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sP0oSOB WYTWARZANIA NOWYCH POCHODNYCH NUKLEOZYDOWYCH

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania nowych pochodnych nukleozydowych o
ogélnym wzorze 1, w ktérym rl 1 R2 oznaczaja atom wodoru lub grupe acetylowa, a R® oznacza
atom wodoru, grupg¢ acetylowa, alkilowa, ketalowa albo tacznie z grupa R2 stanowi funkcje
ortoestrowae.

Zgodnie =z wynalazkiem nowe zwiazki o ogélnym wzorze 1, w ktérym r1 s R
maj@ wyzej podane znaczenie wytwarza sie w ten sposdéb, Ze rozpuszczony w roztworach wodnych
o pH 6,5 do 7,5 zwiazek o ogélnym wzorze 2, w ktdrym R1, rR2 i R3 maja wyzej podane znaczenie,
poddaje sig reakcji fotochemicznej przez nadwietlanie go w zakresie dlugoséci fal dwiatts
slonecznego. Nastepnie z roztworu poreakcyjnego wyodrebnia sig produkt przez ekstrakcje i
chromatografig, po czym ewentualnie usuwa sig reszty acetylowe dzialaniem tréjetyloaminy w
bezwodnym nizszym alkoholu alifatycznym,.

Zwiazki o ogélnym wzorze 1, w ktérym rR1, R2 i RS maja wyzej podane znaczenie, wytwo-
rzone sposobem wediug wynalazku, fluoryzuja barwa z461to - zielona i stanowia barwniki lase-
rowe. Zablokowane w pierécieniu furanozydowym neukleozydy o ogélnym wzorze 1, w ktérym co
najmniej jeden z podstawnikéw R1. R2 R3 oznacza grupe acetylowa, moznas przeprowadzié¢ w od-
powiednie nukleozydy czeéciowo odblokowane /R albo RZ albo R3=s H/ lub calkowicie odblokowane
/R1=R2-R3=H/ przez usunigcie grupy acetylowej za pomoca roztworu tréjetanoloaminy w nizszym
alkoholu alifatycznym,

Wynalazek ilustruja ponizsze przyktady.

Przyktad I. Synteza nukleozydu o wzorze 1, w ktérym R1, R2 i R3 sa réwne i

2 4 gS

oznaczajg grupy acetylowe,
a/ Otrzymanie chlorku N-=/9-/2°, 3°, 5°-tri-0-acetylo-/3-D-ribofuranozylo/puryn-6-ylo 7 piry=-
dyniowego /zwiazek o wzorze 2, w ktérym R1, R2 1 R3 sa réwne i oznaczaja grupy acetylowe/.
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Postepowano zgodnie z procedura opisana w pracy R.W.Adamiak, E.Biala, B.Skalski, Nucleic

Acids Res.13 /8/, 2589 /1985/, w mys$l ktérej suszona nad pieciotlenkiem fosforu 2%, 3%, 5°-
tréj-O-acetyloinozyne /1 eqv/ rozpuszczono w absolutnej pirydynie /5 cm3/1 mol/ i mieszajac
wkroplono w temperaturze 5 do 10°% 4-chlorofenylofosforodwuchlorek /1,5 eqv/. Po 15 minutach
taznie thodzaca usunieto i roztwédr pozostawiono w ciemnoéci przez 18 godzin. Po tym czasie
rq;iwdrtboddano analizie za pomoce chromatografii cienkowarstwowej /TLC/, ktdére wykazata catl-
kowite przereagowanie substratu z wytworzeniem niebiesko fluoryzujacego produktu. Roztwér
pirydynowy zaggszczono do oleju, oziebiono do okoto 0°C i dodano lodu w ilosci okotlo 1g/1 amol,
Nastepnie mieszaning rozciefczono zimna woda destylowana /uiyta w ilodci 6 cm3/1 mmol/, dodano
mate porcje wegla aktywnego, przesaczono, a roztwér zobojetniono dodajac porcjami jonit Dowex 1
w formie wodorowgglanowej /HCO3-/, do uzyskania calkowitego rozktadu chlorowodorku pirydynio-
wego. Kontrole zakohczenia reakcji przeprowadzono spektrofotometrycznie, pH roztworu wzrosto do
wartosci 6,5, Jonit odsgczono, przemyto go woda, a roztwér zageszczono pod préznia w tempera-
turze nie przekraczajacej 35°C. Po odparowaniu pirydyny roztwér przepuszczono przez kolumneg
wypelniong jonitem Dowex 1 /Cl7/ uzytym w iloséci 4 cm3/1 mmol. Oddzielono frakcje roztworu
zawierajaca fluoryzujgcy produkt, ktérym jest chlorek N-/ 9-/2°, 3%, 5°-tri-O-acetylo-/3-D-
ribofuranozylo/ puryn-6-ylo /-pirydyniowy. Produkt ten przechowywany byl w postaci roztworu
wodnego zageszczonego do stezenia 0,2 mol.dm'a, w temperaturze s°c, lub w postaci liofilizowa-
neje.

