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dr hab. Iwona E. Glowacka studiowata chemie (1991-1996) na Wydziale Matema-
tyki, Fizyki i Chemi Uniwersytetu Lodzkiego, w 2006 roku uzyskata stopien doktora
nauk farmaceutycznych na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi, a w roku 2015 - stopient doktora habilitowanego nauk farmaceutycznych
na Wydziale Farmaceutycznym z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach. Jej zainteresowania naukowe dotycza,
m.in. syntezy i stereochemii nowych pochodnych heterocyklicznych, jako fosfonia-
nowych mimetykéw nukleozydéw i nukleotydéw o potencjalnych wlasciwosciach
przeciwnowotworowych i przeciwwirusowych oraz zastosowania spektroskopii
NMR w analizie konfiguracyjnej i konformacyjne;.

mgr Anna Zdzienicka ukonczyla studia magisterskie na Wydziale Chemii Uniwer-
sytetu Lodzkiego w 2011 r. Po studiach rozpoczela prace na stanowisku asystenta
w Zakladzie Chemii Bioorganicznej na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. W swojej pracy naukowej zajmuje si¢ miedzy innymi synteza
podstawionych pochodnych 8-azapuryn i benzimidazoli o potencjalnej aktywnosci
biologiczne;j.
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ABSTRACT

The synthetic approaches to 8-azapurine nucleosides and their biological acti-
vities have been reviewed. This class of compounds could serve as antimetabolites
of purine nucleoside with potential clinical applications [1-6]. They were primarily
synthesized by glycosylation of 8-azapurines, which could be easily prepared from
appropriately substituted 4,5-diaminopyrimidines when reacted with nitric(IIT)
acid [1]. Since in 8-azapurines at least three nitrogen atoms could serve as nucle-
ophilic centers the regiochemistry of glycosylation was discussed in details. Gene-
rally, mixtures of N9, N8 and N7-substituted 8-azapurine nucleosides were for-
med when reactions were carried out at room temperature (kinetic control), while
N9-substituted analogs were produced at elevated temperatures (thermodynamic
control). On the other hand, no differences in the stereochemical outcome of gly-
cosylation were noticed for canonical purine nucleobases and their 8-aza analogues
since ratios of a and 5 anomers appeared to be closely related to the structure of
a sugar component.

Multidirectional biological activities of 8-azapurines and their nucleosides, inc-
luding antitumor, antiviral and antibacterial, were presented for the most acclaimed
examples. However, none of these compounds was approved as a drug. The current
interest in 8-azapurines and their nucleosides takes advantage of a significant fluo-
rescence (opposite to purines), which was found to be a pH-dependent thus provi-
ding an excellent tool for advanced studies in nucleic acid chemistry.

Keywords: nucleoside analogues, 8-azanucleosides, 8-azapurines, biological activity
Stowa kluczowe: analogi nukleozydéw, 8-azanukleozydy, 8-azapuryny, aktywnos¢
biologiczna
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WSTEP

W 1945 r. w poszukiwaniu antagonistow zasad purynowych zsyntetyzowano
ich analogi strukturalne zastepujac atom wegla znajdujacy sie w pozycji 8 atomem
azotu. Odpowiednio podstawione pochodne 4,5-diaminopirymidyny 5a-5c zostaly
przeksztalcone w 8-azaadening 1, 8-azahypoksantyne 2 i 8-azaguaning 3 (Schemat 1)
[1]. Zwiazki 1 i 3 hamowaly wzrost bakterii, odpowiednio Escherichia coli i Staphy-
lococcus aureus, a aktywno$¢ ta znacznie sie zmniejszata po dodaniu w pierwszym
przypadku adeniny i hypoksantyny, a w drugim - guaniny [1]. Po wykazaniu, ze
8-azaguanina 3 hamuje wzrost komérek nowotworowych [2, 3], w tym gruczolako-
raka (ang. adenocarcinoma) EO 771 u myszy, oraz rozwdj pierwotniakow Tetrahy-
mena geleii [4] zainteresowanie 8-azapurynami jako antymetabolitami zasad pury-
nowych znacznie wzrosto. Warto doda¢, ze 8-azaguanina jest rowniez zwigzkiem
wystepujacym w naturze (patocydyna, ang. pathocidin); zostala wyodrebniona jako
produkt fermentacji Streptomycetes albus [5].
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Schemat 1. Synteza 8-azapuryn; odczynniki i warunki: a. NaNO,; b. NaNO,, H,SO,
Scheme 1. Synthesis of 8-azapurines; reagents and conditions: a. NaNO,; b. NaNO,, H,SO,

Poréwnanie struktur nukleozydéw purynowych 6 i nukleozydéw zawierajacych
pierscien 8-azapurynowy 7 (Rys. 1) prowadzi do wniosku, Ze sg to uklady izoelek-
tronowe i niemalze izosteryczne. Nalezy, zatem oczekiwad, ze analogi beda mogty
zastepowa¢ naturalne nukleozydy w procesach biochemicznych, a tym samym sta-
nowi¢ dogodne narzedzie do badan mechanistycznych. Jednoczesnie w miejscu
atomu wegla pojawil si¢ elektroujemny atom azotu, ktérego obecno$¢ bedzie wply-
wac na zasadowo$¢ atomow azotu i reaktywnos$¢ podstawionych 8-azapuryn, w tym
waznego w procesach biochemicznych centrum przy C6, trwato$¢ wigzania glikozy-
dowego i nukleofilowo$¢ atomdw azotu. Ponadto w wyniku wprowadzenia dodatko-
wego atomu azotu zwieksza sie liczba mozliwych miejsc przytgczenia heteroaroma-
tycznego aglikonu do czesci cukrowej, co z pewnoscig wptynie na regioselektywosc,
a by¢ moze takze na stereoselektywno$¢ tworzenia modyfikowanych nukleozydow.
Zastgpienie wigzania C8-H przez atom azotu z wolng parg elektronowa zmniejsza
takze oddzialywania odpychajace pomiedzy fragmentem triazolowym 8-azapuryn
w pordéwnaniu z oddzialywaniami pier§cienia imidazolowego naturalnych puryn
z fragmentem cukrowym, a tym samym moze zmieni¢ preferencje konformacyjne
woko! wigzania glikozydowego.
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Rysunek 1. Wzory ogélne nukleozydéw purynowych
Figure 1. General structures of purine nucleosides

Poniewaz aktywno$¢ biologiczna 8-azapuryn wymaga ich wewnatrzkomorko-
wego przeksztalcenia w modyfikowane nukleozydy i dalej w mono- i trifosforany, co
zostalo wielokrotnie potwierdzone [6], w niniejszym opracowaniu przedstawione
zostang przede wszystkim sposoby syntezy nukleozydéw (8 X =Y = OH), 2’-deoksy-
nukleozydéw (8 X = OH, Y = H) i 2}3’-dideoksynukleozydéw (8 X = Y = H) zawie-
rajacych podstawione 8-azapuryny jako aglikony. W pierscieniu 8-azapuryn zosta-
nie zachowana numeracja atomow powszechnie stosowana dla naturalnych puryn
(struktura 8, Rys. 1).

1. NUKLEOZYDY 8-AZAPURYNOWE

1.1. 8-AZANEBULARYNA

Znane syntezy 8-azanebularyny 9 zostaly zestawione na Schemacie 2 i polegaja
one na zastgpieniu podstawnikéw przy C6é przez atom wodoru. W pierwszej synte-
zie [7] w gtéwnym produkcie 10 otrzymanym w reakeji 8-aza-6-metylotiopuryny
z octanem 2,3,5-tri-O-benzoilo-Dp-rybofuranozydu (vide infra) grupe metylotiolowa
zredukowano w obecnosci niklu Raneya, a nastepnie usunieto grupy ochronne.
8-Azanebularyne 9 mozna réwniez fatwo otrzymac z trioctanu 8-azaadenozyny 11a
poddajac go reakcji z azotynami organicznymi (reduktywne deaminowanie) [8, 9],
a takze w wyniku katalitycznej redukcji pochodnej 6-bromo-8-azapuryny 12 [10].



