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1. Wprowadzenie

Wiasciwoscia odrézniajaca chemicznie modyfikowane oligonukleotydy syntetyczne od
naturalnych fragmentéw DNA czy RNA jest ich podwyzszona odporno$¢ na degradacje¢ enzyma-
tyczng przy jednoczesnym zachowaniu specyficznosci oddzialywan z komplementarnymi
fragmentami kwasoéw nukleinowych. Modyfikacja grupy fosforanowej nukleotydu skutkuje
jednak czgsto powstaniem nowego centrum chiralnos$ci, co, jesli stereochemia generowania
centrum chiralnego nie jest kontrolowana, w konsekwencji prowadzi do mieszaniny
P-diastereomeréw. Problem chiralnosci centrum fosforowego w oligonukleotydach zarysowat sie
szczegblnie wyraznie, gdy stwierdzono, ze tiofosforanowe analogi oligonukleotydéw wykazuja
zréznicowane wilasciwosci biologiczne w zaleznosci od konfiguracji atomu fosforu, np. rézne
powinowactwo do komplementarnych fragmentéw kwaséw nukleinowych czy podatno$¢ sub-
stratowa dla enzyméw!'. Z tej przyczyny analogi oligonukleotydéw o zdefiniowanej konfiguracji
centrow fosforowych sa nie tylko interesujacymi narzedziami do badan strukturalnych w bio-
chemii i biologii molekularnej, ale moga znalez¢ potencjalne zastosowania medyczne, jako
substancje o lepszym dzialaniu terapeutycznym niz stosowane obecnie mieszaniny diastereoizo-
meryczne modyfikowanych oligonukleotydéw.

Dotychczasowe wysitki, ktérych celem byla stereospecyficzna lub stereoselektywna syn-
teza analogéw oligonukleotydéw podejmowane byly gléwnie w serii deoksy>™. W ostatnich
latach obserwuje si¢ natomiast dynamiczny wzrost zainteresowania chemiczng synteza fragmen-
téw RNAP7! zwigzany gtéwnie z odkryciem nowych funkcji oligorybonukleotydéw w organi-
zmach zywych, okreslanych szeroko jako interferencia RNA™. Dotad opublikowane zostaty
jedynie trzy metody stereokontrolowanej syntezy P-chiralnych analogéw oligorybonukleoty-
déw ™ z ktérych jedna jest szczegélnie interesujaca poznawczo ze wzgledu na silng indukcje
asymetryczng zachodzaca podczas tworzenia H-fosfonianowego wigzania internukleotydowego z

P-achiralnych substratéw!' ',

Typowa procedura kondensacji 3'-H-fosfonianéw nukleozydéw z nukleozydami polega na
rozpuszczeniu odpowiednio zablokowanych substratow w bezwodnej pirydynie i dodaniu ok. 3
ekw. chlorku trimetyloacetylu (chlorku piwaloilu, PvCl) jako czynnika kondensujacego (rys. 1).
Powoduje to szybkie (ponizej 1 min, czyli minimalnego czasu koniecznego do zarejestrowania

pierwszego widma ’'P NMR) wytworzenie H-fosfonianowego wigzania diestrowego (wraz z



towarzyszacymi produktami ubocznymi kondensacji: bezwodnikiem piwalowym oraz piwalana-
mi i chlorowodorkami amin). Reakcja ta przebiega zazwyczaj ilosciowo (*'P NMR). W przypad-
ku H-fosfonianéw deoksynukleozydéw powstajacy diester jest w przyblizeniu réwnomolowag
mieszaning diastereoizomeréw réznigcych si¢ konfiguracjg ligandéw atomu fosforu, natomiast w

serii rybo reakcja wykazuje znaczaca diastereoselektywnos¢ rzedu 40%-70% de (nadmiaru
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B = chroniona zasada azotowa
Pv = piwaloil (trimetyloacetyl)

gtéwny diastereoizomer (Dp)

Rys. 1. Stereoselektywna kondensacja H-fosfonianéw rybonukleozydéw (1) z nukleozydami (3)
z uzyciem chlorku piwaloilu jako czynnika kondensujacego.

Celem badan bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy habilitacyjnej byto wyjasnienie
mechanizmu indukcji asymetrycznej zachodzacej podczas kondensacji 3'-H-fosfonianéw rybo-
nukleozydéw oraz optymalizacja warunkéw reakcji w celu uzyskania maksymalnej stereoselek-
tywnosci. W toku prac podjalem takze dodatkowy watek badawczy — opracowanie systemu
nazewnictwa stereochemicznego, ktérego celem bylo powigzanie deskryptorow stereochemicz-

nych z cechami strukturalnymi badanych zwigzkéw.

2. System nazewnictwa Dyp/Lp

Juz pierwsze proby opisu konfiguracji 1 przebiegu reakcji P-chiralnych 3'-H-fosfonianéw
nukleozydoéw oraz powiazania wynikow stereochemicznych z rozmieszczeniem ligandéw wokot
atomu fosforu ujawnity niedogodnosci nomenklatury systematycznej Cahna-Ingolda-Preloga

(CIP). Wiazatly si¢ one z roznicami w pierwszenstwie podstawnikow powodujacymi przypisanie

" Odnoéniki do publikacji wchodzacych w sktad rozprawy habilitacyjnej wyréznione sa pogrubionym drukiem.



réznych  deskryptoréw  Rp/Sp dla Gy
zwigzkéw o analogicznej budowie.
Poniewaz podobny problem w stereo-
chemii aminokwaséw i weglowoda-
noéw przyczynit si¢ do zachowania
tradycyjnego nazewnictwa D/L dla G,
tych klas zwigzkéw, wydawato sie konfiguracja De konfiguracja Lp
uzasadnione (a nawet pozadane)

. . . Z: -H, -SR, -NR,, -Me, -SiR; -BHj-, -I, -Cl, -F, -OR itp.
zaprojektowanie systemu, w ktorym Y, Yz: O,8,NR,CR,itp.

. . X: 0,8, Se, Te, NR, CR; itp. lub wolna para elektronowa
deskryptory stereochemiczne zwigzane Gy nukleozyd-3"yl, nukleozyd-2'-yl, alkil, aryl, acyl, itp.
. . G,: nukleozyd-5'-yl, alkil, aryl, acyl, itp.

bylyby z charakterystycznymi cechami
podstawnikéw atomu fosforu analo- Rys. 2. Struktury zwiazkéw o konfiguracji Dp i Lp.

g6w nukleotydow.

Punktem wyjscia nowego systemu stata si¢ struktura P-chiralnego dinukleotydu przedsta-
wionego w czesto spotykanym w chemii nukleotydow uktadzie z reszta nukleozyd-3'-ylowa
powyzej 1 reszta nukleozyd-5'-ylowa ponizej grupy fosforanowej, w ktérym rozmieszczenie
przestrzenne podstawnikéw jest analogiczne do projek-
cji Fischera. Wowczas jako konfiguracje Dp przyjmuje
si¢ uklad, w ktérym poziome wigzanie pojedyncze
skierowane jest w prawa stron¢ (X=P-Z), a dla konfi-
guracji Lp w lewa strong (Z-P=X; rys. 1)"¢17,

System ten, opracowany pierwotnie dla H-fosfo-
nianéw nukleozyddéw i produktéw ich utlenienia, zostat

[18-21]

nastepnie szczegétowo dopracowany , a przypisa-

nie deskryptoréw Dp i Lp do danej konfiguracji zostato
ujete w pie¢ formalnych regul, umozliwiajacych zasto-
sowanie nomenklatury Dp/Lp do P-chiralnych analogéw

h8! e

dinukleozydowych'™, mono- i nienukleozydowyc

oraz do $ledzenia stereochemii wieloetapowych reakcji

chemicznych[m], Rys. 3. Model fragmentu dupleksu B-DNA
zawierajacego P-chiralne wigzania
internukleotydowe (® = siarka, o = azot).



