masa obliczona dla: CaHisNsNaOsP [M + Na]* 809,2711 masa
znaleziona: 809,2714.

9.2.9 Synteza 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)-3'-O-[3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-2-

tio-(1,3,2)-oksazafosfolidyno] tymidyny (37)

5’-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)-3'-O-[3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-(1,3,2)-oksazafosfolidyno]
tymidyne (50 mg, 0,64 mmol) rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu (3,25 ml), a nastgpnie
dodano siarki (3eq, 60 mg, 2,8 mmola). Mieszaning reakcyjna mieszano w atmosferze
ochronnej argonu i monitorowano za pomoca spektroskopii 3P NMR. Po 30 minutach reakcje

zakonczono. Otrzymano wydajnos$¢ okoto 95%, okre$long na podstawie powierzchni sygnatéw

rejestrowanych w widmie *'P NMR.
3P NMR (300 MHz; acetonitryl): 6 = 73,7; 73,9 ppm;

HRMS (ESI-g-TOF): masa obliczona dla: CasHasNsNaO7PS [M + Na]* 841,2431; masa
znaleziona: 841,2398.

9.2.10 Synteza 2-N-izopropylamino-2-tio-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-
oksazafosfolidyny (38)

2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-[1,3,2]-oksazafosfolidyn¢ (50 mg, 0,145
mmola) rozpuszczono w bezwodnym acetonitrylu (2,25 ml), a nastepnie dodano siarki (3 eq,

14 mg, 0,43 mmola). Mieszanine reakcyjng mieszano w atmosferze ochronnej argonu i
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monitorowano za pomoca spektroskopii 3P NMR. Po 30 minutach reakcje zakonczono

Wydajno$é okreslono na okoto 95% na podstawie powierzchni pikow na widmie 3P NMR.
3P NMR (300 MHz, acetonitryl): 6 = 68,9; 71,4 ppm.

HRMS (ESI-g-TOF): masa obliczona dla: CisH26NsNaOPS [M + Na]* 398,1426, masa
znaleziona: 398,1429.

9.2.11 Synteza 3’-0-acetylo-5"-[(3-pirydyn-2-ylo)-(1,3,2)-oksazafosfolidyno]

tymidyny (43)

3'-O-acetylotymidyne 177mg (0,47 mmola) i 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-[1,3,2]-
oksazafosfolidyng (100 mg, 0,47 mmola) zmieszano w kolbie okraglodennej na 10ml i
rozpuszczono w 2 ml suchego acetonitrylu mieszajac na mieszadle magnetycznym przez 5
minut. Dodano kroplami 0,25 M roztwor benzylotiotetrazolu w suchym acetonitrylu (2,37ml,
0,47 mmola) i mieszano przez 2 godziny. Monitorowano poziom konwersji za pomocg 3!P
NMR. Do probowek NMR napetnionych gazem dodano za pomocag strzykawki probke
mieszaniny do analizy i szczelnie zamknigto. W toku reakcji obserwowano stopniowe
zanikanie sygnatu od oksazafosfolidyny (6 = 115 ppm) przy jednoczesnym pojawieniu si¢
dwoch pikow od powstajacych diastereoizomerdw przy 6=129,8 ppm (s; 1P) i 6=125,5 ppm
(s; 1P). Reakcje zatrzymano przez dodanie roztworu 1 ml diizopropyloaminy w 20ml chlorku
metylenu. Warstwe organiczng przemyto W rozdzielaczu trzy razy: po 50ml nasyconego
roztworu wodnego wodorowgglanu sodu i dwa razy 50 ml wody MiliQ. Zebrano warstwe
organiczng i wysuszono nad bezwodnym Na>SO4. Odparowano do sucha pod zmniejszonym
cisSnieniem. Produkt oczyszczono przez chromatografie¢ kolumnowa. Zaznaczono lini¢
otéowkiem w odlegtosci 1,5 — 2 cm od dotu ptyty. Surowy produkt rozpuszczono w minimalnej
ilosci (0,5ml) DCM natozono pipeta automatyczng réwnomiernie wzdtuz calej linii otéwka.
Umieszczono ptytke PLC w komorze chromatograficznej wypetnionej 100 ml eluenta 89:6:5
(v/vlv), dichlorometan/metanol/trietyloamina i zamknig¢to. Po rozwinigciu eluenta na catg
wysokos¢ ptyty, wyjeto ja z komory i po odparowaniu nadmiaru eluentu zaznaczono oldwkiem
rozdzielone plamy obserwujac je w promieniowaniu UV. Nastepnie zeskrobano wtasciwg
plamg skalpelem 1 wymyto produkt z zelu za pomoca tego samego eluentu jak w przypadku
oczyszczania. Odparowano otrzymany roztwor i zliofilizowano z benzenu otrzymujac produkt

