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Spos6b wytwarzania mieszaniny diastereoizomerycznych
3’, 5’-cyklicznych anilidofosforanéw nukleozydow

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarzania mieszaniny diastereoizomerycznych 3’,
5 -cykllcznych anilidofosforanéw nukleozydow o wzorach ogolnych lai Ib w ktérych B oznacza
resth:N Né-dibenzoiloadeniny, N2 -izobutyryloguaniny, N -1zobutyrylocytozyny lub uracylu,aR
oznacza grupg blokujaca grupe¢ hydroksylows, taka jak grup¢ o wzorze -C/0O/CgHs lub 0 wzorze
-C/0/CH/CHzs/ 2.

Zwiazki o wzorze ogblnym la posiadaja konfiguracj¢ Sp, a zwigzki o wzorze ogélnym 1b
posiadaja konfiguracj¢ Rp.

Wytwarzane sposobem wedlug wynalazku zwiazki o wzorze ogélnym la i 1b, w ktérym B
oznacza reszt¢ N® N®-dibenzoiloadeniny, gdy R oznacza grupe o wzorze -C/O/C ¢Hs lub B
oznacza reszt¢ N‘-izobutyryiocytozyny, 'gdy R oznacza grup¢ o wzorze -C/O/CH/CHa/2 i w
ktérych B oznacza reszte uracylu, gdy R oznacza grup¢ o wzorze -C/O/CeHs sa zwigzkami
znanymi. Pozostale zwiazki o wzorach og6lnych la i 1b sg zwigzkami nowymi.

Zwiazki wytwarzane sposobem wedtug wynalazku sa prekursorami w syntezie dlasteremzo-
merycznych 3’, 5’-cyklicznych tiofosforanéw nukleozydéw — siarkowych analogéw 3', 5'-
cyklicznych monofosforanéw nukleozydéw, zwigzkow wykazujacych aktywno$¢ biologiczna.

Najwazniejszy z tej grupy zwigzkéw 3’, 5’-cykliczny monofosforan adenozyny (cAMP) petniac
rolg ,posrednika drugiego rzgdu“ w zaleznoéci od rodzaju komérek wptywa na szereg wewnatrz-
komérkowych proceséw takich jak: przepuszczalno$¢ blon biologicznych, stymulacja kinazy
proteinowej, fosforylacja syntetazy glikogenowej, mediacja w dzialaniu neurotransmiteréw i ini-
cjacja transkrypcji genéw (Advances in Cyclic Nucleotide Research — Wydawnictwo ciagte, P.
Greengard, G. A. Robinson et al. Ed. Raven Press N.Y. 1972).

Szczegdlnie interesujacy aspekt stanowila P-prochiralno$¢ czasteczki 3, 5-cyklicznych
nukleotydéw. Zmiana jednego z egzycyklicznych podstawnikéw atomu fosforu na atom siarki
wywoluje asymetri¢ atomu fosforu. W konsekwencji tiofosforanowe analogi 3’, 5'-cyklicznych
nukleotydéw (cNMPS) stanowig cenne zwiazki do badania proceséw enzymatycznych.
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Ostatnio ukazala si¢ wzmianka o inhibicji glikogenolizy w isolowanych ze saczeréw komér-
kachwqtrobyptuzlp—cAMPSwprmmeﬁtwdoSp-cAlﬂ'S ktéry powoduje aktywacic;
kinazy proteinowej zaleznej od cCAMP i wzrost glikogenolizy (J.D. Rothermel, W. J. Stec, J. 3
Baraniak, B. Jastorff, L.H. Parker Botckho- J. Biol, Chem. 298, 12125, 1983). Rp-3',5'cykliczn
tiofosforan adenozyny (Rp-cCAMPS) jest picrwszym spoéréd 600 zsymtetyzowanych
cAMP wykazujacych antagonistyczng dzialalno$¢ w stosunku do cAMP polegajacy na kompety
cyjnym hamowaniu wigzania endogennego cAMP do holoeazymu, co powoduje zniesienie in vi
zar6wno aktywacji kinazy proteinowej zaleznej od cAMP jak i nastgpnej aktywacii kinazy fosfory—
lazy. W rezultacie nastgpuje zahamowanie glikogenolizy czyli wydzielania glukozy. Dlatego tez
Rp—cAMPS moze by¢ zastosowany jako lek w chorobie ,diabetes mellitus* popularnic zwanej
cukrzycg, ktéra charakteryzuje si¢ wydzielaniem nadmiernej iloéci glukozy.

