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ABSTRACT

The development and introduction into organic synthesis of tetraisopropyldisiloxane-
1,3-diyl and other bifunctional silyl protecting groups substantially simplified and shortened
many reaction procedures in nucleic acids chemistry and related fields. Functionalisation of
ribonucleosides is still an exciting synthetic problem as there is a great interest in chemical
synthesis of RNA and its analogues as well as in new nucleoside analogues.

Besides a wide scope of applications of tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl (TIPDSi)
group there were numerous efforts to find its analogues that would be more stable under basic
conditions or easier accessible and cheaper. The carba analogue of the disiloxane protection
TIPDSi was described and patented as well.

The main objective of the presented research carried in the Institute of Bioorganic
Chemistry of Polish Academy of Sciences in Poznan in order to fulfill the requirements of the
degree of Doctor of Philosophy was devoted to studies of reactivity of disilane analogues of
1,3-dichlorotetraisopropyldisiloxane towards ribonucleosides.

Thus, 1,2-dichloro-1,1,2,2-tetraisopropyldisilane was obtained in high yield starting
with trichlorosilane and appropriate Grignard reagent. Then homocoupling in the presence of
lithium gave the corresponding dihydrodisilane, which in the chlorination reaction provided

the desired new silylating reagent DSiCl,.

5 I = }i
I

imidazole,
Et;N, THF,
r.t,2h

AL LS e TS

+ - Si—0  OH

it /I\/L A OH OH \r>—

B = nucleobases; a) pyridine, r.t., 1 h, 95 % yield; b) pyridine, r.t., 1 h, 90 % yield

A new bifunctional protecting group can be introduced into ribonucleosides in a one-
step procedure to protect simultaneously either 2°,3’- or 3°,5’-OH functions selectively. Its
properties including the stability under acidic and basic conditions as well as its pronounced
tendency to undergo izomerization revealed new information helpful in understanding of

properties of silyl protecting groups.
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Ac - acetyl

ACE - bis(2-acetoksyetoksy)metyl

AcOH - kwas octowy

AIBN - azobisizobutyronitryl

Bu,SnCl, - dichlorek dibutylocynku
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CF3;SO,0H - kwas trifluorometanosulfonowy
(CH3)3Si0SO,CFj - trifluorosulfonian trimetylosililu
Cmpmp - 1-[(2-chloro-4-metylo)fenylo]-4-metoksypiperydyno-4-yl
d - dublet

dd - dublet dubletow

DABCO - 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

DBS:i - di-tert-butoksysililen

DBSICl, - dichloro-di-tert-butoksysilan
DBSi(OSO,CF3); - di(trifluorometanosulfonian)-di-tert-butoksysilanu
DBU - 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en

DIPA - N,N-diizopropyloamina

DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna

DMBSICI, - dichloro-di(2-metylo-2-butoksy)silan
DMF - N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DMTr - 4,4’-dimetoksytrytyl

DMTTrCI - chlorek 4,4°-dimetoksytrytylu

DPSiCl, - dichloro-di(3-pentoksy)silan

DSi - 1,1,2,2-tetraizopropylodisilano-1,2-diyl
DSiBr; - 1,2-dibromo-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan
DSiCl, - 1,2-dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan
DSiH; - 1,2-diwodoro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan
DSi<U - 3',5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna

ekw. - rdwnowaznik molowy
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Et;N - trietyloamina

Et;N'HCI - chlorowodorek trietyloaminy

Et,0 - eter dietylowy

2’-F-araA - 2’-fluoroarabinozyd adenozyny
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GC - chromatografia gazowa
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HMDS - heksametylodisilazan
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HSIiCl; - trichlorosilan

iBu - izobutyryl

i-BuNH; - izobutyloamina

Im"HCI - chlorowodorek imidazolu

1Pr - izopropyl

iPr,Net - N,N-diizopropyloetyloamina

m - multiplet
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MDPSICl, - metyleno-bis(diizopropylochlorosilil)

Me - metyl
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NMR - magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance)
PhOac - fenoksyacetyl

PTC-CI - chlorek fenoksytiokarbonylu

Pv - piwaloil

Py-HCI - chlorowodorek pirydyny

q - kwartet

Rf - wspotczynnik migracji (ang. Retardation factor)

s - singlet

17
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Si,Clg - heksachlorodisilan

SIL (BzH) - bis(trimetylosililoksy)metoksydifenylosilil

SILCI - chlorek bis(trimetylosililoksy)metoksydifenylosililu
SO,Cl; - chloreksulfurylu

t - tryplet

t,, - czas potowicznego przereagowania

TAI - izocyjanian trichloroacetylu

TBAF - fluorek tetra-n-butyloamoniowy

TBDMS - tert-butylodimetylosilil

TBDMSCI - chlorek tert-butylodimetylosililu

TBDMSOTT - trifluorometanosulfonian tert-butylodimetylosililu
TBDPS - tert-butylodifenylosilil

TBDSi - 1,1,3,3-tetra-tert-butoksydisiloksano-1,3-diyl

TBDSIiCl; - 1,3-dichloro-1,1,3,3-tetra-tert-butoksydisiloksan

TBDS - di-tert-butylosililen

TBDSCI, - dichloro--di-tert-butylosilan

TBDS(OSO,CF3); - ditrifluorometanosulfoniano-di-tert-butylosilan
TES - trietylosilil

THF - tetrahydrofuran

Thp - tetrahydropiranyl

TIPDS:i - 1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksano-1,3-diyl

TIPDSICl; - 1,3-dichloro-1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksan
TIPDSi<U - 3°,5’-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)urydyna
TIPS - triizopropylosilil

TLC - cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (ang. Thin Layer Chromatography)
TMS - trimetylosilil

TMSCI - chlorek trimetylosililu

TMSCN - cyjanek trimetylosililu

TMSOTT - trifluorometanosulfonian trimetylosililu (triflan trimetylosililu)
TOM - triizopropylosililoksymetyl

TOMCI - chlorek triizopropylosililoksymetylu

TPS - trifenylosilil

TsOH - kwas p-toluenosulfonowy

tt - tryplet trypletow
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TTES - 1,1,3,3-tetraizopropylo-(3-(2-trifenylometoksy)etoksy)disiloksano-1-yl

TTESCI - chlorek 1,1,3,3-tetraizopropylo-(3-(2-trifenylometoksy)etoksy)disiloksano-1-ylu
TTPSiCI - tri(3-pentoksy)chlorosilan

U>DSi - 2',3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna

1° -OH - pierwszorz¢dowa grupa hydroksylowa

2° -OH - drugorzg¢dowa grupa hydroksylowa

d - przesunigcie chemiczne

W niniejszej rozprawie doktorskiej zastosowatam skroty: 2°,3’-O-izomer 1 3°,5°-O-
izomer z odpowiednim numerem zwiazku, ktore przypisatam poszczegdlnym pochodnym
sililowanych rybonukleozydow. Okreslenie anhydrourydyna zastosowatam dla 2,2’-anhydro-
1-(B-D-arabinofuranozylo)uracylu i analogicznie 1-(f-D-arabinofuranozylo)uracyl okreslatam

jako araurydyng.
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I. CELE PRACY

Sililowe grupy ochronne sa stosowane w chemii organicznej od wielu lat. Znalazty
one gldwnie zastosowanie w szeregu réznych podej$¢ syntetycznych wykorzystywanych
w chemii nukleozydow.

W ostatnich latach szczegdlnego znaczenia nabraty bifunkcyjne sililowe grupy
ochronne, przede wszystkim przy funkcjonalizacji rybonukleozydéw, w chemicznej syntezie
RNA.

Powszechnie znanych 1 stosowanych jest wiele sililowych grup ochronnych, kazda
o innych wiasciwosciach. Pomimo licznych doniesien literaturowych na ten temat, w dalszym
ciagu poszukiwane sa nowe ugrupowania, ktorych zastosowanie w chemicznej syntezie
DNA/RNA znacznie upro$citoby 1 skrocito wiele procedur w chemii kwasow nukleinowych

1 dziedzinach pokrewnych, np. wprowadzanie modyfikacji w pozycje 2’-nukleozydow.

Cele mojej pracy doktorskiej byly nastgpujace:

» zaprojektowanie i opracowanie metody syntezy bifunkcyjnych reagentow
disililowych;

» sprawdzenie reaktywnos$ci nowych bifunkcyjnych reagentow disililowych
wzgledem nukleozydow;

» okreslenie  stabilnosci  sililowych  pochodnych  rybonukleozydowych
w szerokim zakresie warunkach reakcyjnych;

» zaprojektowanie i opracowanie metody syntezy bifunkcyjnych reagentow
sililenowych;

» sprawdzenie reaktywnos$ci nowych bifunkcyjnych reagentow sililenowych

wzgledem nukleozydow.
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1. Kwasy rybonukleinowe

Kwasy nukleinowe znane sa od ponad 140 lat. Zostaty odkryte przez szwajcarskiego
lekarza J.F. Mieschera w 1869 roku. Miescher zajmowal si¢ badaniem leukocytow,
pozyskiwanych z jader komorek ropy. Wyizolowat z nich nieznana substancj¢ zawierajaca
azot 1 fosfor, ktéra nazwal ,nukleing” [1,2]. Dalsze badania tej nieznanej substancji
prowadzone przez ucznia Mieschera, R. Altmanna, przyczynily si¢ do zmiany nazwy
nukleiny na kwasy nukleinowe. Miato to miejsce w 1889 roku.

Kwasy nukleinowe to biopolimery wystepujace w komorkach wszystkich
organizmow. Wyrozniamy kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) 1 rybonukleinowy (RNA),
ktore odgrywaja istotna rolg¢ w przekazywaniu informacji genetycznej i w produkcji biatek.

Kwas deoksyrybonukleinowy rozni si¢ od kwasu rybonukleinowego nie tylko
struktura przestrzenna [3,4,5], ale réwniez budowa [6] 1 funkcjami, jakie spelnia w zywych
organizmach (Rysunek 1) [7].

Cytozyna . Cytozyna .
NH, ::: NUKLEOZASADY NH,
‘ o ‘ S0
H H
Guanina . Guanina .
0 0
H H
H PARY ZASAD H
Adenina . Adenina .

H N
H
Tymina .
o
HyC. * 5
o
H

NUKLEOZASADY

Uracyl

RESZTY CUKROWE
(deoksyryboza w DNA,

ryboza w RNA)
i FOSFORANOWE

=

NUKLEOZASADY
RNA

RNA DNA

Rysunek 1. Porownanie struktur kwaséw nukleinowych RNA i DNA.

Badania zapoczatkowane przez Mieschera stanowily podstawe dla dalszych

eksperymentéw w interesujacym i pelnym tajemnic §wiecie kwasow rybonukleinowych.
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2. Budowa kwasow rybonukleinowych

Kwas rybonukleinowy (RNA) jest liniowym biopolimerem, ktérego podstawowymi
jednostkami strukturalnymi sa nukleotydy. Kazdy monomer nukleotydowy zbudowany jest
z reszt heterocyklicznych zasad azotowych, reszty rybozylowej i reszty fosforanowe;j

(Rysunek 2).

reszta
fosforanowa

e picrscien rybozylowy

Rysunek 2. Przykladowy monomer nukleotydowy RNA.

2.1. Heterocykliczne zasady azotowe

Zasady azotowe to cykliczne zwiazki organiczne typu pirymidyn - cytozyna, uracyl
ipuryn - adenina, guanina (Rysunek 3). Zasady pirymidynowe i purynowe wystgpuja w
roznych formach tautomerycznych. Istnieja w formie laktymowej (-OH) lub laktamowe;]

(=0).

(0] NH, NH, (0]
NH NN N N N :
LA Q ¢ J <L
Z . =
N o N o N N
H H H N H N NH,
Uracyl Cytozyna Adenina Guanina

Rysunek 3. Zasady azotowe wystepujace w RNA.
2.2. Reszta rybozylowa
Reszt¢ rybozylowa stanowi B-D-ryboza, pigciocztonowy pierscien furanozowy

wystepujacy w RNA. Rézni si¢ on od deoksyrybozy (DNA) obecnoscia grupy hydroksylowe;j

w pozycji 2°. Pigciocztonowe furanozy przyjmuja konformacje pofatldowana, co objawia si¢
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odchyleniami atomoéw wegla 2’ lub 3’ ponad ptaszczyzng pierScienia. Konformacje te

nazywamy: C2’-endo (B-D-deoksyryboza) i C3’-endo (B-D-ryboza) (Rysunek 4).

Cs',5"

0 Cs',s"

c4' cr c4'
c2

C2' - endo C3' - endo

Rysunek 4. Przyktady dwéch konformeréw D-rybozy w formie furanozylowe;j.

2.3. Nukleozydy

Nukleozydy to jednostki utworzone w wyniku potaczenia atomu azotu N-I
w pirymidynach 1 N-9 w purynach z anomerycznym atomem weggla C-1° pierScienia
B-D-rybofuranozowego. Utworzone wiazanie N-glikozydowe ma konfiguracj¢ B, co oznacza
polozenie heterocyklicznej zasady nad plaszczyzna pierScienia cukrowego. Nukleozydy
wystepuja w dwoch konformacjach syn 1 anti. Jednakze czg$ciej przyjmuja konformacje¢ anti,
poniewaz jest ona korzystniejsza energetycznie. Nukleozasady typowe dla RNA to:

adenozyna, guanozyna, cytydyna i urydyna (Rysunek 5).

NH, 0 NH, 0
NN N NH ﬁv NH
¢ ¢ | |
. ~
N N/) N 1\')\.\11-12 .\"&0 .\"go
HO HO HO HO.
0 o o o
A G C U

Rysunek 5. Wzory strukturalne nukleozydow.

2.4. Nukleotydy

Jednostki nukleozasad potaczone wiazaniem estrowym z jedna lub wigcej grupami
fosforanowymi, nazywamy nukleotydami. Reakcji estryfikacji ulegaja grupy hydroksylowe
pierscienia rybozy. Mozemy wyrozni¢ nukleotydy zestryfikowane w pozycji 5’-OH lub
3’-OH pierscienia rybofuranozy. Obecno$¢ w rybozie grupy hydroksylowej w pozycji 2°-OH
umozliwia otrzymanie nukleotydow cyklicznych. Poza monofosforanami nukleozydéw

istnieja takze di- i tri-fosforany (Rysunek 6).
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3'-Fosforan-2'-deoksytymidyny 2',3"-Cykliczny fosforan cytydyny 3

',5'-Bisfosforan-2'-deoksyadenozyny

Rysunek 6. Przyktady nukleotydow [8,9,10,11].

2.5. Synteza RNA

Wielokierunkowe badania biochemiczne doprowadzity do poznania nie tylko struktury
1 funkcji DNA, ale rowniez umozliwily nam poznanie RNA. Kwasy rybonukleinowe
wykazuja nie tylko duza réznorodnos¢ struktur przestrzennych, ale roOwniez petnia szereg
odmiennych funkcji biologicznych.

Badania eksperymentalne ostatnich lat dowiodly, ze RNA stanowi podstawg
nowoczesnych badan biologicznych 1 medycznych. Odgrywa istotna role w badaniach
kryminalistycznych, a takze w biotechnologii i przemysle farmaceutycznym [12,13,14,15,16].

Powyzsze czynniki spowodowaty, ze RNA stalo si¢ glownym obiektem zainteresowan
badaczy réznych specjalnosci, od chemikéw poczynajac.

Okreslone sekwencje RNA mozna otrzyma¢ na drodze syntezy naturalnej
i chemiczne;j.

Naturalna synteza RNA zachodzi z wykorzystaniem enzymu polimerazy RNA,
bedacej katalizatorem procesu transkrypcji. Jej zadaniem jest wyszukanie miejsc
promotorowych, rozplecenie helisy DNA na pojedyncze nici, z ktorych jedna jest nicia
matrycowa. Polimeraza RNA syntetyzuje ni¢ RNA komplementarng do nici matrycowej
DNA, wykorzystujac do tego celu trifosforany rybonukleozydéw. Zakonczenie procesu

zachodzi w momencie otrzymania transkryptu RNA [11].
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Naturalna synteza RNA wbrew pozorom, nie jest taka prosta, jak to przedstawia
powyzszy opis. Szereg dodatkowych komponentow niezbednych do jej prawidtowego
przebiegu, jest rownoczes$nie wytwarzanych podczas jej trwania. Proces ten jest wieloetapowy
1 wymaga duzego naktadu energii. Perypetie naturalnej syntezy RNA w doskonaty sposob
odzwierciedla chemiczna synteza RNA. Proces rowniez wieloetapowy i czasochlonny.

Stwierdza si¢ jednakze, ze chemiczna synteza RNA w przeciwienstwie do naturalnej
syntezy jest bardziej zawita. Kazdy jej etap wymaga zastosowania przez chemikow innego
podejscia syntetycznego (Rysunek 7). Dopiero takie postgpowanie w efekcie koncowym

prowadzi do otrzymania krétkich fragmentow RNA.

RNA

enzV \synteza chemiczna
pPP B Y—0 BZ
0] 0]

OH OH p/o o\,
enzym HO B reakcje zabezpieczania
0} grup funkcyjnych
OH OH

Rysunek 7. Synteza fragmentow RNA: ppp - trifosforan, B - nukleozasada, z - grupy ochronne
nukleozasad, A - grupy ochronne pozycji 2°, np. -CHj3, p - grupy fosforanowe, Y - grupy
ochronne pozycji 5°, np. DMTr.

Jednostki rybonukleozydowe, bedace gldéwnym substratem w chemicznej syntezie

RNA maja wiele grup funkcyjnych o podobnej reaktywnosci (Rysunek 8).

-~ Centra aktywne
B zasad
- HO heterocyklicznych

> OH OH e Centra aktywne

pierscienia
furanozowego

Rysunek 8. Centra aktywne rybonukleozydow.



II. WSTEP TEORETYCZNY

26

Kazde z tych centrow musi zosta¢ w odpowiedni sposdb zabezpieczone, tak aby
mozna bylo swobodnie sterowaé selektywnos$cia poszczegoélnych reakcji. Podstawowymi
elementami wykorzystywanymi do tego celu, sa dodatkowe narzedzia syntetyczne. Uzycie
tych narzedzi przyczynia si¢ do prawidtowego przebiegu chemicznej syntezy produktow
z wysokimi wydajnos$ciami.

Skutecznymi narzedziami, ktére od wielu lat sa wykorzystywane do zabezpieczania

centrow aktywnych jednostek nukleozydowych, sa grupy ochronne.

3. Grupy ochronne w chemii nukleozydow

Grupy ochronne w chemii nukleozydow sa stosowane do zabezpieczania zarowno
reaktywnych centrow usytuowanych w pierscieniu zasady heterocyklicznej (glownie pozycji
aminowej 1 iminowej), jak 1 w pierScieniu rybozy (grupy hydroksylowe).

RNA w poréwnaniu z DNA posiada w pigcioczlonowym pier§cieniu furanozowym
dodatkowa grupe hydroksylowa w pozycji 2’. Reaktywno$¢ trzech tych samych grup
funkcyjnych w B-D-rybozie jest podobna, co czyni syntez¢ chemiczna bardziej
skomplikowana.

Zastosowanie dodatkowych narzedzi syntetycznych w postaci grup ochronnych
znacznie upraszcza ten proces 1 zapewnia osiagni¢cie podstawowych celow. Dzigki takiemu
dziataniu jesteSmy w stanie rozrdzni¢ poszczegolne grupy hydroksylowe pierscienia rybozy,
umozliwiajac w ten sposob, selektywne wykonywanie reakcji. Po drugie, umozliwia to
poznanie nowych wlasciwosci biologicznych grupy 2°-OH, ktére moga okazaé si¢ bardzo

korzystne 1 moga bardzo duzo wnies¢ do syntezy oligorybonukleotydow.

3.1. Cechy charakterystyczne grup ochronnych

Warto$ciowa grupa ochronna powinna wyrédznia¢ si¢ nast¢pujacymi cechami:

» reagowac selektywnie i z dobra wydajnoscia;

» zapewniC stabilno$¢ chronionego substratu w szerokim zakresie warunkow

reakcyjnych;
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» tworzy¢ pochodne bez wytwarzania nowych centrow stereogenicznych, ktore
mozna tatwo oddzieli¢ od produktow ubocznych, zwiazanych z jego
tworzeniem lub rozpadem;

» by¢ selektywnie i wydajnie usuwana poprzez tatwo dostgpne i nietoksyczne
odczynniki;

» wspotdziata¢ z innymi grupami ochronnymi w danej czasteczce;

» posiada¢ strukture, ktora bylaby pozbawiona dodatkowych grup funkcyjnych,

ktore powodowatyby niekorzystne reakcje uboczne [17].

Wybor odpowiedniej grupy zabezpieczajacej jest jednym z decydujacych czynnikow
majacych wplyw na wydajnos¢ syntezy. Wybor ten zalezy od obecno$ci innych grup
funkcyjnych w zwiazku, a takze od warunkow i rodzaju przeprowadzanej reakcji chemiczne;.
Stosowane grupy zabezpieczajace sa odpowiedzialne za sukces, badz niepowodzenie danego

procesu.
3.2. Podzial grup zabezpieczajacych funkcje nukleozydow

Zakres grup blokujacych, obecnie dostgpnych dla grup funkcyjnych jest bardzo
szeroki. W zalezno$ci od warunkow wykorzystywanych do usuwania poszczegdlnych grup

ochronnych, najogdlniej grupy ochronne mozemy podzieli¢ na:

» kwasolabilne - grupa dimetoksytrytylowa (DMTr);

» zasadolabilne - grupa acetylowa (Ac), benzoilowa (Bz), izobutyrylowa (iBu),
fenoksyacetylowa (PhOac);

» fotolabilne - grupa 2-nitrobenzylowa (NBOM);

» usuwane za pomoca jonéw fluorkowych - grupa trimetylosililowa (TMS),

tetr-butylodimetylosililowa (TBDMS) (Rysunek 9).

OCHj;

wy Sy ey

H;C

Ac iBu PhOac
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NO, (l‘"s Hs('\ (|1H3
c"‘; Hs('—ﬁi—g H,C—/(“—ﬁi—;
OCH; CH; HC  CH,

DMTr Bz NBOM T™MS TBDMS

Rysunek 9. Przyktady grup ochronnych.
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Wyzej wymienione grupy sa przydatne w chemicznej syntezie DNA. Ze wzgledu na
bardzo zblizona budowg DNA 1 RNA, wiele z tych grup jest z powodzeniem
wykorzystywanych w chemicznej syntezie RNA.

Grupy zasadolabilne znalazly powszechne zastosowanie do ochrony funkcji
aminowych i iminowych umiejscowionych w nukleozasadach. Nukleofilowy atom azotu
obecny w pierscieniu heterocyklicznej zasady musi zosta¢ zablokowany, aby zapobiec
reakcjom ubocznym. Grupy ochronne dla grup funkcyjnych nukleozasad powinny by¢
stabilne podczas syntezy oligorybonukleotydu, gdyz sa one zazwyczaj usuwane w jednym
z koncowych etapdéw, w trakcie odcigcia oligorybonukleotydu od podtoza statego.

Grupy kwasolabilne, w szczegdlnosci pochodne trifenylometylu (trytylu), ze wzgledu
na duza zawadg steryczna i mozliwos¢ ich usuwania w tagodnych warunkach kwasowych,
okazaty si¢ znakomitymi grupami ochronnymi dla funkcji 5°-hydroksylowej pierScienia
furanozowego. Reakcja zabezpieczania funkcji 5°-OH reagentem DMTrCl jest wysoce
selektywna. Nie sa wymagane dla tej przemiany specyficzne warunki, co jest konsekwencja
zastosowania duzej wielkosci grupy zabezpieczajacej. Z tego tez wzgledu, ugrupowanie to
reaguje szybciej z pierwszorzedowa grupa hydroksylowa rybozy, niz z innymi miejscami
reaktywnymi jednostek nukleozydowych.

Dodatkowym atutem wykorzystania DMTr w syntezie chemiczne] jest mozliwosé
szacowania wydajnosci wydluzania si¢ tancucha. Nastgpuje to poprzez pomiar ilosci
wytworzonego karbokationu di-p-metoksytrytylowego, w momencie usuwania DMTr

(Rysunek 10).

OCH;
OCH;
O -
q*
o) = O ey
OCH; OH OH OH OH
OCH,

Rysunek 10. Reakcja usuwania DMTr.

Grupy kwasolabilne znalazty rdwniez zastosowanie do zabezpieczania innej pozycji
hydroksylowej B-D-rybozy, a konkretnie pozycji 2’-OH. Poczatkowo uzywano do tego celu
grup acetalowych, w postaci pochodnych tetrahydropiranu (Thp) (Rysunek 11) [18,19].

Do tej kategorii zaliczy¢ mozemy nastepujace grupy ochronne:

» tetrahydropiranylowa (Thp);
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» 4-metoksytetrahydropiranylowa (Mthp);
» 1-[(2-chloro-4-metylo)fenylo]-4-metoksypiperydyno-4-ylowa (Cmpmp);
» 1-(2-fluorofenylo)-4-metoksypiperydyno-4-ylowa (Fpmp).

OCHj;
Ej OCH;
O(H3 Ej

oo &

CH;

Cmpmp Fpmp

Rysunek 11. Grupy kwasolabilne stosowane do ochrony pozycji 2’-OH.

Wszystkie grupy ochronne, ze wzgledu na swoje wlasciwosci, maja pewien zakres
przydatnosci i kompatybilno$ci z innymi grupami ochronnymi.

Niekorzystna wlasciwoscia, ktora doprowadzita do dyskwalifikacji Thp jako grupy
ochronnej w syntezie RNA, bylo powstawanie mieszaniny diastereoizomeréw, w wyniku
wprowadzania tej grupy do rybonukleozydow. Mieszanina ta byla trudna do rozdzielenia
[20]. Kwestia ta zostata rozwigzana przez Reese’a i1 jego wspotpracownikow. Wprowadzili
oni do chemii rybonukleozydéw grupe Mthp, ktora nie ma centrum chiralnosci [21].

Problem kompatybilno$ci grup ochronnych stosowanych do zabezpieczania centréw
aktywnych rybonukleozydow, nie zostal jednak w ten sposéb calkowicie rozwiazany.
W momencie usuwania kwasolabilnych grup z pozycji 5’-OH, dochodzilo jednoczes$nie do
czgSciowego usuwania grup ochronnych z pozycji 2’-OH. Przedwczesna utrata grupy
ochronnej 2° mogla by¢ przyczyna izomeryzacji wiazania internukleotydowego podczas
chemicznej syntezy RNA [22].

Dalsze badania zespolu Reese’a doprowadzily do ulepszenia Mthp. Wprowadzono
grup¢ Cmpmp, ktéra okazata si¢ stabilna w warunkach usuwania DMTr [23]. Koszt
otrzymywania Cmpmp byl jednak wysoki, dlatego zastapiono ja mniej kosztowna grupa
Fpmp [24].

Cmpmp i1 Fpmp posiadaja w swojej strukturze atom azotu we fragmencie
piperydynowym, co wyrdznia te ugrupowania sposrod grup acetalowych, przedstawionych na
Rysunku 9. Protonowanie atomu azotu piperydyny spowalnia znacznie hydrolize acetalu

1 sprawia, ze jest on wzglednie stabilny w zakresie pH od 0,5 do 2,5. Z tych dwoch grup
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Fpmp jest 1,3 razy bardziej stabilna niz Cmpmp w zakresie pH od 0,5 do 1,5 [25]. Z kolei
negatywna wlasciwoscia obydwu grup jest wnoszenie stosunkowo duzej zawady
przestrzennej w reakcji tworzenia wiazania internukleotydowego. Rozbudowana struktura
grupy ochronnej umiejscowionej w pozycji 2’-OH, powodowala otrzymanie oligomeru
z niska wydajnoscia [26,27].

Do zabezpieczania funkcji hydroksylowej w pozycji 2’ pierScienia furanozowego,
rowniez stosowane byly grupy zasadolabilne. Jednakze uzycie tego rodzaju ugrupowan nie
bylo korzystnym rozwiazaniem. Proces odblokowywania poszczegolnych grup funkcyjnych
zachodzacy w warunkach zasadowych, prowadzit jednoczesnie do usunigcia zasadolabilnej

grupy ochraniajacej pozycje 2’ (Rysunek 12).

o (0] (0}

H;C 0 )I\

CH30)]\'[ H3C> ? "j ©/ Elz ‘/
H;C

Ac Pv PhOac

Rysunek 12. Przyktady grup zasadolabilnych: acetylowa, piwaloilowa, fenoksyacetylowa.

Konsekwencja odblokowania pozycji 2’-OH bylo wygenerowanie jonu

alkoholanowego i rozerwanie tancucha oligomeru (Rysunek 13) [13].

- B [~ B | —I B | I B
S R R S
& on o 0 o b RN
N,/ N\ ./
On_)_ on_1Y ©0—p=0° ©0—r
0—F=0 0—F=0 EY] o
0o (I) (l)u
| annannn

Rysunek 13. Rozerwanie wiazania 3,5 -internukleotydowego.

Obecnos¢ dodatkowej funkcji hydroksylowej w rybonukleozydach wymagata
zastosowania innych, nowszych grup zabezpieczajacych [28]. Ugrupowania te powinny
charakteryzowac si¢ ortogonalnoscia wzgledem kwaso- 1 zasadolabilnych grup ochronnych,
uzywanych do zabezpieczania pozostatych reaktywnych centréw, a takze mozliwoscia ich
usuwania w warunkach neutralnych [29].

Skutecznymi grupami do ochrony pozycji 2’-OH okazaly si¢ wowczas ugrupowania
fotolabilne, ktorych przedstawicielem jest grupa 2-nitrobenzylowa (NBOM). Po raz pierwszy

zostala wprowadzona do chemii nukleozydow przez Ikehara i wspotpracownikow [30]. Cecha
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charakterystyczna pochodnej 2-nitrobenzylowej jest mozliwos¢ usunigcia jej fotochemicznie,
przez napromieniowanie $wiattem ultrafioletowym (A > 280 nm). W zwiazku z tym odznacza
si¢ trwaloscia w warunkach hydrolizy kwasowej i zasadowe;.

P&zniejsze badania wykazaly, ze fotochemiczne usunigcie grupy 2-nitrobenzylowej
efektywniej zachodzi w stabo kwasnym S$rodowisku reakcji [31]. Inna powazna wada
stosowania fotolabilnej grupy zabezpieczajacej byto to, ze reakcja fotochemicznego usuwania
grupy 2-nitrobenzylowej nie zawsze postepowata ilosciowo, zwtaszcza w odblokowaniu
sekwencji RNA o stosunkowo wysokiej masie czasteczkowej [32].

Opisane wyzej ugrupowania wykorzystywane do ochrony funkcji 2’-OH nie spetnity
wczesniej zatozonych oczekiwan. Wymagania dotyczyly stabilnosci w kwasowych
1 zasadowych warunkach reakcji, a takze braku trwato$ci w warunkach neutralnych.

Najskuteczniejsze w tym przypadku okazaly si¢ grupy usuwane za pomoca jondw
fluorkowych, do ktérych zaliczane sa ugrupowania sililowe. Grupy sililowe charakteryzuja
si¢ roznymi wtasciwosciami. Jedna z najcenniejszych cech jakie posiadaja to mozliwos¢ ich
usuwania w warunkach neutralnych (jony fluorkowe).

Sililowe grupy ochronne ze wzgledu na liczne wlasciwosci 1 mozliwos¢ ich
wszechstronnego zastosowania w syntezie chemicznej, staty sig istotnym przedmiotem moich

zainteresowan.

4. Natura i wlasciwosci zwigzkow sililowych

4.1. Opis ogolny

Sililowe grupy ochronne to ugrupowania chemiczne zawierajace w swej budowie
atom krzemu, ktory moze by¢ polaczony z trzema jednakowymi, badz réznymi
podstawnikami. Sa one powszechnie stosowane do blokowania grup funkcyjnych, tj.
hydroksylowych, niekiedy aminowych 1 tiolowych, z ktérymi tworza wiazanie kowalencyjne

(Schemat 1) [33].

Rl\ /X ~ ., R', R% R’ - jednakowe lub rézne podstawniki
. R

/S‘ \ R* - reszta blokowanego zwiazku
R2 R} X -atom O, N, S

Schemat. 1. Ugrupowanie sililowe.
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Pochodne sililowe odgrywaja wazna role¢ podczas zabezpieczania funkcji
hydroksylowych w zwiazkach wielowodorotlenowych. Umozliwia to rozrdznienie
reaktywnosci poszczegdlnych grup -OH. W ten sposdb pewne centra reaktywne zwiazku
chemicznego ulegaja zabezpieczaniu sililowymi grupami ochronnymi. Z kolei pozostale
centra sa poddawane réznym reakcjom syntezy chemicznej [17,34]. Kazdy pierwszorzgdowy,
drugorzedowy lub trzeciorzegdowy alkohol moze zosta¢ przeksztatcony w eter sililowy [33].

Rozroznienie reaktywnosci grup hydroksylowych, a takze zdolno$¢ ich
przeksztatcenia w etery sililowe zaleza od zastosowania odpowiednich warunkoéw reakcji

1 okreslonych reagentow sililowych.

4.2. Metody otrzymywania eterow sililowych

Etery sililowe otrzymuje si¢ poprzez reakcje alkoholi z reagentami
krzemoorganicznymi w obecnos$ci zasady. Chlorosilany czy pochodne triflanowe silanow sa
najczesciej uzywanymi reagentami sililujacymi, ze wzgledu na posiadanie dobrych grup
opuszczajacych.

Triflany sililowe wykazuja wigksza od chlorkow reaktywnos¢ wzgledem alkoholi.
Natura zasady zastosowanej w §rodowisku reakcyjnym, korzystnie wptywa na efekt koncowy
syntezy. W zalezno$ci od jej charakteru, produkty reakcji otrzymujemy z wigksza lub

mniejsza wydajnos$cia (Schemat 2). Najczgsciej stosowanymi zasadami sa:

» trietyloamina, 2,6-lutydyna, pirydyna lub imidazol.

Po raz pierwszy zalezno$¢ ta zostata zauwazona i opisana przez Corey’a [35,36].

imidazol
ROH + R';SiCl —_—> ROSIR';
DMF

2,6-lutydyna
ROH + R';Si0Tf @ ———> ROSIR';
CH,Cl,

Schemat 2. Przyktady warunkow sililowania.
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4.3. Struktura a wlasciwosci grup sililowych

Grupy krzemoorganiczne sa wszechstronnie stosowane w roznych dziedzinach chemii.
Najczesciej wykorzystywanymi sposrod nich, to pochodne trialkilo(arylo)sililowe, do ktorych

zaliczane sa:

trimetylosilyl (TMS);

trietylosilyl (TES);

tert-butylodimetylosilyl (TBDMS);
triizopropylosilyl (TIPS);
tert-butylodifenylosilyl (TBDPS) (Schemat 3).

YV V.V V V

H;C H;CH,C

\.
H3C_/SI_§ H3CH2C—/Si—§
H;C H;CH,C
T™MS TES “SC\
I::CC7C—Si—§
H,C CH; Y 3
N L Si—§
H3C_/C—?l_§ i
H,C  CH, )\
TBDMS TIPS TBDPS

Schemat 3. Struktury pochodnych trialkilo(arylo)sililowych.

Wszystkie ugrupowania zobrazowane na Schemacie 3 r6zniga si¢ migdzy soba dwoma
elementami - rodzajem i charakterem podstawnikéw umiejscowionych przy atomie krzemu.
Elementy te sa niezmiernie wazne, gdyz okreslaja wlasciwosci poszczegdlnych
krzemoorganicznych ugrupowan. Jedna z podstawowych uwarunkowanych wtasciwosci,
jakimi cechuja si¢ pochodne sililowe, to ich odmienna stabilno$¢ w réznych warunkach
hydrolizy kwasowej i zasadowe;.

Efekty steryczny i elektronowy podstawnikow potaczonych z atomem krzemu maja
inny wptyw na stabilno$¢ poszczegdlnych eterow sililowych.

Wigksza zawada steryczna wokol atomu krzemu zwigksza stabilnos¢ eterow
trialkilo(arylo)sililowych na hydroliz¢ kwasowa i zasadowa. Inaczej to wyglada w przypadku
efektu elektronowego. Podstawniki przy atomie krzemu wyciagajace elektrony zwigkszaja

podatnos¢ eteréow sililowych na hydrolize zasadowa, zmniejszajac tym samym podatnos¢ na
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hydroliz¢ kwasowa. Zalezno$¢ ta jest odwrotna w przypadku wystgpowania podstawnikow
dostarczajacych elektronow [37,38].
Dla pochodnych trialkilo(arylo)sililowych stabilnos¢ w warunkach kwasowych

wzrasta w nastgpujacej kolejnosci:

iC, HyCH,C me G Y i
H3C—/Si—§ H3CH2C—/Si—§ H3C7C—?i—§ >7Si—§ H3C7C—Si—§
H;C H;CH,C H;C CH; A H;C
TMS (1) TES (64) TBDMS (210 TIPS (7%10%) TBDPS (5*10°)
o
Stabilnos¢ w warunkach zasadowych wzrasta zgodnie z ponizszym zapisem [34]:
H;C H;CH,C H3C\ ?Ha H3C\ Y
H;C—/Si— g H,CHZC—/Si— E H,C—C—Si— g ~  HCC—Si— § >—5i— §
H;C H;CH,C H;C CH; H;C A
TMS (1) TES (10%) TBDMS ~ TBDPS (2+10%) TIPS (10%)
-

Kolejna wartosciowa cecha charakterystyczna 1 wyr6zniajaca grupy sililowe sposrod
wszystkich grup ochronnych, jest sposob ich usuwania za pomoca jondéw fluorkowych.
Efektywno$¢ rozszczepiania eterow sililowych wynika z duzego powinowactwa jondéw
fluorkowych do atomu krzemu. Energia wigzania Si-F jest o okolo 30 kcal/mol razy wigksza
niz wiazania Si-O. Etery sililowe w zalezno$ci od zattoczenia sterycznego wokot atomu

krzemu moga by¢ usuwane w obecnos$ci jondw F z r6zna szybkoscia (Tabela 1).

Tabela 1. Wzgledna szybko$¢ usuwania ugrupowan sililowych za pomoca jonow F™ [39].

Grupa krzemoorganiczna ti2 Grupa krzemoorganiczna t12
TIPS 15 min TBDPS 50 min
TBDMS 20 min TPS 2,5h

Zmiana podstawnikow przy atomie krzemu wywoluje zmiang efektu sterycznego
i elektronowego. Zmiany te w potaczeniu z zastosowaniem odpowiednich warunkéw reakcji,
w duzym stopniu wplywaja na selektywno$¢ wprowadzania (Schemat 4) [40,41,42]

1 usuwania grup krzemoorganicznych (Schemat 5) [43].
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NaH, TBDMSCI

—eeeeeee
"0/\91\0'* THF, n = 2-6,10 TBDMSO/\WOH

/\/\/OH BuLi, TBDMSCI OTBDMS
—_— /\/\/
HO HO

THF

i-Pr,NEt, TBDPSCI

—_—
HO/\WOH DMF, n = 2,3,5,7,9 TBDPSO/\WOH

Schemat 4. Selektywne blokowanie uktadow diolowych.

OTES OTBDMS H OTBDMS

o

2% HF

OPv OPv

THF

Schemat 5. Selektywne usuwanie grup sililowych.

W  zaleznosci tez od warunkdéw prowadzenia poszczegolnych reakcji, grupy
krzemoorganiczne jako grupy ochronne funkcji hydroksylowych w zwiazkach
wielowodorotlenowych, wykazuja zdolno$¢ do migracji [44]. Przemieszczanie si¢ grup
sililowych migdzy réznymi grupami hydroksylowymi, najchg¢tniej zachodzi w warunkach
zasadowych. Proces ten odbywa si¢ z udzialem pigciokoordynowanego atomu krzemu
(Schemat 6) [45]. Najczegs$ciej zachodzi w kierunku mniej rzgdowego podstawnika, albo mniej
zattoczonej grupy hydroksylowej. W $rodowisku kwasowym, z kolei migracja nie jest

obserwowana.

0 OSiR; R;SiO o

O O
— |\ /] —

Schemat 6. Pigciokoordynowany atom krzemu.

Przyktadem syntezy, w ktorej wykorzystywana jest zdolnos¢ silili do migracji jest
synteza Meyersa. Reakcja alkoholu z wodorkiem sodu powoduje migracjc TBDMS
ijednoczesne powstanie aldehydu, ktéry nastgpnie w reakcji z odczynnikiem Hornera-

Emmonsa prowadzi do otrzymania nienasyconego estru (Schemat7) [46].
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NaH (Et0),P(O)CH,CO,Et X - COEt

N OEt —> X o > N

Schemat 7. Synteza Meyersa.

Proces migracji jest zjawiskiem obserwowanym rowniez w chemicznej syntezie
oligorybonukleotydow, z uwagi na obecnos¢ wielu funkcji hydroksylowych zlokalizowanych

w pierscieniu furanozowym [47].

5. Sililowe grupy ochronne jednostek nukleozydowych

Ugrupowania krzemoorganiczne okazaty si¢ najlepszym zespotem grup ochronnych,
powszechnie wykorzystywanym w chemii nukleozydéw, nukleotydow 1 kwasow
nukleinowych.

Sililowe grupy ochronne znalazly zastosowanie nie tylko do ochrony pozycji 2’
hydroksylowej w B-D-rybozie, jak zostato to juz wstgpnie wspomniane w Rozdziale 11.3.2.,
ale takze doskonale sprawdzily si¢ w zabezpieczaniu pozostatych reaktywnych funkcji
nukleozydow.

Liczne wlasciwosci, jakimi charakteryzuja si¢ reagenty sililowe umozliwiaja
przeprowadzenie szeregu roznorodnych reakcji chemicznych. Selektywno$¢ tych reakcji jest
wysoka.

Zastosowanie grup krzemoorganicznych do ochrony miejsc funkcyjnych
rybonukleozydoéw, przyczynito si¢ do rozwiazania wielu wczesniej pojawiajacych sig
trudnosci. Znacznie uproscito to procedurg chemicznej syntezy RNA.

Sililowe grupy ochronne, w zaleznosci od ilosci miejsc jakie moga jednoczes$nie

ochrania¢ w rybonukleozydach, mozemy podzieli¢ na mono- 1 bifunkcyjne.

5.1. Monofunkcyjne grupy sililowe

Monofunkcyjne grupy ochronne to ugrupowania, ktére umozliwiaja utworzenie tylko

jednego wiazania z grupa funkcyjna. Od wielu lat sa stosowane w chemicznej syntezie

oligorybonukleotydow jako skuteczne narzgdzia syntetyczne.
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Z wszystkich monofunkcyjnych grup sililowych, pierwszymi z najpowszechniej
wykorzystywanych byly pochodne trialkilosililowe, jak grupa trimetylosililowa (TMS) [48]
i tert-butylodimetylosililowa (TBDMS) [35].

Intensywny rozwoj syntezy chemicznej, jednakze spowodowal wyrazny wzrost
zapotrzebowania na nowe ugrupowania sililowe, sposrdéd ktérych mozemy wyrdzni¢ grupe
triizopropylosililoksymetylowa (TOM) [49], a takze grupe 1,1,3,3,-tetraizopropylo-3-
(2-trifenylometoksy)etoksy)disiloksano-1-ylowa (TTES) [50] i pochodne
bis(trimetylosililoksy)alkoksysililowe (SIL) (Schemat 8) [51].

