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Poszukiwania nowych pochodnych 5’-difosforanéw nukleozydéw o potencjalnej
aktywnosci anty-HIV. Badania chemiczne i biologiczne

Marta Rachwalak

Na przestrzeni lat zaobserwowaé mozna staty postep w leczeniu AIDS, a dzieki
ogromnemu wysitkowi wielu laboratoriéw na swiecie, wirus HIV obecnie nie stanowi
zagrozenia epidemiologicznego. Pomimo tego, jak dotad nie zdotano stworzyc
skutecznego leku catkowicie eliminujgcego wirusa z organizmu chorego. Stad, istnieje
pilna potrzeba poszukiwania nowych lekéw Ilub udoskonalania juz istniejgcych,
zwalczajacych tego niewatpliwie ktopotliwego terapeutycznie i ciggle niebezpiecznego
wirusa.

Celem moich badan byto zaprojektowanie i opracowanie metody syntezy
nowych wariantéw strukturalnych 5’-difosforanéw nukleozydéw i ich analogéw
o potencjalnej aktywnosci anty-HIV. Chcac otrzymywaé zwigzki o rdéznorodnych
modyfikacjach w obrebie reszt fosforanowych, postanowitam wykorzystaé reakcje
oksydatywnej kondensacji H-fosfonianomonoestrow z P(V) nukleofilami. Wykonatam
szereg badan metodycznych pozwalajacych opracowaé optymalne warunki reakcji (m.in.
wptyw czynnika sililujgcego, utleniacza, katalizatora nukleofilowego), najpierw dla
wydajnego generowania reaktywnej fosfobetainy pirydyniowej, a nastepnie jej reakgc;ji
z wybranym P(V) nukleofilem. Korzystajgc z tej metodyki otrzymatam serie réznorodnie
maskowanych na reszcie fosforanowej Pg 5’-difosforanéw 2’,3'-dideoksynukleozyddw.
Reakcje oksydatywnej kondensacji stosowatam z powodzeniem takie do syntezy
pochodnych zawierajgcych heteroatom (siarke lub selen) w pozycjach niemostkowych
wigzania pirofosforanowego, co znaczgco wzbogacito rdznorodnos¢ otrzymanych
zwigzkow.

Wszystkie otrzymane pochodne (schemat zamieszczony ponizej) zostaty
przebadane we wspotpracy z laboratoriami mikrobiologicznymi pod katem ich
wtasciwosci biologicznych (aktywnosci anty-HIV oraz cytotoksycznosci). Wiekszosc¢ z nich
charakteryzowata sie dobrymi lub bardzo dobrymi parametrami terapeutycznymi
[aktywnoscig antywirusowa (ECsp) rzedu nanomolarnego i niskg toksycznoscig (CCso)].
Dla wybranych zwigzkéw wykonatam badania ich podatnosci na hydrolize chemiczng
w warunkach hodowli komérkowych (RPMI) oraz podatnosci na hydrolize enzymatyczna

w medium wzbogaconym w surowice bydlecg (RPMI/FBS, 9:1, v/v). W tych badaniach
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uzywatam wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) jako metody analitycznej,

wyznaczajac t1/2 rozpadu analizowanych difosforanéw.
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Trwatos¢ badanych zwigzkéw byta nastepnie korelowana z ich strukturg, np.
pozycjg tadunku ujemnego w czgsteczce, potozeniem i rodzajem heteroatomu, typem
obecnych grup maskujacych, oraz parametrami biologicznymi (cytotoksycznoscia
i aktywnoscig anty-HIV). Badania pokazaty, ze decydujacy wptyw na wysokg aktywnos¢
anty-HIV 5'-difosforanéow 2',3'-dideoksynukleozydéw ma obecnos¢ heteroatomu (siarki
lub selenu) w czesci pirofosforanowe] oraz wystepowanie fadunku ujemnego w reszcie
fosforanowej zwigzanej z nukleozydem. Stwierdzono tez, ze heteroatom w pozycji Pq
zwieksza odpornos¢ difosforandw na hydrolize enzymatyczng, natomiast w pozycji Pg
nie zmienia znaczgco ich trwatosci w poréwnaniu do okso-difosforanéw. Powyisze
obserwacje mogg okaza¢ sie wazine przy projektowaniu nowych lekdow anty-HIV

bazujgcych na 5'-difosforanach 2',3’-dideoksynukleozydow.

Uzyskane wyniki wskazaty na 8 najbardziej aktywnych pochodnych
5'-difosforandw 2',3’-dideoksynukleozyddow jako potencjalnych struktur wiodacych dla

dalszych badan nad nowymi lekami w terapii anty-HIV.
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Exploring new derivatives of nucleoside 5’-diphosphates for potential anti-HIV
activity. Chemical and biological studies

Marta Rachwalak

Over the years, a tremendous progress has been made in treatment of patients
with the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), and due to enormous effort of
numerous laboratories around the world, the HIV virus is not any more an
epidemiological threat. Despite this, there is no effective drug that could totally
eradicate the virus from the patient’s body. Thus, the quest for new drugs or
improvements of the existing ones continues, kindled by the hope of finding
therapeutics that could effectively cope with this troublesome and still dangerous virus.

The aim of this work was to design and to develop a synthetic method for new
structural variants of 2',3’-dideoxynucleoside 5'-diphosphates with potential anti-HIV
activity. To this end | investigated the oxidative condensation of H-phosphonate
monoesters with P(V) nucleophiles as means for introduction of diverse modifications
at the diphosphate moieties. The methodological studies permitted me to formulate an
efficient synthetic protocol both for the generation of pyridinium phosphobetaine and
its subsequent reactions with selected P(V) nucleophiles. Using this methodology,
| synthesized 2',3’-dideoxynucleoside 5'-diphosphates with diverse substitution and
charge pattern in the diphosphate moiety. The oxidative condensation was also found
to be the method of choice for the preparation of derivatives containing heteroatoms
(sulfur or selenium) in non-bridging positions of the pyrophosphate bond.

