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Badania syntetyczne i aplikacyjne nukleozydo (N-arylo)amidofosforanéw —

potencjalnych pronukleotydow anty-HIV

Krystian Kotodziej

Ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV) nalezy do niezwykle groznych patogenow
cztowieka. Szacuje sie, ze jest nim zakazonych blisko 40 mln ludzi na $wiecie, a spo$rdd nich
rocznie umiera ok. milion chorych. Jest on wirusem bardzo trudnym do zwalczenia m.in.
ze wzgledu na zdolno$¢ do szybkiego nabywania opornos$ci na podawane leki. Preparaty
stosowane w terapii anty-HIV trzeba przyjmowac do konca zycia, niezwykle istotne jest wigc,
aby powodowaly one jak najmniejsze skutki uboczne. Z tej przyczyny w wielu laboratoriach
od wielu lat trwaja prace nad opracowaniem nowych, skuteczniejszych i bezpieczniejszych
lekéw przeciwko temu wirusowi.

W tym aspekcie za szczegOlnie interesujagce uznalem zwigzki o charakterze
pronukleotydow, tj. bedace nieaktywne w chwili podania, a dopiero wewnatrz komorek
ulegajace przemianie do zwigzkéw zdolnych hamowaé replikacje wirusa HIV. Co istotne,
produktami komoérkowych przeksztatlcen pronukleotydéw sa przeciwwirusowe analogi
nukleotydow, a nie nukleozydow (ktére sg standardowymi lekami przeciw HIV). Umozliwia
to osiggniecie wyzszej skutecznosci przy jednoczesnym obnizeniu szkodliwosci leku.

Celem moich badan byly (N-arylo)amidofosforany dideoksynukleozydow (takich jak
np. AZT), zaprojektowane jako potencjalne pronukleotydy anty-HIV. Sa to zwiagzki
interesujace nie tylko od strony chemicznej, ale tez wykazujace obiecujace wilasciwosci
przeciwwirusowe (co zostalo wykazane wczesniej w grupie prof. Kraszewskiego dla kilku
pochodnych pirydynowych). Ze wzgledu na fakt, ze kluczowe znaczenie dla aktywnosci
biologicznej danej substancji ma jej zdolno$¢ do pokonywania komorkowych blon
lipidowych, postawilem hipoteze, ze modyfikacje grupy arylowej zmieniajace parametry
fizykochemiczne powigzane z pokonywaniem tej bariery, takie jak pKa, trwatosé, a przede
wszystkim lipofilowos$¢, moga w istotny sposéb poprawic¢ aktywnos$¢ przeciwwirusowg tego
typu zwigzkow.

W tym celu do amidofosforanéow dideoksynukleozydow wprowadzitem reszty
aromatyczne o szkieletach aminochinolin, cyjanoaminopirydyn i aminotiazolu, wykorzystujac
jako komponent nukleozydowy AZT, d4T, ddU, 3TC 1 ABC. Uzyskalem w ten sposéb grupe
zwigzkow umozliwiajaca podjecie  prob  skorelowania parametrow  elektronowo-

strukturalnych z wlasnos$ciami biologicznymi:
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Syntezy prowadzilem dwiema podstawowymi metodami, z zastosowaniem chemii
H-fosfonianow lub wykorzystujac fosforanotriamid tristriazolowy. Pracom syntetycznym
towarzyszyly badania mechanistyczne, dzigki czemu zidentyfikowatem nowa, istotng
syntetycznie S$ciezke reakcyjng prowadzaca do produktu. Ponadto doktadna analiza
uzyskanych produktéw ujawnita nieznane wczesniej zjawisko utraty lotnych komponentow
niektorych soli, co — jak si¢ okazalo — wplywa znaczaco na wiasciwosci produktow.
W ramach prowadzonych badan okreslitem tez progowe wartosci zasadowosci wyjsciowych
amin, przy ktorych nalezy dokona¢ zmiany strategii syntetycznej na adekwatng dla danej
grupy amin.

Dzigki powyzszym wynikom mozliwa byla racjonalna modyfikacja procedur
syntetycznych, pozwalajagca na istotne skrocenie preparatyki, zwigkszenie czystosci
produktow oraz podwyzszenie wydajnosci, a w niektorych przypadkach w ogole
umozliwiajaca otrzymanie nieosiggalnych wczesniej zwigzkow.

Otrzymane zwiazki zostaly w pelni scharakteryzowane metodami analizy
instrumentalnej. Okreslitem tez ich trwato$¢, zarowno chemiczng (bufor RPMI i inne), jak
1 enzymatyczng (wobec surowicy FBS) oraz wyznaczytem wspotczynnik podziatu woda-
oktanol. Ostatnim etapem ich badan byly testy biologiczne w celu okreslenia
cytotoksycznosci i skuteczno$ci w hamowaniu replikacji wirusa HIV. Zidentyfikowalem
w ten sposob kilka zwigzkéw charakteryzujacych si¢ bardzo niskg cytotoksycznoscig oraz
niezwykle silng aktywnoS$cig przeciwwirusowa, w niektorych wypadkach przekraczajaca
znacznie aktywnos¢ AZT. Uwazam, ze zwigzki te sg znakomitymi kandydatami na nowe leki

przeciwwirusowe.



Synthetic and application studies on nucleoside (N-aryl)phosphoramidates

— potential anti-HIV pro-nucleotides

Krystian Kotodziej

Human immunodeficiency virus (HIV) is one of the most dangerous human
pathogens. It is estimated that nearly 40 million people worldwide are infected by thic virus,
with about one million deaths each year. Fighting HIV is very difficult, e.g., due to its ability
to acquire rapidly resistance to administered drugs. The preparations used in anti-HIV therapy
must be taken life-long, so it is of an utmost importance to keep their side effects as low as
possible. For this reason, many labs have been working for many years on developing new,
more efficient and safe drugs against this virus.

Taking these into account, | consider that compounds which are particularly worth to

be studied are those of pro-nucleotide type, i.e., being inactive at the time of administration,
and only within the cells transforming into compounds that are capable to inhibit HIV
replication. Importantly, the products of cellular transformations of pro-nucleotides are
antiviral analogs of nucleotides, not of nucleosides (as the standard anti-HIV drugs are). This
makes it possible to achieve higher efficiency of the drug while its harmfulness is lower.
The topic of my research were studies on (N-aryl)phosphoramidates of dideoxynucleosides
(such as AZT), designed as potential anti-HIV pro-nucleotides. These are interesting
compounds from the chemical point of view as well as showing promising antiviral
properties, as demonstrated earlier by the group of prof. Kraszewski for several pyridyl
derivatives. Since passing lipid cellular membranes is crucial for biological activity of a given
substance, | have formulated a hypothesis that modifications of the aryl group of
dideoxynucleoside (N-aryl)phosphoramidates that would alter the physicochemical
parameters associated with permeation of the lipid barrier, such as pKa, chemical stability,
and, most of all, lipophilicity, may significantly improve the antiviral activity of this type of
compounds.

For this purpose, | have desined dideoxynucleoside (N-aryl)phosphoramidates bearing
aminoquinoline, cyanoaminopyridine, and aminothiazole aryl skeletons, using AZT, d4T,
ddU, 3TC, and ABC as the dideoxynucleoside moiety. In this way, | have obtained a group of
compounds that allowed attempts to correlate electron and structural parameters with

biological properties:
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For the syntheses, | have used two general methods, using H-phosphonate chemistry
or using tristriazoyl phosphate triamide. The synthetic work was accompanied by mechanical
studies, which allowed for identification of a new, synthetically significant reaction pathway
to the product. In addition, thorough analysis of the obtained products revealed the previously
unknown phenomenon of the loss of volatile components of some salts, which — as it turned
out — significantly affected the properties of the products. As part of my research, | have also
determined the threshold values of the amine basicity at which the synthetic strategy should
be changed to be appropriate for a given group of amines.

The above results allowed a rational modification of the synthetic procedures, which
resulted in significantly shorter procedures, higher purity of the products, and improved
efficiency, or in some cases even the possibility to obtain the so far unreachable compounds.
The compounds obtained were fully characterized by instrumental analysis. | have also
determined their stability, both chemical (in RPMI and other buffers), and enzymatic (against
FBS), and | have determined the water-octanol partition coefficient. The final stage of the
studies were biological tests to determine the cytotoxicity and efficacy in inhibiting
replication of HIV. | have identified several compounds with very low cytotoxicity and
extremely strong antiviral activity, in some cases exceeding significantly AZT activity. In my

opinion, these compounds are excellent candidates for new antiviral drugs.
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.SKROTY STOSOWANE W PRACY

AIDS - zespot nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immunodeficiency
syndrome)

ABC — abakawir

ABCMP — 5'-monofosforan abakawiru

AZT — 3'-azydo-3'-deoksytymidyna

AZTDP - 5'-difosforan AZT

AZTMP — 5'-monofosforan AZT

AZTTP — 5'-trifosforan AZT

cycloSal — grupa cyklosalidenianowa

CEM-SS — komorki szpiku kostnego, krwi, uktadu krwiotworczego i tkanki limfatyczne;j
CEM/O — komorki zainfekowane wirusem HIV typu dzikiego

CEM/dCK™ — komorki z deficytem kinazy deoksycytydynowej

CEM/TK™ — komorki z deficytem kinazy tymidynowe;j

CBVMP — 5'-monofosforan karbowiru

CBVTP — 5'-trifosforan karbowiru

CCso — stezenie cytotoksyczne (ang. cytotoxic concentration) powodujace zmiany
cytopatogeniczne w 50% zdrowych komorek

d4T — 2',3'-didehydro-3'-deoksytymidyna

d4TTP — 5'-trifosforan 2',3'-didehydro-3'-deoksytymidyna

ddA — 2',3'-dideoksyadenozyna

ddl — 2',3'-dideoksyinozyna

ddNMP — 5'-monofosforan 2',3'-dideoksynukleozydu

ddU — 2',3'-dideoksyurydyna

DPCP — chlorofosforan difenylu

DTE — grupa ditioetylowa

ECso — stezenie efektywne (ang. effective concentration) powodujace 50% zahamowanie
replikacji wirusa

FBS/FCS — surowica z ptodow bydlecych/cielecych (ang. fetal bovine/calf serum)

FluMe — (9H-fluoren-9-ylo)metyl
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HAART — wysoce aktywna teriapia antyretrowirusowa (ang. highly active antiretroviral
therapy)

HBYV — wirus zapalenia watroby typu B (ang. hepatitis B virus)

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid
Chromatography)

HRMS — wysokorozdzielcza spektrometria mas (ang. High Resolution Mass
Spektrometry)

NMP — 5-monofosforan nukleozydu

NTP — 5'-trifosforan nukleozydu

FUdR — 3'-deoksy-5-fluorourydyna

PBMC — jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (peripheral blond mononuclear cells)
PLE — esteraza z watroby swinskiej (ang. pig liver esterase)

PMPA — (R)-9-[2-(fosfonylometoksy)propylo]adenina (ang. (R)-9-[2-(phosphonyl-
methoxy)propyl]adenine)

PMEA - 9-[2-(fosfonylometoksy)etylo]adenina (ang. (R)-9-[2-(phosphonylmethoxy)-
ethyl]adenine)

PvClI — chlorek piwaloilu (chlorek trimetyloacetylu)

Py — pirydyna

RPMI-1640 — pozywka wg standardu Roswell Park Memorial Institut

RT — odwrotna transkryptaza (ang. reverse transcriptase)

SATE - grupa S-acylo-2-tioetylowa

SI — indeks selektywnosci (ang. selectivity index); SI = CC/EC

SIV — matpi wirus niedoboru odpornosci (ang Simian Immunodeficiency Virus)

t12 — czas potowicznego rozktadu

3TCTP — 5'-trifosforan lamiwuidyny

TDF — fumaran dizoproksalu tenofowiru

TFV — alafenamid tenofowiru (ang. tenofovir alafenamide)

TFVp — 5'-monfosforan TFV

TFVpp — 5'-difosforan TFV

11



III. WSTEP LITERATUROWY

1.Wprowadzenie

Ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV, z ang. human immunodeficiency virus)
nalezy do rodziny retrowiruséw. Jego materiat genetyczny stanowi jednoniciowy RNA, ktory
w trakcie namnazania wirusa zostaje przepisany na DNA dzigki obecno$ci wirusowe;j
odwrotnej transkryptazy. Proces ten nie wystepuje w zdrowych komorkach 1 jest dosc
oczywistym celem terapii przeciw temu wirusowi. Jego cecha jest jednak szybka replikacja
I duza zmienno$¢ genetyczna, co sprawia, ze jest on patogenem wyjatkowo trudnym do
zwalczenia. Pierwszym lekiem zastosowanym w terapii AIDS, ktory prowadzit do wyraznego
polepszenia stanu zdrowia chorych, byla 3'-deoksy-3'-azydotymidyna (AZT). Terapia
z uzyciem tego zwigzku miata jednak istotne mankamenty, z ktorych najpowazniejszymi byto
stosunkowo szybkie powstawanie lekoopornych form wirusa w wyniku jego duzej
zmiennoSci genetyczneji, a takze wystepowanie powaznych efektow ubocznych. Z kolei inne
leki nie doréwnywaly skutecznoscia AZT. Przetomem w leczeniu pacjentow zakazonych
wirusem HIV okazata si¢ terapia HAART (Highly Active Antiretroviral Theraphy), ktéra
umozliwita dtugofalowe zahamowanie replikacji wirusa HIV. W podejsciu tym stosuje si¢
jednoczesnie leki przeciwretrowirusowe o odmiennym mechanizmie dziatania. Najczesciej sa
to dwa nukleozydowe inhibitory syntezy DNA oraz nienukleozydowy inhibitor proteazy lub
inhibitor odwrotnej transkryptazy (RT, z ang Reverse Transcriptase). Efektem tej terapii jest
nie tylko zahamowanie namnazania wirusa, lecz takze uniemozliwienie powstawania jego
lekoopornych form. Dodatkowo, na skutek synergicznego dziatania podawanych lekow,
uzyskuje si¢ podwyzszenie aktywnosci anty-HIV, co pozwala na ograniczenie dawki leku.
Pomimo znacznie lepszych wynikéw w stosunku do monoterapii, metoda HAART jest ciggle
daleka od doskonatosci. Duza niedogodnos$cig jest konieczno$¢ przyjmowania lekéw do
konca zycia chorego. Pojawiaja si¢ rowniez powiktania i dziatania niepozadane, takie jak
zespot lipodystrofii, kwasica mleczanowa, zaburzenia w gospodarce glukoza, zmiany
hepatotoksyczne. Dlatego tez w dalszym ciggu poszukiwane sg leki bardziej aktywne i mniej
szkodliwe, ktore mozna by stosowa¢ w nizszych dawkach 1 podawa¢ je z mniejszg

czestotliwoscia.
2. Nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkrypcji wirusa HIV

Obecnie amerykanski FDA (Food and Drug Administration) dopuscit do zastosowania

klinicznego w terapii anty-HIV siedem modyfikowanych nukleozydéw (1-7, Rys. 1) 2
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Wszystkie one majg strukture 2'.3'-dideoksynukleozydéw i po fosforyzacji sa mylnie
rozpoznawane przez wirusowa odwrotng transkryptaze jako nukleotydy i1 wilaczane do
rosngcego tancucha DNA, po czym, ze wzgledu na brak grupy 3'-hydroksylowej, powoduja
jego przedwczesna terminacjel. Aby analogi nukleozydow staly sie substratami dla
maszynerii genetycznej, muszg ulega¢ trzystopniowej fosforylacji w komoérkach gospodarza
przy udziale odpowiednich kinaz komorkowych, kolejno do 5'-monofosforanow,
5'-difosforanow i1 wreszcie do 5'-trifosforanow, ktore sg wtasciwymi inhibitorami odwrotnej
transkrypcji, gdyz to one sg wiaczane przez wirusowg odwrotng transkryptaze na koniec
rosnacego tancucha DNA, co blokuje jego dalszg syntezg, a tym samym uniemozliwia
namnazanie wirusa (Co niezwykle istotne, zwigzki te nie sg natomiast substratami dla ludzkiej
polimerazy DNA). Mozliwy jest rowniez drugi sposob dziatania, czyli inhibicja
kompetycyjna, polegajaca na blokowaniu centrum aktywnego HIV RT przez 5'-trifosforan
analogu nukleozydu, co ogranicza dokowanie witasciwego nukleotydu i hamuje proces

odwrotnej transkrypcji®.
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Rysunek 1. Nukleozydowe inhibitory RT stosowane w terapii HIV

13



Pierwszym wprowadzonym do lecznictwa analogiem nukleozydow typu 2',3'-dideoksy
byta wspomniana juz 3'-deoksy-3'-azydotymidyna. Zawiera ona zamiast grupy
3'-hydroksylowej grupe azydkowa 1 jest tzw. prolekiem, gdyz aby mogla dziala¢ jako
inhibitor replikacji wirusa HIV-1, musi zosta¢ wstepnie ufosforylowana do formy aktywnej
biologicznie, czyli trifosforanu (AZTTP). Jej skuteczno$¢ zalezy od czterech glownych
czynnikow: zdolnosci wnikania do komorki, ufosforylowania przez odpowiednie kinazy do

trifosforanu oraz inhibicji kompetycyjnej i inkorporacji w wirusowy DNA.

Nukleozyd

Blona komérkowa

Dyfuzja bierna AZT
HO
o
N3
kinaza AZT
tymidynowa
kinaza kinaza
tymidylanowa 5'-nukleozydo-difosforanowa
AZT-MP >  AZT-DP > AZT-TP
o 0 2
HN )j/ HN)Jj/ HN)‘j/
o~ °N (”) ﬁ O)\N (”) (”) ﬁ o” N
0_{1_ o 0_1|)_0_1|>_0 0—1|>—0—1|>—0—1|>—o
o o o o 0 o o o0 °
N3 N3 N3

Schemat 1. Wewnatrzkomoérkowy metabolizm AZT

AZT wnika do komorki tatwo na drodze dyfuzji bierej* co nie jest zaskakujace ze
wzgledu na brak fadunku i obecnos$¢ lipofilowej grupy azydkowej (wspotczynnik podziatu
oktanol-woda, logP = 1,26 dla AZT, podczas gdy dla niemodyfikowanej tymidyny logP =
0,064%). Wewnatrz komorki musi ulec trzystopniowej fosforylacji przez enzymy komérkowe®
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(Schemat 1). W pierwszym, stosunkowo szybkim etapie utworzony zostaje 5'-monofosforan
AZT (AZTMP) przy udziale kinazy tymidynowej (TK, z ang. thymidine kinase), ktora jest
normalnie odpowiedzialna za syntezg 5'-monofosforanu naturalnie wystepujacej w komorce
tymidyny (TMP). Kolejny krok, przeksztatcenie AZTMP w 5'-difosforan AZT (AZTDP)
przez kinaz¢ tymidylanows, jest bardzo powolne 1 jest to etap limitujacy tworzenie
5'-trifosforanu AZT (AZTTP), gdyz ostatni etap, tj. fosforylacja AZTDP jest ponownie
stosunkowo szybki. Kinetyka ta sprawia, ze nastgpuje gromadzenie si¢ monofosforanu
w komorce i szybkie wysycenie nim kinazy tymidylanowej, czego skutkiem jest sytuacja,
w ktorej zwigkszenie stezenia AZT powoduje jedynie wzrost stgzenia AZTMP, ale nie
AZTTP. Szkodliwe efekty uboczne przyjmowania AZT s3g miedzy innymi wynikiem
wysokiego stezenia AZTMP w komorkach i zablokowania przez niego kinazy, co powoduje
zahamowanie naturalnego procesu fosforylacji 5'-monofosforanu tymidyny®.

AZT jest jednym =z najczesSciej stosowanych analogow nukleozydowych
wykorzystywanych w terapii anty-HIV, gdyz ma najwyzsza aktywnos$¢ (ECso =~ 0,002 uM)
sposrod 2',3'-dideoksynukleozydow. Korzystny efekt jego dzialania ujawnia si¢ jednak
dopiero po dtuzszym czasie, a co gorsza, Wykazuje on toksycznos¢ dla komorek szpiku
kostnego, skutkujagca wywolywaniem anemii, neuropatii oraz miopatii’. Ponadto ze wzgledu
krotki okres pottrwania leku w organizmie (ti2 ~1 h) wymagane jest czeste jego podawanie.
Szczegoblnie szybko AZT eliminowany jest z mozgowia, w efekcie czego nie jest on w stanie
osiaggna¢ w tkance mozgowej stezenia koniecznego dla skutecznej inhibicji wirusa®.

W przypadku 2',3'-dideoksy-2',3'-didehydrotymidyny (d4T), etapem limitujacym jego
aktywnos¢ jest proces pierwsze] fosforylacji do 5'-monofosforanu, ktory przebiega ok. 500
razy wolniej niz w przypadku AZT. W efekcie stgzenie 5'-trifosforanu d4T jest stosunkowo
niskie, co w konsekwencji powoduje, ze aktywnos¢ leku nie jest tak wysoka jak AZT® 1°,

2'-Deoksy-3'-tiocytydyna  (lamiwudyna, 3TC), podobnie jak AZT, jest
metabolizowana wewnatrzkomorkowo do 5'-trifosforanu, ktorego tiz jest jednak znacznie
wigksze, gdyz wynosi 10,5-15,5 h. Jest on substratem dla RT i terminuje syntez¢ wirusowego
DNA, jest jednak stosunkowo stabym inhibitorem odwrotnej transkryptazy HIV!. 3TC
w badaniach in vitro wykazuje mata cytotoksyczno$¢ wobec limfocytow krwi obwodowej
i komorek szpiku. Jest wykorzystywana do zwalczania nie tylko HIV, ale i HBV
(odpowiedzialnego za wirusowe zapalenie watroby typu B'?). Poniewaz monoterapia
prowadzi do szybkiego namnozenia lekoopornych form wirusa HIV® 1 dlatego 3TC jest
podawany zwykle w terapii wielolekowej HART, w kombinacji z AZT lub ABC®®.
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Mechanizmy aktywnos$ci przeciwwirusowej pozostatych analogéw nukleozydowych,
nie r6znig si¢ znaczaco, jednak trzeba zwroci¢ uwage na fakt, ze kazdy zwigzek ma swoiste

wlasciwos$ci metaboliczne i farmakologiczne
3. Pronuklotydy

Czynnikiem ograniczajagcym Skuteczno$¢ 2',3'-dideoksynukleozydow jako inhibitorow
odwrotnej transkryptazy jest ich zalezno$¢ od kinaz komorkowych. Powstanie aktywnej
formy zalezy w duzej mierze od enzymow fosforylujacych nukleozydy, zwtaszcza kinazy
tymidynowej. W organizmach cz¢$¢ komorek wykazuje jednak niskg aktywnosé TK (tzw.
komorki TK™) i w nich aktywno$¢ analogdéw tymidyny jest bardzo staba. Jedng z koncepcji
zwickszenia efektywnosci dziatania dideoksynukleozydoéw jest ominiecie pierwszego etapu
fosforylacji, zaleznego od kinaz komorkowych, i stosowanie ich w formie ufosforylowanej.
W medium fizjologicznym (krew, pH = 7,4), fosforany nukleozydow wystgpuja jako aniony
i s3 zbyt hydrofilowe, by pokona¢ bogata w lipidy bton¢ komoérkowa. Ponadto obecnosé
fosfataz we krwi i na powierzchni komorek powoduje ich szybka hydrolize do nukleozydow.
Pokonanie tych problemdw jest jednak mozliwe poprzez podawanie ich w formie prolekow,
noszacych w tym wypadku nazw¢ pronukleotydow.

Pronukleotydy to analogi nukleotydow, ktorych reszta fosforanowa zmodyfikowana
jest r6znymi grupami ochronnymi. W takiej formie sa one nieaktywne biologicznie. Po
chemicznych i enzymatycznych przemianach w organizmie chorego przeksztatcane sa one
w zwigzki typu nukleotydoéw, bedacymi substratami dla enzymow i wywotujacymi pozadany
efekt terapeutyczny (Schemat 2).

Zastosowanie pronukleotydow pozwala na wyeliminowanie pierwszego etapu
aktywowania proleku — fosforylacji analogu nukleozydu, czgsto decydujacego o efektywnym
przeksztalcaniu w docelowy S5'-trifosforan, ktéry moze zosta¢ nastgpnie wbudowany
w rosngcy tancuch kwasu nukleinowego. Warto zwrdci¢é uwage, ze zjonizowana grupa
fosforanowa, ktorej obecno$¢ uniemozliwia wnikanie nukleotydu do komorki, w strategii
pronukleotydowej generowana jest w jej wnetrzu i nie pozwala na eliminacj¢ leku na drodze
dyfuzji poza komorkg.

Klasycznymi typami pronukleotydow sg obojetne elektrycznie triestry (8) lub
amidoestry (9) fosforanowe, dla ktorych opisano szeroka game grup maskujacych. W takiej
postaci maja one szanse przenikaé przez blong komorkowa, a wewnatrz komorki moga ulegaé
chemicznym lub enzymatycznym przemianom do odpowiednich 5'-fosforandw monoestrow

(10). Idealny pronukleotyd powinien by¢ stabilny w Srodowisku fizjologicznym, dobrze
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rozpuszczalny w wodzie, a takze na tyle lipofilowy, aby penetrowa¢ bton¢ komorkowas,
natomiast po wniknieciu do komoérki powinien ulega¢ efektywnemu przeksztatceniu do formy
aktywnej biologicznie. Ponadto grupy maskujace musza by¢ tak dobrane, aby produkty

uboczne hydrolizy nie byly toksyczne®.
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Schemat 2. Mechanizm pronukleotydowy

Nieliczne sg zwiazki typu pronukleotydow zatwierdzone do stosowania klinicznego.
W roku 2001 FDA zezwolita na stosowanie przeciw HIV fumaranu dizoproksalu tenofowiru
(TDF, nazwa zarejestrowana: Viread), czyli fosfonianu acyklicznego analogu adenozyny
chronionego dwiema grupami estrowymi (jest on takze lekiem przeciwko infekcjom HBV)
(11, Rys. 2)1 2 Ten sam analog nukleotydu, zawierajacy jednak inne grupy chronigce reszte
fosfonianows, czyli alafenamid tenofowiru (TAF, 12) zostal dopuszczony przez FDA do
stosowania przeciwko HIV w kombinacji typu HAART w roku 2015%. Wykazuje on lepsza
aktywno$¢ przeciwwirusowa 1 zwigkszong dystrybucje formy aktywnej leku do tkanek
limfatycznych TDF (11), co zostato doktadniej opisane w dalszej czesci pracy.

Zblizony strukturalnie do Vireadu pronukleotydowy inhibitor RT Hespera (13) jest
dopuszczony do stosowania w lecznictwie jedynie przeciwko HBV, natomiast nie jest

skuteczny przeciwko HIV2,
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Rysunek 2. Acykliczne pronukleotydowe inhibitory RT stosowane w terapii HIV

Hespera
[bis(POM)-PMEA]

13
Rysunek 3. Struktura pronukleotydu anty-HBV, Hespera

Wszystkie przedstawione powyzej leki pronukleotydowe charakteryzuja si¢ znacznym
stopniem modyfikacji cz¢sci cukrowej nukleozydu (acyklonukleozydy) oraz obecno$cia
reszty fosfonianowej w miejsce grupy 5'-fosforanowej. Do tej pory nie zostaty zatwierdzone
do stosowania klinicznego pronukleotydy zawierajace naturalny szkielet cukrowy (np.
pochodne AZT).

Nalezy przy tym zwroci¢ uwage, ze potencjalne pronukleotydy, nawet jesli wykazuja
aktywnos$¢ antywirusowa, niekoniecznie sg rzeczywiscie pronukleotydami — zawsze mozliwy
jest bowiem ich degradacja w uktadzie biologicznym do macierzystego nukleozydu, a nie do
pozadanego 5'-fosforanu. W przypadku pochodnych AZT, jedna z metod potwierdzajacych
pronukleotydowy charakter zwigzku, jest jego aktywnos$¢ we wspomnianych juz komoérkach
z deficytem kinazy tymidynowej (linia komorkowa CEM/TK"), w ktorych macierzysty analog
nukleozydu nie wykazuje aktywno$ci antywirusowej. Innym podejsciem umozliwiajgcym

wykazanie charakteru pronukleotydowego danego wukladu jest badanie aktywnos$ci
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antywirusowej pochodnych 2',3'-dideoksyurydyny, ktéra nie jest substratem dla kinaz i nie
ulega fosforylacji'®. Podstawowe réznice w koncepcjach pronukleotydéw anty-HIV polegaja
na sposobie dostarczania i uwalniania 5'-monofosforanu nukleozydu w komorce, nad czym
chciatbym si¢ skupi¢ w dalszej czesci tego rozdziatu. Triestry, diestry i amidoestry to trzy
najpowszechniej badane typy pronukleotydow, ktore zostang przedstawione w dalszej czesci

dysertacji.
4. Estry fosforanowe analogow nukleozydow

4.1 Wprowadzenie

Pronukleotydy fosforanotriestrowe sg jednymi z najlepiej poznanych zwigzkow
wprowadzajacych do komoérki nukleozydo 5'-monofosforany, a literatura dotyczaca
mozliwosci wykorzystania jako pronukleotydéow jest bardzo obszerna. Sprawa najwyzszej
wagi jest dobor odpowiednich grup maskujacych reszte fosforanowa. Z jednej strony
zwigkszaja one lipofilowo$¢ wyjsciowych zwigzkéw i1 umozliwiaja ich wchianianie do
wnetrza komorki przez dyfuzje bierna, z drugiej jednak strony nie mogg one doprowadzi¢ do
zbyt stabej rozpuszczalnosci zwigzku. Powinny mieé trwato$¢ na tyle duzg, aby nienaruszone
pronukleotydy mogly wnikng¢ do komorki, a jednocze$nie by¢ na tyle labilne, aby w jej
wnetrzu rozpadac si¢ z szybkoscig gwarantujaca uzyskanie skutecznych stezenh monoestrow,
ktore w kolejnych fosforylacjach tworzylyby formy aktywne biologicznie, tj. trifosforany
analogow nukleozydoéw. Pronukleotydy fosforanotriestrowe moga ulega¢ dwom rdznym
$ciezkom rozpadu, chemicznej i enzymatycznej, w zaleznoSci od zastosowanych grup

maskujacych.

4.2 Grupy maskujace usuwalne na drodze chemicznej

Przeksztatcenie fosforanotriestru do fosforanodiestru, a nastepnie do niemaskowanego
monofosforanu, decyduje o sukcesie calej koncepcji pronukleotydowej. Projektowane
fosforanotriestry musza by¢ odpowiednio stabilne w medium fizjologicznym, aby jako takie
mogly wnika¢ do zakazonych komorek, gdzie powinny ulega¢ przemianie do formy aktywnej
biologicznie. Poniewaz ani wewnatrz komorki, ani w surowicy nie istnieje jakakolwiek
aktywno$¢ enzymatyczna mogaca hydrolizowa¢ fosforanotriestry, proste zwigzki tego typu
w pierwszym etapie muszg ulega¢ hydrolizie chemicznej. W koncepcji tej wykorzystuje si¢
fakt, ze w przeciwienstwie do niezwykle odpornych na hydroliz¢ chemiczng (w warunkach
fizjologicznych) mono- i diestréw fosforanowych, stabilno$¢ hydrolityczna fosforanotriestrow

jest umiarkowana. Szybko$¢ hydrolizy fosforanodiestrow jest ok. 10 000 razy mniejsza od
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triestrow?°

, co oznacza, ze hydroliza drugiej grupy ochronnej fosforanu wymaga zwykle
udzialu enzyméw (fosfodiesteraz), ktore uwalniajg selektywnie 5'-fosforan nukleozydu
i alkohol lub fenol. Jest to okolicznos$¢ kluczowa dla omawianej strategii, gdyz hydroliza do
nukleozydu i ufosforylowanego alkoholu/fenolu oznaczataby, ze zwigzki te bylyby
pronukleozydami, a nie pronukleotydami (warto przy tej okazji napomknaé, ze fosfatyd, czyli
5'-H-fosfonian AZT, jest wtasnie takim pronukleozydem; w organizmie ulega on stopniowej
hydrolizie do AZT, dzigki czemu zmniejszone sg problemy z toksycznoscig tego nukleozydu
i wydluzony jest okres jego stezenia terapeutycznego®l). W niektorych podejsciach
powstajace diestry moga rozpadac¢ si¢ na drodze chemicznej dzigki generowaniu w pierwszym
etapie reakcji = wewnatrzczasteczkowego  ukladu  katalitycznego  wspomagajacego

deestryfikacje.
4.2.1 Fosforanotriestry z grupami alifatycznymi i arylowymi

Pierwsze proby zastosowania potencjalnych pronukleotydow zabezpieczonych
prostymi grupami estrowymi opisal na przetomie lat 80. i 90. XX w. C. McGuigan ze
wspotpracownikami???*, Otrzymali oni triestrowe pochodne AZTMP zawierajace alkilowe

(Rys. 4) i arylowe (Rys. 5) grupy maskujace.
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Rysunek 4. Dialkilowe pronukleotydy McGuigana

Zaden z przebadanych dialkilowych fosforanotriestrow typu 14 nie wykazat
oczekiwanego dziatania przeciwko HIV. Powodem takiego braku aktywnosci mogta by¢ ich
bardzo wolna hydroliza i duza trwalo$¢. Zwiazki typu 15-16 zawieraja wyciagajace elektrony
podstawniki halogenowe, w efekcie czego sg one podatniejsze na hydrolize. Rzeczywiscie,
wykazujg one wyrazng aktywnos$¢ przeciwwirusowa, ale sg nadal znacznie mniej skuteczne

od wyjsciowego AZT, np. dla fosforanotriestru 15 zawierajagcego dwie grupy
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2,2,2-trichloretylowe stwierdzono ECso = 0,7 uM, wobec ECsp = 0,004 uM dla macierzystego
AZT™,

Bardziej obiecujacymi pochodnymi okazaty si¢ triestry diarylowe typu 17 (Rys. 5).
Charakteryzowaty si¢ one wyraznie lepszym parametrem ECso = 0,003 uM od wyjsciowego
AZT ECso = 0,008 uM?®. Aktywnos¢ w duzej mierze zalezna byta od grup funkcyjnych
znajdujacych sie¢ w pierscieniu fenylowym triestru. Podstawniki wyciagajace elektrony, takie
jak grupa nitrowa czy nitrylowa, zwigkszaly aktywnosci triestréw diarylowych, gdyz staty si¢
one mniej trwale i bardziej podatne na hydrolize. Uwalnianie 5'-monofosforanu bylo wiec
uzaleznione od labilno$ci wprowadzonych grup ochronnych i byto odwrotnie proporcjonalne
do pKa fenolu. Okazato si¢ jednak, ze w badaniach na liniach komérkowych z deficytem
kinazy tymidynowej (CEM/TK") arylowe triestry AZT byly stabymi inhibitorami replikacji
wirusa HIV ECsp > 100. Staba aktywnos$¢ sugeruje, ze zwiazki tego typu nie dziataja jako
pronukleotydy. Uwaza si¢, ze triestry te zanim dotra do komorki, sg przeksztatcane do
nukleozydoéw w przemianach chemicznych i enzymatycznych i dziatajg jako pronukleozydy,

a nie pronukleotydy?’.
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Rysunek 5. Diarylowe pronukleotydy McGuigana

Inng koncepcj¢ pronukleotydowych diarylowych fosforanotriestrow AZT, ddU 1 ddI
typu 18 przedstawil A. Kraszewski i wspolpracownicy®® (Rys. 6). Istota tej koncepcji byto
zastosowanie nie tylko podstawionych grup fenylowych, ale takze ligandow aromatycznych
innego typu — grup pirydylowych. Wprowadzenie atomu azotu do pierscienia aromatycznego
wraz z roznymi podstawnikami w znaczacy sposob zwiekszylo mozliwosci kontrolowania

hydrolizy triestrow do 5'-monofosforanéw nukleozydow.

“Wartoéci ECso dla AZT przytaczane w roznych publikacjach roznig sie¢ miedzy soba do$¢ znaczaco. Z tej
przyczyny aktywno$¢ przeciwwirusowa nowych pochodnych moze by¢ porownywana tylko z aktywnoscia AZT
ustalong w tym samym tescie, a pordwnywanie wynikéw pochodzacych z réoznych badan moze mie¢ jedynie
charakter orientacyjny.
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Ar' = fenyl Ar? = pirydyn-3-yl

Ar! = 4-chlorofenyl Ar? = pirydyn-4-yl

Arl = 4-bromofenyl A= 2-metylopirydyn-3-yl
Arl = 4-cyjanofenyl Ar’= 6-metylopirydyn-3-yl
Ar! =2 3-dichlorofenyl Ar? = 2-chloropirydyn-3-yl

Ar? = 5-chloropirydyn-3-yl
Rysunek 6. Diarylowe pronukleotydy Kraszewskiego

Triestry dipirydylowe byty bardziej podatne na hydrolize (przy zachowaniu zerowego
tadunku) w poréwnaniu z triestrami difenylowymi, a produkty ich hydrolizy nie generowaty
toksycznych dla komorki metabolitéw. Przebadane zwigzki miaty aktywnos$¢ anty-HIV
poréwnywalng z wyjsciowym nukleozydem AZT. Badania w medium hodowlanym komorek
RPMI/FBS dowiodly, ze potencjalne pronukleotydy typu 18 moga zosta¢ przeksztalcane na
drodze chemicznej hydrolizy do diestrow, ktore znajdujace si¢ w komoérce enzymy
przeksztalcaja do 5'-monofosforanow. O pronukleotydowym mechanizmie dziatania
powyzszych zwigzkow wywnioskowano na podstawie zaobserwowanej aktywnosci
pochodnych, w ktorych komponentem nukleozydowym byta dideoksyurydyna (nukleozyd ten
nie wykazuje aktywnosci anty-HIV, gdyz nie ulega fosforylacji; inhibicja wirusa wskazywata

wigc na generowanie w komorkach 5'-fosforanu ddU).
4.2.2 Fosforanotriestry cyklosalidenianowe (cycloSal)

Chris Meier?®3 i wspotpracownicy opracowali triestrowe pronukleotydy ,,cycloSal”
typu 19 (Schemat 3), zawierajace dwufunkcyjng grupe ochronng o szkielecie kwasu
salicylowego, dzieki czemu znajdowaly sie¢ w nich dwa rodzaje maskujacych wigzan
estrowych, jedno typu grupy benzylowej, a drugie typu grupy fenylowej. Ze wzgledu na
znacznie wigksza podatnos¢ estrow aromatycznych na hydroliz¢ chemiczng, w pierwszym
etapie ich rozpadu powstaja diestry nukleozydowo-benzylowe 20, ktére w pozycji orto
pierscienia benzenowego niosg grupe hydroksylowa (Etap a). Grupa ta dziata jako katalizator
wewnatrzczasteczkowy, zwigkszajacy znaczgco podatnos¢ fosforanodiestru 20 na hydrolize

chemiczng, dzieki czemu mozna oczekiwaé¢ wydajnego tworzenia si¢ monoestru 10 bez
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udzialu enzymow (Etap b). Alternatywna $ciezka reakcyjna obejmuje powolng hydrolize
benzylowego wigzania estrowego (Etap c), po ktorym powstaly ester arylowy 21 moze

hydrolizowa¢ na drodze chemicznej lub katalizowanej przez fosfodiesterazy (Etap d).