H;C, Y CH
\ N 3
H;C—/Si—g i o j’f H}C\éi/CHJ

H,C (|)
TMS TOM R—?i— ;
o
ASi
HLC CH, Ph o H, Hy,e” | cHy
. AN NN . Hy
HsC—/C—Tl— Ph7C < 0—Si—0—Si—
H;C CH; PK — SIL
TBDMS TTES

Schemat 8. Przyktady monofunkcyjnych grup krzemoorganicznych: R - wyjasnione na Schemacie 12.

Krzemoorganiczne monofunkcyjne ugrupowania mozna ogdlnie podzieli¢ na trzy

kategorie grup:

» do ochrony przejsciowej, okreslane jako ,,transient protection group” - TMS;

» do ochrony pozycji 2’-hydroksylowej pierscienia furanozowego - TBDMS,
TOM,;

» do ochrony pierwszorzedowej grupy hydroksylowej rybozy - TTES, SIL.

W kazdej z tych trzech kategorii wykorzystanie znalazty reagenty sililowe rdzniace sig

nie tylko struktura, ale i szeregiem wlasciwosci.
5.1.1. Metody otrzymywania monofunkcyjnych grup sililowych

Zwiazki krzemoorganiczne mozna otrzyma¢ na wiele sposobow. Dobdr metody

uzalezniony jest od struktury zwiazku, jakiego chcemy uzy¢ w danej reakcji.
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TMS najwczesniej sposrod monofunkeyjnych grup sililowych, znalazt wykorzystanie
w chemii nukleozydow. Charakteryzuje si¢ on mata zawada przestrzenna.

TMSCI jest otrzymywany w syntezie bezposredniej chlorku metylu z krzemem w
obecnosci  katalizatora miedziowego (Schemat 9). Metoda wytwarzania chlorku
trimetylosililu zostata zaprojektowana i opisana przez Rochowa i Miillera w 1940 roku

[52,53].

Cu
Si + CH;Cl —» (CH3);SiCl

Schemat 9. Synteza bezposrednia.
TMS wystgpuje w postaci wielu pochodnych rozniacych si¢ migdzy soba
reaktywnos$cia. Pochodne TMS otrzymywane sa w reakcjach odpowiednich reagentow

z chlorkiem trimetylosililu (Tabela 2).

Tabela 2. Metody otrzymywania pochodnych TMS [54,55].

Substraty Produkty
(CH3)3SiCl + CF;SO,0H (CH3)3S10SO,CF;
(CH3)3SiCl + LiCN (CH3);SiCN

Inne zwiazki krzemoorganiczne posiadajace takie same badz roézne podstawniki przy
atomie krzemu, sa otrzymywane w podobny sposob, jak reagenty trimetylosililowe
(Tabela 3). Przyktad stanowi TBDMS, ktory przy atomie centralnym zawiera oproécz dwoch
grup metylowych, takze jedna grupg tert-butylowa. TBDMS wystgpuje w postaci dwodch
pochodnych: chlorkowej i trifluorometanosulfonowej [36,56]. Poczatkowo grupa ta zostata
zaproponowana do ochrony enoli przez Storka i Hudrlika w 1968 roku [57]. Po raz pierwszy
natomiast zostata opisana przez Corey’a na przelomie lat 70-tych 1 80-tych jako grupa

ochronna alkoholi [35].

Tabela 3. Metody otrzymywania pochodnych TBDMS.

Substraty

Produkty

(CH3),SiCl, + (CHs)sCLi

(CH;)3C(CH;),SiCl

(CH3);C(CH3),SiCl + CF5S0,0H

(CH;);C(CH3),Si0SO,CF;
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Kolejna grupa ochronna zaliczana do monofunkcyjnych sililowych grup jest TOM.
Grupa ta posiada podstawnik triizopropylosililowy i struktur¢ acetalowa. Odmienna budowa
TOM powoduje, ze nie mozna jej otrzymaé¢ tymi samymi metodami, co grupy TMS
1 TBDMS. TOM wystepuje tylko jako chlorek. TOMCI zostal zsyntetyzowany modyfikujac
0ogblna procedurg¢ otrzymywania chlorkow trialkilosililoksymetylu wprowadzona przez
Benneche’a 1 wspolpracownikow. W pierwszym etapie powstaje etylotiometanol [58,59].
Nastepnie przeprowadza si¢ sililowanie etylotiometanolu z chlorkiem triizopropylosililu, co
prowadzi po ekstrakcji i destylacji do pochodnej sililowej z dobra wydajnoscia. Ten posredni
produkt sililowy poddany dziataniu SO,Cl, w chlorku metylenu ulega przeksztalceniu

w TOMCI (Schemat 10) [49].

U m L

(CH,0), NaOH (kat.) [/\S/\ iPr;SiCl, imidazol /\ _Si CHZCIz A

: —_— OH] —_—T
+ EtSH 40°C,1h CH,Cl,, 25°C, 14 h sﬂc T o
bez izolacji
TOMCI

Schemat 10. Otrzymywanie TOMCI.

Reprezentantami monofunkcyjnych grup sililowych, wykorzystywanymi do ochrony
pierwszorzedowej grupy hydroksylowej rybozy sa - ugrupowanie TTES 1 pochodne
bis(trimetylosililoksy)alkoksysililowe - SIL.

Odczynnik TTES wystepuje jako pochodna chlorkowa. TTESCI zostat otrzymany
w dwuetapowym procesie. Pierwszy etap to reakcja chlorku trifenylometylowego z glikolem
etylenowym w obecno$ci pirydyny. Powstaty produkt w drugim etapie ulega dziataniu
TIPDSIiCl, prowadzac do uzyskania chlorku 1,1,3,3,-tetraizopropylo-3-(2-trifenylometoksy)-
etoksy)disiloksanu (Schemat 11).

fPr iPr
Cl—Si—0-Si—Cl
HOCH,CH,OH ,Pr bor [Pr iPr
Q_C_C' v C—OCHCH,0H ———u C—OCH,CH,0—Si—0—Si—Cl
pirydyna pirydyna |
temp.pok., 24 h imidazol, DMF iPr iPr

TTESCI

Schemat 11. Reakcja wytwarzania TTESCI.

TTES jako grupa ochronna funkcji 5’-OH przedstawia wiele interesujacych zalet, stad

tez zostata sprawdzona jej skutecznos¢ w syntezie chemicznej RNA, w ktorej grupa ochronna
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pozycji 2’-hydroksylowej bylo kwasolabilne ugrupowanie Thp. Cechowala ja zdolno$¢
selektywnego wprowadzania do rybonukleozydéw i usuwania za pomoca jonow fluorkowych
(0,1 M TBAF w THF w temperaturze pokojowej przez 1 min.) lub w tagodnych warunkach
kwasowych (0,01 M HCl w temperaturze pokojowej przez 24 h), bez naruszenia grupy Thp.
Stabilnos¢ w roztworze NH3/MeOH w temperaturze pokojowej przez 24 h, a takze mozliwos¢
spektrofotometrycznego monitorowania wydajnosci syntezy.

Pomimo wielu zalet ugrupowanie to nie znalazto powszechnego zastosowania
w otrzymywaniu komponentéw do chemicznej syntezy RNA metoda amidofosforynowa.
Glowna przyczyng stanowita wrazliwo$¢ grupy 2-cyjanoetylowej usytuowanej w pozycji
3’-OH rybozy na warunki, w ktérych byto usuwane TTES [50].

W przeciwienstwie do TTES zdecydowanie lepszymi grupami zabezpieczajacymi dla
pierwszorzedowej funkcji hydroksylowej okazaty sig¢ reagenty chlorkowe bis(trimetylo-
sililoksy)alkoksysililowe (SILCl). Ugrupowania SIL posiadaja w swej budowie dwa
podstawniki trimetylosililoksylowe 1 jeden rozniacy je podstawnik alkoksylowy, ktorym moze
by¢:
cyklooktyloksyl (a);
cyklododecyloksyl (b);
1,3-(ditrytyloksy)propylo-2-oksyl (c);
1,3-(difenylo)metoksyl (d) (Schemat 12).

YV V V V

CH; Ph
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H3C\li _cH,
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| R= 0_§ pk O o
(|) Ph } E
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Si _é
113(:/|\cr|3 > 0

o -0

Schemat 12. Pochodne SIL [13,28,51,60,61,62].

d)

Analogi SIL znalazty zastosowanie w chemii nukleozydow jako grupy ochronne
pozycji 5°-OH, co zostato opisane w licznych publikacjach. W kazdym z tych czasopism,

brak natomiast wzmianki na temat metod ich otrzymywania.
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5.1.2. Reaktywno$¢ monofunkcyjnych sililowych grup ochronnych

Kazda z krzemoorganicznych grup, opisana w Rozdziale I1.5.1.1., wystepuje w postaci
roznych pochodnych. Stosowano pochodne TMS: chlorek, triflan (trifluorometanosulfonian),
cyjanek, a takze wiele innych zwiazkow, np. HMDS [63,64].

Wybor wiasciwej pochodnej TMS do zabezpieczania funkcji hydroksylowych, jest
zalezny od warunkow, w ktérych dana reakcja jest prowadzona, a takze od rzedowosci grupy
-OH, bioracej udzial w niniejszej reakcji. Podobnie sytuacja przedstawia si¢ w przypadku
TBDMS, TOM, zwiazkéw TTES 1 SIL, ktére sa dostgpne handlowo w postaci chlorkow,
a TBDMS dodatkowo w postaci pochodnej triflanowe;.

Zdolno$¢ do reagowania poszczeg6élnych pochodnych sililowych z alkoholami jest

rozna. Efektywnos$¢ tych procesow jest uwarunkowana dwoma gtownymi czynnikami:

» rzedowoscia zwiazkéw wodorotlenowych;

» $rodowiskiem reakcji (Tabela 4).

Tabela 4. Roznice w reaktywnos$ci pochodnych sililowych wzgledem alkoholi: Et;N, DMAP, DIPA.

Reagent sililowy Reaktywnos$¢ wobec alkoholi Obecnos$¢ zasady
TMSCI reaguje z 10,20,3°alkoholami z 167ng szybko$cia imidazol lub Et;N
TMSOTf reaguje z wszystkimi alkoholami bardzo szybko 3 amina
TMSCN szybko reaguje z alkoholami --
TBDMSCI reaguje z | i niektérymi 2 alkoholami imidazol i DMAP
TBDMSOTT reaguje z 1,2 ,3 alkoholami 2,6-lutydyna
TOMCI tatwo reaguje z 1,2 alkoholami DIPA
SILCI reaguje z 1,2 alkoholami DIPA

Wyzej wymienione czynniki maja ogromny wptyw nie tylko na reakcje selektywnego
wprowadzania grup krzemoorganicznych, ale takze na reakcje ich selektywnego usuwania.
Ugrupowania sililowe mozna wybidrczo usunaé, prowadzac reakcje w odpowiednich
warunkach, z zablokowanego zwiazku wielowodorotlenowego bez usunigcia innych,

obecnych sililowych grup (Tabela 5).
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Tabela 5. Przyktadowe metody selektywnego usuwania roznych grup sililowych.

Grupy sililowe obecne w Warunki odblokowania Rezultaty
zwigzku

1'TMS, 2 TBDMS, 1 TBDMS K>CO3, MeOH, 0 C usuniecie TMS [65]

2 TES, 2 TBDMS 2 % HF, MeCN usuniecie TES [43]
1 TBDPS, 2" TES, 2 TBDMS TBAF, AcOH, DMF usuniecie TBDPS [66]
1" TIPS, 1" TBDMS, 2’ TBDPS, 5 % NaOH, EtOH/THF usunigcie TIPS,

1° TBDPS TBDMS [67]
2 TIPS, 2 TBDMS TsOH/MeOH usuniecie TIPS [68]

O roéznicach w reaktywnosci 1 stabilnosci poszczegodlnych krzemoorganicznych

ugrupowan decyduje ich budowa:

» rodzaj podstawnikow przy atomie krzemu;

» rodzaj grup opuszczajacych.

Stabilnos$¢ 1 reaktywno$¢ zwiazkéw zawierajacych w swej strukturze atom krzemu,

mozna wytlumaczy¢ na podstawie:

» energii wigzania, utworzonego migdzy atomem krzemu a grupa opuszczajaca -
Si-X (Tabela 6);

» polaryzacji wiazan, ktora z kolei wynika z réznicy elektroujemnos$ci pomigdzy
atomem krzemu, a podstawnikami przylaczonymi do niego (Tabela 7)
[37,38,69].

Tabela 6. Srednia energia wiazan Si-X.

Wigzanie Si-X Energia [Kcal/mol] Wigzanie Si-X Energia [Kcal/mol]

Si-F 142 Si-H 70
Si-O 112 Si-C 69
Si-Cl1 93 Si-Si 68
Si-N 75-80 Si-1 59

Si-Br 76 Si-S 54
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Tabela 7. Zestawienie -elektroujemnosci wg Paulinga wybranych pierwiastkow 1 r16znic

elektroujemnos$ci wigzan.

Atom X Elektroujemnos$¢ Wiazanie Si-X  Roznica elektroujemnosci
0] 3,44 Si-Si 0
Cl 3,16 Si-S 0,62
N 3,04 Si-C 0,65
C 2,55 Si-N 1,14
S 2,52 Si-Cl 1,26
Si 1,90 Si-O 1,54

Z danych zamieszczonych w Tabeli 6 wynika, Ze im mniejsza energia wigzania tym
mniejsza stabilno§¢ zwiazkdéw krzemoorganicznych, a tym samym wigksza ich reaktywnos¢.

Stabilnos$¢ spada w nastegpujacej kolejnosci [33]:
R3Si-O > R3Si-CI > R3Si-N > R3Si-C > R3Si-S gdzie R- podstawniki

Wartosci elektroujemnosci przedstawione w Tabeli 7 wskazuja, ze w wiazaniu Si-X
atom krzemu jest pierwiastkiem bardziej elektrododatnim niz atom X. Elektrododatnio$¢
atomu Si w wiazaniu Si-X wskazuje na podatnos¢ tego pierwiastka na atak nukleofilowy,

natomiast atak elektrofilowy nastepuje na atom X (Schemat 13) [70].

"

Nu Si—X —— Nu—Si + X—E

Schemat 13. Atak nukleofilowy i elektrofilowy na atomy Si i X.

Wszystkie opisane czynniki maja decydujacy wpltyw na prawidlowy przebieg reakcji
zachodzacych podczas chemicznej syntezy RNA. Umozliwiaja przede wszystkim
zrozumienie mechanizmdéw tych reakcji, szczegdlnie przy wprowadzaniu 1 usuwaniu

sililowych grup ochronnych.
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5.1.3. Wlasciwosci monofunkcyjnych sililowych grup ochronnych i ich zastosowanie

w chemii nukleozydéow

Monofunkcyjne grupy krzemoorganiczne sa uzywane do otrzymywania syntetycznych
oligorybonukleotydow, ktore okazaty si¢ cennymi $rodkami nowoczesnej biologii
molekularnej [71]. Znalazly zastosowanie w procesach katalitycznych (rybozymy) [72],
specyficznym wiazaniu bialek (aptamery) [73] 1 kontrolowaniu ekspresji gendéw
(ryboprzetaczniki, ang. “riboswitches”) [74]. Nieefektywne wytwarzanie monomeréw
1 odpowiadajacych im oligorybonukleotydow utrudnialo rozw6j nowych technologii
wykorzystujacych RNA. Dzialanie takie bylo spowodowane brakiem odpowiednich grup
ochronnych, ktorych celem bylo zabezpieczenie centréw aktywnych, nie bioracych udziatu
w danym etapie syntezy.

W  miar¢ uplywu czasu wudoskonalano proces otrzymywania jednostek
rybonukleotydowych. Ogromny sukces zostal osiagnigty poprzez wprowadzenie do chemii
nukleozydow sililowych grup ochronnych.

Chemiczna synteza RNA sklada si¢ z kilku etapéw. Pierwszym etapem jest
zabezpieczenie pozycji egzoaminowe] w nukleozasadzie. Ochrona grupy aminowej jest
jednym z wazniejszych etapow w syntezie oligorybonukleotydow. Przeprowadzenie tego
procesu nie jest mozliwe, bez uprzedniego zabezpieczenia grup funkcyjnych rybozy.

Poczatkowo do ochrony tej grupy wykorzystywano strategi¢ opracowana przez
Khorang 1 wspotpracownikéw. Opierala si¢ ona na pelnym acylowaniu, a nastepnie
deacylowaniu reszty cukrowej, w celu otrzymania pozadanego produktu [75,76]. Metoda ta
byta z powodzeniem wykorzystywana do 1982 roku, gdy reakcja zostata uproszczona przez
Jones’a 1 jego wspOlpracownikow [77]. Zastosowali oni sililowa grupg ochronnag TMS do
zabezpieczenia grup hydroksylowych rybozy. Etap ten, stal si¢ etapem wstgpnym przed
blokowaniem nukleozasad, stad tez pojawilo si¢ pojgcie ,.transient protection”, czyli ochrony
przejsciowej. TMS okazat si¢ w tym przypadku idealna grupa. Reakcje zachodzity ilosciowo
i selektywnie. Byt stabilny podczas reakcji N-blokowania w warunkach bezwodnej pirydyny.
W obecnosci wodnego roztworu wodorotlenku amonu szybko hydrolizowal, co umozliwiato

jego usunigcie w tatwy 1 skuteczny sposob (Schemat 14) [48].
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Schemat 14. Selektywne benzoilowanie adeniny.

TMS ze wzgledu na ciekawe wilasciwosci jest rowniez powszechnie stosowany do
kontrolowania stereochemii reakcji chemicznych. Grupa ta nie jest rozbudowana
przestrzennie i dlatego nie powoduje duzych zmian w strukturze zwiazku [78]. Jej uzycie
znaczaco zmienia reaktywnos$¢ chemiczna zwiazku [79,80], wlasciwosci fizyczne [81],
a takze utatwia charakterystyke spektroskopowa analizowanych zwiazkow [82].

Po zabezpieczeniu grupy aminowej w nukleozasadzie, kolejne etapy chemicznej
syntezy RNA skoncentrowane sa na reakcjach przeprowadzanych w pierscieniu rybozy.
Rozroznienie trzech grup hydroksylowych rybozy wymagalo zastosowania réznych grup
ochronnych. Grupy ochronne dla funkcji 5 1 3° hydroksylowych zostaly wczesniej
opracowane dla syntezy DNA. Najwigkszym wyzwaniem stala si¢ ochrona funkcji
2’ hydroksylowej. Cel ten zostal osiagnigty poprzez zastosowanie sililowych grup
ochronnych takich jak: tert-butylodimetylosililowe;j (TBDMS)
1 triizopropylosililoksymetylowej (TOM).

TBDMS po raz pierwszy zostal zastosowany w syntezie oligorybonukleotydow przez
Ogilvie [83]. Opracowal on procedury do selektywnego tworzenia sililowych 2',5'- 1 3',5'-
rybonukleozydow. Procedury te umozliwiaty selektywne blokowanie pozycji 2'- albo 3'-
w 5’-O-dimetoksytrytylowanych rybonukleozydach. W przypadku reakcji w pozycji 2’
wigksza selektywnos$¢ otrzymywano stosujac katalizatory, jak: jony azotanowe lub jony
kwasu nadchlorowego. Potaczenie jonéw srebra z DABCO lub z N-tlenkiem 4-nitropirydyny

prowadzily do wytworzenia zwiazkéw z chroniona pozycja 3’ (Schemat 15) [84].

DMTrO B DMTrO B
o TBDMSCI (0]
R ——
AgNO;

HO OH pirydyna HO OTBDMS
DMTrO B DMTrO B
o TBDMSCI 0
—_—
Ag*, DABCO
HO OH THF TBDMSO OH

Schemat 15. Selektywne reakcje ochrony funkcji 2°- 1 3’- hydroksylowych.
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Ogilvie wraz z Entwistle dodatkowo wykazali, ze grupa TBDMS moze migrowac
pomigdzy pozycjami 2’-,3’- hydroksylowymi w rybonukleozydach. Proces migracji zachodzi
szybko w uwodnionych rozpuszczalnikach (N,N-dimetyloformamid, pirydyna). Zauwazyli
rowniez fakt, ze w pochodnych urydyny i adenozyny migracja zachodzi tatwiej niz w
pochodnych cytydyny i guanozyny [47]. Z procesem migracji TBDMS w syntezie RNA
mamy do czynienia w momencie wytwarzania wiazania internukleotydowego [28,85].
Powstawanie niepozadanego 3’-O-izomeru w procesie migracji mozna zahamowac stosujac
okreslone warunki reakcji. Zastosowanie bezwodnych rozpuszczalnikow 1 zasadowego,
nukleofilowego reagenta uniemozliwia przemieszczanie si¢ TBDMS z pozycji 2° do 3’

(Schemat 16) [86].

DMTrO DMTrO
DMTrO B
o TBDMSCI
k % —_—

NH,PhOPHO,

HO  OH DBU SSsi

Schemat 16. [zomeryzacja TBDMS.

Wykorzystanie grupy tert-butylodimetylosililowej w polaczeniu z metoda
amidofosforynowa do syntezy oligorybonukleotydow, przyczynito si¢ do otrzymania
77 nukleotydowych  fragmentéw  RNA, wykazujacych interesujace  wtasciwosci
biologiczne [87]. Oligorybonukleotydy z TBDMS w pozycji 2’ znalazly zastosowanie
w wielu dziedzinach nauki, zajmujacych si¢ przede wszystkim badaniem zjawiska
interferencji RNA (iRNA) [88,89].

Zastosowanie TBDMS do ochrony funkcji 2° hydroksylowej spelnia wiele wymagan
przypisywanych odpowiedniej grupie ochronnej. Zaletami TBDMS oprocz tatwego
1 skutecznego sposobu jej otrzymywania, a nastgpnie wprowadzania do nukleozydow, sa
rowniez metody jej tatwego i1 efektywnego odblokowywania z wykorzystaniem jonow
fluorkowych.

TBDMS jest ugrupowaniem wykazujacym stabilno§¢ w warunkach usuwania
kwasolabilnej grupy dimetoksytrytylowej z funkcji 5° i zasadolabilnej grupy z pozycji
egzoaminowej. Jedynym elementem majacym niekorzystny wplyw na proces chemicznej
syntezy RNA, to zdolno$¢ grupy do migracji pomig¢dzy grupami hydroksylowymi

rybonukleozydéw. Stanowi to gléwna przyczyng dlugiego czasu taczenia si¢ jednostek
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2’-O-TBDMS  rybonukleotydowych i otrzymywanie fragmentéow RNA z mala
wydajnoscia [90].

Uzyskiwane wyniki byly niesatysfakcjonujace, dlatego zastosowano inne pochodne
sililowe do ochrony funkcji 2’- hydroksylowej. Przyktadem jednej z takich grup jest
ugrupowanie triizopropylosililoksymetylowe (TOM).

Grupa TOM ze wzgledu na budowe przestrzenna i obecno$¢ wiazania acetalowego
jest podobnie jak TBDMS stabilna podczas usuwania DMTr (silne warunki kwasowe)
i odblokowywania nukleozasad (silne warunki zasadowe). Czynniki te powoduja, ze grupa ta
moze by¢ efektywnie wykorzystywana do ochrony pozycji 2° rybozy, w chemicznej syntezie
RNA.

TOM jest wprowadzana do rybonukleozydow poprzez tworzenie pochodnych
dibutylocynowych (dibutylostannylidenowych). Reakcja ta prowadzona jest w warunkach
zasadowych Bu,SnCl,/ iPr,NEt w dichloroetanie przez 1 h w 25 °C. Powstale produkty
posrednie traktowano reagentem TOMCI, w wyniku ktérego otrzymywano mieszaning
izomerow 2’- 1 3’-O-podstawionych rybonukleozydéw. W przewadze jednakze zawsze
powstaje 2°-O-izomer (Schemat 17) [90].

B

DMTrO <1
DMTrO B 0 a~oS > DMTrO B pmTro B
:0: Bu,SnCl,, iPr,NEt TOMCI - :0: I :0:1
—_—— ——

+
y o 0
CICH,CH,Cl ® Ssiz-c1 80 °C, 15 min.
HO  OH 25°C,1h HNiPr,Et =70 TOMO  OH HO  OTOM
HyCy Cy4Hy

Schemat 17. Wprowadzanie grupy TOM do nukleozydow.

Grupa ochronna TOM charakteryzuje si¢ lepszymi wtasciwosciami w poréwnaniu do
TBMDS. Mniejsza struktura przestrzenna TOM, stabilno§¢ w szerokim zakresie warunkow
reakcyjnych, brak zdolno$ci do migracji pomigdzy grupami hydroksylowymi, dobre
wydajnosci i1 krotki czas syntezy, pozwalaja na przygotowanie stosunkowo dlugich sekwencji
RNA [13].

Zastosowanie grupy krzemoorganicznej TOM jako grupy ochronnej w syntezie
oligorybonukleotydow, spowodowato otrzymywanie szeregu modyfikowanych sekwencji
RNA, takich jak: tRNA, rybozymy czy aptamery, ktore sktadaja si¢ z 60-80 jednostek
nukleotydowych [90].
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Cecha charakterystyczng grup TBDMS i TOM jak przystalo na ugrupowania
krzemoorganiczne, jest sposob ich usuwania za pomoca jonéw fluorkowych. Najczesciej
wykorzystywane zwiazki fluorkowe to fluorek tetra-n-butyloamoniowy w THF,
trihydrofluorek trietyloaminy lub fluorowodorek pirydyny. Poszczegoélne sililowe grupy
ochronne, moga by¢ takze usuwane w zaleznos$ci od zastosowanych zasadowych badz
kwasowych warunkow reakcji.

Ugrupowanie TBDMS wykazuje brak stabilnosci w tagodnych warunkach kwasowych
jak AcOH/H,O/THF, 3:1:1 lub BF; Et,O/CHCI;, dlatego tez w ich obecno$ci moze zostaé
usunigte [91]. W roztworach wodnych 1 w warunkach zasadowych z kolei wykazuje wzgledna
stabilnos$¢ [35,92].

Mechanizm usuwania grupy TBDMS pod wplywem jonéw fluorkowych trochg rézni
si¢ od mechanizmu usuwania TOM, ze wzgledu na inng strukturg tych ugrupowan. Proces ten
polega na ataku nukleofilowym anionu fluorkowego na atom krzemu. Nastgpuje oderwanie
ugrupowania triizopropylosililowego z pozostawieniem hemiacetalu formaldehydu w pozycji
2’-OH. Nietrwato$¢ tego ugrupowania jest wykorzystywana podczas ekstrakcji mieszaniny

poreakcyjnej, w wyniku ktdérej nastgpuje jego hydroliza i odtworzenie grupy -OH

(-\ (\

0] (0]
- N > -
S"!. 2'\/0 Si "?'z. 2'\/ = ¢
< @) RNH;
H

Schemat. 18. Mechanizm usuwania TOM.

Grupa ochronna TOM, pomimo wtasciwosci charakterystycznych dla niej, nie spetnita
oczekiwan chemikow syntetykow. Zainteresowanie chemiczng synteza RNA wzrastato z roku
na rok. Wynikato to z przeprowadzanych badan, ktore ujawniaty coraz to nowsze funkcje
biologiczne RNA. Wigkszo$¢ podejs¢ syntetycznych opierata si¢ na wyborze odpowiedniej
grupy ochronnej pozycji 2°, ktéra bytaby kompatybilna z grupa dimetoksytrytylowa
ochraniajaca pozycje 5°’. Bardzo szybko uleglo to zmianie, gdy zostaly wprowadzone do
chemii nukleozydéw ugrupowania ortoestrowe (Schemat 19). Nie wykazywaty one

stabilno$ci podczas usuwania DMTr w tagodnych warunkach kwasowych, co bylo wczesniej

wymagane.
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emmmm  yorUpOWanie ortoestrowe

Schemat 19. Grupa bis-(2-acetoksyetoksy)metylowa (ACE) w pozycji 2’-urydyny.

Interesujace wilasciwosci grup ortoestrowych przyczynity si¢ do zmiany kierunku
zainteresowan. Nastapil intensywny wzrost poszukiwan grup ochronnych dla funkcji
5’-hydroksylowej, ktore wykazywatyby =z kolei kompatybilno$¢ wzgledem grup
zabezpieczajacych, obecnych w pozycji 2’ rybozy. Najlepszym rozwiazaniem problemu
ortogonalno$ci okazato si¢ wprowadzenie przez Scaringe’a, pochodnych sililowych o duzej
zawadzie sterycznej typu bis(trimetylosililoksy)alkoksysililowych. Pochodne te roznily sig
migdzy soba obecnoscia jednego podstawnika (Rozdziat 11.5.1.1., Schemat 12) [51]. Zawada
steryczna tych grup sililowych umozliwia to, zZe preferencyjnie reaguja one
z pierwszorzgdowa grupa hydroksylowa. SILCI reaguje takze z 3°-OH, ale powolne
dodawanie reagentu i prowadzenie reakcji w niskiej temperaturze, zwigkszaja selektywnosc¢
1 wydajno$¢ wprowadzenia grupy w pozycje 5’ [62].

Wszystkie pochodne SIL sa w analogiczny sposdob wprowadzane do
rybonukleozydow.

Grupa 5’-hydroksylowa, 2’-O-ACE chronionego rybonukleozydu zostaje
zablokowana w reakcji z chlorkiem bis(trimetylosililoksy)alkoksysililowym w obecnosci
zasady (diizopropyloaminy, imidazolu), w rozpuszczalniku (CH,Cl,, THF) i w temperaturze
0 'C. W reakgji tej oprocz 5°-O-SIL-2’-O-ACE rybonukleozydu otrzymujemy takze niewielka
ilos¢ jego 3’-O-izomeru. Izomery te bardzo trudno rozdzieli¢ podczas oczyszczania.

Uzycie odpowiedniego nadmiaru reagenta krzemoorganicznego umozliwia
rozdzielenie powstalych izomeroéw. Zapewnia to nie tylko calkowite przereagowanie
substratu, ale takze przeksztalcenie powstatego produktu ubocznego 3’-O-SIL-2’-O-ACE do
3°,5’-0-di-SIL-2’-O-ACE rybonukleozydu, ktérego z kolei mozna w tatwy i efektywny
sposob oddzieli¢ od produktu gtownego (Schemat 20) [60].
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Schemat 20. Otrzymywanie 5’-O-SIL-2’-O-ACE urydyny.

Zastosowanie grup SIL do ochrony pozycji 5’-OH w 2°-O-ACE rybonukleozydach
jest bardzo korzystne. Korzys¢ ta wynika z mozliwosci selektywnego usunigcia tej grupy za
pomoca jonow fluorkowych, pozostawiajac nienaruszone ugrupowanie 2’-O-ACE.

Wykorzystanie tego podejscia do chemicznej syntezy RNA, uniemozliwiato
monitorowanie efektywnos$ci sprzegania kazdego syntetycznego cyklu. Bylo to
uwarunkowane brakiem grup chromoforowych, takich jak DMTr. Niekorzys¢ ugrupowan SIL
zostala jednak szybko i pomyS$lnie usunigta, poprzez przytaczenie do nich odpowiednich

chromoforéw (Schemat 21) [13,60,61,93].

SiMe; ?iMeJ Ph
(I) Ph (I) 07 %y
g—Si—0—< g—Si—O{
(I) Ph (I) o) Ph Ph= g @
éiMes éiMeJ p PB

Schemat 21. Przyktady chromoforowych ugrupowan SIL.

Wykorzystanie komponentéw 5’-O-SIL-2°-O-ACE rybonukleotydow w chemicznej
syntezie RNA pozwolilo otrzymac¢ oligorybonukleotydy. Jest to jedyna metoda, dzigki ktorej
otrzymujemy dlugie dwuniciowe RNA (dsRNA) lub siRNA o dlugosci powyzej 30 zasad.
Zastosowanie tych komponentow umozliwia takze syntezg oligomeru o diugosci do 80
rybonukleotydéw niezaleznie od sekwencji, czy drugorzedowej struktury [13].

Monofunkcyjne grupy ochronne przyczynity si¢ do rozwoju metod otrzymywania

oligorybonukleotydow. Uzyskane efekty byly zadawalajace, ale nie na tyle, by zaprzestano
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poszukiwan nowych, bardziej uniwersalnych grup ochronnych. W chemicznej syntezie RNA

znalazly woéwczas zastosowanie bifunkcyjne sililowe grupy ochronne.
5.2. Bifunkcyjne grupy sililowe

Bifunkcyjne sililowe grupy ochronne to ugrupowania, ktore prowadza do
zabezpieczenia jednocze$nie dwoch grup funkcyjnych. W chemii rybonukleozydow
odgrywaja ogromna role. Gwarantuja odpowiednie zablokowanie funkcji 3°,5’-hydroksylowe;j
pierscienia rybozy, z pozostawieniem niezablokowanej funkcji hydroksylowej w pozycji 2°.

Ich zastosowanie jest zrodlem otrzymywania réznych pochodnych 1 analogéw
rybonukleozydowych.

Bifunkcyjne grupy krzemoorganiczne mozemy podzieli¢ na ugrupowania, ktore

posiadaja w swej strukturze dwa, albo jeden atom krzemu.
5.2.1. Bifunkcyjne disililowe grupy ochronne

Do rodziny bifunkcyjnych disililowych grup ochronnych, ktore znalazty zastosowanie

w chemii rybonukleozydow zaliczamy:

» 1,3-dichloro-1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksan (TIPDSiCl,);
» 1,3-dichloro-1,1,3,3-tetra-tert-butoksydisiloksan (TBDSiCl,);
» metyleno-bis(diizopropylochlorosilil) (MDPSiCl,) (Schemat 22).

— +

(o]

| I
CA=Si, ~Si=Cl

CI-Si Si-Cl C1-Si Si-Cl

|
_T_ _T_ )\ HVK
TIPDSICl, TBDSICl, MDPSiCl,

Schemat 22. Struktury bifunkcyjnych disililowych reagentéw.

Dwa sposrod trzech reagentéw TIPDSIiCl, i TBDSICl, zostaty zaprojektowane, a takze
opracowane przez Markiewicza 1 jego wspolpracownikow, TIPDSiCl, w 1978 roku,
TBDSIiCl, w 1988 roku [94,95,96,97]. Trzeci reagent - MDPSiCl, zostal zsyntetyzowany

1 wprowadzony do chemii rybonukleozyddéw przez Sanghvi’ego 25 lat pdzniej [98].
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5.2.1.1. Sposoby otrzymywania bifunkcyjnych krzemoorganicznych ugrupowan

Z zespotu bifunkcyjnych grup sililowych, najdluzej i najpowszechniej stosowana przy
funkcjonalizacji rybonukleozydow jest grupa TIPDSiCl,.

TIPDSICl, jest otrzymywany w czteroetapowe] syntezie, zaczynajac od reakcji
Grignarda, w ktorej to powstaje zwiazek metaloorganiczny. Ten z kolei ulega reakcji

podstawienia, kondensacji i chlorowania (Schemat 23) [94,95,96].

H —> C1—Si—H H=Si—0—Si—H —>» CI—Si—0—Si—Cl

al Y Y
Et,0 | Et,0 Y 10 % HCI Cl,
Br + Mg —— MgBr + CI—?i— _—>
Cl

TIPDSICl,

Schemat 23. Etapy otrzymywania TIPDSiCl,.

Koszt zwigzany z wytwarzaniem TIPDSiCl, powyzsza metoda jest do$¢ wysoki,
jednakze wykorzystujac chlorek palladu(Il) jako katalizator, mozna go otrzymac tanszym
sposobem. Metoda ta opiera si¢ na reakcji odpowiedniego wodorku sililowego

z czterochlorkiem wegla w obecnosci katalizatora i w temperaturze 60 C (Schemat 24).

Y Y kat. PdCl,

H—Si—0—Si—H ———— »  C1—Si—0—Si—Cl
)\ )\ CCl,, 60°C, 2 h

Schemat 24. Sposob otrzymywania TIPDSiCl, w obecnosci katalizatora.

Korzystnymi wilasciwo$ciami tego sposobu jest brak rozpuszczalnika, zastosowanie
taniego zrédta chloru - CCls, wodorku krzemoorganicznego, gdzie wodorki sililowe sa
o wiele tansze niz ich pochodne halogenowe, a takze fagodnych warunkéw reakcji [99].

Innym przyktadem reagenta do wprowadzenia bifunkcyjnej grupy sililowej jest
1,3-dichloro-1,1,3,3-tetra-tert-butoksydisiloksan (TBDSiCl,). Otrzymuje si¢ go w podobny
sposob co TIPDSIiCl,. Synteza sktada si¢ z trzech etapow. Pierwszy etap obejmuje reakcje
trichlorosilanu z alkoholem tert-butylowym. Nastgpnie po hydrolizie chlorosilanu, prowadzi
si¢ kondensacj¢ do diwodorodisiloksanu, ktéory po chlorowaniu daje TBDSIiCl,
(Schemat 25) [97].
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Schemat 25. Otrzymywanie TBDSiCl,.

Kolejna pochodna TIPDSICl, jest metyleno-bis(diizopropylochlorosilil) (MDPSiCly,).
Synteza jego sklada si¢ z dwoch etapow, w ktorych to wykorzystanie znalazty zwiazki
magnezoorganiczne i katalizatory. Handlowo dostgpny metyleno-bis(dichlorowodorosilil)
w wyniku reakcji z chlorkiem izopropylomagnezowym, w obecnosci chlorku miedzi(Il) jako
katalizatora, przeksztalcono w odpowiednia pochodna tetraalkilowa disilanu. Ta z kolei
poddana chlorowaniu z czterochlorkiem wegla w obecnosci katalizatora chlorku palladu(II)

prowadzi do powstania MDPSiCl, (Schemat 26) [100].

cl c \( Y Y
. | iPrMgCl CCly
e ——— — (I

H-—Si Si—H H-—Si Sl— —Si Si—Cl
| >~C CuCl, (kat.) ~c PACl, (kat.) ~c
a H: oq H H,
MDPSiCl,

Schemat 26. Metoda wytwarzania MDPSiCl,.

Kazda z powyzej przedstawionych grup ochronnych, ze wzglgdu na odmienne
wlasciwosci odgrywa istotnag rol¢ w chemii nukleozydow, nukleotydow 1 kwasow

nukleinowych.

5.2.1.2. Wlasciwosci i reaktywnos$¢ bifunkceyjnych disililowych grup ochronnych

Zwazywszy na obecno$¢ w rybonukleozydach trzech grup hydroksylowych,
bifunkcyjne krzemoorganiczne grupy ochronne moga selektywnie zabezpiecza¢ funkcje
3°,5-OH albo 2’,3’-OH. Czynnikiem umozliwiajacym takie dzialanie jest zastosowanie
odpowiednich warunkow reakcji. Wszystkie ugrupowania nalezace do tej grupy reagentow,
selektywnie ochraniaja pozycje 3’,5’-O-rybonukleozydéw. Utworzenie z kolei 2°,3’-O-
izomeru jest mozliwe przez uzycie do reakcji TIPDSiCl,, ale tylko wtedy, gdy funkcja 5°-OH
jest wezesniej zabezpieczona przez pochodne trytylu (MMTr) (Schemat 27). TBDSICl, nie
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wykazuje wlasciwos$ci tworzenia uktadu 2°,3’, a w przypadku MDPSIiCl, brak jakichkolwiek
danych na ten temat (Tabela 8).

S

OH OH OH OH

HO RO

+ 1-Si -Cl

S el

Schemat 27. Reakcje TIPDSiCl, z rybonukleozydami.

Tabela 8. Warunki reakcji powstawania 3°,5’- lub 2°,3’-O-izomeréw blokowanych rybonukleozyddow.

Rodzaj ukladu TIPDSICl, TBDSiClL(in situ) MDPSIiCl,
3.5 imidazol, DMF imidazol, DMF imidazol, DMF
3.5 pirydyna pirydyna -
5-O-MMTr-2",3° imidazol, DMF - -

TIPDSiCl,, TBDSiCl,, MDPSIiCl, réznia si¢ migdzy soba struktura. Zwiazki te
posiadaja albo podstawniki izopropylowe albo tert-butoksylowe, a pomig¢dzy atomami krzemu
mostek tlenowy lub metylenowy (Schemat 22). Budowa poszczegdlnych reagentéw jest
wazna, gdyz po czgSci odpowiada za ich wiasciwosci 1 reaktywno$§¢ wzgledem grup
funkcyjnych, z ktérymi maja przereagowac.

Zdolnos¢  odczynnikow  sililowych  do  tworzenia  3’,5°-O-blokowanych
rybonukleozydéw jest tez uzalezniona od obecnosci w nich trzech grup hydroksylowych, o
roéznej reaktywnosci. Najbardziej reaktywna jest pierwszorzgdowa grupa OH w pozycji 5°.
Grupy funkcyjne w pozycjach 2’ i 3’ sa drugorzedowe, przy czym funkcja 2’ jest nieco
bardziej reaktywna niz 3’ [28].

Badania prowadzone przez Allena i jego =zespol dowiodly, ze chlorek
triizopropylosililowy 10000 razy szybciej reaguje z pierwszorzgdowym alkoholem niz z
drugorzgdowym [101]. Wyniki tych badan przyczynity si¢ do wyjasnienia mechanizmu

reakcji wprowadzania tancucha sililowego do rybonukleozydéw. Reakcji z reagentem
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sililowym w pierwszej kolejnosci ulega pierwszorzedowa grupa -OH usytuowana w pozycji
5’. Preferowana jest reakcja wewnatrzczasteczkowa, dlatego drugi koniec tancucha sililowego
tatwo reaguje z blizej znajdujaca si¢ drugorzegdowa pozycja 3’-hydroksylowa, tworzac
osmiocztonowy pierscien. Reakcja z grupa 2’-hydroksylowa jest wykluczona ze wzgledow

przestrzennych (Schemat 28).

fk\H kan f‘\I\H

.. N/&o Y x’l\o N o

H—O >—Si—0 _< _0

b IS R S =

Cl;Sll\\Ojicl OH OH \ ¥ o ~on 0L _o on | o
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)\\leﬂ | 100
H Cl

Schemat 28. Mechanizm reakcji wprowadzania TIPDSiCl, do urydyny.
5.2.1.3. Stabilnos¢ bifunkcyjnych disililowych grup ochronnych

Struktura TIPDSi, TBDSi, MDPSi wptywa nie tylko na reaktywno$¢ poszczegoélnych
grup, ale rdwniez na ich stabilno$¢ w roznych warunkach reakcyjnych 1 kompatybilnos¢
wobec innych grup funkcyjnych.

Stabilno$¢ TIPDSi jest rozna, biorac pod uwagg to jaki uktad tworzy (3,5’ czy 2°,3)
i to w jakim $rodowisku zachodzi reakcja.

Najwigksza stabilno$¢ wykazuja 3°,5’-O-TIPDSi rybonukleozydy w nastepujacych

warunkach reakcji:

» woda, 0,3 M TsOH w dioksanie, 10 % F;CCOOH w CHCl;, 5 M NH; w
mieszaninie dioksan-woda 4:1, i-BuNH,-MeOH 1:9, trzeciorzgdowe aminy

((C2Hs);N), pirydyna.