All of the synthesized diphosphate analogues (the scheme below) were tested
for their biological properties (anti-HIV activity and cytotoxicity) in cooperation with
microbiological laboratories. Most of them showed good or very good therapeutical
properties [nanomolar antiviral activity (ECso) and low cytotoxicity (CCso)]. For the
selected compounds | investigated also their susceptibility to chemical hydrolysis in cell
culture medium (RPMI) and susceptibility to enzymatic hydrolysis in medium enriched
with fetal bovine serum (RPMI/FBS, 9:1, v/v). To conduct these studies | used high
performance liquid chromatography (HPLC) as an analytical method to determine t1/2 of

the analysed diphosphate derivatives.
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REACTION OF OXIDATIVE CONDENSATION
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The obtained biological and chemical data (anti-HIV activity, cytotoxicity,
hydrolytic stability) were then correlated with structural features of the synthesized
diphosphates (e.g. a position of the negative charge in the molecule, kind of the masking
group present, location and type of a heteroatom). These shown that a decisive factor
for high antiviral activity of 2’,3’-dideoxynucleoside 5'-diphosphates was the presence
of at least one heteroatom (sulfur or selenium) in the pyrophosphate moiety, and one
negative charge in the phosphate residue directly connected with the nucleoside.
A heteroatom in the P, position was found to significantly increase the resistance of the
diphosphates to enzymatic hydrolysis, while in the Pg position, did not change
significantly their stability in comparison to that of the oxo-diphosphates. These
observations might be useful while designing of new anti-HIV drugs based on
2',3'-dideoxynucleoside 5'-diphosphates.

From the investigated compounds a group of 8, with the most favourable
biological activity, was selected as potential lead structures for further studies on new

drugs for the anti-HIV therapy.
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Il. WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

A —adenozyna

ABC — abakawir

ACN — acetonitryl

Ade — adenina

AIDS — zespd6t nabytego niedoboru
odpornosci (ang. acquired
immunodeficiency syndrome)

ANP - acykliczne C-fosfoniany
nukleozydow (ang. acyclic
nucleoside phosphonates)

ART - terapia antyretrowirusowa
(ang. antiretroviral therapy)

AZT — 3’-azydo-3'-deoksytymidyna
AZTDP - 5'-difosforan AZT

AZTMP — 5’-monofosforan AZT
AZTTP — 5'-trifosforan AZT

B — zasada pirymidynowa Ilub
purynowa w nukleozydach

BBB — bariera krew-modzg (ang.
blood brain barier)

Bu — butyl
Bn — benzyl
C —cytydyna

CCso — stezenie cytotoksyczne (ang.
cytotoxic concentration)

CDI — N,N’-karbonylodiimidazol
CEM/0 - komérki zainfekowane
wirusem HIV typu dzikiego
CEM/dCK — komorki z deficytem
kinazy deoksycytydynowej

CEM/SS -  komoérki  ludzkich
limfoblastoidéw T4

CEM/TK" — komorki z deficytem
kinazy tymidynowej

CEMX-174 - somatyczna linia
komdrkowa bedaca hybrydg linii
komérkowej CEM i linii komorkowej
limfoblastoidéw B-14

Cyt — cytozyna

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

dA - 2'-deoksyadenozyna

DABCO - 1,4-
diazabicyklo[2.2.2]oktan

dC — 2'-deoksycytydyna

DCC —N,N'-
dicykloheksylokarbodiimid

DCl — 4,5-dicyjanoimidazol

ddA - 2’,3'-dideoksyadenozyna
ddAMP - 5’-monofosforan
adenozyny

ddADP — 5'-difosforan adenozyny
ddATP — 5'-trifosforan adenozyny
ddC -  2',3'-dideoksycytozyna,
zalcytabina

ddl - 2’,3'-dideoksyinozyna

ddN - 2',3’-dideoksynukleozyd
ddNMP — 5’-monofosforan 2',3'-
dideoksynukleozydu

ddNDP - 5'-difosforan  2',3'-
dideoksynukleozydu
ddNTP -  5'-trifosforan  2',3'-

dideoksynukleozydu

ddU - 2',3'-dideoksyurydyna
ddUMP - 5'-monofosforan ddU

dG — 2’-deoksyguanozyna

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy
DMF — dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DPHP — H-fosfonian difenylowy

DTE — grupa ditioetylowa

ECso — stezenie efektywne (ang.
effective concentration)

ekw. — ekwiwalent

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

FDA — Urzad ds. Lekéw i Zywnosci
(Food and Drug Administration)
FTC — emtrycytabina

G — guanozyna

Gua —guanina

HAART — wysoce aktywna terapia
antyretrowirusowa (ang. highly
active antiretroviral therapy)

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

HCV — wirus zapalenia watroby typu
C (ang. hepatitis C virus)

HIV — ludzki wirus niedoboru
odpornosci (ang. human
immunodeficiency virus)

HINT — biatko triady histydynowej
wigzacej nukleotyd (ang. Histidine
Triad Nucleotide-binding Protein)
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HPLC - wysokosprawna
chromatografia cieczowa (ang. High
Performance Liquid
Chromatography)

HR-MS - wysokorozdzielcza
spektrometria mas (ang. High
Resolution Mass Spektrometry)

IN —integraza

mRNA — matrycowy RNA (ang.

messenger RNA)
MT-2 - komarki ludzkich
limfocytéw T pochodzenia

biataczkowego zainfekowane HTLV-
1

MT-4 — komoérki ludzkich T-
limfocytéw

NBS — N-bromosukcynimid

NCS — N-chlorosukcynimid

NDP — 5'-difosforan nukleozydu

NIS — N-jodosukcynimid

NMP - 5’-monofosforan
nukleozydu
NMR - magnetyczny rezonans

jadrowy (ang. nuclear magnetic
resonance)

NRTI — nukleozydowe inhibitory
odwrotnej transkryptazy (ang.
nucleoside inhibitors of reverse
transcriptase)

NTP — 5'-trifosforan nukleozydu
PAOB — grupa p-acyloksybenzylowa
PBMC - jednojadrzaste komorki
krwi obwodowe] (ang. peripheral
blood mononuclear cells)

PBS — bufor fosforanowy (ang.
phosphate buffered saline solution)
Ph — fenyl

PLE — esteraza z watroby swini (ang.
pig liver esterase)

PMEA —9-[2-
(fosfonylometoksy)etylo]adenina
PMPA — (R)-9-[2-
(fosfonylometoksy)propyloladenin
a

POC—grupa
izopropyloksykarbonyloksymetylo
wa

POM —grupa

piwaloiloksymetylowa

PR — proteaza

PvCl — chlorek piwaloilu (chlorek
trimetyloacetylu)

Py — pirydyna

RNA — kwas rybonukleinowy
RPMI-1640 — medium hodowlane
komérek (ang. Roswell Park
Memorial Institut)

RT — odwrotna transkryptaza (ang.
reverse transcriptase)

SATE — grupa S-acylo-2-tioetylowa

SI — indeks selektywnosci (ang.
selectivity index)

SIV — matpi wirus niedoboru
odpornosci (ang. simian

immunodeficiency virus)

t1/2— czas potowicznego rozktadu

T —tymidyna

tBu — tert-butyl

TasP — leczenie antywirusowe jako

praktyka profilaktyczna  (ang.
treatment as prevention)