Z publikacji w J.C.S. Chem. Commun., 940 (1979) znany jest spos6b wytwarzania diastereoi-
zomeréw Rp- i Sp- ¥, 5'<cyklicznych anilidofosforan6w N"MN' O*-tribenzoiloadenozyny tj.
zwiazkéw o wzorze ogélnym la i 1b, w ktérych B oznacza resztg N‘ N*-dibenzoiloadeniny, a R
oznacza grup¢ o wzorze -C/0/CeHs, stanowiacych prekursory do wytwarzania diastereoizome-
réw Rp- i Sp- 3’, 5'cyklicznego triofosforanu adenozyny. Spos6b ten polega na reakcji 3, §'-
cyklicznego fosforanu adenozyny z chlorkiem benzoilu, a nast¢pnie dziataniu trifenylofosfiny,
czterochlorku wegla i aniliny w pirydynie jako rozpuszczalniku. Pozostale znane zwigzki o wzorach
la i 1b otrzymano sposobem analogicznym.

Zasadniczg niedogodnoécia znanego sposobu jest bardzo niska wydajno$¢, wynoszgca tylko
‘9%, diastereoizomeru Sp- ktéry stanowi substrat do otrzymywania aktywnego Rp-cAMPS.

Obecnie stwierdzono, Ze jeZeli reakcj¢ wyjéciowego zablokowanego 3', 5’-cyklicznego fosfo-
ranu nukleozydu z trifenylofosfing i anilinag prowadzi si¢ w obecno$ci rozpuszczalnika aprotono-
wego innego niz pirydyna, takiego jak nitrometan, chlorek metylenu, acetonitryl, tetrahydrofuran
lub ich mieszaniny i jezeli stosuje si¢ perhalogenowany weglowodér o 1-6 atomach wegla lub
mieszaning tych weglowodoréw, wéwczas uzyskuje si¢ wzrost wydajnosci izomeru Sp do 19-30%.
- Stwierdzono ponadto, ze wzrost wydajno$ci izomeru Sp uzyskuje si¢ takze wtedy, gdy reakcje
prowadzi si¢ bez rozpuszczalnika, stosujac tylko CCls jako perhalogenowany reagent i rozpusz-
czalnik.

Sposéb wedtug wynalazku polega na tym, ze 3’, 5’-cykliczny fosforan nukleozydu o wzorze
og6lnym 2, w ktérym R i B maja wyZej podane znaczenie, w postaci kwasu lub soli, poddaje si¢
reakcji z trifenylofosfing, aniling i perhalogenowanym wegglowodorem o wzorze CnXant2', W
ktérym n oznacza liczb¢ 1—6, a X oznacza atom chloru lub bromu albo z mieszaning perhaloge-
nowanych weglowodoréw o wzorze CnX2n+2', w ktorym n i X maja wyzej podane znaczenie, w
obecnosci aprotonowego rozpuszczalnika takiego jak nitrometan, chlorek metylenu, acetonitryl,
tetrahydrofuran lub ich mieszaniny albo jako perhalogenowany weglowodoér i rozpuszczalnik
stosuje si¢ CCla, przy czym reakcj¢ prowadzi si¢ w temperaturze od temperatury pokojowej do
45°C.

