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INTRODUCCIO GENERAL

Els nucleosids 1 nucleotids exerceixen un paper molt important en gairebé tots els
processos bioquimics que tenen lloc a I’organisme: son les unitats monomeriques de
I’ADN i ’ARN 1, com a tals, son fonamentals en la transmissio de la informacié genctica;
a més, son reguladors d’algunes de les vies metaboliques i alguns d’ells son essencials en
els mecanismes de transport d’energia.
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R = OH, Inosina R = OH, Guanosina R = OH, Adenosina
R = H, 2'-Desoxiinosina R =H, 2'-Desoxiguanosina R = H, 2'-Desoxiadenosina
Figura 1

Un tema molt estudiat en aquesta quimica ha estat 1’efecte que les modificacions
d’aquests compostos poden causar en els processos en que intervenen. Aquestes poden
afectar I’anell nitrogenat (introduccio o eliminacié d’atoms de nitrogen, canvi d’oxigen per
sofre, expansio o contraccié de 1’anell...), I’enlla¢ glicosidic (inversié anomerica, canvi en
la localitzacio de I’enllag...) o 1’anell del monosacarid (inversio, expansioé o contracci6 de
I’anell, substitucio o eliminaci6 dels grups hidroxi...).!

En aquesta linia, molts nucleodsids modificats han resultat ser bons agents
O ., . 2 . . ,
antibiotics, antivirics o antitumorals.” Els compostos que se citen a la Figura 2 en son
exemples significatius.
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Figura 2

Tot i que s’han arribat a aillar o sintetitzar un gran nombre de nucledsids amb
propietats terapeutiques, el desenvolupament de noves estructures amb potencial activitat
biologica continua essent un tema de gran interes.

Unes modificacions dels nucleosids que mereixen especial atencio son aquelles que
causen efectes altament perjudicials en els éssers vius, com ara els nucleosids N-alquilats.
De fet, aquest tipus de nucleosids sén I'origen de molts processos cancerosos ja que
interfereixen en els processos de mitosi i transcripcié cel-lulars.’ Per tal de poder dur a
terme un estudi detallat de la malaltia i de comprendre millor el mecanisme d’accid
d’aquests nucleosids modificats, es fa interessant disposar de metodes que permetin la seva
sintesi.

Dr’altra banda, un altre tipus de modificacié que ha atret I’atencié de molts grups de
treball ha estat el marcatge amb N d’oligonucleotids en posicions especifiques de la
nucleobase. L’interés en la preparacio d’aquests compostos radica en el seguit
d’aplicacions que tenen:*
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e La investigacio de possibles enllacos d’hidrogen entre nucleobases (aparellament
de bases Watson-Crick i/0 Hoogsteen) o entre nucledtids i altres molecules o
macromolécules (fenomens de reconeixement molecular, en general).

N
O
H @ m ° B @ o
NT B IR N
My N
NN NN
R R
Watson-Crick Hoogsteen

e [’elucidacio de ’estructura d’acids nucleics.

e [’estudi de les interaccions de I’ADN amb proteines i altres interaccions
relacionades.

Aquestes aproximacions es basen en el fet que els canvis que provenen dels
enllagos "N-H implicats es poden seguir facilment tant per espectroscopia de RMN de 'H
com de °N.’

La gran aplicabilitat dels oligonucleotids marcats amb N ha portat al
desenvolupament de nombroses rutes de sintesi dels corresponents monomers, €s a dir, de
nucleosids marcats; una vegada sintetitzats, aquests son incorporats en cadenes d’ADN o
d’ARN.

S’ha de dir perd que, malgrat els esforcos que s’han concentrat en el marcatge de
nucledsids amb °N, moltes de les técniques descrites introdueixen la marca sia en les
primeres etapes de la sintesi o amb excessos del precursor que 1’aporta. Aixi doncs, el
desenvolupament de nous métodes que economitzin la font de '°N resulta de gran interés.

Per tal de facilitar I’accés a tot aquest seguit de nucleosids modificats s’han hagut
de buscar noves metodiques sintetiques que permetin de manera eficag la seva preparacio.
Dins d’aquest context, les linies de treball del nostre grup han estat:

1) El desenvolupament de nous metodes de preparacio de nucleosids N-alquilats.

2) El desenvolupament de nous métodes de marcatge isotopic amb "N de nucleosids
en les posicions de la nucleobase involucrades en ponts d’hidrogen.
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3) L’aplicacié de les metodiques desenvolupades a la sintesi d’estructures nucleo-
sidiques amb propietats antiviriques.

Les rutes sintetiques de pirimidines 1 purines modificades en el N3 1 en el N1
descobertes en el nostre grup de treball® van permetre d’acomplir gran part dels dos
primers objectius. Aquest procediment es basa en una reaccié d’N-nitracid6 (amb
0,NOCOCF3) i en I’atac de diferents amines a aquests derivats (Esquema 1 1 Esquema 2).
Aixi, la reacci6 amb alquilamines va suposar una nova via d’accés a nucleosids 3-alquil-

pirimidinics i a 1-alquilinosines.®*®

i i 1 YHR i
R{ﬁk R{ﬁk _NO, R-\<L RYL R
NH N Y
NHNO
LA LA \ : LA

GPO NS0 GPO NSO GPO N—4 GPO N
o) o} 0 O o}
0,NOCOCF, R-YH,
B B —
GPO R' GPO R' GPO R’ GPO R’

Y=UN, R=H

Y =N, R =alquil, NH,

Esquema 1
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Esquema 2
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L’inconvenient d’aquest protocol és que no pot ser aplicat a nucleosids 2'-desoxi-
ribopurinics, perque les condicions de nitracid provoquen un trencament de 1’enllag
glicosidic. Per tal d’afrontar aquest problema, varem proposar d’activar el N1 de la inosina
amb un grup atractor d’electrons que fos alternatiu al nitro i introduible en condicions
suaus, tal com un arensulfonil o un alcansulfonil (SO,R):

o) N o) o)
N\ \//
PN I\ /R"
MONR MONR </Nij
GPO N 2 GPO N = GPO NN
N N= o
O R"_YH2 O YHR"
R — B —
GPO R GPO R GPO R'
Y=PN, R"=H
Y =N, R"=alquil
R'= OGP, H
Esquema 3

D’aquesta manera, si les previsions eren encertades, podriem preparar tant inosines
com 2'-desoxiinosines N'-alquilades.

Per tal de comprovar-ho, el primer capitol d’aquesta Tesi té 1’objectiu d’estudiar
la reactivitat de tot un seguit d’l-sulfonilinosines amb alquilamines. Una vegada
trobades les condicions Optimes d’alquilacio es procediria a aplicar-les a la sintesi d’1-
alquil-2'-desoxiinosines.

D’altra banda, aquesta metddica hauria de permetre la introduccié de N en les
posicions endocicliques N3 i N1 de nucleosids pirimidinics®* i purinics,”™? respec-
tivament (Esquema [ i Esquema 2), emprant en ambdos casos quantitats equimolars de
'>NH; i condicions molt suaus. Per tal de poder-la ampliar als nucledsids 2'-desoxiribo-
purinics, el segon capitol d’aquest treball té per objectiu I’analisi de la reactivitat d’1-
sulfonilinosines amb amoniac. El nostre repte és I’accés a les [1-'°NJ-2'-desoxiinosines,
de forma facil i economitzant la font de "°N.

Com veurem al llarg d’aquest treball, d’aquest estudi de reactivitat d’1-sulfonil-
inosines amb amines sorgeix un nou mecanisme de transposicié de bases puriniques que
les fa encara més interessants. Aquest permet la transformacié directa d’inosines en
[1-""N]adenosines i 1-alquiladenosines via 1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosines (Esquema
4).
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NH,
N X
N
< I
RO N @
0 N
%k
NHj RO R’

/,

(OJN
N N/S
RO < 1
@1 N NO,
RO R' NH
NN R
R"NH, < I

R'=H, OR
R" = alquil RO R'

0 No,

Esquema 4

Aixi doncs, el tercer capitol d’aquesta Tesi té per objectius ’estudi mecanistic de
la transformacio d’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosines en [1-15N]aden0sines il-
alquiladenosines i I’exploracié de les nombroses aplicacions que se’n deriven.

En aquesta Tesi hem volgut desenvolupar també metodiques que introdueixin
marca en les posicions nitrogenades exocicliques que també estan involucrades en la
formacié d’enllagos d’hidrogen. En aquest context, en el nostre grup de treball ja va ser
resolt amb exit el marcatge del grup amino exociclic de la citidina, emprant un tUnic
equivalent de '"NH; i partint d’un derivat activat en C4 de la uridina:*

IN—N
N, +

(0] N NH,

NH >N >N

C C »

AcO N~ 0 AcO N~ O AcO N~ O
Koj ioj I eq. NH; ©

AcO OAc AcO OAc AcO OAc

Esquema 5
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Pel que fa a nucleosids purinics, el marcatge del grup amino exociclic de
I’adenosina ja ha estat descrit a la literatura®™’ i es basa fonamentalment en el tractament
amb '"NH; d’un derivat de la inosina activat en la posicié C6. Ara bé, aquesta tecnica, en
general, presenta alguna limitacié: requereix excessos de '"NHj i condicions drastiques.
Amb I’idea de millorar-la, en aquest treball explorem una nova via de marcatge del grup
amino exociclic de 1’adenosina: 1’acoblament catalitzat per Pd de nucleosids 6-halopurinics
amb quantitats estequiométriques de "NH3 o equivalents sintétics d’aquest. La combinacid
d’ambues metodiques ens ha de permetre 1’obtencié d’adenosines i 2'-desoxiadenosines
doblement marcades:

*
O X NR“RIII
N * N A * N N *
NH N N
</ | </ :“\)\ </ f\
RO NN RO N~ N RO NN
%
o 0 | eq R w
—_— —_—
RO R' RO R Pd cat., lligand RO R'
R'=OR, H

Esquema 6

Analogament, fora tamb¢ interessant explorar el marcatge del grup amino exociclic
de la guanosina sota condicions de catalisi de Pd per tal de preparar guanosines marcades
en el grup amino exociclic.

o R 0
N AN N
N NH
& &
RO O N N)\X leq Ran‘F\}H RO O N N)\NR"R‘"
\w Pd cat., lligand
— >
—_—
RO OR RO OR
Esquema 7

Aixi, I’objectiu del quart capitol és la sintesi d’adenosines i guanosines marcades
en el grup amino exociclic per acoblament catalitzat per Pd de precursors 6-halo i 2-
halopurinics, respectivament, amb '’NH; o equivalents sintétics seus.

Una vegada desenvolupats procediments per a la modificacié de nucleobases de
nucleosids 2'-desoxiribopurinics, varem pensar a aplicar-los a la preparacid6 de noves
estructures nucleosidiques que fossin actives contra el virus de immunodeficiéncia humana
(VIH-1). En aquesta linia, els 2',3'-didesoxinucleosids han estat objecte d’estudi en els

11
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darrers anys (Figura 3) degut a I’activitat anti-VIH que han mostrat algunes d’aquestes
espécies, especialment ’AZT (3'-azido-3'-desoxitimidina).®

NH N N
T O Cy
HO N” 0 HO NN HO N0
N3
Zidovudine (AZT) Didanosine (ddI) Zalcitabine (ddC)
Retrovir® Videx® HIVID®
o) NH, NH

NH RSN /Nl)sN
HO \fk/g LA OH QAL AL

N "0 N™ O HO N ~
) ° ' T
— S

Stavudine (d4T) (R =H) Lamivudine (3TC) Abacavir (ABC)
Zerit® Epivir® Ziagen®
(R =F) Emtricitabine (FTC)
Emtriva®
Figura 3

Ara bé, I’administracié d’aquests compostos a temps llargs fa que apareguin virus
resistents, per mutacions a prop del lloc actiu, amb activitat de polimerasa, de ’enzim RT
(transcriptasa inversa). Es per aixo que, tot aprofitant les metodiques desenvolupades en els
capitols anteriors, el cinque capitol t¢ per objectiu el disseny, sintesi i avaluacio de
P’activitat biologica de noves espécies nucleosidiques dirigides a la inhibicio de I’enzim
RT del VIH-1 mitjancant un mecanisme alternatiu al dels 2',3'-didesoxinucleosids.

12
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Part teorica. Capitol 1

1. SINTESI D’1-ALQUILINOSINES I 1-ALQUIL-2'-DESOXIINOSINES
VIA INOSINES N'-SULFONILADES

1.1. INTRODUCCIO

A principis dels anys 90, en el nostre grup es va desenvolupar una nova ruta

14 que va suposar un nou pas endavant en el

sintetica de purines modificades en el N
camp de la quimica de nucledsids. Aquesta ruta té¢ el seu origen en un metode de
transformaci6 de bases pirimidiniques®“ descobert poc temps abans en la Tesi Doctoral
de V. Bou. Com ja s’ha comentat, aquest protocol es basa en una reaccié d’N-nitracid i en

I’atac de diferents amines a aquests derivats.

De forma analoga a les pirimidines, la preseéncia d’un grup atractor d’electrons —el
grup nitro— en el N1 de la inosina fa que es puguin realitzar atacs nucleofils sobre el
carboni electrofil vei C2 amb especies com amines, donant lloc a una obertura del cicle. El
posterior tancament del cicle porta a inosines amb diferents tipus de modificacid en el
nitrogen 1, en funci6 de la naturalesa de I’amina emprada (Esquema §8).

0O o) 0]
)I\N/NOZ )\NHNOZ )\N/R
/ , + RNH, — /\NHR —_— / +  NH,NO,
Esquema 8

1 . . .
Amb '"NH; es va poder accedir a purines marcades sobre N1 per una nova via,
alternativa a les desenvolupades fins en aquell moment, que introdueix la marca al final de
’ . . . . 1 . ..
la sintesi, emprant quantitats estequiometriques de 5NH3 1 sota condicions suaus.

Amb alquilamines es va establir una nova ruta sintética cap a l-alquilinosines
complementaria a I’N'-alquilaci6 directa utilitzada habitualment.'* Per exemple, la reaccid
amb amines més elaborades, com son els aminoacids, va portar a una familia de derivats
forca interessants.

A més, amb hidrazina es van obtenir 1-aminoinosines de forma alternativa als
métodes convencionals.’

17
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En definitiva, tal com es mostra en 1I’Esquema 9, disposavem de tot un ventall de

transformacions de la base purinica a partir d’un precursor comu:

@)
N /NHZ N %k
o S0 o AL
o
*
(0]
N -NO,
N
.
R'O N ~
&

RO OR' i
RNH, \HZN CO,Me
o) 0O R

_R

</N 7ON </NfN CO,Me
R'O N N/) R'O N N/J
o) o
R'O OR' 49-96% R'O OR' 80-96%
Esquema 9

Posteriorment i en una linia paral-lela, Piccialli i col.'” van desenvolupar un metode
d’obtencié d’1-alquil i [1-"°N]-2'-desoxiinosines basat en el mateix mecanisme (obertura i
posterior tancament de I’anell). El fonament d’aquesta metodica es basa en ’activacié del
N1 d’inosines amb grups 4-nitrofenil 1 2,4-dinitrofenil 1 en el posterior tractament amb

alquilamines o amb 15 NH;:

NO NO, |
2, 2 ;
N N N R’
Y
AcO </Nf‘\/)N R HO QkaH R HO </ij\/)
= N
o o kﬁﬂ

R-YH, YHR'
—_— —_—
AcO L HO _ HO
R = H, NO, Y =N, R'=alquil, NHy, OH  58-75%
Y=PN, R'=H 55%
Esquema 10

18



Part teorica. Capitol 1

Aquest procediment, pero, té€ lloc amb rendiments moderats, tot i implicar I’us de
grans excessos d’amina i condicions menys suaus que les desenvolupades en el nostre
grup. D’altra banda, la limitacié del nostre metode €és que no pot ser aplicat a les 2'-desoxi-
inosines ja que les condicions de la reaccid6 d’N-nitracié provoquen un trencament de
I’enllag glicosidic. Amb I’objectiu de fer front a aquest obstacle vam proposar d’activar el
N1 amb un grup atractor d’electrons alternatiu al nitro 1 que fos introduible en condicions
que evitessin el trencament de 1’enllag glicosidic. Sabent que les 1-sulfonilinosines soén
obtingudes en condicions suaus i amb bons rendiments,'' un bon candidat fora un grup

sulfonil.'?

Aixi doncs, la nostra proposta €és esbrinar si un grup sulfonil (arensulfonil o
alcansulfonil) en la posicid N1 de la inosina activa prou la posicid C2 per tal que sigui
atacada per una amina i, en cas que ho faci, si una sulfonamida és prou bon grup de sortida
per tal que tingui lloc després un tancament del cicle (Esquema 11). En el cas que aixo es
compleixi, I’objectiu final és aplicar aquest protocol a les 2'-desoxiinosines.

00 o QP
)Ol\ \\S// )I\N/\S/\R' )OI\ R
N"R' N” ,
ELH/Z + RNH, —= /H NHR — 2 + R'SO,NH,
Esquema 11

En aquest primer capitol comentarem la reactivitat d’1-sulfonilinosines amb
alquilamines. L’interés d’aquesta reaccio rau a trobar una ruta alternativa a 1’alquilacio
directa d’inosines utilitzada habitualment,'® que es basa en ’atac nucleofil del N1 sobre
electrofils. Per exemple, el tractament de la inosina amb agents alquilants com el clorur de
benzil (en un medi lleugerament basic) permet obtenir 1-benzilinosina:'

o) o)
(NfNH </NfN“Ph
HO N N/) HO N N/)
o o

CICH,Ph

—_—

HO OH DMF, NaHCO; HO OH 47%
Esquema 12

Aquests procediments presenten problemes de regioselectivitat, ja que no només la
posicid N1 és susceptible de ser alquilada sin6 també la 711’0 en C6.
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Grosjean i col.'* van observar també una baixa selectivitat quan van intentar metilar
el N1 de la 2'-desoxiinosina per reaccié amb diazometa: van obtenir la 2'-desoxi-1-metil-
inosina desitjada amb només un 48% de rendiment, juntament amb 2'-desoxi-O°-metil-
inosina.

o) o) o-Me
Me
N Nf‘\ ’ N A
NH N N
] A ¢ f
oo N N HO o<N N HOL N N

o) CH,N,
e +

HO HO 48% HO
Esquema 13
Només Moon i col.”” els van aconseguir resoldre. En fer reaccionar 2'-desoxi-

inosina amb bromur de benzil emprant N,N-dimetilacetamida (DMA) com a dissolvent van
obtenir 1-benzil-2'-desoxiinosina com a producte majoritari i amb elevat rendiment:

0o o} Ph— 0O
N N+ N
Al Oy e ¢ AP
e » -
HO NN HO NN HO NN
j@ BrCH,Ph, NaOH o j@
> +
DMA }/—:
HO HO 80% HO 3%
Esquema 14

Tot i1 aix0, aquesta metodica continua presentant limitacions. La gamma d’1-alquil-
inosines que es pot obtenir per atac nucleofil d’amines sobre inosines activades en el N1
amb grups electroatraients €s molt més amplia, sense que hi hagi cap dubte ara sobre la
regioselectivitat. Donada la importancia d’aquesta via alternativa d’alquilaci6, el treball
realizat en aquest capitol té com a objectiu millorar-la i ampliar-la a substrats interessants
en el camp de la quimica de nucleosids, com son les 2'-desoxiinosines.
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1.2. 1-NITROINOSINES

La nitraci6 del N1 de la inosina va ser duta a terme per primera vegada per X. Ariza
en la seva Tesi Doctoral;®™® com ja s’ha comentat, aquesta reaccié té el seu origen en el
metode de nitracid de pirimidines descobert poc temps abans en la Tesi de V. Bou.®>“¢ E]
fonament d’aquesta metodica consisteix a tractar el nucleosid de partida amb un excés de
I’agent nitrant trifluoroacetat de nitroil (O,NOCOCF3),'®"’
de NH4NO; i anhidrid trifluoroaceétic en proporcid 1 a 2 d’acord amb el segiient

que ¢és preparat in situ a partir

mecanisme: "’

(CF,C0),0 + NH,NO; CF;COONO, + CF;COONH,

(CF3C0),0 + CF;COONH, ——» CF;CONH, + 2 CF;COOH

2 (CF4C0),0 + NH,NO; — CF;COONO, + CF;CONH, + 2 CF;COOH

Esquema 15

Per evitar la nitraci6 dels hidroxils lliures de la ribosa és necessari protegir-los en
forma d’esters, acetals o éters de silici.'® Aquests protectors son estables en les condicions
de nitracid (no només en presencia de 1’agent nitrant sind també de 1’acid trifluoroacetic,
un producte de la reaccio). D’aquesta manera, quan la inosina de partida es tracta, a —20 °C
i en CH,Cl,, amb un excés de 1’agent nitrant (4 eq.), s’obté la corresponent inosina N'-

nitrada amb bon rendiment:

0 0
_NO,
Al My
RO NN RO N— N
© 4 eq. 0,NOCOCFj o
R'O OR" CHyClp, —20°C RO OR"
R=R'=R"=Ac R=R'=R"=Ac, 70%
R =Ac,R'=R"=CMe, R=Ac,R'=R" =CMe,, 75%

Esquema 16
El mateix X. Ariza® va comprovar si era possible nitrar 2'-desoxiinosines, donat

que els nucleosids desoxipurinics sén més labils a les condicions acides. Com era
previsible, 1’aplicaci6 d’aquestes condicions a aquests substrats no donava els
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corresponents derivats N'-nitrats sind mescles de productes que provenien del trencament
de I’enllag glicosidic (Esquema 17).

0
O )NH 0
RO N a RO EN
o} N 0,NOCOCF; O X %fk)NH
—_— + N N/
(CF3;COOH)
RO CH,Cl, RO
2 (R =Ac)
3 (R=TBS)
Esquema 17

Abans de descartar aquesta reaccid com a via d’accés a les 2'-desoxi-1-nitro-
inosines, varem estudiar-la amb més detall. Les variables que es van analitzar van ser el
nombre d’equivalents d’agent nitrant, la temperatura i1 el medi de reaccio.

Una disminucié del nombre d’equivalents no va evitar el trencament de 1’enllag
glicosidic. Aixi, quan es va tractar la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) —preparada
mitjancant acetilacié de la 2'-desoxiinosina (1)- amb només dos equivalents de
O;NOCOCF; a —35 °C es van tornar a obtenir productes de despurinacid, juntament ara
amb nucleosid de partida. Disminuint la temperatura a —78 °C 1 emprant quatre equivalents
d’agent nitrant es continuaven formant majoritariament els productes derivats del
trencament de 1’enllag glicosidic que no desitjavem; aquest comportament es va observar
tant per la reaccid amb 3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiinosina (3) —preparada a
partir de clorur de terc-butildimetilsilil 1 2'-desoxiinosina (1)— com per la reaccié amb la
inosina acetilada 2. Per ultim, un factor important a tenir en compte era el medi fortament
acid al que estava exposat el nucleosid durant la reaccid. Amb I’objectiu de neutralitzar
I’acid trifluoroacetic que es genera en la preparacido del O,NOCOCF; es va dur a terme la
reaccio de 2 amb quatre equivalents de 1’agent nitrant a —78 °C 1 vuit equivalents de 2,6-
lutidina. Malauradament, també en aquest cas es va obtenir una mescla complexa de
productes, juntament amb nucleosid de partida (2).

En resum, no haviem trobat unes condicions en que fos possible nitrar el N1 de 2'-
desoxiinosines amb I’agent nitrant trifluoroacetat de nitroil, ja que en tots els casos
estudiats es detectava el trencament de 1’enllag glicosidic.

Una alternativa que ens podia portar a 2'-desoxiinosines N'-nitrades era una altra
mescla nitrant que donés un medi menys acid que la mescla de nitrat d’amoni i anhidrid
trifluoroacetic. Per aix0 vam assajar altres agents nitrants amb 2',3',5'-tri-O-acetilinosina
(7, preparada per acetilacio de la inosina, 6):
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e Amb O,NOCOPh generat a partir de AgNO; i PhCOCI" es va observar la
desaparici6 del nucleosid de partida, perd no es va detectar la preséncia de producte
N'-nitrat.

e Amb O,NOCOCH; generat a partir de Cu(NOs), 1 anhidrid acétic,zo a0 °C es
detectava només la presencia de la inosina de partida, mentre que a temperatura
ambient es va obtenir una mescla complexa de productes de descomposicio.

e Amb NO,BF,"” en preséncia de diisopropiletilamina (DIPEA) i a temperatura
ambient es va recuperar majoritariment el nucleosid inicial.

D’aquests resultats es pot concloure que altres metodes de nitracio alternatius al
desenvolupat en el nostre grup no sén gens utils quant a la preparacid d’1-nitroinosines.
Degut a la limitaci6 del nostre procediment, I’accés a les 2'-desoxi-1-nitroinosines
semblava impossible.

1.3. ALTRES INOSINES N'-ACTIVADES

Donada [D’eficacia de les 1-nitroinosines en processos d’obertura i posterior
tancament de ’anell de purina davant d’espécies nucleofiles com amines, 1’ampliacié
d’aquest protocol a la série 2'-desoxi ens semblava del tot interessant. En aquest sentit ens
varem plantejar la possibilitat d’activar el N1 amb altres grups electroatraients (EWG) que
es poguéssin comportar de manera semblant al grup nitro (Esquema 18). Com ¢és evident,
aquests havien de poder ser introduits en condicions suaus i gens acides i amb bons
rendiments, tant per a la seérie ribo com per a la 2'-desoxi.

0 i 0 ] 0
N N/EWG N N/EWG N N/R"
< < 1 H < I
O R“ N H2 O N H RII O
— — + EWGNH,
RO R . RO R _ RO R
R'=0OR, H
Esquema 18
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Com ja s’ha comentat, Piccialli i col.'’ descriuen la conversié d’1-(4-nitrofenil) i 1-
(2,4-dinitrofenil)-2'-desoxiinosines en 2'-desoxiinosines modificades en N1 per reacci6
amb amines, pero, degut al caracter electroatraient moderat dels grups 4-nitrofenil 1 2,4-
dinitrofenil, calen grans excessos d’amina i1 condicions drastiques per dur a terme aquestes
transformacions.

Dintre aquest context, varem proposar els grups alquilsulfonil (alcansulfonil) i
arilsulfonil (arensulfonil) com a millors competidors del grup nitro que no pas els grups
activadors emprats per Piccialli i col.'’ De fet, se sap que el grup CF3SO, és un grup
atraient més fort que el grup nitro, d’acord amb els valors de les constants de Hammett'
que es troben descrits per a aquests substituents®' (per al grup CF3SO,, o = 0.83, Cp =
0.96, mentre que per al grup nitro, o, = 0.71, 6, = 0.78).

substituent Om op
NO, 0.71 0.78
CF;S0, 0.83 0.96
CsHsSO, 0.62 0.68
Taula 1

També son conegudes aquestes constants per al grup benzensulfonil (o, = 0.62,
o, = 0.68). D’aquests valors es pot deduir que t€ un caracter electroatraient més feble que
no pas el grup nitro. D’acord amb aquestes dades caldria esperar per als grups nitrobenzen-
sulfonil un caracter atraient més fort que per al benzensulfonil i més feble per als grups
tosil, trimetilbenzensulfonil i triisopropilbenzensulfonil.

L’analisi detallada de la reactivitat d’una amplia gamma d’1-sulfonilinosines amb
amines no només ens permetria corroborar aquestes hipotesis, sind que ens hauria de portar
al grup sulfonil més adient per dur a terme aquestes transformacions.

" La constant de Hammett (o) s’empra per quantificar el caracter electroatraient o electrodonador d’un grup
determinat X. Aquesta constant es defineix com la diferéncia entre el pK, de 1’acid benzoic i el pK, de 1’acid
benzoic substituit amb aquest grup en meta (o) 0 en para (G,):

oy = pK, (C¢HsCOOH) — pK, (XCsH4,COOH)
Aixi doncs, als grups electroatraients els corresponen valors de ¢ positius, mentre que els electrodonadors
tenen valors negatius.
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Amb aquests objectius varem procedir a activar el N1 de la inosina amb una gran

varietat de grups sulfonil (tosil, 2,4,6-triisopropilbenzensulfonil, 2,4,6-trimetilbenzen-

sulfonil, pentafluorobenzensulfonil, 4-nitrobenzensulfonil, 2,4-dinitrobenzensulfonil, 2-

nitrobenzensulfonil, mesil i triflil). D’aquests nou grups, només tres (el tosil,'™ el

trimetilbenzensulfonil''® i el triisopropilbenzensulfonil''®) havien estat emprats com a

substituents del N1 de la inosina; en cap dels casos, pero, amb la finalitat que nosaltres ens

proposavem.
. Y.
N PN
NH N R
) 7
AcO <N | N/) 1.2eq. CISOR  AcO <N | N/)
o 1.2 eq. DIPEA o
R
CHzclz, t.a.
AcO OAc AcO OAc
. 9 (R = 4-CH;CgHy) 99%

10 (R = 2,4,6-Pr;CH,) 41%
12 (R =2,4,6-(CH3);C¢H,)  88%
14 (R = C4Fs) 99%
15 (R = 4-NO,C¢Hy) 89%

16 (R = 2,4-(N02)2C6H3) 95%

17 (R = 2-NO,CgHy) 99%

18 (R = CH;) 94%

19 (R = CF5) 89%
Esquema 19

R

=0
0" "o
N AN
M
AcO N N/
£

AcO OAc

11 (R = 2,4,6-Pr;CgH,)

13 (R =2,4,6-(CH3);C¢H,)

52%

10%

Tot aquest seguit d’N'-sulfonilacions van ser dutes a terme sobre la inosina tri-

acetilada 7 (Esquema 19). Ara bé, donat que en la reaccié d’1-sulfonilinosines amb amines

ens podiem trobar amb processos de desacetilacid no desitjats (a temperatures elevades,

temps llargs...), varem estudiar també la possibilitat de protegir els hidroxils en forma

d’eters de silici (Esquema 20).
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0 o O\\S//O
N M </NfN/ R
TBSO N N/) 12eq.CISO,R  TBSO N N/)
o) 12 eq. DIPEA o)
_—
CH2C12, t.a.
TBSO OTBS TBSO OTBS 89%
8 20 (R = 2-NO,C4Hy)
Esquema 20

Aixi, les 1-sulfonilinosines 9, 10, 12 i 14—20 van ser preparades per tractament de
les inosines 7 1 8 (2',3',5'-tri-O-terc-butildimetilsililinosina) amb diisopropiletilamina
(DIPEA, 1.2 eq.) i amb el clorur de sulfonil corresponent (1.2 eq.), en CHyCl, 1 a
temperatura ambient durant 1-17 h.! 1

En la major part dels casos es va obtenir amb molt bon rendiment, com a Unic
producte, I’1-sulfonilderivat que voliem (9 i 14-20; Esquema 19 i Esquema 20)." Només
per als grups 2,4,6-triisopropilbenzensulfonil 1 2,4,6-trimetilbenzensulfonil es va formar
també 1’altre producte de sulfonilacidé possible (11, 52% 1 13, 10%, respectivament;
Esquema 19); de fet, aquest comportament ja havia estat observat en els dos casos descrits
a la literatura.''™ Aixd ens porta a pensar que un augment de I’impediment estéric al
voltant del grup sulfonil fa que la formacié de I’0%-sulfonilderivat estigui més afavorida.

Aquestes condicions, a més, van poder ser aplicades amb éxit a 1’ N'-sulfonilacié de
2'-desoxiinosines, de la mateixa manera que abans, amb els hidroxils protegits en forma
d’acetats (2) 1 d’¢ters de silici (amb grups ferc-butildimetilsilil, 3, 1,1,3,3-tetraisopropil-
disiloxan-1,3-diil, 4, i di-ferc-butilsilandiil, 5) (Esquema 21).

T Algunes d’aquestes reaccions es van tornar a repetir en preséncia de quantitats catalitiques de 4-(di-
metilamino)piridina (DMAP) o emprant DMAP com a base i catalitzador. El resultat era sempre el mateix:
s’obtenia de forma gairebé quantitativa el producte N'-substituit.
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/S\
2 2
R'O _ 1.2 eq. CISO,R R'O e

N N
@ N 1.2 eq. DIPEA \@ N
_—

CH2C12, t.a.

R'O R'O
2(R'= Ac) 21 (R =2.4-(NO»),CH3)  90%
22 (R = 2-N02C6H4) 99%
3 (R'=TBS) 23 (R = 2-NO,CgHy) 99%
4 (R'/R' = Si'Pr,0Si'Pr,) 24 (R = 2-NO,CgH,) 94%
5 (R/R' = Si'Bu,) 25 (R = 2-NO,CgHy) 70%
Esquema 21

En aquest punt disposavem ja d’una nova via facil d’activaci6 del N1, tant
d’inosines com de 2'-desoxiinosines. Només ens quedava per comprovar si aquests nous

derivats N'-activats podien competir amb les 1-nitroinosines.

1.4. REACTIVITAT D’INOSINES NV'-ACTIVADES
1.4.1. Reactivitat amb benzilamina

X. Ariza va trobar unes condicions Optimes per a la sintesi d’l-alquilinosines a
partir de I’estudi per RMN de 'H de la reaccié de la 2',3',5"-tri-O-acetil-1-nitroinosina amb
benzilamina.*® Va observar que una primera addicié de dos equivalents de benzilamina
donava lloc a la conversi6 total del nucleosid de partida en 1’intermedi obert b (Esquema
22) per atac de I’amina sobre el C2; aquesta addici6 s’havia de dur a terme a la temperatura
més baixa possible, per evitar la formacio d’especies del tipus d. L’intermedi b tendia a
evolucionar a temperatura ambient cap al producte ciclat e. Cal dir, pero, que aquesta etapa
s’aconseguia d’accelerar substancialment quan s’addicionava un equivalent d’acid
trifluoroacetic. L’acid trifluoroaceétic té dues funcions: d’una banda, protonar la
benzilamina lliure que no ha reaccionat per evitar un atac intermolecular d’aquesta sobre
I’intermedi, la qual cosa portaria a la formacid d’especies diaminades del tipus d; de 1’altra,
desplacar 1’equilibri acid-base cap a I’intermedi neutre b, que probablement és el que cicla
cap a I’1-alquilinosina e.
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+

Ph” " NH, o

0
] _
QkaNjNOZ <,N " NHNO, <,N " NNO,
AcO N N/Jz AcO NN ONH AcO NN NH
© PhCH,NH, © ph) PhCH,NH, © Ph)
—— ?
AcO OAc AcO OAc AcO OAc
a b c
/ \EhCHZNHZ
0 0
«ij\N/\Ph </N " NHCH,Ph
AcO N N/) AcO N N%NH
o) o)
Ph
AcO OAc AcO OAc
e d
Esquema 22

Si les nostres previsions eren encertades, les I1-sulfonilinosines s’haurien de
comportar de manera semblant (via A, Esquema 23). L’ unic inconvenient en aquest cas era
que el nucleofil podia atacar també sobre el S o sobre el grup R" del sulfonil i donar la
inosina no desitjada (vies B, Esquema 23).

0 QS o]
N /S\ N /R
¢T N K LW
GPO N N= GPO N N/)
A — +
/ ' " NHSOR"
o QpQ . GPO R _ GPO R
y N"R"
GPO <N lN/)2 B
0 AN NH,R o
GPO R' }k </NfNH
GPO N N/)
o)
+ R"SO,NHR 0 RNHR" + SO,
GPO R'
Esquema 23
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1.4.1.1. Estudis d’obertura

Els estudis inicials es van dur a terme amb 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) 1
dos equivalents de benzilamina en CH;CN. Després d’addicionar 1’amina sobre la
dissolucié del nucleosid 9 refredada a —30 °C es va deixar evolucionar la reaccid a
temperatura ambient. Mitjangant un seguiment per CCF es va observar als 40 minuts la
total desaparicio del nucleosid de partida i la formacio de dos productes, un dels quals era
2'.3"5'-tri-O-acetilinosina (7); 1’altre era un producte polar que no evolucionava sota
aquestes condicions 1 que descomponia rapidament quan s’intentava aillar per
cromatografia en columna.

Amb els objectius d’aclarir si aquest compost polar es podria tractar d’un intermedi
analeg als postulats a I’Esquema 22 i d’esbrinar alhora I’origen de la 2',3',5'-tri-O-acetil-
inosina (7), varem estudiar la reaccié amb més detall per RMN en CDCls. Els resultats més
significatius es resumeixen a continuacio:

e La formacié de 7 anava acompanyada de la d’un altre producte, N-benzil-4-metil-
benzensulfonamida (Esquema 24). Era evident, doncs, que la 2',3',5"-tri-O-acetil-
inosina (7) provenia de l’atac de la benzilamina sobre el S (dessulfonilacio). Una
vegada consumit tot el nucleodsid inicial s’apreciava un 17% de 2',3',5'-tri-O-acetil-
inosina (7).

o Q@ 0
N -5 N
% fN % fNH
_J e 0 0
AcO N 17% AcO NN Y
:NH,CH,Ph w Ph/\N/S\©\
. . H

AcO OAc AcO OAc

Esquema 24

e L’espectre de RMN de 'H indicava que els senyals d’H8 i H2 passaven de & 7.91 i
8.85 en la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) a & 6.59 i 8.63 respectivament en el
producte polar, la qual cosa era una conseqiiencia obvia de 1’obertura de 1’anell de
purina. Una vegada consumit tot el nucleosid inicial s’apreciava un 83% d’aquest
intermedi obert (26).

Tot 1 que aquests ultims resultats posaven de manifest que el producte polar
provenia de 1’obertura de I’heterocicle, voliem esbrinar si, de la mateixa manera que en les
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I-nitroinosines, I’atac de 1’amina havia tingut lloc sobre el C2. Amb aquest objectiu varem
dur a terme el segiient experiment: es va preparar 2',3',5'-tri-O-acetil-1-nitroinosina (27) a
partir de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), es va transformar 27 en [1-°N]-2',3",5"-tri-O-acetil-
inosina (28) per tractament amb un equivalent de '’NHs, i es va activar el N1 amb el grup
tosil (Esquema 25).

La [1-"’N]-2',3",5'"-tri-O-acetil-1-tosilinosina (29) aixi formada es va fer reaccionar
amb dos equivalents de benzilamina i es va seguir la reacciéo per RMN en CDCl;. Com era
d’esperar, la dessulfonilacié donava ara [1-"°N]-2',3',5"-tri-O-acetilinosina (28). Pel que fa
a I’intermedi obert (26%), ’acoblament de *C-'"N que involucrava el carboni relacionat
amb C2 va desaparcixer; 1’inic senyal que presentava forma de doblet era el carboni
relacionat amb C6 (Esquema 25). Donat que la marca estava enllacada a C6, [’intermedi
polar provenia de [’atac de [’amina sobre C2.

O 0]
N N/N02 N ;l\]H
< I < 1
AcO N"N AcO N7>N
0] * @)
1 €q. NH3
R
AcO OAc AcO OAc
27 28
\4-CH3C6H4SOZC1
— . _ B
Jon =98 (8\165.0) H,N"Ph Jon —4.\6 (8153.5)
Q . N0 *O\\S//O 9 *O\\S{/O
S o ST RO
AcO o N">N" | AcO N N 2¢q. AcO NN
@) o) \
; NHCH,Ph PhCH,NH, w \
+ ; - \
AcO OAc AcO OAC (5 156.9) AcO OAc Jey =39
(5 143.7)
28 (17%) 26" (83%) 29
Esquema 25

En resum, amb els experiments descrits fins al moment haviem demostrat que les 1-
tosilinosines (i presumiblement altres 1-sulfonilinosines) podien experimentar, de manera
analoga a les 1-nitroinosines, atacs nucleofils sobre C2. Ara bé, I’intermedi obert resultant
no evolucionava cap al producte de ciclacié sota les condicions suaus en que ho feia el
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nitroderivat. A més, I’obertura de 1’anell de I’heterocicle competia amb un altre procés: la
dessulfonilacié de la inosina de partida 9 per atac de I’amina sobre el S. Per tant, abans de
procedir a optimitzar 1’etapa de ciclacio calia evitar al maxim la formacio6 de la inosina que
no desitjavem (7). Davant I’amplia gamma d’1-sulfonilinosines que teniem al nostre abast
(10, 12 1 14-19), I’analisi d’aquesta reaccio sobre aquests substrats ens hauria de donar una
idea sobre el grup sulfonil més adient per tal de dur a terme modificacions en el N1 (és a
dir, quin afavoriria més I’atac nucleofil sobre C2 i minimitzaria la formacidé de la inosina
no modificada 7).

De manera analoga a I’1-tosilinosina 9, les purines N'-activades 10, 12 i 14-19 van
ser tractades amb benzilamina (2 eq.) en CH3CN a temperatura ambient. Els percentatges
d’atac de I’amina sobre les principals posicions electrofiles d’aquests substrats’ queden
resumits en 1’esquema que segueix:

\\ // \\//
/
ﬁ) T [ ﬁ A\ o fﬁ
83% ' A 100"/ Pr x
C o Ac 100%
0 hNHZCHZPh 10

0 O\\/P F ) O\\//O NO,

\\//
% N % N
<L oo < I
N N \ F I F N N 25007 "NO, NO,

Pr
\\ //
2

R{Ac 60% R/Ac 75;.\ Ac 78‘:\/ 22%
14 15
0 \\S{/O NO, 0 O\\S//O o QP
N ~ S\
X)) o o o e
0 A I g {8
RAC 100% RAC 32% RAC 95%
17 18 19
Esquema 26

" Percentatges d’atac observats en els espectres d¢ RMN de 'H dels crus de reaccid. Quan aquests
experiments es van tornar a repetir en CDCIl; es van obtenir els mateixos resultats, tot i que en aquest
dissolvent la reaccio era molt més lenta (10—60 minuts en CH3CN, 3—16 hores en CDCly).
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Com era previsible, I’analisi detallat de les mescles de reaccié ens va permetre
d’identificar en tots els casos I’intermedi obert derivat de I’atac de I’amina sobre C2
(30-37), en major o menor proporcidé en funcié de la naturalesa del grup sulfonil que
s’estudiava. De la mateixa manera que abans, aquests intermedis no evolucionaven a
temperatura ambient.

Tal com haviem observat per a I’ 1-tosilinosina 9, en una gran part dels casos (V' -
pentafluorobenzensulfonil 14, N'-4-nitrobenzensulfonil 15, N'-mesil 18 i N'-triflil 19)
s’apreciaven, a més dels intermedis oberts (32, 33, 36 i 37, respectivament), quantitats
variables d’ N-benzilsulfonamides i de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7). Aquests dos productes
provenen de 1’atac de la benzilamina sobre el S i, per tant, s’obtenen sempre en la mateixa
proporci6é. D’aquests cinc substrats (9, 14, 15, 18 1 19), les pitjors expectatives
corresponien a I’N'-mesilderivat 18, ja que el procés que ens interessava (I’atac sobre C2)
tenia lloc només en un 32% (Esquema 26). En canvi, els resultats obtinguts per als N'-tosil
(9) i N'-triflil (19) derivats no eren gens menyspreables: el procés d’obertura de 1’hetero-
cicle tenia lloc de forma majoritaria (83% 1 95% d’atac sobre C2, respectivament).

En el cas de la inosina N'-activada amb el grup 2,4-dinitrobenzensulfonil (16), no
es va observar la formacié d’/N-benzil-2,4-dinitrobenzensulfonamida; a més de I’intermedi
obert resultant d’atac sobre C2 (34) es va detectar la preséncia d’N-(2,4-dinitro-
fenil)benzilamina (38) 1 triacetilinosina 7 en relaci6 1:1. Aquest fet constatava que no
estava tenint lloc el mateix tipus de dessulfonilaci6é observat en els altres casos (9, 14, 15,
18 i1 19) sind un procés d’atac de I’amina sobre el carboni ipso de I’aril (reaccidé de SNAr
seguida de perdua de SO; i1 de formaci6 de 7, Esquema 27). La temperatura, la velocitat
d’addici6é i la concentracid6 d’amina en la mescla de reaccié eren factors que influien
considerablement en aquest procés. Aixi, addicionant I’amina dissolta en CH3;CN
(dissolucio 0.1 M), gota a gota i a —30 °C sobre una dissoluci6 0.08 M del nucleosid 16 i
duent a terme la reaccid a aquesta temperatura, el procés de SyAr no desitjat es va
aconseguir de reduir a un 22%.

lpso
0 mo\\,/oi NO, 0
«Nf‘\N/i S NH
AcO N N/) NO, AcO N N/) H NO:
© 22%:NH,CH,Ph © PA N
E— + + 802
AcO OAc AcO OAc o NO,
16 7 38
Esquema 27
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Com era també previsible, la presencia de dos grups voluminosos en orto del grup
aril va aconseguir bloquejar 1’atac de I’amina sobre 1’atom de sofre vei (Esquema 26).
Aixi, en la reacci6 de les purines N'-activades amb grups triisopropilbenzensulfonil (10) i
trimetilbenzensulfonil (12) es va formar un unic producte: I’intermedi obert resultant de
I’atac de I’amina sobre C2 (30 1 31, respectivament). El mateix va succeir amb la 2',3",5'-
tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17): el grup nitro en orfo va ser suficient per
evitar el procés de dessulfonilacié que no desitjavem (Esquema 26). Aixi doncs, aquests
tres substrats (10, 12 i 17) presentaven condicions idonies per dur a terme 1’etapa
d’obertura de ’anell de purina.

En aquest punt semblava interessant comparar el caracter electroatraient de la gran
varietat de grups sulfonil que disposavem, amb experiments de competicio entre les 1-
sulfonilinosines sintetitzades. Per tal d’estendre aquest estudi als altres dos grups que ja
havien estat emprats com a activadors del N1 d’inosines (nitro i 2,4-dinitrofenil), la 2',3",5'-
tri-O-acetil-1-nitroinosina (27) 1 la 2'3'5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrofenil)inosina (39)

FlOb

(preparada per tractament de 7 amb 1-cloro-2,4-dinitrobenze i K,CO3; en DMF ™) van ser

incloses dins d’aquest estudi.

Aquests experiments consistiren en el tractament de parelles d’inosines N'-
activades (formades per un equivalent de cada nucleosid) en CDCl; amb un equivalent de
benzilamina; després d’addicionar I’amina sobre la dissolucié de les dues purines refredada
a —30 °C —condicions en qu¢ predominava ’atac sobre C2— es deixava evolucionar la
reaccio a temperatura ambient i se seguia per RMN. Es tractava d’elucidar en cada cas
quina de les dues inosines sotmeses a estudi experimentava un percentatge més elevat
d’atac sobre C2, és a dir, quin substituent (EWG1 o EWG2, Esquema 28) activava més
aquesta posicio.

0] 0]

N _EWGH EWG2._ N

% N N \

<N P | N>
N N

R/Ac \ / \RAC

leg. Leg

1 eq.

EWGI, EWG2 = SO,R", NO,, 2,4-(NO,),CHj

Esquema 28
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Els resultats que es deriven d’aquests experiments queden resumits en la Taula segiient:

1 I
o 00 i oON O 0 o
A Ser | NO ’ \\S//\N)J\
3 i
53% 44% § ‘\ 29%
t=3h 5 t=5h
W v
O ()\\ /7 NOZ ()\\ //() O ; \\ // \\ //
S so A,
N N :
\% O &/ | \) CL K /
NO, O,N : NO,
4;% 2 /2(8% i 8% 6%
16 15 '
t=5h t=5h
\% Y |

Taula 2
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D’aquests resultats (7aula 2) es poden treure conclusions rellevants. Per exemple,
en la primera entrada observem que mentre que a les 3 h de reaccidé el compost 27 havia
experimentat un 44% d’atac sobre C2, 19 ho havia fet en un 53%; aquest experiment
corrobora doncs que el caracter electroatraient d’un grup triflil és més fort que el d’un grup
nitro. De la mateixa manera podem dir que dels altres grups sulfonil estudiats, aquells que
activen més la posicido C2 son el 2,4-dinitrobenzensulfonil (entrada III), el 4-nitrobenzen-
sulfonil i el pentafluorobenzensulfonil (entrades IV i V). D’altra banda, el 2-nitrobenzen-
sulfonil, el mesil, el tosil i el trimetilbenzensulfonil posseeixen un caracter electroatraient
moderat; només cal donar una ullada a les ultimes entrades de la taula (VII, VIII i IX): els
temps d’obertura dels anells de purina dels compostos 9, 18 i 12 s6n molt més llargs que
no pas els de les 1-sulfonilinosines 14, 15, 16 i 19. Per ultim, cal destacar la baixa
reactivitat del 2,4-dinitrofenilderivat 39; en les nostres condicions aquest compost va
romandre del tot inalterat (entrada [X).

En resum, d’aquest estudi de competicid per I’obertura de 1’anell de I’heterocicle es
dedueix el segiient ordre de reactivitat:

)O,\ Q\S/P )O]\ NO 0 O\\S/P NO. Q2
N" CF, N Nig @ N~ \Q
/ > %S > % No, > 57 NO,
19 27 16 15
Il
NO
o 2 (0] O\\//O F
N )‘\N/S F
H/ NO, H‘/ F F
F
39 14
A
A v
)01\ C{\S//O 0 O\\S/P 0 QS o QL No,
e - \©\ o A
J <% <% e
12 9 18 17
Esquema 29
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Amb aquests resultats corroborem el caracter atractor d’electrons relatiu que
haviem pressuposat al principi del present capitol per a aquests grups. Aquest estudi no
només és util per satisfer els nostres proposits sind que pot tenir aplicacions molt més
generals (per exemple, en reaccions E2 que involucrin derivats del tipus OSO,R o en
addicions conjugades en sulfones insaturades).

Una vegada acomplert amb ¢xit aquest objectiu i determinat, alhora, els grups
sulfonil candidats per a sintetitzar inosines N'-modificades, ja ens podiem centrar en
I’optimitzacié de I’altre pas clau de la sintesi: ’etapa de ciclacid dels intermedis oberts
obtinguts al llarg d’aquest estudi (26 1 30-37).

1.4.1.2. Estudis de ciclacio

En primer lloc varem procedir a analitzar la influéncia de la temperatura sobre
I’etapa de ciclacid. Aixi, una vegada formats els intermedis 26 (N-tosil) 1 30-36 (N-tri-
isopropilbenzensulfonil, trimetilbenzensulfonil, pentafluorobenzensulfonil, 4-nitrobenzen-
sulfonil, 2,4-dinitrobenzensulfonil, 2-nitrobenzensulfonil 1 mesil), per tractament amb dos
equivalents de benzilamina en CH3CN, es va procedir a escalfar a reflux les mescles de
reaccid. En cap dels casos, pero, es va obtenir I’ 1-benzilinosina 40 (Esquema 30 i Esquema
31).

D’una banda, en D’intent de ciclaci6 de la 5-[(benzilamino)metilen]amino-1-
(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-(2,4-dinitrobenzensulfonil ) |-
carboxamida (34) es va observar un comportament analeg al que era ja conegut per a les 1-
nitroinosines (vegeu 1’ Esquema 22). Sota aquestes condicions varem obtenir una quantitat
considerable (40%) de ’especie diaminada 5-[(benzilamino)metilen]amino-1-(2',3',5'-tri-
O-acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-(N-benzil)carboxamida (41), per atac de la benzil-
amina lliure sobre 1’intermedi 34:

o 9.0 NO o Qp Yo
NS> N N~
< 1 ¢ 1 H
AcO NN NO, AcO N N= NO,
2 eq. PhCH,NH,
- Ph PhCH,NH
AcO OAc > AcO OAc SRR NS NHeH,Ph
1 “ 80 °C AcO <N |
0 N
NH
Ph
AcO OAc
a1 40%
Esquema 30
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En els altres casos (26, 30—33, 35 i 36) només es van obtenir mescles complexes en
les quals no es va detectar la preséncia de producte ciclat (40, Esquema 31). Els resultats
no van millorar quan varem disminuir el nombre d’equivalents de benzilamina. Aixi, en
experiments analegs amb les 1-sulfonilinosines 9 (N'-tosil) i 10 (N'-triisopropilbenzen-
sulfonil) 1 un equivalent d’amina es van tornar a obtenir les mescles de productes que no
desitjavem. La substitucio de I’CH3CN per tolue no va suposar pas cap millora: quan el
compost 9 es va tractar amb benzilamina (tant amb 1 com amb 2 equivalents) en tolu¢ a
temperatura ambient, per CCF es va observar de la mateixa manera que en CH3;CN la
formaci6 majoritaria de I’intermedi polar 26, que no va evolucionar satisfactoriament cap
al producte ciclat en escalfar a 80 °C.

Només es va obtenir el producte que voliem (40) en la reaccio de la 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-triflilinosina (19) amb un equivalent de benzilamina en CH3CN: quan I’intermedi
obert resultant de la primera etapa (37) es va escalfar a reflux es va formar 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-benzilinosina (40), amb un 30% de rendiment, juntament amb productes de

degradacio.
0 Y 0 WY 0
N PN N O N PR
¢ )R ¢T N R ¢ f:'“ Ph
AcO NN AcO N — AcO NN
N=
0] (o) NH o
1) PhCH,NH, 2) 80 °C +
g Ph 7 40
AcO OAc ta. | AcO OAc ] AcO OAc RSO,NH;
9,10, 12,14, 15,17, 18 26, 30-33, 35, 36 0%
19 37 30%
Esquema 31

En aquest punt varem procedir a analitzar I’efecte de I’CF;COOH sobre la ciclacid
dels nostres intermedis. De fet, com ja s’ha comentat, X. Ariza® havia observat que
I’addicié d’CF;COOH sobre I’intermedi obert N-nitrat n’accelerava substancialment la
ciclacio, per desplagament de 1’equilibri acid-base cap a la forma neutra (vegeu I’ Esquema
22). Aixi doncs, es van dur a terme els segiients experiments: les 1-sulfonilinosines 9 (V'-
tosil), 10 (NV'-triisopropilbenzensulfonil), 12 (N'-trimetilbenzensulfonil) i 14-19 (Nl-penta-
fluorobenzensulfonil, 4-nitrobenzensulfonil, 2,4-dinitrobenzensulfonil, 2-nitrobenzen-
sulfonil, mesil 1 triflil) es van transformar en els corresponents intermedis oberts (26 1
30-37, respectivament), per tractament amb dos equivalents de benzilamina en CH3;CN;
seguidament es va addicionar un equivalent d’CF;COOH i es van deixar evolucionar les
reaccions a temperatura ambient. Donat que en cap dels casos no es detectava cap aveng
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per CCF, escalfarem a reflux. Va ser llavors quan varem observar la ciclacié de la majoria
dels intermedis oberts cap a la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benzilinosina (40). Aquest producte va
ser obtingut en major o menor proporcio en funcié de la naturalesa de 1’1-sulfonilinosina
de partida, juntament amb les sulfonamides NH,SO,R formades en les ciclacions i, en
alguns casos, amb la triacetilinosina 7 no desitjada (provinent de dessulfonilacio).

Els resultats que es deriven d’aquest estudi es resumeixen en la Taula segiient:

o} O\\S,/O o} 0
AcO N N7 1)2 eq. PACHNH,  AcO N~ AcO N~
O CH;CN, —30°C/t.a. o N o
2) 1 eq. CF;COOH
AcO OAc CHLCN. 80 °C AcO OAc RSO,NH, AcO OAc
3 s
9,10,12,14-19 40 7
1-Sulfonilinosina Temps de ciclacié 40°* 7
19 (R = CF3) _ 0% 0%
10 (R = 2,4,6-Pr;C¢H,) _ 0% 0%
12 (R =2,4,6-(CH;);CsH,) 9h 5% 0%
9 (R =4-CH;CgHy) 90 min 47% 17%
15 (R =4-NO,C¢Hy) l1h 52% 25%
14 (R = C4Fs) 2h 10% 40%
18 (R = CHa) _ _ 68%
16 (R = 2,4-(NO,),CcHs) 40 min 62% 22%
17 (R = 2-NO,C¢Hy) 3h 83% 0%

* 40 va poder ser separat de 7 per cromatografia en columna.
Taula 3

Sorprenentment, amb el grup triflil es van obtenir resultats del tot decebedors
(entrada 1). Tot i que I’obertura de 1’anell de purina de I’ I-triflilinosina 19 tenia lloc en un
percentatge molt elevat (95%, vegeu I’Esquema 26), quan s’intentava ciclar 1’intermedi
obert resultant (37) sota aquestes condicions es formava una mescla de productes en la qual
no es detectava la preséncia de 37 ni la de producte de ciclacio (40). Tampoc varem obtenir
bons resultats per a les l-sulfonilinosines 10 (N'-triisopropilbenzensulfonil, Taula 3,
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entrada 2) i 12 (N'-trimetilbenzensulfonil, Taula 3, entrada 3). Només la reacci6 de 12 va
donar producte ciclat, encara que amb un 5% de rendiment, de forma molt lenta i
juntament amb molts altres productes. Semblava doncs que la preséncia de dos grups
voluminosos en orto del grup aril bloquejava 1’atac de 1’amina sobre el S perd impedia
també la ciclaci6 dels intermedis oberts 30 1 31.

De les altres 1-sulfonilinosines que experimentaven un elevat percentatge d’atac de
]’amina sobre C2, 9 (NV'-tosil) va donar només rendiments moderats del producte ciclat 40
(47%, Taula 3, entrada 4). Aquest fet es podia associar a la inestabilitat del corresponent
intermedi obert (26), ja que el seguiment de la reaccié per CCF permetia observar que, sota
les condicions de ciclacid, aquest en part descomponia.” Els mateixos problemes de
ciclaci6 presentava I’intermedi derivat de 1’1-(4-nitrobenzensulfonil)inosina 15 (33), on
s’obtingué un rendiment moderat (52%, Taula 3, entrada 5).

Les 1-pentafluorobenzensulfonil i 1-mesilinosines 14 i 18 no van aportar tampoc
cap millora en els resultats (7Taula 3, entrades 6 1 7). Al problema de dessulfonilacié que
experimentaven les dues (40% 1 68% d’atac al sofre, respectivament) s’afegia la baixa o
nul-la ciclacio dels intermedis oberts que se’n derivaven (32 1 36, respectivament). Aixi, la
ciclacid de 32 va donar només un 10% de 40, mentre que 36 va descompondre totalment.

L’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina 16 va donar uns rendiments molt més
elevats (62%) de producte ciclat (40, Taula 3, entrada 8). Una vegada obert 1’anell de
purina, sota les condicions esmentades s’observava la rapida ciclacio de 1’intermedi obert
34 cap a 40 (40 minuts); en aquest cas, la quantitat de productes de descomposicio
obtinguda va ser gairebé insignificant.”" Tot i aixd, varem aconseguir els millors resultats
amb la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17, Taula 3, entrada 9): 1’1-
benzilinosina 40 va ser obtinguda com a Unic producte i amb rendiments comparables
(83%) als descrits per a les 1-nitroinosines (91%).6b’d

Aixi doncs, amb aquest estudi haviem obert una nova via d’accés a les 1-alquil-
inosines. El fonament d’aquesta metodica consisteix en ’activacié del N1 de la inosina

" En un experiment analeg en tolué els resultats no van millorar: es va observar una ciclacié molt més lenta i,
de la mateixa manera que abans, acompanyada de la degradacié de I’intermedi 26. D’altra banda, quan en un
altre experiment es va dur a terme la ciclacié emprant quantitats catalitiques d’CF;COOH només es va
obtenir un 10% de 1’1-benzilinosina 40.

" Amb I’objectiu d’evitar al maxim el trencament de 1’intermedi 34 varem dur a terme experiments analegs
en condicions estrictament anhidres; cap d’ells va aportar millores en els resultats. Aixi, quan la reaccio es va
dur a terme sobre tamis de 3 A el rendiment de ciclacié va ser molt semblant (60%). Tampoc no va millorar
(56%) quan varem emprar una quantitat catalitica d’anhidrid acétic com a agent dessecant. D’altra banda,
quan es va intentar dur a terme la ciclacié amb acid acétic (1 eq.) es va obtenir una mescla complexa de
productes.
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amb grups 2-nitrobenzensulfonil o 2,4-dinitrobenzensulfonil (d’entre els grups estudiats,
aquells que més afavoreixen 1’obertura de I’anell de purina i la seva posterior ciclacio) i en
el tractament de 1’1-sulfonilinosina derivada amb 1’amina, d’acord amb les condicions
optimitzades. El protocol per dur a terme aquestes transformacions es pot resumir aixi:

1) Addicionar dos equivalents d’amina a baixa temperatura (—30 °C) per tal d’evitar
processos de dessulfonilaci6 i deixar evolucionar la reaccié a temperatura ambient
(a =30 °C per al cas del grup 2,4-dinitrobenzensulfonil) fins que hagi desaparegut el
nucleosid de partida.

2) Una vegada consumit tot el nucledsid inicial, addicionar un equivalent
d’CF3COOH 1 escalfar a reflux, amb la finalitat de desplagar 1’equilibri cap a
I’intermedi neutre (Esquema 32), que segurament ¢€s el que cicla cap a I’1-alquil-

inosina.
N
Ph” “NH;
o QP o QP o QP
N N/S\ N N/S\ N N/S\
AcO </N | 2 i AcO. </N L= AcO </N L i
N N=\ N=\
w o y ° NH
- Ph — Ph
AcO OAc © AcO OAc AcO OAc PhCH,NH,

2 eq. PhCH,NH,

l CH3CN, =30 °C/t.a. l @

1 eq. CF;COOH

CH;CN, 80 °C
O 0]
P
O M oy
AcO N N/) AcO o N">N
© RSO,NHCH,Ph .
+ .
AcO OAc /0 BhCHNHR + SO, AcO OAc  NH,SO,R
7 40
Esquema 32

1.4.2. Reactivitat d’1-sulfonilinosines amb altres amines

Arribats aqui varem procedir a aplicar aquest procediment a la sintesi d’1-alquil-
inosines amb altres amines. En aquest sentit varem assajar la reaccié del nitroderivat 16 1
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del nitroderivat 17 amb butilamina, etilamina, metilamina, isopropilamina i propilamina
(només per al compost 16 en aquests dos ultims casos):

o Q.0 0 0
_S. R
«Nf‘\N R «NfN R </N " NH
AcO N N/) 1) 2 eq. R'NH, AcO N N/) AcO N N/)
O CH5CN, -30 °C/t.a. o n o
2) 1 eq. CF;COOH
AcO OAc AcO OAc RSO,NH, AcO OAc
CH;CN, 80 °C
16, 17 42-46 7
1-Sulfonilinosina R'NH, Producte 7
de ciclacio®
16 (R = 2,4-(NO,),CHs) BuNH, 42 (R'=Bu), 40% 16%
17 (R = 2-NO,CgH,) BuNH, 42 (R'=Bu), 52% 0%
16 (R =2,4-(NO,),C¢H3) PrNH, 43 (R'=Pr), 50 : 50
16 (R = 2,4-(NO,),C¢H;) "PrNH, 44 (R'="Pr), 22 : 78
16 (R =2,4-(NO,),C¢H3) EtNH, 45 (R'=Et), 74% 20%
17 (R = 2-NO,CgH,) EtNH, 45 (R'=Et), 81% 0%
16 (R = 2,4-(NO,),C¢Hs) MeNH, 46 (R'=Me), 77% 22%
17 (R = 2-NO,CgH,) MeNH, 46 (R'=Me), 85% 0%

* 42, 45 i 46 van poder ser separats de la triacetilinosina 7 per cromatografia en columna.
Taula 4

La reacci6 amb butilamina va donar en ambdds casos rendiments moderats de
butilinosina 42 (40% per 16 i 52% per 17, entrades 1 i 2). Tant per 16 com per 17, el
seguiment de la reacci6 per CCF va permetre observar en 1’etapa de ciclacidé la
descomposicié parcial de 1’intermedi obert resultant de 1’atac de 1’amina sobre C2. Aquest
procés no desitjat encara es va accentuar més en la reaccid de 16 amb propilamina i amb
isopropilamina. La ciclacié amb propilamina (entrada 3) va donar una mescla complexa de
productes en la qual el producte ciclat (la propilinosina 43) es trobava només en proporcid
1:1 amb 7, provinent de SyAr per atac de ’amina en el carboni ipso del grup aril. Amb
I’amina més impedida de les dues —la isopropilamina— els resultats encara van ser més
decebedors: la major part de I’intermedi obert format en la primera etapa va descompondre
en el procés de ciclacid, tot donant una mescla de productes en la qual la isopropilinosina
44 es trobava només en proporcid 22:78 amb 7 (entrada 4).
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Els resultats van millorar significativament quan varem emprar amines menys
voluminoses. Aixi, les reaccions de 16 i de 17 amb etilamina (7aula 4, entrades 5 1 6) van
fornir el producte de ciclacid (la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-etilinosina, 45) amb elevat rendiment
(74% 1 81%, respectivament). Més elevats van ser encara amb metilamina: 77% de la
metilinosina 46 a partir de 16 1 85% de 46 a partir de 17.

En resum, amb aquests resultats haviem aconseguit generalitzar el nostre protocol a
altres alquilamines primaries. Només quedava aplicar-lo a les 2'-desoxiinosines, que era
’objectiu de tot el treball realitzat al llarg d’aquest capitol.

1.5. REACTIVITAT DE 2'-DESOXI-1-SULFONILINOSINES AMB ALQUIL-
AMINES

Les millors condicions trobades en la serie ribo es van aplicar als dos desoxi-
nucleosids candidats per dur a terme aquestes transformacions: la 3',5'-di-O-acetil-2'-
desoxi-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (21) i la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitro-
benzensulfonil)inosina (22).

Tot 1 que la reacci6é de 22 amb benzilamina va donar un rendiment moderat (60%)
de 3',5'-di-O-acetil-1-benzil-2'-desoxiinosina (47, Taula 5, entrada 1), els experiments amb
metilamina van fornir la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-metilinosina (48) amb rendiments
identics als obtinguts en la serie ribo (77% a partir de 21 1 85% a partir de 22; vegeu les
entrades 2 1 3 de la Taula 5, respectivament). A més, en cap dels casos es va detectar
trencament de 1’enllag glicosidic ni la formacid d’altres productes no desitjats.
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)

o} O\\S,/O o} o
e ) g
N /) 1) 2 eq. RNH, AcO N /) AcO N /)
N N N
\@ CH;CN, -30 °C/t.a. \@ N O
2) 1 eq. CF3COOH

AcO

21,22 47,48 2
2'-Desoxi-1-sulfonilinosina R'NH, Producte 2

de ciclacio®

22 (R = 2-NO,CsH.) PhCH,NH, 47 (R'=CH,Ph), 60% 0%
21 (R = 2,4-(NO,),CsHs) MeNH, 48 (R'=Me),  77% 22%
22 (R = 2-NO,CsH.) MeNH, 48 (R'=Me),  85% 0%

* 47 i 48 van poder ser separats de la desoxiinosina 2 per cromatografia en columna.

Taula 5

En definitiva, de I’estudi de reactivitat d’1-sulfonilinosines amb alquilamines dut a
terme al llarg d’aquest treball sorgeix una nova via d’accés a les 1-alquil-2'-desoxiinosines.
Aquest protocol forneix rendiments comparables als descrits per als 1-nitroribo-
nucledsids® i millora la metddica basada en N'-4-nitrofenil i 2,4-dinitrofenil-2'-desoxi-
inosines descrita per Piccialli i col.”

0 o o o O\\S,/O NO,

. _R .
a0 g A

© RNH, © RNH; °
—_— -
AcO OAc AcO R AcO R
27 R'=OAc, H R'=OAc, H,R"=NO,, H
Esquema 33
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2. SINTESI DE [1-"°NJINOSINES I [1-"°N]-2'-DESOXIINOSINES VIA
INOSINES N'-SULFONILADES

2.1. INTRODUCCIO

Com ja s’ha comentat, el marcatge de nucledsids amb "N en posicions especifiques
de la nucleobase juga un paper molt important en els estudis per RMN de I’estructura i de
les interaccions dels acids nucleics. En concret, els nucleosids purinics marcats en el N1
permeten estudiar aparellaments de bases de tipus Watson-Crick; les parelles adenina-
timina i guanina-citosina que es donen en les dobles helices d’ADN en sén un exemple.

Les aproximacions publicades fins ara per arribar a nucleosids purinics marcats en
el N1 es poden classificar en dos tipus: la “sintetica”, en que I’anell d’azol o el d’azina es
construeix a partir de ’altre incorporant la marca en I’etapa adient,” i la que es basa en
algun tipus de transposicid de la nucleobase (en general, via un mecanisme d’obertura 1

posterior tancament de 1’anell heterociclic).*>4!%%

Com a exemple significatiu del primer tipus cal destacar la sintesi de [1-°N]-
guanosina a partir de 5-amino-1-(f-D-ribofuranosil)imidazole-4-carboxamida (AICA)
descrita per Golding i col.**

O
0 ) @) N\
N N ¢ N N
¢ J N O TOH Cvon ¢T 98
HO o N NH2 AcO o N NH2 O AcO o N NH2
w 1) NaOH aq w DCC w
—_— > e
HO OH 2) Ac0 AcO OAc DMF AcO OAc
piridina

ES
1.1 eq. NH4C1
CH;CN-Et3N

(0]
* * *
O NH <NfNH </Nf‘\NH2
HOL N— e HOL NS AcO N
o N~ "NH, o N™ "NHCOPh 1) PhCONCS 0 NH,
CH3NH2 2)MeI
- -
HO OH 86% EtOH HO OH 35% 3) EtONa AcO OAc 48%
Esquema 34
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Dins del segon tipus d’aproximacions, Gao i Jones™® descriuen la sintesi de [1-
*N]-2'-desoxiadenosina per transposicié de Dimroth de [6-°NH,]-1-benzil-2'-desoxi-
adenosina (el marcatge del grup amino exociclic d’adenosines es tractara detalladament en
el quart capitol):

% *

NH, NH, NH

K
« :[)\ <N:E%§NCH2Ph <,N:%’\NHCHZPh
) RO N N/) RO N N:\
BI‘CH2Ph O NHMCZ o NM62
_— —_—

RO RO RO

NH, NHCH,Ph NHCH,Ph

N~ SR N:I%§QH
f) RO <Nf/) ro. AL

N NTON=
\w 1) RuO4 o) 4—/_ \@ N Mez
-
2) NH; NHMe, RO

RO RO 89%
Esquema 35

Amb I’objectiu de millorar aquesta teécnica, els mateixos autors van desenvolupar
posteriorment una metodica de marcatge del N1 d’adenosines basada en la transposicio de
Dimroth de derivats N'-oxid de [6-'*’NH,]Jadenosines. La ruta sintética de preparacié de
[1,7-"°N,]adenosina a partir de [N,7-]5N2]adenosina,23b obtinguda per sintesi de novo de
I’heterocicle,” n’és un exemple:

NH2 NH2 NH2
\OCHs
( ) ( ) ( )
w MCPBA Me,SO, w
[ —_—
HO R HO R L HO R _
.
R—H O / Me,NH, 1,
reflux
NH2 NHOMe

*
M
7

Ni (Ra) w

HO R  73-81% HO R
Esquema 36
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Cal destacar també la sintesi de [1-'’N]-2'-desoxiguanosina descrita en el mateix
grup d’investigacié.”® Aquesta es basa en el tractament de I’N'-0xid de la [6-"NH,]-2'-
desoxiadenosina amb bromur de cianogen i en una posterior seqiiencia d’obertura,
transposicid de Dimroth i tancament de I’heterocicle:

* *
NH, NH,

« NH

i HNJ%

N N—~\© N\

.y -y 2y

HO NN HO. NN HO. N"N” Br

O monoperoxo- O O

\w ftalat de magnesi \w BrCN
_— > —_—

HO HO 70% HO BN s
HNCN

3
o) HNOCH, HNCN
A e
HOL NP HOL NP HO

N
</
N”NH ' g N
0 2 dadeno'sma o N~ NH, o N
esaminasa NaOH
- -

HO 75% HO 64% EOH,60°C o
Esquema 37

Un altre tipus de transposici6 de nucleobases ¢és el que s’observa en la
transformacido de cations 1-metilpurinics en purines marcades en el NI descrita per

Wolfenden i col.*4
* + 3k
H HN H HoN, H
Me. N * Me., AN Me. N
N/
+k\/ﬁi \> NH Nk\/ﬁi \> H,O Nkl_l\i \>
NN  —— N“N N~ N
R R R

H H H
* * * S
o S o S o
SN AN MeN=
R

N" N N
MeHN b L

Esquema 38
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La introduccié de marca té lloc, en general, en les primeres etapes de la sintesi i, en
alguns casos, amb excessos del precursor que I’aporta. Obviament, la ruta sintética de
purines marcades en el N1 via precursors N'-nitro desenvolupada en el nostre grup de
treball®™? va permetre d’afrontar aquestes limitacions. Amb 1’objectiu de poder-la ampliar
a nucleosids 2'-desoxiribopurinics, en aquest capitol proposem una seqiiencia sintética
analoga a la desenvolupada en el capitol anterior. Aixi doncs, assajarem la reactivitat de tot
un seguit d’1-sulfonilinosines amb '’NH3; una vegada trobades les condicions optimes de
marcatge, aquestes seran aplicades a la sintesi de [1-'°N]-2'-desoxiinosines.

0 Q.0 0
*
</NfN/S‘R" QT ONH
RO N N/) * RO N N/)
O 1 eq. NH3 O
—_—
RO R’ RO R’
R'=H, OR

Esquema 39

2.2. REACTIVITAT D’INOSINES N'-ACTIVADES AMB AMONIAC

Com ja s’ha comentat, el métode d’obtencié de [1-"’NJinosines a partir de
precursors N'-nitro fou optimitzat per X. Ariza.®¢ Aquest protocol consisteix en el
tractament a t.a. de la inosina N'-nitrada amb només un equivalent de °NHj, que es genera
in situ en una mescla d’acetonitril i aigua a partir de "NH4Cl, hidroxid de potassi i
trietilamina en la relacio 1:1:1. Aixi, quan va assajar aquestes condicions sobre la 2',3',5'-
tri-O-acetil-1-nitroinosina (27) va observar per CCF la total conversid de la inosina de
partida en un intermedi obert polar (per atac del ’NHs sobre C2), el qual ciclava en poques
hores a [1-'°N]-2',3",5'-tri-O-acetilinosina (28) amb molt bon rendiment (84%).

(e B (@] N (0]
_NO *
N SN2 N—">NHNO, N~">NH
AcO N N~ 2 1.2 eq. NH4CI AcO N N:\ AcO N N
© 1.1 eq. EN, 1.1 eq. KOH © *NH, © N
. .~
AcO OAc CH;CN-H,0 (3:1) L AcO OAc | AcO OAc NH2N02
t.a.
27 28 (84%)

Esquema 40
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Donat que no existien precedents de metodes de marcatge del N1 de 2'-desoxi-
inosines que fossin tant eficients i, alhora, economics, en aquest capitol ens varem plantejar
de desenvolupar un protocol analeg per a la serie 2'-desoxi. Tenint en compte la nova ruta
sintetica d’1-alquil-2'-desoxiinosines que acabavem de crear en el capitol 1, el nostre
objectiu era, evidentment, la sintesi de [1-'°N]-2'-desoxiinosines via precursors N'-sulfonil,
de forma suau i amb només un equivalent de "NHs.

Calia assajar doncs la reaccié d’aquests substrats —les 1-sulfonilinosines— amb
SNH;. Si les nostres previsions eren encertades, aquestes inosines N'-activades haurien
d’experimentar també 1’atac nucleofil d’aquesta amina sobre el C2 (via A, Esquema 41) 1
donar lloc a una obertura de 1’anell de purina i a la seva posterior ciclacié cap a [1-"°N]-
inosina.

Ara bé, un factor molt important a considerar en aquesta reaccid era el procés de
dessulfonilacié que, com ja hem vist, poden experimentar aquests substrats (vies B,
Esquema 41). A més, ens trobavem davant d’una amina (I’amoniac) molt menys impedida
que les estudiades en el capitol anterior, la qual cosa podria suposar que la reaccié fos
encara menys regioselectiva. Si bé en la sintesi d’l-alquilinosines el procés de
dessulfonilacié no desitjat suposava només una disminucid en el rendiment del producte de
ciclacio (els cicles i la inosina no modificada podien ser separats cromatograficament), en
aquest cas significaria un problema molt més important: els productes de dessulfonilacio
(inosina sense marca, vies B, Esquema 41) i de ciclacié ([1-'’N]inosina, via A, Esquema
41) serien, com ¢€s evident, inseparables. Es a dir, la inosina final no estaria totalment
marcada amb N —com ho estava I’obtinguda a partir dels precursors N'-nitro— sind,
simplement, enriquida amb aquest isotop.

o QP o QR o QR
N /S\ N /S\ N /S\
% N R" ; N R" N R"
< I < 1 H ¢ =
ROL  NSNPA B RO NN= RO N N=
=+
© A\, R A o *NH o *NH
B — 2‘——‘ 3
RO R' RO R' RO Ru
B\ A\‘ciclacié
(@] 0]
£
N N
¢ f:NH ¢ fl““
. RO NN + RO N™™N
R'SONH, o o .
ilo ("N + °N)
NH,R" + SO, RO R' RO R' NH,SO,R"

Esquema 41

53



Part teorica. Capitol 2

Amb I’objectiu d’obtenir una conversio total de '*N en "N, no només haviem de
trobar ara el grup sulfonil idoni sin6 condicions Optimes per tal d’aconseguir una major
selectivitat. Amb aquesta finalitat, varem procedir a analitzar detalladament la reaccid
d’aquests substrats amb amoniac.

2.2.1. Estudis d’obertura

En primer lloc calia comprovar si en la reaccié d’1-sulfonilinosines amb amoniac a
temperatura ambient es donava un comportament analeg al de la reaccié amb benzilamina
(obertura de 1’anell de purina per atac de I’amina sobre C2, majoritariament). Aixi es va
tractar 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) amb un equivalent d’amoniac d’acord amb el

protocol descrit per X. Ariza®¢

(1.2 eq. de clorur d’amoni, 1.1 eq. de trietilamina i 1.1 eq.
d’hidroxid de potassi en acetonitril i aigua 3:1). Es va observar que la reacci6 d’obertura de
I’anell de I’heterocicle era molt més lenta que amb benzilamina (22 hores enfront de 40
minuts) 1 que es tornava a obtenir, a més del corresponent intermedi obert polar,
triacetilinosina 7 i sulfonamida (4-toluensulfonamida). L analisi per RMN de 'H del cru de
reaccio indicava que la inosina 7 i I’intermedi es trobaven en relaci6 20:80 1 que els senyals
d’H8 1 H2 es desplacaven de & 7.91 1 8.85 en la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) a 6.49
1 8.75, respectivament, en el compost polar (49, 5-(aminometilen)amino-1-(2',3",5'-tri-O-
acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-(N-tosil)carboxamida). A diferéncia d’abans, aquest
intermedi obert (49) era estable i1 podia ser aillat per cromatografia en columna amb bon
rendiment (75%).

Per tal de verificar que la triacetilinosina 7 tornava a provenir d’una des-
sulfonilacié 1 no de la ciclacié lenta de I'intermedi obert (49) varem dur a terme un
experiment analeg amb SNH;:

o O\\S/P (8161.8) \\// o
N -
YL f L
o NN 2 AcO N—\* AcO NN
E
1.2 eq. NH; ; NH2 ©
—_— K +
AcO OAc CH;CN-H,0  AcO OAc Jiy =198 AcO OAc
ta.,22h (5158.2)
9 50 (75%) 7 (20%)
Esquema 42

Tal com esperavem, els espectres de RMN de 'H, de °C i de masses de la inosina
obtinguda 7 van confirmar que no estava marcada, la qual cosa corroborava que provenia
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d’atac sobre el sofre i no d’una ciclacio. Pel que fa a I’intermedi polar derivat de
I’obertura de 1’anell de 1’heterocicle (50), 1’unic senyal de 1’espectre de RMN de C que
presentava forma de doblet era el que estava relacionat amb C2 (Esquema 42); aixo
confirmava una vegada més [’atac de |’amina sobre el C2.

Amb aquest experiment podiem concloure que, quan 1’1-tosilinosina 9 era tractada
amb un equivalent d’amoniac en les condicions esmentades, un 20% experimentava atac
sobre el sofre per donar la inosina no modificada que no desitjavem (7); ’altre 80%
donava I’atac sobre el C2 que portava a un intermedi obert estable en el medi de reaccid
(49 0 49* = 50).

Aquest intermedi obert (49/50) presentava difereéncies significatives amb 1’obtingut
en la reaccio amb benzilamina, perque, com ja s’ha comentat, podia ser aillat sense que
descompongués. Aquest fet obria la possibilitat de dur a terme una conversi6 total de '*N
en °N. En efecte, si els intermedis oberts derivats de 1’atac del 15NH3 sobre C2 podien ser
separats de la inosina no marcada provinent de dessulfonilacid, es podria estudiar la seva
ciclacié separadament i, per tant, aquesta via hauria de portar a inosina totalment marcada:

O O\\S//O 0 O\\S/P °
</Nf‘\)N/ “R" </ij\u/ “R" </NfJ\NH
RO NN 2 RO 5 N" N RO NN
o)
kj NH, NH, ©
— + + %
RO R' RO R’ RO R R"SO,NH,
separacio per
_ cromatografia en columna
X
0 0 O\\S,P
N ¢ N S pn
NH N R
4 f: q fH
RO NN RO N N= «
o ciclacio 0 NH,
+ -€------------
RO R’ R"SO,NH, RO R’
Esquema 43

Abans de centrar-nos en ’etapa de ciclacio calia reduir al maxim —o molt millor
encara, evitar— el procés de dessulfonilacid que no desitjavem. Amb aquest objectiu,
primer varem analitzar aquesta reaccid en d’altres 1-sulfonilinosines. Donat que els grups
sulfonil amb dos substituents voluminosos en orto del grup aril havien portat a resultats del
tot negatius en els experiments de ciclacié amb benzilamina, el més impedit dels dos —el
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2,4,6-triisopropilbenzensulfonil- no va ser inclds dins d’aquest estudi. Aixi, les purines N'-
activades amb grups 2.,4,6-trimetilbenzensulfonil (12), pentafluorobenzensulfonil (14), 4-
nitrobenzensulfonil (15), 2-nitrobenzensulfonil (17), mesil (18) i triflil (19) van ser
tractades amb amoniac. Per als casos 14, 15 1 17-19 es van aplicar condicions idéntiques a
les assajades sobre 9, amb 1 sense marca, per tal d’esbrinar 1’origen de tots els productes de
reacci6 (1.2 eq. de ""NH4Cl o NH4Cl, 1.1 eq. de trietilamina i 1.1 eq. d’hidroxid de potassi
en acetonitril 1 aigua a t.a.); donada la baixa reactivitat del derivat 12, la reacci6 es va haver
de dur a terme amb dos equivalents d’amoniac. L’analisi per RMN de 'H dels crus de
reacci6 posava de manifest els segiients percentatges d’atac de 1’amoniac sobre les
principals posicions electrofiles d’aquests substrats:

o 00

\/ \\ //
S
NfJ\N/ \©\ fj\
)
/
Ac 100%
12
(t=22h) (t=14h,2eq.)
0o O\\ //O i \\ // \\ // NO,
NS> F
<l s
N N) F F ) ¢ 02 ) 12%
RAc  55% F 0% 8%
14 15 17

(t=5h) (t=7h) (t=13h)

100% 45%
c 0% 5%

ﬁ) f) /\\{\CH

18 19
(t=2h)

Esquema 44
Els pitjors resultats es van obtenir per a 1’1-mesilinosina 18. En aquest cas no es va

observar obertura de 1’anell de purina sind la total conversid de 18 en triacetilinosina no
marcada (7).
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Per als altres casos (12, 14, 15, 17 1 19, Esquema 44), el procés d’obertura de 1’anell
de I’heterocicle va tornar a ser molt més lent que amb benzilamina (hores enfront de
minuts). Tot 1 aix0, aquesta reaccio finalitzava en només dues hores quan activavem el N1
amb un grup triflil (enfront de 22 hores per al grup tosil), la qual cosa confirmava 1’elevat
caracter electroatraient d’aquest substituent. A més, cap dels intermedis oberts formats en
aquests experiments (trimetilbenzensulfonil 51, pentafluorobenzensulfonil 52/52*, 4-nitro-
benzensulfonil 53/53*, 2-nitrobenzensulfonil 54 i 54* = 55, 1 triflil 56/56*) va evolucionar

sota les condicions esmentades.

Una vegada més, la presencia de dos grups metil en orto va ser suficient per
bloquejar 1’atac sobre el sofre (Esquema 44). Aixi, I’inic producte de la reaccié de 1’1-
(2,4,6-trimetilbenzensulfonil)inosina 12 amb amoniac va ser I’intermedi obert 51.

Per a les altres 1-sulfonilinosines (14, 15, 17 i 19), els experiments amb "N
confirmaven que els percentatges d’atac de ’amoniac sobre C2 eren inferiors als observats
en la reaccido amb benzilamina (vegeu I’ Esquema 44 1 I’Esquema 26); en tots els casos es
va obtenir una quantitat superior d’inosina no modificada (no marcada, 7). El 45% de
dessulfonilacié de 1’1-triflilinosina 19 (Esquema 44) n’és un exemple significatiu (enfront
del 5% observat en la reaccié amb benzilamina). Aquest fet es podria associar, d’una
banda, a la diferent naturalesa d’aquestes dues amines; com ja s’ha comentat, trobant-nos
davant d’una amina menys impedida com I’amoniac, la reaccid6 podria ser menys
quimioselectiva. D’altra banda, la preséncia de trietilamina en el medi de reaccidé podria
portar també a la dessulfonilaci6 de les inosines de partida.’

Fins i tot el substrat candidat per a la sintesi d’1-alquilinosines —1’1-(2-nitrobenzen-
sulfonil)inosina 17— havia experimentat dessulfonilacid. Tot i aix0, el percentatge
d’obertura de 1’anell de I’heterocicle no era gens menyspreable (88%, Esquema 44). A
més, I’intermedi obert marcat que se’n derivava (55) va poder ser aillat per cromatografia
en columna amb molt bon rendiment (78%, Esquema 45).

" De fet, quan amb I’objectiu de corroborar aquesta hipotesi es va tractar una petita quantitat de 2',3',5"-tri-O-
acetil-4-nitrobenzensulfonilinosina (15) sota les condicions esmentades pero en absencia d’hidroxid de
potassi i clorur d’amoni es va observar per CCF una lenta conversio de 15 en 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7).
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(8 160.4)
0 \ 7/ NOZ \‘\\O N\ //o NOZ
AcO NN 2 AcO N N= .
O * o) A\H
1.2 eq. NH; S
— ,'I T JHN = 864
AcO OAc CH3CN-H,0 AcO OAc Jiy =183
ta., 13h (5157.8)
17 55 (78%)
Esquema 45

D’aquest estudi d’obertura destacaven tres resultats: 100%, 88% i 80% d’atac sobre
C2 per a les I-sulfonilinosines 12 (2.,4,6-trimetilbenzensulfonil), 17 (2-nitrobenzen-
sulfonil) 1 9 (tosil), respectivament (Esquema 44). Ara bé, quan s’activava el N1 amb un
grup trimetilbenzensulfonil eren necessaris excessos d’amoniac per tal que 1’anell de
purina s’obris de forma quantitativa, la qual cosa feia que el compost 12 no ens fos util.
Aixi doncs, varem centrar la nostra atencid en el millor dels altres dos casos, és a dir, en
I’optimitzaci6 de ’etapa d’obertura de 1’anell de purina de la 2-nitrobenzensulfonilinosina
17 amb amoniac.

Amb la idea d’aconseguir una major selectivitat es va suprimir la trietilamina i es
van augmentar el nombre d’equivalents de '’NH; a dos. D’aquesta manera es va tractar 17
amb dos equivalents de ""NH,4CI i KOH en acetonitril i aigua (3:1) a temperatura ambient
durant 17 hores. Malauradament, es va tornar a obtenir el mateix percentatge d’inosina no
marcada (7, 12%). D’altra banda, es va aillar només un 57% de I’intermedi obert 55; en
aquest cas, a més, s’obtenia un 10% de I’especie derivada de la hidrolisi de 55 (57).
Semblava que la causa més probable d’aquest trencament era la preséncia d’aigua en el
medi de reaccio. De fet, sota les condicions inicialment descrites, a temps de reaccié molt
llargs s’apreciava també la formaci6 de 57 (Esquema 46).
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O O\\/P NO, o O\\//O NO,
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AcO OAc 17 CH;CN-H,0 7 AcO OAc 55
CH;ON-H,0 0 Q9 No,
N N/S
< I H
AcO N7 NH,
o
AcO OAc 57
Esquema 46

Per tal de comprovar-ho es va canviar de dissolvent. Amb I’objectiu també
d’augmentar la selectivitat es va disminuir la temperatura i es va emprar una base diferent
a la trietilamina. Aixi, es va tractar 17 amb un equivalent de NH4Cl 1 dos de DIPEA en una
mescla d’acetonitril 1 metanol a —20 °C durant 60 hores. De fet, sota aquestes condicions, el
percentatge de dessulfonilacié es va reduir d’un 12% a un 6%. Pero D’altre producte
obtingut juntament amb 7 no era I’intermedi obert resultant de I’atac de ’amoniac al C2
(54) sind el que provenia de I’atac de 1’ani6 metoxid sobre aquesta posicid (58). Varem
proposar llavors un experiment analeg en un altre dissolvent anhidre. Aixi, es va tractar 17
amb un equivalent de NH4Cl 1 dos de DIPEA en CH3;CN. Donada la nul-la solubilitat del
NH4Cl en aquest medi, va caldre addicionar un 9% d’aigua (v/v) per tal d’aconseguir una
total homogeneitat. Els resultats no van ser gens positius: el percentatge de dessulfonilacié
havia augmentat a un 15%.

En definitiva, amb els experiments descrits fins al moment no haviem trobat unes
condicions en les que fos possible obrir quantitativament I’anell de purina amb amoniac;
en cap dels casos milloravem els resultats aconseguits inicialment (88% d’atac sobre C2
quan es tractava 17 amb 1.2 eq. de "NH4Cl, 1.1 eq. d’hidroxid de potassi i 1.1 eq. de
trietilamina en una mescla d’CH;CN 1 aigua a t.a.). Calia veure encara si aquestes
condicions serien compatibles amb grups protectors sililats; com ja s’ha comentat,
resultava interessant estudiar també aquest tipus de proteccid per tal d’evitar processos de
desacetilacio no desitjats en posteriors proves de ciclacio. De fet, temps enrere, en el nostre
grup ja s’havia observat aquest problema en la reaccié de nucleosids pirimidinics amb
SNH;. Quan s’aplicaven les condicions esmentades sobre substrats N'-nitro O-acetilats, a
temps llargs 1 a temperatures elevades, s’obtenien mescles de productes marcats, protegits i
parcialment desprotegits (Esquema 47).
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0 1.2 >IliIH Cl g 0 ?
/NOZ 2 eq. 4 * * *
N NH
E'AA 12 N E'AA E'Af i'AiH
) _— > o) + O + 0]
CH;CN-H,0
AcO 40 °C, dies AcO AcO HO
Esquema 47

Aixi doncs, varem procedir a assajar aquesta reaccid sobre la gran varietat
d’inosines 1 2'-desoxiinosines sililades de la que disposavem (7Taula 6, entrades 1-6):
2',3",5'-tri-O-terc-butildimetilsilil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina  (20), 3',5'-bis-O-terc-
butildimetilsilil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina  (23),  2'-desoxi-1-(2-nitro-
benzensulfonil)-3',5'-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)inosina (24) 1 2'-desoxi-
3',5"-0-(di-terc-butilsilandiil)- 1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (25). En la major part dels
casos va caldre emprar mescles de dissolvents diferents a I’esmentada (acetonitril i aigua
3:1), donada la baixa solubilitat d’aquests substrats en aquest medi.

Els resultats d’aquests experiments (7aula 6, entrades 1-6) diferien signifi-
cativament dels obtinguts per a la inosina triacetilada 17 (Taula 6, entrada 8):

* El procés d’obertura de 1’anell de purina era, en tots els casos (Taula 6, entrades
1-6), molt més lent (22—48 hores enfront de 13 hores per a 17, Taula 6, entrada 8),
la qual cosa portava a la lenta hidrolisi dels corresponents intermedis oberts en el
medi de reaccio.

* El percentatge de dessulfonilacié era molt superior al que experimentava 17. El
66% d’inosina obtingut en la reaccié de 20 en una mescla d’CH3;CN-H,O-DMF
(Taula 6, entrada 2) n’és un exemple significatiu (enfront d’un 12% per a 17, Taula
6, entrada 8).
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0 O\\S//O NO, 0 O\\S//o NO, 0
) N0 2
RO NN RO N >N= RO NN
w 1.2 eq. NH,CI o NH, o
1.1 eq. EN, 1.1 eq. KOH - +
RO R i RO R RO R'
dissolvent, t.a., t
1-Sulfonilinosina Intermedi obert Inosina/2'-Desoxiinosina
17 (R = Ac, R' = OAc) 54 (R = Ac, R' = OAc) 7(R = Ac, R' = OAc)
20 (R=TBS, R'=0TBS) 59 (R =TBS, R'= OTBS) 8 (R=TBS, R'=0TBS)
23 (R=TBS, R' = H) 60 (R = TBS, R' = H) 3(R=TBS,R' =H)
24 (R/R = Si'Pr,0Si'Pr,, R' = H) 61 (R/R = Si'Pr,0Si'Pr,, R' = H) 4 (R/R = Si'Pr,0Si'Pr,, R' = H)
25 (R/R = Si'Bu,, R' = H) 62 (R/R = Si'Buy, R' = H) 5 (R/R = Si'Bu,, R' = H)
1-Sulfonilinosina Dissolvent Temps Intermedi Inosina/  1-Sulfonilinosina
obert 2'-Desoxil de partida
20 CH;CN-H,O 22 h 59, 24% 8, 54% 20, 22%
(3:1)
20 CH;CN-H,O-DMF  29h 59, 33% 8, 66% 20, 0%
(3:1:4)
23 CH;CN-H,O-DMF 24 h 60, 50% 3,34% 23, 16%
(1:1:10)
23 dioxa-H,O 40 h 60, 75% 3,25% 23, 0%
(8:1)
24 CH;CN-H,O 27h 61, 34% 4,37% 24, 30%
(5:1)
25 CH;CN-H,0O-dioxa 48 h 62, 60% 5,35% 25, 5%
(5:1:4)
17 CH;CN-H,0-dioxa 13 h 54, 90% 7, 10% 17, 0%
(5:1:4)
17 CH;CN-H,0 13h 54, 88% 7, 12% 17, 0%
(3:1)

Taula 6
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Aquests fets es podrien associar a la baixa solubilitat dels intermedis oberts (59-62)
/0 de les 1-sulfonilinosines (20, 23—-25) en el medi polar necessari per solubilitzar la
mescla NH4CI/KOH, ja que en molts casos s’observava la formaci6é de precipitats a les
poques hores de reaccid. Altres mescles de dissolvents no aportaven pas millores en els
resultats: entrades 11 2 de la Taula 6 (24% 1 33% d’atac sobre C2 per a 20) 1 entrada 3 de
la Taula 6 (compost 23); en aquest ultim cas, tot i que en una mescla dioxa-H,O 8:1
(entrada 4) es va aconseguir augmentar el percentatge d’atac sobre C2 d’un 50 a un 75%,
el llarg temps d’obertura (40 hores) portava a la hidrolisi de I’intermedi 60.

Per tal de comprovar si aquestes mescles de dissolvents eren convenients per a la
generacido d’amoniac es va assajar la reaccid de la inosina triacetilada 17 (Taula 6, entrada
7) en CH3CN-H,0O-dioxa 5:1:4 (la mateixa mescla emprada en ’entrada 6 de la Taula 6 per
al compost 25). A les 13 h es va detectar, sorprenentment, un 90% d’obertura (enfront d’un
60% per a 25) i només un 10% de dessulfonilacio (enfront d’un 35% per a 25). Amb
aquests experiments, doncs, confirmavem que el grup acetil és molt més apropiat que els
protectors de silici en la reaccié d’obertura d’ 1-sulfonilpurines amb amoniac.

2.2.2. Estudis de ciclacio

Arribats en aquest punt ens calia comprovar si seria possible ciclar els intermedis
oberts generats en aquestes reaccions. En aquest sentit, quan una vegada format I’intermedi
51 (N-trimetilbenzensulfonil) —amb dos equivalents d’NHj; aq. en acetonitril a temperatura
ambient— es va escalfar a reflux la mescla de reaccid, el seguiment per CCF va permetre
observar com 51 descomponia lentament. El resultat final va ser un 10% de ciclacio
(2',3',5'-tri-O-acetilinosina, 7) i una mescla complexa de productes (Esquema 48). Aquests
resultats, perd, no eren gens sorprenents, davant dels problemes trobats en la ciclacio dels
intermedis analegs amb benzilamina.

o Qp 0 O\\S/P 0
N N N Nig N
< I ¢ ] H ¢ )NH
AcO NN AcO NTSN= AcO NN

N
2 eq. NHj
AcO OAc 12 CH;CN  AcO OAc 51 CH;CN  AcO OAc 7 10%
ta. 80 °C .
Me;CgH,SO,NH,
Esquema 48

Calia veure encara el comportament dels altres intermedis oberts (N-tosil 50, N-
pentafluorobenzensulfonil 52*, N-4-nitrobenzensulfonil 53*, N-2-nitrobenzensulfonil 55, 1

62



Part teorica. Capitol 2

N-triflil 56*) davant d’un augment de la temperatura. Quan una vegada formats —amb 1.2
eq. de "NH4CI, 1.1 eq. de Et;N i 1.1 eq. de KOH en CH;CN i aigua (3:1) a t.a.— es van
escalfar les mescles de reaccio a 80 °C es van obtenir resultats poc esperancadors. Els
rendiments de ciclacid eren, en tots els casos, molt baixos 1 el procés predominant era el
trencament dels intermedis oberts. Els resultats d’aquests experiments queden resumits en
la Taula segiient:

0 O\\S//O 0 O\\S//O 0
N N"R N N"TR N NH
NP 12eafma (R A
AcO N™™N -2 €q. NHy AcO N7 N= AcO NN
\w 1.1 eq. EN, 1.1 eq. KOH w *NH, w
- +
CH;CN-H,O0, t.a.
AcO OAc 3ERHRO. LA AcO OAc AcO OAc 7
9,14,15,17,19
CH;CN-H,0,
80 °C
o)
N
My
AcO NN
O + RSO,NH
7(Y ="N) 2

AcO OAc 28(Y="N)

1-Sulfonilinosina Temps de ciclacié 7+28 BN:M“N
19 (R = CF;) _ 40% 0:1
14 (R = C¢Fs) 10h 56% 1:4
15 (R = 4-NO,CgHy) 2h 57% 1:2
9 (R = 4-CH;C4H,) 40 h 35% 1:1
17 (R = 2-NO,C¢H,) 5h 24%"* 1:1

* Es va aillar també un 40% de Pintermedi hidrolitzat 57.
Taula 7

Els pitjors resultats corresponien al grup triflil (entrada 1). En aquest cas
I’intermedi va degradar-se totalment; aixi, tota la 2',3',5'-tri-O-acetilinosina aillada (un
40%) provenia de dessulfonilacid (inosina sense marca, 7). Amb el grup pentafluoro-
benzensulfonil (entrada 2) es va aillar un 56% de triacetilinosina parcialment marcada,
amb una relacié "N:'*N (28/7) d’1 a 4 en base als espectres de RMN de 'H i de masses;
probablement un 45% provenia de dessulfonilacié (no marcada) i 1’altre 11% de ciclacio
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(marcada). D’altra banda, la triacetilinosina obtinguda (57%) amb el grup 4-nitrobenzen-
sulfonil (entrada 3) indicava una relacié ""N:"*N d’1 a 2, la qual cosa volia dir que el
rendiment de ciclaci6 era d’aproximadament un 19%.