NUKLEOZYDY 8-AZAPURYNOWE - SYNTEZA I AKTYWNOSC BIOLOGICZNA 153

NH, Br

N N
N f ) N f )
RO N AcO N—N7

RO: E)R Acd :OAc
a. 1 R=H 12
11a R=Ac e.
\c. a
SMe H

N N
AT AT
BzO N N/) HO N—~N7

BzO OBz HO  OH
10 9

Schemat 2. Synteza 8-azanebularyny 9; odczynniki i warunki: a. Ac,O, pirydyna; b. t-BuONO,
TMSBr; c. H, Pd-C; d. NH,, MeOH/EtOH; e. C,H,ONO, THF albo {-BuONO, DMF;

f. Ni-Raney

Scheme 2.  Synthesis of 8-azanebularine 9; reagents and conditions: a. Ac,0, pyridine;
b. --BuONO, TMSBr; c. H,, Pd-C; d. NH,, MeOH/EtOH; e. C.H, ONO, THF or t-BuONO, DMF;
f. Ni-Raney

1.2. 8-AZAADENOZYNA

W strategiach syntezy 8-azaadenozyny 11 i jej pochodnych polegajacych na
utworzeniu wigzania glikozydowego substratem jest 8-azaadenina 1, ktdérg mozna
przykltadowo otrzymac z 4,6-diamino-2-merkaptopirymidyny w tréjetapowym pro-
cesie obejmujacym nitrozowanie przy C5, redukcje grup nitrozowej i tiolowej oraz
utworzenie pierscienia 1,2,3-triazolowego (Schemat 3) [11].

NH, NH,
N a.b.c. NN
| e U

HS” N7 > NH, NN
13 1

Schemat 3. Synteza 8-azaadeniny 1; odczynniki i warunki: a. NaNO,, H'; b. Ni-Raney; c. NaNO,, AcOH
Scheme 3. Synthesis of 8-azaadenine 1; reagents and conditions: a. NaNO,, H"; b. Ni-Raney; c. NaNO,,
AcOH

W pierwszej syntezie zwigzku 11 wykorzystano kondensacje soli chlororte-
ciowej N-acetylo-8-azaadeniny 14a z chlorkiem 2,3,5-tri-O-benzoilo-p-rybofura-
nozylu 15a wyodrebniajgc koncowy produkt po usunieciu grup ochronnych z 11b
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z niska (16%) wydajnoscig (Schemat 4) [11]. Modyfikacje substratow polegajace
na uzyciu soli rtgciowej N-nonanoilo-8-azaadeniny 14b i chlorku 2,3,5-tri-O-ace-
tylo-p-rybofuranozylu 15b doprowadzily do utworzenia, jako produktu gtéwnego,
izomeru podstawionego przy atomie N8 (zwigzek 16b) ponownie z niska (13%)
wydajnoscig (Schemat 4) [12]. Dopiero w reakcji N-nonanoilo-8-azaadeniny 1b
z chlorkiem 2,3,5-tri-O-acetylo-D-rybofuranozylu 15b prowadzonej w obecnosci sit
molekularnych we wrzacym benzenie udalo sie otrzymac 8-azaadenozyne 11, ktora
wyodrebniono z wydajnoscig 48% po usunigciu grup ochronnych stwierdzajac jed-
nocze$nie, ze w tych warunkach utworzyt sie tylko jeden regioizomer (Schemat 4)
[12]. W katalizowanej chlorkiem cyny(IV) reakcji 8-azaadeniny 1 z 1,2,3,5-tetra-
O-acetylo-B-p-rybofuranoza 15¢ powstala mieszanina produktéw glikozylowania
przy N9 (11a) i N8 (16a) o skladzie 3:4, gdy reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej i o skladzie 4:3 - gdy w temperaturze wrzenia. Monitorowanie przebiegu
glikozylowania pozwolilo ustali¢, Ze reakcja przy N8 przebiega szybciej (kontrola
kinetyczna), za$ bardziej stabilny produkt podstawienia przy N9 tworzy sie wraz
z postepem reakcji (kontrola termodynamiczna). Po chromatograficznym rozdzie-
leniu regioizomeréw i usunieciu grup ochronnych otrzymano 8-azaadenozyne 11
i jej regioizomer 16 z dobrymi wydajnosciami (Schemat 4) [13]. Natomiast reakcja
zwigzku 1b z octanem 2,3,5-tri-O-benzoilo-f-p-rybofuranozylu 15d prowadzona
w warunkach Vorbriiggena wspomagana promieniowaniem mikrofalowym dopro-
wadzila do powstania mieszaniny trzech regioizomerdw, w ktorej przewazal pro-
dukt glikozylowania przy N8 (16c¢), a regioizomeryczne produkty podstawienia przy
N9 (11d) i N7 utworzyly sie w jednakowych, ale niewielkich ilo$ciach [14].
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Schemat 4.  Synteza 8-azaadenozyny 11 i jej regioizomeru 16; odczynniki i warunki: a. HgCL; b. temp. pok.;
c. MeONa, MeOH; d. sita molekularne, 80°C; e. SnCl,, MeCN; f. NH,, H,O; g. BSA, TMSOTf, MW

Scheme 4.  Synthesis of 8-azaadenosine 11 and its regioisomer 16; reagents and conditions: a. HgCL; b. r.t.; c.
MeONa, MeOH; d. molecular sieves, 80°C; e. SnCl,, MeCN; f. NH,, H,0; g. BSA, TMSOTf, MW
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Dogodnym substratem w syntezie 8-azaadenozyny 11, ale takze jej pochod-
nych podstawionych przy C6 jest 8-aza-6-metylotiopuryna 18, ktérg tatwo pozy-
skuje si¢ z 4,5-diamino-6-metylotiopirymidyny 17 [15]. W katalizowanej kwasami
reakcji 8-azapuryny 18 z octanem 2,3,5-tri-O-benzoilo-D-rybofuranozylu 15d
powstaly produkty glikozylowania przy N9 (10) i N8 (20) w proporgji 2:1, ktore roz-
dzielono chromatograficznie, a nastepnie przeksztalcono z dobrymi wydajno$ciami
w odpowiednio: 8-azaadenozyne 11 i jej regioizomer 16 wykorzystujac amoniak do
usuniecia grup ochronnych a jednoczesnie do wprowadzenia grupy aminowej na
C6 (Schemat 5) [7]. Zamiana amoniaku na dimetyloamine prowadzi do powstania
pochodnych 19a i 20a. W innej syntezie zwiazku 19a wykorzystano 6-dimetylo-
amino-2-metylotio-8-azapuryne jako material wyjsciowy [16].

Gdy 8-aza-6-metylotiopuryne 18 poddano reakgji z chlorkiem rybofuranozylu
15b w obecnosci sit molekularnych w temperaturze 80°C, utworzyla si¢ miesza-
nina produktéw podstawienia przy N9 (19b) i przy N8 (20b) w proporcji réwniez
2:1 (Schemat 5) [17]. W wyniku ogrzewania tej mieszaniny w temperaturze 111°C
w obecnoéci sit molekularnych zwigkszyla si¢ ilo§¢ izomeru 19b (trwalszy termody-
namicznie) kosztem izomeru 20b (produkt kontroli kinetycznej) osiagajac w stanie
réwnowagi stosunek 6:1 [18]. Zwiazki 19b i 20b przeksztalcono w 8-azaadenozyne
11 i jej regioizomer 16 dzialaniem amoniaku. N-Alkilowe pochodne 8-azaadeno-
zyny 19¢ i 19d powstaly w reakcji wymiany grupy metylotiolowej przy C6 z wybra-
nymi aminami (Schemat 5) [17].
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Schemat 5.  Synteza 8-azaadenozyny 11 i jej regioizomeru 16 z 8-aza-6-metylotiopuryny 18; odczynniki
i warunki: a. NaNO,, H%; b. H', 190°C; c. NH,, MeOH; d. sita molekularne, 80°C; e. BuNH,,
MeOH; f. Me,C=CHCH,NH,, MeOH

Scheme 5. Synthesis of 8-azaadenosine 11 and its regioisomer 16 from 8-aza-6-methyltiopurine 18; reagents
and conditions: a. NaNO,, H'; b. H', 190°C; c. NH,, MeOH; d. molecular sieves, 80°C; e. BuNH,,
MeOH; f. Me,C=CHCH,NH,, MeOH