Korzystnie stosuje si¢ perhalogenowany weglowoddr o wzorze CnXan+2', w ktérym n oznacza
liczbg 2-6 lub jego mieszaning z czterohalogenkiem wegla, w obecnosci rozpuszczalnika takiego jak
nitrometan, chlorek metylenu, acetonitryl i tetrahydrofuran albo ich mieszaniny.

Sposéb wedtug wynalazku pozwala na pigciokrotne zwigkszenie stereoselektywnosci reakcji w
stosunku do znanej metody. W znanej metodzie Rp:Sp=2:1, a w procesie prowadzonym sposo-
bem wedlug wynalazku Rp : Sp=2:5. Tym samym zwigksza si¢ wydajno$¢ diastereoizomeréw Sp
stanowigcych prekursory Rp-3’, §’-cyklicznych tiofosforanéw nukleozyd6w. Jak juz wspomniano,
Rp-cAMPS moze by¢ stosowany w lecznictwie. Nizej podane przyklady 1lustruja spos6b wedtug
wynalazku.

Przyktad I
A) ¥, 5’-cykliczny fosforan adenozyny 0,66 g (2 mmole) dodano do 10 ml 0,5 M trietyloaminy.
Otrzymany roztwdr zatgzono do sucha, a wodg usuni¢to przez 3-krotne zatgzanie z 10 ml pirydyny.
Trietyloamoniowa sél cAMP rozpuszczono w 20ml bezwodnej pirydyny i dodano 1,2 ml
(10 mmoli) chlorku benzoilu. Mieszaning reakcyjng pozostawiono w temperaturze pokojowej w
ciagu 2 godzin. Nast¢pnie nadmiar chlorku benzoilu zhydrolizowano dodajac 5 ml wody. Produkt
ekstrahowano 30 ml chloroformu. Warstw¢ ograniczong zat¢zono do sucha, a §lady pirydyny
usunigto przez zatgzanie z toluenem. Pozostalo§é po rozpuszczeniu w chloroformie wytrzasano
3-krotnie z
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Smi 0,5 N kwasu soinego, a aastgpnic przemyto wodg. Produkt krystahzowano z chioroformu
otrzymujac 0,90g (70%) temperatura topnienia 153-155°C. Ry/CHsOH-H20 85:15/ 0,77,
6 31 PicHets) -2,92 ppm.
B) do 1,92g (3 mmole) 3, S'cyklicznego fosforanu N®, N¢ 02" — tribenzoiloadenozyny
- dodano 1,2 g (4,5 mmola) trifenylofosfiny, 0,71 g (3 mmole) szefciochloroetanu i 15 ml suchego
nitrometanu. Nastepnie wkroplono 0,46 g (3 mmole) czterochlorku wegla oraz 0,54 g (9 mmoli)
$wiezo destylowanej aniliny. Mieszaning reakcyjng mieszajac pozostawiono na 12 godzin w tempe-
raturze pokojowej. Nast¢pmie usunigto rozpuszczalnik pod zmnicjszonym ciénieniem. Sucha pozo-
stalo$é rozpuszczono w chloroformie (30 ml) i warstwg chloroformows przemyto woda. Rozdziatu
mieszaniny na poszczegllne diastereoizomery dokonane technika chromatografii kolumnowej na
Silicagelu 60 H stosujac jako eluent uktad CHCls-EtOH-CH3sCOOH (100 : 2: 0,05). Frakcje zawie-
rajace bardziej mobilny izomer Sp (Rt 0,22) potgczono i zat¢zono do sucha. Pozostatos¢ rozpu-
_szczono w chloroformie (4 ml) i wkroplono mieszajac do mieszaniny eteru dietylowego i heksanu
(1:1 400 ml). Wytracony izomer Sp odwirowano otrzymujac 0,47 g (22%) 831 picocia) + 1,41 ppm.
Fd — MS : 716 m (z. Analogicznie, frakcje zawierajagce mniej mobilny izomer Rp (R¢0,17) zat¢zone,
a pozostalo$¢ krystalizowano z chloroformu otrzymujac 0,13 g (6%) produktu, o temperaturze
topnienia 155-157°C, 631 pcociar — 1,62 ppm, FD-MS : 716 m/z.

