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SPOSÓB WYTWARZANIA NOWYCH POCHODNYCH NUKLEOZYDOWYCH

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarzania nowych pochodnych nukleozydowych o
ogólnym wzorze 1, w którym R*1, i R* oznaczają atom wodoru lub grupę acetylowę, a R oznacza
atom wodoru, grupę acetylowę, alkilowe, ketalowę albo łęcznie z grupę R2 stanowi funkcję
ortoestrowę.

Zgodnie z wynalazkiem nowe zwięzki o ogólnym wzorze 1, w którym R1 , R2 i R3
maję wyżej podane znaczenie wytwarza się w ten sposób, że rozpuszczony w roztworach wodnych
o pH 6,5 do 7,5 zwięzek o ogólnym wzorze 2, w którym R*, R2 i R3 maję wyżej podane znaczenie,
poddaje się reakcji fotochemicznej przez naświetlanie go w zakresie długości fal światła
słonecznego. Następnie z roztworu poreakcyjnego wyodrębnia się produkt przez ekstrakcję i
chromatografię, po czym ewentualnie usuwa się reszty acetylowę działaniem trójetyloaminy w
bezwodnym niższym alkoholu alifatycznym.

Zwięzki o ogólnym wzorze 1, w którym R1, R2 i R3 maję wyżej podane znaczenie, wytwo¬
rzone sposobem według wynalazku, fluoryzuję barwę żółto - zielone i stanowię barwniki lase¬
rowe* Zablokowane w pierścieniu furanozydowym neukleozydy o ogólnym wzorze 1, w którym co
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najmniej jeden z podstawników R , R i R oznacza grupę acetylowę, można przeprowadzić w od¬
powiednie nukleozydy częściowo odblokowane /R1 albo R2 albo R3« H/ lub całkowicie odblokowane
/R1aR2«R3«H/ przez usunięcie grupy acetylowej za pomoce roztworu trójetanoloaminy w niższym
alkoholu alifatycznym.

Wynalazek ilustruję poniższe przykłady.
Przykład I. Synteza nukleozydu o wzorze 1, w którym R1, R2 i R3 sę równe i

oznaczaję grupy acetylowę.

a/ Otrzymanie chlorku N-/"9-/2#, 3#, S^-tri-O-acetylo-^-O-ribofuranozylo/puryn-e-ylo^ PirY"
dyniowego /zwięzek o wzorze 2, w którym R1, R2 i R3 sę równe i oznaczaję grupy acetylowę/.
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Postępowano zgodnie z procedurę opisane w pracy R.W.Adamiak, E.Biała, B.Skalski, Nucleic