Aquesta relacié va augmentar a 1:1 amb els grups tosil i 2-nitrobenzensulfonil
(Taula 7, entrades 4 1 5). No obstant aixo, la quantitat de triacetilinosina obtinguda era molt
baixa (35% 1 24%, respectivament), la qual cosa suposava que el procés de ciclacié amb
prou feines havia tingut lloc (aproximadament en un 17% i un 12%, respectivament). En el
cas del grup 2-nitrobenzensulfonil es va aconseguir aillar, a més, una quantitat
considerable de I’intermedi hidrolitzat 57 (40%).

Tots aquests resultats (7aula 7, entrades 1-5) posaven de manisfest que sota
aquestes condicions la ciclacio dels intermedis formats en la reacci6 amb amoniac no
estava gens afavorida. A més, molts d’ells —per exemple, 55— no eren gaire estables en
aquest medi i I’augment de la temperatura accelerava la seva hidrolisi.

Davant dels bons resultats obtinguts en el capitol 1 en la reaccido d’1-(2-nitro-
benzensulfonil)inosines amb alquilamines 1 de I’elevat percentatge d’atac de 1’amoniac
sobre C2 que experimentava 17 (88%), varem procedir a analitzar més detalladament
I’etapa de ciclacio per a aquest cas concret.

Es va pensar en dur a terme la ciclacido en diferents medis, 1 inicialment es va
assajar en un medi acid (Taula 8, entrada 1). Aixi, una vegada preparat I’intermedi 55
—tractant 17 amb 1.2 eq. de ]5NH4C1, 1.1 eq. de EtsN 1 1.1 eq. de KOH en una mescla
d’CH3CN i aigua (3:1) a t.a.— es va addicionar un equivalent d’CF;COOH i es va escalfar
la mescla de reacci6 a 80 °C. Es va tornar a obtenir un 24% de triacetilinosina amb una
relacio de "N:'N d’1 a 1; a més, el rendiment d’intermedi hidrolitzat (57) havia
augmentat d’un 40% (Taula 7, entrada 5) a un 51%.

Es va optar llavors per dur a terme les ciclacions en un medi basic alternatiu a
I’emprat inicialment (NH3/Et;N) 1 emprant la minima quantitat d’aigua. Aixi doncs, es va
preparar 1’intermedi 55 amb un equivalent de "NH4Cl i dos de DIPEA en CH;CN i aigua
(10:1) a t.a. i seguidament es va escalfar a 80 °C (Taula 8, entrada 2). En aquest cas no es
va observar ciclacié de I’intermedi obert pero, a diferéncia dels dos casos anteriors, la seva
hidrolisi era molt lenta: a les 48 hores a 80 °C s’obtenia un 20% de 7, un 60% de 55 i
només un 10% de 57.
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0 O\\S,/ NO,
ST
H
o 2 <,N G
\ 9 4 Oz AcO NN
Al N AcO OAc 55 . O
AcO N N/)
o ) AcO OAc 7(Y=""N)
condicions (1, 2) s
- - o Q9 No, 28 (Y = °N)
AcO OAc 17 -8
AN Re
ACO\@\I NH, +
AcO OAc 57 2-NO,CgH,SO,NH,
Condicions 55 57 7+28 BN:MN
1) "'NH,CI/KOH/Et;N (1:1:1), CH;CN-H,0, t.a. 0% 51% 24% 1:1
2) 1 eq CF;COOH, CH;CN-H,0, 80 °C
1) "NH,CI/DIPEA (1:2), CH;CN-H,0, t.a. 60% 10% 20% 0:1
2) CH;CN-H,0, 80 °C
1) "NH,CI/KOH (2:2), CH;CN-H,0, t.a. 0% 30% 41% 3:1
2) CH5CN-H,0, 80 °C
1) "NH,CI/K,CO4/Et;N (1:1:1), DMSO, t.a. 59% 0% 20% 0:1

2) DMSO, 80 °C

Taula 8

Dels experiments descrits fins al moment semblava deduir-se que sobre 1’intermedi
obert, I’aigua 1 medis fortament acids, a temperatures elevades acceleraven el procés
d’hidrolisi. Es va pensar també en la naturalesa de la base emprada en la generacié de
I’amoniac com a responsable d’aquest procés. De fet, quan en un altre experiment es va
preparar I’intermedi 55 amb dos equivalents de ’NH4Cl i dos d’hidroxid de potassi en
acetonitril i aigua (3:1) a t.a. i seguidament es va escalfar la mescla de reaccié a 80 °C
(Taula 8, entrada 3) es van observar diferéncies significatives amb I’experiment anterior
(Taula 8, entrada 2): tot i que el rendiment de triacetilinosina havia augmentat a un 41% 1
la relaci6 de °N:"*N a 3:1, es va aillar un 30% de I’intermedi hidrolitzat 57.
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Per tal de confirmar aquestes hipotesis es va assajar la ciclacié en un medi anhidre i
es va substituir I’hidroxid de potassi per una altra base. D’aquesta manera es va tractar 17
amb 1.2 eq. de ""NH4CI, 1.1 de carbonat de potassi anh. i 1.2 de trietilamina en DMSO
anh. a t.a. fins a la desaparicié del nucleosid de partida; seguidament es va escalfar a 80 °C
durant 9 hores (Taula 8, entrada 4). Efectivament, en aquestes condicions no tenia lloc la
hidrolisi de 55; malauradament, 55 no ciclava en aquest medi, ja que es va aillar un 10% de
triacetilinosina no marcada 7 i un 59% de I’intermedi 55.

Arribats en aquest punt només ens quedava per determinar quin era el dissolvent
més adient per dur a terme la ciclacio sota condicions anhidres. Amb aquest objectiu varem
realitzar el segilient experiment: generar 1’intermedi obert per tractament de 1’1-sulfonil-
inosina de partida amb quantitats equimolars de ""NH4Cl, carbonat de potassi anh. i
trietilamina en CH3CN 1 aigua (3:1) a t.a., i seguidament concentrar el cru a sequetat. Es
tractava llavors de dissoldre el residu en un dissolvent anhidre i augmentar la temperatura a
80 °C. Varem triar com a dissolvent I’acetonitril i la reaccid es va assajar sobre la 2',3'5'-
tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) 1 sobre la 2'73',5'-tri-O-acetil-1-tosil-
inosina (9). Els resultats obtinguts en aquests experiments es resumeixen en 1’esquema

seguent:
0 Q\S,P . 0
S i) 1.2eq. NH,C
N SN2y D2 ea N ) YH
< 1 1.1 eq. EtsN, 1.1 eq. K,CO5 S
AcO NT>N AcO NN
O CH3CN-H20, t.a. (@)

> _ 14 + RSO,NH
ii) evaporacio TX="N) 272

AcO OAc del dissolvent AcO OAc 28 (Y =5N)
iii) CH3CN, reflux

9,17
15N214N
17 (R = 2-NO,CH,) 62% 241
9 (R = 4-CH;C¢Hy) 60% 211

T Es va obtenir també un 7% de Iintermedi hidrolitzat 57.
Esquema 49

Efectivament, els intermedis ciclaven en acetonitril. A més, el percentatge de
ciclacié era, en ambdos casos, més elevat que 1’obtingut sota les condicions inicialment
emprades ("NH,4Cl, KOH i Et;N en la relacié 1:1:1 en CH;CN i aigua (3:1) a ta. i
escalfant a 80 °C una vegada format 1’intermedi obert). Amb el grup 2-nitrobenzensulfonil
(inosina 17), el rendiment de triacetilinosina havia augmentat d’un 24% (Taula 7, entrada
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5) a un 62% (Esquema 49) i la relacié de "N:'*N d’1:1 a 2.4:1; és a dir, el percentatge de
ciclacid havia passat d’aproximadament un 12% a un 44%. Analogament, el comportament
observat per al grup tosil (inosina 9) era gairebé ideéntic: si bé abans s’obtenia un 35% de
triacetilinosina amb una relaci6 de "N:"*N d’1:1 (Taula 7, entrada 4), el rendiment era ara
d’un 60% i la relacio de "°"N:'*N de 2:1 (Esquema 49). En resum, el percentatge de ciclacié
havia passat d’aproximadament un 15% a un 39%.

D’altra banda, gairebé no es detectava hidrolisi dels intermedis (s’aillava només un
7% de 57), la qual cosa semblava indicar que les ciclacions s’havien de dur a terme sota
condicions estrictament anhidres.

Els experiments descrits fins al moment ens havien servit per a analitzar
detalladament la influéncia de tot un seguit de variables —la temperatura, el medi i el
dissolvent— sobre la ciclacio dels intermedis oberts generats en la reaccié d’1-sulfonil-
inosines amb amoniac; perd tots ells ens havien portat, com ¢és evident, a mescles de BN
N. Amb la gran quantitat d’informaci6 adquirida, tot aprofitant que els intermedis amb
grups tosil (50) i 2-nitrobenzensulfonil (55) podien ser aillats amb bons rendiments, ens
semblava ja possible la conversio total de 7 en 28:

0 0 O\\s// o)
N PN .
O «fﬁ R 4 f“”
AcO NN AcO N >N= AcO NN
0 : 0 *NH, , 0
+
AcO OAc AcO OAc AcO OAc RSO,;NH,
7 28

50 (R = 4-CH;CgH,)
55 (R = 2-NO,CgHy)

Esquema 50

Aixi doncs, es va assajar la ciclacié de 50 i de 55 a reflux d’acetonitril anhidre
(Esquema 51). Amb el grup 2-nitrobenzensulfonil (intermedi 55) els resultats no van ser
gens negatius: es va aillar un 63% de [1-'°N]-2',3',5"-tri-O-acetilinosina totalment marcada
(28), d’acord amb els seus espectres de RMN de 'H, de “C i de masses. Ara bé,
sorprenentment, es va obtenir tamb¢ 1-sulfonilinosina (Nl-2-nitrobenzensulf0nil, 17, 19%).
Aquest fet inesperat es va repetir amb el grup tosil (50). En aquest cas pero, 1'1-
sulfonilinosina (NV'-tosil, 9) es va obtenir de forma majoritaria (68%, Esquema 51). A més,
la triacetilinosina aillada en aquesta ultima reaccio (26%) no provenia només de ciclacio, ja
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que indicava una relacio de ’N:'*N de 3 a 1 en base als seus espectres de RMN de 'H i de

masses.
0 O\\S//O O 0 O\\S{/O

N N“T R N—~">yH N N“7 R

< | H < 1 < 1
AcO NTSN= AcO N™>N AcO NN

o) *NH, o) o)
. 7(Y="%N) + RSO,NH, +
AcO OAc 50,55  CHsCN AcO OAc 28(Y="%N) AcO OAc 9,17
80 °C
15N:14N
55 (R = 2-NO,CgHy) 63% 1:0 17 (R=2-NO,C¢Hy)  19%
50 (R = 4-CH;CgH,) 26% 31 9 (R=4-CH;CgHy)  68%
Esquema 51

La formacio d’aquestes espécies es podria explicar en base als mecanismes
simplificats proposats a I’Esquema 52. D’una banda, la inosina totalment marcada (28)
provindria de la ciclacié de la forma neutra a de I’intermedi obert (via A, Esquema 52);
com ¢s evident, el coproducte d’aquesta reaccid seria la sulfonamida NH,SO,R. Ara bé,
podria succeir que 1’equilibri acid-base d’aquest intermedi es desplacés cap a la forma
zwitterionica b, que és la que probablement cicla cap a la 1’1-sulfonilinosina (via B). En
aquest cas, el coproducte de la ciclacié no seria sulfonamida sind ’NHs. Aquest °NH;, a
la vegada, podria atacar, d’una banda, sobre I’atom de sofre de I’ 1-sulfonilinosina formada,
tot donant inosina no marcada 7 1 15NHZSOZR (via C); 1 de I’altra, sobre 1’atom de sofre de
I’intermedi obert sense reaccionar, tot provocant la seva dessulfonilaci6 1 posterior ciclacid
cap a inosina no marcada 7; aquesta ultima reaccidé aniria acompanyada, com ¢és obvi,
d’alliberament de "NH,SO,R i "NH;. D’acord amb els resultats que es desprenien dels
nostres estudis de reactivitat d’1-sulfonilinosines amb amines, la via C estaria més
afavorida per al grup tosil que no pas per al 2-nitrobenzensulfonil, degut a la proximitat del
grup nitro a I’atom de sofre del sulfonil.
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% ?
OQS/R OQSIR
/ /
N X i N > NH N > N
+
1™ «ﬁ#:&mz </ﬁ iH,
AcO NN AcO N">N=" AcO N >SN=
o) . o o) 5
+ —
AcO OAc RSO,NH, AcO OAc AcO OAc
28 a b

0] CO\\S/P
o NH
A g
AcO NN | € AcO NN
o ¢ O
‘NH *
N 3 C NH,
AcO OAc AcO OAc |
7
*
RSO,NH,
Esquema 52

Quan en experiments analegs als anteriors (Esquema 51) es va emprar una quantitat
catalitica d’acid trifluoroacetic (Taula 9, entrades 1 1 2), als pocs minuts de reflux es va
detectar per CCF la conversié majoritaria dels intermedis oberts 50 1 S5 en 1-sulfonil-
inosina (9 1 17, respectivament). D’aquesta manera, amb el grup 2-nitrobenzensulfonil es
va formar un 68% de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) i només un
32% de [1-'°N]-2",3',5"-tri-O-acetilinosina (28) totalment marcada (Taula 9, entrada 1). El
resultat va ser encara més sorprenent amb el grup tosil: es va aillar un 92% de 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-tosilinosina (9). L’altre 8% era [1-'°N]-2',3"5"-tri-O-acetilinosina totalment
que no desitjavem (via B, Esquema 52), varem assajar la reaccid en medi basic. En aquest
sentit es van dur a terme experiments analegs substituint 1’acid trifluoroacétic per un
equivalent de trietilamina (7aula 9, entrades 3 i 4). Efectivament, el percentatge d’1-
sulfonilinosina va disminuir considerablement en els dos casos. Amb el grup 2-nitro-
benzensulfonil (55) es va aconseguir reduir fins a un 13% (Taula 9, entrada 3); amb el tosil
encara s’obtenia una quantitat important de 9 (48%, Taula 9, entrada 4). Malauradament, la
trietilamina va afavorir una vegada més el procés de dessulfonilacié cap a inosina sense
marca (via C, Esquema 52). Aixi, l’altre producte de les dues reaccions va ser
triacetilinosina parcialment marcada, amb una relacié de ’N:'*N de 3:1 en ambdoés casos i
amb rendiments de 80% 1 20%, respectivament.

69



Part teorica. Capitol 2

o QP 0 o QP
NN SR N~">YH N NSR
< IR < < 1
AcO NTN= AcO NN AcO NN
O *NH 2 condicions O O
—_— + RSO,NH, +
AcO OAc CH;CN AcO OAc AcO OAc
80 °C
55 (R = 2-NO,C¢Hy) 7 (Y =“N) 17 (R = 2-NO,C¢Hy)
50 (R = 4-CH3C¢H,) 28 (Y = °N) 9 (R = 4-CH3CgHy)
Condicions Intermedi 7+28 NN 1-Sulfonil-
obert inosina
CF;COOH cat. 55 32% 1:0 17, 68%
CF;COOH cat. 50 8% 1:0 9,92%
1 eq. Et;N 55 80% 3:1 17, 13%
1 eq. EzN 50 20% 3:1 9, 48%
1 eq. ‘BuOK 55 61% 3:1 17, 12%
1 eq. DBU 55 78% 1:0 0%
Taula 9

En resum, dels experiments descrits fins al moment (Esquema 51 1 Taula 9,
entrades 1-4) es deduia que I’intermedi obert més adient per introduir marca en el N1 de la
inosina era 55 (N-2-nitrobenzensulfonil). Aixi doncs, es va procedir a optimitzar la via A
(Esquema 52) per a aquest cas concret. A fi d’evitar processos de dessulfonilacié no
desitjats es van estudiar bases alternatives a la trietilamina. Un experiment analeg amb
terc-butoxid de potassi va portar a resultats encara més decebedors: 12% de 17 1 61% de
triacetilinosina amb una relaci6 de "N:"*N de 3 a 1 (Taula 9, entrada 5). La substitucié de
terc-butoxid de potassi per carbonat de cesi no va aportar pas millores en els resultats: es
va obtenir una mescla complexa de productes. Finalment, emprant 1,8-diaza-
biciclo[5.4.0Jundec-7-¢ (DBU) com a base varem aconseguir el nostre objectiu d’obtenir
28 com a unic producte i amb rendiments comparables (78%) als descrits per a les 1-nitro-
inosines (84%), tal com es resumeix en 1’ Esquema 53.
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En definitiva, gracies a aquest ampli estudi de la reactivitat d’1-sulfonilinosines
amb amoniac vam trobar les condicions optimes per al marcatge del N1 de la inosina de
forma facil, novedosa i economica. Una vegada més, el grup 2-nitrobenzensulfonil havia
resultat ser el més adient per a la incorporacié quantitativa de marca en el N1 de 1’anell de
purina. Aquest nou protocol es pot resumir en els segilients punts:

1) Tractar I’1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina 17 amb quantitats equimolars de
"NH,CI, hidroxid de potassi i trietilamina en acetonitril i aigua (3:1) a temperatura
ambient fins a la total desaparici6 del nucleosid inicial.

1) Tot seguit, aillar I’intermedi obert (55) per cromatografia en columna amb gel de
silice.

ii1) Finalment, tractar 55 amb un equivalent de DBU, a reflux d’acetonitril 1 sota
condicions estrictament anhidres fins a la seva total ciclacid.

0 QP NO, o o Q0 No,
NSNS N~">NH NN~
< 1 ® < I ¢ 1 H
AcO N N * AcO N N AcO N N= *
0] 1.2 eq. NH4ClI 0) o NH,
1.1 eq. Et3N, 1.1 eq. KOH +
AcO OAc CHyCN-H,0,ta, 130 ACO OAc  12:88 AcO OAc
17 7 55

@

separacio per
cromatografia en columna

JCN= 10.6 ‘]HN:87‘5
.0 o 9,0 No,
| o F \S/
/N 6 NH /N N~
< 10 <1 H
AcO N7 N\? AcO NTON= *
o} 1 eq. DBU o} NH;
2-N02C6H4SO2NH2 + JHN =7.6 -
Jo =82 CH;CN anh.
AcO OAc CN = 8. 80°C. 15 h AcO OAc
28 (78%) 55 (78%)
Esquema 53
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2.3. REACTIVITAT DE LA 3',5'-DI-O-ACETIL-2'-DESOXI-1-(2-NITROBENZEN-
SULFONIL)INOSINA (22) AMB '“NH;

En aquest punt, ens calia comprovar si el protocol acabat de descriure era aplicable
a la série 2'-desoxi. Aixi, vam assajar la reaccio de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitro-
benzensulfonil)inosina (22) amb '’NH; d’acord amb les condicions optimitzades per a 17.

Sorprenentment, la reaccié d’obertura de I’anell de purina va donar rendiments més
alts que en la serie ribo. En aquest sentit, quan es va tractar 22 amb 1.2 equivalents de
NH; a temperatura ambient, I’espectre de RMN de 'H del cru de reaccié posava de
manifest que I’intermedi obert resultant d’atac del '"NHj sobre C2 (['°NH,]-5-(amino-
metilen)amino-1-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil )imidazole-4-[ N-(2-nitro-
benzensulfonil)]carboxamida, 63) i la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) provinent de
dessulfonilacié es trobaven en la relacio 95:5, respectivament (enfront de 88:12 per a la
s¢rie ribo, compost 17). A més, I’intermedi obert 63 va poder ser aillat amb elevat
rendiment (80%):

o Q,° No, 0 o Q9 No,
N S N N S
¢ Al MY
AcO NT N2 * AcO NN AcO N VA
o 1.2 eq. NH4Cl e} 0 H,
1.1 eq. E3N, 1.1 eq. KOH +
AcO CHyCN-H,0, ta, 15h  AcO 5:95  AcO
2 2 63

separacio per
cromatografia en columna

(8 160.5)
\\\O o\\//o N02
N N/S
< 1 H

AcO N N=A\ *

) NHZ\\

T TN =89.6
AcO Jon =183

(8 157.6)
63 (80%)

Esquema 54

Per ultim, va ser possible reproduir les nostres condicions de ciclacid sobre
I’intermedi 63 (Esquema 55). Aixi, quan aquest compost va ser tractat amb un equivalent
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de DBU a reflux d’acetonitril durant 24 hores es va obtenir la [1-'°N]-3',5'-di-O-acetil-2'-
desoxiinosina (64), com a unic producte i amb un rendiment molt semblant a I’obtingut en
la série ribo. Una vegada més, els espectres de RMN de 'H, °C i N confirmaven la
incorporacié quantitativa de '°N en la posicio N1:

dn=-173.7
JCN =8.0 ’:'
0o N\ /P NOZ \O 4 i Jun =87.6
N S N il
am ¢ oA
AcO N N=\r\>lkH AcO NN W
© 2 1 eq. DBU ©
— JHN =7.5
AcO CH;CN AcO Jen =62
80°C, 24 h
63 64 (74%)
Esquema 55

En definitiva, el grup nosil (2-NO,CsH4S05) és I’idoni per arribar a [1-'’NJ-2"-

desoxiinosines, mentre que el grup NO; és el més apropiat per al marcatge en scrie ribo.5*

o 9,9 NO,

2. No i i
N ~NO; N N N -
My I e MO
ACO\@\] N AcO. N = . AcO N

N
%

NH, © NH3 ©
e -

AcO OAc AcO R' AcO R

27 R'=OAc (28), H (64) R'=0OAc (17), H (22)
Esquema 56

Tal com hem vist, la majoria d’N'-sulfonilinosines no eren ttils quant a la seva
conversio en [1-"N]inosines. Un cas especial és el de les dinitrobenzensulfonilinosines.
Quan la 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) era tractada amb
quantitats equimolars de NH4Cl, hidroxid de potassi 1 trietilamina en acetonitril 1 aigua a
temperatura ambient, s’observava, de la mateixa manera que per a les altres 1-sulfonil-
inosines, la formacié d’un intermedi obert polar. Ara bé, aquest compost mostrava
diferencies significatives als obtinguts amb els altres grups sulfonil. Per aixo, les seves

reaccions s’estudien independentment en el segiient capitol.
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3. CONVERSIO DIRECTA D’INOSINES EN [1-'*NJADENOSINES I EN 1-
ALQUILADENOSINES VIA INOSINES  N'-2,4-DINITROBENZEN-
SULFONILADES

3.1. INTRODUCCIO
Quan I’intermedi obert que prové de 1’atac d’amoniac sobre el derivat 2,4-dinitro-

benzensulfonil 16 es va deixar evolucionar a temperatura ambient, s’observa que donava
I’adenosina 66 i no la inosina 7:

N= AcO NN
0 o)
—_—
AcO OAc AcO OAc 7
(0] Q\/P NOZ T~
N N
< I
AcO NT>N NO,
(0)
1.2 eq. NH4C], 1.1 eq. KOH, 1.1 eq. EtzN
AcO OAc 16 ! ’

CH;CN-H,0 (3:1), ta.

\ NH,
\ N AN
N
¢ f;
AcO. N™™N
0
AcO OAc 66

Esquema 57

La formaci6 d’adenosina a partir d’una 1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)purina i
amoniac ens feia pensar en un mecanisme de transposicié de bases puriniques diferent al

60410 53 que d’acord amb

descrit per a la reaccié d’inosines N'-activades amb amines,
aquest procés I’intermedi obert resultant de 1’atac de I’amoniac sobre C2 (a, Esquema 58)
hauria de ciclar cap a inosina (via A, Esquema 58). Podria succeir que el grup 2,4-dinitro-
fenil del compost a migrés cap a I’oxigen en C6, per atac d’aquest atom al carboni ipso del

grup aril i posterior alliberament de SO, (via B, Esquema 58); la nova especie intermedia
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aixi formada (b) ciclaria formant-se

adenosina enlloc d’inosina 1 2,4-dinitrofenol (67)

enlloc de 2,4-dinitrobenzensulfonamida, tal com es dibuixa simplificadament en la via B

de I’esquema que segueix:

O,N
NO,
------- ipso
_0
B —
0 9.9 No, o~ o o
NS N M N~ NH
RO </N LA+ RO </N lA‘E)NHz RO </N »
N”2 NO N= N
o) ‘\ 2 o) o
NH; A
—_— —_—
RO OR RO OR RO OR
? 2,4-(NO,),CsHsSO,NH,
. B
Y
NO,
Oz“@
NH, o
N N N NH
N
¢ I 7 oH ¢ |k:NH2
RO N™™N NO, RO N >N=
o) o)
+ o + 802
RO OR NO, RO OR
67 b
Esquema 58

Si aquesta hipotesi era certa, la reacci6 d’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)purines amb
"NH; hauria de donar [1-"’N]adenosines. De forma totalment inédita, ja que no existien
precedents per a la conversio directa d’inosines en adenosines marcades en el NI, i1

economitzant la despesa de °N. A

fi d’explorar aquesta nova via de marcatge, en la

primera part d’aquest capitol estudiarem la reaccio d’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosines
amb '"NH3, en la série ribo i en la 2'-desoxi (Esquema 59).
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o Q. No, (NH2
N -5 N
g 7@ Iy
RO NT™N NO, . RO N™™N
o 1 eq. NHj3 0O
____________ -
RO R’ RO R’
R'=OR, H
Esquema 59

D’acord amb el mecanisme proposat (via B, Esquema 58), la reaccié d’1-(2,4-di-
nitrobenzensulfonil)inosines amb alquilamines hauria de donar 1-alquiladenosines:

O,N
NO,
s<0
(0] C{\/P NO2 Q /\O
; N/S N NH
AL AL ¢ 1 NHR
RO o N N 2 N02 RO o N:/
R'NH,
—_—
RO OR RO OR
NO,
NH (0]
R NH
N . N
N
< OH ¢ fi:NHR'
o 2 o
+ e + SO,
RO OR NO, RO OR
67
Esquema 60

Aquesta reaccid suposaria la creacié d’una nova via d’accés a aquestes adenosines
N'-modificades. Malgrat Iinterés que aquests nucledsids posseeixen, tots els métodes
descrits per a la seva preparacié es basen —de la mateixa manera que succeia en 1’N'-
alquilacié d’inosines— en I’atac del N1 sobre electrofils. Per exemple, Fujii i Saito®

descriuen la sintesi de 2',3'-O-isopropiliden-1-metiladenosina per reaccié d’adenosina amb
iodur de metil (Esquema 61).
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NHZ NH2 NH

N X N N -Me N _Me
HO </Nf\/)N ¢ f\/)m I ¢ f:N
o N HO o NT°N Amberlite IRA-402 1O o NTON
Mel jq (HCO3) k—?
—_ > >

(0] o) CH;CN, t.a. (0] O o e}

>< >< >< 85%

Esquema 61

Amb I’objectiu d’estudiar aquesta nova ruta d’alquilacid, en la segona part d’aquest
capitol estudiarem la reaccio d’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosines amb alquilamines.

La importancia d’aquestes reaccions no només radicaria en les seves aplicacions,
sind en el seu mecanisme. Si les nostres previsions eren encertades, acabavem de descobrir
un nou mecanisme de transposicio de bases puriniques. Per tal de confirmar-lo, en la
tercera part d’aquest capitol es dura a terme un estudi mecanistic detallat d’aquestes
transformacions.

3.2.  REACTIVITAT D’1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)INOSINES AMB
AMONIAC

Tal com ja s’ha comentat (Esquema 57), la reacci6 de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-
dinitrobenzensulfonil)inosina (16) amb amoniac portava, entre d’altres especies, a un nou
compost que era cromatograficament i espectroscopicament identic a la 2',3',5'-tri-O-
acetiladenosina (66).” A les 6 hores de reacci6 1’analisi per RMN de 'H del cru posava de
manifest la total conversid del nucleodsid inicial en I’intermedi derivat de 1’obertura de
I’anell de purina (68), triacetiladenosina 66 1 triacetilinosina 7; a més d’aquestes especies
es detectava la formacio de 2,4-dinitrofenol (67) i acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69).
Aquests cinc compostos van ser aillats amb els segiients rendiments: 32% (68), 15% (66),
53% (7), 31% (67) 1 38% (69). Tot semblava indicar que I’inica especie nucleosidica que
provenia de la ciclacié de ’intermedi era 1’adenosina 66, ja que a temps de reaccié més
llargs el rendiment de la inosina 7 romania invariable, mentre que el de 66 creixia una

mica.

Per confirmar aquesta hipotesi es va dur a terme un experiment analeg amb '"NHj
(Esquema 62).

" El compost 66 va ser comparat amb una mostra preparada per acetilacié de I’adenosina (65).
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Jen=54
o QP RN NH,
A6
N ~Ss N~
CT NN ¢ N
AcO N™>N=* AcO N">NTY
0 NH, o)
O O\\S//O JCN =2.0
</N | )N/ “Ar AcO OAc AcO OAc Jux=152
AcO NN 2 % 68* (Ar = 2,4-dinitrofenil) 70
0] 1.2 eq. NH4CI +
1.1 eq. KOH, 1.1 eq. Et3N 0
AcO OAc CH;CN-H,0 (3:1), t.a N NH HOo /20
16 (Ar = 2,4-dinitrofenil) OH < 0 S=
NO, AcO N NO,
0]
NO, AcO OAc NO,
67 7 69
Esquema 62

Com haviem previst, varem obtenir [1-'°N]-2',3',5"-tri-O-acetiladenosina (70). Els
acoblaments de 'H-""N i de *C-">N que s’apreciaven en els espectres de RMN de 'H i de
BC de 70 confirmaven que la mostra estava totalment marcada en I'N1. A més, I’espectre
de RMN de "N acoblat presentava un unic doblet a —175.4 (respecte ’'H'°NO5 conc.) amb
una constant d’acoblament Jx; = 15 Hz. Semblava evident que el mecanisme proposat (via
B, Esquema 58) estava operatiu. D’altra banda, la inosina obtinguda (7) no incorporava
marca, la qual cosa confirmava que no provenia del mecanisme de transposicio de bases
puriniques que estivem acostumats a veure en la reaccié d’inosines N'-activades amb
amines (via A, Esquema 58).

La formacié de tots aquests compostos (70, 7, 67 i 69) podria quedar justificada
amb ’atac de les diferents especies nucleofiles presents en el medi de reaccid (amoniac,
aigua 1 trietilamina) sobre les principals posicions electrofiles del nostre substrat (16).
Aquestes posicions eren el carboni 2, I’atom de softre 1 el carboni ipso del grup aril.

ipso
o Qi NO,
N
N
< 1
NT°N NO,
Ac
R 16 Nu
Esquema 63
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L’amoniac podria portar a I’obertura de I’anell de purina, per atac sobre el C2 (via
A, Esquema 64). La migracio del grup 2,4-dinitrofenil a I’oxigen en C6 i la posterior
ciclacio de I’intermedi donaria la [1-'*N]adenosina 70 i 2,4-dinitrofenol (67).

Aquest nucleofil (*’NH;) podria portar també a la generacié de ['°N]-2,4-dinitro-
anilina (71) 1 la inosina 7, per atac sobre el carboni ipso de 1’aril 1 posterior pérdua de SO,
(via B, Esquema 64).

O,N NH
2 NO, L 2*
NO, OQN\Q ¢ /)N
NTN
S//O /
O/ X0 Q RAc , 70
. N NH N NH
l}?SO </ f . </ :(\iNH OH
NH2 2
' N~ >N="* NT>N=* NO,
0, 0! A / — —
O \// 1 N02 Ac RAC
g R T so
/Nfi\N/ 68+ 2
<N | 2 B N02
/ N A N02 67
RAC BN *
16 NH, B\\ 0] NH,
</N " ONH NO,
/N N/)
RAC + NO, + SO,
7 71
Esquema 64

La trietilamina podria atacar sobre el sofre del sulfonil (Esquema 65; des-
sulfonilacid). L’especie zwitterionica que es formaria en aquest procés podria reaccionar
amb aigua (del medi de reacci6 o de la silice emprada en la purificacié cromatografica), tot
donant la inosina 7 1 acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69).T

Et3N:
N 0.2,
0 QJ9 NO, 0 o) 5=
g N - Q.9 nNO NO
N P N N\ // 2 N NH 2
¢ N OB N < I
N N/) No ™ N EtN ) — NP+
/ 2 / /
A RAC o RAC N02
RA¢ H,0
16 7 69

Esquema 65

" De fet, quan 16 es va tractar amb un equivalent de trietilamina en acetonitril sota condicions anhidres es va
aillar un 64% de triacetilinosina 7, un 32% de 16 1 un 60% d’acid sulfonic 69.
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Fins i tot, per atac de 1’aigua sobre el carboni ipso de 1’aril i posterior

desprendiment de SO, es podria formar la inosina 7 i 2,4-dinitrofenol (67, cas A, Esquema

66). Podria succeir també que 1’aigua ataqués sobre el carboni ipso de I’intermedi obert i

donés el fenol 67. Aquesta reaccidé de SyAr vindria seguida de perdua de SO,, de ciclacio

de ’intermedi derivat a la inosina 7 i d’alliberament de '’NHj (cas B, Esquema 66). A més,

I’aigua (o 1’16 hidroxid) podria atacar també sobre el sofre tot donant la inosina 7 1 I’acid

sulfonic 69 (cas C, Esquema 66).

A ipso
o Qi NO,
S ¥
N N/
¢ X f@
/N N NO,
RA OH,
16
B O,N
o
H20 (‘=0
Q /o
L.
7
N >N=

Esquema 66

OH
NH NO,
/J + + SOZ
NO,
67
OH
NO, ,
+ 802 + NH3
NO,
67

0]

Mpow . X
N N/) + HO™ \©\
NO

NO,

2

69

A fi de corroborar aquestes hipotesis i de reduir al maxim els processos de

dessulfonilaci6é (Esquema 65 i cas C de I’Esquema 66) 1 SyAr no desitjats (cas B de

I’Esquema 64 1 casos A 1 B de I’Esquema 66) varem dur a terme experiments analegs

emprant diferents bases i1 dissolvents (7aula 10). D’altra banda, donat que el procés de
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ciclacio a la [1-"’N]adenosina 70 era molt lent a temperatura ambient, varem augmentar la
temperatura. Aixi, en cadascun d’aquests experiments es va escalfar la barreja de reaccid a
80 °C una vegada desaparegut el nucleosid inicial.

També s’assaja la reaccid en condicions estrictament anhidres (7aula 10, entrada
1), tractant 16 amb quantitats estequiométriques de ""NH4Cl, carbonat de potassi i
trietilamina en DMSO anhidre. Tot i que el rendiment de producte ciclat (70) va creixer
lleugerament respecte al cas anterior (29% enfront d’un 15%), el de la inosina 7 continuava
essent elevat (57%). Malgrat que la supressié de I’aigua evitava la formacié d’inosina, per
atac d’aquesta sobre el carboni ipso de I’aril, no s’evita 1’atac d’altres especies nucleofiles,
com ara el °NHj (cas B, Esquema 64), que fornia la inosina 7 i ’anilina 71.

NH,
N\
N
Ao </N ! OH
C
o QP ol N NO,
S.
</ | )N Ar
AcO. NN 2 % AcO OAc NO,
Ty .
AcO OA condicions 0O o
C C
</N | )NH NH "o-¢%o
16 (Ar = 2,4-dinitrofenil) _ 2
AcO NN NO, NO,
o}
AcO OAc NO, NO,
7 71 69
Condicions 70 67 7 71 69
1) "NH,CI, K,COs, Et;N (1:1:1), DMSO, t.a. 29% 29% 57% 43% 14%
2) DMSO, 80 °C
1) "NH,CI, K,COs (1:1), DMSO, t.a. 7% 60% 63% 0% 0%
2) DMSO-H,0, 80 °C
1) "NH,CI, KOH (1:1), CH;CN-H,0, t.a. 21% 51% 62% 0% 0%
2) CH;CN-H,0, 80 °C
1) "NH,CI, KOH, Et;N (1:1:1), CH;CN-H,0, t.a. 44% 60% 53% 0% 38%
2) CH;CN-H,0, 80 °C
Taula 10
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La formacid de la inosina 7 tampoc va disminuir quan varem suprimir la
trietilamina (7aula 10, entrada 2). Aixi, quan es va preparar I’intermedi 68* amb quantitats
estequiométriques de ’NH4Cl i carbonat de potassi en DMSO anh. i es va escalfar en una
mescla de DMSO 1 aigua, enlloc de 1’acid sulfonic 69 es va formar el fenol 67 (60% de
rendiment). Tot semblava indicar (Taula 10, entrades 1 1 2) que la ciclaci6 en DMSO no
estava gens afavorida; en aquest cas concret, I’intermedi 68* tendia a dessulfonilar i donar
la inosina 7, d’acord amb el mecanisme proposat en el cas B de I’ Esquema 66.

Els resultats van ser molt semblants quan en un experiment analeg varem substituir
el carbonat de potassi per hidroxid de potassi i el DMSO per una mescla d’acetonitril 1
aigua 3:1 (Taula 10, entrada 3). Continuava predominant la formacié de la inosina 7 (62%
de rendiment) sobre la de la [1-'"N]adenosina 70 (21% de rendiment).

En resum, dels experiments descrits fins al moment es pot deduir que davant la
necessitat d’un medi polar i d’una base per tal de generar ’NHj a partir de ""NH,Cl se’ns
feia impossible evitar els processos de dessulfonilacio i SyAr no desitjats (Esquema 65 1
Esquema 66).

Aixi doncs, varem realitzar un experiment analeg al descrit inicialment (preparar
I’intermedi 68* per tractament de la inosina 16 amb quantitats estequiométriques de "NHj
en una mescla d’acetonitril i aigua 3:1 a t.a.), escalfant una vegada desaparegut el
nucleodsid inicial (Taula 10, entrada 4). Afortunadament, el rendiment de la [1-"’N]-
adenosina 70 va augmentar considerablement (a un 44%) respecte als casos anteriors
(Taula 10, entrades 1, 2 1 3).

Ens mancava per comprovar si aquestes condicions serien aplicables a la série 2'-
desoxi. A la practica els resultats obtinguts per a la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2,4-di-
nitrobenzensulfonil)inosina (21) van ser gairebé ideéntics (Esquema 67). Es va obtenir un
40% de [1-'°N]-3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiadenosina (72) —totalment marcada en el NI,
d’acord amb els seus espectres de RMN de IH, de BC, de °N i de masses— i un 49% de
3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2).

" De fet, quan es va intentar generar amoniac en condicions estrictament anhidres (en acetonitril) a partir d’un
equivalent de NH4Cl i dos d’1,4-diazabiciclo[2.2.2]octa (DABCO), els resultats tornaren a ser decebedors, ja
que es continuava detectant dessulfonilacid i el procés d’obertura de 1’anell de purina tenia lloc en un
percentatge molt baix, probablement degut a la baixa solubilitat de la mescla "NH,CI/DABCO en aquest
medi.
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JCN = 46
N O \\ // N \\N:"z* N O
N" A * SN NH
< 1 " 12 eq NH,CI < f\/ ) < 1
AcO N™>N"2 AcO N">N"w AcO NN
j@ 1.1 eq. KOH, 1.1 eq. EsN j@ j@
> _ +
CH;CN-H,0 Jon=12
AcO ta. 6h — 80°C. 6h AcO Jun=15.2 AcO
21 (Ar = 2,4-dinitrofenil) , 72 40% 2 4%
Esquema 67

En definitiva, de 1’estudi de la reactivitat d’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)purines
amb amoniac vam arribar a un protocol que feia possible per primera vegada la conversio
directa d’una inosina en una adenosina marcada en el N1, tant en la série ribo com en la 2'-

desoxiribo:
o Q9 No, NH,
N -5 N
.y Yy
AcO N™™N NO, . AcO N™>N
0 1 eq. NHj O
—_—
AcO R AcO R
R'=0Ac, H
Esquema 68

3.3. REACTIVITAT DE LA 2'3'.5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITROBENZEN-
SULFONIL)INOSINA (16) AMB BENZILAMINA

En aquest punt convenia avaluar si aquesta nova metodica de transformacié de
bases puriniques era aplicable a la sintesi d’1-alquiladenosines. Amb aquesta finalitat
varem comengar assajant la reaccié de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil))-
inosina (16) amb benzilamina.

Quan es va tractar 16 amb benzilamina a temperatura ambient, d’acord amb les
condicions emprades en la reaccio amb amoniac (vegeu la Taula 11), es va observar la
formacié d’un compost que era identic a la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benziladenosina (73),T

" El compost 73 era cromatograficament i espectroscopicament idéntic a una mostra preparada per reaccié de
1’adenosina 66 amb bromur de benzil d’acord amb Dipple i col.*®
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entre altres especies. Als 40 minuts de reaccio, I’analisi per CCF posava de manifest la
total conversié de 1’1-sulfonilinosina 16 en 73, en triacetilinosina 7 i en un producte polar
(presumiblement 1’intermedi obert derivat de I’atac de la benzilamina sobre el C2) molt
inestable, ja que només concentrant el cru a sequetat s’hidrolitzava. A més d’aquests tres
compostos es va formar 2,4-dinitrofenol (67), acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69) 1 N-(2,4-
dinitrofenil)benzilamina (38).

Tal com era d’esperar, quan en un experiment analeg varem escalfar 1’intermedi
polar a 80 °C, varem observar com aquest compost es convertia totalment en el producte
ciclat 73. D’aquesta manera es va aillar un 52% de 1’1-benziladenosina 73 (Taula 11,
entrada 2).

(0] \\S// NH (0]
</ij\)N/ \Ar </ij\)N/\Ph </N | )NH
AcO NN 2 AcO NN AcO NN
1.1 eq. EsN .
AcO OAc condicions AcO OAc AcO OAc
16 (Ar = 2,4-dinitrofenil) 73 7
Condicions 73 7
CH;CN-H,0 (3:1), t.a. 7% 40%
1) CH;CN-H,0 (3:1), t.a. 52% 37%

2) CH;CN-H,0 (3:1), 80 °C

Taula 11

Tot semblava indicar que quan el compost 16 era tractat amb benzilamina en les
condicions esmentades, aproximadament un 60% experimentava atac de I’amina sobre el
C2 1 donava el corresponent intermedi obert. Aquest semblava transposar (per atac de
I’oxigen en C6 sobre el carboni ipso de 1’aril) i ciclar de la forma proposada (Esquema 60),
cap a I’l-benziladenosina 73 i 2,4-dinitrofenol (67). L’altre 40% experimentaria un atac
sobre el sofre 1 sobre el carboni ipso del grup aril per part de les espécies nucleofiles
presents en el medi de reaccio (aigua, trietilamina 1 benzilamina), tot donant inosina 7 i els
corresponents coproductes d’aquests processos, €s a dir, 2,4-dinitrofenol (67, vegeu el cas
A de I’Esquema 66), acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69, vegeu [ 'Esquema 65 i el cas C de
I’Esquema 66) 1 N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38). Com ja s’ha comentat en el capitol 1,
la dinitrofenilamina 38 provindria de I’atac de la benzilamina sobre el carboni ipso del
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grup aril (reaccié de SyAr seguida de perdua de SO, i de formaci6 de triacetilinosina 7,

vegeu I’Esquema 27).

Una vegada més, per tal de reduir al maxim els processos de dessulfonilacid
(Esquema 65 1 cas C de I’Esquema 66) 1 de SNAr (Esquema 27 1 cas A de I’Esquema 66)
varem assajar diferents bases 1 dissolvents, escalfant només una vegada format 1’intermedi

obert.

D’entrada, es va repetir la reaccié en condicions estrictament anhidres (Taula 12,

entrada 1). A més, per tal d’aconseguir una major selectivitat es va disminuir la

temperatura de la primera etapa. D’aquesta manera es va tractar 16 amb benzilamina 1

trietilamina en acetonitril anh. a =30 °C fins a la total desaparici6 del nucleosid inicial (40

minuts). Seguidament es va escalfar a 80 °C durant 90 minuts. Els resultats van ser

decebedors, ja que el rendiment de ciclacié havia disminuit considerablement respecte al
cas anterior (16% de 73 enfront de 52% en I’entrada 2 de la Taula 11). D’altra banda, no
haviem aconseguit reduir la formacié d’inosina no modificada (s’obtenia un 39% de 7).

\j NH HN" Ph
6
N “ AcO N - N -
AcO o N™ 2 1.2 eq. PhCH,NH, o N AcO o N
1.1 eq. Et;N . . inosina
AcO OAc condicions AcO OAc AcO OAc
16 (Ar = 2,4-dinitrofenil) 73 75 7
Condicions 73 75 7
1) CH3CN, -30 °C 16% 0% 39%
2) CH;CN, 80 °C, 90 min
1) CH3CN, -30 °C 9% 19% 47%
2) CH3CN, 80 °C, 48 h
Taula 12

Cal destacar que, escalfant la mescla de reaccié durant un temps més llarg (Taula

12, entrada 2), varem detectar la formacié de 2',3'",5'-tri-O-acetil-N°-benziladenosina (75)."

" El compost 75 va ser comparat amb una mostra preparada per tractament de 6-cloro-9-(2',3",5'-tri-O-acetil-

B-D-ribofuranosil)-9H-purina (74)*” amb benzilamina.
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Aquest nou compost va ser aillat amb un 19% de rendiment, juntament amb un 9% de 1’1-
benziladenosina 73 i un 47% de la inosina no modificada 7.

L’N®-benziladenosina 75 podria provenir de la transposicié de Dimroth de 1’1-
benziladenosina 73. De fet, les 1-alquiladenines sén conegudes perqué experimenten
aquest tipus de processos en determinades condicions de pH i temperatura.”’ Aquesta
transformacio consisteix en 1’obertura de 1’anell de purina —per atac d’especies nucleofiles
sobre el C2— seguida de transposicio del N1 a la posicié que correspon al N6 en adenosines
1 posterior ciclaci6 (Esquema 69).

R R
NH HN R HN' HN”
N R N NH N NH N
N o ~
«Nﬁl ¢ I?\ 1) am
R/ \ R/ Nu R/ Nu R/
HNu HNu
Esquema 69

En definitiva, en aquestes condicions (estrictament anhidres), no s’afavoria la
ciclaci6 de ’intermedi obert cap a 1’1-benziladenosina que voliem, i a més el producte
esperat de la reaccid, a temps de reflux llargs, tendia a transposar cap a 1’N°-benzil-
adenosina 75. També es continuava obtenint un percentatge elevat de la inosina 7 1 d’acid
2,4-dinitrobenzensulfonic (69). Tot semblava indicar que el principal agent responsable de
la formacio6 de 7 era la trietilamina (Esquema 65).

Per tal d’evitar el procés de dessulfonilacié causat per la Et;N varem substituir-la
per una altra base. Aixi, vam tractar 16 amb benzilamina i carbonat de potassi en
acetonitril anh. a —30 °C fins a la total desaparicio de la inosina de partida i seguidament
vam escalfar a 80 °C (Taula 13, entrada 1). Només un 6% de 16 es va convertir en la
inosina no modificada 7. Ara bé, I’intermedi obert tendia a descompondre en aquestes
condicions, ja que només es va aillar un 22% de I’ 1-benziladenosina 73.

Donat que haviem obtingut els millors resultats de ciclacié en mescles d’acetonitril
1 aigua (Taula 11, entrada 2), varem proposar el segilient experiment: preparar 1’intermedi
obert de forma analoga al cas anterior (tractant el compost 16 amb benzilamina i1 carbonat
de potassi en acetonitril a —30 °C) i tot seguit addicionar aigua i escalfar a 80 °C (Taula 13,
entrada 2). Llavors el rendiment d’1-benziladenosina (73) va augmentar fins a un 49%. Tot
1 aix0, la descomposicié de I’intermedi polar tenia lloc encara de forma important, la qual
cosa feia pensar en el medi basic de la reaccid6 com a responsable d’aquest procés no
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desitjat. D’altra banda, es va aillar també un 10% de I’N®-benziladenosina 75. D’aquest

darrer experiment semblava deduir-se que era necessaria I’aigua en I’etapa de ciclacio.’
o Y% NH HN">Ph
- N A~ o
AcO NN 2 AcO NN AcO NN
1.1 eq. K,CO3 + + inosina
AcO OAc condicions AcO OAc AcO OAc

16 (Ar = 2,4-dinitrofenil) 73 75 7

Condicions 73 7 75
1) CH;CN, -30 °C 22% 6% 0%
2) CH;CN, 80 °C
1) CH;CN, -30 °C 49% 6% 10%

2) CH;CN-H,0 (3:1), 80 °C

Taula 13

En resum, en condicions anhidres es minimitzava considerablement la formacié de
la inosina 7 perd no s’afavoria el procés de transposicié que voliem; aquest mecanisme
semblava donar-se amb més facilitat en presencia d’aigua en el medi i a temperatures
elevades. D’altra banda, la preséncia de base semblava conduir a la degradacid de
I’intermedi obert (Taula 13, entrades 11 2).

Tots aquests resultats van portar a una nova proposta: tractar 1’1-(2,4-dinitro-
benzensulfonil)inosina 16 amb un equivalent de benzilamina en acetonitril anhidre a
—30 °C fins que es formés completament 1’intermedi obert. Seguidament, addicionar aigua i
escalfar a 80 °C.

En acetonitril i aigua 20 a 1 (Taula 14, entrada 1), el seguiment de la reaccio per
CCF va permetre observar que la desaparicié de I’intermedi polar anava acompanyada de

" De fet, quan es va tractar el compost 16 amb un tunic equivalent de benzilamina en acetonitril a =30 °C i es
va escalfar I’intermedi obert sota condicions anhidres, no només es va obtenir 1’ 1-benziladenosina 73 (26%
de rendiment) sind també 1’1-benzilinosina 40 (13% de rendiment). Es a dir, actuaven alhora els dos
mecanismes de transposicio possibles (vies A i B, Esquema 58). Cal destacar pero que, en aquest cas, les
condicions de preparacio de I’intermedi obert (abséncia de base i condicions estrictament anhidres) eren
també optimes a ’hora d’evitar la formacio de la inosina no modificada 7, ja que aquesta s’obtenia amb
només un 8% de rendiment.
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la formacié de dos productes: 1’1-benziladenosina 73 (55% de rendiment) i 1’ N°-benzil-
adenosina 75 (24% de rendiment). Cal destacar que, en aquest cas, la quantitat de
productes d’hidrolisi va ser gairebé insignificant.

o O\\S//O NH HN">Ph
6
AcO N~ N7 2 AcO NN AcO N N/J
O (o) O
1 €q. PhCH2NH2 . .
— + + 1nosina
AcO OAc condicions AcO OAc AcO OAc
16 (Ar = 2,4-dinitrofenil) 73 75 7
Condicions 73 75 7
1) CH3CN, -30 °C 55% 24% 12%

2) CH;CN-H,0 (20:1), 80 °C, 4 h

1) CH;CN, —30 °C 81% 0% 8%
2) CH;CN-H,0 (3:1), 80 °C, 90 min

* S’obté també un 8% d’N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38) i un 80% de 2,4-dinitrofenol (67).
Taula 14

Arribats aqui, calia trobar un medi aqués en el qual s’afavoris la formacié de només
un d’aquests dos compostos: 1’1-benziladenosina 73. Afortunadament, en una mescla
d’acetonitril i aigua 3 a 1 varem assolir 1’objectiu que voliem (Taula 14, entrada 2). En
aquestes condicions, tot 1’intermedi obert va evolucionar cap a I’1-benziladenosina 73, la
qual va ser obtinguda amb un 81% de rendiment. A més d’aquest compost, es va aillar un
8% de triacetilinosina 7, juntament amb un 8% d’N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38) 1 un
80% de 2,4-dinitrofenol (67). D’acord amb aquests resultats, podia deduir-se que un 8% de
1’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)purina 16 experimentava atac de la benzilamina sobre el
carboni ipso del grup aril 1 donava triacetilinosina 7 i N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38).
L’altre 92% experimentaria atac sobre C2; I’intermedi obert derivat transposaria i ciclaria
d’acord amb el mecanisme proposat (Esquema 60), tot fornint 1-benziladenosina 73 1 2,4-
dinitrofenol (67) amb molt bon rendiment.

D’aquesta manera disposavem d’unes condicions optimes per tal de sintetitzar 1-

alquiladenosines a partir d’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosines, de forma suau i totalment
novedosa. Aquest protocol es pot resumir com segueix:
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1) Addicionar un equivalent d’amina sobre una dissolucidé de 16 en acetonitril
refredada a —30 °C, per tal d’evitar processos de SnyAr no desitjats (vegeu
I’Esquema 27). Tot seguit, deixar evolucionar la reaccio a aquesta temperatura fins
que hagi desaparegut el nucleosid de partida.

2) Una vegada consumit tot el nucleosid inicial, addicionar un 30% d’aigua (v/v) i
escalfar a 80 °C fins a la total desaparicio de I’intermedi polar format en la primera

etapa.
Q O\\S//O N NH
N S N
I yow e
AcO N">N2 AcO NN
o 1) 1 eq. PhCH,NH, 0
CH;CN, -30°C
AcO OAc 2) CH3CN-H,0 (3:1) - AcO OAc
16 (Ar = 2,4-dinitrofenil) 80°C 73
Esquema 70

3.4. REACTIVITAT DE LA 2'3'.5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITROBENZEN-
SULFONIL)INOSINA (16) AMB ALTRES AMINES

Estavem en condicions d’aplicar aquest protocol a la sintesi d’altres adenosines
modificades en el N1. Amb aquesta finalitat varem comencar per la reacciéo de 16 amb
hidrazina (Esquema 71). Perd no es va formar 1-aminoadenosina. Quan es va addicionar
aigua sobre I’intermedi format en la primera etapa i es va escalfar a 80 °C, el seguiment per
CCF va permetre observar que aquest descomponia.

Els resultats van tornar a ser negatius en la reaccid6 amb hidroxilamina (Esquema
71). No s’obtenia 1-hidroxiadenosina, sind una quantitat considerable de triacetilinosina 7,
juntament amb una mescla complexa de productes.

o) O\\S,/O N NH y
N N N/
‘BN ¢ 10"
AcO o NT>N2 1)1 eq. NH,X AcO o N
CH;5CN, -30 °C
AcO OAc 2) CH;CN-H,0 (3:1) AcO OAc
16 (Ar = 2,4-dinitrofenil) 80 °C X =O0H, NH,
Esquema 71
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Tenint en compte els bons resultats obtinguts en la reaccié amb benzilamina, varem
assajar la reaccid de 16 amb altres alquilamines. Amb metilamina es va formar la
corresponent 1-alquiladenosina (2',3',5'-tri-O-acetil-1-metiladenosina, 76) amb un 58% de
rendiment (Taula 15, entrada 1).

Els resultats van millorar significativament amb altres alquilamines. Per exemple,
amb etilamina (7aula 15, entrada 2) es va aillar un 72% de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-etil-
adenosina (77). Amb butilamina (Taula 15, entrada 3), el rendiment d’adenosina N'-
alquilada va ser molt semblant (67% de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-butiladenosina, 78).

(e} \\é/ NH
</N | )N/ A </Nfl\)N/R </N | )NH
AcO . N N 1)1 eq. RNH, AcO . NN AcO . N N7
CH;CN, -30 °C
> +
AcO OAc 2) CH;CN-H,0 (3:1) AcO OAc AcO OAc
16 (Ar = 2,4-dinitrofenil) 80°C 76-79 7
RNH, Producte 7
de ciclacio
MeNH, 76 (R =Me), 58% 41%
EtNH, 77 (R =Et), 72% 21%
BuNH, 78 (R=Bu), 67% 28%
PrNH, 79 (R="Pr), 76% 24%
‘BuNH, 0% 50%
Taula 15

Tot 1 que amb ferc-butilamina no es va detectar la formacio de la corresponent 1-
alquiladenosina (7aula 15, entrada 5), amb una altra amina impedida com és la iso-
propilamina (7aula 15, entrada 4) es va aillar la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-isopropiladenosina
(79) amb rendiment prou alt (76%). En particular, aquest compost presenta un especial
interes, ja que no pot ser obtingut facilment per alquilacid electrofila.

Aquestes 1-alquiladenosines (73, 76-79) presentaven un comportament ben
peculiar. Els seus espectres de RMN de 'H i de "°C semblaven indicar que en funcié del pH
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del medi, els senyals d’H2 i H8 i de C2, C4, C6, C8 i C5 es movien signiﬁcativament.T La
forma protonada d’aquestes 1-alquiladenosines semblava posseir unes caracteristiques
espectroscopiques totalment diferents a la seva forma neutra (més del que és normal). Amb
I’objectiu de caracteritzar aquestes dues formes varem registrar els espectres de RMN de
'H i de °C de la benziladenosina 73 en diferents medis (Taula 16).

Quan es va tractar 73 (aillat per cromatografia en columna amb silice desactivada
amb trietilamina, vegeu ’entrada 1 de la Taula 16) amb un equivalent d’acid trifluoro-
acetic en CDCls (Taula 16, entrada 2), els senyals d’H2 i H8 es van moure
considerablement cap a camps més baixos (0 8.20 1 8.61, respectivament, enfront de 7.73 1
7.74). El mateix succeia amb els dos protons del grup benzil (6 5.65 enfront de 5.27).
Aquest fenomen es va observar també en el seu espectre de RMN de °C. En aquest cas,
mentre que els senyals de C5, C2 i C6 es movien cap a camps més alts (0 120.2, 146.5 1
150.8, respectivament, enfront de 124.4, 147.6 1 154.5), els de C8 i C4 ho feien cap a
camps més baixos (0 144.6 1 145.9 respecte a 136.9 1 141.4).

NH,

NH
6 +
8 «Nfl\NAPh <NfNAPh
AcO N 4N/Jz AcO N N/J
° o

AcO OAc -H* AcO OAc
73

H+
—_
_—

Desplacaments quimics (ppm) de les posicions indicades en funcio de ’acidesa

Condicions H2 HS CH,Ph C5 C8 C4 C2 Cé6
73 en forma 7.73 7.74 5.27 124.4 136.9 1414 1476 1545
neutra
73 +
8.20 8.61 5.65 120.2 144.6 1459 1465  150.8

CF;COOH (1 eq)

73 +
CF;COOH (leq)
+Et;N (1 eq)

7.73 7.74 5.27 1243 136.8 141.2 147.6 154.5

Taula 16

" Quan aquests compostos eren aillats per cromatografia en columna amb silice desactivada amb trietilamina,
els seus espectres de RMN de 'H i de "°C diferien significativament de quan eren columnats sense emprar cap
base. En el primer cas €s de preveure que obteniem la forma neutra i en el segon, la protonada, la qual era
molt més polar.
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Quan sobre aquesta mescla es va addicionar un equivalent de trietilamina es va
observar que els desplacaments quimics de totes aquestes posicions van tornar als seus
valors inicials (7Taula 16, entrada 3 enfront d’entrada 1). Tornavem a tenir, per tant, 1’1-
alquiladenosina en la seva forma neutra.

En definitiva, en la segona part d’aquest capitol hem trobat una nova via d’accés a
les 1-alquiladenosines i les hem caracteritzat espectroscopicament.

3.5. ESTUDIS MECANISTICS DE LA TRANSPOSICIO

No hi havia cap dubte que en la nostra reaccié d’obtencié d’l-alquiladenosina
intervenia un procés de transposicidé de bases puriniques diferent al que estavem
acostumats a veure en la reaccié de purines N'-activades amb amines (via A, Esquema 58).
Pero estavem interessats a confirmar el mecanisme proposat en la introduccid del present
capitol (via B, Esquema 58). Amb aquesta finalitat es van dur a terme diversos experiments
addicionals.

D’entrada es van realitzar experiments de RMN de dues dimensions (‘H-"*C)
correlacionant els nuclis amb acoblaments a llarga distancia (HMBC) de la 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16). D’aquesta manera es van assignar tots els
senyals de I’espectre de RMN de °C.

Seguidament es va procedir a confirmar que la sulfonilacié tenia lloc en el N1 1 no
en I’oxigen en C6. Amb aquesta finalitat es va transformar una petita quantitat de [1-""N]-
2',3",5'-tri-O-acetilinosina (28) en [1-lSN]-2',3',5'—tri-0-aceti1-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)-
inosina (80). En I’espectre de RMN de "°C de 80 es detectava una constant d’acoblament
(J cn=4.6 Hz) en el senyal corresponent al carboni ipso del grup aril, la qual cosa posava
de manifest que el grup 2,4-dinitrobenzensulfonil estava unit al N1.

ipso
o o) *0\\,/0; NO,
N NH NS
S < g
AcO NN AcO NN S NO,
) 2,4-(NO,),CsH;3S0,Cl ) /
> Jen=4.6
AcO OAc AcO OAc ~ ©1*®
28 80  95%
Esquema 72
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Una vegada ben establerta I’estructura d’aquests substrats, varem corroborar el
mecanisme que haviem proposat per a la seva reaccié6 amb amines (via B, Esquema 58).
Una bona manera era estudiar la reaccié de 1’1-sulfonilinosina marcada 80 que haviem
sintetitzat amb amoniac sense marca. D’acord amb la nostra hipotesi, en les condicions de
reaccid optimitzades, 1’adenosina que s’obtindria hauria d’estar totalment marcada en el
grup amino exociclic.

Tal com esperavem, els acoblaments de 'H-"’N i de *C-""N que s’apreciaven en els
espectres de RMN de 'H i de "*C de la triacetiladenosina formada (81) confirmaven que la
marca havia migrat del N1 al grup amino exociclic (Esquema 73). A més, 1’espectre de
RMN de "N, sense desacoblament de protons, mostrava un Gnic triplet a —273.4 ppm amb
una constant d’acoblament Jyy = 90 Hz.

O,N
e
s
O O\\/P NO2 Q %/ \O
N A g-S N NH
< J° ¢ 1 iNH,
AcO NN 2‘\ NO AcO N">N="
o) ! 2 o)
NH,
AcO OAc AcO OAc
80
'«
Jun=1904 NO,
' O,N
Jon=20.6 2 Q
*’
"NH Q .
N~ N NH
N
CTN om ¢ \nm,
AcO NN NO, AcO NN
O o)
+ - + SOZ
AcO OAc NO, AcO OAc
81  41% 67
Esquema 73

Dr’altra banda, un fet destacable en la formaci6é d’1-alquiladenosines a partir d’1-
(2,4-dinitrobenzensulfonil)purines era que s’obtenia 2,4-dinitrofenol (67) amb els mateixos
rendiments que les adenosines alquilades. La formacié de 67 vindria de I’atac de 1’06 de
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I’intermedi derivat de 1’obertura de I’anell de purina sobre el carboni ipso de ’aril (reaccio
de SNAr seguida de perdua de SO,, via B, Esquema 58).

A fi de reblar el clau varem procedir a marcar amb '*O la posicié 06 de la inosina
de partida. Malgrat que existeixen precedents per al marcatge de la inosina en aquesta
posicid, els metodes descrits no soén gaire efectius. Aquestes técniques es basen en la
introduccié de 'O en I’06 per catalisi enzimatica (amb 1’enzim adenosina-desaminasa) a
partir d’H,"*0;>° requereixen temps de reaccié molt llargs i grans quantitats d’enzim i del
precursor marcat, la qual cosa fa que sigui un meétode excessivament car.

Una manera més facil i economica de marcar aquesta posicid fora sotmetre una
purina activada en la posicié C6 a una reaccié de SyAr amb Na'®*OH, el qual hauria de ser
generat a partir de Na i la minima quantitat d’H,'®0. Amb aquesta idea varem preparar la
6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (82) a partir de 7, d’acord
amb el protocol descrit per Véliz i Beal,”' i la varem tractar amb excés de Na'®OH. Després
de tractar el cru de reaccié amb anhidrid acétic i piridina es va aillar un 50% de [6-'*0]-
2',3",5'-tri-O-acetilinosina (83), que estava totalment marcada, d’acord amb el seu espectre
de masses. Finalment es va activar el N1 d’aquest compost amb el grup 2,4-dinitrobenzen-
sulfonil per obtenir la [6-'*0]-2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina que
voliem (84).

0] Br
N N X
NH
A2 ¢ ]@N
AcO NN AcO NN
o) 1) NBS, HMPT o)
CH;CN, -20 °C
AcO OAc 2 Libr ~ AcO OAc 79%
7 CH;CN, 80 °C 82

1) Na'®0H (Na, H,'%0)
CH;CN, 80 °C
2) AcyO, piridina

18

0 Q\S,P NO, 0
N - N
sl .
AcO N™™N NO AcO NN
= =

2
2,4-(NO,),C4H3S0,Cl

AcO OAc 95% AcO OAc 50%

84 83

Esquema 74
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Quan aquesta inosina marcada (84) es va fer reaccionar amb benzilamina d’acord
amb les condicions optimitzades (tractant-la amb un equivalent d’aquesta amina a —30 °C
en acetonitril i seguidament addicionant un 30% v/v d’aigua i escalfant a 80 °C), es va
obtenir un 86% d’1-benziladenosina 73 i un 89% de ['*0]-2,4-dinitrofenol (85, Esquema
75), totalment marcat, d’acord amb el seu espectre de masses. Aixi doncs, aquest
mecanisme inedit semblava ser el responsable del diferent comportament d’aquest grup
electroatraient (el grup 2,4-dinitrobenzensulfonil).

Cal dir que en la nostra proposta mecanistica hem descartat la possibilitat que la
migraci6 del grup 2.,4-dinitrofenil tingués lloc abans de 1’addicié nucleofila sobre C2, ja
que el producte que se’n derivaria (la corresponent O°-arilinosina) acostuma a addicionar
nucleofils en la posicié C6.

O,N
e
—0
18 S<
0 O\\/P NO, B0 o
C 6/)Nl ¢ 1 ;NHCH,Ph
AcO N™™N 2‘\ NO, AcO N">N=
) ! o)
PhCH,NH,
AcO OAc AcO OAc
84
\
NO,
o
NH *q
N ~ N NH
N~ ~Ph
¢ f: ! “oH ¢ fi:NHCHZPh
o 2 o
+ o + SO,
AcO OAc Lo NO, AcO OAc
73 85
Esquema 75

Finalment, tot i que no hi havia cap dubte que estava actuant el mecanisme
proposat, varem sotmetre 1’1-benziladenosina 73 obtinguda en aquesta reaccié a les
condicions de transposici6 de Dimroth (tractant-la amb dimetilamina a reflux
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d’acetonitril). D’acord amb el que ja s’ha comentat al llarg del present capitol, aquest
substrat hauria de transposar a I’ N°-benziladenosina 75.

Tal com esperavem, 73 es va transformar en 75 amb bon rendiment (Esquema 76).

D’aquesta manera quedava confirmada la naturalesa de les adenosines obtingudes a partir
d’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)purines via aquest nou mecanisme de transposicid de bases

NH
(Nfl\Nl/\Ph
ACO_ N
&

puriniques.

HN" >Ph
N
)
AcO NN
o)

MezNH
(33% en EtOH)
> 0,
AcO OAc CH,CN, 80°C, 13 h AcO OAc 76%
73 75

Esquema 76

Ara bé, no hem d’oblidar que I’intermedi obert derivat de I’atac de 1’amina sobre
C2 pot ser ciclat també a través de la via A de I’Esquema 58, d’acord amb les condicions
emprades en el capitol 1 per als altres grups sulfonil estudiats (tractament de 1’ 1-sulfonil-
inosina de partida amb dos equivalents d’amina en acetonitril a baixa temperatura, addicio
d’un equivalent d’acid trifluoroacetic i escalfament a 80 °C una vegada desaparegut el
nucleosid inicial, segons el protocol descrit a I’ Esquema 32). D’aquesta manera s’obtenien
l-alquilinosines a partir d’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)purines amb bons rendiments
(Taula 3, Taula 4 1 Taula 5).

En resum, I’activacio del N1 de I’anell de purina amb el grup 2,4-dinitrobenzen-
sulfonil resulta del tot interessant i profitds alhora, ja que permet una transformacié facil
d’inosines en 1-alquilinosines (Esquema 77, reaccid de 1’esquerra) o en 1-alquiladenosines
i [1-""N]adenosines (Esquema 77, transformacions de la dreta).
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-

o)
N R
.y
AcO NN
@

AcO R’

R'= OAc, H

R = CH,Ph, Bu, Et, Me
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2

NH
N R
¢ f)“
AcO NN
A

AcO OAc
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N
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4. MARCATGE ISOTOPIC AMB N DE GRUPS AMINO EXOCICLICS
DE NUCLEOSIDS PURINICS I 2'-DESOXIRIBOPURINICS

4.1. INTRODUCCIO

.. I 1 r
Altres posicions de les nucleobases que son clau per al seu marcatge amb "N son
els grups amino exociclics; aquests estan directament involucrats en les interaccions de
I’ADN amb proteines reguladores i amb farmacs.

En aquest context, s’han concentrat molts esfor¢os a desenvolupar metodes
d’introducci6 de '°N en el grup amino exociclic de nucleosids naturals. Pel que fa a aquest
tipus de marcatge, després d’haver trobat un métode molt efica¢ d’obtencié de [4-'"NH,]-
citidina a partir d’uridina,”® en el nostre grup de treball estavem interessats en la
incorporaci6 de °N en els grups amino exociclics de nucledsids purinics.

Pel que fa al marcatge del grup amino de 1’adenosina, les aproximacions publicades
fins ara es fonamenten en la reaccid d’un intermedi activat en C6 amb 15NH3 (o derivats de
I’amoniac marcat):

*
NH»

X
N * NN
O L
NT°N NToN
R R

R = H, ribosa o desoxiribosa
Esquema 78

Per exemple, Riiterjans i col. van sintetitzar [6-'°NH,]-2'-desoxiadenosina per
reaccié de 6-cloropurina —obtinguda per sintesi de novo de I’heterocicle mitjangant el
procediment descrit per Greener i Schmidt’’— amb només 1.2 eq. de sulfat de [°N]amoni;
la [6-'°NH;]adenina aixi formada s’uneix amb I’anell furanosic —la 2'-desoxiribosa— per
transglicosidacio enzimatica (Esquema 79). L’inconvenient d’aquesta metodica, pero, €s el
baix rendiment amb que té lloc la introduccié de marca.
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%
NH,

* N S
N
' P Leq NNy 50, N NHa HO «Nf/) Q
% fj\l CH;0Na ¢ ﬁ} 2'-desoxiguanosina 0] N </NfLNH
NN = NN - > + N AR
H butanol, 120 °C H nucleodsid- H N” 'NH,
55%  desoxiribosiltransferasa HO 80%

Esquema 79

. , . 1 . Co.

Jones i col.” van dur a terme la sintesi de [6-'’NH,]adenosina mitjan¢ant una
primera conversid de la inosina en el seu 6-cloroderivat, seguida d’un tractament amb 2 eq.
de "NHj3 en condicions gens suaus:

*
o Cl NH,
& - -
HOG (NTNT Diercop0 HOL NN g e HON NN
2) SOC 3 eq. KHCO; w
- _os RS
HO OH 3) CH;0H HO OH DMSO HO OH

tub tancat, 80 °C
Esquema 80

De manera analoga, Sarfati i Pochet’ van desenvolupar una ruta sintética per a
’obtencié a gran escala de [6-'°NH,]adenosinamonofosfat ([6-"NH,]JAMP) a partir
d’adenosina, on el marcatge del grup amino és dut a terme en dues etapes: una primera
reaccié d’un intermedi 6-cloropurinic amb [°N]benzilamina (1.2 eq.) com a font de "N,
seguida d’una oxidacié amb NalO4 i RuO; (Esquema 81).
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*

NH, NHCH2Ph

N
f f T
TBSO J ‘BuONO TBSO J ['SN]JPhCH,NH, TBSO o J
ccl, Et;N
e >

THF, reflux
O><O O 0] O><O 78%

NalO,4
RUOZ

NH2 NH2 NH,

/f f oy
HO— P o ¢ = J TBSO <N |N/)

(e} O (e} O
Pl > 799 > 70%

Esquema 81

Una altra font de °N que ha estat emprada en el marcatge del grup amino és la
[°N]ftalimida. En aquest context, Ishido i col.”® van desenvolupar un procediment de
sintesi de [6-'°NH,]Jadenosines a partir d’inosines basat en tres etapes: una primera etapa
d’activacié del C6 de 1’anell purinic amb el grup 3-nitro-1,2,4-triazolil, seguida d’una
reaccid de SNAr amb 2 equivalents de ['°N]ftalimida, que després és transformada en un
grup amino. Un cas concret d’aplicacio d’aquest metode €s la segiient sintesi:

N_(No2
\
¢ N
0) N NH2
N . . N N
</ | NH 3-nitro-1,2,4-triazole </ | N </
AcO N N/) p-TsCl AcO N N/) 1)3 eq. DBU )
0 (PhO),P(O)OH 0 2 eq. [ISN]ftahmlda w
AcO OAc piridina AcO OAc 2) H,O-piridina AcO OAc

Esquema 82

Una vegada més, la introduccié de marca requereix, en general, condicions poc
suaus o excessos del precursor que 1’aporta, amb 1’excepcid del protocol descrit per Sarfati
i Pochet,” que empra només 1.2 eq. de ["’N]benzilamina. Perd, donat que en el nostre grup
de treball existien precedents de marcatge amb bons rendiments, emprant quantitats
gairebé estequiométriques de "N i sense haver de dur a terme posteriors transformacions®
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(com ara oxidar el grup benzil), ens vam proposar de desenvolupar una metodica practica i
innovadora per al marcatge del grup amino exociclic d’adenosines.

De fet, amb aquesta finalitat, en un treball anterior'' ja haviem estudiat la reaccié
de nucleosids purinics activats en C6 —de derivats 6-bromopurinics, especialment— amb
amoniac. Els resultats, pero, van ser decebedors; aquests substrats no son gens utils quant a
la conversid en adenosines per metodes suaus.

Davant d’aix0, en el present treball ens proposem la utilitzacié d’alglin tipus de
catalitzador, ja que a la literatura es troba descrit I’acoblament catalizat per Pd i per Cu
d’halurs d’aril amb un unic equivalent d’amina o d’amida:*

— Pd(0), lligand (L) RY _
X Rl\ /Rll
\ | / N ’Tj base - R'/N \ | p
R H (eq) R
X =Br, Cl, I, SO,CF;
L,Pd
ArNRR" LPd ArX
eliminaci6 reductiva )/ N addicié oxidativa
Ar\ Ar\
Pd-L S
R'R'N o ot
n _
baseH X
AI"\ /NHR'R" AHNR'R"
base /Pd\
X L

Esquema 83
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Cu cat., lligand (L) "
X \| / R\N/R base N \| /

R H (leq) R

R'R"NH + base
L L
\ \
CuX Cu—-NR'R"
I I

N

ArNR'R" ArX

Esquema 84

Aquesta quimica de Pd ja ha estat aplicada a nucleosids 6-halopurinics, malgrat que
només amb amines aromatiques:*

X NHAr
RO N~ N Pd(0), lligand RO N~ N7
O base O
ArNH,
+ —_—
RO (Leq) dissolvent RO
80—100 °C
Esquema 85

Amb I’objectiu d’estendre-la al marcatge del grup amino exociclic de I’adenosina,
en la primera part d’aquest capitol estudiarem I’acoblament catalitzat per Pd de nucleosids
6-halopurinics 1 2'-desoxi-6-halopurinics amb quantitats estequiometriques d’amoniac o
amb equivalents sintetics d’aquest (Esquema 86).
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%
X NR'R"

N X N
N N
< I <

GPO NN GPO NN

%
0 1 eq. RR"NH 0
GPO R Pd/Cu cat., lligand GPO R
R = OGP, H
Esquema 86

Aquest metode, juntament amb el desenvolupat en la Tesi de X. Ariza per al
marcatge del N1 d’inosines®™ i amb el desenvolupat en el capitol 2 per al marcatge del N1
de 2'-desoxiinosines, ens permetria descriure noves rutes sintétiques de [N,1-""N,]-
adenosines (Esquema 87) i [N,1-""N,]-2'-desoxiadenosines (Esquema 88), respectivament;
aquestes rutes economitzarien °N en les dues etapes de marcatge.

o} o) B o) |
_NO
<N:E%LNH CONTTE <,N:fLNHNOz
RO N N/) RO N N/) RO N~ >N=
o o) x o %
OzNOCOCF3 1 €q. NH3 NH2
—_— >
RO OR RO OR . RO OR _
NRIR" O
% N *
NN ) NH
RO <N IN/) . RO <N IN/)
O 1 eq. RR"NH 0]
&Y
RO OR RO OR

Esquema 87
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o] o Q0 No, B 0 Q9 No,
N N -5 N S
¢ A LW am
AcO N N/) AcO N N/) * AcO NTON=
j@ CISO,Ar @ | eq. NH, 0 NH,
_—
AcO AcO . AcO |
* /
NRIRII O

R=Ac,H
Esquema 88

Pel que fa al marcatge del grup amino exociclic de la guanosina, les aproximacions
publicades fins ara es poden classificar en tres grups: la que introdueix la marca per sintesi
de novo de I’heterocicle,”*™® la que es basa en algun tipus de transposicid de la
nucleobase,” i la que es fonamenta en la reacci6 d’un derivat activat en C2 amb NH; o
precursors d’aquest.”

Dins del primer grup, Golding i col.**

van dur a terme la sintesi de [2-'°NH,]-
guanosina a partir d’AICA mitjangcant un procediment molt semblant al descrit en el

capitol 2 per a la sintesi de [1-'’N]guanosina.

o) o) o)
N N N
NH ’ NH ’ NH
4 fl\ 2 1) ['SNJPhCONCS < s ¢ f‘\**
HO N HO N = HO N P
0 NH; (1 eq.) o N™ "NHCOPh o N™"NH,
2) Mel CH;NH,
HO OH 3 EONa  HO OH  71% ~ Lo.°  HO OH  86%

Esquema 89
Pel que fa al segon grup, Goswami i Jones™® sintetitzen [2-'°NH,]-2'-desoxi-

guanosina emprant el protocol basat en la reaccié d’N'-0xids d’adenosina amb bromur de
cianogen i en una transposicié de Dimroth de I’heterocicle (Esquema 90).
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*

NH
NG NH, _ HNJ<O
N N N J o) N N N/
Ho <N l‘E HO <%:[%JL HO <Njf€JE
15
0] N monoperoxo- 0 N [*°N]BrCN o N r
ftalat de magnesi (1.1eq.)
-y _vre)
HO HO 70% HO
1) E;N
2) CH;l
3) NaOH, EtOH, 60 °C
0 HNOCH,
N N Q
NH N
HO e) N N™ NH;  adenosina HO 0 N N)\NH2
desaminasa
-
HO 75% HO 64%
Esquema 90

D’entre els treballs que es basen en la reaccid d’un intermedi activat en C2 amb
NH; o precursors destaca la sintesi de [2-'’NH,]-2'-desoxiguanosina descrita per

(0] ©/S\/\O
<N:E%\NH N

Riiterjans i col.”

~ O N /J\ </ | \/)N\
Oy o VNN, NO N 0N L NTONT NH,
O HO\/\S’CGHS O O
DEAD

\O/\n/o
0]

S
S~ ~"0
3 SN N

N
N N ¢ 1 N
NH N 2N
</ :(‘\ i </ | L. \o o) N N/ F
HO o N N)\NHZ \O/\H/O o N >N"""NH, /\[C])/ e}
\w © \w [PNI(NH,),S04
1) NalO, 0]
HO N0 LGN oy
2) DBU o) CH;0H

Esquema 91
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Una via de marcatge alternativa, que economitzaria el "N i I’introduiria de manera
directa, seria I’analoga a la proposada per a les [6-'’NH,]adenosines, és a dir, I’acoblament
catalitzat per Pd de nucledsids 2-halopurinics amb "NH; o amb equivalents sintétics
d’aquest. De fet, la quimica de Pd ha estat aplicada també a derivats 2-halopurinics,
malgrat que, de la mateixa manera que en el cas de 6-halopurines, només amb amines
aromatiques:>*

_B
ap M)
% %
RO o <N | N/)\X Pd(0), lligand RO o <N | )\

N~ NHAr
kj ArNH, base kj
* (1eq.)

RO dissolvent RO
80-100 °C

Esquema 92

Aixi doncs, I’aplicacié d’aquest protocol al marcatge del grup amino exociclic de la
guanosina €s un dels altres objectius d’aquest capitol.

o R o R o)

N A N A N

N N NH

. Sy, e

RO O N N)\X leq R"R"';H RO O N N)\NR“R"I RO O N N)\NRHRIH
w Pd(0), lligand w w
. —_—

RO OR RO OR RO OR

Esquema 93

4.2. NUCLEOSIDS 6-HALOPURINICS

Véliz i Beal’'® descriuen la reaccid de SnAr de 6-bromopurines amb amines
aromatiques (sis equivalents) amb molt bons rendiments. Donat que en el nostre cas no
resultava gens practic treballar amb aquests excessos d’amina, en un treball anterior' '
varem assajar la reaccido d’aquests nucledsids amb un i dos equivalents d’amoniac, a

temperatura ambient i a 50 °C, perd només vam recuperar material de partida.

No obstant, les 6-bromopurines han resultat ser també molt bons substrats en
reaccions d’acoblament catalitzat per Pd amb quantitats estequiométriques d’amina.>* Per
tal d’estudiar aquesta quimica amb amoniac (o equivalents sintétics) varem proposar
d’emprendre els nostres estudis amb aquestes especies nucleosidiques.
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Pel que fa a la seva preparacié, només hi ha un métode que parteixi d’inosina.’’
Aquest protocol es basa a tractar el nucleosid de partida amb N-bromosuccinimida (NBS, 3
eq.) 1 tris(dimetilamino)fosfina (HMPT, 2.5 eq.) en acetonitril a temperatura ambient fins a
la seva total conversid en un compost polar, el qual es podria tractar de 1’intermedi activat
en C6 que es proposa a I’Esquema 94. Seguidament, el tractament de la mescla de reaccio
amb bromur de liti (5 eq.) a 70 °C fa possible la transformacié d’aquest intermedi en el
corresponent 6-bromoderivat, per desplacament d’HMPA de la posicié C6 per part dels
ions bromur.

— . _
Br (Me,N);P
o ( 2 )3 ~ Br
N N N
NH N N
¢ f‘\ 2.5 eq. HMPT ¢ ¢
RO N N/) « RO N N/) RO N N/) 9
e} 3 eq. NBS 0] 5eq. LiBr 0 P
- - + Me,N"| "NMe,
CH;CN CH;CN NMe,
R'O OR" 90°C —~ta. - RO OR" ' g0ec R'O OR"
79% (HMPA)

R=R'=R"=Ac
R =Ac, R'=R"=CMe,

Esquema 94

S’ha de dir, pero, que aquest metode de bromacid no és compatible amb protectors
de silici; en un treball anterior''® haviem comprovat que els grups més adients per protegir
els hidroxils de la ribosa eren 1’acetil 1 I’isopropilide (Esquema 94).

Davant la possibilitat de trobar-nos amb problemes de desacetilacié en posteriors
proves de reactivitat amb amoniac, no només varem considerar de protegir-los amb grups
acetil (compost 82), sin6 també en forma d’¢ters de silici i acetonids. Amb aquest fi, la 6-
bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropiliden-f-D-ribofuranosil)-9 H-purina
(90) va ser preparada tal com s’indica a continuacié:

0 Br Br
i 27 7
HO o NT>N 1) acetona, TsOH AcO NT N TBSO N7 N
w 2) Ac,0, piridina w 1) NHy/MeOH w
> _
HO OH ¢ 3) HMPT, NBS 3. O g 2 TBSOTf 3 0 o

LiBr >< 2,6-lutidina ><

Esquema 95
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D’altra banda, els autors d’aquest métode de bromacié’’ descriuen que no és
aplicable a 2'-desoxiinosines, per problemes de trencament de I’enllag glicosidic:

O
N
< /)NH X
AcO N7 N HMPT,NBS  AcO N A
© LiBr O-~0R < I
_— + /N N
AcO CH;CN AcO Y
2
Esquema 96

Efectivament, quan varem tractar la inosina diacetilada 2 amb HMPT, NBS i
bromur de liti d’acord amb les condicions esmentades, varem comprovar que I’intermedi
polar que es formava en la primera etapa despurinava. Abans de descartar aquesta reaccid
com a via d’accés a les 6-bromo-2'-desoxiribopurines, varem estudiar-la amb més detall.
En aquest sentit, es van dur a terme diversos experiments reduint el nombre d’equivalents
de reactiu, variant la forma d’addici6 del bromur de liti 1 disminuint la temperatura de la
segona etapa. Els resultats van ser en tots els casos decebedors. L’nic cas en que
I’intermedi no es trencava era quan empravem quantitats estequiometriques d’HMPT 1
NBS. El producte que es formava, pero, no era el 6-bromoderivat que voliem, sin6 3',5'-di-
O-acetil-2'-desoxi-N°, N°-dimetiladenosina (91):

— . _
Br (Me,N)sP:
. (MeoN)gP~. Mo,
O SN SN
AcO N N/ 1.1 eq. HMPT AcO N N/ AcO N N/
o} 1.1 eq. NBS ) 5eq. LiBr o
_— —_—
CH;CN, -20 °C ACO CH;CN AcO
2 91
Esquema 97

Per evitar aquests processos no desitjats (Esquema 96 1 Esquema 97) varem pensar
de preparar la 6-bromopurina a partir d’un intermedi activat en C6 diferent al que es
mostra a I’Esquema 97. Es va substituir ’'HMPT per altres fosfines (Esquema 98).
Dissortadament, ni emprant trimetilfosfina ni tributilfosfina varem obtenir el producte
bromat que voliem (94). En el primer cas s’observava despurinacid; en el segon es
recuperava nucleosid de partida (2).
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_ o, -
Br RsP.
0 >0 Br
N N S N S
NH N N
¢ | ) 1.1eq. PR ¢ > - A
AcO NN -1eq. PR3 AcO NN AcO N™>N
o) 1.1 eq. NBS O 5eq. LiBr o
— 7 —_—
AcO CH;CN,-20°C | a0 | CHEN a0
80 °C
2 R =Me, Bu 94
Esquema 98

Un altre factor a considerar era la font d’ions bromur que empravem en la segona
etapa. Considerant la poca solubilitat del bromur de liti, varem substituir-lo per una sal
totalment soluble en acetonitril, com ¢€s el bromur de tetrabutilamoni. Pero una vegada més
varem obtenir 1’adenosina 91 que no desitjavem.

En resum, no haviem trobat unes condicions en les quals fos possible bromar en C6
la 2'-desoxiinosina 2. Aixi que varem procedir a preparar els bromoderivats a partir de 2'-
desoxiadenosines, mitjancant una reaccié de diazoacié seguida de bromaci6:*®

NH, Br
N N N AN
N
< I < /)N
AcO NN AcO NN
o) ‘BuONO o)
B
CHBr3, 65 °C
AcO AcO
93 94 71%
Esquema 99

Els nucleosids 6-cloro 1 6-iodopurinics han estat emprats també com a substrats en
reaccions d’acoblament catalitzat per Pd amb amines aromatiques. Pel que fa a la seva
preparacié, Robins i col.®” descriuen un métode facil que parteix d’inosina i és util tant per
a la serie ribo com per a la 2'-desoxiribo. Aquest protocol es basa en la cloracié en C6 de
la inosina de partida (amb POCI;, N,N-dimetilanilina i clorur de benziltrietilamoni) i en la
conversié de la 6-cloropurina en el corresponent derivat iodat, per reaccié amb iodur de
sodi 1 acid trifluoroacetic a baixa temperatura (Esquema 100). D’aquesta manera varem
preparar 6-cloro-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (74), 6-cloro-9-(3',5'-
di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (95) —a partir de la inosina triacetilada
7 1 de la inosina diacetilada 2, respectivament— 1 6-iodo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-f3-D-ribo-
furanosil)-9H-purina (96). Perd en aquestes condicions no es va aconseguir una conversio
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total de 74 en 96, sind que s’obtingué una mescla inseparable d’aquests dos compostos en
proporcid 1 a 1:

0 cl |
I e .y .y
AcO N N/) N,N-dimetilanilina  AcO N N/) Nal AcO N N/)
o BnEt;NCl 0 CF;COOH \W
> +
AcO R CHLCN, 80 °C AcO R 2-butanona  AcO OAc 4
7 (R = OAc) 74 (R=0Ac)  99% e 9% (1)
2 (R=H) 95 (R = H) 81%

Esquema 100

4.2.1. Reactivitat de nucleosids 6-bromopurinics

4.2.1.1. Amb amoniac

Amb D’objectiu d’estudiar I’acoblament catalitzat per Pd de 6-bromopurines amb
amoniac varem dur a terme diversos experiments, amb diferents lligands i dissolvents i a
diferents temperatures. En tots els casos es va emprar com a substrat la 6-bromo-9-(5'-O-
terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropiliden-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (90), es va generar
I’amoniac a partir de clorur d’amoni i terc-butoxid de potassi i es va emprar
Pd,dbas-CHCI; (tris(dibenzilidenacetona)dipal-ladi(0)-cloroform) com a font de Pd:

Br NH,
</N | SN 1.1 eq. NH,CL, 1.4 eq. 'BuOK N | SN
1BSG N N/) Pd,dbas-CHCls (20 mol%) TBSO N N/J
w L (1.5-2/Pd) 0
O><O 2 dissolvent O><O
t.a./45 °C/55 °C
@TPPh2
Fe
Lligand (L) = P(o-tol)s, dppf ph,p-
Dissolvent = acetona-aigua, DMSO, DMSO-acetona dppf

Esquema 101

Ara bé, ni en mescles d’acetona i aigua ni en condicions estrictament anhidres (en
DMSO i en DMSO i acetona) varem obtenir 1’adenosina que voliem; en tots els casos es
recuperava el nucleosid de partida (90).
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El mateix succeia quan canviavem de lligand, tan quan varem emprar lligands
monodentats (P(o-tol)s, tri-O-tolilfosfina) com bidentats (dppf, 1,1'-bis(difenilfosfino)-
ferroce). En tots els casos esmentats es va assajar la reaccio a temperatura ambient i a 45
i/o 55 °C.

Davant la dificultat d’obtenir adenosines a partir de 6-bromopurines 1 amoniac de
forma economica, varem procedir a estudiar I’acoblament catalitzat per Pd d’aquests
nucleodsids amb equivalents sintétics de I’amoniac.

4.2.1.2. Amb la imina de la benzofenona

Una forma facil d’incorporar un grup amino en la posicido C6 de ’anell de purina
podria ésser per reaccidé de precursors 6-bromopurinics amb la imina de la benzofenona 1
posterior hidrolisi del grup imino introduit. De fet, Buchwald i col.*® fan servir un protocol
analeg per a la conversi6 d’halurs 1 triflats d’aril en les corresponents amines aromatiques:

Pd(0), lligand

— NH base — =<Ph @

X —_— N —_— NH

N orSph /" \ /N
R (1eq) R R

X =Br, Cl, I, OTf
Esquema 102

El nostre primer intent d’acoblar la imina de la benzofenona (1.1 eq.) amb la 6-
bromopurina 90 va ser del tot decebedor (Taula 17, entrada 1). Emprant Pd,dba;-CHCI;
(10 mol% de Pd) i BINAP (2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftil) com a sistema catalitic 1
terc-butoxid de sodi com a base, en tolue¢ a 80 °C, no es va formar el producte d’addicid
que voliem, sind O°-terc-butil-5"-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropilideninosina (97).
Tot semblava indicar que aquest compost provenia de reaccié de SyAr amb els ions ferc-
butoxid, i no pas de catalisi.”

" Aquesta hipotesi es va confirmar quan es va tractar una petita quantitat de la 6-bromopurina 90 sota les
condicions esmentades perd en abseéncia de catalitzador. Als pocs minuts de reaccio es va observar com 90 es
convertia en 1’O°-terc-butilinosina 97.
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Ph OO
* PPh,

N” "Ph
pr PPh,
Ly -y 0
< ¢ _
RO NN NH RO N N BINAP

w 11eq. PP w
- =

R'O OR" Pd cat., lligand R'O OR" O

base, tolue, 80 °C P(tBu)z
82 (R=R'=R"=Ac) 98 (R=R'=R"=Ac) N
90 (R = TBS, R, R" = CMe,) 99 (R = TBS, R, R" = CMey) terc-butilfosfina
Compost Condicions Producte
90 Pd,dba;-CHCI;, BINAP, ‘BuONa (0.05:0.15:1.4) 99 (0%)*
82 Pd,dba;- CHCI;, bifenil-2-di-ferc-butilfosfina, Cs,CO; (0.05:0.2:1.4) 98 (0%)b
82 Pd,dba;-CHCl;, dppf, Cs,CO; (0.05:0.15:1.4) 98 (46%)
90 Pd(OAc),, BINAP, Cs,CO; (0.1:0.15:1.4) 99 (30%)
90 Pd,dba;-CHCI;, BINAP, Cs,CO; (0.05:0.15:1.4) 99 (66%)
82 Pd,dba;-CHCI;, BINAP, Cs,CO; (0.05:0.15:1.4) 98 (76%)

a) S’obté un 65% de 1’ O°-terc-butilinosina 97; b) es recupera només nucleosid de partida (82).
Taula 17

Tampoc no varem obtenir el producte que voliem quan en un experiment analeg
amb la 6-bromopurina 82 es va emprar carbonat de cesi com a base 1 bifenil-2-di-terc-
butilfosfina com a lligand (Taula 17, entrada 2). En aquest cas es va recuperar només
nucleosid de partida.

Els resultats van millorar quan es va substituir la bifenil-2-di-terc-butilfosfina per
dppf (Taula 17, entrada 3). D’aquesta manera es va formar un 46% de 2',3',5'-tri-O-acetil-
N°-difenilmetilidenadenosina (98). Emprant Pd(OAc), i BINAP com a sistema catalitic
(Taula 17, entrada 4), el rendiment de producte d’addicié va ser molt semblant. Aixi, la
reaccid de 90 va fornir un 30% de 5'-O-ferc-butildimetilsilil-N°-difenilmetiliden-2',3'-O-
isopropilidenadenosina (99).

Els millors resultats d’acoblament foren emprant Pd,dba;-CHCl; (0.05 eq., 10
mol% de Pd) i BINAP (0.15 eq.) com a sistema catalitic (7Taula 17, entrades 5 1 6). En
aquestes condicions es van obtenir les adenosines 99 1 98 amb bons rendiments (66% 1
76%, respectivament).
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Tot semblava indicar que la transformacié de 6-bromopurines en N°-difenil-
metilidenadenosines transcorria a través del complex nucleosid—pal-ladi a que es proposa a
I’Esquema 103, 1 que la reaccidé de SNAr que transcorreria a través de b no era competitiva,
ja que en abseéncia de Pd i BINAP només es recuperava el nucleosid de partida.

(& X
Br NH | ~ ~Ph

P—pd—N
N
¢ )N Ph)J\Ph </N SN
/N N Pdydbas, BINAP N N/)
R Cs,COg3, tolue, 80 °C R/ a
- Ph
Br, N= N> Ph
N Ph N
N SN
¢ ¢
/N (N)) - /N N/)
R P R

Esquema 103

En resum, les proves d’acoblament de nucleosids 6-bromopurinics amb la imina de
la benzofenona indiquen que les condicions optimes per a la conversi6é d’inosines en N°-di-
fenilmetilidenadenosines son les de les entrades 51 6 de la Taula 17.

Pel que fa a la transformacié d’aquests compostos en adenosines, el tractament de
99 amb formiat d’amoni i Pd sobre carboni en MeOH a 60 °C va fornir un 70% de 5'-O-
terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropilidenadenosina (100, vegeu Taula 18, entrada 1).

Aquestes condicions no van poder ésser aplicades al derivat triacetilat 98, ja que es
van formar mescles de productes desacetilats (7aula 18, entrada 2). Per a aquest cas
concret (98), els millors resultats els varem obtenir sota atmosfera d’hidrogen 1 amb Pd
sobre carboni (10 mol% de Pd) en EtOH (Taula 18, entrada 3). D’aquesta manera es va
aillar triacetiladenosina 66 amb un rendiment forga alt.
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Ph
N~ "Ph NH,
N N X
N
¢ A2 ¢ f/)'“
RO N"™N RO N"™N
0] . 0]
condicions
—_— >
R'O OR" R'O OR"
99 (R = TBS, R, R" = CMey) 100 (R = TBS, R', R" = CMe,)
98 (R=R'=R"=Ac) 66 (R=R'=R"=Ac)
Compost Condicions Producte
929 Formiat d’amoni, MeOH, 60 °C 100 (70%)
98 Formiat d’amoni, MeOH, 60 °C 66 (0%)*
98 H,, Pd/C (10 mol% de Pd), EtOH 66 (80%)

* S’obtenen mescles de productes desacetilats.
Taula 18

En definitiva, disposavem ja d’un protocol que permetia convertir, de forma facil 1
novedosa, inosines en adenosines.

Ara bé, aquest metode presentava algunes limitacions. D una banda, les condicions
optimes d’acoblament de ribonucleosids 6-bromopurinics amb la imina de la benzofenona
(emprant Pd,dba;-CHCIl; 1 BINAP com a sistema catalitic 1 carbonat de cesi com a base, en
tolue a 80 °C) no van poder ésser reproduides en la serie 2'-desoxi. De fet, la reaccid de la
6-bromo-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-f-D-ribofuranosil)-9H-purina (94) va fornir 3',5'-di-
O-acetil-2'-desoxi-N’-difenilmetilidenadenosina (101) amb només un 26% de rendiment:

Ph
Br N“Ph
al bé al
AcO o NToN 1.1eq.Ph” "Ph AcO o N7 N
Pd,dba;, BINAP ~
AcO Cs,CO;3, tolue, 80 °C AcO 26%
94 101

Esquema 104
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A més, és un metode que no permet introduir marca en el N6 de forma economica,
ja que totes les técniques descrites per a la preparacié de la imina de la benzofenona que
empren amoniac requereixen grans excessos d’aquesta amina. Per exemple, Brenner et
al.* la sintetitzen per tractament de benzofenona amb un excés d’amoniac gasos:

)OL NH; (g), TiCl, NH
Ph™ Ph . Ph™ Ph
tolue

Esquema 105
4.2.1.3. Amb amides

Una possible alternativa a la imina de la benzofenona podria ésser una amida. Per
exemple, la [°N]benzamida (102) es prepara facilment a partir d’un unic equivalent de
PNH,C1:®

6 eq. PhCOCl
0]
" 1.1 eq. KOH, 6 eq. EtzN )j\ *
NH,CI - Ph™ "NH,
CH;CN-H,0, t.a. 102 99%

Esquema 106

Els primers intents d’acoblament de benzamida (1.1 eq.) amb la 6-bromopurina 82
van ser esperancadors (7aula 19, entrada 1). Emprant Pd,dba;-CHCI; 1 BINAP com a
sistema catalitic 1 Cs,CO; com a base, en tolue a 80 °C, es va obtenir una mescla
constituida per dues especies nucleosidiques en relacid 2 a 1, una de les quals (la
majoritaria) era 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (103). L’espectre de RMN de 'H
indicava que I’altre compost (104) podria estar format per dues unitats nucleosidiques
unides a un grup benzoil. El mateix comportament es va observar en la reaccid de la 6-
bromopurina 90 (Taula 19, entrada 2).