Okreslenie konfiguracji chiralnego atomu fosforu przez poréwnanie z elementami struktu-
ralnymi wzorcowych dinukleotydéw przedstawionych na powyzszym rysunku eliminuje w
wiekszosci wypadkéw niepozadane zmiany deskryptora zwigzane ze zmiang pierwszenstwa
podstawnikow, a nie ze zmiang ich polozenia przestrzennego. Przewaga nomenklatury Dp/Lp nad
systemem CIP uwidacznia si¢ np. przy analizie strukturalnej chimerycznych duplekséw kwasow
nukleinowych, w ktérych centra fosforowe stanowig grupy tiofosforanowe i amidofosforanowe.
Dla formy B-DNA reszty P-S (Rp) i P-N (Sp) umiejscowione w duzej bruzdzie maja zawsze
konfiguracj¢ Dp, podczas gdy dla reszt P-S (Sp) i P-N (Rp) skierowanych poza dupleks przypisana
jest konfiguracja Lp (rys. 3).
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Rys. 4. Przyktadowe wykorzystanie nomenklatury Dp/Lp do $ledzenia stereochemii reakcji.

Zastosowanie konwencji Dp/Lp do analizy stereochemii przebiegu reakcji chemicznej
przedstawione jest na przyktadzie kondensacji 3'-H-fosfonianu nukleozydu z drugg jednostka
nukleozydowa oraz nastepczych reakcji prowadzacych do tio-, borano- i amidofosforanu dinu-
kleozydowego (rys 4)2%. Kazdy proces zwiazany z inwersja konfiguracji atomu fosforu odzwier-

ciedlony jest przez zmiang¢ deskryptora Dp/Lp, natomiast dla reakcji zachodzacych z retencja kon-



figuracji deskryptor pozostaje niezmieniony. W omawianym przykladzie system Rp/Sp nie
pozwala na uzyskanie analogicznej korelacji pomigdzy struktura, a deskryptorem. System Dp/Lp
mozna z powodzeniem wykorzysta¢ takze do $ledzenia stereochemii przeksztatcen amidofosfo-
rynéw'?**? i innych pochodnych nukleozydéw!".

W wigkszosci przypadkow deskryptory Dp/Lp pozwalaja na okreslenie konfiguracji abso-
lutnej atomu fosforu, jednak ze wzgledu na strukturalny charakter i elastyczno$¢ systemu, moz-

liwe sg sytuacje niejednoznaczne. Z tej przyczyny zaleca si¢, aby przy definiowaniu konfiguracji

danego zwiazku, deskryptory Dp/Lp byly uzupetniane oznaczeniami systematycznymi (Rp/Sp).

3. Stereochemia tworzenia wigzania diestrowego — badania mechanistyczne

Wstepnym etapem badan eksperymental-

nych byto okreslenie konfiguracji atomu fosforu wm
80%
70%
60%
50%

w powstajacych diestrach H-fosfonianowych i
analiza korelacyjna z sygnatami na widmach p

NMR. We wcze$niejszych pracach oznaczono ‘;’)’;

. . P . . 24 20%
konfiguracje  gtéwnych  diastereoizomeréw o 1 P
. , . . . 1¢ (GPH)
niektérych H-fosfonianéw dinukleozydowych o 0% 1b (CPH)
1a (APH)

3a(A) 3p(cy 3¢ (G) 3d (U)

sekwencji NupyU jako Sp (Dp), a ich sygnaly 3p

EtOH
NMR zlokalizowane byly zawsze przy stabszym

Rys. 5. Stereoselektywno$¢ (% izomeru Dp) syntezy
polu magnetycznym niz sygnaty pochodzace od diestrow H-fosfonianowych (5) w pirydynie.

Reakcje czterech H-fosfonianéw (1a-d) z czterema
diastereoizomeréw Rp (Lp)!''13. Systematyczna  nukleozydami (3a-d) i etanolem.

analiza wszystkich 16 kombinacji dinukleozydo-

wych oraz wybranych H-fosfonianéw alkilowo-nukleozydowych potwierdzita te¢ tendencje,
jednak w przypadku niektorych diestrow H-fosfonianowych (np. GpyU) i dla niektérych rozpusz-
czalnikéw (np. toluenu) wzgledne polozenie sygnaléw diastereoizomeru gtéwnego i mniejszo-
sciowego ulegalo odwrdceniu. Podobne zjawisko wystepowato takze w przypadku niektérych
tiofosforanéw dinukleozydowych. W toku dalszych badan wykluczona zostala mozliwos¢
odwrodcenia stereoselektywnosci kondensacji w kierunku konfiguracji Lp, a nietypowe potozenie
sygnatow 3P NMR przypisane zostato zréznicowanemu wptywowi rozpuszczalnika i sekwencji

na przesuni¢cie chemiczne. Zaobserwowane anomalie wskazaty, ze postulowana wczesniej przez

F. Ecksteina!®! korelacja pomiedzy konfiguracja atomu fosforu, a jego przesunigciem chemicz-



nym w >'P NMR musi by¢ traktowana z duza ostroznoscia, jedynie jako wskazéwka wstepna lub
dodatkowa>*¥. Nie zaobserwowano natomiast odstgpstwa od stereoselektywnosci kondensacji
w kierunku diastereoizomeru Dp.

Poniewaz centrum H-fosfonianowe w wyjsciowych monoestrach (1; rys. 1) jest achiralne, a
w powstajacych diestrach (5) jest chiralne i stabilne konfiguracyjnie!>, zjawisko indukcji asyme-
trycznej musi zachodzi¢ pomiedzy tymi strukturami granicznymi. Moze by¢ ona rezultatem (i)
preferencyjnego tworzenia jednego diastereoizomeru mieszanego bezwodnika H-fosfonianowo-
piwalowego (2) i jego nastepczej stereospecyficznej estryfikacji, (ii) preferencyjnej estryfikacji
jednego z diastereoizomeréw mieszanego bezwodnika 2 (pod warunkiem jego niestabilnosci
konfiguracyjnej), (ii1) pseudorotacji jednego z diastereoizomeréw przejsciowego zwigzku pie-
ciowigzalnego utworzonego przez addycj¢ nukleozydu do mieszanego bezwodnika 2, lub (iv)
zréznicowanej geometrii ataku i odej$cia grup podczas estryfikacji diastereoizomeréw zwiazku 2.

Przebieg reakcji opisany w punkcie (i) odpowiada indukcji asymetrycznej typu dynamicz-
nego roznicowania termodynamicznego (DYTR, ang. dynamic thermodynamic resolution). W
mechanizmie tym mieszany bezwodnik 2 musi cechowaé trwato$¢ konfiguracji (lub P-
epimeryzacja znacznie wolniejsza od estryfikacji), a stosunek jego diastereoizomerdw zostaje
zachowany w koncowym diestrze 5. W rzeczywistosci stosunek diastereoizomeréow dla zwigzku
2 wynosil ok. 2:1, podczas gdy dla produktu S ok. 4:1, a w zoptymalizowanych warunkach
reakcji osiagal warto$¢ >9:1%% Tak znaczny brak zgodnosci stosunkéw diastereoizomeréw
wykluczyt rozwazany mechanizm jako zrédio stereoselektywnosci kondensacji H-fosfonianéw
rybonukleozyddéw.

Druga koncepcja, ktérej mechanizm zgodny jest z dynamiczng kinetyczng transformacjq
asymetryczng (DYKAT, ang. dynamic kinetic asymmetric
transformation), wymaga spelnienia dwoch warunkéw
(zasada Curtina-Hammetta): diastereoizomery mieszanego
bezwodnika 2 muszg znajdowac si¢ w szybkiej rownowa-
dze, a jeden z nich musi by¢ bardziej reaktywny niz drugi

(rys. 6). Pierwszy wymog, tj. réwnowagowanie

Dp-2 = Lp-2, zostal potwierdzony eksperymentalnie przez
Rys. 6. Zaktadany profil energetyczny

wykazanie szybkiej i odwracalnej wymiany reszty piwalo-  estryfikacji mieszanego bezwodnika 2
271 do diestru H-fosfonianowego 5 wg

ilowej z karboksylanami i fenolami**"’. Innym dowodem  mechanizmu DYKAT.



potwierdzajacym istnienie postulowanej réwno- DMTrUpye (52) DMTrUpyPy (2) DMTrUpyMe (52)

wagi bylo wygaszanie kinetyczne (ang. kinetic I /
Dp De
quenching) mieszanego bezwodnika 2 przez }
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Rys. 7. Stereoselektywno$¢ reakcji mieszanego

skutkowato odwrdéceniem stereoselektywnosci )
bezwodnika 2 z metanolem.

reakcji i utworzeniem w przewadze drugiego (Lp)

diastereoizomeru diestru H-fosfonianowego (rys. 7). Zaktadajac przebieg estryfikacji zgodny z
mechanizmem Sn2(P), mozna przyjaé, ze gtéwny diastereoizomer mieszanego bezwodnika (2)
ma konfiguracje Dp, a mniejszo$ciowy — konfiguracje Lp. Co wigcej, wynika z tego, ze mniejszo-
sciowy diastereoizomer Lp-2 jest zdecydowanie bardziej reaktywny niz jego epimer Dp (rys. 8,
obszar zacieniony).