0
Etap a
o WP
A S - e
P -
P
O OddN OH

selektywna hydroliza

cycloSal-ddN diester benzylowy
19

Etap ¢ Etap b

+H,0 spontaniczna OH
hydroliza X
OH

I
‘P///,, chemiczny lub
diester fenylowy 'O enzymatyczny

ddN = AZT, ABC, ddA, d4T, tenofowir

X =5-Cl, 6-Cl, H, 3-Me, 3,5-Me, 3-t-Bu, 3,5--Bu, 6-F
Schemat 3. Hydroliza fosforanotriestru cycloSal?®

Porownywalna trwato$¢ tych zwigzkow w RPMI 1 RPMI/FBS sugeruje, ze ich rozktad
ma charakter chemiczny (bufor RPMI/FBS wykazuje aktywno$¢ enzymatyczna, sam RPMI
jest jej pozbawiony). Dodatkowym ich atutem jest mozliwo$¢ sterowania ich wlasciwos$ciami
poprzez wprowadzenie podstawnikow w pierscieniu benzenowym. Powstalo dzigki temu
kilka generacji pronukleotydéw z r6znymi modyfikacjami w czg$ci aromatycznej dla réznych
nukleozydow. Cyklosalidenianowe fosforanotriestry ddA, AZT, d4T, ABC 1 tenfowiru
wykazywaly wysokg aktywno$¢ antywirusowa wobec HIV-1 i HIV-2 dla roznych linii
komorkowych, a jednocze$nie miaty nieznaczng cytotoksycznos$¢ (CCso > 100 dla wigkszo$ci
pochodnych). Potwierdzeniem pronukleotydowego charakteru omawianej koncepcji byta
wysoka aktywnos$¢ estrow cycloSal-d4T w komoérkach z deficytem kinazy tymidynowe;.
Wyniki te nie byly jednak jednoznaczne, gdyz w przypadku cycloSal-AZT, wysoka
aktywnos$¢ tej pochodnej obserwowana w komorkach dzikich, nie byla zachowana
w komorkach TK™3L. Pozniejsze badania wskazaly, ze obserwowane réznice moga wynikaé

z znacznie wickszej podatnosci AZTMP na defosforylacje w poréwnaniu do d4TMP32,
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4.3 Grupy maskujace usuwalne na drodze enzymatycznej

Poniewaz triestry alkilowe 1 arylowe przenikaly bardzo dobrze przez btong
komorkows, byly one rozwazane jako potencjalne proleki. Ich aktywno$¢ uzalezniona byta
jednak od trudnej do kontrolowania hydrolizy chemicznej na pierwszym i — w niektorych
przypadkach — drugim etapie deestryfikacji. Istotnym mankamentem takiej strategii jest
mozliwo$¢ hydrolizy proleku przed wniknigciem do komorki. W takim przypadku powstaje
wprawdzie pozadany analog nukleotydu, ale poza komorka, do ktorej nie ma juz Sszans na
wniknigcie ze wzgledu na tadunek grupy fosforanowej. W efekcie staje si¢ on zbgdnym,
potencjalnie szkodliwym balastem dla organizmu. Ponadto zbyt wczesny rozktad proleku
implikuje konieczno$¢ stosowania jego wyzszych dawek, aby zapewnione byto wiasciwe
stezenie terapeutyku w komorkach.

Aby zapobiec tej niekorzystnej sytuacji zaprojektowano pronukleotydy triestrowe,
ktorych rozktad ulega znacznemu przyspieszeniu w obecnosci enzymow. Strategia ta,
opracowana przez zesp6ot J.L. Imbacha, wykorzystuje uktady fosforanotriestrowe zawierajace
tzw. chronione grupy ochronne. Aplikowane triestry niosg chemicznie trwate grupy
maskujace zawierajace ugrupowania podatne na dzialanie enzymdéw obecnych tylko we
wnetrzu komorki. W wyniku reakcji enzymatycznych, w grupach chronigcych fosforan
pojawiajg si¢ reaktywne centra wywotujace spontaniczng wewnatrzczasteczkowa degradacje

grupy maskujacej i uwolnienie fosforanu.
4.3.1 Fosforanotriestry S-acylo-2-tioetylowe (SATE)

Pierwszymi pronukleotydami, w ktérych zastosowano chronione grupy ochronne
usuwane enzymatycznie, byly triestry 22 zawierajace oprocz nukleozydu dwie grupy S-acylo-
-2-tioetylowe, tzw. SATE, gdzie grupami acylowymi byty acetyl (R = Me), izobutyryl
(R =1Pr) i piwaloil (R = tBu), natomiast jako komponenty nukleozydowe wykorzystano ddA,
ddl, AZT, d4T i ddU (Rys. 7)®¥%. Pronukleotydy bis(SATE) po pokonaniu btony
komorkowe] powinny zosta¢ przeksztalcone przez obecne w komorce karboksyesterazy do
pochodnych z wolng grupa tiolowa, ktore powinny spontanicznie rozpada¢ si¢ z uwolnieniem
5'-fosforanow nukleozydéw, ktore nastepnie przeksztalcone zostaja do 5'-trifosforanow,

bedacych wlasciwymi inhibitorami HIV-RT.
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Rysunek 7. Fosforanotriestry bis(SATE)

Badania potwierdzily zaktadany mechanizm. Gtowna droga (A, Schemat 4)
uwalniania 5'-monofosforanu 10 z pronukleotydu 22 obejmuje w pierwszym etapie
katalizowang przez karboksylazy komorkowe hydrolize biolabilnej grupy maskujacej, co
prowadzi do powstania fosforanotriestru 23 zawierajagcego jedno ugrupowanie
2-merkaptoetylowe. Powstaly tiol w wewnatrzczasteczkowym ataku na elektrofilowy atom
wegla tworzy episiarczek 1 fosforanodiester mono(SATE) 24, ktory przeksztalcany jest dalej
do fosforanu 10 albo na drodze analogicznej, tj. deacylacji i eliminacji drugiej grupy SATE
poprzez diester 25, albo w wyniku bezposredniej hydrolizy wigzania fosfodiestrowego
katalizowanej przez fosfodiesterazy. Alternatywna drogg rozpadu triestru 22 jest powolna
chemiczna hydroliza jednej grupy SATE (B) lub grupy acylowej (C). Prowadzi to do tego
samego produktu 24, co $ciezka enzymatyczna, lecz moze zachodzi¢ takze poza komorka.
Ze wzgledu na omawiang juz duzg trwato$¢ fosforanotriestrow alifatycznych, reakcje te maja
jednak mate znaczenie®*. Z powodu znacznie wickszej aktywnosci karboksyesteraz niz
fosfodiesteraz w badanych uktadach, jedynie niewielka cze$¢ diestru 24 jest hydrolizowana
bezposrednio do monoestru 10, a ok. 90-100% przeksztatca si¢ w diester 25. W efekcie
etapem limitujagcym szybko$¢ tworzenia fosforanu 2',3'-deoksynukleozydu (10) jest ostatni
etap procesu — eliminacja episiarczku z diestru 25, ktora zachodzi wolniej niz dla triestru
z powodu zwigkszonej gestosci elektronowej na centrum fosforowym w ujemnie
natadowanym diestrze33 %,

Wszystkie potencjalne pronukleotydy typu SATE dowiodly swej wysokiej aktywnosci
antywirusowe] w roznych mediach komoérkowych (CEM-SS, MT4, PBMS), a takze w linii
komorkowe; CEM/TK™. Triestry bis(SATE) d4T wykazywaty znacznie wyzszg aktywnos$¢
(ECs0 = 0,006-0,0012 uM) w porownaniu do macierzystego d4T (ECso = 0,28-0,058 uM) we
wszystkich ww. liniach komoérkowych®®. Fosforanotriestry bis(SATE) AZT byty wprawdzie
mniej aktywne w komoérkach CEM-SS i MT-4 w porownaniu do AZT, ale wykazywaty

znacznie wigkszg aktywno$¢ w komorkach CEM/TK™, co wskazuje na prawdopodobny
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pronukleotydowy charakter tych zwiazkow. Tak wysoka aktywno$¢ w komorkach
z deficytem kinazy tymidynowej potwierdza bowiem, ze do komorki dostarczony zostaje
5'-monofosforan dideoksynukleozydu. Wada tego typu pochodnych byla nieznaczna, lecz
widoczna cytotoksycznos¢ (CCsg ~20-100 uM), spowodowana najprawdopodobniej

uwalnianym episiarczkiem.
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Schemat 4. Mechanizm hydrolizy triestrow bis(SATE) ¥

Warto zwroci¢ uwage na zroznicowanie aktywnos$ci estrow SATE w zalezno$ci od
zastosowane] ochronnej grupy acylowej 1 rodzaju zwalczanego wirusa. Przykladowo,
pronukleotyd ddA typu bis(MeSATE) byt ok. 5x bardziej aktywny od bis(tBUSATE) wobec
wirusa HIV-1, natomiast wobec wirusa SIV aktywnos$¢ bis(tBuSATE) byta ok. 4000x wicksza
od bis(MeSATE)®*. Wskazuje to, ze dla kazdego celu terapeutycznego konieczne jest
prowadzenie indywidualnych badan, gdyz wyniki w kazdym przypadku moga si¢ znaczaco

roznic.
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4.3.2 Fosforanotriestry ditiodietylowe (DTE)

Inny typ grup usuwanych enzymatycznie uzyskano przez zestryfikowanie fosforanu
dwiema resztami ditiodietanolu (DTE). Jako potencjalne pronukleotydy badano
fosforanotriestry bis(DTE) zawierajace AZT i ddU (26, Schemat 5)3 34 40 Postulowany
mechanizm rozpadu tych zwigzkéw w komorce zaktada w pierwszej kolejnosci uczestnictwo
odpowiednich reduktaz, ktore tng wigzanie disulfidowe. W ten sposob zostaje uwolniony
niestabilny fosforanotriester 2-merkaptoetylowy mono(DTE) 27, ktéry rozpada si¢ do
mono(DTE) fosforanodiestru 28 i episiarczku w wewnatrzczasteczkowym ataku atomu siarki
na atom wegla w pozycji a wzgledem reszty fosforanowej (podobnie jak ma to miejsce
podczas rozpadu grup SATE oméwionych powyzej). Powstaty fosforanodiester 28 zostaje
przeksztatlcony do 5'-monofosforanu nukleozydowego przy udziale fosfodiesteraz lub
reduktaz obecnych w komorce. Fosforotriestry bis(DTE) wykazuja zblizone wlasciwosci
przeciwwirusowe 1 cytotoksyczne jak analogiczne pochodne SATE, jednak zwykle s od nich

nieco mniej aktywne®.
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Schemat 5. Mechanizm hydrolizy triestrow bis(DTE)* 4!
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4.3.3 Fosforanotriestry piwaloksymetylowe (POM)

Grupy piwaloksymetylowe (POM) zbudowane sg z reszty hydroksymetoksylowe;j
zestryfikowanej kwasem piwalowym (Schemat 6). Pierwszym, ktory je zastosowat
w fosforanotriestrach byl Farquhar ze wspotpracownikami'®. Wykazali oni, ze triestry AZT,
ddU 1 FUdR zawierajace dwie grupy maskujace POM (29) moga zosta¢ przeksztalcone
w medium wewnatrzkomorkowym do 5'-trifosforanéw (p6zniej podobne wyniki uzyskano dla
pronukleotydow PMPA* i PMEA!). Pochodne bis(POM) AZT byty znacznie mniej aktywne
od bis(MeSATE) i bis(DTE) AZT dla wirusa HIV-1 w réznych mediach komoérkowych
(CEM-SS, MT-4, PBMS), natomiast wykazywaly znacznie wyzsza aktywno$¢ w komorkach
CEM/TK™ w poréwnaniu do triestrow bis(DTE), co wskazuje na pronukleotydowy charakter
tych zwigzkéw. Po wniknigciu triestru bis(POM) (29) do komorki, jedna z grup estrowych
zostaje zhydrolizowana przez karboksyesterazy komorkowe do fosforanotriesteru 30,
zawierajacego grup¢ hydroksymetylowa. Jest to nietrwaly uktad hemiacetalowy, ktory
rozpada si¢ do diestru 31 i formaldehydu. Fosforanodiester mono(POM) 31 jest rozktadany

dalej przez karboksyesteraze lub fosfodiesteraze dajac ostatecznie 5'-monofosforan 10.
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Schemat 6. Mechanizm hydrolizy triestrow bis(POM)> 4
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Produkty rozpadu grup POM, zwlaszcza formaldehyd, mogg by¢ odpowiedzialne za
pewng cytotoksyczno$¢ tych zwigzkow, CCso = 30-70 uM™¥® (szkodliwos¢ formaldehydu dla
komorek jest dobrze znana — moze on uszkadza¢ zaréwno bialka, jak i kwasy nukleinowe).
Skutecznosci tego podejscia dowodzi fakt, ze jeden z dwoch lekow pronukleotydowych
dziatajacych jako inhibitory RT, o nazwie handlowej Hespera, to {[2-(6-amino-9H-puryn-9-
ylo)etoksy]metylo}fosfonian bis(piwaloksymetylu) (bis(POM) PMEA 12, Rys. 2), czyli
acykliczny fragment adenozyny niosacy w pozycji quasi-5' grupe fosfonianowa chroniong
dwiema grupami POM. Zwigzek ten zostal opracowany z mysla 0 zwalczaniu wirusa HIV,
byl on jednak zbyt szkodliwy, aby mozna go wykorzystywaé w tym celu®’. Okazat si¢
natomiast wartosciowym lekiem przeciwko HBV, gdyz przy zakazeniach tym wirusem jest
skuteczny w znacznie mniejszych dawkach, przy ktorych jego stosowanie jest

bezpieczniejsze*.
4.3.4 Fosfonianodiestry izopropyloksykarbonyloksymetylowe (POC)

Pierwszym zastosowanym w lecznictwie inhibitorem odwrotnej transkryptazy HIV typu
pronukleotydu zostal dizoproksyl tenofowiru (11, Rys. 2), czyli maskowany fosfonian
acyklicznego analogu adenozyny (jest on takze zdolny do hamowania replikacji HBV)**,
Zwigzek ten zbudowany jest z (R)-9-(2-fosfonometoksypropylo)adeniny (tenofowiru, PMPA)
zestryfikowane] dwiema resztami izopropyloksykarbonyloksymetylowymi (POC), ktorych
wprowadzenie miato na celu zwigkszenie lipofilowosci 1 biodostepnosci. Badania wykonane
na liniach komérkowych MT-2 1 PBMC dowiodly, ze prolek bis(POC)-PMPA byt ok. 100
razy bardziej aktywny niz macierzysty PMPA i nie byt cytotoksyczny*?. Podobnie jak dla
omowionych powyzej estrow kwasow karboksylowych, zwigzek 11 pod wplywem
karboksyesteraz komorkowych ulega deestryfikacji (Schemat 7). Produktem tej reakcji jest
pochodna 32, zawierajaca nietrwaly uklad monoestru weglanowego. W efekcie dwoch
kolejnych eliminacji, tj. dekarboksylacji zwigzku 32 i rozpadu hemiacetalu 33, tworzy si¢
monoester 34, ktory moze by¢ substratem zarowno dla karboksyesterazy, jak

i fosfodiesterazy. Niezaleznie od $ciezki rozkladu, tworzy sie PMPA (35)!8: 48,
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Schemat 7. Mechanizm hydrolizy triestrow bis(POC) PMPA

4.3.5 Fosforanotriestry para-acyloksybenzylowe (PAOB)

Innym typem grup maskujacych chronionych przez estryfikacje sa grupy para-
-acyloksybenzylowe (PAOB), zastosowane w pronukleotydowych fosforanotriestrach AZT
i ddl typu 36 (Schemat 8A)*°. Mechanizm hydrolizy tych zwigzkéw obejmuje w pierwszej
kolejnosci hydrolizg estru acylowego przez obecne w komorce karboksyesterazy, w wyniku
czego zostaje uwolniony nietrwaty uktad p-hydroksybenzylowy (37). Ulega on samorzutnemu
rozpadowi na fosforanodiester 39 i karbokation 38. Po ponownej deacylacji fenolu cykl
zostaje powtorzony z wytworzeniem analogu nukleotydu 10 (Schemat 8A). Niekorzystnym
produktem ubocznym tego procesu sg stabilizowane przez rezonans p-hydroksybenzylowe
jony karbeniowe 38, ktore sg czynnikami alkilujacymi (Schemat 8B), mogacymi reagowac

z DNA, biatkami i innymi nukleofilami komoérkowymi®’. Otrzymane potencjalne proleki
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PAOB 36 miaty aktywnos$¢ porownywalng z wyjéciowym nukleozydem, lecz ich parametry

toksycznosci (CCso = ~50 M) nie byty zadawalajace.
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Schemat 8. A. Mechanizm hydrolizy triestrow bis(PAOB). B. Alkilowanie fosforanu przez
karbokation 385

Poniewaz za toksyczno$¢ mogly by¢ odpowiedzialne metabolity powstajace podczas
rozpadu tych zwigzkow, zostaty one zmodytfikowane w taki sposob, ze jedna z grup PAOB
zostala zastapiona przez kolejng reszte aktywnego nukleozydu. W uzyskanych w ten sposob
homodimerach bis(AZT) (40, Rys. 8) i heterodimerach AZT—ddl (41) stosunek zwigzkoéw
aktywnych do balastowych grup ochronnych wzrést z 1:2 do 2:1. Wykazywaty one wysoka
aktywno$¢ antywirusowg (ECso = 0,003 uM), o rzad wiclkosci lepszg od wyjsciowego
nukleozydu (ECso = 0,016 uM) i byly mniej toksyczne (CCso = 100-150 uM). Zwigzek typu
40 zostat takze przebadany pod katem podatnos$ci na hydroliz¢ enzymatyczng w RPMI/FBS.
W ciggu 48 h ulegal on calkowitej degradacji do diestru AZT2PO4, a po 5 dniach

w mieszaninie reakcyjnej stwierdzono obecno$¢ AZT, ktory prawdopodobnie w czesci byt
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produktem defosforylacji AZTMP. Wskazuje to na poprawnos¢ mechanizmu
przedstawionego na Schemacie 8A i1 potwierdza pronukleotydowy charakter

fosforanotriestrow zawierajacych te grupy>’.

Il
AZTO—i'IIOddN
O
ddN=AZT, 40

ddN=ddI, 41
O

A

Rysunek 8. Fosforanotriestry niosagce dwie reszty ddN i grup¢ PAOB

R 0o

4.3.6 Mieszane fosforanotriestry arylowo-SATE

Jak juz wspomniano, aktywnos¢ triestrow typu bis(SATE) byta limitowana przez szybkos¢
koncowego, chemicznego etapu usuwania drugiej grupy maskujacej. Poniewaz
fosforanodiestry sg substratami dla fosfodiesteraz komdrkowych, druga grupa SATE moze
zosta¢ zastgpiona innymi grupami. C. Perigaud i wspotpracownicy zaproponowali
wykorzystanie w tym celu estrow arylowych®® %3, Podejécie to daje dostep do szerokiej gamy
potencjalnych zwigzkéw terapeutycznych ze wzgledu na duzg roznorodnos¢ grup
funkcyjnych, ktore mozna wprowadza¢ do pier§cienia aromatycznego. Jest to cecha bardzo
korzystna ze wzgledu na mozliwo$¢ doboru podstawnikéw dajacych najlepsze wyniki
aktywnos$ci antywirusowej i cytotoksyczno$ci dla danego uktadu biologicznego. Niektore
z uzyskanych triestrow przedstawione sg na Rys. 9 (42-44). Do badan wlgczono tez estry 45
z prosta grupa fenylowa w czesci aromatycznej, lecz modyfikowane przez wprowadzenie
jednej lub dwoéch grup hydroksylowych do reszty piwaloilowej chronigcej SATE.

Pierwszy etap ich przeksztalcenia do AZTMP jest identyczny jak dla pochodnych
bis(SATE) 1 wymaga obecnos$ci karboksyesteraz (Schemat 9). Powstajacy diester arylowo-
nukleozydowy 46 jest hydrolizowany przez fosfodiesterazy do monofosforanu AZT, co

potwierdzono za pomoca analizy HPLC/MS.
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R =H lub Boc

453, Rl = R2 =H
45b,R, = H, R, = OH
45C, Rl = R2 =OH

R'=H, Bu, Me lub /Bu

Rysunek 9. Przyktady badanych arylowych fosforanotriestrow AZT — tBuSATE®>

o karboksyesteraza fosfodiesteraza

i
SATE—O—P—0AZT - b >
| > O—P—OAZT > | AzTvP
o o)

R R
42-45 46
Schemat 9. Mechanizm hydrolizy arylowych triestrow mono(SATE).

Aktywnos$¢ anty-HIV estrow 42-45 zostala przebadana w réznych mediach
komorkowych® %6, Ich efektywnosé w standardowych liniach komorkowych CEM-SS, MT4
byta porownywalna z AZT, byly one jednak w wigkszo$ci aktywne takze w linit CEM/TK",
potwierdzajac, Zze sa one pronukleotydami. Nie wykazywaly cytotoksycznosci w mozliwym
do uzyskania zakresie stezen (CCso > 10 uM dla zwigzkow silnie lipofilowych, > 100 uM dla
lepiej rozpuszczalnych w wodzie). Dodatkowe grupy hydroksylowe w zwigzkach 45b—c
zwigkszyly ich odpornos$¢ na hydroliz¢ enzymatyczng, w efekcie czasy polowicznego zaniku
45a, b i ¢ w ekstrakcie komorkowym miaty si¢ do siebie jak 1 : 10 : 100; jednoczesnie
spadata ich aktywnos¢ anty-HIV w linii CEM/TK"™. Za szczegdlnie obiecujacy autorzy uznali
zwigzek monohydroksylowy (45b), ktory jest wystarczajgco rozpuszczalny w wodzie, ma

wyrazny charakter pronukleotydowy 1 jest zdolny do efektywnego przenikania
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w nienaruszonej formie przez monowarstwe komorek Caco-2 (co jest wyznacznikiem

podatnosci na wchtanianie jelitowe)®.

4.4 Amidofosforany 2',3'-dideoksynuklozydow

Nowa grupa zwigzkow zaproponowang w chemii pronukleotydow byty
amidofosforany 2',3'-deoksynukleozydow. W wigkszosci przypadkow podczas hydrolizy
triestrow anty-HIV ~ generowane sa toksyczne, reaktywne metabolity (episiarczek,
formaldehyd, karbokationy), ktore w znaczacy sposob obnizajg warto$¢ opracowanego
pronukleotydu do zastosowania w terapii. Grupa badawcza McGuigena zaproponowata wiec
wprowadzenie jako grup ochronnych naturalnych aminokwasow, oczekujac obnizenia
toksycznosci uzyskanych pronukleotydow. W ten sposdb zainicjowany zostal nowy nurt
badawczy, obejmujacy tematyke alkilo i arylo amidofosforanéw 2',3'-deoksynukleozydow,
a takze chemi¢ wigzania P-N w kontek$cie przemian metabolicznych zaprojektowanych
zwigzkow. Podobnie jak pronukleotydy triestrowe, nowe zwigzki amidofosforanowe muszg
zosta¢ przeksztalcone wewnatrz komorek na drodze hydrolizy chemicznej lub enzymatycznej

do biologicznie czynnych 5'-monofosforanéw dideoksynukleozyddow.

4.4.1 Diestry amidofosforanowe typu (ddNO)(R!O)P(O)NR?

(R1 = alkil; R? = reszta aminokwasu)

Pierwsze opisane diestry amidofosforanowe jako komponent amidowy zawieraty
reszt¢ aminokwasowa w postaci estru metylowego, a jako grupy estrowe — reszt¢ AZT
i proste grupy alkilowe (47, Rys. 10)°"°°. W poréwnaniu do wczesniej opisanych alkilowych
triestrow 9, amidodiestry te wykazaty stabg aktywnos¢ anty HIV. Zalezna byta ona w duzej
mierze od uzytego aminokwasu i nawet niewielkich ich modyfikacji. Najbardziej znaczace
réznice byly widoczne w aktywnosci pochodnej zawierajacej reszte alaniny (47a), ktora byta
16 razy bardziej aktywna niz jej odpowiednik niosacy reszte izoleucyny (47e).
Przeprowadzone badania wskazywaly, ze aktywno$¢ byta odwrotnie proporcjonalna do
zawady sterycznej wnoszonej przez tancuch boczny aminokwasu. Badania na amidoestrach
47f-1, zawierajacych reszte waliny i P-estrowe grupy alkilowe réznej dhugosci pokazaty,

ze modyfikacje te nie maja zbyt duzego wptywu na aktywnos¢ (ECsp ~3—-10 uM).
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47a) R =Me, R'=Et 47f) R = iPr, R' = Me
47b) R =iPr, R' = Et 47g) R =iPr, R' =nPr
47¢c)R=H,R'=Et 47h) R =iPr, R'=nBu

47d) R = CH,iPr, R’ = Et 471 R =iPr, R" = nHex

47e) R = CH(Me)Et, R' = Et
Rysunek 10. Alkilowe amidofosforany AZT

Kolejnym typem modyfikacji byto zastgpienie reszt a-aminokwaséw ich homologami
zawierajacymi 2—6 grup metylenowych pomiedzy grupa aminowg a karboksylowa (48, Rys.
11). Takie wydluzanie glownego tancucha weglowego reszty aminokwasowej prowadzilo
jednak do zmnigjszenia aktywnosci badanych amidofosforanow AZT®,

Dalsze prace prowadzone przez grupe McGuigana dotyczyly zastosowania grup
B-halogenoetylowych w miejsce prostych fosfoestrowych grup alkilowych (49a—f, Rys. 12)5L,
McGuigan w swoich wcze$niejszych badaniach stwierdzil bowiem zdecydowany wzrost
aktywnosci anty-HIV prostych triestrow z dwiema grupami alifatycznymi po wprowadzeniu
do nich grup trihalogenoalkilowych (por. rozdziat 4.2.1). Wykorzystanie tego podejscia nie
dato jednak oczekiwanego wzrostu aktywnosci anty-HIV dla wigkszosci badanych
pochodnych aminokwasowych, ktore pozostaly nadal znacznie gorsze (ECso= 3-10 uM)
w porownaniu z wyjsciowym nukleozydem AZT (ECso= 0,004 uM). Zaskakujaco odmienny
rezultat uzyskano dla zwigzku zawierajacego grupe trichloroetylowa i reszte alaninowa (49d),
dla ktérego stwierdzono ECsp= 0,08 puM, tj. wartos¢ o 2 rzedy wielko$ci nizsza
od pozostatych amidofosforandéw z tej grupy. Przyczyny tego wyniku nie zostalty wyjasnione.
Wszystkie przebadane zwigzki nie byly toksyczne dla niezainfekowanych komorek przy

stezeniach do 100 pM.
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Rysunek 11. Etylowe amidofosforany AZT zawierajace wyzsze homologi oi-aminokwasow
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MeO
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49aR =Me, X=F
49b R =iPr, X=F
49¢ R=H,X=F
49d R =Me, X =Cl
49e¢ R =iPr, X =Cl
49fR=H, X =Cl

Rysunek 12. Amidofosforany AZT zawierajace grupy -halogenoetylowe

Obiecujace rezultaty uzyskal pdzniej C.R. Wagner, ktory wprowadzit do tego typu
amidofosforandw reszty aminokwasOw aromatycznych, tryptofanu i fenyloalaniny, a jako
ochronne grupy fosfoestrowe zastosowat grupy metylowa i cyjanoetylowa (50, Rys. 13)%2.
Charakteryzowaty si¢ one niska toksycznoscig (CCso >100 uM) i byly juz tylko okoto 5 razy
mniej aktywne niz wyjsciowy AZT, gdy grupa maskujgcg byta grupa cyjanoetylowa (50a—b).
Lepsze parametry w hamowaniu replikacji wirusa HIV wykazywaty pochodne zawierajace
grupe metylowa: aktywnos$¢ pochodnej tryptofanowej 50d byta 4x nizsza od AZT, a dla
pochodnej fenyloalaninowej 50j wuzyskano wyniki porownywalne 2z wyjsciowym

nukleozydem.
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50a R, = cyjanoetyl, R, = Ph

50b R, = cyjanoetyl, R, = 3-indolil
50c R; =Me, R, =Ph

50d R; = Me, R, = 3-indolil

Rysunek 13. Amidofosforany AZT zawierajace reszty aminokwasow aromatycznych

4.4.2 Diestry amidofosforanowe typu (ddNO)(R!O)P(O)NR?

(R! = aryl; R? = reszta aminokwasu)

Zadne estry alifatyczne typu 47-49 badane przez grupe McGuigana nie daty wynikow
lepszych niz wyjsciowy AZT. Kolejnym celem badawczym tego zespotu staty si¢ analogiczne
amidofosforyny aminokwasowe, w ktorych fosforanoestrowa grupa alifatyczna zostata
zastgpiona grupa fenylowa lub jej pochodnymi zawierajacymi w pozycji para podstawniki
o charakterze elektronoakceptorowym lub elektronodonujacym. Przebadane zostaty pochodne
AZTO3.64 (4T62.65 3TCE ABC® (Rys. 14).

@)

O——P——0ddN

NH
| ddN= AZT, d4T, 3TC, ABC
R——CH R=Me, Et
/& Z=H, Me, MeO, F
MeO o

Rysunek 14. Wzér ogdlny najczesciej badanych amidofosforanow dideoksynukleozydowych 51-59

zawierajacych grupy O-arylowe i N-aminokwasowe

37



Wprowadzenie takich zmian mialo na celu doprowadzenie do uwalniania
5'-monofosforanu nukleozydu przez kontrolowana hydrolize grupy arylowej, ktorej labilnos¢
mozna modyfikowa¢ za pomocg podstawnikow. Wszystkie przebadane potencjalne
pronukleotydy AZT wykazaty aktywno$¢ biologiczng dla wirusa HIV-1 i HIV-2 w badaniach
in vitro na komorkach MT4, CEM/0 i CEM/TK".

W przypadku pochodnych AZT (51, Rys. 15) efektywne stezenie ECso bylo w kazdym
przypadku ponizej 0,5 uM. Najbardziej aktywnym inhibitorem HIV-1 i HIV-2 w komérkach
MT4 (ECs0=0,006 uM) byt niepodstawiony analog fenylowy 51a, ktory byt tylko 3 razy
mniej aktywny w porownaniu do macierzystego AZT. W linii komorkowej CEM/0 wynik byt
stabszy, gdyz zwiazek ten byt ~17 razy mniej aktywny niz AZT. Wprowadzenie w pierscieniu
fenylowym podstawnikow p-alkilowych, metoksylowego lub atomu fluoru (zwigzki 51b—g)
nie zmienity lub obnizyly aktywno$¢ produktow. Tym niemniej, w komorkach CEM/TK™,
w ktorych AZT nie hamuje wzrostu wirusa HIV, aktywnos$¢ zwiazkéw typu 51 byla wyrazna
(ECso = 3-12 pM). Wynik ten dowodzi, ze zwiazki te zostaly przeksztalcone
w 5'-monofosforan, a wiec sa one pronukleotydami®®. Badany byl tez wplyw typu
aminokwasu na aktywnos$¢ antywirusowg. Podobnie jednak jak dla omoéwionych wyzej
pochodnych alifatycznych, takze w serii aromatycznej zmiana reszty alaniny na glicyng,

leucyne lub fenyloalaning w amidofosforanie 51a spowodowala obnizenie aktywnosci.

(e}
| k
ﬁ N O
Z O——P—O
| O
TH
Me——CH N3
MeO o)
51aZ=H,
51b, ¢, d, e Z = Me, Et, n-Pr, n-pentyl
51f Z = OMe
51g72=F

Rysunek 15. Arylowe N-alaninowe amidofosforany AZT
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Poniewaz wszystkie przebadane arylowe amidofosforany AZT wykazywaly znaczng
aktywno$¢ anty-HIV przy niskiej cytotoksycznos$ci oraz mialy charakter pronukleotydow,
podjeto badania nad analogicznymi pochodnymi innych dideoksynukleozydow inhibujacych
odwrotng transkryptaze: d4T, 3TC, ABC, a takze tenofowiru.

Dla amidofosforanow d4T (52, Rys. 16) stwierdzono znaczgcg inhibicje HIV-1
i HIV-2 w liniach komérkowych MT-4, CEM/0, CEM/TK ®. Najbardziej obiecujacy zwigzek
52b byt w komoérkach MT-4 i CEM/0 4-10 razy bardziej aktywny i okoto 5 razy mniej
cytotoksyczny niz macierzysty d4T. Wykazywat tez wysoka aktywnos¢ (ECso = 0,075 uM)
w komorkach z deficytem kinazy tymidynowej. Przeprowadzone badania metabolitow
zwigzkow 52a—e wykazaly obecnos¢ d4TTP, ktorego powstawanie bylo catkowicie

niezalezne od kinazy tymidynowej .

NH

LA

N ¢}

52aR=H

52b R = Me
52¢ R =1iPr

52d R = CH,iPr
52e R = CH,Ph

Rysunek 16. Fenylowe N-aminokwasowe amidofosforany d4T

Kolejnym badanym amidofosforanem tego typu byta pochodna 2',3'-dideoksy-3'-
tiocytydyny (3TC). Dideoksynukleozyd ten jest inhibitorem RT wirusa HBV i jest stosowany
klinicznie w zapaleniu watroby typu B. W komorkach przeksztatcany jest przez komorkowa
kinaze 2'-deoksycytydynowa w 5'-monofosforan, 3STCMP, i — podobnie jak w przypadku AZT
— jest to etap limitujacy tworzenie 5'-trifosforanu nukleozydu, czyli wlasciwego inhibitora
syntezy wirusowego DNA. Potencjalnym pronukleotydem 3TC, ktérego aktywnos¢
przeciwko wirusom HIV-1 i HIV-2 badano w komoérkach CEM/0, CEM/TK™ i CEM/dACK,
byta pochodna metoksyalaninowa 53 (Rys. 17). Stwierdzone aktywnosci w komorkach
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CEM/0 byty jednak znacznie nizsze (ECso = 2,5 uM) niz dla wyjsciowego nukleozydu (ECso
= 0,01 uM)®. Wyraznie nizsza aktywno$é pochodnej 53 (ECso = 65 pM) w komérkach
z deficytem kinazy 2'-deoksycytydynowej CEM/dCK™ sugeruje, ze nie ma ona charakteru
pronukleotydu, tj. nie zostaje przeksztatlcona do 3STCMP, lecz do wolnego nukleozydu, 3TC.
Zgodnie z oczekiwaniami zaréwno 3TC, jak i jej pochodna 53, zachowaty hamujacy potencjat
w komorkach z deficytem kinazy tymidynowej CEM/TK™ (3TC: ECso = 0,07 uM, 53: ECso =
5,5 uM).

Znacznie lepsze wyniki uzyskano dla analogicznego amidofosforanu alaninowego,
w ktorym komponentem nukleozydowym byt abakawir (54a, Rys. 18). Zwigzek ten byt 25—
30x bardziej aktywny od nukleozydu w stosunku do wiruséw HIV-1 i HIV-2 w komorkach
MT4, PBL i CEM. Wykazywal wprawdzie nieco wigksza cytotoksyczno$¢, tym niemniej jego
indeks selektywnosci byt lepszy ok. 5x od wolnego ABC®’.

Dla amidofosforanow alaninowych 54a—b zbadano wpltyw konfiguracji chiralnego
wegla o aminokwasu na aktywnos¢ przeciwko HIV. Okazato sig¢, ze zmiana reszty L-alaniny
(naturalnego aminokwasu) na jej enancjomer D (zwigzek 54b) powodowata niezmiennie
spadek inhibicji wirusow HIV-1 i HIV-2. Najwieksza roznicg (28x) stwierdzono dla HIV-1
w komorkach CEM.

NH,
=
| 0
o) N |
;O$O—T—O
NH
s |
HC—Me
o OMe
53

Rysunek 17. Fenylowy N-alaninowy amidofosforan 3TC
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54a R = H (konfiguracja L), R, = Me
54b R, = H (konfiguracja D), R, = Me
54cR;=H, R, =Et
54dR,=H,R,=iPr

54e R, =H, R, =¢-Bu

54fR, = Me, R, = Me

Rysunek 18. Fenylowe N-aminokwasowe amidofosforany ABC

Badano takze wptyw stereochemii atomu fosforu, ktéry dla tego typu zwigzkow takze
stanowi centrum stereogeniczne. Amidofosforany N-aminokwasowe otrzymywane sg bowiem
z analogéw nukleozydow i1 aminokwaséw o zdefiniowanej konfiguracji, natomiast centrum
fosforowe jest wynikiem reakcji niekontrolowanych stereochemicznie. W efekcie uzyskuje
si¢ produkty w postaci mieszaniny diastereoizomeréw o Kkonfiguracji Rp 1 Sp.
Diastereoizomery pochodnych 54a i ¢ rozdzielono za pomoca chromatografii nadkrytyczne;j.
Pomimo ze w zaktadanym mechanizmie metabolizmu komérkowego (omoéwionego w dalszej
cze$ci obecnego podrozdziatu) reakcje z udzialem karboksyesteraz zachodza z dala od atomu
fosforu, a te z udziatem fosforoamidaz dotycza produktow posrednich, w ktorych centrum
fosforowe nie jest juz chiralne, stwierdzono bardzo duzg zalezno$¢ aktywnosci biologicznej
omawianych pronukleotydéw od konfiguracji atomu fosforu. W obu przypadkach frakcje
diastereoizomerow migrujace szybciej (,,fast”) byly o rzad wielkosci bardziej aktywne
(HIV-1, CEM) od izomerow migrujgcych wolniej (,,slow”), ale jednoczesnie byly bardziej
cytotoksyczne, co sprawito, ze ich indeksy selektywnosci byly zblizone. Co ciekawe,
mieszaniny diastereoizomeryczne wykazywaly aktywno$¢ zblizong do izomerow ,fast”,

a toksyczno$¢ podobng jak izomery ,slow”. W efekcie okazaly si¢ znacznie lepszymi
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inhibitorami HIV-1 niz wyizolowane diasterecoizomery (ich indeks selektywnosci byt 3—4
razy wWyzszy).

Dla pochodnej L-alaninowej poréwnano takze rozne warianty estryfikacji grupy
karboksylowej komponentu aminokwasowego alkoholami o rdznej zawadzie przestrzennej
(metyl, etyl, izopropyl, tert-butyl; zwiazki 54a, c—e). Stwierdzono, ze wyraznym trendem jest
spadek aktywnos$ci zwigzkOw w miar¢ wzrostu rozgal¢zienia tego ugrupowania. Np.
w przypadku HIV-1/CEM wartosci ECso wynosity odpowiednio 0,05, 0,07, 0,48 i 3,7 uM.
Natomiast cytotoksyczno$¢ w tym szeregu zwigzkow nie réznila si¢ znaczaco (CCso ~13 +4
uM). Zaréwno w kontekscie réznic w aktywno$ci epimerdw L i D, jak i zwigzkow o rdznej
zawadzie przestrzennej, interesujace jest, ze pochodna 54f, zawierajaca dwie grupy metylowe
przy atomie wegla o, miala aktywno$¢ zblizona do najaktywniejszego zwiazku 5S4a,
wykazujac przy tym praktycznie zupelny brak cytotoksycznosci dla komorek CEM (natomiast
dla komorek MT4 wszystkie zwigzki typu 54 mialty wartos¢ CCsp na poziomie kilku uM).