Przyktad II. Do 1,92 g (3 mmole) 3, 5’<cyklicznego fosforanu N®, N®, O%-tribenzoiloade-
nozyny dodano 1,2 g (4,5 mmola) trifenylofosfiny, 15 ml suchego czterochlorku wegla oraz 0,84 g (9
mmoli) $wiezo destylowanej aniliny. Mieszaning reakcyjng ogrzewano w temperaturze 30-38°C w
ciggu 5 godzin, a nastgpnie pozostawiono na 12 godzin w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie
postepujac jak w przykladzie I, otrzymano 0,42 g (19,5%) izomeru Sp oraz 0,12 g (5,5%) izomeru
Rp. -

Przyktad IIL

A) Do 0,53 g (1 mmol) soli tri-n-butyloamoniowej 3’, 5’-cyklicznego fosforanu guanozyny rozpu-
szczonej w 30 ml suchego dimetyloformamidu dodano 0,25 g (2 mmole) 4-dimetyloaminopirydyny
13,3 ml (20 mmoli) bezwodnika izobutyrylowego. Mieszaning¢ reakcyjng mieszano 24 godziny w
temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodano 5ml wody i roztwér mieszano w ciggu 4 godzin.
Rozpuszczalnik usunigto zatg¢zajac na pompie olejowej. Pozostaty olej rozpuszczono w 2 ml mie-
szaniny izopropanol — woda (85 : 15) i chromatografowano na kolumnie wypetnionej silicagelem
(200-300 mesh) stosujac jako eluent izopropanol-wode (85:15). Otrzymane 0,50 g (74,6%) pro-
duktu; R¢ 0,61, UV (H20) A max 254, 276 nm, 6 31 pzo0 — 1,75 ppm.
B) Do 2,0g (3 mmole) soli tri-n-butyloamoniowej 3’, 5'-cyklicznego fosforanu N', 0%-diizo-
butyryloguanozyny dodano 1,2 g trifenylofosfiny, 0,71 g (3 mmole) szeéciochloroetanu i 15 ml
suchego acetonitrylu. Nastgpnie wkroplono 0,46 g (3 mmole) czterochlorku wegla oraz 0,84 g (9
mmoli) $wiezo destylowanej aniliny. Mieszaning reakcyjng pozostawiono na 12 godzin w tempera-
turze pokojowej. Nast¢pnie rozpuszczalnik usunigto zat¢zajagc mieszaning reakcyjng na pompce
wodnej. Suchg pozostatosc rozpuszczono w 20 ml chloroformu i warstwe chloroformowa przemyto
woda.

Rozdzialu mieszaniny na poszczegdlne diastereoizomery dokonano technikg chromatografii
kolumnej na Sicilacagelu 60H, stosujac jako eluent CHCIsCH3sOH (95:5). Otrzymano w ten
sposéb 0,67 g (30%) izomeru Sp-, Rt 0,27, 6 31 picHeLs—2,12 ppm, oraz 0,13 g (6%) izomeru Rp-Ry
0,21 631 picHciy — 1,44 ppm.

Przyktad IV.