TAF — fumaran alafenamidu
tenofowiru

TDF — fumaran dizoproksalu
tenofowiru

TEA — trietyloamina

TEAH* - kation trietyloamoniowy
Thy —tymina

TMSCI — chlorek trimetylosililu
3TC — lamiwudyna

3TCDP - 5'-difosforan 3TC
3TCMP —5'-monofosforan 3TC
3TCTP — 5'-trifosforan 3TC

TMP - 5’-monofosforan tymidyny
TTP — 5'-trifosforan tymidyny

U —urydyna

Ura — uracyl

UTP — 5'-trifosforan urydyny

v/v — stosunek objetosciowy (ang.
volume/volume)
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lll. KONCEPCJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Ogoélnym celem badan przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej byto
zaprojektowanie nowych wariantow strukturalnych 5'-difosforanéw
2',3'-dideoksynukleozyddw oraz opracowanie uniwersalnej i wygodnej metody syntezy tych
zwigzkédw, a nastepnie wyznaczenie ich parametréw biologicznych oraz trwatosci.
Oczekiwatam, ze zwigzki o najlepszych parametrach terapeutycznych bedg mogty stanowic
struktury wiodace (ang. lead compounds) w przysztych badaniach nad opracowaniem
nowych, skutecznych terapeutykdw anty-retrowirusowych. Projekt ten sktadat sie z dwdch
czesci, obejmujgcych zardwno badania chemiczne (opracowanie metody syntezy,
otrzymywanie zaprojektowanych molekut), jak i biologiczne, dotyczgce potencjalnych
wiasciwosci terapeutycznych otrzymanych zwigzkow.

Pierwszg cze$é rozprawy stanowi Wstep literaturowy wprowadzajgcy w tematyke
projektowania zwigzkdw przeznaczonych do wykorzystywania w terapii anty-HIV, ze
szczegblnym uwzglednieniem pronukleotydéw, ukierunkowanych na blokowanie procesu
odwrotnej transkrypcji wirusa. W zwigzku z potencjalnym zastosowaniem otrzymywanych
zwigzkow dla hamowania cyklu replikacyjnego HIV na tym wtasnie etapie, omowione zostaty
znane strategie pronukleotydowe. Zatozone cele badawcze niniejszej rozprawy dotyczg
przede wszystkim chemicznej syntezy pochodnych polifosforanowych, stad we Wstepie
literaturowym znalazto sie takze wprowadzenie dotyczace najwazniejszych podejsé
syntetycznych stosowanych do otrzymywania di- oraz trifosforandw.

W czesci poswieconej badaniom wtasnym (Wyniki i dyskusja) opisatam kolejne etapy
chemicznej syntezy 5'-difosforanéw 2',3'-dideoksynukleozydéw, poczawszy od
zaprojektowania chemicznej struktury tych czasteczek, poprzez badania metodyczne oraz
optymalizacje warunkéw syntezy, a skonczywszy na opracowaniu wydajnego protokotu
syntetycznego i otrzymywaniu konkretnych grup zwigzkéw. Nastepnie opisatam oznaczanie
wybranych parametréw pomocnych w dyskusji o potencjalnych wtasciwosciach
terapeutycznych zsyntetyzowanych pochodnych, m.in.: trwatos¢ i S$ciezki rozpadu,
aktywnos¢ biologiczna, cytotoksycznos¢. Ten fragment rozprawy konczy zwiezte
podsumowanie efektéw badan.

Ostatni fragment pracy doktorskiej stanowi Czes¢ eksperymentalna, w ktorej
przedstawitam stosowane procedury doswiadczalne oraz charakterystyke spektralng

otrzymanych zwigzkdéw. Catos¢ zamyka spis cytowanej literatury.
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IV. WSTEP LITERATUROWY

Poczatek lat 80. XX w. w medycynie kojarzony jest z grozbg wybuchu pandemii
nowej, nieznanej i dotad nieopisanej w literaturze choroby, charakteryzujacej sie
zaawansowanym, a zarazem niezrozumiatym spadkiem odpornosci immunologiczne;j.
Nowg jednostke chorobowa nazwano zespotem nabytego uposledzenia odpornosci
(AIDS, ang. acquired immunodeficiency syndrome). W ciggu dwéch lat od pierwszych
doniesien dotyczacych zidentyfikowania tego syndromu, kilka grup badawczych
niezaleznie od siebie wyizolowato patogen bedacy przyczyng rozwijania sie tej
tajemniczej choroby, ktéry nazwano ludzkim wirusem uposledzenia odpornosci (HIV,
ang. human immunodeficiency virus). Szacuje sie, ze dotychczas wirusem HIV zostato
zakazonych ponad 77 milionéw ludzi na catym $wiecie, z czego 37 miliondw jest

nosicielem tego wirusa, a tylko 22 miliony maja dostep do terapii antywirusowej.*

1. POCHODZENIE ORAZ BUDOWA WIRUSA HIV

Na poczatku roku 1983 grupa badaczy z paryskiego Instytutu Pasteura (Barre-
Sinoussi, Chermann i Montagnier) wyizolowata retrowirusa otrzymanego podczas
biopsji weztéw chtonnych pacjenta z uposledzong odpornoscig, nazwanego pierwotnie
LAV (ang. lymphoadenophy-associated virus).> Rok pdzniej, Gallo i wspdtpracownicy
z Laboratory of Tumor Cell Biology (Maryland, USA) opisali izolacje retrowirusa
z limfocytow krwi obwodowej pacjentéw z AIDS, ktéremu nadano nazwe HTLV-III
(ang. human T-lymphotropic virus type Ill).> W ciggu roku kolejne grupy naukowcdéw
donosity o izolacji wirusa z komdrek pobranych od pacjentéw umierajgcych na AIDS.*
Analiza genomow LAV i HTLV-Ill ujawnita, ze patogeny te sg niemal identyczne
(wykazywaty tylko 1-2% rozbieznosci w sekwencji). Co wiecej, analiza sekwencji
genomow potwierdzata przypuszczenie, ze ludzkie retrowirusy izolowane od pacjentéw
z AIDS sg powigzane, aczkolwiek odlegle, z lentiwirusami wystepujgcymi u innych
zwierzat.®

Odkrycie lentiwirusdw u naczelnych innych niz ludzie dostarczyto waznych
informacji o znaczeniu biologicznym i zwigzkach ewolucyjnych tych patogenow. W 1985
wyizolowano z azjatyckich makakéw wirusa wywotujgcego chorobe o objawach

podobnych do AIDS.® W zwigzku z duzym morfologicznym podobiefistwem z HTLV-III,
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wirus ten zostat nazwany STLV-III (ang. simian T-lymphotropic virus type Ill). Zauwazono
rowniez, ze STLV-IIl skutkuje Smiercig eksperymentalnie zakazonych matp z powodu
skrajnego niedoboru odpornosci, co silnie podparto teze o lentiwirusach jako
o czynnikach wywotujgcych AIDS u ludzi.