Trwato$¢ tych ukladow jest nieco nizsza podczas zastosowania bezwodnych
kwasowych warunkow reakcji, jak kwasu mezytylenosulfonowego lub chlorowodorku
pirydyny. Nastgpuje wowczas przeksztatcenie o§miocztonowego pierscienia 3°,5°-O-TIPDSi
rybonukleozydu do 2°,3’-O-TIPDSi rybonukleozydu, stanowiacego uktad siedmiocztonowy
(Schemat 29) [96,102,103]. Takie zachowanie wynika z tego, ze pierScien siedmiocztonowy

jest termodynamicznie bardziej stabilny niz o§mioczionowy [104].
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Schemat 29. Mechanizm izomeryzacji w bezwodnych warunkach kwasowych.
Mikhailov i wsp. wykazali, ze trifluorometanosulfonian trimetylosililu jest rowniez

skutecznym promotorem procesu izomeryzacji, ktory przebiega w temperaturze 0 C,

z zastosowaniem 1,2-dichloroetanu jako rozpuszczalnika (Schemat 30) [105].

e

Schemat 30. Mechanizm izomeryzacji w obecnosci (CH;);SiOSO,CF;.

Z kolei umieszczenie uktadu 3°,5°-O-TIPDSi rybonukleozydu w kwasowym badz
zasadowym $rodowisku reakcji - 0,2 M HCI/0,2 M NaOH w mieszaninie dioksan-woda 4:1,
prowadzi do otrzymania zwiazkoéw czg§ciowo zhydrolizowanych.

W wyniku hydrolizy kwasowej powstaje mieszanina produktéw, z ktorych kazdy ma
tancuch sililowy w jednej z trzech pozycji 5°-, 3°- 1 2’-, a stosunek ich wynosi odpowiednio
2:5:3. W tych warunkach zostal zaobserwowany réwniez proces izomeryzacji do ukladu

2°,3’-O-TIPDSi rybonukleozydu.
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Hydroliza w warunkach zasadowych prowadzi natomiast do rozerwania wiazania
eterowego pomigdzy atomem krzemu tancucha sililowego a atomem 3°, pozostawiajac

nienaruszone wiazanie eterowe w pozycji 5’ (Schemat 31) [94,95,96,106,107].
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Schemat 31. Hydroliza 3’,5’-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)urydyny: (i) hydroliza

zasadowa, (ii) hydroliza kwasowa.

TBDSi w porownaniu do TIPDSi posiada podstawniki alkoksylowe zamiast
alkilowych. Zwigkszona zawada przestrzenna grupy ochronnej TBDSi jest czynnikiem

zwiekszajac jej odpornos¢ na hydrolize kwasowa i zasadowa (Tabela 9) [97].
ckszajacym jej odp y 5 a a [97]

Tabela 9. Porownanie stabilno$ci TBDSi i TIPDSI.

Odczynnik Hydroliza zasadowa [t2] Hydroliza kwasowa [t;,]
TIPDSI 8 min 2,5h
TBDSIi 3,5h >24h

Znakomita stabilno$¢ TBDSi podczas hydrolizy w warunkach kwasowych powoduje,
ze grupa ta w przeciwienstwie do TIPDSi nie ulega reakcjom przeksztatcenia do
2’,3’-O-izomeru [97].

Natomiast ugrupowanie MDPSi wyr6znia si¢ sposrod bifunkeyjnych grup disililowych
tym, ze pomiedzy dwoma atomami krzemu posiada ugrupowanie metylenowe -CH,- zamiast

atomu tlenu (Schemat 32) [100].

C1—Si___Si—Cl a—Si___Si—Cl
(0] C
H,
TIPDSICl, MDPSICl,

Schemat 32. Struktura TIPDSiCl, 1 MDPSiCl,.
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Obecno$¢ mostka metylenowego powoduje, ze MDPSi jest bardziej stabilna na
hydroliz¢ w warunkach zasadowych niz jej analogi z mostkiem tlenowym. Zostato to
potwierdzone licznymi reakcjami regioselektywnego alkilowania pozycji 2’-hydroksylowe;j

rybozy, ktore wykonano z zastosowaniem zasad o rdznej mocy (Schemat 33) [100,108].

G G
7 o ~(r
Y (0] imidazol Sli Y
Cl— Sl\ _~Si—Cl + —_— H,C
)\ DMF, 79 % z i
p OH OH b\o OH
0
l)l l (ii)
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(LA, ~( ~(oo
/ Si Si o
T, 1 1
H,C_ H,C

N
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0 OCH;, 0O o
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Schemat 33. Reakcje alkilowania pochodnych guanozyny zabezpieczonej MDPSi: (i) NaHMDS,
CH;Cl, 83 %, (i) NaHMDS, CH;0CH,CH,Br, 85 %.

Kazda z bifunkcyjnych sililowych grup ochronnych moze zosta¢ tatwo i ilo§ciowo
usuni¢ta w obecnosci jonow fluorkowych. Najczgsciej wykorzystywanym odczynnikiem do
tego celu, jak zostato to juz wczesniej opisane, jest TBAF w THF (Rozdzial 11.5.1.3.). Czas
w jakim nastgpuje odblokowanie poszczeg6lnych grup funkcyjnych zalezy od struktury grupy

sililowej 1 od miejsca, ktore jest przez nig chronione (Tabela 10).

Tabela 10. Stabilnos$¢ grup sililowych w obecnosci jonow fluorkowych.

Odczynnik TIPDSi TBDSi MDPSi
1 M TBAF/THF < 10 min, <2 min, ~5h,35°C
temp. pok. temp. pok.

Struktura bifunkcyjnych krzemoorganicznych zwiazkéw ma zasadniczy wptyw na ich
reaktywnos$¢ 1 stabilno$¢ w roznych warunkach reakcji. Odmienne zachowanie si¢ TIPDSI,
TBDSi i MDPSi mozna prébowaé wyjasnié, tak jak w przypadku monofunkcyjnych grup
sililowych, odwotujac si¢ do energii poszczegdlnych wiazan i réznic w elektroujemnosci

pomiedzy atomami znajdujacymi si¢ w otoczeniu atomu krzemu, a nim samym. Na podstawie
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warto$ci zamieszczonych w Tabeli 61 7 (Rozdziat 11.5.1.2.), okreslono wzgledna stabilnos¢
i reaktywno$¢ bifunkcyjnych ugrupowan. W ten sposob okreslono, ze TIPDSiCl, jest bardziej
reaktywnym bifunkcyjnym reagentem niz MDPSiCl,. Z kolei informacje o stabilnosci tych

grup zostaty zamieszczone w Tabeli 11.

Tabela 11. Stabilnos$¢ grup ochronnych w zaleznosci od warunkow reakcji.

Hydroliza kwasowa Hydroliza zasadowa Obecnos$¢ jonow F
TIPDSi | umiarkowanie stabilna umiarkowanie stabilna umiarkowanie stabilna
TBDSi Stabilna stabilna niestabilna
MDPSi umiarkowanie stabilna bardzo stabilna bardzo stabilna

Wszystkie bifunkcyjne disililowe grupy ochronne znalazty state miejsce w preparatyce
nukleozydow. Jednakze w zespole bifunkcyjnych ugrupowan obok zwiazkéw disililowych,

powszechnie wykorzystywane sa takze monosililowe grupy ochronne.
5.2.2. Bifunkcyjne monosililowe grupy ochronne
Przedstawicielami reagentow z jednym atomem krzemu sa:

» dichloro-di-tert-butylosilan (TBDSCl,);
» dichloro-di-tert-butoksysilan (DBSiCl,).

Ugrupowania tej klasy zwiazkoOw roznia si¢ migdzy soba natura podstawnikow.
W TBDSCI, wystgpuja dwie grupy alkilowe (tert-butylowe), a w DBSiCl, dwie grupy
alkoksylowe (tert-butoksylowe) (Schemat 34).

>< S “ ><0 /Cl

Si \

N Si
>< Cl ><O/ \Cl
TBDSCl, DBSICl,

Schemat 34. Struktury bifunkcyjnych monosililowych grup ochronnych.
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Niewielka zmiana obecna w strukturze odczynnikéw monosililowych, wymusza

wykorzystanie odmiennych metod ich wytwarzania.
5.2.2.1. Sposoby wprowadzania i wlasciwo$ci monosililowych grup ochronnych

Metoda otrzymywania TBDSCIl, zostata opracowana na podstawie procedury Tylera,
Sommera 1 Whitmore’a. Polega ona na zmieszaniu tert-butylotrichlorosilanu

z tert-butylolitem w pentanie (Schemat 35) [109].

H;C Cl CHj; Cl
\ I I pentan >< /

H3C—/C—?i—Cl + H,C—?—Li —_— si_*+ L
H,C  Cl CH; cl
TBDSCl,

Schemat 35. Metoda otrzymywania TBDSCl,.

Zdolno$¢ do reagowania dichloro-di-tert-butylosilanu zostala po raz pierwszy
sprawdzona wobec uktadow diolowych przez Trosta i Caldwella w 1981 roku. Wykazali oni,
ze TBDSCI; nie reaguje z diolami w standardowych warunkach (Et;N lub imidazol w DMF).
Zastosowali wowczas nowe warunki reakcji, ktore przyczynity si¢ do otrzymania
zabezpieczonego uktadu diolowego z wysoka wydajnoscia. Czynnikami decydujacymi
o efektywnosci tego procesu to katalizator 1-hydroksybenzotriazol, rozpuszczalnik acetonitryl

lub dimetyloformamid, temperatura 65-95 C (Tabela 12) (Schemat 36) [110].

OH ) ><Si a " o\s><
OH >< o d ><

H,C H;C

Schemat 36. Otrzymywanie chronionych uktadow diolowych: (i) warunki reakcji - 1, 2 Iub 3
(Tabela 12).
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Tabela 12. Warunki reakcji uktadow diolowych z TBDSCI,.

Numer | Rozpuszczalnik Warunki reakcji Wydajnos¢ [%]
1 DMF 5 ekw. imidazolu, 60 C, 7 h 13
2 CH;CN 5 ekw. EtsN, 0,1 ekw. 65
1-hydroksybenzotriazolu, 60 'C, 40 h
3 CH;CN 3 ekw. EtsN, 0,2 ekw. 85
1-hydroksybenzotriazolu, 95 C, 5 h

Corey 1 Hopkins z kolei wprowadzili pochodna triflanowa TBDS, ktéra wykazata
wigksza reaktywnos$¢ niz TBDSCI,. Otrzymano ja w reakcji di-tert-butylochlorosilanu

z kwasem trifluorometanosulfonowym (Schemat 37) [111].

>< H ("’ >< _0SO,CF;

+ 2F;C—S—OH —> Si_ + H, + HCI
>< Cl (") >< 0S0,CF;
TBDS(0SO,CF3),

Schemat 37. Reakcja otrzymywania TBDS(OSO,CF;),.

Tworzenie cyklicznych uktadéw diolowych z pochodna triflanowa prowadzono
w lagodniejszych warunkach niz w przypadku pochodnej chlorkowej. Rozpuszczalnik
stanowil deuterowany chloroform, katalizatorem byla 2,6-lutydyna, a temperatura reakcji
wynosita nie wigcej niz 25 'C. Proces syntezy byl przyjemniejszy, a otrzymane rezultaty
zadawalajace, ze wzgledu na osiagnigcie wysokich wydajnosci produktéw (Schemat 38)

[111].

Schemat 38. Reakcja uktadu diolowego z pochodna triflanowa TBDS: (i) 2,6-lutydyna (3 ekw.), temp.
0-25 °C, 83 %.
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Drugim z bifunkcyjnych zwiazkéw monosililowych jest DBSiCl,. Sposob jego
wytwarzania polega na reakcji tetrachlorosilanu z alkoholem tert-butylowym w obecnoS$ci

aminy (Schemat 39) [112].

cl CH, o cl
|‘ [ (C,Hs)3N AN ;
Cl—Sll—Cl + H:,C—(l'j—OH B — /S|\
Cl CH;, ><0 Cl
DBSICl,

Schemat 39. Reakcja otrzymywania DBSiCl,.

TBDSCI, 1 DBSICl, sa wykorzystywane w chemii nukleozydow do zabezpieczania
jednoczesnie dwoch grup hydroksylowych. Po raz pierwszy TBDSCI, zostal wprowadzony
do chemii rybonukleozydow w 1985 roku, przez Furusawe i Katsure (Schemat 40) [113].
W wyniku tej syntezy otrzymano cykliczny analog nukleozydowy, w postaci

sze$ciocztonowego uktadu pierscieniowego 3°,5’-O-TBDS rybonukleozydu.

(o]

N

N : \
</ | NH </ | NH
N 1\')\“!2 N N)\NHZ
>< Cl HO 0o
Si/ + (0] imidazol | (0]
>< N\, Q DMF Si
“ 74\0 OH

OH OH

Schemat 40. Reakcja TBDSCI, z guanozyna.

Inna dostgpna metoda umozliwiajaca utworzenie sze$cioczlonowego pierscienia
pomiedzy TBDS a nukleozydem jest wykorzystanie w srodowisku reakcji azotanu srebra. Jest
on czynnikiem katalizujacym ten proces i w ten sposdb znacznie skracajacym jego czas
trwania. Produkty uzyskiwano z 90 % wydajnos$cia [114].

Z kolei DBSIiCl, wprowadzono do chemii nukleozydéw 3 lata pdzniej. Nalezy on do
bifunkcyjnych ugrupowan, ktorych reaktywnos¢ wobec zwiazkéw wielowodorotlenowych
zostala przebadana przez zesp6t Markiewicza. Cecha wyrdzniajaca DBSi sposrod wszystkich
bifunkcyjnych grup ochronnych jest to, ze w zaleznosci od ilo$ci uzytego do reakcji reagenta
sililowego, jest otrzymywany inny produkt. Zastosowanie rownomolowych ilo$ci substratow

prowadzi do 3°,5’-O-DBSi rybonukleozydu (Schemat 41).
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0, Cl o >< o |
\ / HO pirydyna °
N ° ovw—— N
0/ \(‘l -30 °C, 30 min. /Si\
(0}

Schemat 41. Reakcja z zastosowaniem rownomolowych ilo$ci substratow.

Natomiast wykorzystanie dwukrotnego nadmiaru DBSiCl, w stosunku do

rybonukleozydu prowadzi do uzyskania bis-podstawionych zwiazkéw (Schemat 42).

o N o |

“ 1o i / 0—5.—0—'—
\Si/ + o pirydyna + |
()/ \a temp. pok., noc /(I) ?
>< OH OH §i7 gl L

X L
y (X 1ol
+o
y

Schemat 42. Zastosowanie nadmiaru sililenu wzglgdem urydyny [115].

TBDSCl, 1 DBSiCl, nie wykazuja zdolnosci bezposredniego reagowania
z drugorzgdowymi grupami hydroksylowymi rybonukleozydow, prowadzac tym samym do
powstawania uktadow rybonukleozydowych 2°,3°-O-TBDS lub 2°,3’-O-DBSi.

Dichloro-di-tert-butoksysilan w przeciwienstwie do dichloro-di-tert-butylosilanu nie
jest popularnym odczynnikiem, ze wzgledu na otrzymywane niskie wydajnos$ci reakcji.

Ugrupowania monosililowe cechuje odmienna reaktywno$¢ i stabilno$¢ w roéznych
warunkach reakcji. Jest to zwiazane z tym, ze jeden posiada podstawniki alkilowe przy atomie
krzemu, a drugi alkoksylowe. Grupy te, jak wszystkie inne grupy krzemoorganiczne sa
usuwane za pomoca jonow fluorkowych. Szybko ulegaja hydrolizie kwasowej, natomiast

w przypadku hydrolizy zasadowej TBDS wykazuje wigksza stabilno$¢ niz DBSi [115].
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5.2.2.2. Zastosowanie bifunkcyjnych grup ochronnych w chemii nukeozydow

Bifunkcyjne grupy ochronne zaréwno disililowe, jak i monosililowe sa bardzo
uzytecznymi elementami w chemicznej syntezie podczas selektywnego zabezpieczania
i odbezpieczania grup hydroksylowych.

Wiasciwosci jakimi charakteryzuja si¢ poszczegolne grupy, decyduja o mozliwosciach
ich zastosowania. Najcze$cie] wykorzystywanym reagentem jest ,,odczynnik Markiewicza” -
TIPDSiCl,. Jest on uzywany w reakcjach wprowadzania modyfikacji w pozycje
2’-hydroksylowa, w ktorych sa wykorzystywane nastgpujace grupy ochronne:

» tetrahydropiranylowa, metoksytetrahydropiranylowa, arylosulfonylowa, acylowa,
trytylowa, acyloksymetylowa, 1-(2-cyjanoetoksy)etylowa i inne (Schemat 43)
[116-120].

B ; B
~(» e (P

i o kwas (kat.) si o

(0] i 0\

N dioksan
v/j':o OH v/j:o OO _~
\r CN

Schemat 43. Nukleozyd blokowany TIPDSi i grupa 1-(2-cyjanoetoksy)etylowa.

TIPDSIiCl, znalazt rowniez zastosowanie w reakcjach deoksygenacji (Schemat 44)
[121,122], a ponadto w reakcjach utleniania [123], glikozylacji [124], a takze

W przygotowaniu 2’-amino-2’-deoksynukleozydéw [125].

NH, NH,

¢ f ey
(J J ¢S
N N
HO
) TlPDQl(l >7 PT( -C1/ DMAP >7g
plr\d\ na ( H3CN (])
OH OH Si—O0 OH I—O \n/ ~ ::
Bu3SnH / AIBN
toluen
NH,
NH, {NI‘\.\
N N \-/)

N
a0 -l
<Njf\_\/) >7Si,0
TBAF/THF

w ~7r

OH

Schemat 44. Redukcja rybonukleozydow do deoksyrybonukleozydow [122].
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Damha wykorzystat TIPDSi do zmiany ,zamrozenia” konformacji pierscienia
cukrowego w 2’-F-araA, w celu potwierdzenia sity oddziatywan pomigdzy atomem fluoru

W pozycji 2°, a atomem wodoru pozycji H-8 adenozyny (Schemat 45) [126].

Schemat 45. Poréwnanie struktur 2’-F-araA przed i po sililowaniu.

Ugrupowanie to ma jeszcze wiele innych ciekawych zastosowan, jednakze
w przypadku reakcji wykonywanych w silnych warunkach zasadowych (alkilowania), TIPDSi
zostal zastapiony bardziej stabilnym ugrupowaniem MDPSi, co zostalo przedstawione na
Schemacie 33.

W reakcjach alkilowania funkcji 2°-hydroksylowej oprocz TIPDSICI, jest uzywany
rowniez reagent monosililowy TBDSCl,. Charakteryzuje si¢ on wigksza stabilno$cia

w warunkach zasadowych (NaH) i jest tanszy niz TIPDSiCl, (Schemat 46) [127].

NSy iPr
()
0 o 0/
<’fi I {1
N z
HO N NH; N N/)\\u, N N/)\Nllz
o (| ii) 74 (m) ><|
on on 74 ; 74\0;(»“
l(i\;v)
o 0/\/SiMe3 0/\/Si.\le3
N . N B
<fﬁ‘" ¢ <X
N N/)\\IllBu )\\uz N N/)\Nllz

o = A A

Schemat 46. Otrzymywanie 2-N-izobutyrylo-2’-O-metyloguanozyny: (i) TBDSi(OTf),, DMF, 0 °C -
temp. pok., 1 h, (ii)) Ac,O, DMAP, pirydyna, temp. pok., noc, (iii) chlorek 2,4,6-tri-
izopropylosulfonylu, DMAP, EtN, CH,Cl,, temp. pok., 2 h, (iv) DABCO,
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2-trimetylosililoethanol, DBU, dioksan, temp. pok., noc, (v) 0,2 M NaOH
w THF/MeOH/H,0 5:3:1 (v/v/v), 0 °C, 5 min, (vi) NaH 60 % w oleju mineralnym, Mel,
DMF, 0 °C, 1 h, (vii) chlorek izobutyrylu, pirydyna, temp. pok., 0,5 h, (viii) | M TBAF
w THF, temp. pok., 1 h, 90 %.

TBDSCI, zostal wykorzystany przez Beigelmana i Serebryany’ego w reakcji
selektywnego wprowadzenia TBDMS w potoznie 2°-OH rybonukleozydéw. Wiasciwoscia
wyrdzniajaca TBDS sposréd innych bifunkcyjnych grup jest mozliwo$¢ jego szybkiego
itatwego usunigcia. Zachodzi to w obecnosci kompleksu fluorowodorku pirydyny
w pirydynie, acetonitrylu lub CH,Cl,, w czasie 15 minut, w temperaturze od 0 ‘C do

pokojowej (Schemat 47) [85,111].

(X Cx e

N [0] N [0}
0
o TDBS(OTH), | _TBDMSCI
O™ 0
DMF Si nmldazol DMF
OH OH 74 % OTBDMS

l HF-pirydyna

HO

0 °C, CH,Cl,

f‘\NH fk\H
N/ko N /l\o
DMTrO HO
o DMT«Cl 0
-
pirydyna
OH OTBDMS OH OTBDMS

Schemat 47. Otrzymywanie 5°-O-DMT-2’-O-TBDMS-U.

Pochodna triflanowa TDBS byla wykorzystywana w analizie za pomoca
chromatografii gazowej potaczonej ze spektrometria mas (GC-MS). Jej zastosowanie pozwala
rozrozni¢ grupy hydroksylowe alkoholi wielowodorotlenowych, poprzez tworzenie z nimi
cyklicznych uktadéw diolowych [128].

Sililowe grupy ochronne znalazly powszechnie zastosowanie w roznych dziedzinach
chemii. Wlasciwosci jakimi charakteryzuja si¢ sililowe grupy ochronne tj. prosty sposob ich
wprowadzania, a takze tatwy i skuteczny sposob ich usuwania, umozliwiaja przeprowadzanie

licznych reakcji syntez, wczes$niej nie mozliwych do wykonania. Obecnie znanych
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i stosowanych jest wiele sililowych grup ochronnych, zar6wno mono- jak i bifunkcyjnych.
Pomimo to nadal poszukuje si¢ nowych grup funkcyjnych. Jest to spowodowane tym, ze
nawet niewielka zmiana w budowie reagenta sililowego przyczynia si¢ do tego, ze ma on

zupeknie inne wlasciwosci, co sprawia, ze kazda sililowa grupa ochronna jest inna.
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1. Reakcje sililowania rybonukleozydow

Chemiczna synteza RNA wymaga przygotowania odpowiednich jednostek
amidofosforynowych zawierajacych witasciwy uktad grup ochronnych, ktére zapewniaja
przeprowadzenie syntezy RNA z wysoka wydajnoscia.

Bifunkcyjne sililowe grupy ochronne sa wykorzystywane przy funkcjonalizacji
rybonukleozydow.  Zadaniem ich  jest  odpowiednie = zablokowanie  funkcji
3’- 1 5’-hydroksylowych reszty rybozylowej, z pozostawieniem wolnej funkcji hydroksylowe;j
w pozycji 2°. Zastosowanie bifunkcyjnych sililowych grup ochronnych umozliwia otrzymanie
roznych pochodnych i analogow nukleozydowych oraz upraszcza procedurg otrzymywania
RNA.

Mimo, ze obecnie istnieje duzo roéznych sililowych grup ochronnych stosowanych
w chemii rybonukleozydow, to w dalszym ciagu istnieje zapotrzebowanie na tego typu
zwiazki, Ugrupowania te powinny charakteryzowac¢ si¢ innymi i lepszymi wtasciwosciami,
a takze znacznie szerszym spektrum zastosowan, w pordwnaniu z obecnie stosowanymi
grupami sililowymi.

Dla chemikow syntetykoéw znalezienie odpowiedniej bifunkcyjnej grupy ochronnej
jest prawdziwym wyzwaniem. Wyzwanie to wzbudzilo moje zainteresowanie, dlatego

postanowitam si¢ go podjac.

1.1. Reakcje 1,2,2,4,4,5-heksametylo-3-metyleno-1,5-diaza-2,4-disilanocykloheptanu
(HMNSI) z urydyng

Prace eksperymentalne rozpoczgtam od zastosowania przy funkcjonalizacji
rybonukleozydéw cyklicznego zwiazku krzemoorganicznego. Byt to 1,2,2,4,4,5-heksametylo-
3-metyleno-1,5-diaza-2,4-disilanocykloheptan (HMNSi). HMNSi zostat otrzymany w 2005
roku przez zespot profesora Bogdana Marcinca i profesora Hieronima Maciejewskiego, na
Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu [129].

Synteza tego reagenta obejmuje dwa etapy. Najpierw z handlowo dostepnego
chlorodimetylowinylosilanu (1) 1 N,N’-dimetyloetano-1,2-diaminy  (2) uzyskano

N,N’-dimetylo-N,N’-bis(dimetylowinylosilano)etano-1,2-diaming (3), ktéra jest prekursorem
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cyklicznej blokady. Zwiazek 3 w reakcji katalitycznej w obecnosci kompleksu rutenu
[RuHCI(CO)(PCys3),] prowadzi do otrzymania 1,2,2,4,4,5-heksametylo-3-metyleno-1,5-diaza-
2,4-disilanocykloheptanu (4) (Schemat 48).

CH,

- CH, CH; HyQ SHs
PN ) A A @y ~ HC—Si” “Si—CH,
+  ZNGi(CHy),C1 — > CH3—Si—N N—Si—CH; —> / \
3)2 | \ / | N N
NH / N\
| CH; CH; H,C© Y CH;
1 CH; 2 3 4

Schemat 48. Synteza HMNSi: (i) Et;N, pentan, temp. pok., 2 h, (ii)) RuHCI(CO)(PCys),, toluen,
110 °C, 24 h.

Wykazano, ze reagent 4 mozna wykorzysta¢ do zabezpieczania grup hydroksylowych

na dwa sposoby:

1. przez wyizolowanie HMNSI i jego reakcj¢ z alkoholami;

2. przez umieszczenie w jednym naczyniu zwiazku 3, katalizatora 1 alkoholu.

W jednym 1 drugim przypadku otrzymywano 1,1-bis(metoksydimetylosilano)eten (5)
z wysokimi wydajnosciami. Okazalo sig, ze zwiazek 4 tatwo reaguje z pierwszorzgdowymi

1 drugorzgdowymi monofunkcyjnymi alkoholami (Schemat 49) [129].

H;C CH
CH3 CH3 H:C CH 3 A / 3
4\ I | A CH;0H 3 \'JI\ / 3 CH,;OH H3C_Si S\i_CH3
| N | (O) / \ (i) A N
CH, CH; H;CO OCH; H;C M CH;

Schemat 49. Reakcja otrzymywania 1,1-bis(metoksydimetylosilano)etenu: (i) RuHCI(CO)(PCys),,
120°C, 24 h; (i) THF, temp. pok., 15 minut.

Produkty tych reakcji uzyskiwano z wydajno$ciami ok. 90 %, a czas syntez,
w zalezno$ci od struktury uzytego alkoholu, wynosit od 1 do 4 h,. Brak natomiast
jakichkolwiek informacji dotyczacych reaktywnosci zwiazku 4, wzgledem wielofunkcyjnych
alkoholi. Postanowilam to sprawdzi¢, wykorzystujac w reakcjach z HMNSI, rybonukleozydy.
Wspolpraca migdzy Zaktadem Biologii Chemicznej IChB PAN, a Wydziatem Chemii
UAM, umozliwita mi pozyskanie zwiazku 4. HMNSIi otrzymatam w postaci mieszaniny

reagentow 3 1 4. Za kazdym razem stosunek reagenta cyklicznego 4 do jego monomeru 3 byt
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inny i wynosit kolejno 6:4, 8:2, 9:1. Zdecydowatam si¢ na uzycie w reakcjach
z rybonukleozydami mieszaniny HMNSi, poniewaz w przypadku opisanych w literaturze
syntez zabezpieczania monofunkcyjnych alkoholi tym odczynnikiem, nie stanowilo to
przeszkody w otrzymaniu pozadanego produktu 5.

Nukleozydem, ktorego poddatam reakcji z HMNSI byta urydyna (Schemat 50). Reakcje
prowadzitam w THF, a stosunek reagentéw wynosit odpowiednio 1 ekw. urydyny do 1,3 ekw.
silanu. Po dodaniu do urydyny rozpuszczlanika (THF) utworzyta si¢ zawiesina, ktora
w wyniku dodania silanu zmienita swoj kolor z biatego na zo6tty. Kontrola reakcji za pomoca
TLC po 1,5 h wykazata calkowity zanik substratu i utworzenie mieszaniny produktow.

Postanowilam wigc zmieni¢ warunki reakcji.

H;C CH;
H,C—Si S'/ CH
il 0
/N\ /N\
H;C CH; NH
4 I N
+ HO N o —_— ‘)
o °
CH, CH;
4\ ! ! N OH OH
i NTI1
HyCT 1 \__/ | CH 6
3 3 H3

Schemat 50. Schemat syntezy 3°,5’-O-(tetrametylo-3-metylenodisilano-2,4-diylo)urydyny.

Zmienilam rozpuszczalnik z THF na pirydyng, poniewaz urydyna jest w niej dobrze
rozpuszczalna. Zostata zmieniona rowniez kolejnos¢ dodawania reagentdéw. W jednej probie
do cyklicznego silanu, dodawany byl roztwor rybonukleozydu w rozpuszczalniku w jedne;j
lub trzech porcjach, a w innej, kolejnos$¢ byta odwrotna. Ilo$¢ reagenta krzemoorganicznego
zostala zwigkszona do 2 ekw., w stosunku do urydyny. Wszystkie te zmiany nie przyczynity
si¢ jednak do uzyskania pozadanego przebiegu reakcji, czyli wytworzenia jednego produktu.
Za kazdym razem otrzymywatam mieszaning roznych produktow. Mieszaning poreakcyjna
poddatam  oczyszczaniu metoda chromatografii  kolumnowej. Zebrane frakcje
z poszczegdlnymi zwiazkami zatezytam i wykonalam ich analize¢ 'H-NMR. Zaden
z powstatych zwiazkéw nie zostatl doktadnie zidentyfikowany. Na podstawie otrzymanych
wynikow analizy, trudno bylto okresli¢ jednoznacznie, jaka jest prawdziwa struktura
powstalych zwiazkoéw. Najbardziej prawdopodobne struktury zwiazkow, ktore mogly sie

tworzy¢ w wyniku tych reakcji przedstawiono na Schemacie 51.
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Schemat 51. Przykladowe struktury zwiazkow, ktére moga sig¢ tworzy¢ w wyniku reakcji HMNSIi
z urydyna.

Z przeprowadzonych eksperymentow wynika, ze zastosowanie cyklicznego reagenta
sililowego 4 do zabezpieczania grup hydroksylowych w wielowodorotlenowych zwiazkach,
nie przyniosto spodziewanych efektow. Zachowanie takie mozna tlumaczy¢é na kilka
sposobow. Po pierwsze moze to by¢ wynikiem uzycia odczynnika sililowego w postaci
mieszaniny cyklicznego silanu 4 1 jego monomeru 3, z ktorych kazdy charakteryzuje si¢
podobng reaktywnoscia wzgledem alkoholi. W zwiazkach krzemoorganicznych 3 i 4 podczas
reakcji z urydyna rozerwaniu ulegaja wigzania Si-N, a nie N-C. Atom azotu w zwiazkach 3
14 jest najbardziej elektroujemnym pierwiastkiem, w zwiazku z czym begdzie najsilniej
wyciagat elektrony od atomow sasiednich. Sposréd tych dwoch wigzan, bardziej
spolaryzowane jest wigzanie Si-N, niz wigzanie N-C, gdyz roznica elektroujemnosci
pomigdzy atomami Si i N wynosi 1,2, a N 1 C wynosi 0,7. Zatem lepszym centrum dla ataku
nukleofilowego jest atom Si niz atom C. Po drugie moze to wynika¢ z obecnosci
w rybonukleozydach wigcej niz jednej grupy hydroksylowe;.

Wykorzystanie  HMNSi w chemii rybonukleozydow nie sprawdzito sig, tak wigc
kontynuowatam dalsze poszukiwania nowych sililowych grup ochronnych. Porownujac
struktur¢ znanych bifunkcyjnych reagentow sililujacych, zaczgliSmy si¢ zastanawia¢ nad
zaprojektowaniem nowej blokady sililowej. Skoro znane bifunkcyjne sililowe grupy ochronne
zawieraja pomiedzy atomami krzemu mostek tlenowy albo metylenowy, to co bytoby, gdyby
ten mostek usunac. Tak rozpoczglam prace nad otrzymaniem disilanowej grupy ochronnej

z wiazaniem -Si-Si-.
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1.2. Reakcje otrzymywania 1,2-dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu - DSiCl,

Proby otrzymania 1,2-dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu podejmowano w trzech
wariantach. Za pierwszym razem do syntezy uzyto bromek izopropylowy (7), magnez (8)
1 heksachlorodisilan (10). Reakcja sktadala si¢ z dwoch etapow. Pierwszy etap stanowila
reakcja Grignarda, w wyniku ktorej z bromku izopropylowego i magnezu pozyskano bromek
izopropylomagnezowy (9). Stosunek substratow 7 1 8 wynosit odpowiednio 1 ekw. 12,5 ekw.

W drugim etapie mieszaning reakcyjng zawierajaca zwiazek 9 (metny roztwor, czarny
osad)dodawano do roztworu heksachlorodisilanu w eterze dietylowym. Zastosowanie takiej
kolejnosci taczenia substratow, mialo na celu uniknigcie tworzenia si¢ niepozadanych
produktéw reakcji chlorosilanow z nieprzereagowanym magnezem, obecnym w  tej
mieszaninie. Stosunek reagentow 9 i1 10 w drugim etapie wynosit odpowiednio 4 ekw.
11 ekw. Po 1,5 h wykonano analiz¢ za pomoca GC-MS, aby okresli¢ sktad mieszaniny, ale
nie stwierdzono obecnosci pozadanego produktu.

Druga prébg przeprowadzono z uzyciem wigkszego nadmiaru zwigzku Grignarda.
Uzyto 5,5 molowy nadmiar 9 w stosunku do 10. Mimo przereagowania substratow (powstanie
osadu soli magnezu), analiza GC-MS nie wykazala powstania produktu 11. Analiza
»Si-NMR wykazata obecno$é¢ sygnatu od Si,Cle. Prawdopodobnie wytworzenie 11 bylo
utrudnione, poniewaz mogly zachodzi¢ nastgpcze reakcje sprzggania pod wplywem

nieprzereagowanego magnezu, w wyniku ktorych tworzyly sig polisilany 12 (Schemat 52).

Mg
}Mgl}r + CI—?i—?i—Cl —> Cl—Si—Si—l —>  ClI—Si—Si—Si—Si—Cl
Cl Cl /I\ )\ )\ )\ )\ )\
9 10 11 12

Schemat 52. Mozliwo$¢ tworzenia sig polisilanow.

Wzorujac si¢ na metodzie otrzymywania TIPDSiCl, [94-96] postanowiono w kolejnej
probie zastapi¢ heksachlorodisilan (10), trichlorosilanem (13). W reakcji 2 ekw. bromku
izopropylomagnezowego (9) z 1 ekw.  trichlorosilanu  (13)  otrzymano
diizopropylochlorosilan (14). Analiza mieszaniny poreakcyjnej wykazala powstanie
produktow  ubocznych:  diizopropylobromosilanu  (15), triizopropylosilanu  (16)

diwodorotetraizopropylodisiloksanu (17) (Schemat 53).
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Schemat 53. Produkty uboczne reakcji substytucji.

W trzecim  wariancie, aby  unikna¢  tworzenia  si¢  niepozadanego
diizopropylobromosilanu (15), zamiast bromku (7) zastosowano chlorek izopropylowy (18)

(Schemat 54).

T h
Mg I
Cl —>» MgCl + H—?i—Cl —> H—Si—d

Cl
18 19 13 14

Schemat 54. Synteza diizopropylochlorosilanu.

W wyniku destylacji mieszaniny poreakcyjnej otrzymano diizopropylochlorosilan (14)
z wydajnoscia 95 %. Nastgpnie przeprowadzono reakcje katalitycznego homosprzggania za
pomoca litu. Otrzymany diwodorotetraizopropylodisilan (20) zostat nastepnie poddany
reakcji chlorowania, prowadzac do powstania 1,2-dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu

(11) (Schemat 55).

TH  "

H—Si—Cl I H—Si—Si—H — (Cl—Si—Si—Cl

20

Schemat 55. Metoda otrzymywania 1,2-dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu (11).

14 11

Zwiazek 11 to bezbarwna, oleista ciecz o gestosci 0,980 g/mL, rozpuszczalna w
pirydynie, dimetyloformamidzie, acetonitrylu, tetrahydrofuranie, chlorku metylenu,

chloroformie, benzenie, pentanie i innych rozpuszczalnikach.
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Kolejnym krokiem bylo zbadanie jaka reaktywnos$¢ wzglgdem rybonukleozydow

wykazuje nowy reagent sililowy.

1.3. Reakcje 1,2-dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu (DSiCl,) z urydyna

Postanowilam pierwsze reakcje DSiCl, (11) z urydyna (6) przeprowadzi¢ w warunkach
standardowych, czyli w temperaturze pokojowej i w bezwodnej pirydynie. Stosunek
substratow byt rownomolowy. Poczatkowo zwiazek 11 dodawatam w trzech réwnych
porcjach 1 rownych odstgpach czasowych bezposrednio do roztworu urydyny w pirydynie.
Napodstawie analizy TLC stwierdzitam obecno$¢ dwoch plam o réznych wartosciach Rf
1 nieprzereagowanego rybonukleozydu 6. Ich ilosci ulegaly zmianie po dodaniu kazdej
z porcji DSiCl,. Po dodaniu catosci DSiCl, zaobserwowatam na ptytce TLC, Zze z dwdch
plam, jakie powstawaly po dodaniu pierwszej porcji DSiCl,, otrzymatam w efekcie, po 1,5 h,
jedna plameg, o nizszej wartoSci Rf oraz niewielka ilo$¢ nieprzereagowanej urydyny.
Intrygujacy byt fakt, ze warto$¢ Rf uzyskanego zwiazku, réznita si¢ od wartosci Rf wzorca,
ktérym byla urydyna sililowana TIPDSi w pozycjach 3°,5°. Nie spodziewatam sig, aby tak
‘niewielka’ zmiana strukturalna grupy sililowej mogta by¢ przyczyna duzej roznicy w
lipofilowosci, podczas analizy TLC.

Postanowilam przeprowadzi¢ reakcj¢ w inny sposob, aby si¢ przekonaé, czy otrzymam
taki sam efekt koncowy. Przeprowadzitam seri¢ do$wiadczen stosujac roézny stosunek
molowy reagentow, ilosci rozpuszczalnika, kolejnosci dodawania substratow 1 czasu trwania
syntezy.

Umozliwito mi to opracowanie skutecznej, szybkiej i wygodnej procedury, w wyniku
ktérej otrzymywatam tylko jeden produkt. Najlepszy sposob polegal na zastosowaniu 1,3
molowego nadmiaru 11, w stosunku do 6. Kolejno$¢ dodawanych reagentoéw nie odgrywata
znaczacej roli, ale DSiCl, (11) nie moégt by¢ dodawany bezposrednio, tylko
w rozpuszczalniku. Czas reakcji uzalezniony byl od skali procesu. W kazdym przypadku
uzyskiwalam produkt o nizszej wartosci Rf niz Rf zwiazku wzorcowego.

Po izolacji powstajacego ilosciowo produktu, wykonatam kompleksowa analiz¢ NMR.
Na podstawie widm trudno bylo jednoznacznie okresli¢, czy otrzymany zwiazek jest
pozadanym 3°,5’-O-sililowanym rybonukleozydem. Jedynym sygnalem nieprzemawiajacym
za uzyskaniem tego zwiazku, byl widoczny tryplet na widmie 'H-NMR, wykonanym
w DMSO. Jest to sygnat odpowiadajacy wolnej grupie hydroksylowej przy metylenowym
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atomie wegla (tryplet), co sugerowaloby, ze otrzymatam 2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-
diylo)urydyne (21) (Schemat 56).

o 0
KKNH %
| /& HO N/go
HO N ) o
0
OH OH ? 9
>—si—si—~
PN
6 21

Schemat 56. Reakcja urydyny z DSiCl, w standardowych warunkach: DSiCl, (1,3 ekw.), pirydyna,
temp. pok., 1 h.

Zdecydowatam si¢ dodatkowo przeprowadzi¢ reakcj¢ acetylowania i szybki test
oparty na acylowaniu izocyjanianem trichloroacetylu (TAI) [130,131], aby uzyska¢
niepodwazalny dowod, potwierdzajacy strukture powstatego zwiazku 21.

1.4. Identyfikacja polozenia wolnej grupy hydroksylowej w zwigzku 21
Acetylowanie 21 wykonatam z bezwodnikiem octowym w pirydynie. Otrzymany

zwiazek zidentyfikowatam na podstawie analizy widm NMR (Schemat 57).

HS H1

HI’ o o ‘ ) J
n.:f h 0 HS'.H5"
‘ e xS thM m,‘m H3'
JUL eSS “\ A
K”—’“"‘—‘_“‘

T T T T T T T T { 9 1
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Schemat 57. Poréwnanie fragmentu widm 'H-NMR zwiazkéw 21 i 22 wykonanych w CDCls:
B-uracyl.
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Widoczne na Schemacie 57 sygnaty protonéw 5’ 1 5” rybozy ulegly przesunigciu
w kierunku wyzszych wartos$ci pola, z ok. 3,8-4,0 ppm do 4,35 ppm, co jest spowodowane
wprowadzeniem grupy acetylowej w pozycje 5°-OH (22). Réznice w potozeniu sygnatoéw na
widmach potwierdzaja wczesniejsze przypuszczenia, co do otrzymania produktu innego niz

pochodna 3°,5’-O-sililowa urydyny (Schemat 58).

o] o

HO x/l\() "\\(_/0 1\'/&0
k 0 ﬁ 0, 113(/' \i O}
- !
>_)S\ j\_< > b )\<
21 22

Schemat 58. Acetylowanie 2’°,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny (21): (i) (CH;0),0,
pirydyna, temp. pok., 0,5 h.

Drugim dowodem na otrzymanie zwiazku 21 byla reakcja z izocyjanianem
trichloroacetylu  (TAI). Procedura zostala zaczerpnigta =z pracy Z. Samka
1 M. BudéSinsky’ego, ktorzy zastosowali TAI w celu okreslania struktury zwiazkow
hydroksylowych, przy wykorzystaniu technik NMR [130]. TAI jest jednym z wielu
zwiazkow, ktore bardzo szybko reaguja z wolnymi grupami hydroksylowymi. Zastosowanie
go w reakcjach z czesciowo chronionymi zwiazkami wielowodorotlenowymi, pozwala na
zidentyfikowanie wolnych grup funkcyjnych, tak samo jak w przypadku reakc;ji acetylowania.
Analizy dokonano biorac pod uwage zmiany przesuni¢g¢ chemicznych sygnatow
obserwowanych na widmach NMR [131].

Po wykonaniu reakcji TAI ze zwiazkiem 21 otrzymalam widma, ktore jednoznacznie
potwierdzity obecno$¢ grupy trichloroacetylouretanowej w pozycji 5° (Schemat 59). Na

widmach obserwowatam przesunigcia tych samych sygnatéw, co w reakcji acetylowania 21.

C : , ¢
(||) N=C o § 15C N 0
HEDEON Cl | (] H o
Cl,C x—(—o + @H —_—
(0] (0]
>—S-—S- >-si—si~< bl
PPN PPN
TAI 21

Schemat 59. Mechanizm reakcji TAI z 2°,3°-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna.



III. BADANIA WELASNE

77

Wyniki syntez uzyskanych z polaczenia DSiCl, z urydyna, przeprowadzonych
w warunkach standardowych, byly dla mnie ogromnym zaskoczeniem.