Inspiracja do zainteresowania si¢ synteza strukturalnych analogéw 8-azaade-
nozyny zawierajacych reszty cukrowe o konfiguracjach arabinozy i ksylozy byla
udokumentowana aktywnos¢ biologiczna 9-(B-p-arabinofuranozylo)adeniny
(Widarabina, ara-A). Analog -21 (Rys. 2) zawierajacy szkielet 8-azapuryny otrzy-
mano z wydajnoscia 63% z ochronionej 8-azaadeniny 1b w reakcji z chlorkiem
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2,3,5-tri-O-acetylo-D-ksylofuranozylu w obecnosci sit molekularnych [19]. Nato-
miast zwigzek a-22 powstal, jako jedyny produkt, w analogicznej reakeji 1b z chlor-
kiem 2,3,5-tri-O-acetylo-Dp-arabinofuranozylu [19], a takze ze zwigzku 18 w reakcji
z bromkiem 2,3,5-tri-O-benzoilo-p-arabinofuranozylu w takich samych warunkach
[20]. Uzycie chlorku 2,3,5-tri-O-benzylo-Dp-arabinofuranozylu w reakcji z 1b dopro-
wadzilo, po usunieciu grup ochronnych, do powstania mieszaniny anomeréw «-22
i -22 (Rys. 2) [19]. Natomiast z mieszaniny poreakcyjnej otrzymanej w wyniku
ogrzewania sililowej pochodnej 8-aza-6-metylotiopuryny 18 i chlorku 2,3,5-tri-O-
-benzylo-p-arabinofuranozylu 24 wyodrebniono dwa produkty podstawienia przy
NO (zwiazki a-22 i -22) oraz zwigzek 23, réwniez jako mieszanine anomerdw a i
(Rys. 2) [21].
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Rysunek 2. Analogi 8-azaadenozyny zawierajace pierscienie arabino- i ksylofuranozydowe
Figure 2. Analogues of 8-azaadenosine with arabino- and xylofuranoside rings

Alternatywna metoda konstruowania ukladu 8-azapuryn polega na zamknie-
ciu pierscienia pirymidynowego skondensowanego z odpowiednio podstawionym
1,2,3-triazolem. W tej metodzie moze tworzy¢ si¢ jedynie pochodna 8-azapuryny
zawierajaca ugrupowanie cukrowe przy N9. Przyktadem takiego podejscia jest syn-
teza zwigzku a-22 wychodzac z chlorku 2,3,5-tri-O-benzylo-p-arabinofuranozylu
24 (Schemat 6) [21, 22] oraz synteza 8-azaadenozyny 11 wykorzystujaca ochroniony
azydek 3-p-rybofuranozylu [23]. W reakgji chlorku furanozylu 24 z azydkiem sodu
tworzy si¢ mieszanina anomerycznych azydkéw (a:f = 1:3), ktére rozdzielono chro-
matograficznie, a nastgpnie poddano reakcji z 2-cyjanoacetamidem otrzymujac
z azydku o konfiguracji a czysty zwigzek 25, za$ z azydku o konfiguracji f§ zwia-
zek 25 z domieszkg anomeru f3 (10:1). Ustalono, Ze na tym etapie najdogodniej jest
zmieni¢ grupy ochronne. Po dehydratacji funkcji karbamoilowej powstaje nitryl
26, ktory zostal przeksztalcony w analog 8-azaadenozyny a-22 w znany sposdb
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[24]. Jezeli zamiast octanu dietoksymetylu [21] albo mréwczanu etylu [23] zostanie
uzyty mieszany bezwodnik mréwkowo-octowy otrzymany z mréwczanu sodu zna-
kowanego izotopem “C, to mozna zsyntetyzowaé [2-'“C]-8-azaadenozyne 11 [25]
i[2-"C]-a-22 [26].

BnO. BnO. AcO HO.

\C?C, a.b, \d? NH,  cde. \Q NH, _f.g. \C? N=

: N N N N

E ,\’l\/\ngONHZ 3 i J\B-CN = 4 /g\_’(
BnO  OBn BnO  OBn N3y AcO  OAc Ny HG  OH Nsy NH
24 25 26 0-22 ?

Schemat 6.  Synteza 8-azaadenozyn 11 i a-22 z azydkéw furanozylu; odczynniki i warunki: a. NaN,, MeCN;
b. NCCH,CONH,, KOH; c. Na, NH, ciekly; d. Ac,0, pirydyna; e. TsCl, pirydyna; f. (EtO),CHOAC,
A; g. NH,, MeOH

Scheme 6.  Synthesis of 8-azaadenosines 11 and a-22 from furanosyl azides; reagents and conditions:
a. NaN,, MeCN; b. NCCH,CONH,, KOH; c. Na, liquid NH,; d. Ac,0, pyridine; e. TsCl, pyridine;
f. (EtO),CHOAG, A; g. NH,, MeOH

1.3. 8-AZAINOZYNA 1 8-AZATIOINOZYNA

8-Azainozyne 27 mozna najpro$ciej otrzymac na drodze zamiany grupy ami-
nowej w 8-azaadenozynie 11 na hydroksylowa. Taki proces w komdrkach odbywa
sie w obecnosci deaminazy adenozyny, ale wykazano, ze 8-azaadenozyna 11 moze
by¢ réwniez substratem tej reakeji [9, 25]. Ten sam wynik mozna osiagnaé poprzez
rozpad soli diazoniowej 8-azaadenozyny 11 (Schemat 7) [11]. Opisano metode syn-
tezy 8-azainozyny 27 ze zwigzku 10 [7]. O ile analog 8-azaadenozyny zawierajacy
pierscien furanozydowy o konfiguracji ksylozy (zwiazek 3-21) mozna w podobnych
warunkach przeksztalci¢é w odpowiednia pochodng 8-azainozyny, to nie udalo
sie tego dokona¢ ze zwigzkiem $-22, z powodu rozpadu wigzania glikozydowego
w $rodowisku reakeji [19]. Zwigzek 10 okazal si¢ takze dogodnym substratem
w syntezie 8-azatioinozyny 28 (Schemat 7) [7, 17].
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Schemat 7.  Synteza 8-azainozyny 27 i 8-azatioinozyny 28; odczynniki i warunki: a. NaNO,, H", A; b. deaminaza
adenozyny; c. 30% H,0,, AcOH; d. MeONa, MeOH; e. NCCH,CONH,, KOH; f. (EtO),CHOAG;
g. H,S, MeONa, EtOH

Scheme 7. Synthesis of 8-azainosine 27 and 8-azathioinosine 28; reagents and conditions: a. NaNO,, H',
A; b. adenosine deaminase; c. 30% H,0,, AcOH; d. MeONa, MeOH; e. NCCH,CONH,, KOH;
f. (EtO),CHOAG; g. H,S, MeONa, EtOH

2

Sekwencje reakcji przedstawiong na Schemacie 6 mozna réwniez wykorzystacé
w syntezie 8-azainozyny 27 i jej pochodnych, o ile zostanie pominiety etap dehy-
dratacji amidu. Przyktadowo azydek 2,3,5-tri-O-benzoilo-B-p-rybofuranozylu 29
zostal przeksztalcany w pochodng 1,2,3-triazolu 30, z ktdrej powstala 8-azainozyna
27 (Schemat 7) [7, 27]. W podobny sposéb otrzymano réwniez pochodne 8-azaino-
zyny o konfiguracji arabinozy [21].

Przy odpowiednim stezeniu zasady mozna dokonaé selektywnego otwarcia
pierscienia imidazolowego w nukleozydach purynowych, a najlepiej proces ten
przebiega dla ukladoéw zawierajacych 6-chloropuryne. Odpowiednio ochroniony
rybofuranozyd 31 w $rodowisku zasadowym daje produkt otwarcia 32, ktory
w obecnosci kwasu przechodzi w dwuaminy 33 tworzace si¢ jako mieszaniny «a i
anomerow (Schemat 8) [28]. 8-Azainozyne 27 i jej anomer « otrzymuje si¢ w znany
sposdb. Warto doda¢, ze aby zachowal pierscien piecioczlonowy, konieczna jest
ochrona grupy HO-C5’, poniewaz w przeciwnym przypadku nastepowata cyklizacja
do uktadu piranozylowego.
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el_33a R =R"=CMe, *L27a R =R"=CMe,

R = 3-CIC¢H,-NHC(O)-

Schemat 8.  Synteza 8-azainozyny 27 z f-p-rybofuranozydu 9-chloropuryny; odczynniki i warunki:
a. IM NaOH, dioksan; b. HCI, MeOH, A; c. NaNO,, AcOH; d. MeONa. MeOH; e. H,0, H"

Scheme 8. Synthesis of 8-azainosine 27 from 9-chloropurine S-p-ribofuranoside; reagents and conditions:
a. 1M NaOH, dioxane; b. HCI, MeOH, A; c. NaNO,, AcOH; d. MeONa. MeOH; e. H,0, H'