Acids Res.13 /8/, 2589 /1985/, w myśl której suszone nad pięciotlenkiem fosforu 2*f 3#, 5*-
trój-O-acetyloinozynę /l eqv/ rozpuszczono w absolutnej pirydynie /5 cm3/l mol/ i mieszając
wkroplono w temperaturze 5 do 10°C 4-chlorofenylofosforodwuchlorek /1,5 eqv/# Po 15 minutach
łaźnię chłodzęcę usunięto i roztwór pozostawiono w ciemności przez 18 godzin. Po tym czasie
roztwór .poddano analizie za pomoce chromatografii cienkowarstwowej /TLC/# która wykazała cał¬
kowite przereagowanie substratu z wytworzeniem niebiesko fluoryzującego produktu. Roztwór
pirydynowy zagęszczono do oleju, oziębiono do około 0 C i dodano lodu w ilości około lg/1 mmol.
Następnie mieszaninę rozcieńczono zimna wodę destylowane /użyte w ilości 5 CD17I mmol/, dodano
małe porcje węgla aktywnego, przesęczono, a roztwór zobojętniono dodajęc porcjami jonit Dowex 1
w formie wodorowęgłanowej /HCC^-/* do uzyskania całkowitego rozkładu chlorowodorku pirydynio-
wego. Kontrolę zakończenia reakcji przeprowadzono spektrofotometrycznie, pH roztworu wzrosło do
wartości 6,5* Jonit odsęczono, przemyto go wodę, a roztwór zagęszczono pod próżnię w tempera¬
turze nie przekraczajęcej 35°C. Po odparowaniu pirydyny roztwór przepuszczono przez kolumnę
wypełnione jonitem Oowex 1 /Cl"/ użytym w ilości 4 cm3/l mmol* Oddzielono frakcję roztworu
zawierajęce fluoryzujęcy produkt, którym jest chlorek N-/~9-/2*, 3*, S^-tri-O-acetylo-yS-D-
ribofuranozylo/ puryn-6-ylo^7-pirydyniowy. Produkt ten przechowywany był w postaci roztworu
wodnego zagęszczonego do stężenia 0,2 mol.dm" , w temperaturze 5°C, lub w postaci liofilizowa¬
nej •
b/Otrzymywanie nukleozydu o wzorze 1f w którym R1, R2 i R3 sę grupami acetylowymi. Wodny roztwór
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otrzymanej jak wyżej soli pirydyniowej o ogólnym wzorze 2, w którym R , R i R sę grupami ace¬
tylowymi, o stężeniu 10~4 mol.dm" potraktowano wodorowęglanem sodowym w ilości 5 ekwiwalentów,
dzięki czemu uzyskano pH 7,0. Następnie roztwór soli pirydyniowej naświetlono w sposób cięgły
w chłodzonym reaktorze przepływowym ze szkła Pyrex, wyposażonym w zanurzeniowe lampę rtęciowe
emitujące światło widzialne* Reaktor pozwalał na eliminację promieniowania o długości fali
mniejszej niż 290 nm /B.Skalski, R.W.Adamiak, S.Paszyc. Nucleic Acids Symp.Ser.14, 293 /1984/.
Szybkość przepływu roztworu w reaktorze wynosiła 4 do 8 ml/min. Naświetlanie przerwano w momen¬
cie całkowitego zaniku pasma X - 299 nm, odpowiadajęcego soli pirydyniowej stanowięcej substrat
reakcji fotochemicznej. Naświetlony roztwór wodny ekstrahowano dwukrotnie chloroformem, war¬
stwy chloroformowe połęczono, przemyto je wodę destylowane, wysuszono bezwodnym siarczanem
sodowym i odparowano. Stałe pozostałość oczyszczono drogę chromatografii absorbcyjnej na żelu
krzemionkowym H60 firmy Merck w układzie chloroform - metanol. Frakcja zawierajęca fluoryzuję¬
cy zwięzek eluowała się przy zawartości 7% metanolu w chloroformie. Eluat odparowano pod próż¬
nię. Pozostałość rozpuszczono w małej ilości chloroformu i wkroplono do intensywnie mieszanego
heksanu. Wytręcony precypitat po wysuszeniu pod próżnię stanowił chromatograficznie czysty
nukleozyd o wzorze 1, w którym R , R2 i R3 stanowię grupy acetylowe. Wydajność reakcji wynio¬
sła 30$. Otrzymany produkt badano metodami spektrometrycznymi i spektrofotometrycznymi.
FD-MS 470/1/

UV /H20, pH 7/:
Amin = 243 nm / t = 10200/; 300 nm / £ = 16400/
j( sn = 344 nm / £ = 3700/;
A max = 265 nm / £ = 15500/; 422 nm / £ = 9900/

Fluorescencja:

A«ax /h2°/ = 422 nn; ^m /»2°/ ' 529 nm
max

wydajność kwantowa ^ = 0,63 według fluoresceiny /-P= 0,92/
*H NMR /D20/ ppm: 10.19 /d,l/, 9.88 /d,l/, 8.50 /t,l/, 8.33 /s,l/, 8.15 /t,l/, 7.66 /d,l/,
6.17 /dd,l/, 5.44 /m,2/, 4,36 /m,4/, 2.22 /s,3/, 2.13 /s,3/, 2.11 /s,3/.
Analiza elementarna dla C21H21N5°8
Obliczono: C 53,48; H 4,49; N 14,86%
Znaleziono: C 53,10; H 4,44; N 14,12%