Z w postaci bialego proszku (wydajnos¢ 65%).
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'H NMR (400 MHz; CdCls) 6 (ppm) 8,9 (d; J=4,95 Hz; 1H); 7,62—7,58 (m; 2H); 7,34 (s; 1H);
6,80—6,77 (m; 1H); 6,20—6,19 (m; 1H); 5,30—5,28 (m; 1H); 4,57—4,48 (m; 2H); 4,14—4,07
(m; 1H); 4,01-3,97 (m; 1H); 3,59-3,52 (m; H); 3,47-3,39 (m; 1H); 2,29-2,26 (m; 1H);
2,20—2,18 (m; 1H); 2,01 (s; 3H); 1,78 (d; J=1,12 Hz; 3H);

13C NMR (75 MHz; CdsCN) & (ppm) 170,6; 163,0; 156,2; 150,6; 138,3; 128,2; 115,4; 110,4;
107,6; 84,3; 83,6; 74,8; 69,3; 63,8; 45,8; 43,5; 36,9; 20,2; 11,6;

81p NMR: 6 (ppm) 129,8 (m; 1P); 125,5 (m; 1P),

ESI-MS: masa obliczona dla: Ci9H23N4sO7PNa [M + Na]* 473,1304; masa znaleziona:
473,1216 m/z; Mp: 86—88 °C.

9.2.12 Synteza 3’-0O-acetylo-5"-[3-(pirydyn-2-ylo-5-metylo)-(1,3,2)-
oksazafosfolidyno] tymidyny (44)

3'-O-acetylotymidyne 156 mg (0,55 mmola) i 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo-5-
metylo)- [1,3,2]-oksazafosfolidyng (155 mg, 0,55 mmola) zmieszano w kolbie okraglodenne;
na 10 ml i rozpuszczono w 2 ml suchego acetonitrylu mieszajac na mieszadle magnetycznym
przez 5 minut. Dodano kroplami 0,25 M roztwor benzylotiotetrazolu w suchym acetonitrylu
(1,206 ml, 0,35 mmol) i mieszano przez 2 godziny. Monitorowano poziom konwersji za
pomoca 3P NMR. Do probéwek NMR napetnionych gazem dodano za pomoca strzykawki
probke mieszaniny do analizy i szczelnie zamknigto. W toku reakcji obserwowano stopniowe
zanikanie sygnalu od oksazafosfolidyny przy jednoczesnym pojawieniu si¢ pikow od
powstajacych diastereoizomerow przy 6=128,5 ppm (s; 1P) i 6=124,9 ppm (s; 1P). Reakcje
zatrzymano przez dodanie roztworu 1 ml diizopropyloaminy w 20 ml chlorku metylenu.
Warstwe¢ organiczng przemyto w rozdzielaczu trzy razy: po 50 ml nasyconego roztworu
wodnego wodoroweglanu sodu i dwa razy 50 ml wody MiliQ. Zebrano warstwe organiczng i
wysuszono nad bezwodnym Na»SOs4. Odparowano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem.
Produkt oczyszczono przez chromatografie kolumnowa (okoto 30-50 X n graméw uzyskanej
mieszaniny poreakcyjnej), wymywajac za pomoca eluenta: chlorek metylenu/metanol (gradient
metanolu 0->5% w chlorku metylenu (v/v). Frakcje analizowano za pomocg P NMR
(6=128,5; 124,9 ppm). Produkt powinien by¢ wymywany z poczatkowymi frakcjami.
Odparowano potaczone frakcje pod zmniejszonym ci$nieniem z zastosowaniem wyparki
obrotowej. Zliofilizowano produkt z benzenu, otrzymujac 105 mg produktu w postaci biatego

proszku.
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IH NMR (500 MHz; DMSO-de) & 11,27 (s; 1H); 7,93 (dd; J = 7,3; 2,2 Hz; 1H); 7,59 (dd; J =
4,0; 1,5 Hz; 1H); 7,48 (dt; J = 8,4; 2,0 Hz; 1H); 6,64 (dd; J = 8,4; 4,7 Hz; 1H); 6,16 (ddd; J
=9,0;5,9; 3,8 Hz; 1H); 5,16 (ddt; J =49,6; 4,2; 2,3 Hz; 1H); 4,50 (dtd; J = 10,6; 8,4; 6,9; 3,8
Hz; 2H); 4,06 (dd; J = 15,7; 3,0 Hz; 2H); 3,99 — 3,88 (m; 1H); 3,66 — 3,50 (m; 1H); 3,41 (ddd;
J=18,9; 5,5; 3,3 Hz; 2H); 2,44 (q; J = 7,1 Hz; 1H); 2,26 — 2,19 (m; 1H); 2,17 (d; J = 3,9 Hz;
3H); 2,03 (d; J =9,7 Hz; 3H); 1,72 (dd; J = 24,6; 1,1 Hz; 3H).