Ustalenie przyczyn wystepowania AIDS wywoftato wieloletni spér, ktéry podzielit
srodowisko naukowe. Istniata spora grupa uczonych, ktéra negowata koncepcje jakoby
HIV prowadzit do $émiertelnego niedoboru odpornosci. Zrédet AIDS doszukiwano sie
w stylu zycia o0séb chorych oraz w dostepnych Owczesnie terapiach
antyretrowirusowych, bazujacych gtéwnie na AZT.” Te ostatnie hipotezy nie zyskaty
jednak szerokiej akceptacji sSrodowiska naukowego.

Ludzki wirus niedoboru odpornosci zostat zakwalifikowany do rodzaju Lentivirus
(lentiwirusy) z rodziny Retroviridae (retrowirusy).” Na podstawie charakterystyki
genetycznej oraz réznic w wirusowych antygenach wyrézniamy dwa szczepy: HIV-1
i HIV-2. HIV-1, bardziej powszechny i patogenny niz HIV-2, jest odpowiedzialny za
wiekszo$¢ infekcji HIV na $wiecie.®

Wirion HIV ma sferyczny ksztatt, o srednicy ok. 110 nm. Skfada sie z biatkowo-
lipidowej ostonki pokrytej glikoproteinowymi wypustkami biatka otoczkowego (env),
ktdra okala stozkowy nukleokapsyd (Rys. 1).>° W rdzeniu kapsydu znajduje sie materiat
genetyczny wirusa, sktadajgcy sie z dwdch zazwyczaj identycznych jednoniciowych
czgsteczek RNA. W sktad rdzenia wirionu wchodzg rowniez enzymy, ktére odgrywaja
kluczowg role w procesie replikacji: odwrotna transkryptaza (RT), proteza (PR) oraz

integraza (IN).1°

Blona
lipidowa

gp120 : Odwrotna
transkryptaza

Rys. 1. Budowa wirionu HIV-1.
Rysunek zaadoptowano z Harrison. Neurologia w medycynie klinicznej.!
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2. CYKL REPLIKACYJNY WIRUSA HIV

Kiedy w potowie lat 80. XX wieku zdano sobie sprawe z grozacej epidemii AIDS,
naukowecy przystgpili do studiowania proceséw rzgdzacych cyklem rozwojowym wirusa
HIV, co pozwolito zrozumie¢ mechanizm jego dziatania. Badania te zaowocowaty nie
tylko opracowaniem skutecznych terapii anty-HIV, ale rdwniez znaczgco wptynety na
poszerzenie naszej wiedzy dotyczacej innych infekcji wywotanych dziataniem wiruséw,
gtéwnie HBV i HCV.2

Cykl replikacyjny wirusa podzielony jest na faze wczesng i p6znga.® Na kazdg z nich
sktada sie kilka nastepujacych po sobie etapdéw, ktérych prawidtowe funkcjonowanie
warunkujg specyficzne oddziatywania pomiedzy biatkami wirusowymi, kwasami

nukleinowymi i czynnikami wystepujgcymi w komdrce gospodarza (Rys. 2).

DNA komérkowe Niezintegrowane
liniowe DNA

Zintegro- Odwrotna
wane pro- }transkryptaza Sl
wirusowe DNA
A RNA
RNA genomowe silib genomowe

/ | A
Paczkowanie Synteza, Fuz; 2
przetwarzanie I\, Dojrzaly

ifaczenie biatek wirion HIV

/

Rys. 2. Cykl replikacyjny HIV.
Rysunek zaadoptowano z Harrison. Neurologia w medycynie klinicznej.!!

Faze wczesng rozpoczyna wnikniecie rdzenia wirionu do cytoplazmy komérki
gospodarza, gdzie z pojedynczej nici RNA wirusa syntezowany jest dwuniciowy DNA.
Nastepnie zostaje on przetransportowany do jadra, w ktérym integruje sie
z genomem gospodarza. W przebiegu tych etapow posredniczg biatka wirionu i zachodza
one bez ekspresji gendw wirusowych. Faza pdzna rozpoczyna sie transkrypcjg i obrobka
wirusowego RNA z zintegrowanej wirusowej matrycy, a koficzy uwolnieniem nowo

zsyntetyzowanych (potomnych) wiriondw, zdolnych do infekowania kolejnych zdrowych



26 | IV. Wstep literaturowy

komodrek gospodarza. Co wazne, proces replikacji HIV zachodzi bez zaktdcania cyklu
zyciowego komorki, w efekcie czego podczas podziatu, produkuje ona i przekazuje

materiat genetyczny patogenu.’
2.1. Przyfaczanie i wnikanie wirusa do komérki

Poczatkowy etap infekcji opiera sie na interakcjach biatko-biatko. Glikoproteina
gp120 dojrzatej czasteczki HIV rozpoznaje i specyficznie wigze sie do receptora CD4
komorki gospodarza.® Na atak wirusa podatne sg zatem wszystkie komérki zawierajace
tego typu biatka receptorowe odpowiedzialne za odpowiedz immunologiczng
organizmu, przede wszystkim limfocyty T pomocnicze, makrofagi oraz komorki
dendrytyczne.'? Wspomniane biatko powierzchniowe powoduje nie tylko przytaczenie
wirusa, ale réwniez wyzwala konformacyjng zmiane, ktéra umozliwia fuzje wirusowej
otoczki z btong komdrkowa gospodarza podczas procesu wnikania wirionu. Zmiana ta
zachodzi na skutek przytaczenia wirusa do koreceptora (np. do receptoréw chemokin:
CCR5 oraz CXCR4) znajdujgcego sie na powierzchni komorki.** Proces fuzji prowadzi do
wprowadzenia (przeniesienia) wirusowego kapsydu do cytoplazmy komérki gospodarza
i w wyniku zmian w wartosci pH zachodzi uwolnienie jego zawartosci do cytozolu, co

umozliwia inicjacje procesu replikacji materiatu genetycznego wirusa.*?