Przykład II. Synteza nukleozydu o ogólnym wzorze 1, w którym R*, R2 i R3
sę równe i oznaczaję grupy acetylowe. 10 dm° roztworu soli pirydynowej o ogólnym wzorze 2,
w którym R , R2 i R3 oznaczaję grupy acetylowe, otrzymanej analogicznie jak w przykładzie I
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punkt a/ o stężeniu 10"* mol.dm , umieszczono w zamkniętym naczyniu szklanym ze szkła sodo¬
wego i poddano działaniu naturalnego światła słonecznego w ciągu 3 dób. Naświetlanie przerwa¬

no w momencie całkowitego zaniku pasma j[ max c 299 nm. Wyodrębnianie uzyskanego produktu
prowadzono analogicznie jak w przykładzie I punkt b/. Produkt miał właściwości identyczne z
produktem otrzymanym jak w przykładzie I w reaktorze przepływowym.

Przykład III. Synteza nukleozydu o wzorze 1, w którym R* oznacza grupę
acetylowę, a R2 i R3 łęcznie grupę metoksymetylidenowę.
a/Otrzymywanie wodnego roztworu chlorku N-/S-/2*,3*-0-metoksymetylid3no, s^-O-acetylo-yS-D-
rybofuranozylo/-puryn-6-ylo7 pirydyniowego o wzorze 2, w którym R1 oznacza acetylen, a R2 i R3
łącznie - grupę metoksymetylidenowę. 5#-0-acetylo-2#, 3*-metoksymetylidenoizynę przeprowadzono
w chlorek N/9-/2*, 3#-O-metoksymetylideno-5-O-acetylo-/0 -D-rybofuranozylo/puryn-6-ylo/ pirydy-
niowy o wzorze 2, w którym R oznacza acetylen, a R i R3 łęcznie grupę metoksymetylidenowę,
zgodnie z procedurę opisana w przykładzie I punkt a/«

b/ Otrzymywanie nukleozydu o wzorze 1, w którym R1 oznacza acetylen, a R2 i R3 łęcznie grupę
metoksymetylidenowę. Wodny roztwór wymienionej soli pirydyniowej o stężeniu 10~4mol.dm pod¬
dano w reaktorze przepływowym naświetleniu w warunkach analogicznych jak w przykładzie I
punkt b/. Tak samo również przeprowadzono wyodrębnienie produktu w postaci precypitetu. Wydaj¬
ność reakcji wyniosła 30SS»
Otrzymany produkt badano metodami spektrometrycznymi i spektrofotometrycznymi.

UV /H20/, pH 7/:
J^min B 243 nm /£ 3 10200/; 300 nm /£ » 16400/

> 9n * 344 nm /£ = 3700/
jlmax - 265 nm /£ = 15500/; 422 nm /£ « 9900/

Fluorescencja: 3 Exc /Ho0/ = 422 nm;Mmax 2vmax

I Em /H20/ * 529 nm^•max

*H NMR /C0C13/ ppm: 10.20 /d,l/, 9.07 /d,l/, 8.49 /t,l/, 8.13 /t,i/, 8.35 /s,l/, 7.99 /d.l,
exch.020/, 6.2 /m,l/, 6,07 5.97 /2s,l/, 4.99 - 4.87 /n,2/, 4.53 /m,l/, 4.26 /m,2/, 3.44-3.35
/s,l/, 2.22 /s,3/.
Analiza elementarna dla C H N 0 .