Wyciagnigcie dalszych wnioskéw z przebiegu reakcji z udziatem mieszanego bezwodnika
2 monitorowanej za pomoca spektroskopii *'P NMR byto znacznie utrudnione ze wzgledu na
wysokg reaktywnos$¢ tego zwiazku, przez co zarejestrowane widma 3'p NMR pochodzity jedynie
z koncowych faz reakcji. Poniewaz proby modulacji reaktywnosci poprzez zmiany srodowiska
reakcji nie przyniosty pozadanych rezultatéw, grupa piwaloilowa w zwigzku 2 zastgpiona zostata
grupa arylowa (rys. 8, reakcja C)12721, Uzyskane H-fosfoniany arylowo-nukleozydowe (4) sa
reaktywnymi estrami ulegajacymi transestryfikacji w sposéb analogiczny do estryfikacji miesza-
nego bezwodnika 2, a ich reaktywno$¢ mozna regulowac poprzez odpowiedni dobér podstawni-
kéw w pierscieniu aromatycznym® ",

W przeprowadzonych badaniach 3'-H-fosfoniany arylowo-urydynowe typu 4 byly otrzy-
mywane in situ i poddawane transestryfikacji alkoholami i nukleozydami. W doswiadczeniach
wstepnych ustalone zostaty kombinacje reszt arylowych diestréw 4 i alkoholi, ktérych czasy
reakcji byty najlepiej dopasowane do skali czasowej eksperymentéw *'P NMR. W ten sposéb
wytypowane zostaly estry p-nitrofenylowe 4a (dmtUpgPhNO;) i p-chlorofenylowe 4b
(dmtUpyPhCl) oraz MeOH i EtOH jako hydroksylowe komponenty reakcji.



R'O
O
? OR"
O<P—H
sl
O
EtsNH*
1
l PvCl
0 I
? kip-3 : (Nj 9 Kip2 O: ArOH 9 Kipa 9
O=P=H == H=p=Q ‘— O=P=H = H=P=0 - O=P=H —_— H=P=0

R kpp3 R PvO & kpp2 5 PvO 5 kDpa :

- | - | “py Py i Sar SAr
kDp- k
- S s *2 2| Le2 D4 |20 | L
Kip-3 kip-2 kLpa
Di"s Lp-6 : ' p-
1 ) 1
. (A) . . (B) (C)
~. 6/Dp-5 " k2iLp-5 k2/Dp-5 Kaps .7
~ ~ . ' . P bd
S o ) . = ROH/zasada 27N
~ 4
S< \ROH (3) /lzasada ¥ < ROH (3)/ zasada
Keitps ~~ . Kaipp 5
N ~"\““'\.\_‘_“‘—“" ’ “-“1“'\1,“"“’
~ « \- ., - \-
~ ~
£ 0 a Q
4a, Ar = p-nitrofenol H=P=0 O=P=H
4b, Ar = p-chlorofenol 5\ 5\
4c, Ar = fenol R R
tes or5

5a, R=Me
5b, R = Et gtéwny — szybko
5¢, R = nukleozyd-3"yl | dlasteremzomerl - = \wolno

Rys. 8. Mechanizm indukcji asymetrycznej typu DYKAT podczas kondensacji 3'-H-fosfonianéw rybonukleozydéw
z alkoholami i nukleozydami. (A) Reakcja w obecnosci katalizatora nukleofilowego; (B — obszar wyrézniony)
bezposrednia estryfikacja mieszanego bezwodnika 2; (C) transestryfikacja H-fosfonianu arylowo-nukleozydowego

typu 4.

Stereoselektywnos¢ transestryfikacji badanych diestrow H-fosfonianowych typu 4 zalezala
od uzytego alkoholu oraz zmieniata si¢ w czasie reakcji (rys. 9). Dla najbardziej reaktywnego
diestru dmtUpyPhNO, (4a) zmiany te widoczne byty jedynie dla szybko reagujacych alkoholi
pierwszorzedowych 1 polegaly na stopniowym spadku udzialu izomeru Dp-5 w calej puli pro-
duktu w wyniku zwigkszajacej si¢ w miar¢ postgpu reakcji iloSci powstajacego izomeru Lp-S.

Zmianom tym towarzyszyl szybki ubytek mniejszo$ciowego diastereoizomeru dmtUpgPhNO, w



mieszaninie reakcyjnej (rys. 10). Sugeruje to, ze izomer Dp diestru dmtUpgEt (Dp-Sb) tworzyt sie
z mniejszosciowego izomeru wyjsciowego diestru dmtUpgPhNO,;, co wskazuje na jego konfigu-
racj¢ Lp (Lp-4a). Po zuzyciu izomeru Lp-4a dominujgcg Sciezka reakcji stato si¢ tworzenie
produktu Lp-5b z pozostatego diastereoizomeru Dp-4a. Obserwacja tych zmian mozliwa byla

dzigki znaczaco szybszej transestryfikacji izomeru Lp-4a niz jego odtwarzania z Dp-4a w proce-

sie rownowagowania Dp-4 = Lp-4.
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Rys. 9. Zmiany udzialu diastereoizomeréw Dp w catkowitej ilosci H-fosfonianéw alkilowo-urydynowych typu 5 w
trakcie transestryfikacji H-fosfonianu dmtUpyPhNO, 4a r6znymi alkoholami. Punkt wyjsciowy: ok. 50% przereago-
wania, przyblizone czasy koncowe reakcji: MeOH, 1,5 min; EtOH, 5 min; iPrOH, 10 min; fBuOH, 30 min.

dmtUppEt
5b

dmtUpPhNO,
4a

dmtUpyPv

Rys. 10. Widma 3'p NMR reakcji transestryfikacji H-fosfonianu dmtUpyPhNO, 4a z etanolem (5 ekw.) w czasie 5

min. W mieszaninie wyjsciowej widoczne sg sygnaly mieszanego bezwodnika 2 istniejagcego w rownowadze z H-
fosfonianem 4a.

Dla mniej reaktywnych alkoholi wyzszego rzgdu szybkos¢ reakcji byta nizsza i zmiany w

stosunku diastereoizomerow w czasie reakcji byly mniej widoczne, co wskazywalo na znaczaco



wigksza szybko§¢ réwnowagowania Dp-4 = Lp-4 w poréwnaniu z szybkoscig transestryfikacji,
dzieki czemu stezenie izomeru Lp-4 pozostawalo caty czas na poziomie zapewniajagcym dominu-

jace tworzenie diastereoizomeréw Lp H-fosfonianéw alkilowo-urydynowych typu 5 (rys. 9).
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Rys 11. Przebieg reakcji dmtUpyPhCl (4b) z (A) 5 ekw. i (B) 20 ekw. metanolu. Legenda: ---o--- udziat

Dyp-4b w calkowitym 4b; ---0--- % produktu dmtUpyMe (5a); — A— udzial Dp-5a w Sa utworzonym w przedziale
czasowym pomigdzy aktualnym i poprzednim widmem *'P NMR.

Tabela 1. Reakcja H-fosfonianéw dmtUpyPv (2) i dmtUpyAr (4a, 4b) z metanolem w warunkach kondensacji
standardowej i wygaszania kinetycznego.