2.2. Synteza wirusowego DNA

Po wniknieciu kapsydu do cytoplazmy i uwolnieniu genomu, nastepuje proces
odwrotnej transkrypcji jednoniciowego RNA na dwuniciowy DNA, przy uzyciu
wprowadzonych w kapsydzie wirusowych enzyméw. Najistotniejszym dla catego
procesu biatkiem jest odwrotna transkryptaza (RT, ang. reverse transcriptase), ktora
rozpoczyna synteze DNA od starterowego tRNAYS3, ktéry jest wigzany do wirusowego
RNA, tworzgc z nim specyficzny kompleks. Synteza pierwszej nici DNA, tzw. (-)DNA,
postepuje w kierunku 5’ korica czgsteczki wirusowego RNA, co prowadzi do utworzenia
heterodupleksu RNA(matrycowy)-DNA(potomny). Gdy RT osiggnie 5 koniec
wirusowego RNA, powstaje pierwszy produkt posredni syntezy DNA, nazwany (-)s-sDNA
(ang. strand strong-stop DNA). Nastepnie RNaza H katalizuje proces degradacji RNA
w kompleksie RNA-DNA.'* Powstajgca ni¢ (-)s-sDNA jest komplementarna do rejonu R

na konicu 5’ wirusowego genomu. W wyniku pierwszego przeskoku rekombinacyjnego
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nastepuje transfer (-)s-sDNA, ktéry hybrydyzuje z komplementarnymi sekwencjami
rejonu R na 3’ koricu RNA wirusowego i umozliwia tym samym dalszg synteze (-)DNA.
Przeskok ten moze odbywaé sie na drodze miedzy- lub wewnatrzczasteczkowej, ze
wzgledu na obecnos¢ w wirionie dwdch czasteczek RNA.>

Aby otrzymaé¢ kompletng czgsteczke DNA konieczne jest skopiowanie przez
odwrotng transkryptaze zsyntetyzowanej nici (-)DNA. Etap ten, podobnie jak poprzedni,
wymaga odpowiednich starteréow do zainicjowania tego procesu. W syntezie nici (+)DNA
lentiwirusy wykorzystujg do tego celu dwa rejony bogate w puryny: PPT (ang. polypurine
track) oraz cPPT (ang. central polypurine track), ktére sg odporne na dziatanie RNazy H.»°
Elongacja (+)DNA odbywa sie w kierunku korica (-)DNA i prowadzi do (+)s-sDNA.
Nastepnie wymagany jest drugi przeskok rekombinacyjny, by kontynuowac¢ synteze nici
(+)DNA. Podczas tego procesu nastepuje wewnatrzczgsteczkowe przeniesienie (+)DNA
na 3’ koniec (-)s-sDNA, ktére mozliwe jest dzieki komplementarnosci zasad i utworzony
zostaje homodimer DNA-DNA. Po drugim przeskoku rekombinacyjnym, odwrotna
transkryptaza kontynuuje elongacje (+)DNA az do miejsca terminacji, ktdra nastepuje w
obrebie CTS (ang. central termination signal). Co wazine, okoto 100 nukleotyddw nici
(+)DNA, pomiedzy cPPT a CTS, musi ulec przesunieciu, aby ostatecznie powstat
petnowymiarowy, dwuniciowy DNA, posiadajgcy jednakowe korice LTR zawierajgce

sekwencje sygnatowe niezbedne w kolejnych etapach replikacji wirusa.>®

2.3. Integracja wirusowego DNA

Otrzymany w wyniku odwrotnej transkrypcji wirusowy DNA tworzy wraz
z integrazg (IN) oraz biatkami matriksowymi (MA) kompleks preintegracyjny.'® Zostaje
on przetransportowany przez nukleopory do jadra komoérki, gdzie nastepnie odbywa sie
proces integracji wirusowego DNA z genomem gospodarza.'? Juz na etapie formowania
kompleksu preintegracyjnego integraza odcina dwa terminalne nukleotydy na koncach
3’ wirusowego DNA, co finalnie umozliwia tgczenie sie z konncami 5° DNA gospodarza.
Procesy te zachodzg dzieki mechanizmom ciecia oraz przeniesienia nici (ST, ang. strand
transfer). W obu przypadkach reakcja polega na bezposrednim ataku grupy
hydroksylowej na centrum fosforowe, co prowadzi do wymiany w obrebie wigzania
internukleotydowego. Zazwyczaj podczas ciecia donorem -OH jest woda, chociaz inne

czasteczki z wolnymi grupami —OH (np. glicerol lub 3’-OH koniec tej samej czgsteczki
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DNA) moga uczestniczy¢ w tej reakcji. Natomiast w procesie przeniesienia nici, donorem
funkcji -OH jest 3’ koniec DNA wirusa, ktory w reakcji transestryfikacji wtgczony zostaje
do genomu gospodarza.®

Po etapie integracji, w komdrce uruchamiane sg systemy naprawcze, ktore
polegajg na wypetnianiu powstatych przerw oraz przycieciu wystajgcych odcinkow
5’ wirusowego DNA. Nastepnie oba korice sg tgczone, co finalizuje proces infekowania
pojedynczej komérki — formowany jest prowirus, ktérego materiat genetyczny jest

powielany wraz z DNA komdrkowym.1?

2.4. Regulacja ekspresji wirusowych genow

Faze p6ing cyklu replikacyjnego HIV rozpoczyna transkrypcja prowirusowego
DNA, podczas ktorej zintegrowany genom wirusa i gospodarza stuzy jako matryca.
Proces ten zachodzi w jadrze komdrkowym i jest katalizowany przez komdrkowa
polimeraze I1.> Sekwencja promotorowa zlokalizowana jest na koricu 5’ LTR wirusowego
DNA, ktory podzielony jest na kilka domen (U3, R, U5). Kazda z nich odgrywa znaczgca
role podczas transkrypcji. Transkrypty RNA s3 poliadenylowane i mogg ulegaé
splicingowi, po czym transportowane sg do cytoplazmy.!” W pierwszym etapie ekspresji
gendw, syntezowane sg wirusowe mRNA ulegajace wielokrotnemu splicingowi, ktére
kodujg tzw. wczesne biatka regulatorowe (Tat, Rev i Naf) oraz wirusowe MmRNA
nieulegajace lub ulegajgce pojedynczemu splicingowi, ktére kodujg biatka wtgczane do
wirionu — poliproteiny strukturalne (Gag, Pol, Env, Vpr, Vpu, Vif).>18

W ostatnim etapie fazy pdinej cyklu replikacyjnego, prekursorowe biatka
strukturalne sg transportowane w poblize btony komdrkowej, gdzie zostajg zwigzane
przez Gag i Pol/Gag oraz wirusowy genom RNA. Nastepnie aktywowana jest wirusowa
proteaza (PR), ktora przeksztatca prekursorowe polipeptydy w funkcjonalne skfadniki
nukleokapsydu.>® Dziatanie enzymu poprzedza paczkowanie i formowanie wirionéw

potomnych, ktdre rozpoczynajg infekowanie kolejnych, zdrowych komérek gospodarza.