1.4.2-AMINO-8-AZAADENOZYNA
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Schemat9.  Synteza2-amino-8-azaadenozyn 35 i 36; odczynnikiiwarunki: a. Ac,0, A;b. H,O, EEOCH,CH,OH,
A; ¢. HgCL; d. MeONa, MeOH; e. sito molekularne, toluen, A; f. NH,, EtOH; g. MCPBA

Scheme 9.  Synthesis of 2-amino-8-azaadenosines 35 and 36; reagents and conditions: a. Ac,0, A; b. H,0,
EtOCH,CH,OH, A; c. HgCl,; d. MeONa, MeOH; e. molecular sieve, toluene, A; f. NH,, EtOH;
g. MCPBA

Reakgcja soli chlororteciowej ochronionej 2,6-diamino-8-azapuryny 34b z chlor-
kiem 2,3,5-tri-O-benzoilo-p-rybofuranozylu 15a prowadzi, po usunieciu grup
ochronnych, do utworzenia modyfikowanych nukleozydéw (35 albo 36), jednakze
nie udalo sie jednoznacznie udowodnié, czy powstal produkt podstawienia przy
N9, czy przy N8 (Schemat 9) [11]. Glikozylowanie 8-aza-2,6-di(metylotio)puryny
37 chlorkiem 2,3,5-tri-O-acetylo-D-rybofuranozylu 15b w obecnosci sit moleku-
larnych doprowadzilo do utworzenia mieszaniny produktéw podstawienia przy N9
(38a) i N8 (39a) powstajacych w stosunku 6-8:1, z ktorych dzialaniem amoniaku
otrzymano pochodne 8-azaadenozyny 38b i 39b podstawione przy C2. Efektywne
wprowadzenie grupy aminowej na C2 w 38b i 39b wymagalo wczesniejszego utle-
nienia do mesylanéw (odpowiednio 38¢ i 39c¢), a nastgpnie reakcji z amoniakiem
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(Schemat 9) [29]. Wydzielanie regioizomeru 36 stalo si¢ tatwiejsze, gdy okazalo sie,
ze glikozylowanie azapuryny 37 za pomocg 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-D-rybofuranozy
15¢ prowadzi do powstania mieszaniny zwigzkéw 38a i 39a w proporcji 3:2 [29].

1.5. 8-AZAGUANOZYNA

NN
NHAc N | J_
BzO HO\Q/‘N NZ “sMe

H BzO OBz HO OH
3 15d X = OAc 4
15e X = Br
c. h.
SMe

M N_ SN
) LA
Y AcO 5 AcO o N-SNZ SNHAC
IS S e o
AcHN” SN ) /
H z

42 15b 43

Schemat 10. Synteza 8-azaguanidyny 41; odczynniki i warunki: a. HgCL; b. temp. pok.; c. MeONa, MeOH;
d.NaNO,, H", e. NH,, EtOH, A; f. NH,, MeOH; g. sito molekularne, CICH,CH,Cl, A; h. 30% H,O,,
AcOH

Scheme 10.  Synthesis of 8-azaguanidine 41; reagents and conditions: a. HgCL; b. r.t; c. MeONa, MeOH;
d.NaNO,, H', e. NH,, EtOH, A; f. NH,, MeOH; g. molecular sieve, CICH,CH,Cl, A; h. 30% H,O,,
AcOH

W pierwszej chemicznej syntezie 8-azaguanozyny 41 sél chlororteciowa 40b
poddano kondensacji z chlorkiem 2,3,5-tri-O-benzoilo-p-rybofuranozylu 15a
otrzymujac modyfikowany nukleozyd 38b i jego niezidentyfikowany (N7/N8)
regioizomer (Schemat 10) [11]. W wyniku deaminowania zwigzku 38b, a nastepnie
nukleofilowego podstawienia z udzialem amoniaku utworzyl sie oczekiwany pro-
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dukt 41. W reakgji sililowej pochodnej 8-azaguaniny z bromkiem 2,3,5-tri-O-ben-
zolilo-D-rybofuranozylu 15e otrzymano, po amonolizie grup ochronnych, 8-azagu-
anozyne 41 z zadowalajaca (35%) wydajnoscia. Zwigzek ten utworzyt sie jako jedyny
produkt reakcji azapuryny 3 z octanem 2,3,5-tri-O-benzoilo-S-p-rybofuranozylu
15d w warunkach reakeji Vorbriiggena wspomaganej promieniowaniem mikrofa-
lowym, cho¢ ostatecznie zwigzek 41 zostal wyodrebniony z wydajno$cig 12% [14].
Glikozylowanie pochodnej 8-azapuryny 42 za pomocg chlorku 2,3,5-tri-O-acetylo-
-D-rybofuranozylu 15b w obecnosci sit molekularnych doprowadzito do powstania
mieszaniny produktéw podstawienia przy N9 (43), N8 i N7, ktdre po czeSciowym
rozdzieleniu udalo sie przeksztalci¢ w 8-azaguanozyne 41 i jej regioizomery, aczkol-
wiek z niskimi ogélnymi wydajnosciami (Schemat 10) [30].

1.6. 8-AZAKSANTOZYNA

8-Azaksantozyne 46 najprosciej otrzymuje si¢ w wyniku deaminowania 8-aza-
guanozyny 41 (Schemat 11) [7, 11], ale mozna ja uzyska¢ takze wraz z regioizo-
merem 47 wykorzystujac 1,3-dipolarng cykloaddycje (reakcja Huisgena) azydku
2,3,5-tri-O-benzoilo-S-p-ribofuranozylu 29 i acetylenodikarboksylanu metylu 44.
Produkt cykloaddycji przeksztalcono w dwuamid 45, z ktérego w warunkach prze-
grupowania Hoffmanna powstaly zwiazki 46 i 47 [31]. Jednoczesnie wykazano,
ze wczeéniej niezidentyfikowany produkt kondensacji soli chlororteciowej 40b
z chlorkiem 2,3,5-tri-O-benzoilo-p-rybofuranozylu 15a [10] byl produktem gliko-
zylowania przy N7.

o
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o
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BzO0 OBz Eoome HO  OH
29 44 4

N___CONH,

N
) NH
N
CONH, HO N N/&o
—_— +
C HO  OH
45 46 47

Schemat 11.  Synteza 8-azaksantozyn 46 i 47; odczynniki i warunki: a. benzen, 80°C; b. NH,, MeOH; c. KBrO;
d. Ba(NO,),, AcOH

Scheme 11.  Synthesis of 8-azaxanthosines 46 i 47; reagents and conditions: a. benzene, 80°C; b. NH,, MeOH;
¢. KBrO; d. Ba(NO,),, AcOH
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2. NUKLEOZYDY 8-AZA-2’-DEOKSYPURYNOWE

2.1. 8-AZA-2-DEOKSYADENOZYNA
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Schemat 12. Synteza 8-aza-2’-deoksyadenozyny 49 i jej regioizomerdw; odczynniki i warunki: a. DBU, MeCN;
b. NH,, EtOH; c. NEt,, benzen, A; d. NH,, MeOH; e. K,CO,, TDA-1, DMF

Scheme 12.  Synthesis of 8-aza-2’-deoxyadenosine 49 and its regioisomers; reagents and conditions: a. DBU,
MeCN; b. NH,, EtOH; c. NEt,, benzene, A; d. NH,, MeOH; e. K,CO,, TDA-1, DMF

Glikozylowanie 8-azaadeniny 1 i jej N-podstawionych pochodnych za pomoca
ochronionych 2’-deoksyfuranoz jest procesem znacznie bardziej zlozonym
w poréwnaniu do analogicznych reakeji z furanozami, poniewaz obok produktéow
podstawienia przy N9 i N8, powstawaé moga takze pochodne podstawione przy
innych atomach azotu, wszystkie jako mieszaniny « i 5 anomeréw. Pierwsza syn-
teza 8-aza-2’-deoksyadenozyny 3-49 polegajaca na kondensacji soli chlororteciowe;
ochronionej 8-azaadeniny 14b z 2’-deoksyfuranozg 48a [32] zostala uproszczona,
gdy reakcje pomiedzy zwigzkami 14b i 48a prowadzono generujgc anion za pomoca
DBU (Schemat 12) [33]. Wprawdzie w jej wyniku utworzyta sie mieszanina czterech
zwigzkow (a- i f-49a oraz a- i $-50a), to koncowe produkty wydzielono chroma-
tograficznie z akceptowalnymi wydajnosciami. We wczeéniejszej syntezie poddano
kondensacji ochroniong 8-azaadening 1b z 2’-deoksyfuranoza 48b w obecnosci
trietyloaminy we wrzacym benzenie i wyodrebniono tylko mieszaning « i  ano-
merdw podstawionych przy N9 (zwigzki 49b), ktéra rozdzielono chromatograficz-
nie i po usunieciu grup ochronnych otrzymano czyste 8-aza-2’-deoksyadenozyny
«-49 i -49 (Schemat 12) [19]. Wsréd produktéw glikozylowania 8-azaadeniny 1
za pomocy 2’-deoksyfuranozy 48a prowadzonego w obecnosci weglanu potasu
i TDA-1 w DMF w temperaturze pokojowej zidentyfikowano zwigzki a- i $-49a,
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a- i f-50a oraz niewielkie ilo$ci nieoczekiwanych produktéw podstawienia przy N3,
zwiazki a- 1 f-51a, ktére rozdzielono chromatograficznie (Schemat 12) [34].