Substrat Substrat, Produkt 5a (dmtUpgMe), % Dp
% Lp substrat + 5 ekw. MeOH substrat + 2 500 ekw. MeOH
2 (dmtUpyPv) 30 81 36
4a (dmtUpyPhNO,) 25 42 30
4b (dmtUpyPhCl) 19 41 23

Powyzsze ustalenia potwierdzone zostaly w reakcji dmtUpyPhCl (4b) z metanolem, w kt6-
rej zaobserwowana zostata wyrazna korelacja pomiedzy zubozeniem substratu w reaktywniejszy
izomer Lp-4b w trakcie trwania procesu, a odwrdceniem stereoselektywnosci w kierunku pro-
duktu Lp-5a (rys. 11). Warty odnotowania jest fakt, ze w péznym stadium reakcji z matym
nadmiarem metanolu (5 ekw.), pomimo bardzo niskiej zawarto$ci diastereoizomeru Lp-4b (poni-
zej poziomu detekcji >'P NMR), ok. 40% nowo utworzonego dmtUpyMe (5a) miato konfiguracje
Dp, czyli pochodzito z transestryfikacji Lp-4b, najwyrazniej szybko reagujacego z alkoholem
zaraz po utworzeniu si¢ z Dp-4b (rys. 11A). Kiedy natomiast szybkos$¢ transestryfikacji zostata

zwigkszona przez uzycie 20 ekw. metanolu, po uptywie ok. 30 min. tworzenie Dp-5a praktycznie
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ustato, najprawdopodobniej z powodu braku jego stereochemicznego substratu, diestru Lp-4b
(rys. 11B). Dalsze zwigkszenie szybkosci transestryfikacji (duzy nadmiar metanolu) pozwolito na
uzyskanie produktu Sa w stosunku diastereoizomerycznym odzwierciedlajgcym stosunek diaste-
reoizomeréw w wyjsciowym dmtUpyPhCl (Tabela 1), jako wynik zmiany mechanizmu indukcji
asymetryczne] z typu DYKAT (dynamic kinetic asymmetric transformation; przy matej ilosci
alkoholu) na DYTR (dynamic thermodynamic resolution), tj. stereospecyficzng transestryfikacje
poszczegblnych diastereoizomeréw diestru dmtUpyPhCl 4b27),

Proby ustalenia parametrow kinetycznych transestryfikacji H-fosfonianéw arylowych typu
4 zakonczyly si¢ jedynie czesciowym sukcesem. W warunkach reakcji pseudo pierwszego rzedu
(20 ekw. metanolu, rys. 11B) stala szybkosci reakcji pseudo pierwszego rzedu k'ons wynosita 1,2
x 107 s w pierwszych minutach reakcji, po czym po ok. 10 min obnizata si¢ do 7,0 x 10 s
(rys. 12). Spowodowane to bylo najprawdopodobniej przereagowaniem reaktywniejszego izo-
meru Lp-4b, ktérego udzial w catkowitej iloSci substratu 4b spadl w tym okresie czasu do <5%.
Analogiczne state szybkosci dla reakcji prowadzonych w obecnosci 5 ekw. metanolu (odpowied-
nio 8,0 x 10* s7i 2,3 x 10* s™) byly wyzsze niz mozna bylo oczekiwaé wobec czterokrotnie
obnizonego nadmiaru metanolu. Wskazuje to na znaczacy udzial réwnowagowania
Dp-4b = Lp-4b na kinetyke reakcji. Niestety nie udalo si¢ wyznaczy¢ statych szybko$ci powyz-
szej rownowagi, przede wszystkim z powodu matych réznic pomigdzy stosunkami Dp/Lp diestru
dmtUpyPhCl (4b) zaraz po wygenerowaniu (81:19) i tego samego diestru po ustaleniu si¢ row-
nowagi (72:28) oraz czgsciowego naktadania si¢ sygnalow 3'P NMR obu diastereoizomeréw. W

konsekwencji niemozliwe bylo wyznaczenie pozostatych stalych szybkosci reakcji procesu

DYKAT.

T T T T T ]
0 1 2 3 4 5 6

czas /10° s

Rys. 12. Kinetyka reakcji dmtUpyPhCI (4b) z 20 ekw. MeOH.
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Podsumowujac powyzsze rozwazania mozna stwierdzi¢, ze stereoselektywnos$¢ badanych
reakcji jest kontrolowana przez proces typu DYKAT (dynamiczne kinetyczne przeksztalcenie
asymetryczne), w ktérym diastereoizomery reaktywnych zwigzkéw posrednich (2 i 4) wystepuja
w dynamicznej rownowadze, a jeden z nich, bedacy znaczaco bardziej reaktywny od drugiego,
jest przeksztatcany w kinetyczny produkt koncowy. Poprzez zmniejszenie szybkosci réwnowa-
gowania i zwigkszenie szybkosci estryfikacji mozna osiaggng¢ odwrdcenie stereoselektywnosci
reakcji, ktéra w takich warunkach przebiega zgodnie z mechanizmem typu DYTR (dynamiczne
r6znicowanie termodynamiczne). Eksperymenty modelowe, wykorzystujace H-fosfoniany
arylowo-nukleozydowe (4) i wygaszanie kinetyczne mieszanin reakcyjnych, wskazuja, ze
bardziej reaktywny izomer zwiazkéw posrednich (2 i 4) ma konfiguracje Ly’

Og6lnym wymogiem dwoch pozostatych zaproponowanych mechanizméw indukcji asy-
metrycznej, tj. pseudorotacji pigciowigzalnego zwigzku posredniego lub odmiennej geometrii
tworzenia 1 rozpadu bipiramidy trygonalnej (np. atak apikalny — odejScie ekwatorialne lub vice
versa) jest dominujaca retencja konfiguracji jednego diastereoizomeru mieszanego bezwodnika 2
1 inwersja konfiguracji dla drugiego diastereoizomeru. Weryfikacja eksperymentalna tych kon-
cepcji jest niestety trudna do wykonania. Wydaje si¢ jednak, ze w obu przypadkach konieczny
bylby udziat struktur wysokoenergetycznych typu bipiramidy trygonalnej z atomem wodoru lub
fosforylowym atomem tlenu w pozycji apikalnej 27 co czyni te mechanizmy mato prawdopodob-

nymi, cho¢ ich udzial nie moze by¢ wykluczony.
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Rys. 13. Przebieg reakcji H-tiofosfonianu dmtUpysPhCl z 5 ekw. metanolu. Legenda: ---o--- udzial poczatkowo
gtéwnego (prawdopodobnie Dp) diastereoizomeru substratu dmtUpysPhCl w mieszaninie diastereoizomerycznej (Dp

+ Lp); ---0--- % produktu dmtUpysMe; — A— udziat gtéwnego (prawdopodobnie Dp) diastereoizomeru H-tiofosfo-
nianu dmtUpysMe w mieszaninie diastereoizomerycznej (Dp + Lp).
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Interesujgce wyniki stereochemiczne uzyskano we wstepnych badaniach analogicznych

321 'Wskazuja one, ze indukcja

reakcji pochodnych siarkowych H-fosfonianéw rybonukleotydéw
asymetryczna podczas kondensacji H-tiofosfonianéw przebiega¢ moze wedtug innego mechani-
zmu niz w serii okso. Na przykitad w reakcji 3'-H-tiofosfonianu p-chlorofenylowo-urydynowego
(dmtUpysPhCl) z metanolem (rys. 13), bardziej reaktywny byt gtdwny diastereoizomer substratu
(a nie mniejszosciowy, jak w serii okso, por. rys. 11A). Mogtoby to wskazywaé na stereospecy-
ficzny mechanizm typu DYTR, jednak niektére dane eksperymentalne sugeruja mozliwos¢

przebiegu reakcji z retencjg konfiguracji wokét atomu fosforu.