Cal destacar que la formacié d’especies dimériques per posterior reaccid del
producte d’addici6 ja ha estat descrita en aminacions catalitzades per Pd de

34b,gh

nucleosids. Amb I’objectiu de corroborar aquesta hipotesi es van dur a terme diferents

experiments variant el nombre d’equivalents de benzamida (7aula 19, entrades 3 1 4).
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o R"O OR'
Br HNJ\Ph o
<10 <10 OR cry R
RO N™>N PLCONH RO NN Ny ~N
0] 2 0] o /=N
> + R'O N N Ph
Pdydbas, BINAP ) 0
R'O OR" (5,04, tolug, 80°c R'O OR" RO NN O
82 (R:R':R":AC) 103 (R:R':R":AC) 104 (R:R’:R":AC)
90 (R = TBS, R', R" = CMe,) 105 (R = TBS, R, R" = CMe,) 106 (R = TBS, R', R" = CMey)
Compost Equivalents de PhCONH, Productes
82 1.1 103 + 104 (2:1)
90 1.1 105 + 106 (2:1)
82 0.5 103 + 104 (1:1.5)
82 5 103 + 104 (16:1)
Taula 19

Tal com era d’esperar, emprant un defecte d’amida (mig equivalent) s’afavoria la
formacid del dimer, per reaccié del producte d’addicié (103) amb la 6-bromopurina que
quedaria sense reaccionar (Taula 19, entrada 3). D’aquesta manera es va obtenir una
mescla formada per 103 i 104 en proporcio 1:1.5. D’altra banda, amb un excés (cinc
equivalents), la formaci6 de I’especie dimerica 104 es va veure disminuida
considerablement (la relacié entre 103 1 104 va passar a €sser 16:1; Taula 19, entrada 4).
En aquest cas, la 6-bromopurina deu reaccionar majoritariament amb [’excés de

benzamida, i no pas amb 1’ N°-benzoiladenosina 103.

Donat que només un d’aquests dos compostos era el desitjat (1’N°-benzoil-
adenosina), es va emprendre un estudi per tal d’avaluar si la formacié de 1’especie dimerica
podia ser suprimida. Amb aquesta finalitat es va variar la temperatura, el dissolvent 1 el
sistema catalitic (Taula 20).
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o R"O OR'
Br HNJ\Ph
N N
N N
ro. ro. = >
o N™ 1.1 eq. PACONH, o N =N
- * RO NW)\(N
condicions "o
R'O OR" R'O OR" R
82 (R=R'=R"=Ac) 103 (R=R'=R"=Ac) 104 (R=R'=R"=Ac)
90 (R = TBS, R, R" = CMe,) 105 (R = TBS, R', R" = CMe,) 106 (R = TBS, R', R" = CMe,)
Compost Condicions Producte(s)
82 Pd,dba;-CHCI;, BINAP, Cs,CO5 (0.05:0.15:1.4) 103 + 104°
THEF, 60 °C
82 Pd,dba; CHCI;, BINAP, Cs,CO; (0.05:0.15:1.4) 0%*
CH;CN, 70 °C
82 Pd,dba;-CHCl;, BINAP, Cs,CO; (0.05:0.15:1.4) 103 + 104 (2.5:1)
tolue, 110 °C
82 Pd,dbas-CHCLs, P(‘Bu)s, Cs,CO; (0.05:0.2:1.4) 0%"
tolue, 80 °C
82 Pd,dba;  CHCIs, bifenil-2-di-ferc-butilfosfina, Cs,CO; (0.05:0.2:1.4) 103 (30%)
tolug, 80 °C
82 Pd,dbas-CHCL, dppf, Cs,CO; (0.05:0.15:1.4) 103 (74%)°
tolue, 80 °C
90 Pd,dbas-CHCLs, dppf, Cs,CO; (0.05:0.15:1.4) 105 (84%)

tolue, 80 °C

a) S’obté una quantitat considerable de productes de descomposicid; b) es recupera només nucledsid de partida (82); c)

81% tenint en compte el % de conversid.

Taula 20

La substitucio de tolu¢ per THF i acetonitril (Taula 20, entrades 1 1 2,

respectivament) no va aportar millores en els resultats. Aixi, quan en un experiment analeg
al descrit en I’entrada 1 de la Taula 19 (partint de 82, utilitzant Pd,dbas-CHCl; 1 BINAP
com a sistema catalitic 1 Cs,COs com a base) es va emprar THF 1 es va escalfar a 60 °C, es

va continuar obtenint una mescla formada per I’N°-benzoiladenosina 103 i 1’espécie
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dimeérica 104, juntament amb productes de descomposicid. Emprant acetonitril i escalfant a
70 °C es va obtenir nucleosid de partida i una mescla complexa de productes.

Augmentant la temperatura tampoc no varem evitar la formacio del dimer, ja que en
tolue 1 a 110 °C es va obtenir una mescla formada per 103 i 104 en proporcid 2.5:1 (Taula
20, entrada 3).

Un altre factor a considerar era la naturalesa del lligand. Quan en un experiment
analeg a D’anterior es va substituir el BINAP per tri-ferc-butilfosfina i es va escalfar a
80 °C, es va recuperar només nucleosid de partida (Taula 20, entrada 4). Afortunadament,
amb bifenil-2-di-ferc-butilfosfina els resultats van ésser esperangadors. D’aquesta manera
es va obtenir com a tnic producte I’ N°-benzoiladenosina 103, malgrat que amb només un
30% de rendiment (Taula 20, entrada 5). El percentatge d’addicio es va veure incrementat
significativament quan varem emprar dppf. En aquestes condicions (7aula 20, entrada 6)
es va aillar 103 com a unic producte i amb elevat rendiment (74%). A més, altres grups
protectors com e¢ters de silici 1 acetonids van resultar ésser compatibles amb aquestes
condicions; de fet, el nucleosid 90 va reaccionar amb benzamida i1 va donar un 84% del
producte d’addici6 105 (Taula 20, entrada 7).

Per a la nostra satisfaccid, aquestes condicions (7aula 20, entrades 6 i 7) eren
aplicables a la sintesi de 2'-desoxiadenosines, ja que 1’addicié catalitzada per Pd de
benzamida sobre la 6-bromo-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil)-9H-purina
(94) va fornir 3',5'-di-O-acetil-N°-benzoil-2'-desoxiadenosina (107) amb bon rendiment
(66%; 79% considerant el % de conversio):

0]
Br HN P
N AN N AN
AcO </le\AN/)N AcO </NIN:N
o 1.1 eq. PhACONH, o
Pd,dbas, dppf i
AcO Cs,COs3, tolug, 80 °C AcO 66% (79%)

94 107
Esquema 107
En definitiva, mitjangant aquest estudi de reactivitat de nucleosids 6-bromopurinics

amb benzamida hem trobat les condicions optimes per a la conversié d’inosines en N°-
benzoiladenosines, de forma suau i emprant quantitats estequiometriques d’amida. Aquesta
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transformacio6 és catalitzada per Pd,’ ja que en abséncia de sistema catalitic es recuperava
el nucleosid de partida.

En aquest punt, resultava interessant comparar la reactivitat de les 6-halopurines de
les que disposavem (6-bromo 82, 6-cloro 74, i 6-iodo 96). Per aixo es van dur a terme
experiments de competicio entre 82 1 74 1 entre 74 1 96, els quals consistien a tractar cada
parella de 6-halopurines, en una relacié equimolar, amb un equivalent de benzamida
d’acord amb les condicions optimitzades (7aula 20, entrades 6 i 7). Es tractava de
determinar en cada cas quina de les dues halopurines sotmeses a estudi experimentava un
percentatge més elevat d’addicid sobre C6.

X Y
N N N AN
% f)” ¢ f)“
AcO NN AcO NN
@) (@)

0]

HNJ\Ph

N A
.
AcO N™>N
O

1 eq. PhCONH,

+ > + 82/74/96
Pd,dbajs, dppf
AcO OAc (leq) AcO OAc (leq) (s,CO0;,tolue,80°Cc  AcO OAc
82 (X = Br) 74 (Y =Cl) 103
74 (X =Cl) 96 (Y =1)
Mescla de 6-halopurines inicial Mescla de 6-halopurines final
74 +96 (1:1) 74 + 96 (88:12)
82+74(1:1) 82 + 74 (13:87)
Taula 21

Com era d’esperar, d’acord amb les dades descrites a la literatura,’’ la 6-iodo-
purina 96 va resultar ésser més reactiva que el 6-cloroderivat 74 (Taula 21, entrada 1).
Aixi, una vegada consumida tota la benzamida, la 6-halopurina que predominava en el cru
de reaccio era 74. D’altra banda, I’activacié en C6 amb brom era més efectiva que amb
clor (Taula 21, entrada 2).

Donat que la 6-iodopurina 96 era dificil de preparar pura (ja hem explicat que ens
fou impossible de separar de la 6-cloropurina de partida 74 que quedava sense reaccionar),
el millor candidat per a I’acoblament amb amides era la 6-bromopurina 82.

" Donat que 1’acoblament catalitzat per Cu d’halurs d’aril amb amides ha estat ampliament estudiat varem
tractar la 6-bromopurina 82 amb benzamida (1.1 eq.), iodur de coure i trans-1,2-ciclohexandiamina com a
sistema catalitic i fosfat de potassi com a base, en dioxa a 80 °C. Només es va recuperar nucleosid de partida.
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Aixi doncs, 82 va ser tractada amb altres amides d’acord amb les condicions
optimitzades (Taula 20, entrades 6 i 7). Els resultats que es deriven d’aquests experiments
s’han resumit en la Taula segiient:

Br NRCOR'
N AN N AN
¢TI N ¢
AcO NT"N 1.1 eq. amida AcO NTN
0] g . 0]
Pd,dbas, dppf
AcO OAc Cs,COs, tolug, 80 °C AcO OAc
82
Amida Producte
Ftalimida 0%*
Acetamida 108 (NRCOR' = NHCOCH;) 66%"°

a) Es recupera només nucleosid de partida (82); b) 80% basat en el % de conversio.
Taula 22

Tot i que amb ftalimida es va recuperar només nucleosid de partida (Taula 22,
entrada 1), aquestes condicions van funcionar en el cas de 1’acetamida. Aixi,
1’1\76,02',03 ',O5 -tetraacetiladenosina (108) va ésser obtinguda amb bon rendiment (7Taula
22, entrada 2).

Ara bé, donat que les adenosines 1 2'-desoxiadenosines acostumen a ésser
incorporades en cadenes d’oligonucleotids amb el grup amino protegit com a benzamida (o
un derivat de benzamida), 1’addicié de ['’N]benzamida sobre la 6-bromopurina 82 es
presentava com la via més facil per a la sintesi d’adenosines marcades a partir d’inosines.
Per tal d’introduir aquestes adenosines marcades en cadenes d’oligonucleotids, calia poder
desprotegir selectivament els grups acetil enfront del grup benzamido. Per aixo es va
tractar la 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (103) sota condicions d’hidrolisi basica
(hidroxid de sodi/piridina/etanol), d’acord amb un procediment molt semblant al descrit
per Milecki er al.*® per a la desproteccié selectiva de grups toluoil enfront de grups
benzamido. D’aquesta manera varem obtenir N-benzoiladenosina (109) de forma
quantitativa (Esquema 108).
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2 2
HN"~ "Ph HN™ "Ph
N N AN
¢TI N ¢
AcO NN HO N™™N
o NaOH 0
_ >
piridina/EtOH
AcO OAc HO OH 99%
103 109

Esquema 108

En definitiva, disposavem ja d’un protocol per a la introduccié d’amides en la
posicid C6 de purines. Donat que els ribonucleosids 6-bromopurinics poden €sser preparats
facilment a partir d’inosina, aquest metode es presentava com a una via facil per a la sintesi
d’adenosines doblement marcades i amb el grup amino protegit convenientment per a la
sintesi d’oligonucleotids.

S’ha de dir, pero, que tot i que aquest protocol era aplicable a la serie 2'-desoxi, no
ens permetria sintetitzar 2'-desoxiadenosines doblement marcades, ja que la preparacio de
nucleosids 2'-desoxi-6-bromopurinics no era possible a partir de 2'-desoxiinosina.

4.2.2. Reactivitat de nucleosids 6-cloropurinics amb amides

L’Gnica alternativa per a la sintesi de [N,1-"’N,]-2'-desoxiadenosines era
I’acoblament catalitzat per Pd de nucleosids 2'-desoxi-6-cloropurinics amb amides, ja que,
tal com s’ha comentat, aquests compostos poden ésser preparats facilment a partir de 2'-
desoxiinosina.

Els primers intents d’acoblament de 6-cloropurines amb amides van ésser molt
esperancadors (Taula 23, entrada 1). Quan varem tractar la 6-cloro-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-
B-D-ribofuranosil)-9H-purina  (74) amb benzamida d’acord amb les condicions
optimitzades per a les 6-bromopurines (7Taula 20, entrades 6 1 7) es va aillar 1’adenosina
benzoilada 103 amb elevat rendiment (75%). Es a dir, tot i que les 6-cloropurines sén
menys reactives que els analegs 6-bromo, eren també bons substrats en reaccions
d’acoblament amb amides.

Donat que el grup fenoxiacetamido s’empra també freqiientment com a protector

del grup amino d’adenosines en sintesi d’oligonucleodtids, en un experiment analeg es va
assajar la reaccid de la 6-cloropurina 95 amb 2-fenoxiacetamida (7aula 23, entrada 2).
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Malgrat que es va formar inicament el compost que voliem (la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-
N°-fenoxiacetiladenosina (110)), aquest va ser aillat amb rendiment moderat (47%).

Cl NHCOR'
- L
AcO N @ AcO N &
o N 1.1 eq. RCONH, o N
Pd,dbas, dppf
AcO R Cs,COs, tolug, 80 °C AcO R
74 (R = OAc) 103 (R = OAc, R' = Ph)
95 (R = H) 110 (R = H, R' = CH,0CHs)

107 (R = H, R' = Ph)

Compost R'CONH, Producte

74 PhCONH, 103 (75%)

95 PhOCH,CONH, 110 (47%)

95 PhCONH, 107 (81%)
Taula 23

Els millors resultats s’obtingueren en la reaccid de la 6-cloropurina 95 amb
benzamida, ja que vam arribar a un 81% de 3'.5'-di-O-acetil-N°-benzoil-2'-desoxi-
adenosina (107) (Taula 23, entrada 3).

Igual que succeia en la série 7ibo, quan aquesta N°-benzoiladenosina diacetilada
(107) va ser tractada sota condicions d’hidrolisi basica (hidroxid de sodi/piridina/etanol) es
va obtenir N°-benzoil-2'-desoxiadenosina (111) amb un bon rendiment:

b X
HN™ "Ph HN™ "Ph
N AN N AN
¢TI N ¢TI N
AcO N">N HO NN
(@) NaOH (@)
_—
piridina/EtOH
AcO HO 80%
107 111

Esquema 109
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En resum, si bé les 6-bromopurines eren els intermedis clau per a la preparacid
d’adenosines marcades, les 6-cloropurines ho eren per als analegs 2'-desoxiribo.

4.2.3. Preparacio d’adenosines i 2'-desoxiadenosines marcades

Arribats en aquest punt ens varem centrar en la sintesi de [6-'"NH,]-N°-
benzoiladenosines i [N,1-"’N,]-N°-benzoiladenosines (Esquema 110) i de [6-""NH,]-N°-
benzoil-2'-desoxiadenosines i [N, 1-"°N,]-N°-benzoil-2'-desoxiadenosines (Esquema 111).

D’una banda (Esquema 110), I’acoblament de la 6-bromopurina 82 amb benzamida
marcada (102) va ser dut a terme d’acord amb les condicions optimitzades que es mostren
en la Taula 20 (entrades 6 1 7), que van donar [6-15NH2]-2‘,3',5'-tri-O-acetil-Né-benzo'l'l-
adenosina (112) amb un 74% de rendiment (81% considerant la conversi6). Finalment, la
posterior desproteccio dels grups acetil, pel métode de sempre, va portar a [6-""NH,]-N°-
benzoiladenosina (113) de forma quantitativa. L espectre de RMN de >N de 113 mostrava
I’esperat doblet a & —233.1 (Jnu= 85 Hz), i 'espectre de RMN de °C ’esperat acoblament
en I’anell de purina (C6, d, Jcn= 18.4 Hz).

El mateix procediment va ser emprat per preparar 1’adenosina doblement marcada
116. Una vegada convertida la inosina 7 en la [1-"°’N]inosina 28 (via N'-nitracié i posterior
tractament amb quantitats estequiométriques de '’NH3) es va procedir a activar amb brom
la posicié C6 de I’anell de purina (per reaccido de 28 amb HMPT en presencia d’NBS i
bromur de liti). L’addici6 catalitzada per Pd de ['°N]benzamida (102) sobre la [1-'°N]-6-
bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (114) aixi formada va fornir un
74% (81% considerant la conversio) de [N, 1-""N,]-2',3',5"-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina
(115), que va ser desacetilada de forma quantitativa cap a [N, 1-"’N,]-N°-benzoiladenosina
(116). L espectre de RMN de °N, sense desacoblament de 'H, de 116 mostrava un doblet a
—101.9 ppm (J ng = 15 Hz) 1 un doblet a —230.8 ppm (J ng = 85 Hz). A més, 1’acoblament
de C-"N corresponent al C6 que s’apreciava en I’espectre de RMN de °C (dd, J on =
18.4 Hz, J cn= 4.6 Hz) confirmava la incorporacid de la segona marca.
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0] 0] (0]
_NO *
O ST N O M
AcO NN AcO NN AcO N™>N
E
0 0,NOCOCF; 0 1.1 eq. NH; 0
_— —_—
AcO OAc 7 AcO OAc 27 AcO OAc 28
HMPT, NBS HMPT, NBS
LiBr LiBr
Jon =2.1
Br Bf/ dn=—61.1
N N vl
</ | \JN </ | 6\1N
— — ~
AcO o NN AcO o N">N3 Jin =159
JCN =4 6
AcO OAc 82 AcO OAc 114 (79%)

%
1.1 eq. PhCONH, (102)
szdba3, dppf

C52CO3
1
HN” “Ph
NN
N
< I
AcO NN
o)

AcO OAc 112 (74%)

NaOH
piridina/EtOH
dn=-233.1
JHN =85 .
w0
\*J\
Jen =184 . HN” "Ph
N— X
N
< I
HO. N"™N
o
HO OH 113 (99%)

Esquema 110

*
1.1 eq. PhCONH, (102)
szdba3, dppf

C52C03
b
%
HN™ "Ph
N N
N
< I
AcO NN
o)
AcO OAc 115 (74%)
NaOH
l piridina/EtOH
dn=-230.8
JHN =85 .

\\ 0
*Jj\ dn=-101.9
Jon =184, Jon =4.6 . HN” "Ph.~

< I
HO NTONT ™
w Jun = 15.4
HO OH 116 (99%)
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D’altra banda (Esquema 111), aplicant les condicions optimitzades en I’entrada 3
de la Taula 23 amb [°N]benzamida (102), varem sintetitzar [6-'"NH,]-3',5'-di-O-acetil-N°-
benzoil-2'-desoxiadenosina (117, 81% de rendiment), que després va ser desacetilada cap a
[6-'°NH,]-N°-benzoil-2'-desoxiadenosina (118, 80% de rendiment). L’espectre de RMN de
>N mostrava un senyal ample a & —209.0, i I’espectre de RMN de °C I’esperat acoblament
en I’anell de purina (C6, d, Jcn=19.0 Hz).

Finalment, aquest protocol ens va servir per preparar la 2'-desoxiadenosina
doblement marcada 121. Aixi, una vegada convertida la 2'-desoxiinosina 2 en la [1-"°N]-2'-
desoxiinosina 64 (via activacio del N1 amb el grup 2-nitrobenzensulfonil, posterior
tractament amb quantitats estequiométriques de '°NHj i ciclacié de I'intermedi obert amb
DBU, vegeu I’Esquema 54 1 I’ Esquema 55), es va activar amb clor la posicié C6 de 1’anell
de purina (per reacci6é de 64 amb POCl;, N,N-dimetilanilina i clorur de benziltrietilamoni).
L’acoblament catalitzat per Pd amb [°N]benzamida (102) de la [1-"°N]-6-cloro-9-(3',5'-di-
O-acetil-2'-desoxi-f-D-ribofuranosil)-9H-purina (119) aixi formada va donar un 80% de
[N,1-""N,]-3',5'-di-O-acetil-N®-benzoil-2'-desoxiadenosina  (120), que després va ser
desacetilada amb elevat rendiment (80%) cap a [N,1-">N,]-N°-benzoil-2'-desoxiadenosina
(121). Com era d’esperar, I’espectre de RMN de "N de la 2'-desoxiadenosina doblement
marcada 121 va mostrar dos doblets, un a —80.2 ppm (/nu = 16 Hz) i I’altre a —209.1 ppm
(J nu = 88 Hz). Una vegada més, I’acoblament de "*C-"N corresponent al C6 que
s’apreciava en I’espectre de RMN de Bc (dd, Jen=18.3 Hz, J cn= 4.6 Hz) va confirmar la
incorporacié de la segona marca.
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Esquema 111
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En resum, amb el protocol d’introduccié d’amides en la posicio C6 de purines
desenvolupat al llarg d’aquest capitol tancavem amb exit la sintesi d’adenosines 1 2'-
desoxiadenosines doblement marcades i protegides convenientment per a la sintesi d’oligo-
nucleotids.

4.3. NUCLEOSIDS 2-BROMOPURINICS. REACTIVITAT AMB BENZAMIDA

En aquest punt, ens disposavem a aplicar aquesta metodica al marcatge del grup
amino exociclic de la guanosina. Es va tractar la 2',3',5'-tri-O-acetil-2-bromoinosina (124)
—preparada per acetilacié de la guanosina (122)*' i posterior reaccié amb nitrit de zerc-butil
en tribromometa*’— amb benzamida (1.1 eq.), d’acord amb les condicions optimitzades per
a les 6-bromopurines (emprant Pd,dba;-CHCI; 1 dppf com a sistema catalitic i carbonat de
cesi com a base, en tolue a 80 °C, vegeu la Taula 20, entrades 6 1 7). Malgrat tot, només es
va recuperar nucleosid de partida.

o
N N N
NH 0]
¢ ¢ 1T ST g
AcO o N™N NH, AcO N™>N"""Br AcO N">N"2>N" “Ph
o o
BUONO 1.1 eq. PACONH, H
—_— >
AcO OAc CHBr3,60°C  AcO OAc Pd,dbas, dppf AcO OAc
123 124 Cs,CO0;3, tolug, 80 °C

Esquema 112

Sota la sospita que altres punts potencials de coordinacid de I’anell de purina
poguessin causar I’acabament del cicle catalitic (per bescanvi de lligand) varem intentar de
protegir la posicié N1 amb el grup metoxicarbonilvinil (Mocvinil). Aixi es va tractar la 2-
bromoinosina 124 amb propinoat de metil i DMAP d’acord amb una metodologia
desenvolupada en el nostre grup de treball per a la proteccié del N3 de pirimidines,* perd
no es va obtenir el producte que voliem:

(0]
< T < ot
AcO N">N""Br H-C=C-CO,Me AcO N™ >N~ "Br
0 DMAP 0
AcO OAc CH,CN, ta. AcO OAc
124

Esquema 113
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Davant d’aquests resultats varem optar per protegir 1’oxigen en C6 de la 2-bromo-
inosina inicial. Amb aquesta finalitat es va tractar 2',3',5'-tri-O-acetilguanosina (123) amb
alcohol benzilic sota condicions de Mitsunobu (Esquema 114).** En intentar de bromar en
C2 la 2',3",5'"-tri-O-acetil-O°-benzilguanosina (125) aixi formada (amb nitrit de ferc-butil en
tribromometa), es va obtenir una mescla complexa de productes.

o} O~ Ph O~ Ph
N N N
¢ ﬂH ¢ ﬂ ¢ ﬂ
AcO o NT"N""NH; phch,on  AcO o N7 >N NH, AcO o N">N""Br
Ph;P, DEAD ‘BuONO w
—_— +>
AcO OAc dioxa AcO OAc CHBr3 AcO OAc
123 125

Esquema 114

Una via d’accés alternativa a la 2-bromoinosina amb 1’06 protegit podria consistir a
bromar primer en C2 i sotmetre després la 2-bromoinosina a condicions de Mitsunobu.
Efectivament, d’aquesta manera varem obtenir 2'3" 5'-tri-O-acetil-0°-benzil-2-bromo-
inosina (126, Esquema 115).

Quan varem tractar aquest substrat (126) amb quantitats estequiometriques de
benzamida d’acord amb les condicions de catalisi de Pd descrites a les entrades 6 1 7 de la
Taula 20, varem obtenir 2'3',5'-tri-O-acetil-O°-benzil-N>-benzoilguanosina (127) amb
elevat rendiment (78%). Per ultim, el grup benzil va poder ser desprotegit amb eéxit —sota
atmosfera d’hidrogen i amb Pd sobre carboni en etanol- a 2'.3' 5'-tri-O-acetil-N*-benzoil-
guanosina (128) amb un 89% de rendiment.

L’aplicacié d’aquesta metodica amb [°N]benzamida (102) va permetre sintetitzar
les corresponents guanosines marcades, [2-°NH,]-2',3',5-tri-O-acetil-O%-benzil-N*-
benzoilguanosina (129) i [2-'"NH,]-2',3",5"-tri-O-acetil-N>-benzoilguanosina (130), vegeu
I’Esquema 115. L’espectre de RMN de '°N de 130 mostrava I’esperat doblet, a & —216.6
(Jnu= 91 Hz), i espectre de RMN de *C I’esperat acoblament en I’anell de purina (C2, d,
Jon=23.6 Hz).
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0 O~ Ph
N NN
NH
¢ ﬁ ¢ fi
AcO o N N Br PhCH,OH AcO o N N Br
PhyP, DEAD
—_—
AcO OAc dioxa AcO OAc
124 126 .
1.1 eq. PACONH, (102)
szdba3, dppf
Cs,CO3, tolug, 80 °C
Sn=-216.6
J =91
0 ;o 0~ Ph
g M8
2 _ *
Ao NNZN"Ph gy, A0 NTONTONTph
O ;H o H
' Pd/C
‘]CN = 236 R Zum—
AcO OAc EtOH AcO OAc
130 89% 129 78%

Esquema 115

En conclusid, el nostre protocol de marcatge del grup amino exociclic d’adenosines

era també valid per a guanosines. D’aquesta manera, doncs, assoliem amb éxit els objectius

del present capitol.

4.4. ALTRES NUCLEOSIDS BROMOPURINICS I BROMOPIRIMIDINICS

Desenvolupat un procediment per a la introduccié de grups amino en les posicions

C6 1 C2 de l’anell de purina, resultava interessant aplicar-lo a altres posicions. Dintre

aquest context, les 8-aminopurines s6n de gran utilitat en 1’estabilitzacié de triples helices

paral-leles® (Figura 4).
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Figura 4

Uns altres aminonucledsids que han despertat interes son les 5-aminouridines.
Aquests compostos posseeixen un ampli rang d’activitat bioldgica, incloent la inhibici6 del
. 46 . - 47 . 48
creixement de fongs, ™ virus'' i tumors.

Tot 1 que ja existien metodes per a la preparacié d’aquests nucleosids, molts d’ells
implicaven rendiments moderats 1 condicions de reaccié drastiques. Per exemple,
Townsend i col.* van preparar 8-aminoinosina a partir de 8-bromoinosina —preparada per
tractament de 2'3',5'-tri-O-acetilinosina amb  N-bromoacetamida i  posterior
desacetilacio™— i azida de sodi tal com s’indica a continuacié:

0] 0]
N N N
&y JAI T
AcO N™™N . HO N™™N HO N™™N
o) 1) N-bromoacetamida 0 /)
CHCl3, reflux 1) NaN3/DMSO
> _—
AcO OAc 2) NH3-MeOH HO OH 2) H,, Pd/C HO OH 52%

Esquema 116

D’altra banda, Roberts i Visser’' van introduir el grup amino en la posicié C5 de la
uridina per reacci6 de 5-bromouridina®® amb amoniac liquid en tub tancat:

0 0
Br\sfj\NH HZN\fJ\NH
HO NS0 HO NS0
0 i, 0
e
HO OH S0-55°C HO OH 63%

Esquema 117
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Per tal de desenvolupar metodes alternatius que permetéssin accedir facilment a
aquests compostos, varem estudiar I’acoblament catalitzat per Pd de 8-bromoinosines i 5-
bromouridines amb equivalents sintetics de 1’amoniac, com sén la imina de la benzofenona
1 la benzamida (Esquema 118 i Esquema 119). De fet, la quimica de Pd ja ha estat
estudiada sobre nucleosids 8-bromopurinics, malgrat que només amb amines

\ff,lroméltiques.m’5 3
0O o]
N N
NH NH
Br—= 1 RRIN ]| ]
RO NT N RO NN
0] 0]
1 eq. RR"NH
_ >
RO OR Pd(0), lligand RO OR

Esquema 118

0O 0
Br\(kNH RR N\(kNH
RO N’J*o RO NAO
@) )
1 eq. RR"NH
B —
RO OR Pd(0), lligand RO OR

Esquema 119

Quan vam tractar la 2',3',5'-tri-O-acetil-8-bromoinosina (131)°° amb benzamida (1.1
eq.) d’acord amb les condicions optimitzades per a nucleosids 6-bromo i 2-bromopurinics
(emprant Pd>dbas-CHCIl; 1 dppf com a sistema catalitic i carbonat de cesi com a base en
tolue a 80 °C) es va recuperar només nucleosid de partida (Esquema 120).

Considerant que altres punts potencials de coordinacié de I’anell de purina podien
causar 1’acabament del cicle catalitic, varem protegir la posicié N1 amb el grup metoxi-
carbonilvinil (Mocvinil). La 2',3',5'-tri-O-acetil-8-bromo-1-[(£)-2-(metoxicarbonil)vinil]-
inosina (132) aixi formada va ser tractada llavors en condicions de catalisi amb benzamida.
Pero ni emprant dppf ni BINAP com a lligand varem obtenir el producte d’addicid desitjat.
Tornavem a recuperar només nucleosid de partida.

Amb la imina de la benzofenona, els resultats eren idéntics, ja que quan aplicavem
les condicions optimitzades per a nucleosids 6-bromopurinics (emprant Pdydbas;-CHCI; i
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BINAP com a sistema catalitic i carbonat de cesi com a base en tolu¢ a 80 °C) sobre 132

recuperavem només el nucleosid inicial:

(0]
N
Br— ||

AcO NN
O

AcO OAc 131

0
J H-c=c-co,Mm Br— Il
= M€ Aco N™N
0

DMAP

CH3CN, t.a.
AcO OAc 132

1.1 eq. PhCONH, 1.1 eq. RR'NH
Pd,dbas, dppf, Cs,CO;3 Pd,dbajs, lligand, Cs,CO;3
tolue, 80 °C tolug, 80 °C
(0] 0]
PhCONH= | RRN— ]| ]
AcO N N AcO NT>N
0] O
AcO OAc AcO OAc

Lligand = dppf, BINAP
RR'NH = Ph,CNH, PhCONH,

Esquema 120

En el cas de la 2',3',5'-tri-O-acetil-5-bromouridina (135), preparada per bromacio de
la 2',3',5'-tri-O-acetiluridina (134) amb bromur de liti i nitrat de ceri (IV) 1 amoni (CAN),Szf
1 la 2'3'5'-tri-O-acetil-5-bromo-3-[(£)-2-(metoxicarbonil)vinilJuridina (136), preparada
per tractament de 135 amb propinoat de metil, els resultats eren molt semblants. Tant en la
reaccié de 135 amb benzamida com en la de 136 amb la imina de la benzofenona es
recuperava només nucleosid de partida (Esquema 121).

Només varem obtenir el producte d’addici6 que voliem, la 5-benzamido-3-[(E)-2-
(metoxicarbonil)vinil]-1-(2',3",5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)- 1 H-pirimidina (137), en la
reaccié de I’N°-Mocviniluridina 136 amb benzamida. Ara bé, en el millor dels casos,
emprant sia dppf o BINAP, els rendiments no van passar del 10% (Esquema 121).
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o)

s e

(@]
Br. L~ COMe
BN

AcO N~ "O AcO _ AcO N~ O
0O Ce(NH4)2(NO3)6 o) H_C:C_CO2Me e)
LiBr DMAP
AcO OAc CH;CN, 80 °C AcO OAc CH;CN, t.a. AcO OAc
134 135 136
1.1 eq. PhCONH, 1.1 eq. RR'NH
Pd,dbas, dppf, Cs,CO; Pd,dbas, lligand, Cs,CO;
tolue, 80 °C tolue, 80 °C
0] O
PhCONH R'RN ~-CO,Me
0y Y
AcO N~ ~O AcO N~ ~O
0] 0]
AcO OAc AcO OAc
RR'N = Ph,CN, lligand = BINAP 0%

RR'N = PhCONH, lligand = BINAP 137 (10%)

RR'N = PhCONH, lligand = dppf

137 (10%)

Esquema 121

En definitiva, el nostre protocol d’introduccié de grups amino en les posicions C2 i

C6 de I’anell de purina no era aplicable a les posicions C5 i C8 dels anells d’uracil i purina,

respectivament, ja que, en aquests casos, la reactivitat era molt inferior.

142



Disseny, sintesi i avaluacio de [’activitat anti-VIH-1
d’especies nucleosidiques dimeriques






S.

Capitol 5: index

D’ESPECIES NUCLEOSIDIQUES DIMERIQUES

5.1. Introduccio

5.1.1. Introduccié al VIH-1
5.1.2. Transcriptasa inversa. Dominis 1 subdominis
5.1.3. Transcripcid inversa
5.1.3.1. Mecanisme de polimeritzaci6é de I’ADN
5.1.3.2. Degradacio de I’ARN viric
5.1.4. Inhibici6 del procés de transcripcid inversa
5.1.4.1. Antecedents
5.1.4.2. Nou model d’inhibicid: per bloqueig del seti actiu de la

polimerasa

5.2. Disseny d’especies nucleosidiques dimériques i docking en la RT

5.2.1. Docking en tota la RT (“docking a cegues™)
5.2.2. Docking en la polimerasa

5.2.3. Docking en la RNasa H

5.3. Sintesi d’especies nucleosidiques dimeriques

5.3.1. Dimers 2'-desoxiribopirimidinics
5.3.2. Dimers 2'-desoxiribopurinics—pirimidinics
5.3.2.1. Preparacié del “linker”
5.3.2.2. Acoblament de la 2-(azidometil)benzilamina (156) a
1-sulfonilpurines
5.3.2.3. Reduccid6 del grup azido

5.3.2.4. Preparacio de dimers 2'-desoxiribopurinics—pirimidinics

5.4. Unid de grups quelatants en les posicions 5'1/0 3 de 2'-desoxiribo-

nucleosids N-protegits

DISSENY, SINTESI I AVALUACIO DE L’ACTIVITAT ANTI-VIH-1

147

147
149
150

154

160

162
164
166

168

168
170

176

145



Capitol 5: index

5.4.1. Intents de funcionalitzacié amb grups trifosfonat
5.4.2. Acoblament de grups fosfat

5.4.2.1. Reacci6é amb fosfat de dibenzil

5.4.2.2. Reaccio amb clorurs de fosforil

5.4.3. Acoblament de grups 1,3-dicarboxilics

5.5. Unid de grups quelatants en les posicions 5'i/o0 3' d’especies
nucleosidiques dimeriques
5.5.1. Acoblament de grups fosfat
5.5.2. Acoblament de grups 1,3-dicarboxilics

5.6. Estudis biologics

146

176
179

183

184
184
186
187



Part teorica. Capitol 5

5. DISSENY, SINTESI I AVALUACIO DE L’ACTIVITAT ANTI-VIH-1
D’ESPECIES NUCLEOSIDIQUES DIMERIQUES

5.1. INTRODUCCIO

Una vegada desenvolupades metodiques per a la modificacié de nucleobases
puriniques varem pensar a aplicar-les a la preparacido de nous nucleosids amb propietats
terapeutiques. De fet, tal com s’ha comentat en la introduccié general, un gran nombre de
nucleosids modificats han resultat €sser bons agents antibiotics, antivirics 1 antitumorals.

Dintre aquest context, el virus de la immunodeficiéncia humana (VIH-1) se’ns
presentava com a una bona diana terapeutica.

5.1.1. Introduccio6 al VIH-1

Des de la seva aparicio el 1981, la malaltia causada per aquest virus (la SIDA) ha
causat la mort de més de vint milions de persones arreu del mon i avui en dia, tot i els
esfor¢os que s’han fet per aturar-la, hi ha 30 milions de persones infectades. Degut als seus
efectes devastadors, un dels grans reptes dels darrers vint anys ha estat el desenvolupament
d’una terapia prou efectiva per erradicar-lo.

b ARN by,
7 A \ Prategs as

] \ {:rranscri_ptals; Tmrarf»:;'-._

Figura 5t

" Imatge adaptada de http://www.webs.wichita.edu
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El VIH-1 (Figura 5) és un retrovirus constituit per una membrana lipidica externa,
en la qual es troben localitzades les glicoproteines gp120 (externa) i gp41 (trans-
membrana). A I’interior d’aquest embolcallament, la proteina p17 constitueix la matriu del
virio, 1 la proteina p24, un nucleoide cilindric. Aquest, a la vegada, conté en el seu interior
dues cadenes idéntiques d’ARN (el material genetic del virus) i els enzims transcriptasa

. . . 54
inversa (RT), integrasa 1 proteasa.

Aquest virus ataca les cel-lules amb receptors CD4 a la seva superficie (una
proteina localitzada en algunes cel-lules del sistema immunologic i que el VIH-1 utilitza

com a receptor),”*>

entre elles els limfocits T-4. Com a conseqiiencia, el sistema
immunitari huma pateix un considerable afebliment, cosa que per manca de defenses porta

a tota mena de malalties 1, finalment, a la mort.

La terapia actual de la SIDA aconsegueix aturar la replicacié del virus pero esta
acompanyada de diversos problemes; per tant, sOn necessaries noves solucions
terapeutiques. Per tal de desenvolupar-les cal tenir un coneixement detallat del cicle de
replicacio del VIH-1.

Figura 6"

" Imatge adaptada de Russell Kightley Media, http://www.rkm.com.au
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El cicle de vida del VIH-1 (Figura 6) comenga amb la seva unié a la cel-lula
mitjancant la interaccié de la glicoproteina gpl120 amb el receptor CD4. Seguidament té
lloc la fusié del virus amb la membrana cel-lular, via la glicoproteina gp41. Es llavors quan
el virus allibera el seu contingut (les dues cadenes d’ARN 1 els seus enzims) dins de la
cel-lula. Una vegada dins, la transcriptasa inversa catalitza la transcripcio de I’ARN viric
de cadena senzilla a una doble helix d’ADN (ADN proviral). Aquest migra cap al nucli per
ser integrat al material genetic cel-lular mitjangant la integrasa. Un cop ha tingut lloc el
procés d’integracio, el virus pot romandre transcripcionalment inactiu (en estat latent) o bé
pot ser transcrit a ARN missatger (ARNm). Aquest ARNm és conduit des del nucli al
citoplasma cel-lular —als ribosomes, concretament— on ¢és traduit a llargues cadenes de
proteines, les quals son tallades per un altre enzim viral, la proteasa. Les proteines
resultants tenen diferents funcions: algunes d’elles de tipus estructural i d’altres passen a
¢ésser enzims virals. Finalment, les noves particules viriques maduren, prenen forma i
abandonen la cel-lula hosta.

Aixi doncs, el cicle de replicacié del VIH-1 presenta diverses etapes (unid, fusio,
transcripcio inversa, integracié i maduracid) que poden ésser escollides per desenvolupar
una quimioterapia anti-VIH.”® S’han estudiat i se segueixen estudiant inhibidors que
puguin bloquejar el virus en cadascun d’aquests estadis:

1)  Inhibidors d’entrada en el cas del procés de fusio.

i1) Inhibidors nucleosidics i no nucleosidics de transcriptasa inversa per a la
transcripcio.

1i1) Inhibidors d’integrasa per al procés d’integracio del genoma proviral.

iv) Inhibidors de proteasa per al procés de maduracio viral.

D’aquestes, la més estudiada en la replicacié del VIH-1 és la de transcripcid
inversa, ja que ¢és una diana terapeutica especifica dels retrovirus. Per aixo molts dels
esforcos realitzats en la lluita contra el VIH-1 han estat dirigits a desenvolupar inhibidors

de la transcriptasa inversa (RT).””®

5.1.2. Transcriptasa inversa. Dominis i subdominis
La determinaci6 de nombroses estructures de 1’enzim RT del VIH-1 per
cristal-lografia de raigs X ha aportat valuosa informacié sobre la seva constitucio i les

seves funcions enzimatiques.”

La RT és un heterodimer asimetric amb forma de “ma” constituit per dues
subunitats de massa molecular 66 kDa (p66) i 51 kDa (p51), i té dues activitats
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enzimatiques diferents: de polimerasa d’ADN (ARN- o ADN-dependent) i de
ribonucleasa (RNasa) H (Figura 7).

Figura 7

Les dues subunitats tenen en comu quatre dominis (dits, palmell, polze i
connexio); p66 té, a més, un domini RNasa H COOH-terminal.

5.1.3. Transcripcié inversa

En el procés de transcripcid inversa —conversio d’una cadena senzilla d’ARN viric
en una doble helix d’ADN proviral— els dominis polimerasa i RNasa H juguen un paper
fonamental. En primer lloc, la polimerasa s’encarrega de sintetitzar la primera cadena
d’ADN a partir de la d’ARN (motlle). Al mateix temps, la RNasa H va degradant I’ARN
genomic que ja ha estat copiat a ADN. Aquesta nova cadena, a la vegada, actua de motlle
en la sintesi de la segona (etapa catalitzada també per la polimerasa), quedant aixi
completada la sintesi del daplex d’ADN.

Cal destacar que aquests processos vénen condicionats per la preséncia de dos ions
2+ . . . . , r
Mg~ en el seti actiu de la polimerasa i dos més en el de la RNasa H, els quals son

essencials per al bon funcionament de I’enzim.*

Tot 1 I’elevada importancia d’aquests ions, fins al moment només ha estat descrita

una estructura de raigs X de la RT on es detecti la preséncia de tots quatre: Huang et al.®’
van cristal-litzar la transcriptasa inversa amb un duplex d’ADN i una timidinatrifosfat
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situada en el seti actiu de la polimerasa i en van destacar les interaccions més rellevants
(Figura §8).

Figura 8'

D’una banda, la doble helix d’ADN simula I’hibrid ARN viric (motlle): ADN que es
genera en el procés de transcripcid inversa. De 1’altra, la timidinatrifosfat correspondria al
residu 2'-desoxinucleotidic (ANTP) que esta a punt d’ésser incorporat en la cadena d’ADN
viric en formacio.

5.1.3.1. Mecanisme de polimeritzacié de ’ADN
El mecanisme de polimeritzaciéo de I’ADN viric per part de la RT del VIH-1 ha

estat ampliament estudiat per diversos grups de recerca.”” Al llarg d’aquest procés, la
subunitat p66 adopta una gran mobilitat, mentre que p55 roman rigida; la seva funcié és

T Complex extret de la base de dades Protein Data Bank.®> Codi del PDB: 1RTD
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simplement la de mantenir la cadena d’ADN viric en formaci6 en posicio correcta per a la
incorporacié de nucleotids.

Inicialment, la “ma” de la RT es troba en conformaci6é tancada. El procés de
polimeritzacid6 comenga amb 1’arribada de la cadena d’ARN viric i d’un ARNt cel-lular, a
partir del qual s’ha de comengar a formar la primera cadena d’ADN. En aquest moment, el
polze i els dits de p66 s’obren per acomodar aquestes dues cadenes d’acid nucleic
—aparellades per ponts d’hidrogen entre les seves nucleobases— sobre el palmell, en el qual
es troba el seti actiu de la polimerasa.

Aquest conté tres unitats aminoacidiques (Asp185, Asp186 i Asp110) que son
essencials per al seu funcionament. Aquests tres residus es troben coordinats als dos ions
Mg”" i, a la vegada, molt a prop de I’extrem 3'-OH terminal de la cadena d’ARNt (0 ADN
viric en formacid). El proper pas €s 1’arribada d’un 2'-desoxinucleotid trifosfat (ANTP), el
grup trifosfat del qual es troba coordinat també als dos ions Mg~ .

en formacio

Figura 9

A continuacio, els dits es tanquen i té lloc I’atac nucleofilic de I’hidroxil 3'-terminal
de I’ADN viric en formacid sobre ’atom de fosfor o del dNTP, formant-se aixi un nou
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enlla¢ fosfodiester i alliberant-se una molecula de pirofosfat. Aquest ultim procés torna a
portar a I’obertura dels dits de p66, en espera de I’arribada d’un nou dNTP.

A mesura que es va formant la primera cadena d’ADN, la d’ARN ¢és digerida per la
RNasa H.

5.1.3.2. Degradacio de I’ARN viric

A diferencia del que succeeix amb la polimerasa, el mecanisme de funcionament de
la RNasa H queda encara incert; a més, a la literatura no s’ha descrit encara cap estructura
cristal-lina que complexi aquest domini amb un inhibidor, fet que dificulta encara més el
seu estudi.

Un dels pocs fets que es coneixen amb certesa €s, com ja s’ha comentat, la
N . . 2+ . , .
presencia de dos ions Mg~ en el seu centre actiu. A més, en I’estructura de raigs X de la

1% es fa

RT complexada amb una doble helix ADN:ARN descrita per Sarafianos et a
especial emfasi en un grup de 10 residus aminoacidics ( , vegeu la

Figura 10) que es troben interaccionant amb la doble hélix molt a prop de la RNasa H.

Aquest grup de residus sembla jugar un paper fonamental en el procés de
degradacio de la cadena d’ARN viric, ja que 1’orienten de forma idonia per tal que la seva
digestio tingui lloc de forma eficient.

Figura 10
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Ara bé, tot i la importancia d’aquests factors en el funcionament de la RNasa H,
fins al moment no ha estat desenvolupat cap inhibidor que actui sobre aquest domini.

5.1.4. Inhibicio del procés de transcripcio inversa
5.1.4.1. Antecedents

Els inhibidors de la RT que es troben aprovats actualment per a 1’us clinic estan
dirigits només contra la polimerasa. Aquests es divideixen en tres categories: inhibidors
no-nucleosidics (NNRTI),” inhibidors nucleosidics (NRTD®** i inhibidors
nucleotidics. Els tres ataquen el VIH-1 en el mateix estadi del seu cicle de vida
(transcripcid inversa i sintesi de I’ADN proviral), perd via mecanismes diferents.

El mecanisme d’acci6 dels inhibidors no-nucleosidics es basa en la seva uni6 en un
seti al-lostéric que es troba situat aproximadament a uns 10 A del seti actiu de la
polimerasa. Aquests compostos actuen com a inhibidors no-competitius; la seva unio
provoca una distorsio en la conformaci6 dels residus Asp110, Asp185 i Asp186, fent que el
procés de polimeritzacid s’aturi. Actualment hi ha tres inhibidors no-nucleosidics de la RT

aprovats per la FDA:
Me\ o
H o -8= _
Z N NH N
NN = I\Q HN
N 7/
4 g

Neviparine Delavirdine Efavirenz (DMP-266)
Viramune® Rescriptor® Sustiva®

Figura 11

Els inhibidors nucleosidics (2',3'-didesoxinucledsids, en general) son inhibidors
competitius, ja que competeixen amb substrats naturals (2'-desoxinucleotids) pel seti actiu
de la polimerasa. Aquests analegs nucleosidics, per ells mateixos, no sén substrats ni
inhibidors de la transcriptasa inversa. Son profarmacs que, una vegada dins de la cel-lula
son seqiiencialment fosforilats per quinases cap al corresponent 5'-trifosfat (Esquema 122).
Aquesta forma trifosfatada (forma activa) competeix amb els 2'-desoxinucleotids naturals
per a la incorporaci6 en la cadena d’ADN viric en formaci6. Una vegada incorporat, actua
com a finalitzador de la cadena, degut a I’abseéncia d’un hidroxil en C3' (Esquema 122).
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Esquema 122

Actualment hi ha set inhibidors nucleosidics aprovats per a 1’us clinic: Zidovudine
(AZT), Didanosine (ddI), Zalcitabine (ddC), Stavudine (d4T), Lamivudine (3TC),
Emtricitabine (FTC) i Abacavir (ABC) (vegeu la Figura 3 a la Introduccié General).

Un tercer tipus d’inhibidor de la RT és el compost “nucleotidic” Tenofovir
disoproxil (Viread®™). Aquest, una vegada dins de la cellula allibera la forma
monofosfatada; aixi, per inhibir la RT només ha de passar per dues etapes de fosforilacio.

NH,
N X
N
<
N N/) Il
K_/O\/ lID\O/\O)I\O
= OW

OYO

OY

Tenofovir disoproxil
Viread”

Figura 12

Tot 1 que la lluita contra el VIH es va basar primer en I’administraci6 oral de grans
dosis d’AZT, el desenvolupament d’aquests altres farmacs ha donat lloc a noves terapies
anti-VIH. Es basen en I’us de tres medicaments —dos inhibidors nucleosidics de la RT i un
inhibidor no-nucleosidic o un inhibidor de la proteasa— un dels quals ¢és sempre I’AZT. Tot
1 la gran disminucié de la carrega virica en el plasma que produeixen —a vegades fins a
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nivells no detectables— aquestes terapies presenten inconvenients. Entre d’altres, els
associats a I’AZT son els segiients:

e Efectes adversos (toxicitat hematologica...) causats per 1’afinitat de I’AZT-TP i dels
intermedis mono 1 difosfatats cap als enzims cel-lulars timidilatquinasa i polimerasa.

e (Cal una administracié freqlient degut a la petita vida mitjana de I’AZT en sang (t;, =
1 h).

e La replicacié virica al cervell no és interrompuda eficagment degut a la baixa
capacitat de I’AZT per travessar la barrera hematoencefalica.

e El tractament a temps llargs fa que apareguin virus resistents per mutacions de la
RT.

El mecanisme de resistencia a I’AZT es basa fonamentalment en 1’escisid del seu
derivat nucleotidic una vegada ha estat incorporat a la cadena d’ADN viric en formacio.
D’aquesta manera, la RT resistent a ’AZT desbloqueja la cadena d’ADN viric acabada
amb AZTMP (AZT monofosfat).

Aquest mecanisme de resistencia es fonamenta en 1’atac nucleofilic per part d’un

P_ sobre ’atom de fosfor de I’enllag

donador de pirofosfat®’ —molt probablement AT
fosfodiester (Figura 13). Els productes de la reaccio sén la cadena d’ADN viric
desbloquejada i un nucleosid tetrafosfat derivat de I’ATP i de I’AZTMP anteriorment unit
a I’extrem 3'-terminal de ’ADN. La reacci6 d’escisid permet aixi que el procés de

polimeritzacié continui.

Figura 13
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Davant d’aquests fets s’han concentrat nombrosos esfor¢os en la recerca d’altres
desoxinucleosids. Amb I’objectiu d’augmentar-ne 1’activitat i disminuir-ne la toxicitat
s’han dut a terme modificacions sobre diferents posicions d’aquests compostos. Les més
importants son les que fan referéncia a la nucleobase, a 1’anell del carbohidrat i a la posicio
C5' 8057

5.1.4.2. Nou model d’inhibicié: per bloqueig del seti actiu de la polimerasa

Donada la importancia dels dos ions Mg’ presents en el seti actiu de la polimerasa,
una via d’inhibicio alternativa podria consistir en el desenvolupament d’espécies que
fossin capaces d’interaccionar-hi. D’aquesta manera s’aconseguiria bloquejar el seti actiu,
interrompent aixi el procés de polimeritzaci6 de I’ADN viric.

Varem pensar en especies nucleosidiques dimeriques. Aquestes podrien simular el
complex format per 1’altim residu nucleosidic (extrem 3'-terminal) de la cadena d’ADN
viric en formaci6 i el que hi esta a punt d’ésser
incorporat (vegeu la Figura 9).

Una bona manera de mimetitzar-lo seria unir amb un “linker” dos nucleosids pel
nitrogen imidic de la nucleobase (N1 en purines i N3 en pirimidines) i acoblar grups
quelants o quelatants als extrems 5' /0 3' del dimer resultant:

linker

° y

Figura 14
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El present capitol t¢ com a primer objectiu el disseny de dimers que s’ajustin al
seti actiu de la polimerasa. Per tal de dur a terme aquesta tasca partirem de les dades
cristal-lografiques de I’estructura de la RT complexada amb un duplex d’ADN 1 un residu
de timidinatrifosfat descrita per Huang et al.®!

El segon objectiu ¢és la sintesi d’aquestes especies dimeriques dissenyades, tot
emprant metodiques propies del grup.

Una vegada sintetitzades procediriem a acoblar-hi en les posicions 5' i/o 3' grups
dirigits a la quelatacio dels ions Mg”" presents en la polimerasa. Varem pensar en grups
fosfat 1 grups mimetitzants de di i trifosfats, les propietats quelatants dels quals son
conegudes: "’

M(a., B)-M(v) M(a)-M(B, 7)

o ) @) — o 0] @) —
N, OO ll_O—CH;, N, OO ll_O—CH,
o TR Te UG

-9 ¢ Q0 9 L

|\§A2+ ////MZ\\\; ////MZ\:\ |\§A2+

Figura 15

Dintre aquest context, Mioskowski i col.”' han estudiat grups dicarboxilics i
trifosfonat. Aixi doncs, el tercer objectiu del present capitol és la funcionalitzacié de les
especies nucleosidiques dimeriques dissenyades 1 sintetitzades des d’aquest punt de vista
(Figura 16).

158



Part teorica. Capitol 5

OR'
QR
o) \P/
O\I/N o~ \\O 0 (”)
- Il
NWJ R=0, & RRog
? 5 n
.. 0
Oxp -0 NN R'=H, %R~
R 0 ’ LR
/_O o)
R'O
OR
K S o O
OYN © O/“\/u\o'
N
? 5
NfN o O
4
_ e} O<N |N) R=H, ‘77777/U\)I\O_
o)
1E
RO
Figura 16

Cal dir que aquests grups podrien ésser introduits en forma d’esters benzilics; la
seva posterior desproteccio ens hauria de portar als compostos desitjats:

OBn
Rl _ Rl
HO o “L"h \ﬁ o o ‘1'71,, \P/O o 9‘%1
(0] (0]
R'O R'O R'O
O O
1l Il - 1l II:I’ -
R =0OBn, VRVID\\OBn R =0, c;é\/l:{\/ \ O

OBn OBn o}

Esquema 123
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Finalment, mancava per comprovar si aquesta familia de compostos exerceix
I’activitat inhibitoria esperada. Per tant, el nostre quart objectiu era 1’avaluacié de
I’activitat anti-VIH d’aquests dimers mitjangant proves bioldgiques in vitro. Aquestes van
ser dutes a terme a I’Hospital Germans Trias 1 Pujol de Badalona.

5.2. DISSENY D’ESPECIES NUCLEOSIDIQUES DIMERIQUES I DOCKING EN
LA RT

En una primera aproximacio, el procés de modelatge va consistir a cercar una
cadena hidrocarbonada que permetés unir les dues nucleobases (la de I’ultim residu
nucleosidic de I’ADN en formacio 1 la timidinatrifosfat de I’estructura de raigs X ja

1,62
comentada,®!®

vegeu la Figura 9) pel nitrogen imidic sense provocar distorsions en els
angles dihedres del dimer final. Vam eliminar tots els residus aminoacidics de la proteina i
tots els residus nucleotidics excepte els dos esmentats. D’aquesta manera senzilla ens
varem quedar amb les dades cristal-lografiques dels dos residus nucleotidics que

. . . +
interaccionen amb els dos ions Mg”".”

Posteriorment vam introduir diverses cadenes, generant aixi diferents dimers. A
continuacid, mitjangant mecanica molecular” es va minimitzar cadascuna de les
estructures, tot mantenint fixes els anells de ribosa i els grups fosfat (vegeu 1’apartat

Disseny de dimers de la seccié Métode computacional).

Un “linker” adient als nostres proposits era una cadena de tipus 1,2-dimetilbenze,
perque malgrat les restriccions imposades tenia els angles i distancies d’enllag esperats.

Figura 17

En uns estudis posteriors es va substituir el residu de purina per un de pirimidina.
En aquest cas, un “linker” candidat era una cadena de propa (Figura 18).
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Figura 18

Tal com ja s’ha comentat, aquest procés de disseny havia estat dut a terme fixant els
grups quelatants (grups fosfat) que pressuposavem que interaccionen amb els dos ions
Mg”" del seti actiu de la polimerasa. Aixi, vam arribar a dos tipus de potencials inhibidors
de la polimerasa: dimers funcionalitzats (en les posicions 5' i/o 3') 2'-desoxiribopurinics—
pirimidinics (asimetrics, 139-143, part esquerra de la Figura 19) 1 2'-desoxiribo-
pirimidinics (simétrics, 144—146, part dreta de la Figura 19).

OR,
>
N
Oﬁ/ l OR, OR,
N
o] O (0]
kaN 0 L
al 3
: )
R,O R,0O
P Q9 Q
R2 = R4 =H, Rl = R3 = '%(/?\/PVF\OH 139 R2 = R4 =H, Rl = R3 = sZL/Fi\OH 144
HO HO HO OH
I Q
R,=Ry=H,R, =Ry = £ R~oH 140 Ry=H,R,=R,=R3= ¥ "OH 145
OH OH
Q Q
Ri=Ry=R3;=Ry= ?z/F{\OH 141 R;=R,=R;=R,= Z[R\OH 146
OH OH

0 0
R,=R,=H,R;=R;= %MOH 142

0 0
R;=R,=R;=R, :EMOH 143

Figura 19
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Una vegada dissenyades aquestes espeécies era interessant i instructiu alhora
determinar si les nostres hipotesis anaven ben encaminades. Es a dir, si una vegada dins de
I’enzim (RT) hi podrien interaccionar de la forma proposada.

Una manera aproximada de saber-ho era sotmetent-les a un estudi de docking.
Aquest metode de calcul té la capacitat de predir el mode d’unié d’un lligand en una
proteina, donant aixi una idea de com interaccionen aquestes dues molécules. Dintre aquest
context, el lligand parteix d’una posicié a I’atzar fora del receptor i explora translacions,
orientacions i conformacions fins que troba un seti ideal.

El punt de partida de qualsevol calcul de docking sol ser I’estructura cristal-lina
d’una macromolecula (enzim, ADN...), obtinguda normalment d’un complex Iligand-
macromolécula. Aquest complex pot ésser extret d’una base de dades de compostos, com
ara el Protein Data Bank (PDB).%

Tal com ja s’ha comentat, el complex escollit en el nostre cas va ser I’estructura
1IRTD del PDB (RT complexada amb un duplex d’ADN i una timidinatrifosfat en el seti
actiu de la polimerasa amb dos ions Mg*" en cadascun dels dos centres actius), el qual va
¢ésser tractat de la segilient manera: les dues cadenes d’ADN i el residu de timidina van
¢sser eliminats, i la proteina amb els quatre ions va ésser emprada per als experiments de

docking.

Els nostres estudis van ésser duts a terme amb el programa AutoDock 3.0,”* d’acord
amb el procediment descrit a I’apartat Protocol de docking’*” de la secci6 Metode
computacional. Per tal de predir el mode d’uni6 del lligand dins del receptor, aquest
programa realitza una rapida avaluacié d’energia, tot emprant una varietat d’algoritmes de
cerca. Permet la flexibilitat torsional del lligand, pero manté rigida la macromolécula.

5.2.1. Docking en tota la RT (“docking a cegues”)

Fins ara hem fet referéncia només a la possible interaccid d’aquests dimers en el
seti actiu de la polimerasa. Cal tenir present, pero, 1’existéncia d’una altra zona de 1’enzim
amb caracteristiques molt semblants: la RNasa H. Aixi doncs, resultava convenient fer un
primer estudi de docking orientatiu que comprengués tota la RT (“docking a cegues”).

Es va definir un volum d’exploraci6 amb forma de caixa enreixada tridimensional
(126 x 126 x 126 punts, espaiat entre punts de 0.725 A) que envoltava tot I’enzim (Figura
20). En cada punt es va calcular el potencial d’afinitat del receptor per als atoms de
carboni, oxigen, nitrogen, sofre, fosfor i hidrogen del lligand, per tal d’avaluar aixi les
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energies intra i intermoleculars (vegeu Preparacié de la proteina a la seccié Metode

computacional).

Figura 20

Tot 1 amplia varietat de modes d’uni6 trobats per AutoDock 3.0, la majoria de

resultats corresponents als dimers 139—146 (en forma polianionica) els situaven en els dos

setis actius (polimerasa i RNasa H), tal com esperavem. Aixi, de 100 conformacions

generades per al compost 139, 32 es situaven en el seti actiu de la polimerasa. D’altra

banda, 38 es trobaven localitzades en la RNasa H.

Aquests resultats, 1 els obtinguts per als altres compostos, queden resumits en la

Taula seglient:

Compost Polimerasa RNasa H
139 32/100 38/100
140 38/100 44/100
141 30/100 30/100
142 32/100 41/100
143 32/100 44/100
144 20/100 34/100
145 36/100 28/100
146 32/100 30/100

Taula 24
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Com era tamb¢ de preveure, en aplicar les mateixes condicions de calcul a un dimer
sense funcionalitzar (138) no varem apreciar cap afinitat per als dos ions Mg*". Aixi, la
majoria de conformacions trobades per a aquest lligand es distribuien a 1’atzar per tota la
caixa.

Cal recordar, pero, que aix0 només era una primera aproximacio al tema. Per tal
d’explorar amb detall els dos conjunts d’interaccions observats per als dimers 139-146
varem procedir a dur a terme dos estudis de docking separats: un en la polimerasa i un altre
en la RNasa H.

5.2.2. Docking en la polimerasa

El volum d’exploracié va venir definit per una caixa enreixada tridimensional
(126 x 126 x 126 punts, espaiat entre punts de 0.3 A) que comprenia els dos ions Mg, el
seti actiu de la polimerasa 1 els residus aminoacidics constituents del seti d’unio dels
inhibidors no-nucleosidics de la RT:

Figura 21

La majoria de conformacions generades per a cada lligand 139-146 (un total de
100 conformacions per a cadascun) es trobaven interaccionant amb els dos ions Mg”'.
D’aquestes, les de més baixa energia es plegaven entorn dels dos ions, tal com haviem
pressuposat.
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139

140

AGying = —20.6 Kcal/mol

141

142

144

AGying = —19.1 Kcal/mol

AGying = —19.1 Kcal/mol

146

AGying = —20.5 Kcal/mol

Taula 25
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A la Taula 25 es mostra la conformacié de més baixa energia corresponent a
cadascun dels lligands estudiats, aixi com els valors de les seves energies lliures d’uni6

(AGying)-

En definitiva, aquests estudis de docking en la polimerasa confirmaven les nostres
prediccions. La majoria dels dimers proposats tendien a interaccionar en el seti actiu de la
polimerasa de la forma proposada (plegant-se entorn dels dos ions Mg®"). D’aquests, els
que formaven complexes d’unié més estables eren els substituits en 5' amb grups tri-
fosfonat (139, AGping = —27.7 Kcal/mol).

5.2.3. Docking en la RNasa H

Per tal de dur a terme el docking en la RNasa H es va definir de nou un volum
d’exploracié amb forma de caixa enreixada tridimensional (126 x 126 x 126 punts, espaiat
entre punts de 0.3 A) que comprenia els dos ions del seti actiu i els residus aminoacidics
del voltant:

Figura 22
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139

140

141

143

146

AGying = —18.5 Kcal/mol

AGynq = —16.8 Kcal/mol

Taula 26
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A diferéncia del que succeia en la polimerasa, les conformacions de més baixa
energia corresponents a cada lligand (139-146) tendien a desplegar-se, interaccionant aixi
amb els ions Mg”" a través d’una sola unitat nucleosidica (vegeu la Taula 26).

En resum, si bé és cert que el nostre model de docking tendeix a situar els dimers
dissenyats en els dos setis actius de la RT, €s en la polimerasa on interaccionen de la forma
proposada (plegant-se entorn els dos ions).

En aquest punt calia considerar també la possibilitat que el mode d’interaccié trobat
en el seti actiu de la RNasa H pogués causar activitat inhibitoria. L’inica manera de saber-
ho era sintetitzant els dimers proposats o de caracteristiques molt semblants, per tal
d’avaluar-ne I’activitat biologica.

5.3. SINTESI D’ESPECIES NUCLEOSIDIQUES DIMERIQUES
5.3.1. Dimers 2'-desoxiribopirimidinics

La preparaci6 de dimers pirimidinics units pel N3 amb un cadena hidrocarbonada ja
ha estat abordada a la literatura. Aixi, Miller i col.”® avaluen I’estabilitat de duplexs

d’oligonucleotids en els quals s’han introduit unions covalents per cadenes alquiliques
entre dos unitats de timidina.

0
Nl :o-/‘l
o o) ] T
o ﬁ/\”J\ : d-CGAAATTTTCG
N
| N GCTTTTAAAGC
$ /& 0
0 N~ "0
0
kj n=24,7
O"h

Figura 23
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La sintesi d’aquests compostos €s duta a terme via alquilacio en el N3:

o)
\(LNH i Nt—-OPac \ﬁLNW '
) N/& /& DMTO

DMTO 0 DMTO 1) CHy(CH,),NH,
ICH,(CH,),OPac 0 CH,Cl, kj
T _
RO a RO 2) Ph;P, imidazole, RO
I
a (R =TBS)
b (R = PhOCH,CO = Pac) 1 eq. b, DBU
CH3CN
OTBS OTBS
O
ODMT ODMT
\IfLN%ﬁv/Nwél\ \IfLN%ﬁv/Nﬁgl\
DMTO DMTO
CH;(CH,),NH,
C R=H -
RO R = P(N'Pr,)OCH,CH,cN  CHaCh PacO

Esquema 124

Dr’altra banda, en el nostre grup de treball ja fa anys que s’havia desenvolupat una
metodica més eficient’” que es basa en el tractament d’un nucleosid 3-nitropirimidinic amb

mig equivalent de diamina.

Mitjancant aquest protocol varem procedir a sintetitzar el dimer simétric pirimidinic
dissenyat (a partir de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-3-nitrouridina (149) i1 1,3-diaminopropa 1
posterior desproteccio amb NH3/MeOH):

OR
)§ [%LN N N OR
RO 0.5 €q. HzN(CH2)3NH2
@ 0.8 eq. K,CO;4 \Kj
RO CH;CN, t.a. — 80°C RO
149 (R = Ac) 150 (R = Ac) 67%

NH;/MeOH
yve C151(R=H) 99%

Esquema 125
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Tal com s’ha pogut comprovar al llarg d’aquesta Tesi, aquesta aproximacio no és
valida per a nucleosids 2'-desoxiribopurinics, degut als problemes de despurinaci6é que la
., Ty
reaccié d’N -nitracié comporta.

5.3.2. Dimers 2'-desoxiribopurinics—pirimidinics

Aquesta limitaci6é podria resoldre’s amb la metodica de modificacié del N1 de 2'-
desoxiinosines desenvolupada en el capitol 1. Aixi doncs, ens proposavem de sintetitzar els
dimers asimetrics dissenyats (vegeu la part esquerra de la Figura 19) via 1-sulfonil-
purines.

La nostra proposta inicial es va basar a preparar la diamina 2-aminometilbenzil-
amina (153), protegir-la en un dels seus dos centres nucleofils i fer-la reaccionar amb una
2'-desoxiinosina N'-sulfonilada. Després de desprotegir el grup amino, la reaccié de

I’aminonucleodsid resultant amb una 3-nitropirimidina convenientment protegida ens hauria
de portar al dimer asimeétric desitjat:

NHGP NH
o 2

«ﬁ Ty
H,N NHY
5
R"O\Kj

153 (Y = H)
C (Y =GP) OR"

R"O
2
T O
N

RO

Esquema 126
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5.3.2.1. Preparacio del “linker”

La diamina 153 es va preparar d’acord amb el metode descrit per Kawahara 1
Uchimaru.” Es basa en la conversié d’1,2-bis(bromometil)benzé (152) en la corresponent
diazida, per tractament amb excés d’azida de sodi, i posterior reduccid in situ amb
trifenilfosfina:

1) 2 eq. NaNj
Br Br
w THF/EtOH/H,0, reflux, 1 h H2N 3 S NH;
2) 2 eq. Ph;P, reflux, 30 min

152 153 35%

Esquema 127

Per a la proteccio d’un dels dos centres nucleofils de la diamina 153, varem pensar
en un grup trifluoroacetil. Ara bé, en un primer intent de monoproteccié amb un equivalent
d’anhidrid trifluoroaceétic i trietilamina en CH,Cl, es va obtenir exclusivament la diamina
diprotegida 154.

Els resultats van millorar quan es va prescindir de la trietilamina i es va substituir el
CH,ClI, per CH3CN. En aquestes condicions, a més de 154 (25% de rendiment) es va
formar la diamina monoprotegida que voliem (155). No obstant aix0, el rendiment era de
només un 46%:

H,5N NH, H,N NHCOCF; F;COCHN NHCOCF;
+
condicions

153 155 154
1 €q. Et3N, CHZCIZ, t.a. 0% 48%
CH;CN, t.a. 46% 25%

Esquema 128

Davant d’aquests resultats varem canviar d’estrategia. Aixi, varem pensar de
funcionalitzar el “linker” de manera que de bon comengament posseis un grup amino i un
grup que fos precursor de I’altre centre nucleofil. Una bona alternativa podria ésser la 2-
(azidometil)benzilamina (156). Amb aquesta finalitat es va tractar 152 amb excés d’azida
de sodi i posteriorment es va reduir in sifu un dels grups azido amb 0.8 equivalents de
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trimetilfosfina. D’aquesta manera es va obtenir 156 amb un 70% de rendiment (Esquema

129).
1) 2 eq. NaN;

Br Br HoN N3
6 THF/EtOH/H,0, reflux, 1 h 2:5
2) 0.8 eq. PMe; (1 M en tolue)

152 ta,3h 156  70%

Esquema 129
5.3.2.2. Acoblament de la 2-(azidometil)benzilamina (156) a 1-sulfonilpurines

Calia comprovar si era possible acoblar 156 al N1 d’un anell de purina. Tal com
esperavem, en tractar la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) amb
156 seguint les condicions optimitzades en el capitol 1 (és a dir, addicié de dos equivalents
de I’amina dissolta en CH3CN, gota a gota i a —30 °C, sobre una dissolucié del nucleosid
inicial i tractament posterior amb un equivalent d’acid trifluoroacétic a 80 °C) varem
obtenir el producte d’acoblament corresponent (2',3',5'-tri-O-acetil-1-[2-(azidometil)-
benzil]inosina, 157, 56% de rendiment, Esquema 130).

Seguint en aquesta linia, la reacci6 de la 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzen-
sulfonil)inosina (17) amb 156 va donar un 64% de 157. D’altra banda, partint de 3',5'-di-O-
acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (22) varem obtenir un 77% de la unitat 2'-
desoxiribopurinica que voliem (3',5'-di-O-acetil-1-[2-(azidometil)benzil]-2'-desoxiinosina,
158):

O Q\ép H,N N, o
N ~ON N
vy O, &
ACO\K_#N N 156 (2 ¢q.) AcO o N N/
i T_\f

N3

CH;CN, =30 °C — t.a.

AcO R 2) 1 eq. CF5;COOH, 80 °C AcO R
16 (R = OAc, Ar = 2 4-dinitrofenil) 157 (R=0Ac) 56%
17 (R = OAc, Ar = 2-nitrofenil) 157 (R=0Ac) 64%
22 (R = H, Ar = 2-nitrofenil) 158 (R=H) 77%

Esquema 130
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5.3.2.3 Reduccié del grup azido

A continuacié varem passar a reduir el grup azido dels nucleosids sintetitzats. En
tractar 157 amb trimetilfosfina en una mescla de THF 1 aigua, els resultats van ésser del tot
decebedors: s’obtenien mescles complexes de productes.

Ara bé, sota condicions d’hidrogenolisi amb Pd sobre carboni (5 mol% de Pd)
varem aconseguir el nostre objectiu. Aixi, la reacci6é de 158 va fornir 3',5'-di-O-acetil-1-[2-
(aminometil)benzil]-2'-desoxiinosina (159) amb elevat rendiment (85%):

N NH
o) 8 o) 2
g My
% %
AcO O<N lN/) AcO <N lN/)
\w condicions k © J
_—

AcO R AcO R
157 (R = OAc) 1 eq. PMe; (1 M en tolue) _
THF/H,0, t.a.
158 (R =H) H,, Pd/C (5 mol% Pd), EtOH 159 R =H) 85%

Esquema 131
5.3.2.4. Preparacio de dimers 2'-desoxiribopurinics—pirimidinics

Arribats en aquest punt només mancava acoblar una unitat pirimidinica al grup
amina de 159. Amb aquesta finalitat es va tractar 159 amb quantitats equimolars de
carbonat de potassi anhidre 1 5'-O-acetil-3'-azido-3'-desoxi-3-nitrotimidina (162),
preparada per acetilacié de la 3'-azido-3'-desoxitimidina (160) i posterior nitracié amb
trifluoroacetat de nitroni (Esquema 132). A temperatura ambient no s’observava reaccio i,
a 80°C, el seguiment per CCF posava de manifest que 162 es desnitrava cap a 5'-O-acetil-
3'-azido-3'-desoxitimidina (161)."

" Quan en un experiment analeg es va substituir 159 per 2-(azidometil)benzilamina (156) es va observar un
comportament molt semblant. El compost 162 tampoc no experimentava atac de ’amina 156, ni a t.a. ni a
80 °C.
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NH
0 2 o) 0 X
N /NOQ N
N N N
M | M
AcO o N N/) AcO N/go AcO o N N/J

@ 1 eq. K,COs k_j
* —H

AcO N CH;CN AcO
159 162 ta.— 80°C

Esquema 132

Els resultats van millorar quan varem emprar 3-nitrouridines com a substrats
(Esquema 133). En la reaccié de 159 amb 2',3',5'-tri-O-acetil-3-nitrouridina (163) varem
obtenir I’especie dimerica que voliem (1-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosin-1-il)metil-2-
(2',3',5'-tri-O-acetiluridin-3-il)metilbenze, 164) amb un 55% de rendiment.

El mateix succeia amb 2'-desoxi-3-nitrouridines. Partint de 159 1 3',5'-di-O-acetil-
2'-desoxi-3-nitrouridina (149) varem obtenir un 62% d’1-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosin-
1-il)metil-2-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiuridin-3-il)metilbenze (165). A més, la reaccid de
159 amb 3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi-3-nitrouridina (167) —preparada per
tractament de 2'-desoxiuridina (147) amb clorur de terc-butildimetilsilil més imidazole 1
posterior nitraciéo— va donar un 67% d’1-(3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiuridin-
3-il)metil-2-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosin- 1 -il)metilbenze (168).T

f Quan varem substituir 159 per 2-(azidometil)benzilamina (156) s’observa un comportament analeg. Aixi,
quan es va tractar 167 amb quantitats equimolars de 156 i carbonat de potassi anhidre en acetonitril a t.a. i
seguidament es va escalfar a reflux, es va obtenir també el corresponent producte d’addicié (3-[2-
(azidometil)benzil]-3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiuridina, 169, 85% de rendiment).
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NH N
o) 2 o) I
N -NO; N
N N N
¢ T | ¢ f
AcO N~ RO N/]*o AcO NN
\@ w 1 €q. K2C03 O
+ - >
AcO RO R' CH;CN AcO
ta.— 80°C
159 163 (R = Ac, R'=0OAc) 164 (R = Ac, R'=0Ac) 55%
149 (R =Ac,R'=H) 165 (R =Ac,R'=H) 62%
167 (R =TBS, R' = H) 168 (R=TBS,R'=H) 67%

Esquema 133

Finalment es van desprotegir les especies dimeriques 164 1 165 (Esquema 134).
D’aquesta manera acompliem amb exit 1’objectiu fonamental del present capitol: la sintesi
de les especies nucleosidiques dimeriques dissenyades.

N N
(0] @)
o) NH3/MeOH o
M RS,
;O: 0]
AcO HO
164 (R = OAc) 170 (R = OH) 89%
165 (R=H) 138(R=H) 87%

Esquema 134
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5.4. UNIO DE GRUPS QUELATANTS EN LES POSICIONS 5' I/0 3' DE 2'-
DESOXIRIBONUCLEOSIDS N-PROTEGITS

Abans de procedir a funcionalitzar els extrems 5' i/o 3' terminals dels dimers
representats a la pagina anterior vam triar alguns models que fossin facils de sintetitzar i
que mimetitzessin, alhora, cadascuna de les unitats nucleosidiques dels dimers esmentats.

Varem pensar en la 3-metiltimidina (172) i I’1-benzil-2'-desoxiinosina (173). El
compost 172 es prepara facilment per tractament de timidina (171) amb el dimetilacetal de
la formamida a reflux.''® La 2'-desoxiinosina 173 va ésser obtinguda de forma quantitativa
per desproteccio de 3',5'-di-O-acetil-1-benzil-2'-desoxiinosina (47) amb NH3/MeOH:

o) o o)
-Me
NH N NI
S e e
HOL NS0 )O\'V'e HOL NS0 ROL N N
k_j MeO™ “NMe; kj k_j
HO reflux HO RO
171 172 96% 47 (R = Ac)

NH;/MeOH
yve C173(R=H) 98%

Esquema 135
5.4.1. Intents de funcionalitzacié amb grups trifosfonat

Mioskowski i col.”"® descriuen un procediment per a la preparacié d’analegs
fosfonats de nucleosidotrifosfats:

0 X
OH OH OH NH N~"SN
HO\ //\/ //O B B= | < |
iR o ﬁo N v
O O O o o
R X:NHz,Cl,N3

Figura 24

La sintesi d’aquests compostos es pot desglossar en dos blocs, el primer dels quals
és la preparacié de la unitat de trifosfonat (Esquemes 136—139).”

i) S’obté fosfit de tribenzil (174),” per tractament de triclorur de fosfor amb tres
equivalents d’alcohol benzilic i trietilamina (Esquema 136).

176



Part teorica. Capitol 5

PCl; + 3PhCH,OH + 3EttzN ————>  P(OBn); + 3EtNH'CI
E0 174
—78 °C— ta.

Esquema 136

ii) A continuacié se sintetitza bis(clorometil)fosfinat de benzil (176),” preparant
primer clorur bis(clorometil)fosfinic (175)* —a partir d’acid hipofosforés, para-
formaldehid 1 clorur de tionil- i tractant-lo després amb alcohol benzilic i

trietilamina:
1) H,0, HCI 1 eq. PhCH,OH
NaH,PO, > CIH,C—P—CH,Cl > CIH,C—R—CH,Cl
3) SOCl,, reflux I Et,0, 0 °C— t.a. OBn
175 176

Esquema 137

ii1) El compost 176 es tracta amb un excés de 174 en unes condicions que donen lloc a

la transposici6 de Michaelis—Arbuzov:’*®!
29 9
I
CIH,C—P—CH,Cl + 2P(0Bn); —————— pgpo-R—R~R~opn + 2BnCl
OBn 140 °C, 6-10 Torr OBn OBn OBN
176 174 177

( “Cl Q
PhCH,—Q cl PhCH2—6\> b
PhCH,—O—P :\Jk ~ |PhCH; 0P\ |~ i
PhCH,—G PhCH,—O PhCH,CI

Esquema 138
iv) Finalment es tracta el compost resultant (bis[(dibenzilfosfono)metil]fosfinat de

benzil, 177) amb DABCO.** D’aquesta manera s’obté el corresponent derivat
monodesprotegit (178, Esquema 139).
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O O O O O O
|| || |I:l DABCO || || ||:l
Bno~R~—R~"~oBn —_— Bno~R~—R~"~oH
OBn OBn OBn tolue, reflux OBn OBn OBn
177 178

Esquema 139

En un segon estadi de la sintesi, el compost 178 ¢és acoblat a I’hidroxil en 5' del

nucledsid sota condicions de Mitsunobu,”"™® i els grups benzil sén eliminats per
hidrogenolisi:
BnO /OBn /OBn /O%n HO /OH /OH /OI—(|)
HO B 178 NO~p—~p—p— B ~p—~p——p— B
O pusp, DIAD BRI OJ  n, pac B O
O O O O O O
R R R

Esquema 140

En assajar les condicions descrites per a la preparacio de 177 varem obtenir
resultats del tot decebedors. D’una banda, els rendiments corresponents al fosfit de
tribenzil (174) i al fosfinat 176 eren molt baixos, degut, en gran part, a problemes
d’hidrolisi en I’etapa de purificacid cromatografica.

A més, en la reaccio de Michaelis—Arbuzov (Esquema 138), la formaci6 de 177
anava acompanyada de la del fosfonat 179 i altres subproductes dificils de separar
(Esquema 141).

cho b ong P(OBn); (174), excés Q Q (lP? Iopl ﬁ:l
T > /P P\/ ~~ + —R~—hR~

22 2 o BnO~"\™"\™""\"OBn BnO "\ ™\
OBn 140 °C, 6-10 Torr OBn OBn OBnN OBn OBn

176 177 179

Esquema 141

Una bona part d’aquests problemes podria venir associada a I’escala a que
treballavem. S’ha de dir que els autors d’aquest metode parteixen de 900 mmols de 174.
Nosaltres, en canvi, malgrat els esforcos notables realitzats, no férem capacos de
reproduir-lo ni a petita ni a mitjana escala.
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5.4.2. Acoblament de grups fosfat

Una alternativa als grups trifosfonat, menys elaborada, ¢s emprar grups monofosfat.
Una via facil d’introduir aquesta funcionalitzacié és per reaccié amb fosfat de dibenzil
(180), que és un compost comercialment assequible.

5.4.2.1. Reaccio amb fosfat de dibenzil

Izumi i col.* descriuen I’acoblament entre un fosfonat de monometil i I’hidroxil en
5" de la 2',3',]\]4-triacetilcitidina amb hexafluorofosfat de benzotriazol-1-iloxitris(dimetil-
amino)fosfoni (BOP) i DIPEA.

Dissortadament, en tractar 3-metiltimidina (172) amb quantitats equimolars de
fosfat de dibenzil (180), hexafluorofosfat de (benzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfoni
(PyBOP) i DIPEA en DMF varem recuperar el nucleosid de partida (172, Esquema 142).
El mateix succeia quan emprarem altres dissolvents i agents acoblants, com ara acetonitril 1
mescles de I’hidroclorur de 1’1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) i DMAP:

-Me -Me
N N
Y ° (X
HOW 0 N0 (IDI condicions BnO—I|3—O o N~ ~O
+ BnO—ﬁ’—OH +> OBn k )
OBn dissolvent, t.a.

HO HO
172 180 181

condicions = PyBOP/DIPEA, EDC/DMAP
dissolvent = DMF, CH;CN

Esquema 142

Davant d’aquests resultats es va tractar 172 amb 180 (un equivalent) sota
condicions de Mitsunobu (dos equivalents d’azodicarboxilat de dietil, DEAD, i
trifenilfosfina en THF a temperatura ambient). D’aquesta manera es va obtenir el producte
de monoproteccié en 5' (5'-O-dibenziloxifosforil-3-metiltimidina, 181) amb rendiment
moderat (Esquema 143).
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0
-Me -Me
\KLN 2 eq. DEAD O \ﬁi
o 2 eq. PhyP BnO=p—0y J N0
+  BnO—P—OH — OBn
THEF, t.a.
HO OBn HO
172 180 181 52%

Esquema 143

Pero quan aquestes condicions van ésser aplicades sobre 1’ 1-benzil-2'-desoxiinosina
(173) es van formar productes derivats del trencament de I’enlla¢ glicosidic:

fLN Ph 2 eq. DEAD
RO
2 eq. PhsP o N Ph
+ BnO— Fl’ OH ——

THF, t.a.
OBn HO
173 180 182

HO

Esquema 144

Per fer front a aquesta greu limitacié vam intentar la formacié de I’enllag P-O
mitjancant altres precursors de fosfor, com ara els clorurs de fosforil.

5.4.2.2. Reaccio amb clorurs de fosforil

El clorur de dibenzilfosfat (183) es va preparar d’acord amb un meétode molt
semblant al descrit per Vincent i Gastinel.*® El nostre protocol es basa a tractar en primer
lloc fosfat de dibenzil (180) amb trietilamina, clorur d’oxalil i DMF (en quantitats
catalitiques), evaporar el dissolvent a pressid reduida i1 fer precipitar I’hidroclorur de
trietilamoni format amb ¢ter. La concentracid del filtrat a sequetat dona 183 de forma
quantitativa, el qual pot ésser emprat com a reactiu sense necessitat de purificacio
(Esquema 145).

1) 1 eq. Et3N, CH,Cl, anh.

||
BnO—P—OH 2)2 eq. (COCI),, DMF cat., 0 °C BnO—p—Cl

OBn

| >

OBn

3) concentraci6 a sequetat
180 4) Et,0 183 99%

Esquema 145
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En uns estudis preliminars amb clorur de dietilfosfat i 172 varem comprovar que les
millors condicions d’acoblament venien donades quan empravem 1-metilimidazole com a
base i acetonitril o THF com a dissolvent.’

Aixi, en tractar 172 amb 2.5 equivalents de 183 i 1-metilimidazole en CH3;CN
varem obtenir un 53% del corresponent producte de monoprotecci6 en 5' (5'-O-
benziloxifosforil-3-metiltimidina, 181) i un 9% del de diproteccié (3',5'-bis-O-dibenziloxi-
fosforil-3-metiltimidina, 186, Esquema 146).""

Cal dir, pero, que aquesta prova d’acoblament havia estat duta a terme a molt petita
escala (30 mg de nucleosid inicial). Tenint en compte 1’elevada sensibilitat dels clorurs de
fosforil a la humitat, varem creure convenient incrementar 1’escala de treball.

Per a la nostra satisfaccid, quan en un experiment analeg a I’anterior varem partir
de 300 mg de 172 i varem substituir 1’acetonitril per THF, el rendiment de producte
diprotegit (186) va augmentar d’un 9% a un 40%. L’altre 60% corresponia a 181:

0 0 0

Me
_Me -Me Nig
N N

HO N“~O o L BnO—RP—0O NSO Bno—i|3~o N"~0

0 i I-metilimidazole | [0) OB 0)

+ BnO—Fl’—Cl - = OBn + n
dissolvent, t.a.
HO OBn HO e
172 183 (2.5 eq.) 181 R 186
BnO OBn

escala de 30 mg; CH;CN 53% 9%
escala de 300 mg; THF 60% 40%

Esquema 146

Cal dir, a més, que aquest protocol no provocava el trencament de [’enllag
glicosidic quan era aplicat a nucleosids 2'-desoxiribopurinics. No obstant aixo, els
rendiments d’acoblament (Esquema 147) eren considerablement més baixos que els
obtinguts amb pirimidines (Esquema 146). Aixi, quan es van tractar 300 mg d’1-benzil-2'-
desoxiinosina (173) amb 2.5 equivalents de 183 i 1-metilimidazole en THF es va obtenir

" En aquests estudis s obtingueren quantitats variables de 5'-O-dietoxifosforil-3-metiltimidina (184), 3',5'-bis-
O-dietoxifosforil-3-metiltimidina (185) i material de partida (172).

"' Un augment en el nombre d’equivalents de clorur de fosforil no aportava millores en els resultats. Aixi,
quan es va tractar 172 amb 6 equivalents de 183 i 1-metilimidazole en acetonitril es va obtenir una mescla
formada per un 10% de producte de diproteccio (186) i un 60% del producte monoprotegit en 5' (181). A
més, un increment en el nombre d’equivalents de reactiu portava a problemes importants de purificacio.
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un 46% d’1-benzil-2'-desoxi-5"-O-(dibenziloxifosforil)inosina (187) i només un 4% de
producte diprotegit (1-benzil-2'-desoxi-3',5'-bis-O-(dibenziloxifosforil)inosina, 188).

ﬁN Ph fJ\N Ph fN Ph
I-metil- - Bno— P 0o BnO P ©
imidazole
183 ——>
CH;CN
HO 46% O o 4%

HO (2.5¢q.) ta. A
173 187 RO 188
BnO OBn

Esquema 147

En definitiva, disposavem ja d’un metode que permetia preparar, alhora, unitats
pirimidiniques mono i doblement funcionalitzades en I’anell de ribosa (en 5' i en 5'1 3')
amb un grup dibenziloxifosforil.” D’altra banda, servia per incorporar exclusivament
aquesta funcionalitzacio6 en la posicio 5' d’unitats 2'-desoxiribopuriniques.

Només calia eliminar els grups protectors O-benzil. Per aixo els compostos 181 1
186 van ésser tractats amb hidrogen sobre Pd en etanol. Varem obtenir els corresponents
derivats desprotegits (5'-O-fosfono-3-metiltimidina, 189 1 3',5'-di-O-fosfono-3-metil-
timidina, 190, respectivament) de forma quantitativa:

(0] (0]
-Me -Me
N N

Q [ H, i I')l

BnO—Fl’—O HO—P—0O. N~ 0O
O Pd/C | 0
OBn - > OH
EtOH
RO RO

181 (R=H) 189 (R=H) 99%
186 (R =P(O)(OBn),) 190 (R=P(O)(OH),) 99%

Esquema 148

" Els compostos 181 i 186 son separables cromatograficament.
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5.4.3. Acoblament de grups 1,3-dicarboxilics

D’acord amb els objectius inicialment proposats, un altre grup quelatant adequat
podia ésser un grup 1,3-dicarboxilic. Una via d’acoblament d’un derivat 1,3-dicarboxilic
en els hidroxils de la ribosa és per reaccid6 amb malonat de monobenzil i un agent
condensant.

Quan es va tractar 172 amb malonat de monobenzil (2 equivalents) i quantitats
estequiometriques d’N-hidroxibenzotriazole (HOBT) i EDC en DMF es va obtenir només
un 17% del producte de proteccio en 5' (5'-O-benziloxicarbonilacetil-3-metiltimidina, 191)
1 un 9% del protegit en 3' (3'-O-benziloxicarbonilacetil-3-metiltimidina, 192, Taula 27,

entrada 1).
0 O

| /’iMe \(J\N/Me
N~ O HO A

BnO 0]
Y Lo o
(0] O O
\fLN/Me

HO BnO o)
’l%O 0O O 191 W 192

N .
e} condicions O O
kj ¢ Bno” o = * 0
HO \fLN/Me
172 /&

HO

O O
Condicions 191 192 193
172/malonat/HOBT/EDC = 1:2:1:1, DMF, t.a. 17% 9% 0%
172/malonat/PyBOP/DIPEA = 1:2:1:1, DMF, t.a. 34% 0% 0%
172/malonat/EDC/DMAP = 1:2:1:1, CH;CN, t.a. 55% 0% 0%
172/malonat/EDC/DMAP = 1:4:2:2, CH;CN, t.a. 51% 0% 26%
Taula 27

Quan en un experiment analeg es va substituir la mescla HOBT/EDC per PyBOP 1
DIPEA (Taula 27, entrada 2) es va obtenir un 34% de 191. Els resultats van millorar quan
varem emprar una mescla EDC/DMAP com a agent acoblant (7aula 27, entrada 3).
D’aquesta manera obteniem un 55% de 191. Quan en aquestes condicions varem duplicar
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el nombre d’equivalents de reactiu (Taula 27, entrada 4) es va formar un 51% de 191 i un
26% del producte diprotegit 3',5'-bis-O-benziloxicarbonilacetil-3-metil-timidina (193).

En resum, disposavem ja de condicions per a funcionalitzar, alhora, en 5'1 3' de
I’anell de ribosa amb un derivat 1,3-dicarboxilic.

5.5. UNIO DE GRUPS QUELATANTS EN LES POSICIONS 5' I/0 3' D’ESPECIES
NUCLEOSIDIQUES DIMERIQUES

Tot seguit ens disposarem a aplicar les condicions de funcionalitzacid optimitzades
per a grups fosfat i 1,3-dicarboxilics a les especies dimeriques 151 1 138.

5.5.1. Acoblament de grups fosfat

Quan DP’especie dimerica 151 va ésser tractada amb un excés del clorur de fosforil
183 d’acord amb les condicions optimes esmentades (vegeu I’ Esquema 146) es van formar
dimers tetra, tri, di 1 monosubstituits (1,3-bis[2'-desoxi-3',5'-bis-O-(dibenziloxifosforil)-
uridin-3-ilJpropa, 194,  1-[2'-desoxi-3',5"-bis-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]-3-[2'-
desoxi-5"-0O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il[propa, 195, 1,3-bis[2'-desoxi-5"-O-(di-
benziloxifosforil)uridin-3-il]propa, 196, i 1-[2'-desoxi-5'-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-
il]-3-(2'-desoxiuridin-3-il)propa, 197, respectivament, Esquema 149).

Cadascun d’aquests quatre compostos (194, 195, 196 1 197) va poder ésser aillat per
cromatrografia en columna.
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HO 151

I
BnO—Fl’—CI
OBn 183

1-metilimidazole

THF

Esquema 149
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R,=R,=R;=R,= %R~0Bn 194
OB
'I:I)
R4=H,R;=R,=R3= &RooBn 195
OBn
\"OBn 196

R;=R3;=R4=H,R; = sz{P\gOBn 197

Finalment es va procedir a eliminar els grups O-benzil d’aquests dimers, d’acord
amb les condicions descrites a I’Esquema 148. D’aquesta manera obtinguerem els
corresponents derivats desprotegits (146, 145, 144 1 198):

RO N Yo O°F
"3
R,0
Q
Ri=R;=R3=Ry= E/R\OBH
Bn

|1
-
R,=H.R;=R,=Rs= ¥ \"OBn
4 1 2 3 OBn
0

||
-
R,=R,=H,R;=R;= ¥ \"OBn
2 4 1 3 OBn

Il
P
R,=Ry=R,=H,R;= ¥ \"OBn
2 3 4 1 OBn

OR,

194

195

196

197

Esquema 150

OR,
(0] (0]
N/\/\NJJ\N o)
| /& P OR3
RO N~ 0 O
)
R,0
Q
R,=R,=R;=R,= ¥R -OH 146
OH

|1
P
R,=H.R;=R,=R;= ¥ WOH 145
4 1 2 3 OH
0

||
Ry=R4=H,R;=R3= $z{P\\OH 144
OH

Ti

—R~
Ry=R3=R4=H,R| = 2 \"OH 198
2=R3 =Ky 1 OH
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5.5.2. Acoblament de grups 1,3-dicarboxilics

Per introduir els grups carboxil es va tractar 1’especie dimerica no-simetrica 138
amb un excés de malonat de monobenzil d’acord amb les condicions optimitzades sobre el
model 172 en I’entrada 4 de la Taula 27.

Es va obtenir un rendiment molt baix de producte tetraprotegit (199).
Majoritariament es formaven dimers triprotegits 200 i 201 i diprotegits i monoprotegits en
5' (Esquema 151). Unicament varem poder aillar 3 mg del tetraprotegit (199) i 2 mg del
triprotegit 200. La resta de dimers era obtinguda en forma de mescles inseparables.

OH OR,

- -
O N OH o\\l/N OR3

) )
N
i 0] 2 0]
EDC/DMAP ©
HO 138 CH;CN R,O
0O O

R;=R,=R3=Ry= "QMOBn 199

O O
R, =H,R|=R,=R;= ‘g/U\/U\OBn 200

o O
R, =H,R|=R;=Ry= ‘g/U\)J\OBn 201

0 O
R, =R4=H, R1=R3='SL/U\)J\OBn 202

Esquema 151
Donada la petita quantitat de mostra de 199 1 200 de que disposavem, aquestes dues
especies van ¢ésser enviades a avaluar biologicament sense haver eliminat préviament els

grups O-benzil. Si algun d’ells presentava activitat es procediria a preparar-ne més
quantitat per tal d’avaluar el corresponent derivat desprotegit.
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5.6. ESTUDIS BIOLOGICS

Els dimers sintetitzats, aixi com els seus precursors sintetics i els nucleosids
emprats com a model en els nostres estudis, van ésser sotmesos a proves biologiques in
vitro contra el VIH-1. Per a cadascun d’ells es va avaluar I’activitat anti-VIH (ECsy,
concentracio necessaria per inhibir al 50% la replicacié del VIH en cel-lules infectades) i la
citotoxicitat (CCso, concentracié minima que destrueix la meitat de cel-lules no infectades).

Tal com era de preveure, cap dels intermedis de la sintesi (1-sulfonilpurina 22,
azidoderivats 157 1 158 i aminoderivat 159) ni dels nucleosids emprats com a model
(timidines 1 2'-desoxiinosines O-funcionalitzades 181, 184—193) va mostrar una activitat
inhibitoria important.

D’altra banda, malgrat les previsions que es desprenien del nostres estudis de
docking (vegeu els apartats 5.2.1-5.2.3.), cap dels dimers funcionalitzats amb grups
quelatants va mostrar un valor destacable d’activitat contra el VIH-1. El millor (200) era
quatre ordres de magnitud menys actiu que I’AZT (ECsp = 4.3 uM enfront de 0.0009 uM
per a I’AZT). Sorprenentment, de les dades obtingudes en el moment d’escriure aquesta
Tesi, I’inic dimer realment actiu va resultar ésser un precursor sense substituents en els
hidroxils de la ribosa.

Manca esbrinar quin ¢€s el mecanisme d’inhibicio d’aquest ultim compost, ja que
podria ésser que ni tan sols actués de la forma proposada. Per exemple, podria actuar com a
inhibidor no competitiu (NNRTI), unint-se en un seti al.lostéric diferent al seti actiu de la
polimerasa. També podria océrrer que actués com a competidor dels 2'-desoxinucleotids
naturals (NRTI), tot unint-se al seti actiu de la polimerasa (una vegada fosforilat per les
quinases cel.lulars) i provocant la finalitzacié de la polimeritzaci6 de I’ADN viric.

Tot 1 tenir presents aquestes possibilitats, no podem descartar el model d’inhibicid
proposat a I’inici del present capitol. En aquesta linia, podria succeir que els dimers sense
funcionalitzar en 1’anell de ribosa travesséssin millor les membranes que no pas els analegs
funcionalitzats amb grups quelatants. Una vegada dins de la cel.lula, serien fosforilats per
les quinases cap a una forma activa, la qual interaccionaria amb els ions Mg*" de la forma
proposada (vegeu la Figura 14).

Aquests resultats d’activitat tan inesperats, aixi com les hipotesis que se’n

desprenen, han obert un nou tema d’estudi en el nostre grup de treball, el qual s’ha
comengat a abordar en una altra Tesi Doctoral.
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Materials i metodes emprats

Els dissolvents emprats en les reaccions s’han purificat i assecat préviament segons
els procediments estandard i, per als processos de purificacié cromatografica dels
productes, unicament s han destil-lat.

Les reaccions “en atmosfera inert” s’han dut a terme generalment sota N, 1 només
sota Ar en els casos esmentats. En les reaccions en que es treballava amb compostos
especialment sensibles a I’atmosfera, s’ha emprat una linia de buit per purgar els muntatges
1 per mantenir al llarg de tota la reaccié una atmosfera de gas inert. Els muntatges s’han
assecat previament en una estufa a 60 °C durant un dia i han estat muntats en calent.

Els espectres de RMN de 'H (200 MHz) i de "*C (50.3 MHz) s’han enregistrat en
una aparell Varian-Gemini-200. Els de RMN de "H (300 MHz), RMN de °C (75.4 MHz),
RMN de "N (30.4 MHz) i RMN de *'P (101 MHz) han estat acumulats en un Varian-
Unity-300. Els de RMN de 'H (400 MHz) i RMN de "*C (100.6 MHz), en un Mercury-400.
El dissolvent que s’ha fet servir s’especifica en cada cas. Quan el dissolvent era CDCl; la
referéncia emprada ha estat el tetrametilsila. En els altres casos s’han referenciat respecte
als senyals residuals o als tipics dels dissolvents utilitzats, tant en 'H (3.30 ppm del
CD,HOD en CD;0D i 2.49 ppm de CD,HSOCD; en DMSO-dg) com en °C (77.0 ppm en
CDCls, 49.0 ppm en CD;OD i 39.7 ppm en DMSO-ds). Els espectres de N s’han
referenciat respecte una referéncia externa d’HNO; conc. i els de °'P respecte una
referencia externa d’H3;PO4 conc. Els desplagaments quimics es donen en unitats 6 (ppm) 1
les constants d’acoblament (J) en Hz.

Els espectres d’infraroig s’han obtingut en un espectrometre de transformada de
Fourier Nicolet 510-FT-IR i s’han dut a terme en film sobre NaCl. En la descripcié dels
espectres només s’indiquen les freqiiencies més significatives.