W poszukiwaniu warunkéw glikozylowania, w ktorych powstawaloby mniej
izomerow, zbadano przebieg reakcji 8-aza-6-metoksypuryny 2a z 2’-deoksy-
furanoza 48a i ustalono, ze tworzg sie produkty podstawienia przy N9, N8 i N7
w proporcji 3:4:3, ale sa to tylko anomery S, zwigzki odpowiednio: 52a, 53a i 54a.
W obecnosci amoniaku usunigto grupy ochronne i jednoczesnie wprowadzono do
pierécienia grupe aminowa uzyskujac z dobrymi wydajnosciami zwiazki 8-49, 3-50
i 5-54 (Schemat 13) [34].

o RG RO RO
cl
. 53a R=Tol, X=0OMe

b_l: 52a R=Tol, X=0Me b.l: b,|: 54a R=Tol, X=0Me
p-49 R=H, X=NH, B-50 R=H, X=NH; p-54 R=H, X=NH,

RO
48a R=Tol

Schemat 13. Synteza 8-aza-2’-deoksyadenozyny 49 i jej regioizomeréw z 8-aza-6-metoksypuryny; odczynniki
i warunki: a. NaH, MeCN; b. NH,, MeOH

Scheme 13.  Synthesis of 8-aza-2’-deoxyadenosine 49 and its regioisomers from 8-aza-6-methoxypurine;
reagents and conditions: a. NaH, MeCN; b. NH,, MeOH

2.2. 8-AZA-2-DEOKSYINOZYNA
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Schemat 14. Synteza 8-aza-2’-deoksyinozyny 55 i jej regioizomerdw 56 i 57; odczynniki i warunki: a. NaNO,,
AcOH; b. MeONa, MeOH; c. NaOH; d. deaminaza adenozyny

Scheme 14.  Synthesis of 8-aza-2’-deoxyinosine 55 and its regioisomers 56 and 57; reagents and conditions:
a. NaNO,, AcOH; b. MeONa, MeOH; c. NaOH; d. adenosine deaminase

8-Aza-2’-deoksyinozyne 55 zsyntetyzowano w wyniku deaminowania 8-aza-
-2’-deoksyadenozyny -49 (Schemat 14) [19]. W podobnych warunkach z «-49
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otrzymano 8-aza-2’-deoksyinozyne o konfiguracji a. Produkty glikozylowania
8-aza-6-metoksypuryny 52a, 53a i 54a mozna w dwdch etapach przeksztalci¢
z dobrymi wydajnosciami w odpowiednio: 8-aza-2’-deoksyinozyne 55 i zwiazki
56 i 57 — regioizomery przy N8 i N7 (Schemat 14) [35]. Znane sg metody syntezy
8-aza-2’-deoksyinozyny 55 w wyniku dzialania deaminazy adenozyny na 8-aza-2’-
deoksyadenozyne f3-49 [36], ale takze na zwigzek 52a [35].

2.3.2-AMINO-8-AZA-2-DEOKSYADENOZYNA

W reakgji 2-amino-8-aza-6-metoksypuryny 3a z 2’-deoksyfuranoza 48a (Sche-
mat 15) utworzyla si¢ mieszanina produktéw podstawienia przy N9 (a- i f-58a),
N8 (a- i 3-59a) i przy N7 (60a) w proporcji 2:2:1, a w mieszaninach anomeréw
przewazaly izomery o konfiguracji 8 (ca 4:1) [37]. Gtéwne produkty glikozylowania
B-58a, -59a i 60a poddano amonolizie wydzielajac odpowiednio 2-amino-8-aza
2’-deoksyadenozyne f3-58 oraz jej analogi strukturalne $-59 i 60. Zastapienie grupy
aminowej przy C6 przez grupe hydroksylows jest czesto wykorzystywanym prze-
ksztalceniem niezaleznie od tego, czy jest to realizowane na drodze chemicznej czy
enzymatycznej. Interesujgca jest zatem, mozliwo$¢ wykonania procesu odwrotnego,
ktorg ilustruje alternatywna metoda syntezy 2-amino-8-aza-2’-deoksyadenozyny
B-58. Z pochodnej 58b 8-aza-2’-deoksyguanozyny w dwoch etapach powstal znany
zwigzek f-58a, prekursor 3-58 [38].
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Schemat 15. Synteza 2-amino-8-aza-2’-deoksyadenozyny f3-58 oraz jej regioizomerdw f3-59 i 60; odczynniki
i warunki: a. KOH, TDA-1. MeCN; b. NH,, MeOH; c. (CF,CO),0, pirydyna; d. MeONa, MeOH

Scheme 15.  Synthesis of 2-amino-8-aza-2’-deoxyadenosine $-58 and its regioisomers f3-59 and 60; reagents
and conditions: a. KOH, TDA-1. MeCN; b. NH,, MeOH; c. (CF,CO),0, pyridine; d. MeONa,
MeOH

2.4. 8-AZA-2’-DEOKSYGUANOZYNA I 8-AZA-2’-DEOKSYIZOGUANOZYNA

W wyniku ogrzewania sililowej pochodnej 8-azaguaniny 3 z 2’-deoksyfuranoza
48a powstala mieszanina anomeréw « i  produktéw podstawienia przy N9, zwigzki
a- i $-58b (Schemat 16), z ktérych po usunigciu grup ochronnych uzyskano 8-aza-
-2’-deoksyguanozyne f3-61 i jej anomer a-61 [7]. W zoptymalizowanej wersji tej
syntezy [39] ustalono, ze anomery a-58b i f-58b powstaja w jednakowych ilo$ciach.
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Ponadto wykazano, ze nie tworzg si¢ produkty podstawienia przy N7 i N8, ponie-
waz glikozylowanie przebiega w warunkach kontroli termodynamicznej. Alterna-
tywnym substratem w syntezie 8-aza-2’-deoksyguanozyny f3-61 jest zwigzek $-58a
(Schemat 15); w podobny sposéb mozna otrzymac jej izomery podstawione przy N8
(62) i N7 (63) [37]. 8-Aza-2’-deoksyguanozyna 3-61 powstaje z doskonata wydaj-
noscig ze zwigzku f3-58 w obecnoéci deaminazy adenozyny (Schemat 16), podczas
gdy izomery 3-59 i 60 nie sa substratami dla tego enzymu [37].

8-Aza-2’-deoksyizoguanozyne 64 uzyskano w wyniku selektywnego deamino-
wania 2-amino-8-aza-2’-deoksyadenozyny f3-58 (Schemat 16) [38].
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Schemat 16. Synteza 8-aza-2’-deoksyguanozyn 61, 62 i 63 oraz 8-aza-2’-deoksyizoguanozyny 64; odczynniki
i warunki: a. HMDS; b. 100°C; c. NH,, MeOH; d. 130°C; e. MeONa, MeOH; f. NaOH; g. deami-
naza adenozyny; h. NaNO,, AcOH

Scheme 16.  Synthesis of 8-aza-2’-deoxyguanosines 61, 62 and 63 as well as 8-aza-2’-deoxyisoguanosine
64; reagents and conditions: a. HMDS; b. 100°C; ¢. NH,, MeOH; d. 130°C; e. MeONa, MeOH;
f. NaOH; g. adenosine deaminase; h. NaNO,, AcOH