Analogiczny uktad grup ochronnych (O-fenyl, N-aminokwas) wprowadzono do
omawianych juz wczesniej fosfonianéw acyklicznych analogéw adenozyny, tenofowiru
(PMPA) i adefowiru (PMEA), uzyskujac amidofosfoniany, odpowiednio 55a-e i 56a-C
(Rys. 19)% 8 Podobnie jak w przypadku zwiazkéw 54, wprowadzenie aminokwasu
0 konfiguracji b (pochodne 55¢/56¢) znacznie pogorszyto aktywno$¢ zwigzkow wobec HIV-1
w stosunku do amidofosfonianow zawierajacych reszte naturalnej L-alaniny (55b/56b). Dla
zwigzku 55f, przeznaczonego do I fazy badan klinicznych, zbadano wptyw konfiguracji
atomu fosforu na aktywnos¢ (zgodnie z zaleceniami FDA w badaniach klinicznych nalezy
bada¢ poszczeg6lne stereoizomery, a nie ich mieszaniny). Diastereoizomery zostaty
rozdzielone w skali wielokilogramowej za pomoca chromatografii HPLC na chiralnej fazie
stacjonarnej Chiralpak AS, a ich konfiguracja absolutna zostata okre§lona za pomocg analizy
rentgenograficznej pojedynczego krysztatu. Podobnie jak dla pronukleotydow o strukturze 54,
jeden z diastereoizomerow (o konfiguracji Sp; 57, Schemat 10) byl o rzad wielkosci lepszym
inhibitorem HIV i wiasnie on zostal wybrany do kolejnych etapéw badan klinicznych’® ™.
Zwigzek 57 (alafenamid tenofowiru, TAF) w 48 tygodniowym badaniu porownujagcym dotad
stosowany fumaran dizoproksalu tenofowiru (TDF) 11 i TAF okazat si¢ znacznie lepszym
inhibitorem HIV w terapii HAART. Wyzsza aktywno$¢ TAF przy nizszych dawkach (25 mg
vs 300 mg)’? z jednoczesnie zmniejszong iloscia wystepowania dziatan niepozadanych
(zaburzenia czynnosci nerek) w porownaniu do TDF, to gléwne atuty tego pronukleotydu.

W roku 2015 zostat on zarejestrowany przez FDA jako sktadnik leku Genvoya'’,
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Rysunek 19. Fenylowe N-aminokwasowe amidofosforany PMPA

Kluczowym elementem wewnatrzkomorkowej aktywacji TAF w komorkach PBMC sg
dwa enzymy: lizosomalna proteaza katepsyny A i karboksyesteraza Cesl w komorkach
watroby, ktore przeksztatcajg pronukleotyd TAF w amidofosfonian 58. TAF-Ala jest
nastgpnie hydrolizowany do TFV 59 w lizosomach a nast¢pnie fosforylowany do TFVp 60
przez kinazg adenylowa (AMP). Ostatni etap to utworzenie formy aktywnej TAFpp (61)
z TAFp przy udziale kinazy NDP (Schemat. 10)"%74,

W serii tenofowiru, spo$rod pochodnych glicyny, alaniny 1 fenyloalaniny
(odpowiednio 55a, 55b i 55d) pierwsza z nich byla o rzad wielkosci gorsza od dwoch
pozostatych, dla ktérych uzyskano porownywalne, obiecujace wyniki — byly one ok. 70 razy
lepszymi inhibitorami HIV-1 i HIV-2 w komoérkach MT4 i CEM od niemodyfikowanego
tenofowiru. Dla analogicznych pochodnych adefowiru 56a i 56b uzyskano bardzo zblizone
rezultaty. Zmiana fosfoestrowej grupy fenolowej (55b) na bardziej labilng p-chlorofenylowa
(55e) spowodowata umiarkowane obnizenie aktywno$ci®® %,

Podobnie jak dla alifatycznych pronukleotydow aminokwasowych typu 48, takze
w serii estrow fenolowych zbadano wplyw dlugosci aminokwasowego tancucha
metylenowego na aktywno$¢ anty-HIV. W serii amidofosforanow d4T typu 62 (Rys. 20)
jedynie pochodna naturalnej glicyny (n = 1) wykazywata inhibicj¢ wiruséw, natomiast

pozostate zwigzki (n = 2-4) byly catkowicie nieaktywne’®.

43



N X
N KatA N SN
4
< (PBMC) - <
T e - O e )
1" o > NP O
o H (‘) \ﬁ Cesl o H 6|.| \ﬁ
(watroba) TAF-Ala
S8 hydroliza w
57 lizosomach
NH, NH,
</N | SN kinaza </N | N
H CH) N N) adenylowa (H) N N)
HO—P—-0-P g ~ HO-P™g
OH OH OH
TFV
TFVp 59
60
kinaza NDP
NH,
N X
1]
> 92 9 N"oN
HO-P-0—P-0-P g
OH OH OH
TFVpp
61

Schemat 10. Wewnatrzkomorkowy metabolizm TAF

Na zakonczenie omoéwienia N-aminokwasowych —amidodiestrow — arylowo—
dideoksynukleozydowych 46-51 chcialbym przedstawi¢ wspolny dla wszystkich tych
zwigzkow postulowany szlak metaboliczny, prowadzacy do produktow aktywnych
biologicznie (Schemat 11)%2 7>7° Po wniknigciu zwiazku do komérki, obecne w niej
karboksyesterazy hydrolizujg wigzanie estrowe w aminokwasie do anionu karboksylanowego
(zwigzek 63), ktory w wewnatrzczasteczkowym nukleofilowym ataku na atom fosforu
powoduje eliminacje¢ grupy fenolowej i utworzenie posredniej oksazafosfolidyny 67, bedacej
mieszanym bezwodnikiem wewnatrzczasteczkowym. Zwigzek ten jest nietrwaty i w wyniku
ataku czasteczki wody na atom fosforu lub karbonylowy atom wegla szybko hydrolizuje do
amidofosforanu 65 (nie zostato ustalone, ktéra ze $ciezek, A czy B, jest dominujaca’®,

natomiast wykluczono pekanie wigzania P-N 1 tworzenie przejsciowego mieszanego

44



bezwodnika o budowie acyklicznej®®). Zgodnie z tym mechanizmem uwolniona w pierwszym
etapie grupa karboksylowa dziata jako wewnatrzczasteczkowy katalizator nukleofilowy

przyspieszajacy hydrolize grupy fenolowe;.

62

Rysunek 20. Fenylowe amidofosforany d4T zawierajace wyzsze homologi ai-aminokwasow

Mechanizm metabolizmu przedstawiony na Schemacie 11 jest zgodny z badaniami in
vitro przeprowadzonymi przez grupe badawcza Luigiego Agrofoglio®? 8, ktére wykazaty,
ze O-fenylowe N-alaninowe amidofosforany AZT, d4T, 3TC, i ddA byly hydrolizowane do
amidofosforanow ddNMP 65 przez PLE (esteraze z watroby $winskiej, ang. pig liver
esterase), ktora jest czesto wykorzystywana jako model aktywnosci enzyméw
wewnatrzkomorkowych w badaniach pronukleotydéow. Analiza HPLC i MS mieszanin
reakcyjnych wykazata powstawanie amidofosforanow typu 65, nie stwierdzono natomiast
obecnosci produktow posrednich bedacych wynikiem hydrolizy wytacznie grupy metylowej
lub wytacznie grupy fenolowe;. .

W dodatkowych eksperymentach stwierdzono catkowity brak tworzenia amidoestrow
analogicznych do produktow 65, jesli substratami byly zwiazki typu 62 0 n = 2-4.
W uktadach tych produktami koncowymi byty amidofosforany z dezestryfikowana grupa
karboksylowg reszty aminokwasowej (analogiczne do zwigzkéw 63); nie zaobserwowano
natomiast hydrolizy grupy fenylowej™. Poniewaz reaktywno$é¢ ukladow, w ktérych grupa
fosforanowa tworzy pierScienie S-cztonowe jest znacznie wigksza niz gdy powstaja

85

pierscienie wicksze®* %, wynik ten jest dobrym potwierdzeniem zaproponowanego

mechanizmu.
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Schemat 11. Proponowany szlak rozpadu N-aminokwasowych amidofosforanéw arylowo —
nukleozydowych w komorce®? 8

W medium komérkowym amidofosforan 65 nie jest produktem koncowym, gdyz
ulega kolejnej hydrolizie, do ddNMP 10, prawdopodobnie katalizowanej przez
fosforoamidazy. Jak dotad nie zostalo jednoznacznie wyjasnione czy rozerwanie wigzania

PN jest katalizowane przez jedna czy kilka specyficznych fosforoamidaz® 8,

4.4.3 Diestry amidofosforanowe typu (ddNO)(R'O)P(O)NR?
(R! = tBUSATE; R? = reszta aminokwasu lub aminy)

Odmienng koncepcj¢ amidofosforandiestrow pronukleotydowych zaproponowat

Perigaud ze wspotpracownikami, zastgpujac grupe arylowa grupa S-piwaloilo-2-tioetylowa
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tBUSATE (66, Rys. 21)¥. Mialo to na celu ominigcie problemu matej mozliwosci
manewrowania resztami aminokwasowymi w omoéwionych powyzej amidofosforanach
arylowych, ktorych aktywno$¢ biologiczna byta silnie uzalezniona od struktury tego
komponentu i w praktyce byta ograniczona do pochodnych L-alaniny (Schemat 12, Sciezka A;
por. Schemat 11). Obecno$¢ grupy SATE otwierata alternatywna $ciezk¢ metabolizmu
zwigzang z eliminacja tej grupy w obecnosci karboksyesteraz (Schemat 12, $ciezka B).
O powstajagcych w takim wypadku przejsciowych amidofosforanach monoestrowych 65
(Schemat 11) wiadomo juz bylo, ze w obecnosci enzymoéw komodrkowych ulegaja hydrolizie

do monoestrow 10.

O (0]
)L ﬁ )k ﬁ
—pP— ——P——O0AZT
tBu S/\/O T OAZT 5, S/\/O | ©
RK R
R’ N “co,Me
66a n=1R=R'=H 67a R=-NHiPr
66b R=H,R'=Me 67b -NHPh
66¢ R =H, R'=CH,Ph 67c — >
66d R =H, R'=CH,PhOH
66e R =H,R'=CH,0TBDMS
66f R=H,R'=CH,Ac
66g R=CH; R'=H
66h R=CH; R'=CH;4

66i n=2R=R'=H
66j n=3R=R'=H

Rysunek 21. Amidofosforany AZT zawierajace grupe tBUSATE

W celu zbadania wplywu modyfikacji reszty aminokwasowej na aktywnos$¢
otrzymano seri¢ pochodnych AZT typu 66 (w formie mieszanin P-diasteroizomerow)
niosacych rozne tancuchy boczne, o réznej konfiguracji i réznej odlegtosci miedzy grupa
aminowa a karboksylowa. Ich zdolno$¢ do inhibicji wirusa HIV-1 zostala przebadana na
trzech r6znych liniach komorkowych CEM-SS, MT4 | CEM/TK™, a jako zwigzki odniesienia

uzyto wyjsciowego nukleozydu AZT i alaninowego pronukleotydu fenylowego 51a (Rys. 15).
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Okazato si¢, ze aktywnos$ci wszystkich badanych zwigzkow w komorkach MT4
I CEM-SS byly wysokie, w wigkszosci porownywalne ze zwigzkiem 51a (ECso = 0,05 uM
dla CEM i 0,34 uM dla MT4) i nieznacznie nizsze od AZT (ECso = 0,006 uM dla CEM
i 0,017 uM dla MT4). Szczegdlnie silng inhibicje wirusa w komérkach CEM stwierdzono dla
pochodnych 66f i, co ciekawe, 66j (ECso = 0,006-0,007 uM). Zwigzek 66f byt tez bardzo
aktywny w komorkach MT4 (ECso = 0,05 uM). Sa to wyniki catkowicie odmienne od
uzyskanych dla analogdw arylowych 51-62. Zwlaszcza wysoka aktywno$¢ amidofosforanu
zawierajacego reszte kwasu 3-aminopropanowego (66j) $wiadczy, ze rzeczywiscie uzyskane
zwigzki metabolizowane sg poprzez eliminacje¢ grupy SATE.

Stosunkowo duzg aktywno$¢ zwiazkéw 66 zaobserwowano tez w komodrkach
z deficytem kinazy tymidynowej (w ktorych AZT nie jest zdolny do inhibicji HIV), gdzie
warto§¢ ECsp miescita si¢ zwykle w granicach 1-5 uM — byto to zgodne z oczekiwanym
pronukleotydowym charakterem badanych zwigzkow. W ukladzie tym zwigzek
66f (najaktywniejszy w komorkach dzikich) okazat si¢ by¢ najstabszym inhibitorem wirusa
(ECs0 = 16 uM), co sugeruje, ze ulegat on znaczacej defosforylacji do wolnego AZT.

(0]

tBu S (e} B | |
| | karboksyesteraza o P OAZT

B - |

O——P——O0AZT

eliminacja SATE R NH
MeO,C NH
karboksyesteraza/—*J >< Ry CoO"
R1 R2 65
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karboksyest .
A arboksyesteraza fosforoamidazy
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tBu S o karboksyesteraza o
| | eliminacja SATE | |
O——P——OAZT > ‘O—P——OAZT
lub fosfodiesteraza
(o} (o}
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Schemat 12. Mozliwe mchanizmy hydrolizy amidofosforanow tBuSATE
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Zgodnie z postulowanym mechanizmem metabolizmu przedstawionym na Schemacie
12, obecnos$¢ reszty aminokwasowej nie jest konieczna dla efektywnego dziatania
pronukleotydowego amidofosforanow SATE 1 mozna je =zastagpi¢ innymi grupami
amidowymi. Do badan w tym kierunku wykorzystano amidofosforany tBuSATE typu 67,
w ktorych aminokwas zostal zastapiony przez proste aminy: alifatyczng (67a), aromatyczng
(67b) i alicykliczna (67c). Okazato si¢, ze zwiazki te nie tylko nie ustgpuja aktywnoscia
amidofosforanom aminokwasowym typu 66, ale w niektorych uktadach je przewyzszaja (67b:
ECso = 0,005 uM/CEM; 67a: ECso = 0,75 uM/CEM/TK"). Pochodna izopropyloaminy (67a)
wykazata najwyzsza aktywno$¢ w komorkach CEM/TK™ (ECso= 0,75 puM), w petni
potwierdzajac spekulacje teoretyczne. Ze wzgledu na mozliwosci modyfikowania grup
aminokwasowych w amidofosforanach tBuSATE lub tez ich zastapienie réznymi aminami
arylowymi czy alkilowymi, istnieje duzy potencjal dostosowywania wiasciwosci

farmakokinetycznych tych zwigzkow do wybranych celéw terapeutycznych.

4.4.4 Diestry amidofosforanowe typu (ddNO)(R*O)P(O)NR?
(R® = [utleniacz]; R? = chloroalkil)

Od potowy lat 90. XX wieku R.F. Borch rozwija koncepcje pronukleotydow typu 68,
zawierajacych trwale chemicznie estrowe grupy ochronne, np. nitrofurylowa lub
naftochinylowa, ktore po wniknieciu do komodrki powinny by¢ redukowane przez obecne tam
reduktazy i eliminowane (Schemat 13)8-1,

W zaproponowanym mechanizmie w wyniku tej transformacji amidowa grupa
chloroalkilowa staje si¢ niestabilna (zwigzek 69) i w reakcji wewnatrzczasteczkowej tworzy
czwartorzgdowg grupe 1-metylotetrahydrofuran-1-ylowa (zwigzek 70), ktora jako dobra grupa
odchodzaca jest szybko podstawiana czasteczka wody. W efekcie powstaje nukleotyd typu
10. Badania nad tego typu prolekami ukierunkowane byly na terapi¢ nowotwordw,
a uzyskane zwigzki jako komponent nukleozydowy zawieraty reszte 5-fluoro-2'-
deoksyurydyny. W testach inhibicji syntetazy tymidylanowej zwigzek 68a mial profil
aktywnos$ci bardzo zblizony do macierzystego nukleozydu, co wyjasniono jego bardzo
szybkim rozkladem chemicznym do nukleotydu (ktéry nastgpnie ulegat prawdopodobnie
takze szybkiej defosforylacji) w badanych warunkach. Natomiast zwigzek 68b byt ok. 2x
mniej aktywny od 68a i FudR w komorkach TK', natomiast wykazywal stosunkowo
niewielki spadek aktywnosci w komorkach TK™, co $wiadczylo o jego charakterze

pronukleotydowym i byto zgodne z postulowanym mechanizmem.
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Schemat 13. Postulowany mechanizm metabolizmu amidofosforanéw podatnych na dziatanie

reduktaz

4.4.5 Monoestry amidofosforanowe typu (ddNO)P(O2)NR
(R = reszta aminokwasu lub aminy)

W niektorych z przedstawionych powyzej strategiach pronukleotydowych zwiazkiem
posrednim byly monoestrowe amidofosforany typu 65. Zwiazki tego typu (z zablokowana
grupg karboksylowa) zostaty takze przebadane jako takie w kierunku wykorzystania ich jako
pronukleotydy. Bylo to podejscie niezgodne z wczesniejszymi zatozeniami koncepcji

pronukleotydowej, przyjmujacymi, ze przez bton¢ komodrkowa moga skutecznie migrowaé
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jedynie pochodne z w pelni blokowang grupg fosforanowa. Autorzy prac oczekiwali jednak,
ze zjonizowana reszta fosforanowa polepszy rozpuszczalno$¢ w wodzie i zwigkszy stabilnos¢
hydrolityczng w osoczu, a przenikanie przez blon¢ komodrkowa bedzie wystarczajace dzigki
hydrofobowym resztom dideoksynukleozydu 1 blokowanego aminokwasu. Nalezy tez zwrocié
uwagg, ze kwas amidofosforowy jest znacznie stabszy od kwasu fosforowego, co oznacza,
ze wigkszy jego odsetek znajduje si¢ w formie obojetnej, sprotonowanej. Istotng zaleta
monoestrow amodofosforanowych jest brak centrum stereogenicznego na atomie fosforu,
dzigki czemu znika problem P-diastereoizomerow.

Pionierem tych badan byl C.R. Wagner ze wspotpracownikami®? 77 929
Zaprojektowali oni i otrzymali aminofosforany AZT i ddA zawierajgce reszty aminowasowe
z grupa karboksylowa blokowana jako ester (71), a takze jako amid (72; Rysunek 22)77: 93 %,
Dla pochodnych AZT okreslono lipofilowos¢, ich wspotczynniki podziatu oktanol-woda
(log P) oscylowaly wokot —1,5, co oznaczalo wprawdzie znaczacy wzrost hydrofilowosci
w stosunku do AZT (log P = 0,2), ale nie wykluczato migracji przez btong. W kazdej serii
badano wptyw struktury i konfiguracji lancucha bocznego reszty aminokwasowej na
aktywnos$¢ anty-HIV 1 cytotoksyczno$¢, przy czym dla pochodnych AZT do badan wiaczono
komorki raka piersi w celu oceny potencjalnych mozliwosci wykorzystania amidofosforanéw

711 72 w terapii nowotworow®.

O o

HN——P——0ddN

R R HN——P——0ddN
o 9 hoO
MeO o MeHN 0
71a-j 72a-j
ddN = AZT: ddN = ddA:
a R = L-3-indolil-CH, h R = L-3-indolil-CH,
b R = D-3-indolil-CH, i R =L-PhCH,
¢ R=1-PhCH, jR=L-Me
d R = D-PhCH,
e R=L-Me
fR=1L-iPr
g R=L-iBu

Rysunek 22. Amidofosforanowe monoestry AZT i ddA
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Badania biologiczne przeprowadzono gtéwnie na liniach komoérkowych PBMC
zainfekowanych wirusem HIV-1. Pochodne ddA 71h i 71i wykazywaly zwykle aktywno$é
zblizong do macierzystego nukleozydu, natomiast zwigzek 71j i wszystkie amidy 72 byty
o ok. rzad wielko$ci mniej aktywne. W przypadku amidoestréw AZT (ECso = 0,007 uM dla
wolnego AZT) wyniki byly mniej obiecujace, jedynie pochodna L-alaniny 71le
I D- fenyloalaniny 71d miaty ECsg ponizej 0,1 mM. Intrygujaca byta bardzo niska aktywnos¢
estrowej pochodnej L-fenyloalaniny 71c, zwlaszcza, ze zaréwno jej wspomniany wyzej
epimer D (71d) i wersja amidowa (72c) nalezaty do grupy zwigzkow najaktywniejszych.
Co wigcej, w komorkach CEM ta sama estrowa pochodna L-fenyloalaniny 71c byta bardzo
dobrym inhibitorem HIV-1 (aktywno$¢ na poziomie wolnego AZT). Poza wymienionymi
pochodnymi, roznice aktywnosci w komorkach PBMC byly stosunkowo niewielkie, nie
wida¢ byto ani wptywu konfiguracji wegla o, ani typu zabezpieczenia grupy karboksylowej
(jako estry 71 lub amidy 72). Wskazuje to, ze za tworzenie AZTMP z badanych zwigzkow
odpowiada hydrolaza amidofosforanowa (nie zostala ona jednak zidentyfikowana), a nie
odblokowanie  grupy  karboksylowej i  nastegpujaca po nim  katalizowana
wewnatrzczasteczkowo hydroliza chemiczna wigzania P-N w amidofosforanie 71. Hydrolizie
katalizowanej fosforoamidaza ulega¢ moga prawdopodobnie rownie skutecznie zaréwno
pronukleotydy 71/72, jak i czeSciowo odblokowane produkty przejsciowe 65 (Schemat 14,
por. Schematy 11/12). Zaden z badanych zwiazkéw nie wykazywal cytotoksycznosci (CCso
>100 uM) wobec komérek PBMC i CEM (natomiast dla wolnego AZT w komodrkach CEM
stwierdzono CCso = 14 uM)’" %8, co czyni je obiecujacymi obiektami do dalszych badan.

Skutecznos¢ antyrakowa aminokwasowych amidofosforanomonoestrow 71 i 72 byta
testowana na komorkach nowotworowych MCF-7 (raka piersi)®. W przeciwienstwie do
aktywnos$ci antywirusowej, cytotoksyczno$¢ wobec MCF-7 byta silnie uzalezniona od
struktury i stereochemii tancucha bocznego, cho¢ jedyna widoczna regularnoscia byt brak
aktywno$ci pochodnych D-aminokwasow. Najlepsze wyniki uzyskano dla pochodnych
L-tryptofanu 71a i 72a, ktorych CCso wobec MCF-7 wyznaczono jako odpowiednio 0,059
1 0,016 uM. Jak juz wspomniano, wobec komorek CEM zwigzki te sa nietoksyczne.

Na Schemacie 14 przedstawiono prawdopodobny metabolizm amidofosforanow
nukleozydowych zgodny z koncepcja pronukleotydowa. Nie mozna jednak wykluczy¢,
ze zwigzki te s3 pronukleozydami 1 sg hydrolizowane przez fosfatazy do

dideoksynukleozydow, ktére nastgpnie sg fosforyzowane przez odpowiednie kinazy do
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monofosforanow. Standardowa procedurg weryfikacji charakteru pronukleodydowego
zwigzkow sg badania ich aktywnosci w komodrkach TK™. Sg to jednak procedury trudne i nie
zawsze dajace jednoznaczne wyniki. W badaniach mechanistycznych metabolizmu
amidofosforanow typu 71 w ekstraktach komérkowych CEM i PBMC, wykorzystana zostata
odmienna metoda, bazujagca na badaniu sktadu izotopowego (HPLC-ESI"-MS/MS)
metabolitow pochodnej 71a, w ktorej fosforylowy atom tlenu zostat zastagpiony izotopem 80
(Schemat 15)%.
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Schemat 14. Mechanizm rozpadu amidofosforano monoestrow do ddNMP

W przypadku PBMC wewnatrzkomérkowy poziom 80-AZTMP utrzymywal staly
warto$¢, a AZT byl wykrywany jedynie w minimalnym stezeniu. Jednoczes$nie stosunkowo
wolno rosto stezenie °0-AZTMP. Wynika z tego, ze rzeczywiscie ma tu miejsce mechanizm

pronukleotydowy (Sciezka A), a AZT powstajagcy stopniowo w wyniku defosforylacji
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BO-AZTMP (iciezka C) jest szybko fosforylowany do '°0-AZTMP. Z eksperymentu nie
wynikatl znaczacy udziat drogi B. W komodrkach CEM kinetyka procesu byta inna.
180-AZTMP powstal wprawdzie poczatkowo w poréwnywalnej ilosci jak w PBMC, lecz jego
stezenie szybko spadlo z jednoczesnym wzrostem ilosci AZT i *O-AZTMP. Wynika to
prawdopodobnie z wysokiej aktywnosci 5'-nukleotydazy w tych komorkach, generujacej
nukleozyd z obu form AZTMP (380 i 1°0). Podobnie jak dla komérek PBMC, droga B nie
byta prawdopodobnie istotna. W komorkach CEM badany zwigzek 71a dziatal wiec jako
pronukleotyd, ale jedynie w do$¢ ograniczonym stopniu, a gléwny szlak metaboliczny

przebiegal z udziatem nukleozydu.

180
A
HO——P——O0AZT
NH H,0 tryptofan 18 |C|)
o \ j > O——P——O0AZT
CHay-indoil fosforoamidaza |
o
OMe 180-AZTMP
180-71a
5'-nukleotydaza
B
H,O \ o H,0
fosfataza
180-amidofosforan 180)_p.
tryptofanu I
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kinaza tymidynowa
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AZT - |

5'-nukleotydaza

o
160.AZTMP

Schemat 15. Sciezki metaboliczne amidofosforanu 2O-71a.

W dotychczasowych rozwazaniach mechanizmu metabolizmu prolekow opartych
o blokowane fosforany dideoksynukleozydéw brano pod uwage ich dziatanie jako
pronukleotydy (czyli zwigzki generujace odpowiednie 5'-fosforany dideoksynukleozydow),
ewentualnie jako pronukleozydy (czyli zwigzki uwalniajgce dideoksynukleozydy). W latach
2007/2008 Piet Herdewijn ze wspdipracownikami opublikowali natomiast prace wskazujace,

ze niektére aminokwasowe amidofosforany nukleozydow moga shuzy¢é bezposrednio,
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w niezmienionej formie, jako substraty odwrotnej transkryptazy HIV i innych polimeraz
DNA, konkurujac z naturalnymi NTP. Reszta aminokwasowa staje si¢ woOwczas grupa
odchodzaca (zamiast pirofosforanu, powstajacego gdy substratami sa NTP), a nukleotyd
zostaje wlaczony do syntetyzowanego taficucha DNA (Schemat 16)%7-°.

Powyzsze badania prowadzono wprawdzie na pochodnych naturalnych nukleozydow,
mozna jednak spekulowaé, ze podobny mechanizm moze dotyczy¢ takze
dideoksynukleozydéw. Miatoby to bardzo istotne konsekwencje, gdyz zwiagzki tego typu
dziatalyby — przynajmniej cze¢$ciowo — jako leki, a nie jako proleki. Pozgdana bytaby ich
wysoka trwatos$¢, nie tylko chemiczna, ale i enzymatyczna. Hydroliza enzymatyczna, ktéra
jest kluczowym elementem w strategii pronukleotydowej, stataby si¢ zbedna, a by¢ moze
nawet niepozadana. W efekcie w fazie projektowania potencjalnych inhibitoréw wirusowe;j
RT nalezatoby skupia¢ si¢ na zdolno$ci tego enzymu do wiaczania danego zwigzku do DNA.
Herdewijn zauwazyt znaczace roznice pomiedzy amidofosforanami niosgcymi rézne reszty
aminokwasowe 1 przedyskutowal ten fakt w kontek$cie dopasowania sterycznego
i elektronowego do miejsc aktywnych enzymow oraz jakosci grupy odchodzacej, wyjasniajac
w ten sposob szczeg6lnie dobre wlasciwosci substratowe amidofosforanowych pochodnych

kwasu L-asparginowego.

(0] O
"O——P——0-[nukleozyd] "O——P——0-[nukleozyd]
NH NH
(0] (@)
R R
OH OH
btona komoérkowa
odwrotna NH,
transkryptaza
(0]
R
OH
ﬁ
M o— F|’ ——O-[nukleozyd]
o

Schemat 16. Amidofosforany nukleozydow jako substraty RT

55



Podsumowujac te sekcje mnalezy zwroci¢ uwage, ze wszystkie omowione
amidofosforanomonoestry dideoksynukleozydow wykazywaly inhibicje przeciwwirusowa,
a w niektorych przypadkach takze przeciwnowotworowa; moga wigc one staé si¢
wartosciowymi narzedziami molekularnymi w walce z HIV 1 rakiem. Mechanizm ich
dziatania nie jest do konca poznany, a sytuacj¢ skomplikowaty dodatkowo niedawne wyniki
Herdewijna, wskazujace na mozliwos¢ wystgpowania zupelnie odmiennej aktywnosci
biologicznej. Dlatego uwazam te¢ klase inhibitorow RT za szczegdlnie ciekawag i wartg

dalszych badan.

4.5 Fosforanodiestry zawierajace grupy lipofilowe

Jednym z pierwszych podejs¢ majacych na celu zwigkszenia efektywnosci lekow
nukleozydowych bylo przeprowadzenie ich w fosforanoestry zawierajacych grupe silnie
lipofilowa, np. pochodne cholesterolu (73, Rys. 23)!%, dhugi tancuch alifatyczny (74)'%, czy
tez pochodne fosfatydyloglicerolu zestryfikowanego wyzszymi kwasami thuszczowymi (75)®

102,103 Iyb niosacego dtugie tancuchy alifatyczne zwigzane eterowo i tioeterowo (76)4,

(CH),CH3
6) O o) (CH2)ZCH3 S(CHy)11CH3
0—§ O(CH,)gCH3
R ) o)
HO 7 CHCHy 9 9 Q
O—F|>—O5'Nu o—F|>—o5'Nu o—||>—05'Nu O—P’—OSNU
le} o} e} (')-
73 74 75 76

Rysunek 23. Fosforanodiestry niosgce grupy lipofilowe

Wprowadzenie grupy lipofilowej mialo na celu umozliwienie przenikania zwigzkoéw
przez btong komorkowa, natomiast dzieki zjonizowanej reszcie fosforanowej byty one nadal
rozpuszczalne w wodzie. Zaktadano, ze we wnetrzu komodrek fosfodiesterazy uwolnig
pozadany monoester dideoksynukleozydu. Zwigzek ten rzeczywiscie byt generowany, jednak
w wypadku zwigzkoéw z tancuchem alifatycznym typu 74 mechanizm okazat si¢ by¢ bardziej
skomplikowany — tancuch boczny jest stopniowo utleniany i skracany o dwa atomy wegla
w peroksysomach az do catkowitej degradaciji’®. Diestry z grupami lipofilowymi badano

zarowno jako potencjalne leki przeciwnowotworowe, jak 1 antywirusowe. W testach
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biologicznych badane pochodne AZT i d4T byly jednak zazwyczaj mniej lub tak samo
aktywne jak wyjsciowe nukleozydy i1 sa one zazwyczaj uwazane jako stabe nos$niki
nukleotydow terapeutycznych®*. Tym niemniej zwiazek typu 74 (n = 17, Nu = arabinoza)
zostal zatwierdzony przez FDA jako lek przeciwbiataczkowy, a pochodna 76 AZT (tidoksil
foziwudyny) w fazie II badan klinicznych wykazata lepsze wtasciwosci farmakologiczne niz
sam AZT®; byta ona tez badana jako lek weterynaryjny przeciwko zakazeniom kocim
wirusom niedoboru odpornosci (FIV)!%’. W badaniach w komoérkach CEM stwierdzono,
ze pochodne AZT typu 76 ulegaja hydrolizie enzymatycznej do AZTMP 1 eteru/tioeteru

glicerolu; wykazuja wiec charakter pronukleotydowy?%,

W powyzszy nurt wpisuja sie hiedawne badania grupy Herdewijnal® nad
fosfolipidowymi diestrami d4T, d4A i ddC niosgcymi reszty kwasow (+/-)-o-
hydroksystearynowego i (+/-)-B-hydroksystearynowego (77, Rys. 24).

R, =~(CH,),sCH;, R, =-COONa,  X~Y = CH,=CH,, B =Thy, 77a
R, = ~(CH,),,CH;, R, =-CH,COONa, X~Y = CH,=CH,, B = Thy, 77b
R, =~(CH,),sCH;, R, =-COONa,  X~Y = CH,=CH,, B = Ade, 77c
R, =~(CH,),sCH;, R, =-COONa,  X~Y =CH,-CH,, B=Cyt, 77d

Rysunek 24. Lipofilowe fosforanodiestry badane przez grupe Herdewijna®

Otrzymane fosfodiestrowe pochodne dideoksynukleozydow byty testowane na
aktywno$¢ wobec wirusow HIV-1 i HIV-2 w komorkach MT-4, CEM/0 oraz CEM/TK".
Pochodna d4T z reszta a-hydroksykwasu (77a) hamowata namnazanie wirusa HIV-1 i HIV-2
w komorkach MT4 (na poziomie zblizonym do AZT), ale nie w komdrkach CEM, natomiast
w uktadzie B-hydroksykwasu (77b) aktywnos¢ byla znacznie stabsza. Dla pochodnej ddC
(77d) wszystkie wyniki byly gorsze w poréwnaniu z wyjsciowym nukleozydem.
W przypadku fosforanu d4A (77c) aktywno$¢ byta znacznie wyzsza (ok. 500x) od
macierzystego nukleozydu. Byto to dos$¢ intrygujace, gdyz sama d4A jest bardzo stabym

inhibitorem HIV. Autorzy spekuluja, ze wyjatkowo korzystne wlasciwosci przeciwwirusowe
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pochodnej 77¢ mogly wynikaé¢ z jej szczegdlnej podatno$ci na hydroliz¢ enzymatyczng

w komorkach.

4.6 Podsumowanie

Opisane — z konieczno$ci w syntetyczny sposob — w czesci literaturowej réznorodne
podejécia do otrzymania pronukleotydow terapeutycznuch obrazuja skale problemow,
z jakimi trzeba si¢ zmierzy¢ w celu uzyskania produktu farmaceutycznego o wiasciwosciach
na tyle interesujacych, aby mogl sta¢ si¢ kandydatem do badan klinicznych. Pomimo
otrzymania i zbadania bardzo duzej liczby potencjalnych pronukleotydéw anty-HIV, sa one
ciggle na etapie badan i caly czas opracowywane sg nowe koncepcje uzyskania pochodnych
0 lepszych parametrach. Omoéwione przyktady przedstawiaja kilka reprezentatywnych
strategii modyfikacji grupy fosforanowej (diestry, triestry, amidoestry, amidodiestry), ktore
niosa roznego typu grupy ochronne. Grupami maskujagcymi moga by¢ zardwno proste grupy
alkilowe 1 arylowe, jak i1 grupy rozbudowane, niosace rézne grupy funkcyjne. Pozwala to na
kontrolowanie i sterowanie wlasciwosciami fizykochemicznymi (takimi jak rozpuszczalnosé,
zdolno$¢ do biernego przenikania przez membrany lipidowe lub stabilno$¢ chemiczna) oraz
biochemicznymi 1 biologicznymi (np. podatno$cia na degradacj¢ enzymatyczna,

metabolizmem, aktywno$cig antywirusowa czy cytotoksyczno$cig).
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VI. WYNIKI | DYSKUSJA

1.Wprowadzenie

Podejmujac  studia  doktoranckie =W  Pracowni  Analogow  Nukleotydow
I Oligonukleotydow (obecnie Zaktad Chemii Kwasoéw Nukleinowych) IChB, wlaczytem si¢
w prace nad nowymi analogami nukleotydéw typu amidofosforanow. Jak opisano to szerzej
W czesci literaturowej, badania monoestrow amidofosforanowych jako potencjalnych
pronukleotydow o aktywnosci antywirusowej zainicjowal w roku 1997 Carston R. Wagner®?,
Pochodne zaproponowane przez grupe Wagnera zawieraly W czgéci amidowej blokowane
reszty aminokwasowe, a ich wysoka aktywnos$¢ anty-HIV byta raczej zaskakujgca w $wietle
pierwotnej koncepcji pronukleotydowej, zgodnie z ktora dazono do calkowitej eliminacji
tadunku z reszty fosforanowej w celu ulatwienia przenikania przez btony komorkowe.
W amidofosforanach zaprojektowanych w zespole A. Kraszewskiego (IChB PAN) grupa
amidowa miata inny charakter — do ich konstrukcji wykorzystane zostaly bowiem aminy
aromatyczne. Wybor tego typu uktadow byl kontynuacja wcze$niejszych badah nad
potencjalnymi  pronukleotydami  zawierajacymi ligandy aromatyczne!*13,  Wisrod
przebadanych zwigzkow szczegdlnie wysokg aktywnos$¢ anty-HIV (ECso = 0,001 pM)
i jednocze$nie bardzo niska cytotoksycznos¢ (CCso nie zostalo osiagnigte nawet przy
maksymalnych  stezeniach) wykazaly pochodne AZT zawierajace ugrupowania
(N-pirydylo)amidofosforanowe. W publikacjit!® i patencie’'! bedacych efektem tych prac
opisano wszystkie trzy mozliwe izomery tego typu pochodnych AZT, tj. zwigzki zawierajace

reszte 2-, 3- i 4-aminopirydyny:

?%HN_?_% g%
e e 'TQ
3R AN D ANe t

Rysunek 25. Struktury (N-pirydylo)amidofosforanow AZT

*W numeracji amidofosforanéw typu 78 oznaczenia literowe wskazuja typ 2',3'-dideoksynukleozydu (duze litery
A-E) i aminy heteroaromatycznej (mate litery a—p). Zob. Rys. 30, s. 65.
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Amidofosforany te wydaly mi si¢ szczegélnie interesujace, gdyz oprdcz bardzo
obiecujacych  parametréw  biologicznych, maja one szereg korzystnych cech
fizykochemicznych, takich jak wysoka trwalo$¢ chemiczna, odporno$¢ na degradacje
enzymatyczng | dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie. Ta ostatnia cecha utatwia aplikacje
w uktadach zywych i umozliwia transport w srodowisku fizjologicznym, a odporno$¢ na
hydroliz¢ enzymatyczng gwarantuje dotarcie zwiazku do wngtrza komorki w formie
niezmienionej, gdzie moga zosta¢ przeksztalcone do reaktywnych metabolitow (przede
wszystkim 5'-trifosforanu AZT). Co wazne, dla zwigzkow tych zostaly wykonane badania
toksykologiczne na modelach zwierzecych, ktore dowiodty ich niskiej szkodliwosci.