19 iy 5 /

Obliczono: C 53,14; H 4,45; N 16,31$
Znaleziono: C 52,90; H 4,35; N 15,98*

P r zy k ł a d IV. Synteza nukleozydu o wzorze 1, w którym R*, R2 i R3 oznaczaję
wodór. 200 mg produktu o wzorze 1, w którym R*, R2 i R3 oznaczaję reszty acetylowe otrzymanego
jak w przykładzie I. rozpuszczono w 70 cm bezwodnego metanolu i dodano 3 dm3 bezwodnej trój-
etyloaminy, a następnie mieszaninę tę pozostawiono na 72 godziny w temperaturze pokojowej. W
tych warunkach wypadaję kryształy chromatograficznie czystego produktu o wzorze 1, w którym
R^, R2 i r3 Sę wodorem. Wydajność procesu wyniosła 45%. Otrzymany produkt badano metodami
spektrometrycznymi i spektrofotometrycznymi.

UV /H20/, pH l/i
Amin " 243 nm /£ s 10200/; 300 nm /£ = 16400/
^ sh = 344 nm /£ = 3700/
Amax = 265 nm /£ c 15500/; 422 nm /£ = 9900/

Fluorescencja: j^*^ y^O/ = 422 nm;
^mx /H20/ = 529 nm

XH NMR /DMSO-dg/ ppm: 10.10 /d,l/, 8.80-8.55 /m,2/f 8.38-8.20 /t.l/ 8.24 /s,l/, 8.10 /d,l,
exch, D20/, 5.82 /dd,l/, 5.12 /d,l/, 4.98-4.86 /m,2/, 4.24-3.87 /m,2/, 3.79 /q,l/.
Analiza elementarna dla ^i5Hi5Nc05«
Obliczono: C 52,17; H 4,37; N 20,28%
Znaleziono: C 51,95; H 4,20; N 19,98%

Temperatura topnienia: 200°C z rozkładem.
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Przykład V* Badanie przydatności zwięzku o ogólnym wzorze 1, w którym R ,
R^ i r3 sa resztami acetylowymi* Etanolowy roztwór związku o ogólnym wzorze 1, w którym R ,
R2 i R^ oznaczają grupy acetylowi o stężeniu 6*10~3mol/dm~3 badano w typowym układzie do po¬
miarów emisji laserowej* W układzie tym źródłem wzbudzenia był impulsowy laser azotowy /typ
KB 6211, firmy COBRABID produkcji polskiej/, pracujęcy na długości fali A ■ 337 nm. Wiązkę
lasera formowano za pomoce soczewki cylindrycznej, której ognisko ustawiono na kuwecie z bada¬
nym roztworem* Wydajność kwantowa fluorescencji badanego związku była duża tak, że akcję
laserowa uzyskano bez dodatkowego umieszczania tego zwięzku w zewnętrznym rezonatorze /rezo¬
nator stanowiły bezpośrednio ścianki kuwety/* Uzyskano akcję laserowe w zakresie 540 do 590 nm,
z możliwościę selektywnego wyboru jednej z długości fal* Widmo emisji badano za pomocą spekto-
grafu typu STE-1 firmy ŁOMO - ZSRR*

Stwierdzono także doświadczalnie, że akcję laserowe można uzyskać stosujęc inne źródła
wzbudzenia, na przykład druga harmoniczne lasera rubinowego o długości fali A = 347,1 nm
lub impulsowe lampę błyskowe*

Zastrzeżenie patentowe

Sposób wytwarzania nowych pochodnych nukleozydowych o ogólnym wzorze 1, w którym R1 i
R2 oznaczaję atom wodoru lub grupę acetylowę, a R oznacza atom wodoru, grupę acetylowę, alki¬
lowe, ketalowa, albo łęcznie z grupę R stanowi funkcję ortoestrowa, znamienny tym,
że rozpuszczony w wodnych roztworach o pH 6,5 do 7,5 związek o ogólnym wzorze 2, w którym
R1, R2 i R3 maję wyżej podane znaczenie, poddaje się reakcji fotochemicznej przez naświetlenie
go światłem w zakresie długości fal światła słonecznego, a następnie z roztworu poreakcyjnego
wyodrębnia się produkt przez ekstrakcję i chromatografię, po czym ewentualnie usuwa się reszty
acetylowę działaniem trójetyloaminy w niższym alkoholu alifatycznym*

R'0-,V N<
R20 OR3

uzór Ą

uzór 2
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