3. NUKLEOZYDY 8-AZA-2,3-DIDEOKSYPURYNOWE

3.1. 8-AZA-23’-DIDEOKSYADENOZYNA

Analogi 8-azapurynowe nukleozydow zawierajacych fragment 233 -dideoksyfu-
ranozy zostaly otrzymane w wyniku glikozylowania z udziatem chronionego chlorku
furanozylu 65. W reakcji z 8-azaadening 1 utworzyly sie produkty podstawienia przy
N9 i N8 jako mieszaniny « i f anomerdw, odpowiednio zwigzki a-66a i 5-66a oraz
a-67a i f-67a, z ktérych po chromatografii i desililowaniu wydzielono czyste izo-
mery a-66, 3-66, a-67 i 5-67 (Schemat 17) [40]. Alternatywng, cho¢ mniej dogodng
metoda, jest glikozylowanie 8-aza-6-metoksypuryny 2a. W jego wyniku utwo-
rzyla si¢ mieszanina (1:1:1) produktéw podstawienia przy N9, N8 i N7, przy czym
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w kazdym przypadku byla to mieszanina (1:1) anomeréw « i B, ktora udato si¢ roz-
dzieli¢ chromatograficznie na poszczegdlne sktadniki (Schemat 17). Po usunigciu
grupy ochronnej i reakcji z amoniakiem otrzymano sze$¢ izomerycznych 8-aza-
-2°3’-dideoksyadenozyn a- i 3-66, a- i §-67 oraz a- i 3-68 (Schemat 17) [40].
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Schemat 17. Synteza 8-aza-233’-dideoksyadenozyn a- i 3-66 oraz ich regioizomeréw «- i -67 i a- i 3-68;
odczynniki i warunki: a. K,CO,, TDA-1, DMEF, 20°C; b. Bu,NE, THF; c. KOH, TDA-1, MeCN,
20°C; d. NH,, MeOH

Scheme 17.  Synthesis of 8-aza-2’3’-dideoxyadenosines a- and 3-66 as well as their regioisomers a- and $-67
and a- and f3-68; reagents and conditions: a. K,CO,, TDA-1, DME, 20°C; b. Bu,NE THF; c. KOH,
TDA-1, MeCN, 20°C; d. NH,, MeOH

3.2. 8-AZA-23’-DIDEOKSYGUANOZYNA

Podobnie jak podczas glikozylowania 8-aza-6-metoksypuryny 2a za pomoca
ochronionego chlorku furanozylu 65 (Schemat 17) w reakcji prowadzonej w iden-
tycznych warunkach z 2-amino-8-aza-6-metoksypuryng 3a tworzy sie mieszanina
produktéw podstawienia przy N9, N8 i N7, tym razem w proporcji 2:2:1 i tak, jak
byto to poprzednio, s3 to mieszaniny anomerdw « i 3, ktére rozdzielono chromato-
graficznie. Po usunieciu ochrony sililowej i ostatecznym oczyszczeniu wydzielono
6 zwigzkow, ktore przeksztalcono w izomeryczne 8-aza-2,3’-dideoksyguanozyny
a-iB-72, a- i -74 oraz a- i $-75 (Schemat 18) [41]. Amonoliza pochodnej 3-72b
prowadzi do powstania analogu -73, z ktérego pod wplywem deaminazy adeno-
zyny otrzymano 8-aza-23’-dideoksyguanozyne 3-72, a jednoczesnie wykazano, ze
reszta cukrowa jest przytaczona do N9 [41].
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Schemat 18. Synteza 8-aza-2,3’-dideoksyguanozyn a- i 3-72 oraz ich regioizomeréw a- i -74 i a- i -75; od-
czynniki i warunki: a. KOH, TDA-1, MeCN, 20°C; b. Bu NFE, THF; c. NaOH, H,O; d. NH,, MeOH;
e. deaminaza adenozyny

Scheme 18.  Synthesis of 8-aza-2’3’-dideoxyguanosines a- and 3-72 as well as their regioisomers a- and -74
and a- and f3-75; reagents and conditions: a. KOH, TDA-1, MeCN, 20°C; b. Bu, NFE, THF; c. NaOH,
H,0; d. NH,, MeOH; e. adenosine deaminase

4. ENZYMATYCZNE SYNTEZY NUKLEOZYDOW 8-AZAPURYNOWYCH

4
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Schemat 19. Biosynteza nukleozydéw 8-azapurynowych
Scheme 19.  Biosynthesis of 8-azapurine nucleosides

Aktywno$¢ biologiczna 8-azapuryn moze by¢ zaobserwowana po uprzednim
ich przeksztalceniu w nukleozydy [42], a nastepnie w 5’-O-fosforany. Ten pierwszy
proces moze by¢ réwniez zrealizowany w rekcjach katalizowanych przez fosforylazy
nukleozydowe (PNP) albo, jako reakcja transglikozylowania i wtedy zrodlem reszty
cukrowej jest odpowiedni nukleozyd pirymidynowy 76, ewentualnie, jako reak-
cja glikozylowania z udzialem 1-O-fosforanu «a-p-rybozy 77a (Schemat 19). Jezeli
w reakeji katalizowanej przez enzym 8-azapuryny maja zastagpi¢ w miejscu aktyw-
nym enzymu kanoniczne zasady purynowe, to nalezy oczekiwa¢, ze zostang utwo-
rzone wylacznie produkty podstawienia przy N9 i beda to anomery . Uzyteczno$¢
preparatywna takich proceséw zaleze¢ bedzie, zatem od efektywnos$ci wybranego
enzymu. Chemiczne metody syntezy nukleozydéw 8-azapurynowych wyczerpujaco
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przedstawiono w poprzednich rozdzialach. W tym rozdziale oméwione zostana naj-
wazniejsze osiggniecia w syntezie enzymatycznej.

Juz w roku 1954 opisano syntezy 8-azaguanozyny 41 i 8-aza-2’-deoksyguano-
zyny 61 z wydajnosciami odpowiednio 28 i 73% wykorzystujac PNP z watroby konia
[42]. Po fermentacji prowadzonej w obecnosci 8-azaguaniny 3 z udzialem Bacillus
cereus wydzielono 8-azaguanozyne 41 z wydajnoscig 51%, ale w reakcji utworzyty
sie rowniez pewne ilosci 8-azaksantozyny 46 [43]. W reakcji transglikozylowania
8-azaguaniny 3 urydyng prowadzonej w obecnosci Aeromonas hydrophila wydzie-
lono 8-azaguanozyne 41 z wydajnoscia 13% [44].

8-Azaguanozyne znakowang izotopem "“C w szkielecie p-rybozy zsyntetyzo-
wano w reakeji katalizowanej przez PNP wychodzgc z 8-azaguaniny 3 i 1-O-fosfo-
ranu [U-"C]-p-rybozy, ktéry otrzymano z [U-"*C]-inozyny [45].

8-Aza-2’-deoksyadenozyne -49 otrzymano z wydajnoscia 85% w reakcji
8-azaadeniny 1 z tymidyna katalizowanej deoksyrybotransferaza z Lactobacillus
helveticus [36].

W  obszernym studium sprawdzono efektywnos$¢ katalityczng wyse-
lekcjonowanego  szczepu z  Escherichia coli w  syntezie nukleozydow
8-aza-2’-deoksypurynowych z 8-azapuryn i 2’-deoksyurydyny. 8- Aza-2’-deoksyade-
nozyne f3-49 wydzielono z wydajnoscia 26% i konieczna byta wczesniejsza ochrona
grupy aminowej w 8-azaadeninie, poniewaz w przypadku uzycia wolnej 8-azaade-
niny 1 tworzyla si¢ dodatkowo 8-aza-2’-deoksyinozyna 55. Podobnie postapiono
w syntezie 8-aza-2’-deoksyguanozyny [3-61, ktéra wyodrebniono z wydajnoscia
15%. Wazng obserwacja bylo ustalenie, ze z 2-amino-8-azaadeniny 34 tworzy sie
produkt podstawienia przy N8 (zwigzek 36) [46].

W obecnosci Bacillus stearothermophilus z 2’-deoksyinozyny 55 i 8-azadeniny
1 powstala z dobra (52%) wydajnos$cia 8-aza-2’-deoksyadenozyna -49 [47]. Wyso-
kie wydajnosci 8-aza-2’-deoksyadenozyny 3-49 (66%) i 8-aza-2’-deoksyguanozyny
B-61 (60%) uzyskano w reakcji, odpowiednio, 8-azaadeniny 1 i 8-azaguaniny 3
z 2’-deoksyguanozyng, katalizowanej przez PNP z E. coli [48].

Jednakze w niektdrych przypadkach reakcji enzymatycznych obserwowano
tworzenie si¢ rowniez produktéw glikozylowania przy N8 i N7 w 8-azaguaninie 3
i 2-amino-8-azaadeninie 34 [49, 50].

5. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

5.1. PRZECIWNOWOTWOROWA

Poczatkowo badania aktywnos$ci przeciwnowotworowej pochodnych 8-aza-
puryny i ich nukleozydow byty prowadzone na zwierzetach. Udowodniono aktyw-
no$¢ 8-azaguaniny 3 wobec nowotworow wszczepialnych gruczolakomiesaka
(ang. adenosarcoma 755) 1 chloniaka (ang. Lymphoma 2), a takze biataczki P1534.
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Jednoczes$nie wykazano brak aktywno$ci wobec innych nowotworow [51]. Co
wazne, hamowanie wzrostu nowotworu przez 8-azaguaning 3 zanikalo w obec-
nosci guaniny [52]. Aktywno$¢ 8-azainozyny 27 wobec komorek mysiej biataczki
limfatycznej L1210 i gruczolakomigsaka oceniono jako bardzo wysoka, N,N-dime-
tylo-8-azaadenozyny 19a wobec L1210 — jako nieznaczng, za$ 8-azaadenozyna 11 i
izomery podstawione przy N8 (np. 16 i 20b) okazaty si¢ nieaktywne [7].

Badania na liniach komoérkowych pozwolily na dokladniejszg ocene aktyw-
noéci wobec wybranych nowotwordw. Efektywne hamowanie wzrostu komorek
nowotworowych naskérka (ang. human epidermoid carcinoma No. 2; H.Ep.2)
obserwowano dla 8-azaadenozyny 11 (ED,; = 1,0 uM), ktdra byta bardziej aktywna
niz 8-aza-2’-deoksyadenozyna -49 (ED,, = 11,0 uM) i dwudziestokrotnie bar-
dziej aktywna w poréwnaniu z 8-azaadening 1. Wysoka aktywno$¢ wykazywaly
réwniez analogi 8-azaadenozyny w-22 i 3-21 zawierajace w czesci cukrowej reszty
o konfiguracji arabinozy i ksylozy (ED,, = 2,6 i 5,0 uM). Potwierdzono wysoka
aktywno$¢ 8-azainozyny 27 (ED,, = 3,5 uM) i stwierdzono niewielka efektywnosé¢
8-aza-2’-deoksyinozyny 55 (ED,, = 80 uM) [19]. Jednak najaktywniejszym okazat
sie rybonukleozyd 8-aza-6-(metylotio)puryny 19e (ED,, = 0,02 uM), podczas gdy
8-aza-6-(metylotio)puryna 18 byta nietoksyczna (ED,, > 300 uM). W grupie bardzo
aktywnych czasteczek (ED,, = 0,1-1,0 uM) znalazly si¢ 8-azaadenozyna 11, kilka
innych podstawionych przy C6 pochodnych 8-azapuryny (19c¢, 19f-19h) oraz zwig-
zek 19b (trioctan 19e) i 8-azatioinozyna 28 [17], a takze 2-amino-8-azaadenozyna
35 (IC,, = 0,7 uM) (Rys. 3) [29]. Nalezy odnotowa¢ fakt znacznego zwiekszenia
cytotoksycznosci 8-azaadenozyny 11 w stosunku do komoérek nowotworowych
naskorka H.Ep.2 (IC,; = < 0,02 uM) w obecnosci pentostatyny [29]. 8-Azaguano-
zyna 41, jak i jej 6-O-metylowa pochodna 41a okazaly si¢ réwniez cytotoksyczne
wobec tych komérek (ED,, = 2 uM) [30].

HO  OH HO  OH

11 R=NH, 35 R=NH,
19¢ R =NHBu 41 R=OH
19e¢ R = SMe 41a R=0OMe
19f R = SEt

19g R =0OMe

19h R = OEt

28 R=SH

Rysunek 3. Przyklady nukleozydow 8-azapurynowych o aktywnosci przeciwnowotworowe;j
Figure 3. Examples of anti-tumor 8-azapurine nucleosides
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Aktywno$¢ 8-azaadenozyny 11 jak réwniez zwigzkow 19e i 19g [17] oraz
8-azaguanozyny 41 i jej 6-O-metylowej pochodnej 41a [30] w hamowaniu roz-
woju komoérek nowotworowych biataczki mysiej L1210 oceniono przez usredniony
wzrost czasu przezycia myszy, ktéry okreslono odpowiednio na 39, 23 i 29% [17]
oraz 32i29% [30] i byta mniejsza niz w przypadku 8-azainozyny 27 (42-60%) [52].

2-Amino-8-aza-2’-deoksyadenozyna f3-58 jest silnie cytotoksyczna w stosunku
do linii komérkowych czerniaka MM96L (D, = 0,30 uM) i MM127 (D, = 0,65 uM)
oraz umiarkowanie wobec MM253cl (D, = 5,2 uM). Dla poréwnania, cytotoksycz-
no$¢ 2’-deoksyadenozyny dla tych samych linii jest co najmniej dwa rzedy wielkosci
mniejsza i wynosi odpowiednio: D, =95, 6112100 uM [53].

8-Azanebularyna 9 jest inhibitorem wzrostu komdrek nowotworowych limfo-
blastéw T MOLT-4 T (IC,, = 7 uM), natomiast 8-aza-2’-deoksynebularyna jest mato
aktywna (IC,; = 600 uM). Przy stezeniu 8-azanebularyny wynoszacym 5 uM zdol-
no$¢ hamowania wzrostu tych komoérek przez 2’-deoksyadenozyne bardzo wzro-
sta (IC,, = 1,5 uM), jezeli wezmie si¢ pod uwage fakt, Ze sama 2’-deoksyadenozyna
wykazuje marginalng aktywno$¢ (IC, = 200 uM) [54].

8-Aza-2’-deoksyadenozyna f-49 jest bardzo stabym inhibitorem komoérek
CEM i wykazuje cytotoksycznos¢ (IC,, = 190 uM) dopiero w obecnosci deoksy-
koformycyny, ktora jest silnym inhibitorem deaminazy adenozyny. Po przeksztal-
ceniu 8-aza-2’-deoksyadenozyny 3-49 w 5’-monofosforan 78 (Rys. 4) zawierajacy
ugrupowania nadajace czasteczce charakter proleku okazalo sie, ze jego aktywnos¢
(réwniez w obecnosci deoksykoformycyny) znacznie wzrosta (IC,, = 15 uM), co
wskazalo potencjalny kierunek modyfikacji innych nukleozydéw 8-azapurynowych
[33].

NH, o)
o NI’N ‘ ~N 0 N"N NH
(CH3)sCC(O)OCH2O B _ N N/) (CH3)3sCC(0)SCH2CH0_ B _ N ‘N/)\NH
(CH3)3CC(0)OCH20” \@/ (CH3)3CC(0)SCH2CH0” \<i>/ 2
HO HO  OH
78 79

Rysunek 4. Proleki zawierajgce szkielet nukleozydéw 8-azapurynowych
Figure 4. 8-Azapurine nucleosides as prodrugs

8-Azaguanozyna 41 wykazuje zréznicowang cytotoksycznos¢ (IC,, = 1 -
>50 uM) wobec wielu linii komérkowych [55]. Jednakowoz i fosforan 79 (Rys. 4)
okazal si¢ mniej aktywny od wyjsciowego nukleozydu nawet o jeden rzad wielkosci
[55].
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5.2. PRZECIWWIRUSOWA

Juz w poczatkowej fazie badan zauwazono, ze 8-azaadenina 1 i 8-azaguanina 3
hamujg rozwdj mozaiki tytoniowej na roélinach [56].

Aktywnoscig przeciwwirusowy analogéw strukturalnych 8-azaadenozyny
zawierajacych reszte cukrowa o konfiguracji arabinozy zainteresowano sie dlatego,
ze 9-(-p-arabinofuranozylo)adenina wykazywala wysoka zdolno$¢ do hamowania
rozwoju wielu wiruséw. Rzeczywiscie zwigzek a-22 wykazywal aktywnos$¢ w bada-
niach in vitro wobec wiruséw opryszczki typu 1 i 2 (HSV-1, HSV-2) i krowianki
(Vaccinia Virus) na poziomie zblizonym do efektywnoéci 9-(-p-arabinofuranozylo)
adeniny uzytej jako wzorzec, podczas gdy oba zwiazki mialy niewielka i poréwny-
walng cytotoksyczno$¢ wobec komorek gospodarza [21]. Wkrdtce potwierdzono
wysoka aktywno$¢ in vitro a-22 wobec wirusa HSV, a jednocze$nie jego cytotok-
syczno$¢ okazala si¢ na tyle niska, aby uznac ten zwiazek za interesujacy. Réwno-
legle wykazano, ze 8-azaadenozyna 11 i 8-azainozyna 27 nie wykazuja aktywnosci
przeciwwirusowej [57].