Els espectres de masses d’ionitzacié quimica amb NHj; (IQ), els d’electrospray (ES)
1 els de FAB s’han enregistrat en un aparell HP5988-A i només s’especifiquen els pics més
significatius. Els espectres de masses exactes (HRMS) han estat enregistrats al C.A.C.T.I.
de la Universidad de Vigo.

Els punts de fusié han estat determinats en un aparell Gallenkamp i no han estat
corregits.

Els poders optics (ratlla D del sodi) s’han mesurat en un polarimetre Perkin-Elmer

241-MC. Per a la seva mesura s’ha emprat una cel-la d’l cm de longitud i 1 mL de
capacitat.
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Les cromatografies en columna s’han dut a terme a mitja pressio (flash) amb gel de
silice de 0.040-0.063 mm de grandaria de particula (SDS) i s’ha indicat 1’eluent en cada
cas. També es va fer servir un sistema de MPLC amb gel de silice de 60 A C.C. 20-45 pM.
Les cromatografies en capa fina (CCF) s’han fet sobre plaques analitiques de gel de silice
0.25 mm (F,s54 Merck) i s’ha emprat ’eluent que s’indica en cada punt. Els factors de
retencid (Ry) son aproximats. Com a reveladors s’han emprat llum UV (254 nm), una
soluciéo d’H,SO4 (al 10%) en MeOH, una soluci6 acida de p-anisaldehid i una solucié de
ninhidrina.

Els assaigs biologics han estat duts a terme pels membres del grup de recerca del
Dr. José A. Esté a ’Hospital Germans Trias i Pujol de Badalona, per aplicacié del metode
MTT sobre cél-lules de tipus MT-4.%

192



Sintesi d’1-alquilinosines i 1-alquil-2'"-desoxiinosines via
. . 7 .
inosines N -sulfonilades






I.

Capitol 1: index

PREPARACIO DE NUCLEOSIDS N -ACTIVATS

1. Proteccio d’inosines

1.1. 3',5'-Di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2)

1.2. 3',5'-Bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiinosina (3)

1.3. 2'-Desoxi-3',5'-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)inosina (4)
1.4. 2'-Desoxi-3',5'-O-(di-terc-butilsilandiil)inosina (5)

1.5. 2'.3',5'-Tri-O-acetilinosina (7)

1.6. 2',3",5'-Tri-O-terc-butildimetilsililinosina (8)

2. N'-Nitracié d’inosines

2.1. 2'.3",5'-Tri-O-acetilinosina (7) amb trifluoroacetat de nitroni

2.2. 2'-Desoxiinosines amb trifluoroacetat de nitroni

2.2.1.

2.2.2.

3',5'-Di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2)
2.2.1.1. Amb dos equivalents a —35 °C
2.2.1.2. Amb quatre equivalents a —78 °C
2.2.1.3. Amb quatre equivalents a —78 °C en preseéncia de lutidina

3',5'-Bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiinosina (3)

2.3. 2',3",5"-Tri-O-acetilinosina (7) amb altres agents nitrants

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.

Amb benzoat de nitroni
Amb acetat de nitroni

Amb tetrafluoroborat de nitroni

3. N'-Sulfonilacié d’inosines

3.1. Preparaci6 de la [1-"°N]-2',3",5'"-tri-O-acetilinosina (28)

3.2. Activaci6 del N1 d’inosines amb un grup sulfonil

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.24.
3.2.5.

Procediment general

2',3",5'-Tri-O-acetil-1-tosilinosina (9)
[1-'°N]-2',3',5"-Tri-O-acetil-1-tosilinosina (29)
2'3'5'-Tri-O-acetil-1-(2,4,6-triisopropilbenzensulfonil)inosina (10)
2'.3'5'-Tri-O-acetil-1-(2,4,6-trimetilbenzensulfonil )inosina (12)

201

201
201
202
202
203
203

204

204
205
205

206
206
206
207
207

207

207
208
208
208
209
209
210
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3.2.6. 2'3'5'-Tri-O-acetil-1-pentafluorobenzensulfonilinosina (14)
3.2.7. 2'3'5'-Tri-O-acetil-1-(4-nitrobenzensulfonil )inosina (15)
3.2.8. 2'3"5'-Tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16)
3.2.9. 2'3'5'-Tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17)
3.2.10. 2",3",5'-Tri-O-acetil-1-mesilinosina (18)
3.2.11. Intents d’obtenci6 de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-trifluoro-
metansulfonilinosina (19)
3.2.11.1. Emprant anhidrid triflic
3.2.11.2. Emprant clorur de trifluorometansulfonil
3.2.12.2'3"5'-Tri-O-terc-butildimetilsilil-1-(2-nitrobenzensulfonil )-
inosina (20)
3.2.13. 3',5"-Di-0O-acetil-2'-desoxi-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)-
inosina (21)
3.2.14. 3',5"-Di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil )inosina (22)
3.2.15. 3',5"-Bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzen-
sulfonil)inosina (23)
3.2.16. 2'-Desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)-3',5'-0-(1,1,3,3-tetra-
isopropildisiloxan-1,3-diil)inosina (24)
3.2.17. 2'-Desoxi-3',5'-O-(di-terc-butilsilandiil)-1-(2-nitrobenzen-

sulfonil)inosina (25)

4. Altres activacions

II. REACTIVITAT D’1-SULFONILINOSINES

1. Reactivitat amb benzilamina

196

1.1. 1-Tosilinosines
1.1.1. Obertura amb benzilamina
1.1.1.1. Inosina 9 amb dos equivalents en CH;CN a t.a.
1.1.1.2. Analisi per RMN de la reaccié de 9 amb dos equivalents
en CDCl; a t.a.
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212
213
213

214

215

215
216

216

217

217

218

219
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1.2.

1.3.

1.4.

L.5.

1.6.
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1.1.1.3. Analisi per RMN de la reaccié de 29 amb dos equivalents
en CDCl; a t.a.
1.1.2. Ciclacié
1.1.2.1. Inosina 9 amb un equivalent en CH;CN a reflux
1.1.2.2. Inosina 9 amb dos equivalents en CH;CN a reflux
1.1.2.3. Inosina 9 amb un equivalent en tolu¢ a reflux
1.1.2.4. Inosina 9 amb dos equivalents en tolu¢ a reflux
1.1.2.5. Inosina 9 amb dos equivalents i un equivalent d’CF;COOH
en CH;CN at.a.
1.1.2.6. Inosina 9 amb un equivalent i CF;COOH catalitic en tolue
a reflux
1.1.2.7. Inosina 9 amb dos equivalents i un equivalent d’CF;COOH
en tolue a reflux
1.1.2.8. Inosina 9 amb dos equivalents i un equivalent d’CF;COOH
en CH3CN a reflux
2'3",5"-Tri-O-acetil-1-(2,4,6-triisopropilbenzensulfonil )inosina (10)
1.2.1. Obertura amb benzilamina
1.2.2. Intents de ciclacio
1.2.2.1. Un equivalent en CH3CN a reflux
1.2.2.2. Dos equivalents i un equivalent d’CF;COOH
en CH3;CN a reflux
2'3",5"-Tri-O-acetil-1-(2,4,6-trimetilbenzensulfonil)inosina (12)
1.3.1. Obertura amb benzilamina
1.3.2. Ciclacio
2'3",5"-Tri-O-acetil-1-pentafluorobenzensulfonilinosina (14)
1.4.1. Obertura amb benzilamina
1.4.2. Ciclacio
2'3",5"-Tri-O-acetil-1-(4-nitrobenzensulfonil)inosina (15)
1.5.1. Obertura amb benzilamina
1.5.2. Ciclacio
1.5.2.1. Dos equivalents en CH;CN a reflux
1.5.2.2. Dos equivalents i un equivalent d’CF;COOH
en CH;CN a reflux
2'3",5'-Tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil )inosina (16)

1.6.1. Obertura amb benzilamina

220

222
222
223

223
223
224
224
224
225
225
225
226

226
226
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1.6.2. Ciclacio
1.6.2.1. Dos equivalents en CH;CN a reflux
1.6.2.2. Dos equivalents i un equivalent d’CH;COOH
en CH;CN a reflux

1.6.2.3. Amb anhidrid acétic com a agent dessecant. Dos equivalents

i un equivalent d’CF;COOH en CH;CN a reflux

1.6.2.4. Reacci6 sobre tamis de 3 A. Dos equivalents i un equivalent

d’CF;COOH en CH;CN a reflux
1.6.2.5. Dos equivalents i un equivalent d’CF;COOH
en CH;CN a reflux

1.7. 1-(2-Nitrobenzensulfonil)inosines

1.7.1. 2',3",5'-Tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17)

1.7.1.1. Dos equivalents en CH;CN a t.a.

1.7.1.2. Dos equivalents en CH;CN a reflux

1.7.1.3. Dos equivalents i un equivalent d’CF;COOH
en CH3CN a reflux

1.7.2. 3'5"-Di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (22)

1.8. 2',3",5'-Tri-O-acetil-1-mesilinosina (18)
1.8.1. Obertura amb benzilamina
1.8.2. Intents de ciclacid
1.8.2.1. Dos equivalents en CH;CN a reflux
1.8.2.2. Dos equivalents i un equivalent d’CF;COOH
en CH;CN a reflux
1.9. 2'3",5'-Tri-O-acetil-1-trifluorometansulfonilinosina (19)
1.9.1. Obertura amb benzilamina
1.9.2. Ciclaci6
1.9.2.1. Un equivalent en CH;CN a reflux
1.9.2.2. Dos equivalents i un equivalent d’CF;COOH
en CH;CN a reflux

2. Reactivitat amb butilamina
2.1. 2'3",5"-Tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16)

2.2. 2',3",5"-Tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil )inosina (17)
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Reactivitat amb propilamina

Reactivitat amb isopropilamina

Reactivitat amb etilamina

5.1. 2',3",5"-Tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16)
5.2. 2'.3',5'-Tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil )inosina (17)

Reactivitat amb metilamina

6.1. 1-(2,4-Dinitrobenzensulfonil)inosines

6.1.1. 2',3".5'-Tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16)

6.1.2. 3',5'-Di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil )inosina (21)
6.2. 1-(2-Nitrobenzensulfonil)inosines

6.2.1. 2'3",5'-Tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17)

6.2.2. 3',5'-Di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (22)

III. ANALISI PER RMN
DE LA REACTIVITAT D’INOSINES N'-ACTIVADES

Trifluorometansulfonil versus nitro

. Nitro versus 2,4-dinitrobenzensulfonil

2.4-Dinitrobenzensulfonil versus 4-nitrobenzensulfonil
4-Nitrobenzensulfonil versus pentafluorobenzensulfonil
4-Nitrobenzensulfonil versus 2-nitrobenzensulfonil
2-Nitrobenzensulfonil versus mesil

Mesil versus tosil

Tosil versus 2,4,6-trimetilbenzensulfonil

2,4,6-Trimetilbenzensulfonil versus 2,4-dinitrofenil
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239
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240
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I. PREPARACIO DE NUCLEOSIDS N'-ACTIVATS

1. PROTECCIO D’INOSINES
1.1. 3',5'-DI-O-ACETIL-2'-DESOXIINOSINA (2)

Es van addicionar 1.10 mL (11.62 mmol) d’anhidrid acétic sobre una suspensio de
418 mg (1.66 mmol) de 2'-desoxiinosina (1) en 27 mL de piridina anh., sota atmosfera
inert i a 0 °C. Després de 14 h d’agitacié a t.a. es va evaporar el dissolvent a pressid
reduida, es va coevaporar amb tolu¢ i es va purificar el cru per cromatografia en columna
flash sobre gel de silice CH,Cl,/MeOH 95:5. Es van obtenir 581 mg (99%) de 3',5'-di-O-
acetil-2'-desoxiinosina (2).

Compost 2 (solid blanc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.35. RMN de 'H
\ 0 (CDCl;, 300 MHz): & 2.11, 2.15 (2 s, 2 MeCO), 2.66 (ddd, J 1o = 6.1,
ACO (Nf,\lj‘”* Jap =141, J 3 = 2.5, H2'), 2.95 (ddd, J 15-= 7.7, J 3= 7.1, H2"), 4.30-
o 4.48 (m, H4', H5', H5"), 5.45 (m, H3"), 6.44 (dd, H1"), 8.09 (s, H8), 8.40
(s, H2), 13.22 (sa, NH). RMN de C (CDCl;, 75 MHz): § 20.7, 20.8 (2
ACOZ MeCO), 37.6 (C2"), 63.6 (C5'), 74.3 (C3"), 82.6 (C4"), 84.6 (C1'), 125.0
(C5), 138.1 (C8), 145.7 (C2), 148.5 (C4), 158.8 (C6), 170.2, 170.4 (2
MeCO). P.f. (CH,Cl,): 188-190 °C (lit."'* 191 °C).

1.2. 3',5'-BIS-O-terc-BUTILDIMETILSILIL-2'-DESOXIINOSINA (3)

Es va mantenir en agitacio, a t.a. i sota atmosfera inert durant dos dies, una mescla
formada per 250 mg (0.99 mmol) de 2'-desoxiinosina (1), 369 mg (2.38 mmol) de clorur de
terc-butildimetilsilil, 340 mg (4.95 mmol) d’imidazole i 6 mL de piridina anh. Passat
aquest temps es va abocar el cru sobre una mescla HyO/AcOEt i es va extreure la fase
aquosa amb CH,Cl,. Es va assecar la fase organica amb Na,SO, anh., es va evaporar el
dissolvent a pressio reduida 1 es va coevaporar amb tolue. La purificacié del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va donar 383 mg
(80%) de 3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiinosina (3)."’
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Compost 3 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.45. RMN de 'H

o (CDCls, 400 MHz): & 0.09 (s, Me,Si'Bu), 0.11 (s, Me,Si'Bu), 0.91 (s,

{NfNH Me,Si'Bu), 0.92 (s, Me,Si‘Bu), 2.45 (ddd, J 12 = 6.3, J 3or=13.1, J 33 =

TBSO N NJ 4.1, H2'), 2.57 (ddd, J 1o = 6.6, J 33 = 6.0, H2"), 3.78 (dd, J 45 = 3.2,

° J s =112, H5"), 3.85 (dd, J 45 = 4.2, H5"), 4.02 (m, H4"), 4.61 (m,

TBSO H3'), 6.42 (dd, H1"), 8.17 (s, H8), 8.22 (s, H2), 13.25 (sa, NH). RMN

3 de C (CDCl;, 100 MHz): § —5.5, —5.4, —4.8, 4.7 (2 Me,Si'Bu), 18.0,

18.4 (2 MesC), 25.7, 25.9 (2 Me;C), 41.5 (C2'), 62.6 (C5"), 71.7 (C3"), 84.5 (C4'), 88.0 (C1"), 124.9
(C5), 138.5 (C8), 145.0 (C2), 148.5 (C4), 159.3 (C6).

1.3. 2' - DESOXI - 3',5' - O - (1,1,3,3-TETRAISOPROPILDISILOXAN - 1,3 - DIiL) -
INOSINA (4)

Es van addicionar 342 uL (1.09 mmol) d’1,3-dicloro-1,1,3,3-tetraisopropildisiloxa
sobre una suspensio de 250 mg (0.99 mmol) de 2'-desoxiinosina (1) en 10 mL de piridina
anh. La mescla resultant es va agitar a t.a. 1 sota atmosfera inert durant 17 h. Seguidament
es va evaporar el dissolvent a pressio6 reduida, es va coevaporar amb tolue i es va purificar
el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice CH,Cl,/MeOH 95:5. Es van
obtenir 470 mg (95%) de 2'-desoxi-3',5'-0O-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)inosina
4).58

Compost 4 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.45. RMN de 'H
(CDCls, 400 MHz): & 0.99-1.12 (m, 4 'Pr), 2.64-2.68 (m, H2', H2"),
N N/) 3.90 (m, H4'"), 4.06-4.07 (m, HS5', H5"), 4.88 (m, H3'"), 6.28 (dd,
Si @ Jip=4.8,J1,=5.2, H1"), 8.08 (s, H8), 8.14 (s, H2), 13.11 (sa, NH).

o) RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 12.5, 12,9, 13.1, 13.4 (4
\Si/o CHMe,), 16.9, 17.0, 17.0, 17.1, 17.3, 17.4, 17.5 (4 CHMe,), 40.2
T4 (C2", 61.7 (C5"), 69.7 (C3'), 83.3 (C4"), 85.3 (C1"), 125.3 (C5),
138.5 (C8), 144.9 (C2), 148.1 (C4), 159.3 (C6). EM (FAB): 493.4

(M+H)".

1.4. 2'-DESOXI-3',5'-0-(DI-terc-BUTILSILANDIIL)INOSINA (5)

Es van addicionar 282 pL (0.87 mmol) de ditriflat de terc-butilsilil sobre una
suspensid formada per 200 mg (0.79 mmol) de 2'-desoxiinosina (1), 124 mg (1.82 mmol)
d’imidazole i 4 mL de DMF anh. Després de 5 min d’agitacid a t.a. i sota atmosfera inert
es va dissoldre tot el solid. La dissolucid resultant es va mantenir a aquesta temperatura
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durant 17 h més. Llavors es va rentar el cru amb H,O i es va extreure la fase aquosa amb
CH,Cl,. Es va assecar la fase organica amb Na,SO4 anh., es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice CH,Cl,/MeOH 95:5. Es van obtenir 236 mg (76%) de 2'-desoxi-3',5'-O-(di-terc-
butilsilandiil)inosina (5).

Compost 5 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.40. RMN de 'H

o (CDCl;, 400 MHz): 8 1.04-1.10 (m, 2 '‘Bu), 2.54 (ddd, J 1o = 8.3, J 3=

(NfiNH 10.7, J 2o = 13.3, H2"), 2.75 (ddd, J 1» = 1.8, J 3 = 7.4, H2"), 3.80

/O o NN (ddd, J34=9.0, J45=10.2, J 45 = 5.2, H4"), 4.04 (dd, Js5»= 9.4, H5"),

7L3i\ 4.45 (dd, H5"), 4.65 (ddd, H3"), 6.35 (dd, H1"), 7.95 (s, H8), 8.22 (s,

0 H2), 13.00 (sa, NH). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 20.1, 22.7 (2

> Me;C), 27.1, 27.3, 27.4 (2 MesC), 38.8 (C2'), 67.5 (C5"), 74.5 (C3"),

78.6 (C4'), 82.9 (C1"), 125.1 (C5), 138.3 (C8), 145.3 (C2), 148.3 (C4), 159.0 (C6). EM (FAB):
407.4 (M+H)".

1.5. 2,3',5-TRI-O-ACETILINOSINA (7)

Es van addicionar 6.74 mL (71.4 mmol) d’anhidrid acétic sobre una suspensio de
6.00 g (22.4 mmol) d’inosina (6) en 67 mL de piridina anh., sota atmosfera inert i a 0 °C.
Després de 19 h d’agitacio a t.a. es va evaporar el dissolvent a pressid reduida i es va
coevaporar amb tolue¢. La purificacid del cru per cromatografia en columna flash sobre gel
de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va donar 8.82 g (99%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7).

Compost 7 (solid blanc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.37. RMN de 'H
N P (CDCl;, 300 MHz): & 2.10, 2.15, 2.16 (3 s, 3 MeCO), 4.30-4.50 (m,
ACO (Nf:/)NH H4', H5', H5"), 5.63 (dd, J 3= 5.5, J 34 = 4.4, H3"), 5.90 (dd, J 1= 5.3,
o) H2"), 6.19 (d, H1"), 8.01 (s, H8), 8.24 (s, H2), 13.06 (sa, NH). RMN de
BC (CDCl;, 75 MHz): § 20.3, 20.4, 20.7 (3 MeCO), 62.9 (C5'), 70.4
AcO OAc (C3", 73.2 (C2"), 80.2 (C4"), 86.3 (C1"), 125.2 (C5), 138.5 (C8), 145.9
! (C2), 148.7 (C4), 158.8 (C6), 169.2, 169.5, 170.3 (3 MeCO). IR (cm™):
3060, 2880, 1765, 1715. P.f. (CH,Cl,): 239-241 (lit.”* 241 °C).

1.6. 2',3',5'-TRI-O-terc-BUTILDIMETILSILILINOSINA (8)

Es va mantenir en agitacio, a t.a. i sota atmosfera inert durant dos dies, una mescla
formada per 350 mg (1.31 mmol) d’inosina (6), 1.01 g (6.52 mmol) de clorur de terc-butil-
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dimetilsilil, 622 mg (9.14 mmol) d’imidazole i 8.9 mL de piridina anh. Passat aquest temps
es va abocar el cru sobre una mescla HO/AcOEt i es va extreure la fase aquosa amb
CH,Cl,. Es va assecar la fase organica amb Na,SO4 anh., es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida i1 es va coevaporar amb tolue. La purificacié del cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va donar 639 mg (80%) de 2',3",5'-
tri-O-terc-butildimetilsililinosina (8).*

Compost 8 (solid blanc). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.10. RMN de 'H

o (CDCls, 200 MHz): & —0.05 (s, Me,Si'Bu), 0.11 (s, Me,Si'Bu), 0.14 (s,

850 (NfBNH Me,Si'Bu), 0.82 (s, Me,Si'Bu), 0.94 (s, Me,Si'Bu), 0.97 (s, Me,Si'Bu),

o NN 3.80 (dd, J 45 = 2.6, J 55 = 12.0, H5"), 4.01 (dd, J 45+ = 3.7, H5"), 4.14

(m, H4"), 4.31 (t, H3"), 4.51 (t, H2'), 6.03 (d, J 1o = 5.2, H1"), 8.15 (s,

TBSO OTBS H8), 8.25 (s, H2). RMN de "*C (CDCls, 50 MHz): & —5.3, -5.0, —4.7,

8 —4.6, —4.3 (3 Me,Si'Bu), 17.9, 18.1, 18.6 (3 Me;C), 25.7, 25.8, 26.1 (3

Me;C), 62.3 (C5"), 71.7, 76.4 (C2', C3'), 85.4, 88.3 (C1', C4'), 124.9 (C5), 139.0 (C8), 144.8 (C2),
148.8 (C4), 159.4 (C6).

2. N'-NITRACIO D’INOSINES

2.1. 2',3'5'-TRI-O-ACETILINOSINA (7) AMB TRIFLUOROACETAT DE
NITRONI

Es van addicionar 2.86 mL (20.29 mmol) d’anhidrid trifluoroacétic sobre una
suspensid de 812 mg (10.15 mmol) de NH4NOs5 finament triturat en 25 mL de CH,Cl, anh.,
sota atmosfera inert i a 0 °C. Després de 45 min d’agitacid vigorosa a t.a. (dissoluci6 total
del solid) es va refredar la dissolucié a —20 °C i es va addicionar 1.00 g (2.54 mmol) de
2',3",5'-tri-O-acetilinosina (7) en forma solida. La mescla de reaccio es va agitar a aquesta
temperatura 30 min més. Seguidament es va abocar el cru sobre una dissolucié de tampo
de fosfats (pH = 7) 1 es va extreure amb CH,Cl,. Es va assecar la fase organica amb
Na,S0,4 anh., es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice CH,Cl,/MeOH 98:2. Es van obtenir 769
mg (69%) de 2',3',5'-tri-O-acetil- 1 -nitroinosina (27).
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Compost 27 (solid blanc). Ry (CH,Cl,/MeOH 98:2): 0.57. RMN de 'H
N N, (CDCLs, 300 MHz): & 2.11, 2.14, 2.16 (3 s, 3 MeCO), 4.30-4.50 (m,
O (NfN: H4', H5', H5"), 5.54 (dd, J »3= 5.5, J 3= 4.9, H3"), 5.80 (dd, J 1= 5.1,
0 H2"), 6.14 (d, H1'), 8.07 (s, H8), 8.72 (s, H2). RMN de *C (CDCls, 75
MHz): § 20.3, 20.4, 20.7 (3 MeCO), 62.8 (C5'), 70.2 (C3'), 73.4 (C2'),
A0027OA° 80.4 (C4"), 86.8 (C1'), 123.5 (C5), 139.8 (C8), 141.2 (C2), 145.1 (C6),
149.4 (C4), 169.3, 169.5, 170.2 (3 MeCO). P.f. (CH,CL,): 151-153 °C
(1it.®* 155 °C).

2.2. 2'-DESOXIINOSINES AMB TRIFLUOROACETAT DE NITRONI
2.2.1. 3',5'-Di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2)
2.2.1.1. AMB DOS EQUIVALENTS A —35°C

Es van addicionar 178 pL (1.26 mmol) d’anhidrid trifluoroacetic sobre una
suspensio de 50 mg (0.63 mmol) de nitrat d’amoni finament triturat en 3.15 mL de CH,Cl,
anh., sota atmosfera inert 1 a 0 °C. Després de 45 min d’agitacio a t.a. (dissoluci6 total del
solid) es va refredar la dissolucié a =35 °C i es van addicionar 106 mg (0.32 mmol) de 3',5'-
di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) en forma solida. La mescla de reaccid es va mantenir en
agitacié a aquesta temperatura durant 15 min; seguidament es va abocar el cru sobre una
dissolucio de tampd de fosfats (pH = 7) 1 es va extreure amb CH,Cl,. Es va assecar la fase
organica amb Na,SOy4 anh., es va evaporar el dissolvent a pressid reduida i es va purificar
el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de
98:2 a 95:5). Es van obtenir 20 mg d’una mescla de productes de despurinacié i 20 mg
(19%) de nucleosid de partida (2).

2.2.1.2. AMB QUATRE EQUIVALENTS A —78 °C

Es van addicionar 303 puL (2.14 mmol) d’anhidrid trifluoroacétic sobre una
suspensid de 86 mg (1.07 mmol) de nitrat d’amoni finament triturat en 2.67 mL de CH,Cl,
anh., sota atmosfera inert i a 0 °C. Després de 45 min d’agitaci6 a t.a. es va refredar la
dissolucid resultant a —78 °C 1 es van addicionar 90 mg (0.27 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-
desoxiinosina (2). Es va deixar augmentar la temperatura fins a —30 °C i als 20 min de
reaccio es va abocar el cru sobre una dissolucio de tampo de fosfats (pH = 7). Es van fer
extraccions amb CH,Cl,, es va assecar la fase organica amb Na,SO4 anh. i es va evaporar
el dissolvent a pressié reduida. La purificacié del cru per cromatografia en columna flash
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sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar 34 mg d’una mescla de productes de
despurinacio.

2.2.1.3. AMB QUATRE EQUIVALENTS A —78 °C EN PRESENCIA DE LUTIDINA

Es van addicionar 303 puL (2.14 mmol) d’anhidrid trifluoroacetic sobre una
suspensid de 86 mg (1.07 mmol) de nitrat d’amoni finament triturat en 2.67 mL de CH,Cl,
anh., sota atmosfera inert i a 0 °C. Després de 45 min d’agitacio a t.a. es va refredar la
dissolucid resultant a —78 °C i es van addicionar seqiiencialment 249 pL (2.14 mmol) de
lutidina 1 90 mg (0.27 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) en forma solida. Es
va deixar augmentar la temperatura fins a —30 °C 1 als 12 min de reacci6 es va abocar el cru
sobre una dissolucié de tampo de fosfats (pH = 7). Es van fer extraccions amb CH,Cl,, es
va assecar la fase organica amb Na,SO4 anh. i es va evaporar el dissolvent a pressid
reduida. La purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) va donar 78 mg d’una mescla complexa de dificil
identificacio 1 31 mg (34%) del nucleosid de partida (2).

2.2.2. 3',5'-Bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiinosina (3)

Es van addicionar 211 pL (1.50 mmol) d’anhidrid trifluoroacetic sobre una
suspensid de 60 mg (0.75 mmol) de nitrat d’amoni finament triturat en 1.87 mL de CH,Cl,
anh., sota atmosfera inert i a 0 °C. Després de 45 min d’agitacid a t.a. es va refredar la
dissolucio resultant a —78 °C 1 es van addicionar 90 mg (0.19 mmol) de 3',5'-bis-O-terc-
butildimetilsilil-2'-desoxiinosina (3) en forma solida. Es va deixar augmentar la
temperatura fins a =35 °C 1 als 11 min de reacci6 es va refredar el cru a =78 °C i es va
abocar sobre una dissolucié de tampd de fosfats (pH = 7) refredada a 0 °C. Es van fer
extraccions amb CH,Cl,, es va assecar la fase organica amb Na,SO4 anh. i es va evaporar
el dissolvent a pressié reduida. La purificacié del cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar una mescla de productes de
despurinacio.

2.3. 2',3".5'-TRI-O-ACETILINOSINA (7) AMB ALTRES AGENTS NITRANTS
2.3.1. Amb benzoat de nitroni
Es van addicionar 59 pL (0.51 mmol) de clorur de benzoil sobre una dissolucié de

86 mg (0.51 mmol) de nitrat de plata en 5.07 mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a
—20 °C. Després de 2 h d’agitaci6 a aquesta temperatura es van addicionar 100 mg (0.25
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mmol) de 2'.3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en forma solida. La mescla de reacci6 es va
mantenir a aquesta temperatura durant 20 min i 50 min més a temperatura ambient. Passat
aquest temps es va eliminar el precipitat per filtracid i es va evaporar el dissolvent a pressio
reduida. La purificacid del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl1,/MeOH 98:2) va donar 89 mg d’una mescla de productes de dificil identificacio.

2.3.2. Amb acetat de nitroni

Es va mantenir en agitacid una mescla formada per 147 mg (0.63 mmol) de
Cu(NO3),-2.5 H,O 1 1.14 mL d’anhidrid acétic, a t.a. i sota atmosfera inert durant 90 min.
Passat aquest temps es van addicionar a 0 °C 100 mg (0.25 mmol) de 2'3',5'-tri-O-
acetilinosina (7) en forma solida. La mescla de reaccid es va mantenir en agitacio a aquesta
temperatura durant 45 min i 1 h més a temperatura ambient. Passat aquest temps es va
abocar el cru sobre una dissolucio de tampd de fosfats (pH = 7) 1 es va extreure amb
CH,Cl,. Es va assecar la fase organica amb Na,SO4 anh., es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH 98:2). Es van obtenir 126 mg d’una mescla complexa de productes
de dificil identificacio.

2.3.3. Amb tetrafluoroborat de nitroni

Sobre una dissolucié de 60 mg (0.15 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en 2
mL d’CH3CN anh. es van addicionar seqiiencialment 32 uL (0.18 mmol) de DIPEA 1 24
mg (0.18 mmol) de tetrafluoroborat de nitroni dissolts en 500 uL d’CH3;CN anh., sota
atmosfera inert i a —35 °C. La mescla de reaccid es va mantenir en agitacid a t.a. durant 3 h.
Passat aquest temps es van addicionar 32 pL (0.18 mmol) més de DIPEA i 24 mg (0.18
mmol) més de tetrafluoroborat de nitroni. Després de 6 h més a t.a. es va evaporar el
dissolvent a pressio reduida, recuperant-se només nucleosid de partida.

3. N'-SULFONILACIO D’INOSINES
3.1. PREPARACIO DE LA [1-'°N]-2",3',5'-TRI-O-ACETILINOSINA (28)

Es van dissoldre 68 mg (1.22 mmol) de "NH,CI i 73 mg (1.11 mmol) de KOH en
5.55 mL d’H,O 1 15 mL d’CH;3CN. Seguidament es van addicionar seqiiencialment 154 pL
(1.11 mmol) de trietilamina i 463 mg (1.05 mmol) de 2'3",5'-tri-O-acetil-1-nitroinosina
(27) dissolts en 1.64 mL d’CH3;CN. Després de 13 h d’agitacié a t.a. en un balé amb
septum segellat es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va purificar el cru per
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cromatografia en columna flash sobre gel de silice CH,Cl,/MeOH 95:5. Es van obtenir 346
mg (83%) de [1-'°N]-2",3',5'-tri-O-acetilinosina (28).”

Compost 28 (solid blanc). RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): § 2.10,
o 2.14,2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.30-4.50 (m, H4', H5', H5"), 5.61 (dd, J 53 =
(Nf:NH 5.5, J 34 = 4.5, H3"), 5.88 (dd, J 1» = 5.2, H2"), 6.18 (d, H1"), 8.06 (s,
AcO o NN H8), 8.24 (d, Jxu = 7.6, H2), 13.11 (d, Jny = 87.5, "'NH). RMN de *C
(CDCls, 100 MHz): & 20.3, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 63.0 (C5'), 70.5 (C3"),
AcO OAc 73.3 (C2'), 80.3 (C4"), 86.5 (C1"), 125.2 (C5), 138.5 (C8), 145.8 (d,
28 Jon = 8.2, C2), 148.7 (C4), 158.8 (d, J ox = 10.6, C6), 169.3, 169.5,
170.3 (3 MeCO). RMN de "*N (CDCls, 30 MHz): & —198.8 (d, J i = 88).

3.2. ACTIVACIO DEL N1 D’INOSINES AMB UN GRUP SULFONIL
3.2.1. Procediment general

S’addicionen 209 pL (1.2 mmol) de DIPEA sobre una dissolucio del nucleosid de
partida (1.0 mmol) en CH,Cl, anh. Després de 10 min d’agitacio a t.a. i sota atmosfera
inert s’afegeix el clorur de sulfonil corresponent (1.2 mmol) dissolt en CH,Cl,, via canula
(excepte quan s’indiqui) i a —78 °C. La mescla de reaccio es manté en agitacio a t.a. fins a
la consumici6 total del nucleosid de partida. Seguidament s’evapora el dissolvent a pressid
reduida 1 es purifica el cru per cromatografia en columna emprant 1’eluent adient en cada
cas.

3.2.2. 2',3",5'-Tri-0O-acetil-1-tosilinosina (9)

Una dissolucié de 300 mg (0.76 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en 20 mL
de CH,Cl, anh. es va tractar amb 159 pL (0.91 mmol) de DIPEA i 173 mg (0.91 mmol) de
clorur de tosil d’acord amb el procediment general (apartat 3.2.1.). Després de 17 h de

reaccid, la purificacid del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl/MeOH 99:1) va donar 413 mg (99%) de 2',3',5"-tri-O-acetil- 1 -tosilinosina (9).""*
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Compost 9 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.68. RMN de

o Q.0 'H (CDCls, 400 MHz): 5 2.10, 2.12, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 2.45

(Nf:N/S\Q\ (s, ArCHs), 4.29-4.48 (m, H4', H5', H5"), 5.55 (dd, J 23 = 5.2,

ACOS G NN Jye= 4.8, H3'), 5.80 (t, J 1o = J »5 = 5.2, H2"), 6.08 (d, HI"),

7.37 (d, J om = 8.4, Hyy), 7.91 (s, H8), 8.07 (d, Hy), 8.85 (s, H2).

AcO OAc RMN de "C (CDCl;, 100 MHz): & 20.3, 20.4, 20.7 (3 MeCO),

9 21.8 (ArCHs), 62.8 (C5"), 70.3 (C3'), 73.3 (C2'), 80.3 (C4'),

86.6 (C1'), 125.4 (C5), 129.7-130.1 (Ar,, Ary, Ary), 132.9 (Ar), 138.9 (C8), 143.8 (C2), 146.7
(C4), 153.5 (C6), 169.2, 169.5, 170.2 (3 MeCO). EM (FAB): 549.4 (M+H)".

3.2.3. [1-"°N]-2',3',5'-Tri-O-acetil-1-tosilinosina (29)

Una dissolucié de 46 mg (0.12 mmol) de [1-'°N]-2',3',5'-tri-O-acetilinosina (28) en
3 mL de CH,Cl; anh. es va tractar amb 24 uL (0.14 mmol) de DIPEA i 26 mg (0.14 mmol)
de clorur de tosil d’acord amb el procediment general (apartat 3.2.1.). Després de 17 h de
reaccio, la purificacio del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 63 mg (99%) de [1-'°N]-2',3",5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina
(29).

Compost 29 (escuma). RMN de "H (CDCl;, 300 MHz): § 2.10,

N % *O\\S//O 2.12,2.15 (3 s, 3 MeCO), 2.44 (s, ArCH;), 4.32-4.48 (m, H4',

% f:N/ Q H5', H5"), 5.55 (dd, J 23 = 5.2, J 34 = 4.4, H3"), 5.80 (dd, J 1» =

AcO 0 N""N 5.2, H2"), 6.08 (d, H1"), 7.37 (d, J om = 8.4, Hy,), 7.89 (s, HS),

8.07 (d, H,), 8.85 (d, J xu = 6.3, H2). RMN de C (CDCl;, 75

AcO OAc MHz): § 20.3, 20.4, 20.7 (3 MeCO), 21.7 (ArCHj3), 62.8 (C5"),

29 70.3 (C3"), 73.3 (C2"), 80.3 (C4'), 86.6 (C1"), 125.4 (d, J cn =

8.4, C5), 129.7-130.1 (Ar,, Ary, Ar,), 132.9 (d, J ox = 3.6, Ar), 138.9 (C8), 143.7 (d, J on = 3.9,

C2), 146.8 (C4), 153.5 (d, J cn = 4.6, C6), 169.2, 169.4, 170.2 (3 MeCO). RMN de "N (CDCl;, 30
MHz): § —150.4 (d, Jxu= 6). EM (FAB): 550.5 (M+H)".

3.2.4. 2'3",5'-Tri-0O-acetil-1-(2,4,6-triisopropilbenzensulfonil)inosina (10)

Una dissolucié de 250 mg (0.63 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en 17 mL
de CH,Cl; anh. es va tractar amb 132 pL (0.76 mmol) de DIPEA, 237 mg (0.76 mmol) de
clorur de 2.,4,6-triisopropilbenzensulfonil i 8 mg (0.06 mmol) de DMAP (addicionada
juntament amb el clorur de sulfonil) d’acord amb el procediment general (apartat 3.2.1.).
Després de 20 minuts de reaccid, la purificacié del cru per MPLC (hexa/AcOEt 1:1) va
donar 174 mg (41%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4,6-triisopropilbenzensulfonil )inosina (10)
1219 mg (52%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-O6-(2,4,6-triisopropilbenzensulfonil)inosina (11).%2
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Compost 10 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.73. RMN
de '"H (CDCl;, 200 MHz): & 1.17-1.26 (m, 3 CHMe,), 2.10,
2.13, 2.16 (3 s, 3 MeCO), 2.90 (hep, J uue = 6.8, C,HMe,),
4.03-4.17 (m, C,HMe;), 4.28-4.51 (m, H4', H5', H5"), 5.56 (t,
H3'"), 5.81 (t, H2'), 6.14 (d, J o= 5.2, H1"), 7.19 (s, Ph), 7.93
(s, H8), 8.89 (s, H2). RMN de C (CDCl;, 50 MHz): § 20.2,
20.4, 20.6 (3 MeCO), 23.3 (C,HMe,), 24.3, 24.5 (C,HMe,),
29.3, 34.2 (3 CHMe,), 62.8 (C5"), 70.3 (C3"), 73.2 (C2"), 80.3

(C4'), 86.6 (C1'), 123.8 (Ar), 125.0 (C5), 130.8 (Ar;), 138.7 (C8), 143.0 (C2), 146.4 (C4), 151.0
(Ar), 153.8 (C6), 169.1, 169.9, 170.0 (3 MeCO).

AcO OAc

Compost 11 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.78. RMN
de "H (CDCl;, 200 MHz): § 1.25-1.30 (m, 3 CHMe,), 2.09,
2.11, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 2.92 (hep, J uue = 6.7, C,HMe,),
4.07-4.48 (m, H4', H5', H5", C,HMe,), 5.66 (t, H3"), 5.95 (t,
H2'), 6.24 (d, J 1= 5.2, H1'), 7.23 (s, Ph), 8.24 (s, H8), 8.59
(s, H2). RMN de “C (CDCl;, 50 MHz): § 20.4, 20.6, 20.8 (3
MeCO), 23.5 (C,HMe,), 24.3, 24.6 (C,HMe,), 29.8, 34.3 (3
CHMe,), 62.9 (C5"), 70.5 (C3'), 73.1 (C2"), 80.5 (C4"), 86.7
(C1", 123.0 (C5), 123.9 (Ar), 131.1 (Ar), 142.9 (C8), 151.1
(Ar), 151.8 (C4), 153.6 (Ar), 154.5 (C2), 155.1 (C6), 169.3,
169.5, 170.2 (3 MeCO).

3.2.5. 2',3",5'-Tri-0O-acetil-1-(2,4,6-trimetilbenzensulfonil)inosina (12)

Una dissolucié de 313 mg (0.79 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en 21 mL
de CH,Cl, anh. es va tractar amb 166 pL (0.95 mmol) de DIPEA i 208 mg (0.95 mmol) de
clorur de 2,4,6-trimetilbenzensulfonil d’acord amb el procediment general (apartat 3.2.1.).

Després de 30 min de reaccio, la purificacid del cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/AcOEt 90:10) va donar 389 mg (88%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-
(2,4,6-trimetilbenzensulfonil)inosina (12) i 44 mg (10%) de 2',3',5'"-tri-O-acetil-O°-(2,4,6-
trimetilbenzensulfonil)inosina (13).
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Compost 12 (oli groc). Ry (CH,Cl/MeOH 95:5): 0.70. RMN

o Q0 Me de "H (CDCl;, 200 MHz): § 2.10, 2.13, 2.16 (3 s, 3 MeCO),

<ij\rsﬁ 2.31 (s, Me,), 2.63 (s, 2 Me,), 4.32-4.48 (m, H4', HS', H5"),

AcO o N" N~ Me Me  5.55(dd,Jy3=15.1,J34=4.8, H3"), 5.80 (dd, J 1= 5.5, H2"),

6.12 (d, H1"), 6.98 (s, Ph), 7.91 (s, H8), 8.88 (s, H2). RMN

AcO OAc de C (CDCls, 50 MHz): § 20.3, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 21.1

12 (Me,), 22.6 (2 Me,), 62.8 (C5'), 70.3 (C3'), 73.3 (C2'), 80.4

(C4"), 86.3 (C1"), 125.3 (C5), 130.5 (Ar), 132.2 (Ar), 138.8 (C8), 141.2, 143.8 (Ar), 145.3 (C2),
146.6 (C4), 153.9 (C6), 169.0, 169.4, 170.1 (3 MeCO). EM (FAB): 557.0 (M+H)".

Compost 13 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.75.
RMN de 'H (CDCls;, 200 MHz): & 2.08, 2.11, 2.15 (3 s, 3
MeCO), 2.32 (s, Me,), 2.76 (s, 2 Me,), 4.31-4.50 (m, H4',
_ H5', H5"), 5.64 (dd, J 23 = 5.9, J 34 = 4.0, H3"), 5.94 (dd,
00 Jip=75.1, H2"), 6.22 (d, H1"), 7.00 (s, Ph), 8.24 (s, HS), 8.57

</N N (s, H2). RMN de "C (CDCl;, 50 MHz): § 20.3, 20.5, 20.7
(3 MeCO), 21.1 (Me,), 22.7 (2 Me,), 62.8 (C5"), 70.4 (C3"),
72.9 (C2'), 80.3 (C4"), 86.6 (C1'), 123.2 (C5), 131.7 (Ar),
AcO OAc 131.8 (Ar), 140.4 (C8), 143.0 (Ar), 144.1 (Ar), 151.6 (C2),
13 153.4 (C4), 154.8 (C6), 169.1, 169.4, 170.1 (3 MeCO). EM

(FAB): 557.1 (M+H)".

Me

3.2.6. 2',3",5'-Tri-0O-acetil-1-pentafluorobenzensulfonilinosina (14)

Una dissoluci6 de 300 mg (0.76 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en 20 mL
de CH,Cl, anh. es va tractar amb 159 pL (0.91 mmol) de DIPEA i 135 uL (0.91 mmol) de
clorur de pentafluorobenzensulfonil (addicionat amb xeringa) d’acord amb el procediment
general (apartat 3.2.1.). Després de 40 min de reaccid, la purificacio del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar de
forma quantitativa, 475 mg de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-pentafluorobenzensulfonilinosina (14).

Compost 14 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.72. RMN de

o QO F "H (CDCls, 400 MHz): & 2.10, 2.12, 2.14 (3 s, 3 MeCO), 4.36

N ‘ NS Foodd, Jus=4.4, Js5=12.4, H5'), 4.41 (dd, J 5= 3.2, H5"), 4.46

AcO . N N/) F F (m, H4"),5.54 (t, Jyy=J34=5.2,H3"), 5.76 (t, J yo=J 23 = 5.2,
F H2"), 6.12 (d, H1"), 7.99 (s, H8), 8.72 (s, H2). RMN de “*C

ACO OAc (CDCl;, 100 MHz): & 20.3, 20.4, 20.6 (3 MeCO), 62.8 (C5"),

14 70.3 (C3'), 73.5 (C2'), 80.5 (C4"), 86.7 (C1"), 124.7 (C5), 136.8

(d, Jcr = 12.7, Ar), 137.0 (d, J cp = 12.6, Ar), 139.2 (d, J o =
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12.5, Ar), 139.5 (C8), 143.0 (C2), 144.6 (d, J cr = 12.9, Ar), 146.7 (C4), 147.0 (d, J cf = 17.2, Ar),
153.7 (C6), 169.2, 169.5, 170.2 (3 MeCO). EM (FAB): 624.9 (M+H)".

3.2.7. 2',3",5'-Tri-0-acetil-1-(4-nitrobenzensulfonil)inosina (15)

Una dissolucié de 303 mg (0.77 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en 20 mL
de CH,Cl, anh. es va tractar amb 161 pL (0.92 mmol) de DIPEA i 204 mg (0.92 mmol) de
clorur de 4-nitrobenzensulfonil d’acord amb el procediment general (apartat 3.2.1.).
Després d’1 h de reaccio, la purificacio del cru per cromatografia en columna flash sobre
gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 397 mg (89%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(4-

nitrobenzensulfonil)inosina (15).

Compost 15 (escuma). Ry (CH,Clp/MeOH 95:5): 0.60. RMN

o Q\S//O de "H (CDCl,, 400 MHz): § 2.10, 2.12, 2.15 (3 s, 3 MeCO),

</Nf:N/ Q 429-4.50 (m, H4', H5', H5"), 5.53 (dd, Jo3 = 5.6, Jyw= 5.2,

ACOL G NN NO,  H3'),5.79 (dd, J 1o = 4.8, H2'), 6.08 (d, H1'), 7.94 (s, HS),

8.41 (s, Ph), 8.83 (s, H2). RMN de *C (CDCls, 100 MHz):

AcO OAc § 20.3, 20.4, 20.7 (3 MeCO), 62.8 (C5"), 70.2 (C3"), 73.4

15 (C2'), 80.4 (C4"), 86.9 (C1"), 124.1 (Ar), 124.6 (C5), 131.6

(Ar), 139.4, 141.5 (Ar,, C8), 143.2 (C2), 146.6 (C4), 151.4 (Ar,), 153.4 (C6), 169.2, 169.5, 170.2 (3
MeCO). EM (FAB): 580.2 (M+H)".

3.2.8. 2'.3",5'-Tri-0-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16)

Una dissolucié de 630 mg (1.60 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en 42 mL
de CH,Cl, anh. es va tractar amb 334 pL (1.92 mmol) de DIPEA i 512 mg (1.92 mmol) de
clorur de 2,4-dinitrobenzensulfonil d’acord amb el procediment general (apartat 3.2.1.).
Després de 2 h de reaccio, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre
gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 948 mg (95%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-
dinitrobenzensulfonil)inosina (16).

Compost 16 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.70. RMN
0 NO, de 'H (CDCl;, 400 MHz): & 2.10, 2.14, 2.16 (3 s, 3 MeCO),

o O
N
N N/S 4.38 (dd, J 45 = 4.4, J 35» = 12.4, HS"), 4.42 (dd, J 45 = 3.2,
NO H5"), 4.48 (m, H4"), 5.54 (dd, J 3= 6.0, J 34, = 4.0, H3"), 5.75
2

N
O (dd, J»=5.2, H2"), 6.17 (d, H1"), 8.02 (s, HR), 8.62 (s, H2),
8.66 (dd, J 35 = 2.4, Ar3), 8.70 (dd, J s¢ = 8.8, Ars), 8.96 (d,
AcO OAc 5
16 Arg). RMN de ~C (CDCl;, 100 MHz): 6 20.2, 20.4, 20.7 (3

MeCO), 62.8 (C5'), 70.4 (C3'), 73.6 (C2"), 80.7 (C4'), 86.5
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(C1"), 120.4 (Ar), 124.2 (C5), 126.9, 134.6, 138.6 (Ar), 139.3 (C8), 143.8 (C2), 146.9 (Ar), 148.5
(C4), 151.2 (Ar), 153.5 (C6), 169.2, 169.5, 170.2 (3 MeCO). HRMS (FAB) calculat per a
C2oHaNgO 1S (M+H)" 625.0836, trobat 625.0860.

3.2.9. 2'3",5'-Tri-0O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17)

Una dissolucié de 500 mg (1.27 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en 33 mL
de CH,Cl, anh. es va tractar amb 265 pL (1.52 mmol) de DIPEA i 337 mg (1.52 mmol) de
clorur de 2-nitrobenzensulfonil d’acord amb el procediment general (apartat 3.2.1.).
Després de 2 h de reaccio, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre
gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 728 mg (99%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-
nitrobenzensulfonil)inosina (17).

Compost 17 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.54. RMN de

o O\\S/P NO2 1y (cDCL, 400 MHz): § 2.09, 2.14, 2.16 (3 s, 3 McCO), 4.38-

</Nf:N/ 75 4.48 (m, H4', H5', H5"), 5.55 (dd, J 25 = 5.6, J 3u = 4.4, H3'), 5.76

ACOL G NN 7 (4, J e =Jay= 5.6, H2), 6.18 (d, H1'), 7.85-7.92 (m, 3 Hy,,), 7.98

(s, H8), 8.67 (s, H2), 8.75 (m, 1 Ha,). RMN de "*C (CDCl;, 100

AcO OAc MHz): 5 20.2, 20.4, 20.7 (3 MeCO), 62.8 (C5'), 70.4 (C3'), 73.5

17 (C2'), 80.6 (C4'), 86.2 (C1'), 124.6 (C5), 125.0, 129.5, 132.6,

136.3, 136.6 (A1), 138.9 (C8), 144.3 (C2), 146.9 (Ar), 148.2 (C4), 153.5 (C6), 169.2, 169.5, 170.2
(3 MeCO). EM (FAB): 580.2 (M+H)". [a]p = —36.8 (c = 1.00, CHCly).

3.2.10. 2',3",5'-Tri-O-acetil-1-mesilinosina (18)

Per tal de dur a terme aquesta reacci6 es van emprar el doble d’equivalents de
DIPEA i de clorur de sulfonil (2.4) dels indicats a I’apartat 3.2.1. Aixi doncs, una
dissolucio de 300 mg (0.76 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetilinosina (7) en 20 mL de CH,Cl,
anh. es va tractar amb 318 uL (1.83 mmol) de DIPEA 1 144 uL (1.83 mmol) de clorur de
mesil (addicionat amb xeringa) d’acord amb el procediment general (apartat 3.2.1.).
Després de 5 h de reaccio, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre
gel de silice (CH,Clo,/MeOH 99:1) va donar 338 mg (94%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-mesil-
inosina (18).

213



Part experimental. Capitol 1

Compost 18 (escuma). Ry (CH,Cl/MeOH 95:5): 0.47. RMN de 'H
0 O\\S/P (CDCL;, 400 MHz): & 2.10, 2.14, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 3.71 (s,
o (Nf:N/ "CH;  SO,Me), 4.36 (dd, Jus = 4.4, J s = 12.4, H5"), 4.42 (dd, J 45 = 3.2,
o NN H5"), 4.46 (m, H4'), 5.54 (dd, J 25 = 5.6, J 34 = 4.4, H3"), 5.81 (dd,
Jiw=15.2,H2',6.11 (d, H1'), 8.00 (s, H8), 8.63 (s, H2). RMN de *C
AcO OAc (CDCls, 100 MHz): § 20.3, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 42.9 (SO,Me), 62.8
18 (C5'), 70.3 (C3"), 73.4 (C2"), 80.5 (C4'), 86.7 (C1"), 125.1 (C5), 139.3
(C8), 143.3 (C2), 147.0 (C4), 154.6 (C6), 169.2, 169.5, 170.2 (3 MeCO).

3.2.11. Intents d’obtencio de la 2'3',5'-tri-O-acetil-1-trifluorometansulfonilinosina
19)

3.2.11.1. EMPRANT ANHIDRID TRIFLIC

Sobre una dissolucié de 100 mg (0.25 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en
5 mL de CH;Cl, anh. es van addicionar 53 pL (0.30 mmol) de DIPEA. Després de 10 min
d’agitaci6 a t.a. es van addicionar a —78 °C 52 uL (0.30 mmol) d’anhidrid triflic. La mescla
de reaccid es va mantenir a aquesta temperatura durant 20 min 1 a t.a. 2 h més;
seguidament es va evaporar el dissolvent a pressiéo reduida. Es va obtenir una mescla
complexa de productes de dificil identificacio.

3.2.11.2. EMPRANT CLORUR DE TRIFLUOROMETANSULFONIL

Una dissolucié de 300 mg (0.76 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) en 20 mL
de CHCl; anh. es va tractar amb 159 pL (0.91 mmol) de DIPEA i 98 pL (0.91 mmol) de
clorur de trifluorometansulfonil (addicionat amb xeringa) d’acord amb el procediment
general (apartat 3.2.1.). Després de 4 h de reaccid, la purificacio del cru per cromatografia
en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 357 mg (89%) de
2',3",5'-tri-O-acetil-1-trifluorometansulfonilinosina (19).

Compost 19 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.45. RMN de
QP "H (CDCl;, 400 MHz): & 2.11, 2.14, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.38-
¢ /J“ "CF; 4.50 (m, H4', H5', H5"), 5.53 (dd, J 3= 5.6, J 3w = 4.8, H3'), 5.78
o) (dd, J 1o = 4.8, H2"), 6.12 (d, H1"), 8.05 (s, H8), 8.47 (s, H2).
RMN de C (CDCl;, 100 MHz): & 20.3, 20.4, 20.7 (3 MeCO),
62.7 (C5'), 70.2 (C3"), 73.5 (C2"), 80.5 (C4"), 86.9 (C1"), 119.4 (q,
J cr = 323.3, CF3), 124.6 (C5), 139.7 (C8), 143.7 (C2), 146.0
(C4), 152.7 (C6), 169.2, 169.5, 170.2 (3 MeCO). EM (FAB)
526.9 (M+H)".
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3.2.12. 2',3",5'-Tri-O-terc-butildimetilsilil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (20)

Una dissolucié de 270 mg (0.44 mmol) de 2',3',5'-tri-O-terc-butildimetilsililinosina
(8) en 18 mL de CH,Cl; anh. es va tractar amb 92 pL (0.53 mmol) de DIPEA 1 117 mg
(0.53 mmol) de clorur de 2-nitrobenzensulfonil d’acord amb el procediment general
(apartat 3.2.1.). Després de 2 h de reacciod, la purificaciéo del cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 313 mg (89%) de 2',3',5'-
tri-O-terc-butildimetilsilil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (20).

Compost 20 (escuma). Ry (CH,CIp/MeOH 95:5): 0.68. RMN de

o Q0 NO; 1y cpcl, 300 MHz): 5 —0.15, —0.01, 0.00, 0.10, 0.13, 0.14 (6

</N | )N/S\ij s, 3 Me,Si'Bu), 0.84, 0.94, 0.95 (3 s, 3 Me,Si'Bu), 3.79 (dd,

TBSO. NN J s =24, Jss = 11.4, HS'), 3.99 (dd, J 45 = 3.6, HS"), 4.14
(ddd, J 3= 3.9, H4"), 4.28 (dd, J »3 = 4.2, H3'), 4.46 (dd, J 1» =

TBSO OTBS 4.8, H2"), 6.01 (d, H1'), 7.85-7.92 (m, 3 Hy,), 8.21 (s, HS), 8.64

20 (s, H2), 8.78 (m, 1 Ha). RMN de *C (CDCls;, 50 MHz): &

~5.3,-4.9, -4.7, -4.6, 4.3 (3 Me;SiBu), 17.9, 18.1, 18.5 (3 Me;C), 25.7, 25.8, 26.1 (3 Me;C),
62.3 (C5"), 71.6, 76.8 (C2', C3"), 85.6 (C4"), 88.5 (C1"), 124.2 (C5), 124.8, 129.8, 132.5, 136.0,
136.7 (Ar), 139.6 (C8), 143.6 (C2), 146.8 (Ar), 148.3 (C4), 153.7 (C6).

3.2.13. 3',5'-Di-0O-acetil-2'-desoxi-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (21)

Una dissolucié de 43 mg (0.13 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) en
4 mL de CH,Cl; anh. es va tractar amb 27 puL (0.15 mmol) de DIPEA i 41 mg (0.15 mmol)
de clorur de 2,4-dinitrobenzensulfonil d’acord amb el procediment general (apartat 3.2.1.).
Després d’1 h de reaccid la purificacio del cru per cromatografia en columna flash sobre
gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 65 mg (90%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-
(2,4-dinitrobenzensulfonil )inosina (21).

Compost 21 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.58. RMN

o O\\S/9 NO;  ge 'H (CDCL, 400 MHz): § 2.09, 2.15 (2 s, 2 McCO), 2.69

o </: f{\l:"‘/ @NO (ddd, J 12 = 6.0, Joor= 14.2, Joy= 2.6, H2"), 2.81 (ddd, J 1=
o 2 7.6, Jyy= 6.4, H2"), 432-4.40 (m, H4, H5', H5"), 5.40 (m,

H3"), 6.40 (dd, H1", 8.00 (s, H8), 8.61 (s, H2), 8.67 (d, J 55 =

AcO 2.0, Ar3), 8.70 (d, J 5= 8.8, Ars), 8.98 (d, Arg). RMN de *C

2 (CDCl,, 100 MHz):  20.7, 20.9 (2 MeCO), 38.4 (C2'), 63.5

(C5"), 74.1 (C3"), 82.9 (C4"), 84.9 (C1'), 120.3 (Ar), 124.2 (C5), 126.9, 134.8, 138.7 (Ar), 139.1
(C8), 143.5 (C2), 146.7 (Ar), 148.6 (C4), 151.2 (Ar), 153.6 (C6), 170.2, 170.3 (2 MeCO). HRMS
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(FAB) calculat per a CooHoNgO12S (M+H)" 567.0782, trobat 567.0755. [a]p = —10.1 (c = 1.00,
CHCI,).

3.2.14. 3',5'-Di-0O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (22)

Una dissoluci6 de 426 mg (1.27 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) en
28 mL de CH,Cl, anh. es va tractar amb 266 puL (1.52 mmol) de DIPEA i 336 mg (1.52
mmol) de clorur de 2-nitrobenzensulfonil d’acord amb el procediment general (apartat
3.2.1.). Després de 4 h de reaccid la purificacié del cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 654 mg (99%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-

desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (22).

Compost 22 (escuma). Ry (CH,Cl/MeOH 95:5): 0.51. RMN

0 Q 9 No, de "H (CDCls, 200 MHz): & 2.09, 2.15 (2 s, 2 MeCO), 2.67

N | )N/S\ij (ddd, J 2= 6.2, Jyy=2.8, Jyp = 14.4, H2"), 2.81 (ddd, J 1 =

AcO o\ N~ 7.9, J 3 = 6.2, H2"), 4.36-4.40 (m, H4', H5', H5"), 5.39 (m,
kj H3"), 6.40 (dd, H1"), 7.85-7.94 (m, 3 Hay), 7.97 (s, HS), 8.66
AcO (s, H2), 8.77 (m, 1 Hy,). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): &

22 20.7, 20.9 (2 MeCO), 38.3 (C2'), 63.5 (C5"), 74.2 (C3'), 82.9

(C4'), 84.9 (C1'), 124.5 (C5), 125.0, 129.7, 132.7, 136.2, 136.7 (Ar), 138.7 (C8), 144.1 (C2), 146.7
(Ar), 148.3 (C4), 153.7 (C6), 170.2, 170.3 (2 MeCO). EM (FAB): 521.0 (M+H)".

3.2.15. 3',5'-Bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (23)

Una dissolucié de 131 mg (0.27 mmol) de 3',5-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-
desoxiinosina (3) en 9 mL de CH,Cl; anh. es va tractar amb 57 pL (0.33 mmol) de DIPEA
1 74 mg (0.33 mmol) de clorur de 2-nitrobenzensulfonil d’acord amb el procediment
general (apartat 3.2.1.). Després de 2 h de reaccio la purificacié del cru per cromatografia
en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 180 mg (99%) de 3',5'-
bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi- 1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (23).

Compost 23 (escuma). Ry (CH,Cl/MeOH 95:5): 0.64. RMN

0 Q\S//O NO>  ge 'H (CDCL, 200 MHz): & 0.08 (s, Me,Si'Bu), 0.11 (s,

o /J\l/ jij Me,Si'Bu), 0.90 (s, Me>Si'Bu), 0.92 (s, Me>Si'Bu), 2.46-2.52

TBSO. U NTN (m, H2', H2"), 3.76 (dd, J 45 = 3.3, J 55 = 11.2, H5'), 3.85 (dd,
J g3 = 3.8, HS"), 4.03 (m, H4'), 4.59 (m, H3'), 6.40 (¢, J 1 =

TBSO J i = 6.2, H1'), 7.85-7.92 (m, 3 Hy,), 8.12 (s, HS), 8.63 (s,
23 H2), 8.77 (m, 1 Hy,). RMN de "*C (CDCls, 50 MHz): § —5.5,

—5.4, —4.8, —4.6 (2 Me>SiBu), 18.0, 18.4 (2 Me;C), 25.7, 26.0 (2 Me;C), 42.0 (C2'), 62.6 (C5'),
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71.7 (C3"), 84.7 (C4'), 88.2 (C1"), 124.1 (C5), 124.9, 129.8, 132.5, 136.0, 136.7 (Ar), 139.1 (C8),
143.6 (C2), 146.5 (Ar), 148.2 (C4), 153.7 (C6). EM (FAB): 650.3 (M+H)'".

3.2.16. 2'-Desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)-3',5'-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-
1,3-diil)inosina (24)

Una dissolucié de 203 mg (0.41 mmol) de 2'-desoxi-3',5'-0-(1,1,3,3-tetraisopropil-
disiloxan-1,3-diil)inosina (4) en 14 mL de CH,Cl, anh. es va tractar amb 85 pL (0.49
mmol) de DIPEA i 112 mg (0.49 mmol) de clorur de 2-nitrobenzensulfonil d’acord amb el
procediment general (apartat 3.2.1.). Després de 2 h de reaccio la purificacié del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 261 mg
(94%) de 2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)-3',5'-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-
diil)inosina (24).

Compost 24 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.57. RMN de
o) \\8(9 NO, 'H (CDCls;, 400 MHz): & 0.99-1.10 (m, 4 'Pr), 2.62 (ddd, J » =
N N/ \© 30, J2'3' = 74, szz" = 132, HZV), 2.66 (ddd, J1'2" = 70, J2"3' =

%Si/o o <N | N/) 8.8, H2"), 3.90 (m, H4"), 4.05-4.06 (m, H5', H5"), 4.80 (m, H3"),
(\) kj 6.26 (dd, H1'), 7.85-7.92 (m, 3 Hy,), 8.04 (s, H8), 8.62 (s, H2),
\Si/o 8.76 (m, 1 Ha,). RMN de *C (CDCls, 100 MHz): § 12.5, 12.9,
Y I 24 13.1, 13.4 (4 CHMe,), 16.8, 16.9, 17.0, 17.1, 17.3, 17.3, 17.5 (4

CHMe,), 40.4 (C2"), 61.4 (C5"), 69.3 (C3'), 83.5 (C4'), 85.4
(C1'), 124.6 (C5), 124.9, 129.9, 132.6, 136.1, 136.8 (Ar), 139.1 (C8), 143.8 (C2), 146.1 (Ar), 148.3
(C4), 153.8 (C6).

3.2.17. 2'-Desoxi-3',5'-0-(di-terc-butilsilandiil)-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (25)

Una dissolucié de 201 mg (0.51 mmol) de 2'-desoxi-3',5'-O-(di-terc-butilsilandiil)-
inosina (5) en 13 mL de CH,Cl, anh. es va tractar amb 107 pL (0.61 mmol) de DIPEA 1
140 mg (0.61 mmol) de clorur de 2-nitrobenzensulfonil d’acord amb el procediment
general (apartat 3.2.1.). Després de 2 h de reaccio la purificacio del cru per cromatografia
en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 207 mg (70%) de 2'-
desoxi-3',5'-0O-(di-terc-butilsilandiil)- 1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (25).
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Compost 25 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.73. RMN de
0 O\\S/P NO, 'H (CDCls, 400 MHz): & 1.03-1.09 (m, 2 ‘Bu), 2.54 (m, H2'),

</N | j\l/ 2.74 (m, H2"), 3.80 (m, H4"), 4.02 (dd, J 45 = 10.4, J 55 = 9.4,

/O oN N~ H5'), 4.44 (dd, J 45 = 4.8, H5"), 4.61 (m, H3"), 6.32 (m, H1"),
>L3i\ 7.84 (s, H8), 7.87-7.90 (m, 3 Hy,), 8.63 (s, H2), 8.76 (m, 1 Hy,).
0 RMN de "*C (CDCls;, 100 MHz): & 20.1, 22.7 (2 Me;C), 27.1,

25 27.4 (2 MesC), 39.0 (C2"), 67.4 (C5'), 74.4 (C3"), 78.7 (C4"),

83.2 (C1'), 124.7 (C5), 125.0, 129.8, 132.6, 136.2, 136.7 (Ar), 138.9 (C8), 143.9 (C2), 146.4 (Ar),
148.3 (C4), 153.7 (C6).

4. ALTRES ACTIVACIONS

Es va mantenir en agitacid, a 80 °C i sota atmosfera inert durant 2 h una mescla
formada per 270 mg (0.69 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 346 mg (1.71 mmol)
d’1-cloro-2,4-dinitrobenze, 237 mg (1.71 mmol) de K,COs anh. i 3.4 mL de DMF anh. Es
va filtrar la suspensid resultant, es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va
coevaporar amb tolue. La purificacid del cru per cromatografia en columna flash sobre gel
de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar 370 mg (96%) de 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-(2,4-dinitrofenil)inosina (39) com a mescla d’atropoisomers (en proporcio 1:1).

NO, Compost 39 (escuma). Ry (CH,Cl/MeOH 95:5): 0.42. RMN de

0 'H (CDCl;, 400 MHz): § 2.11, 2.12, 2.13, 2.14, 2.15, 2.16 (6 s,

</ij\l 6 MeCO), 4.38-4.55 (m, 2 H4', 2 H5', 2 H5"), 5.58 (dd, J »3 =

AcO o N NO: 5.6, Jyp = 5.2, H3"), 5.64 (dd, J»3 = 5.6, J 34 = 4.8, H3"), 5.90-

5.93 (m, 2 H2"), 6.14 (d, J 12 = 5.2, HI"), 6.16 (d, J 1o = 4.8,

AcO OAc H1'Y), 7.75 (d, J 5= 8.4, Arg), 7.76 (d, J 55 = 8.8, Ar), 7.99, 8.03

39 (2's, 2 HS), 8.08, 9.00 (2 s, 2 H2), 8.67-8.69 (m, 2 Ars), 9.03,

9.04 (2 s, 2 Ars). RMN de "*C (CDCl;, 100 MHz): § 20.4, 20.5, 20.7, 20.8 (6 MeCO), 62.9 (2 C5'),

70.2, 70.4 (2 C3'), 73.2, 73.4 (2 C2'), 80.3, 80.4 (2 C4'), 86.8, 87.0 (2 C1'), 121.4, 121.4 (2 Ar),

124.9 (2 C5), 128.9, 131.8, 131.9, 135.5 (6 Ar), 139.4 (2 C8), 145.3, 145.4 (2 C2), 146.3, (2 Ar),
148.2 (2 C4), 155.0 (2 C6), 169.3, 169.4, 169.6, 170.3 (6 MeCO). EM (FAB): 560.9 (M+H)".
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II. REACTIVITAT D’1-SULFONILINOSINES

1. REACTIVITAT AMB BENZILAMINA

1.1. 1-TOSILINOSINES

1.1.1. Obertura amb benzilamina

1.1.1.1. INOSINA 9 AMB DOS EQUIVALENTS EN CH3CN A T.A.

Es van addicionar 38 uL (0.35 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 96
mg (0.18 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) en CH3CN anh., sota atmosfera
inert i a —30 °C. La mescla de reaccid es va mantenir en agitaci6 a t.a. fins que per CCF es
va observar la total desaparicio del nucleosid de partida i la formaci6é de 2'.3',5'-tri-O-
acetilinosina (7) i d’un producte polar majoritari de naturalesa nucleosidica (40 min).
Aquest ultim no evolucionava amb el temps a t.a. i no va poder ser aillat per cromatografia

en columna.
1.1.1.2. ANALISI PER RMN DE LA REACCIO DE 9 AMB DOS EQUIVALENTS EN CDCl; A T.A.

Es van addicionar 227 pL d’una dissolucio 0.8 M de benzilamina en CDCl; (0.18
mmol de benzilamina) sobre una dissolucié de 50 mg (0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-
tosilinosina (9) en 470 pL de CDCl; refredada a —30 °C. Als 90 min es van adquirir els
espectres de RMN de "H i de °C a t.a., observant-se un 52% de 9, un 4% de 2',3',5"-tri-O-
acetilinosina (7) i un 43% de la sal de benzilamoni 26 (que resulta de la protonacid de la
benzilamina per part del proto acid de la 5-[(benzilamino)metilen]amino-1-(2',3",5'-tri-O-
acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-(N-tosil)carboxamida). A les 24 h de reaccidé hi havia
un 83% de 26 iun 17% de 7.

Compost 26. Ry (CH,CL,/MeOH 95:5): 0.50. RMN de 'H

PhAﬁH3 0o (CDCls, 300 MHz): 8 1.92, 2.04 (2 s, 3 MeCO), 2.27 (s, Ar-

O o\ CH;), 3.92 (s, CH,NH;), 4.22-4.28 (m, H4', H5', H5"), 4.44-

</N | N~ 4.48 (m, CH,NHCH), 5.28 (m, H3'), 5.55 (m, H2'), 5.82 (d,

AcO o N NﬁNH Jix=4.2, H1"), 6.59 (sa, H8), 7.07 (d, Jom= 8.4, Hy,), 7.23-7.29
P (m, Ph, NHCH,), 7.74 (d, H,), 8.63 (m, N=CHNH). RMN de

AcO OAc Ph BC (CDCl;, 75 MHz): & 20.2, 20.4, 20.6 (3 MeCO), 21.3
26 (ArCH3), 44.0 (NHCH,Ph), 45.4 (CH,NH3), 62.7 (C5"), 69.7
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(€39, 73.5 (C2", 78.8 (C4"), 86.0 (C1"), 120.6 (C4), 126.6-129.6 (Ar), 138.1 (C8), 146.3 (C5),
156.9 (N=CHNH), 165.0 (CONH), 169.1, 169.3, 170.3 (3 MeCO).

1.1.1.3. ANALISI PER RMN DE LA REACCIO DE 29 AMB DOS EQUIVALENTS EN CDCI; A T.A.

Es va dur a terme un experiment similar a I’anterior perd amb [1-°N]-2',3",5"-tri-O-
acetil-1-tosilinosina (29) observant-se el segiient acoplament degut al '’N: RMN de *C
(100 MHz): 6 165.0 (Jcn=9.8).

1.1.2. Ciclacié
1.1.2.1. INOSINA 9 AMB UN EQUIVALENT EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 16 pL (0.15 mmol) de benzilamina sobre una dissoluci6é de 80
mg (0.15 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) en 3.6 mL d’CH3CN anh., sota
atmosfera inert 1 a —30 °C. Després de 40 min a t.a. (consumicio total del nucleosid de
partida) es va escalfar a reflux durant 1 h. Passat aquest temps es va evaporar el dissolvent
a pressi0 reduida. Es va obtenir una mescla complexa formada majoritariament per
productes de la descomposici6 del compost 26.

1.1.2.2. INOSINA 9 AMB DOS EQUIVALENTS EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 37 uL (0.35 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 96
mg (0.18 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) en 4.4 mL d’CH3;CN anh., sota
atmosfera inert i a —30 °C. Després de 40 min a t.a. (consumici6 total del nucledsid de
partida) es va escalfar a reflux durant 1 h. Després d’evaporar el dissolvent a pressid
reduida es va obtenir, com en el cas anterior, una mescla complexa formada per productes
de la descomposicio del compost 26.

1.1.2.3. INOSINA 9 AMB UN EQUIVALENT EN TOLUE A REFLUX

Es van addicionar 10 pL (0.09 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 51
mg (0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) en 2.3 mL de tolu¢ anh., sota
atmosfera inert i a —30 °C. Després de 40 min a t.a. (consumicio total del nucleosid de
partida) es va escalfar a reflux durant 2 h. Després d’evaporar el dissolvent a pressid
reduida es va obtenir una mescla complexa formada per productes de la descomposicio del
compost 26.
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1.1.2.4. INOSINA 9 AMB DOS EQUIVALENTS EN TOLUE A REFLUX

Es van addicionar 20 puL (0.19 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 51
mg (0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) en 3 mL de tolu¢ anh., sota
atmosfera inert i1 a t.a. Després de 40 min a t.a. (consumicio total del nucleosid de partida)
la suspensié resultant es va escalfar a reflux durant 1 h. Després d’evaporar el dissolvent a
pressido reduida es va obtenir una mescla complexa formada per productes de la
descomposicio del compost 26.

1.1.2.5. INOSINA 9 AMB DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CF;COOH EN CH3CN A T.A.

Es van addicionar 58 pL (0.53 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 145
mg (0.26 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) en 6.6 mL d’CH3CN anh., sota
atmosfera inert i a —30 °C. Després de 40 min a t.a. (consumicid total del nucleosid de
partida) es van addicionar 20 pL (0.26 mmol) d’CF;COOH i la dissolucié resultant es va
mantenir a t.a. durant 48 h. En tot aquest temps no es va observar cap evolucié de la
reaccio per CCF. Després d’evaporar el dissolvent a pressido reduida es va registrar
I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se un 83 % de la sal de benzilamoni 26 i un
17% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7).

1.1.2.6. INOSINA 9 AMB UN EQUIVALENT I CF;COOH CATALITIC EN TOLUE A REFLUX

Es van addicionar 8 pL (0.07 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 41 mg
(0.07 mmol) de 2'3'5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) en 1.9 mL d’CH;CN anh., sota
atmosfera inert i a —30 °C. Després de 40 min a t.a. (consumici6 total del nucleosid de
partida) es va addicionar 1 pL (0.01 mmol) d’CF;COOH i es va escalfar a reflux durant
2 h. Llavors es va evaporar el dissolvent a pressio reduida, observant-se per RMN de 'H
del cru un 15% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), un 10% de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benzil-
inosina (40)* i la preséncia majoritaria del compost 26.

1.1.2.7. INOSINA 9 AMB DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CF;COOH EN TOLUE A
REFLUX

Es van addicionar 39 uL (0.36 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 99
mg (0.18 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) en 4.5 mL de tolu¢ anh., sota
atmosfera inert 1 a t.a. Després de 40 min a t.a. es van addicionar 14 pL (0.18 mmol)
d’CF;COOH i es va deixar evolucionar la reaccié a reflux. El seguiment per CCF va
permetre observar una ciclacié molt lenta del compost 26, que anava acompanyada de la
formacié de productes de degradacio.
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1.1.2.8. INOSINA 9 AMB DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CF;COOH EN CH;3;CN A
REFLUX

Es van addicionar 58 pL (0.53 mmol) de benzilamina sobre una dissoluci6 de 145
mg (0.26 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) en 6.6 mL d’CH3;CN anh., sota
atmosfera inert 1 a —30 °C. Després de 40 min a t.a. (consumici6 total del nucleosid de
partida) es van addicionar 20 puL (0.26 mmol) d’CF;COOH i es va escalfar a reflux durant
90 min. Seguidament es va rentar el cru amb una dissoluci6 saturada de NaHCOs, es va
extreure la fase aquosa amb CH,Cl,, es van ajuntar les fases organiques i es van assecar
amb Na,SO4 anh. Després d’evaporar el dissolvent a pressié reduida, la purificacio del cru
per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a
95:5) va donar 60 mg (47%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benzilinosina (40) i 18 mg (17%) de
2'.3'5'-tri-O-acetilinosina (7).

Compost 40 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.53. RMN de 'H

N ? - (CDCls, 400 MHz): & 2.08, 2.09, 2.13 (3 s, 3 MeCO), 4.27-4.45 (m,

Ao </Nf,\l:"‘ Ph Ha', 15, H5"), 5.26 (s, CH,N), 5.61 (dd, J 25 = 5.2, J 34 = 4.8, H3'),

o) 5.89 (dd, J»= 4.8, H2"), 6.08 (d, H1"), 7.27-7.37 (m, Ph), 7.97 (s, H8),

8.05 (s, H2). RMN de "C (CDCl;, 100 MHz): & 20.3, 20.4, 20.7 (3

MeCO), 49.2 (CH,), 62.9 (C5"), 70.3 (C3"), 73.1 (C2'), 80.1 (C4"), 86.8

(C1"), 1252 (C5), 128.2, 128.4, 129.0 (Ar,, Ary, Ary), 135.7 (Ar),

138.7 (C8), 146.9 (C4), 147.5 (C2), 156.2 (C6), 169.2, 169.5, 170.3 (3
MeCO). [a]p = —-29.0 (c = 1.00, CHCl;).

AcO OAc
40

1.2. 2,3',5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4,6-TRIISOPROPILBENZENSULFONIL)INOSINA
(10)

1.2.1. Obertura amb benzilamina

Es van addicionar 20 pL (0.18 mmol) de benzilamina sobre una dissoluci6é de 60 mg
(0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4,6-triisopropilbenzensulfonil)inosina (10) en 2.3
mL d’CH3CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 35 min d’agitacié a t.a. es va
observar per CCF la total desaparicio del nucleosid de partida. La mescla de reaccid es va
mantenir a aquesta temperatura 10 h més sense observar-se cap més evolucio. Després
d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru,
observant-se com a unic compost la sal de benzilamoni 30 (que resulta de la protonacio de la
benzilamina per part del proté acid de la 5-[(benzilamino)metilen]amino-1-(2',3",5'-tri-O-
acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-(2,4,6-triisopropilbenzensulfonil)|carboxamida).
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Compost 30. Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.50. RMN de 'H

@
PN o o o (CDCLs, 200 MHz): § 1.21-1.27 (m, 3 CHMe,), 1.99, 2.05,
QoY 2.12 (3 s, 3 MeCO), 2.87 (hep, J uye = 6.8, C,HMe,), 4.28-
</N | N 4.54 (m, H4', H5', H5", CH,NHCH, C,HMe), 5.34 (dd, J »3 =
AcO o N Nﬁm 'Pr 5.4, Jy,= 58, H3"), 5.59 (dd, J 1o = 4.0, H2"), 5.91 (d, H1"),

o B 7.26-7.33 (m, Ar, NHCH,), 8.89 (d, J i = 4.9, N=CHNH).

AcO OAc
30

1.2.2. Intents de ciclacio
1.2.2.1. UN EQUIVALENT EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 10 puL (0.09 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 60
mg (0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4,6-triisopropilbenzensulfonil)inosina (10) en
2.3 mL d’CH3CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 35 min a t.a.
(consumicio6 total del nucleosid de partida) es va escalfar a reflux durant 48 h. Es va
evaporar el dissolvent a pressio reduida 1 es va obtenir una mescla complexa de productes
de la descomposicié del compost 30.

1.2.2.2. DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CF;COOH EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 40 pL (0.37 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 121
mg (0.18 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4,6-triisopropilbenzensulfonil)inosina (10) en
4.6 mL d’CH3CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 35 min a t.a. (total
desaparici6 del nucleosid de partida) es van addicionar 14 pL (0.18 mmol) d’CF;COOH i
es va deixar evolucionar la reaccié a reflux durant 48 h. Es va tractar el cru de forma
identica a la descrita a I’apartat 1.1.2.8. 1 es va obtenir una mescla complexa de productes
de la degradacié del compost 30.

1.3. 2',3",5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4,6-TRIMETILBENZENSULFONIL)INOSINA
12)
1.3.1. Obertura amb benzilamina

Es van addicionar 15 pL (0.13 mmol) de benzilamina sobre una dissoluci6é de 54

mg (0.07 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4,6-trimetilbenzensulfonil)inosina (12) en 2
mL d’CH3CN, sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 60 min a t.a. es va observar per
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CCF la desaparicio6 total del nucledsid de partida. La mescla de reaccid es va mantenir a
aquesta temperatura 10 h més sense observar-se cap més evolucid. Després d’evaporar el
dissolvent a pressio reduida es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se
com a unic compost la sal de benzilamoni 31 (que resulta de la protonacio de la
benzilamina per part del proté acid de la 5-[(benzilamino)metilen]amino-1-(2',3',5'-tri-O-
acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-(2,4,6-trimetilbenzensulfonil)]carboxamida).

@

Ph/\NH3 o6 Compost 31. Ry (CH,CI/MeOH 95:5): 0.74. RMN de 'H
o @/\\S// (CDCl;, 200 MHz): & 2.00, 2.06, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 2.26 (s,
</N | N ;@\ Me,), 2.74 (s, 2 Me,), 4.30-4.53 (m, H4', HS', H5", CH,NHCH),
AcO o NN 5.34 (dd, J »3=5.2, J34= 5.4, H3"), 5.60 (dd, J ;» = 4.0, H2"),
)NH 6.12 (d, H1"), 6.94 (s, 2 Ar), 7.26-7.33 (m, 5 Ar, NHCH,), 8.92
AcO OAc Ph (d, Junu= 4.0, N=CHNH).

31
1.3.2. Ciclacio

Es van addicionar 37 pL (0.34 mmol) de benzilamina sobre una dissoluci6é de 136
mg (0.17 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4,6-trimetilbenzensulfonil)inosina (12) en 4
mL d’CH;CN anh., sota atmosfera inert i a —30°C. Després de 60 min a t.a. (consumicid
total del nucleosid de partida) es van addicionar 13 pL (0.17 mmol) d’CF;COOH i es va
escalfar a reflux durant 9 h. Es va tractar el cru de forma idéntica a la descrita a 1’apartat
1.1.2.8. 1 es van obtenir 4 mg (5%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benzilinosina (40) 1 una mescla
complexa de productes de la descomposicié del compost 31.

14. 2'3",5'-TRI-O-ACETIL-1-PENTAFLUOROBENZENSULFONILINOSINA (14)
1.4.1. Obertura amb benzilamina

Es van addicionar 14 pL (0.13 mmol) de benzilamina sobre una dissoluci6 de 40
mg (0.06 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-pentafluorobenzensulfonilinosina (14) en 2 mL
d’CH;CN anh., sota atmosfera inert 1 a —30 °C. Després de 20 min a t.a. es va observar per
CCF la total desaparicié del nucleosid de partida. La mescla de reaccidé es va mantenir a
aquesta temperatura 24 h més sense observar-se cap més evolucio. Després d’evaporar el
dissolvent a pressio reduida es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se
un 40 % de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i un 60% de la sal de benzilamoni 32 (que resulta
de la protonacié de la benzilamina per part del prot6 acid de la 5-[(benzilamino)metilen]-
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amino-1-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil )imidazole-4-(N-pentafluorobenzensulfonil))-
carboxamida).

1.4.2. Ciclacio

Es van addicionar 35 pL (0.32 mmol) de benzilamina sobre una dissolucio de 100
mg (0.16 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-pentafluorobenzensulfonilinosina (14) en 2.5 mL
d’CH3CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 20 min a t.a. (consumici6 total
del nucleosid de partida) es van addicionar 12 pL (0.16 mmol) d’CF;COOH i es va
escalfar a reflux durant 2 h. Es va tractar el cru de forma idéntica a la descrita a 1’apartat
1.1.2.8. 1 es van obtenir 25 mg (40%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 8 mg (10%) de
2',3",5'-tri-O-acetil-1-benzilinosina (40) 1 una mescla complexa de productes de la
degradaci6 del compost 32.

1.5. 2',3',5'-TRI-O-ACETIL-1-(4-NITROBENZENSULFONIL)INOSINA (15)
1.5.1. Obertura amb benzilamina

Es van addicionar 1.9 mL d’una dissolucio 0.1 M de benzilamina en CH3CN (0.19
mmol de benzilamina) sobre una dissolucié de 55 mg (0.10 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-
(4-nitrobenzensulfonil)inosina (15) en 1.2 mL d’CH;CN anh., sota atmosfera inert 1 a
—30 °C. Després de 10 min a t.a. es va observar per CCF la total desaparicié del nucleosid
de partida. La mescla de reaccid es va mantenir a aquesta temperatura 24 h més sense
observar-se cap més evolucid. Es va evaporar el dissolvent a pressi6é reduida i es va
registrar ’espectre de RMN de '"H del cru, observant-se un 25% de 2'3',5"-tri-O-
acetilinosina (7) i un 75% de la sal de benzilamoni 33 (que resulta de la protonacié de la
benzilamina per part del prot6 acid de la 5-[(benzilamino)metilen]amino-1-(2',3',5'-tri-O-
acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-(4-nitrobenzensulfonil) |carboxamida).

Compost 33. Ry (CH,CL,/MeOH 95:5): 0.50. RMN de 'H

Ph/\ﬁH3 (CDCls, 400 MHz): § 1.93, 2.05, 2.07 (3 s, 3 MeCO), 3.95 (s,
o) @O\\//O CH,NH;), 4.17-427 (m, H4', H5', H5"), 4.31-4.66 (m,
</N | N CH,NHCH), 5.29 (m, H3"), 5.53 (m, H2'"), 5.80 (d, J 1»= 4.2,
AcO o N NﬁNH NO2 H1'), 6.55 (sa, H8), 7.18-7.31 (m, Ph, NHCH,), 7.95 (d, J om =
P 8.8, Hy), 8.25 (d, H,), 8.59 (sa, N=CHNH).
Ph
AcO OAc
33
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1.5.2. Ciclacio
1.5.2.1. DOS EQUIVALENTS EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 1.9 mL d’una dissolucio 0.1 M de benzilamina en CH3CN (0.19
mmol de benzilamina) sobre una dissolucié de 55 mg (0.10 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-
(4-nitrobenzensulfonil)inosina (15) en 1.2 mL d’CH3CN anh., sota atmosfera inert i a
=30 °C. Després de 10 min a t.a. (consumici6 total del nucleosid de partida) es va escalfar a
reflux durant 4 h. Es va evaporar el dissolvent a pressid reduida i es va obtenir una mescla
complexa de productes de la descomposicié del compost 33.

1.5.2.2. DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CF;COOH EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 4.6 mL d’una dissolucio 0.1 M de benzilamina en CH3;CN (0.46
mmol de benzilamina) sobre una dissoluci6 de 133 mg (0.23 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-
1-(4-nitrobenzensulfonil)inosina (15) en 2.9 mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a
=30 °C. Després de 10 min a t.a. (consumicio total del nucleosid de partida) es van
addicionar 18 pL (0.23 mmol) d’CF;COOH 1 es va escalfar a reflux durant 60 min. Es va
tractar el cru de forma ideéntica a la descrita a ’apartat 1.1.2.8. i es van obtenir 22 mg
(25%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i 58 mg (52%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benzil-
inosina (40).

1.6. 2',3"'5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)INOSINA (16)
1.6.1. Obertura amb benzilamina

Es van addicionar 1.8 mL d’una dissolucio 0.1 M de benzilamina en CH3;CN (0.18
mmol de benzilamina) sobre una dissolucié de 55 mg (0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-
(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 1.1 mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a
=30 °C. Després de 20 min a aquesta temperatura es va observar per CCF la total
desaparici6 del nucleosid de partida. La mescla de reaccié es va mantenir 24 h més a
aquesta temperatura sense observar-se cap més evolucié. Es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida i es va registrar 1’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se un 22% de
2',3",5'-tri-O-acetilinosina (7) 1 un 78% de la sal de benzilamoni 34 (que resulta de la
protonacio de la benzilamina per part del proto acid de la 5-[(benzilamino)metilen]amino-
1-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-(2,4-dinitrobenzensulfonil ) -
carboxamida).
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Compost 34. R; (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.50. RMN de 'H

A8 (CDCls, 400 MHz): § 1.93, 2.02, 2.05 (3 s, 3 MeCO), 4.03
Phm NHs 6 0 NO
O N 72 (s, CH,NH;), 4.13-4.48 (m, H4', H5', H5", CH,NHCH),
</N - N 5.27 (m, H3"), 5.54 (dd, J o= 4.4, Jyy= 5.2, H2'), 5.77 (d,
AcO o\ N%NH NO2  H1"), 6.57 (sa, HS), 7.12-7.42 (m, Ar), 8.42 (sa, N=CH-
B NH).
Ph
AcO OAc

1.6.2. Ciclacio
1.6.2.1. DOS EQUIVALENTS EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 2.4 mL d’una dissolucio 0.1 M de benzilamina en CH3CN (0.24
mmol) sobre una dissolucio de 77 mg (0.12 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitro-
benzensulfonil)inosina (16) en 1.5 mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert 1 a —30 °C.
Després de 20 min a aquesta temperatura (consumicio6 total del nucleosid de partida) es va
escalfar a reflux durant 3 h. Es va evaporar el dissolvent a pressio6 reduida i es va purificar
el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de
98:2 a 95:5), obtenint-se 10 mg (21%) de 2',3",5'-tri-O-acetilinosina (7) i 29 mg (40%) de
5-[(benzilamino)metilen]amino-1-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-(/N-
benzil)carboxamida (41).6‘1l

Compost 41 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.20. RMN de

0 'H (CDCl,, 200 MHz): 5 1.97, 2.06, 2.13 (3 5, 3 MeCO), 4.25-4.30
(NﬁNHCHZPh (m, H4', H5', H5"), 442 (d, J = 6.0, CHLNHCO), 4.49-4.69 (m,

A0S O NN CH,NHCH), 5.36 (dd, J y3 = 5.4, J 3o = 5.8, H3"), 5.69 (dd, J o =
" 4.0, H2'), 5.95 (d, H1"), 6.40 (m, NHCH), 7.26-7.35 (m, 2 Ph), 7.41

AcO OAc Fh (s, H2), 7.51 (t, NHCO), 9.02 (d, J = 4.1, N=CHNH). RMN de "“*C

4“1 (CDCl;, 50 MHz): & 20.2, 20.4, 20.7 (3 MeCO), 42.6, 44.1 (2

CH,NH), 62.6 (C5"), 69.6 (C3"), 73.6 (C2'), 78.8 (C4"), 86.0 (C1'), 119.0 (C4), 127.0, 127.1, 127.4,
127.5, 128.4, 128.8 (2 Aro, 2 Ary, 2 Ar,, C2), 138.1, 138.6 (2 Ar;), 144.7 (C5), 156.4 (N=CHNH),
163.8 (CONH), 169.1, 169.4, 170.3 (3 MeCO).

1.6.2.2. DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CH3COOH EN CH3CN A REFLUX
Es van addicionar 3.2 mL d’una dissolucié 0.1 M de benzilamina en CH3CN (0.32

mmol) sobre una dissolucié de 100 mg (0.16 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-
dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 2 mL d’CH;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C.
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Després de 20 min a aquesta temperatura (consumicio total del nucleosid de partida) es van
addicionar 9 pL (0.16 mmol) d’CH3COOH i es va escalfar a reflux durant 40 min. Es va
tractar el cru de forma idéntica a la descrita a 1’apartat 1.1.2.8. i es va obtenir una mescla
complexa de productes de dificil identificacid.

1.6.2.3. AMB ANHIDRID ACETIC COM A AGENT DESSECANT. DOS EQUIVALENTS I UN
EQUIVALENT D’CF3COOH EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 4.16 mL d’una dissoluci6 0.1 M de benzilamina en CH3CN (0.42
mmol) sobre una mescla de 130 mg (0.21 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitro-
benzensulfonil)inosina (16), 1 uL (0.01 mmol) d’anhidrid acetic i 5.3 mL d’CH3;CN anh.,
sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 20 min a aquesta temperatura (consumicio total
del nucleosid de partida) es van addicionar 16 pL (0.21 mmol) d’CF;COOH i es va
escalfar a reflux durant 2 h. Es va tractar el cru de forma identica a la descrita a 1’apartat
1.1.2.8. 1 es van obtenir 20 mg (25%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i 56 mg (56%) de
2',3",5-tri-O-acetil-1-benzilinosina (40).

1.6.2.4. REACCIO SOBRE TAMIS DE 3 A. DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CF;COOH
EN CH;3CN A REFLUX

Es va assecar sobre tamis de 3 A una dissolucié de 123 mg (0.20 mmol) de 2',3",5'-
tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 5 mL d’CH3;CN anh. Sobre
aquesta mescla es van addicionar a —-30 °C, 3.94 mL d’una dissoluci6 0.1 M de
benzilamina en CH3;CN (0.39 mmol). Després de 20 min a aquesta temperatura
(consumici6 total del nucledsid de partida) es van addicionar 15 pL (0.20 mmol)
d’CF3;COOH i es va escalfar a reflux durant 40 min. Es va treure el tamis per filtracid i es
va tractar el cru de forma idéntica a la descrita a 1’apartat 1.1.2.8. Es van obtenir 19 mg
(24%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) 1 57 mg (60%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benzil-
inosina (40).

1.6.2.5. DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CF;COOH EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 3.2 mL d’una dissolucié 0.1 M de benzilamina en CH3CN (0.32
mmol) sobre una dissolucié de 100 mg (0.16 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-
dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 2 mL d’CH;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C.
Després de 20 min a aquesta temperatura (consumici6 total del nucleosid de partida) es van
addicionar 12 pL (0.16 mmol) d’CF;COOH i es va escalfar a reflux durant 40 min. Es va
tractar el cru de forma ideéntica a la descrita a ’apartat 1.1.2.8. i es van obtenir 14 mg
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(22%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i 47 mg (62%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benzil-
inosina (40).

1.7. 1-2-NITROBENZENSULFONIL)INOSINES
1.7.1. 2'.3',5-Tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17)
1.7.1.1. DOS EQUIVALENTS EN CH;CN A T.A.

Es van addicionar 19 uL (0.17 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 50
mg (0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) en CH3;CN
anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 50 min a t.a. es va observar per CCF la
desaparici6 total del nucleosid de partida. La mescla de reaccid es va mantenir a aquesta
temperatura 24 h més sense observar-se cap més evolucid. Després d’evaporar el
dissolvent a pressio reduida es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se
com a unic compost la sal de benzilamoni 35 (que resulta de la protonacio de la
benzilamina per part del prot6 acid de la 5-[(benzilamino)metilen]amino-1-(2',3",5'-tri-O-
acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-(2-nitrobenzensulfonil)]carboxamida).

Compost 35. Ry (CH,ClL,/MeOH 95:5): 0.32. RMN de 'H

P NH; (CDCls, 400 MHz): & 1.91, 1.99, 2.03 (3 s, 3 MeCO), 3.93 (s,
0 o\ CH,NH;), 4.16-4.47 (m, H4', H5', H5", CH,NHCH), 5.27 (m,

</N N H3'), 5.52 (dd, J 1o = 4.8, J 3 = 5.2, H2'), 5.80 (d, HI'), 6.68 (sa,

N=\ H8), 7.21-7.29 (m, Ph, Ars;, Ars, Ars, NHCH,), 8.12 (m, Ar),

)NH 8.44 (sa, N=CHNH). RMN de "C (CDCl;, 100 MHz): & 20.2,

AcO OAc 20.4, 20.6 (3 MeCO), 43.8 (NHCH,Ph), 45.3 (CH,NH;), 63.0
35 (C5"), 69.9 (C3"), 73.5 (C2'), 78.7 (C4"), 85.7 (C1), 122.4, 122.9

(C4, Ar), 126.8-131.3 (Ph, Ar), 137.0, 138.5 (Ar), 140.0 (C8), 145.8, 147.9 (C5, Ar), 156.8
(N=CHNH), 169.1, 169.3, 169.4, 170.5 (CONH, 3 MeCO).

1.7.1.2. DOS EQUIVALENTS EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 19 uL (0.17 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 50
mg (0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) en 1.5 mL
d’CH3CN anh., sota atmosfera inert 1 a —30 °C. Després de 50 min a t.a. (consumici6 total
del nucleosid de partida) es va escalfar a reflux durant 90 min. Es va evaporar el dissolvent
a pressi6 reduida i es va obtenir una mescla complexa de productes de la descomposicio
del compost 35.
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1.7.1.3. DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CF;COOH EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 38 pL (0.35 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 100
mg (0.17 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) en 4 mL
d’CH;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 50 min a t.a. (consumicio total
del nucleosid de partida) es van addicionar 13 pL (0.17 mmol) d’CF;COOH 1 es va
escalfar a reflux durant 3 h. Es va tractar el cru de forma identica a la descrita a 1’apartat
1.1.2.8. 1 es van obtenir 69 mg (83%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benzilinosina (40).

1.7.2. 3',5'-Di-0-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (22)

Es van addicionar 38 uL (0.35 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 90
mg (0.17 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (22) en 4.5
mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 50 min a t.a. (consumicid
total del nucleosid de partida) es van addicionar 13 pL (0.17 mmol) d’CF;COOH i es va
escalfar a reflux durant 3 h. Es va tractar el cru de forma idéntica a la descrita a 1’apartat
1.1.2.8. 1 es van obtenir 44 mg (60%) de 3',5'-di-O-acetil-1-benzil-2'-desoxiinosina (47).

Compost 47 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.33. RMN de 'H

N Q N ph (CDCl;, 200 MHz): & 2.07, 2.12 (2 s, 2 MeCO), 2.58 (ddd, J o =

AcO </Nf[\> 6.0, J 3o = 14.0, J 3 = 2.6, H2"), 2.90 (ddd, J 1o» = 7.4, J 3 = 6.6,

o) H2"), 4.32-4.40 (m, H4', HS', H5"), 5.27 (s, CH,Ph), 5.41 (m, H3"),

6.33 (dd, H1"), 7.26-7.37 (m, Ph), 7.95 (s, H8), 8.05 (s, H2). RMN

ACO47 de C (CDCl;, 50 MHz): & 20.7, 20.9 (2 MeCO), 37.5 (C2'), 49.1

(CH,Ph), 63.6 (C5"), 74.3 (C3"), 82.5 (C4"), 84.5 (C1"), 125.1 (C5),

128.0, 128.2, 128.9 (Ar,, Ary, Ary), 135.8 (Ar;), 138.0 (C8), 146.8 (C4), 147.1 (C2), 156.3 (C6),
170.1, 170.3 (2 MeCO). EM (FAB): 427.0 (M+H)".

1.8. 2',3',5-TRI-O-ACETIL-1-MESILINOSINA (18)
1.8.1. Obertura amb benzilamina

Es van addicionar 33 uL (0.30 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 70
mg (0.15 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-mesilinosina (18) en 4 mL d’CH;CN anh., sota
atmosfera inert 1 a —30 °C. Després d’1 h a t.a. es va observar per CCF la desaparicid total
del nucleodsid de partida. La mescla de reaccié es va mantenir a aquesta temperatura 24 h
més sense observar-se cap més evolucid. Llavors es va evaporar el dissolvent a pressid
reduida i es va registrar 1’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se un 68% de 2',3",5'-
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tri-O-acetilinosina (7) i un 32% de la sal de benzilamoni 36 (que resulta de la protonaci6 de
la benzilamina per part del proto acid de la 5-[(benzilamino)metilen]amino-1-(2',3',5'-tri-O-
acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-(N-mesil)carboxamida).