b/ Otrzymywanie nukleozydu o wzorze 1,w ktérym R1, rR2 i R3 sa grupami acetylowymi. Wodny roztwér
otrzymanej jak wyzej soli pirydyniowej o ogdélnym wzorze 2, w ktdérym Ri, R2 i R” s@ grupami ace-
tylowymi, o stezeniu 10~4 mol.dm'3 potraktowsno wodorowgglanem sodowym w ilodéci 5 ekwiwalentow,
dzigki czemu uzyskano pH 7,0. Nastepnie roztwdr soli pirydyniowej naswietlono w sposéb ciagty

w chiodzonym reaktorze przeptywowym ze szkla Pyrex, wyposazonym w zanurzeniowz lampg rtgciowa
emitujaca $wiatlo widzialne. Reaktor pozwalai na eliminacje promieniowania o diugos$ci fali
mniejszej niz 290 nm /B.Skalski, R.W.Adamiak, S.Paszyce Nucleic Acids Symp.Ser.14, 293 /1984/.
Szybkodé przeptywu roztworu w reaktorze wynosila 4 do 8 ml/min, Nadwietlanie przerwano w momen=
cie catkowitego zaniku pasma A = 299 nm, odpowiadajacego soli pirydyniowej stanowiacej substrat
reakcji fotochemicznej. Naswietlony roztwér wodny ekstrahowano dwukrotnie chloroformem, war-
stwy chloroformowe potaczono, przemyto je woda destylowana, wysuszono bezwodnym siarczanem
sodowym i odparowano. Stala pozostalo$é oczyszczono droga chromatografii absorbcyjnej na zelu
krzemionkowym H60 firmy Merck w ukladzie chloroform - metanol. Frakcja zawierajaca fluoryzuja-
cy zwiazek eluowala sig przy zawarto$éci 7% metanolu w chloroformie. Eluat odparowano pod préz-
nia. Pozostalosé rozpuszczono w matej ilosci chloroformu i wkroplono do intensywnie mieszanego
heksanu. Wytracony precypitat po wysuszeniu pod préznia stanowil chromatograficznie czysty
nukleozyd o wzorze 1, w ktérym R1, rRZ? i RS stanowia grupy acetylowe. Wydajnos$¢ reakcji wynio-
sta 30%. Otrzymany produkt badano metodami spektrometrycznymi i spektrofotometrycznymi.

FD-MS 470/1/
UV /H,0, PH 7/:

Anmnin = 243 nm / &€ = 10200/; 300 nm / € = 16400/
Ash =344 nm / £ = 3700/;
Amax = 265 nm / € = 15500/; 422 nm / € = 9900/
Fluorescencja:
Exc E
Anax /H?0/ = 422 nm; } " /Hp0/ = 529 nm

max
wydajnosé kwantowa Jf =.0,63 wedlug fluoresceiny /{ = 0,92/

14 NMR /D,0/ ppm: 10.19 /d,1/, 9.88 /d,1/, 8.50 /t,1/, 8.33 /s,1/, 8.15 /t,1/, 7.66 /d,1/,
6.17 /dd,1/, 5.44 /m,2/, 4,36 /m,4/, 2.22 /5,3/, 2.13 /s,3/, 2.11 /s,3/.
Analiza elementarna dla Cz4H4N50g
Obliczono: C 53,48; H 4,49; N 14,86%
Znaleziono: C 53,10; H 4,44; N 14,12%
Przyk1ad II, Synteza nukleozydu o ogélnym wzorze 1, w ktérym r1, R2 i RS