3. ZAKAZENIE WIRUSEM HIV ORAZ LECZENIE

3.1. Zakazenie wirusem HIV i przebieg infekgcji

Wirus HIV dostaje sie do organizmu poprzez kontakt z zakazonymi ptynami

ustrojowymi organizmu, przede wszystkim krwig, limfg oraz sperma.'? W przeciggu
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dwdch dni od zakazenia wirus moze zosta¢ wykryty w tkance limfatycznej, po 5-6 dniach
— w weztach chtonnych, a rozprzestrzenienie patogenu w catym organizmie (wtgczajac
uktad nerwowy) zaobserwowaé mozna juz po 10-14 dniach.82

Zainfekowane limfocyty T w wiekszosci ulegajg zniszczeniu w ciggu 2-4 dni przez
cytotoksyczne skfadniki HIV, lize komdrek produkujgcych wirusa lub przez cytotoksyczne
dziatanie samych limfocytéw T jako cze$é odpowiedzi autoimmunologicznej.®*° U czesci
zainfekowanych limfocytéw T nie dochodzi jednak do natychmiastowego namnazania
wirusa i stajg sie one jego rezerwuarem. Mechanizm ten znaczgco utrudnia catkowite
usuniecie HIV z organizmu. W wyniku dtugotrwatej infekcji HIV obserwujemy ciagty
spadek liczby limfocytow T, co skutkuje stopniowym wyniszczeniem uktadu

immunologicznego chorego i prowadzi do rozwoju AIDS.

3.2. Leczenie

Z klinicznego punktu widzenia, izolacja czgsteczek RNA HIV oraz doktadniejsze
poznanie mechanizméw molekularnych rzgdzacych cyklem rozwojowym wirusa,
przyczynity sie do znacznego postepu w terapiach antyretrowirusowych. Ponad
trzydziesci lat temu, kiedy AIDS byt diagnozowany u pierwszych pacjentéw, oznaczat
nieuchronng sSmieré chorego. Dzi$, zakazenie wirusem HIV, przy odpowiedniej kuracji,
uwazane jest raczej za chroniczne schorzenie, niz $miertelng chorobe.?° Jednak pomimo
skutecznych metod zapobiegania rozwojowi AIDS oraz coraz wnikliwszego spojrzenia na
replikacje wirusa, catkowita jego eliminacja z organizmu jest nadal niemozliwa i po
zaprzestaniu przyjmowania lekéw, odbudowuje sie on w ciggu kilku tygodni.?

Niemoznos¢ catkowitego zwalczenia HIV  jest zwigzana z jedng
z charakterystycznych cech tego wirusa, a mianowicie jego duzg zmiennoscig
genetyczna.?! Do najwazniejszych czynnikdw wptywajacych na ewolucyjny potencjat
patogenu naleza:

a) wysoki poziom replikacji — jesli proces ten zachodzi w sposdb niezaburzony,
dziennie powstaje nawet 108-10° kopii wirusa;

b) mutacje punktowe — nieprecyzyjna replikacja podczas procesu odwrotnej
transkrypcji powoduje, ze kazdy z nukleotydéw wirusowego genomu moze by¢

wymieniony 10°-108 razy podczas jednego dnia infekgji;
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c) rekombinacje genetyczne — szacuje sie, ze 20-80% genomowego RNA wirusa to
rekombinanty = homologiczne; mozliwe s3 réwniez  rekombinacje
niehomologiczne, gdy obce sekwencje (pochodzace od innych patogendw lub
komorek gospodarza) s3 wprowadzane do wirusowego genomu.

Powyzej przedstawione czynniki przyczyniajg sie do mnogosci wariantow
rekombinantdéw, ktdre przez lata mogg rozwijac sie u osoby zakazonej HIV.

Co do zasady, zwigzki chemiczne projektowane jako potencjalne leki
antywirusowe charakteryzowa¢ powinna przede wszystkim dobra aktywnos¢
biologiczna oraz niska cytotoksycznos¢. Odpowiednie parametry opisujgce te
wtasciwosci to:

e ECso— stezenie efektywne (ang. effective concentration), stezenie zwigzku,
ktére wywotuje 50% maksymalnego efektu terapeutycznego w danej
jednostce czasu. W kontekscie dziatania antywirusowego jest to takie
stezenie, ktére powoduje zahamowanie namnazania wirusa w 50%;

e C(CCso — stezenie cytotoksyczne (ang. cytotoxic concentration), stezenie
zwigzku, ktore wywotuje efekt cytotoksyczny u 50% traktowanych komorek
w stosunku do komdérek kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem);

e S| — indeks selektywnosci (ang. selectivity index), obliczany jako stosunek
pomiedzy cytotoksycznoscig a aktywnoscig antywirusowg (SI = CCso/ECso).
Wysokie wartosci oznaczajg pozadane wtasciwosci biologiczne, a wiec niska

cytotoksycznosé przy wysokiej aktywnosci antywirusowej.
3.2.1. Dostepne terapie anty-HIV

Dobre wyniki i korzystne prognozy w leczeniu oséb zakazonych HIV
spowodowane sg coraz lepszg profilaktyka oraz wiekszymi mozliwosciami dostepu do
terapii. Pomimo to dotychczas nie zdotano opracowac skutecznej szczepionki lub leku
powodujgcego catkowity eliminacje wirusa z organizmu chorego. Zadanie to stanowi
jedno z najpowazniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny i chemii medycznej, dlatego
stale poszukuje sie nowych lekdw, prowadzgc rdwnoczesnie badania nad ulepszaniem
zwigzkdw juz istniejgcych.?0

Obecnie dostepnych jest 26 lekéw anty-HIV zatwierdzonych przez FDA,?? ktére

formalnie podzieli¢ mozemy na sze$¢ klas: (i) inhibitory wnikania, (ii) inhibitory fuzji,
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(iii) nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkrypcji, (iv) nienukleozydowe inhibitory
odwrotnej transkryptazy, (v) inhibitory integrazy, (vi) inhibitory proteazy.?3 W zatozeniu,
kazdy z tych typow zwigzkéw blokuje konkretny etap cyklu replikacyjnego wirusa,
uniemozliwiajgc tym samym jego dalszy rozwdj i wzrost wiremii.