Wszystkie bifunkcyjne reagenty sililowe, dotychczas opisane w literaturze
i powszechnie stosowane w chemii nukleozydow, w Dbezposrednich reakcjach
z rybonukleozydami prowadzily do otrzymania pochodnej 2°,3’-O-sililowej rybonukleozydu,
tylko jako produktu ubocznego, powstatego w niewielkich ilosciach. W zadnej z tych reakcji
nie otrzymano tego ukladu z duza wydajnoscia, co wynikato z wyzszej reaktywnosci

reagentow sililowych, wzgledem pierwszorzedowej grupy hydroksylowe;.

1.5. Reakcje DSiCl, z urydyna w obecnosci réznych zasad organicznych

Celem wykonanych reakcji byto pozyskanie zwiazku 6 z zabezpieczonymi grupami
hydroksylowymi, ale w pozycjach 3°,5 rybozy. Nie osiagngtam zamierzonych rezultatow,
wigc zaczgtam zastanawiac sig, co zrobi¢, zeby to zmieni¢. Stwierdzitam, ze DSiCl, musi by¢
zbyt reaktywny w stosunku do rybonukleozydow, dlatego zeby zmniejszy¢ jego reaktywnosc,
postanowitam doda¢ do reakcji imidazol (23).

Pierwsze reakcje wykonatam w pirydynie, a proporcje substratow jakie zastosowatam
to 1 ekw. urydyny (6) : 1,3 ekw. DSiCl, (11) : 1,5 ekw. imidazolu (23). Na poczatku
przygotowatam mieszaning zwiazkow 11 i 23 w pirydynie i roztwor urydyny w tym samym
rozpuszczalniku, ktdre od razu polaczytam ze soba. Po 0,5 h sprawdzitam przebieg reakcji za
pomoca analizy TLC. Substraty tylko czg$ciowo przereagowaly, dlatego czas wydtuzytam do
I h. Rezultatem syntezy byly dwa produkty. Poréwnujac wartosci Rf zwiazku 21, zwiazku
wzorcowego w postaci 3°,5’-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)urydyny i1 powstale;
w reakcji z imidazolem mieszaniny zwiazkow, mogtam stwierdzi¢, ze jeden produkt ma Rf
taki sam jak zwiazek 21, a drugi ma Rf rowny warto$cia Rf wzorca TIPDSi<U. Na podstawie
wyniku tej reakcji przypuszczalam, ze drugim produktem moze by¢ pochodna
3°,5’-O-sililowa urydyny (DSi<U).

Powstanie mieszaniny produktow moglo by¢ przyczyna zastosowania zbyt matej ilosci
imidazolu w stosunku do DSiCl, (11) lub zbyt krétkiego czasu, wymaganego do
wygenerowania pochodnej imidazolowej DSi. Zmienitam procedure reakcji w taki sposéb,
aby z wigksza selektywnoscia otrzymywac¢ pozadany produkt.

Na poczatku zwigkszylam nadmiar imidazolu (23) do 3 ekw., w stosunku do DSiCl,
(11) 1 wydtuzylam czas reakcji do 2 h, przy czym zamiast pirydyny jako rozpuszczalnika

uzylam THF. Dodatkowo zastosowatam trietyloaming jako zasade wiazaca chlorowodor. Tak
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przygotowana mieszaning zanalizowalam za pomoca NMR, potwierdzajac powstanie

1,2-di(imidazol-1-ylo)-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu (24) (Schemat 60).

T, e, AL/~
PPN Q*x@

11 24
Schemat 60. Wygenerowanie 1,2-di(imidazol-1-ylo)-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu  (24):
(1) imidazol (3 ekw.), Et;N (6 ekw.), THF, temp. pok., ok. 2 h.

Zwiazek 24, bez jego izolowania, dodawatam do chlodzonego w tazni lodowe;,
roztworu urydyny w pirydynie, badZz odwrotnie. Kolejno§¢ dodawania substratow nie
wplywala na ilo$ci otrzymywanych produktéw. Przebieg procesu monitorowatam metoda
TLC 1 stwierdzitam, Zze po 1 h nastapito catkowite przereagowanie substratow. Konsekwencja
wprowadzonych zmian bylo uzyskanie selektywnie jednego produktu, ktory miat wyzsza
warto$¢ Rf niz poprzednio otrzymany 2’,3’-O-izomer 21. Po oczyszczeniu, wyizolowany
zwiazek zidentyfikowatam analiza NMR. Widmo powstatego zwiazku, wykonane w DMSO
réznito si¢ od widma zwiazku 21, rowniez brakiem trypletu. Natomiast widoczny byl sygnat
w postaci dubletu, charakterystyczny dla grupy 2’-OH, ktory znikat po wymianie z cigzka
woda. Na podstawie przeanalizowanych widm przypuszczatam, ze tym razem otrzymatam

produkt w postaci 3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny (25) (Schemat 61).
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Schemat 61. Reakcja mieszaniny 1,2-di(imidazol-1-ylo)-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu z urydyna:
zwiazek 24 (1,3 ekw.), pirydyna, 1 h.

Nie byt to dla mnie wystarczajacy dowdd potwierdzajacy strukture zwiazku 25.
Zdecydowatam si¢ i w tym przypadku dodatkowo przeprowadzi¢ reakcj¢ acetylowania,

a takze szybki test z TAI, w celu potwierdzenia struktury produktu 25.
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1.6. Identyfikacja polozenia wolnej grupy hydroksylowej w zwiazku 25
Acetylowanie 25 wykonatam tak samo jak acetylowanie zwiazku 21 (Rozdziat I11.1.4.).

Otrzymalam jeden produkt, ktéry po oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej

zidentyfikowatam, wykorzystujac technik¢ NMR (Schemat 62).
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Schemat 62. Porownanie fragmentu widm 'H-NMR zwiazkéw 25 i 26 wykonanych w CDCls:
B-uracyl.

Na Schemacie 62 widoczne jest zupetnie inne potozenie sygnatow od poszczegdlnych
protonow pierscienia rybozy, niz na Schemacie 57. Sygnal pochodzacy od protonu 2’ rybozy
ulegt przesunigciu w kierunku wyzszych warto$ci pola, z ok. 4,38 ppm do 5,48 ppm, co jest
spowodowane wprowadzeniem grupy acetylowej w pozycje 2’ (26). Zmiana potozenia
sygnalu od H-2’ stanowita dla mnie niepodwazalny dowodd potwierdzajacy otrzymanie

produktu 3°,5’-O-izomeru 25 (Schemat 63).
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Schemat 63. Acetylowanie 3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny: (i) (CH;0),0,
pirydyna, temp. pok., 0,5 h.
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Dodatkowym potwierdzeniem otrzymania zwiazku 25 byl test z izocyjanianem
trichloroacetylu (TAI). Wyniki uzyskane z analizy NMR jednoznacznie potwierdzity
obecnos¢ grupy trichloroacetylouretanowej w pozycji 2° (Schemat 64), poniewaz na widmach

bylo widoczne przesunigcie tego samego sygnatu, co w przypadku reakcji acetylowania 25.

TAI 25 /(=0

Schemat 64. Reakcja TAI z 3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna.

Wykonane eksperymenty potwierdzily otrzymanie 2°,3’-O-izomeru 21 i 3°,5’-O-
izomeru 25. Kazdy z tych produktéw uzyskatam z wydajnosciami ok. 90 %.

Na podstawie przeprowadzonych reakcji okreslitam pierwsza ceche charakterystyczna
nowego bifunkcyjnego reagenta sililowego DSiCl, (11). Ugrupowanie DSi umozliwia
selektywne zabezpieczanie grup hydroksylowych rybonukleozydow w uktadzie 2°,3” lub
3°,5’. Zadna z wczeéniej stosowanych sililowych grup zabezpieczajacych, nie wykazywata

takich wlasciwosci.

2. Badanie wplywu heterocyklicznych amin na przebieg reakcji sililowania urydyny

zwiazkiem DSiCl, (11)

Selektywna ochrona funkcji hydroksylowych (2°,3’-OH lub 3’,5’-OH) za pomoca
nowego bifunkcyjnego reagenta sililowego DSiCl, (11) zostala zauwazona w chemii
rybonukleozydow po raz pierwszy. Postanowitam sprawdzi¢ jakie czynniki moga mieé
wplyw na reakcje pomig¢dzy urydyna a zwiazkiem 11. Prace rozpoczgtam od wykorzystania
w reakcjach sililowania réznorodnych pigciocztonowych aromatycznych zasad. Sililowanie
przeprowadzitam w obecnosci nast¢pujacych zwiazkdéw: N-metyloimidazol (a), 1,2,4-triazol

(b), 1H-tetrazol (¢), 5-etylotio-1H-tetrazol (d) (Schemat 65).
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Schemat 65. Wzory pigciocztonowych heterocyklicznych zasad.

Procedura wykonywanych do$wiadczen dla kazdej z zastosowanych pier§cieniowych
amin, byla taka sama. Stosunek uzytych zwiazkéw wynosit odpowiednio 1 ekw. urydyny :
1,3 ekw. reagenta sililowego 11 : 3 ekw. heterocyklicznej zasady : 6 ekw. aminy alifatyczne;.
Srodowiskiem reakcji byta mieszanina rozpuszczalnikéw 3 mL THF i 2 mL pirydyny.

Przygotowatam dwa roztwory, z ktérych pierwszy skladat si¢ z urydyny w pirydynie,
a drugi z pozostalych reagentow w THF. W wyniku zmieszania roztworéw otrzymatam
produkty 21 1 25. Wydajnosci poszczegdlnych reakcji sililowania urydyny DSiCl, (11)
w réznych warunkach reakcji 1 z zastosowaniem réznych zasad heterocyklicznych,

zestawilam w Tabeli 13.

Tabela 13. Wydajnosci reakc;ji sililowania urydyny zwiazkiem 11,w réznych warunkach reakcji.

Produkt | ) < R — R B
rodu (? 43 N//\_T ) ( /\\N N//\N \ SCH,CH, zas:ly

reakcji N N
sililowania ém H 'l* ‘ll
25 90 % 80 % 70 % 65 % 30 % 0%
21 0% 10 % 15 % 30 % 50 % 90 %

Wyniki wykonanych eksperymentow wskazuja na zalezno$¢ ilo$ci powstawania
zwiazku 21 lub 25 od uzytej zasady. Wynika to z odmiennego charakteru zasadowego badz

kwasowego uzytej zasady heterocykliczne;:

wzrost kwasowosci

—

imidazol > N-metyloimidazol > 1,2,4-triazol > 1H-tetrazol > 5-etylotio-1H-tetrazol > chlorek

—

wzrost zasadowosci
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Na tej podstawie mozna sformutowata¢ wniosek, ze im bardziej zasadowy
jest zwiazek heterocykliczny, tym wigcej powstaje 3°,5’-O-izomeru 25, a mnigj

2°,3’-0O-izomeru 21.

3. Badanie wplywu rozpuszczalnika i aminy alifatycznej na reakcje sililowania urydyny

zwigzkiem DSiCl, (11)

Uzyskane wyniki z przeprowadzonych doswiadczen spowodowaty, ze zdecydowatam
si¢ takze sprawdzi¢, czy rodzaj rozpuszczalnika 1 obecnos¢ trietyloaminy w Srodowisku
reakcji, wptywa na reakcje sililowania urydyny za pomoca DSiCl, (11). Do rozpuszczalnikow

wykorzystanych w eksperymentach naleza:

» DMF, pirydyna, THF, MeCN oraz mieszaniny réwnoobjetosciowe: DMF-THF,
DMF-MeCN, pirydyna-THF, pirydyna-MeCN.

W pierwszym kroku przetestowalam wpltyw rozpuszczalnika na otrzymywanie
2’,3’-0O-1izomeru 21. Wszystkie eksperymenty wykonatam wykorzystujac w reakcjach
sililowania urydyng. Eksperyment polegal na dodaniu do roztworu rybonukleozydu
w odpowiednim rozpuszczalniku, rozcienczonego reagenta sililowego DSiCl, (11)

(Wykres 1).

I IE = = == . 2',3'-0-izomer 21

Wykres 1. Wydajnos¢ poszczegolnych reakcji otrzymywania 2°,3’-O-izomeru 21.

Z uzyskanych rezultatdow wynika, ze reakcje prowadzone w samym THF i MeCN nie

zachodza, z kolei w samym DMF 1 pirydynie produkt 21 powstaje z wydajnoscia ok. 90 %.
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Zastosowanie mieszanin DMF lub pirydyny z THF lub MeCN umozliwia otrzymanie
produktu 21, ale z wydajno$cia mniejsza niz w przypadku czystych rozpuszczalnikéw DMF
czy pirydyny. Sposréd badanych mieszanin rozpuszczalnikéw najwigksza wydajnos¢
produktu 21 (85 %) uzyskatam w mieszninie DMF-MeCN.

Roézne wydajnosci procesoOw $wiadcza jednoznacznie, ze rodzaj zastosowanego
rozpuszczalnika ma wptyw na ilo$¢ otrzymywanego zwiazku 21 w danej syntezie.

W kolejnym etapie badan sprawdzilam, jak rozpuszczalnik wplywa na wydajnosé
powstawania 3’,5’-O-izomeru 25. Eksperymenty wykonatam w dwoch seriach. W pierwsze;j
nie stosowatam dodatku trietyloaminy, w odroznieniu od serii drugiej. Wszystkie reakcje
prowadzilam z wykorzystaniem urydyny, imidazolu i DSiCl, (11). Po rozpuszczeniu
imidazolu w danym rozpuszczalniku, dodawatam odpowiednia ilo$¢ zwiazku 11. W serii
drugiej, dodanie roztworu urydyny w odpowiednim rozpuszczalniku do wczedniej
przygotowanej mieszaniny DSiCl, (11) 1 imidazolu, bylo poprzedzone wprowadzeniem

trietylominy (Wykres 2).

m2'3'-0-izomer 21

m 3'.5'-0-izomer 25

Wykres 2. Wydajnos¢ produktow 21 i 25 uzyskanych w wyniku pierwszej serii reakcji sililowania

urydyny za pomoca DSiCl,, bez dodatku Et;N.

W przypadku zastosowania THF, pirydyny lub ich mieszaniny z wysoka wydajnoscia
powstawat tylko jeden produkt - 2°,3’-O-izomer 21. Natomiast w kazdym innym przypadku
otrzymalam mieszaning zwiazkow 21 i 25.

Zupelie inne wyniki z reakcji sililowania urydyny zwiazkiem 11 otrzymatam

w drugiej serii eksperymentow (Wykres 3).
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m2'3'-0O-izomer 21

m3',5'-0O-izomer 25

Wykres 3. Wydajno$¢ produktow 21 i 25 powstatych w drugiej serii reakcji sililowania urydyny za
pomoca DSiCl,, w obecnosci Et;N.

Z Wykresu 3 wynika, ze obecno$¢ trietyloaminy sprzyja powstawaniu pochodnej
3°,5’-O-sililowej urydyny 25. Sposrod badanych uktadoéw rozpuszczalnikdéw najwigksza ilos¢
produktu 25 (90 %) otrzymatam w mieszaninie THF z DMF i THF z pirydyna.

W celu zobrazowania réznic pomig¢dzy pierwsza a druga serig reakcji, wyniki

obydwaoch serii otrzymywania zwiazkow 21 1 25 zestawilam na Wykresie 4.
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m2'3'-O-izomer 21 - seria 1
m3',5'-0O-izomer 25 - seria 1

m2'3'-0-izomer 21 - seria 2

m3',5'-0O-izomer 25 - seria 2
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Wykres 4. Zestawienie wynikow z pierwszej i drugiej serii reakcji sililowania urydyny za pomoca

DSiCl,.

Zastosowanie odmiennych rozpuszczalnikow w reakcjach otrzymywania 2°,3’-O-

izomeru 21 lub 3°,5’-O-izomeru 25 powoduje uzyskanie w kazdym przypadku innego efektu
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koncowego. Zachowanie takie jest dowodem potwierdzajacym zalozenie, ze charakter
rozpuszczalnika wpltywa na przebieg poszczegdlnych reakcji sililowania urydyny
DSiCl, (11).

Na podstawie wykonanych eksperymentow zauwazylam takze wplyw obecnosci
imidazolu na ilo$¢ powstajacego 2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny (21),
porownujac reakcje jego otrzymywania w réznych rozpuszczalnikach, z dodatkiem imidazolu

(seria 1) 1 bez jego obecnosci (Wykres 5).

100
920
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10

2',3'-O-izomer 21

m2',3'-0-izomer 21 - seria 1

Wykres 5. Wydajnos¢ 2°,3°-O-izomeru 21,powstalego w reakcjach sililowania urydyny DSiCl, (11):

seria 1 - reakcje sililowania w obecnosci imidazolu.

Z danych zamieszczonych na Wykresie 5 wynika, ze wigksze roznice w ilosci
otrzymywanego produktu 21 obserwowalam w reakcjach sililowania urydyny zwiazkiem 11
w obecnosci imidazolu, niz w reakcjach bez jego udzialu. Na podstawie uzyskanych wynikow
z wszystkich przeprowadzonych eksperymentéw wywnioskowatam, ze zastosowanie
pirydyny, stabej zasady (pK,=5,21), jako srodowiska reakcji, sprzyja powstawaniu pochodne;j
2°,3’-O-sililowej urydyny (U>DSi). Dodatek do reakcji imidazolu (pK,=7,05), ktory jest
okoto 100-krotnie silniejsza zasada od pirydyny, utatwia powstawanie pochodnej 3’,5’-O-
sililowej urydyny (DSi<U). Duza selektywno$¢ reakcji w kierunku otrzymywania 3°,5°-O-
izomeru 25 zaobserwowalam, gdy do mieszaniny reakcyjnej z imidazolem dodatam

silniejszej od niego zasady, trietyloaminy (pK,=10,75).
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Wykorzystanie nowego bifunkcyjnego reagenta sililowego 11 w reakcjach zabezpieczania
grup hydroksylowych w urydynie, umozliwia poprzez zastosowanie odpowiednich warunkow
syntezy, selektywne otrzymywanie zwiazkow 21 1 25. Warunki zasadowe reakcji sprzyjaja
powstawaniu DSi<U (25), natomiast kwasowe warunki reakcji sprzyjaja powstawaniu
pochodnej U>DSi (21). Zastanawialam sig, jaka jest wlasciwie reaktywnos¢ DSiCl, (11)
i skad wynika jego zdolno$¢ do selektywnego tworzenia zwiazkow 21 i1 257 W jaki sposob
nastgpuje jego wprowadzanie do rybonukleozydow? Czy zachodzi to w sposob bezposredni,

czy tez produkty powstaja poprzez jakis zwiazek posredni?

4. Badanie mechanizmu powstawania pochodnych sililowych urydyny 21 i 25

Wszystkie dotychczas stosowane bifunkcyjne reagenty sililowe wykazuja duza
reaktywno$¢ wzgledem pierwszorzedowej grupy 5’-hydroksylowej reszty rybozy. Ich
bezposrednia reakcja z drugorzegdowymi grupami hydroksylowymi zachodzi w niewielkim
stopniu lub nie jest obserwowana. Dochodzi do niej wtedy, kiedy zablokowana jest funkcja
5’-OH.

Poczatkowo sadzitam, Zze w momencie otrzymywania zwiazku 21 reakcja DSiCl, (11)
z urydyna nastgpuje w pierwszej kolejnosci do drugorzedowej grupy hydroksylowe;.
Reaktywnos$¢ funkcji 2’- 1 3’-hydroksylowych jest bardzo podobna. Takie zachowanie
thumaczytam wtedy inna reaktywno$cia nowego bifunkcyjnego reagenta sililowego 11, niz
TIPDSiCl,.

Zmiana atomu chloru w DSiCl, (11) na atom azotu 1 wygenerowanie pochodnej

imidazolowej 24, umozliwito wowczas otrzymanie pochodnej DSi<U (25) (Schemat 66).

N o \( s N, . NN
0 YY /SN 0 - >N o - —
N \ Si—SiTN _ D >\| - 7/9!\
)\)\ OH OH _rs'\;, OH OH b i~0e on

Schemat 66. Mechanizm reakcji zwiazku 24 z urydyna.

Réznica elektroujemnosci pomigdzy atomami w wigzaniu Si-Cl wynosi 1,26,

natomiast w wiazaniu Si-N odpowiada wartosci 1,14. W zwiazku z tym, bardziej
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spolaryzowane jest wiazanie Si-Cl w zwiazku 11 niz Si-N w jego pochodnej 24, a wigc
wigzanie Si-Cl bgdzie szybciej rozrywane, ze wzgledu na wytworzone silniejsze centrum
elektrofilowego na atomie krzemu.

Postanowilam porowna¢ struktur¢ nowego bifunkcyjnego reagenta DSiCl, (11) ze
znanymi TIPDSiCl, i MDPSIiCl, (Rozdziat 11.5.2.1.). Skorzystalam z danych z Tabeli 6 i 7
zamieszczonych w Rozdziale I1.5.1.2. Ugrupowania réznia si¢ migdzy soba charakterem

podstawnikoéw umiejscowionych przy atomie krzemu (Schemat 67).

Si—O0 Si—C Si—Si
1.54 0.65 0
\J N |
—C y; —C | —\C
\ L : \ 7 \ 7
CI_ISI_O_SI\_ Cl—=Si—-C—-Si— Cl—lSi—Si—
—C —c I —-c O
/\ /\ /\
TIPDSICl, MDPSICl, DSiCl,

Schemat 67. Poréwnanie struktur bifunkcyjnych reagentow sililowych.

Na podstawie roznic elektroujemnosci pomigdzy atomem krzemu a zwigzanymi z nim
atomami w réznych bifunkcyjnych reagentach sililujacych (O, C, Si), sformulowatam
wstgpna hipotezg. Im bardziej elektroujemne sa atomy w sasiedztwie atomu krzemu, tym
wigeej energii potrzeba do rozerwania wigzania Si-Cl, poniewaz wiazanie to jest dodatkowo
,wzmacniane” przez obecno$¢ dodatkowego elektroujemnego atomu przy atomie krzemu.
W zwiazku z tym, reaktywno$¢ takiego bifunkcyjnego reagenta sililowego powinna byc¢
mniejsza.

Ponadto zostata policzona, przez Pana prof. Michala Sobkowskiego, za pomoca
programu HyperChem 7.0, geometria ab initio zwiazkéw przedstawionych na Schemacie 67.
Obliczen dokonano z wykorzystaniem algorytmu ,,Steepest descent” i najwyzszego poziomu
dokladnosci 6-31G**. Otrzymano roézne dlugosci wigzan Si-Cl, dla poszczegdlnych
reagentow sililowych (Tabela 14).

Tabela 14. Warto$¢ dtugosci wiazan Si-Cl bifunkcyjnych reagentow sililujacych (Schemat 67).

Zwiazek TIPDSIiCl, MDPSICl, DSiCl,

Dlugosé wigzania [A] 2,0528 2,0772 2,0840
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Z danych zamieszczonych w Tabeli 14 wynika, ze najdluzsze wiazanie Si-Cl jest
w DSiCl,, a najkrotsze jest w TIPDSiCl,. Im dluzsze wiazanie, tym tatwiej je rozerwac, co
wskazywaloby na to, ze reagent TIPDSiCl; jest zwiazkiem mniej reaktywnym niz DSiCl,.

Przeprowadzone eksperymenty, majace na celu wyjasnienie zdolnosci nowego
bifunkcyjnego reagenta 11 do tworzenia izomeréw U>DSi (21) i DSi<U (25), nie
potwierdzity postawionej hipotezy. W reakcjach sililowania wazng rol¢ odgrywa nie tylko
budowa reagenta sililujacego, ale rowniez rzedowos$¢ grup hydroksylowych obecnych w
zwiazku, ktory jest poddawany reakcji sililowania. W przypadku reakcji TIPDSiCl, z urydyna
otrzymuje si¢ selektywnie 3°,5’-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)urydyne, w ktorej 1°
grupa -OH 1 jedna z dwoch 2° grup -OH zostaje zablokowana [94-96]. Natomiast w
momencie kiedy sililowaniu TIPDSiCl, poddamy rybonukleozyd, w ktérym wolne sa tylko 2°
grupy -OH, otrzymujemy selektywnie izomer 2°,3, [131]. Z kolei w przypadku sililowania
urydyny DSiCl,, pomimo obecnos$ci w niej jednej 1° grupy -OH idwoch 2° grup -OH,
otrzymywatam selektywnie albo 3°,5°-O-izomer 25 albo 2°,3’-O-izomer 21 (Schemat 68).
Byto to dla mnie wielka zagadka.
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Schemat 68. Reakcje sililowania rybonukleozydéw z grupami hydroksylowymi o réznej rzgdowosci.
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Caly czas pojawialo si¢ tez pytanie: z czego wynika selektywno$¢ powstawania
izomeréw 21 i 25 i jak ja mozna wytlumaczy¢? Zastanawialam si¢ czy w kazdej reakcji
sililowania rybonukleozydéw DSiCl, powstaje najpierw 3°,5’-O-izomer 25, ktory nastgpnie
ulega przeksztalceniu do 2’°,3°-O-izomeru 21? Chciatam wyjasni¢ na drodze eksperymentalne;j
czy U>DSi (21), jedyny produkt reakcji, powstaje wylacznie na drodze izomeryzacji, czy
wylacznie na drodze bezposredniego sililowania, czy tez mamy do czynienia z obydwoma
tymi procesami rownoczesnie?

Poszukujac odpowiedzi na pytania postanowilam wykona¢ seri¢ doswiadczen, aby
stwierdzi¢ czy na przebieg poszczegodlnych reakcji sililowania urydyny zwiazkiem 11, nie
wplywa generowany w Srodowisku reakcji chlorowodorek aminy, a konkretnie pirydyny,
imidazolu i trietyloaminy. Prace badawcze rozpoczgtam od doswiadczen, w ktorych
wykorzystalam roznomolowe ilosci chlorowodorku pirydyny w stosunku do 3°,5’-O-
(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny (25).

Eksperymenty, w pierwszej kolejnosci, opieraly si¢ na otrzymaniu chlorowodorku
pirydyny, ktéry rozpuscitam w pirydynie, bedacej rozpuszczalnikiem reakcji i nastgpnie
dodatam roztwoér zwiazku 25 w pirydynie. Za pomoca analizy TLC badatam postgp reakcji po
I, 2, 3124 h. W przypadku uzycia w reakcji 4 ekw. nadmiaru chlorowodorku pirydyny
wzgledem 1 ekw. zwiazku 25, po 1 h zaobserwowalam na ptytce TLC obecnosé
w mieszaninie reakcyjnej zamiast jednej plamy dwoch, w stosunku ok. 1:1. Po wyizolowaniu
poszczegolnych plam i ich analizie NMR, okazalo sig, ze plamy te odpowiadaja 3°,5’-O-
izomerowi 25 1 2°,3’-O-izomerowi 21. Postanowitam okresli¢ szybkos$¢ reakeji izomeryzacji
zwiazku 25 do 21, poniewaz to powinno utatwi¢ zrozumienie proceséOw zachodzacych
podczas syntezy. W tym celu poréwnalam warunki syntezy z warunkami, w ktorych
prowadzitam reakcj¢ izomeryzacji.

Reakcj¢ izomeryzacji, w przeciwienstwie do syntezy, wykonalam w duzym
rozcienczeniu, aby latwiej obserwowa¢ zmiany. Do obliczen wykorzystalam stezenia
substratu nukleozydowego 1 chlorowodorku pirydyny. Obliczytam ile razy ich stezenia sa
wigksze w reakcji syntezy, w poroOwnaniu z reakcja izomeryzacji. Stgzenie substratu
nukleozydowego w warunkach syntezy jest okoto 12-krotnie wigksze, natomiast st¢zenie

chlorowodorku pirydyny jest w przyblizeniu 8-krotnie wigksze.

250 uM /20 uM = 12,5
650 uM / 85 uM = 8
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W zwiazku z tym, mozna obliczy¢, ze czas pottrwania przeksztalcenia izomeru 3°,5° (25)
w izomer 2°,3’ (21) w warunkach syntezy jest krotszy okoto 12,5-8 = 100 razy i wynosi 0,6
minuty. Warto$¢ ta zostala wyliczona biorac pod uwage czas poéitrwania zwiazku 25 w reakcji

izomeryzacji - 60 minut (Tabela 15).

Tabela 15.Warunki reakcji syntezy i izomeryzacji prowadzonych w obecnosci Py'HCI.

Reakcja Czas reakcji Stezenie substratu | Stezenie Py-HCI ti
[h] rybonukleozydowego [min]

Izomeryzacja 24 20 uM 85 uM 60

Synteza 1 250 uM 650 uM 0,6

Na podstawie tych informacji mozna obliczy¢, Zze czas pelnego przeksztalcenia
3°,5’-0O-1zomeru 25 do 2’,3’-O-izomeru 21, wymagajacy 6-7 okresow pottrwania, wynosi
okoto 4,5 minuty. Czas potrzebny na catkowita reakcj¢ izomeryzacji zwiazku 25 do 21,
zachodzaca podczas reakcji syntezy, jest zatem zdecydowanie krotszy, niz czas calej
procedury syntezy.

Wykonatam taki sam eksperyment, ale z zastosowaniem 4 ekw. nadmiaru
chlorowodorku imidazolu wzgledem 1 ekw. zwiazku 25. Zauwazylam, ze rowniez dochodzi
do izomeryzacji pomimo, ze chlorowodorek imidazolu jest ok. 100 razy stabszym kwasem niz
chlorowodorek pirydyny. Izomeryzacja zachodzi wolniej, gdyz dopiero po 3 h
zaobserwowatam na ptytce TLC dwie plamy, w stosunku ok. 1:1. Do ustalenia szybkosci
reakcji izomeryzacji zwigzku 25 w obecnosci chlorowodorku imidazolu, wykorzystatam takie
same st¢zenia reagentow, jak w pierwszym eksperymencie. Tym razem czas poéltrwania
izomeru 3°,5° (25) ulegajacego izomeryzacji w warunkach syntezy, wynosi 1,8 minuty

(180 minut / 100) (Tabela 16).

Tabela 16. Warunki syntezy i izomeryzacji prowadzonych w obecnosci Im-HCI.

Reakcja Czas reakcji Stezenie substratu Stezenie tiz
[h] rybonukleozydowego Im-HC1 [min]

Izomeryzacja 24 20 uM 85 uM 180
Synteza 1 250 uM 650 uM 1,8
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze catkowity czas potrzebny do przeksztatcenia 3°,5°-O-
izomeru 25 do 2°,3’-O-izomeru 21 wynosi w tych warunkach okoto 13 minut. Jest to czas 4
razy krotszy niz czas catej procedury syntezy.

Kolejna seri¢ eksperymentéw wykonalam z zastosowaniem 4 ekw. chlorowodorku
trietyloaminy wzgledem 1 ekw. zwiazku 25. Jednakze w tym przypadku badajac postep
procesu za pomoca analizy TLC, nie zauwazytlam zadnych zmian. Substrat 25 nie ulegat
izomeryzacji do 21, nawet po 24 h, zgodnie z oczekiwaniami.

We wszystkich doswiadczeniach wykonanych w pirydynie w obecnos$ci réznych soli
chlorowodorku aminy, zaobserwowalam tworzenie si¢ w pierwsze] kolejnosci 3°,5°-O-
izomeru 25. To, z jaka szybkos$cia zwiazek 25 ulega przeksztatceniu do zwiazku 21, zalezy od

zastosowanych warunkow reakcji (Tabela 17).

Tabela 17. Zestawienie obliczonych wartosci otrzymanych z reakcji izomeryzacji zwiazku 25 do 21,

w réznych warunkach syntezy.

Warunki syntezy sililowania Czas péltrwania zwigzku 25 Calkowity czas izomeryzacji
urydyny DSCI, (11) [min] zwiazku 25 do 21[min]
Py-HCI 0,6 4,5
Im-HCI 1,8 13
Et;N-HCl 0 0

Sililowanie urydyny DSiCl, (11) w obecnos$ci chlorowodorku pirydyny prowadzi do
otrzymania produktu 21, w wyniku procesu izomeryzacji zwiazku 25, zachodzacego
catkowicie w warunkach syntezy w ciagu 4,5 minuty. Natomiast w warunkach reakcji
z imidazolem, proces izomeryzacji przebiega 3 razy wolniej niz w samej pirydynie. Z kolei
w reakcjach z imidazolem i trietyloaming, proces ten nie zachodzi.

Doskonatym odzwierciedleniem tych do$wiadczen jest pierwsza reakcja sililowania
urydyny DSiCl, (11), w ktorej reagenta sililujacego dodawatam stopniowo (Rozdziat I1.1.3.).
Wraz ze wzrostem w mieszaninie reakcyjnej ilosci DSiCl, (11) wzrastala rowniez i1los¢
chlorowodorku pirydyny, ktory byl czynnikiem inicjujacym proces przeksztatcania sig
3°,5’-0-izomeru 25 do 2°,3’-O-izomeru 21. Dzigki tym eksperymentom zrozumiatam réznice
obserwowane na plytkach TLC i to, dlaczego w efekcie koncowym zamiast dwoch produktow
otrzymatam tylko jeden.

Drugim przyktadem potwierdzajacym proces izomeryzacji jest reakcja, w ktorej

zastosowatam oprdocz zwiazku 11 i urydyny, 1,5 ekw. imidazolu. W rezultacie otrzymatam
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dwa produkty w postaci zwiazkéow 21 i 25 (Rozdziat 11.1.5.). Dodatek do mieszaniny
z imidazolem trietyloaminy spowodowal, ze powstata tylko pochodna DSi<U (25).

Whnioski wynikajace ze wstepnej hipotezy roboczej, obliczenia dotyczace diugosci
wiagzan Si-Cl w poszczegolnych bifunkcyjnych reagentach sililowych, a takze wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw dotyczacych izomeryzacji, przyczynity si¢ do tego, ze
zrozumiatam wiele niejasnych dla mnie kwestii i dzigki temu znalazlam odpowiedzi na
pojawiajace si¢ pytania.

Selektywno$¢ otrzymywania poszczegolnych produktow 21 i 25 wynika z procesu
izomeryzacji, ktérego nie obserwowano w reakcjach z TIPDSiCl,. Najprawdopodobniej jest
to uwarunkowane inna dlugoscia wigzan Si-Cl w DSiCl, 1 TIPDSIiCl,, ktorych wartosci
zostaty zamieszczone w Tabeli 14. Wigzanie Si-Cl w TIPDSICl, jest kréotsze niz w DSiCl,. Im
krotsze wiazanie, tym bardziej trwalsze, tym wigcej nalezy dostarczy¢ energii, aby je
rozerwac. Przypuszczalnie dtugos¢ wiazania Si-Cl w reagencie sililujacym TIPDSiCl, bedzie
odpowiada¢ dlugosci wiazania Si-O, powstalego w wyniku reakcji sililowania nukleozydu.
Zatem wiazanie Si-O bedzie réwniez trudniej rozerwaé, kiedy atom tlenu bedzie ulegat
reakcjom protonacji. To wskazywatoby, dlaczego nie obserwujemy procesu izomeryzacji
w reakcjach sililowania rybonukleozydow za pomoca TIPDSiCl,, w przeciwienstwie do
reakcji z DSiCl, (Schemat 69). Mozna spodziewac si¢ na tej podstawie, ze dtugos¢ wiazania

Si-O w pochodnych DSi jest wigksza niz w pochodnych TIPDSi.

7/*'_ 7/*'_ "

Si-Cl = 12,0840 A I I Si-Cl1=2,0528 A
ClI—Si—Si—Cl Cl—Si__Si—Cl
DSiCl, TIPDSICl,

Schemat 69. Pordwnanie dtugosci wiazan w DSiCl, i TIPDSiCl,.
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Uzyskane wyniki, pozwolity zrozumie¢ mi skad wynika selektywnos$¢ otrzymywania
zwiazkow 21 1 25. Przekonalam sig, ze bez wzgledu na to, czy DSi wystepuje jako pochodna
chlorkowa 11, czy imidazolowa 24 to w reakcji z urydyna, w pierwszej kolejnosci reaguje
z grupa hydroksylowa w pozycji 5°.

Opisane do$wiadczenia potwierdzily réwniez fakt, ze duza reaktywnos¢ DSiCl, (11)
jest przyczyna tego, ze w $rodowisku pirydyny wobec kwasu jakim jest chlorowodorek
pirydyny, 3°,5’-O-izomer 25 ulega bardzo szybkiej izomeryzacji do 2°,3’-O-izomeru 21.
W zwiazku z tym tworzacy si¢ jako pierwszy izomer 25 jest produktem kinetycznym, a drugi

izomer, 21, jest produktem termodynamicznym (Schemat 70).

HO N (o]
N (6]
| HCI 0 o HO
PyH'CI pirydyna o
< / pirydyna O0—H PyH'CI

—~( 9 -
. YS’\J 0 SEYRCY,
Y}— g\j\ \ P )\:<\/C|

25 21

Schemat 70. Mechanizm izomeryzacji zwiazku 25 do 21 w obecnosci chlorowodorku pirydyny.

5. Reakcje otrzymywania 1,2-dibromo-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu - DSiBr;

Po otrzymaniu pochodnej DSiCl, (11) i sprawdzeniu jej reaktywno$ci wzglgedem
rybonukleozydow postanowitam zsyntetyzowa¢ 1,2-dibromo-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan
(27). Chciatam okresli¢, czy DSiBr, (27) w reakcjach z rybonukleozydami bedzie
zachowywal si¢ tak samo jak reagent 11. Zwiazek 27 otrzymatam wychodzac z 1,2-diwodoro-
1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu ~ (DSiH;).  Poczatkowo w  reakcjach  bromowania
wykorzystywatam 3 % roztwor Br, w THF lub sam Br,. Do przygotowanej mieszaniny DSiH,
(20) 1 trietyloaminy w THF dodawatam odpowiednia ilo$§¢ bromu. Kazda z tych reakcji jest
egzotermiczna, dlatego byla prowadzona w niskich temperaturach (-40 -0 °C). Pomimo
zaobserwowanych wizualnych zmian (powstawanie osadu bromowodorku trietyloaminy,
zmiana barwy roztworu), nie otrzymatam produktu 27.

W celu przeksztatcenia wodorosilanéw do ich pochodnych halogenowych powszechne
zastosowanie znalazly rézne katalizatory. Sommer i jego wspotpracownicy w reakcji

pomigdzy trialkilosilanem a chlorkiem alkilowym, po raz pierwszy zastosowali jako
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katalizator jodek glinu(Ill) [132]. Nastepnie wiele reakcji redukcyjnego dehalogenowania
chlorkow alkilowych prowadzonych bylo w obecnosci katalitycznych ilosci chlorku glinu(III)
[133]. Obecnie jednym 2z najpowszechniej stosowanych katalizatorow w reakcjach
halogenowania wodorkow sililowych jest PACl,. Halogenowanie to najczesciej prowadzi sig
z wykorzystaniem czterochlorku wegla [134], jodkéw alkilowych [135] i dibromometanu [99]
jako zrédet halogendw.

Zastosowanie katalizatora PdCl, w reakcjach przeksztalcen wodorkow sililowych
wich halogenki, umozliwialo uzyskanie odpowiednich produktéw =z wysokimi
wydajnosciami, w tagodnych warunkach reakcji. Kolejne proby otrzymania DSiBr, (27)
wykonalam z uzyciem reakcji katalitycznych.

Opierajac si¢ na doswiadczeniach opisanych w pracach Chatgilialoglu’a 1 jego
wspotpracownikow [99,136,137], opracowatam skuteczna metode powstawania zwiazku 27.
Eksperyment polegal na umieszczeniu w jednym naczyniu reakcyjnym 1 ekw. DSiH; (20),
4,5 mol% chlorku palladu(Il) i 1 mL dibromometanu. Nast¢pnie grzaniu w tazni olejowe;j
w temperaturze 60-70 °C przez 8 h. W mieszaninie reakcyjnej pojawit si¢ czarny osad

pochodzacy od Pd(0), a roztwor przyjat barwe zottego (Schemat 71).

H—Si—Si—H —> Br—Si———Si—Br

20 27

Schemat 71. Synteza DSiBr, (27).

Reakcje kontrolowatam za pomoca *’Si-NMR i zakonczytam, gdy na widmie pojawit
si¢ jeden sygnat przy wartosci 39,89 ppm pochodzacy od atomu Si w DSiBr,. Analiza widm
*Si-NMR probek pobieranych w trakcie reakcji bromowania pozwolita mi przepisa¢ sygnaty
pochodzace od substratu 1 produktow posrednich: substrat 20 (-14,27 ppm); produkt
przejsciowy, w ktorym stwierdzono obecnos¢ wiazania Si-Cl 1 Si-Br (32,12 ppm). W zwiazku
11 przesunigcie chemiczne atomu Si wynosi 21,96 ppm.

Kolejnym etapem moich badan bylo okreslenie reaktywnosci sililowej pochodnej

bromowej 27 wobec rybonukleozydow.
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5.1. Reakcje 1,2-dibromo-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu (DSiBr;) z urydyna

Po doktadnym zanalizowaniu i1 potwierdzeniu struktury powstalego DSiBr, (27),
poddatam go reakcji z urydyna, pomijajac etap jego oczyszczania. W pierwszej kolejnosci do
mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 1,2-dibromo-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan dodatam
pirydyng, a nastgpnie rybonukleozyd rozpuszczony w tym samym rozpuszczalniku. Reakcje
zakonczytam po 1 h, gdyz na podstawie analizy TLC widoczne bylo catkowite
przereagowanie substratow. Po wyizolowaniu produktu gtownego i1 jego doktadnej analizie,
okazalo sig, ze produktem tym jest 2°,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21).
3°,5’-O-1izomer 25 otrzymatlam poprzez =zastapienie podstawnikow bromowych -

imidazolowymi (Schemat 72).

(.) HO N/ko ) s/O o
i (ii i
1_34 T A\
)\ Py OH OH \]/>—

21 6 25

Schemat 72. Reakcje otrzymywania zwiazkow 21 i 25 z wykorzystaniem DSiBr, (27): (i) DSiBr,
(1,3 ekw.), pirydyna, temp. pok., 1 h; (ii) DSiBr;, (1,3 ekw.), imidazol (3 ekw.), Et:N
(6 ekw.), THF, pirydyna, temp. pok., 3 h.

W analogiczny sposob jak bromowa pochodna sililowa 27 mozna otrzymac¢ pochodne
chlorkowe i jodkowe, poprzez zastosowanie odpowiedniego zrddta halogenku [99,137].

Na podstawie wynikoéw reakcji sililowania urydyny DSiBr, (27) stwierdzilam, ze
zmiana podstawnikéw chlorkowych na bromkowe, nie wywotuje zadnej istotnej zmiany
w reakcjach sililowania 1 nadal towarzyszy im proces izomeryzacji. Zachodzi on zaréwno

w reakcjach sililowania urydyny zwiazkiem 11, jak i 27.
6. Reakcje sililowania rybonukleozydéw z wykorzystaniem katalizatorow
Katalizatory znalazty zastosowanie nie tylko w reakcjach halogenowania wodorkow

krzemoorganicznych, ale rowniez w reakcjach sililowania alkoholi. Do przedstawicieli

pierwszej grupy zaliczamy AlICls, PdCl,, ktore zostaly juz omowione.
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Reprezentantami  katalizatorow  stosowanych ~w  sililowaniu  alkoholi  sa
tris(trifluorometanosulfonian) skandu - Sc(OTf); i tris(pentafluorofenylo)boran - B(CgFs)3
[138,139]. Otrzymywanie eteréw sililowych wymaga uzycia do reakcji zwiazkow
allilosililowych w przypadku zastosowania Sc(OTf);, a wodorosilanow dla B(CgFs)s

(Schemat 73).