13C NMR (126 MHz; DMSO) 6 169,98, 163,55; 153,66, 150,39; 147,44, 138,96, 135,47;
123,96; 109,79; 107,26; 83,70; 82,91; 74,45; 74,25; 63,54; 45,65; 43,27; 36,06; 20,71; 16,99;
12,01; 11,54,

3P NMR (300MHz; benzen) § 128,5; 124,9.

9.2.13 Synteza 3’-0-acetylo-5"-0-[3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-(1,3,2)-

oksazafosfolidyno] tymidyny (45)

3'-O-acetylotymidyne 156 mg (0,55 mmola) i 2-N-izopropylamino-3-(pirydyn-2-ylo)-5-fenylo-
[1,3,2]-oksazafosfolidyne (190 mg, 0,55 mmola) zmieszano w kolbie okragtodennej na 10 ml i
rozpuszczono w 2 ml suchego acetonitrylu mieszajac na mieszadle magnetycznym przez 5
minut. Dodano kroplami roztwor benzylotiotetrazolu w suchym acetonitrylu (0,25 M; 1,206
ml, 0,35 mmol) i mieszano przez 2 godziny. Monitorowano poziom konwersji za pomocg P
NMR. Do probowek NMR napelnionych gazem dodano za pomocg strzykawki probke
mieszaniny do analizy i szczelnie zamknigto. W toku reakcji obserwowano stopniowe
zanikanie sygnatow od oksazafosfolidyny (6=115,9 ppm i 6=128,5 ppm) przy jednoczesnym
pojawieniu si¢ czterech pikow od powstajacych diastereoizomerow przy 6=127,6 ppm (s; 1P)
ppm, 6=132,6 (s; 1P), 6=134 ppm (s; 1P) i 6=137,8 ppm (S; 1P). Reakcje zatrzymano przez
dodanie roztworu 1 ml diizopropyloaminy w 20 ml chlorku metylenu. Warstwe organiczng
przemyto w rozdzielaczu trzy razy: po 50 ml nasyconego roztworu wodnego wodorowegglanu
sodu i dwa razy 50 ml wody MiliQ. Zebrano warstwe organiczng i wysuszono nad bezwodnym
Na>S0Os. Odparowano do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono przez
chromatografi¢ kolumnowga (okoto 30-50 X n gramoéw uzyskanej mieszaniny poreakcyjnej),
wymywajac za pomocg eluenta: chlorek metylenu/metanol (gradient metanolu 0->5% w
chlorku metylenu (v/v). Frakcje analizowano za pomoca 3P NMR (6=127,6; 132,6; 134; 137,8
ppm). Produkt powinien by¢ wymywany z poczatkowymi frakcjami. Odparowano potaczone
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frakcje pod zmniejszonym ci$nieniem z zastosowaniem wyparki obrotowej. Zliofilizowano

produkt z benzenu, otrzymujac 90 mg produktu w postaci biatego proszku.

'H NMR (500 MHz; DMSO0) 6 11,33 (s; 1H); (t; 1H); 7,6d (d; J = 11,4 Hz; 1H); 7,49 (dd; J =
11,1; 8,1 Hz; 2H); 7,45 — 7,35 (m; 4H); 6,87 — 6,84 (m; 1H); 6,73 (dd; J = 8,3; 4,3 Hz; 1H);
5,84 (ddd; J =13,1; 10,1; 6,4 Hz; 1H); 5,20 (dd; J = 12,4; 5,6 Hz; 2H); 4,20 — 3,99 (m; 4H);
3,97 (d; J = 1,9 Hz; 2H); 2,27 (dd; J = 8,5; 6,1 Hz; 2H); 2,06 (s; 3H); 1,78 (s; 3H)

13C NMR (125 MHz; DMSO) ¢ 170,0; 163,7; 163,6; 150,5; 147,8; 138,5; 128,5; 128,3; 126,5;
126,4; 115,5; 109,9; 109,7; 107,8; 107,7; 84,6; 83,7; 74,7; 61,3; 36,5; 20,9; 12,3;