A) ¥, 5'<cykliczny fosforan cytydyny 0,31 g (1 mmol) dodano do 5 ml 0,5 M trietyloaminy. Otrzy-
many w ten sposéb roztwor zatgzono do sucha, a powstaty olej rozpuszczono w 10 ml bezwodne;j
pirydyny i ogrzano do 120°C w atmosferze argonu. Po doprowadzeniu do temperatury pokojowej
dodano 3,3ml (20 mmoli) bezwodnika izobutyrylowego. Mieszaning ogrzewano ponownie do
120°C w ciggu 5-10 minut i péZniej pozostawiono na 24 godziny w temperaturze pokojowej w
atmosferze azotu. Nastgpnie rozpuszczalnik usunigto zatg¢zajac na pompce wodne;j. Oleista pozo-
stato$¢ rozpuszczono w 5 ml chloroformu i roztw6r ten wkroplono do mieszaniny 1: 1 heksanu i
eteru dimetylowego (150 ml). Wytracony produktu odfiltrowano, przemyto eterem i wysuszono.
Otrzymno 0,43 g (78%) produktu: R 0,55; UV (H20); Amax 278 nm, 831 pH20) — 2,66 ppm.

B) Do 1,64g (3 mmole) soli trietvloameoniowej 3, 5'-cyklicznego fosforanu N*, O*-
diizobutyrylocytydyny dodano 1,2 g (4,5 mmola) trifenylofosfiny, 1,07 g (4,5 mmola) sze$ciochloro-
etanu i 15 ml suchego chlorku metylenu. Nastgpnie wkropleno 0,84 g (9 mmoli) $wiezo destylo-
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wancj aniliny. Mieszaning reakcyjng pozostawiono mieszajyc na 12 godzin w temperaturze poko-
jowej. Potem rozpuszczalaik usunigto na pompce wodnej, a suchy pozostadoéé rozpuszczono w
chloroformie (30 ml) i warstwg chloroformowa przemyto wodg.

Rozdzialu mieszaniny na poszczegdlne diastereoizomery dokonano technikga chromatografii
kolumnowe;j na Silicagelu 60 H stosujac jako eluent CHCls-CHsOH (25 : 1). Frakcje zawierajace
bardziej mobilny izomer Rp (R¢0,70) polaczono i zatgzono do sucha. Pozostatosé rozpuszczono w
chloroformie (3 ml) i wkroplono do mieszaniny eteru dietylowego (300 ml). Wytracony izomer Rp
odwirowano otrzymujac 0,13 g (8,3%) 631 pchasy — 0,64 ppm, FD-MS : 520 m/z. Analogicznie
frakcje zawierajace mniej mobilny izomer Sp (Rs 0,60) zat¢zono, a nastgpnie wytracono z micsza-
niny eteru dietylowego. Otrzymano 0,39g (25%) produktu: 831 picticLa 0,97 ppm, FD-MS:
520 m/z.

Przyktad V.

A)0,41 g (1 mmol)soli trietyloaminowej 3, 5'-cyklicznego fosforanu urydyny rozpuszczono w
10 ml pirydyny i dodano 0,6 ml (5 mmoli) chlorku benzoilu. Mieszanin¢ reakcyjng mieszano w
temperaturze pokojowej w ciaggu 4 godzin. Produkt ekstrahowano z mieszaniny reakcyjne;j chloro-
formem (3X15 ml). Warstwe chloroformowa po zatezeniu do 4 ml wkroplono do 150 ml eteru
dietylowego. Wytracony produkt odfiltrowano, przemyto 2 ml eteru dietylenowego. Po wysusze-
niu otrzymano 0,38 g (74,4%); (CHaOH-H20, 85 : 15 (0,64; UV (CH30H); Amax 264 nm; 831 picrcia)
-3,22 ppm.