Compost 36. Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.25. RMN de "H (CDCl;,

phAﬁHs o 400 MHz): 8 1.98, 2.07, 2.12 (3 s, 3 MeCO), 3.17 (s, SO,Me), 3.92
LoV (s, CH,NH;), 4.24-4.63 (m, H4', H5', H5", CH,NHCH), 5.34 (m,
</N NG y3y, 561 (m, H2), 5.90 (m, HIY), 6.52 (m, HS), 7.22-7.29 (m, Ph,
Ao o) N\ NHCH,), 8.88 (d, Jinu= 3.6, N=CHNH).
Ph)
AcO OAc
36

1.8.2. Intents de ciclacio
1.8.2.1. DOS EQUIVALENTS EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 33 uL (0.30 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 70
mg (0.15 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-mesilinosina (18) en 4 mL d’CH;CN anh., sota
atmosfera inert 1 a =30 °C. Després d’1 h d’agitacid a t.a. (consumicid total del nucleosid
de partida) es va escalfar a reflux durant 4 h. Es va evaporar el dissolvent a pressio reduida
1 es va obtenir una mescla complexa de productes de la descomposicid del compost 36.

1.8.2.2. DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CF;COOH EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 23 pL (0.21 mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 50
mg (0.11 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-mesilinosina (18) en 3 mL d’CH3;CN anh., sota
atmosfera inert i a —30 °C. Després d’1 h a t.a. (consumicid total del nucledsid de partida)
es van addicionar 8 pL (0.11 mmol) d’CF;COOH i es va escalfar a reflux durant 5 h.

Llavors es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va obtenir una mescla complexa
de productes de la degradaci6 del compost 36.

1.9. 2',3',5'-TRI-O-ACETIL-1-TRIFLUOROMETANSULFONILINOSINA (19)
1.9.1. Obertura amb benzilamina

Es van addicionar 16 uL (0.16 mmol) de benzilamina sobre una dissoluci6é de 40
mg (0.08 mmol) de 2'3'5'-tri-O-acetil-1-trifluorometansulfonilinosina (19) en 2 mL
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d’CH;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 5 min a t.a. es va observar per
CCF la desaparici6 total del nucleosid de partida i la formacié d’un producte més polar,
que interpretarem com la sal de benzilamoni 37 (que resulta de la protonaciéo de la
benzilamina per part del proté acid de la 5-[(benzilamino)metilen]amino-1-(2',3',5'-tri-O-
acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-(N-trifluorometansulfonil)carboxamida).
Malauradament, en evaporar el dissolvent a pressio reduida i1 en registrar 1’espectre de
RMN de 'H del cru, s’observaren productes de descomposicié de 37.

1.9.2. Ciclacio
1.9.2.1. UN EQUIVALENT EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 8 pL (0.08 mmol) de benzilamina sobre una dissoluci6 de 40 mg
(0.08 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-trifluorometansulfonilinosina (19) en 2 mL d’CH3;CN
anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 5 min a t.a. (consumicié total del
nucleosid de partida) es va escalfar a reflux durant 9 h. Després d’evaporar el dissolvent a
pressié reduida, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) va donar 13 mg (30%) de 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-benzilinosina (40), juntament amb 1.5 mg (5%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i
una mescla complexa de productes de la descomposicié del compost 37.

1.9.2.2. DOS EQUIVALENTS I UN EQUIVALENT D’CF;COOH EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 19 pL (0.17 mmol) de benzilamina sobre una dissoluci6é de 45
mg (0.09 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-trifluorometansulfonilinosina (19) en 2.5 mL
d’CH3CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 5 min a t.a. (consumici6 total
del nucleosid de partida) es van addicionar 6 pL (0.09 mmol) d’CF;COOH 1 es va escalfar
a reflux durant 3 h. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va
obtenir una mescla complexa de productes de la descomposicié del compost 37.

2. REACTIVITAT AMB BUTILAMINA

2.1. 2',3"5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)INOSINA (16)
Es van addicionar 3.97 mL d’una dissolucié 0.1 M de butilamina en CH3CN (0.40

mmol) sobre una dissolucio de 124 mg (0.20 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitro-

benzensulfonil)inosina (16) en 2.5 mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C.
Després de 10 min a aquesta temperatura (consumici6 total del nucleosid de partida) es van

232



Part experimental. Capitol 1

addicionar 15 pL (0.20 mmol) d’CF;COOH i es va escalfar a reflux durant 90 min. Es va
tractar el cru de forma ideéntica a la descrita a ’apartat 1.1.2.8. i es van obtenir 12 mg
(16%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i 36 mg (40%) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-butilinosina
(42).%

Compost 42 (oli incolor). R (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.50. RMN de

0 'H (CDCls, 300 MHz): & 0.96 (t, J = 7.3, CH;CH,), 1.40 (m, y-

(ij\l“/\ CH,), 1.77 (m, B-CH,), 2.10, 2.12, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.07 (t, J =

AcO o N~ N~ 7.3, 0-CH,), 4.30-4.48 (m, H4', H5', H5"), 5.63 (dd, J »3 = 5.5,

Jyy= 4.7, H3), 5.91 (dd, J 1 = 5.0, H2'), 6.11 (d, HI'), 7.95 (s,

AcO OAc HS), 8.02 (s, H2). RMN de “C (CDCl;, 75 MHz): & 13.4

42 (CH;CH,), 19.6 (y-CHa), 20.2, 20.3, 20.6 (3 MeCO), 31.6 (B-CH,),

46.6 (a-CH,), 62.9 (C5"), 70.3 (C3"), 73.0 (C2'), 80.0 (C4'), 86.4 (C1"), 125.3 (C5), 138.4 (C8),
147.2 (C4), 147.3 (C2), 156.2 (C6), 169.1, 169.4, 170.2 (3 MeCO).

2.2. 2'3",5'-TRI-0-ACETIL-1-2-NITROBENZENSULFONIL)INOSINA (17)

Es van addicionar 20 pL (0.21 mmol) de butilamina sobre una dissolucié de 60 mg
(0.10 mmol) de 2'3",5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) en 2.6 mL
d’CH;CN anh., sota atmosfera inert 1 a —30 °C. Després de 15 min a t.a. (consumici6 total
del nucleosid de partida) es van addicionar 8 pL (0.10 mmol) d’CF;COOH 1 es va escalfar
a reflux durant 8 h. Es va tractar el cru de forma ideéntica a la descrita a 1’apartat 1.1.2.8. 1
es van obtenir 24 mg (52%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-butilinosina (42) 1 una mescla de
productes de degradacio.

3. REACTIVITAT AMB PROPILAMINA

Es van addicionar 3.87 mL d’una dissolucié 0.1 M de propilamina en CH3CN (0.39
mmol) sobre una dissolucié de 121 mg (0.19 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitro-
benzensulfonil)inosina (16) en 2.5 mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C.
Després de 10 min a aquesta temperatura (consumici6 total del nucleosid de partida) es van
addicionar 14 uL (0.19 mmol) d’CF;COOH 1 es va escalfar a reflux durant 90 min. Es va
evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru,
observant-se un 50% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) 1 un 50% de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-
propilinosina (43).
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Compost 43. Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.50. RMN de 'H (CDCl;,

0 200 MHz): 6 0.99 (t, J = 7.2, CH5CH,), 1.79 (m, B-CH,), 2.10,

(Nfil’\l/\/ 2.12, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.05 (t, J= 7.3, a-CH,), 4.32-4.51 (m,

AcO o NN H4', HS', H5"), 5.62 (dd, J 3= 5.5, J34=4.7, H3"), 5.90 (dd, J ;o=
5.0, H2"), 6.12 (d, H1"), 7.95 (s, H8), 7.99 (s, H2).

AcO OAc
43

4. REACTIVITAT AMB ISOPROPILAMINA

Es van addicionar 3.04 mL d’una dissoluci6 0.1 M d’isopropilamina en CH3;CN
(0.30 mmol) sobre una dissolucié de 95 mg (0.15 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-di-
nitrobenzensulfonil)inosina (16) en 1.9 mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C.
Després de 30 min a aquesta temperatura (consumici6 total del nucleosid de partida) es van
addicionar 11 pL (0.15 mmol) d’CF;COOH 1 es va escalfar a reflux durant 90 min. Es va
evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va registrar ’espectre de RMN de 'H del cru,
observant-se un 78% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) 1 un 22% de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-
isopropilinosina (44).%

Compost 44. Ry (CH,CL,/MeOH 95:5): 0.50. RMN de "H (CDCls, 200

\ i )\ MHz): § 1.48 (t, J= 6.9, Me,C), 2.11, 2.13, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.30-

ACO </N fN:N 4.50 (m, H4', H5', H5"), 5.33 (hep, Me,CH), 5.65 (dd, J »y = 5.4, J yu =
0 4.9, H3'), 5.92 (dd, J 1» = 4.9, H2"), 6.08 (d, H1"), 7.91 (s, HS), 8.06 (s,

H2).
AcO OAc
44

5. REACTIVITAT AMB ETILAMINA
5.1. 2',3"'5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)INOSINA (16)

Es van addicionar 33 pL d’etilamina (0.42 mmol, 70% en H;O) sobre una
dissoluciéo de 131 mg (0.21 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)-
inosina (16) en 6.5 mL d’CH3CN anh., sota atmosfera inert 1 a —30 °C. Després de 30 min a
aquesta temperatura (consumicié total del nucledsid de partida) es van addicionar 16 pL
(0.21 mmol) d’CF;COOH i es va escalfar a reflux durant 80 min. Es va tractar el cru de
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forma identica a la descrita a 1’apartat 1.1.2.8. i es van obtenir 16 mg (20%) de 2',3",5'-tri-
O-acetilinosina (7) i 65 mg (74%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-etilinosina (45).%

Compost 45 (oli incolor). R; (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.50. RMN de 'H
\ g . (CDCL, 300 MHz): 8 1.42 (t, /= 7.2, CHiCHy), 2.11,2.13,2.15 3 s, 3
ACO (Nf':j“ MeCO), 4.14 (q, CH;CH,), 4.30-4.50 (m, H4', H5', H5"), 5.63 (dd, J 3=
0 5.5, Jyp=4.7, H3"), 5.92 (dd, J 1»= 5.0, H2"), 6.11 (d, H1'), 7.95 (s, H8),
8.06 (s, H2). RMN de *C (CDCl;, 75 MHz): & 15.2 (CH;CH,), 20.3,
ACO450AC 20.4, 20.6 (3 MeCO), 42.0 (CH;CH,), 62.9 (C5"), 70.3 (C3"), 72.9 (C2),
80.0 (C4"), 86.4 (C1"), 125.3 (C5), 138.4 (C8), 147.0 (C2), 147.0 (C4),
156.1 (C6), 169.2, 169.4, 170.2 (3 MeCO).

5.2. 2',3",5'-TRI-O-ACETIL-1-(2-NITROBENZENSULFONIL)INOSINA (17)

Es van addicionar 14 pL d’etilamina (0.17 mmol, 70% en H,O) sobre una
dissolucio de 50 mg (0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina
(17) en 2.5 mL d’CH;3CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 15 min a t.a
(consumici6o total del nucleosid de partida) es van addicionar 7 pL (0.09 mmol)
d’CF3;COOH i es va escalfar a reflux durant 4 h. Es va tractar el cru de forma idéntica a la
descrita a 1’apartat 1.1.2.8. i es van obtenir 29 mg (81%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-etil-
inosina (45).

6. REACTIVITAT AMB METILAMINA
6.1. 1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)INOSINES
6.1.1. 2',3',5'-Tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16)

Es van addicionar 48 pL de metilamina (0.38 mmol, 33% en EtOH) sobre una
dissolucié de 120 mg (0.19 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)-
inosina (16) en 6.3 mL d’CH;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 35 min a
aquesta temperatura (consumici6 total del nucleosid de partida) es van addicionar 14 pL
(0.19 mmol) d’CF;COOH 1 es va escalfar a reflux durant 70 min. Es va tractar el cru de
forma idéntica a la descrita a 1’apartat 1.1.2.8. 1 es van obtenir 17 mg (22%) de 2',3",5'-tri-
O-acetilinosina (7) 1 60 mg (77%) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-metilinosina (46).6d
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(@]
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AcO OAc
46

Compost 46 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.45. RMN de 'H
(CDCl;, 300 MHz): & 2.10, 2.13, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 3.66 (s, MeN),
4.30-4.50 (m, H4', HS', H5"), 5.62 (dd, J »3= 5.5, J 34 = 4.6, H3'), 5.91
(dd, J»= 5.1, H2"), 6.11 (d, H1"), 7.95 (s, H8), 8.08 (s, H2). RMN de
BC (CDCl;, 75 MHz): § 20.2, 20.4, 20.6 (3 MeCO), 34.1 (MeN), 62.9
(C5", 70.3 (C3"), 72.9 (C2"), 80.0 (C4"), 86.4 (C1"), 125.1 (C5), 138.4
(C8), 147.2 (C4), 147.5 (C2), 156.7 (C6), 169.1, 169.4, 170.2 (3
MeCO).

6.1.2. 3',5'-Di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (21)

Es van addicionar 24 pL de metilamina (0.19 mmol, 33% en EtOH) sobre una
dissolucio de 54 mg (0.10 mmol) de 3'.5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2,4-dinitrobenzen-
sulfonil)inosina (21) en 3.1 mL d’CH;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de
20 min a aquesta temperatura (consumicio total del nucleosid de partida) es van addicionar

7 uL (0.10 mmol) d’CF;COOH i es va deixar evolucionar la reacci6 a reflux durant 90

min. Es va tractar el cru de forma idéntica a la descrita a I’apartat 1.1.2.8. 1 es van obtenir 7
mg (22%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) 1 26 mg (77%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-
desoxi-1-metilinosina (48).

(@]
N _CH;
My
AcO N™™N
L,

AcO
48

Compost 48 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.30. RMN de
"H (CDCls, 300 MHz): & 2.12, 2.16 (2 s, 2 MeCO), 2.63 (ddd, J 1, =
6.1, J p0 = 14.2, J 33 = 2.6, H2'), 2.94 (ddd, J 5= 7.2, J 33 = 6.6,
H2"), 3.68 (s, NMe), 4.35-4.41 (m, H4', H5', H5"), 5.45 (m, H3"),
6.38 (dd, H1'"), 8.04 (sa, H2, H8). RMN de *C (CDCl;, 75 MHz): §
20.7, 20.9 (2 MeCO), 34.2 (NMe), 37.6 (C2"), 63.7 (C5'), 74.4 (C3",
82.6 (C4'), 84.6 (C1'), 125.3 (C5), 137.9 (C8), 147.2 (C4), 1473
(C2), 156.9 (C6), 170.2, 170.4 (2 MeCO). EM (FAB): 351.1
(M+H)".

6.2. 1-(2-NITROBENZENSULFONIL)INOSINES

6.2.1. 2',3',5'-Tri-0O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17)

Es van addicionar 24 pL de metilamina (0.20 mmol, 33% en EtOH) sobre una

dissolucio de 57 mg (0.10 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil )inosina
(17) en 3 mL d’CH3CN anh., sota atmosfera inert 1 a =30 °C. Després de 20 min a t.a.
(consumicio total del nucleosid de partida) es van addicionar 7 pL (0.10 mmol)
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d’CF;COOH 1 es va escalfar a reflux durant 4 h. Es va tractar el cru de forma idéntica a la
descrita a I’apartat 1.1.2.8. i es van obtenir 34 mg (85%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-metil-
inosina (46)

6.2.2. 3',5'-Di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (22)

Es van addicionar 24 pL. de metilamina (0.19 mmol, 33% en EtOH) sobre una
dissolucié de 50 mg (0.10 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)-
inosina (22) en 2.9 mL d’CH3CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 20 min a
t.a. (consumicio total del nucleosid de partida) es van addicionar 7 pL (0.10 mmol)
d’CF3COOH 1 es va deixar evolucionar la reaccid a reflux durant 3 h. Passat aquest temps
es va tractar el cru de forma identica a la descrita a ’apartat 1.1.2.8. 1 es van obtenir 28 mg
(85%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-metilinosina (48).

III. ANALISI PER RMN
DE LA REACTIVITAT D’INOSINES N'-ACTIVADES

1. TRIFLUOROMETANSULFONIL VERSUS NITRO

Es van addicionar 59 pL d’una dissolucié 0.9 M de benzilamina en CDCls (0.05
mmol) sobre una dissolucié de 28 mg (0.05 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-trifluoro-
metansulfonilinosina (19) i 23 mg (0.05 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-nitroinosina (27)
en 651 pL de CDCI; refredada a —40 °C. Als 7 min es va adquirir I’espectre de RMN de 'H
a t.a., observant-se un 25% de I’intermedi obert resultant de 1’atac de la benzilamina sobre
el C2 del compost 19 (37), un 25% de 19, un 23% de I’intermedi obert resultant de I’atac
de la benzilamina sobre el C2 del compost 27 1 un 27% de 27. A les 3 h hi havia un 30% de
37, un 20% de 19, un 10% de 2'3'5'-tri-O-acetil-1-benzilinosina (40), un 25% de
I’intermedi derivat de 27 i un 25% de 27. Després de 24 h tot I’intermedi obert derivat de
27 s’havia convertit en 40, romanent invariables tant 19 com 27 i 37.

2. NITRO VERSUS 2,4-DINITROBENZENSULFONIL
Es van addicionar 57 pL d’una dissolucié 0.9 M de benzilamina en CDCl; (0.05
mmol) sobre una dissolucié de 22 mg (0.05 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-nitroinosina

(27) 1 32 mg (0.05 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16)
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en 643 uL de CDCI; refredada a —40 °C. Als 5 min es va adquirir I’espectre de RMN de
'H, observant-se un 13% de ’intermedi obert resultant de I’atac de la benzilamina sobre el
C2 del compost 27, un 37% de 27 i un 50% de 16. Als 60 min hi havia un 12% de
I’intermedi derivat de 27, un 4% del producte de la ciclacié d’aquest ultim (40), un 33% de
27 i un 50% de 16. Després de 5 h s’observava un 14% de 27, un 7% del seu intermedi
derivat, un 30% de 40, un 13% de I’intermedi obert resultant de 1’atac de la benzilamina
sobre el C2 del compost 16 (34), un 5% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i un 30% de 16. A
partir d’aquest moment no es va detectar cap més canvi.

3. 2,4-DINITROBENZENSULFONIL VERSUS 4-NITROBENZEN-
SULFONIL

Es van addicionar 55 pL d’una dissolucié 0.9 M de benzilamina en CDCl; (0.05
mmol) sobre una dissolucié de 31 mg (0.05 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitro-
benzensulfonil)inosina (16) i 29 mg (0.05 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(4-nitrobenzen-
sulfonil)inosina (15) en 645 puL de CDClI; refredada a —40 °C. Als 40 min es va adquirir
I’espectre de RMN de 'H a t.a., observant-se un 19% de I’intermedi obert resultant de
I’atac de la benzilamina sobre el C2 del compost 16 (34), un 26% de 16, un 8% de
I’intermedi obert resultant de 1’atac de la benzilamina sobre el C2 del compost 15 (33), un
39% de 15 1 un 8% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7). A les 5 h hi havia un 26% de 34, un
18% de 16, un 18% de 33, un 26% de 15 1 un 12% de 7. Després de 24 h s’observava un
31% de 34, un 11% de 16, un 24% de 33, un 18% de 15 1 un 16% de 7. A partir d’aquest
moment no es va detectar cap més canvi.

4. 4-NITROBENZENSULFONIL VERSUS PENTAFLUOROBENZEN-
SULFONIL

Es van addicionar 46 pL d’una dissolucié 0.9 M de benzilamina en CDCl; (0.04
mmol) sobre una dissoluci6 de 24 mg (0.04 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(4-nitro-
benzensulfonil)inosina (15) i 26 mg (0.04 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-pentafluoro-
benzensulfonilinosina (14) en 654 uL de CDCIl; refredada a —40 °C. Als 60 min es va
adquirir I’espectre de RMN de 'H a t.a., observant-se un 10% de I’intermedi obert resultant
de I’atac de la benzilamina sobre el C2 del compost 15 (33), un 38% de 15, un 13% de
I’intermedi obert resultant de 1’atac de la benzilamina sobre el C2 del compost 14 (32), un
26% de 14 i un 13% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7). Després de 5 h s’observava un 23%
de 33, un 22% de 15, un 29% de 32 i un 25% de 7. A partir d’aquest moment el sistema va
romandre invariable.
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5. 4-NITROBENZENSULFONIL VERSUS 2-NITROBENZENSULFONIL

Es van addicionar 57 pL d’una dissolucié 0.9 M de benzilamina en CDCl; (0.05
mmol) sobre una dissolucié de 30 mg (0.05 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(4-nitro-
benzensulfonil)inosina (15) i 30 mg (0.05 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzen-
sulfonil)inosina (17) en 643 puL de CDCl; refredada a —40 °C. Als 20 min es va adquirir
I’espectre de RMN de 'H a t.a., observant-se un 7% de I’intermedi obert resultant de ’atac
de la benzilamina sobre el C2 del compost 15 (33), un 4% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7),
un 38% de 15, un 46% de 17 1 un 3% de I’intermedi obert resultant de I’atac de la
benzilamina sobre el C2 del compost 17 (35). A les 2 h hi havia un 17% de 15, un 11% de
7, un 22% de 33, un 9% de 35 i un 40% de 17. Després de 44 h s’observava un 24% de 33,
un 15% de 7, un 10% de 15, un 12% de 35 1 un 38% de 17. A partir d’aquest moment el
sistema va romandre invariable.

6. 2-NITROBENZENSULFONIL VERSUS MESIL

Es van addicionar 66 pL d’una dissolucié 0.9 M de benzilamina en CDCl; (0.06
mmol) sobre una dissoluci6 de 34 mg (0.06 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitro-
benzensulfonil)inosina (17) i 28 mg (0.06 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-mesilinosina (18)
en 634 pL de CDCl; refredada a —40 °C. A les 3 h es va registrar I’espectre de RMN de 'H,
observant-se un 10% de I’intermedi obert resultant de 1’atac de la benzilamina sobre el C2
del compost 17 (35), un 40% de 17, un 5% de I’intermedi obert resultant de 1’atac de la
benzilamina sobre el C2 del compost 18 (36), un 15% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) 1 un
30% de 18. Després de 7 h hi havia un 13% de 35, un 36% de 17, un 9% de 36, un 19% de
7 iun 21% de 18. A partir d’aquest moment no es va observar cap més canvi.

7. MESIL VERSUS TOSIL

Es van addicionar 66 pL d’una dissolucié 0.9 M de benzilamina en CDCl; (0.06
mmol) sobre una dissolucié de 28 mg (0.06 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-mesilinosina
(18) 1 32 mg (0.06 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) en 634 uL de CDCl;
refredada a —40 °C. Als 60 min es va adquirir espectre de RMN de 'H a t.a., observant-se
un 6% de I’intermedi obert resultant de I’atac de la benzilamina sobre el C2 del compost 18
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(36), un 28% de 18, un 5% de I’intermedi obert resultant de I’atac de la benzilamina sobre
el C2 del compost 9 (26), un 46% de 9 i un 15% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7). Ales 3 h
hi havia un 11% de 36, un 17% de 18, un 6% de 26, un 29% de 9 i un 37% de 7. Després
de 26 h s’observava un 15% de 36, un 1% de 18, un 8% de 26, un 15% de 9 i un 61% de 7.
A partir d’aquest moment el sistema va romandre invariable.

8. TOSIL VERSUS 2,4,6-TRIMETILBENZENSULFONIL

Es van addicionar 53 pL d’una dissolucié 0.9 M de benzilamina en CDCl; (0.05
mmol) sobre una dissolucioé de 26 mg (0.05 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9)
127 mg (0.05 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-(2,4,6-trimetilbenzensulfonil)inosina (12) en
647 uL de CDCl; refredada a —40 °C. Als 90 min es va registrar I’espectre de RMN de 'H a
t.a., observant-se un 2% de 1’intermedi obert resultant de I’atac de la benzilamina sobre el
C2 del compost 9 (26), un 0.05% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), un 47% de 9, un 1% de
I’intermedi obert resultant de 1’atac de la benzilamina sobre el C2 del compost 12 (31) 1 un
48% de 12. A les 7 h hi havia un 9% de 26, un 2% de 7, un 38% de 9, un 6% de 31 i un
44% de 12. Després de 26 h s’observava un 15% de 26, un 4% de 7, un 31% de 9, un 13%
de 31 iun 37% de 12. A partir d’aquest moment no es va detectar cap més canvi.

9. 2,4,6-TRIMETILBENZENSULFONIL VERSUS 2,4-DINITROFENIL

Es van addicionar 58 pL d’una dissolucié 0.9 M de benzilamina en CDCl; (0.05
mmol) sobre una dissolucié de 30 mg (0.05 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4,6-tri-
metilbenzensulfonil)inosina (12) i 29 mg (0.05 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-di-
nitrofenil)inosina (39) en 642 uL de CDCl; refredada a —40 °C. Als 60 min es va adquirir
I’espectre de RMN de 'H a t.a., observant-se un 15% de I’intermedi obert resultant de
I’atac de la benzilamina sobre el C2 del compost 12 (31), un 34% de 12 1 un 50% de 39. A
les 7 h hi havia un 27% de 31, un 23% de 12 i un 50% de 39. Després de 20 h s’observava
un 40% de 31, un 10% de 12 i un 50% de 39. A partir d’aquest moment el sistema va
romandre invariable.
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seguit d’evaporacié del dissolvent i reflux d’CH;CN
2.3. Ciclaci6 de I’intermedi aillat 50
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3.1. Ciclacio en medi basic
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5. 2',3',5'-Tri-0-acetil-1-(4-nitrobenzensulfonil)inosina (15)

5.1. Obertura amb amoniac

5.2. Ciclacié en el mateix medi de reaccid
5.2.1. Un equivalent de NH4Cl, KOH i Et;N en CH3CN-H,O a t.a.
seguit de reflux
5.2.2. Experiment amb "°N

6. 1-(2-Nitrobenzensulfonil)inosines
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6.1. 2'3".5"-Tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17)

6.1.1. Obertura amb amoniac

6.1.1.1.
6.1.1.2.

6.1.1.3.

6.1.1.4.

6.1.1.5.

6.1.1.6.

Un equivalent de NH4Cl, KOH i1 Et;N en CH;CN-H,0 a t.a.
Un equivalent de NH,Cl, KOH i Et;N en dioxa-CH;CN-H,0O
ata.

Un equivalent de NH,4CI, KOH i Et;N en CH;CN-H,0 a t.a.
Dos equivalents de >NH,Cl i KOH en CH;CN-H,O a t.a.
Reacci6 a —20 °C. Un equivalent de NH4Cl i dos de DIPEA

en CH;CN-MeOH

Un equivalent de NH,4Cl i dos de DIPEA en CH;CN-H,0 a t.a.

6.1.2. Ciclacid en el mateix medi de reaccio

6.1.2.1.

6.1.2.2.

6.1.2.3.

6.1.2.4.

6.1.2.5.

6.1.2.6.

Un equivalent de NH,4CI, KOH i Et;N en CH;CN-H,0 a t.a.
seguit de reflux

Un equivalent de ISNH4C1, KOH 1 Et;N en CH;CN-H,O a t.a.
seguit d’addicié d’un equivalent d’CF;COOH 1 reflux

Un equivalent de *"NH,Cl i dos de DIPEA en CH;CN-H,0 a t.a.
seguit de reflux

Dos equivalents de 15NH4C1 1 KOH en CH;CN-H,O a t.a.
seguit de reflux

Un equivalent de ISNH4C1, K,COs 1 Et;N en DMSO a t.a.

1 seguidament escalfant a 80 °C

Un equivalent de *"NH,CI, K,COs i Et;N en CH;CN-H,O a t.a.

seguit d’evaporacio del dissolvent i reflux d’CH;CN
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REACTIVITAT D’1-SULFONILINOSINES AMB AMONIAC

1. PROCEDIMENT GENERAL PER A L’ETAPA D’OBERTURA AMB
AMONIAC

Es dissolen 1.16 mmol de NH4Cl i 1.05 mmol de KOH en 5.8 mL d’H,O i en
13.8 mL d’CH;CN; seguidament s’addicionen seqiiencialment 1.05 mmol de Et;N i
1 mmol del nucledsid de partida dissolt en 3.6 mL d’CH;CN. La dissolucié resultant es
manté en agitacio vigorosa a t.a. en un bal6 amb séptum segellat fins a la consumicié total
del nucleosid de partida.

2. 2',3',5'-TRI-O-ACETIL-1-TOSILINOSINA (9)
2.1. OBERTURA AMB AMONIAC
2.1.1. Un equivalent de NH4Cl, KOH i Et;N en CH3CN-H,O a t.a.

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9, 100 mg, 0.18 mmol)
amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.
(NH4CI, 11.3 mg, 0.21 mmol; KOH, 12.6 mg, 0.19 mmol; Et;N, 27 uL, 0.19 mmol;
CH;CN, 3.13 mL; H,0O, 1.04 mL). Després de 22 h a t.a. es va evaporar el dissolvent a
pressi6 reduida i es va registrar I'espectre de RMN de 'H del cru, observant-se
aproximadament un 20% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i un 80% de 5-(aminometilen)-
amino-1-(2',3",5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-(N-tosil)carboxamida (49). La
purificacio6 del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH,
gradient de 99:1 a 95:5) va donar 13 mg (18%) del compost 7 1 77 mg (75%) del compost
49.

Compost 49 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.47. RMN

o QP de 'H (CDCls, 400 MHz): § 2.09, 2.10 (2 s, 3 MeCO), 2.40 (s,

</N | H/ Q ArCHz), 422 (dd, J 45 = 4.0, J 55 = 12.0, H5"), 4.31 (m, H4"),
437 (dd, J 4= 3.2, H5"), 5.61 (dd, J 3= 5.2, J 34 = 5.6, H3"),
5.69 (dd, J 1o = 4.4, H2'), 5.83 (d, H1"), 6.49 (sa, HS), 7.29 (d,
AcO OAc Jom= 8.0, Hy), 7.91 (d, H,), 8.75 (sa, N=CHNH,). RMN de “C
(CDCl;, 100 MHz): 6 20.3, 20.4, 20.6 (3 MeCO), 21.4 (Ar-
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CHs), 62.6 (C5"), 69.8 (C3"), 73.1 (C2"), 78.7 (C4"), 86.3 (C1"), 117.7 (C4), 127.6-129.6 (At,, Arp,
Ar,), 130.5 (Ar;), 136.7 (C8), 144.1 (C5), 158.0 (N=CHNH,), 160.5 (CONH), 169.2, 169.6, 170.3
(3 MeCO).

2.1.2. Un equivalent de "NH,4Cl, KOH i Et;N en CH;CN-H,O a t.a.

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9, 100 mg, 0.18 mmol)
amb "NH; es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.
(ISNH4C1, 11.5 mg, 0.21 mmol; KOH, 12.6 mg, 0.19 mmol; Et;N, 27 uL, 0.19 mmol;
CH;CN, 3.13 mL; H,O, 1.04 mL). Després de 22 h a t.a. es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida i1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5). Es van aillar 13 mg (18%) de 2',3",5'-tri-O-
acetilinosina (7) i 77 mg (75%) de ['’NH,]-5-(aminometilen)amino-1-(2',3",5'"-tri-O-acetil-
B-D-ribofuranosil)imidazole-4-(N-tosil)carboxamida (50).

Compost 50 (escuma). RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): & 2.08,

o Qf 2.09 (2's, 3 MeCO), 2.37 (s, ArCH3), 422 (dd, J 45= 4.0, J 55 =

</N | ﬁ/ Q 12.0, H5"), 4.30-4.41 (m, H4', H5"), 5.60 (m, H3"), 5.69 (m, H2"),

AcO o N7 N= . 5.82 (d, J 1= 4.0, H1"), 6.38 (sa, HS), 7.26 (d, J on = 8.0, Hy,),
NH; 7.90 (d, H,), 8.71 (sa, N=CH'"°NH,). RMN de "*C (CDCl;, 100

AcO OAc MHz): & 20.3, 20.4, 20.6 (3 MeCO), 21.4 (ArCH3), 62.8 (C5"),

50 70.2 (C3"), 73.2 (C2'), 78.8 (C4'), 86.4 (C1"), 118.6 (C4), 127.6,

129.6 (Ar,, Ary, Ary), 130.4 (Ar), 139.2 (C8), 146.9 (C5), 158.2 (d, J cx = 19.8, N=CH'*NH,),
161.8 (CONH), 169.2, 169.7, 170.3 (3 MeCO).

2.2. CICLACIO EN EL MATEIX MEDI DE REACCIO
2.2.1. Un equivalent de 15NH4C1, KOH i Et;N en CH3CN-H;O a t.a. seguit de reflux

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9, 50 mg, 0.09 mmol)
amb "NH; es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.
(ISNH4C1, 5.8 mg, 0.11 mmol; KOH, 6.3 mg, 0.10 mmol; Et;N, 13 pL, 0.10 mmol;
CH;CN, 1.57 mL; H,O, 523 uL). Després de 22 h a t.a. es va escalfar a reflux durant 40 h
més. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a
95:5). Es van aillar 13 mg (35%) d’una mescla de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i [1-"°N]-
2'.3" 5'-tri-O-acetilinosina (28) en proporcio6 1:1 (determinat per EM (FAB+)) i una mescla
de productes de la hidrolisi del compost 50.
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2.2.2. Un equivalent de 15NH4Cl, K,CO; i Et;N en CH3CN-H;O seguit d’evaporacio
del dissolvent i reflux d’CH;CN

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9, 50 mg, 0.09 mmol)
amb '"NH; es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a ’apartat 1.,
emprant K,CO; enlloc de KOH (15NH4C1, 5.8 mg, 0.11 mmol; K,CO;3, 13.2 mg, 0.10
mmol; Et;N, 13 pL, 0.10 mmol; CH;CN, 1.56 mL; H,O, 521 uL). Després de 40 h a t.a. es
va evaporar el dissolvent a pressio reduida i el residu obtingut es va dissoldre en 2.7 mL
d’CH;CN anh.; la dissolucid resultant es va escalfar a reflux durant 3 dies sota atmosfera
inert. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a
95:5), obtenint-se 21 mg (60%) d’una mescla de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i de [1-"°N]-
2'.3"5'-tri-O-acetilinosina (28) en proporcid 35:65, respectivament (determinat per EM
(FAB+)).

2.3. CICLACIO DE L’INTERMEDI AILLAT 50
2.3.1. En CH;CN a reflux

Es va escalfar a reflux una dissolucié de 39.0 mg (0.07 mmol) de ['"NH,]-5-
(aminometilen)amino-1-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-(N-tosil)-
carboxamida (50) en 2 mL d’CH;CN anh., sota atmosfera inert i durant 24 h. Després
d’evaporar el dissolvent a pressié reduida, la purificacidé del cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5) va donar 26.0
mg (68%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) i 7.0 mg (26%) d’una mescla de 2',3',5'-
tri-O-acetilinosina (7) i [1-"’NJ-2',3',5"-tri-O-acetilinosina (28) en proporcié 1:3,
respectivament (determinat per EM (FAB+)).

2.3.2. Amb un equivalent de Et3;N en CH3CN a reflux

Es van addicionar 11 pL (0.08 mmol) de Et;N sobre una dissolucio de 44.0 mg
(0.08 mmol) del compost 50 en 2.3 mL d’CH;CN anh. Després de 36 h a reflux sota
atmosfera inert es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i1 es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a
95:5). Es van aillar 20.9 mg (48%) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-tosilinosina (9) 1 6.0 mg (20%)
d’una mescla de 2',3",5'"-tri-O-acetilinosina (7) i [1-'°N]-2",3',5'-tri-O-acetilinosina (28) en

proporcio6 1:3, respectivament (determinat per EM (FAB+)).
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2.3.3. Amb CF;COOH catalitic en CH;5CN a reflux

Es van addicionar 35 pL d’una dissolucié 0.1 M d’CF;COOH en CH;CN anh. (3.5
umol d’CF;COOH) sobre una dissolucio de 40.0 mg (0.07 mmol) del compost 50 en 2.1
mL d’CH3;CN anh. Després de 2 h a reflux sota atmosfera inert es va evaporar el dissolvent
a pressio reduida 1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5). Es van aillar 36.0 mg (92%) de 2',3",5'-tri-
O-acetil-1-tosilinosina (9) i 2.2 mg (8%) de [1-'"N]-2',3',5'-tri-O-acetilinosina (28).

3. 2'3' 5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4,6-TRIMETILBENZENSULFONIL)-
INOSINA (12)

3.1. CICLACIO EN MEDI BASIC

Es van addicionar 25 pLL d’NHj3 aq. al 32% (0.41 mmol) sobre una dissolucié de
108 mg (0.19 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4,6-trimetilbenzensulfonil )inosina (12) en
1.2 mL d’CH;3CN. Després de 14 h d’agitacio a t.a. es va observar per CCF la desaparicio
total del nucledsid de partida. Llavors es va escalfar a reflux durant 7 h. Després
d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va obtenir una mescla complexa de productes
de degradacio.

3.2. CICLACIO EN CATALISI ACIDA

Es van addicionar 24 pul. d’NH; aq. al 32% (0.39 mmol) sobre una dissolucio de
103 mg (0.18 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4,6-trimetilbenzensulfonil)inosina (12) en
1.2 mL d’CH;CN. Després de 14 h d’agitacié a t.a. (consumicio total del nucleosid de
partida) es van addicionar 16 puL (0.21 mmol) d’CF;COOH 1 es va escalfar a reflux durant
7 h. Es va evaporar el dissolvent a pressié reduida, es va purificar el cru per cromatografia
en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) i es van
obtenir 7 mg (10%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i una mescla complexa de productes
de degradacio.
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4. 2',3',5'-TRI-O-ACETIL-1-PENTAFLUOROBENZENSULFONILINOSINA
(14)

4.1. OBERTURA AMB AMONIAC

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-pentafluorobenzensulfonilinosina (14,
84 mg, 0.13 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a I’apartat 1. (NH4Cl, 8.3 mg, 0.16 mmol; KOH, 9.3 mg, 0.14 mmol; Et;N, 20 uL,
0.14 mmol; CH;CN, 2.3 mL; H,O, 770 pL). Després de 5 h a t.a. es va evaporar el
dissolvent a pressi6 reduida i es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se
aproximadament un 45% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i un 55 % de 5-(aminometilen)-
amino-1-(2',3',5'-tri-O-acetil-p-D-ribofuranosil)imidazole-4-(N-pentafluorobenzensulfonil))-
carboxamida (52). La purificacid del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5) va donar una mescla formada pel compost
7 i pel compost 52 en proporcid 1:1.

4.2. CICLACIO EN EL MATEIX MEDI DE REACCIO
4.2.1. Un equivalent de NH4Cl, KOH i Et;N en CH3CN-H;O a t.a. seguit de reflux

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-pentafluorobenzensulfonilinosina (14,
84 mg, 0.13 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a I’apartat 1. (NH4Cl, 8.3 mg, 0.16 mmol; KOH, 9.3 mg, 0.14 mmol; Et;N, 20 pL,
0.14 mmol; CH;CN, 2.3 mL; H,O, 770 uL). Després de 5 h a t.a. (consumicié total del
nucleosid de partida) es va escalfar a reflux durant 10 h. Després d’evaporar el dissolvent a
pressio reduida, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) va donar 31 mg (58%) de 2',3',5'-tri-O-
acetilinosina (7) 1 una mescla de productes de la hidrolisi del compost 52.

4.2.2. Experiment amb BN

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-pentafluorobenzensulfonilinosina (14,
130 mg, 0.21 mmol) amb '"NHj; es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a ’apartat 1. (ISNH4C1, 13.2 mg, 0.24 mmol; KOH, 14.4 mg, 0.22 mmol; Et;N, 30
pL, 0.22 mmol; CH;CN, 3.57 mL; H,O, 1.19 mL). Després de 5 h a t.a. (consumicio total
del nucledsid de partida) es va escalfar a reflux durant 10 h. Després d’evaporar el
dissolvent a pressié reduida, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) va donar 46 mg (56%) d’una
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mescla de 2'3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i [1-"’N]-2',3",5"-tri-O-acetilinosina (28) en
proporcid 4:1, respectivament (determinat per EM (FAB+)), i una mescla de productes
d’hidrolisi.

5. 2,3",5'-TRI-O-ACETIL-1-(4-NITROBENZENSULFONIL)INOSINA (15)
5.1. OBERTURA AMB AMONIAC

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(4-nitrobenzensulfonil)inosina (15,
110 mg, 0.19 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a I’apartat 1. (NH4Cl, 11.7 mg, 0.22 mmol; KOH, 13.1 mg, 0.20 mmol; Et;N, 28
uL, 0.20 mmol; CH3CN, 3.3 mL; H,O, 1.1 mL). Després de 7 h a t.a. es va evaporar el
dissolvent a pressi6 reduida i es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se
aproximadament un 40% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i un 60 % de 5-(aminometilen)-
amino-1-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil )imidazole-4-[ N-(4-nitrobenzensulfonil ) ]-
carboxamida (53). La purificacio del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5) va donar 28 mg (38%) del compost 7 1 57
mg (50%) del compost 53.

Compost 53 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.44.

o)
\ Q N)\S// RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & 1.98, 1.99,2.02 (3 s, 3
AcO </N | H NG MeCO), 4.12-4.30 (m, H4', H5', H5"), 5.38 (m, H3'), 5.58 (m,
C —
o) NjNHz > H2"), 5.82 (m, HI'"), 7.05 (sa, NH,), 8.01-8.10 (m, Ar), 8.71
(sa, N=CHNH,).
AcO OAc
53

5.2. CICLACIO EN EL MATEIX MEDI DE REACCIO
5.2.1. Un equivalent de NH4Cl, KOH i Et;N en CH3CN-H,O a t.a. seguit de reflux

L’etapa d’obertura de la 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(4-nitrobenzensulfonil)inosina (15,
100 mg, 0.17 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a I’apartat 1. (NH4Cl, 10.6 mg, 0.20 mmol; KOH, 11.9 mg, 0.18 mmol; Et;N, 25
uL, 0.18 mmol; CH3CN, 3 mL; H,O, 1 mL). Després de 7 h a t.a. (consumicio total del
nucleosid de partida) es va escalfar a reflux durant 2 h. Es va evaporar el dissolvent a
pressiod reduida, es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) 1 es van obtenir 39 mg (57%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7).
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5.2.2. Experiment amb BN

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(4-nitrobenzensulfonil)inosina (15,
110 mg, 0.19 mmol) amb '"NHj; es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a ’apartat 1. (ISNH4C1, 12.0 mg, 0.22 mmol; KOH, 13.1 mg, 0.20 mmol; Et;N, 28
pL, 0.20 mmol; CH;CN, 3.3 mL; H,O, 1.1 mL). Després de 7 h a t.a. (consumicid total del
nucleosid de partida) es va escalfar a reflux durant 2 h. Després d’evaporar el dissolvent a
pressio reduida, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va donar 43 mg (57%) d’una mescla de 2',3',5'-tri-O-acetil-
inosina (7) i [1-"’N]-2',3",5"-tri-O-acetilinosina (28) en proporcié 2:1, respectivament
(determinat per EM (FAB+)).

6. 1-(2-NITROBENZENSULFONIL)INOSINES

6.1. 2',3'5'-TRI-O-ACETIL-1-2-NITROBENZENSULFONIL)INOSINA (17)
6.1.1. Obertura amb amoniac

6.1.1.1. UNEQUIVALENT DE NH4Cl, KOH 1 Et;N EN CH3CN-H,O A T.A.

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17,
170 mg, 0.29 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a I’apartat 1. (NH4CI, 18.2 mg, 0.34 mmol; KOH, 20.3 mg, 0.31 mmol; Et;N, 43
pL, 0.31 mmol; CH3CN, 5.03 mL; H,O, 1.68 mL). Després de 13 h a t.a. es va evaporar el
dissolvent a pressi6 reduida i es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se
un 12% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i un 88% de 5-(aminometilen)amino-1-(2',3',5'-tri-
O-acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-(2-nitrobenzensulfonil)Jcarboxamida (54). La
purificaci6 del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH,
gradient de 99:1 a 95:5) va donar 13.9 mg (12%) del compost 7 1 136 mg (78%) del
compost 54.

6.1.1.2. UNEQUIVALENT DE NH4Cl, KOH 1 Et;N EN DIOXA-CH5CN-H,O A T.A.

Es van dissoldre 4.3 mg (0.08 mmol) de NH4Cl i1 4.8 mg (0.07 mmol) de KOH en
346 uL d’H,0O 1 1.73 mL d’CH;CN; seguidament es van addicionar seqiiencialment 10 uL
(0.07 mmol) de Et:N i 40 mg (0.07 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzen-
sulfonil)inosina (17) dissolts en 1.38 mL d’1,4-dioxa. La dissoluci6é resultant es va
mantenir en agitacio a t.a. en un baldo amb septum segellat durant 13 h. Llavors es va
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evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va registrar ’espectre de RMN de 'H del cru,
observant-se un 10% de 2'.3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i un 90% de I’intermedi obert
resultant de 1’atac a C2 (54).

6.1.1.3. UN EQUIVALENT DE 15NH4C1, KOH 1 Et3N EN CH5CN-H,0 A T.A.

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17,
160 mg, 0.28 mmol) amb '"NH; es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a I’apartat 1. (15NH4C1, 17.4 mg, 0.32 mmol; KOH, 19.1 mg, 0.29 mmol; Et;N, 40
uL, 0.29 mmol; CH3;CN, 4.73 mL; H,O, 1.58 mL). Després de 13 h a t.a. es va evaporar el
dissolvent a pressid reduida i1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5). Es van aillar 13.0 mg (12%)
de 2',3',5"-tri-O-acetilinosina (7) i 129 mg (78%) de [°NH,]-5-(aminometilen)amino-1-
(2',3",5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-(2-nitrobenzensulfonil) Jcarboxamida
(55).

Compost 55 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.40. RMN de
i hY 'H (CDCl;, 400 MHz): & 2.09, 2.10 (2 s, 3 MeCO), 4.21 (dd,

© J s =44, J g5 =12.0, H5"), 4.33 (m, H4'), 4.38 (dd, J 45 = 3.6,
o Nj,’f,Hz H5"), 5.46 (sa, NHSO,), 5.67 (m, H3'), 5.76 (m, H2"), 5.80 (d,
J 12 =3.6, H1"), 5.96 (d, J nu = 86.4, °'NH,), 7.39 (s, H8), 7.73-
7.82 (m, 3 Hy,), 8.39 (m, 1 Hy,), 8.81 (sa, N=CH"°NH,). RMN de
BC (CDCLs, 100 MHz): § 20.4, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 62.6 (C5"),
69.9 (C3'), 73.3 (C2"), 78.8 (C4"), 87.1 (C1'), 118.0 (C4), 124.9 (Ar), 131.5, 132.4, 132.7 (Ar),
134.4 (C8), 147.0 (C5), 148.1 (Ar), 157.8 (d, J cx = 18.3, N=CH"’NH,), 160.4 (CONH), 169.3,
169.8, 170.5 (3 MeCO). EM (FAB): 598.2 (M+H)".

AcO OAc
55

6.1.1.4. DOS EQUIVALENTS DE 15NH4C1 1 KOH EN CH3CN-H,0O A T.A.

Es van dissoldre 9.4 mg (0.17 mmol) de "NH,Cl i 11.4 mg (0.17 mmol) de KOH
en 481 pL d’CH3CN 1 493 pL d’H,0. Seguidament es van addicionar 50 mg (0.09 mmol)
de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil )inosina (17) dissolts en 1 mL d’CH;CN. La
dissolucid resultant es va mantenir en agitacio a t.a. en un balé amb septum segellat durant
17 h. Llavors es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a
95:5). Es van aillar 4.1 mg (12%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 29.3 mg (57%) de
I’intermedi obert resultant de ’atac al C2 (55) 1 4.9 mg (10%) de I’intermedi obert resultant
de la hidrolisi del compost 55 (57).
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oo Compost 57 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.44. RMN de
0 Ny NO; 1y (CDCl;, 400 MHz): 6 2.10, 2.13, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.15-

</N | N” 4.50 (m, H4', H5', H5"), 5.24 (m, H3"), 5.37 (m, H2"), 5.62 (m,
AcO o V" NH, H1'), 7.19 (s, H8), 7.75-7.83 (m, 3 Hya), 8.47 (m, 1 Hy). EM
(FAB): 570.3 (M+H)".
AcO OAc
57

6.1.1.5. REACCIO A —20 °C. UN EQUIVALENT DE NH4C11D0Os DE DIPEA EN CH;CN-MeOH

Es van addicionar 32 pL (0.18 mmol) de DIPEA sobre una dissolucié formada per
5.3 mg (0.10 mmol) de NH4Cl, 500 uL. d’CH3CN anh. i 1 mL de MeOH anh. Seguidament
es va refredar la mescla de reacciéo a —20 °C i es van addicionar 50 mg (0.09 mmol) de
2'.3",5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) dissolts en 1 mL d’CH;CN. La
dissolucio resultant es va mantenir a aquesta temperatura en un balé6 amb septum segellat
durant 60 h. Llavors es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va purificar el cru
per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a
95:5). Es van aillar 2 mg (6%) de 2',3",5'-tri-O-acetilinosina (7) i 39 mg (74%) de 5-
(metoximetilen)amino-1-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-(2-nitro-
benzensulfonil)]carboxamida (58).

Compost 58 (oli incolor). Ry (CH,Cl/MeOH 90:10): 0.40.

\ o /\\// NO. RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): 6 2.08, 2.09, 2.16 3 s, 3
A < | H MeCO), 3.88 (s, OMe), 4.33-4.35 (m, H4', HS', H5"), 5.35
c 0 N NﬁOMe (m, H3"), 5.58 (m, H2"), 5.89 (d, J 1» = 4.0, H1"), 7.60 (s, HY),
7.78-7.80 (m, 3 Hy,), 8.42 (m, 1 Hy,), 8.81 (s, N=CHOMe).
AcO OAc
58

6.1.1.6. UNEQUIVALENT DE NH4C11D0S DE DIPEA EN CH3CN-H,O A T.A.

Sobre una dissoluci6 formada per 4.4 mg (0.08 mmol) de NH4Cl, 500 uL d’CH3CN
1 100 uL d’H,O es van addicionar seqiiencialment 29 uL (0.17 mmol) de DIPEA 1 42 mg
(0.07 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) dissolts en 500
pL d’CH3CN. La dissolucid resultant es va mantenir en agitacié a t.a. en un balé amb
seéptum segellat durant 20 h. Llavors es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va
registrar I’espectre de RMN de 'H, observant-se un 15% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i
un 85% de I’intermedi obert resultant de 1’atac al C2 (54).
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6.1.2. Ciclacio en el mateix medi de reaccio

6.1.2.1. UN EQUIVALENT DE “NH,Cl, KOH 1 Et;N EN CH;CN-H,O A T.A. SEGUIT DE
REFLUX

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil )inosina (17, 50
mg, 0.09 mmol) amb "NHj es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a
I’apartat 1. ("NH4Cl, 5.4 mg, 0.10 mmol; KOH, 6.0 mg, 0.09 mmol; E:N, 13 pL, 0.09
mmol; CH3CN, 1.49 mL; H,O, 495 pL). Després de 13 h a t.a. (consumicid total del
nucleosid de partida) es va escalfar a reflux durant 5 h. Seguidament es va evaporar el
dissolvent a pressid reduida i1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5). Es van obtenir 8§ mg (24%)
d’una mescla de [1-"°N]-2',3",5"-tri-O-acetilinosina (28) i 2',3',5"-tri-O-acetilinosina (7) en
proporcio 1:1 (determinat per EM (FAB+)), 1 20 mg (40%) de I’intermedi hidrolitzat 57.

6.1.2.2. UN EQUIVALENT DE 15NH4C1, KOH 1 Et;N EN CH3CN-H,O A T.A. SEGUIT
D’ADDICIO D’UN EQUIVALENT D’CF3;COOH 1 REFLUX

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17,
101 mg, 0.17 mmol) amb ""NHj es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a ’apartat 1. (15NH4C1, 11 mg, 0.20 mmol; KOH, 12 mg, 0.18 mmol; Et;N, 25 pL,
0.18 mmol; CH;CN, 3 mL; H,O, 1 mL). Després de 13 h a t.a. (consumicio total del
nucleosid de partida) es van addicionar 13 pL (0.17 mmol) d’CF;COOH 1 es va escalfar a
reflux durant 40 min. Llavors es va evaporar el dissolvent a pressido reduida 1 es va
purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH,
gradient de 98:2 a 95:5). Es van obtenir 16 mg (24%) d’una mescla formada per 2',3",5'-tri-
O-acetilinosina (7) i [1-""N]-2',3',5"-tri-O-acetilinosina (28) en proporcié 1:1 i 51 mg (51%)
del compost resultant de la hidrolisi de 55 (57).

6.1.2.3. UN EQUIVALENT DE 15NH4C1 1 DOS DE DIPEA EN CH3CN-H,O A T.A. SEGUIT DE
REFLUX

Sobre una dissolucié formada per 4.4 mg (0.08 mmol) de '"NH,CI, 500 pL
d’CH3CN 1 100 pLL d’H,O es van addicionar seqiiencialment 29 uL (0.17 mmol) de DIPEA
1 40 mg (0.07 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) dissolts
en 500 pL d’CH3CN. La dissolucio resultant es va mantenir en agitacio a t.a. en un balo
amb septum segellat durant 22 h. Seguidament es va escalfar a reflux 48 h més. Després
d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va registrar 1’espectre de RMN de 'H,
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observant-se un 20% de 2'3'5'-tri-O-acetilinosina (7), un 60% de I’intermedi obert
resultant de I’atac al C2 (55) i un 10% del producte resultant de la hidrolisi de 55 (57).

6.1.2.4. DOS EQUIVALENTS DE 15NH4C1 1 KOH EN CH3CN-H,0 A T.A. SEGUIT DE REFLUX

Es van dissoldre 13.5 mg (0.25 mmol) de "NH,Cl i 16.4 mg (0.25 mmol) de KOH
en 300 uL d’CH3CN 1 360 pL d’H»O. Seguidament es van addicionar 72 mg (0.12 mmol)
de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) dissolts en 763 uL d’CH;3;CN.
La mescla de reaccid es va mantenir en agitacid a t.a. en un baldo amb septum segellat
durant 17 h. Seguidament es va escalfar a reflux durant 4 dies. Després d’evaporar el
dissolvent a pressio reduida, la purificacio del cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) va donar 20 mg (41%) d’una
mescla formada per 2',3',5'"-tri-O-acetilinosina (7) i [1-'°N]-2',3',5"-tri-O-acetilinosina (28)
en proporci6 1:3, respectivament (determinat per EM (FAB+)), i 24 mg (30%) del compost
resultant de la hidrolisi de 55 (57).

6.1.2.5. UN EQUIVALENT DE 15NH4C1, K,CO3 1 EtsN EN DMSO A T.A. I SEGUIDAMENT
ESCALFANT A 80 °C

Es van dissoldre 8 mg (0.15 mmol) de "NH,Cl i 22 mg (0.16 mmol) de K»COs en
500 pL de DMSO anh. Seguidament es van addicionar seqiiencialment 24 pL (0.18 mmol)
de EtsN 1 85 mg (0.15 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil )inosina (17)
dissolts en 1.2 mL de DMSO anh. La mescla de reaccid es va mantenir en agitacio a t.a. en
un bal6 amb seéptum segellat durant 14 h. Seguidament es va escalfar a 80 °C 9 h més.
Després d’evaporar el dissolvent a pressid reduida, la purificacié del cru per cromatografia
en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) va donar 12
mg (20%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) 1 52 mg (59%) de I’intermedi obert resultant de
I’atac del ""NHj sobre el C2 (55).

6.1.2.6. UN EQUIVALENT DE "NH4Cl, K,CO; 1 EN EN CH;CN-H,O A T.A. SEGUIT
D’EVAPORACIO DEL DISSOLVENT I REFLUX D’CH3CN

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17, 50
mg, 0.09 mmol) amb '"NH; es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a
I’apartat 1., emprant K,CO; enlloc de KOH (ISNH4C1, 5.4 mg, 0.1 mmol; K,COs, 12.5 mg,
0.09 mmol; Et;N, 13 uL, 0.09 mmol; CH;CN, 1.5 mL; H,O, 500 pL). Després de 13 h a
t.a. es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i el residu obtingut es va dissoldre en 2
mL d’CH;CN anh. La dissolucié resultant es va escalfar a reflux durant 60 h sota
atmosfera inert. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressi6 reduida i es va purificar
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el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de
99:1 a 95:5), obtenint-se 21 mg (62%) d’una mescla de 2',3",5'-tri-O-acetilinosina (7) i de
[1-"°N]-2',3",5"-tri-O-acetilinosina (28) en proporcid 1:2.4, respectivament (determinat per
EM (FAB+)), 1 3.5 mg (7%) del compost resultant de la hidrolisi de 55 (57).

6.1.3. Ciclacio de I’intermedi aillat 55
6.1.3.1. EN CH3;CN A REFLUX

Es va escalfar a reflux durant 24 h una dissolucié de 23.0 mg (0.04 mmol) de
['°NH,]-5-(aminometilen)amino-1-(2',3',5"-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-
(2-nitrobenzensulfonil)]carboxamida (55) en 1.1 mL d’CH3;CN anh. Seguidament es va
evaporar el dissolvent a pressiéo reduida i es va purificar el cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5), obtenint-se 3.4
mg (15%) de I’intermedi obert hidrolitzat 57, 4.3 mg (19%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-
nitrobenzensulfonil)inosina (17) i 9.5 mg (63%) de [1-'°N]-2",3',5'-tri-O-acetilinosina (28).

6.1.3.2. AMB UN EQUIVALENT DE Et;N EN CH;3CN A REFLUX

Es van addicionar 45 puL d’una dissolucié 0.9 M de Et;N en CH3CN anh. (0.04
mmol de Et;N) sobre una dissolucié de 24.0 mg (0.04 mmol) de I’intermedi obert 55 en 1.2
mL d’CH3;CN anh. Després de 36 h a reflux es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i
es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl1/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5). Es van aillar 1.5 mg (6%) de ’intermedi obert
hidrolitzat 57, 3.0 mg (13%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) i
12.7 mg (80%) d’una mescla de 2',3',5-tri-O-acetilinosina (7) i [1-'"N]-2',3',5"-tri-O-
acetilinosina (28) en proporcio 1:3, respectivament (determinat per EM (FAB+)).

6.1.3.3. AMB CF;COOH cCATALITIC EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 24 pL d’una dissolucié 0.1 M d’CF;COOH en CH;CN anh. (2.4
umol d’CF;COOH) sobre una dissolucié de 29.0 mg (0.05 mmol) de I’intermedi obert 55
en 1.4 mL d’CH3CN anh. Després de 30 min a reflux es va evaporar el dissolvent a pressio
reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl1/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5), obtenint-se 19.0 mg (68%) de 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) i 6.0 mg (32%) de [1-"°N]-2',3",5"-tri-O-acetil-
inosina (28).
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6.1.3.4. AMB UN EQUIVALENT DE Cs,CO3 EN CH3CN A REFLUX

Es va escalfar a reflux durant 29 h una mescla formada per 25.0 mg (0.04 mmol) de
I’intermedi obert 55, 13.6 mg (0.04 mmol) de Cs,CO;3 i 1.2 mL d’CH3CN anh. Després
d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va obtenir una mescla complexa de productes
de dificil identificacio.

6.1.3.5. AMB UN EQUIVALENT DE ‘BuOK EN CH3;CN A REFLUX

Es va escalfar a reflux durant 37 h una mescla formada per 25.0 mg (0.04 mmol) de
’intermedi obert 55, 4.7 mg (0.04 mmol) de ‘BuOK i 1.2 mL d’CH;CN anh. Després
d’evaporar el dissolvent a pressié reduida, la purificacidé del cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5) va donar 3.0 mg
(12%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) i 10.1 mg (61%) d’una
mescla de 2'3',5-tri-O-acetilinosina (7) i [1-"’NJ-2',3',5"-tri-O-acetilinosina (28) en
proporcid 1:3, respectivament (determinat per EM (FAB+)).

6.1.3.6. AMB UN EQUIVALENT DE DBU EN CH3CN A REFLUX

Es van addicionar 10 puL (0.07 mmol) de DBU sobre una dissolucié de 40 mg (0.07
mmol) de I'intermedi obert 55 en 2 mL d’CH3;CN anh. Després de 17 h a reflux es va
evaporar el dissolvent a pressio reduida. Seguidament es va dissoldre el cru en 500 pL de
piridina anh. i es va tractar amb 16 pL (0.17 mmol) d’anhidrid acetic. Després de 3 h
d’agitacid a t.a. es va evaporar el dissolvent a pressio reduida, es va coevaporar amb tolue 1
es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl,/MeOH 95:5, 5% d’CH3;COOH). Es van obtenir 20.6 mg (78%) de [1-'°N]-2',3',5'-
tri-O-acetilinosina (28).

6.2. 2'3'5-TRI-O-terc-BUTILDIMETILSILIL-1-(2-NITROBENZENSULFONIL)-
INOSINA (20)

6.2.1. Obertura en CH;CN-H,O

L’etapa d’obertura de la 2'3'5'-tri-O-terc-butildimetilsilil-1-(2-nitrobenzen-
sulfonil)inosina (20, 140 mg, 0.17 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el
procediment general descrit a 1’apartat 1. (NH4CI, 10.9 mg, 0.20 mmol; KOH, 12.2 mg,
0.18 mmol; Et;N, 26 pL, 0.18 mmol; CH3CN, 3 mL; H,O, 1 mL). Després de 22 h a t.a. es
va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va registrar 1’espectre de RMN de 'H del
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cru, observant-se un 22% de 2',3',5'-tri-O-terc-butildimetilsilil-1-(2-nitrobenzensulfonil)-
inosina (20), un 54% de 2'3'.5'-tri-O-terc-butildimetilsililinosina (8) i un 24% de
I’intermedi obert resultant de 1’atac al C2 (5-(aminometilen)amino-1-(2',3",5'-tri-O-terc-
butildimetilsilil-B-D-ribofuranosil )imidazole-4-[ N-(2-nitrobenzensulfonil ) |carboxamida,
59).

6.2.2. Obertura en CH;CN-H,O-DMF

Es van dissoldre 3.9 mg (0.07 mmol) de NH4Cl i 4.3 mg (0.07 mmol) de KOH en
358 uL d’H,0 1 875 puL d’CH;3CN; seguidament es van addicionar seqiiencialment 9 uL
(0.07 mmol) de Et;N i 41 mg (0.06 mmol) de 2'3',5'-tri-O-terc-butildimetilsilil-1-(2-
nitrobenzensulfonil)inosina (20) dissolts en 200 pL. d’CH3;CN 1 1.6 mL de DMF. La
dissolucid resultant es va mantenir en agitacid a t.a. durant 29 h. Passat aquest temps es va
evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va registrar 1’espectre de RMN de 'H del cru,
observant-se una mescla de 2',3',5'-tri-O-ferc-butildimetilsililinosina (8) i de I’intermedi 59
en proporcio 2:1, respectivament.

6.3. 3',5'-DI-O-ACETIL-2'-DESOXI-1-(2-NITROBENZENSULFONIL)INOSINA
(22)

6.3.1. Obertura amb amoniac
6.3.1.1. UNEQUIVALENT DE NH4Cl, KOH 1 Et;N EN CH3CN-H,0 A T.A.

L’etapa d’obertura de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil )inosina
(22, 150 mg, 0.29 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment
general descrit a 1’apartat 1. (NH4Cl, 17.9 mg, 0.33 mmol; KOH, 19.9 mg, 0.30 mmol;
EtsN, 42 uL, 0.30 mmol; CH3CN, 4.9 mL; H,O, 1.6 mL). Després de 15 h a t.a. es va
evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va registrar ’espectre de RMN de 'H del cru,
observant-se un 5% de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) i un 95% de 5-(aminometilen)-
amino-1-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil)imidazole-4-[ N-(2-nitrobenzen-
sulfonil)]carboxamida. La purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre gel
de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5) va donar 5 mg (5%) del compost 2 i1 124
mg (80%) de 5-(aminometilen)amino-1-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-f-D-ribofuranosil)-
imidazole-4-[ N-(2-nitrobenzensulfonil) Jcarboxamida.
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6.3.1.2. UN EQUIVALENT DE °NH4Cl, KOH 1 Et;N EN CH;CN-H,0 A T.A.

L’etapa d’obertura de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina
(22, 150 mg, 0.29 mmol) amb '"NH; es va dur a terme de forma idéntica a la descrita a
I’apartat 1. (ISNH4C1, 18.2 mg, 0.33 mmol; KOH, 19.9 mg, 0.30 mmol; Et;N, 42 uL, 0.30
mmol; CH3;CN, 4.9 mL; H,O, 1.6 mL; t.a., 15 h). La purificacio del cru per cromatografia
en columna va donar 5 mg (5%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) i 124 mg (80%)
de ['"NH,]-5-(aminometilen)amino-1-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil)-
imidazole-4-[ N-(2-nitrobenzensulfonil)]Jcarboxamida (63).

Compost 63 (escuma). R¢ (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.39.

o L No, RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): § 2.10, 2.11 (2 s, 2 MeCO),

</N ‘ H/ © 2.47 (ddd, J 12 = 6.2, J 3. = 14.0, J 33 = 3.0, H2'), 2.54 (ddd,

AcO o N NEw J 1= 7.6, J py = 6.6, H2"), 4.22-4.38 (m, H4', H5', H5"),
N, 5.31 (m, H3'), 5.76 (d, J nu = 89.6, N=CH'"*NH,), 6.10 (dd,

AcO H1'), 7.48 (s, H8), 7.71-7.81 (m, 3 Hy,), 8.38 (m, 1 Ha,), 8.66

63 (sa, H2). RMN de *C (CDCl;, 100 MHz): & 20.8, 20.9 (2

MeCO), 37.9 (C2), 63.7 (C5'), 74.3 (C3'), 82.2 (C4'), 84.0 (CI'), 117.6 (C4), 124.8 (Ar), 130.3
(Ar), 132.4, 132.7 (Ar), 134.3 (C8), 147.2 (C5), 148.1 (Ar), 157.6 (d, J cx = 18.3, N=CH'"*NH,),
160.5 (CONH), 170.3, 170.5 (2 MeCO). EM (FAB): 540.1 (M+H)'".

6.3.2. Ciclacio de I’intermedi aillat 63 amb un equivalent de DBU a reflux d’CH3;CN

Es van addicionar 46 uL (0.31 mmol) de DBU sobre una dissolucié de 165 mg
(0.31 mmol) de I’intermedi obert 63 en 9 mL d’CH;CN anh. Després de 24 h a reflux sota
atmosfera inert es va evaporar el dissolvent a pressi6 reduida. La purificacio del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a
95:5, 5% d’CH3;COOH) va donar 76 mg (74%) de [1-°NJ]-3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-

inosina (64).'"

Compost 64 (solid blanc). RMN de 'H (CDCls, 300 MHz): & 2.13,

\ % . 2.18 (2's, 2 MeCO), 2.68 (ddd, J 1o = 6.0, J o= 14.2, J y5.= 2.7,

4 f:“” H2'), 2.92 (ddd, J 1= 7.8, J 3= 6.3, H2"), 4.36-4.45 (m, H4', H5',

ACO— NN H5"), 5.46 (m, H3'), 6.44 (dd, H1'), 8.06 (s, H8), 8.18 (d, J = 7.5,

H2), 12.70 (d, J = 87.6, °"NH). RMN de *C (CDCl;, 75 MHz): &

AC064 20.7, 20.9 (2 MeCO), 37.8 (C2"), 63.6 (C5"), 74.3 (C3'), 82.7 (C4"),

84.7 (C1", 125.0 (d, Jox= 5.1, C5), 138.3 (C8), 145.3 (d, Jon= 6.2,

C2), 148.6 (C4), 158.9 (d, J cn = 8.0, C6), 170.3, 170.4 (2 MeCO). RMN de *N (CDCls, 30 MHz):
8 —173.7 (d, J = 88). EM (FAB): 338.1 (M+H)".
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6.4. 3',5'-BIS-O-terc-BUTILDIMETILSILIL-2'-DESOXI-1-(2-NITROBENZEN-
SULFONIL)INOSINA (23)

6.4.1. Obertura en CH;CN-H,O-DMF

Es van dissoldre 3.8 mg (0.07 mmol) de NH4Cl 1 4.3 mg (0.07 mmol) de KOH en
352 uL d’H,0 1 555 pL. d’CH;CN; seguidament es van addicionar seqiiencialment 9 pL
(0.07 mmol) de Et;N i 41 mg (0.06 mmol) de 3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi-1-
(2-nitrobenzensulfonil)inosina (23) dissolts en 4 mL de DMF. La dissoluci6 resultant es va
mantenir en agitacid a t.a. durant 24 h. Passat aquest temps es va evaporar el dissolvent a
pressi6 reduida i es va registrar 1’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se un 34% de
3',5"-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiinosina (3), un 50% de 5-(aminometilen)amino-1-
(3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi-f-D-ribofuranosil )imidazole-4-[ N-(2-nitro-
benzensulfonil)]carboxamida (60) i un 16% de nucleosid de partida (23).

6.4.2. Obertura en 1,4-dioxa-H,0

Es van dissoldre 3.7 mg (0.07 mmol) de NH4Cl 1 4.2 mg (0.06 mmol) de KOH en
171 uL d’1,4-dioxa i 150 uL d’H,O; seguidament es van addicionar seqliencialment 9 uL.
(0.06 mmol) de Et;N i 40 mg (0.06 mmol) de 3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi-1-
(2-nitrobenzensulfonil)inosina (23) dissolts en 1.1 mL d’1,4-dioxa. La dissolucio6 resultant
es va mantenir en agitacio a t.a. en un balé amb septum segellat durant 40 h. Passat aquest
temps es va evaporar el dissolvent a pressid reduida i es va registrar I’espectre de RMN de
'H del cru, observant-se un 25% de 3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiinosina (3) i
un 75% de I’intermedi obert resultant de I’atac al C2 (60).

6.5. 2'-DESOXI-1-(2-NITROBENZENSULFONIL)-3',5'-0-(1,1,3,3-TETRAISO-
PROPILDISILOXAN-1,3-DIiL)INOSINA (24)

Es van dissoldre 3.6 mg (0.07 mmol) de NH4Cl i 4.1 mg (0.06 mmol) de KOH en
500 pL. d’CH3CN i 319 uL d’H,0O; seguidament es van addicionar seqiiencialment 9 pL
(0.06 mmol) de Et;N i 40 mg (0.06 mmol) de 2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)-3',5'-O-
(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)inosina (24) dissolts en 1.1 mL d’CH;CN. La
dissolucio resultant es va mantenir en agitacio a t.a. en un balé amb septum segellat durant
27 h. Passat aquest temps es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va registrar
I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se un 37% de 2'-desoxi-3',5'-0-(1,1,3,3-tetra-
isopropildisiloxan-1,3-diil)inosina (4), un 34% de 5-(aminometilen)amino-1-[2'-desoxi-
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3',5'-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)-B-D-ribofuranosilJimidazole-4-[ N-(2-
nitrobenzensulfonil)]carboxamida (61) i un 30% de nucleodsid de partida (24).

6.6. 2'-DESOXI-3',5'-O-(DI-terc-BUTILSILANDIIL)-1-(2-NITROBENZEN-
SULFONIL)INOSINA (25)

Es van dissoldre 9.1 mg (0.17 mmol) de NH4Cl i 10.2 mg (0.15 mmol) de KOH en
2.5 mL d’CH3CN 1 500 puL d’H,O; seguidament es van addicionar seqiiencialment 21 pL
(0.15 mmol) de Et;N 1 85 mg (0.15 mmol) de 2'-desoxi-3',5'-O-(di-terc-butilsilandiil )-1-(2-
nitrobenzensulfonil)inosina (25) dissolts en 2 mL d’1,4-dioxa. La dissoluci6 resultant es va
mantenir en agitacio a t.a. en un baldé amb septum segellat durant 48 h. Passat aquest temps
es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va registrar I’espectre de RMN de 'H del
cru, observant-se un 35% de 2'-desoxi-3',5'-O-(di-ferc-butilsilandiil)inosina (5), un 60% de
5-(aminometilen)amino-1-[2'-desoxi-3',5'-O-(di-terc-butilsilandiil )-B-D-ribofuranosil ]-
imidazole-4-[ N-(2-nitrobenzensulfonil)]Jcarboxamida (62) i un 5% de nucleosid de partida
(25).

7. 2,3',5'-TRI-O-ACETIL-1-MESILINOSINA (18)
7.1. INTENT D’OBERTURA AMB AMONIAC

L’etapa d’obertura de la 2'3',5'-tri-O-acetil-1-mesilinosina (18, 100 mg, 0.21
mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a
I’apartat 1. (NH4Cl, 13.1 mg, 0.25 mmol; KOH, 14.7 mg, 0.22 mmol; Et;N, 31 uL, 0.22
mmol; CH3;CN, 3.6 mL; H,O, 1.2 mL). Després de 13 h a t.a. es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH 95:5). Es van obtenir 71 mg (84%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7).

7.2. EXPERIMENT AMB "N

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-mesilinosina (18, 50 mg, 0.11 mmol)
amb '"NHj es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.
("NH4CI, 6.7 mg, 0.12 mmol; KOH, 7.3 mg, 0.11 mmol; Et;N, 15 pL, 0.11 mmol;
CH;CN, 1.8 mL; H,O, 606 pL). Després de 13 h a t.a. es va evaporar el dissolvent a
pressid reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Clo/MeOH 95:5). Es van obtenir 35 mg (83%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7).
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8. 2,3",5'-TRI-O-ACETIL-1-TRIFLUOROMETANSULFONILINOSINA (19)
8.1. INTENT D’OBERTURA AMB AMONIAC

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-trifluorometansulfonilinosina (19, 45
mg, 0.09 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a I’apartat 1. (NH4Cl, 5.3 mg, 0.10 mmol; KOH, 5.9 mg, 0.09 mmol; Et;N, 12 uL,
0.09 mmol; CH3CN, 1.47 mL; H,O, 490 uL). Després de 2 h a t.a. es va evaporar el
dissolvent a pressio reduida i1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5). Es van obtenir 15 mg (45%)
de 2'3'5'-tri-O-acetilinosina (7) 1 una mescla complexa de productes de dificil
identificacio.

8.2. EXPERIMENT AMB >N

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-trifluorometansulfonilinosina (19, 45
mg, 0.09 mmol) amb "NHj es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a
I’apartat 1. ("NH4Cl, 5.4 mg, 0.10 mmol; KOH, 5.9 mg, 0.09 mmol; E:N, 12 pL, 0.09
mmol; CH3CN, 1.47 mL; H,0, 490 uL). Després de 2 h a t.a. es va escalfar a reflux durant
4 h. Llavors es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a
95:5). Es van aillar 14 mg (40%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) 1 una mescla complexa
de productes de dificil identificacio.
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I. PREPARACIO DELS NUCLEOSIDS PRECURSORS

1. [1-"*N]-2',3',5'-Tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (80)
. [6-*0]-2",3",5'-Tri-O-acetilinosina (83)

. [6-*0]-2",3",5'-Tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (84)
. 2',3",5'-Tri-0-acetil-1-benziladenosina (73)

. 2',3',5'-Tri-O-acetil-N°-benziladenosina (75)

II. REACTIVITAT DE LES
1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)INOSINES

1. Reactivitat amb amoniac

1.1. 2'.3",5'-Tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16)
1.1.1. Estudis inicials d’atac de I’amoniac
1.1.1.1. Un equivalent de NH4Cl, KOH i Et;N en CH;CN-H,0 a t.a.
1.1.1.2. Un equivalent de "NH,Cl, KOH i Et;N en CH;CN-H,O a t.a.
1.1.1.3. Un equivalent de NH,Cl, K,COs i Et;N en DMSO a t.a. i
seguidament escalfant a 80 °C
1.1.1.4. Un equivalent de NH,Cl i K,CO; en DMSO a t.a. i
seguidament escalfant a 80 °C en DMSO-H,0
1.1.1.5. Un equivalent de ""NH,Cl i KOH en CH;CN-H,0 a t.a.
seguit de reflux
1.1.1.6. Un equivalent de NH4Cl i dos de DABCO en CH;CN a t.a.
1.1.2. Condicions optimitzades
1.1.2.1. Un equivalent de NH4Cl, KOH i Et;N en CH;CN-H,0 a t.a.
seguit de reflux
1.1.2.2. Un equivalent de ""NH,CI, KOH i Et;N en CH;CN-H,O0 a t.a.

seguit de reflux
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1.2. 3'5'-Di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (21)
1.2.1. Amb amoniac

1.2.2. Amb amoniac marcat

2. Reactivitat de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina
(16) amb benzilamina

2.1. En absencia d’aigua
2.1.1. Amb Et;N
2.1.1.1. Un equivalent de benzilamina i Et;N en CH;CN a -30 °C
seguit de 90 min a reflux
2.1.1.2. Un equivalent de benzilamina i Et;N en CH;CN a —30 °C
seguit de 48 h a reflux
2.1.2. Amb K,COs3
2.1.2.1. Un equivalent de benzilamina i K,CO; en CH3;CN a —-30 °C
2.1.2.2. Un equivalent de benzilamina i K,CO; en CH;CN a -30 °C
seguit de reflux
2.1.3. Sense base
2.2. En preséncia d’aigua
2.2.1. En ambdues etapes: obertura i ciclacio
2.2.1.1. Un equivalent de benzilamina i Et;N en CH;CN-H,O a t.a.
2.2.1.2. Un equivalent de benzilamina i Et;N en CH;CN-H,0 a t.a.
seguit de reflux
2.2.2. En I’etapa de ciclacid
2.2.2.1. Amb K,CO;
2.2.2.2. Sense base en CH;CN-H,0 20:1
2.2.2.3. Sense base en CH;CN-H,0 3:1

3. Reactivitat de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)-
inosina (16) amb altres amines

3.1. Hidrazina
3.2. Hidroxilamina
3.3. Metilamina
3.4. Etilamina
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3.5. Butilamina 285
3.6. Isopropilamina 286
3.7. terc-Butilamina 286

4. Variacio dels desplacaments quimics dels espectres de RMN
de '"H i ®C d’1-alquiladenosines en funcié del pH 287

III. ESTUDIS MECANISTICS DE LA TRANSPOSICIO

1. [1-15N]-2',3',5'-Tri-O-acetil-l-(2,4-dinitr0benzensulfonil)inosina

(80) amb amoniac 289
2. [6-180]-2',3',5'-Tri-O-acetil-l-(2,4-dinitr0benzensulfonil)inosina

(84) amb benzilamina 290

3. Transposicio de 73 a 75 291
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I. PREPARACIO DELS NUCLEOSIDS PRECURSORS

1. [1-'°N]-2',3",5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)-
INOSINA (80)

Una dissolucié de 115 mg (0.29 mmol) de [1-"°N]-2',3",5"-tri-O-acetilinosina (28) en
8 mL de CH,Cl; anh. es va tractar amb 61 pL (0.35 mmol) de DIPEA 1 93 mg (0.35 mmol)
de clorur de 2,4-dinitrobenzensulfonil d’acord amb el procediment descrit a I’apartat 3.2.1.
del capitol 1. Després de 2 h de reaccio a t.a., la purificacio del cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 173 mg (95%) de [1-"°N]-
2'3",5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (80).

Compost 80 (escuma). RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): &

o O 0 NO, 2.10, 2.14, 2.16 (3 s, 3 MeCO), 4.36-4.49 (m, H4', H5',

AR 5/3\@ H5"), 5.54 (dd, J 23 = 5.6, J 34 = 4.5, H3"), 5.75 (dd, J 1o =

AcO o N NO, 5.4, H2'),6.16 (d, H1"), 7.98 (s, H8), 8.63 (d, Jxu= 6.4, H2),
8.66 (d, J3s = 2.1, Ars), 8.70 (dd, J 5 = 8.8, Ars), 8.98 (d,

AcO OAc Arg). RMN de C (CDCl;, 100 MHz): § 20.3, 20.5, 20.7 (3

80 MeCO), 62.8 (C5"), 70.4 (C3'), 73.6 (C2'), 80.7 (C4"), 86.5

(C1"), 120.3 (Ar), 124.4 (d, J ox= 9.2, C5), 126.8 (Ar), 134.8 (d, Jon = 4.6, Ary), 138.9 (Ar), 139.2
(C8), 143.8 (d, Jon= 3.8, C2), 147.0 (Ar), 148.7 (C4), 151.2 (Ar), 153.5 (d, J cx = 3.8, C6), 169.2,
169.5, 170.2 (3 MeCO). RMN de N (CDCl;, 30 MHz): & —168.1 (d, J xu = 6). HRMS (FAB)
calculat per a C5,H, Ns°NO,4S (M+H)" 626.0807, trobat 626.0809.

2. [6-*0]-2",3",5'-TRI-O-ACETILINOSINA (83)

En una bal6 purgat amb arg6 es van tractar 50 mg (2.17 mmol) de Na amb 150 uL
(7.5 mmol) de H,'*0. Una vegada dissolt tot el solid es van addicionar via canula 135 mg
(0.29 mmol) de 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (82) dissolts
en 4 mL d’CH3CN anh. La mescla de reaccid es va escalfar a reflux durant 2 h.
Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va coevaporar amb tolue.
El cru de reaccio es va dissoldre sota atmosfera inert en 4 mL de piridina anh. i es va
tractar a 0 °C amb 500 uL (5.29 mmol) d’anhidrid acetic. Després de 17 h d’agitacié a t.a.
es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va coevaporar amb tolue. La purificacio
del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va
donar 58 mg (50%) de [6-'°0]-2',3',5"-tri-O-acetilinosina (83).
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Compost 83 (solid blanc). RMN de '"H (CDCl3, 400 MHz): ¢ 2.09,

“o 2.13,2.14 (3 s, 3 MeCO), 4.35-4.47 (m, H4', H5', H5"), 5.60 (dd, J 3 =

(NﬁﬂH 5.6, J 3» = 4.8, H3"), 5.87 (dd, J 1 = 5.2, H2'), 6.16 (d, H1"), 8.01 (s,

AcO o N"N7 HS), 8.31 (s, H2), 13.12 (sa, NH). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): &

20.3, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 63.0 (C5"), 70.5 (C3"), 73.3 (C2'), 80.3 (C4",

AcO OAc 86.4 (C1"), 125.4 (C5), 138.5 (C8), 145.7 (C2), 148.7 (C4), 158.9 (C6),

83 169.3, 169.5, 170.3 (3 MeCO). HRMS (FAB) calculat per a
C16H1oN4O,'0 (M+H)" 397.1245, trobat 397.1257.

3.  [6-*0]-2',3",5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)-
INOSINA (84)

Una dissolucié de 51 mg (0.13 mmol) de [6-'°0]-2',3",5"-tri-O-acetilinosina (83) en
3.5 mL de CH,Cl, anh. es va tractar amb 27 pL (0.15 mmol) de DIPEA i 41 mg (0.15
mmol) de clorur de 2,4-dinitrobenzensulfonil d’acord amb el procediment descrit a
I’apartat 3.2.1. del capitol 1. Després de 2 h de reaccid, la purificacié del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 77 mg
(95%) de [6-'°0]-2',3',5"-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (84).

®_. 5 0 NO Compost 84 (escuma). RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): §
0O \// 2 ' '
N ng/s 2.10, 2.14, 2.16 (3 s, 3 MeCO), 4.35-4.49 (m, H4', H5',
AcO </N \N/) NO, H5"), 5.54 (dd, J 3= 5.6, J 34 = 4.5, H3"), 5.75 (dd, J 1 =
o) 5.4, H2'), 6.16 (d, H1"), 7.98 (s, H8), 8.62 (s, H2), 8.66 (d,
J35 = 21, Ar3), 8.70 (dd, J56 = 88, AI'5), 8.97 (d, AI'G).

AcO OAc 13
84 RMN de "*C (CDCl;, 100 MHz): & 20.3, 20.5, 20.7 (3
MeCO), 62.8 (C5"), 70.4 (C3"), 73.6 (C2"), 80.7 (C4"), 86.5
(C1"), 120.4 (Ar), 124.4 (C5), 126.9 (Ar), 134.7 (Ar), 138.7 (Ar), 139.2 (C8), 143.8 (C2), 146.9

(Ar), 148.6 (C4), 151.2 (Ar), 153.5 (C6), 169.2, 169.5, 170.2 (3 MeCO). HRMS (FAB) calculat
per a Cp,Hy NeOy5'*0S (M+H)™ 627.0879, trobat 627.0873.

4. 2',3',5'-TRI-O-ACETIL-1-BENZILADENOSINA (73)

Es van addicionar 113 pL (0.96 mmol) de bromur de benzil sobre una dissolucio de
130 mg (0.33 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetiladenosina (66) en 2.6 mL de DMF anh. i es va
deixar evolucionar la reaccio a 45 °C 1 sota atmosfera inert durant 69 h. Seguidament es
van addicionar 37 puL (0.33 mmol) de EtsN, es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i
es va coevaporar amb tolue. La purificacié del cru per cromatografia en columna flash
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sobre gel de silice desactivat amb Et;N (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) va donar
151 mg (95%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benziladenosina (73).

NH Compost 73 (oli incolor). R¢ (CH,Clp/MeOH 90:10): 0.28. RMN de

yﬁNAPh "H (CDCl;, 400 MHz): § 2.09, 2.12 (2 s, 3 MeCO), 4.30-4.43 (m,

AcO <N | N/) H4', H5', H5"), 5.26 (s, CH,Ph), 5.61 (dd, J,3= 5.5, J 34 = 4.8, H3"),

0 5.86 (dd, J » = 5.0, H2"), 6.00 (d, H1"), 7.30-7.36 (m, Ph), 7.73 (s,

AcD OAG H8), 7.74 (s, H2). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 20.4, 20.5,

73 20.7 (3 MeCO), 49.9 (CH,Ph), 63.0 (C5"), 70.4 (C3"), 73.2 (C2",

80.1 (C4"), 86.5 (C1"), 124.4 (C5), 127.8, 128.0, 128.9 (Ar,, Ary,

Ary), 136.0 (Ar;), 136.9 (C8), 141.3 (C4), 147.7 (C2), 154.5 (C6), 169.3, 169.5, 170.3 (3 MeCO).

HRMS (FAB) calculat per a C,3HpNsO; (M+H)+ 484.1832, trobat 484.1833. [a]p = —19.5 (¢ =
0.80, CHCL).

5. 2',3',5-TRI-O-ACETIL-N°-BENZILADENOSINA (75)

Es van addicionar seqiiencialment 102 pL (0.74 mmol) de Et;N 1 54 uL (0.49
mmol) de benzilamina sobre una dissolucié de 101 mg (0.25 mmol) de 6-cloro-9-(2',3',5'-
tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (74) en 1.6 mL de DMF anh. i es va deixar
evolucionar la reacci6 a t.a. 1 sota atmosfera inert durant 3 dies. Passat aquest temps es va
evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va coevaporar amb tolue. El cru de reaccio es
va dissoldre sota atmosfera inert en 2.2 mL de piridina anh. i es va tractar a 0 °C amb
570 pL (6.03 mmol) d’anhidrid acetic. Després de 2 h d’agitaci6 a t.a. es va evaporar el
dissolvent a pressid reduida i es va coevaporar amb tolu¢. La purificacid del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (hexa/AcOEt 25:75 seguit de
CH,Cl/MeOH 99:1) va donar 76 mg (64%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-benziladenosina
(75).”°

HN" " Ph Compost 75 (oli incolor). R¢ (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.67. RMN de
Ny "H (CDCl;, 400 MHz): § 2.08, 2.12, 2.14 (3 s, 3 MeCO), 4.35-4.47
7
ACO <N | N/) (m, H4', HS', H5"), 4.87 (sa, NHCH,Ph), 5.68 (dd, Jy3 = 5.6, J 34 =
o 4.4, H3"), 5.93 (dd, J 1o = 5.2, H2'), 6.13 (sa, NHCH,Ph), 6.18 (d,
H1'"), 7.26-7.40 (m, Ph), 7.89 (s, H8), 8.42 (s, H2). RMN de “C
AcO OAc

(CDCl;, 100 MHz): & 20.4, 20.5, 20.8, (3 MeCO), 44.5 (CH,Ph),
63.1 (C5"), 70.7 (C3"), 73.2 (C2"), 80.2 (C4"), 86.1 (C1"), 120.2 (C5),
127.6, 127.7, 128.7 (Ar,, Ary, Ary), 138.1 (Ar;), 138.3 (C8), 140.8 (C6), 153.5 (C2), 154.7 (C4),
169.4, 169.6, 170.4 (3 MeCO). HRMS (FAB) calculat per a Co3H,6NsO; (M+H)™ 484.1832, trobat
484.1835.
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II. REACTIVITAT DE LES

1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)INOSINES

1. REACTIVITAT AMB AMONIAC

1.1. 2,3",5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)INOSINA (16)

1.1.1. Estudis inicials d’atac de I’amoniac

1.1.1.1. UNEQUIVALENT DE NH4Cl, KOH 1 Et;N EN CH5CN-H,O A T.A.

L’etapa d’obertura de la 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina

(16, 83.0 mg, 0.13 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment
general descrit a ’apartat 1. del capitol 2 (NH4Cl, 8.2 mg, 0.16 mmol; KOH, 9.2 mg, 0.14
mmol; Et;N, 19 uL, 0.14 mmol; CH3;CN, 2.17 mL; H;O, 500 uL). Després de 6 h a t.a. es
va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va registrar I’espectre de RMN de 'H del

cru, observant-se un 19% de I’intermedi obert resultant de I’atac al C2 (68), un 32% de
2'.3'5'-tri-O-acetilinosina (7), un 9% de 2',3',5'-tri-O-acetiladenosina (66), un 18% de 2,4-
dinitrofenol (67) i un 22% d’acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69). La purificacié del cru per

cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a
80:20) va donar 27.3 mg (32%) de 68, 27.8 mg (53%) de 7, 7.8 mg (15%) de 66, 7.6 mg
(31%) de 67 1 12.5 mg (38%) de 69.

N X
¢ fﬂ

AcO OAc
66

OH
NO,

NO,
67
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Compost 66 (solid blanc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.33. RMN de 'H
(CDCl3, 300 MHz): 6 2.09, 2.13, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.32-4.50 (m, H4', H5',
H5"), 5.67 (dd, J »3= 5.4, J 34 = 4.6, H3"), 5.95 (dd, J 1»= 5.3, H2"), 6.19 (d,
H1'), 6.26 (sa, NH,), 7.98 (s, H8), 8.36 (s, H2). RMN de “C (CDCl;, 75
MHz): & 20.4, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 63.1 (C5'"), 70.6 (C3"), 73.2 (C2"), 80.3
(C4"), 86.3 (C1"), 120.1 (C5), 139.0 (C8), 149.7 (C4), 153.0 (C2), 155.4 (C6),
169.4, 169.6, 170.3 (3 MeCO). P.f. (CH,Cl,): 171-2 °C (lit.” 174 °C).

Compost 67 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.50. RMN de '"H (CDCl;,
400 MHz): 6 7.34 (d, J 56= 9.2, H6), 8.46 (dd, J 35 = 2.8, HS), 9.08 (d, H3),
11.03 (s, OH). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 121.2, 121.9, 131.6,
132.6, 140.3, 159.0. HRMS (EI) calculat per a C¢HsN,Os (M) 184.0120,
trobat 184.0123.
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Compost 68 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.44.
RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): & 2.09, 2.10, 2.11 (35, 3

(Nﬁ N/ MeCO), 4.23 (m, H5"), 4.33-4.47 (m, H4', H5"), 5.67 (m,
AcO o N NA NO> {3, 5.77-5.79 (m, HI', H2'), 7.44 (sa, HS), 8.53-8.65 (m,
NH; Ha,), 8.81 (sa, N=CHNH,).
AcO OAc
68
Compost 69 (solid blanc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.24.
‘/3\\8/9 NO, RMN de 'H (DMSO-dg, 400 MHz): & 8.07 (d, J 5 = 8.8,
HO \@L H6), 8.38 (dd, J 35 = 2.4, H5), 8.53 (d, H3). RMN de “*C
. NO, (DMSO-ds, 100 MHz): & 120.4, 127.8, 132.8, 146.2, 149.4,

149.5.

1.1.1.2. UN EQUIVALENT DE "NH,Cl, KOH 1 EtzN EN CH3;CN-H,0 A T.A.

L’etapa d’obertura de la 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina
(16, 150.0 mg, 0.24 mmol) amb >NH; es va dur a terme d’acord amb el procediment
general descrit a 1’apartat 1. del capitol 2 (ISNH4C1, 15.2 mg, 0.28 mmol; KOH, 16.6 mg,
0.25 mmol; Et;N, 35 uL, 0.25 mmol; CH3CN, 3.92 mL; H,0, 1.31 mL). Després de 6 h a
t.a. es va evaporar el dissolvent a pressid reduida i es va purificar el cru per cromatografia
en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 80:20). Es van
obtenir 37.0 mg (24%) de I’intermedi obert resultant de 1’atac al C2 (68*), 18.9 mg (20%)
de [1-"*N]-2',3",5'-tri-O-acetiladenosina (70), 53.0 mg (56%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina
(7), 21.0 mg (48%) de 2,4-dinitrofenol (67) 1 13.7 mg (23%) d’acid 2,4-dinitrobenzen-
sulfonic (69).

NH; Compost 70 (solid blanc). RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): § 2.09, 2.13,
MNT 2115 (35,3 MeCO), 4.38 (dd, J 5= 5.4, J 550 = 11.2, HS'), 4.43-4.47 (m,

AcO o N N/) H4', H5"), 5.67 (dd, J 23 = 5.4, J 34 = 4.6, H3"), 5.82 (sa, NH,), 5.93 (dd,
J o= 5.3, H2), 6.18 (d, HI'), 7.97 (s, H8), 8.37 (d, J i = 15.2, H2).

AcO OAc RMN de C (CDCl;, 100 MHz): & 20.4, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 63.1
70 (C5'), 70.6 (C3"), 73.2 (C2'), 80.3 (C4'), 86.2 (C1"), 120.1 (d, Jcn = 2.5,

C5), 138.9 (C8), 149.8 (d, Jocx= 3.0, C4), 152.9 (d, Jen= 2.0, C2), 155.3 (d, Jox = 5.4, C6), 169.4,
169.6, 170.3 (3 MeCO). RMN de °N (CDCl;, 30 MHz): § —175.4. HRMS (FAB) calculat per a
C16H2oN4"NO; (M+H)" 395.1333, trobat 395.1333.
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1.1.1.3. UN EQUIVALENT DE 15NH4C1, K,CO;5 1 EtsN EN DMSO A T.A. I SEGUIDAMENT
ESCALFANT A 80 °C

Es van dissoldre 10.0 mg (0.19 mmol) de ""NH,4Cl, 23.4 mg (0.17 mmol) de K,COs;
1 101.0 mg (0.16 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en
1.2 mL de DMSO anh. Seguidament es van addicionar 23 pL (0.17 mmol) de Et;N i es va
deixar evolucionar la reaccié en agitacié a t.a. durant 13 h. Passat aquest temps es va
escalfar a 80 °C 24 h més. Després d’evaporar el dissolvent a pressioé reduida, la purificacid
del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de
99:1 a 80:20) va donar 18.4 mg (29%) de [1-'°NJ-2',3',5'-tri-O-acetiladenosina (70), 36.1
mg (57%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 9.7 mg d’intermedi obert hidrolitzat, 12.7 mg
(43%) de ["°N]-2,4-dinitroanilina (71),”' 8.6 mg (29%) de 2,4-dinitrofenol (67) i 5.6 mg
(14%) d’acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69).

*
NH, Compost 71 (oli groc). R (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.55. RMN de 'H (CDCl;, 200
NO, MHz): 6 6.90 (dd, Jxu= 2.6, Js6= 9.2, H6), 8.22 (dd, J35= 2.6, H5), 9.12 (d, H3).

NO,
71

1.1.1.4. UN EQUIVALENT DE 15NH4C1 I K,CO3 EN DMSO A T.A. I SEGUIDAMENT ESCALFANT
A 80 °C EN DMSO-H,0O

Es van dissoldre 5.1 mg (0.09 mmol) de "NH4Cl i 12.8 mg (0.09 mmol) de K,COs
en 700 uL de DMSO anh. Seguidament es van addicionar 50.0 mg (0.08 mmol) de 2',3',5'-
tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) dissolts en 800 pL de DMSO 1 la
dissolucio resultant es va mantenir en agitacié a t.a. durant 14 h. Passat aquest temps es
van addicionar 500 pL. d’H,O 1 es va escalfar a 80 °C 5 h més. Després d’evaporar el
dissolvent a pressid reduida, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 90:10) va donar 2.2 mg (7%) de
[1-"°N]-2',3",5"-tri-O-acetiladenosina (70), 19.8 mg (63%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7),
9.3 mg (18%) de I’intermedi obert resultant de 1’atac al C2 (68*), 5.9 mg d’intermedi obert
hidrolitzat 1 8.8 mg (60%) de 2,4-dinitrofenol (67).

1.1.1.5. UNEQUIVALENT DE SNH,C11 KOH EN CH;3CN-H,0 A T.A SEGUIT DE REFLUX
Es van dissoldre 6.1 mg (0.11 mmol) de *"NH4Cli 7.3 mg (0.11 mmol) de KOH en
I mL d’CH3CN 1 522 uL d’H,0. Seguidament es van addicionar 60.0 mg (0.10 mmol) de

2',3",5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil )inosina (16) dissolts en 566 uL d’CH3CN 1
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la dissoluci6 resultant es va mantenir en agitacié a t.a. en un bald amb seéptum segellat
durant 14 h. Passat aquest temps es va escalfar a reflux durant 20 h. Llavors es va evaporar
el dissolvent a pressi6 reduida i1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 90:10). Es van obtenir 8.0 mg (21%)
de [1-"*N]-2',3",5'-tri-O-acetiladenosina (70), 23.8 mg (62%) de 2',3',5'"-tri-O-acetilinosina
(7), 10.5 mg (17%) de I’'intermedi obert resultant de I’atac al C2 (68*) 1 9.0 mg (51%) de
2,4-dinitrofenol (67).

1.1.1.6. UN EQUIVALENT DE NH4Cl1D0S DE DABCO EN CH3CN A T.A.

Sobre una mescla formada per 6.4 mg (0.12 mmol) de NH4Cl, 17.9 mg (0.16 mmol)
de DABCO i 1.5 mL d’CH3CN anh. es van addicionar 50.0 mg (0.08 mmol) de 2',3",5'-tri-
O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) dissolts en 2 mL d’CH3;CN. La
suspensid resultant es va mantenir en agitacioé a t.a. durant 39 h. Passat aquest temps es va
evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru,
observant-se un 55% de nucleosid de partida (16), un 12% de I’intermedi obert resultant de
I’atac al C2 (68) i un 33% de 2',3",5'-tri-O-acetilinosina (7).

1.1.2. Condicions optimitzades
1.1.2.1. UNEQUIVALENT DE NH4Cl, KOH 1 Et;N EN CH3CN-H,O A T.A. SEGUIT DE REFLUX

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil )inosina
(16, 83.0 mg, 0.13 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el procediment
general descrit a ’apartat 1. del capitol 2 (NH4CI, 8.2 mg, 0.15 mmol; KOH, 9.2 mg, 0.14
mmol; Et;N, 19 uL, 0.14 mmol; CH;CN, 2.17 mL; H,O, 726 pL). Després de 6 h a t.a. es
va escalfar a reflux durant 6 h. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressid reduida i
es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl1,/MeOH, gradient de 99:1 a 80:20). Es van obtenir 23.0 mg (44%) de 2',3",5'-tri-O-
acetiladenosina (66), 28.8 mg (55%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 14.4 mg (59%) de
2,4-dinitrofenol (67) 1 12.9 mg (39%) d’acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69).