Warto tu zwrdci¢ uwage na lipofilowo-hydrofilowy charakter zwigzku chemicznego
badanego w kontekscie zastosowan medycznych. Jest on bowiem niezwykle istotny dla
aktywnosci biologicznej substancji chemicznej: powinien by¢ zrownowazony, W taki sposob,
aby dana substancja byta dobrze rozpuszczalna w wodzie, ale jednoczes$nie musi mie¢ ona jak
najlepsza zdolno$¢ do przenikania przez lipidowe blony komodrkowe. (N-Pirydylo)-
amidofosforanowe pochodne AZT s3 dobrze rozpuszczalne W wodzie (czyli sa one
hydrofilowe), a jednoczesnie ich wysoka aktywnos$¢ anty-HIV $wiadczy o skutecznym
pokonywaniu btony komorkowej, a wigc o lipofilowosci. Te dwie przeciwstawne cechy
mozna wytlumaczy¢ wystepowaniem zwigzku w uktadzie rownowagowym, W ktorym jedna
forma jest bardziej hydrofilowa, a druga bardziej lipofilowa. Realnym w warunkach
fizjologicznych, bardzo szybkim uktadem tego typu jest rownowaga kwasowo-zasadowa.
Omawiane zwigzki charakteryzuja si¢ obecnoscig az trzech potencjalnych miejsc
protonowania fragmentu amidofosforanowego zawierajacego heterocykliczny pierscien
aromatyczny z atomem azotu. Przedstawi¢ to mozna na przyktadzie pochodnej [N-(pirydyn-4-

-ylo)]Jamidofosforanowej AZT:

78A;¢ 78A;cH (I)
o [

=\ 0 = 1
H 1

N N—P—OAZT == |\ N*—P—OAZT
Q | Ql |
OH H Os.
78A;cH (I1) 78A;cH (1)

Rysunek 26. Mozliwe formy tautomeryczne proponowanego [N-(pirydyn-4-ylo)Jamidofosforanu AZT
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Forma anionowa 78A;c jest przypuszczalnie forma najlepiej rozpuszczalng w wodzie.
Sposrdod trzech form protonowanych 78A;cH (1), (I1) i (111), ktorych udziat w warunkach
fizjologicznych mozna uzna¢ za prawdopodobnie znaczacy, najwyzszej lipofilowosci mozna
oczekiwaé dla obojetnej elektrycznie formy (111). Wiasciwosci form zwitterjonowych (1)
i (I1) sg trudniejsze do przewidzenia. Za szczegdlnie korzystng energetycznie nalezy uznad
formg (1), w ktorej zarowno tadunek ujemny, jak i dodatni sg zdelokalizowane. Wielo$¢
protonowanych form tautomerycznych i mezomerycznych prowadzi¢ powinna do
przesuwania rownowagi W kierunku zwigzku protonowanego, a W efekcie do podwyzszenia
jego pKa do poziomu umozliwiajacego efektywne protonowanie W warunkach
fizjologicznych.

W mojej ocenie amidofosforany heteroaromatyczne mozna uznaé za bardzo ciekawe
zwiazki, zarowno od strony fizykochemicznej, jak i biochemicznej, a w dalszej perspektywie,
by¢ moze takze medycznej. Uwage moja zwrdcit fakt, ze omowione powyzej amidofosforany
N-pirydylowe nie sa jedynymi amidofosforanami heteroaromatycznymi tego typu. Poza
bowiem trzema aminopirydynami znanych jest wiele innych amin heterocyklicznych i — co
wazne — sa one tatwo dostepne handlowo. Stwarzalo to mozliwos¢ prawdopodobnie
stosunkowo tatwego uzyskania catej gamy nowych pochodnych amidofosforanowych AZT
i innych 2',3'-dideoksynukleozydow, w ktorych aromatyczny fragment amidowy bylby
W rozny sposob rozbudowywany i modyfikowany dla uzyskania zréznicowanych whasciwosci
nie tylko hydrofilowo-liopofilowych, ale takze kwasowo-zasadowych, ze zmienionym
rozktadem tadunkow czy niosacych zawade przestrzenna.

Ze wzgledu na ztozono$¢ procesu transportu transblonowego i przeksztatcenia do
formy aktywnej jonowych prolekow nukleotydowych, trudno jest przewidzie¢ wptyw danej
modyfikacji na aktywnos$¢ produktu. Z tej przyczyny do badan swoich wiaczylem trzy grupy
strukturalnie i elektronowo zréznicowanych amin heterocyklicznych: aminochinoliny,

aminocyjanopirydyny i aminotiazole.

(a) [N-(Chinolinylo)]amidofosforany 2',3'-dideoksynukleozydéw

Opisane w pracy Kraszewskiego i wspotpracownikow pochodne (N-pirydylo)-
amidofosforanowe majg szereg korzystnych cech i sg niewatpliwie atrakcyjnymi kandydatami
na leki zwalczajace wirusy HIV (a by¢ moze takze inne retrowirusy). Mozna jednak postawic¢
tezg, ze mozliwe jest podwyzszenie aktywnosci biologicznej tego typu zwiazkéw poprzez

zastosowanie struktur silniej lipofilowych — aminochinolin, ktére r6znig si¢ od aminopirydyn
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dodatkowym, skondensowanym pierscieniem benzenowym. Warunkiem koniecznym do
antywirusowych zastosowan tego typu bardziej lipofilowych analogéw jest zachowanie
dobrej rozpuszczalnosci w wodzie.

Jako substraty aminowe w tej grupie wybralem osiem izomerycznych zwigzkow
79d-k (amina 4-AC nie jest izomerem pozostatych zwigzkéw W $cistym znaczeniu tego

stowa, gdyz zawiera dodatkowa grupe metylowa w pozycji 2):

NH,
= = P
N~ “NH, N N

2-AC (79d) 3-AC (79¢) 4-AC (79f)
2-aminochinolina 3-aminochinolina  4-amino-2-metylo-
chinolina
NH,
@@ 0 P
P = Pz
N N N
NH,
5-AC (799) 6-AC (79h) 8-AC (79i)
5-aminochinolina 6-aminochinolina 8-aminochinolina
NH,
X X
N N
NH,
1-AlC (79j) 5-AlC (79k)

1-aminoizochinolina 5-aminoizochinolina

Rysunek 27. Aminochinoliny i aminoizochinoliny wykorzystane w pracy

W zestawie tym znajduje si¢ szes¢ aminochinolin i dwie aminoizochinoliny, przy
czym Ww czterech zwigzkach grupa aminowa jest przylaczona do pierécienia
heterocyklicznego, a w pozostatych do pierscienia benzenowego. Cztery aminy, 2-AC, 4-AC,
5-AC i 1-AIC maja mozliwos¢ szczegdlnie korzystnej delokalizacji tadunku z udziatem
egzocyklicznego atomu azotu. Jednoczesnie w zwiagzkach 2-AC, 8-AC i 1-AIC obydwa atomy
azotu potozone sa W swoim bezposrednim sgsiedztwie. Oczekiwa¢ mozna, ze duze

zroznicowanie steryczne i elektronowe amidofosforanow otrzymanych z przedstawionych
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powyzej aminochinolin da wskazowki co do kierunku, w ktérym nalezy podazaé

W poszukiwaniu zwigzkow o najwyzszej aktywnos$ci przeciwwirusowe;.

(b) [N-(Cyjanopirydylo)]amidofosforany 2*,3'-dideoksynukleozydéw

Inny kierunek mozliwych modyfikacji pierscienia pirydynowego, to wprowadzenie
dodatkowego podstawnika zmieniajagcego charakter elektronowy zwigzku. Uwage moja

zwrocity aminocyjanopirydyny 791-m:

Ng
Ay
C P | AN NH2
AN | =
N7 NH, N
6-ACPy (791) 5-ACPy (79m)

6-amino-3-cyjanopirydyna  5-amino-2-cyjanopirydyna

Rysunek 28. Aminocyjanopirydyny wykorzystane w pracy

Poniewaz grupa cyjanowa znacznie obniza zasadowos$¢ pierScienia pirydynowego,
mozna spodziewaé si¢, ze podstawniki cyjanowe zmienig wyraznie kwasowos$¢ docelowego
amidofosforanu, a jednoczesnie wptywaé beda na jego stabilno$¢ chemiczng. Takze dla tej
grupy zwigzkoéw zroéznicowane potozenie podstawnikdw moze pozwoli¢ na uzyskanie
informacji o wptywie czynnikow przestrzennych i elektronowych na wiasciwosci biologiczne

produktow.

(c) [N-(Tiazylo)]amidofosforany 2',3'-dideoksynukleozydow

Wszystkie dotad przedstawione aminy zawieraly pier§cien pirydynowy. Interesujace
jest jednak takze, czy aktywno$¢ biologiczna badanych amidofosforandéw jest zwigzana
Z obecnoscig tego pierscienia, czy tez mozna go zastapi¢ innym uktadem heterocyklicznym.

Dlatego jako trzecig grupe zwigzkow wybralem trzy aminotiazole 79n-p:

S S S
[ s @[ N,
N N N

AT (79n) AMT (790) ABT (79p)
2-aminotiazol 2-amino-4-metylotiazol 2-amino-benzo[d]tiazol

Rysunek 29. Aminotiazole wykorzystane w pracy
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Podstawnik metylowy, a jeszcze bardziej skumulowany pierScien benzenowy,
zwigkszaja lipofilowos¢, natomiast zasadowo$s¢ AMT jest wigksza niz AT, podczas gdy
zasadowo$¢ ABT jest mniejsza. Poza zasadniczg kwestia mozliwosci zastosowania tak
odmiennego uktadu heterocyklicznego, zestaw ten powinien da¢ kolejne odpowiedzi na
pytania o wplyw lipofilowosci i zasadowos$ci podstawnika amidowego na aktywno$¢
przeciwwirusowa odpowiednich amidofosforanow 2',3'-dideoksynukleozydowych. Warto
w tym miejscu zwroci¢ uwage, ze pierScien tiazolowy wystepuje W wielu zwigzkach
aktywnych biologicznie. Czyni to projektowane amidofosforany ciekawymi potencjalnymi
no$nikami zwigzkoéw o uzupetniajacej lub waznej roli biologicznej.

W  celach poréwnawczych wykorzystywatem tez wczesniej przebadane
aminopirydyny: 2-APy (78A;a), 3-APy (78A;b) i 4-APy (78a;c).

Biorgc pod uwagg powyzsze rozwazania, jako gtowny cel moich badan postawilem
sobie opracowanie mozliwie uniwersalnych metod syntezy (N-arylo)amidofosforanow
2'3'-dideoksynukleozydéow  (Rys. 30), nastepnic  okreSlenie ich  wlasciwosci
fizykochemicznych 1 biochemicznych oraz ustalenie ich podstawowych parametrow
biologicznych jako potencjalnych zwigzkow w terapii przeciwko wirusowi HIV.
Zaplanowane badania mialy wigc charakter multidyscyplinarny. Do$¢ znaczace W mojej
opinii zroznicowanie chemiczne zaprojektowanych amidofosforanow, a jednoczesnie
mozliwos¢ ich racjonalnego pogrupowania ze wzgledu na réznorodne kryteria klasyfikacji
reszt amidowych, dalo szans¢ na podjecie proby skorelowania efektow sterycznych
i elektronowych z aktywnoscia biologiczng produktow.

Do badan wstgpnych i metodycznych jako modelowy komponent nukleozydowy
wybralem 3'-azydo-3'-deoksytymidyne (AZT). Uzasadnione to bylo zaréwno wzgledami
ekonomicznymi  —  jest to  najtanszy  sposrod  komercyjnie  dost¢pnych
2',3'-dideoksynukleozyddéw (byl to istotny czynnik z powodu koniecznosci przeprowadzenia
duzej liczby doswiadczen rozpoznawczych) — oraz praktycznymi i merytorycznymi. AZT jest
zwigzkiem dobrze poznanym i opisanym w literaturze, wygodnym w uzyciu ze wzgledu na
stosunkowo dobrg rozpuszczalno§¢ w rozpuszczalnikach organicznych, a przede wszystkim
jest silnym inhibitorem HIV i umozliwia najszersze poréwnywanie wiasciwosci jego
pochodnych pronukleotydowych z danymi literaturowymi. Po zebraniu danych odno$nie
parametrow syntetycznych, fizykochemicznych i biologicznych dla uzyskanych zwigzkow
modelowych opartych o AZT, dla przypadkow najbardziej obiecujgcych farmakologicznie lub

interesujacych z innych powodoéw zaplanowalem synteze i przebadanie analogicznych
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amidofosforanéw innych 2',3'-dideoksynukleozydow o znanym potencjale antywirusowym

(Rys. 30.).
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Rysunek 30. Zestawienie struktur zaprojektowanych zwigzkoéw
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W kolejnych rozdziatach niniejszej rozprawy omoéwione zostaty kwestie zwigzane
Z syntezg | oczyszczaniem zaplanowanych zwigzkow, a nastepnie przedstawiono ich badania
biologiczne w kontekscie cytotoksycznosci i aktywnosci przeciwko wirusowi HIV-1.
Przedyskutowane zostaly tez mozliwe korelacje miedzy strukturg uzyskanych analogéw

nukleotydow a ich wtasciwosciami.

2. Metody syntezy N-arylowych amidofosforanow

2',3'-dideoksynukleozydow

Istnieje duza liczba teoretycznie mozliwych strategii otrzymywania tytulowych
zwiazkéw. Estryfikacje nukleozydu mozna przeprowadzié stosujac  zwiazki P
(np. chlorofosforyny, amidofosforyny lub H-fosfoniany) oraz PV (np. chlorofosforany, azolidy
fosforanowe lub fosforany w obecnosci czynnikéw kondensujacych). W przypadku podejsé
z pochodnymi P"' konieczne jest ich utlenienie, w wyniku ktorego mozna otrzymac
bezposrednio amidofosforany (kondensacja oksydatywna) lub fosforany, ktore przeksztatca
si¢ w amidofosforany w kolejnych etapach procesu. We wszystkich podej$ciach, na réznych
etapach stosowa¢ mozna rozmaite grupy ochronne, o wigkszej lub mniejszej trwalo$ci
I aktywujace lub dezaktywujace centrum fosforowe.

Za najbardziej obiecujaca metode wprowadzania grupy amidofosforanowej do

2',3'-dideoksy nukleozydow uznatem wykorzystanie chemii H-fosfonianow (Schemat 17).

0 ArNH,/czynnik 0 0

- kondensujgcy (0]
HOddN —» O—P—0ddN ——— > ArHN—P—0OddN ——— > ArHN—P—0ddN

80 H H o~
81 82 78

Schemat 17. Szkic syntezy (N-arylo)amidofosforanéw 2',3'-dideoksynukleozydow

z wykorzystaniem chemii H-fosfonianow

Byto to podyktowane dostepnoscia tanich substratow (co jest istotne przy mozliwym
zastosowaniu produktow W medycynie), spodziewang tatwoscig otrzymania i 0czyszczenia
zwigzkow przejsciowych i przeksztatcania ich w produkty koncowe. Istotne znaczenia miato

takze dtugoletnie doswiadczenie zespolu prof. Kraszewskiego w pracach na tej grupie
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zwigzkow. Warto zwréci¢ uwage, ze estry H-fosfonianowe sg szczeg6élnie szeroko
wykorzystywane w syntezie fosforanow biomolekut, w tym nukleotydow i oligonukleotydow
oraz ich réznorodnych analogow. Ta klasa zwigzkow jest szczegdlnie warto$ciowa
W podejsciach syntetycznych ze wzgledu na dobrze poznane metody kontrolowania ich
reaktywnos$ci, matg wrazliwo$¢ na $lady wilgoci, duzg odporno$¢ na dziatanie tlenu
z powietrza, a jednocze$nie mozliwos$¢ utleniania W tagodnych warunkach oraz tatwos¢
w przeprowadzaniu ich w rozmaite pochodne grupy fosforanowej'!2 113,

Omawiane podejscie obejmuje nastepujgce kroki syntetyczne (ddN = 2'3'-
-dideoksynukleozyd):

1. ddN 80 — 5'-H-fosfonian ddN 81

2. 5'-H-fosfonian ddN 81 — 5'-H-(N-arylo)amidofosfonian ddN 82

3. 5-H-(N-arylo)amidofosfonian ddN 82 — 5'-(N-arylo)amidofosforan ddN 78.

Etap 1, tj. synteza odpowiednich H-fosfonianéw 2',3'-dideoksynukleozydoéw, wymagat
zaadaptowania znanych metod fosfonylacji nukleozydow do wybranych analogow.
Planowane przeprowadzenie H-fosfonianow w amidofosforany obejmowato kondensacje
z aminami heteroaromatycznymi w celu uzyskania H-amidofosfonianow (etap 2), ktore po
utlenieniu przeksztatcone miaty by¢ w produkty docelowe (etap 3). Ostatni etap w tej strategii
jest szczegodlnie interesujacy, gdyz H-amidofosfoniany uwazane byly dawniej za zwigzki
wyjatkowo trudne do utlenienia (dla porownania, diestry H-fosfonianowe utleniajg si¢ jodem
w ciggu kilku-kilkudziesigciu  sekund, natomiast amidoestry Wwymagaja typowo
kilkudziesigciu godzin). Okazato si¢ jednak, ze powyzszy brak reaktywnosci dotyczy tylko
pochodnych, w ktorych czes¢ amidowa ma charakter alifatyczny. W przypadku
H-amidofosfonianéw N-aromatycznych utlenianie przebiega natomiast szybko i praktycznie
iloéciowo'*. Roéznice te wynikaja prawdopodobnie z wiekszego udziatu tautomerycznej
formy terwalentnej w zwigzkach zawierajagcych elektronoakceptorowe grupy arylowe

(utlenianie H-fosfonianéw jodem przebiega wlasnie poprzez te forme):

H
o Ccl) 0 0
RHN—P—OR ~—===— RHN—P—OR —» RHN—P—OR %» RHN—P—OR

H szybko I szybko OH

N

R'=alki —» bardzo maty udziat formy terwalentnej, reakcja bardzo wolna
R'=aryl —» wystarczajgcy udziat formy terwalentnej, reakcja szybka

Schemat 18. Mechanizm utleniania H-amidofosfonianow

67



Przedstawione powyzej podejscie zostato juz wezesniej z powodzeniem wykorzystane
do syntezy kilku (N-pirydylo)amidofosforanow nukleozydow. W przypadku niektérych amin
heteroaromatycznych o szczegélnie wysokiej zasadowosci metoda ta nie zdata jednak
egzaminu. W takich przypadkach mozliwe jest wykorzystanie fosforanotriamidu

tristriazolowego jako czynnika fosforylujacego, zgodnie ze Schematem 19*1°:

O 0] (0] (0]
ArNH, || HOddN || H,O
rt—P—1tr ———» ArHN—P—1tr —— ArHN—P—0OddN ——> ArHN—P—0ddN
| -tr | -tr | -tr
tr tr tr (ol

83 84 85 8
N=\ E,;
N_

tr= \\
~. /
N

Schemat 19. Szkic syntezy (N-arylo)amidofosforanow 2',3'-dideoksynukleozydow

z wykorzystaniem fosforanotriamidu tristriazolowego

Przydatno$¢ powyzszych strategii do wprowadzania zaprojektowanych amin
heteroaromatycznych musiata zosta¢ zweryfikowana eksperymentalnie. Dotychczasowa
wiedza o przyczynach stabych wydajnosci stwierdzonych w metodzie H-fosfonianowej dla
reakcji z 4-aminopirydyng byta do$¢ uboga i nie pozwalata na ustalenie zakresu stosowalnosci
tego podejscia. Mozna jednak byto zywi¢ nadziejg, ze zrdznicowanie elektronowe
i strukturalne amin wybranych do nimniejszych badan umozliwi wyciagnigcie ogodlniejszych
wnioskow.

W kolejnych sekcjach rozprawy oméwione zostang szczegdlty poszczegdlnych etapow

zastosowanych podejs¢ i uzyskane wyniki.

2.1 Synteza 5'-H-fosfonianéw 2',3'-dideoksynukleozydow

2.1.1 Fosfonylacja nukleozydow za pomoca H-fosfonianu difenylu

(metoda A)

H-Fosfonian difenylowy (86, DPP, z ang. diphenyl phosphite) jest tatwo dostgpnym,
tanim i tagodnym czynnikiem fosfonylujagcym, niewymagajgcym stosowania dodatkowych

aktywatorow!'4, Jego skutecznoéé zostata wykazana przy otrzymywaniu H-fosfonianow

2',3-dideoksynukleozydow 4-oksopirymidynowych (AZT i ddU)!® 1% Co wiecej, sprawdzit
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si¢ on takze znakomicie przy fosfonylacji innych nukleozydow, zawierajacych niechronione

115 Mozna wiec byto spodziewaé sie, ze da tez dobre rezultaty przy

funkcje egzoaminowe
syntezie H-fosfonianéw ABC, d4T i 3TC (liste t¢ nalezy uzupeti¢ o H-fosfoniany AZT
i ddU, ktorych otrzymanie z uzyciem DPP zostalo wprawdzie juz wspomniane®®, lecz nie

opisano procedury eksperymentalnej). Metode te przedstawia Schemat 20.

S
AZT
0] (0] (0]
ABC
pirydyna
3TC | + PhO—P——OPh ———— PhO——P——0ddN + PhOH + PhO——P——OPh
d4T
H H H
ddu
— 86 87 86
ddN (nadmiar) nieprzereagowany
- nadmiar
ddN .-
H,O/Et;N H,O/EtsN
o & 0 0
H,O/EtsN . .
ddNO——P——0ddN  ——— > Et;NH O——P——0ddN Ets;NH O——P——OPh
- ddN
) H 81 H g9
88
+  PhOH +  PhOH

Schemat 20. Synteza H-fosfonianow 2',3'-dideoksynukleozydow z uzyciem DPP

W oryginalnej metodzie fosfonylacji’* nukleozydy zawieraty silnie lipofilowa
ochronng grupe dimetoksytrytylowa, co umozliwialo przeprowadzenie po reakcji przerobu
polegajacego na kilkukrotnej ekstrakcji W uktadzie chlorek metylenu — wodny roztwor
weglanu, dzigki czemu w fazie organicznej pozostawal pozadany H-fosfonian nukleozydu,
a wiekszo$¢ zanieczyszczen i produktow ubocznych przechodzita do fazy wodnej. W takiej
Sytuacji nie bylo problemem stosowanie znacznych nadmiarow DPP (3—7 ekw.) w celu
uniknigcia powstawania symetrycznego H-fosfonianu dinukleozydowego 88. Przy
fosfonylacji 2',3'-dideoksynukleozydow przerob taki jest niemozliwy, gdyz powstale
H-fosfoniany sa zbyt hydrofilowe i preferencyjnie lub w znacznej mierze przechodza do
roztworu wodnego. Z kolei ich bezposrednie, tj. bez przerobu, oczyszczanie
chromatograficzne od znacznych ilosci H-fosfonianu fenylowego 86 i fenolu jest trudne

I mato wydajne. W toku przeprowadzonych badan stwierdzitem, ze metode t¢ mozna jednak
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wykorzysta¢ do wydajnego otrzymywania H-fosfonianéw 2',3'-dideoksynukleozydow 81.
W tym celu zmniejszytem nadmiar czynnika fosfonylujacego do niewiele przekraczajacego
ilo$¢ stechiometryczng, tj. do 1,2 ekwiwalenta molowego, przedtuzajac jednoczesnie czas
reakcji z 15 do 30 min. Wigzato si¢ to wprawdzie z ryzykiem powstawania zwickszonych
ilosci H-fosfonianu dinukleozydowego 88, jednak w rzeczywisto$¢i nie obserwowatem tego
zwigzku, a koncowe oczyszczanie docelowych produktow 2z uzyskanych mieszanin
reakcyjnych przebiegato bezproblemowo. Nalezy przy tym zwroci¢ uwage, ze H-fosfonian
dinukleozydowy 88 takze ulega hydrolizie w ostatnim etapie procesu, do docelowego
monoestru 81, dzigki czemu ewentualne straty materiatu nukleozydowego w wyniku jego
tworzenia sg zmniejszone o 50%.

Reakcje kontrolowatem za pomoca TLC i 3P NMR. Po chromatografii na silikazelu
z fazg mobilng w gradiencie 0-20% MeOH w DCM-EtsN 99:1 (v/v) otrzymatem
H-fosfoniany 81 o czystosci >97% (HPLC). Analiza spektralna (P NMR, 'H NMR, *C
NMR i MS) potwierdzita budowg i czystos¢ otrzymanych produktow.

2.1.2 Fosfonylacja nukleozyd6ow za pomoca H-fosfonianu

(9H-fluoren-9-ylo)metylu (metoda B)

Jako alternatywna metode syntezy H-fosfonianow 2',3'-dideoksynukleozydow nie
zawierajacych grup egzoaminowych zaplanowatem wykorzystanie podejscia, W ktorym
czynnikiem fosfonylujacym jest H-fosfonian (9H-fluoren-9-ylo)metylu 90 (Schemat 21)
17 Zwiagzek ten otrzymalem metoda literaturowg z (9H-fluoren-9-ylo)metanolu i kwasu
fosfonowego!!’. Synteza obejmowata kondensacje nukleozydu z H-fosfonianem 90 wobec
chlorku piwaloilu (PvCl; 1,3 ekw.) jako czynnika kondensujacego w roztworze CH2Clo/Py
95:5. Diestry typu 91 powstawaty praktycznie ilo§ciowo w formie dwoch diastereoizomerdw,
obserwowanych na widmach 3P NMR przy &p ~ 8 ppm.

Otrzymane produkty posrednie oczyszczatlem przez ekstrakcje w uktadzie chlorek
metylenu : woda, po czym usuwatem ochronng grupe (9H-fluoren-9-ylo)metylowa za pomoca
trietyloaminy rozpuszczonej w acetonitrylu (1:2 v/v). Reakcja ta przebiega ilosciowo i bardzo
szybko (< 1 min). Docelowy produkt oczyscitem za pomoca chromatografii na zelu
krzemionkowym i scharakteryzowatem za pomoca spektroskopii 3P NMR, 'H NMR, 3C
NMR i MS.
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Schemat 21. Synteza H-fosfonianéw 2',3'-dideoksynukleozydoéw z uzyciem H-fosfonianu
(9H-fluoren-9-ylo)metylu (90)

Reakcje w obu metodach (A i B) przebiegaly z bardzo dobrymi wydajnosciami, a ich
dobdr byt dokonywany dla kazdego nukleozydu indywidualnie. Metoda A ma szerszy zakres
stosowalnosci i jest szybsza, natomiast w nieco bardziej praco- i czasochtonnej metodzie B
wydajnoéci obserwowane na poziomie widm 3P NMR mieszanin reakcyjnych byty
zazwyczaj wyzsze. W efekcie najistotniejszym etapem okazat si¢ proces koncowego rozdziatu
chromatograficznego. W wigkszosci przypadkdéw lepsze rezultaty calego procesu
uzyskiwatem dla metody A. Wyjatkiem byt AZT, gdyz czasy retencji H-fosfonianu AZT byty
zblizone do czaséw retencji ubocznych produktow fenylowych powstajacych z DPP,
co utrudniato uzyskanie produktu o zadowalajacej czystosci. W efekcie byl to jedyny
H-fosfonian typu 81, dla ktérego metoda B pozwalata na osiggnigcie wyzszej wydajnosci niz

metoda A.

2.2 Kondensacja H-fosfonianéow typu 81 z aminami heteroaromatycznymi.

Badania mechanistyczne

W celu przeksztatcenia uzyskanych H-fosfonianéw 2',3'-dideoksynukleozydow typu
81 w odpowiednie H-(N-arylo)amidofosfoniany 82 zaadaptowatem metode¢ ich kondensacji
Z odpowiednimi aminami heteroaromatycznymi wykorzystujaca chlorofosforan difenylowy
(DPCP, z ang. diphenyl chlorophosphate) jako czynnik kondensujacy'®. W przeciwienstwie

do powszechnie stosowanego w chemii H-fosfonianow chlorku piwaloilu!®, DPCP wykazuje
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mniejsze powinowactwo do amin — przynajmniej tych o nizszej zasadowos$ci — i mozna bylo
oczekiwa¢ wydajnej syntezy docelowych zwigzkow.

Reakcje prowadzitem w mieszaninie chlorek metylenu—pirydyna [9:1 v/v] stosujac
pewien nadmiar czynnika kondensujgcego DPCP (1,7 ekw.) i aminy (1,1 ekw.). Powstajace
H-amidofosfoniany nukleozydowe 82 (Schemat 22) sg zwigzkami nietrwatymi i nie udato mi
si¢ ich wyizolowaé. Z tej przyczyny utlenialem je in situ za pomoca jodu w pirydynie

z dodatkiem wody (10 ekw.), otrzymujac docelowe (N-arylomido)fosforany nukleozydow 78.

o ﬁ 0
DPCP I2/Py
. — % |AtHN—P—O0ddN| ——3 |ArHN—P—OddN
O—P—0ddN + ANHz o o) Py H,0
b H o
81 82 78

Schemat 22. Synteza (N-arylomido)fosforanoéw 2',3'-dideoksynukleozydow 78 poprzez kondensacj¢
H-fosfonianéw 81 z aminami heteroaromatycznymi i utlenianie in situ posrednich
produktow 82 w warunkach hydrolitycznych

Reakcje te przebiegaly zazwyczaj z dobrymi wydajno$ciami, jednak w niektorych
przypadkach obserwowalem powstawanie produktow ubocznych lub odtwarzanie
wyjsciowego H-fosfonianu 81. Te niepozadane z syntetycznego punktu widzenia zjawiska

mozna bylo pogrupowac w zaleznosci od zasadowos$ci komponentu aminowego:

1. Reakcje, w ktorych H-amidofosfonian typu 82 powstawat ilosciowo, lecz podczas
utleniania do amidofosforanu 78 nastgpowato cze$ciowe odtwarzanie substratu 81.
Problemy te obserwowane byly sporadycznie dla amin o umiarkowanej zasadowosci,
a dla amin o najnizszej zasadowo$ci nie wystepowaty.

2. Reakcje, w ktorych H-amidofosfonian typu 82 powstawatl niskimi wydajno$ciami,

a docelowego produktu 78 nie dawato si¢ uzyska¢ w czystej postaci. Wyniki takie

obserwowalem dla amin o najwyzszej zasadowosci.

Niemoznos¢ wydajnej syntezy amidofosforanéw 78 z uzyciem amin
heteroaromatycznych o najwyzszych warto$ciach pKa nie byta zaskoczeniem, gdyz taki
przebieg reakcji obserwowaliSmy juz wczesniej dla szczegodlnie silnie zasadowej
4-aminopirydyny (79¢)'°. Rozwiazaniem syntetycznym problemu bylo zastosowanie
catkowicie innej strategii otrzymywania amidofosforanéw 78° jednak podstawy

mechanistyczne niepozadanego przebiegu reakcji nie zostaly dotad wyjasnione. Natomiast
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niecatkowite utlenianie H-amidofosfonianéw typu 82 =zawierajacych reszty amin
umiarkowanie zasadowych byto zjawiskiem do tej pory nicopisanym. W dalszym etapie pracy
podjatem badania podstawowe zmierzajace do wyjasnienia przyczyn powyzszych obserwacji.
Byto to w mojej opinii konieczne dla zdefiniowania kryteriow stosowalno$ci podejscia
H-fosfonianowego i optymalizacji procedury syntetycznej.

Sledzenie poszczegdlnych etapéw utleniania H-fosfonianéw jodem za pomoca
3P NMR jest zadaniem wyjatkowo trudnym za wzgledu na niezwyklg reaktywnos$é zwigzkow
posrednich, zwlaszcza W obecnosci pirydyny, ktorej stosowanie jako katalizatora
nukleofilowego gwarantuje odpowiednig szybkos¢ i czysto§¢ reakcji. Poniewaz niemozliwe
byto wyizolowanie produktow posrednich, tj. H-amidofosfonianu typu 82 i hipotetycznego
amidojodofosforanu (92), konieczne bylo oparcie wnioskowania o dowody pochodzace
z analizy korelacyjnej widm 3P NMR.

Jako hipotez¢ roboczg dla wyjasnienia odtwarzania si¢ H-fosfonianu 81 podczas
utleniania H-amidofosfonianu typu 82 jodem w pirydynie w obecnosci wody przyjatem, ze
szybko$¢ hydrolizy zwigzku 82 jest na tyle szybka, ze moze konkurowaé z jego utlenianiem
(Schemat 23).

0 (ll) o)
DPCP Io/Py
“0—P—0ddN + ArNH, —— | ArHN—P—0ddN | —— | AtHN—P— OddN
CH,Cl,/Py | H,0
H H o
81 82 : 78

! czg$ciowa hydroliza zwigzku 82

Schemat 23. Odtwarzanie substratu 81 w wyniku hydrolizy zwigzku posredniego 82 podczas
utleniania jodem w obecnosci wody

W trakcie prowadzonych badan, na widmach 3!PNMR rejestrowanych natychmiast po
dodaniu jodu i wody zaobserwowatem powstawanie dwoch dodatkowych grup sygnatow przy
dp -7 1 -24 ppm o takiej samej, umiarkowanej intensywnosci, ktore zanikalty w tym samym
tempie w ciaggu kilku minut. Na widmach z odsprzezeniem jader *H w kazdej z tych grup
mozliwe bylo zidentyfikowanie 4 sygnatow. Na podstawie tych wynikow i poroéwnania ich
Z danymi literaturowymi, przyjalem, ze sygnaty te pochodza od mieszanego pirofosforanu
typu 93, ktorego powstawanie i rozpad mozna wyjasni¢ reakcjami przedstawionymi na
Schemacie 24 (w schemacie tym dla uproszczenia nie ujatem mozliwych reaktywnych
adduktow pirydyniowych jako zwigzkéw posrednich, ktorych udzial wynika z katalitycznej
roli pirydyny w tej reakcji).
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Schemat 24. Uproszczony mechanizm tworzenia amidofosforanow typu 78 z udziatem mieszanego
pirofosforanu typu 93

Tak wigc w wyniku kondensacji monoestrow typu 81 z aminami w obecnosci DPCP
jako czynnika kondensujacego i pirydyny jako zasady i katalizatora nukleofilowego powstaja
H-amidofosfoniany typu 82 oraz kwas difenylofosforowy 86 jako pozostato$¢ po czynniku
kondensujagcym. Po dodaniu do tego uktadu jodu i wody powstaje hipotetyczny
amidojodofosforan 92, ktory ulega szybkiej hydrolizie (zielona strzatka) do produktu 78 (jak
juz wspomniano, mozliwa jest tez konkurencyjna reakcja hydrolizy amidu 82, prowadzaca do
czesciowego odtworzenia substratu 81). Amidojodofosforan 92 moze reagowac nie tylko
z woda, ale takze z obecnym w roztworze kwasem difenylofosforowym 86, tworzac mieszany
pirofosforan 93. (Schemat 24, $ciezka oznaczona kolorem niebieskim). Nie jest to reakcja
niepozadana, gdyz niezaleznie od kierunku ataku czgsteczki wody, produktami hydrolizy
zwigzku 93 sg oczekiwany amidofosforan 78 i kwas difenylofosforowy 86. Zwiagzek posredni
93 obserwowany jest na widmach 3P-{*H} NMR jako uklad 2 grup czterech sygnatow
W wyniku obecnosci W czgsteczce dwoch atomow fosforu sprzegajacych sie skalarnie
(3Jep = 17,48 Hz i 16,51 Hz) oraz obecnosci centrum asymetrycznego na amidowym atomie

fosforu. Poniewaz jednym z ligandow jest reszta 2',3'-dideoksynukleozydu zawierajacego
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asymetryczng reszte D-rybozy, zwigzek 93 wystepuje W postaci dwoch diastereoizomerow
réznigcych si¢ przesunigciami chemicznymi obu atoméw fosforu 1 ich statymi sprzezen. Dla
potwierdzenia poprawnosci przypisania sygnatow przy op -7 i -24 ppm do mieszanego
pirofosforanu 93, zwiazek ten otrzymatem w dwodch niezaleznych reakcjach. Po pierwsze
powtorzytem procedure przedstawiong na Schemacie 24, w ktérej utlenianie przeprowadzitlem
bez obecnosci wody, obserwujac na widmie 3P NMR ilosciowe powstanie sygnalow przy
dp -7 i -24 ppm. Drugg procedurg byla reakcja wyizolowanego wczesniej amidofosforanu 78
z DPCP (Schemat 24, bordowa strzatka). Zaobserwowalem wowczas podobne dwie grupy
sygnalow, cho¢ rézniace si¢ nieco przesuni¢ciami chemicznymi i statymi sprzezen. Roznice te
mozna wyjasni¢ wptywem réznego srodowiska koniecznego do przeprowadzenia obu reakcji.
Poniewaz po zmieszaniu obu mieszanin reakcyjnych sygnaly 3P NMR pochodzace od
domniemanego zwigzku 93 pokryly si¢, mozna to uzna¢ za bardzo silng przestanke

potwierdzajacg jego strukture | zalozony przebieg reakcji.

2.3 Synteza amidofosforanéw typu 78 z H-fosfonianéw typu 81.

Rozwigzania syntetyczne

Wyniki oméwione W poprzednim podrozdziale, poza wiedza podstawowa, maja tez
znaczenie praktyczne, gdyz wskazuja, ze utlenianie H-amidofosfonianu 82 i hydrolizg
prowadzaca do amidofosforanu 78 mozna przeprowadzi¢ jako osobne procesy, unikajagc W ten
sposob czesciowe] hydrolizy H-amidofosfonianu 82 do substratu 81. Nie jest to procedura
oczywista, gdyz utlenianie diestrow H-fosfonianowych do diestrow fosforanowych jodem
przeprowadza si¢ zazwyczaj W obecno$ci wody, aby unikng¢ rozmaitych reakcji ubocznych,
ktorym ulegajg niezwykle reaktywne przejsciowe jodofosforany. W badanej reakcji w chwili
dodawania jodu w mieszaninie reakcyjnej znajduje si¢ jednak kwas difenylofosforowy 86
I obecno$¢ wody nie jest konieczna, gdyz mieszany pirofosforan 93 (powstajacy w reakcji
amidojodofosforanu 92 z kwasem difenylofosforowym 86) jest stosunkowo stabilny. Reakcja
jego tworzenia jest bardzo szybka, a hydroliza przebiega w ciggu kilku minut.

Zmodyfikowang procedur¢ syntezy amidofosforanéw typu 78 obejmuja nastgpujace etapy:

1. Kondensacja H-fosfonianu 81 z aming heteroaromatyczng wobec DPCP (5 min).
2. Utlenianie jodem w warunkach bezwodnych (1 min).
3. Hydroliza (10 min).
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Metoda ta otrzymatem wydajnie wickszo§¢ amidofosforanow typu 78, z wyjatkiem
pochodnych zawierajacych reszty amin o najwigkszej zasadowosci (sg one omowione
w kolejnym podrozdziale). W przypadku pochodnych AZT otrzymatem w ten sposob zwigzki
78A;d-p. Na podstawie przeprowadzonych z ich udzialem testow biologicznych
(przedstawionych w dalszej czeSci rozprawy) za najbardziej obiecujace uznatem
amidofosforany zawierajgce reszty 3-aminochnoliny (79e), 6-aminochnoliny (79h), 2-amino-
-5-metylotriazolu (790) i 6-amino-3-cyjanopirydyny (79m), i podjatem proby syntezy tego
typu zwigzkow dla innych 2',3'-dideoksynukleozydéw o wlasciwosciach antyretrowirusowych
(Rys. 30). Celem tych doswiadczen bylo przetestowanie uniwersalno$ci powyzej
przedstawionego podejscia syntetycznego oraz uzyskanie danych biologicznych, na podstawie
ktorych mozna by wycigga¢ ogolniejsze konkluzje o wptywie reszty heteroaromatycznej na
wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne badanych amidofosforanow.