sa réwne i oznaczaja grupy acetylowe. 10 dm3 roztworu soli pirydynowej o ogélnym wzorze 2,
w ktérym Ri, R2 1 g3 oznaczaja grupy acetylowe, otrzymanej analogicznie jak w przyktadzie I
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punkt a/ o stezeniu 1074 mol.dm-a; umieszczono w zamknietym naczyniu szklanym ze szkta sodo-
wego i poddano dziataniu naturalnego $wiatla sionecznego w ciagu 3 ddéb. Nadwietlanie przerwa-
no w momencie caltkowitego zaniku pasma A max = 299 nm. Wyodrebnianie uzyskanego produktu
prowadzono analogicznie jak w przyktadzie I punkt b/. Produkt mial wtadciwodci identyczne z
produktem otrzymanym jak w przykladzie I w reaktorze przeptywowym,
 Przyk?tad 1III, Synteza nukleozydu o wzorze 1, w ktérym Rl oznacza grupe

acetylowa, a R2 1 RS tacznie grupe metoksymetylidenowa.
a/ Otrzymywanie wodnego roztworu chlorku N-/8-/2°,3°-0-metoksymetylidzno, 5°-O-acetylo- 3-D-
rybofuranozylo/~-puryn-6-ylo/ pirydyniowego o wzorze 2, w ktérym Rl oznacza acetylen, a R2 i R3
tacznie - grupe metoksymetylidenowa. 5°-O-acetylo-2°, 3°-metoksymetylidenoizyne przeprowadzono
w chlorek N/S-/2°, 3'-0—metoksymetylideno-5—0-acetyhr79-D-rybofuranozylo/puryn-s-ylgf pirydy=
niowy o wzorze 2, w ktérym R1 oznacza acetylen, a R2 1 R% tacznie grupe metoksymetylidenowa,
zgodnie z procedura opisang w przyktadzie I punkt a/.
b/ Otrzymywanie nukleozydu o wzorze 1, w ktérym R! oznacza acetylen, a R2 1 R3 tgcznie grupe
metoksymetylidenowa. Wodny roztwér wymienionej soli pirydyniowej o stezeniu 10'4mol.dm'3 pod-
dano w reaktorze przeptywowym nasdwietleniu w warunkach analogicznych jak w przyktadzie I
punkt b/, Tak samo réwniez przeprowadzono wyodrebnienie produktu w postaci precypitetu. Wydaj-
noéé reakcji wyniosla 30%.
Otrzymany produkt badano metodami spektrometrycznymi i spektrofotometrycznymi.
UV /H 0/, PH 7/:

Amin = 243 nm /¢ = 10200/; 300 nm /€ = 16400/

Ash = 344 nm /£ = 3700/

Amax = 265 nm /£ = 15500/; 422 nm /§ = 9900/

. 3 Exc _
Fluorescencja: ﬁmax /H20/ = 422 nm;

AEm /H0/ = 529 nm
max

1H NMR /coCly/ ppm: 10.20 /d,1/, 9.07 /d,1/, 8.49 /t,1/, 8.13 /t,1/, 8.35 /s,1/, 7.99 /d,1,
exch.0,0/, 6.2 /m,1/, 6,07 5.97 /2s,1/, 4.99 - 4.87 /n,2/, 4.53 /m,1/, 4.26 /;m,2/, 3.44-3.35
/911/, 2.22 /513/0

Analiza elementarna dla C19H19N507.