Aby wzmocni¢ efekt terapeutyczny, a zarazem zmniejszy¢é liczbe
rekombinowanych, lekoopornych kopii wirusa, pod koniec lat 90. XX wieku
zaproponowano nowy typ terapii antywirusowej oznaczonej skrotem HAART (ang.
highly active antiretroviral therapy). Terapia HAART polega na przyjmowaniu przez
pacjenta co najmniej trzech antywirusowych lekéw, najczesciej jako kombinacje dwdch
nukleozydowych/nukleotydowych inhibitoréw odwrotnej transkrypcji oraz jednego
nienukleozydowego inhibitora odwrotnej transkryptazy albo inhibitora proteazy albo
integrazy.?* Poprawnie stosowana terapia HAART ma wiele zalet: jest mniej toksyczna,
bardziej efektywna oraz mniej ucigzliwa dla pacjenta (mniejsze dawki leku).
Co wazne, skutecznie obniza ona réwniez mozliwos$¢ zarazania innych oséb, poprzez
znaczne obnizenie ilosci wirusa we krwi i innych ptynach ustrojowych. W zwigzku z tym
stosowana jest takze jako Srodek prewencyjny w srodowiskach o duzym stopniu
narazenia na infekcje, jako tzw. TasP (ang. Treatment as Prevention).?® Niestety, rowniez
terapia HAART nie powoduje catkowitej eliminacji wirusa z organizmu, stgd musi by¢
stosowana nieprzerwanie przez cate zycie chorego. Powyzsze generuje duze koszty i nie
zapobiega efektom ubocznym zwigzanym z cytotoksycznoscig stosowanych lekdéw.

Dodatkowo, leczenie nie odbudowuje w petni uktadu odpornosciowego pacjenta.?%®

Przedmiotem badan prowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiej byty
analogi odpowiednio maskowanych nukleotyddw, mogace potencjalnie dziata¢ jako
inhibitory odwrotnej transkrypcji, dlatego tez przeglad zwigzkéw projektowanych do

zwalczania HIV ogranicze do zwigzkéw blokujgcych ten etap cyklu rozwojowego wirusa.

4. INHIBITORY ODWROTNEJ TRANSKRYPCJI WIRUSA HIV

4.1. Nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkrypcji (NRTI)

Trzon tej klasy zwigzkdw stanowig analogi nukleozydéw, gtéwnie

2',3'-dideoksynukleozydy (ddN). Pierwszym zatwierdzonym do stosowania klinicznego
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lekiem anty-HIV byta 3'-azydo-3’-deoksytymidyna (AZT, Retrovir®), wprowadzona na
rynek w 1987 r. Obecnie FDA (ang. Food and Drug Administration) dopuszcza w terapii

anty-HIV siedem modyfikowanych nukleozydéw (1-7, Rys. 3).23
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Rys. 3. Nukleozydowe inhibitory RT stosowane w terapii anty-HIV.
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Aktywnos¢ antywirusowa NRTI opiera sie gtéwnie na inhibicji procesu odwrotnej
transkrypcji poprzez wtgczenie odpowiedniego analogu nukleotydu w rosnacy taricuch
wirusowego DNA. Brak funkcji 3'-OH w strukturze tych zwigzkéw uniemozliwia dalsza
synteze taricucha DNA, co w konsekwencji zatrzymuje proces replikacji (Schemat 1).2
Modyfikowane nukleozydy przedstawione na Rys. 3 sg de facto prolekami, co oznacza,
Ze nie sg aktywne biologiczne jako takie i aby wywota¢ odpowiedni efekt terapeutyczny,
muszg zosta¢ ufosforylowane w komdérce do odpowiednich 5'-trifosforanéw.?” Warto
podkresli¢, ze mozliwy jest réwniez drugi mechanizm dziatania NRTI — inhibicja
kompetycyjna, polegajgca na oddziatywaniu 5'-trifosforanu 2',3’-dideoksynukleozydu
z miejscem aktywnym odwrotnej transkryptazy (RT), co rdwniez hamuje replikacje

wirusa.?8
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Schemat 1. Ogdlny mechanizm inhibicji replikacji wirusa HIV na drodze terminacji elongacji
taricucha DNA.

Fosforylacja analogéw 2',3'-dideoksynukleozyddw, podobnie jak naturalnych
nukleozydéw, zachodzi trzystopniowo, z udziatem odpowiednich enzymdw.
Poczgtkowo, odpowiednia kinaza nukleozydowa (np. kinaza tymidynowa w przypadku
analogdéw tymidyny) przeksztatca analog nukleozydu (prolek) w 5’-monofosforan (NMP,
8a i/lub 8b). W kolejnych etapach, katalizowanych przez kinaze
5’-nukleozydomonofosforanowg (np. kinaze tymidylanowg) i kinaze
5'-nukleozydodifosforanowg, powstajg odpowiednio 5'-difosforan (NDP, 9a i/lub 9b)
oraz 5'-trifosforan (NTP, 10a i/lub 10b) (Schemat 2).?” Wewnatrzkomdrkowy proces
fosforylacji 2',3'-dideoksynukleozyddéw przedstawiono na przyktadzie AZT na

Schemacie 2.
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Skutecznos$¢ dziatania analogéw nukleozydéw zalezy od czterech czynnikéw:
(i) wydajnosci przenikania przez btone komdrkowa, (ii) efektywnosci fosforylacji przez
kinazy komorkowe, (iii) poziomu inhibicji kompetycyjnej, (iv) wydajnosci wiaczania
odpowiedniego nukleotydu do wydtuzajgcego sie taicucha DNA.?8 Wiekszo$¢ analogow
nukleozydéw (np. ddC, 3TC) przenika przez btony komdérkowe w wyniku transportu
aktywnego, inne natomiast poprzez bardziej efektywng dyfuzje bierng (casus AZT
i ddlI).?® W toku badai nad opracowaniem nukleozydowych inhibitoréw odwrotne;j
transkrypcji okazato sie, ze szlaki metaboliczne analogéw ddN nie sg tak proste, jak to

pierwotnie zakfadano.

kinaza

NMP kinaza _ NDP _ NTP

8a illub 8b tymidylanowa 9a i/lub 9b 5'-nukleozydodifosforanowa 10ai/lub 10b

Schemat 2. Wewnqtrzkomdrkowy metabolizm nukleozydow.