W przypadku 2',3'-didehydro-3'-deoksytymidyny (d4T) udalo mi si¢ otrzymaé
wszystkie 4 zaplanowane analogi (78B;e,h,m,0). Trzy z nich wyizolowalem z wydajnoscia
60-70%, a w jednym przypadku (dla 6-AC) wydajnos¢ ta byta znakomita (97%). Takze dla
2'3'-dideoksyurydyny (ddU) uzyskatem wszystkie 4 amidofosforany (78C;e,h,m,0), cho¢
Z nieco nizszg wydajnoscig (50-70%). Dla pozostatych 2',3'-dideoksynukleozydow synteze
ograniczylem do pochodnych AMT i 6-ACPy ze wzgledu na wysoka cen¢ substratow
nukleozydowych i ograniczenia czasowe. W przypadku ABC otrzymatem oba
amidofosforany 78E;m,0, lecz z umiarkowana wydajnoscig 35-50%, co wynikato z trudnosci
Z uzyskaniem czystych produktow metodami chromatograficznymi. Natomiast dla 3TC
wyizolowatem w czystej formie jedynie pochodng AMT 78D;0 (wydajnos¢ 70%), gdyz
podczas syntezy pochodnej 6-ACPy 78D;m, jako produkt uboczny w ilosci ok. 10%
powstawat fosforan tego nukleozydu, ktorego nie udato mi si¢ usunaé. W tej sytuacji
wykluczylem ten zwigzek z dalszych badan. Warto zwroci¢ uwage, ze w celu otrzymania
zwigzkow 78D konieczna byta zmiana srodowiska reakcyjnego na N,N-dimetyloacetamid ze
wzgledu na stabg rozpuszczalnos¢ wyjsciowego H-fosfonianu 3TC (81D) w standardowym
uktadzie DCM-pirydyna 9:1 (V/v).

2.4 Potencjalne zastosowania mieszanych pirofosforanéw typu 93

Mieszane pirofosforany typu 93 mozna otrzymywac¢ wydajnie przynajmniej na dwoch
$ciezkach syntetycznych opisanych w podrozdziale 2.2. W dotychczas przeprowadzonych

eksperymentach byly one poddawane hydrolizie, w wyniku ktérej powstawaly takie same
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produkty, niezaleznie od tego, czy atak nukleofila (czasteczki wody lub anionu
hydroksylowego) nastgpowal na diestrowy czy amidoestrowy atom fosforu.
W przypadku zamiany hydrolizy na alkoholiz¢ lub aminolize¢ kierunek ataku staje si¢ jednak
istotny. Gdyby przebiegat on chemoselektywnie na amidowy atom fosforu, otwierataby si¢
nowa, potencjalnic cenna droga syntezy np. mieszanych amidofosforanow diestrow (95),

diamidofosforanéw monoestrow (97) i innych zwigzkoéw (Schemat 25, Sciezki b).

A ROH
0, \Eo
VAN
PhO—P“—0—P—0ddN

OPh NHAr

93
a b
I
PhO—P—OR + ~O—P—0ddN PhO—P—O0O +|RO—P—O0ddN
OPh NHAr OPh NHAr
94 78 86 95
B RNH,
PANI
PhO—P—O—P—0ddN
OPh NHAr
93
a b
PhO—P—NHR + "O—P—O0ddN PhO—P—O +|RHN—P—OddN
OPh NHAr OPh NHAr
96 78 86 97

Schemat 25. Mozliwe kierunki reakcji mieszanego pirofosforanu typu 93 z alkoholami (panel A) i
aminami (panel B)

Pozadany kierunek reakcji to atak nukleofila na amidowy atom fosforu (Sciezka b),

natomiast atak na atom estrowy (Sciezka a) daje amidofosforan 78, taki sam jak w wyniku
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hydrolizy. W celu ustalenia rzeczywistego przebiegu powyzszych reakcji wygenerowaltem
mieszany pirofosforan 93A;e (ddN = AZT, Ar = 3-AC) i poddatem go reakcji z metanolem
i propyloaming. W mieszaninach poreakcyjnych na widmach P NMR obserwowatem
sygnaty, ktore mozna bylo przypisa¢ do wszystkich zwigzkow przedstawionych na schemacie
(reakcja a: op = -9,96 ppm, 86; dp = 0,15 ppm, 78A;e; dp = -10,43 ppm, 94; dp = 4,951 4,86
ppm, 95A;e; reakcja b: ép = -10,75 ppm, 86; op = -1,74 ppm, 78A;e; dp = 1,31 ppm, 96;
dp = 10,18 ppm, 97A;e). Analiza integracji powyzszych sygnatéw wykazata, ze oba kierunki
reakcji zachodzg W przyblizeniu W tym samym stopniu, a wigc przydatno$¢ syntetyczna
przedstawionego  podejscia  jest  ograniczona i  wymaga  dalszych  badan,

ktére jednak sg poza tematyka niniejszej rozprawy.

2.5 Kondensacja H-fosfonianéw typu 81 z aminami heteroaromatycznymi

79 o duzej zasadowosci.

Analizujgc  przebieg kondensacji  H-fosfonianu  AZT z  aminochinolinami
o zroznicowanej zasadowosci (pKa 4,0-9,6) zaobserwowatem, ze w przypadku 1-amino-
-izochinoliny (79j; pKa = 7,6), 2-aminochinoliny (79d; pKa = 8,9) i 4-amino-2-metylo-
-chinoliny (79f; pKa ~9,6) H-amidofosfoniany typu 82 powstawaty z obnizong wydajno$cia
I towarzyszyly im r6zne produkty uboczne. Podobne zjawisko obserwowalismy wczesniej dla
4-aminopirydyny 79¢ (pKa = 9,2)°.

Wysoka zasadowos$¢ chinolin zawierajacych grupe aminowa W pozycji para lub orto
(w porownaniu do izomeru meta) wynika z dodatkowej stabilizacji formy protonowanej przez

rezonans, np.:

.
NHs ftle NH,
N N
= -
N/ N N/
H H
79f

Schemat 26. Wybrane formy tautomeryczne i mezomeryczne protonowanej 4-amino-2-
metylochinoliny 79f
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Ponadto aminochinoliny wykazujg silniejszg zasadowos¢ od odpowiednich
aminopirydyn w wyniku efektu indukcyjnego wywotanego obecno$cig skondensowanego
pierscienia benzenowego (por. pKa = 8,9 dla 2-aminochinoliny vs pKa = 6,8 dla
2-aminopirydyny).

Niskie wydajnosci kondensacji H-fosfonianow z powyzszymi aminami majg kilka
przyczyn. Po pierwsze, w przeciwienstwie do amin o nizszej zasadowosci, reaguja one
W sposob konkurencyjny z czynnikiem kondensujacym, chlorofosforanem difenylowym
(DPCP) tworzac amidofosforan difenylowy 96 (Schemat 27, $ciezka b). Amid ten moze
powstawaé takze w wyniku niechemoselektywnej aminolizy mieszanego bezwodnika 98
(Sciezka b"), cho¢ mechanizm ten wydaje si¢ mniej prawdopodobny, gdyz dla mniej
zasadowych amin reakcja ta jest w pelni chemoselektywna w Kkierunku powstania

H-amidofosfonianu 82.

Et;NH*
o H OPh
PhO o
+ —P— —P—OPh + Et;N*HCI
/ \OddN ”‘«
OddN |
81 DPCP
ANH, T

H NHAr PhO OPh  PhO OPh
AN N\ _/ \N_/
P + /P\ + P + ArNH,"HCI ¥

o/ OddN o/ o) o/ NHA
82 86 96

c TL
- ArHN O /\ ArHN NHAr
o\ /NHAr ", ArNH,/DPCP ~p” 1, ArHN\ /NHAr
P. B _— —_— P
Y4 Y4
& \OddN 2. H,0 OddN OddN 2. H0 7 \OddN
78 99 100 97

Schemat 27. Reakcje uboczne zachodzace podczas kondensacji H-fosfonianu z aminami
heteroaromatycznymi o pKa > 7
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Niezaleznie od tego, ktory mechanizm zachodzi W  rzeczywistosci,
w efekcie w mieszaninie reakcyjnej spada stgzenie zaro6wno aminy, jak 1 czynnika
kondensujacego. Wydajnos¢ reakcji mozna nieco podwyzszy¢ dodajac kolejne porcje aminy
i DPCP, prowadzi to jednak do powstawania dodatkowych ilosci chlorowodoru, ktory nie
tylko dezaktywuje aming¢ przez protonowanie, ale takze obniza jej st¢zeniec W Srodowisku
reakcji poprzez wytragcanie w postaci chlorowodorku. W takim wysoce niehomogennym
uktadzie wystepuja trudnosci z efektywnym mieszaniem, a nawet dochodzi do zestalenia
mieszaniny reakcyjnej. Co wiecej, przeprowadzenie skutecznego oczyszczenia produktu
z takiej mieszaniny staje si¢ problematyczne.

Innym zjawiskiem obserwowanym podczas kondensacji H-fosfonianow i silniej
zasadowych amin heteroaromatycznych jest tworzenie nowego produktu ubocznego,
widocznego na widmach 3P NMR jako sygnat przy &p ~95 ppm, ktéry po utlenieniu
zastgpowany jest sygnatem przy ok. -5 ppm. Na podstawie przesuni¢¢ chemicznych, braku
diastereoizomerow | wlasciwosci chemicznych zatozytem, ze obserwowanymi zwigzkami sg
odpowiednio bis(N-heteroarylo)diamidofosforyn AZT 100 i bis(N-heteroarylo)diamido-
fosforan AZT 97, a ich powstawanie jest efektem rzadko spotykanej powtornej aktywacji
H-amidofosfonianu przez DPCP (Schemat 27, $ciezka d). Prawdopodobnie wynika to ze
zwigkszonego udzialu tautomerycznej formy terwalentnej (99) H-amidofosfonianu 82,
co mozna przypisa¢ Z jednej strony obecnosci elektronoakceptorowego podstawnika
arylowego, a z drugiej — podwyzszonej zasadowosci srodowiska spowodowanej silnie
zasadowa aming heteroaromatyczng. W warunkach tych ulatwiona jest tez jonizacja kwasu 99
do anionu, co moze W istotny sposob wplywa¢ na mozliwos$¢ jego reakcji z czynnikiem
kondensujagcym. Poniewaz dla mniej zasadowych amin forma fosforynoamidowa 99 takze
musi wystepowa¢ W stopniu wystarczajacym dla obserwowanego eksperymentalnie
szybkiego utlenienia ($ciezka C), o wydajnosci catej reakcji tworzenia lub nie produktow
drugiej aktywacji decydujg zapewne wszystkie wspomniane czynniki, skladajace si¢ na
skomplikowany uktad wzajemnych zaleznos$ci (zasadowos$¢ i reaktywnos$¢ amin, efekty
indukcyjne i rezonansowe amin i grup amidowych, tautomeria 82 = 99, podatnos$¢ zwigzku 99
na powtorng aktywacje). Z analizy kondensacji H-fosfonianéw z r6znymi aminami wynika, ze
reakcje te przebiegaja W pozadanym kierunku dla amin 0 pKa <7, natomiast dla amin bardziej
zasadowych reakcje uboczne uniemozliwiaja wydajne otrzymanie amidofosforanéw typu 78.

Przyktadowy diamid typu 97 (ddN = AZT, Ar = 4-aminopirydyna) zostal
wyizolowany i jego struktura zostata potwierdzona za pomocg widm MS oraz *H i 3C NMR.

Wstepne badania wykazaly jego niezwykla trwatos¢ w $rodowisku zasadowym: czas
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potowicznego rozktadu w pH 13 wynosi ok. 10 dni. W $rodowisku silnie kwasowym (pH 1)
nastepuje natomiast bardzo szybki rozktad zwigzku. Diamidofosforany tego typu wydaja si¢
by¢ interesujacymi obiektami do dalszych badan, jednak wykraczalo to poza ramy niniejszej

rozprawy.

2.6 Synteza amidofosforanow typu 78 z zastowaniem fosforanotriamidu

tristriazolowego.

Opisana 1 przedstawiona we wczesniejszym rozdziale metoda syntezy
(N-aryloamidofosforanow nukleozydéw z wykorzystaniem chemii H-fosfonianéw nie
sprawdzita si¢ w przypadku amin o wysokim pKa. Wysoka reaktywno$¢ amin i towarzyszace
reakcje uboczne w znaczny sposdb obnizaly wydajnos¢ reakcji lub uniemozliwialy
otrzymanie czystych (N-aryloamido)fosforanéw nukleozydéw. W celu rozwigzania tego
problemu podjatem proby uzycia innego czynnika fosforylujacego — fosforanotriamidu
tristriazolidowego. Zostal on wczesniej z powodzeniem wykorzystany w syntezie
[N-(pirydyn-4-ylo)]amidofosforanu  AZT (78A;c)'!°. Szlak syntetyczny prowadzacy do
koncowego amidofosforanu obejmuje 3 podstawowe etapy (Schemat 28), a mozliwos¢
zastosowania tej procedury do syntezy nowych pochodnych aminoaromatycznych wymagata
weryfikacji do$wiadczalnej. Kluczowymi kwestiami byly tu zaréwno aspekty chemiczne
(wydajny przebieg etapow B i C), jak i fizyczne — wytracanie si¢ triamidu typu 84a,c,d,f j.

Etap pierwszy (A) to otrzymanie czynnika fosforylujacego z 1,2,4-triazolu (102)
i trichlorku fosforylu (101) w warunkach bezwodnych, ktorego tworzenie Sledzitem za
pomocg 3P NMR, obserwujac sygnat przy -20 ppm $wiadczacy o powstaniu
fosforanotriamidu tristriazolidowego 83. Zwigzek ten oczyscitem zgrubnie za pomoca
saczenia, usuwajagc wytragcony chlorowodorek trietyloamoniowy, a uzyskany przesacz
bezposrednio poddatem kolejnej rekcji z aryloaming (79a, 79c, 79d, 79f, 79j; etap B). Dla
reakcji z aminami 2-APy, 4-APy, 2-AC, 4-AC i 1-IAC po okoto 10 minutach z roztworu
wypadal osad (bistriazolido)amidofosforanu 84a,c,d,f,j, ktory po kilkukrotnym przemyciu
bezwodnym eterem byt suszony pod obnizonym cisnieniem i izolowany w postaci biatego
krystalicznego proszku. W przypadku uzycia amin mniej zasadowych, np. 3-APy (79b) osad
nie wytracal si¢, co uniemozliwiato dalsza synteze (podjete proby reakcji z AZT prowadzity
do skomplikowanych mieszanin produktow). Etap C to podstawienie jednej z reszt
triazolowych nukleozydem AZT, podczas ktorego stosowatlem nadmiar czynnika

fosforylujacego W celu zapobiegnigcia podwojnej estryfikacji. Ze wzgledu na stabg
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rozpuszczalnos¢ zwiazkow typu 84 w pirydynie, reakcje prowadzitem w temperaturze 75°C.
W takich warunkach przebiegaly one szybko i po 10 min konczytem je dodajac do
mieszaniny H>O. Powodowalo to hydrolize ostatniej reszty triazolowej 1 powstanie
docelowego produktu 78A;a,c,d,fj (etap D). Produkty reakcji oczyScitem za pomoca
chromatografii  kolumnowej, a czysto$§¢ potwierdzitem za pomocg HPLC i metod
spektroskopowych (*H NMR *C NMR, *'P NMR i HR MS). W przypadku pochodnych 2-AC
79a i 1-AIC 79j otrzymatem amidofosforany typu 78A;a i 78A;j z wydajnoscig 40—60%,
czyli podobng do opisanych wczesniej dla pochodnych 4-APy (78A;c)0.

N\ ladioksan, EbN  [NZ=N\

POCl;  + \\ NH ———— > N——P=0
=~ ~. /
A N /3

101 102 83 Ar =
792  2-APy
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Bl ANHz e 4AC
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< ﬁ
o /OAZT mo  N—NG /OAZT N/\ : /NHAr

/

P.

Y VAN

O NHAr

AN

HAr

78A;a 85a,c,d,1.j :
78Ase Eht e i) 84a,c,d.f.j
78A;d

78A;f

78A;j

Schemat 28. Synteza z wykorzystaniem nowego czynnika fosforylujacego (fosforanotriamidu
tristriazolidowego)

Natomiast w przypadku pochodnej 4-AC, oprocz pozadanego amidoestru typu 78A;f
powstawato okoto 50% fosforanodiestru zawierajacego 2 reszty AZT, a w ktorym usunigta
byla reszta aminochinolinowa. Struktura tego zwigzku zostata potwierdzona za pomocg
technik NMR i MS, natomiast mechanizm jego powstawania pozostaje nieznany, mozna
jedynie domniemywacé, ze przyczyna zachodzenia reakcji ubocznych moze by¢ szczegdlnie
wysoka zasadowo$¢ 4-amino-2-metylochinoliny. Pomimo wielu prob i staran nie udalo si¢
otrzymac¢ czystego amidofosforanu 4-AC.

Warto zwrdci¢ uwage, ze metoda tristriazolidowa nie jest wprawdzie metoda

uniwersalng, jednak doskonale uzupetnia metode H-fosfonianowa, dzigki czemu mozliwe jest
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uzyskanie prawie wszystkich amidofosforanow nukleozydowych typu 78. Wsrod jej zalet
mozna wymienic:

a) selektywne podstawienie jednej grupy triazolidowej aming aromatyczng (79)
prowadzito do otrzymania krystalicznych zwigzkéw (84a,c,d,f,j), ktore mozna
bylo W latwy sposob oczysci¢ i zanalizowaé za pomoca *H NMR;

b) mozna wykorzysta¢ ja jako alternatywna S$ciezke syntezy amidofosforanow
w przypadku amin, ktoérych pKa > 8 i metoda H-fosfonianowa nie prowadzi do
docelowych produktow;

C) uzycie takiego czynnika fosforylujacego ograniczyto powstawanie niepozadanych

produktow ubocznych i zwigzanych z tym etapéw oczyszczania

Pomimo trudnos$ci syntetycznych udato si¢ otrzymaé szereg zaplanowanych

izomerow, ktore beda stanowity integralng cze$¢ catej pracy.

2.7 Utrata kanionu trietyloamoniowego w nukleozydo

(N-aryloamido)fosforanach.

Syntetyczne estry fosfonianowe i fosforanowe nukleozydéw otrzymuje si¢ typowo
jako zliofilizowane sole trietyloamoniowe. W takiej formie zwiazki te s3 zazwyczaj trwale
i dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych, w przeciwienstwie do stabo
rozpuszczalnych soli amonowych czy bardzo stabo rozpuszczalnych soli sodowych. Kation
trietyloamoniowy wprowadzany jest zazwyczaj podczas oczyszczania chromatograficznego
Z uzyciem faz mobilnych zawierajacych trietyloaming. W takiej wtasnie formie izolowatem
czyste (N-aryloamido)fosforany AZT i innych 2',3'-dideoksynukleozydow. Podczas analizy
widm 'H NMR uzyskanych produktow zaobserwowatem jednak, ze pola powierzchni
sygnatow pochodzacych od protonow trietyloamoniowych byly mniejsze, niz wynikatoby to
ze stosunku stechiometrycznego 1:1 cze$ci kationowej i anionowej tych soli. Byla to
obserwacja zupetnie nieoczekiwana, a W literaturze nie udato mi si¢ znalez¢ opisu takiego
zjawiska (sytuacja przeciwna, tj. wicksza zawarto$¢ EtsN lub kationu EtsNH*, zdarza sie
sporadycznie i moze by¢ tatwo wyjasniona niecatkowitym usuni¢gciem aminy podczas
suszenia produktu lub obecnoscig chlorowodorku trietyloaminy, jako produktu neutralizacji
chlorowodoru z rozpuszczalnikéw typu chlorowanych weglowodoréw, np. CHCIs, CH.Cl»
lub C2H4Cl).
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Niestechiometryczny skitad produktu przy braku s$wiadomosci tego faktu moze
prowadzi¢ do bledow w nawazaniu probek do eksperymentéw. Biad ten moze by¢ istotny,
gdyz kation trietyloamoniowy moze stanowi¢ nawet kilkadziesiat procent masy molowej
nukleotydu. Co wiecej, utrata cze$ci kationowej oznacza przeksztatcenie si¢ soli w kwas,
czego skutkiem moze by¢ przyspieszony rozktad zwigzku, zwlaszcza podatnych na katalize
kwasowa amidofosforanéw lub zawierajacych kwasolabilne grupy ochronne. Moze takze
dochodzi¢ do obnizenia rozpuszczalnosci — problemy takie byly faktycznie obserwowane we
wczesnych fazach naszych prac z (N-pirydylo)amidofosforanami i byty one wowczas trudne
do wyjasnienia.

Najbardziej racjonalnym wytlumaczeniem zaobserwowanej obnizonej zawarto$ci
komponentu kationowego jest przyjecie, ze badane sole znajdujg si¢ W roztworze w stanie
rownowagi

A" EtsNH* = AH + EtsN (1)

o0 znaczgcym udziale komponentéw po prawej stronie roOwnania oraz ze W trakcie uzyskiwania
czystego zwigzku zachodzg procesy eliminujace wolng aming z uktadu. W procedurze
laboratoryjnej zidentyfikowalem dwa potencjalne etapy odpowiadajace powyzszemu
schematowi:

1) rozdziat chromatograficzny;

2) zatgzanie roztworu.

Utrata kationu EtsNH" podczas rozdziatu chromatograficznego jest mozliwa pod
warunkiem zastosowania fazy mobilnej niezawierajgcej trietyloaminy. W wyniku rOwnowagi
(1) przez kolumng transportowane sa W rzeczywistosci 3 zwiazki: sol, kwas i zasada, ktore
moga r6zni¢ si¢ mobilnoscig chromatograficzng. Uproszczony, hipotetyczny przebieg takiego
procesu przedstawia Rys. 31.

Aby moglo dojs¢ do utraty czeSci kationowej soli podczas odparowania
rozpuszczalnika, zasada musi by¢ na tyle lotna, aby w trakcie procesu byta usuwana wraz
z rozpuszczalnikiem.

W obu procesach warunkiem koniecznym jest znaczaca dysocjacja soli na zasade
1 kwas w danym rozpuszczalniku. Mozna wigc domniemywaé, ze zjawisko to moze
wystepowacé zwtaszcza dla stabych kwasow, dla ktorych rownowaga (1) bedzie przesunigta
w prawo w stopniu znacznie wigkszym, niz dla soli kwasow silnych. Wprawdzie kwasowos$¢
badanych amidofosforanow nie jest znana, jednak na podstawie danych literaturowych dla

pokrewnych zwigzkow, mozna oczekiwaé dla nich wartosci pKa rzedu 3—4 w poréwnaniu do
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pKa 1-2 dla estrow fosforanowych''®. Oznacza to, ze amidofosforany powinny by¢ znacznie
bardziej podatne na utrat¢ kationu niz estry fosforanowe. Wniosek ten jest zgodny
z pierwszymi obserwacjami tego zjawiska, ktore zarejestrowano dla [N-(pirydyn-4-ylo)]-
amidofosforanu AZT (78A;c). Mozna spodziewa¢ si¢, ze zwigzek ten wykazywaé powinien
szczegoblnie niskg kwasowos¢ ze wzgledu na obecnos$¢ dodatkowego zasadowego atomu azotu
w pierscieniu, i to w pozycji para, w ktorej forma protonowana jest szczeg6lnie stabilizowana
przez efekt rezonansu, a w efekcie odej$cie wolnej aminy moze zachodzi¢ szczegdlnie tatwo

(Schemat 29).
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2

0

0
——

PO Et;NH* + POH + Et3N

0
0
——
EtN
3

<]

Rysunek 31. Hipotetyczny schemat rozdzielenia czg¢éci kwasowej (POH) i zasadowej (EtsN) podczas
chromatografii soli PO"EtsNH*. 1. Zatadowanie kolumny. 2. Przemywanie kolumny
i rozdzielenie soli na kwas i zasade. 3. Wymycie kwasu z kolumny.
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Schemat 29. Mozliwe formy tautomeryczne i rezonansowe kwasowej formy amidofosforanu 78A;c
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Biorgc pod uwage, jak wazny jest dokladny sktad substancji w badaniach
chemicznych, biochemicznych, a zwlaszcza farmakologicznych oraz zaskakujacy brak
jakichkolwiek doniesien literaturowych o mozliwo$ci utraty czesci kationowej nielotnych
soli, uznatem za bardzo wazne blizsze zbadanie zaobserwowanego zjawiska. Do badan tych
wykorzystalem szereg soli tritetyloamoniowych analogow fosforanu AZT (10) typu
amidoestrow (78A;a, 78A;c, 78A;m, 103A, 78A;]j, 78A;c) i diestrow (104A, 105A, 106),
a takze H-fosfonian AZT (81) i proste diestry 107 i 86 (Rys. 32). W czgsci aromatycznej

roéznily si¢ one obecno$cig | pozycja atomu azotu W pierScieniu oraz obecnoscig

podstawnikow.
— 4 i
N NZ,L - V/LL o V},L (}L
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W, \_/ N Y
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106A, Nu=AZT
106D, Nu =3TC

Rysunek 32. Struktury diestrow i amidofosforanow uzytych w badaniach

Aby badania te byly wiarygodne i doktadne, zwrécitem szczegdlng uwagge na
stechiometryczng ilos¢ kationu | anionu, by ich stosunek wynosit doktadnie 1:1
W  wyjsciowych zwigzkach. W niektorych przypadkach wymagato to zastosowania
specjalnych technik, ktore opracowalem w tym celu, gdyz standardowe procedury byty
nieskuteczne. Podczas oczyszczania amidofosforandéw najwazniejsza cze$¢ stanowito

usuniecie nadmiaru TEA'HCI, bedacego pozostatoscia z reakcji kondensacji. W przypadku
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estrow (105A, 106, 107, 86, 81) zastosowalem wstepne sgczenie ich wodnych roztworow
przez ztoze z silnym kationitem (Dowex) w formie kwasowej (H*). W efekcie w eluacie
znajdowaty si¢ odpowiednie diestry W formie kwasowej oraz HCI, ktory byt usuwany podczas
odparowywania rozpuszczalnika. Uzyskane w ten sposob zwigzki rozpuszczatlem ponownie
W wodzie, dodawatem niewielki nadmiar molowy trietyloaminy i liofilizowatem, otrzymujac
trieltyloamoniowe sole (N-arylo)amidofosforanow AZT ze stechiometryczng iloScig kationu.
Bylo to mozliwe, gdyz podczas liofilizacji nie moze zachodzi¢ rdwnowagowanie opisane
rownaniem (1), a wigc uklad anion-kation zostaje zamrozony (w sensie dostownym
I przeno$nym) i usuwany jest jedynie nadmiar niesprotonowanej aminy.

Nieco inne postgpowanie zastosowatem W przypadku amidoestréw 78A;a, 78A;c,
78A;l, 104A, 78A;), 78A;e, gdyz uzycie silnie kwasowej zywicy Dowex powodowalo
czgsciowy rozktad tych zwiazkéw. Po zbadaniu szeregu ukiadéw chromatograficznych
opracowatem metod¢ usuwania niepozadanego TEA'HCI na zZelu krzemionkowym stosujac
jako eluent octan etylu z 5% zawartoscig TEA i 0-20% gradient MeOH. W uktadzie tym
TEAHCI migrowat szybciej niz oczyszczany amidofosforan, co pozwalato na jego uzyskanie
w formie czystej, cho¢ zazwyczaj w postaci mieszaniny soli i kwasu (czyli z niedoborem TEA
w pordéwnaniu do uktadu o stosunku stechiometrycznym). Po rozpuszczeniu W wodzie
z niewielkim dodatkiem trietyloaminy i liofilizacji otrzymywatem pozadane produkty,
podobnie jak dla estrow opisanych powyze;.

Badania mozliwosci chromatograficznego rozdzielenia soli na kwas i aming
przeprowadzitem dla amidofosforanow 78A;a, 78A;c, 78A;l, 105A, 78A;j, 78A;e, oraz
diestrow 106A i 86, wszystkie w postaci soli trietyloamoniowych. Zwigzki te nanositem na
kolumne chromatograficzng i wymywatem produkt uzywajac fazy ruchomej toluen : metanol
(1:1). Zebrane rowne frakcje zakwaszalem HCl w celu zwigzania trietyloaminy w nielotny
chlorowodorek i oznaczalem ilosci aminy I kwasu w poszczegdlnych frakcjach poprzez
analize integracji sygnatow w *H NMR. Najbardziej charakterystyczne wyniki przedstawione
sg na Wykresie 1. Z przeprowadzonych obserwacji i badan moglem wyciagnac¢ kilka
og6lnych wnioskow:

a) usuniecie kationu trietyloamoniowego nie ogranicza si¢ do amidofosforanow
heteroaromatycznych, lecz obejmuje takze diestry fosforanowe;

b) zawartos¢ fosforandw i aminy roznita si¢ wyraznie W poszczegdlnych frakcjach, co
wskazuje, ze owe komponenty migruja przynajmniej czesciowo niezaleznie;

c) wigksza cze$¢ trietyloaminy (lub catos¢ w niektorych przypadkach) byta wigzana

przez zel krzemionkowy I nie ulegata wymywaniu
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BETEA
m78Ae
OTEA
m86

Stezenie [mol/ml]

Frakcje

Wykres 1. Zawartos$¢ fosforanow 78A;e i 86 oraz kationu trietyloamoniowego w poszczegdlnych
frakcjach rozdziatu chromatograficznego soli o sktadzie stechiometrycznym. Wysoko$¢
shupkéw odpowiada stezeniu molowemu (ktorego wartos¢ bezwzgledna nie zostata
ustalona)

Zatozenie, ze zel krzemionkowy czesciowo lub w calosci wychwytuje sktadnik
zasadowy soli (tj. kation trietyloamoniowy), potwierdzaja wyniki eksperymentéw, w ktérych
na standardowa kolumn¢ chromatograficzng nanositem rozne ilosci zwiazkoéw. Przy
wiekszych ilosciach naniesionego materiatu stosunek molowy kwas:zasada w sumarycznym
eluacie zmniejszat si¢, co wskazywalo na wysycenie zelu trietyloaming. Podobne zjawisko
obserwowalem, jesli nanoszony zwigzek wzbogacalem kontrolowang iloscig TEA.

Eksperymenty chromatograficzne wykazaly wiec, ze jest mozliwe czgsciowe usunigcie
kationu trietyloamoniowego podczas chromatografii w warunkach oboj¢tnych, co oznacza,
ze zel krzemionkowy moze zachowywac si¢ jak staby wymieniacz jonowy. Poniewaz jednak
w zadnym wypadku polaczone frakcje eluatu nie byly w pelni pozbawione trietyloaminy
w wyniku samej chromatografii, a dla niektorych amidofosforanéw obserwowatem wcze$niej
calkowite usunigcie zasady po oczyszczeniu, prawdopodobnie zachodzit tu dodatkowy proces
usuwania kationu.

Procesem tym moglo by¢ wspomniane wczesniej odejscie aminy podczas
odparowywania soli z rozpuszczalnikoéw organicznych. Bylo to jeszcze bardziej
nieoczekiwane niz opisana powyzej utrata kationu podczas chromatografii. Aby
zweryfikowac te spekulacje i oceni¢ skale tego zjawiska, przebadatem je dla szeregu estrow
fosforanowych i amidofosforanéw, z ktorych czes¢ (Rys. 32) poddatem systematycznym
badaniom w $cisle zdefiniowanych warunkach eksperymentalnych. W tym celu probki

testowanych zwigzkéw rozpuszczalem w ukladzie toluen : metanol 1:1 (v/v)
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i odparowywatem do sucha w $cisle okreslonych warunkach ci$nienia i temperatury oraz
stosujac taki sam sprzet. Procedure rozpuszczenie—odparowanie powtdrzytem wielokrotnie
dla wszystkich badanych zwigzkéw, analizujac sklad roztworu za pomoca H NMR.

Przyktadowe wyniki takiej analizy przedstawione sg na Rys. 33 1 34.

HNMR
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Rysunek 33. Widmo *H NMR amidofosforanu 78A;c (sol TEAH") przed i po 1 odparowaniu z uktadu
metanol : toluen 1:1 (v/v).
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Rysunek 34. Widmo 'H NMR amidofosforanu 78A;e (s61 TEAH*) przed i po 1, 3, 5, 7 i 9
odparowaniach z uktadu metanol : toluen 1:1 (v/v).
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[lo§¢ TEAH" w stosunku do fosforanu zostata oszacowana przez porownanie warto$ci
integracji sygnatow H NMR. Wyniki tych badan przedstawiono na Wykresie 2 (kazdy punkt

jest $rednig z 3 do§wiadczen).

106A, Nu = AZT
106C, Nu=3TC
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Kolejne odparowania

Wykres 2. Tlos¢ kationu trietylamoniowego podczas wielokrotnego odparowywania rozpuszczalnika
z roztworow soli trietyloamoniowych amidoestrow fosforanowych 78A;c, 78A;a, 78A;l,
103A, 78A;j, 78A;e, diestrow fosforanowych 104A, 105A, 106, 107, 86 i H-fosfonianu
81

Oprocz fosforanow dinukleozydowych (AZT i 3TC), wszystkie z przebadanych
zwigzkow tracity TEAH™ w wigkszym lub mniejszym stopniu. Zjawisko to byto widoczne dla
szeregu estrow (tj. fosforanu fenylowo-nukleozydowego (105A), fosforanu dibutylowego
(207), fosforanu difenylowego (86) i H-fosfonianu AZT (81) i wszystkich (N-arylo)amido-
fosforanow. Zbadane zwigzki mozna podzieli¢ na 4 grupy: (i) nie tracace kationu, (ii) tracace
20-50% kationu po 10 odparowaniach, (iii) tracace cato$¢ lub prawie cato$¢ kationu po 10
odparowaniach i (iv) tracgce cato$¢ kationu po 1 odparowaniu. Podjeta analiza korelacji
pomiedzy kwasowos$cia ugrupowania P-O-H i sktonnoscig do utraty kationu tylko czgsciowo
wyjasnita powyzsze obserwacje. Warto$ci pKa badanych zwigzkéw nie sa znane, zostaly
jednak oszacowane przez porownanie z danymi literaturowymi dla zblizonych uktadow na
okoto 1-2 dla diestrow kwasu fosforowego (105A, 106A, 106D, 107, 86)!% 120 j 3-4 dla

amidoestru 103A!, W tym kontekscie zaskakujaca jest obecnoéé amidoestru 103A w grupie
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(i), razem 2z estrami, oraz stosunkowe duze rdéznice pomiedzy diestrami pomimo
prawdopodobnie bardzo zblizonej kwasowos$ci, np. fosforany dinukleozydowe 106
w poréwnaniu do fosforanu dibutylowego 107. Wyrazne zwigkszenie podatnosci na utrate
kationu widoczne jest dla amidoestrow zawierajgcych dodatkowy atom azotu W pierscieniu
aromatycznym. Stanowi on centrum zasadowe, a wiec dogodne miejsce wigzania protonu
z kationu TEAH™, co oznacza generowanie wiekszych ilo$ci wolnej trietyloaminy. Zjawisko
to jest silniejsze w przypadku uktadow typu orto i para (grupa iv) niz meta (grupa iii). Bardzo
duza nietrwalo$¢ pochodnych orto, plasujgca je razem z pochodnymi para, a nie meta nie
odzwierciedla wartoéci pKa wyjsciowych amin (6,0, 6,8 i 9,2 dla odpowiednio m-, o- i p-
-aminopirydyny*?? 12%) Wskazuje to, ze opisywane zjawisko jest prawdopodobnie
wypadkowa réznych efektéw, a nie prosta zaleznoscig od pKa. Interesujaca jest takze zblizona
nietrwato$¢ soli pochodnej 4-aminopirydyny (78A;c) 1 4-hydroksypirydyny (104A),
zwlaszcza W kontekscie podobnego podobienstwa wspomnianej wezesniej pary 103A (amid
fenylowy)
I 105A (ester fenylowy). Mozna tu pokusi¢ si¢ o uogoélnienie, ze dominujgcy wplyw na
zjawisko utraty kationu ma struktura ligandu, a nie budowa centrum fosforanowego (amid vs
ester).

Powyzszy wniosek nie oznacza jednak, ze kwasowo$¢ centrum fosforowego nie ma
znaczenia. Wyraznie uwidocznily to wlasciwosci bis(trietyloamoniowej) soli fosforanu AZT

(10A, Schemat 30).

I I I
‘O—P—OAZT T HO—P—O0AZT ﬁ‘%» HO—P—OAZT
TEAH* | | |

O TEAH* O TEAH* OH
TEA A TEA A
10A

Schemat 30. Utrata kationu 5-monofosforanu AZT (10A)

W tym wypadku utrata pierwszego przeciwjonu zachodzi tak tatwo, ze samo
uzyskanie soli bis(triectyloamoniowej) bylo wyzwaniem i Wymagato szczegolnie ostroznej
liofilizacji z uktadu zawierajacego nadmiar trietyloaminy. Natomiast drugi przeciwjon byt
niezwykle stabilny i nie byt eliminowany W zauwazalnym stopniu nawet podczas
wielokrotnego odparowywania. Odzwierciedla to niewatpliwie roéznice W kwasowosci

poszczegdlnych protonéw kwasu azydotymidylowego: pKai = ~1, pKaz = ~62:
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pKa1 =~1 pKaz =~6
AZTMPH™ + H*

AZTMPH, AZTMP? + 2H* )

W celu ustalenia, czy zjawisko utraty kationu jest ograniczone tylko do fosforanow,
przeprowadzitem odparowanie duzej ilosci rozpuszczalnika (400 ml uktadu toluen — metanol
1:1, v/v) z roztworu 20 mg soli trietyloamoniowych kwasu solnego, benzenosulfonowego
I benzoesowego. Dwie pierwsze sole byly trwate, natomiast benzoesan trietyloamoniowy
stracit ok. 20% kationu (pKa kwasu benzoesowego wynosi 4,2). Takze w tych
eksperymentach ujawnila si¢ wiec zalezno$¢ trwatosci soli od pKa sprzezonego kwasu.
Z analizy zbadanych zwigzkow wynika, ze warto$cig graniczng pKa, ponizej ktorej sol
trictyloamoniowa nie jest podatna na utrate kationu jest 1. Jest to szacowana warto$¢ pKa dla
diestrow fosforanowych. Mozna spekulowaé, ze w =zaleznosci od ligandow, pKa dla
niektorych estrow (np. dinukleozydowych AZT i 3TC) ma warto$¢ ponizej tej granicy i nie
tracg one kationu podczas odparowywania, natomiast dla innych jest ona wyzsza i obserwuje
si¢ utrate kationu.

W $wietle dotychczasowych wynikéw jest rzecza oczywista, ze na trwalo$¢ soli
podczas odparowywania rozpuszczalnika moze wplywac takze zasadowo$¢ i lotno$¢ aminy.
Zbadatem to dla soli amidofosforanu 78A;c z silnie zasadowym i nielotnym DBU (1,8-
-diazabicykloundek-7-enem) oraz z zasadami lotnymi — amoniakiem i metyloaming.
Jak mozna byto oczekiwa¢, s6l DBU byta w pelni trwala, natomiast dwie pozostate tracity
calo$¢ kationu po jednym odparowaniu 50 ml rozpuszczalnika. Nie oznacza to jednak,
ze wszystkie sole zbudowane z lotnych sktadnikoéw ulegaja podobnemu rozpadowi, gdyz np.
NHsHCI i EtsN'HCI byty catkowicie trwate w badanych warunkach.