1.1.2.2. UN EQUIVALENT DE ISNH4C1, KOH 1 Et;N EN CH3CN-H,O A T.A. SEGUIT DE
REFLUX

L’etapa d’obertura de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil )inosina
(16, 150.0 mg, 0.24 mmol) amb '"NH; es va dur a terme d’acord amb el procediment
general descrit a 1’apartat 1. del capitol 2 (15NH4C1, 15.2 mg, 0.28 mmol; KOH, 16.6 mg,
0.25 mmol; Et3N, 35 pL, 0.25 mmol; CH3;CN, 3.92 mL; H,0, 1.31 mL). Després de 6 h a
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t.a. es va escalfar a reflux durant 6 h. Llavors es va evaporar el dissolvent a pressio reduida
i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 80:20). Es van obtenir 41.6 mg (44%) de [1-1°N]-
2',3",5'-tri-O-acetiladenosina (70), 50.1 mg (53%) de 2',3",5'-tri-O-acetilinosina (7), 26.5 mg
(60%) de 2,4-dinitrofenol (67) 1 22.6 mg (38%) d’acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69).

1.2. 3',5'-DI-0-ACETIL-2'-DESOXI-1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)-
INOSINA (21)

1.2.1. Amb amoniac

L’etapa d’obertura de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)-
inosina (21, 110.0 mg, 0.19 mmol) amb amoniac es va dur a terme d’acord amb el
procediment general descrit a I’apartat 1. del capitol 2 (NH4Cl, 12.0 mg, 0.23 mmol; KOH,
13.5 mg, 0.20 mmol; Et;N, 28 uL, 0.20 mmol; CH3CN, 3.33 mL; H,O, 1.12 mL). Després
de 6 h a t.a. es va escalfar a reflux durant 6 h. Llavors es va evaporar el dissolvent a pressio
reduida 1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 80:20), obtenint-se 26.0 mg (40%) de 3',5'-di-O-acetil-
2'-desoxiadenosina (93),”* 32.6 mg (50%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2), 35.6 mg
(53%) de 2,4-dinitrofenol (67) 1 16.8 mg (35%) d’acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69).

NH,  Compost 93 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.30. RMN de 'H
</NIBN (CDCl;, 400 MHz): & 2.09, 2.11 (2 s, 2 MeCO), 2.63 (ddd, J 1» = 5.9,
AcO o NN J =143, J y3 = 2.5, H2"), 2.97 (ddd, J o+ = 8.0, J »y = 6.4, H2"), 4.33-
4.44 (m, H4', H5', H5"), 5.45 (m, H3"), 6.42-6.47 (m, H1', NH,), 8.01 (s,
AcO H8), 8.35 (s, H2). RMN de “C (CDCL;, 100 MHz): & 20.8, 20.9 (2
3 MeCO), 37.5 (C2"), 63.7 (C5"), 74.5 (C3"), 82.5 (C4"), 84.5 (C1"), 120.1

(C5), 138.5 (C8), 149.6 (C4), 153.1 (C2), 155.5 (C6), 170.3, 170.4 (2 MeCO).

1.2.2. Amb amoniac marcat

L’etapa d’obertura de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)-
inosina (21, 128.0 mg, 0.23 mmol) amb ""NH; es va dur a terme d’acord amb el
procediment general descrit a I’apartat 1. del capitol 2 (°NH4Cl, 14.3 mg, 0.26 mmol;
KOH, 15.7 mg, 0.24 mmol; Et;N, 33 puL, 0.24 mmol; CH3;CN, 3.88 mL; H,0O, 1.30 mL).
Després de 6 h a t.a. es va escalfar a reflux durant 6 h. Llavors es va evaporar el dissolvent
a pressid reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 80:20). Es van obtenir 30.4 mg (40%) de [1-""N]-
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3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiadenosina (72), 37.2 mg (49%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-
inosina (2), 22.0 mg (53%) de 2,4-dinitrofenol (67) i 19.1 mg (34%) d’acid 2,4-dinitro-
benzensulfonic (69).

NH,  Compost 72 (oli groc). RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): § 2.09, 2.11 (2's,

(NI%)N* 2 MeCO), 2.63 (ddd, J 12 = 5.9, J 23 = 2.5, J 5o = 14.3, H2'), 2.96 (ddd,

AcO o NN J 1= 8.0, J yy = 6.4, H2"), 4.33-4.44 (m, H4', H5', H5"), 5.44 (m, H3"),

5.82 (sa, NH,), 6.44 (dd, H1"), 7.99 (s, H8), 8.35 (d, Jxu = 15.2, H2). RMN

AcO de *C (CDCls, 100 MHz): & 20.8, 20.9 (2 MeCO), 37.5 (C2'), 63.7 (C5"),

72 74.5 (C3"), 82.5 (C4"), 84.5 (C1"), 120.1 (d, J cn = 2.0, C5), 138.5 (C8),

149.6 (d, Jon=2.6, C4), 153.1 (d, Jen= 1.2, C2), 155.5 (d, J cn = 4.6, C6), 170.3, 170.4 (2 MeCO).

RMN de "N (CDCls, 30 MHz): & —184.0. HRMS (FAB) calculat per a C14H;sN,"NOs (M+H)"
337.1278, trobat 337.1266.

2. REACTIVITAT DE LA 2'3'.5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITRO-
BENZENSULFONIL)INOSINA (16) AMB BENZILAMINA

2.1. EN ABSENCIA D’AIGUA
2.1.1. Amb Et;N

2.1.1.1. UN EQUIVALENT DE BENZILAMINA I EtsN EN CH3CN A —30 °C SEGUIT DE 90 MIN A
REFLUX

Sobre una dissolucié de 105.0 mg (0.17 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitro-
benzensulfonil)inosina (16) en 300 uL d’CH3CN anh. es van addicionar seqiiencialment 24
puL (0.18 mmol) de Et;N 1 3.02 mL d’una dissolucié 0.064 M de benzilamina en CH3;CN
(0.19 mmol), sota atmosfera inert i a —30 °C. La dissolucio ataronjada resultant es va
mantenir en agitacio a aquesta temperatura durant 40 min; seguidament es va escalfar a
reflux 90 min més. Després d’evaporar el dissolvent a pressié reduida, la purificacio del
cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice desactivat amb Et;N
(CH,Clp/MeOH, gradient de 99:1 a 90:10) va donar 41.0 mg d’intermedi obert hidrolitzat,
25.8 mg (39%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 12.9 mg (16%) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-
benziladenosina (73), 27.8 mg (61%) d’ N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38), 4.0 mg (13%)
de 2,4-dinitrofenol (67) 1 4.0 mg (10%) d’acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69).
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Ph™ NH Compost 38 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.90. RMN de 'H (CDCls,
NO, 300 MHz): 4 4.65 (d, Jnu = 5.7, CHy), 6.91 (d, J 56 = 9.3, H6), 7.32-7.44 (m,
Ph), 8.24 (dd, J35s= 2.7, HS), 8.91 (sa, NH), 9.17 (d, H3).

NO,
38

2.1.1.2. UN EQUIVALENT DE BENZILAMINA I Et;N EN CH3CN A —30 °C SEGUIT DE 48 H A
REFLUX

Sobre una dissolucié de 105.0 mg (0.17 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitro-
benzensulfonil)inosina (16) en 300 uL d’CH;CN anh. es van addicionar seqiiencialment 24
uL (0.18 mmol) de Et;N 1 3.02 mL d’una dissolucié 0.064 M de benzilamina en CH;CN
(0.19 mmol), sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 40 min a aquesta temperatura es
va escalfar a reflux durant 48 h. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressio reduida
1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice desactivat
amb EtsN (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 90:10), obtenint-se 12.0 mg d’intermedi
obert hidrolitzat, 31.1 mg (47%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 7.3 mg (9%) de 2',3",5'-
tri-O-acetil-1-benziladenosina (73), 15.4 mg (19%) de 2'3',5'-tri-O-acetil-N®-benzil-
adenosina (75), 27.5 mg (60%) d’N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38), 1.9 mg (6%) de
2,4-dinitrofenol (67) 1 5.0 mg (12%) d’acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69).

2.1.2. Amb K;CO3
2.1.2.1. UN EQUIVALENT DE BENZILAMINA I K,CO3 EN CH3CN A -30°C

Es van addicionar 1.01 mL d’una dissolucié 0.092 M de benzilamina en CH;CN
(0.09 mmol) sobre una suspensié formada per 50.0 mg (0.08 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-
1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) 1 11.6 mg (0.08 mmol) de K,COs; en 1 mL
d’CH3CN anh., sota atmosfera inert 1 a —30 °C. Després d’1 h d’agitacio a aquesta
temperatura es va evaporar el dissolvent a pressié reduida. Seguidament es va registrar
I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se un 7% de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7) i un
93% d’intermedi obert hidrolitzat.

2.1.2.2. UN EQUIVALENT DE BENZILAMINA I K,CO3 EN CH3CN A —30 °C SEGUIT DE REFLUX
Es van addicionar 1.02 mL d’una dissolucio 0.095 M de benzilamina en CH;CN

(0.10 mmol) sobre una suspensi6é formada per 52.0 mg (0.08 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-
1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16), 12.1 mg (0.09 mmol) de K,CO; i 1 mL
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d’CH3CN, sota atmosfera inert i a —30 °C. Després d’1 h a aquesta temperatura es va
escalfar a reflux durant 90 min. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressi6 reduida
i es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se un 74% d’intermedi obert
hidrolitzat, un 22% de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benziladenosina (73) i un 6% de 2',3',5'-tri-O-
acetilinosina (7).

2.1.3. Sense base

Es van addicionar 807 puL d’una dissoluciéo 0.079 M de benzilamina en CH3;CN
(0.06 mmol) sobre una dissolucié de 40.0 mg (0.06 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-
dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 800 uL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a
—30 °C. La dissoluci6 ataronjada resultant es va mantenir en agitacio a aquesta temperatura
durant 30 min; seguidament es va escalfar a reflux 2 h més. Després d’evaporar el
dissolvent a pressié reduida, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice desactivat amb Et;N (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 90:10) va donar
24.0 mg d’intermedi obert hidrolitzat, 2.0 mg (8%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 4.0
mg (13%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benzilinosina (40), 8.1 mg (26%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-
1-benziladenosina (73), 12.0 mg (68%) d’N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38) 1 2.0 mg
(17%) de 2,4-dinitrofenol (67).

2.2. EN PRESENCIA D’AIGUA
2.2.1. En ambdues etapes: obertura i ciclacio
2.2.1.1. UN EQUIVALENT DE BENZILAMINA I Et;N EN CH3CN-H,O A T.A.

Sobre una dissolucié de 150.0 mg (0.24 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitro-
benzensulfonil)inosina (16) en 500 uL d’CH3CN 1 1.31 mL d’H,O es van addicionar
seqliencialment 35 pL (0.25 mmol) de Et;N 1 3.43 mL d’una dissolucio 0.082 M de
benzilamina en CH3CN (0.28 mmol). La dissoluci6 ataronjada resultant es va mantenir en
agitacid a t.a. durant 40 min. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i
es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice desactivat amb
Et;N (CH,Clo/MeOH, gradient de 99:1 a 90:10). Es van obtenir 8.1 mg (7%) de 2',3',5'-tri-
O-acetil-1-benziladenosina (73), 37.8 mg (40%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 32.8 mg
(50%) d’N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38), 9 mg d’intermedi obert hidrolitzat, 11.0 mg
(25%) de 2,4-dinitrofenol (67) i1 17.9 mg (30%) d’acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69).
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2.2.1.2. UN EQUIVALENT DE BENZILAMINA I Et;N EN CH3;CN-H,O A T.A. SEGUIT DE REFLUX

Sobre una dissolucié de 150.0 mg (0.24 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitro-
benzensulfonil)inosina (16) en 500 pL d’CH3CN 1 1.31 mL d’H,O es van addicionar
seqliencialment 35 pL (0.25 mmol) de Et;N i1 3.43 mL d’una dissolucio 0.082 M de
benzilamina en CH3CN (0.28 mmol). Després de 45 min d’agitacio a t.a. es va escalfar a
reflux durant 40 min. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va
purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice desactivat amb Et;N
(CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 90:10), obtenint-se 12.0 mg d’intermedi obert
hidrolitzat, 35.0 mg (37%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 60.3 mg (52%) de 2',3',5'-tri-
O-acetil-1-benziladenosina (73), 24.2 mg (37%) d’N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38),
17.2 mg (39%) de 2,4-dinitrofenol (67) i 13.1 mg (20%) d’acid 2,4-dinitrobenzensulfonic
(69).

2.2.2. En I’etapa de ciclacio
2.2.2.1. AMBK,CO;

Es van addicionar 1.52 mL d’una dissolucié 0.12 M de benzilamina en CH3;CN
(0.19 mmol) sobre una suspensiéo formada per 100.0 mg (0.16 mmol) de 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16), 23.2 mg (0.17 mmol) de K,CO3 1 2.5 mL
d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. La suspensi6 ataronjada resultant es va
mantenir en agitacid a aquesta temperatura durant 40 min; seguidament es van addicionar
1.33 mL d’H,0 1 es va escalfar a reflux 30 min més. Després d’evaporar el dissolvent a
pressio reduida, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice desactivat amb Et;N (CH»Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 90:10) va donar 13.0 mg
d’intermedi obert hidrolitzat, 3.8 mg (6%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 37.9 mg (49%)
de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-benziladenosina (73), 7.7 mg (10%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-
benziladenosina (75), 7.9 mg (18%) d’N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38) i 15.6 mg
(53%) de 2,4-dinitrofenol (67).

2.2.2.2. SENSE BASE EN CH;CN-H,0 20:1

Es van addicionar 1.01 mL d’una dissolucidé 0.079 M de benzilamina en CH3CN
(0.08 mmol) sobre una dissolucié de 50.0 mg (0.08 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-
dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 1 mL d’CH3CN anh., sota atmosfera inert 1 a —30 °C.
Després de 40 min d’agitaci6 a aquesta temperatura es van addicionar 100 uL d’H,O i es
va escalfar a reflux durant 4 h. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressid reduida i
es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice desactivat amb
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Et;N (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5), obtenint-se 5.3 mg d’intermedi obert
hidrolitzat, 3.8 mg (12%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 21.3 mg (55%) de 2',3",5'-tri-O-
acetil-1-benziladenosina (73), 9.2 mg (24%) de 2'3' 5'-tri-O-acetil-N*-benziladenosina
(75), 4.1 mg (19%) d’N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38) i 11.8 mg (80%) de 2,4-dinitro-
fenol (67).

2.2.2.3. SENSE BASE EN CH;CN-H,0 3:1

Es van addicionar 807 puL d’una dissoluciéo 0.079 M de benzilamina en CH3;CN
(0.06 mmol) sobre una dissolucié de 40.0 mg (0.06 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-
dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 800 uL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a
—30 °C. La dissoluci6 ataronjada resultant es va mantenir en agitacio a aquesta temperatura
durant 40 min. Seguidament es van addicionar 533 puL d’H»O i es va escalfar a reflux 90
min més. Després de concentrar la dissolucié groga resultant a sequetat es va purificar el
cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice desactivat amb Et;N
(CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5), obtenint-se 2.0 mg (8%) de 2'3'.5'-tri-O-
acetilinosina (7), 25.0 mg (81%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benziladenosina (73), 1.4 mg
(8%) d’N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38) i 11.8 mg (80%) de 2,4-dinitrofenol (67).

3. REACTIVITAT DE LA 2'3'.5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITRO-
BENZENSULFONIL)INOSINA (16) AMB ALTRES AMINES

3.1. HIDRAZINA

Es van addicionar 5 pL (0.10 mmol) d’hidrat d’hidrazina sobre una dissoluci6 de
60.0 mg (0.10 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en
2.4 mL d’CH;3CN anh., sota atmosfera inert i a —30 °C. Després de 40 min d’agitacié a
aquesta temperatura es van addicionar 800 uL d’H,O 1 es va escalfar a reflux durant 3 h.
Després d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va obtenir una mescla complexa de
productes de dificil identificacio, entre els quals, I’intermedi obert resultant de I’atac al C2.

3.2. HIDROXILAMINA

Es va preparar una dissolucio de 6.7 mg (0.10 mmol) d’hidroclorur d’hidroxil-
amina 1 16.0 mg (0.19 mmol) d’acetat de sodi en 800 uL d’CH3CN i 800 uL d’H;O.
Seguidament, aquesta va ser addicionada, via canula i sota atmosfera inert, sobre una
dissolucié de 60.0 mg (0.10 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)-
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inosina (16) en 1.6 mL d’CH;CN anh. Després de 90 min d’agitacié a t.a., la mescla de
reacci6 es va escalfar a reflux durant 2 h. Es va evaporar el dissolvent a pressio reduida, es
va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl, seguit de
CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 90:10) i es van obtenir 20.0 mg (53%) de 2',3",5'-tri-O-
acetilinosina (7), 3.0 mg (17%) de 2,4-dinitrofenol (67) 1 9.3 mg (39%) d’acid 2,4-dinitro-
benzensulfonic (69).

3.3. METILAMINA

Es van addicionar 1.6 mL d’una dissolucié 0.081 M de metilamina (33% en EtOH,
0.13 mmol) en CH3CN sobre una dissolucié de 81 mg (0.13 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-
1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 1.6 mL d’CH3CN anh., sota atmosfera inert i a
=30 °C. Després de 3 h d’agitaci6 a aquesta temperatura es van addicionar 1.07 mL d’H,O
1 es va escalfar a reflux durant 4 h. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressio
reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
desactivat amb Et;N (CH,Cl, seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5). Es van
obtenir 21 mg (41%) de 2',3",5'-tri-O-acetilinosina (7), 31 mg (58%) de 2',3",5'-tri-O-acetil-
1-metiladenosina (76) i 14 mg (58%) de 2,4-dinitrofenol (67).

NH Compost 76 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.20. RMN de
<NfN/CH3 'H (CDCl;, 400 MHz): & 2.13, 2.16, 2.18 (3 s, 3 MeCO), 3.68 (s,
AcO N N/) NMe), 4.35-4.48 (m, H4', H5', H5"), 5.64 (dd, J 33 = 5.4, J 34 = 4.5,
© H3'), 5.94 (dd, J 1o = 5.1, H2"), 6.12 (d, H1'), 7.95 (s, H8), 8.05 (s,
AcO OAG H2). RMN de *C (CDCls, 100 MHz): § 20.4, 20.5, 20.8 (3 MeCO),
76 34.3 (NMe), 63.0 (C5'), 70.5 (C3"), 73.1 (C2"), 80.3 (C4"), 86.6 (C1"),
125.3 (C5), 138.5 (C8), 147.4 (C4), 147.6 (C2), 156.8 (C6), 169.2,
169.5, 170.3 (3 MeCO).

3.4. ETILAMINA

Es van addicionar 1.21 mL d’una dissolucié 0.079 M d’etilamina (70% en H,O,
0.10 mmol) en CH3;CN sobre una dissolucié de 60.0 mg (0.10 mmol) de 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 1.2 mL d’CH3CN anh., sota atmosfera
inert 1 a =30 °C. Després de 50 min d’agitacid a aquesta temperatura es van addicionar
800 uL d’H,O 1 es va escalfar a reflux durant 30 min. Seguidament es va evaporar el
dissolvent a pressié reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice desactivat amb Et;N (CH,Cl, seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1
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a 95:5). Es van obtenir 7.9 mg (21%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 29.1 mg (72%) de
2'.3",5'-tri-O-acetil-1-etiladenosina (77), 2.4 mg (6%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-etilinosina
(45) 1 12.4 mg (70%) de 2,4-dinitrofenol (67).

Compost 77 (oli incolor). R¢(CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.24. RMN de 'H

N H . (CDCls, 400 MHz): 6 1.45 (t, J= 7.0, CH,CH,), 2.09, 2.12,2.14 (3 s, 3

ACO </Nf:)N MeCO), 4.19 (q, CH,CH;), 4.32-4.45 (m, H4', H5', H5"), 5.62 (dd,

) Jry=15.5,J34=4.8,H3"), 590 (dd, J1»= 5.1, H2"), 6.03 (d, H1"), 7.78

(s, H8), 7.95 (s, H2). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 14.4

ACO77OAC (CH;CHy,), 20.4, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 45.9 (CH;CH,), 63.1 (C5"), 70.5

(C3", 73.1 (C2"), 80.2 (C4"), 86.7 (C1"), 124.0 (C5), 138.1 (C8), 143.8

(C4), 147.0 (C2), 153.4 (C6), 169.3, 169.5, 170.4 (3 MeCO). HRMS (FAB) calculat per a
C13Hy4NsO; (M+H)" 422.1676, trobat 422.1679.

3.5. BUTILAMINA

Es van addicionar 1.21 mL d’una dissoluci6 0.079 M de butilamina en CH3;CN
(0.10 mmol) sobre una dissolucio de 60.0 mg (0.10 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetil-1-(2,4-
dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 1.2 mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a
—30 °C. Després de 15 min d’agitacidé a aquesta temperatura es van addicionar 800 uL
d’H,O 1 es va escalfar a reflux durant 60 min. Seguidament es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice desactivat amb Et;N (CH,ClI, seguit de CH,CIl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5),
obtenint-se 10.6 mg (28%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 28.9 mg (67%) de 2',3",5'-tri-
O-acetil-1-butiladenosina (78) i 11.7 mg (65%) de 2,4-dinitrofenol (67).

NH Compost 78 (oli incolor). Rs (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.20. RMN de

</'\|ka/\/\ 'H (CDCls, 400 MHz): § 0.97 (t, J = 7.4, CH;CH,), 1.42 (m, y-

AcO. N N) CH,), 1.81 (m, B-CH,), 2.10, 2.12, 2.14 (3 s, 3 MeCO), 4.06 (t, J=

° 7.4, a-CH,), 4.33-4.45 (m, H4', H5', H5"), 5.61 (dd, J »3 = 5.5,

AcO OAc Je=4.8,H3",5.88 (dd, J1»=5.1, H2"), 6.01 (d, H1"), 7.70 (s, HS),

78 7.79 (s, H2). RMN de "*C (CDCl;, 100 MHz): § 13.7 (CH5CH,),

19.8 (y-CH,), 20.4, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 30.7 (B-CH,), 48.0 (-

CH,), 63.1 (C5"), 70.5 (C3"), 73.1 (C2"), 80.1 (C4"), 86.5 (C1"), 124.1 (C5), 137.2 (C8), 141.7 (C4),

147.5 (C2), 154.0 (C6), 169.3, 169.5, 170.3 (3 MeCO). HRMS (FAB) calculat per a CyyHpsN50;
(M+H)" 450.1989, trobat 450.1995.
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3.6. ISOPROPILAMINA

Es van addicionar 1.21 mL d’una dissolucié 0.079 M d’isopropilamina en CH3CN
(0.10 mmol) sobre una dissolucié de 60.0 mg (0.10 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-
dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 1.2 mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a
—30 °C. Després de 10 min d’agitacié a aquesta temperatura es van addicionar 800 pL
d’H,O 1 es va escalfar a reflux durant 30 min. Seguidament es va evaporar el dissolvent a
pressid reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice desactivat amb Et;N (CH,Cl, seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5). Es
van obtenir 9.1 mg (24%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 31.7 mg (76%) de 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-isopropiladenosina (79) i 13.6 mg (77%) de 2,4-dinitrofenol (67).

'H (CDCls, 400 MHz): & 1.46 (d, J cive = 6.8, CHMey), 2.10, 2.12,

213 3 s, 3 MeCO), 4.32-4.45 (m, H4', HS', H5"), 5.45 (hep,

CHMe,), 5.64 (dd, J »5 = 5.3, J 3w = 5.1, H3"), 5.89 (dd, J 1o = 5.1,

AcO OAc H2"), 6.00 (d, H1'), 7.73 (s, H8), 7.80 (s, H2). RMN de *C (CDCl,,

9 100 MHz): & 20.4, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 22.4 (CHMe,), 46.8

(CHMe3), 63.1 (C5'), 70.5 (C3'), 73.1 (C2'), 80.1 (C4'), 86.8 (C1'), 123.4 (C5), 138.0 (C8), 144.2

(C4), 150.0 (C2), 154.0 (C6), 169.3, 169.5, 170.4 (3 MeCO). HRMS (FAB) calculat per a
C1oHa6NsO, (M+H)" 436.1832, trobat 436.1836.

NH )\ Compost 79 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.20. RMN de
N~N
< I
AcO N N
o)

3.7. terc-BUTILAMINA

Es van addicionar 1.21 mL d’una dissolucié 0.079 M de terc-butilamina (0.10
mmol) en CH3CN sobre una dissolucié de 60.0 mg (0.10 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-
(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 1.2 mL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a
=30 °C. Després de 30 min d’agitacid a aquesta temperatura, la mescla de reaccié es va
mantenir a t.a. durant 4 h. Seguidament es van addicionar 800 pL. d’H,O 1 es va escalfar a
reflux durant 20 min. Es va evaporar el dissolvent a pressié reduida, es va purificar el cru
per cromatografia en columna flash sobre gel de silice desactivat amb Et;N (CH,Cl, seguit
de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 90:10) i es van obtenir 19.0 mg (50%) de 2',3",5'-tri-
O-acetilinosina (7), 6.4 mg (36%) de 2,4-dinitrofenol (67) 1 3.5 mg (15%) d’acid 2,4-
dinitrobenzensulfonic (69).
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4. VARIACIO DELS DESPLACAMENTS QUIMICS DELS ESPECTRES
DE RMN DE 'H I °C D’1-ALQUILADENOSINES EN FUNCIO DEL pH

Abans de dur a terme aquest estudi es van registrar els espectres de RMN de 'H
(CDCl3, 400 MHz) i de "* C (CDCls, 100 MHz) de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benziladenosina
(73,t=0, Figura 25 1 Figura 26).

En primer terme es van addicionar 20 pL d’una dissolucio 0.2 M d’acid
trifluoroacetic (TFA) en CDCl; (4.0 umol, 0.1 eq.) sobre una dissolucié de 19 mg (0.04
mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benziladenosina (73) en 470 uL de CDCIl; refredada a
—30 °C. Als 5 min es van adquirir els espectres de RMN de 'H i de "°C a t.a., observant-se
els desplacaments quimics mostrats a la Figura 25 i a la Figura 26, respectivament (0.1 eq.
TFA).

Seguidament es van addicionar 180 pL més de la dissolucio d’acid trifluoroacetic
(0.036 mmol més, 0.9 eq. més) i es van tornar a registrar els espectres de RMN de 'H i de
C (Figura 25 i Figura 26, respectivament, 1 eq. TFA).

Finalment, la mescla de reaccid es va tractar amb 5 puL (0.04 mmol) de trietilamina
i es van tornar a registrar els espectres de RMN de 'H i °C (Figura 25 i Figura 26,
respectivament, 1 eq. TFA + 1 eq. Et3N), observant-se els mateixos desplacaments quimics
queat=0.
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III. ESTUDIS MECANISTICS DE LA TRANSPOSICIO

1. [1-'°N]-2",3',5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)-
INOSINA (80) AMB AMONIAC

L’ctapa d’obertura de la [1-'"N]-2',3',5"-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)-
inosina (80, 101 mg, 0.16 mmol) amb "NH; es va dur a terme d’acord amb el procediment
general descrit a 1’apartat 1. del capitol 2 (15NH4C1, 10.0 mg, 0.19 mmol; KOH, 11.2 mg,
0.17 mmol; EtzN, 23 uL, 0.17 mmol; CH3CN, 2.63 mL; H,O, 879 pL). Després de 6 h a
t.a. es va escalfar a reflux durant 6 h. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressio

reduida i1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 80:20). Es van obtenir 26 mg (41%) de [6-""NH,]-
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2',3',5'-tri-O-acetiladenosina (81), 31 mg (50%) de [1-"’N]-2',3",5'"-tri-O-acetilinosina (28),
14 mg (48%) de 2,4-dinitrofenol (67) i 14 mg (35%) d’acid 2,4-dinitrobenzensulfonic (69).

Compost 81 (solid blanc). RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): & 2.09, 2.13,
NH, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.36-4.47 (m, H4', H5', H5"), 5.67 (dd, J ;5 = 5.4,
(Nf%N Jye = 4.6, H3"), 5.91 (d, J ng = 90.4, "NH,), 5.93 (dd, J » = 5.3, H2"),
AcO N N/) 6.19 (d, H1'"), 7.98 (s, H8), 8.37 (s, H2). RMN de C (CDCl;, 100 MHz):
© 8 20.4, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 63.1 (C5'), 70.6 (C3'), 73.2 (C2'), 80.3
AcO OAc (C4"), 86.3 (C1'), 120.1 (C5), 139.0 (C8), 149.7 (C4), 152.9 (d, Jcn=2.0,
81 C2), 155.3 (d, J ox = 20.6, C6), 169.4, 169.6, 170.3 (3 MeCO). RMN de
5N (CDCls, 30 MHz): 8 —273.4 (t, Jnu= 90). HRMS (FAB) calculat per
a C16H,0N,"NO; (M+H)" 395.1333, trobat 395.1331.

2. [6-'*0]-2',3",5'-TRI-O-ACETIL-1-(2,4-DINITROBENZENSULFONIL)-
INOSINA (84) AMB BENZILAMINA

Es van addicionar 908 pL. d’una dissolucio 0.079 M de benzilamina en CH3;CN
(0.07 mmol) sobre una dissolucié de 45.0 mg (0.07 mmol) de [6-'°0]-2',3",5'"-tri-O-acetil-1-
(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (84) en 900 pL d’CH3;CN anh., sota atmosfera inert i a
—30 °C. La mescla de reaccié es va mantenir en agitacid a aquesta temperatura fins a la
consumicid total del nucleosid de partida (40 min). Llavors es van addicionar 600 uL
d’H,O 1 es va escalfar a reflux durant 40 min. La dissolucié groga resultant es va
concentrar a sequetat 1 el residu obtingut es va purificar per cromatografia en columna
flash sobre gel de silice desactivat amb Et;N (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5). Es
van obtenir 1.4 mg (7%) d’N-(2,4-dinitrofenil)benzilamina (38), 2.0 mg (7%) de 2',3',5'-tri-
O-acetilinosina (7), 11.8 mg (89%) de ['®0]-2,4-dinitrofenol (85) i 29.8 mg (86%) de
2',3",5'-tri-O-acetil-1-benziladenosina (73).

Hg NO Compost 85 (oli groc). HRMS (EI) calculat per a CgHiN,"00, (M)
2 186.0163, trobat 186.0158.

O,N
85
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3. TRANSPOSICIO DE 73 A 75

Es van addicionar 33 pL de Me,NH (33% en EtOH, 0.13 mmol) sobre una
dissolucio de 25 mg (0.05 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-benziladenosina (73) en 2 mL
d’CH3CN anh. La mescla de reaccid es va escalfar a reflux sota atmosfera inert durant
13 h. Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressid reduida 1 es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1). Es van obtenir
19 mg (76%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-benziladenosina (75).
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I. NUCLEOSIDS 6-HALOPURINICS

1. Preparacio de nucleosids 6-halopurinics

1.1. Protecci6 de nucleosids purinics
1.1.1. 2',3'-O-Isopropilideninosina (86)
1.1.2. 5'-0-Acetil-2',3'-O-isopropilideninosina (87)
1.1.3. 3',5'-Di-O-acetil-2'-desoxiadenosina (93)
1.2. Preparaci6 de nucleosids 6-bromopurinics
1.2.1. Procediment general per a la bromaci6 d’inosines en C6
1.2.2. 9-(5'-0-Acetil-2',3'-O-isopropiliden-B-D-ribofuranosil)-6-bromo-
9H-purina (88)
1.2.3. 6-Bromo-9-(2',3'-O-isopropiliden-B-D-ribofuranosil)-9H-
purina (89)
1.2.4. 6-Bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropiliden-f3-D-
ribofuranosil)-9H-purina (90)
1.2.5. 6-Bromo-9-(2',3",5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9 H-purina (82)
1.2.6. Intents de bromacio de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2)
1.2.6.1. Dos equivalents d’HMPT i tres d’NBS a t.a. seguit
de tractament amb LiBr a 70 °C
1.2.6.2. Un equivalent ’HMPT i NBS a —20 °C seguit
de tractament amb LiBr a 70 °C
1.2.6.3. Un equivalent ’HMPT i NBS a —20 °C seguit
de tractament amb LiBr a 45 °C
1.2.6.4. Un equivalent ’HMPT i NBS a —20 °C seguit
de tractament amb una dissolucié sobresaturada de LiBr a 70 °C
1.2.6.5. Un equivalent de trimetilfosfina i NBS a —20 °C seguit
de tractament amb LiBr a 70 °C
1.2.6.6. Un equivalent de tributilfosfina i NBS a —20 °C seguit
de tractament amb LiBr a 70 °C
1.2.6.7. Un equivalent ’HMPT i NBS a —20 °C seguit
de tractament amb bromur de tetrabutilamoni a 70 °C
1.2.7. Bromacio de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiadenosina (93)
1.3. Preparacid de nucleosids 6-cloropurinics

1.3.1. Procediment general per a la cloracié d’inosines en C6
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301
301
301
302
302
302

302

303

303

304
304

306
307

307
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1.3.2. 6-Cloro-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9 H-purina (74) 307
1.3.3. 6-Cloro-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil )-9 H-

purina (95) 308

1.4. Preparacio de la 6-i0do-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9 H-purina
(96) 308
2. Reactivitat de nucleosids 6-bromopurinics 309
2.1. Amb amoniac 309
2.1.1. En acetona-aigua. Emprant Pd,dba;-CHCI; i P(o-tol); 309
2.1.2. En DMSO. Emprant Pd,dba;-CHCl; 1 P(o-tol)s 309
2.1.3. En DMSO-acetona. Emprant (dppf)PdCl, 310
2.2. Amb la imina de la benzofenona 310

2.2.1. Procediment general per a I’acoblament catalitzat per Pd(0) de
nucleodsids bromopurinics amb la imina de la benzofenona 310
2.2.2. Emprant ‘BuONa com a base 310
2.2.2.1. Per al compost 90. Emprant Pd,dba;-CHCl; i BINAP
2.2.2.2. Per al compost 90. Sense catalitzador
2.2.3. Emprant Cs,CO3 com a base 311
2.2.3.1. Per al compost 90. Sense catalitzador
2.2.3.2. Per al compost 82. Emprant Pd,dba;-CHCl; i bifenil-2-di-
terc-butilfosfina
2.2.3.3. Per al compost 82. Emprant Pd,dba;-CHCI; i dppf
2.2.3.4. Per al compost 90. Emprant Pd(OAc), i BINAP
2.2.3.5. Per al compost 90. Emprant Pd,dba;-CHCI; i BINAP
2.2.3.6. Per al compost 82. Emprant Pd,dba;-CHCI; i BINAP
2.2.3.7. Per al compost 94. Emprant Pd,dba;-CHCI; i BINAP
2.2.4. Transformaci6 d’iminoderivats en adenosines 314
2.2.4.1. 5"-O-terc-Butildimetilsilil-N°-difenilmetiliden-2',3'-O-
isopropilidenadenosina (99). Amb formiat d’amoni i Pd/C
en MeOH
2.2.4.2. 2' 3" 5"-Tri-O-acetil-N°-difenilmetilidenadenosina (98). Amb
formiat d’amoni i Pd/C en MeOH
2.2.4.3. 2'3',5"-Tri-O-acetil-N°-difenilmetilidenadenosina (98). Amb H, i
Pd/C en EtOH
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2.3.1. Procediment general per a I’acoblament catalitzat per Pd(0) de

nucleosids halopurinics amb amides
2.3.2. Amb benzamida

23.2.1.

2.3.2.2.

2.3.2.3.

2.3.24.

2.3.2.5.

2.3.2.6.

2.3.2.7.

2.3.28.

2.3.2.9.

2.3.2.10.

2.3.2.11.

2.3.2.12.

2.3.2.13.
2.3.2.14.

Per al compost 82.
Per al compost 82.
Per al compost 90.

Per al compost 82.

com a lligand

Per al compost 82.

com a lligand

Per al compost 82.

com a lligand

Per al compost 82.

com a lligand

Per al compost 82.

com a lligand

Per al compost 82.

lligand

Per al compost 82.

com a lligand

Per al compost 82.
Per al compost 90.

Per al compost 94.

Sense catalitzador

Emprant BINAP com a lligand

Emprant BINAP com a lligand

Mig equivalent, emprant BINAP

Cinc equivalents, emprant BINAP

En THF a 60°C, emprant BINAP

En CH;CN a 70°C, emprant BINAP

En tolue a 110 °C, emprant BINAP

Emprant tri-terc-butilfosfina com a

Emprant bifenil-2-di-terc-butilfosfina

Emprant dppf com a lligand

Emprant dppf com a lligand
Emprant dppf com a lligand

Desprotecci6 dels grups hidroxil d’ N°-benzoiladenosines

2.3.3. Amb ftalimida
2.3.4. Amb acetamida

3. Analisi per RMN de la reactivitat entre nucleosids 6-halopurinics

3.1. 6-lodopurinics versus 6-cloropurinics

3.2. 6-Cloropurinics versus 6-bromopurinics

315

315
316

321
321

322

322
322
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4. Reactivitat de nucleosids 6-cloropurinics amb amides

4.1. Amb 2-fenoxiacetamida
4.2. Amb benzamida
4.2.1. Per al compost 74
4.2.2. Per al compost 95

4.3. Desprotecci6 dels grups hidroxil d’N°-benzoil-2'-desoxiadenosines
5. Preparacio d’adenosines i 2'-desoxiadenosines marcades

5.1. Preparaci6 de precursors marcats amb "N
5.1.1. ["°"N]benzamida (102)
5.1.2. [1-'°N]-6-Bromo-9-(2',3',5"-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-
9H-purina (114)
5.1.3. [1-1SN]-6-C10r0-9-(3',5'—di-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-
9H-purina (119)
5.2. N°-Benzoiladenosines marcades amb °N
5.2.1. [6-"NH,]-2',3",5"-Tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (112)
5.2.2. [6-""NH,]-N°-Benzoiladenosina (113)
5.2.3. [N,1-"°N,]-2',3',5'-Tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (115)
5.2.4. [N,1-""N,]-N*-Benzoiladenosina (116)

5.3. N°-Benzoil-2'-desoxiadenosines marcades amb °N

5.3.1. [6-"NH,]-3',5"-Di-O-acetil-N°-benzoil-2'-desoxiadenosina (117)

5.3.2. [6-'"NH,]-N°-Benzoil-2'-desoxiadenosina (118)

5.3.3. [N,1-""N,]-3',5'-Di-O-acetil-N°-benzoil-2'-desoxiadenosina (120)

5.3.4. [N,1-""N,]-N°-Benzoil-2'-desoxiadenosina (121)

II. NUCLEOSIDS 2-BROMOPURINICS

1. Preparacio de nucleosids 2-bromopurinics

1.1. Preparacio de la 2',3',5'-tri-O-acetilguanosina (123)
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1.2. Nucleosids 2-bromopurinics
1.2.1. 2',3",5'-Tri-O-acetil-2-bromoinosina (124)
1.2.2. Intent de proteccid del compost 124 en N1 amb el grup Mocvinil
1.2.3. Intent de preparacié de la 2',3',5'-tri-O-acetil-O°-benzil-2-bromo-
inosina (126) a partir de guanosina
1.2.3.1. Proteccid de I’0O6 amb un grup benzil
1.2.3.2. Intent de bromaci6 en C2
1.2.4. Preparacio de la 2',3',5'—tri-O—acetil—06-benzil-2-bromoinosina
(126) a partir del compost 124

2. Reactivitat de nucleosids 2-bromopurinics amb benzamida
2.1. Per al compost 124
2.2. Per al compost 126
2.3. Eliminaci6 del grup O%benzil sota condicions d’hidrogenolisi

g . 15
3. Preparacio de guanosines marcades amb °N

3.1. [2-"’NH,]-2',3",5'"-Tri-O-acetil-O°-benzil-N*-benzoilguanosina (129)
3.2. [2-'°NH,]-2',3",5"- Tri-O-acetil-N*-benzoilguanosina (130)

III. 8-BROMOINOSINES

1. Preparacio de 8-bromoinosines

1.1. 2',3",5"-Tri-O-acetil-8-bromoinosina (131)
1.2. 2'3",5"-Tri-O-acetil-8-bromo- 1-[(£)-2-(metoxicarbonil)vinil ]inosina (132)

2. Reactivitat de 8-bromoinosines

2.1. Amb benzamida
2.1.1. Per al compost 131
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I. NUCLEOSIDS 6-HALOPURINICS

1. PREPARACIO DE NUCLEOSIDS 6-HALOPURINICS
1.1. PROTECCIO DE NUCLEOSIDS PURINICS
1.1.1. 2',3'-O-Isopropilideninosina (86)

Es van addicionar 8.15 mL (74.56 mmol) d’ortoformiat de metil sobre una mescla
formada per 5.00 g (18.64 mmol) d’inosina (6), 4.32 g (22.37 mmol) d’acid p-toluen-
sulfonic 1 95 mL d’acetona anh., gota a gota 1 sota atmosfera inert. La suspensio resultant
es va sonicar durant 4 h. Llavors es van addicionar 135 mL d’NH; aq. (0.17 M) i es va
agitar durant 10 min. Després de refredar la dissolucio resultant va precipitar un solid
blanc, que es va filtrar i es va rentar amb acetona a 0 °C. Es van obtenir 4.60 g (81%) de
2',3'-O-isopropilideninosina (86).

Compost 86 (solid blanc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.32. RMN de 'H

Nf.iNH (DMSO-dg, 200 MHz): & 1.30, 1.51 (2 s, Me,C), 3.45-3.62 (m, HS', H5"),

HO </N | N) 4.21 (m, H4"),4.92 (dd, J 3= 6.2, J 34=2.1, H3"), 5.11 (t, J onns = J ouus" =
) 5.3, OHYS'"), 5.25 (dd, J 1» = 2.6, H2"), 6.09 (d, H1"), 8.09 (s, H8), 8.30 (s,

H2). RMN de *C (DMSO-ds, 50 MHz): § 25.4, 27.3 (Me,C), 61.7 (C5"),

0.0

> 81.5 (C3"), 84.0 (C2"), 86.9 (C4"), 89.9 (C1"), 113.3 (Me,C), 124.7 (C5),
86 139.0 (C8), 146.4 (C2), 148.0 (C4), 157.0 (C6). P.f. (H,0): 263-5 °C (lit.”
266 °C).

1.1.2. 5'-0-Acetil-2',3'-O-isopropilideninosina (87)

Es van addicionar 702 uL (7.43 mmol) d’anhidrid acétic sobre una suspensié de
750 mg (2.43 mmol) de 2',3'-O-isopropilideninosina (86) en 5.5 mL de piridina anh., sota
atmosfera inert i a 0 °C. Després de 3 h d’agitacio a t.a. es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida i es va coevaporar amb tolue. La purificacié del cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va donar 834 mg (98%) de 5'-O-
acetil-2',3'-O-isopropilideninosina (87).”*
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Compost 87 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.40. RMN de 'H
o) (CDCl;, 200 MHz): 6 1.41, 1.64 (2 s, Me,C), 2.03 (s, MeCO), 4.22 (dd,
(nyH Jyp5=59,J55=11.9, HS"), 4.35 (dd, J 45 = 4.2, H5"), 4.49 (ddd, J 34 =
AcO o NN 3.5, H4"), 4.99 (dd, J »3 = 6.3, H3"), 5.34 (dd, J 1» = 2.1, H2"), 6.15 (d,
H1'), 7.97 (s, H8), 8.41 (s, H2). RMN de *C (CDCl;, 50 MHz): § 20.7
O><O (MeCO), 25.3, 27.1 (Me,C), 64.0 (C5'), 81.4 (C3"), 84.6 (C2"), 84.8 (C4"),
87 91.0 (C1"), 114.7 (Me,C), 125.4 (CS5), 139.1 (C8), 145.7 (C2), 148.2
(C4), 159.1 (C6), 170.4 (MeCO).

1.1.3. 3',5'-Di-0O-acetil-2'-desoxiadenosina (93)

Es van addicionar 2.55 mL (26.9 mmol) d’anhidrid acetic sobre una suspensi6 de
1.17 g (4.33 mmol) de 2'-desoxiadenosina (92) en 17.5 mL de piridina anh., sota atmosfera
inert i a 0 °C. Després de 5 h d’agitacio a t.a. es van afegir 5 mL d’H,O, es va evaporar el
dissolvent a pressid reduida i es va coevaporar amb tolue. La purificacié del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va donar 1.17 g
(93%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiadenosina (93).

1.2. PREPARACIO DE NUCLEOSIDS 6-BROMOPURINICS
1.2.1. Procediment general per a la bromacio d’inosines en C6

S’addicionen 2.5 mmol d’HMPT sobre una dissolucié d’1.0 mmol del nucleosid de
partida i 3.0 mmol d’N-bromosuccinimida en CH3CN anh., sota atmosfera inert i a —20 °C.
Després de 30 min d’agitaci6 a t.a. s’afegeixen 5.0 mmol de LiBr i s’escalfa a 70 °C. Una
vegada finalitzada la reaccid s’evapora el dissolvent a pressio reduida i es purifica el cru
per cromatografia en columna flash sobre gel de silice emprant I’eluent adient en cada cas.

1.2.2. 9-(5'-0-Acetil-2',3'-O-isopropiliden-B-D-ribofuranosil)-6-bromo-9H-purina
(88)

La bromacio de la 5'-O-acetil-2',3'-O-isopropilideninosina (87, 300 mg, 0.86 mmol)
es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.2.1. (N-
bromosuccinimida, 457 mg, 2.57 mmol; HMPT, 389 uL, 2.14 mmol; LiBr, 372 mg, 4.28
mmol; CH3;CN anh., 13.7 mL). Després de 5 h a 70 °C, la purificacio del cru per
cromatografia en columna (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar 282 mg (78%) de 9-(5'-O-acetil-
2',3'-O-isopropiliden-B-D-ribofuranosil)-6-bromo-9 H-purina (88).
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Compost 88 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.81. RMN de 'H

\ B\r (CDCls, 200 MHz): & 1.41, 1.64 (2 s, Me,C), 1.99 (s, MeCO), 4.24 (dd,
ACO </N | N/j“ Jps=5.9,Js5=12.0, H5'), 4.34 (dd, J 45»= 4.2, H5"), 4.55 (ddd, J 34 = 3.6,
o) H4'), 5.03 (dd, J 3= 6.3, H3"), 5.43 (dd, J 1 = 2.2, H2'), 6.19 (d, H1"), 8.27
(s, H8), 8.74 (s, H2). RMN de C (CDCl;, 75 MHz): & 20.6 (MeCO),
0.0 25.3,27.1 (Me,C), 63.8 (C5"), 81.4 (C3"), 84.2 (C2'), 84.9 (C4'), 91.4 (C1"),
88

115.0 (Me,C), 135.0 (C5), 143.9 (C8), 144.3 (C6), 149.6 (C4), 152.1 (C2),
170.2 (MeCO).

1.2.3. 6-Bromo-9-(2',3'-O-isopropiliden-p-D-ribofuranosil)-9 H-purina (89)

Es van tractar 1.08 g (2.63 mmol) de 9-(5'-O-acetil-2',3'-O-1sopropiliden-3-D-ribo-
furanosil)-6-bromo-9H-purina (88) amb 14.5 mL d’una dissolucié6 d’NH3/MeOH 9 M sota
atmosfera inert. Després de 50 min d’agitaci6 a t.a. es va evaporar el dissolvent a pressio
reduida i es van obtenir 939 mg (96%) de 6-bromo-9-(2',3'-O-isopropiliden-B-D-ribo-
furanosil)-9H-purina (89).

Compost 89 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.50. RMN de 'H

Br (DMSO-dg, 200 MHz): & 1.31, 1.53 (2 s, Me,C), 3.49-3.54 (m, HS', H5"),

</N | SN 4.28 (m, H4"), 4.95 (dd, J 3= 6.1, J34=2.2, H3"), 5.08 (t, J uson = Jusron=

HO N N/) 5.1, OHY%'"), 5.39 (dd, J 1» = 2.2, H2"), 6.24 (d, H1"), 8.75 (s, HS), 8.84 (s,
H2).

1.2.4. 6-Bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropiliden--D-ribofuranosil)-
9H-purina (90)

Es van addicionar seqliencialment 451 pL (3.87 mmol) de lutidina 1 611 pL (2.65
mmol) de triflat de terc-butildimetilsilil sobre una mescla formada per 900 mg (2.42 mmol)
de 6-bromo-9-(2',3'-O-isopropiliden-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (89), tamis de 3 A i 8
mL de THF anh. Després de 12 h d’agitacio a t.a. i sota atmosfera inert es va filtrar el cru 1
es va evaporar el dissolvent a pressio reduida. La purificacié per cromatografia en columna
flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar 895 mg (76%) de 6-bromo-9-(5'-O-
terc-butildimetilsilil-2',3'-O-1sopropiliden-f-D-ribofuranosil )-9H-purina (90).
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Compost 90 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 98:2): 0.57. RMN de 'H
(CDCls, 200 MHz): & 0.00, 0.01 (2 s, Me,Si'Bu), 0.82 (s, Me,Si'Bu), 1.42,
1.66 (2 s, Me,C), 3.79 (dd, J 45 = 3.3, J g5 = 11.3, H5"), 3.92 (dd, J 45» =
3.0, H5"), 4.52 (ddd, J 34 = 2.0, H4"), 4.92 (dd, J »3 = 6.0, H3"), 5.21 (dd,
J e =2.7, H2"), 6.25 (d, H1"), 8.42 (s, H8), 8.74 (s, H2). RMN de “C
> (CDCls, 50 MHz): § —5.5, =5.4 (Me,Si'Bu), 18.3 (Me;C), 25.3, 27.2

(MeyC), 25.8 (MesC), 63.6 (C5"), 81.4 (C3"), 85.2 (C2'), 87.5 (C4"), 92.4
(C1"), 114.2 (Me,C), 134.9 (C5), 143.0 (C8), 143.5 (C6), 149.9 (C4), 151.9 (C2). EM (FAB):
485.5,487.6 (M+H)".

1.2.5. 6-Bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (82)

La bromaci6é de la 2'3',5'-tri-O-acetilinosina (7, 1.26 g, 3.19 mmol) es va dur a
terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 1.2.1. (N-bromosuccinimida,
1.70 g, 9.56 mmol; HMPT, 1.45 mL, 7.97 mmol; LiBr, 1.38 g, 15.93 mmol; CH;CN anh.,
51 mL). Després de 6 h a 70 °C, la purificacio del cru per cromatografia en columna
(CH,Cl1/MeOH 98:2) va donar 1.11 g (76%) de 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil--D-ribo-
furanosil)-9H-purina (82).>"

Compost 82 (oli groc). Ry (CH,Cl/MeOH 95:5): 0.63. RMN de 'H
N B\r (CDCls, 200 MHz): § 2.10, 2.13, 2.17 (3 s, 3 MeCO), 4.38-4.50 (m, H4",
Ao </N IN:N H5', H5"), 5.65 (dd, J oy = 5.2, J 34 = 4.4, H3"), 5.95 (dd, J ;= 5.1, H2),
o 6.24 (d, H1"), 8.32 (s, H8), 8.74 (s, H2). RMN de *C (CDCl;, 50 MHz):
§ 20.3, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 62.8 (C5'), 70.4 (C3"), 73.0 (C2"), 80.4
AcO OAc (C4"), 86.8 (C1'), 134.8 (C5), 143.3 (C8), 143.5 (C6), 149.8 (C4), 152.0
82 (C2), 169.1, 169.4, 170.1 (3 MeCO). EM (ES): 457.7, 459.8 (M+H)".
[alp =—15.5 (¢ = 1.00, CHCL,).

1.2.6. Intents de bromacio de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2)

1.2.6.1. DOS EQUIVALENTS D’HMPT 1 TRES D’NBS A T.A. SEGUIT DE TRACTAMENT AMB
LiBra 70°C

Es van tractar 40 mg (0.12 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) amb N-
bromosuccinimida (63 mg, 0.36 mmol), HMPT (54 pL, 0.30 mmol) 1 LiBr (52 mg, 0.59
mmol) en CH3CN (2 mL) d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.2.1.
Després de 4 h a 70 °C, I’analisi de la reaccié per CCF posava de manifest la total
conversio de 2 en productes derivats de despurinacio.
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1.2.6.2. UN EQUIVALENT D’HMPT 1 NBS A —20 °C SEGUIT DE TRACTAMENT AMB LiBr A
70°C

Es van tractar 38 mg (0.11 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) amb N-
bromosuccinimida (22 mg, 0.12 mmol) i HMPT (22 pL, 0.12 mmol) en CH3CN (1.9 mL) a
—20 °C durant 20 min. Seguidament es van addicionar 49 mg (0.56 mmol) de LiBr i es va
escalfar a 70 °C durant 1 h. Després d’evaporar el dissolvent a pressi6 reduida, la
purificaci6 del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH
99:1) va donar de forma quantitativa 41 mg de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-N°,N°-dimetil-
adenosina (91).

Compost 91 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.50. RMN de 'H

. N\Mez (CDCls, 400 MHz): § 2.11, 2.13 (2 s, 2 MeCO), 2.64 (ddd, J 1 = 6.0,

o, 4] N/J“ Jyon=14.0, J 5= 2.4, H2"), 2.83 (ddd, J ;0= 8.4, Jyy = 6.4, H2"), 3.57 (sa,
o NMe,), 4.26-4.42 (m, H4', H5', H5"), 5.41 (m, H3"), 6.47 (dd, H1"), 7.95 (s,

H8), 8.37 (s, H2). RMN de *C (CDCls, 100 MHz): & 20.8, 20.9 (2

AcO MeCO), 29.6, 29.7 (NMe,), 37.8 (C2'), 63.8 (C5'), 74.5 (C3'), 82.4 (C4"),

91
843 (C1", 120.4 (C5), 136.2 (C8), 149.8 (C4), 151.7, 151.8 (C2, C6),

170.3, 170.4 (2 MeCO).

1.2.6.3. UN EQUIVALENT D’HMPT 1 NBS A —20 °C SEGUIT DE TRACTAMENT AMB LiBr A
45°C

Es van tractar 38 mg (0.11 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) amb N-
bromosuccinimida (22 mg, 0.12 mmol) i HMPT (22 pL, 0.12 mmol) en CH3CN (1.9 mL) a
—20 °C durant 20 min. Seguidament es van addicionar 49 mg (0.56 mmol) de LiBr i es va
escalfar a 45 °C durant 3 h. Després d’evaporar el dissolvent a pressi6 reduida, la
purificaci6 del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH
99:1) va donar 40 mg (98%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-N°, N°~-dimetiladenosina (91).

1.2.6.4. UN EQUIVALENT D’HMPT 1 NBS A —20 °C SEGUIT DE TRACTAMENT AMB UNA
DISSOLUCIO SOBRESATURADA DE LiBr A 70 °C

Es van tractar 36 mg (0.11 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) amb N-
bromosuccinimida (21 mg, 0.12 mmol) i HMPT (21 pL, 0.12 mmol) en CH;CN (1.8 mL) a
—20 °C durant 20 min. Seguidament, aquesta mescla va ser addicionada gota a gota, amb
xeringa i a 50 °C, sobre una dissolucié sobresaturada de LiBr (65 mg, 0.75 mmol) en
CH;CN (3 mL). A continuacid es va escalfar a 70 °C durant 30 min i es va evaporar el
dissolvent a pressid reduida. La purificacio del cru per cromatografia en columna flash
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sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar de forma quantitativa, 39 mg de 3',5'-di-
O-acetil-2'-desoxi-N° N°-dimetiladenosina (91).

1.2.6.5. UN EQUIVALENT DE TRIMETILFOSFINA I NBS A —20 °C SEGUIT DE TRACTAMENT AMB
LiBra 70 °C

Es van tractar 36 mg (0.11 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) amb N-
bromosuccinimida (21 mg, 0.12 mmol) i una dissolucié 1 M de trimetilfosfina en tolue¢
(118 uL, 0.12 mmol) en CH3;CN (1.8 mL) a —20 °C durant 20 min. Seguidament es van
addicionar 46 mg (0.53 mmol) de LiBr i es va escalfar a 70 °C. Després de 30 min a
aquesta temperatura, 1’analisi de la reaccio per CCF posava de manifest la total conversio
de 2 en productes derivats de despurinacio.

1.2.6.6. UN EQUIVALENT DE TRIBUTILFOSFINA I NBS A —20 °C SEGUIT DE TRACTAMENT AMB
LiBra 70°C

Es van tractar 36 mg (0.11 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) amb N-
bromosuccinimida (21 mg, 0.12 mmol) 1 tributilfosfina (29 pL, 0.12 mmol) en CH3CN (1.6
mL) a =20 °C durant 30 min. Seguidament es van addicionar 46 mg (0.53 mmol) de LiBr i
es va escalfar a 70 °C cinc hores més. Després de concentrar el cru a sequetat es va
recuperar només nucleosid de partida (2).

1.2.6.7. UN EQUIVALENT D’HMPT 1 NBS A —20 °C SEGUIT DE TRACTAMENT AMB BROMUR
DE TETRABUTILAMONI A 70 °C

Es van tractar 34 mg (0.10 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2) amb N-
bromosuccinimida (20 mg, 0.11 mmol) i HMPT (20 pL, 0.11 mmol) en CH3CN (1.7 mL) a
—20 °C durant 20 min. Seguidament es van addicionar 163 mg (0.51 mmol) de bromur de
tetrabutilamoni 1 es va escalfar a 70 °C durant 2 h. Després de rentar el cru amb aigua,
d’extreure amb CH,Cl, 1 d’evaporar el dissolvent a pressio reduida, la purificacié per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 35 mg
(95%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-N°,N°-dimetiladenosina (91).

1.2.7. Bromacio de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiadenosina (93)
Es va escalfar a 65 °C 1 sota atmosfera inert una dissolucié de 347 mg (1.04 mmol)
de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiadenosina (93) en 9.5 mL de tribromometa anh. Seguidament

es van addicionar 2.75 mL (20.82 mmol) de nitrit de zerc-butil i es va continuar escalfant
fins que es va dissoldre tot el solid i va acabar el desprendiment gasds (90 min). Llavors es
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va evaporar el dissolvent a pressi6 reduida i es va purificar el cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2). Es van obtenir
292 mg (71%) de 6-bromo-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil)-9H-purina
(94).°

Compost 94 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.43. RMN de 'H
(CDCl;, 200 MHz): 6 2.06, 2.13 (2 s, 2 MeCO), 2.67 (ddd, J 1o = 6.0,
</ ‘ /) J2'2" = 141, J2'3' = 27, HZ'), 2.99 (ddd, J1'2" = 75, J2"3' = 68, H2"), 4.31-

0 4.42 (m, H4', H5', H5"), 5.44 (m, H3"), 6.48 (dd, H1'), 8.35 (s, HS), 8.69 (s,

H2). RMN de "C (CDCl;, 50 MHz): § 20.7, 20.9 (2 MeCO), 37.6 (C2),

AcO 63.5 (C5'), 74.2 (C3"), 82.8 (C4'), 85.1 (C1"), 134.8 (C5), 143.1 (C8), 143.3
94

(C6), 149.8 (C4), 151.8 (C2), 170.1, 170.2 (2 MeCO). EM (FAB): 399.3,
401.4 (M+H)".

1.3. PREPARACIO DE NUCLEOSIDS 6-CLOROPURINICS
1.3.1. Procediment general per a la cloracio d’inosines en C6

S’addicionen 6.0 mmol de POCI; sobre una dissolucid d’1.0 mmol del nucleodsid de
partida, 2.0 mmol de clorur de benziltrietilamoni i 1.5 mmol d’N,N-dimetilanilina en 2 mL
d’CH;CN anh., sota atmosfera inert i a 80 °C. La dissolucio resultant es manté en agitacio a
aquesta temperatura fins a la consumicio total del nucleosid de partida. Llavors es dilueix
el cru amb CH,Cl,, es fan rentats amb NaHCO; aq. 1 NaCl aq., s’extreu amb CH,Cl, 1
s’asseca la fase organica amb Na,SO4 anh. Després d’evaporar el dissolvent a pressio
reduida es purifica el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice emprant
I’eluent adient en cada cas.

1.3.2. 6-Cloro-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9 H-purina (74)

La cloracié de la 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7, 350 mg, 0.89 mmol) es va dur a
terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.3.1. (POCls, 496 uL, 5.33
mmol; clorur de benziltrietilamoni, 404 mg, 1.78 mmol; N,N-dimetilanilina, 169 uL, 1.33
mmol; CH3;CN anh., 1.78 mL). Després de 10 min a 80 °C i de tractar el cru de la forma
descrita, la purificacid per cromatografia en columna (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar de
forma quantitativa 367 mg de 6-cloro-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-p-D-ribofuranosil)-9 H-purina
(74).”
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Cl Compost 74 (oli groc). R¢(CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.57. RMN de "H (CDCl;,

</ijN 300 MHz): 8 2.09, 2.12, 2.16 (3 s, 3 MeCO), 4.35-4.51 (m, H4', H5', H5"),

AcO NN 5.65(dd, J oy = 5.7, J 3w = 4.8, H3"), 5.96 (dd, J 1o = 5.7, H2'), 6.24 (d, HI"),
8.32 (s, H8), 8.77 (s, H2). RMN de *C (CDCls, 75 MHz): § 20.3, 20.5, 20.7

AcO OAc (3 MeCO), 62.8 (C5"), 70.4 (C3'), 73.0 (C2'), 80.4 (C4"), 86.8 (C1'), 132.2
74 (C5), 143.5 (C8), 151.1 (C4), 151.5 (C6), 152.1 (C2), 169.2, 169.4, 170.1 (3
MeCO).

1.3.3. 6-Cloro-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil)-9 H-purina (95)

La cloracio de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (2, 211 mg, 0.63 mmol) es va
dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.3.1. (POCls, 351 uL,
3.77 mmol; clorur de benziltrietilamoni, 286 mg, 1.26 mmol; N,N-dimetilanilina, 119 pL,
0.94 mmol; CH3CN anh., 1.26 mL). Després de 30 min a 80 °C i de tractar el cru de la
forma descrita, la purificacié per cromatografia en columna (hexa/AcOEt 25:75) va donar
181 mg (81%) de 6-cloro-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil)-9H-purina
(95).%

Compost 95 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.45. RMN de 'H (CDCl;,

N G 300 MH2): §2.09, 2.15 (2 5, 2 MeCO), 2.69 (ddd, J 1o = 6.0, J 20 = 142,

Ao </N | /j“ J oy =27, H2'), 3.00 (ddd, J 1o+ = 7.8, J »3 = 6.6, H2"), 4.39-4.40 (m, H4',
0 N" H5', H5"), 5.46 (m, H3'), 6.50 (dd, H1'), 8.32 (s, H8), 8.77 (s, H2). RMN de

BC (CDCLs, 75 MHz): & 20.7, 20.9 (2 MeCO), 37.6 (C2'), 63.5 (C5'), 74.2

ACOQS (C3"), 82.9 (C4"), 85.1 (C1"), 132.3 (C5), 143.3 (C8), 151.1 (C4), 151.4 (C6),

152.1 (C2), 170.2 (2 MeCO).

1.4. PREPARACIO DE LA 6-I0DO-9-(2',3',5-TRI-O-ACETIL-B-p-RIBO-
FURANOSIL)-9H-PURINA (96)

Es van addicionar 121 pL (1.64 mmol) d’CF;COOH sobre una mescla formada per
135 mg (0.33 mmol) de 6-cloro-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (74),
980 mg (6.54 mmol) de Nal i 6.5 mL de 2-butanona, sota atmosfera inert i a —45 °C. La
mescla de reaccid es va mantenir en agitacid6 a aquesta temperatura durant 5 h.
Seguidament es va diluir el cru amb CH,Cl,, es van fer rentats amb NaHCO; aq. i NaHSOs
ag., es va extreure amb CH,Cl; 1 es va assecar la fase organica amb Na,SO,4 anh. Després
d’evaporar el dissolvent a pressi6é reduida, la purificacié del cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 111 mg d’una mescla
formada per 6-cloro-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (74, 36%) i per 6-
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iodo-9-(2',3',5'"-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (96,° 47%) en proporcio 48:52,
respectivament.

| Compost 96. Ry (CH,Cl/MeOH 95:5): 0.57. RMN de 'H (CDCls, 300

N fN MHz): § 2.09, 2.12, 2.16 (3 s, 3 MeCO), 4.35-4.51 (m, H4', H5', H5"), 5.65

ACO </N ‘N/) (dd, J 3= 5.7, J 34 = 4.8, H3"), 5.96 (dd, J o= 5.1, H2'), 6.21 (d, H1'), 8.31

o (s, H8), 8.66 (s, H2). RMN de "*C (CDCl;, 75 MHz): § 20.4, 20.5, 20.7 (3

MeCO), 62.8 (C5"), 70.4 (C3"), 73.0 (C2", 80.5 (C4"), 86.8 (C1"), 122.6 (C5),

142.8 (C8), 147.3, 152.2, 154.0 (C4, C2, C6), 169.2, 169.4, 170.1 (3
MeCO).

AcO OAc
96

2. REACTIVITAT DE NUCLEOSIDS 6-BROMOPURINICS
2.1. AMB AMONIAC
2.1.1. En acetona-aigua. Emprant Pd,dba; CHCI; i P(o-tol);

Es van dissoldre 59.0 mg (0.12 mmol) de 6-bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-
2',3'-0-isopropiliden-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (90) i 7.1 mg (0.13 mmol) de NH4ClI en
150 pL d’acetona i 80 uL d’H,O. Seguidament es van addicionar seqiiencialment una
dissolucio de 12.5 mg (0.01 mmol) de Pd,dbas;-CHCIl; i 14.7 mg (0.05 mmol) de P(o-tol);
en 300 uL d’acetona i 20 mg (0.18 mmol) de ‘BuOK en forma solida. Després de 60 min
d’agitacid a t.a. 1 sota atmosfera inert es va escalfar a 45 °C durant 2 dies. Passat aquest
temps es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i1 es va recuperar només nucleosid de
partida (90).

2.1.2. En DMSO. Emprant Pd,dbas;-CHCl; i P(o-tol);

Es van dissoldre 53.0 mg (0.11 mmol) de 6-bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-
2',3'-0-isopropiliden-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (90) i 6.3 mg (0.12 mmol) de NH4ClI en
400 pL de DMSO. Seguidament es van addicionar seqiiencialment una dissoluci6é d’11.3
mg (0.01 mmol) de Pdydba;CHCl; i 13.3 mg (0.04 mmol) de P(o-tol); en 400 pL de
DMSO i 18.3 mg (0.16 mmol) de ‘BuOK en forma solida. Després de 13 h d’agitacié a t.a.
1 sota atmosfera inert es va escalfar a 55 °C durant 24 h més. Passat aquest temps es va
rentar el cru amb H,O, es van fer extraccions amb CH,Cl; 1 es va assecar la fase organica
amb Na,SOy4 anh. Després d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va recuperar nomeés
nucleosid de partida (90).
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2.1.3. En DMSO-acetona. Emprant (dppf)PdCl,

Es van dissoldre 51.0 mg (0.11 mmol) de 6-bromo-9-(5'-O-ferc-butildimetilsilil-
2',3'-O-isopropiliden-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (90) i 6.1 mg (0.12 mmol) de NH4Cl en
400 pL de DMSO. Seguidament es van addicionar seqiiencialment una dissolucié de 10.9
mg (0.01 mmol) de Pd,dbas-CHCIl; 1 25.7 mg (0.03 mmol) de (dppf)PdCl, en 300 uL de
DMSO i en 200 pL d’acetona i 19.2 mg (0.16 mmol) de '‘BuOK en forma solida. Després
de 10 h d’agitaci6 a t.a. i sota atmosfera inert es va escalfar a 55 °C durant 24 h més. Passat
aquest temps es va rentar el cru amb H,0, es van fer extraccions amb CH,Cl, i es va
assecar la fase organica amb Na,SO4 anh. Després d’evaporar el dissolvent a pressio
reduida es va recuperar només nucleosid de partida (90).

2.2. AMB LA IMINA DE LA BENZOFENONA

2.2.1. Procediment general per a I’acoblament catalitzat per Pd(0) de nucleosids
bromopurinics amb la imina de la benzofenona

En un vial es pesa la font de Pd (Pd(OAc);, 0.10 mmol, 10 mol% Pd/
Pd,dba;-CHCl;, 0.05 mmol, 10 mol% Pd) i el lligand (BINAP, 0.15 mmol/dppf, 0.15
mmol/bifenil-2-di-terc-butilfosfina, 0.20 mmol). Seguidament s’addiciona seqiiencialment
una dissolucido del nucledsid de partida (1.00 mmol) en tolu¢ anh., la imina de la
benzofenona (1.10 mmol) i Cs,CO3/'BuONa (1.40 mmol). La mescla de reaccié es manté
en agitacio a 80 °C 1 sota atmosfera inert fins a la consumici6 total del nucleosid de partida.
Llavors s’evapora el dissolvent a pressié reduida i es purifica el cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice emprant I’eluent adient en cada cas.

2.2.2. Emprant ‘BuONa com a base
2.2.2.1. PER AL COMPOST 90. EMPRANT Pd,dba;-CHCl; 1 BINAP

L’intent d’acoblament de la 6-bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-iso-
propiliden-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (90, 62 mg, 0.13 mmol) amb la imina de la
benzofenona (23 pL, 0.14 mmol) es va dur a terme d’acord amb el procediment general
descrit a I’apartat 2.2.1. (Pd,dbas-CHCI;, 6.6 mg, 6.4 umol; BINAP, 11.8 mg, 0.02 mmol;
‘BuONa, 18.0 mg, 0.18 mmol; tolu¢ anh., 635 uL). Després de 90 min a 80 °C, la
purificacio del cru per cromatografia en columna (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 39 mg
(65%) d’ O°-terc-butil-5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropilideninosina (97).
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Compost 97 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 98:2): 0.55. RMN de 'H

o) (CDCls, 200 MHz): 8 0.02, 0.03 (2 s, Me,Si'Bu), 0.85 (s, Me,Si‘Bu), 1.39

(Nfﬂ (s, MexC), 1.64 (s, Me,C), 1.74 (s, O'Bu), 3.75 (dd, J 45 = 4.0, J g5 = 11.2,

TBSO o N~ H5"), 3.86 (dd, J 45 = 4.2, H5"), 4.40 (ddd, J 34 = 2.6, H4"), 4.90 (dd,

Jay=6.2, H3"), 5.24 (dd, J 1»= 2.6, H2'), 6.20 (d, H1"), 8.11 (s, H8), 8.50

o><o (s, H2). RMN de "*C (CDCls;, 50 MHz): & —5.5, —5.4 (Me,Si'Bu), 18.3

97 (MesC), 24.3 (MexC), 24.8 (MesC), 26.2 (Me;C), 27.5 (O'Bu), 63.4 (C5'),

81.3 (C3"), 84.8 (C2"), 87.0 (C4"), 91.2 (C1"), 114.0 (Me,C), 121.8 (C5), 138.9 (C8), 150.7 (C4),
151.6 (C2), 160.6 (C6). EM (FAB): 479.3 (M+H)".

_Bu

2.2.2.2. PER AL COMPOST 90. SENSE CATALITZADOR

Es van addicionar seqliencialment 42 pL (0.25 mmol) de la imina de la
benzofenona i 31 mg (0.32 mmol) de ‘BuONa sobre una dissoluci6 de 62 mg (0.13 mmol)
de 6-bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropiliden--D-ribofuranosil )-9H-
purina (90) en 635 pL de tolu¢ anh. La mescla de reaccid es va mantenir en agitacid a
80 °C 1 sota atmosfera inert durant 50 min. Després d’evaporar el dissolvent a pressid
reduida, la purificaci6 del cru per cromatografia en columna (CH,Cl,/MeOH 99:1) va
donar 44 mg (74%) d’O°-terc-butil-5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropilideninosina
97).

2.2.3. Emprant Cs;COj3 com a base
2.2.3.1. PER AL COMPOST 90. SENSE CATALITZADOR

Es van addicionar seqliencialment 18 pL (0.11 mmol) de la imina de la
benzofenona i 44.0 mg (0.14 mmol) de Cs,CO3 sobre una dissolucié de 47.0 mg (0.10
mmol) de 6-bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropiliden-p-D-ribofuranosil)-
9H-purina (90) en 400 pL de tolu¢ anh. La mescla de reacci6 es va mantenir en agitacié a
80 °C 1 sota atmosfera inert durant 22 h. Després d’evaporar el dissolvent a pressié reduida
es va recuperar només nucleosid de partida (90).

2.2.3.2. PER AL COMPOST 82. EMPRANT Pd,dba;-CHCI; I BIFENIL-2-DI-ferc-BUTILFOSFINA
L’intent d’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil--D-ribofuranosil)-9H-
purina (82, 48.0 mg, 0.11 mmol) amb la imina de la benzofenona (19 uL, 0.12 mmol) es va

dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.2.1. (Pd,dba;-CHCls,
5.4 mg, 5.5 umol; bifenil-2-di-ferc-butilfosfina, 6.3 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 48.0 mg, 0.15
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mmol; tolue, 525 pL). Després de 9 h a 80 °C es va evaporar el dissolvent a pressid reduida
1 es va recuperar només nucleosid de partida (82).

2.2.3.3. PER AL COMPOST 82. EMPRANT Pd,dbas;CHCIl5 1 DPPF

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3",5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 59.0 mg, 0.13 mmol) amb la imina de la benzofenona (24 uL, 0.14 mmol) es va dur a
terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.2.1. (Pd,dbas-CHCls, 6.7
mg, 6.5 umol; dppf, 10.7 mg, 0.02 mmol; Cs,CO3, 60.0 mg, 0.18 mmol; tolu¢ anh., 645
uL). Després de 6 h a 80 °C, la purificacié del cru per cromatografia en columna
(hexa/AcOEt, gradient de 80:20 a 60:40) va donar 34.0 mg (46%) de 2',3',5-tri-O-acetil-N°-
difenilmetilidenadenosina (98).

Compost 98 (oli incolor). Ry (CH,Cly/acetona 90:10): 0.58. RMN de 'H

N/Apgh (CDCl;, 400 MHz): & 2.07, 2.09, 2.14 (3 s, 3 MeCO), 4.32-4.47 (m,

</N N H4', H5', H5"), 5.67 (dd, J 3= 5.2, J34= 4.8, H3'), 5.87 (dd, J ;= 5.2,

AcO N N/) H2"), 6.17 (d, H1'), 7.30-7.41 (m, Hp, Hy), 7.59 (d, J om = 7.2, H,), 8.01
0 (s, H8), 8.62 (s, H2). RMN de "“C (CDCl;, 100 MHz): & 20.3, 20.5,

Ach OAG 20.7 (3 MeCO), 62.9 (C5"), 70.5 (C3"), 73.2 (C2'), 80.2 (C4"), 86.3 (C1"),

98 124.5 (C5), 128.0, 129.6 (Ar,, Aty, Ar,), 130.7 (Ar), 141.1 (C8), 151.1

(C6), 152.9 (C2), 161.6 (C4), 169.2, 169.5, 170.3 (3 MeCO), 171.7
(N=CPh,). EM (FAB): 557.2 (M+H)".

2.2.3.4. PER AL COMPOST 90. EMPRANT Pd(OAc), 1 BINAP

L’acoblament de la 6-bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropiliden-3-
D-ribofuranosil)-9H-purina (90, 50.0 mg, 0.10 mmol) amb la imina de la benzofenona (20
uL, 0.11 mmol) es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat
2.2.1. (Pd(OAc),, 2.3 mg, 0.01 mmol; BINAP, 9.6 mg, 0.015 mmol; Cs,COs, 49 mg, 0.14
mmol; tolu¢ anh., 515 pL). Després de 13 h a 80 °C, la purificacid6 del cru per
cromatografia en columna (hexa/AcOEt, gradient de 80:20 a 60:40) va donar 18.2 mg
(30%) de 5'-O-terc-butildimetilsilil-N°-difenilmetiliden-2',3'-O-isopropilidenadenosina
(99).
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Compost 99 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 98:2): 0.55. RMN de 'H

h  (CDCls, 400 MHz): & 0.00, 0.01 (2 s, Me,Si'Bu), 0.84 (s, Me,Si'Bu),

Ph 1.41,1.64 (25, Me,C), 3.76 (dd, J 45= 4.4, J 5= 11.2, H5"), 3.85 (dd,

</NI§N J g5 = 4.0, H5"), 4.42 (ddd, J 34 = 2.4, H4"), 4.95 (dd, J »3 = 6.3, H3"),

TBSO o N~ 5.24 (dd, J = 2.8, H2"), 6.17 (d, H1'), 7.29-7.41 (m, H,, H,), 7.59 (d,

Jom= 7.2, Hy), 8.10 (s, H8), 8.63 (s, H2). RMN de "*C (CDCls, 100

0. 0 MHz): 8 —5.5, =5.4 (Me,Si'Bu), 18.3 (Me;C), 25.3, 27.2 (MesC), 25.8

99 (MesC), 63.5 (C5"), 81.5 (C3"), 84.8 (C2'), 87.1 (C4"), 91.4 (C1"), 114.1

(Me,C), 124.6 (C5), 128.0, 129.6 (Ar,, Ary, Ary), 130.6 (Ar), 141.6 (C8), 151.0 (C6), 152.6 (C2),
161.3 (C4), 171.7 (N=CPh,). EM (FAB): 585.2 (M+H)".

P
N%\

2.2.3.5. PER AL COMPOST 90. EMPRANT Pd,dba;-CHCl; 1 BINAP

L’acoblament de la 6-bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropiliden-3-
D-ribofuranosil)-9H-purina (90, 50.0 mg, 0.10 mmol) amb la imina de la benzofenona (19
pL, 0.11 mmol) es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat
2.2.1. (Pd,dbas-CHCls, 5.3 mg, 5.2 umol; BINAP, 10.0 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 49.0 mg,
0.14 mmol; tolue anh., 515 pL). Després de 19 h a 80 °C, la purificacié del cru per
cromatografia en columna (hexa/AcOEt, gradient de 80:20 a 60:40) va donar 39.8 mg
(66%) de 5'-O-terc-butildimetilsilil-N°-difenilmetiliden-2',3'-O-isopropilidenadenosina
(99).

2.2.3.6. PER AL COMPOST 82. EMPRANT Pd,dba;-CHCl; 1 BINAP

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 62.6 mg, 0.14 mmol) amb la imina de la benzofenona (26 uL, 0.15 mmol) es va dur a
terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.2.1. (Pd,dbas-CHCls, 7.0
mg, 6.8 umol; BINAP, 13.0 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 65.0 mg, 0.19 mmol; tolu¢ anh., 685
uL). Després de 5 h a 80 °C, la purificacio del cru per cromatografia en columna
(hexa/AcOEt, gradient de 80:20 a 60:40) va donar 58.0 mg (76%) de 2',3",5'-tri-O-acetil-
N°-difenilmetilidenadenosina (98).

2.2.3.7. PER AL COMPOST 94. EMPRANT Pd,dba;-CHCl; 1 BINAP

L’acoblament de la 6-bromo-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-f-D-ribofuranosil)-9H-
purina (94, 49.0 mg, 0.12 mmol) amb la imina de la benzofenona (22 uL, 0.13 mmol) es va
dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.2.1. (Pd,dba;-CHCls,
6.1 mg, 5.9 umol; BINAP, 11.1 mg, 0.02 mmol; Cs,COs3, 54.4 mg, 0.16 mmol; tolue, 585
pL). Després de 6 h a 80 °C, la purificacié del cru per cromatografia en columna
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(hexa/AcOEt, gradient de 80:20 a 60:40) va donar 15.0 mg (26%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-
desoxi-N-difenilmetilidenadenosina (101).

Compost 101 (oli incolor). R¢ (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.43. RMN de 'H
N=pn  (CDCl;, 400 MHz): 6 2.06, 2.13 (2 s, 2 MeCO), 2.61 (ddd, J 12> = 6.0,

/NfN Joyn=14.0, J3=2.8, H2"), 2.99 (ddd, J ;"= 8.0, J 3= 6.4, H2"), 4.30-

AcO <N ‘ N/)
o)

h

4.43 (m, H4', H5', H5"), 5.42 (m, H3'), 6.43 (dd, H1"), 7.30-7.41 (m,
H,, H,), 7.58 (sa, H,), 8.04 (s, H8), 8.62 (s, H2). RMN de "C (CDCl;,
100 MHz): & 20.7, 20.9 (2 MeCO), 37.5 (C2'), 63.7 (C5'), 74.4 (C3"),
101 82.5 (C4"), 84.5 (C1'), 124.4 (C5), 128.0, 129.6 (Ar,, Ary, Ary), 130.6
(Ar), 140.9 (C8), 151.1 (C6), 152.6 (C2), 161.5 (C4), 170.3 (2 MeCO),
171.7 (N=CPh,). EM (IQ, NH3): 499.1 (M+H)".

AcO

2.2.4. Transformacio d’iminoderivats en adenosines

2.24.1. 5'-0-terc-BUTILDIMETILSILIL-N6-DIFENILMETILIDEN-2',3'—O-ISOPROPILIDEN-
ADENOSINA (99). AMB FORMIAT D’AMONI I Pd/C EN MeOH

Una mescla formada per 53.0 mg (0.09 mmol) de 5'-O-terc-butildimetilsilil-N°-
difenilmetiliden-2',3'-O-isopropilidenadenosina (99), 88.0 mg (1.35 mmol) de formiat
d’amoni, 19.0 mg (9.0 pmol, 10 mol% Pd) de Pd/C al 5% 1 600 pL de MeOH anh. es va
mantenir en agitacio a 60 °C i sota atmosfera inert durant 5 h. Després de filtrar el cru
sobre Celite® i d’evaporar el dissolvent a pressi6 reduida, la purificacié per cromatografia
en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar 27.0 mg (70%) de 5'-
O-terc-butildimetilsilil-2',3"-isopropilidenadenosina (100).”°

Compost 100 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 98:2): 0.13. RMN de 'H

Nf (CDCls, 400 MHz): & 0.00, 0.01 (2 s, Me,Si'Bu), 0.85 (s, Me,Si'Bu),

1BSO </N | N/j“ 1.41, 1.64 (2 s, Me,C), 3.54 (dd, J 45 = 4.4, J 5= 11.2, H5"), 3.88 (dd,

o) J g5 = 4.0, H5"), 4.43 (ddd, J 34 = 2.6, H4"), 4.96 (dd, J 5 = 6.1, H3"),

529 (dd, J 1 = 2.4, H2"), 5.67 (sa, NH,), 6.18 (d, H1"), 8.05 (s, HS),

8.38 (s, H2). RMN de "*C (CDCl;, 100 MHz): § —5.5, —5.4 (Me,Si'Bu),

18.3 (MesC), 25.4, 27.2 (Me,C), 25.8 (MesC), 63.5 (C5"), 81.5 (C3"),

85.0 (C2'), 87.4 (C4"), 91.5 (C1), 114.1 (Me,C), 120.1 (C5), 139.3 (C8), 149.5 (C4), 153.2 (C2),
155.3 (C6). EM (FAB): 422.2 (M+H)".

NH,

O><O

100
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2242, 2',3',5'-TRI-O-ACETIL-N6-DIFENILMETILIDENADENOSINA (98). AMB FORMIAT
D’AMONI I Pd/C EN MeOH

Una mescla formada per 51.0 mg (0.09 mmol) de 2',3'5'-tri-O-acetil-N°-
difenilmetilidenadenosina (98), 89.0 mg (1.37 mmol) de formiat d’amoni, 19.0 mg (9.1
pmol, 10 mol% Pd) de Pd/C al 5% 1 609 pL. de MeOH anh. es va mantenir en agitacio a 60
°C i sota atmosfera inert durant 2 h. Després de filtrar el cru sobre Celite® i d’evaporar el
dissolvent a pressi6 reduida es va obtenir una mescla de productes de desacetilacio.

2.2.4.3. 2'3',5-TRI-O-ACETIL-N°-DIFENILMETILIDENADENOSINA (98). AMB H, 1 Pd/C EN
EtOH

Una mescla formada per 44.0 mg (0.08 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-difenil-
metilidenadenosina (98), 18.0 mg (8.6 umol, 10 mol% Pd) de Pd/C al 5% i1 400 uL d’EtOH
anh. es va mantenir en agitacid a t.a. i sota atmosfera d’H, durant 5 h. Després de filtrar el
cru sobre Celite® i d’evaporar el dissolvent a pressid reduida, la purificacié per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a
95:5) va donar 25.0 mg (80%) de 2',3',5'-tri-O-acetiladenosina (66).

2.3. AMB AMIDES

2.3.1. Procediment general per a I’acoblament catalitzat per Pd(0) de nucleosids
halopurinics amb amides

En un vial es pesen Pd,dbas;-CHCIl; (0.05 mmol, 10 mol% Pd) i el lligand (BINAP,
0.15 mmol/dppf, 0.15 mmol/bifenil-2-di-terc-butilfosfina, 0.2 mmol/P'‘Bus, 0.2 mmol).
Seguidament s’addicionen seqiiencialment una dissolucié del nucleosid de partida (1.00
mmol) en el dissolvent indicat en cada cas, I’amida (1.1 mmol, excepte quan s’indiqui) i
Cs,COs (1.4 mmol). La mescla de reaccid es deixa evolucionar en agitacio a la temperatura
indicada en cada cas 1 sota atmosfera inert fins a la consumicié total del nucleosid de
partida. Llavors s’evapora el dissolvent a pressié reduida i es purifica el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice emprant 1’eluent adient.
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2.3.2. Amb benzamida
2.3.2.1. PER AL COMPOST 82. SENSE CATALITZADOR

Es van addicionar seqiiencialment 11.9 mg (0.10 mmol) de benzamida i 41.0 mg
(0.13 mmol) de Cs;CO; sobre una dissolucié de 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-3-D-
ribofuranosil)-9H-purina (82, 41 mg, 0.09 mmol) en 630 uL de tolu¢ anh. La mescla de
reaccio es va mantenir en agitacié a 80 °C i sota atmosfera inert durant 14 h. Passat aquest
temps es va evaporar el dissolvent a pressio reduida 1 es va recuperar només nucleosid de
partida (82).

2.3.2.2. PER AL COMPOST 82. EMPRANT BINAP COM A LLIGAND

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-p-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 41.0 mg, 0.09 mmol) amb benzamida (12.0 mg, 0.10 mmol) es va dur a terme d’acord
amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.3.1. (Pd,dbas;-CHCls, 5.0 mg, 4.5 pmol;
BINAP, 9.0 mg, 0.01 mmol; Cs,COs3, 41.0 mg, 0.13 mmol; tolu¢ anh., 450 puL). Després de
4 h a 80 °C, la purificacio del cru per cromatografia en columna (hexa/AcOEt 25:75 seguit
de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar 48.0 mg (85%) d’una mescla de
2',3',5"-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (103) i 1’espécie dimérica 104 en proporcid 2:1
(57% 1 28% de rendiment, respectivament).

Compost 104. R; (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.38. RMN de

ACQ OAc iy (DCI,, 400 MHz): & 2.10, 2.11, 2.17 (3 s, 6 MeCO),
5 4.35-4.50 (m, 2 H4', 2 H5', 2 H5"), 5.68 (dd, J »5 = 5.4,
OAG N N, OAC Jue= 44,2 H3), 596 (dd, /12 = 52,2 H2), 625 (4, 2
R NSN HI'), 7.51-7.62 (m, Hy, Hy), 8.03 (m, Hy), 8.1 (s, 2 HS),
ACO N NYPh 8.67 (s, 2 H2).
AcO N N O
104

2.3.2.3. PER AL COMPOST 90. EMPRANT BINAP COM A LLIGAND

L’acoblament de la 6-bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropiliden-3-
D-ribofuranosil)-9H-purina (90, 53.0 mg, 0.11 mmol) amb benzamida (14.5 mg, 0.12
mmol) es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.3.1.
(Pd,dbas-CHCls, 5.6 mg, 5.5 umol; BINAP, 10.4 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 50.0 mg, 0.15
mmol; tolue, 545 pL). Després de 4 h a 80 °C es va evaporar el dissolvent a pressio reduida
i es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se una mescla formada per N°-
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benzoil-5"-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropilidenadenosina (105) i I’especie dimerica
106 en proporcid 2:1, respectivament.

oo Compost 106. R, (CH,CL,/MeOH 95:5): 0.56. RMN de
bL 'H (CDCls, 400 MHz): § 0.00, 0.01 (2 s, 2 Me,Si'Bu),
0 0.82 (s, 2 Me,Si'Bu), 1.40, 1.62 (2 s, 2 Me,C), 3.78-3.85

NN OTBS
oTBS Vﬁl » (m, 2 H5', 2 H5"), 4.43-4.44 (m, 2 H4"), 4.94-4.95 (m, 2
H3'), 5.27-5.29 (m, 2 H2'), 6.20-6.22 (m, 2 H1"), 7.52-

N
o O N N _pn
W)\N( WO( 7.60 (m, Hy, Hy), 8.00-8.02 (m, H,), 8.17 (s, 2 H8), 8.67

(s, 2 H2).

2.3.2.4. PER AL COMPOST 82. MIG EQUIVALENT, EMPRANT BINAP COM A LLIGAND

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 48.0 mg, 0.11 mmol) amb benzamida (6.3 mg, 0.05 mmol) es va dur a terme d’acord
amb el procediment general descrit a ’apartat 2.3.1. (Pd,dba;-CHCls, 5.4 mg, 5.3 umol;
BINAP, 9.8 mg, 0.02 mmol; Cs,CO3, 47.9 mg, 0.15 mmol; tolue, 525 pL). Després de 5 h
a 80 °C es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va registrar 1’espectre de RMN
de 'H del cru, observant-se una mescla formada per 2'.3' 5'-tri-O-acetil-N®-benzoil-
adenosina (103), I’especie dimerica 104 1 nucleosid de partida (82) en proporcid 23:34:43,
respectivament.

2.3.2.5. PER AL COMPOST 82. CINC EQUIVALENTS, EMPRANT BINAP COM A LLIGAND

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 48.0 mg, 0.11 mmol) amb benzamida (63.5 mg, 0.53 mmol) es va dur a terme d’acord
amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.3.1. (Pd,dba;-CHCls, 5.4 mg, 5.3 umol;
BINAP, 9.8 mg, 0.02 mmol; Cs;COs3, 47.9 mg, 0.15 mmol; tolue, 525 pL). Després de 8 h
a 80 °C es va registrar I’espectre de RMN de 'H del cru, observant-se una mescla formada
per 2',3',5"tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (103) i I’espécie dimérica 104 en proporci6
16:1, respectivament.

2.3.2.6. PER AL COMPOST 82. EN THF A 60 °C, EMPRANT BINAP COM A LLIGAND
L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)-9H-purina

(82, 56.0 mg, 0.12 mmol) amb benzamida (16.3 mg, 0.13 mmol) es va dur a terme d’acord
amb el procediment general descrit a I’apartat 2.3.1. (Pd,dbas-CHCls, 6.3 mg, 6.1 pumol;
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BINAP, 11.4 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 55.6 mg, 0.17 mmol; THF anh., 610 uL). Després
de 6 h a 80 °C es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va registrar 1’espectre de
RMN de 'H del cru, observant-se una mescla formada per 2',3',5'-tri-O-acetil-NG-benzo'ﬂ-
adenosina (103) i nucleosid de partida (82) en proporcid 5:1, respectivament, juntament
amb productes de degradacio.

2.3.2.7. PER AL cCOMPOST 82. EN CH3CN A 70 °C, EMPRANT BINAP COM A LLIGAND

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-p-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 49.0 mg, 0.11 mmol) amb benzamida (14.3 mg, 0.12 mmol) es va dur a terme d’acord
amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.3.1. (Pd,dbas;-CHCls, 5.5 mg, 5.4 pmol;
BINAP, 10.0 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 48.8 mg, 0.15 mmol; CH3CN anh., 535 pL).
Després de 7 h a 70 °C es va evaporar el dissolvent a pressid reduida i es va purificar el cru
per cromatografia en columna (hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de
99:1 a 98:2). Es va obtenir una mescla complexa formada per nucleosid de partida (82) i
per productes de dificil identificacid.

2.3.2.8. PER AL COMPOST 82. EN TOLUE A 110 °C, EMPRANT BINAP COM A LLIGAND

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 48.0 mg, 0.11 mmol) amb benzamida (14.0 mg, 0.12 mmol) es va dur a terme d’acord
amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.3.1. (Pd,dba;-CHCls, 5.4 mg, 5.3 umol;
BINAP, 9.8 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 47.9 mg, 0.15 mmol; tolue, 525 pL). Després de 5 h
a 110 °C es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va registrar 1’espectre de RMN
de 'H del cru, observant-se una mescla formada per 2'.3".5"-tri-O-acetil-N°-benzoil-
adenosina (103) i ’especie dimerica 104 en proporcid 2.5:1, respectivament.

2.3.2.9. PER AL COMPOST 82. EMPRANT TRI-ferc-BUTILFOSFINA COM A LLIGAND

L’intent d’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-
purina (82, 56.0 mg, 0.12 mmol) amb benzamida (15.4 mg, 0.13 mmol) es va dur a terme
d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 2.3.1. (Pd,dba;-CHCl;, 5.9 mg, 5.8
umol; P'Bus, 23 pnL d’una dissolucié 1.0 M en tolue, 0.02 mmol; Cs,CO3, 58.0 mg, 0.18
mmol; tolue 575 puL). Després de 7 h a 80 °C es va evaporar el dissolvent a pressio reduida
1 es va recuperar només nucleosid de partida (82).
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2.3.2.10. PER AL COMPOST 82. EMPRANT BIFENIL-2-DI-terc-BUTILFOSFINA COM A LLIGAND

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 49.9 mg, 0.11 mmol) amb benzamida (14.3 mg, 0.12 mmol) es va dur a terme d’acord
amb el procediment general descrit a ’apartat 2.3.1. (Pd,dba;-CHCls, 5.5 mg, 5.4 pumol;
bifenil-2-di-ferc-butilfosfina, 6.4 mg, 0.02 mmol; Cs,CO3, 48.8 mg, 0.15 mmol; tolue, 535
uL). Després de 8 h a 80 °C, la purificacido del cru per cromatografia en columna
(hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar 15.9 mg
(30%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (103).”

Compost 103 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.40. RMN de 'H
HNiPh (CDCl;, 400 MHz): & 2.10, 2.13, 2.16 (3 s, 3 MeCO), 4.35-4.50 (m,
NfN H4', HS', H5"), 5.68 (dd, J 3= 5.4, J3¢=4.4, H3"), 597 (t, J 12 =54,
ACO </N \ N/) H2'"), 6.27 (d, H1"), 7.51-7.62 (m, Hy, Hy), 8.03 (d, Jom= 7.2, H,), 8.18
0 (s, H8), 8.81 (s, H2), 9.02 (sa, NH). RMN de "*C (CDCl;, 100 MHz): &
20.4,20.5, 20.7 (3 MeCO), 63.5 (C5"), 70.6 (C3"), 73.1 (C2"), 80.5 (C4"),
ACC:OSAC 86.4 (Cl'), 123.6 (CS5), 127.9 (Ary), 128.9 (Ar,), 132.9 (Ar,), 133.4
(Ar), 141.2 (C8), 149.7 (C6), 151.7 (C4), 152.9 (C2), 164.5 (CONH),

169.3, 169.6, 170.3 (3 MeCO). [a]p =—31.6 (c = 1.02, CHCI,).

2.3.2.11. PER AL COMPOST 82. EMPRANT DPPF COM A LLIGAND

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 48.0 mg, 0.11 mmol) amb benzamida (13.9 mg, 0.12 mmol) es va dur a terme d’acord
amb el procediment general descrit a I’apartat 2.3.1. (Pd,dba;-CHCls, 5.4 mg, 5.3 pumol;
dppf, 8.7 mg, 0.016 mmol; Cs,COs, 47.9 mg, 0.15 mmol; tolue, 525 pL). Després de 3 h a
80 °C, la purificacio del cru per cromatografia en columna (hexa/AcOEt 25:75 seguit de
CH,Cl/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar 34.0 mg (74%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-
benzoiladenosina (103) i 4.4 mg (9%) de nucleosid de partida (82).

2.3.2.12. PER AL COMPOST 90. EMPRANT DPPF COM A LLIGAND

L’acoblament de la 6-bromo-9-(5'-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropiliden-3-
D-ribofuranosil)-9H-purina (90, 56.0 mg, 0.12 mmol) amb benzamida (15.4 mg, 0.13
mmol) es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.3.1.
(Pdydbaz-CHCl3, 5.9 mg, 5.8 umol; dppf, 9.6 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 52.5 mg, 0.02
mmol; tolue, 575 pL). Després de 2 h a 80 °C, la purificacid del cru per cromatografia en
columna (hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar
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51.0 mg (84%) d’N°-benzoil-5"-O-terc-butildimetilsilil-2',3'-O-isopropilidenadenosina
(105).

o Compost 105 (oli incolor). R (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.58. RMN de 'H
g (CDCl3, 400 MHz): & 0.00, 0.01 (2 s, Me;Si'‘Bu), 0.82 (s, Me,Si'Bu),

HN™ "Ph
1.41, 1.64 (2 s, MeyC), 3.78 (dd, J 45 = 4.0, J 5= 11.2, HS"), 3.89 (dd,

1BSO </: | N\/j\‘ Jys= 3.6, H5"), 4.46 (ddd, J 34 = 2.2, H4"), 4.95 (dd, J y3 = 6.2, H3"),
o 5.29 (dd, J 1o = 2.2, H2'), 6.23 (d, H1'), 7.50-7.62 (m, H,, H,), 8.02 (d,

Jom= 7.6, H,), 8.25 (s, H8), 8.84 (s, H2), 9.14 (sa, NH). RMN de “*C

050 (CDCls, 100 MHz): 8 —5.6, —5.5 (Me,Si'Bu), 18.3 (Me;C), 25.3, 27.2

105 (Me;C), 25.8 (Me;C), 63.5 (C5'), 81.5 (C3"), 85.0 (C2'), 87.4 (C4'), 91.9

(C1", 114.2 (Me,C), 1233 (C5), 127.8 (Ary), 128.8 (Ar,), 132.7 (Ar,), 133.7 (Ar), 141.6 (C8),
149.5 (C4), 151.2 (C6), 152.9 (C2), 164.5 (CONH). EM (FAB): 456.2 (M+H)".

2.3.2.13. PER AL COMPOST 94. EMPRANT DPPF COM A LLIGAND

L’acoblament de la 6-bromo-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-pB-D-ribofuranosil)-9H-
purina (94, 45.0 mg, 0.11 mmol) amb benzamida (15.1 mg, 0.12 mmol) es va dur a terme
d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 2.3.1. (Pd,dbas;-CHCl;, 5.8 mg, 5.7
umol; dppf, 9.4 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 51.5 mg, 0.16 mmol; tolue, 565 pL). Després de
3 h a 80 °C, la purificaci6 del cru per cromatografia en columna (hexa/AcOEt 25:75 seguit
de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar 33.0 mg (66%) de 3',5'-di-O-acetil-
N°-benzoil-2'-desoxiadenosina (107)” i 7.0 mg (15%) de nucledsid de partida (94).

Compost 107 (oli incolor). Rf (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.38. RMN de 'H
i (CDCl,, 400 MHz): § 2.10, 2.16 (2 s, 2 MeCO), 2.68 (ddd, J 1= 6.1,
AN Ph o =142, 5y =23, H2'), 3.00 (ddd, J 1= 7.9, Jouy = 6.6, H2"), 4.35-
o </NI5N 4.43 (m, H4, H5', H5"), 5.46 (m, H3'), 6.52 (dd, H1"), 7.53-7.61 (m,
o N Ho, Hy), 8.03 (d, J on = 6.8, Hy), 8.21 (s, H8), 8.81 (s, H2), 9.02 (sa,
NH). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 20.8, 20.9 (2 MeCO), 37.6
AcO (C2'), 63.7 (C5"), 74.4 (C3"), 82.7 (C4'), 84.9 (C1'), 123.6 (C5), 127.9
107 (Arn), 128.8 (Ar,), 132.9 (Ary), 133.6 (Ar), 141.0 (C8), 149.7 (C6),
151.7 (C4), 152.7 (C2), 164.5 (CONH), 170.3, 170.4 (2 MeCO).