B(CgFs)3
R—OH + R'Si—H —_— R—OSIiR'; + H,

Schemat 73. Ogo6lny przyktad sililowania alkoholu z wykorzystaniem B(CgFs); i R’;Si-H.

Wykorzystanie innych pochodnych sililowych, niz halogenki umozliwia przebieg
syntezy bez wytworzenia trudnej do usunigcia soli chlorowodorku aminy. Upraszcza to
znacznie procedurg wytworzenia eteru sililowego o etap ekstrakcji, saczenia i suszenia.
Reakcje zachodza z wydajnosciami ok. 80 %. Jedynymi produktami ubocznymi sa zwiazki
lotne, np. wodor, propen, ktéore w latwy sposéb mozna usunaé ze Srodowiska reakcji
[138,139].

Przeprowadzilam reakcje sililowania urydyny z uzyciem Sc(OTf); 1 acetonitrylu, jako
rozpuszczalnika. Do przygotowanego roztworu urydyny w CH3;CN, dodatam 4 mol%
katalizatora Sc(OTf); 1 DSiH; (20). Proby prowadzitam w temperaturze pokojowej przez 72 h.
Okazato sig, ze reakcja nie zachodzi. To samo bylo w przypadku zastosowania innego

rozpuszczalnika 1 katalizatora PdCl, (Schemat 74).

o

f

- ¢

Schemat 74. Proby sililowania urydyny DSiH, (20), z uzyciem katalizatoréw.
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Wykorzystanie PdCl, i Sc(OTf); w reakcjach sililowania rybonukleozydéw nie
przyniosto oczekiwanych efektow. W zwiazku z tym, zakonczylam prace wytwarzania eterow

sililowych metodami katalitycznymi.

7. Zastosowanie jodu - I, w metodach otrzymywania 2°,3’-O-izomeru 21

i 3°,5°-0-izomeru 25

W dalszym ciagu jednak poszukiwatam prostego i wygodnego sposobu wprowadzania
DSiCl; (11) do rybonukleozydow. Znalezienie efektywnej procedury umozliwitoby uzyskanie
pozadanego 3’,5’-O-izomeru urydyny 25, w krotkim czasie 1 z wysoka wydajnoscia.
W reakcjach z bifunkcyjnymi reagentami sililowymi postanowitam wykorzysta¢ metode
opracowang przez Stawinskiego i jego wspolp., dla monofunkcyjnych zwiazkéw krzemu
[140].

Sposob polegat na umieszczeniu w naczyniu reakcyjnym oprdcz reagenta sililowego
i alkoholu, réwniez heterocyklicznej zasady i krysztaltkow jodu, ktoérych obecnos¢ byla
niezbgdna. Produkty otrzymywano w duzych iloSciach 1 w krotkim czasie.
W eksperymentach, w ktorych zastosowano tylko jeden z dwoch czynnikéw (albo
heterocykliczna zasade albo 1) nie obserwowano takich efektow jak w przypadku reakcji
z dwoma reagentami. Najskuteczniejszymi zasadami heterocyklicznymi okazala si¢ pirydyna
1 N-metyloimidazol (NMI) [140].

Wykonalam seri¢ eksperymentow, w ktorych wykorzystatam urydyne, reagent
sililowy  1,2-dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan ~ (11), zasady heterocykliczne -
N-metyloimidazol i pirydyng, DMF i1 THF jako rozpuszczalniki i ro6zne ilosci I, (1, 2, 3,
6 ekw.). Kolejno§¢ dodawania reagentow byta taka sama dla kazdego doswiadczenia. Do
mieszaniny urydyny, zasady i jodu w odpowiednim rozpuszczalniku dodawalam
bezposrednio lub w rozcienczeniu DSiCl, (11). Wszystkie reakcje byty prowadzone
w temperaturze pokojowej, w atmosferze argonu i z dodatkiem takiej samej ilosci sit
molekularnych typu 3 A firmy Merck, w celu zachowania warunkéw bezwodnych. Ilo$ci
urydyny, DSiCl, (11) i zasady byly state i wynosity odpowiednio 1 ekw. : 1,3 ekw. : 6 ekw.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam eksperymenty z zastosowaniem

N-metyloimidazolu (Tabela 18).
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Tabela 18. Wyniki reakcji sililowania urydyny DSiCl, (11), z wykorzystaniem NMI i I,.

Nr I Rozpuszczalnik t DSiCl, (11) Wydajnosci poszczegbélnych
[ekw] [mL] [min] produktoéw

1 - DMF (1) 30 rozcienczony 2°,3’-0-izomer 21 (60 %)
3°,5’-0-izomer 25 (25 %)
2 6 DMF (1) 30 rozcienczony pochodna rybozy (75 %)
3 2 DMF (2) 30 rozcienczony 3°,5’-O-izomer 25 (50 %)
2°,3’-0O-izomer 21 (40 %)
4 3 DMF (3) 60 rozcienczony pochodna rybozy (40 %)
3’,5’-O-1zomer 25 (35 %)
5 1 DMF (3) 15 rozcienczony 3°,5’-O-1zomer 25 (60 %)
27,3’-0-izomer 21 (35 %)
6 1 DMF (3) 15 stezony 3°,5’-O-1zomer 25 (81 %)
2°,3’-0-izomer 21 (18 %)
7 1 THF (3) 15 stgzony 3°,5’-O-1zomer 25 (76 %)
2’,3’-0-izomer 21 (7 %)

Zgodnie z danymi zamieszczonymi w Tabeli 18, w kazdej z prob uzyskalam inny
efekt koncowy.

Poréwnanie poszczegdlnych reakcji sililowania wskazuje, Zze mozna wydajnie,
otrzymac¢ 3’,5’-O-izomer 25, prowadzac reakcj¢ w obecnosci jodu.

Sposrod wszystkich metod z NMI, najlepszymi okazaty si¢ metody 6 i 7, poniewaz

w krétkim czasie, otrzymywatam najwigksze ilosci pozadanego produktu 25 (Schemat 75).

N

Cl—Si——Si—Cl

21,C1°

| N o N 0
HO N/J\O \/ o
o \r \
OH OH \I/Si—O OH
6 25

Schemat 75. Synteza 3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny z DSiCl, (11) w obecnosci
NMIi L.
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Dtugi czas reakcji i duza ilos¢ I, (3-6 ekw.), ktére zostalty zastosowane w metodzie 2
14, maja niekorzystny wptyw na efektywno$¢ reakcji sililowania, poniewaz prowadzity do
rozszczepienia wigzania N-glikozydowego. Produktem gléwnym, byla pochodna rybozy
zugrupowaniem tetraizopropylodisilano-1,2-diylowym (DSi) w  pozycjach  3°.5’.
Zmniejszenie ilosci jodu z 6 ekw. do 3 ekw., zwigkszenie ilosci DMF z 1 mL do 3 mL
spowodowato, ze powstal pozadany produkt 25, z wydajnoscia 35 %.

Poréwnujac metody 3 1 5 oraz 5 1 6 dosztam do wniosku, ze mozna skroci¢ czas
reakcji do 15 minut, a takze wyeliminowa¢ dodawanie reagenta sililowego 11
w rozcienczeniu. Czynniki te stanowily gldwna przyczyng powstawania w reakcjach 3 1 5,
mieszaniny zwiazkoéw 21 1 25, w poréwnywalnych ilo$ciach.

W kazdym przypadku pozostawata nieprzereagowana urydyna.

W kolejnej serii do§wiadczen zastosowatam pirydyng zamiast N-metyloimidazolu.
Zasadowos¢ NMI (pK,=6,97) znacznie rdzni si¢ od zasadowosci pirydyny (pK,=5,21).
W Rozdziale I11.2., opisatam wptyw charakteru zasad heterocyklicznych na przebieg reakcji
powstawania pochodnych U>DSi (21) i DSi<U (25). Zmiana zasady, miatla pomodc
odpowiedzie¢ na pytanie, czy roznica w zasadowo$ci amin odgrywa znaczaca rolg

w syntezach z jodem (Tabela 19)?

Tabela 19. Wyniki reakcji sililowania urydyny DSiCl, (11), z wykorzystaniem pirydyny i .

Nr L Rozpuszczalnik t DSiClL, (11) Wydajnosci poszczegdlnych
[ekw] [mL] [min] produktéw
1 - DMF (1) 30 rozcienczony 2°,3’-0O-izomer 21 (70 %)
3°,5’-0-izomer 25 (15 %)
2 6 DMF (1) 30 rozcienczony pochodna rybozy (52 %)
3 3 DMF (3) 60 rozcienczony pochodna rybozy (30 %),

3’,5’-O-1zomer 25 (25 %)
2°,37-0-1zomer 21 (19 %)

4 1 THF (3) 15 st¢zony 3°,5’-0O-izomer 25 (40%)
2’,3’-O-1zomer 21 (10 %)
45 stgzony 3’,5°-O-izomer 25 (65 %)

2’,3’-O-izomer 21 (17 %)

Wyniki z drugiej serii eksperymentow prowadza do podobnych wnioskow, jak wyniki z
pierwszej serii doswiadczen. Dhugi czas reakcji i duza ilos¢ I, (3-6 ekw.) wpltywaja

niekorzystnie na przebieg syntezy, rowniez prowadza do rozszczepienia wiazania
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N-glikozydowego, na co wskazuja metody 2 i 3 z Tabeli 19. Zastosowanie mniejszej ilosci
jodu i1 wigkszej ilo$ci rozpuszczalnika, prowadzi do otrzymania, oprocz cyklicznego zwiazku
rybozy z DSi w pozycjach 3°,5°, takze produktow 21 i 25.

Najlepsza metoda otrzymywania DSi<U (25) okazata si¢ metoda 4, poniewaz zwiazek
25 otrzymatam z wydajnoscia 40 % i 65 % (Schemat 76).

~N

Cl—Si Si—Cl

1 —_ @\i{ ?@[—@\@ + 201° ‘lz_ 21,019

pirydyna y, + l

0 > Si + o o0
Y \Si—O OH >‘4'_5l"<
OH OH \r>_ A

Schemat 76. Synteza zwiazkow 21 i 25 w obecnosci pirydyny i L.

Porénujac metody przedstawione w Tabelach 18 i 19, mozna zauwazy¢ wyrazne
réznice w wynikach uzyskanych z poszczegolnych reakcji obu serii. Zaznaczylam je réznymi
kolorami.

Analiza danych z Tabel 18 1 19, prowadzi do wniosku, ze r6zna zasadowos$¢ amin
heterocyklicznych uzytych w reakcjach sililowania rybonukleozydow, w obecnosci Iy,
wplywa na jako$¢ i wydajnos$¢ tych proceséw. Drugim czynnikiem oddzialywujacym na
efektywnos$¢ syntez, jest i1lo$¢ zastosowanego jodu. Jod wykazuje zdolno$¢ do tworzenia
polihalogenowych anionow (Schemat 75, 76), a wigc w jego obecnosci stezenie anionow
chlorkowych ulega zmniejszeniu poprzez tworzenie si¢ mniej nukleofilowego anionu I,CI'.
Zgodnie z rozumowaniem przedstawionym przez Stawinskiego i wspot., rOwniez w moim
przypadku, reaktywnym zwiazkiem w reakcjach sililowania jest najprawdopodobniej zwiazek
28 lub 29.

Podsumowujac, w kazdym z poréownanych przyktadow lepsze rezultaty
otrzymywatam dla reakcji, w ktorych zastosowatam N-metyloimidazol. Krotki czas reakcji,

atakze duza ilo$¢ rozpuszczalnika i dodawanie DSiCl, (11) bez rozcienczenia, sprzyjaja
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powstawaniu 3°,5’-O-izomerowi urydyny 25. Natomiast biorac pod uwage obecnos¢ jodu, to
im mniejsza jego ilos¢ w $rodowisku reakcji, tym wigcej powstaje pozadanego produktu 25,
bo w mniejszym stopniu zachodzi degradacja wigzania N-glikozydowego. Ponadto, czas
prowadzenia reakcji 1 kwasowo$¢ sprzezonej zasady decyduja o ostatecznej wydajnosci
trwalszego izomeru 2°,3’, powstajacego na drodze izomeryzacji produktu kinetycznego, czyli

izomeru 3°,5’.

8. Badanie stabilnosci pochodnych sililowych urydyny 21 i 25 w réznych warunkach

reakcji wprowadzania grup ochronnych w pozycje 2°- lub 5’-OH

Rybonukleozydy z chronionymi grupami funkcyjnymi w pozycjach 3°,5° lub 2°,3’
znalazly szerokie zastosowanie w chemii nukleozydéw, nukleotydéw 1 kwasow
nukleinowych. Wykorzystanie bifunkcyjnych zwiazkow sililowych do zabezpieczania
okreslonych, reaktywnych funkcji rybonukleozydow, umozliwia selektywne przeprowadzanie
reakcji chemicznych, na innych niezablokowanych centrach.

Opisujac w niniejszej rozprawie nie tylko metod¢ syntezy 1,2-dichloro-1,1,2,2-
tetraizopropylodisilanu (DSiCl,) jako nowego bifunkcyjnego reagenta sililowego, ale rowniez
sposoby otrzymywania zwiazkow 21 1 25, zbadatam roéwniez trwato$¢ tych zwiazkow,

w réznych warunkach.

8.1. Reakcje pochodnych sililowych urydyny 21 i 25 z chlorkiem fenoksyacetylu

Pierwszymi reakcjami, jakie wykonatam z wykorzystaniem U>DSi (21) i DSi<U (25)
byty reakcje acetylowania (Rozdziat I11.1.4., TI1.1.6.).

W kolejnym podejsciu przeprowadzitam reakcje zwiazkéw 21 i 25 z chlorkiem
fenoksyacetylowym.

Procedura zabezpieczania wolnych grup hydroksylowych grupa fenoksyacetylowa
2’,3’-0-izomeru 21 lub 3°,5’-O-izomeru 25, prowadzitam w bezwodnym toulenie z chlorkiem
fenoksyacetylu wobec pirydyny przez 3 h. W przypadku uzycia w syntezie izomeru U>DSi
(21), reakcje¢ zakonczytam po 1,5 h. Otrzymalam produkty z wydajnoscia okoto 80 %
(Schemat 77).
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Schemat 77. Reakcja otrzymywania 2’-O-fenoksyacetylo-3’,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-
diylo)urydyny (30) i 5’-O-fenoksyacetylo-2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-
diylo)urydyny (31): (i) PhOCH,C(O)CI (1,2 ekw.), pirydyna (2,5 ekw.), toluen,
temp. pok., 1,5-3 h.

Pozycje grupy fenoksyacetylowej okreslitam na podstawie analizy widm 'H-NMR
(Tabela 20). W Tabeli 20 kolorami zaznaczytam wartos$ci sygnatow, ktore ulegty przesunigciu

w wyniku podstawienia odpowiedniej grupy funkcyjnej, grupa fenoksyacetylowa.

Tabela 20. Zestawienie wybranych danych "H-NMR dla 2°,3’- i 3°,5’-O-DSi pochodnych urydyny (21
1 25) i produktow ich acylowania chlorkiem fenoksyacetylu (odpowiednio, 31 i 30).

Nr Przesunigcie chemiczne [ppm] i state sprz¢zenia, J [Hz]
zwiazku H-3 H-6 H-5 H-1° H-2 H-3 H-4’ H-5° H-5”
21 s, 8,46 | d,7,62 | dd,5,73 | d,5,68 t, 4,52 t,4,35 | m,4,15 | dd, 3,98 | dd, 3.81
J=8 J=4 J=8 J=4,4 J=4.8 =2 J=2,4
J=8 J=4,8 J=4,4 J=12 J=12
31 s, 9,64 d, 7,52 d, 5,67 d, 5,86 t, 4,31 q,4,14 | m 4,26 | m, 447 | m, 4,46
J=10 J=10 J=3,9 J=4,8 J=5,8
J=8,1
25 s,9,34 | d,7,25 | d,5,72 s, 5,48 d, 4,38 t, 4,51 m, 4,03 | q,4,16 | q,3,83
J=8 J=8 J=6 J=7 J=3,6 J=9,2
=72 =112 | J=11,2
30 s,9,67 | d,7,24 | d,5,74 | d,5,64 | dd, 5,61 | q,449 | m, 4,00 | q,4,15 | q,3,89
J=8 J=8 J=1,8 J=1,8 J=6,2 J=3,6 J=7,4
J=6,2 J=8,4 J=12 J=12
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8.2. Reakcje pochodnych sililowych urydyny 21 i 25 2z bromkiem

metoksykarbonylometylowym

W dotychczas przeprowadzonych reakcjach pochodnych sililowych urydyny 21 i 25
z bezwodnikiem octowym (Rozdziat II1.1.4., II1.1.6.) i chlorkiem fenoksyacetylowym
(Rozdziat I11.8.1.) zostaly zastosowane neutralne warunki procesow.

Postanowilam przetestowac stabilno$¢ ugrupowania sililowego w zwiazkach 21 1 25
poprzez zastosowanie w reakcjach, warunkow silnie zasadowych. Wykorzystalam do tego
celu procedur¢ wprowadzania grupy metoksykarbonylometylowej. Rybonukleozydy z tym
ugrupowaniem sg prekursorami pochodnych aminoetylowych i guanidynoetylowych, ktére sa
uzywane w interferencji RNA [141,142].

W reakcji  2°,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)yurydyny (21) 1 3°,5’-O-
(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny (25) z bromkiem metoksykarbonylometylowym
zastosowatam te same warunki. Zwiazek 25 1 odpowiednio 21 rozpuScitam w DMF,
schtodzitam do temperatury 0 'C, a nastepnie dodatam 1,1 ekw. NaH i w tej temperaturze
mieszatam przez 1 h. Po tym czasie dodalam 3 ekw. bromku metoksykarbonylometylowego.
Powstala mieszaning reakcyjna doprowadzitam do temperatury pokojowej, po czym
mieszatam ja jeszcze przez 2 h, Sledzac przebieg reakcji za pomoca analizy TLC. Po
calkowitym przereagowaniu substratow, reakcje zakonczylam, a powstale produkty
zanalizowalam przy wykorzystaniu analizy NMR. Na podstawie uzyskanych widm
okreslitam, Zze powstale zwiazki to N-metoksykarbonylometylo-3’,5’-O-(tetraizopropylo-1,2-
diylo)urydyna (32) i N-metoksykarbonylometylo-2’,3’-O-(tetraizopropylo-1,2-diylo)urydyna
(33) (Schemat 78).

Na widmach nie obserwowalam charakterystycznych zmian przesuni¢¢ sygnatow
pochodzacych od protonéw H-5,H-5" lub H-2’, tak jak to miato miejsce w poprzednich
reakcjach (Rozdziat 111.1.4., III.1.6., I11.8.1.). Odnotowatam natomiast zanik sygnatlu protonu
iminowego H-3 zasady heterocyklicznej. Poza tym ilo$¢ zidentyfikowanych na widmie
protonéw grupy metoksykarbonylometylowej, odpowiadala tylko jednemu takiemu
ugrupowaniu (Tabela 21).

W obu reakcjach pochodne N-metoksykarbonylometylowe 32 i 33 otrzymalam
z wydajnoscia okoto 80 %.
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Schemat 78. Reakcje powstawania zwiazkow 32 i 33: (i) NaH (2 ekw.), CH;0C(O)CH,Br (3 ekw.),
DMF, temp. 0 'C, 3 h.

Tabela 21. Zestawienie wybranych danych '"H-NMR dla 2°,3’- i 3°,5’-O-DSi pochodnych urydyny (21
i 25) i produktow  powstatych w  wyniku reakcji z  bromkiem
metoksykarbonylometylowym (odpowiednio, 33 i 32).

Nr Przesunigcie chemiczne [ppm] i state sprzgzenia, J [Hz]
zwiazku H-3 H-6 H-5 H-1° H-2’ H-3° H-4’ H-5° H-5”
21 s, 8,46 | d,7,62 | dd, 5,73 | d, 5,68 t, 4,52 t,4,35 | m,4,15 | dd,3,98 | dd, 3,81
J=8 J=4 J=8 J=4,4 J=4,8 J=2 J=2,4
J=8 J=4,8 J=4,4 J=12 J=12
33 - dd, 7,71 | 4,5,79 | d,5,75 t, 4,45 t,434 | m,4,14 | m, 3,99 | m, 3,81
J=2,6 J=8 J=4 J=4,2 J=5
J=8,1
25 s,9,34 | d,7,25 | d,5,72 s, 5,48 d, 4,38 t,4,51 | m,4,03 | q,4,16 | q,3,83
J=8 J=8 J=6 J=7 J=3,6 J=9,2
=72 =112 | J=11,2
32 - d, 7,26 | d4,5,79 | d,553 | d,433 | q, 446 | m, 4,06 | q,4,17 | q,3.83
J=8 J=8 J=1 J=6 J=6,3 J=3,7 J=8,7
J=7,5 =114 | J=114

Postanowilam jeszcze raz przeprowadzi¢ reakcje zwiazkéw 21 1 25 z bromkiem
metoksykarbonylometylowym, uzywajac 2 ekw. NaH. Przy zastosowaniu 2 ekw. nadmiaru
NaH oprécz zwiazkow 32 1 33, zaobserwowatam takze powstawanie produktéw ubocznych.
W przypadku reakcji ze zwiazkiem 25 byla to pochodna sililowa urydyny 25 z pierScieniem
disilanowym otwartym w pozycji 3’ (34) (ok. 10 %). Natomiast w reakcji z 21 powstawala

niewielka ilos¢ urydyny (6) (ok. 10 %, Schemat 78). W sytuacji, gdy do syntez
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wykorzystalam 2 ekw. NaH, 5 ekw. bromku metoksykarbonylometylowego, a jednoczesnie
temperature reakcji obnizytam ponizej 0 ‘C, otrzymatam mieszaning wielu zwiazkow.
W zZadnym z wykonanych doswiadczen, nie otrzymatam produktu z grupa

metoksykarbonylometylowa w pozycji 2°- lub 5’-hydroksylowej i z zachowana blokada DSi.

8.3. Reakcje pochodnych sililowych urydyny 21 i 25 z jodkiem metylu

Innym typem reakcji, w warunkach ktoérej sprawdzitam stabilno$¢ zwiazkéw 21 i 25
byly reakcje metylowania z uzyciem jodku metylu. Celem eksperymentow byto pozyskanie
2’-O-metylowanych  rybonukleozydow, stanowiacych atrakcyjna klas¢ analogow,
powszechnie wykorzystywanych w m.in. strategii antysensowych oligonukleotydow.

Przeprowadzitam proby na dwa sposoby.

Pierwsza metoda polegata na rozpuszczeniu substratu nukleozydowego, 2’°,3’-O-
izomeru 21 lub 3’°,5°-O-izomeru 25, w DMF i ochlodzeniu roztworu do temperatury 0 C,
a nastgpnie dodaniu 1,1 ekw. NaH. Calo$¢ mieszatam przez 50 minut, utrzymujac temperaturg
0 ‘C. Po tym czasie dodatam CH;l. Po 30 minutach reakcje zakonczytam z uwagi na
catkowite przereagowanie substratow. Wyizolowane produkty poddatam analizie NMR.
Powstate  produkty zidentyfikowatam jako  N-metylo-3’,5’-O-(tetraizopropylo-1,2-
diylo)urydyne (35) i N-metylo-2’,3’-O-(tetraizopropylo-1,2-diylo)urydyng (36) (Schemat 79).

N 0 N
4</( ) ;0:1 (@) _{/ g ;0;
\r\l/\si—() OH \rw/\h—o OH
>7 25 35

21 36
Schemat 79. Reakcje powstawania N-metylowanych pochodnych 351 36: (i) NaH (1,1 ekw.), CH;l
(3 ekw.), DMF, temp. 0 °C, 80 minut.
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Sytuacja jest identyczna jak dla wczesniej opisanych préb wprowadzenia grupy
metoksykarbonylometylowej (Rozdziat I11.8.2.). Brak na widmach sygnatu od protonu grupy
iminowej 1 brak jakichkolwiek zmian w potozeniu sygnatéw, odpowiadajacych protonom
pierscienia rybofuranozowego. Liczba protondw grupy metylowej wskazuje na obecno$c

tylko jednego tego typu ugrupowania (Tabela 22).

Tabela 22. Zestawienie wybranych danych 'H-NMR dla 2°,3’- i 3°,5’-0-DSi pochodnych urydyny (21
1 25) i produktow ich metylowania jodkiem metylu (odpowiednio, 36 i 35).

Nr Przesunigcie chemiczne [ppm] i stale sprzg¢zenia, J [Hz]
zwiazku H-3 H-6 H-5 H-1’ H-2’ H-3’ H-4° H-5’ H-5” -CH;,
21 s, 8,46 | d, 7,62 dd, d,5,68 | t,4,52 | t,435 | m, 4,15 dd, dd, -
J=8 5,73 J=8 J=4,4 J=4,8 3,98 3,81
J=4 J=4,8 J=4.4 =2 =24
J=8 J=12 J=12
36 - d, 7,61 | d,5,76 | d,5,64 | t, 4,63 | t,445 | m, 4,15 | m,3,99 | m, 3,81 | s, 3,08

J=8,1 J=8,1 J=4,5 J=4,6 J=4,9

25 $,9,34 | d,7,25 | d,5,72 | 5,548 | d,4,38 | t,4,51 | m, 4,03 | q,4,16 | q, 3,83 -

=8 =8 =6 =7 J=3,6 | J=92
=72 =112 | J=11.2
35 - 4,722 | 4,575 | d,5,50 | d,433 | q,4,49 | m, 4,04 | dd, dd, | s 3,13
J=8,1 | I=8,1 | J=14 | I=62 | J=63 4,16 3,84
1=7,7 1=3,7 | 1=8,7

=114 | =114

Druga metoda opierata si¢ na jednoczesnym dodaniu do roztworu zwiazku 21 lub 25
w DMF, schiodzonego do temperatury 0 'C, 3 ekw. CHsI i 1,1 ekw. NaH. Mieszaning
reakcyjna mieszatam, utrzymujac temp. 0 'C, §ledzac stopien przereagowania substratow za
pomoca TLC. Po 1 h reakcja zostala zakonczona. Na ptytce TLC pojawity si¢ dwie plamy,
przy czym jedna w znacznej przewadze. Po wyizolowaniu i zanalizowaniu uzyskanych
zwiazkow, otrzymatam odpowiednio zwiazek 35 1 36. Produkt uboczny odpowiadat
zwiazkowi 35 z otwartym pier§cieniem w pozycji 3’ (37) (ok. 5 %, Schemat 80). Efektu

otwarcia pierscienia nie obserwowatam w reakcji ze zwiazkiem 21.
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Schemat 80. Reakcja powstawania metylowanych pochodnych zwiazku 25: NaH (1,1 ekw.), CH;l
(3 ekw.), DMF, temp. 0 'C, 1 h.

Reakcj¢ metylowania 3°,5’-O-izomeru 25 wykonalam z 2 ekw. nadmiaru NaH
1z zastosowaniem 3 1 5 ekw. jodku metylu. Wynikiem reakcji przeprowadzonych
w obecnosci 2 ekw. NaH 1 3 ekw. CHs3l byly dwie plamy. Glowna plamg stanowita
mieszanina dwoch produktow o bardzo matej roznicy Rf. Po zanalizowaniu powstatych
zwiazkow, dosztam do wniosku, Ze otrzymalam N-metylo-2’-O-metylo-3’,5-O-
(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyne (38) z 30 % wydajnoscia.

Uzycie 2-krotnego nadmiaru NaH 1 5-krotny nadmiaru CH;3I w stosunku do zwiazku
21 lub 25, spowodowato otrzymanie mieszaniny wielu produktow.

Podjetam kolejna probe otrzymania N-metylo-2’-O-metylo-3°,5’-O-
(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny (38). Syntez¢ podzielitam na dwa etapy.
W pierwszym otrzymatam N-metylo-3’,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyng (35),
ktora w kolejnym etapie rozpuscitam w DMF, roztwér schiodzitam do temperatury 0 'C
idodatam 3 ekw. CH3I 1 2 ekw. NaH. Stopien przereagowania substratdéw co 15 minut
kontrolowatam za pomoca analizy TLC 1 po 1 h reakcj¢ zakonczylam. Powstaly dwa
produkty. Pierwszy otrzymatam z wydajnoscia 80 %, a drugi z wydajnoscia 15 %. Po analizie
NMR mogtam stwierdzi¢, ze produkt glowny to zwiazek 38, a produkt uboczny to zwiazek 35

z otwartym pier§cieniem w pozycji 3’ (37) (Schemat 81).
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Schemat 81. Reakcja powstawania bis-metylowanego zwiazku 38: (i) NaH (1,1 ekw.), CH;3I (3 ekw.),
DMF, temp. 0 oC, 1 h; (ii) NaH (2 ekw.), CH5I (3 ekw.), DMF, temp. 0 ‘C,1h.
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Na widmach 'H-NMR substratu 25 i otrzymanych w reakcjach metylowania
produktow 35 i 38, byly widoczne réznice pomigdzy potozeniem sygnaldw poszczegdlnych

protonéw (Tabela 23).

Tabela 23. Zestawienie wybranych danych 'H-NMR dla 3°,5’-O-DSi pochodnej urydyny (25) i
produktéw jej metylowania jodkiem metylu (35 i 38).

Nr Wartosci poszczegdlnych sygnalow protonowych
zwiazku H-3 H-6 H-5 H-1° H-2’ H-3° H-4’ H-5° H-5” -CH;
25 s,934 | d,7,25 | d,5,72 | 5,548 | d,4,38 | t,4,51 | m,4,03 | q,4,16 | q, 3,83 -
J=8 J=8 J=6 J=7 J=3,6 J=9,2
J=7,2 J=11,2 | J=11,2
35 - d, 7,22 | d,5,75 | d,5,50 | d,4.33 | q,4,49 | m, 4,04 dd, dd, s, 3,13
J=8,1 J=8,1 =14 J=6,2 J=6,3 4,16 3,84
J=17,7 J=3,7 J=8,7
=114 | J=114
38 - d, 7,62 | d,5,75 | s,5,61 | d,4,00 | q,4,38 | m, 3,91 dd, m, 3,86 | s, 3,13
J=8 J=8 J=5,5 J=5,6 4,04 s, 3,49
J=8 J=2,2
J=11,2

Z danych z Tabeli 23 wynika, ze zarowno w zwiazku 35 i 38 grupa metylowa znajduje
si¢ w pozycji N-3 reszty uracylowej. Brak na widmie 'H-NMR sygnatlu od tego protonu.
W przypadku produktu 38, zmianie uleglo rowniez przesunigcie sygnatu pochodzacego od
protonu H-2’, o okoto 0,38 ppm w kierunku nizszych wartosci pola. Wskazuje to na obecno$¢
grupy metylowej w pozycji 2’ rybozy. Ponadto na widmie zwiazku 35 zlokalizowany jest
jeden singlet przy wartosci 3,13 ppm, ktory odpowiada protonom grupy metylowej w pozycji
N-3. Z kolei na widmie zwiazku 38 wystepuja dwa singlety (3,13 1 3,49 ppm). Dodatkowo na
widmie zwiazku 35 wykonanym w DMSO wystegpuje dublet przy wartosci 5,16 ppm, ktory
ulega wymanie z cigzka woda. Nie obserwowalam tego w przypadku widma zwiazku 38.

Analizujac wszystkie widma dotychczas otrzymanych pochodnych sililowych urydyny
21 1 25, zauwazylam diametralng réznice w rozmieszczeniu sygnatow pochodzacych od
protondw pierscienia rybofuranozowego 3°,5’-O-izomeru 25, w porownaniu z 2’,3’-O-
izomerem 21. W zakresie, w ktorym wystepuja protony od pierscienia rybozy, czyli od okoto
3,5 do 4,5 ppm ulozenie sygnatow w przypadku zwiazku 21 nastgpuje w kolejnosci,
zaczynajac od H-1’°, dalej H-2’, H-3’, H-4’, H-5, H-5”. Natomiast w przypadku 3°,5’-O-

izomeru 25 ulozenie tych sygnatow jest zamienne i rozpoczynajac od H-1, po nim pojawiaja
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si¢ sygnaty od H-3’, H-2’, H-5’, H-4’, H-5”. Element ten stat si¢ dodatkowym czynnikiem
umozliwiajacym rézréznienie pochodnych, powstajacych z izomerow U>DSi (21)

i DSi<U (25).

9. Reakcje DSICl; z innymi nukleozydami pirymidynowymi

Wydajnosci syntezy zwiazkow 21 i 25, otrzymanych w reakcjach sililowania urydyny
za pomoca DSiCl, (11) byly bardzo wysokie, zwykle okoto 90 %. Zaplanowalam wigc
eksperymenty, w ktorych do reakcji z 1,2-dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanem (11) lub
jego imidazolowa pochodna (24), wykorzystalam inne pirymidynowe nukleozydy, jak

tymidyng, cytydyng, a takze araurydyne.
9.1. Badanie reaktywnosci DSICl; (11) wzgledem tymidyny

Metodyke przeprowadzania wszystkich reakcji sililowania zachowatam taka sama jak
dla urydyny, celem okreslenia zdolno$ci nowego bifunkcyjnego reagenta sililowego 11, do
reagowania z roznymi nukleozydami pirymidynowymi.

W pierwszej kolejnosci poddatam tymidyng (39) reakcji ze DSiCl, (11). Po
rozpuszczeniu jej w pirydynie i ochtodzeniu powstalego roztworu do temperatury 0 C,
dodatam roztwor reagenta sililowego 11, w tym samym rozpuszczalniku. Po doprowadzeniu
mieszaniny do temperatury pokojowej, calo§¢ mieszatam przez 1 h, po ktorej reakcje
zakonczytam. Powstal jeden produkt w znacznej przewadze (73 %) i drugi w $§ladowych
ilosciach (ok. 15 %). Po przeprowadzonej analizie NMR otrzymatam 3°,5’-O-
(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)tymidyne (40) jako produkt gléwny 1 tymidyng
z tancuchem sililowym w pozycji 3°, a wolna grupa 5°-OH jako produkt uboczny (41)
(Schemat 82).

Widmo zwiazku 41 réznito si¢ od zwiazku 40 obecnoscia jednego dodatkowego
sygnatu. Byt to tryplet przy wartosci 5,09 ppm, ktéry ulegat wymianie z cigzka woda.
Wskazywato to jednoznacznie na wolna grupg 5’-hydroksylowa.

Wykonatam takze reakcjg sililowania tymidyny DSiCl, (11) drugim sposobem,
z zastosowaniem imidazolu 1 trietyloaminy. Przygotowatam mieszaning reakcyjna w THF
sktadajaca si¢ z 4 ekw. imidazolu, 1,3 ekw. zwiazku 11 i 7 ekw. EtsN, do ktorej po 2 h
mieszania, a nastepnie ochtodzeniu do temperatury 0 "C, dodatam roztwoér 1 ekw. tymidyny

w pirydynie. Po 1 h mieszania w temperaturze pokojowej reakcj¢ zakonczytam, ze wzgledu
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na calkowite przereagowanie substratoéw. Otrzymatam tylko jeden produkt, zwiazek 40,

z 70 % wydajnoscia (Schemat 82).

HO . / . I HO .
:0: (i) YSi\ . ASi/OH
OH Si—O0 N ~0
T i
39 40 41

Schemat 82. Reakcja sililowania tymidyny DSiCl, (11) w warunkach standardowych: (i) reagent
sililowy 11 (1,3 ekw.), pirydyna, temp. 0 °C i pok., 1 h.

Powstawanie dodatkowego produktu 41 w reakcji sililowania tymidyny DSiCl, (11)
w $rodowisku pirydyny, jest wynikiem procesu izomeryzacji pod wptywem wytworzonego
w warunkach reakcji chlorowodorku pirydyny. Zostato to doktadnie opisane na przykladzie
reakcji z urydyna (Rozdziat 111.4.). Ze wzgledu na brak w tymidynie grupy hydroksylowej
w pozycji 2°, tancuch sililowy pozostaje przytaczony tylko w pozycji 3°.

Na podstawie wykonanych badan eksperymentalnych, reakcje sililowania
deoksyrybonukleozydow DSiCl, (11), mozna wykonywaé¢ obydwoma sposobami. W jednym
1 drugim przypadku otrzymujemy pozadany produkt 40 z wysoka wydajnoscia.

Syntezy 3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)tymidyny (40) byly wykonane
w warunkach rézniacych sig stosunkiem molowym substratow, temperatura, czasem. Na ich
podstawie mogtam okresli¢, ze zastosowanie nizszej temperatury ok. 0 C pozwala otrzyma¢
zwiazek 40 z najwigksza wydajnoscia. Optymalny czas reakcji wynosi 1 h. Skrécenie czasu

syntezy ma niekorzystny wplyw na wydajnos¢ procesow syntezy.
9.2. Reakcje DSICl, (11) z cytydyna

Kolejna nukleozydem pirymidynowym poddanym reakcji sililowania DSiCl, (11) byla
cytydyna (42). W standardowych warunkéw reakcji, przy czym przeprowadzilam je
w temperaturze 0 C i w temperaturze pokojowej, do roztworu cytydyny w pirydynie,
dodatam roztwér DSiCl, (11) rozpuszczonego w tym samym rozpuszczalniku. Wykonatam
w ten sposob trzy reakcje, wydtuzajac w kazdej z nich czas reagowania substratow (0,5 h, 1 h,

24 h). W kazdym przypadku otrzymatam inne produkty, w réznych ilosciach. Analiza NMR
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potwierdzita, ze powstate zwiazki to pochodne sililowe cytydyny, 3°,5’-O-izomer 43 1 2°,3’-
O-izomer 44 (Schemat 83).

@-\ |NJ'\ 210 X

HO } /

OH OH \rSi>—_0 OH >_jl\_/sjl\
42 43 44

Schemat 83. Reakcja powstawania pochodnych sililowych cytydyny 43 i 44: (i) DSiCl, (11)
(1,3 ekw.), pirydyna, temp. pok., 0,5 h.

Struktury otrzymanych zwiazkoéw 43 1 44 zostaly potwierdzone poprzez wykonanie
widm w DMSO, a nastgpnie z D,0. Ulozenie poszczegdlnych protondw rybozy w widmie
"H-NMR dla 3°,5’-0O-izomeru 43, bylo inne niz dla 2°,3’-O-izomeru 44. Zostalo to doktadnie
opisane na przyktadzie pochodnych sililowych urydyny 21 i 25 (Rozdziat II11.8.3.).
Wykonatam réwniez reakcje acetylowania 1 z TAI, na podstawie otrzymanych widm,
dokonatam analizy przesunie¢ sygnatow odpowiednich protondw.

Na efektywnos¢ wykonywanych syntez, oprocz czasu (Wykres 6), miata réwniez
wplyw temperatura. Ze wzgledu na niskie wydajnosci sililowania w temp. 0 "C, dalsze proby

prowadzilam w temp. pokojowe;.

m2°.3’-0O-izomer 44

u3°,5°-0O-izomer 43

0,5 [h] 1 [h] 24 [h]

Wykres 6. Wydajnos¢ produktéw 43 i 44 uzyskanepo réznym czasie prowadzenia reakceji sililowania

cytydyny, DSiCl, (11).
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Reakcje sililowania cytydyny DSiCl, (11) przeprowadzitam wedhug drugiej metody,
w ktorej zastosowalam imidazol i Et;N. Przygotowalam mieszanini¢ w THF: 1,3 ekw.
DSiCly, 3 ekw. imidazolu i 6 ekw. Et;N. Po 2 h mieszania w temp. pokojowej, dodawatam
roztwor cytydyny w pirydynie. Po 24 h reakcje zakonczylam. Wyizolowatam jeden gltoéwny
produkt z wydajnoscia 65 %, ktory zidentyfikowalam, po analizie metodami
spektroskopowymi, jako 3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)cytydyng (43). Zmienitam
sposob dodawania rybonukleozydu, w celu uniknigcia strat podczas jego przenoszenia do
mieszaniny zwigzku 11. Cytydyne dodawatam bezposrednio do mieszaniny reakcyjnej bez
wczesniejszego jej rozpuszczania w pirydynie. Ilo§¢ otrzymywanego produktu wzrosta
0 10 %.

W reakcjach sililowania cytydyny rdwniez zachodzi proces izomeryzacji. Analiza za
pomoca TLC wskazuje przemiang produktu 43 do 44. W przypadku reakcji sililowania
urydyny, proces izomeryzacji przebiegal bardzo szybko (Rozdziat I11.4.).

Roéznice w przebiegu reakcji DSiCl, (11) z urydyna 1 cytydyna, wynikaja
najprawdopodobniej z roznic zasadowosci reszt uracylowej i1 cytozynowej. Urydyna
w pozycji 3 posiada ugrupowanie iminowe (pK,=9,38), natomiast cytydyna, zasadowy atom
azotu (pK,=4,17). Azot endocykliczny uracylu wykazuje charakter kwasowy, a wigc ulega
deprotonacji w silnie zasadowych warunkach reakcji. Azot N-3 cytozyny z uwagi na to, ze ma

charakter zasadowy, w warunkach kwasowych ulega protonowaniu.

9.3. Reakcje DSiCl, (11) z 1-(B-D-arabinofuranozylo)uracylem (araurydyna)

Kolejnym etapem moich badan eksperymentalnych bylo zbadanie reaktywnosci
DSiCl, (11) w reakcjach z araurydyna (45). Eksperymenty rozpoczg¢lam od otrzymywania
zwiazku 45, wychodzac z urydyny, poprzez przeksztalcenie jej w 2,2’-anhydro-1-(B-D-
arabinofuranozylo)uracyl (46), a nastgpnie hydrolizg.

Anhydrourydyne (46) probowalam otrzymac¢ na kilka réznych sposobow. Kazda
zmetod byta prowadzona pod chlodnica zwrotna 1 wymagata przygotowania mieszaniny
urydyny, weglanu difenylowego i katalizatora zasadowego (NaHCOj;, Na,CO;, K,COs)
w DMF. Procesy te roznity si¢ temperatura i czasem ich trwania, a wydajno$¢ reakcji nie
przekraczata 50 % [143-145].

Po doktadnym przeanalizowaniu metod znanych z literatury, postanowitam
zastosowa¢ temperatur¢ 94 °C i czas ogrzewania w tazni olejowej od 3-4 h. Po zakonczeniu

reakcji, kolbe ochtodzitam do temp. pokojowej i dodatam eteru dietylowego, ktorego
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obecno$¢ miata zainicjowac krystalizacje. Powstal mleczny roztwoér z brazowym oleistym
osadem na dnie kolby. Mleczny roztwor zdekantowatam, a pozostalos¢ w kolbie przemylam
trzykrotnie eterem dietylowym 1 poddatam dwukrotnej rekrystalizacji z metanolem.
W wyniku reakcji otrzymatam zwiazek 46 w postaci biatego, krystalicznego proszku,
z wydajnoscia 79 %.

Ostatnim etapem prowadzacym do powstania zwiazku 45 byla hydroliza kwasowa
[145]. W tym celu przygotowatam 2 M wodny roztwér HCI, do ktéorego dodatam
anhydrourydyneg (46). Catos¢ mieszatam 1 jednoczesnie ogrzewalam pod chtodnica zwrotna
w tazni olejowej, w temperaturze 80 C przez 2 h. Po tym czasie reakcj¢ zakonczytam,
ochtodzitam do temp. pokojowej i1 zneutralizowatam za pomoca 1 M wodnego roztworu
NaOH do pH=7. Po wyizolowaniu z mieszaniny powstatego produktu, poddatam go analizie

NMR, na podstawie ktorej potwierdzitam, ze jest to araurydyna (45) (Schemat 84).