B) DO 1,23 g (3 mmole) 3, 5'-cyklicznego fosforanu O%-benzoilourydyny dodano 1,2g (4,5
mmola) triefenylofosfiny, 0,71 g (3 mmole) szesciochloroetanu i 10ml suchego acetonitrylu.
Nast¢pnie wkroplono 0,99 g (3 mmole) czterobromku wegla oraz 0,84 g (9 mmole) §wiezo destylo-
wanej aniliny. Mieszaning reakcyjna ogrzewano w temperaturze 40-45°C w ciagu 5 godzin, a
nastgpnie pozostawiono na 12 godzin w temperaturze pokojowej. Dalszy spos6b postgpowania
analogiczny jak w przykladzie IV doprowadzi do otrzymania 0,146 g (10%) izomeru Rp (R 0,74);
031 picrcia) — 1,34 ppm, EJ —MS : 485 m/z oraz 0,41 g (28%) izomeru Sp (Rs 0,60); 831 picHcia)
0,54 ppm, EJ-MS :485 m/z.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania mieszaniny diastereoizomerycznych 3’, 5’-cyklicznych anilidofosfo-
ranéw nukleozydéw o wzorach ogélnych la i 1b, w ktérych B oznacza reszt¢ N® N°® -
dibenzoiloadeniny, gdy R oznacza grup¢ o wzorze -C/O/CeHs lub B oznacza reszte N*-
izobutyrylocytozyny, gdy R oznacza grup¢ o wzorze -C/O/CH/CHs/2’, lub B oznacza reszt¢
uracylu, gdy R oznacza grup¢ o wzorze -C/0O/CgHs w reakcji 3’, 5’-cyklicznego fosforanu nukleo-
zydu w postaci kwasu lub soli o wzorze ogélnym 2, w ktérym B i R maja wyzej podane znaczenie z
trifenylofosfing, CCls stanowigcym perhalogenowany weglowodér i aniling w rozpuszczalniku,
znamienny tym, Ze stosuje si¢ perhalogenowany we¢glowodoér o wzorze CoaHzn+2', w ktérym n
oznacza liczb¢ 1-6 a X oznacza atom chloru lub bromu, albo mieszanin¢ perhalogenowanych
weglowodoréw, o wzorze CnX2n+2', w ktérym n i X maja wyzej podane znaczenie, w obecnosci
rozpuszczalnika aprotonowego takiego jak nitrometan, chlorek metylenu, acetonitryl, tetrahydro-
furan lub ich mieszaniny, albo jako perhalogenowany weglowoddr i rozpuszczalnik stosuje si¢
tylko CCls, przy czym reakcje prowadzi si¢ w temperaturze od temperatury pokojowej do 45°C.

2. Spos6b wytwarzania mieszaniny nowych diastereoizomerycznych 3, 5’-cyklicznych anili-
dofosforanow nukleozydéw o wzorach ogélnych la i 1b, w ktérych B oznacza reszt¢ N2
izobutyryloaguaniny, gdy R oznacza gru 6p‘; blokujacg o wzorze -C/O/CH/CHa/2 lub o wzorze
-C/0/CeHs lub B oznacza resztg¢ N®, N -dlbenzoﬂeademny, gdy R oznacza grup¢ blokujaca o
wzorze -C/0/CH/CHs/2’, lub B oznacza reszte N* -izobutyrylocytozyny, gdy R oznacza grupg
blokujaca o wzorze -C/0O/CgHs lub w ktérych B oznacza resztg uracylu, gdy R oznacza grupe
blokujaca o wzorze -C/O/CH/CHa/2’, znamsienny tym, ze 3', 5’-cykliczny fosforan nukleozydu, w
postaci kwasu lub soli, o wzorze ogélnym 2, w kt6rym B i R maja wyzej podane znaczenie poddaje
si¢ reakc;ji z trifenylofosfing, aniling i perhalogenowanym weglowodorem o wzorze CnX2n+2', W
ktérym n oznacza liczbg 1-6, a X oznacza atom chloru lub bromu albo z mieszaning perhalogeno-
wanych weglowodoréw o wzorze CnX2n+2’, w ktérym n i X maja wyzej podane znaczenie w
obecnosci rozpuszczalnika aprotonowego takiego jak nitrometan, chlorek metylenu, acetonitryl,
tetrahydrofuran lub ich mieszaniny albo jako perhalogenowany weglowodér i rozpuszczalnik
stosuje si¢ tylko CCla, przy czym, reakcj¢ prowadzi si¢ w temperaturze od temperatury pokojowej
do 45°C.
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