Ostatnim zagadnieniem tej czeSci badan bylo zbadanie wptywu sktadu
odparowywanego rozpuszczalnika. Badania te przeprowadzitem dla soli TEAH"
amidofosforanu 78A;c (ktory we wczesniejszych eksperymentach wykazywat si¢ bardzo duza
labilnoscig) i znacznie trwalszego amidofosforanu 78A;e. Do poréwnania uzytem 9 uktadow
rozpuszczalnikow roznigcych si¢ znacznie polarno$cia i temperaturami wrzenia: DCM: 40 °C;
MeOH: 65 °C; DCE (1,2-dichloroetan): 84 °C; PrOH: 97 °C; woda: 100 °C; 1,4-dioksan: 101
°C; toluen: 111 °C; DMF: 153 °C. Dobér rozpuszczalnikéw i ich mieszanin (w stosunku 1:1
v/v) podyktowany byt rozpuszczalnoscig badanych amidofosforanow. Wyniki zebrane sg na
Wykresie 3. Ogolny trend wskazywal na tatwiejszg utrate kationu z rozpuszczalnikow wyzej
wrzacych. Na uwage zastuguje szczegdlnie silna zdolno$§¢ do usuwania kationu uktadu

toluen—metanol, ktory byt efektywniejszy od uktadow wodnych. Polarny metanol petnit tu
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prawdopodobnie rol¢ skladnika umozliwiajacego catkowite rozpuszczenie zwigzku (stabo
rozpuszczalnego w samym toluenie), natomiast toluen byt sktadnikiem o wysokiej
temperaturze wrzenia i niskiej polarnosci, sprzyjajacej formom obojetnym, tj. wystepujacym
po prawej stronie rownania (1). Stosunkowa staba efektywnos¢ wody w eliminowaniu kationu
wynika prawdopodobnie z jej wysokiej polarnosci, ktora sprzyja formie zjonizowanej po
lewej stronie rownania (1) w wyniku zysku energetycznego z solwatacji. Natomiast DMF ma
temperatur¢ wrzenia na tyle wysoka, ze trietyloamina jest usuwana efektywnie nawet biorac
pod uwage niekorzystne dla tego procesu prawdopodobnie silne przesunigcie rownowagi (1)

w lewg strong, wynikajace z solwatacji jonow.
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® Amidofosforan (78A;c)  m Admidofosforan (78A;e)

Wykres 3. Zawarto$¢ kationu trietyloamoniowego w amidofosforanach 78A;c i 78A;e po
jednokrotnym odparowaniu rozpuszczalnika lub mieszaniny 1:1 (v/v) dwoch
rozpuszczalnikow (20 mg zwigzku w 50 ml roztworu).

Podsumowujac t¢ cze$¢ badan, udato mi si¢ wykazac ze:

a) zarowno podczas oczyszczania chromatograficznego, jak i odparowywania
rozpuszczalnika moze dochodzi¢ do utraty przeciwjonu, jesli jest nim protonowana
lotna amina;

b) formy kwasowe niektorych fosforanow i amidofosforanow mozna otrzymac z soli
trietylamoniowych podczas
(i) chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym,

(ii) odparowania rozpuszczalnika;
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c) kation trietyloamoniowy w proporcji stechiometrycznej mozna wprowadzi¢ do
labilnych amidofosforanéw przez liofilizacj¢ formy kwasowej z niewielkim

nadmiarem molowym trietyloaminy.

Warto tez zwréci¢ uwage, ze o ile z przeprowadzonych badan wynika duza stabilno$¢
przeciwjonu trietyloamoniowego w dinukleotydach, to utrata tego kationu byta obserwowana
podczas oczyszczania syntetycznych tiofosforanéw oligonukleotydéow produkowanych na
skale setek gramow z przeznaczeniem do badan medycznych jako oligonukleotydy
antysensowe (dr Yogesh S. Sanghvi, Rasayan Inc., informacja ustna). Wskazuje to na istotne
znaczenie problemu utraty kationu, ktéry moze prowadzi¢ do btgdnego nawazania obliczonej
ilosci zwigzku. Zaobserwowanie btednego sktadu preparatu nie jest trywialne, gdyz wymaga
dokladnej analizy integracji sygnalow na widmie NMR. Na widmach nie pojawiajg si¢
natomiast zadne nowe sygnaly czy wyrazne przesunigcia sygnatow przeciwjonu, a w efekcie
fakt utraty czgséci kationu moze zostaé tatwo przeoczony. Z analizy publikacji zawierajacych
materialy eksperymentalne W postaci zintegrowanych widm H NMR wynika,
ze rzeczywiscie uzyskiwano produkty o niestechiometrycznej, obnizonej zawarto$ci kationu

trietyloamoniowego**°.

2.8 Trwalos$¢ i $ciezki rozpadu amidofosforanow

Istotnym elementem, ktéry nalezy bra¢ pod uwage podczas projektowania
pronukleotydow jako potencjalnych prolekow jest ich trwato§¢. Decyduje ona o formie,
w jakiej zwigzek dotrze do miejsca dzialania, a takze czy jest wstanie pokona¢ chemiczng
I enzymatyczng degradacje zachodzaca w zywym organizmie. Poznanie mechanizmu
I produktow rozktadu amidofosforanéw jest jednym z wazniejszych kryteriow mojej pracy,
ktore pozwolg mi oceni¢ i zrozumieé przydatnos¢ tych zwigzkow w terapii anty-HIV. Calg
seri¢ otrzymanych zwiazkéw przebadalem pod katem ich stabilno$ci chemicznej

i enzymatycznej.

Jako standardowy uktad do badania trwatosci chemicznej W roztworze stosowalem
inkubacje zwigzkow W pozywce do hodowli komorkowych RPMI-1640 (standard Roswell
Park Memorial Instytut). Ponadto dla wybranych zwiazkéw okreslitem ich trwato$¢ na
warunki zasadowe i kwasowe. Odporno$¢ na dziatanie enzymow hydrolitycznych badatem
W roztworze RPMI zawierajacym 10% surowice z ptodoéw bydlecych (FBS, z ang. fetal

bovine serum). Wszystkie te testy prowadzitem w inkubatorze w temperaturze 37,0 °C.
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Wszystkie otrzymane amidofosforany typu 78A, 78B, 78C, 78D, 78E niezaleznie od
budowy komponentu nukleozydowego (AZT, d4T, ddU, 3TC, ABC) i aminoarylowego
wykazaly wysoka odporno$¢ chemiczna, co bylo zgodne z wynikami wcze$niejszych badan
kilku pochodnych aminopirydylowych!®. W buforze RPMI byty one trwate powyzej 30 dni
(catkowity brak $ladow degradacji; analiza mieszanin reakcyjnych za pomocg HPLC
i 3IP NMR). Co wiecej, przykladowa pochodna 3AQ-AZT (78A;e) wykazata pelng trwatosé
w pH =41 pH =10 (7 dni). W jeszcze drastyczniejszych warunkach zasadowych (pH = 13)
czas potowicznego rozktadu pochodnej 4APy-AZT (78A;c) wynosit ok. 10 dni, natomiast
w warunkach silnie kwasowych (pH = 1) byla ona nietrwata (ti2 < 3 min). Znaczna
odpornos¢ na hydrolize chemiczng jest cechg bardzo korzystng w kontek$cie wykorzystania
farmaceutycznego, gdyz wskazuje na mozliwo$¢ dhugotrwalego przechowywania zwigzku.
Warto zauwazyé, ze szybki rozktad w warunkach silnie kwasowych nie wyklucza
potencjalnego przyjmowania doustnego leku, gdyz kontakt z kwasowym S$rodowiskiem
zotadka mozna wyeliminowa¢ stosujac tabletki powlekane (dojelitowe). Istotniejszym
problemem jest odpornos¢ zwigzku na enzymy hydrolityczne, obecne zaréwno W uktadzie
pokarmowym, jak i we krwi. Jako wstepne oszacowanie zachowania uzyskanych
amidofosforanow W organizmie przeprowadzitem badanie ich trwato$ci S$rodowisku
wykazujacym aktywno$¢ enzymatyczng, tj. w medium hodowlanym RPMI z 10% surowica
Z ptodow bydlecych. W przeciwienstwie do buforu RPMI bez aktywnosci enzymatyczne;,
w warunkach tych dla wigkszosci zwigzkéw obserwowatem hydrolize, cho¢ zwykle byta ona
bardzo powolna — jedynie dla kilku zwiazkow ti2 byto nizsze niz 7 dni. W kilku przypadkach
stwierdzitem natomiast catkowita odpornos¢ na rozktad w badanych warunkach (Tabela 1).
Poniewaz 50% rozktadu w wielu przypadkach nie zostato osiggniete w badanym przedziale
czasowym, W celu poréwnania podatnosci amidofosforanow na hydroliz¢ wobec FBS,

dodatkowo okreslitem stopief degradacji wyjsciowego zwiazku po 3 dniach inkubacji.
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Numery
Zwigzkow

Aktywny
nukleozyd
ddN

AZT

AZT

AZT

AZT

AZT

AZT

AZT

AZT

AZT

AZT

AZT

Amina

HaN A
L.
NZ>CN
~CN
»

H,NT N

tue

dni

>7

>7

>7

>7

>7

2,5

24 h

>7

Po 3 dniach

(% 78)

78

77

98

73

86

97

45

65

23

68

40

Produkty
rozpadu
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NH, ddUMP

X
ddu ©\/j 15 36 ArNH;
N

ddu
HN N ddUMP
ddu _ 6 74 ArNH,
N ddu
ddUMP
~CN
ddu | _ 3,5 53 ArNH,
HoN N ddu
N ddUMP
ddu \[ H—NH, 15 40 ArNH,
S ddu
~ - NH:
daT C(j trwaty 100 -
N
HoN N
daT _ trwaty 100 -
N
d4TMP
~CN
daT | _ >>7 88 ArNH,
HN" N daT

. d4TMP
788;0 daT \[ S—NH, >7 72 ArNH;
° daT
N CN
78E;m ABC | trwaty 100 -
H,N" N

N
o LS oy 100 :
S
N
78D;0 3TC \[ S—NH,  trwaly 100 _
S

Tabela 1. Trwatos¢ (N-arylo)amidofosforanéw dideoksynukleozydéw typu 78 w RPMI/FBS.

Dzigki przeprowadzonym badaniom mozna zaobserwowa¢ znaczng roznice
W stabilnos$ci amidofosforandw w zaleznosci od reszty nukleozydowej, ktora wahata si¢ od

tiz = 24 h do catkowitej trwatosci W ciggu 7 dni inkubacji. Odpornos¢ amidofosforanow
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dideoksynukleozydéw na dziatanie enzymow mozna uszeregowa¢ W zalezno$ci od reszty

nukleozydowej nastgpujaco: ddU < AZT < d4T < ABC =3TC.

Dla kilku wybranych amidofosforanow 78 przeprowadzitem doktadniejsza analize

przebiegu rozktadu w RPMI/FBS. Najbardziej reprezentatywne wyniki przedstawione sg na

Rys. 35.
A 78A;0
AZTMP AZT
+
AMT I
n.i.
_ /
1d
J
A ==
0 5 10 15 20 25 30
RT [min]
B 78C;o
AMT
ddUMP ddu
5.5d o
2d
11.50| d
gzhh }I\\!L A_
t = 0 I T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
RT [min]

Rysunek 35. Analiza HPLC rozpadu amidofosforanow 78A;0 i 78C;0 w RPMI/FBS.
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Analize przebiegu reakcji prowadzitem za pomocg HPLC na kolumnie z faza
odwrocong RP-18 dla kazdego zwiazku indywidualnie, okreslajac produkty rozktadu poprzez
poréwnanie czasOw retencji Z substancjami wzorcowymi. W niektorych przypadkach
rozdzielenie mieszaniny produktow bylo bardzo trudne lub niemozliwe, gdyz czasy retencji
poszczegolnych produktow byty praktycznie takie same, natomiast w innych analiza
przebiegu reakcji nie nastrgczla problemow. | tak, o ile w przypadku amidofosforanu 78A;0
(AZT — AMT) powstajace AZTMP i aminotiazol maja tak zblizone czasy retencji, ze daja
jeden wspélny sygnal na chromatografach, to ddUMP i aminometylotiazol powstajace
z rozktadu amidofosforanu 78C;0 (ddU — AMT) sa dobrze rozdzieclone, co pozwala na
uzyskanie znacznie doktadniejszych informacji o przebiegu reakcji.

Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze hydroliza amidofosforanow
dideoksynukleozydow 78A-E moze przebiega¢ dwukierunkowo: (i) $ciezka pronukleozydowa
— powstaje dideoksynukleozyd (A-E) i amidofosforan 108 (ktory w nastgpnym etapie
rozktada si¢ do aminy 79 i jonu fosforanowego); (ii) $ciezka pronukleotydowa — powstaje
amina 79 i nukleotyd ddNMP (10), hydrolizujacy dalej do dideoksynukleozydu A-E i jonu
fosforanowego (Schemat 31). Szybkos¢ degradacji monofosforanow dideoksynukleozydow
w buforze RPMI/FBS wyznaczytem w osobnych eksperymentach; tiz wynidst ok. 12 h dla
wszystkich ddNMP.

szybko, t{; ~12h

- P043-
Mechanizm pronuklozydowy Mechanizm pronuklotydowy
(0]
RPMI/FBS I RPMI/FBS Il
9:1 (v/v) ArHN—P—O0—ddN 9:1 (v/v) ‘0—P—O0—ddN
ddN | - |
37°C o 37°C 0
A,B,C,D,E 78A,B,C,D,E 10
1 +
S H ‘)
: 0] P
ArHL lll o : bardzo szybko
. o -POS>
i Nie obserwowany 79
108

Schemat 31. Potencjalne $ciezki rozpadu amidofosforanow typu (A).
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Jak wida¢ na Rys. 35B, rozpad amidofosforanu 78C;0 prowadzi — przynajmniej
czesciowo — do powstania analogu nukleotydu ddNMP, co dowodzi pronukleotydowego
charakteru tego zwigzku W badanych warunkach. Mechanizm pronukleozydowy nie zostat
natomiast ani potwierdzony, ani wykluczony. Pomimo ze W zZadnym przypadku
amidofosforan 108 nie zostal wykryty w mieszaninach reakcyjnych, istnieje mozliwo$¢, ze
w badanych warunkach ulega on bardzo szybkiej hydrolizie do wolnej aminy i jonu
fosforanowego. Z kolei nukleozyd A-E moze pochodzi¢ zaréwno bezposrednio z rozktadu
wyjéciowego amidofosforanu 78A-E (mechanizm pronukleozydowy), jak i z nukleotydu 10
(mechanizm pronukleotydowy). W celu okreslenia trwatosci amidofosforanow typu 108
podjatem proby ich uzyskania w osobnych eksperymentach, jednak zakonczyty si¢ one
niepowodzeniem. Tym niemniej najwazniejszg informacja otrzymang podczas
przedstawionych powyzej eksperymentow byt fakt, ze amidofosforany 78A;0 i 78C;0 moga
ulega¢ rozpadowi wedlug zaktadanego mechanizmu pronukleotydowego. Co ciekawe,
w eksperymencie przedstawionym na Rys. 35B wytworzyt si¢ stan stacjonarny — szybkos¢
powstawania i rozktadu ddUMP byta praktycznie taka sama, a jego ilo$¢ utrzymywata si¢
przez dlugi okres na poziomie ok. 15%. Tego typu kinetyka — stale utrzymywanie
okreslonego stezenia zwigzku aktywnego jest bardzo korzystne dla potencjalnych zastosowan
terapeutycznych. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze bufor RPMI/FBS znaczaco odbiega od
warunkow panujacych W zywym organizmie, wigc przedstawione badania nalezy traktowac

jedynie jako wstgpny sondaz trwatosci i mechanizmu rozktadu badanych zwiazkow.

2.9 Lipofilowos¢ | wspolczynnik podzialu — wprowadzenie

W podejsciu zmierzajacym do zaprojektowania lekéw o jak najwyzszej aktywnosci —
w przedstawianej tu pracy (N-arylo)amidofosforanow dideoksynukleozydow — istotng role
odgrywa ich lipofilowos$¢ i hydrofobowos¢.

Lipofilowo$¢ jest podstawowym czynnikiem fizykochemicznym wplywajacym na
rozne wlasciwosci biologiczne, takie jak biodostgpnos¢, wchianianie, dystrybucja
I metabolizm. Termin ten mozna zdefiniowa¢ jako powinowactwo, sktonnos¢ zwigzkow
chemicznych (lekow) do przechodzenia do fazy organicznej (lipidowej, tluszczowej).
Determinuje ona zdolno$¢ zwigzku do przekroczenia btony komoérkowej, a jednocze$nie
W znaczny sposob wptywa na rozpuszczalno$¢ W wodzie. Jedna z czesciej stosowanych miar
lipofilowosci jest rdznica stezen rownowagowych danej substancji w uktadzie dwufazowym
ciecz:ciecz, za ktory odpowiedzialne sa gtownie oddziatywania molekularne zachodzace

miedzy czasteczkami rozpuszczalnika i substancji rozpuszczonej. Najczesciej do ilo§ciowego
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pomiaru stanu réwnowagi takiego procesu wykorzystuje si¢ wspotczynnik podziatu P,
zazwyczaj w formie logarytmicznej, log P. Wspotczynnik podziatu opisuje procesy
podzialowe miedzy dwiema fazami, niepolarng (organiczng) a polarng. Tradycyjnie
I najczesciej stosowanym uktadem ekstrakcyjnym stosowanym w celu wyznaczania

wspotczynnika podziatu jest uktad oktanol-woda:

C

P — oktanol

C

woda

Dla uktadu tego obecnie dostgpna jest duza ilo$¢ danych doswiadczalnych,
umozliwiajagca porownywanie zwigzkéw o zblizonych motywach strukturalnych. Ponadto
dobrze modeluje on i odwzorowuje zachowanie substancji w uktadach biologicznych. Kazda
substancja chemiczna w zywym organizmie poddana zostaje kilku procesom, zaro6wno
biofizycznym, jak i biochemicznym, ktore generalnie mozna podzieli¢ na 3 fazy. Pierwsza —
farmaceutyczna, méwi w jakiej formie i w jaki sposob zostaje podany i uwalniany
potencjalny lek. Druga — farmakokinetyczna, jest zwiazana z losami leku w organizmie,
tj. jego transportem i przemianom (metabolizm i eliminacja). Trzecia — farmakodynamiczna,
obejmuje oddziatywanie z farmakoreceptorem, w efekcie czego wystepuje wlasciwy efekt
farmakologiczny. Kazdy z wymienionych etapdw zwigzany jest do pewnego stopnia
Z lipofilowoscig substancji. Zbyt duza lipofilowos$¢, a co za tym idzie staba rozpuszczalnosé
w wodzie, moze powodowa¢ nadmierne powinowactwo leku do lipidow i wybidrcza
absorpcje W blonach biologicznych. Mamy wowczas do czynienia zZ ujemnym wplywem
lipofilowosci na aktywno$¢ biologiczng. W praktyce projektujac potencjalne leki dazy si¢ do
kompromisu i tak dobiera ich strukture, aby lipofilowo$¢ byta optymalna, nie za wysoka ani
za niska.

Hydrofobowo$¢ dotyczy natomiast oddzialywan pomigdzy grupami niepolarnymi
(pierscien lub tancuch weglowodorowy) a wodg i jest ona pewnym integralnym, ale nie
jedynym elementem lipofilowosci. Miarg hydrofobowo$ci moze by¢ zdolnos¢ do agregacji
substancji w srodowisku wodnym. Terminy lipofilowosci i hydrofobowosci bywaja uzywane
zamiennie, jednak dotycza one réznych aspektow tego samego zjawiska i tylko czgsciowo si¢
pokrywaja. W roznych dziedzinach badan preferuje si¢ jeden Ilub drugi termin do opisu
oddziatywan. Np. w badaniach chromatograficznych z niepolarng faza stacjonarng stosuje si¢
tradycyjnie pojecie hydrofobowosci, natomiast w przypadku opisu zjawisk transportu

substancji (leku) w organizmie zywym ugruntowat si¢ termin lipofilowosci.
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2.10 Lipofilowo$¢ (N-arylo)amidofosforanéw dideoksynukleozydow

Jednym z zalozen prezentowanej tu pracy bylo przyjecie, ze racjonalne zwigkszenie
lipofilowo$ci badanych (N-arylo)amidofosforanow dideoksynukleozydow moze pozytywnie
wplynaé na ich parametry farmakologiczne dzigki utatwionej migracji przez lipidowa blone
komorkowa. Z tej przyczyny dla wszystkich otrzymanych zwigzkéw wyznaczylem
wspoélczynnik podziatu woda—oktanol w celu skorelowania go z aktywnos$cig biologiczna.
Nalezy tu zwréci¢ uwage, ze dla zwigzkow obdarzonych tadunkiem trzeba uwzglednic¢
stopien ich jonizacji przy réznych pH fazy wodnej, co realizuje si¢ przez zastgpienie
wspdlczynnika podziatu P bardziej ztozong funkcjg dystrybucji D%, W celu oszacowania
zasadnosci takiego podejscia dla badanych amidofosforanow, dla jednego z nich (78A;e, AZT
— 3AC) wykonatem pomiary podziatu oktanol-woda przy réznych wartosciach pH (Tabela 2).
Poniewaz w badanym zakresie wptyw pH na uzyskane wyniki okazat si¢ niewielki,
przyjalem, ze dla amidofosforanow 78A;e rownanie log P = log D jest spelnione
W sposob wystarczajacy dla celow niniejszej pracy | pozostalem przy wyznaczeniu warto$ci

wspotczynnika podziatu log P, jako faze wodng stosujac bufor o fizjologicznym pH 7.4.

pH log P
4,0 -1,45
7,4 -1,72
11,0 -1,40

Tabela 2. Wspotczynniki podziatu amidofosforanu (78A;e, AZT — 3AC) przy réznych pH

Do wyznaczenia wspolczynnika podziatu stosowalem poczatkowo konwencjonalng
ekstrakcje w uktadzie woda-oktanol (tzw. shake-flask) i pomiar absorbancji w obu fazach za
pomoca spektrofotometru UV-VIS. Metoda ta stosowana byla w naszym laboratorium we
wczesniejszych pracach. W trakcie moich badan stwierdzitem jednak, ze o ile pozwalata ona
na zadowalajgce wyznaczenie wspotczynnika podziatu dla pochodnych AZT, to w przypadku
amidofosforanéw zawierajacych inne reszty nukleozydowe (ddU, d4T, ABC, 3TC) okazata
si¢ ona nieskuteczna. Wynikato to ze zbyt duzej hydrofilowosci tej grupy zwigzkow
I zwigzanej z tym ich bardzo niskiego stgzenia w fazie organicznej, co uniemozliwiato
wiarygodne wyznaczenie absorbancji w tej fazie. Wada tej techniki jest takze podatno$¢ na

btedy podczas pomiaréw, zwlaszcza w oktanolu.

102



Z tych powodoéw w dalszych badaniach zastosowalem inng metod¢ — ekstrakcje
w skali mikro potaczong z okresleniem stgzen zwiazkéw za pomocg HPLC. Metoda ta
okazala si¢ wysoce powtarzalna I pozwolita na okreslenie log P nawet dla najbardziej
hydrofilowych zwigzkéw w badanej grupie. Podejscie to zastosowatem ostatecznie dla
wszystkich uzyskanych pochodnych (Tabela 3) oraz wyjsciowych dideoksynukleozydow
(Tabela 4). Ponadto, korzystajac z modutu ChemProp w programie ChemBioDraw, dla
zwigzkow tych okreslitem tez warto§¢ wspotczynnikéw podzialu obliczong semiempiryczng
metodg fragmentacji na licencji firmy BioByte (Clog P). W Tabeli 5 zestawione sg natomiast

literaturowe i/lub obliczone wartosci pKa i1 log P wyjsciowych amin heterocyklicznych.

log P log P
eksp. obl.

Nr Amina log P log P
eksp. obl.

Nr Amina

~
(o¢]

4-APy -0,94 -0,11
3-AC -1,72 1,27
5-AC -1,23 1,72
6-AC -1,64 1,27
8-AC -1,47 1,27
1-AlIC -0,69 1,06 78B;e W@ -3,36 0,95
5-AlC -1,28 1,06 78B;h T -2,61 0,95

AT -2,10 -0,27 el=Hnn 6-ACPy -1,99 -0,81

3-AC -2,62 0,20
6-AC -2,35 0,20
6-ACPy -1,99 -1,55
-1,71 -0,84

AMT -2,06 0,23 el AMT 2,39 -0,10
ABT -1,22 1,32
5-ACPy -1,67 -0,28 = 6-ACPy -1,94 0,43
6-ACPy -1,92 -0,48 = AMT -1,62 1,15

ke AMT -2,27 -1,07

Tabela 3. Eksperymentalne (metoda HPLC w skali mikro) i obliczone (za pomocg modutu ChemProp
w programie ChemBioDraw Ultra, wersja 13.0, Clog P) wspotczynniki podziatu (N-arylo)amidofosfo-
randéw dideoksynukleozydow 78A;d-p, 78B;e,h,m,0, 78C; e,h,m,0, 78D;0, 78E;m,0.
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Nr Symbol

logP log P log P

eksp. obl. lit.
AZT 006 004 -0,01-0,1'%
du -0,96 -1,23 -1,0%%7
E d4T 0,79 -0,49 -0,6128.129
ABC 1,16 0,76 0,850

094  -146 -0,9313¢

n 3TC

Tabela 4. Eksperymentalne i obliczone (za
pomocag modutu ChemProp W programie
ChemBioDraw Ultra, wersja 13.0, Clog P)
wspotczynniki  podziatu dideoksynukleozydow
A_E126

TEN 2-APy 6,816 0,5 (0,69

N 3-APy 6,016 0,2°(-0,1°
0 4-APy 9,216 0,3°(-0,19
9 3-AC 50  16°(1,39
il 5-AC 5,58 12°(1,39
S8 e-AC 56 1,3"(1,39
T 8AC 40 1,8°(1,39
S8 1-AIC 76 1,9°(1,69
If[8 5-AIC  56'% ~0,9°
79n AT 54126 0,4° (1,09
i AMT 5,6 ~1,7¢
| ABT 4,512 ~2,4¢
5-ACPy  ~0,5¢ ~0,4°
6-ACPy  ~3¢ ~0,6°

2Dane eksperymentalne i obliczone pochodzg z
modutu ChemProp w programie ChemBioDraw
Ultra, wersja 13.0). P°Wartosci eksperymentalne.
‘Wartosci obliczone. 9Warto$ci oszacowane na
podstawie zmian zasadowo$ci pirydyny (pKa 5,2)
powodowanych przez wprowadzenie pojedynczych
podstawnikéw w pozycjach orto i meta (ApKa: oCN, -
5,5; mCN, -3,8; oNH,, +1,5; mNH, +0,8)*?

Tabela 5. Wartosci pKa (W wodzie) i wspot-
czynniki podziatu amin 79a-p*%

Z analizy tak zestawionych danych mozna wyciggnac¢ kilka istotnych wnioskow:

1. Wprowadzenie dodatkowego pierscienia benzenowego do pierscienia aminopirydyny

powoduje znaczacy wzrost lipofilowosci aminy, o ok. jedna jednostke log P, tj. ok.

10x (Tabela 5).

2. Brak jest globalnej korelacji miedzy zasadowoscig amin a ich lipofilowoscia, cho¢

wewnatrz danej grupy strukturalnej (aminopirydyny, aminochinoliny) widoczny jest

pewien trend wzrostu log P przy spadku pKa (Tabela 5). Sg to jednak niewielkie

roznice, a badane grupy zwiazkow sa zbyt nieliczne, aby mozna wyciggac tu istotne

konkluzje. Co wigcej, 1-aminoizochinolina, pomimo wyraznie wigkszej zasadowosci

od aminochinolin z zestawienia jest bardziej od nich lipofilowa.
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3. Dla dideoksynukleozydow A-E i amin 78d-p obliczone wartosci log P zazwyczaj dosé
dobrze oddajg wartosci eksperymentalne (Tabele 4 i 5).

4. W przypadku amidofosforanow 78A;d-p, 78B;e,h,m,0, 78C;e,h,m,0, 78D;0, 78E;m,
0 obliczone wartosci log P znacznie odbiegajg od wartoSci rzeczywistych i ich
przydatno$¢ wydaje si¢ nikta. Np. dla pochodnej 78B;e (d4T — 3-AC) rdznica
przekracza 4 jednostki log (eksp. -3,36 vs obl. 0,95).

5. W przypadku amidofosforanow 78A;d-p, 78B; eh,m,0, 78C; e,h,m,0, 78D;0,
78E;m,0 wprowadzenie reszty bardziej lipofilowej aminochinoliny w miejsce reszty
aminopirydyny spowodowalo wyrazny spadek lipofilowosci produktu (Tabela 3).
Stanowito to znaczne zaskoczenie, gdyz oczekiwany byl wynik przeciwny, na co
wskazywatly takze semiempiryczne dane obliczeniowe (Tabela 3, panel lewy). Z kolei
porownanie lipofilowosci pochodnych aminotiazolu i amino benzotiazolu wykazato
trend zgodny z oczekiwaniami.

6. Lipofilowo$¢ amidofosforanéw 78A;d-p, 78B;e,h,m,0, 78C;e,h,m,0, 78D;0, 78E;m,0
nie wykazywata jednoznacznej korelacji z lipofilowo$cig cze$ci nukleozydowe;.
Wprawdzie widoczny byl ogdlny trend — cho¢ z wyjatkami — nizszej lipofilowosci
amidofosforanéw zawierajacych reszty ddU, d4T i 3TC (bardziej hydrofilowych niz
AZT), jednak lipofilowo$¢ amidofosforanow AZT i ABC byta zblizona, pomimo

zdecydowanie wigkszej lipofilowosci wolnego ABC niz AZT.

Uzyskane wyniki moga odzwierciedla¢ wysoka zlozono$¢ procesu podziatu
miedzyfazowego badanych (N-arylo)amidofosforanéw i wskazuja na konieczno$¢ zachowania
duzej ostroznosci przy przewidywaniu wilasnosci fizycznych ztozonych ukladow
ambifilowych. Pomimo Ze obnizona lipofilowos¢ (N-arylo)amidofosforanéw zawierajacych
reszty amin o wyzszej lipofilowosci byla sprzeczna z oczekiwaniami, nie wykluczyto to
jednak mozliwosci uzyskania bardzo dobrych wynikow testow biologicznych. Mozna bowiem
spekulowaé, ze tak jak nie sprawdzily si¢ przewidywania co do witasciwosci badanych
zwigzkéw W uktadzie oktanol-woda, tak samo trudno oceni¢ a priori ich zachowanie si¢

W znacznie bardziej ztoZzonych uktadach biologicznych.
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2.11 Aktywnos$¢ biologiczna (N-arylo)amidofosforanéw

dideoksynukleozydow

Otrzymana seria (N-aryloamido)fosforanow  dideoksynukleozydow  78A;d-p,
78B;e,h,m,0, 78C;e,h,m,0, 78D;0, 78E;m,0 zostala przekazana do Narodowego Instytutu
Lekéw w Warszawie w celu okre$lenia ich zdolnosci do inhibicji namnazania wiruséw HIV
I cytotoksycznosci. Niezwykle istotna w takich badaniach jest znajomos$¢ aktywnos$ci
biologicznej potencjalnych produktéw metabolizmu zwigzkéw wyjsciowych, aby ustalié, czy
efekty obserwowane po zastosowaniu badanego zwigzku nie sg wynikiem aktywnosci
produktéw powstajacych W organizmie podczas ich rozktadu. Jak stwierdzitem podczas
testow trwato$ci w uktadach modelowych (omowionych w rozdziale 2.8 Trwatosé i Sciezki
rozpadu amidofosforanéw), koncowymi metabolitami amidofosforanéw sg odpowiednie
aminy i dideoksynukleozydy (z przejsSciowo powstajagcymi fosforanami dideoksy-
nukleozydow, ktore poza komodrka nie sg jednak zwigzkami aktywnymi z powodu
niemoznos$ci pokonania btony komodrkowej). W badaniach biologicznych uwzglednilem obie
grupy produktow koncowych (aktywnos$¢ biologiczna dideoksynukleozydow jest wprawdzie
dobrze znana, jednak z analizy danych literaturowych wynika, ze ilo§ciowa powtarzalnos¢
tego rodzaju badan nie jest zbyt wysoka).

Wolne aminy 79d-p nie generowaly mierzalnej aktywnosci anty-HIV do st¢zenia 10
uM i nie wykazywaly zadnej lub znaczacej cytotoksycznoséci (Tabela 6). Z duzym
prawdopodobienstwem mozna wigc bylo przyjaé, ze stwierdzenie aktywnos$ci
amidofosforandbw na poziomie wyzszym niz dla wyjSciowych dideoksynukleozydow
zwigzane bedzie z ich dziataniem biologicznym (w zatozeniu — pronukleotydowym), a nie
z aktywno$cig amin powstajagcych w trakcie ich metabolizowania w organizmie (bez
szczegblowych badan nie mozna jednak wykluczy¢ scenariusza, w ktorym wiasnie aminy sg
zwigzkami aktywnymi, a zawierajace je amidofosforany sa jedynie wehikutami
dostarczajacymi je do wnetrza komorki, do ktorego W postaci wolnej nie sa W stanie wniknaé;
z analizy obecnej wiedzy na temat pronukleotydéw taka koncepcja jest jednak mato
prawdopodobna).

Wyniki biologiczne uzyskane dla dideoksynukleozydéw wykorzystane zostaty jako
wartosci referencyjne do pordwnania z aktywnoscig amidofosforanow 78A;d-p, 78B;e,h,m,o,

78C;e,h,m,0, 78D;0, 78E;m,0 i ujete sa w Tabelach 7 i 8.
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Nr Amina EC50 CCso CCgo

[uM] [LM] [uM]
eEL 2-APy > 10 >1060 >1060

el 3-APy > 10 >1060 >1060
9 4-APy >10 >1060 >1060
9 3-AC >10 1000 1400

~ [~
o o

7890 IAS >10 115 160
i 6-AC >10 270 350
79i 8-AC >10 250 500
i 1-AIC >10 210 350
e 5-AIC >10 350 1050
79n AT >10 1890 >1890
e AMT >10 600 >1750
e ABT >10 500 1000

1 5-ACPy > 10 >1670 >1670
cl 6-ACPy > 10 1675 >1830

Tabela 6. Aktywnos¢ biologiczna amin 79a-p

Wszystkie przebadane amidofosforany AZT okazaty si¢ znakomitymi inhibitorami
HIV, efektywnymi juz w stgzeniach nanomolowych. Ich wartos¢ ECso miescita si¢ w zakresie
1-20 nM, a ECgo W zakresie 10-200 nM (Tabela 7). Najwyzszg aktywnos¢ (ECso < 2 nM,
ECo < 15 nM) wykazaly pochodne zawierajagce reszty 1-aminoizochinoliny (78A;j),
aminocyjanopirydyny (78A;l,m) i aminotiazolu (78A;n,0). Aktywnos¢ pozostatych zwigzkow
bylta nieco nizsza (lecz nadal bardzo wysoka). Niezwykle istotne byto takze to, ze zaden z tej
grupy amidofosforandow nie wykazatl toksycznosci dla komoérek MT-4, nawet przy
maksymalnych stezeniach, ktére ograniczala jedynie ich rozpuszczalno$¢. Z tej przyczyny
niemozliwe bylo okreslenie wartosci CCso, a co za tym idzie, indeksu selektywnosci,
o ktorym mozna jedynie powiedzieé, ze jest niewatpliwie niezwykle wysoki — —
prawdopodobnie Slso przekracza 10°. Warto zwrécié uwage, ze dla prawie wszystkich
(z jednym tylko wyjatkiem) zwigzkéw, nawet W ich maksymalnych stezeniach nie
zaobserwowano zadnego spadku przezywalnosci komorek w porownaniu do kontroli.
Uzyskane wyniki byly zblizone do stwierdzonych wcze$niej aktywno$ci pochodnych
aminopirydyn. Z badan tych wynika, ze pronukleotydy AZT moga by¢ cennymi kandydatami
branymi pod uwage W terapii anty-HIV.
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Identyfikacja Fizykochemia Aktywnosé biologiczna
Nr  Nu Amina logP tiz, %78po ECso ECew Cmad Vemald

3 mM] Ml [uM]

AZT - 0,06 = - 10  >500 300 100%
INEY AZT 2-APy 05 5d  hd 24 29 200  100%
AZT 3-APy 0.2 3d b.d. 2,3 9 200  100%
700 AZT 4-APy 03 >5d  bd. 11 6 200  100%
UNH| AZT  3-AC -1,72 >7d 78% 8 185 435  100%
0N AZT 5-AC -1,23 0 >7d TT% 9 30 571  100%
AZT 6-AC -164 >7d 99% 25 115 454  100%
T AZT 8-AC 1,47 7d 73% 20 220 487  100%

ael AZT 1-AIC 069 >7d  86% 2 15 218  100%
ane AZT 5-AIC -128 >7d 9% 7 15 356  100%

A AZT AT -210 25d 45% 13 9 377 70%
eave AZT  AMT  -2,06 7d 65% 15 15 1100  100%
s AZT  ABT  -122  24h 23% 7 25 219  100%
asn AZT 5-ACPy  -1,67 4d 40% 11 8 364  100%
Aenl AZT 6-ACPy  -1,92  >7d  68% 1,2 15 418  100%

aMaksymalne stezenie zwigzku uzyte w badaniu. "Przezywalno$é komoérek przy Crmax

Tabela 7. Wtasciwosci i aktywnos$¢ biologiczna (N-arylo)amidofosforanéw AZT 78A;a-p

Nalezy tu zwrdci¢ uwage, ze wyniki uzyskane w eksperymentach in vitro sa jedynie
przestanka wskazujaca, ze dane substancje moga mie¢ korzystne parametry farmakologiczne
in vivo, a dopiero badania na modelach zwierzgcych moga potwierdzi¢ mozliwos¢ ich poten-
cjalnego zastosowania jako lekow. Wziglem aktywny udzial w syntezie w skali wielogramo-

wej trzech aminopirydynowych pochodnych AZT 78A, przygotowanych w celu zbadania ich

szkodliwosci dla szczurow. Wszystkie one wykazaty niska szkodliwogé!3L:

e 78A;a (2-APy): LDso 2500 mg/kg, doustnie (5 klasa GHS)

e 78A;b (3-APy): poza klasyfikacja, brak $miertelnosci przy 2000 mg/kg, doustnie
(5 klasa GHS)

e 78A;c (4-APy): LDso 50 mg/kg, doustnie (2 klasa GHS) i LDso 200 mg/kg, dozylnie

(3 klasa GHS).

108



W tym samym badaniu wolny AZT wykazat LDsp 2500 mg/kg (doustnie) i 500 mg/kg
(dozylnie). Tak korzystne wyniki wskazuja, ze dalsze badania biologiczne amidofosforanow
sa W pelni uzasadnione.

Badaniom  biologicznym  poddatem  takze  amidofosforany  zawierajace
dideoksynukleozydy inne niz AZT. Wyniki dla tych zwigzkéw zebrane sa w Tabeli 8 tacznie
Z wezeéniej uzyskanymi danymi dla pochodnych ddU zawierajacych reszty aminopirydyny!!*
(nalezy zwrdci¢ uwagg, ze ze wzgledu na nizszg aktywno$é, wartosci EC w Tabeli 8 podane
sa w mikromolach/l, podczas gdy w Tabeli 7 byty to stezenia nanomolowe). W tej grupie
zwigzkow rezultaty byly mniej korzystne niz dla pochodnych AZT. Amidofosforan 3TC
(78D;0) byt wyraznie mniej aktywny od wolnego 3TC. Dla pochodnych d4T i ABC wyniki

byty korzystniejsze i obserwowana aktywnosc¢ byta zblizona do wyj$ciowych nukleozydow.