2.3.2.14. DESPROTECCIO DELS GRUPS HIDROXIL D’ N°-BENZOILADENOSINES
Sobre una dissolucié de 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (103, 90 mg, 0.18

mmol) en etanol-piridina 1:1 (v/v, 1.1 mL) es va addicionar una mescla d’NaOH 2 N i
etanol (290 pL + 290 uL). Després de 6 min d’agitacio a t.a. sota atmosfera inert es va
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afegir una resina Amberlite IR-120 per tal de neutralitzar la base. La resina es va eliminar
per filtracio i es va rentar amb etanol (1 mL) i piridina (1 mL). Seguidament es va evaporar
el dissolvent a pressi6 reduida i1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 80:20), per a donar 67 mg (99%) d’N°-benzoil-
adenosina (109).

Compost 109 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 80:20): 0.61. RMN de 'H

i (DMSO-dg, 400 MHz): & 3.56 (ddd, J 45 = 4.0, J 55 = 12.0, J son = 5.6,

HN™ "Ph H51, 3.68 (ddd, J 450 = 4.2, J sson = 5.6, H5"), 3.97 (m, H4"), 4.17 (m,

</N | )N H3'), 4.63 (m, H2"), 5.11 (t, OH5'), 5.23 (d, J yo = 4.8, OH3"), 5.54 (d,

HO o N Jyon = 6.0, OH2"), 6.03 (d, J 1o = 5.6, H1), 7.52-7.65 (m, H,, H,), 8.03

(d, Jom = 7.6, H,), 8.70 (s, H8), 8.74 (s, H2), 11.18 (sa, NH). RMN de

HO OH 3C (DMSO-dg, 100 MHz): & 61.9 (C5'), 71.0 (C3'), 74.3 (C2"), 86.4
109

(C4Y, 883 (C1'), 126.5 (C5), 129.2 (Ar,, Ary,), 133.1 (Ar,), 134.0 (Ar)),
143.8 (C8), 151.1 (C6), 152.3 (C2), 152.9 (C4), 166.3 (CONH). EM (FAB): 372.5 (M+H)",

2.3.3. Amb ftalimida

L’intent d’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3",5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-
purina (82, 51.0 mg, 0.11 mmol) amb ftalimida (18.0 mg, 0.12 mmol) es va dur a terme
d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 2.3.1. (Pd,dbas-CHCl;, 5.8 mg, 5.6
umol; dppf, 9.3 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 50.9 mg, 0.16 mmol; tolue, 558 pL). Després de
8 h a 80 °C i d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va recuperar només nucleosid de
partida (82).

2.3.4. Amb acetamida

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 53.0 mg, 0.12 mmol) amb acetamida (7.5 mg, 0.13 mmol) es va dur a terme d’acord
amb el procediment general descrit a ’apartat 2.3.1. (Pd,dba;-CHCls, 6.0 mg, 5.8 umol;
dppf, 9.6 mg, 0.02 mmol; Cs,CO3, 52.9 mg, 0.16 mmol; tolue, 580 puL). Després de 20 h a
80 °C, la purificacio del cru per cromatografia en columna (hexa/AcOEt 25:75 seguit de
CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar 30.2 mg (60%, 80% basat en conversio)
d’N°,0%,0% 0’ -tetraacetiladenosina (108)'” i 14.8 mg (28%) de nucledsid de partida (82).
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Compost 108 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.38. RMN de

i 'H (CDCl;, 300 MHz): & 2.09, 2.12, 2.16 (3 s, 3 MeCO), 2.64 (s,

HN" CH;  MeCONH), 4.35-4.49 (m, H4', H5', H5"), 5.67 (dd, J 23 = 5.4, J 34 =

<!\‘r5N 4.6, H3"), 5.97 (dd, J 1= 5.4, H2'), 6.22 (d, H1"), 8.19 (s, H8), 8.70 (s,

AcO ol Nig H2), 8.85 (sa, MeCONH). RMN de *C (CDCls, 75 MHz): & 20.3,

20.5, 20.7 (3 MeCO), 25.7 (MeCONH), 63.0 (C5'), 70.6 (C3'), 73.1

AcO OAc (C2'), 80.4 (C4'), 86.5 (C1"), 122.2 (C5), 141.3 (C8), 149.4 (C6),

108 151.0 (C4), 152.6 (C2), 169.3, 169.6, 1703 (3 MeCO), 170.6
(MeCONH). EM (FAB): 436.1 (M+H)".

3. ANALISI PER RMN DE LA REACTIVITAT ENTRE NUCLEOSIDS 6-
HALOPURINICS

3.1. 6-IODOPURINICS VERSUS 6-CLOROPURINICS

En un vial es van pesar 3.8 mg (3.7 umol) de Pd,dba;-CHCl; 1 6.1 mg (0.01 mmol)
de dppf. Seguidament es va addicionar seqiiencialment una dissolucié de 38.8 mg (0.08
mmol) de 6-i0do-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (96) i 30.5 mg (0.07
mmol) de 6-cloro-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (74) en 2.5 mL de
tolue anh., 9.0 mg (0.07 mmol) de benzamida i 34.0 mg (0.10 mmol) de Cs,COs. La
mescla de reaccid es va mantenir en agitacio a 80 °C i sota atmosfera inert durant 2 h.
Després d’evaporar el dissolvent a pressio reduida, la purificacio del cru per cromatografia
en columna flash sobre gel de silice (hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient
de 99:1 a 98:2) va donar 14.8 mg (40%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (103) i
23 mg d’una mescla formada pels compostos 74 1 96 en proporcié 88:12, respectivament.

3.2. 6-CLOROPURINICS VERSUS 6-BROMOPURINICS

En un vial es van pesar 6.2 mg (6.0 pmol) de Pd,dbas;-CHCl; i 10.0 mg (0.02 mmol)
de dppf. Seguidament es va addicionar seqiiencialment una dissolucié de 50.0 mg (0.12
mmol) de 6-cloro-9-(2',3",5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (74) 1 55.0 mg (0.12
mmol) de 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (82) en 2.5 mL de
tolu¢ anh., 14.7 mg (0.12 mmol) de benzamida i1 55.0 mg (0.17 mmol) de Cs,COs. La
mescla de reaccid es va mantenir en agitacido a 80 °C 1 sota atmosfera inert durant 2 h.
Després d’evaporar el dissolvent a pressié reduida, la purificacié del cru per cromatografia
en columna flash sobre gel de silice (hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH 99:1) va
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donar 59 mg (98%) de 2',3',5'"-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (103) i 42 mg d’una mescla
formada pels compostos 82 i 74 en proporcio 13:87, respectivament.

4. REACTIVITAT DE NUCLEOSIDS 6-CLOROPURINICS AMB AMIDES
4.1. AMB 2-FENOXIACETAMIDA

L’acoblament de la 6-cloro-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-p-D-ribofuranosil)-9H-
purina (95, 39.0 mg, 0.11 mmol) amb 2-fenoxiacetamida (18.3 mg, 0.12 mmol) es va dur a
terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 2.3.1. (Pd,dbas;-CHCls, 5.7
mg, 5.1 umol; dppf, 8.4 mg, 0.02 mmol; Cs,CO;, 50.2 mg, 0.15 mmol; tolu¢, 3 mL).
Després de 4 h a 80 °C, la purificacio del cru per cromatografia en columna flash sobre gel
de silice (hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar
24.0 mg (47%) de 3',5'-di-O-acetil-2"-desoxi-N°-fenoxiacetiladenosina (110).

Compost 110 (oli incolor). R¢ (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.36.
)O@o RMN de 'H (CDCls;, 200 MHz): § 2.09, 2.15 (2 s, 2 MeCO),
HN j@ 2.67 (ddd, J 1o = 6.0, J 20 = 14.0, J 23 = 2.6, H2"), 3.00 (ddd,

N | \)N Jip =18, J»y= 6.6, H2"), 4.34-4.45 (m, H4', H5', H5"), 4.87

AcO o N" N (s, CH,OPh), 5.46 (m, H3"), 6.49 (dd, H1'), 7.03-7.09 (m, H,,

H,), 7.33 (m, H,), 8.21 (s, H8), 8.80 (s, H2). RMN de “C

AcO (CDCls, 50 MHz): & 20.8, 20.9 (2 MeCO), 37.6 (C2"), 63.6
110

(C5"), 68.1 (CH,OPh), 74.4 (C3"), 82.7 (C4"), 84.8 (C1"), 114.9
(Ar), 122.4 (Ar), 123.2 (C5), 129.8 (Ar), 141.4 (C8), 148.4 (C6), 151.4 (C4), 152.6 (C2), 156.9
(Ar;), 166.5 (CONH), 170.1, 170.3 (2 MeCO).

4.2. AMB BENZAMIDA
4.2.1. Per al compost 74

L’acoblament de la 6-cloro-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9 H-purina (74,
40.0 mg, 0.10 mmol) amb benzamida (13.0 mg, 0.11 mmol) es va dur a terme d’acord amb
el procediment general descrit a I’apartat 2.3.1. (Pd,dba;-CHCl;, 5.0 mg, 4.8 umol; dppf,
8.0 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 44.0 mg, 0.14 mmol; tolue, 2.5 mL). Després de 90 min a
80 °C, la purificacio del cru per cromatografia en columna (hexa/AcOEt 25:75 seguit de
CH,Cl/MeOH 99:1) va donar 36.0 mg (75%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina
(103).
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4.2.2. Per al compost 95

L’acoblament de la 6-cloro-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-f-D-ribofuranosil)-9H-
purina (95, 40.0 mg, 0.11 mmol) amb benzamida (15.2 mg, 0.12 mmol) es va dur a terme
d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 2.3.1. (Pd,dbas;-CHCls, 5.8 mg, 5.7
pumol; dppf, 9.4 mg, 0.02 mmol; Cs,CO3, 51 mg, 0.16 mmol; tolue, 2.8 mL). Després d’1 h
a 80 °C, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar 40.0 mg
(81%) de 3',5'-di-O-acetil-N*-benzoil-2'-desoxiadenosina (107).

43. DESPROTECCIO DELS GRUPS HIDROXIL D’N°-BENZOIL-2'-DESOXI-
ADENOSINES

Una dissolucié de 32.0 mg (0.07 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-N®-benzoil-2'-desoxi-
adenosina (107) en etanol-piridina 1:1 (v/v, 426 uL) es va tractar amb una mescla d’NaOH
2 N i etanol (185 pL + 185 uL) exactament igual com es descriu a 1’apartat 2.3.2.14. La
purificacié del cru per cromatografia en columna va donar 21 mg (80%) d’N°-benzoil-2'-
desoxiadenosina (111).

Compost 111 (oli incolor). RMN de '"H (DMSO-d,, 400 MHz): & 2.39
ji (ddd, lezv = 62, J2'3' = 34, szz" = 132, H2'), 2.78 (ddd, J1'2" = 72, J2"3' =

HN™ Ph 60, H2"), 3.49-3.64 (m, H5', H5"), 3.89 (m, H4"), 4.44 (m, H3'), 5.00 (t,

- </: | l\l\/)N J son=J sion = 5.2, OH5", 5.34 (d, J you = 4.0, OH3"), 6.47 (dd, H1",
o 7.51-7.66 (m, Hy, Hy), 8.03 (d, J on = 8.1, Hy), 8.66 (s, H8), 8.73 (s, H2),

11.20 (sa, NH). RMN de *C (DMSO-d,, 100 MHz): & 39.8 (C2'), 62.3

HO (C5Y, 71.4 (C3"), 84.4 (C4'), 88.7 (C1'), 126.6 (C5), 129.2 (Aro, Atm),

m 133.1 (Ar,), 134.0 (Ar), 143.7 (C8), 151.0 (C6), 152.2 (C4), 152.6 (C2),

166.3 (CONH). EM (FAB): 356.1 (M+H)".
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S. PREPARACIO D’ADENOSINES 1 2'-DESOXIADENOSINES
MARCADES

5.1. PREPARACIO DE PRECURSORS MARCATS AMB °N
5.1.1. [°N]Benzamida (102)

Sobre una dissolucié de 109 mg (2.00 mmol) de "NH,4CI i 145 mg (2.20 mmol)
d’KOH en 6 mL d’CH3CN 1 2 mL d’aigua es van addicionar primer 830 pL (6.00 mmol)
de Et;N i després, gota a gota, 700 uL (6.00 mmol) de clorur de benzoil. Després de 5 h
d’agitacid a t.a. es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5). Es van obtenir
242 mg (99%) de [°N]benzamida (102).*

o Compost 102 (solid blanc). Ry (CH,CL,/MeOH 95:5): 0.20. RMN de 'H (CDCl;, 300

Ph)k,le MHz): 8 6.11 (d, J i = 89.4, °NH,), 7.42-7.53 (m, Hy, H,), 7.82 (m, H,). RMN de
2

102 13C (CDCls, 75 MHz): 8 127.3 (Ary), 128.6 (Ar,), 132.0 (Ar,), 1333 (d, J ox = 8.2,

Ar), 169.9 (d, Jex= 15.5, CO).
5.1.2. [1-"°N]-6-Bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil--D-ribofuranosil)-9 H-purina (114)

La bromaci6 de la [1-"°N]-2",3',5'-tri-O-acetilinosina (28, 125 mg, 0.32 mmol) es va
dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 1.1.2.1. (N-bromo-
succinimida, 169 mg, 0.95 mmol; HMPT, 144 uL, 0.79 mmol; LiBr, 137 mg, 1.58 mmol;
CH;CN anh., 5 mL). Després de 5 h a 70 °C, la purificacid del cru per cromatografia en
columna (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar 114 mg (79%) de [1-">N]-6-bromo-9-(2',3",5'"-tri-
O-acetil-B-D-ribofuranosil)-9H-purina (114).

Compost 114 (oli groc). RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz): & 2.09, 2.12,
Br

W _Lx 216 (35,3 MeCO), 437-450 (m, H4, HS', H5"), 5.65 (dd, J 23 = 5.2,
¢ j“ Jye= 44, H3), 5.96 (dd, J 12 = 5.1, H2'), 6.23 (d, H1"), 8.32 (s, HS), 8.73
AcO N N/

o) (d, Jnu=15.9, H2). RMN de "“C (CDCl;, 75 MHz): § 20.3, 20.5, 20.7 (3
MeCO), 62.8 (C5'), 70.4 (C3"), 73.1 (C2"), 80.5 (C4"), 86.9 (C1"), 134.9 (d,
A°01 1SAC Jen=2.7, C5), 143.4 (C8), 143.7 (d, Jon = 2.1, C6), 149.9 (d, J o = 2.7,

C4), 152.2 (d, J on= 4.6, C2), 169.3, 169.5, 170.2 (3 MeCO). RMN de N
(CDCls, 30 MHz): & —61.1 (d, J iz = 16). HRMS (FAB) calculat per a C;6H;sBrN;'°NO; (M+H)"
458.0329, 460.0309, trobat 458.0325, 460.0319.
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5.1.3. [1-"*N]-6-Cloro-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil)-9 H-purina (119)

La cloraci6 de la [1-'°N]-3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosina (64, 94 mg, 0.28 mmol)
es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 1.1.3.1. (POCls,
156 uL, 1.68 mmol; clorur de benziltrietilamoni, 127 mg, 0.56 mmol; N,N-dimetilanilina,
51 uL, 0.42 mmol; CH3CN anh., 1 mL). Deprés de 30 min a 80 °C i de tractar el cru de la
forma descrita, la purificacié per cromatografia en columna (hexa/AcOEt 25:75) va donar
80 mg (81%) de [1-"N]-6-cloro-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofuranosil)-9 H-
purina (119).'%

Compost 119 (oli groc). RMN de "H (CDCl;, 300 MHz): & 2.09, 2.15 (2

¢! . s, 2 MeCO), 2.70 (ddd, J 1o = 6.0, J 3= 2.7, Jp»= 14.1, H2"), 3.01 (ddd,

</N Ij“ J1p=18, Jp3= 6.6, H2"), 4.35-4.44 (m, H4', H5', H5"), 5.46 (m, H3"),

AcO o N"°N 6.50 (dd, H1'), 8.33 (s, H8), 8.76 (d, J xy = 15.9, H2). RMN de "“C

(CDCls, 75 MHz): & 20.7, 20.9 (2 MeCO), 37.6 (C2"), 63.5 (C5'), 74.2

AcO (C3"), 82.9 (C4"), 85.1 (C1"), 132.3 (d, J ox = 2.0, C5), 143.3 (C8), 151.1

19 (d, J en = 2.0, C4), 151.3 (d, J ox = 4.0, C6), 152.0 (d, J cn = 3.8, C2),

170.2, 170.3 (2 MeCO). RMN de N (CDCl;, 30 MHz): 8 —70.8 (d, J xu = 16). HRMS (FAB)
calculat per a C30H30N,"NOo (M+H)" 605.2014, trobat 605.2027.

5.2. N>-BENZOILADENOSINES MARCADES AMB °N
5.2.1. [6-15NH2]-2',3',5'-Tri—0-acetil-]\’6-benzo'1'laden0sina 112)

L’acoblament de la 6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-f-D-ribofuranosil)-9H-purina
(82, 55.0 mg, 0.12 mmol) amb [’N]benzamida (102, 16.2 mg, 0.13 mmol) es va dur a
terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 1.2.3.1. (Pd,dbas;-CHCl;, 6.2
mg, 6.0 umol; dppf, 10.0 mg, 0.02 mmol; Cs,CO3, 56.0 mg, 0.17 mmol; tolue, 2.3 mL).
Després de 2 h a 80 °C, la purificacid del cru per cromatografia en columna flash sobre gel
de silice (hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar
44.0 mg (74%) de [6-""NH,]-2',3",5'-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (112) i 5.0 mg (9%)
de compost de partida (82).
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o Compost 112 (escuma). RMN de "H (CDCl;, 400 MHz): § 2.09, 2.13,
Py 2.16 (3 s, 3 MeCO), 4.38-4.50 (m, H4', HS', H5"), 5.68 (dd, J 3= 5.5,

%
N HN\N " Jye=4.3, H3"), 5.96 (t, J 1»= 5.5, H2'), 6.27 (d, H1"), 7.51-7.63 (m, H,,
ACO </N | ' P H,), 8.03 (d, J om = 7.2, H,), 8.19 (s, H8), 8.80 (s, H2), 9.08 (d, J nz =
o] 88.4, °"'NH). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 20.3, 20.5, 20.7 (3
MeCO), 63.0 (C5"), 70.6 (C3"), 73.1 (C2'), 80.5 (C4"), 86.3 (C1'), 123.6
AcO OAc

(d, Jon= 2.3, C5), 127.9 (Ary), 128.8 (Ar,), 132.8 (Ar,), 133.4 (d, Jon=
9.2, Ary), 141.2 (C8), 149.7 (d, J o = 19.9, C6), 151.7 (C4), 152.9 (d,
Jen =23, C2), 164.6 (d, J cn = 13.0, CO®NH), 169.3, 169.5, 170.3 (3 MeCO). RMN de N
(CDCls, 30 MHz): & —236.2 (d, J xy = 88, NH). HRMS (FAB) calculat per a Cp3H,4N,°NOg
(M+H)" 499.1595, trobat 499.1579.

112

5.2.2. [6-'"NH,]-N°-Benzoiladenosina (113)

Una dissoluci6 de 29 mg (0.06 mmol) de [6-'°NH,]-2',3",5'"tri-O-acetil-N°-
benzoiladenosina (112) en etanol-piridina 1:1 (v/v, 364 uL) es va tractar amb una mescla
d’NaOH 2 N i etanol (241 puL + 241 pL) exactament igual com es descriu a 1’apartat
[.2.3.2.14. La purificaci6 del cru per cromatografia en columna va donar 22 mg (99%) de
[6-'"NH,]-N°-benzoiladenosina (113).

Compost 113 (oli incolor). RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & 3.57

0O
Hlfl)LPh (ddd, J4'5' = 40, J5'5" = 120, JS'OH = 56, HS'), 3.69 (ddd, J4'5" = 43,

Ne J sion = 5.6, H5"), 3.98 (m, H4"), 4.18 (m, H3"), 4.64 (m, H2), 5.12 (t,
. </N | N/) OH5"), 5.23 (d, J 3on = 4.8, OH3"), 5.55 (d, J you = 6.0, OH2'), 6.03 (d,
o) J 1y = 5.7, H1"), 7.52-7.67 (m, Hp, H,), 8.04 (d, J o = 7.6, H,), 8.71 (s,

HS), 8.75 (s, H2), 11.20 (d, J xy = 85.8, "NH). RMN de *C (DMSO-dj,

H? 1SH 75 MHz): & 61.7 (C5"), 70.7 (C3"), 74.0 (C2"), 86.1 (C4"), 88.0 (C1"),

126.3 (d, J en = 2.7, C5), 128.8 (Ar,, Ary), 132.8 (Ary), 133.8 (d, J o =
9.1, Ary), 143.5 (C8), 150.8 (d, Jcn = 18.4, C6), 152.0 (d, Jon= 1.5, C2), 152.6 (d, Jon = 1.5, C4),
166.1 (d, J cx = 12.8, CO"”’NH). RMN de "N (DMSO-dg, 30 MHz): & —233.1 (d, J cx = 85, NH).
HRMS (FAB) calculat per a Cj;H;7;N,°NOs (M+H)" 373.1278, trobat 373.1270.

5.2.3. [N,1-°N,]-2",3',5'-Tri-O-acetil-N®-benzoiladenosina (115)
L’acoblament de la [1-""N]-6-bromo-9-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil )-9 H-
purina (114, 56.0 mg, 0.12 mmol) amb [°N]benzamida (102, 16.0 mg, 0.13 mmol) es va

dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.2.3.1. (Pd,dba;-CHCls,
6.3 mg, 6.1 umol; dppf, 11.4 mg, 0.02 mmol; Cs,CO;, 57.0 mg, 0.17 mmol; tolue, 2.3
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mL). Després de 2 h a 80 °C, la purificaci6é del cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2)
va donar 45.0 mg (74%) de [N,1-"°N,]-2',3",5'-tri-O-acetil-N°-benzoiladenosina (115) i 5.1
mg (9%) de compost de partida (114).

Compost 115 (escuma). RMN de "H (CDCl;, 400 MHz): § 2.09, 2.13,
« I 2.17 (3 s, 3 MeCO), 4.37-4.49 (m, H4', HS', H5"), 5.68 (dd, J 23 = 5.5,

N PN =43, H3), 5.96 (1, J 2= 5.5, H2), 626 (d, HI'), 7.51-7.63 (m, H,,

</N | \/J“ H,), 8.03 (d, J om= 7.2, H,), 8.19 (s, H8), 8.80 (d, J niu = 15.8, H2), 9.09

AcO o N"N (dd, J nen = 88.8, J nin = 2.0, °NH). RMN de “C (CDCl;, 100MHz): &

20.3, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 63.0 (C5"), 70.6 (C3'), 73.1 (C2'), 80.5 (C4"),

AcO OAc 86.3 (C1"), 123.6 (dd, Jon= 3.1, Jon= 2.3, C5), 127.9 (Ary,), 128.8 (Ar,),
115

132.8 (Ary), 133.4 (d, Jon= 9.2, Ary), 141.2 (C8), 149.7 (dd, J cxe = 19.9,
Joni =52, C6), 151.7 (dd, Jen=2.3, Jon= 1.2, C4), 152.9 (dd, Jox=2.7, Jen= 2.3, C2), 164.6 (d,
Jox = 13.0, CO®NH), 169.3, 169.5, 170.3 (3 MeCO). RMN de "N (CDCl;, 30 MHz): § —236.1
(dd, J xu = 89, J xy = 4, N6), —114.0 (dd, J xg = 16, N1). HRMS (FAB) calculat per a
C,3H2uN;N,Og (M+H)" 500.1566, trobat 500.1556.

5.2.4. [N,1-"°N,]-N®-Benzoiladenosina (116)

Una dissolucié de 36 mg (0.07 mmol) de [N,1-""N,]-2',3",5'-tri-O-acetil-N°-benzoil-
adenosina (115) en etanol-piridina 1:1 (v/v, 439 uL) es va tractar amb una mescla d’NaOH
2 N i etanol (299 pL + 299 pl) exactament igual com es descriu a 1’apartat 1.2.3.2.14. La
purificacié del cru per cromatografia en columna va donar 27 mg (99%) de [N,1-'"N,]-N°-
benzoiladenosina (116).

Compost 116 (oli incolor). RMN de '"H (DMSO-ds, 400 MHz): & 3.55-

H;\kl)okph 3.74 (m, H5', H5"), 3.99 (m, H4"), 4.20 (m, H3"), 4.66 (m, H2"), 5.13 (t,

N Json=J son= 5.7, OH5"), 5.25 (d, J yon = 3.9, OH3"), 5.55 (d, J 20 =

HO </N | N/) 5.7, OH2"), 6.05 (d, J 1o = 6.0, H1"), 7.53-7.68 (m, H,, H,), 8.05 (d,
© Jom= 7.6, Hy), 8.72 (s, H8), 8.76 (d, Jni1 = 15.4, H2), 11.17 (d, Jneni =

84.6, °"NH). RMN de “C (DMSO-ds, 100 MHz): & 61.3 (C5"), 70.4
(C3"), 73.7 (C2'), 85.7 (C4'), 87.6 (C1"), 125.9 (dd, Jen= 3.1, Jen= 1.5,
C5), 128.5 (Ar,, Ary), 132.4 (Ar,), 133.4 (d, Jon=9.2, Ary), 143.1 (C8),
150.4 (dd, J cne = 18.4, J ony = 4.6, C6), 152.2 (dd, Jen= 1.2, Jen=2.7, C2), 165.7 (d, J cx= 13.0,
CO"NH). RMN de "*N (DMSO-dg, 30 MHz): 5 —230.8 (doblet ample, J = 85, N6), —101.9 (doblet
ample, J cn = 15, N1). HRMS (FAB) calculat per a C,7H;;N3"°N,NaOs (M + Na)™ 396.1068, trobat
396.1065.

HO OH
116
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5.3. N>-BENZOIL-2'-DESOXIADENOSINES MARCADES AMB "*N
5.3.1. [6-"°"NH,]-3',5'-Di-O-acetil-N°-benzoil-2'-desoxiadenosina (117)

L’acoblament de la 6-cloro-9-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-f-D-ribofuranosil)-9H-
purina (95, 40.0 mg, 0.11 mmol) amb [°N]benzamida (102, 15.3 mg, 0.12 mmol) es va dur
a terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.2.3.1. (Pd,dbas-CHCl;, 5.8
mg, 5.6 umol; dppf, 9.4 mg, 0.02 mmol; Cs,CO;, 51.0 mg, 0.16 mmol; tolu¢, 2.2 mL).
Després de 60 min a 80 °C, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre
gel de silice (hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va
donar 40.0 mg (80%) de [6-'"NH,]-3',5'-di-O-acetil-N°-benzoil-2'-desoxiadenosina (117).

o Compost 117 (oli incolor). RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz): § 2.09, 2.15
« )1 (2 s, 2 MeCO), 2.68 (ddd, J 12 = 6.0, J yo» = 14.1, J 3 = 2.2, H2"), 3.00

N HN\ Fh (ddd, J 1or= 7.8, J 33 = 6.6, H2"), 4.36-4.44 (m, H4', H5', H5"), 5.46 (m,

AO </N | N/j\' H3", 6.51 (dd, H1'), 7.50-7.61 (m, H,, H,), 8.03 (d, J om= 7.9, H,), 8.22
o) (s, H8), 8.79 (s, H2), 8.97 (d, Jnu = 88.5, °"NH). RMN de *C (CDCl;, 75
w MHz): & 20.7, 20.9 (2 MeCO), 37.6 (C2"), 63.7 (C5'), 74.4 (C3'), 82.7
ACOW (C4"), 84.8 (C1'), 123.6 (C5), 127.9 (Ary), 128.8 (Ar,), 132.8 (Ary), 133.5

(d, Jon = 9.4, Ary), 141.1 (C8), 149.6 (d, J ox = 19.7, C6), 151.5 (C4),
152.6 (C2), 164.6 (d, J oy = 16.0, CO'*NH), 170.2, 170.3 (2 MeCO). RMN de N (CDCl;, 30
MHz): 5 —216.7. HRMS (FAB) calculat per a Cy;H,,N;"NOg (M+H)" 441.1540, trobat 441.1544.

5.3.2. [6-">°NH,]-N*-Benzoil-2'-desoxiadenosina (118)

Una dissolucié de 35 mg (0.08 mmol) de [6-'"NH,]-3',5"-di-O-acetil-N°-benzoil-2'-
desoxiadenosina (117) en etanol-piridina 1:1 (v/v, 482 pL) es va tractar amb una mescla
d’NaOH 2 N i etanol (209 uL + 209 pL) exactament igual com es descriu a 1’apartat
1.2.3.2.14. La purificaci6 del cru per cromatografia en columna va donar 23 mg (80%) de
[6-"°NH,]-N®-benzoil-2'-desoxiadenosina (118).

Compost 118 (oli incolor). RMN de 'H (DMSO-dg, 400 MHz): § 2.35
*)L (ddd, J1'2': 63, J2'3' = 33, J2'2" = 132, H2'), 2.79 (ddd, lez" = 66, Jz"3' =

HN™ Ph 63 H2"), 3.49-3.66 (m, H5', H5"), 3.89 (m, H4'), 4.40 (m, H3"), 5.00 (t,

- </: | N\/J\l J son=J sion= 5.4, OH5", 5.35 (d, J you = 4.2, OH3"), 6.47 (dd, H1"),
o 7.51-7.66 (m, Hy, Hy), 8.03 (d, Jom= 8.1, Hy), 8.67 (s, HS), 8.74 (s, H2),

11.12 (sa, "NH). RMN de “C (DMSO-ds, 100 MHz): & 39.8 (C2"), 62.0

HO (C5'), 71.1 (C3"), 84.2 (C4"), 88.4 (C1"), 126.3 (d, J ox = 2.0, C5), 128.9

(Ar,, Ary), 132.9 (Ary), 133.8 (d, J ox = 9.0, Ar), 143.5 (C8), 150.8 (d,
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Jen=19.0, C6), 152.0 (C4), 152.4 (d, Jox= 2.0, C2), 166.1 (d, Jox=13.0, CO"’NH). RMN de N
(CDCl;, 30 MHz): § —209.0. HRMS (FAB) calculat per a C;;HsN,°NO, (M+H)" 357.1329, trobat
357.1322.

5.3.3. [N,1-"°N;]-Di-0-acetil-N°-benzoil-2'-desoxiadenosina (120)

L’acoblament de la [1-"°NJ-6-cloro-9-(3',5"-di-O-acetil-2'-desoxi-B-D-ribofurano-
sil)-9H-purina (119, 52.2 mg, 0.15 mmol) amb [’N]benzamida (102, 20.0 mg, 0.16 mmol)
es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a l’apartat 1.2.3.1.
(Pdydbas-CHCls, 7.6 mg, 7.4 umol; dppf, 12.2 mg, 0.02 mmol; Cs,COs, 67 mg, 0.21 mmol;
tolu¢ anh., 2.8 mL). Després de 60 min a 80 °C, la purificacié del cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de
99:1 a 98:2) va donar 51.9 mg (80%) de [N,1-""N,]-di-O-acetil-N®-benzoil-2'-desoxi-
adenosina (120).

Compost 120 (oli incolor). RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz): § 2.10, 2.15
L1 (25,2 MeCO), 268 (ddd, J 12 = 6.1, Jopr = 14.2, J 53 = 2.7, H2), 3.00
HN™ Ph - (ddd, J o= 7.9, J s = 6.3, H2"), 4.35-4.45 (m, H4', H5", H5"), 5.46 (m,

</N | \J\l* H3", 6.51 (dd, H1'), 7.51-7.62 (m, H,, H,), 8.03 (d, J o= 7.2, H,), 8.20

ACOL NN (s, H8), 8.81 (d, J xin = 15.9, H2), 8.89 (dd, J ngs = 88.5, J in = 2.1,

NH). RMN de C (CDCl;, 100 MHz): & 20.8, 20.9 (2 MeCO), 37.7

AcO (C2"), 63.7 (C5"), 74.4 (C3"), 82.8 (C4"), 84.9 (C1"), 123.5 (d, J cn = 3.0,
120

C5), 127.9 (Ary), 128.9 (Ar,), 132.9 (Ary), 133.5 (d, Jox= 9.2, Ary), 141.2
(C8), 149.6 (dd, J cxe= 18.1, Joni = 5.0, C6), 151.6 (d, Jox= 2.0, C4), 152.5 (dd, J cn= 3.5, Jen =
2.0, C2), 164.6 (d, Jon= 11.4, CO"NH), 170.3, 170.4 (2 MeCO). RMN de "*N (CDCl;, 30 MHz):
8 —217.1 (dd, Jyn=4, J i = 88, N6), —95.4 (ddd, J xue= 2, J iz = 16, N1). HRMS (FAB) calculat
per a CHyN3"N,Og (M+H)" 442.1511, trobat 442.1500.

5.3.4. [N,1-"°>N,]-N®-Benzoil-2'-desoxiadenosina (121)

Una dissolucié de 40.0 mg (0.09 mmol) de [N,1-"°N,]-3',5'-di-O-acetil-N°-benzoil-
2'-desoxiadenosina (120) en etanol-piridina 1:1 (v/v, 552 pL) es va tractar amb una mescla
d’NaOH 2 N i etanol (239 uL + 239 puL) exactament igual com es descriu a 1’apartat
1.2.3.2.14. La purificacié del cru per cromatografia en columna va donar 26.0 mg (80%) de
[N, 1-""N,]-N®-benzoil-2'-desoxiadenosina (121).
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Compost 121 (oli incolor). RMN de 'H (DMSO-dg, 300 MHz): § 2.36

Hﬁiph (ddd, J 12 =6.2, J o= 13.3, J 3= 3.3, H2'), 2.79 (ddd, J 15: = 7.2, J 33 =

N 6.3, H2"), 3.49-3.67 (m, H5'), 3.90 (m, H4"), 4.45 (m, H3"), 5.01 (t,

HO </N | y B J son = J sion = 5.7, OH5"), 5.36 (d, J you = 4.2, OH3"), 6.48 (dd, H1"),
o) 7.51-7.64 (m, Hy, H,), 8.04 (d, J o = 7.8, H,), 8.68 (s, HS), 8.74 (d,

J = 15.6, H2), 11.17 (d, J neu = 88.5, "NH). RMN de “C (DMSO-d,,

H01 ’ 100 MHz): & 39.8 (C2'), 62.3 (C5'), 71.4 (C3"), 84.4 (C4"), 88.7 (C1"),

126.6 (d, J ox = 1.0, C5), 129.2 (Ar,, Aty), 133.1 (Ary), 134.0 (d, J ox =
7.8, Ary), 143.7 (C8), 151.0 (dd, J oxi = 4.6, J cne = 18.3, €6), 152.2 (dd, J on= 1.5, J on = 4.0, C4),
152.6 (dd, Jon=2.0, J cx= 4.0, C2), 167.3 (d, J ox= 15.9, CO"*’NH). RMN de N (DMSO-ds, 30
MHz): & —209.1 (d, J xue = 88, N6), —=80.2 (d, J nuo= 14, N1). HRMS (FAB) calculat per a
C17HsN;°N,O4 (M+H)" 358.1299, trobat 358.1292.

II. NUCLEOSIDS 2-BROMOPURINICS

1. PREPARACIO DE NUCLEOSIDS 2-BROMOPURINICS
1.1. PREPARACIO DE LA 2',3',5'-TRI-O-ACETILGUANOSINA (123)

Es van escalfar a reflux 4.92 g (17.4 mmol) de guanosina (122) i 49.2 mL (492
mmol) d’anhidrid acetic en 59 mL de piridina anh. sota atmosfera inert fins que es va
dissoldre tot el solid. Quan es va refredar la dissolucié resultant van precipitar 4.30 g
(60%), que es van filtrar i es van recristal-listar en etanol. Es van obtenir 2.36 g (33%) de
2',3",5'-tri-O-acetilguanosina (123).

Compost 123 (solid blanc). RMN de 'H (DMSO-dg, 200 MHz): & 2.04,

o 2.05,2.11 (3 s, 3 MeCO), 4.20-4.40 (m, H4', H5', H5"), 5.51 (m, H3"),

</NfiNLH 5.80 (m, H2'), 6.00 (d, J » = 6.1, H1"), 6.56 (sa, NH,), 7.94 (s, HS).

AcO o N"N RMN de *C (DMSO-dg, 50 MHz): & 20.4, 20.6, 20.7 (3 MeCO), 63.3

(C5"), 70.6 (C3"), 72.3 (C2'), 79.8 (C4"), 84.7 (C1"), 117.1 (C5), 135.9

AcO OAc (C8), 151.4 (C4), 154.1 (C2), 156.9 (C6), 169.5, 169.7, 170.3 (3
123 MeCO). P.f. (EtOH): 230-2 °C (lit.”* 232 °C).
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1.2. NUCLEOSIDS 2-BROMOPURINICS
1.2.1. 2'.3'.5'-Tri-0O-acetil-2-bromoinosina (124)

Es va escalfar a 60 °C sota atmosfera inert una suspensio d’1.6 mL (12.2 mmol)
de nitrit de terc-butil, 250 mg (0.61 mmol) de 2',3",5'-tri-O-acetilguanosina (123) 1 631 pL
de tribromometa anh. fins que es va dissoldre tot el solid i va acabar el desprendiment
gasos (40 min). Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressid reduida i es va purificar
el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice eluint amb CH,Cl,/MeOH
(gradient de 98:2 a 90:10). Es van obtenir 101 mg (35%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-2-bromo-
inosina (124).""!

o Compost 124 (escuma). R (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.20. RMN de 'H

NﬁNH (CDCl;, 200 MHz): & 2.11, 2.15, 2.16 (3 s, 3 MeCO), 4.38-4.47 (m,

ACO </N | N/L H4', H5', H5"), 5.57 (dd, J 3= 5.4, J34= 4.4, H3"), 5.76 (dd, J 1» =

o) 5.6, H2"), 6.12 (d, H1"), 7.97 (s, H8). RMN de “C (CDCl;, 50 MHz):

8 20.4, 20.6, 20.8 (3 MeCO), 62.9 (C5"), 70.5 (C3"), 73.4 (C2"), 80.5

(C4"), 86.3 (C1"), 124.0 (C5), 133.6 (C2), 138.4 (C8), 148.4 (C4),

158.4 (C6), 169.2, 169.5, 170.2 (3 MeCO). EM (FAB): 473.4, 475.4
(M+H)".

AcO OAc
124

1.2.2. Intent de proteccio del compost 124 en N1 amb el grup Mocvinil

Es van addicionar 12 pL (0.13 mmol) de propinoat de metil sobre una dissolucio6 de
51 mg (0.11 mmol) de 2-bromoinosina (124) i 16 mg (0.13 mmol) de DMAP en 1.2 mL
d’CH3CN anh. i es va deixar evolucionar la reacci6 en agitacio sota atmosfera inert durant
90 min. Després d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va recuperar només
nucleosid de partida (124).

1.2.3. Intent de preparacio de la 2',3',5'-tri-O-acetil-O°-benzil-2-bromoinosina (126)
a partir de guanosina

1.2.3.1. PROTECCIO DE L’O6 AMB UN GRUP BENZIL

Una mescla de 2',3',5'-tri-O-acetilguanosina (123, 450 mg, 1.10 mmol) i trifenil-
fosfina (577 mg, 2.20 mmol) es va sotmetre al buit durant 15 min. Seguidament es van
addicionar 17 mL de dioxa anh. i la suspensid resultant es va tractar seqiiencialment amb
alcohol benzilic (227 pL, 2.20 mmol) i amb DEAD (346 uL, 2.20 mmol). Després de 50
min d’agitaci6 a t.a. sota atmosfera d’argo6 es va evaporar el dissolvent a pressid reduida 1
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es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (hexa/AcOEt,
gradient de 35:65 a 25:75). Es van obtenir 165 mg (30%) de 2',3',5'"-tri-O-acetil-O°-benzil-
guanosina (125).

Compost 125 (oli incolor). Rf (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.93. RMN de
'H (CDCl;, 300 MHz): § 2.09, 2.10, 2.14 (3 s, 3 MeCO), 4.37-4.46
(m, H4', H5', H5"), 4.95 (sa, NH,), 5.56 (s, OCH,Ph), 5.80 (dd, J 5 =
4.8, J 34 = 4.2, H3"), 5.97-6.02 (m, H1', H2'), 7.31-7.39 (m, H,, H,),
7.50 (d, J om= 6.6, H,), 7.71 (s, H8). RMN de *C (CDCls, 75 MHz):
AC?ZSOAC § 20.4, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 63.1 (C5"), 68.1 (OCH,Ph), 70.6 (C3"),
72.8 (C2'), 79.8 (C4"), 86.4 (C1"), 116.2 (C5), 128.0, 128.2, 128.4
(A1, Atp, Ar,), 136.3 (Ary), 137.8 (C8), 153.5 (C6), 159.3 (C4), 161.2 (C2), 169.3, 169.6, 170.5 (3
MeCO).

O Ph
N
N
¢
AcO o N NAN H,

1.2.3.2. INTENT DE BROMACIO EN C2

Es va escalfar a 60 °C 1 sota atmosfera inert una suspensié de 348 pL (2.64 mmol)
de nitrit de ferc-butil, 66 mg (0.13 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-O°-benzilguanosina (125) i
136 uL de tribromometa anh. fins que va acabar el desprendiment gasos (1 h).
Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH>Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a
95:5). Es va obtenir una mescla de productes de dificil identificacio.

1.2.4. Preparacio de la 2',3',5'-tri-O-acetil-O°-benzil-2-bromoinosina (126) a partir
del compost 124

Una mescla de 181 mg (0.38 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-2-bromoinosina (124) i
201 mg (0.77 mmol) de trifenilfosfina es va sotmetre al buit durant 15 min. Seguidament
es van addicionar 6.7 mL de dioxa anh. i la dissoluci6 resultant es va tractar
seqliencialment amb alcohol benzilic (79 pL, 0.77 mmol) 1 amb DEAD (121 uL, 0.77
mmol). Després de 30 min d’agitacid a t.a. i sota atmosfera d’argd es va evaporar el
dissolvent a pressio reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna
(hexa/AcOEt 1:1). Es van obtenir 69 mg (32%) de 2',3',5"-tri-O-acetil-O®-benzil-2-bromo-
inosina (126).
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. Compost 126 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 98:2): 0.50. RMN de 'H
Q" Ph(cDCL, 400 MHz): § 2.09, 2.13, 2.16 (3 5, 3 MeCO), 4.39-4.45 (m, H4,
CT N HSLHS"), 5.60 (dd, oy = 52, J 5y = 4.2, H3), 5.65 (5, OCHPh), 5.79
AcO N" N~ Br

0 (dd, J 1= 5.6, H2"), 6.19 (d, HI'), 7.31-7.40 (m, Hy, Hy), 7.54 (d, J om =

6.8, Hy), 8.04 (s, H8). RMN de *C (CDCls, 100 MHz): & 20.3, 20.5, 20.8

AcO OAc (3 MeCO), 63.0 (C5'), 69.7 (OCH,Ph), 70.6 (C3"), 73.3 (C2'), 80.6 (C4"),
126

86.1 (C1"), 121.4 (C5), 128.5 (Ary, Ary), 128.9 (Ar,), 135.1 (Ar), 140.4
(C8), 143.7 (C2), 152.8 (C6), 160.4 (C4), 169.3, 169.5, 170.3 (3 MeCO). EM (FAB): 563.9, 565.9
(M+H)".

2. REACTIVITAT DE NUCLEOSIDS 2-BROMOPURINICS AMB
BENZAMIDA

2.1. PER AL COMPOST 124

Es va intentar dur a terme I’acoblament de la 2',3',5'-tri-O-acetil-2-bromoinosina
(124, 45.0 mg, 0.10 mmol) amb benzamida (12.6 mg, 0.11 mmol) d’acord amb el
procediment general descrit a I’apartat 1.2.3.1. (Pd,dbas; CHCl3, 4.9 mg, 4.8 umol; dppf,
8.9 mg, 0.01 mmol; Cs,COs3, 44 mg, 0.13 mmol; tolue anh., 900 uL; dioxa anh., 900 uL).
Després de 4 h d’agitacio a 80 °C es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va
purificar el cru per cromatografia en columna (hexa/AcOEt 25:75 seguit de
CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5). Es va recuperar només nucleosid de partida (124,
22 mg, 49%).

2.2. PER AL COMPOST 126

L’acoblament de la 2',3',5-tri-O-acetil-O°-benzil-2-bromoinosina (126, 46.2 mg,
0.08 mmol) amb benzamida (11.0 mg, 0.09 mmol) es va dur a terme d’acord amb el
procediment general descrit a 1’apartat 1.2.3.1. (Pd,dba;-CHCIs, 4.2 mg, 4.1 umol; dppf,
7.7 mg, 0.01 mmol; Cs,COs3, 37.4 mg, 0.11 mmol; tolu¢ anh., 1.6 mL). Després de 90 min
a 80 °C, la purificacié del cru per cromatografia en columna (hexa/AcOEt gradient de 1:1 a
35:65) va donar 39 mg (78%) de 2',3",5'"-tri-O-acetil-O°®-benzil-N*-benzoilguanosina (127).
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Compost 127 (oli incolor). R¢ (CH,Cl/MeOH 98:2): 0.27. RMN de

O Ph )
Ay o H (CDCls, 400 MHz): 8 2.04, 2.10, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.43-4.53
ACO </N | N /*N X1, (m, H4', H5', H5"), 5.65 (s, OCH,Ph), 5.98-6.00 (m, H2', H3"), 6.10
0 N (m, H1", 7.30-7.38 (m, OCH,Ph: Hy, H,), 7.49-7.60 (m, OCH,Ph:
H,, NHCOPh: Hy, Hy), 7.92 (s, H8), 7.98 (d, J on= 7.2, NHCOPh:
AcO OAc H,), 8.67 (sa, NH). RMN de *C (CDCl;, 100 MHz): & 20.4, 20.6,

127
20.7 (3 MeCO), 63.3 (C5'), 68.9 (OCH,Ph), 70.7 (C3"), 73.3 (C2"),

80.1 (C4'), 87.0 (C1"), 119.1 (C5), 127.5 (NHCOPh: Ary,), 128.4 (OCH,Ph: Ary, Ar,), 128.6, 128.7
(NHCOPh, OCH,Ph: Ar,), 132.2 (NHCOP#: Ar,), 134.6 (NHCOPh: Ary), 135.8 (OCH,Ph: Ary),
140.3 (C8), 152.2 (C2), 152.3 (C6), 161.0 (C4), 164.7 (PhCONH), 169.5, 169.6, 170.7 (3 MeCO).
EM (FAB): 605.1 (M+H)".

2.3. ELIMINACIO DEL GRUP O%BENZIL SOTA CONDICIONS
D’HIDROGENOLISI

Es va mantenir en agitacid, a t.a. 1 sota atmosfera d’hidrogen durant 2 h una mescla
formada per 33 mg (0.55 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-O°-benzil-N*-benzoilguanosina
(127), 5.8 mg (5.5 umol, 10 mol% Pd) de Pd/C al 10%, 2 mL d’EtOH anh. i 2 mL de THF
anh. Passat aquest temps es va filtrar el cru sobre Celite® i es va evaporar el dissolvent a
pressié reduida. Es van obtenir 25 mg (89%) de 2',3',5"-tri-O-acetil-N>-benzoilguanosina
(128).'

o Compost 128 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.30. RMN de

</N ‘ NH O 'H (CDCls, 400 MHz): § 2.03, 2.12, 2.17 (3 s, 3 MeCO), 4.42 (dd,

AcO N N/)\ *Ph Jp5=5.8,J55=11.4, H5"), 4.48 (m, H4"), 4.55 (dd, J 45»= 3.4, H5"),

5.96-5.98 (m, H2', H3'), 6.02 (m, H1'), 7.53-7.68 (m, Hy, H,), 7.76

ACO OAc (s, H8), 8.10 (d, J om = 7.6, H,), 9.44 (sa, NHCOPh), 12.30 (sa, NH).

128 RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 20.4, 20.6, 20.7 (3 MeCO), 62.9

(C5", 70.7 (C3"), 72.9 (C2'), 79.5 (C4"), 87.2 (C1"), 122.7 (C9),

127.9, 129.0, 131.2, 133.8 (Ar,, Arm, Aryp), 131.2 (Ar), 138.5 (C8), 147.4 (C4), 147.8 (C2), 155.3
(C6), 167.7 (NHCOPh), 169.4, 169.9, 171.0 (3 MeCO). EM (FAB): 515.2 (M+H)".
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3. PREPARACIO DE GUANOSINES MARCADES AMB N

3.1. [2-"NH,]-2',3',5'-TRI-O-ACETIL-O°-BENZIL-N*-BENZOILGUANOSINA
(129)

L’acoblament de la 2'3',5-tri-O-acetil-O°-benzil-2-bromoinosina (126, 36.0 mg,
0.06 mmol) amb ['°N]benzamida (102, 8.6 mg, 0.07 mmol) es va dur a terme d’acord amb
el procediment general descrit a I’apartat 1.2.3.1. (Pd,dbas-CHCls, 3.3 mg, 3.2 umol; dppf,
6.0 mg, 9.6 umol; Cs,CO3, 29.2 mg, 0.09 mmol; tolu¢ anh., 1.3 mL). Després de 90 min a
80 °C, la purificacio del cru per cromatografia en columna (hexa/AcOEt gradient de 1:1 a
35:65) va donar 30.0 mg (78%) de [2-"’NH,]-2',3',5'-tri-O-acetil-O°-benzil-N*-benzoil-
guanosina (129).

Compost 129 (oli incolor). RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): &

\ O\Aph 2.04,2.10,2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.43-4.53 (m, H4', H5', H5"), 5.66

Ao ¢ i* Q (s, OCH,Ph), 5.98-5.99 (m, H2', H3"), 6.10 (m, H1'), 7.34-7.36 (m,
N N N Ph OCH,Ph: H,, H,), 7.52-7.58 (m, OCH,Ph: H,, "NHCOPh: Hy,
H,), 7.92 (s, H8), 7.98 (d, J om = 7.2, "NHCOPA: H,), 8.64 (d,

AcO OAc Jan = 89.2, "NH). RMN de *C (CDCl;, 100 MHz): & 20.4, 20.6,

129 20.7 (3 MeCO), 63.3 (C5"), 68.9 (OCH,Ph), 70.7 (C3'), 73.3 (C2'),

80.1 (C4"), 87.0 (C1'), 119.2 (C5), 127.5 (°"NHCOP#: Atry,), 128.4 (OCH,Ph: Ar,, Ar,), 128.6,
128.7 ("NHCOPh, OCH,Ph: Ar,), 132.2 ("NHCOPh: Ary), 134.6 (d, Jex = 9.1, "NHCOPh: Ary),
135.8 (OCH,Ph: Arj), 140.3 (C8), 152.2 (d, J cn = 25.1, C2), 152.3 (d, J ox = 3.6, C6), 161.0 (d,
Jen = 3.1, C4), 164.6 (d, J on = 13.7, COPNH), 169.4, 169.6, 170.5 (3 MeCO). RMN de N
(CDCl;, 30 MHz): —208.8 (d, J ny = 88). HRMS (FAB) calculat per a C3oH30N 4 °NOo (M+H)"
605.2014, trobat 605.2027.

3.2. [2-"NH;]-2',3',5'-TRI-O-ACETIL-N*-BENZOILGUANOSINA (130)

Es va mantenir en agitacid, a t.a. i sota atmosfera d’hidrogen durant 2 h una mescla
formada per 17 mg (0.03 mmol) de [2-"’NH,]-2',3',5'-tri-O-acetil-O°-benzil-N*-benzoil-
guanosina (129), 6.1 mg (5.6 pmol, 20 mol% Pd) de Pd/C al 10%, 1 mL d’EtOH anh. i 1
mL de THF anh. Passat aquest temps es va filtrar el cru sobre Celite® i es va evaporar el
dissolvent a pressié reduida. Es van obtenir 13.5 mg (94%) de [2-°"NH,]-2',3',5"-tri-O-
acetil-N>-benzoilguanosina (130).
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Compost 130 (oli incolor). RMN de '"H (CDCl;, 400 MHz): 6 2.03,

o)
N fLNH o 2.12,2.17 (3 s, 3 MeCO), 4.42 (dd, J 45 = 5.8, Jss»= 11.4, H5'), 4.48
ACO <N | N (m, H4"), 4.55 (dd, J 45-= 3.4, H5"), 5.96-5.98 (m, H2', H3"), 6.02 (m,
o H H1"), 7.53-7.73 (m, H,, H,), 7.73 (s, H8), 8.10 (d, J om = 7.5, H,),
9.32 (d, Jxu=91.2, CO"®NH), 12.27 (sa, NH). RMN de *C (CDCl;,
AcO OAc

130 100 MHz): § 20.4, 20.6, 20.7 (3 MeCO), 62.8 (C5'), 70.7 (C3"), 72.9

(C2", 79.5 (C4"), 87.2 (C1'), 122.7 (C5), 127.9, 129.0, 133.8 (Ar,,
Ary, Ary), 131.2 (d, Jon= 7.6, Ary), 138.5 (C8), 147.4 (d, J on = 4.6, C4), 147.8 (d, J ox = 23.6, C2),
155.3 (C6), 167.7 (d, J cn= 13.0, CO”NH), 169.4, 169.9, 171.0 (3 MeCO). RMN de "*N (CDCls,
30 MHz): 8 —216.6 (d, J xu = 91). HRMS (FAB) calculat per a Co3H4N,"NOo (M+H)" 515.1544,
trobat 515.1550.

III. 8-BROMOINOSINES

1. PREPARACIO DE 8-BROMOINOSINES
1.1. 2",3",5'-TRI-O-ACETIL-8-BROMOINOSINA (131)

Es va escalfar a reflux durant 8 h una dissoluci6 formada per 1.25 g (3.17 mmol)
de 2'3',5'-tri-O-acetilinosina (7), 1.31 g (9.05 mmol) d’N-bromoacetamida 1 31 mL de
cloroform anh. Llavors es van afegir 655 mg (4.52 mmol) més d’ N-bromoacetamida i es va
continuar escalfant a reflux 72 h més. Passat aquest temps es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida. El residu es va dissoldre en AcOEt i es va rentar primer amb una
dissolucio de NaHSOs al 10% 1 després amb una dissoluci6é saturada de NaHCOs. Es van
assecar les fases organiques amb Na,SOs anh., es va evaporar el dissolvent a pressio
reduida 1 es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Clp/MeOH 95:5). Es van obtenir 374 mg (25%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-8-bromoinosina
(131).”°

Compost 131 (escuma). Ry (CH,Cl/MeOH 90:10): 0.27. RMN de 'H

\ 2 " (CDCls, 200 MHz): § 2.08, 2.12, 2.17 (3 s, 3 MeCO), 4.31-4.55 (m, H4',

O Br%/Nf': ) H5', H5"), 5.79 (dd, J »3 = 5.6, J 30 = 5.8, H3"), 6.11 (d, J 1o = 4.8, H1"),

0 6.24 (dd, H2"), 8.21 (s, H2). RMN de *C (CDCls, 50 MHz): 5 20.4, 20.6,

20.8 (3 MeCO), 63.0 (C5'), 70.3 (C3'), 72.0 (C2"), 80.1 (C4"), 88.7 (C1"),

AC%?AC 125.7 (C5), 126.4 (C8), 145.4 (C2), 149.7 (C4), 157.5 (C6), 169.3, 169.4,
170.4 (3 MeCO).
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12.  2'3'5-TRI-0-ACETIL-8-BROMO-1-[(E)-2-(METOXICARBONIL)VINIL]-
INOSINA (132)

Sobre una dissolucio de 35.0 mg (0.07 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-8-bromo-
inosina (131) 1 4.6 mg (0.04 mmol) de DMAP en 750 uL d’CH3CN anh. es van addicionar
7 uL (0.08 mmol) de propinoat de metil sota atmosfera inert. Després de 25 min d’agitacid
a ta. es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 99:1). Es van aillar
348 mg (85%) de 2'3'5'-tri-O-acetil-8-bromo-1-[(E)-2-(metoxicarbonil)vinil]inosina
(132).

Compost 132 (escuma). Ry (CH,Cl/MeOH 98:2): 0.27. RMN

NfiN _~_COMe de 'H (CDCl;, 200 MHz): & 2.08, 2.11, 2.17 (3 s, 3 MeCO),

ACO Br%/N \N _ 3.83 (s, COOMe), 4.29-4.52 (m, H4', H5', H5"), 5.36 (m, H3"),

o 6.06-6.21 (m, H1', H2'), 6.41 (d, J 3= 14.6, NCH=CH), 8.22 (s,

H2), 8.37 (d, NCH=CH). RMN de “C (CDCl;, 75 MHz): §

A001 3(23AC 20.3, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 52.2 (COOMe), 63.1 (C53'), 70.3

(C3", 72.1 (C2"), 80.1 (C4'), 88.7 (Cl"), 112.0 (NCH=CH),

125.3 (C5), 126.8 (C8), 136.7 (NCH=CH), 143.6 (C2), 147.5 (C4), 153.4 (C6), 165.4 (COOMe),
169.3, 169.5, 170.4 (3 MeCO). EM (FAB): 557.6, 559.6 (M+H)".

2. REACTIVITAT DE 8-BROMOINOSINES
2.1. AMB BENZAMIDA
2.1.1. Per al compost 131

D’acord amb el procediment d’acoblament catalitzat per Pd(0) de nucleosids
halopurinics amb amides (apartat 1.2.3.1.) es van tractar 40.0 mg (0.09 mmol) de 2',3',5'-
tri-O-acetil-8-bromoinosina (131) amb benzamida (11.3 mg, 0.09 mmol), Pd,dba;-CHCl;
(4.4 mg, 4.2 umol), dppf (7.9 mg, 0.01 mmol) i Cs,CO; (39 mg, 0.12 mmol), en tolu¢ anh.

(1.5 mL) 1 dioxa anh. (1.5 mL) a 80 °C durant 8 h. Després d’evaporar el dissolvent a
pressio reduida es va recuperar només nucleosid de partida (131).
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2.1.2. Per al compost 132

2.1.2.1. EMPRANT DPPF COM A LLIGAND

D’acord amb el procediment d’acoblament catalitzat per Pd(0) de nucleosids
halopurinics amb amides (apartat 1.2.3.1.) es van tractar 21.0 mg (0.04 mmol) de 2',3',5'-
tri-O-acetil-8-bromo-1-[(E)-2-(metoxicarbonil)vinil]inosina (132) amb benzamida (5 mg,
0.04 mmol), Pd,dba;-CHCI; (1.9 mg, 1.9 umol), dppf (3.4 mg, 5.7 umol) i Cs,CO; (17.3
mg, 0.05 mmol), en tolu¢ anh. (750 pL) a 80 °C durant 7 h. Després d’evaporar el
dissolvent a pressio reduida es va recuperar només nucleosid de partida (132).

2.1.2.2. EMPRANT BINAP COM A LLIGAND

D’acord amb el procediment d’acoblament catalitzat per Pd(0) de nucledsids
halopurinics amb amides (apartat 1.2.3.1.) es van tractar 41.0 mg (0.07 mmol) de 2',3",5'-
tri-O-acetil-8-bromo-1-[(E)-2-(metoxicarbonil)vinil]inosina (132) amb benzamida (9.8 mg,
0.08 mmol), Pdydbas-CHCI; (3.8 mg, 3.7 umol), BINAP (6.9 mg, 0.01 mmol) i Cs,COs
(34.0 mg, 0.10 mmol), en tolue¢ anh. (1.5 mL) a 80 °C durant 7 h. Després d’evaporar el
dissolvent a pressid reduida es va recuperar només nucleosid de partida (132).

2.2. AMB LA IMINA DE LA BENZOFENONA

D’acord amb el procediment d’acoblament catalitzat per Pd(0) de nucleosids
bromopurinics amb la imina de la benzofenona (apartat 1.2.2.1.) es van tractar 48.0 mg
(0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-8-bromo-1-[(E)-2-(metoxicarbonil)vinil]inosina (132)
amb la imina de la benzofenona (16 pL, 0.10 mmol), Pd,dba;-CHCl; (4.5 mg, 4.3 umol),
BINAP (8.1 mg, 0.01 mmol) i Cs,CO3 (39.8 mg, 0.12 mmol), en tolu¢ anh. (1.8 mL) a
80 °C durant 7 h. Després d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va recuperar nomeés
nucleosid de partida (132).
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IV. 5-BROMOURIDINES

1. PREPARACIO DE 5-BROMOURIDINES
1.1. 2',3'.5'-TRI-O-ACETILURIDINA (134)

Es van addicionar 4.75 mL (50.25 mmol) d’anhidrid acétic sobre una suspensid
d’1.22 g (5.00 mmol) d’uridina (133) en 10 mL de piridina anh., sota atmosfera inert i a
0 °C. Després de 14 h d’agitaci6 a t.a. es van afegir 5 mL de MeOH, es va evaporar el
dissolvent a pressio reduida i es va coevaporar amb tolu¢. La purificacid del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va donar 1.74 g
(94%) de 2',3',5'"-tri-O-acetiluridina (134).'"

0 Compost 134 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.76. RMN de 'H
ﬁNH (CDCls, 200 MHz): 6 2.11, 2.14, 2.15 (3 s, 3 MeCO), 4.35-4.45 (m, H4', H5',
‘ " _ ' ' — —
ACO N0 H5™), 5.32-5.39 (m, H2', H3"), 5.82 (dd, J s¢ = 8.1, J 35 = 2.1, H5), 6.06 (d,
o)

J1p=4.9, H1'"), 7.43 (d, H6), 9.87 (sa, NH). RMN de *C (CDCl;, 50 MHz): &
w 20.3,20.4, 20.7 (3 MeCO), 63.1 (C5"), 70.1 (C3"), 72.6 (C2'), 79.8 (C4'), 87.3
A°O13(2A° (C1'), 103.3 (C5), 139.3 (C6), 150.3 (C2), 163.1 (C4), 169.6, 169.6, 170.1 (3
MeCO).

1.2. 5S-BROMOURIDINES
1.2.1. 2'.3',5'-Tri-0O-acetil-5-bromouridina (135)

Es va escalfar a reflux una mescla de 200 mg (0.54 mmol) de 2'3',5'-tri-O-
acetiluridina (134), 592 mg (1.08 mmol) de nitrat de ceri 1 amoni, 57 mg (0.65 mmol) de
LiBri 8.6 mL d’CH3CN anh., sota atmosfera inert durant 90 min. Llavors es va evaporar el
dissolvent a pressio reduida, es va dissoldre el cru en AcOEt (22 mL), es va rentar amb una
dissolucid saturada de NaCl i es va extreure la fase aquosa amb AcOEt (11 mL x 2). Les
fases organiques combinades es van rentar amb H,O (16 mL x 2), es van assecar amb
MgSO4 anh. 1 es van concentrar a sequetat. La purificacié del cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cly/acetona, gradient de 9:1 a 1:1) va donar 240 mg
(99%) de 2',3',5'"-tri-O-acetil-5-bromouridina (135).'"*
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Compost 135 (oli groc). Ry (CH,Cly/acetona 4:1): 0.71. RMN de 'H (CDCl;,

Br % 200 MHz): & 2.10, 2.13, 2.21 (3 s, 3 MeCO), 4.36-4.37 (m, H4', H5', H5"),
\kaH 5.33-5.35 (m, H2', H3"), 6.08 (d, J 1o = 4.8, H1"), 7.84 (s, H6), 9.50 (sa, NH).
AcO oV O RMN de *C (CDCl, 50 MHz):  20.4,20.5, 20.9 (3 MeCO), 62.9 (CS"), 70.0
(C3'), 73.1 (C2"), 80.2 (C4'), 87.3 (C1'), 97.9 (C5), 138.5 (C6), 149.5 (C2),
AcO OAc 158.5 (C4), 169.5, 170.0 (3 MeCO). EM (IQ, NH;): 448.9, 450.9 (M+H)'".
135

1.2.2. 2',3',5'-Tri-0O-acetil-5-bromo-3-[(E)-2-(metoxicarbonil)vinilJuridina (136)

Es van addicionar 17 pL (0.19 mmol) de propinoat de metil sobre una dissolucio6 de
71 mg (0.16 mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-5-bromouridina (135) i 10 mg (0.08 mmol) de
DMAP en 1.6 mL d’CH3;CN anh. Després de 40 min d’agitacio a t.a. i sota atmosfera inert
es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es va purificar el cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 98:2). Es van obtenir 66 mg (79%) de
2',3",5'-tri-O-acetil-5-bromo-3-[(£)-2-(metoxicarbonil)vinilJuridina (136).

Compost 136 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 98:2): 0.47. RMN de 'H

Br\f(iN _~_CO,Me (CDCL;, 300 MHz): & 2.12, 2.13, 2.22 (3 s, 3 MeCO), 3.79 (s,

| 8 COOMe), 4.38-4.43 (m, H4', H5', H5"), 5.32-5.38 (m, H2', H3"),

AcO o N 6.07 (d, J 1» = 4.5, H1"), 7.03 (d, Jos = 14.8, NCH=CH), 7.89 (s, H6),

8.17 (d, NCH=CH). RMN de C (CDCl;, 75 MHz): & 20.3, 20.4,

AcO OAc 20.9 (3 MeCO), 51.9 (COOMe), 62.6 (C5"), 69.7 (C3"), 73.3 (C2'),

136 80.3 (C4), 88.7 (CI), 969 (C5), 1149 (NCH=CH), 1342

(NCH=CH), 137.0 (C6), 148.7 (C2), 157.1 (C4), 167.1 (COOMe), 169.4, 170.0 (3 MeCO). EM
(IQ, NH3): 532.9, 534.9 (M+H)".

2. REACTIVITAT DE 5-BROMOURIDINES
2.1. AMB BENZAMIDA
2.1.1. Per al compost 135. Emprant dppf com a lligand

Emprant el procediment d’acoblament catalitzat per Pd(0) de nucleosids halo-
purinics amb amides (apartat 1.2.3.1.) es van tractar 52.0 mg (0.12 mmol) de 2',3",5'-tri-O-
acetil-5-bromouridina (135) amb benzamida (15.5 mg, 0.13 mmol), Pd,dba;-CHCI; (6.0

mg, 5.8 umol), dppf (10.8 mg, 0.02 mmol) i Cs,CO3 (53.0 mg, 0.16 mmol), en tolue anh.
(2.3 mL) a 80 °C durant 5 h. Després d’evaporar el dissolvent a pressio reduida i de
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purificar el cru per cromatografia en columna (hexa/AcOEt 25:75 seguit de
CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) es va recuperar només nucleosid de partida (135,
18.2 mg, 35%).

2.1.2. Per al compost 136
2.1.2.1. EMPRANT DPPF COM A LLIGAND

L’acoblament de la 2'.3'5'-tri-O-acetil-5-bromo-3-[(E)-2-(metoxicarbonil)vinil]-
uridina (136, 46.0 mg, 0.09 mmol) amb benzamida (11.6 mg, 0.10 mmol) es va dur a terme
d’acord amb el procediment descrit per a nucleosids halopurinics a 1’apartat 1.2.3.1.
(Pdydbas-CHCls, 4.5 mg, 4.3 umol; dppf, 8.1 mg, 0.01 mmol; Cs,COs, 40.0 mg, 0.12
mmol; tolu¢ anh., 1.5 mL). Després de 5 h a 80 °C, la purificacio del cru per cromatografia
en columna (hexa/AcOEt, gradient de 65:35 a 25:75) va donar 21.0 mg d’una mescla
formada per 5-benzamido-3-[(E)-2-(metoxicarbonil)vinil]-1-(2',3',5'-tri-O-acetil-f-D-ribo-
furanosil)-1H-pirimidina (137) i nucleosid de partida (136) en proporcid 18:82 (9% 1 37%
de rendiment, respectivament).

Compost 137. Ry (CH,Cl,/MeOH 98:2): 0.21. RMN de "H (CDCl;,

o)
thH SCOMe 300 MH2): 8 211, 216, 2.23 (3 5, 3 MeCO), 382 (5, COOMe),
3 434-436 (m, H4', HS', HS"), 5.42-5.51 (m, H2', H3'), 6.20 (d,
Aoy N0 J1p= 5.7, H1", 7.11 (d, J o5 = 14.7, NCH=CH), 7.48-7.59 (m, Hi,
H,), 7.84 (d, Jon= 6.9, Hy), 8.25 (d, NCH=CH), 8.44 (sa, NH), 8.95

AcO OAc (s, H6).

2.1.2.2. EMPRANT BINAP COM A LLIGAND

L’acoblament de la 2'3',5'-tri-O-acetil-5-bromo-3-[(E)-2-(metoxicarbonil)vinil]-
uridina (136, 45.0 mg, 0.09 mmol) amb benzamida (11.3 mg, 0.09 mmol) es va dur a terme
d’acord amb el procediment descrit per a nucleosids halopurinics a 1’apartat 1.2.3.1.
(Pdydbas-CHCls, 4.4 mg, 4.2 umol; BINAP, 7.9 mg, 0.01 mmol; Cs,CO3, 39.0 mg, 0.12
mmol; tolug, 1.5 mL). Després de 5 h a 80 °C, la purificacio del cru per cromatografia en
columna (hexa/AcOEt, gradient de 65:35 a 25:75) va donar 27.0 mg d’una mescla formada
per 5-benzamido-3-[(£)-2-(metoxicarbonil)vinil]-1-(2',3',5'-tri-O-acetil-B-D-ribofuranosil |-
1 H-pirimidina (137) 1 nucleosid de partida (136) en proporcid 17:83 (10% 1 49% de
rendiment, respectivament).
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2.2. AMB LA IMINA DE LA BENZOFENONA

Emprant el procediment d’acoblament catalitzat per Pd(0) de nucleosids bromo-
purinics amb la imina de la benzofenona (apartat 1.2.2.1.) es van tractar 52.0 mg (0.10
mmol) de 2',3',5'-tri-O-acetil-5-bromo-3-[(E)-2-(metoxicarbonil)vinilJuridina (136) amb la
imina de la benzofenona (18 pL, 0.11 mmol), Pd,dbas;-CHCl; (5.1 mg, 4.9 umol), BINAP
(9.1 mg, 0.02 mmol) i Cs,COs3 (45.0 mg, 0.14 mmol), en tolu¢ anh. (1.7 mL) a 80 °C durant
4 h. Després d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va recuperar només nucleosid de
partida (136).
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SINTESI D’ESPECIES NUCLEOSIDIQUES DIMERIQUES

1. Preparacio de precursors d’unitats pirimidiniques

1.1. Protecci6 del sucre
1.1.1. 3',5"-Di-O-acetil-2'-desoxiuridina (148)
1.1.2. 5'-0O-Acetil-3'-azido-3'-desoxitimidina (161)
1.1.3. 3',5'-Bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiuridina (166)
1.2. Nitracio del N3
1.2.1. Procediment general
1.2.2. 3',5'-Di-O-acetil-2'-desoxi-3-nitrouridina (149)
1.2.3. 5'-0O-Acetil-3'-azido-3'-desoxi-3-nitrotimidina (162)
1.2.4. 2'3",5'-Tri-O-acetil-3-nitrouridina (163)
1.2.5. 3',5'-Bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi-3-nitrouridina (167)

2. Preparacio de dimers 2'-desoxiribopirimidinics

2.1. 1,3-Bis(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiuridin-3-il)propa (150)

2.2. Desproteccio de 1’especie dimerica 150
3. Preparacio de “linkers” de tipus 1,2-dimetilbenze

3.1. Preparacio de diamines monoprotegides amb un grup trifluoroacetil
3.1.1. Preparaci6 de la 2-(aminometil)benzilamina (153)
3.1.2. Intents d’obtencid de la diamina monoprotegida
3.1.2.1. En CH,CI,
3.1.2.2. En CH;CN
3.2. Preparacio de la 2-(azidometil)benzilamina (156)

4. Reaccio de nucleosids amb la 2-(azidometil)benzilamina (156)

4.1. Nucleosids pirimidinics

4.1.1. Reaccio de la 5'-O-acetil-3'-azido-3'-desoxi-3-nitrotimidina (162)
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4.1.2. Reaccid de la 3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi-3-
nitrouridina (167)
4.2. Inosines
4.2.1. Reaccio de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)-
inosina (16)
4.2.2. Reacci6 de la 2',3",5'-tri-O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)-

inosina (17)

4.2.3. Reaccio de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)-

inosina (22)

5. Preparacio de dimers 2'-desoxiribopurinics—pirimidinics

5.1. Reducci6 del grup azido terminal
5.1.1. Intents de reduccio de la 2',3',5'-tri-O-acetil-1-[2-(azidometil)-
benzil]inosina (157) amb trimetilfosfina
5.1.2. Reduccid de la 3',5'-di-O-acetil-1-[2-(azidometil)benzil]-2'-
desoxiinosina (158) amb H, i Pd/C
5.2. Intent d’acoblament dels compostos 159 i 162
5.3. Acoblament dels compostos 159 1 163
5.4. Acoblament dels compostos 159 1 149
5.5. Acoblament dels compostos 159 1 167
5.6. Desproteccid de I’especie dimerica 164

5.7. Desproteccio de I’especie dimerica 165

6. Unio6 de grups quelatants en les posicions 5' i/o 3' de 2'-desoxiribo-

nucleosids N-protegits

6.1. Preparacid de 2'-desoxiribonucleosids N-protegits
6.1.1. 3-Metiltimidina (172)
6.1.2. 1-Benzil-2'-desoxiinosina (173)
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6.2. Intents de funcionalitzaci6 amb grups trifosfonat
6.2.1. Preparacio de fosfit de tribenzil (174)
6.2.2. Preparacid de clorur bis(clorometil)fosfinic (175)
6.2.3. Preparaci6 de bis(clorometil)fosfinat de benzil (176)
6.2.4. Reaccidé de Michaelis—Arbuzov entre 174 1 176
6.3. Acoblament de grups fosfat
6.3.1. Reaccié amb fosfat de dibenzil
6.3.1.1. Emprant un agent condensant
6.3.1.2. Viareaccio de Mitsunobu
6.3.2. Reaccié amb clorur de dietilfosfat
6.3.2.1. Amb 3-metiltimidina (172). Reacci6 a escala 20-50 mg
6.3.2.2. Amb 3-metiltimidina (172). Reacci6 a escala 300 mg
6.3.2.3. Amb 1-benzil-2'-desoxiinosina (173)
6.3.3. Reaccio amb clorur de dibenzilfosfat (183)
6.3.3.1. Preparacio del clorur de dibenzilfosfat (183)
6.3.3.2. Amb 3-metiltimidina (172). Reacci6 a escala 20-50 mg
6.3.3.3. Amb 3-metiltimidina (172). Reacci6 a escala 300 mg
6.3.3.4. Amb 1-benzil-2'-desoxiinosina (173)
6.4. Eliminaci6 de grups O-benzil
6.4.1. Per a la 5'-O-dibenziloxifosforil-3-metiltimidina (181)
6.4.2. Per a la 3',5'-bis-O-dibenziloxifosforil-3-metiltimidina (186)
6.5. Acoblament de grups 1,3-dicarboxilics
6.5.1. Dos equivalents de malonat de monobenzil
6.5.1.1. Emprant una mescla EDC/HOBT
6.5.1.2. Emprant PyBOP i DIPEA
6.5.1.3. Emprant una mescla EDC/DMAP

6.5.2. Quatre equivalents de malonat de monobenzil
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7. Uni6 de grups quelatants en les posicions 5' i/o 3' d’espeécies

nucleosidiques dimeériques

7.1. Acoblament de grups fosfat
7.2. Eliminacié de grups O-benzil
7.2.1. Per al’1,3-bis[2'-desoxi-3',5'-bis-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-
il]propa (194)
7.2.2. Per al’1-[2'-desoxi-3',5'-bis-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]-3-
[2'-desoxi-5'-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]propa (195)
7.2.3. Per al’1,3-bis[2'-desoxi-5'-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]-
propa (196)
7.2.4. Per al’1-[2'-desoxi-5'-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]-3-[2'-
desoxiuridin-3-il]propa (197)

7.3. Acoblament de grups 1,3-dicarboxilics
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SINTESI D’ESPECIES NUCLEOSIDIQUES DIMERIQUES

1. PREPARACIO DE PRECURSORS D’UNITATS PIRIMIDINIQUES
1.1. PROTECCIO DEL SUCRE
1.1.1. 3',5'-Di-O-acetil-2'-desoxiuridina (148)

Es van addicionar 875 pL (9.25 mmol) d’anhidrid acetic sobre una dissolucié de
352 mg (1.54 mmol) de 2'-desoxiuridina (147) en 7.71 mL de piridina anh., sota atmosfera
inert 1 a 0 °C. Després de 14 h de reaccio a t.a. es va evaporar el dissolvent a pressio
reduida, es va coevaporar amb tolu¢ i es va purificar el cru per cromatografia en columna
flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5). Es van obtenir 479 mg
(99%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiuridina (148).'"

0 Compost 148 (oli incolor). Ry (CH,Cl/MeOH 95:5): 0.29. RMN de 'H

ﬁNH (CDCl;, 400 MHz): 6 2.10, 2.11 (2 s, 2 MeCO), 2.15 (ddd, J 1o = 8.4, J ypn =

AcO | N Yo  144,J23=06.6,H2'),2.53 (ddd, J 1= 5.6, J3=2.0, H2"), 4.25-4.39 (m, H4',

O H5', H5"), 5.22 (ddd, J 54 = 2.4, H3"), 5.79 (dd, J35= 1.2, J 56 = 8.2, HS), 6.28

w (dd, H1"), 7.49 (d, H6), 9.39 (sa, NH). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): &

20.8, 20.9 (2 MeCO), 37.8 (C2"), 63.8 (C5"), 74.0 (C3"), 82.3 (C4"), 85.3 (C1"),
103.0 (C5), 138.8 (C6), 150.2 (C2), 163.0 (C4), 170.2, 170.4 (2 MeCO).

AcO
148

1.1.2. 5'-O-Acetil-3'-azido-3'-desoxitimidina (161)

Es van addicionar 3.03 mL (32.02 mmol) d’anhidrid acétic sobre una dissolucié de
2.67 g (10.01 mmol) de 3'-azido-3'-desoxitimidina (160) en 20 mL de piridina anh., sota
atmosfera inert 1 a 0 °C. Després de 14 h a t.a. es va evaporar el dissolvent a pressid
reduida, es va coevaporar amb tolu¢ 1 es va purificar el cru per cromatografia en columna
flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5). Es van obtenir 3.06 g
(99%) de 5'-O-acetil-3'-azido-3'-desoxitimidina (161).%

Compost 161 (oli incolor). Ry (CH,Cl/MeOH 95:5): 0.24. RMN de 'H
\kaH (CDCls, 200 MHz): 6 1.94 (d, J gme = 1.2, Me), 2.15 (s, MeCO), 2.31-2.57 (m,
| H2', H2"), 4.04-4.43 (m, H3', H4', HS', HS"), 6.12 (t, J 12 = J 1o+ = 6.3, H1"),

o) 7.24 (q, H6), 9.66 (sa, NH). RMN de *C (CDCl;, 50 MHz): & 12.6 (Me), 20.7
(MeCO), 37.5 (C2"), 60.5 (C3"), 63.3 (C5"), 81.7 (C4"), 85.6 (C1'), 111.2 (C5),
N:m 135.3 (C6), 150.2 (C2), 163.8 (C4), 170.2 (MeCO).
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1.1.3. 3',5'-Bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiuridina (166)

Una dissolucié de 700 mg (3.07 mmol) de 2'-desoxiuridina (147), 1.11 g (7.36
mmol) de clorur de terc-butildimetilsilil 1 1.04 g (15.34 mmol) d’imidazole en 18 mL de
piridina anh. es va mantenir en agitacid, sota atmosfera inert i a t.a. durant 30 h.
Seguidament es va evaporar el dissolvent a pressio reduida, es va coevaporar amb tolue i es
va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice desactivat amb
Et;N (CH,Cly/MeOH 95:5). Es van obtenir 1.39 g (99%) de 3',5'-bis-O-terc-butildimetil-
silil-2"-desoxiuridina (166).'%

Compost 166 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 98:2): 0.14. RMN de 'H

(CDCls, 400 MHz): § 0.08-0.11 (m, 2 ‘BuMe,Si), 0.89-0.92 (m, 2 ‘BuMe,Si),

ﬁ“ 2.07 (ddd, J 12 = 6.0, J o= 13.2, J 3= 6.1, H2'), 2.33 (ddd, J 10 = 6.4, J 3oy =

oV © 44, H2"),3753.93 (m, H4, HS, H5"), 441 (m, H3), 5.69 (dd, J 35 = 2.0,

w J s¢ = 8.4, H5), 6.29 (dd, H1'), 7.90 (d, H6), 9.02 (sa, NH). RMN de “*C

TBSO (CDCLs, 100 MHz): & =5.6, =5.5, —4.9, —4.6 (2 'BuMe,Si), 17.9, 18.3 (2

166 Me;C), 25.7, 25.8 (2 MesC), 41.8 (C2"), 62.3 (C5"), 71.1 (C3'), 85.1, 87.7 (C1',
C4"), 102.1 (C5), 140.2 (C6), 150.2 (C2), 163.3 (C4).

1.2. NITRACIO DEL N3
1.2.1. Procediment general

S’addicionen 4.0 mmol d’anhidrid trifluoroacetic sobre una suspensio de 2.0 mmol
de NH4NO; finament triturat en 5 mL de CH,Cl, anh., a 0 °C 1 sota atmosfera inert. La
mescla de reaccid s’agita vigorosament fins a la dissolucio del solid (aproximadament 45
min). Llavors es torna a refredar a 0 °C i s’addiciona 1.0 mmol del nucleosid en forma
solida o dissolt en la minima quantitat de CH,Cl, anh. Una vegada consumit el nucleosid
de partida s’aboca la mescla de reacci6 sobre una dissolucio de tampo de fosfats (pH = 7) 1
s’extreu amb CH,Cl,. S’asseca la fase organica amb Na,SO,4 anh., s’evapora el dissolvent a
pressio reduida i es purifica el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice.

1.2.2. 3',5'-Di-0O-acetil-2'-desoxi-3-nitrouridina (149)
La nitraci6 de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiuridina (148, 135 mg, 0.43 mmol) es va
dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 1.2.1. (NH4NO3, 69 mg,

0.86 mmol; anhidrid trifluoroacetic, 244 pL, 1.73 mmol; CH,Cl, anh., 2.2 mL). Després de
30 min a t.a. i de tractar el cru de la forma descrita, la purificacid per cromatografia en
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columna (CH,Cl/MeOH 99:1) va donar 146 mg (95%) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-3-
nitrouridina (149).

Compost 149 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.68. RMN de 'H
NO, (CDCl3, 400 MHz): & 2.10, 2.12 (2 s, 2 MeCO), 2.22 (ddd, J ;2= 8.0, J v =
fj\l\\ 14.5, J 3= 6.8, H2"), 2.61 (ddd, J 1= 5.6, J »3 = 2.3, H2"), 4.28-4.42 (m,

ACOL N0 H4 HS, HS"), 5.22 (ddd, J ve = 2.0, H3Y), 5.90 (d, J 5= 8.4, H3), 6.21 (dd,
w H1'), 7.57 (d, H6). RMN de "*C (CDCl;, 100 MHz): § 20.7, 20.8 (2 MeCO),
AcO 38.0 (C2'), 63.5 (CS"), 73.7 (C3"), 82.9 (C4"), 86.5 (C1"), 101.6 (C5), 138.5

149 (C6), 145.2 (C2), 154.9 (C4), 170.1, 170.3 (2 MeCO).

1.2.3. 5'-0-Acetil-3'-azido-3'-desoxi-3-nitrotimidina (162)

La nitraci6é de la 5'-O-acetil-3'-azido-3'-desoxitimidina (161, 800 mg, 2.59 mmol)
es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a 1’apartat 1.2.1. (NH4NOs3,
414 mg, 5.18 mmol; anhidrid trifluoroacetic, 1.46 mL, 10.36 mmol; CH,Cl, anh., 13 mL).
Després de 30 min a t.a. i de tractar el cru de la forma descrita, la purificacié per
cromatografia en columna (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 98:2) va donar 746 mg
(83%) de 5'-O-acetil-3'-azido-3'-desoxi-3-nitrotimidina (162).°

Compost 162 (escuma). Ry (CH,Cl/MeOH 95:5): 0.70. RMN de 'H

\f(iN/NOZ (CDCls, 200 MHz): & 2.01 (d, J eme = 1.2, Me), 2.14 (s, MeCO), 2.37-2.62
AcO | NAO (m, H2', H2"), 4.07-4.44 (m, H3', H4', H5', H5"), 6.05 (dd, J 12=J 12»= 6.1,
o H1", 7.30 (q, H6). RMN de “C (CDCl;, 50 MHz): & 12.6 (Me), 20.5
kj (MeCO), 37.4 (C2"), 60.0 (C3"), 62.8 (C5"), 82.1 (C4"), 86.6 (C1"), 110.5

N3 (C5), 135.0 (C6), 144.9 (C2), 156.0 (C4), 170.1 (MeCO).

1.2.4. 2'3',5'-Tri-0O-acetil-3-nitrouridina (163)

La nitraci6 de la 2',3',5'-tri-O-acetiluridina (134, 500 mg, 1.35 mmol) es va dur a
terme d’acord amb el procediment general descrit a ’apartat 1.2.1. (NH4NO3, 216 mg, 2.70
mmol; anhidrid trifluoroacetic, 763 pL, 5.41 mmol; CH,Cl, anh., 6.8 mL). Després de 40
min a t.a. i de tractar el cru de la forma descrita, la purificacid6 per cromatografia en
columna (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar 512 mg (91%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-3-nitro-
uridina (163).%
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o) Compost 163 (oli incolor). R (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.61. RMN de 'H
ﬁN/Noz (CDCls, 300 MHz): & 2.12, 2.14, 2.14 (3 s, 3 MeCO), 4.33-4.41 (m, H4/,
AcO | N/&O HS5', H5"), 5.32-5.38 (m, H2', H3"), 5.93 (d, Js¢= 8.4, H5), 598 (d, J 1» =

0 4.8, H1"), 7.45 (d, H6). RMN de *C (CDCl;, 75 MHz): & 20.1, 20.2, 20.4
(3 MeCO), 62.4 (C5"), 69.4 (C3'), 72.6 (C2'), 80.0 (C4"), 88.9 (C1"), 101.6

AcO OAc (C5), 139.4 (C6), 1452 (C2), 154.9 (C4), 169.5, 169.5, 170.1 (3 MeCO).

163

1.2.5. 3',5'-Bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi-3-nitrouridina (167)

La nitracidé de la 3',5'-bis-O-ferc-butildimetilsilil-2'-desoxiuridina (166, 373 mg,
0.82 mmol) es va dur a terme d’acord amb el procediment general descrit a I’apartat 1.2.1.,
emprant en aquest cas 8 equivalents d’agent nitrant (NH4NO;3, 522 mg, 6.52 mmol;
anhidrid trifluoroacétic, 1.84 mL, 13.04 mmol; CH,Cl, anh., 16.3 mL). Després de 15 min
a t.a. 1 de tractar el cru de la forma descrita, la purificacid per cromatografia en columna
(CH,Cl/MeOH 98:2) va donar 380 mg (93%) de 3',5'-bis-O-fterc-butildimetilsilil-2'-
desoxi-3-nitrouridina (167).

Compost 167 (oli incolor). Ry (CH,Cl/MeOH 98:2): 0.77. RMN de 'H
_No, (CDCls, 400 MHz): § 0.08-0.12 (m, 2 ‘BuMe,Si), 0.89-0.93 (m, 2 'Bu-
ﬁi Me,Si), 2.13 (ddd, J 1= 6.0, J 0= 13.3, J 3= 6.2, H2"), 2.38 (ddd, J »»=
O 6.0, 0y=43, H2"), 3.77 (dd, J 45 = 2.0, Js5:= 11.4, H5'), 3.93 (dd, J 450 =
2.4, H5"), 3.97 (m, H4'), 4.42 (m, H3"), 5.79 (d, J s = 8.4, H5), 6.25 (t,
TBSO H1", 8.02 (d, H6). RMN de "*C (CDCl;, 100 MHz): & -5.6, —5.5, —4.9,
—4.6 (2 'BuMe;Si), 17.9, 18.3 (2 Me;C), 25.6, 25.8 (2 Me;C), 42.0 (C2"),
62.3 (C5"), 71.0 (C3'), 86.4, 88.3 (C1', C4'), 100.9 (C5), 139.8 (C6), 145.3
(C2), 155.3 (C4).

2. PREPARACIO DE DIMERS 2'-DESOXIRIBOPIRIMIDINICS
2.1. 1,3-BIS(3',5'-DI-O-ACETIL-Z'-DESOXIURIDIN-3-IL)PROPA (150)

Es van dissoldre 1.09 g (3.07 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-3-nitrouridina
(149) en 31 mL d’CHi;CN anh. sota atmosfera inert. Seguidament es van addicionar

seqiiencialment 339 mg (2.45 mmol) de carbonat de potassi anh. i 18 mL d’una dissolucio6
0.09 M (1.53 mmol) d’1,3-diaminopropa en CH3CN. La suspensio resultant es va mantenir
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en agitacio a t.a. durant 2 dies. Passat aquest temps es va escalfar a reflux 40 min més.
Després de rentar el cru amb una dissolucié de tampo de fosfats (pH = 7), d’extreure la
fase aquosa amb CH,Cl, i d’evaporar el dissolvent a pressi6 reduida, la purificacié per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar 686 mg
(67%) d’1,3-bis(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiuridin-3-il)propa (150).

oA Compost 150 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.45.

c

o o RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): § 2.00 (quint, J= 7.2,
N/\/\NJ\N 0 NCH,CH,CH,N), 2.11 (s, 4 MeCO), 2.16 (ddd, J » =

| OAC 8.0, J,y = 14.2, J oy = 6.8, 2 H2'), 2.54 (ddd, J 1o = 5.6,

AcO N/go o7 F

o J»y=2.0, 2 H2"), 4.00 (t, NCH,CH,CH,N), 4.25-4.38
(m, 2 H4', 2 H5', 2 H5"), 5.20-5.22 (m, 2 H3"), 5.78 (d,
AcO 150 Jss= 8.0, 2 H5), 6.26 (dd, 2 H1'), 7.43 (d, 2 H6). RMN

de *C (CDCL;, 100 MHz): 5 20.8, 20.9 (4 MeCO), 26.1 (NCH,CH,CH,N), 38.0 (2 C2), 38.9
(NCH,CH,CH,N), 63.8 (2 C5'), 74.1 (2 C3'), 82.3 (2 C4"), 86.0 (2 C1"), 102.3 (2 C5), 136.6 (2 C6),
150.7 (2 C2), 162.3 (2 C4), 170.2, 170.3 (4 MeCO). EM (IQ, NH;): 665.4 (M+H)".

2.2. DESPROTECCIO DE L’ESPECIE DIMERICA 150

Es van tractar 611 mg (0.92 mmol) d’1,3-bis(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiuridin-3-
il)propa (150) amb 15 mL d’una dissolucié 12 M d’NH3/MeOH (184 mmol). Després de
3 h d’agitaci6 a t.a. es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i es van obtenir 452 mg

(99%) d’1,3-bis(2'-desoxiuridin-3-il)propa (151).

Compost 151 (escuma). Ry (CH,Cl,/MeOH 80:20): 0.18.

oH RMN de 'H (CD;OD, 400 MHz): § 1.90-1.95 (m,

ﬁ?\N/\/\NJOLN o o NCH,CH,CH,N), 2.21 (ddd, J 1= 6.4, J yp» = 13.6, J y3=

"o | N Ao o S 6.8, 2 H2"), 2.32 (ddd, J 2= 6.4, J s = 3.6, 2 H2"), 3.71
0 (dd, J 5= 3.8, J 5= 12.0, 2 H5'), 3.78 (dd, J 450 = 3.2, 2
kj H5"), 3.91-3.96 (m, NCH,CH,CH,N, 2 H4"), 4.36-4.39
HO 151 (m, 2 H3"), 5.75 (d, J 5= 8.0, 2 H5), 6.25 (t, 2 H1"), 7.97

(d, 2 H6). RMN de *C (CD,0D, 100 MHz): § 26.8 (NCH,CH,CH,N), 39.7 (NCH,CH,CH,N),
41.3 (2 C2), 62.5 (2 C5"), 71.8 (2 C3"), 87.3, 88.8 (2 C4', 2 C1"), 101.7 (2 C5), 140.5 (2 C6), 152.1
(2 C2), 164.9 (2 C4). EM (IQ, NH;): 497.2 (M+H)".
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3. PREPARACIO DE “LINKERS” DE TIPUS 1,2-DIMETILBENZE

3.1. PREPARACIO DE DIAMINES MONOPROTEGIDES AMB UN GRUP TRI-
FLUOROACETIL

3.1.1. Preparacio de la 2-(aminometil)benzilamina (153)

Sobre una dissolucié d’1.32 g (5.02 mmol) d’1,2-bis(bromometil)benze (152) en
20 mL de THF, 15 mL d’EtOH i 5 mL d’H,O es van addicionar 653 mg (10.04 mmol)
d’azida de sodi dissolts en 10 mL d’H,O. La mescla de reaccid es va escalfar a reflux
durant 1 h. Seguidament es va refredar a t.a. i es van addicionar 2.63 g (10.04 mmol) de
trifenilfosfina. Una vegada finalitzat el desprendiment gasos es va escalfar a reflux 30 min
més. Passat aquest temps es va tornar refredar la mescla de reaccio a t.a., es van addicionar
10 mL d’HCl aq. al 35% i es va escalfar a reflux durant 2 h. Seguidament es va concentrar
el cru a pressio reduida en un bany a 50 °C fins que va precipitar 1’0xid de trifenilfosfina
(volum final: 10 mL). Llavors es va eliminar el solid per filtracio i el filtrat es va extreure
tres vegades amb CHCIl; i1 dues vegades amb Et,O. Es va concentrar la fase aquosa a
pressio reduida fins a un volum d’uns 8 mL 1 a la dissoluci6 resultant s’hi va addicionar
NaOH agq. fins a pH basic. Finalment es va extreure sis vegades amb CH,Cl, i dues més
amb Et,0, es van ajuntar les fases organiques, es van assecar amb Na,SOy4 anh. i es va
evaporar el dissolvent a pressio reduida. Es van obtenir 242 mg (35%) de 2-(aminometil)-
benzilamina (153).”

HoN NH Compost 153 (oli groc). Ry (hexa/AcOEt 35:65): 0.02. RMN de 'H (CDCl;,
2 5 2 200 MHz): § 1.99 (sa, NH,), 3.92 (s, CH), 7.16-7.34 (m, Ph).

153
3.1.2. Intents d’obtencid de la diamina monoprotegida

Sobre una suspensio de 49 mg (0.36 mmol) de 2-(aminometil)benzilamina (153) en
4 mL de CH,Cl; anh. es van addicionar seqiiencialment 50 pL (0.36 mmol) de Et;N 1 51
pL (0.36 mmol) d’anhidrid trifluoroacetic. La dissolucid resultant es va mantenir en
agitacio a t.a. durant 15 min. Passat aquest temps es va evaporar el dissolvent a pressio
reduida i es va purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl,/MeOH 95:5). Es van obtenir 54 mg (48%) de 2,2,2 -trifluoro-N-{2-[(2,2,2,-tri-
fluoroacetilamino)metil]benzil }acetamida (154).
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FsCOCHN NHCOCF, Compost 154 (oli incolor). R (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.63. RMN
6 de "H (CDCls, 400 MHz): & 4.56 (s, 2 CH,NHCOCF;), 7.31-7.32
(m, Ph). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 40.3 (2 CH,NHCO-
154 CF3), 116.4 (q, J cr = 284.9, 2 CF3), 128.1, 128.8 (Ars, Ary, Ars,
Are), 134.9 (Ary, Ary), 157.8 (q, J cr = 36.7, 2 COCF5). IR (cm™): 2460.0, 2410.0, 1680.0.

3.1.2.2. ENCH;CN

Sobre una suspensio de 52 mg (0.38 mmol) de 2-(aminometil)benzilamina (153) en
3 mL d’CH;CN anh. es van addicionar 54 pL (0.38 mmol) d’anhidrid trifluoroacetic. La
dissolucio resultant es va mantenir en agitacio a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps es
va evaporar el dissolvent a pressi6 reduida i es va purificar el cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 95:5 a 90:10). Es van obtenir
30 mg (25%) de 2,2,2 -trifluoro-N-{2-[(2,2,2,-trifluoroacetilamino)metil]benzil }acetamida
(154) 1 40 mg (46%) d’ N-(2-aminometilbenzil)-2,2,2-trifluoroacetamida (155).

H,N NHCOCF, Compost 155 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.20. RMN de 'H
‘6 (CDCls, 300 MHz): 6 4.21 (s, CH,NH,), 4.52 (s, CH,NHCOCF), 7.31-

7.42 (m, Ph).
155

3.2. PREPARACIO DE LA 2-(AZIDOMETIL)BENZILAMINA (156)

Sobre una dissolucio d’1.60 g (6.11 mmol) d’1,2-bis(bromometil)benze (152) en
24 mL de THF, 18 mL d’EtOH i 6 mL d’H,O es van addicionar 794 mg (12.2 mmol)
d’azida de sodi dissolts en 12 mL d’H,O. La mescla de reaccid es va escalfar a reflux
durant 1 h. Seguidament es va refredar a t.a. i es van addicionar 4.9 mL d’una dissolucio 1
M de trimetilfosfina en tolue. Després de 3 h d’agitacid a t.a. es va rentar el cru amb una
dissolucié d’NaOH 2 M i es va extreure amb Et,O vuit vegades. Es van ajuntar les fases
organiques, es van assecar amb MgSQOy anh. i es va evaporar el dissolvent a pressio reduida
en un bany a 5 °C. La purificacio del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de
silice desactivat amb Et;N (Et,O/MeOH, gradient de 95:5 a 90:10) va donar 692 mg (70%)
de 2-(azidometil)benzilamina (156).
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Compost 156 (oli groc). Ry (hexa/AcOEt 20:80): 0.21. RMN de 'H (CDCl;,

HN N3 400 MHz): 6 1.62 (sa, NH,), 3.94 (s, CH,NH,), 4.46 (s, CH,N3), 7.26-7.40

k:{ (m, Ph). RMN de C (CDCl;, 100 MHz): & 43.3 (CH,NH,), 52.5 (CH,N3),

127.6, 128.9, 129.1, 130.0 (Ars, Ars, Ars, Arg), 133.1, 140.5 (Ary, Ary). IR
(ecm™): 3377.6, 2096.8.

156

4. REACCIO DE NUCLEOSIDS AMB LA 2-(AZIDOMETIL)BENZIL-
AMINA (156)

4.1. NUCLEOSIDS PIRIMIDINICS
4.1.1. Reaccio de la 5'-0-acetil-3'-azido-3'-desoxi-3-nitrotimidina (162)

Es van addicionar seqiliencialment 1 mL d’una dissolucié 0.15 M de 2-(azidometil)-
benzilamina (156) en CH3;CN anh. (0.15 mmol) i 16 mg (0.14 mmol) de K,CO; anh. sobre
una dissolucié de 50 mg (0.14 mmol) de 5'-O-acetil-3'-azido-3'-desoxi-3-nitrotimidina
(162) en 1 mL d’CH3CN anh. La mescla de reaccio es va mantenir en agitacio a t.a. i sota
atmosfera inert durant 63 h. Seguidament es va escalfar a reflux 8 h més. Després
d’evaporar el dissolvent a pressié reduida es va recuperar només nucleosid de partida
(162).