HRMS (ESI-g-TOF) m/z: [M+H]* masa obliczona dla: CasH27N4O7P: 527,1696; masa
znaleziona: 527,1692.
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Analysis Info

Analysis
Method

Name

Sample Name
Comment

Acquisition Parameter

Mass Spectrum SmartFormula Report

D:\Data\Basia\zlecone\15_10_08 B pos.d
ewelina.m

Acquisition Date
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10/8/2015 2:59:07 PM

Bruker Customer

Instrument / Ser# micrOTOF-Q 128

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 220 °C
Scan Begin 100 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 1200 m/z Set Collision Cell RF 200.0 Vpp Set Divert Valve Waste
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Mass Spectrum SmartFormula Report

Analysis Info Acquisition Date 3/3/2016 12:40:53 PM
Analysis Name D:\Data\Piasecka\zlecone\Kaczynski c.d
Viethod ewelina.m Operator Bruker Customer
Sample Name A micrOTOF-Q 128
_omment
Acquisition Parameter \I\)J\NH
Source Type ESI lon Polarity lebulizer 0.4 Bar
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Scan Begin 100 m/z Set End Plate Offset Y \\S ry Gas 4.0 I/min
Scan End 1200 m/z Set Collision Cell RF livert Valve Waste
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Mass Spectrum SmartFormula Report

Analysis Info Acquisition Date 3/3/2016 11:11:55 AM
Analysis Name D:\Data\Piasecka\zlecone\Kaczynski A.d o)
Method ewelina.m Operator Bruker Customer
Sample Name A NH Instrument / Ser# micrOTOF-Q 128
Comment l /g
T N O
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity DMTO O Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary Set Dry Heater 220 °C
Scan Begin 100 m/z Set End Plate O H H Set Dry Gas 4.0 lI/min
Scan End 1200 m/z Set Collision Ce Vi \ («? H Set Divert Valve Waste
Intens . ~ N P\O +MS, 3.4min #401
x104 N
) 36
6_
1 271.1909 825.2461
4..
2 360.3237
§ 197.1076 453.1676 519.3914 701.4083
§ . 966.7047
0 i .ll Ll_l ll..} Lol L . | i ' \ 'L : lh N W A : & : |
200 400 600 800 1000 m/z

Meas. m/z # Formula m/z err | Mean rdb N-R e mSig Std | Std Std| Std Std
[ppm] err ule Conf ma Mean VarN m/z  Comb
[ppm] m/z  orm Diff Dev

809.2714 1 C44H43N4NaOB8P 809.2711 -0.5 0.0 25.5 ok even 12.6 184 0.6 7.2 1.3 842.7
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Analysis Info Acquisition Date 3/3/2016 12:30:43 PM
Analysis Name D:\Data\Piasecka\zlecone\Kaczynski b.d
Method ewelina.m O Operator Bruker Customer

Sample Name A Instrument / Ser# micrOTOF-Q 128
Comment | NH

Acquisition Parameter N )%O

Source Type ESI lon Polarity DMTO Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary O Set Dry Heater 220 °C
Scan Begin 100 m/z Set End Plate Offset ‘}@l Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 1200 m/z Set Collision Cell RF H H Set Divert Valve Waste

Intens. ] 2 \ F‘,/,S +MS, 2.2min #264
x109] ~

1.00

197.1071 37
0.75

0.50
271.1903
336.1832

519.3918
384.1895 C44H 4§‘H %\%O 8PS
| 1

0_00 r L l . l L_ll " 1_ ,l A ..lL Ll?_ llL FRTo o8 r A ; 650‘13991 ’ T . . : T
200 400 600 800 1000 m/z

0.25

# Formula m/z err | Mea rdb N-R e mSig Std | Std Std | Std Std
[ppm § nerr ule Conf ma Mean VarN m/z Comb
[ppm m/z  orm Diff Dev