N
HO (i) HO (0] (ii) HO
0 —_— 0. —_— 0
i J < :J < HO, 7

OH OH OH H OH

6 46 45
Schemat 84. Reakcja powstawania zwiazku 45: (i) (PhO),CO (1,5 ekw.), NaHCO;, DMF, 94 °C, 4 h;
(ii) roztwor HC1 (2 M), 80 'C, 2 h.

Reakcje DSiCl, (11) z araurydyna (45) przeprowadzilam w standardowych
warunkach, a takze z uzyciem imidazolu 1 trietyloaminy. W reakcji zwiazku 11
z rybonukleozydem 45 prowadzonej w pirydynie, po 1 h, zaobserwowatam na ptytce TLC
powstanie jednej plamy. Przy czym na starcie plytki byla tez widoczna mata ilo$¢
nieprzereagowanej araurydyny (45). Mimo to reakcj¢ po tym czasie zakonczytam. Powstaly
produkt wyizolowalam 1 zanalizowatam za pomoca technik NMR. Okazato sig, Zze jest to
3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)araurydyna (47), ktéra otrzymalam z 70 %
wydajnoscia (Schemat 85).
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45 47
Schemat 85. Reakcja sililowania araurydyny DSiCl, (11) w standardowych warunkach: (i) DSiCl,
(11) (1,3 ekw.), pirydyna, temp. 0 °C i pok., 1 h.

Bylo to dla mnie duzym zaskoczeniem, poniewaz we wczesniejszych reakcjach
z rybonukleozydami pirymidynowymi (Rozdziat III.1.3., II1.9.2.) w standardowych
warunkach otrzymywalam albo 2°,3’-O-izomer 21 (Schemat 56), albo mieszaning 2’,3’-O-
izomeru 44 i 3°,5’-O-izomeru 43 (Schemat 83). Powtorzytam reakcje, ale wydluzytam czas
jej trwania do 24 h. Po tym czasie wykonatam analiz¢ TLC. Obraz ptytki przedstawial dwie
plamy. Po wyizolowaniu 1 zanalizowaniu poszczegdlnych produktow, jeden z nich
odpowiadal zwiazkowi 47, a drugi 2’°,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)araurydynie
(48) (Schemat 86).

[0}

NH | HO N
HO fi\/go 0 fi\/l\o 00§
; I . T
Y
})\

45 47 48

Schemat 86. Reakcja sililowania araurydyny DSiCl, (11) w standardowych warunkach: (i) DSiCl,
(11) (1,3 ekw.), pirydyna, temp. 0 °C i pok., 24 h.

Przeprowadzitam réwniez reakcje sililowania araurydyny (45) DSiCl, (11) wedhug
drugiego sposobu, z zastosowaniem 3 ekw. imidazolu i 6 ekw. Et;N. Procedura polegata na
dodaniu rybonukleozydu 45 rozpuszczonego w pirydynie do wczesniej przygotowanej
mieszaniny sktadajacej si¢ z DSiCl,, imidazolu i Ets;N w THF. Po 1 h od momentu polaczenia
roztworow reakcj¢ zakonczylam. Otrzymatam jedna gléwna plamg¢ o wartosci Rf

odpowiadajacej wartosci Rf dla zwiazku 47. Po =zanalizowaniu technikami NMR
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wyizolowanego powstalego produktu okazato sig, ze jest to 3°,5’-O-sililowana araurydyna.
Pozadany produkt 47 otrzymatam z 85 % wydajnoscia.
Podsumowujac, reaktywnos¢ DSiCl, (11) wobec nukleozydéw pirymidynowych za

kazdym razem byla inna. Zachowanie to moze wynika¢ z:

» r6znej zasadowosci reszt nukleozasad (urydyna/cytydyna);

» obecnoscia grupy hydroksylowej w pozycji 2’ pierScienia furanozowego
(urydyna/tymidyna);

» od potozenia cis lub trans 2° grup hydroksylowych (urydyna/arabinozyd
urydyny).

Ponadto w kazdej reakcji sililowania rybonukleozydéw pirymidynowych DSiCl, (11) w
srodowisku pirydyny mial miejsce proces izomeryzacji. W =zaleznosci od uzytego

rybonukleozydu zachodzit on szybko (urydyna) lub wolno (cytydyna, araurydyna).

10. Reakcje DSiCl; (11) z nukleozydami purynowymi

Nukleozydy purynowe, ktore wykorzystatam w reakcjach z DSiCl, (11) to 3’-amino-

2’,3’-dideoksyadenozyna, adenozyna i guanozyna.

10.1. Reakcje DSiCl; (11) z 3’-amino-2’,3’-dideoksyadenozyna

Reakcje  sililowania  3’-amino-2’,3’-dideoksyadenozyn¢ (49) DSiCl, (11)
przeprowadzitam w pirydynie, a takze z dodatkiem imidazolu i Et;N. Procedura byla
identyczna jak stosowana poprzednio, (temperatura pokojowa i czas reakcji do 24 h).
W wyniku obu reakcji otrzymatam jeden gtowny produkt, ktéry zidentyfikowatam jako
3’-amino-3’-N-5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)-2’,3’-dideoksyadenozyng (50).

Wydajno$¢ reakcji w warunkach standardowych wynosita 85 %, a w drugiej

metodzie - 73 % (Schemat 87).
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49 50
Schemat 87. Reakcja DSiCl, (11) z 3’-amino-2’,3’-dideoksyadenozyna: (i) DSiCl, (11) (1,3 ekw.),
pirydyna, temp. pok., 24 h, lub DSiCl, (11) (1,3 ekw.), imidazol (4 ekw.), Et;N
(6 ekw.), THF, pirydyna, temp. pok., 24 h.

10.2. Reakcje DSICl, (11) z adenozyng

Nukleozydem purynowym, ktory jako drugi w kolejnosci poddatam reakcji z DSiCl,
(11) byta adenozyna (51). W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam reakcje w warunkach
standardowych, w temp. pokojowej przez 24 h. Z mieszaniny reakcyjnej wyizolowatam dwa
produkty. Jeden w znacznej przewadze. Analiza widm NMR gléwnego produktu
otrzymanego z wydajnoscia 65 % wykazata, ze jest to 2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-
diylo)adenozyna (52). Natomiast drugi produkt to 3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-
diylo)adenozyna (53), otrzymana z wydajnoscia 20 % (Schemat 88).

NH,
{0 WY
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Schemat 88. Synteza DSiCl, (11) z adenozyna w standardowych warunkach: DSiCl, (11) (1,3 ekw.),
pirydyna, temp. pok., 24 h.

W wyniku reakcji adenozyny z DSiCl, (11) w obecnos$ci 3 ekw. imidazolu i 6 ekw.
Et;N, prowadzonej w temp. pokojowej i przez 24 h, otrzymatam z wydajnoscia 75 % jeden
produkt, ktorym byt 3°,5’-O-izomer 53.
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10.3. Reakcje sililowania guanozyny DSICl, (11)

Guanozyna (54) byla ostatnim z serii nukleozydéw purynowych, ktorego sililowanie
za pomoca DSiCl, (11) zbadatam. Zastosowatam takie same warunki prowadzenia reakcji jak
poprzednio.

Najpierw zbadatam przebieg sililowania guanozyny w pirydynie, przy czym roztwor
DSiCl, dodawatam w temp. pokojowej do zawiesiny nukleozydu w pirydynie. Po 24 h
reakcje zakonczytam i wyizolowatam powstale dwa produkty. Produkt gltowny stanowita
2’,3°-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)guanozyna (55) (wydajnos¢ 60 %). Drugi produkt,
3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)guanozyng (56), otrzymatam z wydajnoscia 25 %
(Schemat 89).

o \ o

{Nfl\w HO </: | \I\u {kam
HO N N)\NHZ 0 . /0 N N/I\Nuz
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Schemat 89. Reakcja DSiCl, (11) z guanozyna w warunkach standardowych: DSiCl, (11) (1,3 ekw.),
pirydyna, temp. pok., 24 h.

Drugi  sposéb  sililowania z  wykorzystaniem  pochodnej  imidazolowej
tetraizopropylodisilanu (24) otrzymanej in situ w THF (1,3 ekw. DSiCl, (11), 3 ekw.
imidazolu 16 ekw. Et;N) 1 dodanej do guanozyny w pirydynie, doprowadzit po 24 h
w temperaturze pokojowej do otrzymania 3°,5’-O-izomeru 56, z wydajnoscia 70 %.

Podsumowujac, reakcje sililowania rybonukleozydow purynowych DSiCl, (11) w samej
pirydynie, prowadza za kazdym razem do powstania dwoch pochodnych sililowych
rybonukleozydu, co wynika z zachodzacego pod wplywem chlorowodorku pirydyny, procesu
izomeryzacji. Z kolei w przypadku reakcji sililowania w obecnosci imidazolu i Et3N,
selektywnie otrzymywany jest izomer 3°,5°. Struktury zwiazkow zostaly potwierdzone

poprzez wykonanie widm 'H-NMR w DMSO i z D,0, a takze reakcje acetylowania.



III. BADANIA WELASNE

118

11. Badanie stabilnosci pochodnych sililowych urydyny 21 i 25 w warunkach hydrolizy

kwasowej i zasadowej

Poznanie wlasciwosci chemicznych takich, jak trwatos¢ w rdéznych warunkach
chemicznych, jest bardzo przydatne dla okre$lenia zakresu przydatnosci kazdej grupy
ochronnej. Dotychczasowe badania pozwolity mi okresli¢ warunki wprowadzania grupy DSi
do nukleozydow, jej podatnos¢ na izomeryzacje, trwato§¢ w warunkach zasadowych, trwatos¢
w zaleznosci od wielkos$ci pier§cienia, utworzonego z udziatem DSi oraz od jego struktury.

Reasumujac, jedna z cech charakterystycznych pochodnych z grupa DSi jest zdolnos¢
do izomeryzacji w kwasowym s$rodowisku (chlorowodorek pirydyny lub imidazolu).
Najbardziej jest to zauwazalne w przypadku reakcji sililowania urydyny, gdzie w zalezno$ci
od warunkow reakcji, otrzymywatam z duza selektywnoscia 2°,3’-O-izomer 21, albo 3°,5’-O-
izomer 25 (Schemat 56, 61, 70).

W celu poznania innych wlasciwosci nowej bifunkcyjnej sililowej grupy ochronnej,
przeprowadzitam eksperymenty z wykorzystaniem pochodnych sililowych urydyny 21 i 25,
badajac ich stabilno$¢ w réznych warunkach wprowadzania grup ochronnych, odpowiednio
w pozycje 5’-OH w zwiazku 21 1 2’-OH w zwiazku 25 (Rozdziat I11.8.).

W  warunkach zasadowych dochodzi do hydrolitycznego otwarcia pierscienia
disilanowego 35 w pozycji 3’ (Schemat 81). Hydroliza 3°,5’-O-sililowej pochodnej urydyny
25 w 0,2 M roztworze NaOH w mieszaninie dioksan/woda (4:1), po 0,5 h prowadzi do

otrzymania oprocz urydyny (6), takze produktu posredniego 57 (Schemat 90).

o (0] (0]
cr, o (no Cx
0 Y Si—0 Noo HO
\rsl/ 0 0 Sl\ :0: . :o:
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Schemat 90. Reakcja 3°,5’-O-izomeru 25 w warunkach hydrolizy zasadowej: (i) 0,2 M roztwér NaOH

w mieszaninie dioksan/woda (4:1), temp. pok., 0,5 h.

Postanowilam tez sprawdzi¢, jak zwiazek 25 zachowuje si¢ w warunkach hydrolizy
kwasowej. Po 1 h stwierdzitam pelna hydrolizg substratu 25. Analiza TLC oprocz obecnos$ci

urydyny (6) wskazata powstanie dwoch produktow o réznych wartosciach Rf, ktore
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wyizolowatam, a nastgpnie zanalizowatam technikami NMR. Widmo jednego produktu
odpowiadato 2’,3’-O-izomerowi 21, natomiast drugie widmo wskazywalo na pochodna,
powstala wskutek otwarcia pierscienia disilanowego od strony 5’ i1 fancuchem sililowym w
pozycji 3’ (58) (Schemat 91) lub 2°. Wazne jest podkreslenie, ze w warunkach kwasowych,
nawet w obecnosci duzego nadmiaru wody, obserwuje si¢ powstanie produktu reakcji
izomeryzacji. Jest to obserwacja odrozniajaca zachowanie grupy tetraizopropylodisilanowe;j
od tetraizopropylodisiloksanowej. Wewnatrzczasteczkowa reakcja izomeryzacji jest szybsza,
niz mig¢dzyczasteczkowa reakcja hydrolizy. Raz jeszcze wskazuje to na znacznie wyzsza

reaktywnos$¢ pochodnych disilanu niz disiloksanu.

25 21 58 6
Schemat 91. Reakcja hydrolizy kwasowej 3°,5’-O-sililowej pochodnej urydyny 25: (i) 0,2 M roztwor
HCI w mieszaninie dioksan/woda (4:1), temp. pok., 1 h.

Analiza TLC reakcji hydrolizy w warunkach kwasowych 1 zasadowych 2°,3°-O-
izomeru 21 nie wskazywata powstawania produktow posrednich, otwartopierscieniowych.

Potwierdza to podobna trwalo$¢ eterowych wiazan sililowych 2° 1 3’ (Schemat 92).

HO

21 6
Schemat 92. Reakcja hydrolizy kwasowej 2°,3’-O-sililowej pochodnej urydyny 21: (i) 0,2 M roztwor

HCI w mieszaninie dioksan/woda (4:1), temp. pok., 1 h.

Rézne zachowanie si¢ pochodnych sililowych urydyny 21 i1 25 obserwowane

w warunkach hydrolizy kwasowej i zasadowej, moze wynika¢ z r6éznic wielko$ci pierscieni
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(7-cztonowy vs. 6-cztonowy). Najprawdopodobniej jednak w gltownej mierze wynika

z wlasciwosci sililowanych grup hydroksylowych, ich rzedowosci i reaktywnosci.

12. Badanie stabilnosci pochodnych sililowych urydyny 21 i 25 wobec jonow
fluorkowych

Wszystkie sililowe grupy ochronne sa usuwane za pomoca jonow fluorkowych.

Szybkos¢ procesu usuwania zalezy od kilku czynnikow:

- stezenia zastosowanego roztworu, bgdacego zrodiem jondéw fluorkowych;
- struktury sililowej grupy ochronnej;

- od miejsca, ktore ochrania sililowa grupa ochronna.

Ze wzgledu na rozng strukturg pochodnych sililowych urydyny 21 1 25 poddatam je
reakcji z 1 M roztworem fluorku tetra-n-butyloamoniowego (TBAF), a takze z 1 M
roztworem fluorku trietyloamoniowego (Et;N:3HF) w THF, w celu okres$lenia czasu, po

jakim nastepuje catkowite usunigcie ugrupowania sililowego (Tabela 24).

Tabela 24. Usuwanie grupy DSi z 21 i 25, a takze TIPDSi z TIPDSi<U za pomoca TBAF/THF
i Et;N-3HF/THF.

U U HO U
_< /0 o —<V/O o o
Pochodna sililowa S S'\ \/—\(
“S5i—0  oH Si—0  OH >_(|) ? <
urydyny \ T Si—si

\r >\ >\ 25 )\ 21
A B A B A B
1M TBAF/THF 8 60 2 30 8 8
1 M Et;N-3HF/THF 120 240 30 180 16 16

A - czas, po ktérym nie obserwowatam substratu [min]; B - czas, po ktorym nastapito catkowite

usunigcie bifunkeyjnej sililowej grupy ochronnej [min].

Z danych, z Tabeli 24 wynika, Ze usunigcie grupy DSi ze zwiazku 21, 1 M
TBAF/THF, nastgpuje w czasie ok. 4 razy krotszym, niz ze zwiazku 25. Natomiast czas, po
ktorym nie obserwowatam juz substratu 25 byt 4 razy krotszy, niz substratu 21. Rozklad

3°,5’-O-izomeru 25, przebiega z wytworzeniem produktu posredniego, czego nie
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obserwowalam w reakcji z 2°,3’-O-izomerem 21. Po wyizolowaniu i analizie NMR produktu

posredniego okreslitam, ze jest nim zwiazek 57 (Schemat 93).

o (0] o

Cr. o (e

A , N o
SI/O o l» >_5T—0 :(): N " :0:
Y \Si—O OH ):OH OH OH OH OH
25 57 6
Schemat 93. Reakcja zwiazku 25 w obecnosci jonéw fluorkowych: (i) 1 M TBAF/THF, temp. pok.,

2 minuty.

W przypadku usuwania grupy DSi ze zwiazku 21, 1 M Et;N-3HF/THF, nastgpuje
w czasie o polowe krotszym niz ze zwiazku 25.

Usunigcie roéznych bifunkeyjnych sililowych grup ochronnych (TIPDSi 1 DSi)
z pochodnych urydyny TIPDSi<U 1 DSi<U (25), zachodzi w réznym czasie. Za kazdym
razem grupa DSi w poréwnaniu z TIPDSi, jest usuwana szybciej. Jesli sililowe wiazanie
eterowe utworzone z udziatem disilanu jest stabsze od analogicznego utworzonego z udziatem
disiloksanu, to tatwiej ulega ono rozszczepieniu po nukleofilowym ataku jonu fluorkowego.
Odmienne zachowanie TIPDSi<U i1 DSi<U (25) wobec jonow fluorkowych, $wiadczy
o wigkszej reaktywnos$ci grupy tetraizopropylodisilanowej niz tetraizopropylodisiloksanowe;.
Mimo wszystko, na obecnym etapie badan grupy DSi, nie mozna wykluczy¢ calkowicie
wplywu 7-cztonowego pierScienia z ugrupowaniem disilanowym na  jego trwalosc,
szczegolnie, ze jest on cze$cia uktadu bicyklicznego. Podobne stwierdzenie dotyczy zreszta
takze izomeru 2°,3’, a takze analogicznych pochodnych TIPDSI, czy nawet sililenowych.

Eksperymenty wykonane w obecnos$ci jonow fluorkowych z udzialem pochodnych
sililowych urydyny 21 i 25, stanowily ostatni etap moich badan dos$wiadczalnych. Badan,
polegajacych na okresleniu wtasciwosci DSiCl, (11), jak i produktow otrzymanych z jego

udziatem.
13. Nowe bifunkcyjne reagenty sililenowe z podstawnikami alkoksylowymi

Bifunkcyjne sililowe grupy ochronne w zaleznos$ci od swej budowy moga wykazywaé

roznorodne wiasciwosci. Charakter podstawnikow wokot atomu krzemu, decyduje przede
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wszystkim o reaktywno$ci tych grup i stabilno$ci w réznych warunkach reakcji. Co
dokladniej zostalo przeze mnie opisane we wstgpie teoretycznym.

Z opisu literaturowego wynika fakt, ze w chemii nukleozydow zastosowanie znalazty
dwa rodzaje bifunkcyjnych ugrupowan sililowych, z jednym lub dwoma atomami krzemu.

W trakcie realizowania prac eksperymentalnych zwiazanych z DSiCl, (11),
postanowitam takze zbada¢ nowe alkoksylowe sililenowe grupy ochronne, w ktorych zamiast
podstawnika t-butoksylowego bylyby inne reszty alkoksylowe [115].

Zaprojektowatam struktury trzech analogow znanej grupy di-tert-butoksysililenowej
(DBSi), zmieniajac wielkos¢ podstawnikow alkoksylowych przy atomie krzemu

(Schemat 94).

’ ) 0

7 o—si—ci ’
o—si—a 8 o—3i—d

a Cl Cl

DMBSICl, DPSiCl, MPTBSICl,

Schemat 94. Struktury nowych reagentow sililenowych.
13.1. Otrzymywanie reagentow sililenowych

Jedna z najstarszych 1 najpowszechniej stosowanych metod otrzymywania
alkoksylowych reagentow sililenowych jest reakcja pomigdzy tetrachlorosilanem
i odpowiednim alkoholem, w obecnosci trietyloaminy [112]. Pierwszym bifunkcyjnym
reagentem sililenowym zsyntetyzowanym wedtug tej metody to dichloro-di-tert-butoksysilan
(DBSICly) [112].

Procedura otrzymywania DMBSICl, (59) polegala na przygotowaniu roztworu
2,5 ekw. trietyloaminy i 1 ekw. tetrachlorosilanu w pentanie. Cato$¢ intensywnie mieszano,
a nastegpnie wkraplano 2,25 ekw. 2-metylo-2-butanolu. Reakcja prowadzona byta w temp.
pokojowej, przez ok. 24 h. Produkt, dichloro-di(2-metylo-2-butoksy)silan (59), zostat
wyizolowany z mieszaniny reakcyjnej poprzez destylacj¢ metoda ,trap to trap” z 80 %

wydajnoscia (Schemat 95).
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| on 9, |

Cl—SIi—Cl + - | O—?i—Cl
Cl Cl
DMBSICl,

Schemat 95. Reakcja powstawania DMBSICl, (59): (i) Et;N (2,5 ekw.), pentan, temp. pok., 2 h.

Drugi z reagentow alkoksylowych DPSiCl, (60) zostat otrzymany w reakcji 1 ekw.
tetrachlorosilanu i 2,2 ekw. nadmiaru 3-pentanolu, bez zastosowania rozpuszczalnika
i trietyloaminy. Produkt, dichloro-di(3-pentoksy)silan (60) wyizolowano z wydajnoscia 68 %
(Schemat 96).

? (i) ?
1
Cl—Sli—Cl + OH ——> O—?i—CI
Ql Cl
DPSiCl,

Schemat 96. Synteza DPSiCl, (60): (i) temp. pok., 2 h.

Natomiast trzeci bifunkcyjny reagent sililenowy MPTBSICl, (61) otrzymano w reakcji
sktadajacej si¢ z dwoch etapow. W pierwszym etapie powstal ze 100 % wydajnoscia
trichloro-(3-metylo-3-pentoksy)silan, ktory nast¢pnie poddano reakcji z tert-butanolem.
Dichloro-(3-metylo-3-pentoksy-tert-butoksy)silan (61) wyizolowano poprzez destylacjg
metoda ,,trap to trap” z wydajno$cia 81 % (Schemat 97).

Cl Cl 0
| ) | (ii) |
CI—SIi—CI + OH ———> O—?i—Cl + OH — 0—Si—Cl
|
Cl Cl Cl

MPTBSICl,

Schemat 97. Synteza MPTBSICl, (61): (i) EN (2,5 ekw.), pentan, temp. pok., 24 h; (i) Et;N
(2,5 ekw.), tert-butanol (1,1 ekw.), heksan, temp. 60 °C, 24 h.
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Kazdy z alkoksylowych bifunkcyjnych reagentow sililenowych zostat otrzymany

z wysoka wydajnoscia.
13.2. Reakcje bifunkcyjnych alkoksylowych reagentow sililenowych z urydyna

Kolejnym krokiem badan eksperymentalnych bylo sprawdzenie reaktywnosci
reagentow sililenowych wzgledem rybonukleozydow.

W pierwszej kolejnosci do reakcji sililowania urydyny wykorzystatam DMBSICl,
(89), z zastosowaniem warunkéw standardowych. Na podstawie zmian obserwowanych na
ptytkach TLC, po 1 h reakcj¢ zakonczytam. Powstat jeden gtowny produkt, 3°,5’-O-di(2-
metylo-2-butoksy)silelenourydyna (62). Produkt 62 otrzymalam z 55 % wydajnoscia
(Schemat 98).

/
(]
6 /X 62

Schemat 98. Reakcja sililowania urydyny DMBSICI, (59): (i) DMBSICl, (59) (1,5 ekw.), pirydyna,
temp. 0 °C i pok., 1 h.

Reakcje sililowania urydyny DPSiCl, (60) przeprowadzitam w analogiczny sposob jak
z DMBSICI; (589). W wyniku reakcji prowadzonej przez 1 h w temp. pokojowej otrzymatam
jeden produkt, ktorego wartos¢ Rf byta zdecydowanie nizsza, niz dla produktu sililowania 62.
Po analizie NMR, produkt nie byt spodziewanym 3°,5’-O-di(3-pentoksy)sililenourydyna (63),
ale 5’-O-tri(3-pentoksy)sililourydyna (64), ktéra otrzymatam z 40 % wydajnoscia
(Schemat 99).

o] o

0
OH OH
63 6 64

Schemat 99. Reakcja sililowania urydyny DPSiCl, (60): (i) DPSiCl, (60) (1,5 ekw.), pirydyna, temp.
0°Cipok., 1h.
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Reakcja sililowania urydyny DPSiCl, (60) byla wykonywana réwniez
z zastosowaniem innych warunkow reakcji, np. z imidazolem 1 Et;N, w roéznych
temperaturach i czasie. Jednakze w kazdym przypadku otrzymywatam produkt 64.

Produktem ubocznym syntezy powstawania DPSiCl, (60) byl tri(3-
pentoksy)chlorosilan (65). DPSiCl, (60) i TTPSiCl (65) poddatam reakcji z urydyna
w pirydynie, w celu poréwnania syntez. W obu przypadkach powstal jednak produkt 64,
z16zna wydajnoscia, z DPSiCl, (60) otrzymatam 40 %, z TTPSiCl (65) - 55 %
(Schemat 100).

0
/\/\ /\(\ | NH

o . 0 N/KO . 0

o—si—ai —9 0—Si—0 0 o—yi—d
|
e 0 o 0
\)\/ OH OH
60 64 65

Schemat 100. Reakcje otrzymywania zwiazku 64: (i) urydyna (lekw.), DPSiCl, (60) (1,5 ekw.),
pirydyna, temp. 0 °C i pok., 1 h, (ii) urydyna (lekw.), TTPSiCl (65) (1,5 ekw.),
pirydyna, temp. 0 °C i pok., 1 h.

Najprawdopodobniej w trakcie reakcji sililowania urydyny DPSiCl, (60) zachodzi
proces wymiany podstawnikow alkoksylowych przy atomie krzemu, ktéry moze by¢
katalizowany zaréwno przez kwasy, jak i zasady. Latwiej wymianie podstawnikow ulegaja
pochodne sililowe zawierajace podstawniki alkoksylowe mniej zawadzone przestrzennie,
czyli alkoksylowe reszty drugorzedowe.

Reakcje urydyny z MPTBSICl, (61) przeprowadzilam w analogiczny sposob, jak
z poprzednimi reagentami sililenowymi. W wyniku reakcji powstata 3’,5’-O-(3-metylo-3-
pentoksy-tert-butoksy)sililenourydyna (66), ktora otrzymatam z 50 % wydajnoscia
(Schemat 101). Pochodna 66 utworzona z uzyciem MPTBSICI, (61) zawiera nowe chiralne

centrum, a zatem jest mieszaning diastereoizomeréw. Tego aspektu jednak dalej nie badatam.
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6 66
Schemat 101. Reakcja otrzymywania 3’°,5’-O-(3-metylo-3-pentoksy-tert-butoksy)sililenourydyny
(66): (1) MPTBSICl, (61) (1,5 ekw.), pirydyna, temp. 0 °C i pok., 1 h.

Kazda strukturg, sililenowej pochodnej urydyny otrzymanej w reakcjach
z bifunkcyjnymi reagentami alkoksylowymi, potwierdzitam wykonujac reakcje z TAIL

Prace eksperymentalne z nowymi reagentami sililenowymi na tym etapie
zakonczytam. Wydajnosci poszczegdlnych reakcji sililowania urydyny byly niskie,
w przeciwienstwie do wydajnosci uzyskanych w reakcjach pomigdzy rybonukleozydami,
a bifunkcyjnym reagentem DSiCl, (11). Zastosowanie reagentow sililenowych na wigksza

skale w syntezie chemicznej wymaga dalszych badan.
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Badania eksperymentalne opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej, dotyczyly
syntezy nowych bifunkcyjnych reagentow sililowych 1 ich zastosowania w chemii
nukleozydow.

Jedna z powszechnie stosowanych bifunkcyjnych sililowych grup ochronnych jest
,blokada Markiewicza” (TIPDSi) [94-96]. Metoda jej wprowadzania, a takze reakcje

z nukleozydami stanowity wzorzec dla wszystkich prowadzonych przeze mnie badan.

Realizujac niniejsza tematyke osiagnelam nastgpujace cele:

» Opracowalam syntezg czterech bifunkcyjnych reagentow sililowych przy
wspotpracy z dr Grzegorzem Hreczycho, z zespotu prof. Bogdana Marcinca
i prof. Hieronima Maciejewskiego, na Wydziale Chemii Uniwesytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Jeden spos$rod zsyntetyzowanych
bifunkcyjnych reagentow sililowych posiada w strukturze, bezposrednio
potaczone dwa atomy krzemu - DSiCl, (11), natomiast pozostale ugrupowania
zawieraja jednen atom krzemu - DMBSICI, (59), DPSiCl, (60), MPTBSiCl,
(61). Grupg DSIiCl, (11) uzyskano z wysoka wydajnoscia, wychodzac
z trichlorosilanu 1 odpowiedniego odczynnika Grignarda. Nastgpnie odczynnik
Grignarda zostal poddany katalitycznemu homosprzgganiu w obecnosci litu
prowadzac do DSiH, (20), ktéry w reakcji chlorowania dat nowy odczynnik
sililujacy 11. Opracowalam metod¢ otrzymywania pochodnych DSi -
bromowej (27) 1 imidazolowej (24). DSiBr, zsyntetyzowatam z uzyciem
DSiH,, PdCl, i CH,Br,;. Zwiazek 24 powstat w reakcji DSiCl, z imidazolem
1 EtsN w THF, w temp. pok. i czasie 2 h.

» Zoptymalizowalam  warunki  otrzymywania  pochodnych  sililowych
nukleozydow w reakcji z DSiCl, (11), skupiajac szczegdlna uwage na
urydynie. Wykonatam szereg reakcji sililowania, w ktérych zmieniatam czas
1 temperaturg, a takze ilo$ci poszczegodlnych reagentow. Okreslitam jaki wptyw
na przebieg reakcji powstawania pochodnych 2°,3’- i 3°,5’-O-sililowych
urydyny, ma obecnos$¢ zasady, a takze rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika.

Okazato sig, ze im bardziej zasadowa byta uzyta amina heterocykliczna, tym



IV. PODSUMOWANIE 128

wigcej powstaje pochodnej 3°,5°-O-sililowej urydyny (25), a mniej 2°,3” (21).
Wykazatam, ze na przebieg reakcji sililowania ma wptyw réwniez obecno$é¢
aminy alifatycznej (Et3N). W reakcjach sililowania nukleozydow w pirydynie
za pomoca DSiCl, lub DSiBr, powstaje pochodna 2’,3’-O-sililowa urydyny
(21), natomiast w reakcjach ze zwiazkiem 24 - pochodna 3°,5’ (25).

» Opracowalam rowniez szybka i skuteczna metodg otrzymywania, z wysoka
wydajnoscia, 3’,5°-O-DSi pochodnej urydyny (25), w obecnosci aminy i jodu.
Korzystny  wplyw  na  efektywno$¢  reakcji ma  zastosowanie
N-metyloimidazolu, duzych rozcienczen mieszaniny reakcyjnej, dodawanie
DSiCl, (11) bez rozcienczenia, a takze uzycie niewielkiego nadmiaru jodu
w stusunku do substratu.

» Zsyntetyzowalam pochodne 2°,3’- i 3’,5’-O-DSi cytydyny, adenozyny,
guanozyny 1 1-(B-D-arabinofuranozylo)uracylu (araurydyny). Sprawdzitam
rowniez reaktywnos¢ DSiCl, (11) wzgledem deoksyrybonukleozydow -
tymidyny 1 3’-amino-2’,3’-dideoksyadenozyny. W obydwu przypadkach
powstaja z wysoka wydajnoscia pochodne 3°,5’-O-DSi (40, 50).

» W reakcji tetrachlorosilanu z odpowiednimi alkoholami otrzymatam
z wysokimi wydajno$ciami bifunkcyjne reagenty sililenowe DMBSIiCl, (59),
DPSiCl; (60), MPTBSICl, (61). Zastosowana temperatura i czas reakcji byty
uzaleznione od budowy uzytego alkoholu. Kazdy z reagentéw sililowych, ze
wzgledu na rézna budowe i1 wlasciwosci w reakcjach sililowania urydyny,
prowadzil do otrzymania réznych produktow: 3’,5°-O-sililenowych (62, 66)
albo 5’-O-sililowych pochodnych urydyny (64).

» Okreslitam stabilno$¢ pochodnych sililowych urydyny 2°,3” i 3°,5” w réznych
warunkach reakcyjnych, wykonujac szereg reakcji wprowadzania grup
funkcyjnych w pozycje 2°- lub 5’-OH. Przeprowadzitam reakcje w srodowisku
silnie  zasadowym, neutralnym 1 kwasowym. Stwierdzitam, ze
siedmiocztonowy pierscien w 3’°,5’-O-sililowej urydynie (25) w warunkach
zasadowych, ulega otwarciu w pozycji 3. W warunkach neutralnych jest
stabilny, a w srodowisku kwasowym nastgpuje otwarcie pierscienia sililowego
w pozycji 5’ 1 zachodzi izomeryzacja do trwalszej pochodnej 2°,3° (21),
zawierajacej pierscien szescioczlonowy. Stabilno$¢ pochodnej 2°,3-O-DSi
urydyny (21) jest inna, niz 3°,5’ (25) i jej rozklad nastgpuje bezposrednio do

urydyny. Ponadto produkt izomeryzacji 21 powstaje w warunkach kwasowych,
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nawet wobec duzego nadmiaru wody i ta wlasciwos$¢ bardzo rozni grupg DSi
od TIPDSi. Stwierdzitam, ze uktad 2°,3°-O-DSi (21) jest stabilny w warunkach
neutralnych, natomiast w srodowisku kwasowym wykazuje wigksza trwatos¢
niz 3°,5’ (25), a w zasadowym odwrotnie.

» Stwierdzitam, ze dla pochodnych DSi urydyny czas po ktérym nastgpuje
catkowite usunigcie bifunkcyjnej grupy ochronnej za pomoca jonow
fluorkowych, jest krotszy dla uktadu 2°,3” (21), przy czym sam izomer 2°,3’
(21) ulega odblokowaniu cztery razy szybciej, niz 3°,5” (25). Porownanie grup
disililowych DSi 1 TIPDSi wskazuje, ze wobec jonéw fluorkowych DSi jest
mniej trwata niz TIPDSi (Rozdziat 111.12., Tabela 24).

» Zaproponowatlam mechanizm selektywnego powstawania pochodnych
sililowych urydyny w reakcji DSiCl,. Wykorzystalam obliczenia (program
HyperChem 7.0, z pomoca prof. Michala Sobkowskiego) dtugosci wiazan
Si-Cl  w bifunkcyjnych reagentach disililowych. Dzigki temu mogtam
oszacowaé ich wzgledna reaktywno$¢. Okreslitam, Ze proces izomeryzacji
wynika z duzej reaktywnosci grupy disilanowej. W zwiazku z tym pochodna
3°,5’-0O-DSi urydyny (25) jest produktem kinetycznym, a 2°,3’-O-DSi (21) jest

produktem termodynamicznym.

Wyniki badan nowego bifunkcyjnego reagenta sililowego DSiCl,, przedstawione
w niniejszej rozprawie doktorskiej, stanowia przedmiot zgltoszenia patentowego - krajowego

(PL399003) i migdzynarodowego (PCT/P-391468PL).
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1. Odczynniki chemiczne
1.1. Rozpuszczalniki
Wszystkie wymienione rozpuszczalniki, zanim zostaly wykorzystane w pracach

eksperymentalnych, byly oczyszczane i1 osuszane zgodnie z zamieszczonymi opisami.

Rozpuszczalniki byty przechowywane nad sitami molekularnymi o wielko$ci poréw 3 A

firmy Merck.
Nazwa rozpuszczalnika Producent Stopien Sposob oczyszczania
czystosci
acetonitryl Acros >99,9% przechowywano nad sitami
Organics
benzen Chempur cz.d.a. 99,7% | ogrzewano z wodorkiem wapnia(Il) -
CaH, pod chtodnicg zwrotna ok. 8 h;
destylowano; przechowywano nad
sitami
bezwodnik octowy destylowano; przechowywano nad
sitami
chlorek metylenu POCH cz.d.a. stabilizowany amylenem;
przechowywano nad sitami
chlorek metylenu POCH CcZ. saczono przez kolumng wypekiona
tlenkiem glinu(IIl) - Al,O4
chlorek metylenu POCH cz.d.a. ogrzewano z tlenkiem fosforu(V) -
P,0s; destylowano; ogrzewano z
CaH,; destylowano; przechowywano
nad sitami
eter dietylowy POCH Basic | cz.d.a. 99,5% stabilizowany BHT; destylowano
znad CaH,; przechowywano nad
sitami
n,n-dimetyloformamid Sigma- 99,8% przechowywano nad sitami
(dmf) Aldrich
1,4-dioksan POCH cz.d.a. 99% przechowywano nad sitami
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Gliwice
octan etylu POCH cz.d.a. 99,5% przechowywano nad sitami
pirydyna POCH cz.d.a. 99,5 % ogrzewano z tlenkiem fosforu(V) -
P,0s; destylowano; ogrzewano z
CaH,; destylowano; przechowywano
nad sitami
n-heksan POCH cz.d.a. 99 % przechowywano nad sitami
tetrahydrofuran (thf) POCH cz.d.a. 99,5 % saczono przez kolumng wypetniona
AlLyOs; ogrzewano z CaH, pod
chltodnica zwrotna ok. 8 h;
destylowano; przechowywano nad
sitami
tetrahydrofuran (thf) Sigma >99.9 % przechowywano nad sitami
Aldrich
toluen POCH cz.d.a. destylowano; przechowywano nad
sitami
2-propanol Chempur cz.d.a. uzyto bezposrednio
chloroform POCH cz. uzyto bezposrednio
Gliwice
trietyloamina Chempur cz.d.a. przechowywano nad sitami
metanol Chempur cz.d.a. przechowywano nad sitami
1.2. Reagenty
Reagenty krzemoorganiczne byly zsyntetyzowane w  Zakladzie Chemii

Metaloorganicznej, na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Nazwa reagenta

Sposéb oczyszczania

1,2-diwodoro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan destylacja pod proznia
1,2-dichloro-1,1,2,2- tetraizopropylodisilan destylacja pod proznia
1,2,2,4,4,5-heksametylo-3-metyleno-1,5-diaza-2,4- destylacja pod proznia
disilanocykloheptan
dichloro-di(2-metylo-2-butoksy)silan destylacja pod proznia
dichloro-di(3-pentoksy)silan destylacja pod proznia
dichloro-(3-metylo-3-pentoksy-tert-butoksy)silan destylacja pod proznia
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W pracach eksperymentalnych ponizej wymienione reagenty byly stosowane

w reakcjach bezposrednio, bez ich wcze$niejszego oczyszczania.

Nazwa reagenta Producent Stopien czystosci
urydyna Carbosynth -
cytydyna Carbosynth -

adenozyna Carbosynth -
guanozyna Carbosynth -
2’-deoksytymidyna Pharma-Waldhof GmbH -
3’-amino-2’,3’- Carbosynth -
dideoksyadenozyna
chlorek izopropylowy Sigma Aldrich >99%
bromek izopropylowy Sigma Aldrich 99%
metaliczny magnez Sigma Aldrich 99.99%
heksachlorodisilan Sigma Aldrich 96%
trichlorosilan Sigma Aldrich 99%
lit zawieszony w oleju Sigma Aldrich 60%
mineralnym
izocyjanian trichloroacetylu Sigma Aldrich >97%
imidazol Fluka Chemie AG >99%

n-metyloimidazol Aldrich 99%

1,2,4-triazol Aldrich 98%
lh-tetrazol Fluka CczZ.

5-etylotiotetrazol Ifotam Co. Ltd. 99%

wodoroweglan sodu Chempur cz.d.a.
siarczan sodu Chempur cz.d.a.
tiosiarczas sodu POCH Gliwice -

chlorek palladu(Il) Aldrich 60%

dibromometan Aldrich 99%
weglan difenylowy Aldrich 99%
triflan scandu(I1I) Aldrich 99%
1,3-dichloro-1,1,3,3- Ifotam -
tetraizopropylodisiloksan
wodorek sodu Aldrich 95%
chlorek fenoksyacetylu Aldrich 98%




V. CZESC EKSPERYMENTALNA 133

jodometan stabilizowany Merck >99%
srebrem
bromek Aldrich 97%

metoksykarbonylometylu

jod POCH Gliwice cz.d.a.

2. Metodyka badan identyfikacyjnych

Produkty otrzymywane w poszczegolnych reakcjach syntezy, zostaly poddane
badaniom identyfikacyjnym, stosujac rézne techniki analityczne.

Chromatografi¢ gazowa z detekcja masowa (GC-MS) wykonywano z wykorzystaniem
aparatu Varian Saturn 2100T ze wzbudzeniem elektronowym i1 chemicznym. Widma MS
rejestrowano komputerowo przy uzyciu programu STAR Workstation 5.5, zaopatrzonego
w biblioteke widm MS NIST 98. Chromatograf wyposazono w szklana kolumneg kapilarna
o dtugo$ci 30 m klasy DB-5 firmy Varian. Pomiary wykonywano stosujac nast¢pujace
parametry dla chromatografu gazowego:

- temperatura poczatkowa - 60 °C

- temperatura koncowa - 280 °C

- przyrost temperatury - 10 “C/min.

- czas w temperaturze poczatkowej - 3 min.

- czas w temperaturze koncowej - 10 min.

- temperatura dozownika - 220 °C.

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego wykonywano na spektrometrach Bruker
Avance Il (400 MHz), gdzie widma rejestrowano z nastgpujaca czgstotliwoscia pola
magnetycznegodla 'H-NMR (400 MHz), "C-NMR (100 MHz), *’Si-NMR (79,5
MHz).Bruker Avance III (500 MHz), na ktéorym poszczegdlne widma rejestrowano
z czestotliwoscia pola magnetycznego dla 'H-NMR (500 MHz), *C-NMR (125,8 MHz),
»Si-NMR (99,4 MHz).Probki przygotowywano w rozpuszczalnikach deuterowanych.
Najczesciej wykorzystywano DMSO-dg, CDCl3, CsDg, D,O.