DMTrO
0B DMTrO 0B DMTrO o8 DMTrO o8
H,0

OH OTBDMSi O omeomsi | ™ Q OmBDMSI > O  OTBDMSI

0=P=H ! H=P=0, H=P=O

8 | 4 s it
Q‘ R H,S/TMS-CI . .
2-Dp(Rp) lub 4¢-Dp(Rp) | jub HMDST SLOW
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PV J + +
DMTrO DMTrO DMTrO DMTrO
o B 0] B o} B O B
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e
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0=P-H H=P=0 ,LO-P=H “0=p=H
: ) ™S ¢ $
R
2-Lp(Sp) lub 4c-Lp(Sp) gtéwny zwigzek "FAST"
bardziej reaktywny posredni (produkt gtéwny)
2, R=Pv
4c, R =Ph —
silylation DMTrO g HS (.
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Q  OTBDMSI

B = Ura, Ade®, Cyt®? Gua®™ o P\o
DMTT = 4,4'-dimetoksytrytyl é 'i'MS

TBDMS:i = tertbutylodimetylosily!
DPP = H-fosfonian difenylowy
Pv = piwaloil (trimetyloacetyl)
HMDST = heksametylodisilatian
ibu = jzobutyry|

Rys. 14. Otrzymywanie diastereoizomeréw "FAST" (Rp) H-tiofosfonianéw rybonukleozydéw. Sciezka A, gtéwny
kierunek reakcji (85-90%; de ~50%); $ciezka B, alternatywna droga reakcji (10~15%) o obnizonej szybkosci (ok. 2
rzedy wielkosci) i stereoselektywnosci (de 20-30%).

Poniewaz dalsze badania mechanistyczne tej klasy zwigzkdw wymagaty tatwego dostepu

do czystych diastereoizomeréw monoestrow 3'-H-tiofosfonianowych rybonukleozydéw, opraco-

[33]

wane zostaly metody ich stereoselektywnej syntezy ™. Diastereoizomer "FAST", wykazujacy
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wieksza mobilnos¢ podczas chromatografii na zelu krzemionkowym, otrzymany zostat z de 50%
w reakcji sulfhydrolizy aktywowanego H-fosfonianu nukleozydu (rys. 14), a jego konfiguracja
absolutna zostata okre$lona wstepnie na podstawie analizy korelacyjnej >'P NMR jako Rp. Dia-
stereomer "SLOW" (Sp) otrzymany moze by¢ przez transformacj¢ asymetryczng H-tiofosfonianu
nukleozydowego o dowolnym skfadzie diastereoizomerycznym w procedurze aktywacji —
hydrolizy (de 50%) lub estryfikacji 9-fluorenometanolem z nastepcza B-eliminacjg (de 80%; rys.
15). Wyjasnienie mechanizmu indukcji asymetrycznej zachodzacej w trakcie kondensacji 3'-H-

tiofosfonianéw rybonukleozyddow jest przedmiotem trwajacych obecnie badan.
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DMTrO DMTrO DMTrO. B
0 PVCI 0 0
—_—
O  OTBDMSI Q OTBDMSI Q OTBDMSI
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Pv FM
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Sciezka FMOH Dp
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P’ \
’; ‘ ‘\
" H0 A\ +
#
DMTrO: DMTrO DMTrO:
O PvCI O
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o o} Q
Pv FM
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A L — Pt
H :
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(B-eliminacja)

FMOH = 9-fluorenometanol

Rys. 15. Otrzymywanie diastereoizomeréw "SLOW" (Sp) H-tiofosfonianéw rybonukleozydéw.

4. Wplyw roznych typéw katalizy na chemig i stereochemie kondensacji

W dotychczasowych rozwazaniach, w celu uproszczenia dyskusji pominigty zostal wptyw
katalizy na przebieg badanych reakcji. Aminy stosowane podczas kondensacji H-fosfonianow
stuza jednak nie tylko do neutralizacji powstajacych kwaséw, ale moga petni¢ role katalizatorow
zasadowych aktywujacych komponenty hydroksylowe (ogélna kataliza zasadowa) i katalizato-

réw nukleofilowych oddzialujacych na czynnik kondensujgcy lub mieszany bezwodnik typu 2.
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Ponadto sole amin powstajace jako produkty uboczne kondensacji moga dziata¢ jako katalizatory
kwasowe zwickszajace szybkos¢ reakcji mieszanego bezwodnika typu 2 (ogélna kataliza kwa-
sowa). Poniewaz kazdy z tych typéw katalizy moze wpltywaé zaréwno na wydajnos¢, jaki i
stereoselektywnos$¢ kondensacji, ich udziat w badanych reakcjach wymaga osobnego oméwienia.

Silne katalizatory nukleofilowe, np. 4-(dimetyloamino)pirydyna (DMAP), 1,4-diaza-
bicyklo[2.2.2]oktan (DABCO) lub N-metyloimidazol (NMI), stosowane w reakcjach przebiega-
jacych na atomach We;gla[34] i fosforu(V)™, okazaly si¢ malo efektywne w kondensacjach
H-fosfonian6w***"). W tagodnych warunkach stosowanych w niniejszych badaniach (3 ekw.
aminy w neutralnym rozpuszczalniku, temperatura pokojowa) wyeliminowane zostalo
P-acylowanie, uwazane za gléwna przyczyn¢ niskich wydajno$ci reakcji prowadzonych w
obecnosci powyzszych amin. Tworzenie diestru H-fosfonianowego (S) przebiegalo w takich
warunkach zadowalajaco wtedy, gdy zastosowano co najmniej 3 ekw. chlorku piwaloilu jako

czynnika kondensujqceg0[32;38;39]

, podczas gdy dla reakcji wobec pirydyny wystarczajace bylo
uzycie jedynie 1,2 ekw. PvCl. Mozliwych jest kilka przyczyn takiego zwielokrotnionego zapo-
trzebowania na czynnik kondensujacy. Przede wszystkim, silne katalizatory nukleofilowe moga
znaczgco zwigksza¢ reaktywnos¢ chlorkéw acylowych wykorzystywanych jako czynniki kon-
densujace poprzez tworzenie bardzo reaktywnych N-acylowych soli oniowych typu 6 (rys. 8). W
przeciwienstwie do wyjSciowych chlorkéw kwasowych, zwiazki takie obok reakcji z resztami
H-fosfonianowymi mogg takze reagowa¢ z innymi zwigzkami nukleofilowymi obecnymi w

mieszaninach reakcyjnych!***#!

, a takze z anionami piwalowymi bedacymi produktami towarzy-
szacymi reakcjom kondensacji. W efekcie nast¢puje niepozadane zuzycie czynnika kondensujg-
cego. Estryfikacja utworzonego in situ mieszanego bezwodnika (2) przebiegata w obecnosci tego
typu amin z niskimi wydajno$ciami, co moglo by¢ spowodowane brakiem chemoselektywnosci
ataku katalizatora nukleofilowego na atom P vs. C=0O w zwiazku 2, a w efekcie prowadzac
czgsciowo do powstawania wspomnianych powyzej N-acylowych soli oniowych 1 odtworzenia
substratu 127,

Poza problemami zwigzanymi z wydajno$cia, kondensacje prowadzone w obecnosci
silnych katalizatoréw nukleofilowych charakteryzuja si¢ obnizong stereoselektywnoscig (np. de
53% dla DMAP w poréwnaniu do 62% dla pirydyny i 70% dla 2,6-lutydyny**"). Wynik ten moze

by¢ efektem obnizenia stosunku Arswnowagowania / Kestryfikacji d1a soli oniowych typu 6.
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Reaktywno$¢ chlorku piwaloilu wobec grup hydroksylowych i pozycji N3H tymidyny i
uracylu w obecnosci silnych katalizatoréw nukleofilowychh lub mieszaniny pirydyny i trietylo-
aminy byta bardzo wysoka. Obserwowany czas polowicznego przereagowania wynosit w niekto-
rych przypadkach ponizej 1 s, reakcje takie mogty wigc skutecznie konkurowac z kondensacja H-
fosfonianéw rybonukleozydéw. Prawdopodobna przyczyna tak duzej szybkosci reakcji N- 1
O-acylowania jest synergistyczny efekt katalizy nukleofilowej i zasadowej (rys. 16)4%41 Ko-
rzystnym wynikiem tych obserwacji byto opracowanie szybkich 1 selektywnych metod syntezy
piwaloilowych pochodnych tymidyny i uracylu“”.