Identyfikacja Fizykochemia Aktywnosé biologiczna

%78 | ECs | CCso ECw | CCw | Sloo
Amina T2 po3d

S I P R b
ddu -0,96 - - >10

o ddu  3-AC 262 15d  36% 4.2 50 2,5 >10  >200 -
e ddUu 6-AC 235  6d  74%  >10 >>200 @ — ~ >>200 -
/:0-0 ddU 6-ACPy -199 35d 53% >10 >>200 - - >>200 -
ddu AMT -1,71 15d 40% >10 >>200 - — >>200 -
e ddu 2-APy b 1d b.d. >10 >>30 - - >>30 -
Y ddu 3-APy b, 1d bd. >10 >>30 - _ >>30 -
et ddU  4-APy  b.d. 15d b.d. 0,2 >>30 >>250 1,35 >>30 >>22
n daT - -0,79 - - 0,7 170 243 3,7 360 97
ezhey d4T 3-AC -3,36  trwaly  100% 25 >>200 >160 >10 >>200 =
] d4T 6-AC 2,61 trwaly  100%  >10 >>200 - —  >>200 -

=R d4T 6-ACPy -199 >>7d 88% 6,2 >>200 >65 >10 >>200 -
Jcsre d4T AMT 239 >7d 72% 12 >>200 >300 9,2 >>200 >>40

=" ABC - 1,16 - - 6  >200 38 >10  >>200 -
/U= ABC 6-ACPy -194 trwaly 100% 85 >200 >23  >10 >>200 —
= ABC AMT  -162 trwaly 100% >10 >200  — — >>200 -
n 3TC - -0,94 = - 0,035 >>200 >11400 0,2 >>200 >>1000

epker 3TC - AMT  -2,27  trwaly 100% 6,85 >200  >29 >10 >>200 -

Tabela 8. Wtasciwosci i aktywnos¢ biologiczna (N-arylo)amidofosforanow dideoksynukleozydow
78B;e,h,m,0, 78C;e,h,m,0, 78D;0, 78E;m,0
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Z danych zebranych w Tabeli 7 nie wida¢ oczywistego zwigzku pomiedzy
warto$ciami log P a aktywnos$cia antywirusowa amidofosforandow AZT (dla pochodnych
innych dideoksynukleozyddéw obraz jest podobny (Tabela 8), aczkolwiek liczba zwigzkow,
ktore wykazaty aktywnos$¢ anty-HIV byta zbyt mata do przeprowadzenia glgbszej analizy).
I tak, bardzo niskie warto$ci ECsg = 1-2 uzyskano dla najmniej hydrofilowego zwigzku 78A;]
(AZT 1-AlIC; log P = -0,7) i dla najbardziej hydrofilowych 78A;n (AZT-AT) i 78A;0 (AZT
AMT), log P = -2,1 w obu przypadkach. Natomiast najmniej aktywny 78A;i (AZT 8AC) ma
posrednig wartos¢ log P = -1,5. Biorac pod uwage zardOwno wczesniej omoOwione
niepowodzenia podczas prob znalezienia prawidlowosci pomigdzy poszczegdlnymi
parametrami fizykochemicznymi, jak i wzrost skomplikowania uktadu badawczego (uktady
buforowe vs zywe organizmy), nie byl to wniosek zaskakujacy. Dla latwiejszego

zaobserwowania ewentualnych zaleznosci, wyniki te przedstawitem w formie graficznej

(Wykres 4).
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Wykres 4. Zalezno$¢ aktywnosci przeciwwirusowej (punkty niebieskie — ECsp, czerwone — ECqp)

amidofosforanéw 78A;d-p, 78B;e,h,m,0, 78C;e,h,m,0, 78D;0, 78E;m,0 od ich
lipofilowosci (log P)

Uzyskany obraz nie wykazal jednak zadnych prawidtowosci. Niskie wartosci EC

obserwowane sg dla calego zakresu log P, a zwigzki o praktycznie takiej samej lipofilowosci
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(log P = 1,3) wykazujg zr6znicowang aktywnos$¢. Z Tabel 7 i 8 nie daje si¢ rowniez
zaobserwowa¢ zalezno$ci pomiedzy aktywnosciag biologiczng a trwato$ciga zwiagzku
w $rodowisku RPMI-FBS. Byt to ponownie nieoczekiwany wynik, gdyz mozna bylo si¢
spodziewaé, ze zwigzki bardzo trwate powinny by¢ inertne biologicznie, a zwigzki
rozktadajgce si¢ szybko nie powinny rozni¢ si¢ aktywnoscia od wolnego AZT. Takze
zasadowo$¢ macierzyste] aminy, ktora teoretycznie powinna wplywaé znaczaco na
rownowage kwasowo-zasadowa amidofosforanow, nie wykazala uporzadkowanego
powigzania z aktywnoscig produktow.

Szczegolnie interesujace bylo stwierdzenie aktywnosci antywirusowej pochodnej ddU
(78C;e). Wolna dideoksyurydyna nie jest zwigzkiem aktywnym przeciw HIV — nie jest ona
substratem dla kinaz komdrkowych, w zwiazku z czym nie ulega fosforylacji do ddUMP.
Warto przy tym zwréci¢ uwage, ze nawet odpowiednio chronione mono- i difosforany ddU
(ktore dzieki grupom maskujacym powinny wnika¢ do komorek, gdzie powinny by¢
transformowane w wolne mono/difosforany ddU) okazaly si¢ stabymi substratami do
tworzenia ddUTP, bedacego wlasciwym inhibitorem odwrotnej transkrypcjit?®. W tym
kontekscie aktywnoéé zwiazku 78C;e oraz wczesniej analizowanego 78C!° nabiera
szczegdlnie duzego znaczenia. Swiadczy ona bowiem, ze dla niektorych z przebadanych
(N-arylo)amidofosforanéw ddU musza istnie¢ komorkowe mechanizmy umozliwiajace
przeksztalcenie ich w ddUTP. Najprostsze wyjasnienie, przeksztalcenie amidofosforanu ddU
w ddUMP i dalej w ddUDP i ddUTP ma potwierdzenie w przedstawionej wcze$niej analizie
rozktadu amidofosforanow ddU wobec FBS, podczas ktorego produktem posrednim procesu
byt ddUMP, potencjalny substrat do dalszej fosforylacji. Taki mechanizm nie jest jednak
zgodny z wskazang powyzej nieefektywna fosforylacja ddUMP. Ponadto kinetyka rozktadu
dwoch aktywnych pochodnych 78C;e i 78C nie rozni si¢ znaczaco od pozostatych,
niewykazujacych aktywnosci amidofosforanéw 78C;h,m,0, mozna wigc oczekiwaé, ze we
wszystkich tych przypadkach ddUMP generowany jest ze zblizong wydajnoscig. Za lepsze
wyjasnienie uzyskanych wynikow uwazam zasugerowang przez P. Herdewijna mozliwos¢
wykorzystywania przez odwrotng transkryptaz¢ amidofosforanow dideoksynukleozydow jako
bezposrednich substratow. W takim przypadku rdéznice w aktywnosci pomigdzy
poszczegolnymi pochodnymi mogtyby wynika¢ z ich réznego powinowactwa do odwrotnej
transktyptazy, a co za tym idzie, zrdznicowang efektywnoScig wlgczania jednostek
dideoksynukleotydowych do tancucha DNA. Wyniki te i wnioski z nich ptyngce uwazam za
bardzo ciekawe i warte dalszych badan metodycznych, co jednak wykracza poza zakres

niniejszej rozprawy.
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Podsumowujac ten podrozdzial, nalezy podkreslic, ze przeprowadzone badania
ZNnaczaco wzbogacity wiedze dotyczaca wlasciwosci biologicznych
(N-arylo)amidofosforanéw dideoksynukleozydow. Dla przebadanej wczesniej i obecnie grupy
pochodnych AZT mozna dostrzec zaskakujaco mate zréznicowanie W aktywnosci anty-HIV
pomiedzy poszczegdlnymi zwigzkami, pomimo do$¢ znacznego zroéznicowania grupy
amidowej, zarowno pod wzgledem sterycznym, jak i elektronowym. Roéznice te wplywaja
niewatpliwie na lipofilowos¢, kwasowo$¢, trwalo$¢, rozktad tadunku w pierscieniu
heterocyklicznym i zawade przestrzenng, nie zmieniajag natomiast W sposob szczegolnie
istotny aktywnosci biologicznej (zblizone parametry EC i brak cytotoksycznosci). Wyniki te
jednak w dalszym ciggu nie byly wystarczajace do udzielenia zdecydowanej odpowiedzi na
pytanie 0 mechanizm dziatania badanych zwiazkow. Dla pochodnych AZT nie mozna
wykluczy¢ mechanizmu pronukleozydowego (stopniowe uwalnianie AZT w komorce), na
ktéry wskazuje stwierdzony wczesniej brak aktywno$ci przeciwwirusowej pochodnych
aminopirydynowych w komoérkach z deficytem kinazy tymidynowej (TK)C. Przecza temu
Z kolei wyniki uzyskane dla pochodnych ddU, wsréd ktorych zidentyfikowane zostaty
zwigzki hamujace namnazanie HIV, pomimo ze sama dideoksyurydyna nie ulega fosforylacji
enzymatycznej i nie wykazuje aktywnosci anty-HIV. Zaobserwowana aktywno$¢ wskazuje na
mechanizm pronukleotydowy lub na bezposrednie wykorzystanie (N-arylo)amidofosforanow
ddN jako substratow dla odwrotnej transkryptazy. Ten ostatni mechanizm moze takze
wyjasnia¢  zr6znicowang  aktywnos¢  pochodnych innych  dideoksynukleozydow,
charakteryzujacych si¢ bardzo duza odporno$cia na hydroliz¢ enzymatyczng. Stopien
zlozono$ci problemu zwigksza dodatkowo mozliwos¢ rdéwnoczesnego wystepowania
wszystkich trzech wspomnianych mechanizméw, a obserwowany efekt biologiczny bylby
wypadkowa poszczegdlnych $ciezek, podlegajaca fluktuacjom w zalezno$ci od wlasciwosci
fizycznych, chemicznych i biologicznych konkretnej pochodnej. Tak skomplikowany uktad
jest niezwykle trudny do precyzyjnej analizy, a dane literaturowe i uzyskane podczas
wykonywania niniejszej pracy nie pozwalaja jeszcze na sformutowanie jednoznacznych
konkluzji.

Sytuacje komplikujg dodatkowo trudnosci napotkane podczas analizy korelacyjnej,
zarowno pomiedzy réznymi parametrami fizykochemicznymi badanych amidofosforanow,
jak i pomigdzy tymi parametrami a wlasciwo$ciami biologicznymi.

Pomimo napotkanych probleméw z interpretacja danych, nie ulega watpliwosci,
ze (N-arylo)amidofosforany AZT charakteryzuja si¢ bardzo wysoka skuteczno$cia

w hamowaniu replikacji wirusa HIV przy jednoczesnym catkowitym braku cytotoksycznos$ci

112



nawet w stezeniach przekraczajagcych 1 mM. W swojej pracy uzyskatem szereg atrakcyjnych
produktow zawierajacych szeroki wachlarz grup heteroaromatycznych. Tak dobre wyniki in
Vitro czynig z tej grupy zwiazkéw bardzo obiecujacych kandydatow do dalszych badan
biologicznych, mogacych wyloni¢ nowe terapeutyki przeciwwirusowe. Zaobserwowana
aktywnos$¢ antywirusowa pochodnych ddU moze z kolei pozwoli¢ na wykorzystanie takze

tego dideoksynukleozydu (w postaci amidofosforanu) do zwalczania HIV.

2.12 Podsumowanie

Glownym celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto racjonalne zaprojektowanie,
otrzymanie i zbadanie wlasciwosci nowych (N-arylo)amidofosforanow
2',3'-dideoksynukleozydéw jako potencjalnych pronukleotydéow hamujacych rozwdj wirusa
HIV.

Koncepcja szerokich badan zwigzkow takiego typu zrodzita si¢ po stwierdzeniu przez
zespot prof. A. Kraszewskiego, ze pilotowe (N-pirydylo)amidofosforany AZT wykazuja
obiecujace wlasciwosci anty-HIV przy niskiej toksyczno$ci i duzej odpornosci na degradacje
chemiczng i enzymatyczng (J. Romanowska et al., J. Med. Chem. 2011). Zdolno$¢ do
zwalczania wirusOw oznaczala, ze musza one mie¢ zdolno$¢ skutecznego pokonywania
lipidowej btony komorkowej, co nie bylo oczywiste, gdyz maja one charakter jonowy
1 wykazuja dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie. Rozpoczynajac prace doktorskg postawilem
hipoteze robocza, ze cechy te wynikaja przede wszystkim z obecnosci grupy
(N-pirydylo)amidowej, a poprzez jej modyfikacje mozna uzyskaé¢ produkty o jeszcze lepszych
parametrach farmakologicznych. W tym celu postanowitem wprowadzi¢ do amidofosforanow
trzy grupy analogéw aminopirydyn:

e aminochinoliny, ktére zawieraja dodatkowy skondensowany pierScien benzenowy,
wskutek czego uzyskane produkty powinny charakteryzowac si¢ wigksza lipofilowoscia;

e aminocyjanopirydyny, ktore sg znacznie mniej zasadowe od aminopirydyn, co powinno
sprzyja¢ neutralizacji fadunku ujemnego amidofosforanow, utatwiajac penetracj¢ btony
lipidowej;

e aminotiazol, jako zwigzki heteroaromatyczne o strukturze zdecydowanie odmiennej
w stosunku do aminopirydyn, aby stwierdzi¢, jak glebokie modyfikacje czesci arylowej

amidofosforanéw beda wplywac na ich wlasciwosci.
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Jako modelowy komponent dideoksynukleozydowy zastosowatem 3'-deoksy-3'-
azydotymidyne (AZT). W poézniejszym etapie otrzymatem tez pochodne innych
dideoksynukleozydow (d4T, ddU, 3TC i ABC).

Aby zrealizowa¢ ten cel zaadoptowalem dwa odmienne podejécia syntetyczne. W celu
otrzymania zwigzkOw zawierajacych reszty stosunkowo stabo zasadowych amin,
wykorzystatlem chemi¢ H-fosfonianow, natomiast dla amin silnie zasadowych korzystniejsze
byto podejscie z zastosowaniem fosforylacji za pomoca fosforanotriamidu tristriazolowego.
Metody te doskonale uzupeiniajg si¢. Dysponujac stosunkowo duzym zestawem amin
o zroznicowanej zasadowosci okreslitem, Zze graniczng warto$cig zasadowosci, przy ktorej
nalezy zmieni¢ metode jest pKa = 7 (K. Kotodziej, Eur. J. Med. Chem. 2015).

W trakcie badan zoptymalizowalem warunki reakcji i procedury syntetyczne oraz
metody izolowania produktéw, co czesto stanowilo duze wyzwanie. Dzigki prowadzonej
doktadnej analizie przebiegu reakcji za pomoca spektroskopii P NMR udato mi sie
stwierdzi¢, ze w warunkach reakcji typu ,,one-pot” w metodzie H-fosfonianowej, etap
utleniania przebiega nieoczekiwanie z wytworzeniem posrednich mieszanych pirofosforanow
zawierajacych fragment amidofosforanowy i reszte fosforanu difenylowego (pochodzacego
z czynnika kondensujacego uzytego we wczesniejszym etapie syntezy). Obserwacja ta miala
bezposrednie przetozenie praktyczne, gdyz pozwolita na zmodyfikowanie procedury
syntetycznej i wyeliminowanie niepozadanych reakcji ubocznych. Warto zwrdci¢ uwagg, ze
w podejsciu tym uzyskuje si¢ mieszaniny reakcyjne zawierajace wspomniane pirofosforany
jako czyste produkty posrednie (analiza 3'P NMR). Otwieralo to droge do potencjalnych
nowych metod syntetycznych, jednak podjete badania wykazaty, ze reakcje te nie zachodza
z oczekiwana wydajnos$cig (K. Kotodziej, Eur. J. Med. Chem. 2015).

Inng interesujacg i wazng obserwacjg bylo stwierdzenie, ze (N-arylo)amidofosforany
uzyskane w formie soli trietyloamoniowych, podczas oczyszczania latwo tracg swoj
komponent kationowy i izolowane sg jako produkty niestechiometryczne lub w formie
kwasowej. Poniewaz jest to bardzo istotny problem preparatywny, a jednoczesnie zjawisko
dotad nigdzie nie opisane, podjatem dokladniejsze badania tego aspektu. Stwierdzitem, ze
proces utraty kationu zachodzi zaréwno podczas oczyszczania chromatograficznego na Zelu
krzemionkowym, jak i podczas odparowywania rozpuszczalnikow, i ze dotyczy on nie tylko
(N-arylo)amidofosforanow, ale i szeregu innych soli fosforowych zawierajacych jako kation
proponowang lotng aming. Ustalitem tez, ze uktad rozpuszczalnikow toluen-metanol 1:1 (v/v),
w ktérym (N-arylo)amidofosforany szczegodlnie dobrze rozpuszczaja si¢, sprzyja tez

eliminacji komponentu kationowego. Opracowalem takze procedure¢ uzyskiwania
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amidofosforanéw o sktadzie stechiometrycznym, ktéra polega na liofilizacji zwigzku z uktadu
zawierajacego niewielki nadmiar lotnej aminy stanowigce przeciwjon (K. Kotodziej, Anal.
Bioanal. Chem. 2015).

Przeprowadzone prace syntetyczne zaowocowaly otrzymaniem, zazwyczaj z dobrymi
wydajnosciami, jedenastu amidofosforanow AZT, czterech amidofosforanow ddU i czterech
d4T, dwoéch amidofosforanow ABC i jednego amidofosforanu 3TC. Ich czysto$¢
potwierdzitem za pomoca widm masowych, spektroskopii *H, 3C i 3P NMR oraz z uzyciem
HPLC (K. Kotodziej, Eur. J. Med. Chem. 2015).

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie wiasciwosci uzyskanych produktéw. Dla
wszystkich uzyskanych zwiazkow oraz dla ich potencjalnych produktow rozpadu (tj. amin
i nukleozydéw) wyznaczytem wspotczynniki podziatu woda-oktanol (log P). Stwierdzitem
przy tym catkowita nieprzydatno§¢ metod obliczeniowych stosowanych w programach
komputerowych do wyznaczania wartosci log P dla badanych amidofosforandw.
Zaobserwowatem tez zaskakujacy brak korelacji pomigdzy warto$ciami log P amin
i zawierajacych je amidofosforanow. Wskazuje to na zlozono$¢ procesu podziatu
migdzyfazowego badanych (N-arylo)amidofosforanow i wskazuja na konieczno$¢ zachowania
duzej ostroznosci przy przewidywaniu wilasnosci fizycznych zlozonych ukladéw
ambifilowych (K. Kotodziej, Eur. J. Med. Chem. 2015).

W badaniach trwato$ci amidofosforanéw na hydrolize chemiczng stwierdzitem ich
niezwykla stabilno$¢ — po 30 dniach inkubacji w buforze RPMI w 37 °C nie obserwowatem
zadnych produktow rozkladu. Zwiazki te wykazuja tez duza odporno$¢ na hydrolize
enzymatyczng, tiz w ukladzie RPMI/FBS wynosito zwykle kilka dni, a w niektorych
przypadkach nie obserwowalem zadnych produktow rozkltadu po 7 dniach inkubacji
(K. Kotodziej, Eur. J. Med. Chem. 2015).

Otrzymane (N-arylo)amidofosforany dideoksynukleozydoéw zostaty przekazane do
Narodowego Centrum Lekéw w Warszawie, gdzie przeprowadzone zostaty ich badania
biologiczne. Wszystkie amidofosforany AZT okazaly si¢ znakomitymi inhibitorami HIV,
efektywnymi w  stezeniach nanomolowych; wykazywaly tez praktyczny brak
cytotoksyczno$ci. Najaktywniejsze okazaly si¢ pochodne pochodne zawierajace reszty
1-aminoizochinoliny, aminocyjanopirydyny i aminotiazolu, dla ktorych stwierdzono wartosci
ECs0 <2 nM i ECgo < 15 nM, znacznie przewyzszajac aktywnos¢ macierzystego AZT (ECso =
10 nM, ECg > 500 nM). (N-Arylo)amidofosforany pozostatych dideoksynukleozyddéw nie
daty tak dobrych rezultatow i w najlepszym wypadku ich aktywno$¢ dorownywata jedynie

macierzystym nukleozydom. Podkresli¢ jednak nalezy, ze takze one nie byly cytotoksyczne.
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Warto jednak zwroci¢ uwage na jeden z amidofosforanéw ddU (pochodna 3-aminochinoliny),
ktory wykazatl niezbyt duza, ale wyrazng aktywno$¢ anty-HIV. Jest to ciekawa obserwacja,
gdyz wolny nukleozyd ddU nie ulega fosforylacji, wobec czego nie wykazuje aktywnosci
biologicznej. Wynik ten mozna interpretowa¢ dwojako: (i) (N-arylo)amidofosforany
dideoksynukleozydow sa pronukleotydami 1 generuja w  komorce fosforany
dideoksynukleozydéw 1lub (ii) zwigzki te s3a bezposrednimi substratami odwrotne]
transkrytptazy. Na obecnym etapie badan trudno jest jednak wyrokowaé, ktory z tych
mechanizmow zachodzi w rzeczywistosci (K. Kotodziej, Eur. J. Med. Chem. 2015).
Reasumujac, opracowatem wydajne procedury otrzymywania
(N-arylo)amidofosforanéw 2',3'-dideoksynukleozydow i okreslitem ich istotne wlasciwosci
fizykochemiczne. Testy biologiczne wykazaty, ze zwiazki te stanowig cickawg i obiecujaca

grupe kandydatéw na leki hamujace wirusa HIV 1 warto kontynuowac ich dalsze badania.
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V. CZESC EKSPERYMENTALNA

Materialy i metody

Widma H, C i 3P NMR zarejestrowane zostaly na aparatach Varian Unity BBVT 300
MHz, Bruker Avance Il 400 MHz i Avance III 500 MHz. Eksperymenty zostaly wykonane
w temperaturze 25°C, W probowkach o $rednicy 5 mm przy stezeniach zwigzkéw 0.1
mmol/ml. Dla widm 3!P NMR wzorcem zewnetrznym byt 2% H3POs w D2O.
Wysokorozdzielcze widma masowe zarejestrowane zostaly za pomocg techniki ESI
(Electrospray lonization) z doktadnosciag do 5 ppm W trybie analizy jonéw ujemnych. Ilo$¢
wody w bezwodnych rozpuszczalnikach organicznych byla monitorowana za pomoca
kulometru Metrohm 684 KF (miareczkowanie Karla-Fischera). Analizy HPLC wykonywane
byty uzywajac kolumn Nucleosil 100-5C18 (ziarno 5 um, wymiary 4,6 mm x 250 mm) na
aparatach Shimadzu Prominence UFLC i Waters Breeze HPLC, przy przeptywie 1,0 ml/min
i temperaturze kolumny 36°C. Stosowana byla technika gradientowa dwoch
rozpuszczalnikow: A — 0,01 M octan trietyloamoniowy pH = 7,4 i B — roztwor A + acetonitryl
1:4 [v/v]. Do analizy poszczegdlnych amidofosforanow 78A;d-p, 78B;e,h,m,0, 78C;e,h,m,0,
78D;0, 78E;m,0 wykorzystano program 42-minutowy: 0-25 min 0—50% B, 25-30 min
50—100% B, 30-32 min 100—0% B, 32-42 min 100% A. Chromatografi¢ cienkowarstwowa
(TLC) wykorzystywano do wstepnej analizy czysto$ci otrzymanych zwigzkow, stosujac
szklane ptyty pokryte zelem krzemionkowym 60 F2s4 (Merck) i nastepujace fazy mobilne: A —
octan etylu/metanol/trietyloamina 85:10:5, B — acetonitryl/metanol/trietyloamina 85:10:5 i C
— chlorek metylenu/metanol/trietyloamina 85:10:5. Zwiazki oczyszczane byly za pomoca
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym 60 z ziarnami 0,063-0,2 mm o porach
60A (Aldrich). Rozpuszczalniki odparowywano na prézniowej wyparce rotacyjnej stosujac
tazni¢ wodng o temperaturze 40°C.

Wspotczynnik podzialu P zostal wyznaczony za pomoca HPLC metoda ,,micro-shake”.
Oktanol i bufor trietyloamoniowy 0,01 M o pH = 7,4 mieszane byly przez 48 godzin
w stosunku 1:1 (v/v) w celu nasycenia faz, a nastgpnic zwirowane i rozdzielone.
Po przygotowaniu roztworu badanego zwiazku (40 mmol/l) pobierano z niego 20 pnl
I rozcienczono 0,01 M buforem do 500 pl. Nastepnie dodano 500 pul oktanolu i wytrzasano
przez 24 h w temperaturze 22 °C z predkoscig 1500 drgan/min w termomikserze (Mixing
Block MB-102 firmy BIOER). Po tym czasie zwirowano w celu odseparowania warstw

I pobrano po 15 ul roztworu buforu i oktanolu, ktére analizowano za pomocg HPLC.
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Pirydyna (Aldrich) osuszana byla przez destylacje znad P2Os i przechowywana byta nad
sitami molekularnymi 4A. Chlorek metylenu cz.d.a (POCH) przechowywany byt nad sitami
4A. Wszystkie rozpuszczalniki organiczne uzyte W reakcjach zawieraly wode W ilosci ponizej
20 ppm. Eter dietylowy (Chempur), 1,4-dioksan (Chempur), chlorek piwaloilu (Aldrich)
i chlorek trimetylosililu (Fluka) byty destylowane przed uzyciem. Pozostale odczynniki
(Adrich i Fluka) byly uzywane bez oczyszczania. Trwalo$c chemiczna otrzymanych
nukleozydo (N-aryloamido)fosforanow byta badana poprzez inkubacje zwigzkéw w pozywce
do hodowli komérkowych RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) (standard Roswell Park Memorial
Instytut). Odpornos$¢ na dziatanie enzymdéw hydrolitycznych byta badana w roztworze RPMI
zawierajacym 10% surowice z plodow bydlgcych (RPMI/FBS; Sigma-Aldrich).
Dideoksynukleozydy ABC, AZT, 3TC i d4T zakupiono w firmie Carbosynth. ddU
zsyntezowane zostalo w Zespole Chemii Nukleozydow IChB PAN. Postgp reakcji
chemicznych zachodzacych na centrum fosforowym monitorowano za pomoca spektroskopii
3P NMR. Przesuniecia chemiczne 3P NMR i stale sprzezen produktéw posrednich

I Koncowych zostaty umieszczone w Tabeli 9 na stronie (130).

Widma NMR i MS wszystkich opisanych zwigzkow sg dostgpne w Supplementary material prac
opublikowanych w trakcie wykonywania niniejszej pracy doktorskiej (zawartej na dotaczonej ptycie
CD).

Ogolna procedura otrzymywania 5'-H-fosfonianomonoestrow typu 81

H-fosfonian AZT (81A) i ddU (81C), zostaly otrzymane w sposdb opisany
wezesniej*l?. H-fosfoniany d4T (81B), 3TC (81D), ABC (81E) zostaly otrzymane wedtug
zmodyfikowanej procedury literaturowej''*. Nukleozyd (1 mmol), po osuszeniu przez
dwukrotne odparowanie z bezwodng pirydyng, zostal rozpuszczony w 5 ml tego samego
rozpuszczalnika. Do otrzymanego roztworu dodano H-fosfonian difenylowy (3 ekw. mol)
I mieszano na mieszadle magnetycznym przez okoto 0,5 h. Reakcje zakonczono dodajac 1 ml
wody i 1 ml trietyloaminy. Po 15 min odparowano rozpuszczalnik i lotne sktadniki,
a pozadany produkt reakcji oczyszczono chromatograficznie stosujac gradient metanolu
0-30% w octanie etylu z 5% (v/v) dodatkiem trietyloaminy. Frakcje zawierajace czysty
zwigzek potaczono, odparowano rozpuszczalnik i pozostatos¢ suszono pod wysoka proznig

(pompa olejowa) przez 12 h, otrzymujac produkt w postaci piany.
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2',3'-Didehydro-3'-deoksytymidyn-5'-ylo-H-fosfonian, sol TEAH" (81B). Wydajnos¢ 72%.
RP HPLC Rf 12,78 min. *H NMR (400 MHz) n (D20) 1,21 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH.CHba);
1,89 (3H, d, J = 1 Hz, Me-5); 3,21 (6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 4,07 (2H, m, H-5',5"); 5,09
(1H, s, H-4Y; 5,98 (1H, m, H-3"; 6,49 (1H, m, H-2"); 6,69 (1H, d, J = 637,4 Hz, P-H); 6,95
(1H, m, H-1'); 7,60 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-6). *C NMR (100 MHz) & (D20) 7,7 (CH2CH3); 11
(5-Me); 46,2 (CH2CH?3); 63,4 (d, Jrc = 4,7 Hz, C-5"; 85,4 (d, Jrc = 7,5 Hz, C-4); 89,5 (C-1;
110,7 (C-5); 124,9 (C-2; 133,8 (C-3"); 137,7 (C-6); 151,7 (C-2); 166,2 (C-4). HRMS m/z
287,1864 [M — H], obliczone C10H12N206P~ 287,0438.

2',3'-Dideoksy-3'-tiacytydyn-5'-ylo-H-fosfonian, sol TEAH* (81D). Wydajnos¢ 93%. RP
HPLC Rf 12,03 min. *H NMR (400 MHz) &4 (D20) 1,30 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CHs); 3,21
(6H, k, J = 7,3 Hz, CH,CHa); 3,26 (1H, m, H-2"); 3,58 (1H, dd, J = 12,3 Hz, H-2'); 4,18 (1H,
m, H-5"); 4,31 (1H, m, H-5"); 5,47 (1H, t, J = 7,2 Hz, H-4"); 6,09 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-5);
6,36 (1H, t, J =9,9 Hz, H-1"; 6,82 (1H, d, J = 642,4 Hz, P-H); 8,06 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-6);
13C NMR (100 MHz) ¢ (D20) 7,7 (CH2CHs3); 36,2 (C-2'); 46,2 (CH,CHa); 63,6 (d, Jec = 4,2
Hz, C-5%; 83,9 (d, Jrc = 7,2 Hz, C-4"); 86,9 (C-5); 95,4 (C-1; 141,5 (C-6); 156 (C-2); 165,2
(C-4). HRMS m/z 292,0085 [M — H], obliczone CgH11N3OsPS™ 292,0162.

(1S)-4-[2-Amino-6-(cyklopropyloamino)-9H-puryn-9-ylo]-2-cyklopentano-1-metylo-
-H-fosfonian, s6l TEAH* (81E). Wydajnos¢ 47%. RP HPLC Rs 17,68 min. 'H NMR (400
MHz) 61 (D20) 0,49 (2H, m, cyklopropan); 0,76 (2H, m, cyklopropan); 1,17 (9H, t, J =7,3
Hz, CH,CHg); 1,42 (1H, m, cyklopropan); 2,66 (2H, m, H-5 cyklopenten); 3,02 (1H, m, H-4
cyklopenten) 3,06 (6H, k, J = 7,3 Hz, CH.CH3); 3,76 (2H, m, H-4 cyklopenten); 5,22 (1H, t, J
= 6,2 Hz, H-1 cyklopenten); 5,77 (1H, m, H-2 cyklopenten); 6,10 (1H, m, H-3 cyklopenten);
6,61 (1H, d, J = 630,8 Hz, P-H); 7,63(1H, s, H-8). C NMR (100 MHz) & (D20) 6,2 (C-
cyklopropan); 7,6 (CH2CHs); 22,8 (C-cyklopenten); 33,8 (C-cyklopropan); 45,1 (d, Jrc = 7,0
Hz, C-4); 46 (CH.CHs); 58,6 (C-1); 65,4 (d, Jec = 7,0 Hz, C-5); 112,6 (C-5 puryna); 128,9
(C-2); 136,4 (C-8 puryna); 137,4 (C-3); 148,9 (C-4); 155,1 (C-6); 159 (C-2). HRMS m/z
349,1162 [M — H], obliczone C14H18NeO3P™ 349,1183.
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Procedury otrzymania nukleozydo (N-heteroarylo)amidofosforanéw typu 78
Metoda A

Arylo nukleozydo amidofosforany 78A-D otrzymano zmodyfikowang metoda
literaturowa!'%. H-Fosfonian nukleozydu (1 mmol) i amine aromatyczng (1,1 ekw. mol)
zmieszano 1 osuszono przez odparowanie z 3 x 10 ml bezwodnej pirydyny. Nastepnie
substraty rozpuszczono w mieszaninie chlorku metylenu i pirydyny (9:1 v/iv, 1 mmol/10 ml)
i dodano DPCP (1,7 ekw. mol). W przypadku H-fosfonianu 3TC 78D;o0 reakcja prowadzona
byta w bezwodnym N,N-dimetyloformamidzie (DMA) ze wzgledu na rozpuszczalnosc.
Powstawanie nukleozydo amido-H-fosfonianéw monitorowano za pomoca spektroskopii *!P
NMR. Po zakonczeniu reakcji 5 min do mieszaniny dodano jod (2 ekw. mol) rozpuszczony
w 1 ml pirydyny, a po 10 minutach wode (50 ekw. mol) w 1 ml pirydyny. Nieprzereagowany
jod roztozytono za pomocg etanotiolu i powstalg mieszaning odparowano do oleju. Surowy
produkt rozpuszczono w minimalnej ilosci metanolu i Oczyszczono na zelu krzemionkowym
stosujgc gradient metanolu (0-20% v/v) w octanie etylu z 5% (v/v) dodatkiem trietyloaminy.
Frakcje zawierajace czysty zwigzek potaczono, odparowano rozpuszczalnik. Pozostalos¢
rozpuszczono w minimalnej iloéci wody zawierajacej ok. 2 ekw. mol trietyloaminy
I liofilizowano. W przypadku zwigzku 78D;0 zamiast wody uzyto wody z dodatkiem MeOH.