Pomiaru zawarto$ci wody w rozpuszczalnikach organicznych dokonywano poprzez
miareczkowanie kulometryczne Karla-Fischera z wykorzystaniem kulometru TitroLine KF

trace firmy SI Analytics GmbH.
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3. Techniki ogolne
3.1. Chromatografia cienkowarstwowa - TLC (ang. Thin Layer Chromatography)

Technika chromatografii cienkowarstwowej - TLC znalazta zastosowanie do
chromatografowania metoda wstgpujaca mieszanin reakcyjnych i zwiazkoéw chemicznych.
Przeprowadzana byla w cylindrycznych komorach szklanych, ktorych $cianki wylozono
bibula zanurzona w eluencie, w celu wysycenia atmosfery jego parami. Chromatogramy
rozwijano 1 analizowano na ptytkach analitycznych firmy Merck (Niemcy) pokrytych zelem
krzemionkowym 60 HF,s4, posiadajacych czynnik fluoryzujacy przy dlugosci fali swiatta
wzbudzajacego 254 nm. Do najczg$ciej stosowanych eluentow naleza:

1. chlorek metylenu / metanol (9:1, v/v);

chlorek metylenu / metanol (95:5, v/v);
chlorek metylenu / metanol (8:2, v/v);

2
3
4. heksan / octan etylu / metanol (9:8:1, v/v);
5. heksan / octan etylu / metanol (9:4:1, v/v);
6

chloroform / metanol (4:1, v/v).
3.2. Kolumnowa chromatografia cieczowa

Kolumnowa chromatografi¢ cieczowa zastosowano do oczyszczania modyfikowanych
nukleozydow. Wypetnienie kolumn stanowil Zel krzemionkowy Kieselgel 60 firmy Merck,
o rozmiarach czastek 230-400 mesh. Zwiazki z kolumn wymywano, wykorzystujac metode
gradientowa, polegajaca na zmianie sktadu procentowego eluentu, a tym samym zmianie sity
jego eluowania. Do wymywania uzyto takich samych eluentow, jak w przypadku

chromatografii cienkowarstwowe;j.
3.3. Powtarzalne procedury laboratoryjne

Wszystkie eksperymenty prowadzono w atmosferze gazu obojgtnego, ktorym byt
argon.
W reakcjach sililowania nukleozydéw stosowano dodatek sit molekularnych 3 A firmy

Merck, w celu lepszego odwodnienia §rodowiska reakcji.
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Mieszaning reakcyjna poddawano procesowi ekstrakeji, do ktérego uzywano wodnego
nasyconego roztworu NaHCOj3 i CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie porcjami
CH,Cl,.

Ekstrakty organiczne zebrane po ekstrakcji suszono przez ok. 0,5h,wykorzystujac do
tego celu bezwodny Na,SOy, a nastgpnie roztwor przesaczano.

Uzyskane czyste produkty reakcji liofilizowano poprzez rozpuszczenie ich
w bezwodnym benzenie, a nastgpniec wymrozenie w cieklym azocie i1 usunigcie przez

sublimacje¢ rozpuszczalnika na linii prozniowej, w czasie od kilku do kilkunastu godzin.

3.4. Procedura z TAI

Reakcje z TAI polegaty na przygotowaniu w proboéwce szklanej roztworu badanej
substancji (0,010 g), w deuterowanym rozpuszczalniku CDCl; (0,60 mL), do ktérego dodano
TAI (1-2 krople). Po doktadnym wymieszaniu, probke¢ poddawano analizie NMR.

3.5. Procedura acetylowania

W kolbie umieszczono sililowana pochodna rybonukleozydu (0,025 g), bezwodnik
octowy (0,200 mL) i pirydyng (1 mL). Cato$¢ mieszano nad mieszadtem magnetycznym. Po
0,5 h reakcj¢ zakoficzono przez odparowanie mieszaniny reakcyjnej z mieszaning metanolu
z toluenem. Mieszaning reakcyjng oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent
zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje zawierajace produkt potaczono

1 poddano procesowi liofilizacji.

3.6. Procedura usuwania grup sililowych

W kolbie umieszczono sililowana pochodna rybonukleozydu (0,010 g), THF
(0,250mL) i 1 M TBAF/THFlub 1 M Et3N-3HF/THF (0,015 mL). Cato$¢ mieszano nad
mieszadlem magnetycznym, $ledzac zmiany za pomoca analizy TLC. Po catkowitym
przereagowaniu substratow, mieszaning reakcyjna poddano ekstracji NaHCO; 1 CH,Cl,.
Warstweg wodna ekstrahowano trzykrotnie porcjami CH,Cl,. Ekstrakty organiczne zebrane po
ekstrakcji suszono przez ok. 0,5 h, wykorzystujac do tego celu bezwodny Na,SOy, a nastgpnie

roztwor przesaczano. Pozostato§¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent



V. CZESC EKSPERYMENTALNA 136

zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje zawierajace produkt potaczono

i poddano procesowi liofilizacji.

4. Synteza pochodnych reagenta disilanowego

4.1. 1,2-Diwodoro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan - DSiH; (20)

4.1.1. Chlorek izopropylomagnezowy (19)

W kolbie umieszczono magnez (960 mmoli, 23,04 g) i dodano eteru dietylowego
(150 mL) oraz krople bromku etylenu. Po 0,5 h dodano kolejna porcje eteru dietylowego
(100 mL) 1 mieszano nad mieszadlem magnetycznym. Mieszaning chtodzono, powoli
wkraplajac roztwor chlorku izopropylowego (18) (800 mmoli, 62,83 g, 73,2 mL) w eterze
dietylowym (350 mL). Podczas dodawania 18 na powierzchni obserwowano pecherzyki
powietrza, aroztwor zrobit si¢ metny. Calo$¢ mieszano przez 1,5h. Przebieg reakcji
kontrolowano za pomoca chromatografii gazowej. Otrzymany produkt 19 zostat poddany

dalszym reakcjom bez jego izolacji.

4.1.2. Diizopropylochlorosilan (14)

Do mieszaniny reakcyjnej ze zwiazkiem 19 powoli wkraplano roztwér HSiCls
(300 mmoli, 40,65 g, 30,3 mL) w eterze dietylowym (70 mL). Po dodaniu catosci, mieszanie
kontynuowano wraz z ogrzewaniem w lazni olejowej w temperaturze 80 C przez 6 h.
Nastgpnie z mieszaniny poreakcyjnej wyizolowano glowny produkt, poprzez destylacje
metoda ,trap to trap”. Analiza GC-MS potwierdzita otrzymanie zwiazku 14: 113,7 g,
wydajnos¢ 95 %.

Diizopropylochlorosilan (14):
GC (min): 7,82 (95,1 %);
GC-MS (m/z): 63,1 (+SiCl), 73,2 (+SiHCH(CHs),), 88,2 (+CH3), 107,0 (+CISiHCH(CH3),),
149,5 (+CISi(CH(CHj3)y)2).
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4.1.3. 1,2-Diwodoro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan - DSiH; (20)

Metaliczny lit (206 mmola, 1,43 g) w THF (50 mL) umieszczono w naczyniu
Schlenka, schtodzono do temperatury 0 C i powoli dodawano wcze$niej otrzymany zwiazek
14 (104 mmola, 15,5 g, 17,8 mL) rozpuszczony w THF (25 mL). Po dodaniu calosci
mieszano przez 1,5 h w temperaturze 0 'C, a nastgpnie w temp. pokojowej przez 12 h.
Mieszaning reakcyjna przeniesiono do kolby, przesaczono na kolumnie ze spiekiem
zniewielka iloscia Cellitu. Nadmiar litu zobojetniono 2-propanolem, a nadmiar
rozpuszczalnika odparowano. Przeprowadzono destylacje pod proznia 0,2 mm Hg, zbierajac
frakcje o temp. wrzenia 96 C: 20, 22,44 g, wydajno$é 95,2 %.

1,2-Diwodoro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan - DSiH, (20):

GC (min): 11,09 (95,21 %);

PSi-NMR (79,5 MHz, CsDg) & (ppm): -14,45 (s, Siy(iPr);Ha);
"H-NMR (400 MHz, C¢Ds) & (ppm): 1,18 (m, 30 H, (CH(CH3))4;
BC-NMR(125,8 MHz,C¢Ds) & (ppm): 20,65 (-CH), 11,21 (-CH3).

4.2. 1,2-Dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan - DSiCl, (11)

W kolbie umieszczono 1,1,2,2-tetraizopropylo-1,2-diwodorodisilan (25 mmoli, 5,71 g)
i powoli wkraplano nasycony roztwér Cl,/CH,Cl, intensywnie mieszajac. Nastgpnie
przeprowadzono destylacj¢ pod proznia 0,2 mm Hg, zbierajac frakcje przy temp. wrzenia
122 °C: 11, 6,47 g, wydajnos¢ 87,2 %.

1,2-Dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan - DSiCl, (11):
GC (min): 16,22 (87,14 %);
GC-MS (m/z): 221,30 (+Sia(iPr);Cl), 263,00 (+Six(iPr)4Cl);
»Si-NMR (79,5 MHz, C¢Dg) & (ppm): 24,67 (Siz(iPr)4CL);
"H-NMR (400 MHz, C¢Dg) & (ppm): 1,35 (m, 4 H, -CH),1,22 (m, 24 H, -CH3);
BC-NMR (100 MHz, C¢D¢) & (ppm): 18,10 (-CH), 16,74(-CHs).

4.3. 1,2-Dibromo-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan - DSiBr; (27)

W kolbie umieszczono zwiazek 20 (0,66 mmoli, 0,152 g, 0,180 mL), chlorek
palladu(Il) (0,03 mmola, 0,0053 g, 4,5 mol%) i CH,Br, (14,3 mmola, 2,48 g, 1 mL).
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Nastepnie calo$é mieszano przez 8 h w temp. 60-70 'C. Przebieg reakcji kontrolowano za

pomoca *’Si-NMR. Otrzymano zwiazek 27, ktory scharakteryzowano bez izolacji.
1,2-Dibromo-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan - DSiBr; (27):

PSi-NMR (99,4 MHz, C¢Ds) & (ppm): 39,89 (Sir(iPr)4Br,).

4.4. 1,2-Di-(imidazol-1-ylo)-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan (24)

W kolbie umieszczono imidazol (0,975 mmola, 0,066 g) i THF (1 mL). Do tego
dodano zwiazek 11 (0,325 mmola, 0,097 g) i na samym koncu (C;Hs);N (1,950 mmola,
0,197 g, 0,271 mL). Mieszaning reakcyjna mieszano przez 2 h. Otrzymano zwiazek 24, ktory
scharakteryzowano bez jego izolacji.

1,2-Di-(imidazol-1-ylo)-1,1,2,2-tetraizopropylodisilan (24):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) § (ppm): 7,63 (s, 2H, H-2), 7,05 (s, 4H, H-4, H-5), 0,97-1,07
(m, 28H);

BC-NMR (125,8 MHz, CDCl;) & (ppm): 139,65 (C-2), 129,75 (C-4), 120,62 (C-5), 18,11
(-CH), 16,74 (-CH3);

PSi-NMR (79,5 MHz, CDCl3) § (ppm): 15,47 (Six(iPr)s(Im)y).

5. 2°,3’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21)

5.1. 2°,3’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21) - reakcja z DSiCl, (11)
w pirydynie

W kolbie umieszczono urydyng (0,25 mmola, 0,060 g) i dodano pirydyng (0,5 mL).
Nastegpnie dodano roztwor DSiCl, (11) (0,325 mmoli, 0,0972 g, 0,099 mL) rozpuszczonego
w pirydynie (0,5 mL). Kolbg¢ z roztworem urydyny chtodzono w temp. 0 °C, podczas
dodawania roztworu DSiCl,. Reakcje zakonczono po 1 h przez dodanie nasyconego wodnego
roztworu NaHCO; (6 mL) 1 taka sama ilos¢ CH,Cl,. Warstwe¢ wodna ekstrahowano
trzykrotnie CH,Cl, (3x6 mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SO4
przez 0,5 h. Nastgpnie roztwodr przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow odparowano,
a pozostato$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek
metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje polaczono i poddano procesowi liofilizacji: 21,

110 mg, wydajnos¢ 95 %. Rf(1) = 0,54.
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2°,3’-0O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21):
"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,46 (s, 1H, N-H), 7,62 (d, J=8 Hz, 1H, H-6), 5,73 (dd,
J=4 Hz, J=8 Hz, 1H, H-5), 5,68 (d, J=8 Hz, 1H, H-1"), 4,52 (t, J=4,4 Hz, J=4,8 Hz, 1H, H-2),
4,35 (t, J=4,8 Hz, J=4,4 Hz, 1H, H-3"), 4,15 (m, 1H, H-4"), 3,98 (dd, J=2 Hz, J=12 Hz, 1H,
H-5’), 3,81 (dd, J=2,4 Hz, J=12 Hz, 1H, H-5"), 1,35-1,03 (m, 28H, H-iPr);
BC-NMR (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 163,05 (C-4), 150,06 (C-2), 141,76 (C-6), 102,15
(C-5), 93,29 (C-1"), 85,54 (C-4’), 75,20 (C-2’), 71,63 (C-3°), 61,69 (C-5°,57), 17,83-14,00
(C-iPr);
»Si-NMR (79,5 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 14,02, 13,37 (sililowa grupa ochronna).

5.2. 2°,3’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21) - reakcja z DSiBr, (27)
w pirydynie

Do mieszaniny otrzymanej wg Rozdziatu 4.3., zawierajacej zwiazek 27 (0,66 mmola,
0,255 g) dodano pirydyne (0,5 mL), a nastgpnie roztwédr urydyny (0,5 mmola, 0,122 g)
w pirydynie (0,5mL). Kolbg z DSiBr, (27) chtodzono w temp. 0 °C, podczas dodawania
roztworu urydyny. Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej. Po 1 h reakcje zakonczono przez
dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCOs3 (6 mL) 1 taka sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe
wodng ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x6 mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono
bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow
odparowano, a pozostato§¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent
zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono 1 poddano
procesowi liofilizacji: 21, 188 mg, wydajnos¢ 80 %. Rf(1) = 0,54.

2°,3’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21):
Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 5.1.

6. 5’-0-Acetylo-2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (22)

Reakcja zostala wykonana wg procedury z Rozdziatu 3.5. W wyniku reakcji
otrzymano: 22, 26,4 mg, wydajnos¢ 98 %. Rf(1) = 0,64.
5’-O-Acetylo-2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (22):
"H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8,22 (s, 1H, N-H), 7,56 (d, J=8,4 Hz, 1H, H-6),5,81 (d,
J=2,4 Hz, 1H, H-1"), 5,73 (dd, J=2 Hz, J=8 Hz, 1H, H-5), 4,37 (m, 1H, H-5"), 4,35 (m, 1H,
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H-57), 4,32 (m, 1H, H-2), 4,26 (m, 1H, H-4"), 4,16 (m, 1H, H-3"), 3,13 (s, 3H, C(O)CHs),
1,34-1,07 (m, 28H, H-iPr);

BC-NMR (100 MHz, CDCl5) & (ppm): 170,35 (C(O)), 162,65 (C-4), 149,69 (C-2), 139,56
(C-6), 102,02 (C-5), 91,61 (C-17), 81,55 (C-4%), 75,76 (C-2"), 71,88 (C-3"), 63.25 (C-5°,5),
20,82 (C(O)CHs), 17,78-14,07 (C-iPr);

»Si-NMR (79,5 MHz, CDCls) & (ppm): 16,03, 12,24 (sililowa grupa ochronna).

7. 3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (25)

7.1. 3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (25) - reakcja z pochodna

disilanowg 24

Do mieszaniny otrzymanej wg Rozdziatu 4.4., zawierajacej zwiazek 24 (0,325 mmola,
0,118 g) dodano roztwor urydyny (0,25 mmola, 0,060 g) w pirydynie (I mL). Kolbg
z roztworem zwiazku 24 chtodzono w temp. 0 °C, podczas dodawania roztworu urydyny. Po
dodaniu calo$ci mieszaning mieszano w temp. pokojowej. Po 1 h reakcje zakonczono przez
dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCOs (6 mL) 1 taka sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe
wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3%x6 mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono
bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow
odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent
zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono 1 poddano
procesowi liofilizacji: 25, 104 mg, wydajnos¢ 90 %. Rf(1) = 0,65.

3°,5’-0-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (25):
"H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): 9,34 (s, 1H, N-H), 7,25 (d, J=8 Hz, 1H, H-6), 5,72 (d,
J=8 Hz, 1H, H-5), 5,48 (s, 1H, H-1), 4,51 (t, J=7 Hz, J=7,2 Hz, 1H, H-3), 4,38 (d,
J=6 Hz,1H, H-2"), 4,16 (q, J=3,6 Hz, J=11,2 Hz, 1H, H-5"), 4,03 (m, 1H, H-4"), 3,83 (q,
J=9,2 Hz, J=11,2 Hz, 1H, H-5"), 1,41-1,02 (m, 28H, H-iPr);
BC-NMR (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 163,51(C-4), 149,66 (C-2), 142,20 (C-6), 102,21
(C-5), 94,85 (C-1"), 83,23 (C-4’), 75,76 (C-2’), 75,02 (C-3°), 64,96 (C-5°,57), 18,36-14,64
(C-1Pr);
»Si-NMR (79,5 MHz, CDCl3) & (ppm): 18,29, 17,06 (sililowa grupa ochronna).
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7.2. 3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (25) - reakcja z DSiBr, (27),

imidazolem i Et;N

Do mieszaniny otrzymanej wg Rozdziatu 4.3., zawierajacej zwiazek 27 (0,66 mmola,
0,255 g) dodano imidazol (1,98 mmola, 0,135 g), THF (1 mL) i na samym koncu (C,Hs);N
(3,96 mmola, 0,400 g, 0,551 mL). Mieszaning reakcyjna mieszano w temp. pokojowej przez
2 h, a nastepnie dodano roztwoér urydyny (0,5 mmola, 0,122 g) w pirydynie (1 mL). Kolbe
z roztworem zwiazku 27 chtodzono w temp. 0 °C, podczas dodawania roztworu urydyny. Po
dodaniu calo$ci mieszaning mieszano w temp. pokojowej. Po 1 h reakcj¢ zakonczono przez
dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCOs3 (6 mL) 1 taka sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe
wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3%6 mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono
bezwodnym Na,SO, przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow
odparowano, a pozostalo§¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent
zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono 1 poddano
procesowi liofilizacji: 25, 204 mg, wydajnos¢ 87 %. Rf(1) = 0,65.

3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (25):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 7.1.

8. 2°-0-Acetylo-3°,5’-O(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (26)

Reakcja zostala wykonana wg procedury z Rozdzialu 3.5. W wyniku reakcji
otrzymano: 26, 27 mg, wydajnos$¢ 100 %. Rf(1) = 0,72.
2’-0-Acetylo-3°,5’-O(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (26):
"H-NMR (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 8,57 (s, 1H, N-H), 7,25 (d, J=8 Hz, 1H, H-6), 5,75 (d,
J=8,4 Hz, 1H, H-5), 5,70 (d, J=2 Hz, 1H, H-1"), 5,49 (dd, J=2 Hz, J=6,4 Hz, 1H, H-2’), 4,41
(q, J=6,8 Hz, J=8,4 Hz, 1H, H-3"), 4,17 (q, J=3,6 Hz, J=12 Hz, 1H, H-5"), 4,01 (m, 1H, H-4’),
3,87 (q, J=7,6 Hz, J=12 Hz, 1H, H-5"), 2,13 (s, 3H, C(O)CHs), 1,36-1,04 (m, 28H, H-iPr);
BC-NMR (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 169,26 (C(0)), 162,47 (C-4), 149,41 (C-2), 140,42
(C-6), 102,71 (C-5), 90,29 (C-1"), 83,03 (C-4"), 75,69 (C-2°), 74,63 (C-3’), 64,63 (C-5’,5"),
20,67 (C(O)CHs), 18,41-14,83 (C-iPr);
»Si-NMR ( 79,5 MHz, CDCl3) & (ppm): 18,52, 17,03 (sililowa grupa ochronna).
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9. Synteza pochodnych 2°,3’- i 3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny

9.1. Procedura z uzyciem r6znych amin heterocyklicznych

Reakcje wykonywano wedtug jednego, ogdlnego schematu.

Przygotowano mieszaning reakcyjnasktadajaca si¢ ze zwiazku X (Tabela 25), THF
(3mL), 1,2-dichloro-1,1,2,2-tetraizopropylodisilanu (1,3 mmola, 0,389 g, 0,397 mL)
1 (C,Hs)sN (7,8 mmola, 0,790 g, 1,09 mL). Calo$¢ mieszano przez 2 h, a nastgpnie dodano
roztwor urydyny (1 mmola, 0,250 g) w pirydynie (2 mL). Kolbg z roztworem zwiazku X
chtlodzono w temp. 0 °C, podczas dodawania roztworu urydyny. Po dodaniu catosci
mieszaningmieszano w temp. pokojowej. Po 1 h reakcje zakonczono przez dodanie
nasyconego wodnego roztworu NaHCO3; (10 mL) 1 taka sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe wodna
ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x6 mL). Warstwy organiczne zebrano 1 suszono
bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow
odparowano, a pozostalo§¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent
zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono 1 poddano

procesowi liofilizacji: 21 1 25, wydajnos¢ - Tabela 25. Rf(1),; = 0,54, Rf(1),5 = 0,65.

Tabela 25. Ilosci zwiazku X uzyte do reakcji i ich wydajnosé.

Zwigzek X Ho$¢ zwigzku X Wydajnosé¢ produktu
[mmol] lg] 21 25
4_) 3,9 0,320 10 % 80 %
L,
I~ ) 3,9 0,269 15 % 70 %
!
[/\\ 3,9 0,273 30 % 65 %
!
N/7_§ 3,9 0,507 50% 30 %
Ny SCH,CH,

2°,3’-0O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 5.1.
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3°,5’-0-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (25):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 7.1.

9.2. Procedura z N-metyloimidazolem w obecnosci jodu

W  kolbie umieszczono urydyn¢ (0,41 mmola, 0,100 g), DMF (3 mL),
N-metyloimidazol (3,2 mmola, 0,262 g, 0,255mL), jod (0,53 mmola, 0,135 g). Do tak
przygotowanej mieszaniny dodano DSiCl, (0,53 mmola, 0,158 g, 0,162 mL). Catos¢
mieszano w temp. pokojowej. Po 15 minutach reakcje zakonczono przez dodanie nasyconego
wodnego roztworu Na,S,03 (10 mL) 1 taka sama ilos¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano
trzykrotnie CH,Cl, (3%x10mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na;SO4
przez 0,5 h. Nastepnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow odparowano,
a pozostato$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek
metylenu/metanol. Wyizolowane frakcjepotaczono 1poddano procesowi liofilizacji: 21,
35 mg, wydajnos¢ 18 % 1 25, 156 mg, wydajnos¢ 81 %. Rf(1)2; = 0,54, Rf(1)25 = 0,65.

2°,3’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 5.1.

3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (25):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 7.1.

9.3. Procedura z pirydyna w obecnosci jodu

W kolbie umieszczono urydyng (0,41 mmola, 0,100 g), THF (3 mL), pirydyng
(3,2 mmola, 0,253 g, 0,258 mL), jod (0,53 mmola, 0,135 g). Do tak przygotowanej
mieszaniny dodano DSiCl, (0,53 mmola, 0,158 g, 0,162 mL). Calo$¢ mieszano w temp.
pokojowej. Po 45 minutach reakcj¢ zakonczono przez dodanie nasyconego wodnego roztworu
NaS,03 (10 mL) i1 taka sama ilos¢ CH,Cl,. Warstwg wodna ekstrahowano trzykrotnie
CH,Cl, (3x10mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h.
Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow odparowano, a pozostatosé
oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek
metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono i poddano procesowi liofilizacji: 21,
33 mg, wydajnos¢ 17 % 1 25, 125 mg, wydajnos¢ 65 %. Rf(1)1 = 0,54, Rf(1)25 = 0,65.

2°,3’-0O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 5.1.
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3°,5’-0-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (25):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 7.1.

10. Reakcje izomeryzacji 3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny (25) do
2°,3°-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyny (21), w obecnosci

chlorowodorku aminy

10.1. Reakcja izomeryzacji w obecnoS$ci chlorowodorku pirydyny

W kolbie umieszczono pirydyng (0,5 mL) 1 36 % HCI (7 pL). Przygotowany roztwor
odparowano 3 razy z bezwodna pirydyna. Do powstalego osadu chlorowodorku pirydyny
(85 umoli, 0,010 g) dodano pirydyneg (0,5 mL), a nastepnie roztwdr zwiazku 25 (20 pmoli,
0,010 g) w pirydynie (0,5 mL). Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej. Po 24 h reakcje
zakonczono przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCOs3 (3 mL) 1 taka sama ilo$¢
CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x3mL). Warstwy organiczne
zebrano i suszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastepnie roztwor przesaczono, nadmiar
rozpuszczalnikow odparowano, a pozostato§¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;j.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje polaczono
1 poddano procesowi liofilizacji: 21, 8 mg, wydajnos$¢ 80 %. Rf(1) = 0,54.

2°,3’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 5.1.

10.2. Reakcja izomeryzacji w obecnosci chlorowodorku imidazolu

W kolbie umieszczono CH3CN (0,5 mL), imidazol (85 pmoli, 0,006 g) i 36 % HCl
(7 uL). Przygotowany roztwor odparowano najpierw 5 razy z bezwodnym MeOH i potem 3
razy z bezwodna pirydyna . Do powstatego osadu chlorowodorku imidazolu (85 umoli,
0,009 g) dodano pirydyne (0,5 mL), a nastgpnie roztwér zwiazku 25 (20 pmoli, 0,010 g)
w pirydynie (0,5 mL). Cato§¢ mieszano w temp. pokojowej. Po 24 h reakcje zakonczono
przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO;3; (3 mL) i taka sama ilos¢ CH,Cl,.
Warstweg wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x3mL). Warstwy organiczne zebrano
isuszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar

rozpuszczalnikéw odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;.
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Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje polaczono
1 poddano procesowi liofilizacji: 21, 8,5 mg, wydajnos¢ 85 %. Rf(1) = 0,54.
2’°,3’-0-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (21):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 5.1.

10.3. Reakcja izomeryzacji w obecnosci chlorowodorku trietyloaminy

W kolbie umieszczono pirydyng (0,5 mL), (C,Hs)sN ( 85 pmoli, 0,009 g) i 36 % HCI (7 pL).
Przygotowany roztwor odparowano 3 razy z bezwodna pirydyna. Do powstalego osadu
chlorowodorku trietyloaminy (85 pmoli, 0,012 g) dodano pirydyng (0,5 mL), a nastgpnie
roztwor zwiazku 25 (20 pmoli, 0,010 g) w pirydynie (0,5 mL). Cato$§¢ mieszano w temp.
pokojowej. Po 24 h reakcje zakonczono przez dodanie nasyconego wodnego roztworu
NaHCOs; (3 mL) 1 taka sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl,
(3x3mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SOy4 przez 0,5 h. Nastgpnie
roztwodr przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikéw odparowano, a pozostatos¢ oczyszczano na
kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol.
Wyizolowane frakcje potaczono 1 poddano procesowi liofilizacji: 25, 9 mg, wydajnos¢ 90 %.
Rf(1) =0,65.
3°,5’-0-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (25):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 7.1.

11. 2°-O-Fenoksyacetylo-3°,5’-0-(1,1,2,2-tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (30)

W kolbie umieszczono zwiazek 25 (0,21 mmola, 0,100 g) w suchym toluenie (1,5 mL)
i dodano pirydyne (0,53 mmola, 0,047 mL). Nastgpnie kroplami dodano chlorek
fenoksyacetylu (0,25 mmoli, 0,035 mL). Calo§¢ mieszano w temp. pokojowej przez 3 h.
Reakcjg¢ zakonczono przez dodanie wody destylowanej (6 mL) 1 taka sama ilo§¢ CH,Cl.
Warstweg wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3%x6 mL). Warstwy organiczne zebrano
isuszono bezwodnym Na,SO, przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar
rozpuszczalnikéw odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje polaczono

1 poddano procesowi liofilizacji: 30, 100 mg, 78 %. Rf(1) = 0,73.
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2’-O-Fenoksyacetylo-3°,5’-0-(1,1,2,2-tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna
30):
"H-NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 9,67 (s, 1H, N-H), 7,29 (m, 2H, H-Ph), 7,24 (d,
J=8 Hz, 1H, H-6), 6,99 (m, 1H, H-Ph), 6,93 (m, 2H, H-Ph), 5,74 (d, J=8 Hz, 1H, H-5), 5,64
(d,J=1,8 Hz, 1H, H-1’), 5,61 (dd, J=1,8 Hz, J=6,2 Hz, 1H, 2°), 4,76 (q, J=16,2 Hz, J=34,2 Hz,
2H, H-CH»), 4,49 (q, J=6,2 Hz, J=8,4 Hz, 1H, H-3"), 4,15 (q, J=3,6 Hz, J=12 Hz, 1H, H-5’),
4,00 (m, 1H, H-4’), 3,89 (q, J=7,4 Hz, J=12 Hz, 1H, H-5"), 1,16-1,04 (m, 28H, H-1Pr);
BC-NMR (125,8 MHz, CDCl3) & (ppm): 167,38 (C(0)), 163,35 (C-0), 157,78 (C-4), 149,66
(C-2), 140,49 (C-6), 129,70, 121,80, 114,84 (C-Ph), 102,67 (C-5), 90,33 (C-17), 82,88 (C-4’),
76,75 (C-27), 74,43 (C-3°), 65,16 (CH,), 64,35 (C-5°,5”), 18,34-14,75 (C-1Pr).

12. 5’-O-Fenoksyacetylo-2’°,3’-0-(1,1,2,2-tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (31)

W kolbie umieszczono zwiazek 21 (0,21 mmola, 0,100 g) w suchym toluenie (1,5 mL)
i dodano pirydyne (0,53 mmola, 0,047 mL). Nastepnie kroplami dodano chlorek
fenoksyacetylu (0,25 mmoli, 0,035 mL). Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej przez 1,5 h.
Reakcj¢ zakonczono przez dodanie wody destylowanej (6 mL) 1 taka sama ilo§¢ CH,Cl.
Warstwg wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3%6 mL). Warstwy organiczne zebrano
isuszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar
rozpuszczalnikéw odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono
1 poddano procesowi liofilizacji: 31, 107 mg, 84 %. Rf(1) = 0,68.

5’-O-Fenoksyacetylo-2°,3’-0-(1,1,2,2-tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna
31):
"H-NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 9,64 (s, 1H, N-H), 7,52 (d, J=10 Hz, 1H, H-6), 7,29
(m, 2H, H-Ph), 7,00 (t, J=9,2 Hz, 1H, H-Ph), 6,87 (d, J=10 Hz, 2H, H-Ph), 5,86 (d, J=3,9Hz,
1H, H-17), 5,67 (d, J=10 Hz, 1H, H-5), 4,72 (q, J=20,1 Hz, J=25,9 Hz, 2H, H-CH,), 4,47 (m,
2H, H-5°,57), 4,31 (t, J=4,8 Hz, 1H, H-2’), 4,26 (m, 1H, H-4’), 4,14 (q, J=5,8 Hz, J=8,1 Hz,
1H, H-3"), 1,30-1,03 (m, 28H, H-iPr);
BC-NMR (125,8 MHz, CDCl3) & (ppm): 168,67 (C(0O)), 163,56 (C-0), 157,50 (C-4), 150,1
(C-2), 139,8 (C-6), 129,7, 122,06, 114,45 (C-Ph), 102,32 (C-5), 91,15 (C-1"), 81,28 (C-4°),
75,48 (C-27), 71,68 (C-3”), 65,55 (CH>), 63,81 (C-5°,5), 17,69-13,96 (C-iPr).
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13. N-metoksykarbonylometylo-3’,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (32)

W kolbie umieszczono zwiazek 25 (0,21 mmola, 0,100 g) w DMF (1,5 mL). Catos¢
wychtodzono do temp. 0 'C. Nastepnie dodano NaH (0,23 mmole, 0,006 g) i mieszano przez
1 hw 0 C. Po tym czasie dodano chlorek metoksykarbonylometylowy (0,63 mmole, 0,087
mL). Mieszaning reakcyjna ogrzano do temp. pokojowej i mieszano przez 2 h. Reakcjg
zakonczono przez dodanie 5 % kwasu octowego (I mL) i MeOH (3 mL). Nadmiar
rozpuszczalnikow odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje polaczono
1 poddano procesowi liofilizacji: 32, 89 mg, wydajnos¢ 77 %. Rf(1) =0,77.

N-metoksykarbonylometylo-3’,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna
(32):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,26 (d, J=8 Hz, 1H, H-6), 5,79 (d, J=8 Hz, 1H, H-5),
5,53 (d, J=1 Hz, 1H, H-1"), 4,65 (s, 2H, CH;) 4,46 (q, J=6,3 Hz, J=7,5 Hz, 1H, H-3"), 4,33 (d,
J=6 Hz, 1H, H-2’), 4,17 (q, J=3,7 Hz, J=11,4 Hz, 1H, H-5"), 4,06 (m, 1H, H-4), 3,83 (q,
J=8,7 Hz, J=11,4 Hz, 1H, H-57), 3,74 (s, 3H, CH3), 1,31-1,03 (m, 28H, H-iPr);

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 167,99 (C(0)), 161,92 (C-4), 150,09 (C-2), 139,84
(C-6), 101,57 (C-5), 94,79 (C-1"), 83,19 (C-4’), 75,79 (C-2’), 75, 23 (C-3’), 64,94 (C-5°,5),
52,42 (CHj3), 41,58 (CH»), 18,37-14,68 (C-iPr).

14. N-metoksykarbonylometylo-2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna (33)

W kolbie umieszczono zwiazek 21 (0,21 mmola, 0,100 g) w DMF 1,5 mL). Catos¢
wychtodzono do temp. 0 'C. Nastepnie dodano NaH (0,23 mmole, 0,006 g) i mieszano przez
1 hw 0 C. Po tym czasie dodano chlorek metoksykarbonylometylowy (0,63 mmole, 0,087
mL). Mieszaning reakcyjna ogrzano do temp. pokojowej i mieszano przez 2 h. Reakcje
zakonczono przez dodanie 5 % kwasu octowego (I mL) i MeOH (3 mL). Nadmiar
rozpuszczalnikéw odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje polaczono
1 poddano procesowi liofilizacji: 33, 95 mg, wydajnos¢ 82 %. Rf(1) =0,61.

N-metoksykarbonylometylo-2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)urydyna
33):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,71 (dd, J=2,6 Hz, J=8,1 Hz, 1H, H-6), 5,79 (d,
J=8 Hz, 1H, H-5), 5,75 (d, J=4 Hz, 1H, H-1"), 4,68 (s, 2H, CH,), 4,45 (t, J=4,2 Hz, 1H, H-2’),
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434 (t, J=5 Hz, 1H, H-3"), 4,14 (m, 1H, H-4"), 3,99 (m, 1H, H-5"), 3,81 (m, 1H, H-5"), 3,73
(s, 3H, CH3), 1,32-1,02 (m, 28H, H-iPr);

3C-NMR (100 MHz, CDCls) § (ppm):168,07 (C(O)), 162,14 (C-4), 150,58 (C-2), 139,73 (C-
6), 101,42 (C-5), 93,22 (C-1°), 85,18 (C-4), 75,56 (C-2°), 71,49 (C-3"), 61,48 (C-5°,5"),
52,39 (CH3), 41,67 (CHa), 17,71-14,02 (C-iPr).

15. N-metylo-3’,5’-O-(tetraizopropylo-1,2-diylo)urydyna (35)

W kolbie umieszczono zwiazek 25 (0,21 mmola, 0,100 g) w DMF (1,5 mL). Cato$¢
wychtodzono do temp. 0 'C. Do tego dodano NaH (0,23 mmole, 0,006 g), a nastepnie jodek
metylu (0,63 mmole, 0,040 mL). Calo¢ mieszano w temp. 0 C przez 1 h. Reakcje
zakonczono przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NH4Cl (10 mL) i taka sama ilos¢
CH,Cl,. Warstwg wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3%x10mL). Warstwy organiczne
zebrano 1 suszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar
rozpuszczalnikow odparowano, a pozostato§¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;j.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje polaczono
1 poddano procesowi liofilizacji: 35, 91 mg, wydajnos¢ 88 %. Rf(1) = 0,68, Rf(5) = 0,26.

N-metylo-3’,5’-O-(tetraizopropylo-1,2-diylo)urydyna (35):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,22 (d, J=8,1 Hz, 1H, H-6), 5,75 (d, J=8,1 Hz, 1H,
H-5), 5,50 (d, J=1,4 Hz, 1H, H-1"), 4,49 (q, J=6,3 Hz, J=7,7 Hz, 1H, H-3"), 4,33 (d, J=6,2 Hz,
1H, H-2"), 4,16 (dd, J=3,7 Hz, J=11,4 Hz, 1H, H-5"), 4,04 (m, 1H, H-4"), 3,84 (dd, J=8,7 Hz,
J=11,4 Hz, 1H, H-5"), 3,29 (s, 3H, CH3), 1,27-1,06 (m, 28H, H-iPr);

BC-NMR (100 MHz, CDCl;) & (ppm): 162,87 (C-4), 150,49 (C-2), 139,40 (C-6), 101,59
(C-5), 95,04 (C-17), 83,14 (C-4’), 75,71 (C-37), 75,11 (C-2°), 64,92 (C-5°,57), 27,54 (CH3),
18,35-14,28 (C-iPr).

16. N-metylo-2’,3’-O-(tetraizopropylo-1,2-diylo)urydyna (36)

W kolbie umieszczono zwiazek 21 (0,21 mmola, 0,100 g) w DMF (1,5 mL). Catos¢
wychtodzono do temp. 0 'C. Nastepnie dodano NaH (0,23 mmole, 0,006 g) i mieszano przez
50 minut w 0 C. Po tym czasie dodano jodek metylu (0,63 mmole, 0,040 mL). Catosé
mieszano w temp. 0 C przez 0,5 h. Reakcje zakonczono przez dodanie nasyconego wodnego
roztworu NH4CI (10 mL) i taka sama ilos¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie

CH,Cl, (3x10mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h.
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Nastepnie roztwdr przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow odparowano, a pozostalosé
oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek
metylenu/metanol. Wyizolowane frakcjepotaczono ipoddano procesowi liofilizacji: 36,
85 mg, wydajnos¢ 82 %. Rf(1) = 0,64.
N-metylo-2’,3’-O-(tetraizopropylo-1,2-diylo)urydyna (36):
"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,61 (d, J=8,1 Hz, 1H, H-6), 5,76 (d, J=8,1 Hz, 1H,
H-5), 5,64 (d, J=4,5 Hz, 1H, H-1"), 4,63 (t, J=4,6 Hz, 1H, H-2"), 4,45 (t, J=4,9 Hz, 1H, H-3"),
4,15 (m, 1H, H-4), 3,99 (m, 1H, H-5"), 3,81 (m, 1H, H-5"), 3,08 (s, 3H, CH3), 1,32-1,02 (m,
28H, H-1Pr);
BC-NMR (100 MHz, CDCl;) & (ppm): 163,01 (C-4), 150,92 (C-2), 139,69 (C-6), 101,53
(C-5), 94,13 (C-1), 85,35 (C-4’), 75,50 (C-27), 72,05 (C-3°), 61,51 (C-5°,5"), 27,62 (CH3),
17,45-12,60 (C-iPr).

17. N-metylo-2’-O-metylo-3’,5’-O-(tetraizopropylo-1,2-diylo)urydyna (38)

W kolbie umieszczono zwiazek 35 (0,15 mmola, 0,072 g) w DMF (1,5 mL). Catos¢
wychtodzono do temp. 0 C. Do tego dodano NaH (0,3 mmola, 0,007 g), a nastgpnie jodek
metylu (0,45 mmola, 0,030 mL). Calo$¢ mieszano nad mieszadlem magnetycznym w temp.
0 'C przez 1 h. Reakcje zakonczono przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NH,CI
(10 mL) i taka sama ilos¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl,
(3x10mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h.
Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow odparowano, a pozostatose
oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek
metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje polaczono i poddano procesowi liofilizacji: 38,
59 mg, wydajnos¢ 80 %. Rf(1) = 0,72, Rf(5) = 0,38.

N-metylo-2’-O-metylo-3’,5’-O-(tetraizopropylo-1,2-diylo)urydyna (38):

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7,62 (d, J=8 Hz, 1H, H-6), 5,75 (d, J=8 Hz, 1H,
H-5), 5,61 (s, 1H, H-1"), 4,38 (q, J=5,6 Hz, J=8 Hz, 1H, H-3"), 4,04 (dd, J=2,2 Hz, J=11,2 Hz,
1H, H-5°), 4,00 (d, J=5,5 Hz, 1H, H-2"), 3,91 (m, 1H, H-4"), 3,86 (m, 1H, H-5"), 3,49 (s, 3H,
OCH3), 3,13 (s, 3H, N-CH3), 1,35-0,99 (m, 28H, H-iPr);

BC-NMR (125,8 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 162,14 (C-4), 150,29 (C-2), 139,39 (C-6),
100,67 (C-5), 90,65 (C-1’), 83,13 (C-2°), 81,80 (C-4’), 75,85 (C-3’), 64,21 (C-5°,5”), 58,87
(OCHs), 27,11 (N-CH3) 18,21-14,33 (C-iPr);

»Si-NMR (99,4 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 17,82, 15,95 (sililowa grupa ochronna).
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18. 3°,5°-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)tymidyna (40)

18.1. 3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)tymidyna (40) - warunki standardowe

W kolbie umieszczono tymidyng (0,41 mmoli, 0,100 g) i pirydyng (0,5 mL). Roztwor
chlodzono w tazni lodowej w 0 °C. Nastepnie dodano roztwér zwiazku 11 (0,53 mmole,
0,158 g, 0,162 mL) w pirydynie (0,5 mL). Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej. Reakcje
zakonczono po 1 h przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO; (10 mL) i taka
sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x10mL). Warstwy
organiczne zebrano 1 suszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor
przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikéw odparowano, a pozostato$¢ oczyszczano na kolumnie
chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane
frakcje polaczono 1ipoddano procesowi liofilizacji: 40, 141 mg, wydajnos¢ 73 %.
Rf(1) =0,68.

3’,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)tymidyna (40):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,71 (s, 1H, N-H), 7,07 (d, J=1,2 Hz, 1H, H-6), 6,09
(q, J=3,6 Hz, J=7,6 Hz, 1H, H-1"), 4,46 (q, J=8 Hz, J=15,2 Hz, 1H, H-3"), 4,19 (dd, J=3,2 Hz,
J=10,8 Hz, 1H, H-5"), 3,88 (m, 1H, H-4"), 3,83 (dd, J=3,2 Hz, J=12 Hz, 1H, H-5"), 2,53 (m,
1H, H-2), 2,42 (m, 1H, H-2"), 1,92 (s, 3H, CH3), 1,32-1,02 (H-iPr);

BC-NMR (100 MHz, CDCl;) & (ppm): 163,55 (C-4), 149,95 (C-2), 135,46 (C-6), 111,00
(C-5), 85,25 (C-4°), 84,27 (C-17), 75,61 (C-3°), 65,01 (C-5°,57), 41,01 (C-2°,2”), 18,48-14,64
(C-iPr), 12,62 (CH3);

»Si-NMR (79,5 MHz, CDCl;) & (ppm): 17,52, 15,88 (sililowa grupa ochronna).

18.2. 3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)tymidyna (40) - procedura z imidazolem
i EN

Przygotowano mieszaning reakcyjna zawierajaca imidazol (2,1 mmola, 0,143 g), THF
(1 mL), zwiazek 11 (0,53 mmole, 0,158 g, 0,162 mL) i (C;Hs)sN (3,7 mmoli, 0,375 g,
0,516 mL). Calo$¢ mieszano przez 2 h. Kolbg z mieszaning reakcyjna chtodzono w temp.
0 'C, podczas dodawania roztworu tymidyny (0,41 mmoli, 0,100 g) w pirydynie (ImL). Po
dodaniu catosci mieszaning reakcyjna mieszano w temp. pokojowej. Po 1 h reakcje
zakonczono przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO; (10 mL) i taka sama ilo$¢

CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3%x10mL). Warstwy organiczne
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zebrano i suszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastepnie roztwor przesaczono, nadmiar
rozpuszczalnikéw odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol.Wyizolowane frakcje potaczono
1 poddano procesowi liofilizacji: 40, 135 mg, wydajnos¢ 70 %. Rf(1) = 0,68.
3°,5°-0-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)tymidyna (40):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 18.1.