W przeciwienstwie do niesatysfakcjonujacych rezultatéw kondensacji przeprowadzanych
wobec silnych katalizator6w nukleofilowych, reakcje prowadzone w obecnosci pirydyny 1 wigk-
szosci jej pochodnych alkilowych przebiegaja iloSciowo i z wysokg stereoselektywnoscig. Udziat
katalizy nukleofilowej podczas kondensacji H-fosfonianéw (1) wobec pirydyny jest zjawiskiem
potwierdzonym w szeregu prac[37;42'46] 1 potencjalnie moze wptywa¢ na mechanizm indukcji
asymetrycznej (rys. 8, reakcja A). Wptyw ten nie znajduje jednak wyraznego odzwierciedlenia
eksperymentalnego, gdyz kondensacje prowadzone w obecnosci pochodnych pirydyny wykazuja
ten sam kierunek stereoselektywnos$ci (dominujace tworzenie diestrow o konfiguracji Dp), co
reakcje zachodzace pod ich nieobecno$é™®. Sugeruje to, ze dla katalizatoréw nukleofilowych
proces DYKAT realizowany jest na etapie soli fosfonopirydyniowych typu 6, dla ktérych stosu-
nek Krswnowagowania / Kestryfikacji jest zblizony do stosunku analogicznych statych szybkosci reakcji
bez udziatu katalizy nukleofilowej (rys. 8, reakcja B).

Wyrazne réznice pomigdzy aminami nukleofilowymi i nienukleofilowymi zostaly zaob-
serwowane w do§wiadczeniach wygaszania kinetycznego, w ktoérych dla tagodnych katalizatorow
nukleofilowych (np. pirydyny) nastepowal gwattowny spadek stereoselektywnos$ci, natomiast dla
amin stabo nukleofilowych zmiany stereose- 1B-000 + piydyna 15 co-py* + OF

lub DMAP

lektywnosci byty nieznaczne. Wskazuje to \/>

tBu-COCI

! 0 ,, . (0]
' N/go N/g

DYKAT w przypadku wystgpowania BuCOPY" +Cr sasada HO
] -0~ )

katalizy nukleofilowej, co moze wynika¢ z

na zmniejszenie efektywnoSci procesu  pirydyna
lub DMAP

OH OH

wzglednego zmniejszenia szybkosci row-
— bardzo szybo
——> umiarkowanie

nowagowania adduktu 6 w poréwnaniu do | > wolno

jego estryfikacji (kzp.6/ keipp-s < krp-2/ kapp-s;  Rys. 16. Wplyw katalizy nukleofilowej i zasadowej na
kierunki reakcji chlorku piwaloilu z tymidyna.
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rys 8)*®!. Taka interpretacja wynikéw jest zgodna z wcze$niej zaktadanymi przyczynami nizszej
stereoselektywnosci obserwowanej dla silnych katalizatoréw nukleofilowych.

Powyzsze wyniki wskazywaly, ze kondensacje 3'-H-fosfonianéw rybonukleozydéw (1)
wobec amin nienukleofilowych powinny przebiega¢ ze szczegdlnie wysoka stereoselektywno-
scig. W celu weryfikacji tego postulatu, modelowe kondensacje H-fosfonianu urydyny (1d) z
etanolem przeprowadzono wobec szeregu amin trzeciorzedowych réznigcych si¢ budowg i
zasadowos$cia, 1 oceniono ich wplyw na chemi¢ i stereochemi¢ reakcjim;sg]. Pomimo braku
katalizy nukleofilowej, badane reakcje przebiegaty szybko i — w wigkszosci wypadkéw — bez
tworzenia produktéw ubocznych zawierajacych fosfor ('P NMR). Jesli jednak czynnik konden-
sujacy (PvCl) uzyty byl w ilosciach zblizonych do stechiometrycznych (1,2 ekw.), zazwyczaj
wystarczajacych do ilosciowej kondensacji wobec pochodnych pirydyny, dla wielu amin trzecio-
rzgdowych reakcje nie zachodzity do konca. Zjawisko to bylo szczegdlnie silne dla amin o pK,
>7, gdzie konieczne bylo uzycie ponad 2,5 ekw. PvCl. Poniewaz piwaloilowanie grup hydroksy-
lowych 1 reszt nukleozydowych pod nieobecnos$¢ katalizatorow nukleofilowych przebiega

stosunkowo wolno 4!

, wytypowane zostaly dwa procesy, ktére mogty by¢ odpowiedzialne za
zwigkszone zapotrzebowanie na czynnik kondensujacy: (i) tworzenie bezwodnika piwalowego
(Pv,0) w reakcji PvCl z PvO™ oraz (ii) tworzenie Pv,0O w reakcji PvO™ z mieszanym bezwodni-
kiem 2. Obydwie reakcje sa zgodne z obserwowanym wzrastajacym zapotrzebowaniem na
czynnik kondensujacy dla amin o wyzszym pK, (wigkszy stopien jonizacji PvOH wraz ze
wzrostem zasadowosci srodowiska) i w rozpuszczalnikach o nizszej polarnos$ci. Poniewaz jednak
mieszany bezwodnik 2 ulegal prawie ilosciowej estryfikacji w obecno$ci réznych amin trzecio-
rz¢dowych, jego deacylowanie przez jony piwalanowe nie mogto by¢ gtéwnym zrédtem tworze-
nia Pv,0O podczas standardowych kondensacji (cho¢ byto znaczace podczas reakcji, dla ktérych
szybkogé estryfikacji byta obnizona)' **%!,

Dla stereoselektywnosci kondensacji nie wystgpowala podobna prosta zaleznos¢ od zasa-
dowosci Brgnsteda (rys. 17). Kiedy jednak warto$ci de zostaty wykre§lone w funkcji zasadowo-
sci wigzania wodorowego amin (pKyg), dal si¢ zaobserwowac¢ trend wzrostowy de ~ pKys.
Zalezno$¢ ta stata si¢ jeszcze wyrazniejsza, gdy oba rodzaje zasadowosci potaczone zostaty w
jeden parametr (ktéremu zostala nadana wstepna nazwa ,,zasadowo$s¢ DYKAT” 1 symbol
»PKpK’’), zgodnie z rOwnaniem empirycznym:

(1) pKDK = 0,18 pKa + pKHB
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Rys. 17. Wartosci de kondensacji dmtUpy (1) z etanolem w obecnosci réznych amin trzeciorzedowych w zaleznoS$ci
od ich zasadowosci. Trdjkaty: zasadowos§¢ wigzania wodorowego (pKyg; R’ = 0,657); kétka: zasadowo$¢ Brgnsteda
(pKy; R = 0,286); czarne romby: "zasadowo$¢ DYKAT" (pKpx = 0,18 pK, + pKus; R = 0,916). Aminy (pK,):
zasada Trogera (3,2); dimetyloanilina (5,1); dietyloanilina (6,6); N-metylomorfolina (7,4); Nl,Nl,Nz,Nz-tetrametylo-
etylenodiamina (9,1); trietyloamina (11,0); diizopropyloetyloamina (11,4); "Proton Sponge" (12,1).