Jednakze w badaniach in vivo na myszach zwigzek a-22 nie wykazywal zadnej
aktywnos$ci wobec HSV-1 w przeciwienstwie do 9-(f3-p-arabinofuranozylo)adeniny
(58].

Wysoka aktywno$¢ trifosforanu 233’-dideoksyadenozyny wobec odwrotne;
transkryptazy wirusa ludzkiego niedoboru odpornosci HIV stanowila inspiracje
do zsyntetyzowania i zbadania aktywnosci trifosforanéw 8-azadenozyny (IC,, =
42 uM), 2-amino-8-azaadenozyny (IC_ = 27 uM), i 8-azaguanozyny (IC, = 93 uM).
Okazalo si¢ jednak, ze s3 one okolo 100 razy mniej aktywne w pordwnaniu z tri-
fosforanem 2’3’-dideoksyadenozyny, a ponadto wykazano, ze trifosforany izome-
réw podstawionych przy N8 (3-67 i -74) sa nieaktywne [40, 41]. 8-Azaadenozyna
wykazuje znaczng aktywnos¢ wobec HIV-1 (EC,, = 3,8 uM) i ma dobry indeks
selektywnosci (SI = 37) [59].

8-Azaadenozyna 11 przy niskiej cytotoksycznosci (CC,, > 50 uM) okazala si¢
aktywna przeciw wirusom Lassa (EC,, = 0,38 uM) i Ebola (EC, = 0,68 uM) w bada-
niach wykorzystujacych odpowiednie minigenomy [60].

5.3. PRZECIWBAKTERYJNA

Hamowanie wzrostu bakterii Escherichia coli przez 8-azaadening 1,
8-azahypoksantyne 2 i 8-azaguanine 3 jest dobrze udokumentowane [1, 56], podob-
nie jak aktywnos¢ 8-azaguaniny 3 i 8-azaksantyny 4 wobec Bacillus cereus. W przy-
padku B. cereus udowodniono, ze znaczne ilo$ci 8-azaguaniny (do 40%) sg wlaczane
do fancucha kwasu rybonukleinowego (RNA) zastepujac wylacznie guanine, a jed-
noczesnie silnie hamowany byt ich wzrost. Jezeli jednak do szczepu, ktory wzrastat
w obecnosci 8-azaguaniny dodana zostanie guanina, to szybko zastepuje 8-azagu-
anine w strukturze bakteryjnego RNA [6, 56, 61].
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5.4. PRZECIWPIERWOTNIAKOWA

W obecnosci 8-azaguaniny 3 wzrost pierwotniakdw Tetrahymena geleii jest
praktycznie zahamowany, a dodanie guaniny natychmiast odwraca inhibicje.
2-Amino-8-azaadenina 34 wykazuje cechy slabego inhibitora, a 8-azahypoksantyna
2 nie jest aktywna [4].

Wsrdd analogéw strukturalnych puryn 8-azainozyna 27 okazala si¢ niewystar-
czajaco aktywna wobec Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi i Trypanosoma
gambiense, aby mogla by¢ wykorzystana terapeutycznie, a dodatkowo stwierdzono,
ze jest cytotoksyczna (ED, = 2 uM) [62, 63].

8-Azaadenozyna 11 jest silnym inhibitorem wzrostu innego pierwotniaka Giar-
dia lamblia, podczas gdy 8-azaadenina 1 jest nieaktywna [64].

PODSUMOWANIE

Uklad 8-azapuryny mozna tatwo skonstruowac z odpowiednio podstawionych
4,5-diaminopirymidyn w wyniku zamkniecia pier§cienia 1,2,3-triazolu w reakcji
z kwasem azotowym(III). Alternatywna droga syntezy tego ukladu wykorzystuje
reakcje podstawionych 1,2,3-triazoli z 2-cyjanoacetamidem i byla zastosowana row-
niez do otrzymywania modyfikowanych nukleozyddw.

Najczesciej wykorzystywana metoda syntezy nukleozydéw 8-azapurynowych
polega na glikozylowaniu analogéw kanonicznych nukleozasad zawierajacych
pierscien 8-azapuryny za pomocg pochodnych p-rybozy, ale takze p-arabinozy
i D-ksylozy oraz 2’-deoksy- lub 2}3’-dideoksy-D-rybozy. W zalezno$ci od warunkéw
prowadzenia reakcji glikozylowania podstawionych 8-azapuryn podstawienie moze
mie¢ miejsce przy N9, N8 i N7. W podwyzszonych temperaturach, w warunkach
kontroli termodynamicznej reakcji, w przewadze tworzg si¢ produkty podstawienia
przy N9, ktoére jako jedyne byly wyodrebniane poczatkowo. W warunkach kontroli
kinetycznej czesto obserwowano powstawanie nawet réwnomolowych mieszanin
produktéw podstawienia przy N9, N8 i N7. Stereochemiczny przebieg glikozylowa-
nia podstawionych 8-azapuryn i kanonicznych nukleozasad purynowych jest taki
sam. O ile w przypadku reakeji z pochodnymi rybozy zagwarantowane jest tworze-
nie sie anomero6w o konfiguracji 3, to dla pochodnych arabinozy, ksylozy, 2’-deoksy-
lub 233’-dideoksy-D-rybozy obserwuje sie powstawanie mieszanin « i § anomeréw.
Wplywa to w oczywisty sposdb na wydajnosé, z jaka pozyskuje sie poszczegdlne
zwigzki, ale wspdlczesne techniki rozdzielcze pozwalajg na wydzielenie ich w stanie
czystym. Z drugiej strony posiadanie wielu modyfikowanych nukleozydéw bardzo
zblizonych strukturalnie powigksza pule zwigzkéw w badaniach zaleznosci struk-
tura-aktywno$¢ biologiczna.

Pierwsze obserwacje aktywnosci przeciwnowotworowej i przeciwbakteryjnej
8-azapuryn wzbudzily ogromne zainteresowanie tg klasg zwigzkdéw, jako anty-
metabolitow z potencjalnymi aplikacjami klinicznymi. Bioragc pod uwage dzisiej-
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sze wymagania aktywnosci w badaniach in vitro jedynie efektywno$¢ inhibujaca
rybonukleozydu 8-aza-6-(metylotio)puryny 19e wobec komodrek nowotworowych
naskorka H.Ep.2 (ED,, = 0,02 uM) stanowitaby podstawe do dalszych prac.

Jednakze w przeciwienstwie do nukleozydéw purynowych i 8-azapuryn (za
wyjatkiem 8-azaguaniny) nukleozydy 8-azapurynowe wykazujg bardzo wazng
wlasciwos$¢, jaka jest fluorescencja. Pdzniej wykazano, ze, jej efektywnos¢ zalezy od
pH $rodowiska. W ten sposéb uzyskano nowe narzedzie badawcze coraz efektyw-
niej wykorzystywane w chemii kwaséw nukleinowych [65].

Podsumowujgc, analogi 8-azapurynowe nukleozydéw stanowig interesujaca
klase zwigzkéw o do$¢ szerokim spektrum aktywnosci biologicznej, co potwier-
dzajg dotychczasowe wyniki badan przedstawione w powyzszym opracowaniu
zawezonym do analogéw z pierScieniem tetrahydrofuranowym. Poszukiwanie
aktywnych czasteczek w tej klasie analogéw nukleozyddw jest ukierunkowane
na modyfikacje pierscienia cukrowego zastepujac go przez inny uklad cykliczny,
a ostatnio takze przez ugrupowania zawierajace sfunkcjonalizowane fancuchy ali-
fatyczne. Drugi kierunek modyfikacji, ktéry mozna zrealizowaé zaréwno dla cza-
steczek zawierajacych pierscienie cukrowe, ale réwniez inne fragmenty cykliczne
i acykliczne, polega na zastapieniu grupy fosforanowej [(HO),P(O)-O-C(5’)] przez
bioizosteryczng grupa fosfonianowg [(HO),P(O)-CH,-]. Takie modyfikacje s3 uza-
sadnione tym, ze proces wewnatrzkomorkowej fosforylacji nukleozydéw, jak row-
niez ich strukturalnych analogéw jest malo wydajny, a jednoczesnie jest to jeden
z istotniejszych etapow wplywajacy na aktywno$¢ zwigzku. W ten sposdb omija si¢
pierwszy etap fosforylacji, a utworzone fosfoniany sa trwalte w warunkach hydrolizy
enzymatycznej.
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