19. 3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)cytydyna (43)

W kolbie umieszczono imidazol (1,59 mmola, 0,108 g), THF (1 mL), zwiazek 11
(0,53 mmole, 0,158 g, 0,162 mL) i (C;Hs);sN (3,2 mmoli, 0,324 g, 0,446 mL). Catos¢
mieszano przez 2 h. Nastgpnie dodano pirydyng (ImL) i cytydyng (0,41 mmoli, 0,100 g).
Calo$¢ mieszano w temp. pokojowej. Po 24 h reakcj¢ zakonczono przez dodanie nasyconego
wodnego roztworu NaHCOs; (10 mL) 1 taka sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe wodna
ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x10mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono
bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikéw
odparowano, a pozostalo§¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent
zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono 1 poddano
procesowi liofilizacji: 43, 145 mg, wydajnos¢ 75 %. Rf(1) = 0,33.

3°,5’-0-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)cytydyna (43):
"H-NMR (500 MHz, DMSO-de) & (ppm): 7,53 (d, J=7,4 Hz, 1H, H-6), 7,21 (d, J=39,6 Hz,
2H, NH,), 5,70 (d, J=7,4 Hz, 1H, H-5), 5,54 (d, J=1,4 Hz, 1H, H-1"), 5,04 (d, J=4,6 Hz,
2’-OH), 4,27 (q, J=5,7 Hz, J=8,1 Hz, 1H, H-3"), 4,08 (dd, J=1,2 Hz, J=5,6 Hz, 1H, H-2"), 4,03
(q, J=3 Hz, J=11,4 Hz, 1H, H-5"), 3,92 (m, 1H, H-4"), 3,86 (q, J=7,9 Hz, J=11,4 Hz, 1H,
H-57), 1,24-1,02 (m. 28H, H-iPr);
BC-NMR (125,8 MHz, DMSO-ds) & (ppm):165,71 (C-4), 154,77 (C-2), 141,91 (C-6), 93,90
(C-5), 92,37 (C-1"), 81,67 (C-4’), 75,45 (C-3°), 74,76 (C-2’), 64,55 (C-5°,57), 18,17-14,36
(C-iPr).

20. 2°,3°-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)cytydyna (44)
W kolbie umieszczono cytydyng (0,41 mmola, 0,100 g) i pirydyne (0,5 mL).

Nastepnie dodano roztwér zwiazku 11 (0,53 mmoli, 0,158 g, 0,162 mL) rozpuszczonego

w pirydynie (0,5 mL). Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej. Reakcje zakonczono po 24 h
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przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO; (10 mL) i taka sama ilo§¢ CH,Cl,.
Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x10mL). Warstwy organiczne zebrano
isuszono bezwodnym Na,SOs przez 0,5 h. Nastgpnie roztwdr przesaczono, nadmiar
rozpuszczalnikow odparowano, a pozostalo§¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol.Wyizolowane frakcje polaczono
1 poddano procesowi liofilizacji: 44, 154 mg, wydajnos¢ 80 %. Rf(1) = 0,29.
3°,5’-0O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)cytydyna (44):
"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 7,89 (d, J=7,5 Hz, 1H, H-6), 7,16 (d, J=32,1 Hz,
2H, NH»), 5,80 (d, J=3,8 Hz, 1H, H-1’), 5,70 (d, J=7,5 Hz, 1H, H-5), 5,15 (t, J=5,3 Hz,
5’-OH), 4,29 (t, J=4,0 Hz, 1H, H-2’), 4,25 (q, J=4,4 Hz, J=5,8 Hz, 1H, H-3"), 3,91 (m, 1H,
H-4%), 3,72 (m, 1H, H-5"), 3,59 (m, 1H, H-5), 1,31-1,03 (m, 28H, H-iPr);
BC-NMR (125,8 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 165,56 (C-4), 155,08 (C-2), 140,88 (C-6), 93,78
(C-5), 89,41 (C-1"), 84,12 (C-4’), 75,52 (C-2’), 70,95 (C-3°), 59,80 (C-5°,57), 17,58-13,48
(C-iPr).

21. N-acetylo-5’-O-acetylo-2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)cytydyna

Reakcja zostala wykonana wg procedury z Rozdzialu 3.5. W wyniku reakcji
otrzymano: 25,6 mg, wydajnos$¢ 95%. Rf(1) = 0,65.

N-acetylo-5’-0-acetylo-2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)cytydyna:
"H-NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm):9,54 (s, 1H, NH), 8,11 (d, J=8 Hz, 1H, H-6), 7,42 (d,
J=7 Hz, H-5), 5,84 (s, 1H, H-1"), 4,47 (m, 1H, H-5’), 4,39 (m, 2H, H-2’, H-57), 4,34 (m, 1H,
H-4%), 4,06 (q, J=3,5 Hz, J=8,5 Hz, 1H, H-3’), 2,25 (s, 3H, 2’-C(O)CH3), 2,14 (s, 3H, NH-
C(O)CH3), 1,15-1,04 (m, 28H, H-iPr);
BC-NMR (125,8 MHz, CDCl3) & (ppm): 170,77 (C(O)), 162,74 (C-4), 154,79 (C-2), 143,97
(C-6), 96,18 (C-5), 93,20 (C-17), 81,07 (C-4’), 75,67 (C-2’), 71,45 (C-3°), 62,78 (C-5°,5”),
24,94 (C(O)CHs;), 20,94 (C(O)CH3), 17,93-14,15 (C-iPr).

22.2,2’-Anhydro-1-(p-D-arabinofuranozylo)uracyl (46)

W kolbie umieszczono urydyng (5 mmoli, 1,22 g), weglan difenylowy (5,5 mmola,
1,178 g) 1 NaHCO3 (0,25 mmola, 0,021 g), a nastgpnie dodano DMF (12,5 mL). Catos¢
mieszano i ogrzewano w temp. 94 C, pod chtodnica zwrotna. Po 4 h reakcje zakonczono

1 ostudzono do temp. pokojowej, a nastepnie dodano eteru dietylowego (25 mL). Mieszaning



V. CZESC EKSPERYMENTALNA 153

reakcyjng mieszano przez 15 minut, w wyniku czego powstatmleczny roztwor z brazowym
oleistym osadem. Mleczny roztwér zdekantowano, a pozostato§¢ w kolbie przemyto eterem
dietylowym (3x10 mL) i poddano dwukrotnej rekrystalizacji z metanolem. W wyniku reakcji
otrzymano: 46, 888 mg, wydajnos¢ 79 %. Rf(6) = 0,12.
2,2’-Anhydro-1-(p-D-arabinofuranozylo)uracyl (46):
"H-NMR (400 MHz, DMSO-d) & (ppm): 7,82 (d, J=7,4 Hz, 1H, H-6), 6,29 (d, J=5,7 Hz, 1H,
H-17), 5,88 (s, 5’-OH), 5,83 (d, J=7,5 Hz, 1H, H-5), 5,18 (d, J=5,7 Hz, H-2"), 4,96 (s, 3’-OH),
4,36 (s, 1H, H-3"), 4,07 (m, 1H, H-4"), 3,28 (dd, J=4,9 Hz, J=11,6 Hz, 1H, H-5"), 3,19 (dd,
J=5,8 Hz, J=11,6 Hz, 1H, H-5");
BC-NMR (100 MHz,DMSO-ds) & (ppm): 171,66 (C-4), 160,22 (C-2), 137,26 (C-6), 109,02
(C-5), 90,43 (C-17), 89,53 (C-4’), 89,12 (C-27), 75,06 (C-3°), 61,13 (C-5",57).

23. 1-(B-D-arabinofuranozylo)uracyl (45)

W kolbie umieszczono zwiazek 46 (2,5 mmola, 0,565 g) i 2 M roztwor wodny HCl
(4 mL). Mieszano i ogrzewano pod chlodnica zwrotng w temp. 80 °C przez 2 h. Nastepnie
mieszaning reakcyjna ochtodzono do temp. pokojowej i1 zneutralizowano do pH=7 1 M
roztworem wodnym NaOH. Roztwor odparowano, a pozostato$¢ oczyszczano na kolumnie
chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje
potaczono i poddano procesowi liofilizacji: 45, 450 mg, wydajnos¢ 74 %. Rf(3) = 0,22.

1-(B-D-arabinofuranozylo)uracyl (45):
"H-NMR (400 MHz, DMSO-de) & (ppm): 10,93 (s, H-NH), 7,63 (d, J=8,1 Hz, 1H, H-6), 5,97
(d, J=4,4 Hz, 1H, H-1"), 5,58 (s, 5’-OH), 5,57 (d, J=8,1 Hz, 1H, H-5), 5,46 (s, 2’-OH), 5,04 (s,
3’-OH), 3,98 (t, J=3,2 Hz, 1H, H-2"), 3,87 (t, J=3,6 Hz, 1H, H-3"), 3,72 (m, 1H, H-4"), 3,59
(m, 2H, H-5’, 5);
BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 163,77 (C-4), 150,77 (C-2), 142,75 (C-6), 100,32
(C-5), 85,46 (C-17), 84,96 (C-4), 75,77 (C-3°), 75,40 (C-2’), 60,98 (C-5°,57).

24. 3°,5’-O~(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)araurydyna (47)
24.1. 3°,5’-0O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)araurydyna (47) - warunki standardowe

W kolbie umieszczono araurydyng (0,41 mmoli, 0,100 g) i pirydyng (0,5 mL).

Roztwoér chtodzono w temp. 0 °C. Nastgpnie dodano roztwor zwiazku 11 (0,53 mmole,
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0,158 g, 0,162 mL) w pirydynie (0,5 mL). Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej. Reakcje
zakonczono po 1 h przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO; (10 mL) i taka
sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x10mL). Warstwy
organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SOs przez 0,5 h. Nastepnie roztwor
przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikéw odparowano, a pozostato$¢ oczyszczano na kolumnie
chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane
frakcje polaczono ipoddano procesowi liofilizacji: 47, 135 mg, wydajnos¢ 70 %.
Rf(1)=0,61, Rf(5) = 0,30.

3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)araurydyna (47):
"H-NMR (400 MHz, DMSO-de) & (ppm): 10,25 (s, H-NH), 7,42 (d, J=8,1 Hz, 1H, H-6), 6,02
(d, J=6,7 Hz, 1H, H-1"), 5,77 (d, J=5,6 Hz, 2’-OH), 5,57 (d, J=8,1 Hz, 1H, H-5), 4,30 (q,
J=6 Hz, J=12,1 Hz, 1H, H-2"), 4,11 (t, J=7,5 Hz, 1H, H-3"), 4,01 (dd, J=3,5 Hz, J=11,3 Hz,
1H, H-5"), 3,86 (dd, J=9 Hz, J=11,3 Hz, 1H, H-5"), 3,69 (m, 1H, H-4"), 1,25-1,07 (H-iPr);
BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 163,10 (C-4), 150,48 (C-2), 143,19 (C-6), 100,48
(C-5), 83,01 (C-1), 82,86 (C-3°), 79,71 (C-4’), 76,74 (C-2’), 64,93 (C-5°,57), 18,24-14,07
(CiPr).

24.2. 3’,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)araurydyna (47) - procedura z

imidazolem i Et;N

Przygotowano mieszaning reakcyjna zawierajaca imidazol (1,59 mmola, 0,108 g),
THF (1 mL), zwiazek 11 (0,53 mmole, 0,158 g, 0,162 mL) 1 (C,Hs);N (3,2 mmole, 0,324 g,
0,446 mL). Cato$¢ mieszano przez 2 h. Kolbg z mieszaning reakcyjna chlodzono w temp.
0 'C, podczas dodawania roztworu araurydyny (0,41 mmoli, 0,100 g) w pirydynie (ImL). Po
dodaniu cato$ci mieszaning mieszano w temp. pokojowej. Po 1 h reakcj¢ zakonczono przez
dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO; (10 mL) i taka sama ilos¢ CH,Cl,. Warstwe
wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x10mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono
bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow
odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent
zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono 1 poddano
procesowi liofilizacji: 47, 164 mg, wydajnos¢ 85 %. Rf(1) = 0,61, Rf(5) = 0,30.

3°,5’-0-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)araurydyna (47):
Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 24.1.
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25. 2°,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)araurydyna (48)

W kolbie umieszczono araurydyn¢ (0,41 mmoli, 0,100 g) i pirydyne (0,5 mL).
Roztwoér chlodzono w temp. 0 °C. Nastgpnie dodano roztwor zwiazku 11 (0,53 mmole,
0,158 g, 0,162 mL) w pirydynie (0,5 mL). Cato$¢ mieszanow temp. pokojowej. Reakcje
zakonczono po 24 h przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO; (10 mL) i taka
sama ilo$¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x10mL). Warstwy
organiczne zebrano i1 suszono bezwodnym Na,SOs przez 0,5 h. Nastepnie roztwor
przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikoéw odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie
chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane
frakcje potaczono i poddano procesowi liofilizacji: 48, 169 mg, wydajnos¢ 88 %. Rf(1) = 0,5,
Rf(5) =0,26.

2°,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)araurydyna (48):

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de) & (ppm): 10,46 (s, H-NH), 7,99 (d, J=8,1 Hz, 1H, H-6), 6,15
(d, J=6,9 Hz, 1H, H-1"), 5,60 (d, J=8,1 Hz, 1H, H-5), 5,31 (t, J=4,4 Hz, 5°-OH), 4,53 (q,
J=7,1 Hz, J=8,7 Hz, 1H, H-2"), 4,17 (t, J=8,9 Hz, 1H, H-3"), 3,78 (m, 1H, H-5"), 3,65 (m, 1H,
H-4%), 3,61 (m, 1H, H-5"), 1,27-0,92 (H-iPr);

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 163,07 (C-4), 150,48 (C-2), 140,68 (C-6), 100,61
(C-5), 82,85 (C-17), 79,86 (C-4°), 78,23 (C-2’), 73,57 (C-37), 58,13 (C-5",57), 17,99-15,32
(C-1Pr).

26. 3’-Amino-3’-N-5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)-2’,3’-dideoksyadenozyna
(50)

26.1. 3’-Amino-3’-N-5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)-2’,3’-dideoksyadenozyna

(50) - warunki standardowe

W kolbie umieszczono 3’-amino-2’,3’-dideoksyadenozyng (0,40 mmola, 0,100 g)
i pirydyne (0,5 mL). Nastepnie dodano rozpuszczony w pirydynie (0,5 mL) zwiazek 11
(0,52 mmola, 0,156 g, 0,159 mL). Cato$§¢ mieszano w temp. pokojowej. Po 1 h reakcje
zakonczono przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO; (8 mL) i taka sama ilos¢
CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x8mL). Warstwy organiczne
zebrano i suszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar

rozpuszczalnikow odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;.
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Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje polaczono

1 poddano procesowi liofilizacji: 50, 163 mg, wydajnos¢ 85 %. Rf(1) = 0,27.
3’-Amino-3’-N-5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)-2°,3’-dideoksyadenozyna

(50):

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8,23 (s, 1H, H-8), 8,12 (s, 1H, H-2), 7,23 (s, 2H,

NH,), 6,30 (q, J=4,5 Hz, J=6,5 Hz, 1H, H-1"), 3,90 (dd, J=3 Hz, J=11 Hz, 1H, H-5"), 3,79 (dd,

J=4 Hz, J=11 Hz, 1H, H-5”), 3,70 (m, 2H, H-3’,H-4"), 2,65 (m, 1H, H-2"), 2,24 (m, 1H,

H-2"), 1,09-0,92 (m, 28H, H-iPr);

BC-NMR (125,8 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 155,95 (C-6), 152,40 (C-2), 148,85 (C-4),

138,95 (C-8), 119,07 (C-5), 87,49 (C-4’), 82,97 (C-1"), 64,43 (C-5’, 57), 51,67 (C-3°), 39,65

(C-2’,27),18,00-14,50 (C-iPr);

»Si-NMR (79,5 MHz, DMSO-d) & (ppm): 15,72, 10,92 (sililowa grupa ochronna).

26.2. 3’-Amino-3’-N-5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)-2’,3’-dideoksyadenozyna

(50) - procedura z imidazolem i Et;N

Przygotowano mieszaning reakcyjna zawierajaca imidazol (2,1 mmola, 0,143 g), THF
(1 mL), zwiazek 11 (0,52 mmole, 0,156 g, 0,159 mL) i (C,Hs);N (3,2 mmole, 0,324 g,
0,446 mL). Cato$¢ mieszano przez 2 h. Nastgpnie dodano roztwoér 3’-amino-2°,3’-
dideoksyadenozyny (0,40 mmoli, 0,100 g) w pirydynie (ImL). Cato$¢ mieszano w temp.
pokojowej. Po 24 h reakcj¢ zakonczono przez dodanie nasyconego wodnego roztworu
NaHCOs; (8 mL) i taka sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl,
(3x8mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SO, przez 0,5 h. Nastgpnie
roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow odparowano, a pozostato$¢ oczyszczano na
kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol.
Wyizolowane frakcje potaczono ipoddano procesowi liofilizacji: 50, 140 mg, wydajnos$¢
73 %. Rf(1) = 0,27.

3’-Amino-3’-N-5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)-2’,3’-dideoksyadenozyna
(50):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 26.1.
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27.2°,3’-O~(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)adenozyna (52)

W kolbie umieszczono adenozyng (0,37 mmola, 0,100 g) i pirydyne (0,5 mL).
Nastepnie dodano roztwoér zwiazku 11 (0,48 mmoli, 0,144 g, 0,147 mL) rozpuszczonego
w pirydynie (0,5 mL). Calo$¢ mieszano w temp. pokojowej. Reakcje zakonczono po 24 h
przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO;3; (10 mL) i taka sama ilo§¢ CH,Cl,.
Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3%x10mL). Warstwy organiczne zebrano
isuszono bezwodnym Na,SOs przez 0,5 h. Nastgpnie roztwdr przesaczono, nadmiar
rozpuszczalnikow odparowano, a pozostato$§¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje polaczono
1 poddano procesowi liofilizacji: 52, 120 mg, wydajnos¢ 65 %. Rf(1) = 0,48.

2°,3’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)adenozyna (52):

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 8,38 (s, 1H, H-8), 8,12 (s, 1H, H-2), 7,33 (s, 2H,
NH,), 5,97 (d, J=6 Hz, 1H, H-1"), 5,38 (t, J=6,6 Hz, J=5,2 Hz, 5’-OH), 4,95 (t, J=4,6 Hz,
J=5,8 Hz, 1H, H-2’), 4,54 (t, J=3,6 Hz, 1H, H-3"), 4,05 (m, 1H, H-4"), 3,70 (m, 1H, H-5"),
3,60 (m, 1H, H-5"), 1,37-0,97 (m, 28H, H-iPr);

BC-NMR (125,8 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 156,12 (C-6), 152,56 (C-2), 149,15 (C-4),
139,46 (C-8), 119,18 (C-5), 87,80 (C-1°), 86,13 (C-4’), 75,29 (C-2’), 72,06 (C-3’), 61,06
(C-5,5”),17,67-14,19 (C-iPr).

28. 5°-0-Acetylo-2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)adenozyna

Reakcja zostalta wykonana wg procedury z Rozdziatu 3.5. W wyniku reakcji
otrzymano: 19 mg,wydajnos¢ 70 %. Rf(1) = 0,51.
5’-0-Acetylo-2’,3’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)adenozyna:
"H-NMR (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 8,32 (s, 1H, H-8), 7,98 (s, 1H, H-2), 6,02 (d, J=3 Hz,
1H, H-1"), 4,89 (q, J=3,2 Hz, J=4,6 Hz, H-2’), 4,60 (q, J=4,6 Hz, J=6,5 Hz, 1H, H-3"), 4,49
(m, 1H, H-5"), 4,35 (m, 1H, H-4"), 4,31 (m, 1H, H-57), 2,09 (s, 3H, C(O)CH3), 1,25-1,02 (m,
28H, H-iPr);
BC-NMR (125,8 MHz, CDCl3) & (ppm): 170,66 (C(0)), 155,35 (C-6), 153,01 (C-2), 149,60
(C-4), 139,24 (C-8), 120,31 (C-5), 90,58 (C-17), 81,87 (C-4’), 75,51 (C-27), 72,38 (C-3"),
63,77 (C-5°,57), 29,71 (C(O)CH3), 17,78-14,13 (C-iPr).
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29. 3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)adenozyna (53)

W kolbie umieszczono imidazol (1,44 mmola, 0,098 g), THF (1 mL), zwiazek 11
(0,48 mmoli, 0,144 g, 0,147 mL) i (C,Hs)sN (2,9 mmoli, 0,293 g, 0,404 mL). Calos¢
mieszano przez 2 h. Nastepnie dodano pirydyng (1 mL) i adenozyng (0,37 mmoli, 0,100 g).
Catos¢ mieszanow temp. pokojowej. Po 24 h reakcje¢ zakonczono przez dodanie nasyconego
wodnego roztworu NaHCOs; (10 mL) i taka sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe wodna
ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x10 mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono
bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwodr przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow
odparowano, a pozostalo§¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent
zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono i1 poddano
procesowi liofilizacji: 53, 138 mg, wydajnos¢ 75 %. Rf(1) = 0,57.

3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)adenozyna (53):
"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 8,30 (s, 1H, H-8), 8,10 (s, 1H, H-2), 7,31 (s, 2H,
NH,), 5,98 (d, J=5,3 Hz, 1H, H-1"), 5,14 (s, 2’-OH), 5,01 (t, J=4,8 Hz, 1H, H-2’), 4,62 (t,
J=4,2 Hz, 1H, H-3"), 4,07 (q, J=4,2 Hz, J=8,6 Hz, 1H, H-4"), 4,00 (dd, J=5,1 Hz, J=11,2 Hz,
1H, H-5), 3,83 (dd, J=3,9 Hz, J=11,2 Hz, 1H, H-57), 1,12-0,98 (m, 28H, H-iPr);
BC-NMR (125,8 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 156,04 (C-6), 152,64 (C-2), 149,31 (C-4),
138,94 (C-8), 119,07 (C-5), 87,55 (C-1’), 84,89 (C-4’), 74,89 (C-2’), 71,39 (C-3’), 63,04
(C-5°,57),18,01-13,47 (C-iPr).

30. 2°,3’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)guanozyna (55)

W kolbie umieszczono guanozyng (0,35 mmola, 0,100 g) i pirydyng (0,5 mL).
Nastepnie dodano roztwoér zwiazku 11 (0,46 mmoli, 0,138 g, 0,141 mL) rozpuszczonego
w pirydynie (0,5 mL). Catos¢ mieszano w temp. pokojowej. Reakcje zakonczono po 24 h
przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO; (10 mL) i taka sama ilo§¢ CH,Cl,.
Warstweg wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x10 mL). Warstwy organiczne zebrano
isuszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar
rozpuszczalnikow odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcjepotaczono ipoddano

procesowi liofilizacji: 55, 108 mg, wydajnos$¢ 60 %. Rf(1) =0,27.
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2°,3’-0O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)guanozyna (55):

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 10,63 (s, NH), 7,86 (s, 1H, H-8), 6,41 (s, 2H, NH,),
5,76 (d, J=5,5 Hz, 1H, H-1"), 5,16 (s, 5°-OH), 4,69 (t, J=4,8 Hz, J=5,2 Hz, 1H, H-2"), 4,51 (t,
J=4,3 Hz, 1H, H-3"), 4,01 (q, J=4 Hz, J=8,2 Hz, 1H, H-4’), 3,90 (dd, J=4,6 Hz, J=11,4 Hz,
1H, H-5"), 3,82 (dd, J=3,9 Hz, J=11,4 Hz, 1H, H-5"), 1,23-1,01 (m, 28H, H-iPr);

BC-NMR (125,8 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 156,62 (C-6), 153,76 (C-2), 151,29 (C-4),
134,60 (C-8), 116,63 (C-5), 86,27 (C-17), 84,75 (C-4’), 75,14 (C-2’), 71,22 (C-3’), 63,19
(C-5°,57),18,01-14,41 (C-iPr).

31. 3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)guanozyna (56)

W kolbie umieszczono imidazol (1,4 mmola, 0,095 g), THF (1 mL), zwiazek 11
(0,46 mmoli, 0,138 g, 0,141 mL) i (C;Hs)sN (2,8 mmoli, 0,283 g, 0,390 mL). Catos¢
mieszano przez 2 h. Nastepnie dodano pirydyne (1 mL) 1 guanozyneg (0,35 mmoli, 0,100 g).
Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej. Po 24 h reakcj¢ zakonczono przez dodanie nasyconego
wodnego roztworu NaHCO; (10 mL) i1 taka sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe wodna
ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x10 mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono
bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow
odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent
zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono i1 poddano
procesowi liofilizacji: 56, 126 mg, wydajnos¢ 70 %. Rf(1) = 0,39.

3°,5’-O-(Tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)guanozyna (56):
"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,64 (s, NH), 7,81 (s, 1H, H-8), 6,44 (s, 2H, NH,),
5,68 (d, J=1,6 Hz, 1H,H-1"), 5,26 (d, J=4,4 Hz, 2’-OH), 4,41 (m, 2H, H-2’, H-3’), 4,03 (dd,
J=3,2 Hz, J=11,2 Hz, 1H, H-5"), 3,95 (m, 1H, H-4"), 3,79 (dd, J=8,8 Hz, J=11,2 Hz, 1H,
H-57), 1,44-1,09 (m, 28H, H-iPr);
BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 157,21 (C-6), 153,94 (C-2), 151,18 (C-4), 135,75
(C-8), 116,87 (C-5), 88,31 (C-1"), 82,29 (C-4’), 76,38 (C-3’), 75,06 (C-2°), 65,25 (C-5’, 57),
18,57-14,78 (C-iPr).

32. 2’-0-Acetylo-3’,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)guanozyna

Reakcja zostala wykonana wg procedury z Rozdzialu 3.5. W wyniku reakcji

otrzymano: 14,7 mg,wydajnos¢ 55 %. Rf(1) = 0,43.
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2’-0-Acetylo-3°,5’-O-(tetraizopropylodisilano-1,2-diylo)guanozyna:
"H-NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 8,08 (s, 1H, H-8), 5,83 (m, 2H, H-1’, H-2"), 4,76 (m,
1H, H-3’), 4,19 (dd, J=3,5 Hz, J=11,5 Hz, 1H, H-5"), 4,08 (m, 1H, H-4’), 3,81 (q, J=9,5 Hz,
J=11,5 Hz, 1H, H-57), 2,15 (s, 3H, C(O)CH3), 1,25-1,05 (m, 28H, H-iPr);
BC-NMR (125,8 MHz, CDCl3) § (ppm): 169,26 (C(O)), 159,02 (C-6), 153,62 (C-2), 151,13
(C-4), 136,10 (C-8), 117,94 (C-5), 87,11 (C-1°), 82,89 (C-4’), 76,12 (C-2°), 75,70 (C-3°),
65,58 (C-5°,5”), 29,70 (C(O)CH3), 18,43-14,72 (C-iPr).

33. 5°-O-(Tetraizopropylodisilano-2-hydroksy-1-ylo)urydyna (57)

W kolbie umieszczono zwiazek 25 (0,13 mmola, 0,061 g) 1 dioksan (1 mL). Nastepnie
dodano 1 M wodny roztwor NaOH (0,250 mL). Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej. Reakcje
przerwano po 0,5 h przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO; (6 mL) i taka
sama ilos¢ CH,Cl,. Warstwg wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3%x6 mL). Warstwy
organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor
przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikéw odparowano, a pozostato$¢ oczyszczano na kolumnie
chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane
frakcje polaczono i poddano procesowi liofilizacji: 57, 40 mg, wydajnos¢ 65 %. Rf(1) =0,33.

5’-O-(Tetraizopropylodisilano-2-hydroksy-1-ylo)urydyna (57):

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 11,32 (s, NH), 7,75 (d, J=8 Hz, 1H, H-6), 5,75 (s,
1H, H-17), 5,59 (d, J=8 Hz, H-5), 5,16 (s, 2’-OH), 5,08 (s, 3’-OH), 4,64 (s, OH przy sililowej
grupie ochronnej), 3,99 (m, 2H, H-2°, H-3’), 3,88 (m, 3H, H-4’, H-5’, H-5),1,33-0,83 (m,
28H, H-iPr).

34. 3’°-O-(Tetraizopropylodisilano-1-hydroksy-2-ylo)urydyna (58)

W kolbie umieszczono zwiazek 25 (0,13 mmola, 0,061 g) 1 dioksan (1 mL). Nastgpnie
dodano 1 M wodny roztwor HCI (0,250 mL). Cato$¢ mieszano w temp. pokojowej. Reakcje
przerwano po 1 h przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCO; (6 mL) i taka sama
ilos¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x6 mL). Warstwy
organiczne zebrano 1 suszono bezwodnym Na,SOs przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor
przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikdw odparowano, a pozostato$¢ oczyszczano na kolumnie
chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane

frakcje potaczono 1 poddano procesowi liofilizacji: 58, 31 mg, wydajnos¢ 50 %. Rf(1) =0,37.
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3’-O-(Tetraizopropylodisilano-1-hydroksy-2-ylo)urydyna (58):
"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 11,29 (s, NH), 7,91 (d, J=8,2 Hz, 1H, H-6), 5,80 (d,
J=4,4 Hz, 1H, H-1"), 5,62 (d, J=8,1 Hz, H-5), 5,20 (t, J=4,8 Hz, 5’-OH), 4,70 (s, 2’-OH), 4,39
(t, J=4,3 Hz, 1H, H-2"),4,28 (t, J=4,7 Hz, 1H, H-3"), 3,92(m, 1H, H-4"), 3,81 (m, 2H, H-5’,
H-57), 1,34-0,98 (m, 28H, H-iPr).

35. Dichloro-di(2-metylo-2-butoksy)silan (59)

W kolbie zaopatrzonej w chlodnice zwrotna umieszczono pentan (250 mL), (C,Hs)3;N
(100 mmoli, 10,12 g, 13,94 mL) oraz SiCls (40 mmoli, 6,80 g, 4,59 mL). Nastepnie do tak
przygotowanej mieszaniny wkroplono 2-metylo-2-butanol (90 mmoli, 7,9 g, 9,59 mL). Po
dodaniu calej ilosci alkoholu, reakcj¢ prowadzono w temp. pokojowej w atmosferze argonu
przez 24 h. Powstaly podczas reakcji chlorek trietyloamoniowy oddzielono poprzez
przefiltrowanie mieszaniny poreakcyjnej na lejku ze spiekiem porowatym w atmosferze
argonu, a przesacz odparowano. Z mieszaniny poreakcyjnej wyizolowano poprzez destylacje
metoda ,,trap to trap” produkt: 59, 8,74 g, wydajnos¢ 80 %.

Dichloro-di(2-metylo-2-butoksy)silan (59):
"H-NMR (400 MHz, C¢D¢) & (ppm): 1,51 (q, J=7,5 Hz, J=15 Hz, 4H, -CH,), 1,26 (s,
12H, -CH3), 0,85 (t, J=7,5 Hz, 6H, -CHs);
BC-NMR (100 MHz, C¢Ds) & (ppm): 80,51 (C-4°), 36,67 (-CH>), 28,37 (-CH3), 8,71 (-CHs);
»Si-NMR (79,5 MHz, C¢Dg) & (ppm): -72,77.

36. Dichloro-di(3-pentoksy)silan (60)

W kolbie zaopatrzonej w chtodnice zwrotna umieszczono SiCly (40 mmoli, 6,80 g,
4,59 mL) 1 wkroplono 3-pentanol (85 mmoli, 7,5 g, 9,14 mL). Po dodaniu catej ilosci
alkoholu reakcj¢ prowadzono w temp. pokojowej w atmosferze argonu przez 2 h.
Z mieszaniny poreakcyjnej wyizolowano poprzez destylacj¢ produkt: 60, 7,43 g, wydajno$¢
68 %. Dodatkowo zostat wyizolowany produkt uboczny 65, w ilosci 0,8 g.
Dichloro-di(3-pentoksy)silan (60):
"H-NMR (400 MHz, C¢Dg) & (ppm): 3,97 (m, 2H, -CH), 1,53 (m, 8H, -CH,), 0,86 (t,
J=7,5 Hz, 12H, -CH>);
BC-NMR (100 MHz, C¢Dg) & (ppm): 79,37 (-CH), 28,84 (-CH,), 9,66 (-CH3);
»Si-NMR (79,5 MHz, C¢Dg) & (ppm): -59,87.
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Tri(3-pentoksy)chlorosilan (65):
"H-NMR (400 MHz, C¢Ds) & (ppm): 4,04 (m, 3H, -CH), 1,68 (m, 12H, -CH,), 0,99 (it,
J=7,2 Hz, J=7,6 Hz, 18H, -CH3).

37. Dichloro-(3-metylo-3-pentoksy-tert-butoksy)silan (61)

W kolbie zaopatrzonej w chlodnice zwrotna umieszczono pentan (250 mL), (C,Hs);N
(100 mmoli, 10,12 g, 13,94 mL) oraz SiCls (40 mmoli, 6,80 g, 4,59 mL). Nastepnie do tak
przygotowanej mieszaniny wkroplono 3-metylo-3-pentanol (45 mmoli, 4,6 g, 5,55 mL). Po
dodaniu catej ilosci alkoholu reakcje prowadzono w temp. pokojowej w atmosferze argonu
przez 24 h. Po catlkowitym przereagowaniu substratow, trichloro-3-metylo-3-pentoksysilan
wyizolowano z wydajnoscia 100 %, poprzez destylacje metoda ,,trap to trap”. Nastepnie do
trichloro-3-metylo-3-pentoksysilanu dodano heksanu (250 mL) 1 (C;Hs);sN 100 mmoli,
10,12 g, 13,94 mL). Intensywnie mieszajac wkroplono tert-butanol (45 mmoli, 3,33 g,
4,21 mL) i reakcje kontynuowano przez kolejne 2 h w temp. 60 °C. Powstaty podczas reakcji
chlorek trietyloamoniowy oddzielono poprzez przefiltrowanie mieszaniny poreakcyjnej na
lejku ze spiekiem porowatym w atmosferze argonu, a przesacz odparowano. Z mieszaniny
poreakcyjnej wyizolowano poprzez destylacje metoda ,.trap to trap” produkt: 61, 8,85 g,
wydajnos¢ 81 %.

Dichloro-(3-metylo-3-pentoksy-tert-butoksy)silan (61):
"H-NMR (400 MHz, C¢D¢) & (ppm): 1,56 (m, 4H, -CH,), 1,27 (s, 9H, -CH; podstawnik tert-
butoksylowy), 1,25 (s, 3H, -CHs), 0,83 (t, J=7,5 Hz, 6H, -CHj3);
BC-NMR (100 MHz, C¢D¢) & (ppm): 83,42 (C-4° podstawnik 3-metylo-3-pentoksylowy),
77,89 (C-4° podstawnik tert-butoksylowy), 33,71 (-CH,), 31,00 (-CHs, podstawnik tert-
butoksylowy), 25,51 (-CH3), 8,48 (-CH3);
»Si-NMR (79,5 MHz, C¢Dg) & (ppm): -73,22.

38. 3°,5°-0-di(2-metylo-2-butoksy)sililenourydyna (62)

W kolbie umieszczono urydyng (0,25 mmola, 0,060 g) i dodano pirydyng (0,5 mL).
Nastepnie dodano roztwoér zwiazku 59 (0,375 mmoli, 0,102 g, 0,102 mL) rozpuszczonego
w pirydynie (0,5 mL). Kolbg z roztworem urydyny chiodzono w temp. 0 ‘C podczas
dodawania roztworu ze zwiazkiem 59. Po dodaniu cato$ci mieszaning mieszano w temp.

pokojowej. Reakcje zakonczono po 1 h przez dodanie nasyconego wodnego roztworu
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NaHCO; (6 mL) i taka sama ilo§¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl,
(3x6 mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SOj4 przez 0,5 h. Nastgpnie
roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikéw odparowano, a pozostalos¢ oczyszczano na
kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol.
Wyizolowane frakcje potaczono i poddano procesowi liofilizacji: 62, 60 mg, wydajnos$¢ 55
%. Rf(1) =0,67.

3°,5°-0-di(2-metylo-2-butoksy)sililenourydyna (62):
"H-NMR (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 10,48 (s, 1H, N-H), 7,23 (d, J=8 Hz, 1H, H-6), 5,76 (d,
J=8 Hz, 1H, H-5), 5,65 (s, IH, H-1"), 4,39 (m, 2H, H-3’, H-5"), 4,24 (q, J=5,2 Hz, J=8,8 Hz,
1H, H-2"), 4,09 (m, 2H, H-4’, H-5”), 1,57 (m, 4H, -CH,), 1,29 (s, 12H, -CHj3), 0,93 (m,
6H, -CH3);
BC-NMR (100 MHz, CDCl;) & (ppm): 162,93 (C-4), 149,59 (C-2), 140,97 (C-6), 102,67
(C-5), 94,96 (C-1°), 76,13 (C-2"), 74,34 (C-4°), 73,12 (C-3’), 65,62 (C-5,5), 36,56 (-CH,),
28,62 (-CH3), 8,74 (-CH3).

39. 5°-O-tri(3-pentoksy)sililourydyna (64)

39.1. 5’-O-tri(3-pentoksy)sililourydyna (64) - synteza z dichloro-di(3-pentoksy)silanem
(60)

W kolbie umieszczono urydyne (0,41 mmola, 0,100 g) 1 dodano pirydyng (0,5 mL).
Nastgpnie dodano roztwoér zwiazku 60 (0,62 mmola, 0,169 g, 0,169 mL) rozpuszczonego
w pirydynie (0,5 mL). Kolbg z roztworem urydyny chiodzono w temp. 0 °C podczas
dodawania roztworu ze zwiazkiem 60. Po dodaniu cato$ci mieszaning mieszano w temp.
pokojowej. Reakcj¢ zakonczono po 1 h przez dodanie nasyconego wodnego roztworu
NaHCO;3; (10 mL) i taka sama ilos¢ CH,Cl,. Warstw¢ wodna ekstrahowano trzykrotnie
CH,Cl, (3x10 mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SO4 przez 0,5 h.
Nastgpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow odparowano, a pozostatosé
oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek
metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono i poddano procesowi liofilizacji: 64,
73 mg, wydajnos¢ 40 %. Rf(1) = 0,45.

5’-O-tri(3-pentoksy)sililourydyna (64):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 10,19 (s, 1H, N-H), 8,00 (d, J=8 Hz, 1H, H-6), 5,91 (d,
J=3,6 Hz, 1H, H-1"), 5,71 (d, J=8 Hz, 1H, H-5), 4,27 (t, J=5,2 Hz, 1H, H-3"), 4,23 (q, J=3,6
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Hz, J=5,2 Hz, 1H, H-2"), 4,17 (m, 1H, H-4), 4,14 (dd, J=2 Hz, J=12 Hz, 1H, H-5"), 4,02 (dd,
J=2 Hz, J=12 Hz, 1H, H-5"),3,84 (m, 3H, -CH), 1,58 (m, 12H, -CH.), 0,89 (m, 18H, -CH;);
BC.NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm): 163,90 (C-4), 151,32 (C-2), 140,47 (C-6), 102,14
(C-5), 90,37 (C-1°), 85,01 (C-4’), 76,00 (-CH), 75,79 (C-2°), 69,76 (C-3), 62,11
(C-5°,57),28,60 (-CHy), 9,42 (-CHs).

39.2. 5’-O-tri(3-pentoksy)sililourydyna (64) - synteza z tri(3-pentoksy)chlorosilanem (65)

W kolbie umieszczono urydyne (0,41 mmola, 0,100 g) 1 dodano pirydyng (0,5 mL).
Nastgpnie dodano roztwoér zwiazku 65 (0,62 mmola, 0,201 g, 0,219 mL) rozpuszczonego
w pirydynie (0,5 mL). Kolbg z roztworem urydyny chiodzono w temp. 0 ‘C podczas
dodawania roztworu ze zwiazkiem 65. Po dodaniu calo$ci mieszaning mieszano w temp.
pokojowej. Reakcje zakonczono po 1 h przez dodanie nasyconego wodnego roztworu
NaHCO; (10 mL) 1taka sama ilos¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie
CH,ClI, (3x10 mL). Warstwy organiczne zebrano i suszono bezwodnym Na,SOy4 przez 0,5 h.
Nastegpnie roztwor przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikow odparowano, a pozostatos¢
oczyszczano na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek
metylenu/metanol. Wyizolowane frakcje potaczono i poddano procesowi liofilizacji: 64, 119
mg, wydajnos¢ 55 %. Rf(1) = 0,45.

5’-O-tri(3-pentoksy)sililourydyna (64):

Dane spektralne identyczne jak z Rozdziatu 39.1.

40. 3°,5’-0-(3-metylo-3-pentoksy-tert-butoksy)sililenourydyna (66)

W kolbie umieszczono urydyng (0,25 mmola, 0,060 g) i dodano pirydyng (0,5 mL).
Nastepnie dodano roztwoér zwiazku 61 (0,375 mmoli, 0,102 g, 0,102 mL) rozpuszczonego
w pirydynie (0,5 mL). Kolbg¢ z roztworem urydyny w temp. 0 °C podczas dodawania
roztworu zwiazku 61. Po dodaniu cato$ci mieszaning mieszano w temp. pokojowej. Reakcje
zakonczono po 1 h przez dodanie nasyconego wodnego roztworu NaHCOs3 (6 mL) i taka sama
ilos¢ CH,Cl,. Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie CH,Cl, (3x6 mL). Warstwy
organiczne zebrano 1 suszono bezwodnym Na,SOs przez 0,5 h. Nastgpnie roztwor
przesaczono, nadmiar rozpuszczalnikdw odparowano, a pozostato§¢ oczyszczano na kolumnie
chromatograficznej. Jako eluent zastosowano chlorek metylenu/metanol. Wyizolowane

frakcje potaczono 1 poddano procesowi liofilizacji: 66, 55 mg, wydajnos¢ 50 %. Rf(1) =0,65.
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3°,5’-0-(3-metylo-3-pentoksy-tert-butoksy)sililenourydyna (66):

"H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8,22 (s, 1H, N-H), 7,22 (d, J=8 Hz, 1H, H-6), 5,75 (d,
J=8 Hz, 1H, H-5), 5,65 (d, J=3,6 Hz, 1H, H-1"), 4,40 (m, 2H, H-3", H-5"), 4,26 (q, J=5,2 Hz,
J=8,8 Hz, 1H, H-2’), 4,09 (m, 2H, H-4’, H-5”), 1,59 (m, 4H, -CH,), 1,34 (s, 9H, -CHj;
podstawnik tert-butoksylowy), 1,33 (s, 3H, -CH3), 0,90 (m, 6H, -CH3);

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 162,37 (C-4), 149,33 (C-2), 141,06 (C-6), 102,69
(C-5), 9498 (C-1°), 79,61 (C-4° podstawnik 3-metylo-3-pentoksylowy), 78,99 (C-4°
podstawnik tert-butoksylowy), 76,13 (C-2), 74,52 (C-4°), 73,09 (C-3°), 53,41 (C-5’,57),
33,55(-CHa»), 31,28 (-CH3, podstawnik tert-butoksylowy), 25,77 (-CH3), 8,42 (-CH3).
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