Udziat zasadowosci Brgnsteda w réwnaniu (1) mozna wyttumaczy¢ wzrostem szybkos$ci
réwnowagowania PvO™ + Dp-2b = Lp-2b + PvO" w wyniku silniejszej jonizacji kwasu piwalo-
wego. Kluczowa rola zasadowos$ci wigzania wodorowego jest mniej oczywista. Poniewaz para-
metr ten moze odzwierciedla¢ zdolnos¢ sprzezonego kwasu danej aminy do dziatania jako ogdlny

katalizator kwasowy, aminy o wysokiej zasadowosci wigzania wodorowego moga przyspieszac

rownowagowanie mieszanego bezwodnika 2 poprzez zwigk-

szanie elektrofilowosci reszty H-fosfonianowej w tym ?\]Rs
zwiazku (rys. 18). Alternatywnie, katalizator kwasowy moze H
ulatwia¢ oderwanie grupy opuszczajace;. 5+|Ol:r‘
Podsumowujac t¢ cze$¢ badan mozna stwierdzi¢, ze dla R—o-g-o B
uzyskania maksymalnej stereoselektywnosci przy zachowa- tBuCO0O
2

niu ilosciowej wydajnosci kondensacji, korzystne jest zasto-

Rys. 18. Mozliwy wptyw ogélnej
katalizy = kwasowej na  wzrost
szybkosci P-epimeryzacji mieszane-
go bezwodnika 2.

sowanie aminy o stosunkowo niskiej aktywnosci katalizatora

nukleofilowego i wysokiej wartos$ci ,,zasadowosci DYKAT”.
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5. Stereochemia tworzenia wigzania diestrowego — badania strukturalne

Przedstawione dotad wyniki wskazuja na krytyczng rolg¢ szybkosci izomeryzacji reaktyw-
nych H-fosfonianowych zwigzkéw posrednich (2, 4 i 6) w kazdym wariancie procesu (rys. 8,
reakcje A, B 1 C). We wszystkich przypadkach diastereoizomer Lp zwiazku poSredniego byt
zdecydowanie bardziej reaktywny od izomeru Dp (takze w przypadku innych czynnikéw konden-
sujacych'?®). Budowa sktadnika hydroksylowego kondensacji miata maty wplyw na stereoselek-

15227 e . . . .
1527 "3 obserwowane niewielkie réznice wynikaty prawdopodobnie ze zréznicowanych

tywnos$¢
szybkosci estryfikacji, np. jako efekt dostgpnosci grupy hydroksylowej, st¢zenia zwigzku lub
jego szybkosci dyfuzji. Wynika z tego, ze przestrzenne wiasciwosci atakujgcego nukleofila i
grupy odchodzacej nie majg duzego znaczenia w kontek$cie mechanizmu indukcji asymetrii.
Pojawito si¢ wigc pytanie o strukturalne uwarunkowania lezace u podstaw zréznicowanej reak-
tywnosci diastereoizomeréw Dp i Lp H-fosfonianéw rybonukleozydéw!>2.

Nasuwajacym si¢ wyjasnieniem jest wptyw zawady przestrzennej wprowadzanej przez ob-
jetosciowa grupe ochronng pozycji 2'-hydroksylowej[47;48], jednak nie mozna wykluczy¢ tez
innych czynnikéw, takich jak odpychanie elektrostatyczne lub oddzialywanie typu wigzania

wodorowego pomiedzy grupa H-fosfonianowg, a atomem tlenu 2'-O. Wprawdzie mozna oczeki-
waé, ze wigzanie wodorowe P-H...0* powinno by¢ stabe, jednak jego tworzenie moze byc¢
znaczgco utatwione w zattoczonym Srodowisku hydrofobowych grup ochronnych. Wigzanie takie
mogloby ograniczy¢ swobode¢ konformacyjna grupy H-fosfonianowej poprzez wytworzenie
szesciocztonowego quasi-pierscienia, w ktorym dostgpnos¢ atomu fosforu dla atakujacego
nukleofila powinna by¢ zré6znicowana dla poszczegdlnych P-diastereoizomeréw.

Wstepne badania tego problemu wykazaty, ze dla szeregu pochodnych H-fosfonianu 5'-
(dimetoksytrytylo)urydyny niosacych rozmaite modyfikacje w pozycji 2' mozna byto zaobserwo-
wacé wyrazng korelacj¢ pomigdzy rozmiarem grupy w pozycji 2', a stereoselektywnoscig konden-
sacji z etanolem. Natomiast pomig¢dzy reakcjami pochodnych z grupami o zblizonych rozmia-
rach, lecz réznigcych si¢ wlasciwosciami elektronowymi (np. grupa 2'-O-etylowa i 2'-O-acety-
lowa), nie wystepowaly znaczace réznice, ktérych mozna by oczekiwa¢ w przypadku wystepo-
wania wigzania wodorowego P-H.--O?. Z drugiej jednak strony, na widmie 'H NMR pochodne;
2'-fluorowej wystepuje rozszczepienie sygnatu protonu P-H (J 1,5 Hz), ktére moze by¢ spowo-
dowane tworzeniem wigzania P-H---F. Obserwowany brak stereoselektywnosci podczas konden-

sacji tego zwigzku wskazywatby wiec na jedynie pomocniczg role¢ wigzania wodorowego, pod-
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czas gdy gléwnym czynnikiem pozostawalyby efekty steryczne™. Z kolei dla pochodnej 2'-NH-

TFA, przyczyng praktycznego braku stereoselektywnosci moglo by¢ wigzanie wodorowe o

odwroéconej polarnosci (P=0-.-H-N) jako efekt o przeciwnym kierunku dziatania do efektu
steryczneg0[32].

Tak wiec poza kilkoma specyficznymi wyjatkami, obserwowana zmienno$¢ stereoselek-
tywnos$ci kondensacji moze by¢ przypisana przede wszystkim przestrzennym oddziatywaniom
podstawnika w pozycji 2'. Modyfikacje pozycji 5' nie mialy natomiast praktycznie znaczenia i
nawet pochodna 5'-deoksy reagowata z taka samg stereoselektywnoscig (de 70% +1,5%), jak H-
fosfoniany niosace grupy 5'-O-DMTr, 5'-O-Pv i 5'-O-Ac?!.

Powyzsze konkluzje jakoSciowe sa zgodne z wnioskami ptynacymi z analizy modeli troj-
wymiarowych. W diastereoizomerach Dp aktywnych pochodnych H-fosfonianowych (np. 2),
ktorych grupa H-fosfonianowa znajduje si¢ w niskoenergetycznej konformacji antyperiplanarnej,
atom wodoru grupy P-H skierowany jest w stron¢ objetosciowej grupy 2', natomiast atom tlenu
grupy P=0O w relatywnie wolng przestrzen po stronie 4' rybozy. W diastereoizomerach Lp sytu-
acja jest odwrotna i w zatloczonym sasiedztwie pozycji 2' znajduje si¢ duzy, elektroujemny atom
tlenu ugrupowania fosforylowego, przez co izomery te staja si¢ mniej korzystne energetycznie.
Jednoczesnie w konformacji anti utrudniony jest atak na atom fosforu ze strony przeciwnej do
odchodzacej grupy piwaloilowej. Wysokoenergetyczny diastereoizomer Lp stosunkowo latwo
przyjmuje konformacje¢ syn, w ktorej uktad H-P=0O jest zorientowany przeciwnie niz w konfor-

macji anti, a grupa atakujaca i odchodzaca

Sy . . . C . Py
znajduja si¢ w wolnej przestrzeni, dzieki o
czemu izomer ten tatwo ulega reakcjom typu e
o “PwO Py PO O
Sn2(P). Diagram energetyczny odpowiada- H=P=0 O=P=H
e 0
jacy tej hipotezie przedstawiony jest na rys. tbp Py top Pv tbp

Lp2

32
1912,

Dotychczasowa analiza nie wyjasnia
wyraznie  nizszej stereoselektywnosci

kondensacji ~ H-fosfonianu  N*-benzoilo- Lp2 anti
Dp-2
cytydyny w poréwnaniu z A, G i U (rys. 5).

Z analizy stereochemii kondensacji szeregu Rys. 19. Hipotetyczny diagram energetyczny - dla

izomeryzacji PvO™ + 2-Dp = 2-Lp + PvO™ (tbp —
H-fosfonianéw pirymidynowych modyfi-  bipiramida trygonalna).
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kowanych w pozycjach 4, 5 i 6 mozna bylo jednak zauwazy¢, ze H-fosfoniany o wyzszej popula-
cji konformeréw N piers§cienia rybozy (niska wartos$¢ Jy» 1 wysoka Ji4) wykazywaly zazwyczaj
nizszg stereoselektywno$¢ podczas kondensacji. Mozna z tego wnioskowac, ze jesli struktura
zasady heterocyklicznej umozliwia tatwe przyjmowanie konformacji N przez rybozg, grupa H-

fosfonianowa jest lepiej dostepna, co powoduje spadek stereoselektywnosci®?.