4.1.2. Reaccio de la 3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxi-3-nitrouridina (167)

Es van addicionar seqiliencialment 1 mL d’una dissolucié 0.19 M de 2-(azidometil)-
benzilamina (156) en CH3CN anh. (0.19 mmol) i 26 mg (0.19 mmol) de K,COs3 anh. sobre
una dissoluci6 de 90 mg (0.18 mmol) de 3',5'-bis-O-ferc-butildimetilsilil-2'-desoxi-3-nitro-
uridina (167) en 1 mL d’CH3CN anh. La mescla de reaccio es va mantenir en agitacid a t.a.
1 sota atmosfera inert durant 2 dies. Seguidament es va escalfar a reflux 50 min més.
Llavors es van fer rentats amb una dissolucié de tamp6 de fosfats (pH = 7), es va extreure
amb CH,Cl, i es va assecar la fase organica amb Na,SO, anh. Després d’evaporar el
dissolvent a pressid reduida, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cly/MeOH 99:1) va donar 92 mg (85%) de 3-[2-(azidometil)-
benzil]-3',5'-bis-O-terc-butildimetilsilil-2'-desoxiuridina (169).
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N, Compost 169 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 98:2): 0.70. RMN de

i 'H (CDCls, 400 MHz): 5 0.07-0.12 (m, 2 ‘BuMe;Si), 0.88-0.92 (m, 2

ﬁi ‘BuMe,Si), 2.06 (ddd, J 1= 6.4, J 3o = 13.2, J 35 = 6.0, H2"), 2.32

TBSO o N" "0 (ddd, J 13 = 6.2, J = 4.2, H2"), 3.74-3.92 (m, H4', H5', H5"), 4.04

(m, H3'"), 4.63 (s, CHN3), 5.13 (d, J ap = 14.8, CH,HgNCO), 5.20 (d,

TBSO CHAHNCO), 5.77 (d, J ss = 8.4, H5), 6.23 (dd, H1'), 7.26-7.34 (m, 4
169

Hy), 7.91 (d, H6). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & —5.6, —5.6,
—4.9, 4.7 (2 '‘BuMe,Si), 17.9, 18.3 (2 Me;C), 25.6, 25.8 (2 Me;C), 40.8 (CH,NCO), 41.8 (C2'),
52.7 (CH,N3), 62.3 (C5"), 71.1 (C3"), 85.9, 87.7 (C1', C4'), 101.6 (C5), 127.7, 128.6, 128.8, 129.7
(Ars, Ary, Ars, Atg), 133.5, 135.5 (Ary, Ary), 138.2 (C6), 150.9 (C2), 162.8 (C4).

4.2. INOSINES
4.2.1. Reaccio de la 2',3',5'-tri-0O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16)

Es van addicionar 927 pL. d’una dissolucio 0.17 M de 2-(azidometil)benzilamina
(156) en CH3CN anh. (0.16 mmol) sobre una dissoluci6é de 50 mg (0.08 mmol) de 2',3',5'-
tri-O-acetil-1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)inosina (16) en 2 mL d’CH3CN anh., sota
atmosfera inert i a —30 °C. Després d’1 h a aquesta temperatura i de 5 h a t.a. es van
addicionar 6 pL (0.08 mmol) d’CF;COOH 1 es va escalfar a reflux 2 h més. Es van fer
rentats amb una dissolucio saturada de NaHCOs, es va extreure amb CH,Cl, i es va assecar
la fase organica amb Na,SO4 anh. Després d’evaporar el dissolvent a pressié reduida, la
purificaci6 del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl, seguit
de CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5) va donar 24 mg (56%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-
[2-(azidometil)benzil]inosina (157) i 8 mg (25%) de 2',3',5'-tri-O-acetilinosina (7).

N Compost 157 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 95:5): 0.20.

0 ’ RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): & 2.09, 2.10, 2.13 (3 s, 3
(ij\lAé MeCO), 4.32-4.47 (m, H4', H5', H5"), 4.53 (s, CH,N3), 5.34 (s,

ACOL G NN CH,NCO), 5.59 (dd, J a5 = 5.2, J 3y = 4.8, H3'), 5.88 (dd, J o =
4.8, H2"), 6.09 (d, H1"), 7.20 (m, 1 Hy,), 7.33-7.36 (m, 3 Hy,),

AcO OAc 7.94 (s, H8), 8.04 (s, H2). RMN de "*C (CDCl;, 100 MHz): &
157 20.4, 20.5, 20.7 (3 MeCO), 46.0 (CH,NCO), 52.7 (CH,N3),

62.9 (C5'), 70.3 (C3"), 73.2 (C2"), 80.2 (C4"), 86.7 (C1"), 125.4 (C5), 128.8, 129.1, 129.4, 130.5

(Ats, Ary, Ars, Arg), 133.7, 134.3 (Ary, Ary), 138.6 (C8), 147.1 (C4), 147.4 (C2), 156.3 (C6), 169.3,
169.5, 170.3 (3 MeCO). IR (cm™): 2100, 1748, 1700.

359



Part experimental. Capitol 5

4.2.2. Reaccio de la 2',3',5'-tri-0O-acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17)

Es va addicionar 1 mL d’una dissolucio 0.17 M de 2-(azidometil)benzilamina (156)
en CH;CN anh. (0.17 mmol) sobre una dissoluci6 de 50 mg (0.09 mmol) de 2',3',5'-tri-O-
acetil-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (17) en 2.5 mL d’CH;CN anh., sota atmosfera inert
1a—30 °C. La reaccid es va deixar evolucionar en agitacio a t.a. durant 5 h. Passat aquest
temps es van addicionar 6 pL (0.09 mmol) d’CF;COOH i es va escalfar a reflux 8 h més.
Es van fer rentats amb una dissolucio saturada de NaHCO;, es va extreure amb CH,Cl, 1 es
va assecar la fase organica amb Na,SO, anh. Després d’evaporar el dissolvent a pressid
reduida, la purificaciéo del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(CH,Cl/MeOH 99:1) va donar 32 mg (64%) de 2',3',5'-tri-O-acetil-1-[2-(azidometil)-
benzil]inosina (157).

4.2.3. Reaccio de la 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (22)

Es van addicionar 2 mL d’una dissolucié 0.28 M de 2-(azidometil)benzilamina
(156) en CH3CN anh. (0.56 mmol) sobre una dissolucié de 145 mg (0.28 mmol) de 3',5'-di-
O-acetil-2'-desoxi-1-(2-nitrobenzensulfonil)inosina (22) en 2 mL d’CH3;CN anh., sota
atmosfera inert i a —30 °C. Després d’1 h a aquesta temperatura i de 16 h a t.a. es van
addicionar 21 pL (0.28 mmol) d’CF;COOH 1 es va escalfar a reflux 8 h més. Es van fer
rentats amb una dissolucio saturada de NaHCOs, es va extreure amb CH,Cl, i es va assecar
la fase organica amb Na,SO, anh. Després d’evaporar el dissolvent a pressié reduida, la
purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH,
gradient de 99:1 a 98:2) va donar 103 mg (77%) de 3',5'-di-O-acetil-1-[2-(azidometil)-
benzil]-2'-desoxiinosina (158).

Ns Compost 158 (oli incolor). Ry (CH,Clp/MeOH 90:10): 0.44. RMN

Q de 'H (CDCl,, 400 MHz):  2.08, 2.13 (2 5, 2 MeCO), 2.60 (ddd,
(ij\‘ﬁ Ji2= 6.1, Jyon=14.1, Jyy= 2.7, H2"), 2.90 (ddd, J 1= 7.8, J yry =

ACOL O NN 6.4, H2"), 4.30-4.39 (m, H4', HS', H5"), 4.53 (s, CHaNs), 5.34 (s,
CH,NCO), 5.41 (m, H3"), 635 (dd, H1"), 7.18 (m, 1 Hy,), 7.32-

AcO 7.36 (m, 3 Hy,), 7.97 (s, H8), 8.04 (s, H2). RMN de *C (CDCl,,
158 100 MHz): & 20.7, 20.8 (2 MeCO), 37.6 (C2'), 45.9 (CH,NCO),

52.6 (CH,N3), 63.6 (C5'), 74.3 (C3"), 82.6 (C4"), 84.6 (C1'), 125.1 (C5), 128.7, 128.8, 129.3, 130.4

(Ars, Ary, Ars, Arg), 133.6, 134.4 (Ar,, Ary), 138.1 (C8), 147.0 (C4), 147.2 (C2), 156.4 (C6), 170.2,
170.4 (2 MeCO).
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5. PREPARACIO DE DIMERS 2'-DESOXIRIBOPURINICS-
PIRIMIDINICS

5.1. REDUCCIO DEL GRUP AZIDO TERMINAL

5.1.1. Intents de reduccio de la 2'3'5'-tri-O-acetil-1-[2-(azidometil)benzil]inosina
(157) amb trimetilfosfina

Es van addicionar 63 pL d’una dissolucid6 1 M de trimetilfosfina en THF (0.06
mmol) sobre una dissolucié de 34 mg (0.06 mmol) del compost 157 en 1 mL de THF 1 752
uL d’H,0O. La mescla de reaccid es va mantenir en agitacio a t.a. i sota atmosfera inert
durant 6 h. Llavors es va evaporar el dissolvent a pressio reduida 1 es va purificar el cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a
90:10), obtenint-se 3.7 mg (11%) de 157 1 22 mg d’una mescla de productes de dificil
identificacio.

5.1.2. Reduccié de la 3',5'-di-O-acetil-1-|2-(azidometil)benzil]-2'-desoxiinosina (158)
amb H, i Pd/C

Una mescla formada per 133 mg (0.28 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-1-[2-(azidometil)-
benzil]-2'-desoxiinosina (158), 14.7 mg (0.01 mmol, 5 mol% Pd) de Pd/C al 10% i 2 mL
d’EtOH anh. es va mantenir en agitacié sota atmosfera d’H, durant 90 min. Seguidament
es va filtrar el cru sobre Celite®, es va evaporar el dissolvent a pressié reduida i es va
purificar per cromatografia en columna flash sobre gel de silice desactivat amb Et;N
(CH,Cly/MeOH, gradient de 95:5 a 80:20). Es van obtenir 107 mg (85%) de 3',5'-di-O-
acetil-1-[2-(aminometil)benzil]-2'-desoxiinosina (159).

Compost 159 (solid blanc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.04.

o) NF2 RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 2.08, 2.13 (2 s, 2 MeCO),
<ij\lAé 2.57-2.70 (m, H2', NH,), 2.92 (ddd, J y0r= 7.2, Jop» = 14.4, J y3=

AcO o N~ 7.1, H2"), 4.19 (sa, CH,NH,), 4.30-4.39 (m, H4', H5', H5"),
5.38-5.42 (m, H3', CH,NCO), 6.35 (dd, J > = 6.8, H1'), 7.06 (m,

AcO 1 Hy,), 7.21-7.29 (m, 2 Hy,), 7.43 (m, 1 Hy,), 8.00 (s, H8), 8.30
159 (s, H2). RMN de "“C (CDCl;, 100 MHz): & 20.7, 20.8 (2
MeCO), 37.5 (C2'), 41.7 (CH,NH,), 46.5 (CH,NCO), 63.6 (C5'), 74.3 (C3'), 82.6 (C4"), 84.6 (C1"),

124.8 (C5), 128.1, 128.6, 128.7, 130.2, 134.0, 135.9 (Ar), 138.6 (C8), 147.3 (C4), 147.8 (C2),
156.7 (C6), 170.3, 170.5 (2 MeCO). P.f. (MeOH): 162-5 °C.
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5.2. INTENT D’ACOBLAMENT DELS COMPOSTOS 1591 162

Una mescla formada per 23 mg (0.05 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-1-[2-(amino-
metil)benzil]-2'-desoxiinosina (159), 17 mg (0.05 mmol) de 5'-O-acetil-3'-azido-3'-desoxi-
3-nitrotimidina (162), 6.6 mg (0.05 mmol) de K,COs anh. i 1.5 mL d’CH3CN anh. es va
mantenir en agitacio a t.a. 1 sota atmosfera inert durant 22 h. Llavors es va escalfar a reflux
6 h més. Després d’evaporar el dissolvent a pressioé reduida, la purificacié del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va donar 13 mg
(76%) de 5'-O-acetil-3'-azido-3'-desoxitimidina (161) i una mescla de productes de dificil
identificacio.

5.3. ACOBLAMENT DELS COMPOSTOS 1591 163

Una mescla formada per 30 mg (0.07 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-1-[2-(amino-
metil)benzil]-2'-desoxiinosina (159), 26 mg (0.06 mmol) de 2'3',5'-tri-O-acetil-3-nitro-
uridina (163), 8.2 mg (0.06 mmol) de K,CO; anh. i 2 mL d’CH3;CN anh. es va mantenir en
agitacid a t.a. 1 sota atmosfera inert durant 14 h. Llavors es va escalfar a reflux 2 h més.
Seguidament es van fer rentats amb una dissolucié de tampé de fosfats (pH = 7), es va
extreure amb CH,Cl, i es va assecar la fase organica amb Na,SO4 anh. Després d’evaporar
el dissolvent a pressio reduida, la purificacié del cru per cromatografia en columna flash
sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) va donar 27 mg (55%) d’1-
(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosin- 1 -il)metil-2-(2',3',5'-tri-O-acetiluridin-3-il)metilbenze
(164).

AcO OAc Compost 164 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10):
Q 0.40. RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): & 2.06, 2.09,
O 2.12, 2.13, 2.13 (5 s, 3 MeCO,, 2 MeCO;), 2.61 (ddd,

O N OAc
Y | J o= 6.0, J = 14.1, J 33 = 2.8, H2'), 2.88 (ddd,
O Nﬁg J 1= 8.0, J 3= 6.4, H2"), 4.31-4.39 (m, H4',, HS',,
(NfL)NAé ° H5";, H4',, H5',, H5")), 5.18 (s, CH,NCOy), 5.31-5.35
AcO o NN (m, H2',, H3'), 5.40 (m, H3"), 5.61 (s, CH,NCO,),
5.86 (d, Js¢= 8.0, H5,), 6.07 (d, J ;o= 4.8, H1",), 6.36
AcO 164 (dd, H1%), 7.04 (m, 1 Hy,), 7.21-7.27 (m, 2 Hy,), 7.32
(m, 1 Hyp,), 7.41 (d, H6,), 7.97 (s, HS;), 8.08 (s, H2)).
RMN de "*C (CDCl;, 100 MHz): & 20.4, 20.5, 20.7, 20.8, 20.9 (5 MeCO), 37.8 (C2%), 40.9
(CH,NCO,), 45.8 (CH,NCO;), 63.0, 63.7 (C5',, C5%), 70.1 (C3'), 72.8 (C2'), 74.4 (C3"), 79.9
(C4'), 82.6 (C4"), 84.5 (C1%), 88.1 (Cl1'y), 102.9 (C5,), 125.0 (C5;), 128.1, 128.2, 128.5, 128.7 (Ar),
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134.0 (C6,), 134.5 (Ar), 137.4 (Ar), 137.9 (CS)), 147.1 (C4;), 147.7 (C2;), 151.0 (C2y), 156.6 (C6),
162.2 (C4,), 169.6, 170.1, 170.2, 170.4 (5 MeCO). EM (ES): 809.6 (M+H)".

5.4. ACOBLAMENT DELS COMPOSTOS 1591 149

Una mescla formada per 90 mg (0.20 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-1-[2-(amino-
metil)benzil]-2'-desoxiinosina (159), 67 mg (0.19 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-2'-desoxi-3-
nitrouridina (149), 26 mg (0.19 mmol) de K,CO; anh. i 2.5 mL d’CH;CN anh. es va
mantenir en agitacid a t.a. 1 sota atmosfera inert durant 15 h. Llavors es va escalfar a reflux
90 min més. Seguidament es van fer rentats amb una dissolucié de tampo de fosfats (pH =
7), es va extreure amb CH,Cl;, 1 es va assecar la fase organica amb Na,SO4 anh. Després
d’evaporar el dissolvent a pressié reduida, la purificacidé del cru per cromatografia en
columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5) va donar 92 mg
(62%) d’1-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosin- 1-il)metil-2-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiuridin-
3-il)metilbenze (165).

Compost 165 (oli incolor). R¢ (CH,Cl,/MeOH 90:10):
0.42. RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): & 2.09, 2.10,

o 2.11, 2.13 (4 s, 2 MeCO;, 2 MeCO,), 2.18 (m, H2"),
OY:; OAc 2.55 (ddd, J 1o» = 5.8, J ypn = 14.3, J i3 = 2.4, H2")),

OAc

o N 2.61(ddd, J o= 6.0, Jyp= 14.2, Jyy= 2.4, H2'), 2.89

N ka ﬁ o) (ddd, J 1on = 7.6, J oy = 6.4, H2",), 4.25-4.39 (m, H4',,

ACO </N ‘N/) H5',, H5", H4; HS, H5"), 5.19-524 (m, H3',
0 CH,NCO)), 5.41 (m, H3"), 5.63 (s, CH,NCO,), 5.85
kj (d, J s = 8.0, H5,), 6.28 (dd, H1')), 6.36 (dd, H1"),
AcO 165 7.10 (m, 1 Hyy), 7.22-7.25 (m, 2 Hay), 7.35 (m, 1 Hyy),
7.49 (d, H6,), 7.96 (s, HS;), 8.08 (s, H2)). RMN de *C (CDCls, 100 MHz): & 20.7, 20.8, 20.9 (2
MeCO,, 2 MeCOy), 37.7, 37.8 (C2\, C2%), 40.7 (CH,NCO,), 45.8 (CH,NCO)), 63.6, 63.7 (C5',,
C5Y), 74.0, 74.3 (C3',, C3%), 82.3, 82.6 (C4',, C4), 84.5 (C1'), 86.0 (C1'y), 102.4 (C5,), 125.1
(C5)), 128.2, 128.3, 128.5, 128.9 (Ar), 134.1 (C6,), 134.7 (A1), 137.0 (Ar), 137.9 (C8), 147.1 (C4y),

147.7 (C2;), 150.9 (C2,), 156.6 (C6)), 162.4 (C4,), 170.1, 170.2, 170.3, 170.4 (2 MeCO,, 2 MeCO,).
EM (ES): 751.0 (M+H)".

5.5. ACOBLAMENT DELS COMPOSTOS 159 1 167

Una mescla formada per 41 mg (0.09 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-1-[2-(amino-
metil)benzil]-2'-desoxiinosina (159), 43 mg (0.09 mmol) de 3',5'-bis-O-terc-butildimetil-
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silil-2'-desoxi-3-nitrouridina (167), 12 mg (0.09 mmol) de K,CO; anh. i 2 mL d’CH3CN
anh. es va mantenir en agitacid a t.a. i sota atmosfera inert durant 48 h. Llavors es va
escalfar a reflux 40 min més. Seguidament es van fer rentats amb una dissolucié de tampod
de fosfats (pH = 7), es va extreure amb CH,Cl, i es va assecar la fase organica amb
Na,SO4 anh. Després d’evaporar el dissolvent a pressio reduida, la purificacio del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a
95:5) va donar 52 mg (67%) d’1-(3',5'-bis-O-ferc-butildimetilsilil-2'-desoxiuridin-3-
il)metil-2-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosin- 1 -il)metilbenze (168).

Compost 168 (oli incolor). R¢ (CH,Cl,/MeOH 95:5):
0.32. RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): & 0.07-0.11
) (m, 2 ‘BuMe;,Si), 0.89-0.92 (m, 2 ‘BuMe,Si), 2.03-

O N ‘ OTBS 113 (m, 2 MeCO,, H2Y), 2.34 (ddd, J 12 = 6.4,

0 NWJ Ty =132, Jyy = 4.4, H2",), 2.60 (ddd, J 1» = 6.0,

</N ‘ Nﬁ o J oy = 14.2, J 3y = 2.6, H2Y), 2.87 (ddd, J 1o+ = 8.0,

AO. N e J yy = 6.4, H2"), 3.75-3.92 (m, H4',, H5',, H5",),
4.28-4.44 (m, H3',, H4',, H5", H5"), 5.15 (d, J a5 =

Ach 168 14.4, CHAHgNCO,), 5.22 (d, CHAHNCO;), 5.40 (m,

H3%), 5.61 (d, J ag = 15.2, CH,HgNCO,), 5.66 (d,
CHAHNCO,), 5.76 (d, J 56 = 8.0, H5,), 6.29 (dd, J 12 = 6.0, HI',), 6.36 (dd, H1%), 7.04 (m, 1 Hy,),
7.19-7.25 (m, 2 Hay), 7.33 (m, 1 Hyy), 7.91 (d, H6,), 7.96 (s, HS;), 8.11 (s, H2)). RMN de *C
(CDCLs, 100 MHz): & —5.6, —5.5, —4.9, —4.6 (2 '‘BuMe;Si), 17.9, 18.3 (2 Me;C), 20.8, 20.9 (2
MeCO), 25.7, 25.8 (2 MesC), 37.8 (C2%), 40.5 (CH,NCO,), 41.9 (C2'), 45.6 (CH,NCO)), 62.3
(C5'), 63.7 (C5Y%), 71.0 (C3'y), 74.4 (C3Y), 82.6 (C4"), 84.5 (C1Y), 85.9 (C4'), 87.7 (C1Y), 101.6
(C5,), 124.9 (C5)), 128.2, 128.4, 128.6 (Ar), 134.1 (C6,), 134.9, 137.8 (Ar), 138.3 (CS)), 147.1
(C4), 147.9 (C2y), 151.0 (C2y), 156.7 (C6)), 162.8 (C4y), 170.2, 170.4 (2 MeCO). EM (ES): 895.4
(M+H)".

5.6. DESPROTECCIO DE L’ESPECIE DIMERICA 164

Es van tractar 24 mg (0.03 mmol) d’1-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosin-1-il)metil-
2-(2",3',5'-tri-O-acetiluridin-3-il)metilbenze (164) amb 2 mL d’una dissolucio 0.72 M
d’NH3/MeOH (1.44 mmol). Després de 3 h d’agitacio a t.a. es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida 1 es van obtenir 16 mg (89%) d’1-(2'-desoxiinosin-1-il)metil-2-(uridin-3-
il)metilbenze (170).

364



Part experimental. Capitol 5

Compost 170 (oli incolor). Ry (CH,Cly/MeOH 80:20):

HO OH 0.05. RMN de 'H (CD;OD, 400 MHz): & 2.45 (m, H2"),

Q 2.76 (m, H2",), 3.68-4.19 (m, H3',, H4";, H5';, H5";, H4",,

N © oH HS5'., H5"), 4.52-4.62 (m, H2',, H3"), 5.24 (s, CH,N-

Nj; CO)), 5.58 (s, CH,NCO,), 5.82 (d, J 5o = 8.0, H5,), 5.91

0 (m, H1'Y,), 6.42 (dd, J 12»= 7.0, J 1o = 6.6, H1"), 7.03 (m,

1 1 Hyy), 7.19-7.26 (m, 3 Hyy), 8.07 (d, H6,), 8.35 (s, HS;,

o) H2;). RMN de C (CD;OD, 100 MHz): & 40.5, 40.7

(C2%, CH,NCO,), 46.1 (CH,NCOy), 60.9, 62.1 (C5',

HO 170 C5'), 69.8, 71.4 (C3%, C3'y), 74.7 (C2'), 85.1, 85.3,

88.4, 90.6 (C4", C4',, C1%, C1'y), 100.8 (C5,), 124.2 (C5)), 127.6, 127.8, 128.2 (Ar), 134.3 (C6,),

135.1 (Ar), 140.0 (C8;, Ar), 147.4 (C4;)), 148.4 (C2)), 151.5 (C2,), 157.2 (C6)), 163.8 (C4,). EM
(IQ, NH3): 599.1 (M+H)".

5.7. DESPROTECCIO DE L’ESPECIE DIMERICA 165

Es van tractar 92 mg (0.12 mmol) d’1-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiinosin-1-il)metil-
2-(3',5'-di-O-acetil-2'-desoxiuridin-3-il)metilbenz¢ (165) amb 2 mL d’una dissoluci6 3 M
d’NH3/MeOH (6.01 mmol). Després de 3 h d’agitaci6 a t.a. es va evaporar el dissolvent a
pressio reduida i es van obtenir 62 mg (87%) d’1-(2'-desoxiinosin-1-il)metil-2-(2'-desoxi-
uridin-3-il)metilbenze (138).

Compost 138 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 80:20):

0.09. RMN de 'H (CD;OD, 400 MHz): & 2.07 (m,

Q H2',), 2.18 (ddd, J 190 = 6.4, J 5o = 13.6, J 33 = 3.6,

OYN’ OH H2",), 2.33 (ddd, J 2= 6.8, Jop=13.4, J 3= 3.4, H2Y),

o 7; 2.61 (m, H2"), 3.57-3.69 (m, H5', H5";, H5',, H5",),

N ka o) 3.80 (m, H4"), 3.91 (m, H4',)), 4.26 (m, H3'), 4.43 (m,

HO <N | N/) H3',), 5.08 (s, CH,NCOy), 5.42 (CH,NCO,), 5.67 (d,

o Js¢= 8.4, H5,), 6.12 (t, J 1o = 6.4, H1',), 6.29 (t, J 1p» =

6.8, H1"), 6.88 (m, 1 Hy,), 7.02-7.08 (m, 3 Hy,), 7.89 (d,

H6,), 8.17 (s, HS;), 8.20 (s, H2;). RMN de *C (CD;0D,

100 MHz): § 40.3, 40.6, 40.8 (C2", C2',, CH,NCO,), 46.1 (CH,NCOy), 61.6, 62.1 (C5", C5',), 70.9,

71.4 (C3', C3'), 85.2, 86.4, 87.9, 88.4 (C4', C4',, Cl', Cl1'), 100.9 (C5,), 124.2 (C5), 127.3,

127.7,127.7, 128.2 (Ar), 134.3 (C6,), 135.1 (Ar), 139.8 (C8;), 140.0 (Ar), 147.4 (C4;), 148.5 (C2)),
151.3 (C2,), 157.1 (C6,), 163.8 (C4,). EM (IQ, NH;): 583.0 (M+H)".

HO 138
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6. UNIO DE GRUPS QUELATANTS EN LES POSICIONS 5' I/O 3' DE 2'-
DESOXIRIBONUCLEOSIDS N-PROTEGITS

6.1. PREPARACIO DE 2'-DESOXIRIBONUCLEOSIDS N-PROTEGITS
6.1.1. 3-Metiltimidina (172)

Es va escalfar a reflux una mescla formada per 500 mg (2.07 mmol) de timidina
(171) 1 5.46 mL d’1,1-dimetoxitrimetilamina sota atmosfera inert durant 1 h. La dissolucio
resultant es va concentrar a sequetat i es va coevaporar amb tolu¢. La purificacio del cru
per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va donar 510
mg (96%) de 3-metiltimidina (172).

O Compost 172 (solid blanc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.20. RMN de 'H
%IM‘% (CD;0D, 200 MHz): & 2.00 (d, J yes = 1.0, Me), 2.20-2.40 (m, H2', H2"), 3.38

HO o N (s, NMe), 3.83-3.98 (m, H5', H5"), 4.05 (m, H4"), 4.50 (m, H3"), 6.38 (t, J 1o =
J 1= 6.6, H1"), 7.92 (q, H6). RMN de *C (CD;0D, 50 MHz): & 13.2 (Me),

Ho 28.2 (NMe), 41.2 (C2'), 62.7 (C5"), 72.0 (C3'), 87.1, 88.7 (C4", C1'), 110.5
172 (C5), 136.2 (C6), 152.4 (C2), 165.5 (C4). P.f. (MeOH): 128-130 °C (lit."”’
130-1 °C).

6.1.2. 1-Benzil-2'-desoxiinosina (173)

Es van tractar 107 mg (0.25 mmol) de 3',5'-di-O-acetil-1-benzil-2'-desoxiinosina
(47) amb 2 mL d’una dissoluci6 5 M d’NH3/MeOH (10.03 mmol). Després de 3 h
d’agitaci6 a t.a. es va evaporar el dissolvent a pressioé reduida i es van obtenir 84 mg (98%)
d’1-benzil-2'-desoxiinosina (173).'%

o) Compost 173 (oli groc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.43. RMN de 'H

</kaNAph (CD;0D, 400 MHz): & 2.43 (ddd, J 12 = 6.2, J 3o = 13.6, J 33 = 3.4,

HO. N N/) H2'), 2.70 (ddd, J 1o = 7.4, J 3= 6.2, H2"), 3.71 (dd, J 45 = 4.2, J 551 =

© 12.2, H5"), 3.79 (dd, J 45» = 3.6, H5"), 4.02 (m, H4"), 4.54 (m, H3"),

HO 5.25 (s, CH,Ph), 6.38 (dd, H1"), 7.22-7.32 (m, Ph), 8.29 (s, H8), 8.37

173 (s, H2). RMN de "C (CD;OD, 100 MHz): & 41.7 (C2"), 50.4

(CH,Ph), 63.2 (C5"), 72.6 (C3"), 86.3 (C4"), 89.5 (C1"), 125.3 (C5),

128.9, 129.1, 129.8 (Ar,, Ary, Ary), 137.8 (Ar), 141.0 (C8), 148.5 (C4), 149.5 (C2), 158.1 (C6).
EM (FAB): 343.0 (M+H)".
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6.2. INTENTS DE FUNCIONALITZACIO AMB GRUPS TRIFOSFONAT
6.2.1. Preparacio de fosfit de tribenzil (174)

Sobre una dissolucié de 500 pL (5.73 mmol) de triclorur de foésfor en 60 mL d’Et,O
anh. es van addicionar, seqiiencialment i a —78 °C, 2.47 mL (17.77 mmol) de Et:N 1 1.78
mL (17.19 mmol) d’alcohol benzilic dissolts en 12 mL d’Et,O. Després de 30 min en
agitacid a aquesta temperatura es va deixar evolucionar la reacci6 a t.a. durant 15 h. Passat
aquest temps es va eliminar el solid per filtraci6 1 es va concentrar el filtrat a sequetat.
Després de purificar el cru per cromatografia en columna (hexa/Et,O/Et;N 60:40:10) es
van obtenir 785 mg (39%) de fosfit de tribenzil (174).”

P(OBn), Compost 174 (oli incolor). RMN de 'H (CDCls, 200 MHz): & 4.87 (d, J yp = 8.0, 3

174 CH.,Ph), 7.31-7.39 (m, 3 Ph). RMN de *'P (CDCl;, 121 MHz): & 20.2.

6.2.2. Preparacio de clorur bis(clorometil)fosfinic (175)

Es van tractar 2.40 g (22.64 mmol) d’hipofosfit de sodi monohidratat amb 1.85 mL
d’HCI conc. Sobre la suspensio resultant es van afegir 1.43 g (45.3 mmol) de para-
formaldehid 1 1.76 mL d’HCI conc. i es va deixar evolucionar la reacci6 a 50 °C durant 30
hores. Passat aquest temps es va concentrar el cru a sequetat i es va coevaporar tres
vegades amb tolue.

L’oli resultant va ésser tractat amb 8.5 mL de clorur de tionil i es va escalfar la
mescla a reflux fins que va acabar el desprendiment gasos (5 hores). Seguidament es va
eliminar el clorur de tionil al buit i I’oli resultant es va destil-lar a pressié reduida. Es van
obtenir 1.41 g (40%) de clorur bis(clorometil)fosfinic (175).*

Compost 175 (oli groc). RMN de "H (CDCl;, 200 MHz): 8 4.18 (d, Jp= 6.2,
CIHZC*I‘:“’*CHZCI 2 CH,CI). RMN de *'P (CDCl;, 121 MHz): § 51.6.
Cl

175
6.2.3. Preparacio de bis(clorometil)fosfinat de benzil (176)
Sobre una dissolucio d’1.41 g (7.8 mmol) de clorur bis(clorometil)fosfinic (175) en

28 mL d’Et,0 es van addicionar, seqiiencialment i a —78 °C, 1.20 mL (8.6 mmol) de Et;N 1
889 uL (8.6 mmol) d’alcohol benzilic dissolts en 3.5 mL d’Et,O. Després de 60 min
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d’agitaci6 a aquesta temperatura es va deixar evolucionar la reacci6 a t.a. durant 4 h. Passat
aquest temps es va eliminar el solid per filtracid i es va concentrar el filtrat a sequetat. La
purificacio del cru per cromatografia en columna (hexa/Et,0O, gradient de 60:40 a 40:60) va
donar 293 mg (15%) de bis(clorometil)fosfinat de benzil (176).”

Compost 176 (oli groc). RMN de 'H (CDCls, 200 MHz): & 3.66

CIH,G—P—CH,Cl (sistema ABX, J a = 12.5, J ap = 7.5, Jgp = 8.1, 2 CH,CI), 5.19 (d,
OBn Jup= 9.3, CH,Ph), 7.37-7.45 (m, Ph). RMN de *'P (CDCl;, 121 MHz):
176 541.3

6.2.4. Reaccio de Michaelis—Arbuzov entre 174i 176

Es va mantenir en agitacid, a 12 Torr i 140 °C, una mescla formada per 374 mg (1.1
mmol) de fosfit de tribenzil (174) i 67 mg (0.25 mmol) de bis(clorometil)fosfinat de benzil
(176). Passat aquest temps es va purificar el cru per cromatografia en columna (Et,0,
seguit d’Et,O/AcOEt 40:60, seguit d’AcOEt/EtOH 80:20). Es van obtenir 49 mg d’una
mescla (oli incolor) formada per bis[(dibenzilfosfono)metil]fosfinat de benzil (177)" i
{[(benziloxi)(clorometil)fosfinoilJmetil } fosfonat de dibenzil (179).”

o 0 Compost 177. RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz): & 2.84 (dd, J yp = 20.3,
BhO~ \vFivFi\OBn Jup = 18.2, 2 PCH,P), 4.95-5.13 (m, 5 CH,Ph), 7.28-7.32 (m, 5 Ph).

OBnOBNOBN
177
0 Compost 179. RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz): § 2.62 (m, PCH,P), 3.66
Bno/” ‘F‘<V I (sistema ABX, J ag = 14.0, J ap= 7.4, Jgp = 9.4, CH,Cl), 4.94-5.19 (m, 3
OBnOBn CH,Ph), 7.32-7.40 (m, 3 Ph).
179

6.3. ACOBLAMENT DE GRUPS FOSFAT
6.3.1. Reaccio amb fosfat de dibenzil
6.3.1.1. EMPRANT UN AGENT CONDENSANT
Prova A: emprant PyBOP i DIPEA

Es van addicionar seqliencialment 61 mg (0.12 mmol) d’hexafluorofosfat de
(benzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfoni (PyBOP) 1 21 pL (0.12 mmol) de DIPEA sobre
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una dissolucié de 30 mg (0.12 mmol) de 3-metiltimidina (172) i 33 mg (0.12 mmol) de
fosfat de dibenzil en 1 mL de DMF anh. Després de 15 h d’agitacid a t.a. sota atmosfera
d’Ar 1 d’evaporar el dissolvent a pressid reduida es va recuperar només nucleosid de
partida (172).

Prova B: emprant una mescla EDC/DMAP

Es van addicionar 37 mg (0.20 mmol) de I’hidroclorur de 1’1-etil-3-(3-dimetil-
aminopropil)carbodiimida (EDC) sobre una dissolucié formada per 50 mg (0.20 mmol) de
3-metiltimidina (172), 54 mg (0.20 mmol) de fosfat de dibenzil, 24 mg (0.20 mmol) de
DMAP i 2 mL d’CH;CN anh. La mescla de reaccido es va mantenir en agitacio sota
atmosfera d’Ar, a t.a. durant 5 h 1 a reflux 3 h més. Després de rentar el cru amb H,O,
d’extreure amb CH,Cl, i d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va recuperar només
nucleosid de partida (172).

6.3.1.2. VIA REACCIO DE MITSUNOBU

Prova A: per a la 3-metiltimidina (172)

Es van addicionar 61 pL (0.39 mmol) d’azodicarboxilat de dietil (DEAD) sobre una
dissolucié formada per 50 mg (0.20 mmol) de 3-metiltimidina (172), 54 mg (0.20 mmol)
de fosfat de dibenzil, 103 mg (0.39 mmol) de trifenilfosfina i 2.5 mL de THF anh. La
mescla de reaccid es va mantenir en agitacio a t.a. 1 sota atmosfera d’Ar durant 20 min.
Després d’evaporar el dissolvent a pressio reduida, la purificacio del cru per cromatografia
en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de 99:1 a 95:5) va donar 53
mg (52%) de 5'-O-dibenziloxifosforil-3-metiltimidina (181).

Compost 181 (oli incolor). R¢ (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.40. RMN de

? ‘Me 'H(CDCls, 200 MHz): 8 1.85 (d, J mes = 1.0, Me), 2.01 (ddd, J =

(|? \ﬁi 68, J2'2" = 137, J2'3' = 70, H2'), 2.32 (ddd, J1'2" = 64, J2"3' = 43,
BnO—P—-0O N (@] n ' ' "

(|DBn 0 H2"), 3.31 (s, NMe), 3.99 (m, H4'), 4.15-4.20 (m, HS', H5"), 4.34 (m,

H3'), 5.04 (sistema ABX, J ap = 14.3, J ap = 9.0, J p = 9.2, (Ph-

HO 181 CHAH30),P(0)), 6.31 (dd, H1"), 7.33-7.34 (m, Ph, H6). RMN de “C

(CDCls, 50 MHz): & 13.2 (Me), 27.9 (NMe), 40.2 (C2'), 66.5 (d, J cp= 5.9, C5'), 69.8 (d, J cp= 5.4,

(PhCH,0),P(0)), 70.7 (C3'), 84.4 (d, J cp = 6.8, C4"), 85.3 (C1"), 110.2 (C5), 128.0, 128.6, 128.8

(Ar,, Ary, Ar,), 133.1 (C6), 135.2 (Ary), 150.9 (C2), 163.4 (C4). RMN de *'P (CDCls, 121 MHz): &
0.80. EM (ES): 517.2 (M+H)".
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Prova B: per a I’1-benzil-2"-desoxiinosina (173)

Es van addicionar 38 pL (0.24 mmol) de DEAD sobre una dissolucié formada per
41 mg (0.12 mmol) d’1-benzil-2'-desoxiinosina (173), 33 mg (0.12 mmol) de fosfat de
dibenzil, 63 mg (0.24 mmol) de trifenilfosfina i 2.5 mL de THF anh. La mescla de reaccié
es va mantenir en agitacio a t.a. 1 sota atmosfera d’Ar durant 5 h. Després d’evaporar el
dissolvent a pressi6 reduida es va obtenir una mescla formada per productes de
despurinacio i nucleosid de partida (173).

6.3.2. Reaccio amb clorur de dietilfosfat
6.3.2.1. AMB 3-METILTIMIDINA (172). REACCIO A ESCALA 20-50 MG
Prova A: un equivalent en piridina

Es van addicionar 25 pL (0.17 mmol) de clorur de dietilfosfat sobre una dissolucid
de 40 mg (0.16 mmol) de 3-metiltimidina (172) en 1.5 mL de piridina anh. Després de 20 h
d’agitacid a t.a. sota atmosfera d’Ar es va evaporar el dissolvent a pressio reduida i1 es va
coevaporar amb tolu¢. La purificacid del cru per cromatografia en columna flash sobre gel
de silice (CH,Cl,/MeOH 95:5) va donar 40 mg (66%) de 5'-O-dietoxifosforil-3-metil-
timidina (184).

Compost 184 (oli incolor). Rf (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.44. RMN de
o "H (CDCl;, 300 MHz): § 1.32-1.38 (m, (MeCH,0),P(0)), 1.95 (d,

O \fi"]‘\\/Me Jmes = 1.2, Me), 2.17 (ddd, J 1o = 6.6, J 3o = 13.8, J 33 = 6.9, H2"),
EtO—h-0 N~ "0 2.41 (ddd, J 1o = 6.3, J oy = 4.5, H2"), 3.33 (s, NMe), 4.05-4.20 (m,
OFt kj H4', H5', H5"), 4.26-4.29 (m, (MeCH,0),P(0)), 4.51 (m, H3'), 6.36

HO (dd, H1"), 7.40 (q, H6). RMN de C (CDCl;, 75 MHz): & 13.2 (Me),

16.1 (d, J cp = 6.4, (MeCH,0),P(0)), 27.8 (NMe), 40.3 (C2"), 64.4
(MeCH,0),P(0)), 66.4 (d, J cp = 5.5, C5"), 70.7 (C3"), 84.6 (d, Jcp= 7.3, C4"), 85.4 (C1"), 110.2
(C5), 133.2 (C6), 151.0 (C2), 163.6 (C4). RMN de *'P (CDCls, 121 MHz): 5 0.51. EM (ES): 393.1
(M+H)".

Prova B: un equivalent en acetonitril emprant 1-metilimidazole com a base
Es van addicionar 16 pL (0.20 mmol) d’1-metilimidazole sobre una dissolucid de
30 mg (0.12 mmol) de 3-metiltimidina (172) en 2 mL d’CH3CN anh. Seguidament es va

refredar la mescla de reaccid a —20 °C 1 es va tractar amb 17 pL (0.12 mmol) de clorur de
dietilfosfat. Després de 20 min a aquesta temperatura es va mantenir a t.a. 13 h més. Passat
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aquest temps es van fer rentats amb una dissolucié aquosa de Cu,SO4, es van fer
extraccions amb CH,Cl, i es va assecar la fase organica amb Na,SO4 anh. Després
d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va purificar el cru per cromatografia en
columna sobre Florisil® (hexa/AcOEt, gradient d’1:1 a 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH,
gradient de 98:2 a 90:10). Es van obtenir 24 mg (53%) de 5'-O-dietoxifosforil-3-metil-
timidina (184).

Prova C: dos equivalents en acetonitril emprant I-metilimidazole com a base

Una dissolucié de 30 mg (0.12 mmol) de 3-metiltimidina (172) en 2 mL d’CH3CN
anh. es va tractar amb 19 pL (0.24 mmol) d’1-metilimidazole i 34 pL (0.24 mmol) de
fosfat de dietil tal com es descriu a la prova B de ’apartat 6.3.2.1. Després de 13 h a t.a. es
va tractar el cru de la forma descrita i es va purificar per cromatografia en columna sobre
Florisil® (hexa/AcOEt, gradient d’1:1 a 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a
90:10). Es van obtenir 25 mg (40%) de 3',5'-bis-O-dietoxifosforil-3-metiltimidina (185) i
24 mg (52%) de 5'-O-dietoxifosforil-3-metiltimidina (184).

Compost 185 (oli incolor). R (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.53. RMN

0
\KLN/Me de 'H (CDCls, 400 MHz): & 1.33-1.39 (m, 2 (MeCH,0),P(0)),
Eto_ll:ll_o | N/&O 1.98 (d, JMeﬁ = 08, MC), 2.18 (ddd, J]*z* = 88, J2'2" = 144, J2'3' =
OFEt 7@ 6.4, H2"), 2.57 (ddd, J 1o = 5.6, J 2y = 2.0, H2"), 3.35 (s, NMe),
o 4.11-4.20 (m, 2 (MeCH,0),P(0)), 4.26-4.28 (m, H5', H5"), 4.35
\P/O (m, H4'"), 5.04 (m, H3"), 6.45 (dd, H1"), 7.46 (q, H6). RMN de “C

\

B0 okt 185 (CDCls, 100 MHz): & 13.0 (Me), 15.9-16.1 (m, 2 (MeCH,O),-
P(0)), 27.7 (NMe), 38.6 (d, J cp = 5.3, C2'), 64.1-64.2 (m, 2 (MeCH,0),P(0)), 66.3 (d, Jcp= 5.4,
C5", 77.1 (d, J cp = 5.3, C3'), 83.3 (dd, J cp = 5.3, J cp = 7.6, C4'), 85.2 (C1"), 110.5 (C5), 132.7
(C6), 150.9 (C2), 163.3 (C4). RMN de *'P (CDCLs, 121 MHz): § —0.70, —0.11. EM (ES): 529.1
(M+H)".

6.3.2.2. AMB 3-METILTIMIDINA (172). REACCIO A ESCALA 300 MG

Una dissolucié de 300 mg (1.18 mmol) de 3-metiltimidina (172) en 3 mL de THF
anh. es va tractar amb 234 pL (2.94 mmol) d’I-metilimidazole 1 425 pL (2.94 mmol) de
clorur de dietilfosfat tal com es descriu a la prova B de 1’apartat 6.3.2.1. Després de 15 h a
t.a. es va tractar el cru de la forma descrita i1 es va purificar per cromatografia en columna
sobre Florisil® (hexa/AcOEt, gradient d’1:1 a 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de
98:2 a 90:10). Es van obtenir 509 mg (82%) de 3',5'-bis-O-dietoxifosforil-3-metiltimidina
(185) 1 83 mg (18%) de 5'-O-dietoxifosforil-3-metiltimidina (184).
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6.3.2.3. AMB 1-BENZIL-2'-DESOXIINOSINA (173)

Una dissolucié de 34 mg (0.10 mmol) d’1-benzil-2'-desoxiinosina (173) en 2 mL de
piridina anh. es va tractar amb 16 pL (0.11 mmol) de clorur de dietilfosfat tal com es
descriu a la prova A de I’apartat 6.3.2.1. Després de 30 min a t.a. es va evaporar el
dissolvent a pressioé reduida 1 es va coevaporar tres vegades amb tolue. La purificacio del
cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH, gradient de
98:2 a 95:5) va donar 16 mg (76%) d’1-benzil-6-oxopurina (182).

o Compost 182 (solid blanc). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.24. RMN de 'H
(ij“/\Ph (CDCls, 200 MHz): & 5.30 (s, CH,Ph), 7.30-7.36 (m, Ph), 8.11 (s, HS),
N" N 8.38 (s, H2).
182

6.3.3. Reaccié amb clorur de dibenzilfosfat (183)
6.3.3.1. PREPARACIO DEL CLORUR DE DIBENZILFOSFAT (183)

Es van addicionar 602 pL (4.31 mmol) de Et;N sobre una dissolucio d’1.20 g (4.31
mmol) de fosfat de dibenzil (180) en 13 mL de CH,Cl, anh., sota atmosfera d’Aria 0 °C
(dissolucio A).

D’altra banda, en un schlenk es va preparar una dissolucié de 741 pL (8.63 mmol)
de clorur d’oxalil en 53 mL de CH,Cl, anh. i1 seguidament va ésser tractada amb 36 uL de
DMEF a 0 °C (dissolucio B).

Tot seguit es va cannular la dissolucid A sobre la dissoluciéo B a 0 °C. Després de
2 h d’agitacid a aquesta temperatura (una vegada finalitzat el desprendiment gasos) es va
evaporar el dissolvent a pressio reduida. El residu resultant va ésser tractat sota atmosfera
d’Ar amb 5 mL d’Et,0O anh. 1 el precipitat format va ésser eliminat per filtracid. Després de
concentrar el filtrat a sequetat es van obtenir 1.28 g (99%) de clorur de dibenzilfosfat
(183). Aquest compost va ésser conservat sota atmosfera d’Ar.

BnO—IIZI’—CI Compost 183 (oli groc). RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz): & 5.19 (sistema
(|)Bn ABX, J ap=8.7, Jas=11.5, Jpp= 9.1, (PhCH,H50),P(0)), 7.31-7.36 (m,

183 Ph). RMN de “C (CDCl;, 75 MHz): 8§ 71.1 (PhCH,0),P(0)), 128.4,
129.0, 129.8 (Ar,, Ary, Ary), 134.4 (Ar;). RMN de *'P (CDCl;, 121 MHz):

55.95. EM (FAB): 296.2 (M+H)".
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6.3.3.2. AMB 3-METILTIMIDINA (172). REACCIO A ESCALA 20-50 MG

Prova A: un equivalent en CH;CN emprant Et;N com a base

Es van addicionar 16 pL (0.12 mmol) de Et;N sobre una dissoluci6 de 30 mg (0.12
mmol) de 3-metiltimidina (172) en 1 mL d’CH3;CN anh. Seguidament s’hi van afegir 4 mL
d’una dissolucié 0.03 M (0.12 mmol) de clorur de dibenzilfosfat (183) en CH3;CN anh. i es
va deixar evolucionar la reaccid en agitacio, a t.a. i sota atmosfera d’Ar durant 48 h. Passat
aquest temps es va escalfar a reflux 3 h més. Després d’evaporar el dissolvent a pressio
reduida es va recuperar només nucleosid de partida (172).

Prova B: un equivalent en THF emprant Et;:N com a base

Es van addicionar 25 pL (0.18 mmol) de Et;N sobre una dissoluci6 de 42 mg (0.17
mmol) de 3-metiltimidina (172) i 54 mg (0.18 mmol) de clorur de dibenzilfosfat (183) en
2.5 mL de THF anh. Després de 30 min a t.a. sota atmosfera d’Ar es va escalfar a reflux
6 h més. Després d’evaporar el dissolvent a pressid reduida es va recuperar només
nucleosid de partida (172).

Prova C: dos equivalents i mig emprant 2,6-lutidina com a base

Es van addicionar 14 pL (0.12 mmol) de 2,6-lutidina sobre una dissolucié de 20 mg
(0.08 mmol) de 3-metiltimidina (172) i 61 mg (0.21 mmol) de clorur de dibenzilfosfat
(183) en 2.5 mL de THF anh. Després de 2 dies a t.a. sota atmosfera d’Ar es va evaporar el
dissolvent a pressid reduida i es va recuperar només nucleosid de partida (172).

Prova D: dos equivalents en acetonitril emprant 1-metilimidazole com a base

Es van addicionar 30 pL (0.37 mmol) d’1-metilimidazole sobre una dissolucio de
37 mg (0.15 mmol) de 3-metiltimidina (172) en 2 mL d’CH3CN anh. Seguidament es va
refredar la mescla de reaccio a —20 °C i es va tractar amb 123 pL d’una dissolucié 3 M de
clorur de dibenzilfosfat (183) en CH3CN (0.37 mmol). Després de 20 min a aquesta
temperatura es va mantenir a t.a. 13 h més. Passat aquest temps es van fer rentats amb una
dissolucio aquosa de Cu,SOs, es van fer extraccions amb CH,Cl; 1 es va assecar la fase
organica amb Na;SO, anh. Després d’evaporar el dissolvent a pressio reduida es va
purificar el cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (hexa/AcOEt 25:75
seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5). Es van obtenir 10 mg (9%) de 3',5'-bis-
O-dibenziloxifosforil-3-metiltimidina (186) i 40 mg (53%) de 5'-O-dibenziloxifosforil-3-
metiltimidina (181).
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Compost 186 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.65. RMN

Q ‘Me  de 'H (CDCls, 400 MHz): § 1.76-1.87 (m, Me, H2'), 2.28 (ddd,
Q fi’l T =54, Jyon=14.0, Jpy= 1.6, H2"), 3.32 (s, NMe), 3.95-4.10 (m,
BnO—P-0 NSO

H4', H5', H5"), 4.81 (m, H3"), 4.98-5.07 (m, 2 (PhCH,0),P(0)), 6.31

(dd, J 1o = 8.6, H1"), 7.30-7.40 (m, 2 (PhCH,0),P(0), H6). RMN de

O\\P/O BC (CDCls, 100 MHz):  13.3 (Me), 28.1 (NMe), 38.6 (d, J cp= 4.6,

BnO” “ogn 186 (2", 66.8 (d, Jcp= 5.4, C5", 69.9-70.1 (m, 2 (PhCH,0),P(0)), 77.8

(d, Jcp=5.4, C3'), 83.3 (dd, J cp= 4.6, J cp = 8.4, C4"), 85.4 (C1"),

110.8 (C5), 128.2, 128.3, 128.4, 128.4, 128.7, 128.8, 128.9, 129.0, 129.0, 129.1 (Ary, Ar,), 132.2,

132.3, 132.4 (Ar,), 133.1 (C6), 135.6 (d, J cp = 6.1, Ar), 151.2 (C2), 163.7 (C4). RMN de *'P
(CDCls, 121 MHz): § —0.55, 0.44. EM (ES): 777.4 (M+H)".

Prova E: sis equivalents en acetonitril emprant 1-metilimidazole com a base

Una dissolucié de 50 mg (0.20 mmol) de 3-metiltimidina (172) en 3 mL de THF
anh. es va tractar amb 93 pL (1.18 mmol) d’1-metilimidazole i 500 pL d’una dissolucio
2.4 M de clorur de dibenzilfosfat (183) en CH3CN (1.18 mmol) tal com es descriu a la
prova D de I’apartat 6.3.3.2. Després de 15 h a t.a. es va tractar el cru de la forma descrita 1
es va purificar per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (hexa/AcOEt 25:75
seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 90:10). Es van obtenir 78 mg d’una mescla
formada per 3'5'-bis-O-dibenziloxifosforil-3-metiltimidina (186) 1 5'-O-dibenziloxi-
fosforil-3-metiltimidina (181) en proporcié 15:85 (10% 1 60% de rendiment,
respectivament).

6.3.3.3. AMB 3-METILTIMIDINA (172). REACCIO A ESCALA 300 MG

Una dissoluci6 de 300 mg (1.18 mmol) de 3-metiltimidina (172) en 2.5 mL de THF
anh. es va tractar amb 234 pL (2.9 mmol) d’1-metilimidazole i 1.5 mL d’una dissoluci6 2
M de clorur de dibenzilfosfat (183) en THF (2.9 mmol) tal com es descriu a la prova D de
I’apartat 6.3.3.2. Després de 4 h a t.a. es va tractar el cru de la forma descrita i es va
purificar per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (hexa/AcOEt 25:75 seguit
de CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 95:5). Es van obtenir 364 mg (40%) de 3',5'-bis-O-
dibenziloxifosforil-3-metiltimidina (186) i 364 mg (60%) de 5'-O-dibenziloxifosforil-3-
metiltimidina (181).

6.3.3.4. AMB 1-BENZIL-2'-DESOXIINOSINA (173)

Sobre una suspensi6é de 298 mg (0.87 mmol) d’1-benzil-2'-desoxiinosina (173) en
2 mL de THF anh. es van addicionar 172 pL (2.17 mmol) d’1-metilimidazole. La
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dissolucid resultant es va mantenir en agitacié a t.a. durant 5 min. Seguidament es va
refredar a —20 °C, es van addicionar 1.1 mL d’una dissoluciéo 2 M de clorur de dibenzil-
fosfat (183) en THF (2.17 mmol) i es va deixar evolucionar la reaccié en agitacid a t.a.
durant 13 h. Passat aquest temps es va tractar el cru de la forma descrita a la prova D de
I’apartat 6.3.3.2. 1 es va purificar per cromatografia en columna flash sobre gel de silice
(hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 90:10). Es van obtenir 240
mg (46%) d’1-benzil-2'-desoxi-5'-O-(dibenziloxifosforil)inosina (187) i 30 mg (4%) d’1-
benzil-2'-desoxi-3',5"-bis-O-(dibenziloxifosforil)inosina (188).

Compost 187 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.42.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 2.47 (ddd, J 1o = 6.4, J 3 =
fN Ph 13.4, J,3=4.8, H2'), 2.61 (ddd, J ;o= 6.4, J 3= 6.8, H2"), 4.13-

421 (m, H4', H5', H5"), 4.62 (m, H3"), 4.96 (d, J ;p = 8.8,

(PhCH,0)P(0)), 497 (d, J wp = 8.8, (PhACH,O)P(O)), 5.17

(sistema AB, J g = 14.8, NCH,HgPh), 6.32 (t, H1'), 7.27-7.30

(m, (PhCH,0),P(0), NCH,HgPh), 7.92 (s, H8, H2). RMN de
BC (CDClLs, 100 MHz): 8 39.8 (C2"), 49.1 (NCH,Ph), 66.7 (d, J cp= 5.5, C5"), 69.6 (d, J cp= 5.7,
(PhCH,0),P(0)), 70.9 (C3"), 84.2 (C1"), 85.1 (d, J cp= 7.5, C4"), 124.9 (C5), 127.9, 127.9, 128.0,
128.2, 128.6, 128.6, 128.9 (Ar,, Arp, Ar,), 135.3-135.4 (m, Ar;), 135.8 (C8), 147.0 (C2), 147.2
(C4), 156.6 (C6). RMN de *'P (CDCl;, 121 MHz): § 0.29. EM (ES): 863.2 (M+H)".

BnOPO

HO
187

Compost 188 (oli incolor). Ry (CH,Cly/MeOH 90:10): 0.57.
RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): § 2.40 (ddd, J 12 = 6.0, J yon =
ﬁ“ Ph 14,0, 7,5 = 2.0, H2), 2.61 (ddd, J 1»» = 8.4, J = 6.0, H2"),

BnO= P © 4.00-4.04 (m, H5', H5"), 4.19 (m, H4'"), 4.94-5.07 (m, 2 (Ph-
kj CH,0),P(0)), 5.14-5.30 (m, H3', NCH,Ph), 6.16 (dd, H1'),

O\\P/O 188 7.27-7.37 (m, 2 (PhCH,0),P(0), NCH,Ph), 7.84 (s, H8), 7.91

BnO” “oBn (s, H2). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 38.2 (C2'), 49.3

(NCH,Ph), 66.2 (d, J cp = 5.3, C5'), 69.6 (d, J cp = 5.4, (Ph-
CH,0),P(0)), 69.8 (d, J cp = 5.7, (PhCH,0),P(0)), 77.9 (d, J cp = 5.2, C3"), 83.7 (dd, J cp = 5.7,
Jcp = 84, C4"), 84.1 (C1'), 125.1 (C5), 127.8, 128.0, 128.1, 128.2, 128.3, 128.6, 128.6, 128.7,
128.7, 128.7, 128.9, 129.0, 129.0, 129.1 (Ar,, Ary, Ar,), 135.3-136.0 (m, Ar;), 138.3 (C8), 146.5
(C4), 147.1 (C2), 156.4 (C6). RMN de *'P (CDCls, 121 MHz): & —0.68, 0.46. EM (ES): 603.1
(M+H)".
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6.4. ELIMINACIO DE GRUPS O-BENZIL
6.4.1. Per ala 5'-O-dibenziloxifosforil-3-metiltimidina (181)

Es va mantenir en agitacid, a t.a 1 sota atmosfera d’hidrogen durant 1 h una mescla
formada per 40 mg (0.08 mmol) de 5'-O-dibenziloxifosforil-3-metiltimidina (181), 5.5 mg
(3.9 umol, 5 mol% Pd) de Pd/C al 10% i 2 mL d’EtOH anh. Passat aquest temps es va
filtrar el cru sobre Celite® i es va evaporar el dissolvent a pressio reduida. Es van obtenir
26.0 mg (99%) de 5'-O-fosfono-3-metiltimidina (189).

Compost 189 (oli incolor). RMN de 'H (CD;0D, 400 MHz): &

0

\ﬁLN/Me 1.95 (d, J mes = 1.0, Me), 2.24-2.25 (m, H2', H2"), 3.30 (s, NMe),

I | 4.05-4.11 (m, H4', H5', H5"), 4.49 (m, H3'), 6.36 (m, H1'), 7.83
HO-P-0 N A o ( A ) ( ) ( )

o (m, H6). RMN de “C (CD;0D, 100 MHz): & 13.2 (Me), 27.0

(NMe), 39.9 (C2'), 65.2 (sa, C5"), 71.4 (C3"), 86.0 (C1"), 86.3 (sa,
H0189 C4"), 109.8 (C5), 132.3 (C6), 151.4 (C2), 164.6 (C4). RMN de
3P (CD;0D, 121 MHz): § 0.60.

6.4.2. Per ala 3',5'-bis-O-dibenziloxifosforil-3-metiltimidina (186)

D’acord amb el procediment descrit a 1’apartat 6.4.1. es van tractar 69 mg (0.09
mmol) de 3',5'-bis-O-dibenziloxifosforil-3-metiltimidina (186) amb 4.7 mg (4.5 pmol, 5
mol% de Pd) de Pd/C al 10% 1 1 mL d’EtOH anh. sota atmosfera d’hidrogen durant dues
hores. Després de tractar el cru de la forma descrita es van obtenir 37 mg (99%) de 3',5'-di-
O-fosfono-3-metiltimidina (190).

Compost 190 (escuma). RMN de "H (CD;0D, 400 MHz): & 1.93 (d,

D Me  Jveo=0.9,Me), 2.30 (ddd, J 1 = 8.4, S0 = 13.6, 3= 6.0, H2), 2.53

9 \ﬁ)’“\\ (ddd, J 1o = 5.6, J g = 1.6, H2"), 3.29 (s, NMe), 4.18-4.34 (m, H4',
HO_E_HO@ O Hs, H5"), 498 (m, H3), 637 (dd, HI", 7.70 (g, H6). RMN de "C
(CDOD, 100 MHz): § 13.0 (Me), 28.0 (NMe), 39.5 (d, J cp = 44,

Q 0 €2, 66.7 (d, J cp = 4.9, C5"), 77.6 (d, J cp = 4.7, C3"), 85.3 (dd, J cp =

HO™ “oH 190 5.7, Jcp =178, C4), 86.8 (C1"), 111.0 (C5), 133.6 (C6), 152.3 (C2),
165.4 (C4). RMN de *'P (CD;0OD, 121 MHz): § 0.18, 0.74. EM (ES):
415.0 (M-Hy.
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6.5. ACOBLAMENT DE GRUPS 1,3-DICARBOXILICS
6.5.1. Dos equivalents de malonat de monobenzil
6.5.1.1. EMPRANT UNA MESCLA EDC/HOBT

Es van addicionar seqiiencialment 25 mg (0.13 mmol) d’EDC i 18 mg (0.13 mmol)
d’N-hidroxibenzotriazole (HOBT) sobre una dissolucié de 30 mg (0.12 mmol) de 3-metil-
timidina (172) 1 65 mg (0.24 mmol) de malonat de monobenzil en 1.2 mL de DMF anh.
Després de 50 h d’agitacid a t.a. sota atmosfera d’Ar es van fer rentats amb aigua, es va
extreure amb CH,Cl; i es va evaporar el dissolvent a pressio reduida. La purificacié del cru
per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar 12
mg d’una mescla (oli incolor) formada per 5'-O-benziloxicarbonilacetil-3-metiltimidina
(191) 1 3'-O-benziloxicarbonilacetil-3-metiltimidina (192) en proporcid 74:26 (17% 1 9%
de rendiment, respectivament).

Compost 191 (oli incolor). RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 1.93
R Me (A Jweo= 12, Me), 2.10 (ddd, J 1o = 6.8, J 2o = 14.0, J 33 = 7.2,
\(L)N\\ H2"), 2.35 (ddd, J 15+ = 6.4, J 3= 4.0, H2"), 3.34 (s, NMe), 3.50 (s,
BnO 0] N~ "O
Y Y Lo COCH,CO), 4.08 (m, H4"), 4.32 (m, H3"), 4.35 (dd, J 45 = 4.0,
© 0 Jssr=12.0, HS'), 4.47 (dd, J 45 = 4.4, H5"), 5.17 (s, PACH,0), 6.28
H0191 (dd, H1", 7.21 (g, H6), 7.34-7.37 (m, Ph). RMN de “C (CDCl,,
100 MHz): 5 13.3 (Me), 27.9 (NMe), 40.0 (COCH,CO), 41.4 (C2"),
64.4 (C5"), 67.6 (PhCH,0), 71.2 (C3"), 83.5 (C4"), 85.5 (C1"), 110.2 (C5), 128.4-128.6 (Aro, Arp,

Ar,), 133.1 (C6), 134.8 (Ary), 150.9 (C2), 163.5 (C4), 166.0, 166.3 (COCH,CO).

Compost 192. R; (CH,ClyMeOH 90:10): 0.63. RMN de 'H
0 ‘Me  (CDCL;, 400 MHz): 8 1.94 (d, Jyies = 1.2, Me), 2.11 (m, H2), 2.51
TL/N& (m, H2"), 3.34 (s, NMe), 3.47 (s, COCH,CO), 3.85 (dd, J 45 = 2.8,
HO N~ "0 Jss=11.6, H5"), 3.90 (dd, J 45 = 2.4, H5"), 4.32 (m, H4"), 5.42 (m,
H3"), 5.20 (s, PhCH,0), 6.11 (dd, J 1 = 6.0, J 1o»= 8.4, H1"), 7.19
BnO ) (q, H6), 7.35-7.37 (m, Ph).
\([)]/\g 192

6.5.1.2. EMPRANT PyBOP 1 DIPEA
Es van addicionar seqiiencialment 61 mg (0.12 mmol) de PyBOP i 21 puL (0.12

mmol) de DIPEA sobre una dissoluci6 de 30 mg (0.12 mmol) de 3-metiltimidina (172) i 23
mg (0.24 mmol) de malonat de monobenzil en 1.5 mL de DMF anh. Després de 15 h
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d’agitaci6 a t.a. sota atmosfera d’Ar es van fer rentats amb una dissolucio saturada de
NaCl, es va extreure amb CH,Cl, i es va evaporar el dissolvent a pressi6 reduida. La
purificacié del cru per cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH
98:2) va donar 18 mg (34%) de 5'-O-benziloxicarbonilacetil-3-metiltimidina (191).

6.5.1.3. EMPRANT UNA MESCLA EDC/DMAP

Es van addicionar 45 mg (0.23 mmol) d’EDC sobre una dissolucié formada per 58
mg (0.23 mmol) de 3-metiltimidina (172), 94 mg (0.46 mmol) de malonat de monobenzil,
29 mg (0.23 mmol) de DMAP i 2 mL d’CH3CN anh. Després de 21 h d’agitacio a t.a. es va
rentar el cru amb H,O, es va extreure amb CH,Cl,, es va assecar la fase organica amb
NaySOy4 anh. 1 es va evaporar el dissolvent a pressio reduida. La purificacio del cru per
cromatografia en columna flash sobre gel de silice (CH,Cl,/MeOH 98:2) va donar 54 mg
(55%) de 5'-O-benziloxicarbonilacetil-3-metiltimidina (191).

6.5.2. Quatre equivalents de malonat de monobenzil

D’acord amb el procediment descrit a ’apartat 6.5.1.3., es van tractar 20 mg (0.08
mmol) de 3-metiltimidina (172) amb 62 mg (0.31 mmol) de malonat de monobenzil, 31 mg
(0.16 mmol) d’EDC, 20 mg (0.16 mmol) de DMAP i 1.5 mL de DMF anh. sota atmosfera
d’Ar a t.a. durant 17 h. Després de tractar el cru de la forma descrita, la seva purificacio per
cromatografia en columna (CH,Cl,/MeOH 99:1) va donar 13 mg (26%) de 3',5'-bis-O-
benziloxicarbonilacetil-3-metiltimidina (193) 1 18 mg (51%) de 5'-O-benziloxicarbonil-
acetil-3-metiltimidina (191).

Compost 193 (oli incolor). Ry (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.75.

? ‘Me  RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): § 1.93 (d, J mes = 0.9, Me), 2.11

\ﬁj\'\\ (m, H2"), 2.32 (ddd, J 1o = 5.4, J o= 14.4, J 5= 1.9, H2"), 3.35

B”Om/\[(o o N © (s, NMe), 3.47, 3.50 (2 s, 2 COCH,CO), 4.13 (m, H4"), 4.38-4.42
© 0 (m, H5', H5"), 5.12-5.16 (m, H3', PhCH,0), 5.20 (s, PhACH,0),
BHOWO 6.26 (dd, J 1» = 8.7, H1"), 7.26 (q, H6), 7.33-7.39 (m, 2 Ph).

o O 193  RMN de "“C (CDCl;, 100 MHz): & 13.5 (Me), 28.2 (NMe), 37.1

(C2"), 41.5, 41.7 (2 COCH,CO), 64.8 (C5'), 67.8 (2 PhCH,0),
753 (C3'), 81.8 (C4"), 85.4 (C1'), 110.9 (C5), 128.7, 128.8, 128.9, 128.9 (Ar,, Ary, Ar,), 132.9
(C6), 135.1, 135.2 (Ar;), 151.2 (C2), 163.7 (C4), 165.8, 165.9, 166.1, 166.2 (2 COCH,CO).
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7. UNIO DE GRUPS QUELATANTS EN LES POSICIONS 5' I/O 3'
D’ESPECIES NUCLEOSIDIQUES DIMERIQUES

7.1. ACOBLAMENT DE GRUPS FOSFAT

Sobre una suspensié de 301 mg (0.61 mmol) d’1,3-bis(2'-desoxiuridin-3-il)propa
(151) en 2.5 mL de THF anh. es van addicionar sota atmosfera d’Ar 241 pL (3.03 mmol)
d’1-metilimidazole. La dissolucié resultant es va mantenir en agitaci6 a t.a. durant 5 min.
Seguidament es va refredar a —20 °C, es van addicionar 1.49 mL d’una dissolucié 2 M de
clorur de dibenzilfosfat (183) en THF (3.03 mmol) i es va deixar evolucionar la reaccio en
agitacio a t.a. durant 13 h. Passat aquest temps es va tractar el cru de la forma descrita a la
prova D de I’apartat 6.3.3.2. 1 es va purificar per cromatografia en columna flash sobre gel
de silice (hexa/AcOEt 25:75 seguit de CH,Cl,/MeOH, gradient de 98:2 a 90:10). Es van
obtenir 12 mg (1%) d’1,3-bis[2'-desoxi-3',5'-bis-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]propa
(194), 46 mg (6%) d’1-[2'-desoxi-3',5"-bis-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]-3-[2'-desoxi-
5'-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-ilJpropa (195), 83 mg (13%) d’1,3-bis[2'-desoxi-5"-O-
(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]Jpropa (196) 1 100 mg (22%) d’1-[2'-desoxi-5"-O-(di-
benziloxifosforil)uridin-3-il]-3-(2'-desoxiuridin-3-il)propa (197).

Compost 194 (oli  incolor). R¢

BnQ _OBn (CH,Cl/MeOH 90:10): 0.45. RMN de 'H

o~ \\O (CDCls, 400 MHz): 6 1.71-1.79 (m, 2 H2'"),

0o 1.94 (quint, J= 7.2, NCH,CH,CH,N), 2.31

@)
P OBn
K\N/\/\N N O_FI)_OBn (ddd, J 1" = 56, J2'2" = 140, J2"3' = 16, 2
N

BnO— P- o} H2"), 3.94-4.07 (m, NCH,CH,CH,N, 2 H5',
kj 2 H5", 2 H4'), 4.76-4.80 (m, 2 H3'), 4.95-
Q 0o 5.06 (m, 8 OCH,Ph), 5.52 (d, J s¢ = 8.4, 2
H5), 6.20 (dd, J 1o = 8.8, 2 H1"), 7.26-7.36
(m, 8 OCH,Ph, 2 H6). RMN de “C
(CDCls, 100 MHz): & 26.1 (NCH,CH,CH,N), 38.7, 39.0 (2 C2', NCH,CH,CH,N), 66.5 (d, J cp =
5.6, 2 C5'), 69.7-69.8 (m, 4 (PhCH,0),P(0)), 77.3 (2 C3'), 83.2 (dd, Jcp= 4.7, Jcp= 7.5, 2 C4"),
85.3 (2 C1'), 102.3 (2 C5), 128.0, 128.1, 128.1, 128.2, 128.7, 128.7, 128.8, 128.9 (Ar,, Aty, Ar,),
135.3-135.4 (m, Ary), 137.0 (2 C6), 150.7 (2 C2), 162.2 (2 C4). RMN de *'P (CDCl;, 121 MHz): &

0.46, 0.68.

R
BnO oBn 194
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Compost 195  (oli  incolor). Ry
OH (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.41. RMN de 'H
Q oBn  (CDClL, 400 MHz): & 1.83-2.02 (m, NCH,-

o 0
J\ |
;\) O—H—0Bn CH,CH,N, 2 H2', H2"), 2.41 (ddd, J 1o =

BnO— P 0. NS o) 5.2, J o= 14.0, J yy= 1.6, H2"), 3.92-4.14
kj (m, NCH,CH,CILN, 2 H4', 2 HS', 2 H5"),

Qo U U3 428 (m H3'ys), 4.77 (m, H3'y)), 4.96-5.08

BnO” “oBn 195 (m, 3 (PhCH,0),P(0)), 5.52-5.56 (m, 2

H5), 6.15-6.21 (m, 2 HI'), 7.29-7.41 (2 H6,
6 Ph). RMN de “C (CDCl;, 100 MHz): & 25.9 (NCH,CH,CH,N), 38.3, 38.5, 38.8 (C2'u,
NCH,CH,CH,N), 40.6 (C2'v3), 66.3-66.6 (m, 2 C5'), 69.7-70.0 (m, 3 (PhCH,0),P(0)), 70.7
(C3'v3), 77.5 (C3'yy), 83.2 (m, C4'y)), 84.5 (m, C4'ys), 85.5, 85.6 (2 C1'), 101.8, 102.1 (2 C5),
128.0, 128.0, 128.1, 128.2, 128.7, 128.8, 128.9 (Ar,, Ar,, Ary), 135.2, 135.3, 135.4 (Ar,), 137.0,
137.2 (2 C6), 150.6, 150.6 (2 C2), 162.5, 162.5 (2 C4). RMN de *'P (CDCl;, 121 MHz): & —1.14,
0.40, 0.82. EM (ES): 1277.2 (M+H)".

Compost 196 (oli  incolor). R¢

OH (CH,Cl,/MeOH 90:10): 0.34. RMN de 'H
't )t Q Bn  (CDCls, 400 MHz):  1.90-2.04 (m, NCH,-
N>"N"N ©

0
I 1 "
ot o | /l*o 5 1) O—p—0Bn CH,CH:N, 2 H2), 230-236 (m, 2 H2"),
| oN 0 3.82-4.16 (m, NCH,CH,CH,N, 2 H4', 2
OBnkj H5', 2 H5"), 4.30-4.32 (m, 2 H3"), 4.97-5.04
HO (m, 2 (PhCH,0),P(0)), 5.55 (d, J 55 = 8.0, 2
196

H5), 6.16-6.19 (m, 2 H1'), 7.29-7.35 (m, 4
Ph), 7.41 (d, 2 H6). RMN de "*C (CDCls, 100 MHz): § 25.9 (NCH,CH,CH,N), 38.5 (NCH,CH,-
CH,N), 40.3 (2 C2"), 66.7 (d, J cp=4.9, 2 C5'), 69.8 (d, J cp= 5.5, 2 (PhCH,0)P(0)), 69.8 (d, J cp =
5.5, 2 (PhCH,0)P(0)), 70.5 (2 C3"), 84.6 (d, J cp= 7.4, 2 C4'), 85.9 (2 C1"), 101.7 (2 C5), 127.9,
128.0, 128.7, 128.8, 128.9 (Ar,, Ary, Ar,), 135.2, 135.2 (Ary), 137.4 (2 C6), 150.7 (2 C2), 162.5 (2
C4). RMN de *'P (CDCl;, 121 MHz): 8 0.42. EM (ES): 1017.2 (M+H)".

Compost 197 (oli incolor). Ry (CH,Cly/MeOH
OH " 90:10): 0.25. RMN de 'H (CD;OD, 400 MHz): &

o ., 9 5 1.84-1.89 (m, NCH,CH>CH,N), 2.05 (quint, J 1o =

Q ﬁ N">TNT°N OH Jay3= 6.8, 20 = 13.6, H2'y), 2.17 (ddd, J 12 = 6.4,
BnO—H-0 0 077 Ja3=6.8,J 2y = 13.6, H2'3), 2.25-2.34 (m, 2 H2"),
OBn 3.71 (dd, J 45 = 3.6, J 53 = 12.0, H5's3), 3.78 (dd,

HO U1 U3 Jas=13.2, H5" ), 3.86-4.06 (m, NCH,CH,CH,N, 2

197 H4'), 4.14-4.24 (m, H5'yy, H5"y)), 4.27, 4.38 (2 m,

2 H3'), 5.03-5.09 (m, (PhCH,0),P(0)), 5.59 (d, J ss= 8.0, H5), 5.74 (d, J 5s= 8.0, H5), 6.17, 6.24 (2
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m, 2 HI'), 7.28-7.32 (m, (PhCH,0),P(0)), 7.56, 7.95 (2 d, 2 H6). RMN de *C (CD;0D, 100
MHz): § 26.8 (NCH,CH,CH,N), 39.7 (NCH,CH,CH,N), 40.8, 41.4 (2 C2"), 62.6 (C5'y3), 68.3 (d,
Jep= 5.4, C5'1), 70.9 (d, J cp = 6.1, (PhCH,0),P(0)), 71.4, 71.9 (2 C3'), 86.1 (d, J cp = 6.6, C4'yy),
87.4, 87.6, 88.8 (C4'ys, 2 C1), 101.8, 102.1 (2 C5), 128.4, 129.0, 129.1 (Ar,, Arm, Ar,), 136.8 (d,
Jep = 6.2, Ar), 140.0, 140.5 (2 C6), 151.8, 152.0 (2 C2), 164.7, 164.9 (2 C4). RMN de *'P
(CD;0D, 121 MHz): 8 —1.5. EM (ES): 757.1 (M+H)".

7.2. ELIMINACIO DE GRUPS 0-BENZIL
7.2.1. Per a I’1,3-bis[2'-desoxi-3',5'-bis-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il|propa (194)

D’acord amb el procediment descrit a 1’apartat 6.4.1. es van tractar 8.0 mg (5.2
pmol) d’1,3-bis[2'-desoxi-3',5"-bis-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-ilJpropa (194) amb 0.3
mg (0.26 umol, 5 mol% de Pd) de Pd/C al 10% i 1.5 mL d’EtOH anh. sota atmosfera
d’hidrogen durant dues hores. Després de tractar el cru de la forma descrita es van obtenir
4.0 mg (95%) d’1,3-bis(2'-desoxi-3',5'-di-O-fosfonouridin-3-il)propa (146).

HQ _oH Compost 146 (escuma). RMN de 'H

o N (CD;0OD, 400 MHz): & 1.97-2.05 (m,

o o © NCH,CH,CH,N), 2.29-2.38 (m, 2 H2'),

ﬁk JL QH 2.57-2.66 (m, 2 H2"), 3.96-4.09 (m,

N O_ﬁ_OH NCH,CH,CH,N), 4.24-425 (m, 2 HS', 2

HS"), 4.38-4.39 (m, 2 H4"), 5.01-5.02 (m, 2

o kj H3"), 5.83 (d, J 56 = 8.1, 2 H5), 6.35 (dd,

o Jia =78, J 1 =5.7,2 HI'), 7.88 (d, 2 H6).

O™ o 146 RMN de C (CD;OD, 100 MHz): & 25.7

3 5

(NCH,CH,CH,N), 38.7, 38.8 (2 C2', NCH,CH,CH:N), 66.7 (d, J cp = 4.5, 2 C5'), 84.5-84.6 (m, 2

C4'), 863 (2 C1'), 101.3 (2 C5), 139.1 (2 C6), 151.1 (2 C2), 163.8 (2 C4). RMN de *'P (CD;OD,
121 MHz): § 0.28, 0.88. EM (ES): 815.0 (M-H)".

HOPO A

7.2.2. Per a I’1-[2'-desoxi-3',5'-bis-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]-3-|2'-desoxi-5'-
O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-iljpropa (195)

D’acord amb el procediment descrit a ’apartat 6.4.1. es van tractar 13 mg (0.01
mmol) d’1-[2'-desoxi-3',5"-bis-O-(dibenziloxifosforiljuridin-3-il]-3-[2'-desoxi-5'-O-(di-
benziloxifosforil)uridin-3-il]propa (195) amb 0.6 mg (0.51 umol, 5 mol% de Pd) de Pd/C
al 10% 1 1.5 mL d’EtOH anh. sota atmosfera d’hidrogen durant dues hores. Després de
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tractar el cru de la forma descrita es van obtenir 7.0 mg (93%) d’1-(2'-desoxi-3",5"-di-O-
fosfonouridin-3-il)-3-(2'-desoxi-5"-O-fosfonouridin-3-il)propa (145).

Compost 145 (oli incolor). RMN de 'H
o (CD;OD, 400 MHz): 6 1.94-2.00 (m,
fk /\/\N N (@) (PH NCH,CH,CH,N), 2.28-2.37 (m, 2 H2",
O~F—OH 5 54.2.62 (m, 2 H2"), 3.93-3.97 (m, NCH>-

HO— P 0 N o
jij CH,CH)N), 4.18-4.22 (m, 2 H5', 2 H5"),
o & i U3 4.30-4.34 (m, 2 H4"), 4.48 (m, H3'y3), 4.91
/\ g (m, H3'yy), 5.77 (d, J 56 = 8.0, HS), 5.78 (d,

HO oH 145 J so = 8.4, H5),6.22-6.29 (m, 2 HI'), 7.84-
7.87 (m, 2 H6).

OH

7.2.3. Per aI’1,3-bis[2'-desoxi-5'-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]propa (196)

D’acord amb el procediment descrit a I’apartat 6.4.1. es van tractar 16.0 mg (0.02
mmol) d’1,3-bis[2'-desoxi-5'-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]propa (196) amb 0.8 mg
(0.8 umol, 5 mol% de Pd) de Pd/C al 10% i 1.5 mL d’EtOH anh. sota atmosfera
d’hidrogen durant dues hores. Després de tractar el cru de la forma descrita es van obtenir
9 mg (90%) d’1,3-bis(2'-desoxi-5'-O-fosfonouridin-3-il)propa (144).

Compost 144 (oli incolor). RMN de 'H

OH (CD;0D, 400 MHz): & 1.82-1.89 (m, NCH,-
0 OH  CH,CH,N), 2.11 (quint, J 1o = J 53 = 6.8,
MNJLN o)

0
|
ﬁ O—P—OH J o = 13.6, 2 H2), 224 (ddd, J 1o = 6.0,
HO—F-0 No o ﬁ _ .
T J oy = 3.6, 2 H2"), 3.84-4.11 (m, NCH,CH,-
kj CH.N, 2 H4', 2 H5', 2 H5"), 4.34-4.35 (m, 2
HO 144 H3'"), 5.68 (d, J s = 8.0, 2 HS), 6.19 (dd, 2

H1'), 7.77 (d, 2 H6). RMN de “C (CD;OD, 100 MHz): 8 26.9 (NCH,CH,CH,N), 39.8 (NCH,-
CH,CH,N), 41.2 (2 C2"), 66.8 (d, J cp= 5.4, 2 C5'), 72.0 (2 C3'), 86.9 (d, Jcp= 8.4, 2 C4"), 87.5 (2
Cl1"), 102.1 (2 C5), 140.3 (2 C6), 152.1 (2 C2), 164.9 (2 C4). RMN de *'P (CD;0D, 121 MHz): &
1.06. EM (ES): 655.1 (M-H).

7.2.4. Per a I’1-[2'-desoxi-5'-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]-3-(2'-desoxiuridin-3-
il)propa (197)

D’acord amb el procediment descrit a 1’apartat 6.4.1. es van tractar 29 mg (0.04
mmol)  d’1-[2'-desoxi-5'-O-(dibenziloxifosforil)uridin-3-il]-3-(2'-desoxiuridin-3-il)propa
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(197) amb 2.0 mg (1.9 pumol, 5 mol% de Pd) de Pd/C al 10% i 1.5 mL d’EtOH anh. sota
atmosfera d’hidrogen durant dues hores. Després de tractar el cru de la forma descrita es
van obtenir 23 mg (90%) d’1-(2'-desoxi-5'-O-fosfonouridin-3-il)-3-(2'-desoxiuridin-3-il)-
propa (198).

Compost 198 (oli incolor). RMN de 'H

OH
o o (CD:OD, 400 MHz): & 1.77-1.82 (m,
Ay o NCH,CH,CH,N), 2.00-2.25 (m, 2 H2', 2
i OH H2", 3.61 (dd, J 45 = 3.6, J 55 = 12.0, H5'5)
HO_W_O N 0O O = 5 . s 4'5 <O, J 515" Uy u3)»
on 1O 3.68 (dd, J s = 3.2, H5"3), 3.78-4.04 (m,
NCH,CH,CILN, 2 H4', H5'y1, H5"0y), 4.26-

HO U1 U3
430 (m, 2 H3'), 5.64 (d, J o= 7.6, H5), 5.65

198

(d, Jss= 8.0, HS), 6.11-6.16 (m, 2 H1"), 7.77
(d, H6), 7.88 (d, H6). RMN de *C (CD,OD, 100 MHz): & 26.9 (NCH,CH,CH,N), 39.7
(NCH,CH,CH,N), 41.2, 41.5 (2 C2'), 62.7 (C5'y3), 66.3 (d, J cp = 4.5, C5'yy), 71.9, 72.0 (2 C3"),
87.3 (d, Jep="7.3, C4'y)), 87.4, 87.5, 89.0 (C4'y3, Cl'y3, Cl'yy), 101.9, 102.3 (2 C5), 139.2, 139.3 (2
C6), 152.1, 152.2 (2 C2), 165.0 (2 C4). RMN de *'P (CD;0D, 121 MHz): 5 —0.1. EM (ES): 575.1
(M-H).

7.3. ACOBLAMENT DE GRUPS 1,3-DICARBOXILICS

D’acord amb el procediment descrit a I’apartat 6.5.1.3. es van tractar 25 mg (0.04
mmol) d’1-(2'-desoxiinosin-1-il)metil-2-(2'-desoxiuridin-3-il)metilbenze (138) amb 58 mg
(0.30 mmol) de malonat de monobenzil, 31 mg (0.16 mmol) d’EDC, 19 mg (0.16 mmol)
de DMAP i 3 mL d’CH3CN anh. sota atmosfera d’Ar a t.a. durant 7 dies. Després de
tractar el cru de la forma descrita, la seva purificacié per cromatografia en columna
(CH,Cl1,/MeOH, gradient de 98:2 a 90:10) va donar 3 mg (5%) d’ 1-(3',5'-bis-O-benziloxi-
carbonilacetil-2'-desoxiinosin-1-il)metil-2-(3',5'-bis-O-benziloxicarbonilacetil-2'-desoxi-
uridin-3-il)metilbenze (199), 2 mg (3%) d’ 1-(5'-O-benziloxicarbonilacetil-2'-desoxiuridin-
3-il)metil-2-(3',5"-bis-O-benziloxicarbonilacetil-2'-desoxiinosin-1-il)metilbenze (200) i 31
mg d’una mescla de dimers tri (200 i 1-(5'-O-benziloxicarbonilacetil-2'-desoxiinosin-1-
il)metil-2-(3',5'-bis-O-benziloxicarbonilacetil-2'-desoxiuridin-3-il)metilbenze, 201), di

(202) i monosubstituits en 5'.
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(0]
N
BnO (0] </N:[U\/J\l
N
Y ]:o:
O O
BnO\n/\n/O
O O 199

Compost 199 (oli incolor). R
(CH,Cly/MeOH  90:10):  0.63.
RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz): &
2.09 (m, H2"), 2.32-2.46 (m, H2',
H2"), 2.86 (m, H2"), 3.45, 3.46,
347, 347 (4 s, 4 COCH,CO),
4.14, 425 (2 m, 2 H4'), 4.38-4.40
(m, 2 H5', 2 H5"), 5.16-5.19 (m, 4
PhCH,O, H3', CH,NCO;), 5.36
(m, H3'), 5.50-5.64 (m, CH,N-
CO,), 5.82 (d, Js¢= 8.4, HS), 6.17-
6.21 (m, 2 HI'"), 7.06 (m, 1 Hy,

“linker”), 7.33-7.39 (m, 4 PhCH,0, 3 Hy, “linker”), 7.47 (d, H6), 7.95 (s, H8), 8.08 (s, H2).

(0]
N
BnO 0] </N:[“\/J\l
\n/\"/ N
O
O O
BnO\n/\n/O
O O 200

Compost 200 (oli incolor) Rg
(CH,Cly/MeOH  90:10):  0.61.
RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): &
2.08 (m, H2'), 2.32 (ddd, J p» =
6.4, Jypr=14.0, J 513 = 4.4, H2"),
243 (ddd, J 12 = 6.0, J 2o» = 14,4,
J 3 =2.0, H2Y), 2.91 (ddd, J 1o =
8.4, J 3 = 6.4, H2"), 3.46, 3.47,
3.48 (3 s, 3 COCH,CO), 4.07 (m,
H4',), 4.22-4.45 (m, H3', H4',

2 HS', 2 H5"), 5.12-5.21 (m, 3 PhCH,0, CH,NCO)), 5.39 (m, H3"), 5.56 (sistema AB, J 5 = 15.2,
CH\HsNCO,), 5.80 (d, J s¢= 8.0, HS5), 6.13 (t, J 12 = J 12 = 6.4, HI',), 6.18 (dd, H1Y), 7.06 (m, 1
Hy, “linker”), 7.30-7.36 (m, 3 PACH,0, 3 Hy, “linker”), 7.45 (d, H6), 7.92 (s, HS), 8.10 (s, H2).

(@]
.y,
BnO\n/\n/O o NN
O O
HO

201

384

Compost 201. Ry (CH,Cl/MeOH
90:10): 0.57. RMN de 'H (CDCl;,
400 MHz): & 2.13 (m, H2"), 2.37-
2.51 (m, H2', H2"), 2.77 (m, H2"),
3.46, 3.47, 3.49 (3 s, 3 COCH,-
CO), 4.07, 4.14 (2 m, 2 H4"), 4.31-
4.50 (m, 2 H5', 2 H5"), 4.58 (m,
H3"), 5.16-5.20 (m, 3 PhCH,O,
H3', CH,NCO;), 5.55-5.64 (m,
CH,NCO,), 5.72 (d, J ss= 8.4, H5),
6.21, 6.31 (2 m, 2 H1'), 7.06 (m, 1
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Hy, “linker”), 7.33-7.36 (m, 3 PACH,O0, 3 Hy, “linker”), 7.46 (d, H6), 7.93 (s, HS), 8.07 (s, H2).
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Meétode computacional

DISSENY DE DIMERS

En el procés de minimitzacié de les espécies dimeriques dissenyades amb
MacroModel 8.5 es va emprar el model continu de solvatacié d’aigua inclos en Batchmin 1
el camp de forces AMBER* inclos en MacroModel.”

Per a les minimitzacions es va emprar el metode de Gradient Conjugat de Polak-
Ribiére fins que la derivada de convergéncia va ésser de 0.001 Kcal/mol-A.

PROTOCOL DE DOCKING

Els estudis de docking van ésser duts a terme amb la versido 3.0 del programa
AutoDock.”

El docking va ésser realitzat emprant la nova funcid empirica d’energia lliure i
I’algoritme genetic Lamarckia, aplicant un protocol estandard, amb una poblacio inicial de
50 individus situats a 1’atzar, un nombre maxim d’1.0 x 10° avaluacions d’energia, un
percentage de mutacio de 0.02, un percentatge de creuament de 0.80 i un valor d’elitisme
d’1. Per a la cerca local es va emprar 1’algoritme de Solis i Wets, aplicant un maxim de 300
iteracions per a cada cerca. La probabilitat de dur a terme una cerca local d’un individu en
la poblacid va ésser de 0.06. Per a cada lligand es van generar 100 conformacions.

PREPARACIO DEL LLIGAND

Les estructures dels lligands van ¢ésser generades amb MacroModel 8.5,
minimitzades i posteriorment sotmeses a una cerca conformacional. En aquests dos ultims
processos es va emprar el model continu de solvatacio d’aigua inclos en BatchMin i el
camp de forces AMBER* inclos en MacroModel.”” Com ja s’ha indicat en el cas del
disseny de dimers, per a les minimitzacions es va emprar el metode de Gradient Conjugat
de Polak-Ribicre fins que la derivada de convergeéncia va ésser de 0.001 Kcal/mol-A.

Les estructues minimitzades van ésser sotmeses a una cerca conformacional, tot
emprant 1’algoritme de cerca MCMM de BatchMin. De 10000 estructures generades es va
agafar, per a cada lligand, la de minima energia.

Les carregues atomiques van ésser assignades emprant el formalisme de Gasteiger—

Marsili;” aquest tipus de carregues és I’emprat en el procés de calibracié de la funcid
empirica d’energia Iliure d’ AutoDock.”
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Finalment, es van definir els graus de llibertat de torsi6 a considerar durant el
procés de docking amb 1’ajuda d’ AutoTors.

PREPARACIO DE LA PROTEINA

L’estructura de raigs X seleccionada va ser la que té el codi 1IRTD en el PDB (RT
complexada amb un duplex d’ADN i una timidinatrifosfat en el seti actiu de la
polimerasa). Per als estudis de docking es van eliminar les dues cadenes d’ADN i el residu
de timidina.

L’estructura resultant (proteina i quatre ions Mg®") va ésser preparada de la segiient
manera: es van addicionar hidrogens polars amb I’eina PROTONATE distribuida amb
AutoDock. Finalment es van incorporar els parametres de solvatacio a la proteina emprant
I’eina ADDSOL d’AutoDock.

Els potencials d’afinitat per a cada caixa tridimensional generada (vegeu la part
tedrica, docking a cegues, docking en la RNasa H 1 docking en la polimerasa) van ésser
calculats amb AutoGrid.
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Resum i conclusions

La present Tesi ha intentat desenvolupar noves metodologies que permetin
modificar les bases puriniques dels nucleosids, amb dues intencions clarament
diferenciades: d’una banda, el seu marcatge amb 15N, per tal de facilitar I’analisi
estructural d’acids nucleics; d’altra, la cerca de noves especies antivirals. D’acord amb el
tipus d’estructures obtingudes, aquest treball es podria dividir en diferents parts:

e Desenvolupament de noves rutes sintétiques d’1-alquil-2'-desoxiinosines i [1-"°N]-
2'-desoxiinosines via les 1-sulfonilpurines.

e Conversi6o directa d’inosines en adenosines modificades en el N1 via un nou
mecanisme de transposicié de bases puriniques.

e Marcatge amb °N de grups amino (exociclics) de purines.

e Disseny, sintesi 1 avaluacid de D’activitat anti-VIH-1 d’espécies nucleosidiques
dimeriques.

k ok sk sk

En els capitols 1 1 2 d’aquesta Memoria s’ha desenvolupat el primer punt, tot
estudiant la reactivitat d’una amplia gamma d’1-sulfonilinosines amb alquilamines i amb
>NHj, respectivament. Es tractava de veure en primer terme si la preséncia d’un grup
sulfonil en el N1 de la inosina activaria prou el carboni electrofil vei C2 per tal que pogués
experimentar atacs nucleofils d’amines 1 donar lloc a una obertura del cicle. En segon lloc,
si les corresponents sulfonamides serien prou bons grups de sortida per tal que tingués lloc
una posterior ciclacid cap a purines N'-modificades.

De les diferents vies d’N'-sulfonilacid assajades (N'-tosil, N'-triisopropilbenzen-
sulfonil, Nl-pentaﬂuorobenzensulfonil, N'-4-nitrobenzensulfonil, N'-2,4-dinitrobenzen-
sulfonil, Nl-2-nitrobenzensulfonil, N'-mesil i Nl-triﬂil), les que van donar millor resultat en
la reacci6 amb alquilamines van ésser les corresponents als grups 2-nitrobenzensulfonil i
2,4-dinitrobenzensulfonil. En canvi, en la reaccié amb 15NH3, el grup 2-nitrobenzensulfonil
fou el candidat més adient per a preparar inosines marcades en el N1.

O NO,

0 Qf o)
* N -S N R
AP ST g
0 * o} o}
NH3 RNH,
- _— >

AcO R'=H AcO R'=H, NO, AcO
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Bona part d’aquest estudi ha estat publicat: “Advantages of the Ns group in the
reactions of N'-SO,R inosines with benzylamine and with SNH;”, Terrazas, M.; Ariza, X.;
Vilarrasa, J. Tetrahedron Lett. 2005, 46, 5127.

D’aquesta manera creavem noves vies d’accés cap a 1-alquil-2'-desoxiinosines i [1-
1*N]-2'-desoxiinosines que fornien rendiments comparables a I’anteriorment descrita en el
nostre grup per a 1-nitroribonucleosids i superaven les ja descrites per a 2'-desoxi-1-(2,4-
dinitrofenil)inosines en altres grups de recerca.

k ok sk ok

Dins del capitol 3 hem tractat el segiient punt, la reaccié de les 1-(2,4-dinitro-
benzensulfonil)purines amb amines, que ens va dur al descobriment d’un nou mecanisme
de transposicidé de bases puriniques que permetia, per primera vegada, convertir
directament una inosina en una adenosina modificada en el N1. Aixi, en el tercer capitol
hem estudiat la reaccié d’1-(2,4-dinitrobenzensulfonil)purines amb alquilamines i ""NHj i
n’hem discutit i demostrat el mecanisme.

NH, 0 Q0 No, NH
N N S N -R
¢\ ¢« N ¢ N
AcO N /) AcO N /) AcO N /)
N N NO, N
w NH; o RNH, o
-~ —_—
AcO R' AcO R' AcO OAc

R'= OAc, H

La totalitat dels resultats obtinguts en aquest area han estat publicats: “A novel
nucleophilic approach to 1-alkyladenosines. A two-step synthesis of [1-'°N]adenosine from
inosine”, Terrazas, M.; Ariza, X.; Farras, J.; Vilarrasa, J. Chem. Commun. 2005, 3968.

D’aquesta manera creavem noves rutes sintetiques cap a l-alquiladenosines, [1-
"N]adenosines i [1-°N]-2"-desoxiadenosines.

* ok ok 3k

En el capitol 4 hem desenvolupat un nou métode de marcatge amb "N dels grups
amino exociclics de purines. La nostra idea inicial d’introduir directament 15NH3 sobre
especies puriniques activades de manera suau no ha estat possible. En canvi, 1’acoblament
catalitzat per Pd(0) de 6-bromopurines 1 2-bromoinosines amb quantitats estequiometriques
de ["’N]benzamida fou molt efectiu. A més, aquest protocol, juntament amb el
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desenvolupat anteriorment en el nostre grup de treball per al marcatge del N1 d’inosines i
amb el desenvolupat en el capitol 2 per al marcatge del N1 de 2'-desoxiinosines, ens
permetia descriure noves vies d’accés cap a [N,1-'’NjJadenosines i [N,1-'"N,]-2'-

desoxiadenosines.
1
0 HN” “Ph
N SN
NH N
¢ ¢
RO N N/) RO N N/)
0] 0]
—_—
—_—
RO R' RO R'
R'=OR,H

Aquesta metodica ha estat publicada: “A Direct, Efficient Method for the
Preparation of N°-Protected "°N-Labeled Adenosines”, Terrazas, M.; Ariza, X.; Farras, J.;
Guisado-Yang, J.M.; Vilarrasa, J. J. Org. Chem. 2004, 69, 3479 i “[N,1-">N,]-2'-Deoxy-
adenosines”, Terrazas, M.; Ariza, X.; Vilarrasa, J. Org. Lett. 2005, 7, 2477.

k ok sk sk

Finalment, hem aplicat els procediments desenvolupats per a la modificacié de
nucleobases puriniques a la preparacid de noves especies nucleosidiques dirigides a la
inhibici6 de I’enzim RT del VIH-1. Aixi, en el cinque¢ capitol ens hem centrat en el
disseny, la sintesi i l’avaluacido de D’activitat anti-VIH-1 d’especies nucleosidiques
diméeriques. A més de les activitats anti-VIH, aquest estudi ens ha portat al descobriment
d’un compost d’elevada activitat inhibitoria 1 de baixa citotoxicitat.

Malgrat que els dimers inicialment dissenyats incorporaven unitats quelatants en els
hidroxils dels sucres, les analisis biologiques han demostrat, ara per ara, que aquests grups
no son necessaris. Podria succeir que el mecanisme d’inhibici6 del virus fos diferent a la
nostra proposta inicial o bé que fossin les quinases cellulars les que incorporessin
naturalment aquests grups en forma de trifosfats.

* %k ok 3k

D’aquesta manera, doncs, queden acomplerts amb escreix tots els objectius
plantejats a I’inici de la present Tesi. Tot 1 aix0, manca estudiar detalladament els factors
responsables de D’activitat anti-VIH del dimer esmentat, aixi com iniciar un procés
d’optimitzacioé d’aquest candidat o “lead”.
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