]
841.2398 1 C44H43N4NaO8PS 841.2431 4.0 4.4 255 ok even 14.1 18.0 3.9 5.7 2.7 842.7
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Analysis Info Acquisition Date 3/3/2016 12:46:23 PM
Analysis Name D:\Data\Piasecka\zlecone\Kaczynski d.d
Method ewelina.m Operator Bruker Customer
Sample Name A ument / Ser# micrOTOF-Q 128
Comment N
Acquisition Parameter 2 \ | .S
Source Type ESI lon Polarity —_— N, \O Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary N Set Dry Heater 220 °C
Scan Begin 100 m/z Set End Plate Offset Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 1200 m/z Set Collision Cell RF 3 8 Set Divert Valve Waste
Intens.- Q +MS, 1.8min #216
x10%]
2.0
; 197.1028
1.5 581.1248
1.0
0.5 271.1895 62
- 42
. T AT C19H 2 NI3 Na‘&%@ AL eeodess | | | | 1139.2578 |
800 1000 m/z
Meas. m/z # Formula rdb N-R e mSigm Std | Std Std | Std Std
ule Conf a Mean VarN m/z  Comb
m/z orm Diff Dev

398.1429 1 C19H26N3NaOPS 398.1426 . : 8.5 ok even 140.2 238.6 12.7 92.8 16.9 842.7
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Acquisition Param'éier

Source Type ESI lon Polarity Positive AN Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V | Set Dry Heater 80 °C
Scan Begin 100 m/z Set End Plate Offset -500 V N Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 1200 m/z Set Collision Cell RF 200.0 Vpp = Set Divert Valve Source
|
Interz)s‘i N +MS, 0.2min #28
x104] ‘o_ T
2.5 [ e R O
: O
2.0
] O
] 451.1418
] W3, 202 O
1.0
0.51
] 267.1015 9232040
0.0 ] oy l | o | r l N — . A L . 552?626 r . r ~ r ' 1
200 400 600 800 1000 m/z
Meas. # Formul m/z err Mean rdb N-Rule e Conf mSigm Std | Stdl Std m/z Std
m/z a [ppm] err a VarNor Diff Comb
[ppm] m Dev
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Mass Spectrum SmartFormula Report

Analysis Info
Analysis Name

D:\Data\Basia\zlecone\151102_2 pos.d

Acquisition Date

11/2/2015 12:30:59 PM

Method ewelina.m Operator Bruker Customer
Sample Name Instrument / Ser# micrOTOF-Q 128
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity - 0 ~ bulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary AN / Heater 50 °C
Scan Begin 100 m/z Set End Plate Offset E / Gas 4.0 I/min
Scan End 1200 m/z Set Collision Cell RF e ‘ l’l rert Valve Waste
Intens. N O +MS, 2.3min #278
x1041 N,
4 P-O
] 0 @)
31 H H
) 197.1078 527 1692 o H
14 764.5742
] 1053.3261
] y70.0003 386.2272 644.2837
0 ] - 1 R | _..l o ll Ty l . e & Sk , l l . L oy . L ke . A .
200 400 600 800 1000 m/z
Meas. m/z # Formula m/z err | Mean rdb N-Ru e mSig Std | Std Std | Std Std
[ppm] err le Conf ma Mean VarN m/z Comb
[ppm] m/z orm Diff Dev
527.1692 1 C25H28N40O7P 527.1690 -0.3 -0.0 14.5 ok even 7.3 11.3 0.6 3.9 1.8 842.7




11 Dane krystalograficzne

C024

co19

BO

Rys. 4: Widok asymetrycznych jednostek zwigzkow 32a i 32b (A) oraz 32a i 32c (BO).

Elipsoidy zostaly nakreslone z 50% poziomem prawdopodobienstwa. Atomy wodoru

zostaly pominigte dla czytelnosci.

Wz6r chemiczny
Masa czgsteczkowa
T [K]

A [A]

Uktad krystalograficzny

Grupa przestrzenna

F(000)

B [mm7]

Z

a[A]

b [A]

c [A]

B[]

V [A3]

pcac [g cm3] — gestosé obliczona
Zarejestrowane refleksy

refleksty symentrycznie niezalezne / Rint
Liczba udoktadnianych parametrow

A
C19H26N30P
343,40
130
1,54184

jednoskosny
P2i/c
736
1,399
4
9,659 (2)
13,208 (3)
14,652 (3)
100,475 (2)
1838,11
1,241
7745
3690/ 0,0190
218

BO
C19H26N30P
343,40
130
1,54184

jednoskosny
P21
736
1,388
4
9,897 (1)
14,187 (1)
13,230 (1)
93,978 (1)
1853,12
1,231
30798
7706/0,0171
433



Goof 1,102 1,080

0,0251/
2 (1> '
R /wR? (I>40) 0,0341/0,0896 0,0665
R/ wR2 (dla wszystkich refleksow) 0,0370/0,0909 0(300265656/
Maksimum / minimum gestosci
elektronowej 0,28/-0,33 0,18/-0,26

[e A

Tabela 3: Zestawienie danych krystalograficznych.
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