Obliczono: C 53,14; H 4,45; N 16,31%
Znalezionos C 52,90; H 4,35; N 15,98%

Przykitad IV. Synteza nukleozydu o wzorze 1, w ktérym r1, r2 i RS oznaczaja
wodér, 200 mg produktu o wzorze 1, w ktérvm r1, R2 i g3 oznaczaja reszty acetylowe otrzymanego
jak w przyktadzie I. rozpuszczono w 70 cn® bezwodnego metanolu i dodano 3 dm3 bezwodnej tréj-
etyloaminy, a nastepnie mieszaning te pozostawiono na 72 godziny w temperaturze pokojowaj. Vi
tych warunkach wypadaja krysztalty chromatograficznie czystego produktu o wzorze 1, w ktérym
R1, R2 i R3 sg wodorem. Wydajnosé procesu wyniosla 45%. Otrzymany produkt badano metodami
spektrometrycznymi i spektrofotometrycznymi,

UV /H,0/, PH 7/:
Amin = 243 nm /£ = 10200/; 300 nm /£ = 16400/
A sh = 344 nm /€ = 3700/

Amax = 265 nm /€ = 15500/; 422 nm /£ = 9900/

Fluorescencja:_hﬁgi /HoU/ = 422 nm;

Em
Anax /Hy0/ = 529 nm
1H NMR /DMSO-ds/ ppm: 10.10 /d,1/, 8.80-8.55 /m,2/, 8.38-8.20 /t.1/ 8.24 /s,1/, 8.10 /d,1,
exch, D,0/, 5.82 /dd,1/, 5+12 /d,1/, 4.98-4.86 /m,2/, 4.24=3.87 /m,2/, 3.79 /q.1/.
Analiza elementarna dla 015H15N505.

Obliczono: C 52,17; H 4,37; N 20,28%
Znaleziono: C 51,95; H 4,20; N 19,98%
Temperatura topnienia: 200°C 2z rozktadem,
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Przykt?tad V. Badanie przydatnodci zwiazku o ogélnym wzorze 1, w ktérym R1,
R2 i R3 s@ resztami acetylowymi. Etanolowy roztwér zwiazku o ogélnym wzorze 1, w ktérym r1,
R2 i R3 oznaczaje grupy acetylowe o stezeniu 6.10'3mol/dm‘3 badano w typowym uktadzie do po-
miaréw emisji laserowej. W ukladzie tym Zrédlem wzbudzenia byl impulsowy laser azotowy /typ
KB 6211, firmy COBRABID produkcji polskisj/, pracujacy na diugosci fali A = 337 nm. Wigzke
lasera formowano za pomoca soczewki cylindrycznej, ktérej ognisko ustawiono na kuwecie z bada=-
nym roztworem. Wydajnoé¢ kwantowa fluorescencji badanego zwiazku byta duza tak, ze akcje
laserowa uzyskano bez dodatkowego umieszczania tego zwiazku w zewngtrznym rezonatorze /rezo-
hator stanowily bezpodrednio écianki kuwety/. Uzyskano akcje laserowa w zakresie 540 do S90 nm,
z mozliwoécia selektywnego wyboru jednej z diugoéci fale Widmo emisji badano za pomocg spekto-

grafu typu STE-1 firmy £OMO - ZSRR.
Stwierdzono takze do$wiadczalnie, Ze akcj¢ laserowa mozna uzyskaé stosujac inne Zrédia

wzbudzenia, na przyktad druga harmoniczna lasera rubinowego o diugosci fali A= 347,1 nm
lub impulsowa lampe biyskowa.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb wytwarzania nowych pochodnych nukleozydowych o ogélnym wzorze 1, w ktérym Rl i
R2 oznaczaja atom wodoru lub grupge acetylowa, a rR3 oznacza atom wodoru, grupe acetylowa, alki=-
lowa, ketalowa, albo tacznie z grupa R? stanowi funkcje ortoestrowa, znamienny tyan,
Ze rozpuszczony w wodnych roztworach o pH 6,5 do 7,5 zwiazek o ogélaym wzorze 2, w ktérym
r1l, rR2 i RS maja wyzej podane znaczenie, poddaje sig reakcji fotochemicznej przez naswietlenie
go swiatiem w zakresie diugoéci fal éwiatla sionecznego, a nastepnie z roztworu poreakcyjnego
wyodrebnia si¢ produkt przez ekstrakcj¢ i chromatografig, po czym ewentualnie usuwa sig reszty
acetylowe dzialaniem tréjetyloaminy w nizszym alkoholu alifatycznym.

R20 0R3

wzor 2

Pracownia Poligraficzna UP RP. Naktad 100 egz.
Cena 1500 zt
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