6. Optymalizacja warunkéw kondensacji w kierunku maksymalnej stereose-
lektywnosci

Poza zagadnieniami mechanistycznymi podjete zostaty badania w celu ustalenia warunkéw
reakcji, w ktorych kondensacja 3'-H-fosfonianéw rybonukleozydéw zachodzi¢ bedzie ilosciowo 1
z jak najwieksza stereoselektywnoéciqm]. Przeanalizowany zostal wptyw:

¢ rodzaju aminy uzytej jako zasady

e stezenia zasady

¢ rozpuszczalnika

¢ rodzaju czynnika kondensujacego

® stezenia reagentow

e stosunku reagentow

® temperatury

e chiralnosci zasady i czynnika kondensujacego

Sposréd przebadanych amin optymalne okazalo si¢ uzycie pochodnych pirydyny, w kt6-
rych podstawniki metylowe ograniczaty (lecz nie catkowicie) ich wlasciwosci nukleofilowe, a
jednocze$nie podwyzszaty zasadowos¢ Brgnsteda. Stezenie aminy zostato zoptymalizowane dla
2,6-lutydyny jako ok. 7% (v/v). Dla wszystkich sposrdd kilkudziesieciu zbadanych czynnikéw
kondensujacych reakcje zachodzity stereoselektywnie, przy czym najlepsze wyniki uzyskiwane
byty dla chlorkéw acylowych, ze wskazaniem na chlorek piwaloilu. Rozpuszczalniki gwarantu-
jace najwyzszg stereoselektywnos$¢ kondensacji charakteryzowaty si¢ umiarkowang polarnoscia.
Korzystne bylo stosowanie obnizonego stgzenia reagentow 1 malego nadmiaru komponentu
hydroksylowego (co obnizalo szybkos$¢ estryfikacji i umozliwiato efektywniejsze rownowago-
wanie mieszanego bezwodnika 2). Zalezno$¢ stereoselektywnosci od temperatury byta zazwyczaj

skomplikowana i odzwierciedlata przypuszczalnie zmieniajace si¢ w réznym stopniu szybkosci
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poszczegdlnych reakcji procesu DYKAT. Najwyzsza stereoselektywno$¢ wystepowata w tempe-
raturze pokojowej. Obecno$¢ chiralnych komponentéw reakcji nie miata znaczacego wptywu na
stereoselektywnosé, co jest zgodne z zaktadanym mechanizmem reakcji'®®.

Opracowane w toku powyzszych badan optymalne warunki stereoselektywnej kondensacji
3'-H-fosfonianéw rybonukleozydu to: 25 mM st¢zenie H-fosfonianu 1 w DCM, 1,2 ekw. alko-
holu/nukleozydu, 2,6-lutydyna (ok. 7% v/v) jako zasada, PvCl jako czynnik kondensujacy (2-3
ekw.), temperatura pokojowa. W takim uktadzie, w reakcji H-fosfonianéw 1 z 2',3'-O-dibenzo-
ilourydyna (3d) stereoselektywno$é wynosita 82-87% de dla B = Ade®, Cyt™*, Gua™ i Ura oraz
ok. 75% de dla B = Cyt™ (rys. 20). Oznaczalo to znaczaca poprawe w stosunku do wartosci de
ok. 50-60% (B = Ade®, Gua™, Ura) i 20% (B = Cyt®”) dla reakcji prowadzonych w pirydynie w

standardowych warunkach?®!,

100% -
OB = Ade(B2)
0% TmB=cytBy | T
80% +10B=Gua(bu)|---------------- - - - —

HB =Ura R
70% ++— - - -

40%

30%

20% 1 -

10% -

Al[czysta Py] B [DCM - Py (3 ekw.)] C [DCM - Lut (3 ekw.)] D [DCM-Lut (opt.)]

Rys. 20. Nadmiar diestereoizomeryczny diastereoizomeru Dp H-fosfonianu dinukleozydowego S¢ (dmtNupyUg,,) W
réznych warunkach reakcji: 50 umol H-fosfonianu 1 (B = Ade™, Cyt*, Gua™, Ura) + 2',3'-O-dibenzoilourydyna
(1,2 ekw.) + PvCl (2,5 ekw.) w (A) pirydynie (0,5 ml); (B) DCM (0,5 ml) zawierajacym pirydyne (3 ekw.); (C)
DCM (0,5 ml) zawierajacym 2,6-lutydyne (3 ekw.); (D) DCM (2,0 ml) zawierajacym 2,6-lutydyng (7% v/v = 24
ekw.).

Wstepne proby zastosowania amin trzeciorzedowych w syntezie H-fosfonianéw dinukleo-
zydowych zakonczyty si¢ czgSciowym powodzeniem. Znaczaco mniejsza szybkos¢ estryfikacji

mieszanego bezwodnika 2 umozliwita zachodzenie konkurencyjnego P-acylowania na poziomie
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> 10%. Z drugiej jednak strony, stereoselektywnos¢ reakcji wynosita > 90% de (Dp-5¢), co

zacheca do kontynuowania badaf w tym kierunku'?*?%!.

7. Podsumowanie

W przedstawionym komentarzu oméwione zostaty najwazniejsze wyniki dotyczace badan
stereoselektywnej kondensacji 3'-H-fosfonianéw rybonukleozydéw z alkoholami 1 nukleozydami,
ktére zainicjowane zostaly w roku 2002 wraz z rozpoczgciem realizacji wlasnego projektu
badawczego KBN dotyczacego tej tematyki.

Podczas realizacji badan opracowalem nowy system nazewnictwa stereochemicznego
,Dp/Lp” utatwiajacego analiz¢ przebiegu reakcji z udzialem chiralnego atomu fosforu pochod-
nych nukleozydowych. Nomenklatura ta stosowana byta zaréwno w niniejszym komentarzu, jak i
w publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy habilitacyjne;.

Zastosowanie H-fosfonianow arylowo-nukleozydowych jako analogéw mieszanego bez-
wodnika H-fosfonianowo-piwalowego o kontrolowanej reaktywnosci pozwolito na odkrycie
mechanizmu odpowiedzialnego za indukcje asymetrii podczas tworzenia diestrowego wigzania
H-fosfonianowego. Przedstawitem takze w moim przekonaniu wysoce prawdopodobne wyja-
$nienie wpltywu czynnikéw strukturalnych na zréznicowanie reaktywnosci diastereoizomeréw Dp
i Lp mieszanego bezwodnika H-fosfonianowo-piwalowego. Ponadto dokonalem analizy wptywu
organicznych katalizatoréw zasadowych, nukleofilowych i kwasowych na chemig i stereochemi¢
kondensacji H-fosfonian6w i tworzenie produktéw ubocznych.

Oprocz badan mechanistycznych przeprowadzilem badania dotyczace wptywu czynnikéw
fizykochemicznych na kondensacj¢ H-fosfonianéw rybonukleozydéw pod katem maksymalizacji
stereoselektywnosci procesu. Optymalizacja warunkow reakcji umozliwita uzyskanie znaczacego
wzrostu zawarto$ci gtéwnego diastereoizomeru produktu (o konfiguracji Dp).

Interesujacym wnioskiem z przeprowadzonych badan jest fakt, ze szybka wymiana ligan-
dow w aktywnych zwiazkach posrednich, szczegdlnie niepozadana podczas syntezy stereospecy-
ficznej z powodu nastgpujacej P-epimeryzacji, okazatla si¢ by¢ kluczowa dla uzyskania wysokiej
stereoselektywnos$ci kondensacji H-fosfonianéw rybonukleozydéw z alkoholami 1 nukleozydami.
Warto podkresli¢, ze dopiero szczegotowa analiza kinetyki 1 stereochemii szeregu reakcji uwi-
docznita duza ztozono$¢ pozornie prostego procesu 1 ujawnita decydujaca rol¢ trudnych do

bezposredniego zaobserwowania oddziatywan fizycznych i chemicznych, przy znaczacym
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wptywie subtelnych zmian strukturalnych w duzej odlegtosci od wlasciwego centrum reakcyjne-

go.

Badania sktadajace si¢ na niniejsza rozprawe habilitacyjng stanowig wigc dobitny dowdd, jak

istotny wptyw na przebieg procesu chemicznego moga mie¢ czynniki i reakcje pozostajgce poza

zasiegiem rutynowo stosowanych narzadzi analitycznych.
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