Produkt otrzymano w postaci bezpostaciowych biatych ciat statych.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(chinolin-3-ylo)]amidofosforan, sol TEAH*
(78A;e). Wydajnosé 78%. RP HPLC R¢20,32 min. *H NMR (400 MHz) &+ (D20) 1,21 (9H, t,
J = 7,3 Hz, CH2CH?3); 1,45 (3H, s, Me-5); 2,27 (2H, m, H-2',2"); 3,10 (6H ,k, J = 7,3 Hz,
CH,CHs): 3,99 (1H, m, H-5; 4,08 (1H, m, H-5"); 4,18 (2H, m, H-4, H-3); 6,01 (1H, t, J =
5,6 Hz, H-1); 6,89 (1H, m, Ar-H): 7,45 (2H, m, Ar-H): 7,56 (LH, m, Ar-H); 7,69 (1H d, J =
2,6 Hz, Ar-H); 7,75 (1H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H); 8,50 (1H, d, J = 2,6 Hz, H-6). 3C NMR (100
MH2z) &¢ (D20) 7,7 (CH2CH?3); 11,1 (5-Me); 35,3 (C-2"); 46 (CH2CHz3); 59,2 (C-3"; 64,5 (d,
Jrc=4,7 Hz, C-5"; 81,9 (d, Jec = 9,6 Hz, C-4"); 84 (C-1"; 110,5 (C-5); 119,2 (d, Jpc = 3,5 Hz,
C-4 Q); 125,9 (C-5 Q); 126,4 (C-7 Q); 126,6 (C-6 Q); 126,8 (C-8Q); 127,8 (C-10 Q); 135,3
(C-9 Q); 135,9 (C-6); 140,9 (C-2 Q); 143,1 (d, Jpc = 10,5 Hz, C-3 Q); 151,5 (C-2); 166,2 (C-
4). HRMS m/z 472,1258 [M — HJ, obliczone C1gH19N7O6P~ 472,1140.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(chinolin-5-ylo)]amidofosforan, sol TEAH*
(78A;9). Wydajnos¢ 77%. RP HPLC Rf 19,26 min. 1H NMR (400 MHz) 6+ (D20O) 1,15 (9H,
t, J = 7,3 Hz, CH>CHa); 1,51 (3H, s, Me-5); 2,18 (2H, m, H-2',2"); 3,01 (6H, k, J = 7,3 Hz,
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CH.CHg); 3,96 (2H, m, H-5', 5"); 4,03 (1H, m, H-4"); 4,15 (1H, m, H-3"); 5,97 (1H, t, J = 6,6
Hz, H-1); 7,22 (1H, s, Ar-H); 7,31 (1H, m, Ar-H); 7,38 (1H, m, Ar-H); 7,43 (2H ,m, Ar-H);
8,44 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H); 8,63 (1H, m, H-6). ¥C NMR (100 MHz) & (D:0) 7,7
(CH2CHg); 10,8 (5-Me); 35,3 (C-2Y); 46,1 (CH2CHzs); 59,8 (C-3'); 64,2 (d, Jrc = 4,9 Hz, C-5);
82,4 (d, Jrc = 9 Hz, C-4"); 84,6 (C-1"); 110,4 (C-5); 113,6 (d, Jrc = 2 Hz, C-6 Q); 119,7 (C-9
Q); 119,9 (C-8 Q); 120 (C-3 Q); 129,5 (C-4 Q); 130,8 (C-7); 136,6 (C-6); 137,2 (C-5 Q);
146,7 (C-8 Q); 149,3 (C-2 Q); 150,9 (C-2); 165,6 (C-4). HRMS m/z 472,1172 [M — HJ,
obliczone C19H19N706P~ 472,1140.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(chinolin-6-ylo)]amidofosforan, sol TEAH*
(78A;h). Wydajno$é 73%. RP HPLC R 19,14 min. *H NMR (400 MHz) &1 (D20) 1,14 (9H, t,
J = 7,3 Hz, CH2CH3); 1,51 (3H, s, Me-5); 2,18 (2H, m, H-2',2"); 3,01 (6H, k, J = 7,3 Hz,
CH2CHs); 3,94 (2H, m, H-5', 5"); 4,06 (1H, m, H-4"); 4,13 (1H, m, H-3"); 5,98 (1H,t, J = 6,5
Hz, H-1Y); 7,07 (1H, m, Ar-H); 7,23 (1H, dd, J = 4,4; 8,4 Hz, Ar-H); 7,26 (1H, d, J = 2,3 Hz,
Ar-H); 7,4 (1H, dd, J = 2,4; 9,1 Hz, Ar-H); 7,7 (1H, d, J = 9,1 Hz, Ar-H); 7,87 (1H, d, J = 8,2
Hz, Ar-H) 8,43 (1H, m, H-6). *3C NMR (100 MHz) & (D20) 7,7 (CH2CHs); 10,9 (5-Me); 35,2
(C-2"; 46,2 (CH2CHs); 53,4 (C-3"); 64 (d, Jec = 5 Hz, C-5'); 82,3 (d, Jrc = 9,9 Hz, C-4); 84,6
(C-19; 110,3 (C-5); 110,5 (C-5 Q); 121,2 (C-3 Q); 123,7 (C-8 Q); 126,4 (C-10 Q); 128 (C-7
Q); 128,6 (C-4 Q); 136,5 (C-9 Q); 136,7 (C-6); 140,3 (C-2 Q); 145,7 (C-6 Q); 150,5 (C-2);
164,9 (C-4). HRMS m/z 472,1131 [M — H], obliczone C1gH1sN7O6P" 472,1140.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(chinolin-8-ylo)]amidofosforan, sol TEAH*
(78A;i). Wydajno$¢ 69%. RP HPLC Rt 22,35 min. 1H NMR (400 MHz) 61 (D20) 1,28 (9H, t,
J = 7,3 Hz, CH2CH3); 1,46 (3H, s, Me-5); 2,37 (2H, m, H-2'2"); 3,20 (6H, k, J = 7,3 Hz,
CH.CHy); 4,06 (1H, m, H-59; 4,16 (2H, m, H-5', H-4"); 4,31 (1H, m, H-3"; 6,03 (1H, t, J =
6,5 Hz, H-1"; 7,24 (1H, s, Ar-H); 7,37 (1H, m, Ar-H); 7,41 (2H, m, Ar-H); 7,53 (1H, dd, J =
4,3: 8,2 Hz, Ar-H); 8,26 (1H, m, Ar-H); 8,76 (1H, m, H-6). 13C NMR (100 MHz) & (D20) 7,7
(CH2CHs3); 10,7 (5-Me); 35,2 (C-2'); 46,2 (CH2CHg); 59,7 (C-3)); 64,5 (d, Jrc = 5 Hz, C-5Y);
82,5 (d, Jrc = 8,9 Hz, C-4"); 84,6 (C-1"); 110,3 (C-5); 112,9 (C-7 Q); 118,5 (C-5 Q); 121,5 (C-
3 Q); 126,5 (C-6Q); 128 (C-10 Q); 136,7 (C-6); 136,8 (C-4 Q); 136.9 (C-9 Q); 150,7 (C-2);
165,2 (C-4). HRMS m/z 472,1138 [M — H], obliczone C1oH1sN7O6P" 472,1140.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo  [N-(izochinolin-5-ylo)|]amidofosforan,  sél
TEAH* (78A;k). Wydajnos¢ 69%. RP HPLC R 20,07 min. 1H NMR (400 MHz) &4 (D20)
1,26 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH.CHz); 1,45 (3H, s, Me-5); 2,34 (2H, m, H-2',2"); 3,17 (6H, k, J =
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7,3 Hz, CH2CH3); 4,03 (1H, m, H-5"); 4,12 (2H, m, H-5", H-4%); 4,27 (1H, m, H-3); 6,00 (1H,
t, J =6,5 Hz, H-1"; 7,23 (1H, s, Ar-H); 7,44 (2H, m, Ar-H); 7,73 (1H, m, Ar-H); 7,92 (1H, d,
J=6,2 Hz, Ar-H); 8,35 (1H, d, J = 6,2 Hz, Ar-H); 9,04 (1H, s, H-6). 3C NMR (100 MHz) &
(D20) 7,7 (CH2CH?3); 10,7 (5-Me); 35,1 (C-2"; 46,1 (CH.CHs3); 59,8 (C-3"); 64,4 (d, Jrc = 4,7
Hz, C-5Y; 82,4 (d, Jrc = 9 Hz, C-4"); 84,6 (C-1'); 110,4 (C-5); 114,7 (C-6 Q); 117,4 (C-8 Q);
120 (C-4 Q); 127,3 (C-9 Q); 128 (C-10 Q); 128,3 (C-7 Q); 136 (C-3 Q); 136,6 (C-6); 139,7
(C-5Q); 150,6 (C-1 Q); 151,3 (C-2); 165,1 (C-4). HRMS m/z 472,1040 [M — H]", obliczone
C19H19N7O6P™ 472,1140.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(5-cyjanopirydyn-2-ylo)|amidofosforan, sél
TEAH* (78A;1). Wydajno$¢ 74%. RP HPLC Rs 18,84 min. 'H NMR (400 MHz) 81 (D20)
1,29 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 1,85 (3H, d, J = 1 Hz, Me-5); 2,51 (2H, m, H-2',2"); 3,21
(6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 4,07 (1H, m, H-5Y; 4,12 (1H, m, H-5"); 4,18 (1H, m, H-4'); 4,40
(1H, m, H-3; 6,13 (1H, t, J = 6,5 Hz, H-1"; 7,06 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-5 Py); 7,50 (1H, d, J =
1,2 Hz, H-6); 7,85 (1H, dd, J = 2,3; 8,9 Hz, H-4 Py); 8,41 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2 Py). 13C
NMR (100 MHz) 8¢ (D20) 7,7 (CH2CH3); 11,1 (5-Me); 35,4 (C-2'); 46,2 (CH2CHa); 59,6 (C-
3"); 64,4 (d, Jrc = 5 Hz, C-5'); 82,3 (d, Jrc = 9,3 Hz, C-4'); 84,8 (C-1"; 99,2 (C-5 Py); 110,7
(C-2 Py); 117,8 (C-5); 128 (C-CN); 137,2 (C-6); 140,4 (C-4 Py); 150,9 (C-2); 151,7 (C-6 Py);
157,1 (d, Jrc = 5 Hz, C-2 Py); 165,7 (C-4). HRMS m/z 447,0983 [M — H]", obliczone
C16H16NsOeP~ 447,0935.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(6-cyjanopirydyn-3-ylo)|amidofosforan, sél
TEAH* (78A;m). Wydajno$é¢ 76%. RP HPLC Ry 18,59 min. 'H NMR (400 MHz) &1 (D20)
1,30 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 1,84 (3H, s, Me-5); 2,51 (2H, m, H-2',2"); 3,22 (6H, k, J =
7,3 Hz, CH2CH3); 4,03 (1H, m, H-5Y; 4,14 (2H, m, H-5", H-4"); 4,36 (1H, m, H-3); 6,12 (1H,
t,J =6,5 Hz, H-1"; 7,39 (1H, s, H-6); 7,48 (1H, dd, J = 2,6; 8,6 Hz, H-4 Py); 7,67 (1H,d, J =
6,5 Hz, H-5 Py); 8,27 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-2 Py). C NMR (100 MHz) & (D20) 7,7
(CH2CHg); 11,8 (5-Me); 35,8 (C-27); 46,6 (CH2CHz3); 59,5 (C-3'); 64,8 (d, Jrc = 4,8 Hz, C-5);
82,4 (d, Jrc = 9,3 Hz, C-4"); 85,3 (C-1"; 111,2 (C-5); 117,8 (C-CN Py); 121,3 (C-6 Py); 123,4
(d, Jpc = 5,6 Hz, C-4); 129,7 (C-5 Py), 137,3 (C-6); 139,9 (d, Jrc = 8,6 Hz, C-2); 143,1 (C-3
Py); 152,9 (C-2); 168,2 (C-4). HRMS m/z 447,0845 [M — H]-, obliczone CisH1sNsOsP"
447,0935.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(tiazol-2-ylo)Jamidofosforan, s6l TEAH*
(78A;n). Wydajnos¢ 72%. RP HPLC Ry 17,46 min. *H NMR (400 MHz) &1 (D20) 1,28 (9H, t,
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J =7,3 Hz, CH.CH3); 1,88 (3H, d, J = 0,8 Hz, Me-5); 2,49 (2H, m, H-2',2"); 3,20 (6H, k, J =
7,3 Hz, CH2CHy); 4,06 (1H, m, H-59; 4,13 (2H, m, H-5", H-4'); 4,40 (1H, k, J = 4,8 Hz, H-
3); 6,18 (1H,t,J =6,5Hz, H-1"; 6,84 (1H,d, J = 3,8 Hz, H-4 T); 7,16 (1H, d, J = 3,8 Hz, H-
5T); 7,63 (1H, d, J = 1,1 Hz, H-6). *C NMR (100 MHz) &¢ (D20) 8,2 (CH2CHs); 11,7 (5-
Me); 36,1 (C-2'); 46,6 (CH.CH?3); 60,3 (C-3"); 64,5 (d, Jrc = 4,8 Hz, C-5); 82,9 (d, Jr.c = 9,1
Hz, C-4"); 84,9 (C-1Y; 111,2 (C-5); 125,4 (C-4 T); 133,5 (C-6 ); 137,3 (C-5T); 151,3 (C-2);
163,9 (d, Jec = 4,8 Hz, C-2 T); 166,1 (C-4). HRMS m/z 428,0424 [M — H]~, obliczone
C13H1sN706PS™ 428,0547.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(4-metylotiazol-2-ylo)]amidofosforan, sél
TEAH* (78A;0). Wydajno$¢ 75%. RP HPLC Rt 18,96 min. *H NMR (400 MHz) &+ (D20)
1,27 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH.CHz); 1,86 (3H, s, Me-5); 2,23 (3H, s, Me-5 T); 2,47 (2H, m, H-
2'2"); 3,18 (6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 4,04 (1H, m, H-5Y; 4,11 (2H, m, H-5", H-4'); 4,40
(1H, m, H-3"; 6,14 (1H, t, J = 6,6 Hz, H-1"); 6,77 (1H,d, J=1,1 Hz, H-4 T); 7,60 (1H, d, J =
1,1 Hz, H-6). 3C NMR (100 MHz) ¢ (D20) 8,2 (CH.CHs); 10,8 (5-Me); 11,7 (5-Me T); 36,2
(C-2') 46,6 (CH2CHg); 60,4 (C-3'); 64,5 (d, Jrc = 4,9 Hz, H-5"); 82,8 (d, Jrc = 9,1 Hz, H-4"); 85
(C-19; 111,2 (C-5); 111,4 (C-4 T); 136,9 (H-6); 137,3 (C-5 T); 151,4 (C-2); 165,6 (d, Jpc =
51 Hz, C-2 T); 166,3 (C-4). HRMS m/z 442,0618 [M — H], obliczone Ci3Hi1sN706PS
442,0704.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(benzo[d]tiazol-2-ylo)]amidofosforan, sél
TEAH* (78A;p). Wydajnos¢ 69%. RP HPLC R 21,78 min. *H NMR (400 MHz) &+ (D20)
1,27 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 1,75 (3H, s, Me-5); 2,40 (2H, m, H-2',2"); 3,17 (6H, k, J =
7,3 Hz, CH2CH3); 4,07 (2H, m, H-5', 5"): 4,17 (1H, m, H-4"); 4,36 (1H, m, H-3"): 6,02 (1H, t,
J =6,5Hz, H-19; 7,17 (1H, t, J = 7,6 Hz, H-5 BT); 7,32 (1H, t, J = 7,7 Hz, H-6 BT); 7,38
(1H, s, C-6); 7,49 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-4 BT); 7,64 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-7 BT). *C NMR
(100 MHz) 6. (D20) 7,7 (CH2CH3); 11,1 (5-Me); 35,5 (C-2; 46,2 (CH2CH?3); 59,3 (C-3);
64,4 (d, Jpc = 4,9 Hz, C-5; 82,1 (d, Jrc = 8,4 Hz, C-4); 84,4 (C-1'); 110,6 (C-5); 118,1 (C-4
BT); 120,7 (C-7 BT); 122,7 (C-6 BT); 125,8 (C-5 BT); 130,3 (C-8 BT) 136,7 (C-6); 148,5 (C-
2); 150,7 (C-9 BT); 164,7 (C-2 BT) 165,4 (C-4). HRMS m/z 478,0542 [M — H]", obliczone
C17H17N7O6PS™ 478,0704.

2',3'-Didehydro-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(chinolin-3-ylo)|amidofosforan, soél
TEAH* (78B;e). Wydajno$¢ 67%. RP HPLC R 16,46 min. *H NMR (400 MHz) 1 (D20)
1,25 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CH?3); 1,39 (3H, s, Me-5); 3,16 (6H, t, J = 7,3 Hz, CH.CHg); 3,77
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(1H, m, H-5; 4,19 (1H, d, J = 11,1 Hz, H-5"); 5,16 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-4"); 5,71 (1H, d, J =
5.8 Hz, H-3); 6,37 (1H, d, J = 6,1 Hz, H-2'); 6,77 (2H, m, H-1', H-Q); 7,55 (2H, m, Q-H);
7,66 (1H ,m, Q-H): 7,68 (1H, m, H-Q); 7,79 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-Q); 8,46 (1H, d, J = 2,6 Hz,
H-6). 3C NMR (100 MHz) &¢ (D20) 7,7 (CH2CHs); 10,5 (Me-5); 46,1 (CH2CHs); 66,2 (d, Jrc
= 5,0 Hz, C-5; 85 (d, Jrc = 11,1 Hz, C-4); 89,3 (C-1'); 110 (C-5); 119 (d, Jec = 3,3 Hz, C-2
Q): 125,2 (C-2"); 126 (C-Q); 126,2 (C-Q); 126,9 (C-Q); 127 (C-Q); 127,7 (C-Q); 132,6 (C-3);
135,2 (C-Q); 136 (C-6); 140,4 (C-Q); 142,5 (d, Jrc = 11,2 Hz, C-3 Q); 150,7 (C-2); 164,3 (C-
4). HRMS m/z 429,0933 [M — H]", obliczone C1oH1sN4O6P" 429,0969.

2',3'-Didehydro-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(chinolin-6-ylo)]Jamidofosforan, sél
TEAH* (78B;h). Wydajnos¢ 97%. RP HPLC Rt 15,78 min. *H NMR (400 MHz) 8 (D20)
1,19 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CHs); 1,36 (3H, s, Me-5); 3,06 (6H, k, J = 7,3 Hz, CH,CH3); 3,74
(1H, m, H-5"); 4,10 (1H, m, H-5"); 5,05 (1H, m, H-4); 5,65 (1H, m, H-3"); 6,63 (1H, m, H-2";
6,84 (1H, d, J = 1,0 Hz, H-Q); 7,15 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-1"); 7,32 (2H ,m, H-Q); 7,61 (1H, d,
J=9,8 Hz, H-Q); 7,98 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-Q); 8,47 (1H, m, H-6). **C NMR (100 MHz) &,
(D20) 7,7 (CH2CHa); 10,7 (Me-5); 46 (CH2CHjz); 65,8 (d, Jec = 4,9 Hz, C-5); 85,1 (d, Jpc =
10,8 Hz, C-4"; 89,3 (C-1"); 109,7 (C-5); 110 (d, Jec = 4,9 Hz, C-Q); 121,1 (C-2Y); 123,2 (d,
Jrc = 9,4 Hz, C-Q); 124,8 (C-Q); 126,2 (C-Q); 128,4 (C-Q); 133,1 (C-3'); 136,1 (C-Q); 136,3
(C-6); 139,8 (C-Q); 140,3 (C-Q); 1455 (C-Q); 150,6 (C-2); 164,3 (C-4). HRMS m/z
429,0838 [M — H], obliczone C19H1sN4OgP~ 429,0969.

2',3'-Didehydro-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(5-cyjanopirydyl-2-ylo)]Jamidofosfo-
ran, s6l TEAH" (78B;m). Wydajno$¢ 63%. RP HPLC R¢ 15,47 min. *H NMR (400 MHz) &
(D20) 1,28 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CH?3); 1,73 (3H, d, J = 0,8 Hz, Me-5); 3,20 (6H, k, J = 7,3
Hz, CH2CHs3); 3,87 (1H, m, H-5Y); 4,15 (1H, m, H-5"); 5,09 (1H, m, H-4); 5,89 (1H, m, H-3");
6,44 (1H, m, H-2"; 6,81 (1H, m, H-1"); 6,98 (1H, d, J = 8,9 Hz, H-3 Py); 7,30 (1H,d, J =11
Hz, H-6 Py); 7,79 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-4 Py); 8,35 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-6). *C NMR (100
MHz) é. (D20) 7,8 (CH2CH?3); 10,9 (Me-5); 46,1 (CH>CHa); 65,9 (d, Jec = 5,2 Hz, C-5'); 85
(d, Jec = 10,2 Hz, C-4'); 89,6 (C-1); 99,2 (C-Py); 110,2 (C-5); 110,4 (C-Py); 117,7 (C-Py),
124,7 (C-2"; 133,5 (C-Py); 137,2 (C-3"); 140,1 (C-6); 151,3 (C-2); 151,6 (C-Py); 157 (d, Jpc =
5,7 Hz, C-2 Py); 165,3 (C-4). HRMS m/z 404,0794 [M — H]", obliczone CisH15NsO6P"
404,0765.

2',3'-Dideoksyurydyn-5'-ylo  [N-(chinolin-3-ylo)Jamidofosforan, s61 TEAH"
(78C;e). Wydajnos¢ 55%. RP HPLC R 17,81 min. *H NMR (400 MHz) &4 (D20) 1,19 (9H, t,

124



J = 7,3 Hz, CH2CH3); 1,72 (2H, m, H-3', 3"); 1.98 (1H, m, H-2"); 2,24 (1H, m, H-2"); 3,09
(6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 3,84 (1H, m, H-4); 4,09 (1H, m, H-5"); 4,26 (1H, m, H-5"); 5,06
(1H, t, J = 5,6 Hz, H-5); 5,83 (1H, dd, J = 3,3; 7,3 Hz, H-1); 7,07 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-6);
7,42 (2H, m, H-6 Q, H-7 Q); 7,56 (1H, m, H-5 Q); 7,71 (2H, m, H-8 Q, H-4 Q); 8,50 (1H, d, J
=2,6 Hz, H-3 Q). 3C NMR (100 MHz) & (D20) 7,7 (CH2CHj3); 24,4 (C-3"; 30,3 (C-2"); 46,6
(CH2CHs); 66 (d, Jec = 5,1 Hz, C-5'); 79,4 (d, Jec = 9,5 Hz, C-4"); 85,2 (C-1'); 100,9 (C-5";
119,2 (d, Jec = 4,1 Hz, C-4 Q); 126 (C-Q); 126,2 (C-Q); 126,7 (C-Q); 126,9 (C-Q); 128 (C-
Q); 135,6 (C-Q); 140,4 (C-6); 140,5 (d, Jpc = 10,4 Hz, C-2Q); 142,7 (d, Jec = 10,8 Hz, C-3
Q); 150,2 (C-2); 164,6 (C-4). HRMS m/z 417,0958 [M — H], obliczone CisHisN4OeP
417,0969.

2',3'-Dideoksyurydyn-5'-ylo  [N-(chinolin-6-ylo)]Jamidofosforan, s61 TEAH®
(78C;h). Wydajnosé 52%. RP HPLC R¢ 16,70 min. *H NMR (400 MHz) n (D20) 1,27 (9H, t,
J =7,3 Hz, CH>CHBa); 1,80 (1H, m, H-3"); 1,95 (1H, m, H-3"); 2,09 (1H, m, H-2"); 2,36 (1H,
m, H-2") 3,19 (6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 3,91 (1H, m, H-4%); 4,14 (1H, m, H-5"; 4,37 (1H,
m, H-5"); 5,11 (1H, m, H-5); 5,96 (1H, dd, J = 3,3; 7,4 Hz, H-1"); 7,23 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-
6); 7,38 (1H ,d, J = 2,5 Hz, H-Q); 7,48 (2H, m, H-Q); 7,82 (1H, d, J = 9,1 Hz, H-Q); 8,18
(1H, d, J = 8,2 Hz, H-Q); 8,57 (1H, d, J = 3,0 Hz, H-Q). 3C NMR (100 MHz) & (D20) 7,7
(CH2CHpa); 24,5 (C-3; 30,1 (C-2'); 46,1 (CH2CH?3); 66,1 (d, Jrc = 5,2 Hz, ¢-5%); 79,6 (d, Jpc =
9,8 Hz, H-4"); 85,6 (C-1'); 100,8 (C-5); 110,4 (d, Jrc = 4,9 Hz, C-Q); 121,1 (C-Q); 123,7 (d,
Jrc = 9,7 Hz, C-Q); 126,2 (C-Q); 128,8 (C-Q); 136,7 (C-Q); 139,9 (C-Q); 140,9 (C-6); 145,4;
150,5 (C-2); 164,8 (C-4). HRMS m/z 417,0636 [M — H]", obliczone C1gH18N4O¢P~ 417,0969.

2',3'-Dideoksyurydyn-5'-ylo  [N-(5-cyjanopirydyn-2-ylo)jamidofosforan,  sol
TEAH* (78C;m). Wydajno$é 67%. RP HPLC Ry 15,78 min. *H NMR (400 MHz) &4 (D20)
1,30 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 1,92 (1H, m, H-3"); 2,12 (2H, m, H-3", H-2"); 2,45 (1H, m,
H-2"); 3,22 (6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 3,96 (1H, m, H-4"); 4,16 (1H, m, H-5"); 4,35 (1H, m,
H-5"); 5,68 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-5); 6,04 (1H, dd, J = 3,2; 7,3 Hz, H-1"); 7,09 (1H, d, J = 8,8
Hz, H-3 Py); 7,70 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-6); 7,87 (1H, dd, J = 2,3; 8,9 Hz, H-4); 8,43 (1H, d, J
= 2,0 Hz, H-6 Py). 3C NMR (100 MHz) & (D20) 7,7 (CH.CHs); 24,4 (C-3); 30,2 (C-2"); 46,2
(CH2CHg); 65,9 (d, Jrc = 5,2 Hz, C-5; 79,7 (d, Jec = 9,2 Hz, C-4Y); 85,9 (C-1%; 99,2 (C-5
Py); 101,1 (C-5); 110,5 (C-3 Py); 117,8 (C-CN); 140,6 (C-4 Py), 140,7 (C-6); 150,9 (C-6 Py);
151,8 (C-2); 157,1 (C-2 Py); 165,5 (C-4). HRMS m/z 392,0699 [M — HJ, obliczone
C15H15Ns06P™ 392,0765.
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2',3'-Dideoksyurydyn-5'-ylo [N-(4-metylotiazol-2-ylo)]amidofosforan, sl TEAH"
(78C:;0). Wydajnos¢ 53%. RP HPLC R 15,90 min. *H NMR (400 MHz) 81 (D20) 1,27 (9H, t,
J =7,3 Hz, CH2CHz3); 1,94 (1H, m,H-3"; 2,08 (2H, m, H-3", H-2"; 2,25 (3H, d, J = 1,0 Hz,
Me-5T); 2,42 (1H, m, H-2"); 3,18 (6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 3,95 (1H, m, H-4"); 4,13 (1H,
m, H-5Y); 4,33 (1H, m, H-5"); 5,71 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-5); 6,04 (1H, dd, J = 3,3; 7,1 Hz, H-
1Y; 6,80 (1H, d, J = 1,0 Hz, H-4 T); 7,80 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-6). 3C NMR (100 MHz) &
(D20) 7,7 (CH2CH?3); 10,3 (Me-5 T); 24,3 (C-3"; 30,5 (C-2; 46,1 (CH2CHBa); 65,5 (d, Jrc =
5,3 Hz, C-5Y; 79,8 (d, Jrc = 9,1 Hz, C-4Y); 85,9 (C-1"; 101,1 (C-5); 125 (C-4 T); 132 (C-5T);
141,6 (C-6); 151 (C-2); 163,9 (d, Jpc = 4,9 Hz, C-2 T); 165,7 (C-4). HRMS m/z 387,0485 [M
—HJ, obliczone C13H16N4O6PS™ 387,0533.

2',3'-Didehydro-3'-deoksytymidyn-5'-ylo  [N-(4-metylotiazol-2-ylo)]Jamidofosfo-
ran, s6l TEAH* (78B;0). Wydajnos¢ 61%. RP HPLC Rf 16,01 min. *H NMR (400 MHz) &n
(D20) 1,29 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 1,79 (3H, d, J = 0,8 Hz, Me-5); 2,25 (3H, d, J = 1,1
Hz, Me-5T); 3,21 (6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 3,88 (1H, m, H-5); 4,10 (1H, m, H-5"); 5,11
(1H, m, H-4; 5,93 (1H, m, H-3"); 6,47 (1H, m, H-2"); 6,73 (1H, s, H-1"; 6,88 (1H, m, H-4 T);
7,39 (1H, d, J = 1,1 Hz, H-6). 3C NMR (100 MHz) & (D20) 7,7 (CH2CHs); 10,3 (Me-5);
10,9 (Me-5 T); 46,2 (CH2CHs); 65 (d, Jec = 4,9 Hz, C-5"); 85 (d, Jrc = 10,2 Hz, C-4'); 89,7
(C-1'); 110,3 (C-5); 124,5 (C-2'); 124,8 (C-5 T); 132 (C-4 T); 133,7 (C-3"); 137,5 (C-6); 151,7
(C-2); 163,3 (C-2 T); 165,9 (C-4). HRMS m/z 399,0532 [M — H]", obliczone C14H1sN4O6PS"
399,0533.

2',3'-dideoksy-3'-tiacytydyn-5'-ylo  [N-(4-metylotiazol-2ylo)|]amidofosforan, sél
TEAH* (78D;0). Wydajno$é¢ 69%. RP HPLC Ry 12,03 min. *H NMR (400 MHz) 4 (D20)
1,27 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH.CHa); 2,22 (3H, d, J = 0,8 Hz, 5-Me T); 3,12 (1H, m, H-2") 3,17
(6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 3,49 (1H, dd, J = 5,6; 12,2 Hz, H-2"); 4,11 (1H, m, H-5"); 4,24
(1H, m, H-5"); 5,38 (1H, k, J = 7,6 Hz, H-4"); 5,92 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-5); 6,25 (1H, t, J =
5,0 Hz, H-1Y; 6,77 (1H, s, H-4 T); 7,84 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-6). 3C NMR (100 MHz) &
(D20) 7,7 (CH2CH3); 10,4 (Me-5 T); 36,2 (C-2"); 46,1 (CH2CHs3); 63,6 (d, Jec = 5,1 Hz, C-5");
83,4 (d, Jrc = 8,9 Hz, C-4"); 86,7 (C-5); 95,4 (C-1"); 125 (C-4 T); 132 (C-5 T); 141,1 (C-6);
156,3 (C-2); 163,9 (d, Jrc = 4,9 Hz, C-2 T); 165,3 (C-4). HRMS m/z 404,0546 [M — HJ,
obliczone C12H1sNsOsPS,™ 404,0257.
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(1S)-4-[2-Amino-6-(cyklopropyloamino)-9H-puryno-9-ylo]-2-cyklopentano-1-
-metylo [N-(5-cyjanopirydyn-2-ylo)|]amidofosforan, sol TEAH™* (78E;m). Wydajnos¢ 35%.
RP HPLC Rf 19,39 min. 'H NMR (400 MHz) &n (D20) 0,69 (2H, m, H-cyklopropan); 0,99
(2H, m, H-cyklopropan); 1,27 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH>CHa); 1,28 (1H, m, H-cyklopropan);
2,50 (1H, m, H-6 cyklopenten); 2,88 (1H, m, H-6 cyklopenten); 3.10 (1H, m H-6,
cyklopenten); 3,19 (6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH?3); 3,57 (1H, m, H-5 cyklopenten); 3,97 (1H, m,
H-5 cyklopenten); 5,10 (1H, m, H-1 cyklopenten); 5,88 (1H, m, H-2 cyklopenten); 6,19 (1H,
m, H-3 cyklopenten); 6,71 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-3 Py); 6,47 (1H, dd, J = 2,2; 8,8 Hz, H-4
Py); 7,50 (1H, m, H-6 Py); 8,12 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-8 puryna). **C NMR (100 MHz) &
(D20) 6,3 (C-cyklopropan); 7,7 (CH2CH3); 22,8 (C-6 cyklopeten); 33,4 (C-cyklopropan); 48,8
(d, Jpc = 4,0 Hz, C-4 cyklopenten); 46,1 (CH.CHj3); 58,4 (C-1 cyklopenten); 67,1 (d, Jrc =
21,6 Hz, H-5 cyklopenten); 98,5 (C-5 Py); 109,9 (C-3 Py); 112,6 (C-5 puryna); 117,6 (C-CN);
128,3 (C-2 cyklopenten); 129,2 (C-8 puryna); 136,5 (C-4 puryna); 138 (C-3 cyklopenten);
139,9 (C-4 Py); 148,8 (C-4 puryna); 151,3 (C-6 Py); 154,8 (C-6 puryna); 156,6 (C-2 Py);
158,7 (C-2 puryna). HRMS m/z 466,1461 [M — H]~, obliczone C20H21N303P~ 466,1510.

(1S)-4-[2-Amino-6-(cyklopropyloamino)-9H-puryno-9-ylo]-2-cyklopentano-1-
-metylo [N-(4-metylotiazol-2-ylo)|amidofosforan, sél TEAH" (78E;0). Wydajnos¢ 51%.
RP HPLC Rf 19,94 min. *H NMR (400 MHz) &+ (D20) 0,66 (2H, m, H-cyklopropan); 0,89
(2H, m, H-cyklopropan); 1,26 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CHz3); 1,42 (1H, m, H- cyklopropan);
1,97 (3H, d, J = 1,0 Hz, Me-5 T); 2,65 (1H, m, H-6 cyklopenten); 2.81 (1H, s, H-6
cyklopenten); 3,09 (1H, s, H-4 cyklopenten); 3,18 (6H, k, J = 7,3 Hz, CH2CH3); 3,66 (1H, m,
H-5 cyklopenten); 3,90 (1H, m, H-5 cyklopenten); 5,17 (1H, m, H-1 cyklopenten); 5,88 (1H,
m, H-2 cyklopenten); 6,17 (1H, m, H-3 cyklopenten); 6,44 (1H, s, H-4 T); 7,57 (1H, s, H-8
puryna). 3C NMR (100 MHz) & (D20) 6,4 (C-cyklopropan); 7,7 (CH2CHs); 10,1 (Me-5 T);
22,6 (C-6 cyklopeten) 33,4 (C-cyklopropan); 45 (d, Jrc = 9,6 Hz, C-4 cyklopenten); 46,1
(CH2CHg3); 58,7 (C-1 cyklopenten); 66,8 (d, Jrc = 5,3 Hz, H-5 cyklopenten); 122,6 (C-5
puryna); 124,5 (C-2 cyklopenten); 128,3 (C-8 puryna); 132,1 (C-3 cyklopenten); 136,6 (C-4
T); 138 (C-5 T); 148,9 (C-4 puryna); 154,8 (C-6 puryna); 158,5 (C-2 puryna); 163 (C-2 T).
HRMS m/z 461,1461 [M — H]", obliczone C1gH22NgO3PS™ 461,1278.

Metoda B

Arylo nukleozydo amidofosforan 78A;d i 78A;] otrzymano zmodyfikowang metods

literaturowa .
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Etap 1. Otrzymywanie fosforylo-tris-(1H-1,2,4-triazolu) 8310 13

1,2,4-Triazol (62,3 mmol) osuszono przez odparowanie z 3 x 50 ml suchego
acetonitrylu i1 umieszczenie na 24 h w wysokiej prozni (poma olejowa). Nastepnie zwigzek
ten rozpuszczono w 100 ml bezwodnego 1,4-dioksanu i dodano POCIz (20,7 mmol). Do
otrzymanego roztworu mieszanego na mieszadle magnetycznym w ciggu 20 min wkroplono
bez dostgpu powietrza bezwodng trietyloaming (62,3 mmol) rozpuszczong w 35 ml 1,4-
-dioksanu, po czym kontynuowano mieszanie przez 30 min. Wytrgcony osad chlorowodorku
trietyloamoniowego szybko odsaczono na lejku ze szklem porowatym ograniczajac dostep

powietrza. Uzyskany przesacz wykorzystano bezposrednio W nastepnym etapie procedury.

Etap 2. Otrzymywanie di(1H-1,2,4-triazol-1-ylo) [N-(heteroarylo)|amidofosforanéw typu
84

Do mieszanego na mieszadle magnetycznym roztworu fosforylo-tris-(1H-1,2,4-
-triazolu) (1 mmol/10 ml) w 1,4-dioksanie dodano kroplami aming aromatyczng (1 mmol/1,25
ml Py) osuszong wstepnie przez odparowanie z pirydyng. Po wytraceniu si¢ krystalicznego
osadu di(1H-1,2,4-triazol-1-ylo) [N-(heteroarylo)]amidofosforanu supernatant zdekantowato,
a pozostaly osad przemyto 3 x 10 ml 1,4-dioksanem i 3 x 10 ml eterem dietylowym,
WYysSUSzono na pompie prozniowej i wykorzystano bezposrednio W nastgpnym etapie

procedury.

Etap 3. Otrzymywanie 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(heteroarylo)]-amido-
fosforanow

Zawiesine di(1H-1,2,4-triazol-1-ylo) [N-(heteroalrylo)]amidofosforanu 84 w pirydynie
(2 mmol/25 ml) ogrzewano na tazni olejowej do temperatury 75°C mieszajac ja na mieszadle
magnetycznym. AZT osuszono przez dwukrotne odparowanie z pirydyna, rozpuszczono W
tym samym rozpuszczalniku (1 mmol/10 ml) i dodano do zawiesiny w kilku porcjach. Po 10
minutach dodano 10% (v/v) wody i kontynuowano mieszanie przez 30 min. Nastepnie

mieszaning reakcyjna zat¢zono do oleju i oczyszczono jak w metodzie A.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo [N-(chinolin-2-ylo)|]amidofosforan, sol TEAH*
(78A;d). Wydajnos¢ 43%. RP HPLC Ry 22,40 min. *H NMR (400 MHz) &+ (D20) 1,26 (9H, t,
J = 7,3 Hz, CH2CH?3); 1,60 (3H, s, Me-5); 2,33 (2H, t, J = 6,7 Hz, H-2',2"); 3,17 (6H k, J =
7,3 Hz, CH2CH3); 4,03 (1H, m, H-5Y); 4,09 (1H, m, H-5"); 4,20 (1H, m, H-4"); 4,27 (1H, m,
H-3"); 5,92 (1H, t, J = 6,5 Hz, H-1"; 7,14 (1H, s, H-6 Q); 7,21 (1H, d, J = 9,1 Hz, C-3 Q);
7,36 (1H,t,J=7,4 Hz, H-7 Q); 7,54 (1H, t, J = 7,4 Hz, H-8 Q); 7,60 (1H, t, J = 7,7 Hz, H-5
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Q); 7,66 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-4 Q); 8,03 (1H, d, J = 9,1 Hz, H-6). 3C NMR (100 MHz) &,
(D20) 7,7 (CH2CHs); 11 (Me-5); 35,3 (C-2'); 46,2 (CH2CHs); 59,2 (C-3); 64,8 (d, Jrc = 5,1
Hz, C-5; 82 (d, Jec = 8.0 Hz, H-4'); 84,2 (C-1); 110,6 (C-5); 112,7 (C-3 Q); 122,3 (C-10 Q);
122,8 (C-6 Q); 124,5 (C-8 Q); 127,5 (C-5 Q); 130,7 (C-7 Q); 136,4 (C-6); 139,7 (C-4 Q);
150,3 (C-9 Q); 153,1 (C-2 Q); 164,9 (C-2); 180,8 (C-4). HRMS m/z 472,1062 [M — HJ,
obliczone C19H19N7O6P~ 472,1140.

3'-Azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo  [N-(izochinolin-1-ylo)|]amidofosforan,  sél
TEAH* (78A:j). Wydajnosé 61%. RP HPLC R 21,94 min. *H NMR (400 MHz) 81 (D20)
1,27 (9H, t, J = 7,3 Hz, CH2CHa); 1,50 (3H, s, Me-5); 2,39 (2H, m, H-2',2"); 3,18 (6H k, J =
7,3 Hz, CH2CH3); 4,10 (1H, m, H-5Y); 4,14 (1H, m, H-5"); 4,24 (1H, m, H-4"); 4,33 (1H, m,
H-3); 5,94 (1H, t, J = 6,5 Hz, H-1); 7,17 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-5 Q); 7,25 (1H, s, H-7 Q):
7,41 (1H, s, H-6 Q); 7,56 (1H, m, H-5 Q): 7,70 (1H, m, H-8): 7,84 (1H, d, J = 6,6 Hz, H-3 Q);
8,03 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-6). 3C NMR (100 MHz) & (D20) 7,7 (CH2CHs); 10,8 (Me-5);
35,5 (C-2'); 46,5 (CH2CHg); 60,1 (C-3); 65 (d, Jrc = 4,5 Hz, C-5'); 82,8 (d, Jrc = 7.5 Hz, C-
4'); 84,9 (C-1Y; 110,8 (C-5); 113,7; 118,6; 122,5; 126,9; 130,7; 136,8 (C-6); 137; 138,6; 151,2
(C-2); 152,4; 166 (C-4). HRMS m/z 472,1144 [M — H, obliczone C1oH1sN7O6P" 472,1140,

Ogoélna procedura badania utraty kationu trietyloamoniowego podczas pomoca
chromatografii

Badang sol (100 mg) w postaci soli trietyloamoniowej rozpuszczono w 1 ml uktadu
metanol : toluen 1:1 (v/v) i naniesiono na kolumne z Zelem krzemionkowym (50 g), po czym
eluowano fazg ruchomg toluen : metanol 1:1 (v/v). Zebrane frakcje 50 ml zakwaszono 100 pl

stez. HCl, odparowano do sucha, rozpuszczono w 1 ml d6-DMSO i analizowano za pomoca

spektroskopii *H NMR.

Ogélna procedura badania utraty kationu trietyloamoniowego podczas odparowywania

rozpuszczalnika

Badang sol (20 mg) rozpuszczono w 50 ml badanego ropuszczinika w kolbie o
pojemnosci 100 ml i odparowano na wyparce w ciagu 30 min przy maksymalnym
podci$nieniu membranowe;j pompy proézniowe] i temperaturze tazni
40 °C. Procedure¢ powtarzano zadang liczb¢ razy. Suchg pozostatoéc po odparowaniu

rozpuszczono w 1 ml DO i analizowano za pomoca *H NMR.
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Tabela 9. Przesuniccia chemiczne i state sprzezen S!P

NMR produktéw posrednich

I koncowych
Zwigzek dp [ppm] Jue[HZ] Zwiazek | &p [ppm] Jne[HZ]
Produkt posredni Produkt

dnggH 3,05 611,0; 7,1 (dt)

3;1CE;H 411 626,2; 8,5 (dt)

A8'31C|3EPH 3,63 610,4; 7,3 (dt)

Aasy | 157809 %5512’;;;77’2((%?); 78Ae 1,58 6.8 (0)
St e [GERE | o |
re Al;,jmca 14,9 b 78A] -4,.20° *
BT | o | SERE | e | an | s
T o |G| i | e | e
T URETEE 7 I TR
KT T
AZ&;A_\;ﬁTa 9,27; 9,62 %g %97 ((%tt)); fOAn Bl 20
e ;3le1 7,12;7,18 | 658569 (ct)° | 78Be 185 3@
d48T25;?1Qa 6,84¢ 656,2; 7,3 (dt) |  78Bse 1,71 7.7
d4T8;§;Arr? i 9,43° 640,1;8,2 (dt)° |  78B;m -3,92° *
d4T8£Eﬁ2"Ta 9,51;955 | 638,3;7,0(dty | 78B;0 -2,93 o
W | e | T | ooe | aw | v
o &?}Qa 6,75; 7,19 %55%12 % ((%tt)); 78C;h -1,87 55 (q)
P | o | GAUE | e | o |
dd%;CA;(')V'Ta 9,43° 641,7,7.7(dty | 78C;o -3,82 4,9 (a)
o | 1010,1030° | 6282 @m) | 78Dym | 274 6.4 (1)
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— a
A Y | 002,000 | 6494;98(da) | 78Em -2,92° 3,7 (t)
— a

ABngAoMT 583,605 | 680,0;73(da) | 78E;0 -3,90 3,7 (1)

adwa diastereoizomery;

bnie rozdzielone;
‘natozone

4w Py

ew Hzo

w MeOH

Pozostate widma wykonane zostaty w CH2Cl,
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