AZT 1 (Schemat 3), modelowy zwigzek anty-HIV, wykorzystuje do fosforylacji te
same S$ciezki syntetyczne co tymidyna (T). Konwersja AZT do AZTMP przez kinaze
tymidynowg przebiega podobnie efektywnie jak synteza TMP. Jednakze przeksztatcenie
AZTMP w AZTDP przebiega znacznie wolniej, co powoduje akumulacje AZTMP
w komorce. Ponadto, wysokie powinowactwo tego zwigzku do kinazy tymidylanowej
hamuje fosforylacie TMP do TDP, a dalej do TTP, niezbednego do prawidtowego
przebiegu syntezy DNA gospodarza. Efekt ten uwazany jest za jeden z gtdwnych
czynnikdw odpowiedzialnych za cytotoksyczno$é AZT.?°

Warto w tym miejscu podkresli¢, ze wysoka aktywnos¢ antywirusowa AZT

(ECso = 0,002 uM) koreluje dobrze z jego lipofilowoscig (logP = 0,08 w uktadzie
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n-oktanol/bufor fosforanowy, pH 7,4).3° Jednakze pomimo korzystnych parametréw
biologicznych AZT, istniejg ograniczenia w stosowaniu tego leku w terapii. Nalezy do nich
m.in. jego szybkie wydalanie z organizmu (t12 = 0,5 h), stagd w celu utrzymania efektu
terapeutycznego wymagane jest czeste podawanie zwigzku.3?

Zydowudyna (AZT), po podaniu doustnym, zostaje szybko rozprowadzona
w organizmie i dociera do ptynu médzgowo-rdzeniowego.*® Analizujgc produkty
katabolizmu AZT w watrobie, ustalono, ze dominujgcym metabolitem tego leku jest
5'-O-glukoronian AZT 11, czesciowo wydalany z moczem, ktéry ulega redukcji do
5'-0O-glukoronianu 3’-amino-3’-deoksytymidyny 12, podobnie jak w przypadku 1,
ktorego grupa azydkowa moze by¢ redukowana do 3’-amino-3’-deoksytymidyny 13
(Schemat 3). Obydwa metabolity sg silnie toksyczne i wptywajg na obnizenie wartosci

terapeutycznej AZT.??
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Schemat 3. Szlaki katabolityczne AZT w wqtrobie.

Inny analog tymidyny, d4T (3, stawudyna), w poréwnaniu z AZT charakteryzuje
sie metabolizmem o odmiennej kinetyce. W tym przypadku, etapem limitujgcym
szybkos¢ uzyskania formy aktywnej, tzn. odpowiedniego 5'-trifosforanu, jest pierwsza
fosforylacja. Proces ten zachodzi wolno, a otrzymany d4TMP nie akumuluje sie
w komarce i natychmiast zostaje fosforylowany do d4TDP i dalej do d4TTP, co wskazuje,

ze 5-monofosforan d4T nie jest inhibitorem kinazy TMP.27-2°
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Sciezki metaboliczne ddl (4), sg jeszcze bardziej ztozone. W pierwsze]j kolejnosci,
moze on ulega¢ albo fosforylacji do ddIMP, albo aminacji przez deaminaze
adenozynowg, co prowadzi do utworzenia ddA. Powstaty poczatkowo fosforan ddl
ulega¢ moze réwniez enzymatycznej reakcji aminacji, nastepnie fosforylacji do ddADP
i w koricu do ddATP. Poniewaz trifosforan ddl nie zostat wykryty in vivo, sugeruje sie, ze
ddl wywotuje pozadany efekt biologiczny poprzez generowanie aktywnego ddATP.27-28
Zauwazono jednak niekorzystng wiasciwosé purynowych analogdw
2',3'-dideoksynukleozydéw, ktoérg jest wysoka labilnos¢ w warunkach kwasowych. Ta
cecha utrudnia biodostepnos¢ tych zwigzkdéw przy podaniu doustnym i dlatego ddl
podawano zwykle wraz ze Srodkami zobojetniajgcymi, by zapobiec hydrolizie wigzania
N-glikozydowego do hipoksantyny.?’

W przeciwienstwie do analogéw tymidyny (AZT, d4T), zalcytabina (ddC 2)
metabolizowana jest w sposéb odmienny. Szlak ten rozpoczyna aktywny transport przez
btone komérkowa. Fosforylacja ddC do 5'-trifosforanu zachodzi stosunkowo szybko i nie
nastepuje przy tym deaminacja do urydyny i jej odpowiednich fosforylowanych
pochodnych.?”2% Lek ten byt stosowany zawsze w kombinacji z innymi ddN (gtéwnie
AZT) w celu wzmocnienia efektywnosci jego dziatania. Jednakze zaobserwowano
negatywne skutki stosowania ddC w postaci réznych neurologicznych objawéw (m.in.
mrowienie oraz bdl stép i ragk), wiec zostat on wytgczony z terapii antyretrowirusowej.>3

Abakawir (ABC 5) nalezy do analogéw dideoksynukleozydéw stosowanych
wytgcznie w strategii wielolekowej. Ograniczenie w stosowaniu tego leku w terapii
anty-HIV zwigzane jest z mozliwoscig wystepowania nadwrazliwos$ci na ten zwigzek,
zwigzanej najprawdopodobniej z odpowiedzig immunologiczng organizmu na obcg
substancje — dotyczy to 5-8% zakazonych. Do symptomdéw powiktan nalezg m.in.
goraczka, wysypka oraz problemy z oddychaniem, ktére pogtebiajg sie, jesli podawanie
leku jest kontynuowane.3*

Lamiwudyna (3TC 6), podobnie jak AZT czy d4T, wchodzi do komoérki na drodze
dyfuzji biernej, gdzie zostaje przeksztatcona w 5'-trifosforan przez kinaze
deoksycytydynowg do 3TCMP, a nastepnie przez inne kinazy komorkowe kolejno do
3TCDP i 3TCTP. W toku badaiA nie zaobserwowano enzymatycznej deaminacji do
urydynowych pochodnych czy hydrolizy wigzania glikozydowego. Zwigzek ten cechuje

stosunkowo niska cytotoksycznosé oraz dos¢ dtugi okres péttrwania, 10,5 — 15,5 h.
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W monoterapii 3TC okazat sie nieskutecznym ze wzgledu na wystepowanie szybkiej
lekoopornosci. Zwigzek ten jest natomiast z powodzeniem stosowany w terapii HAART
w kombinacji z AZT czy ABC.%73>

Ostatnim zatwierdzonym do stosowania klinicznego przez FDA lekiem w tej klasie
zwigzkoéw byta emtrycytabina (FTC 7), ktéra charakteryzuje sie dobrymi parametrami
terapeutycznymi oraz biodostepnosci, a co najwazniejsze — niskg cytotoksycznoscia.
Podobnie jak w przypadku lamiwudyny (3TC) obawiano sie mozliwosci enzymatycznej
deglikozylacji, poprzedzonej przez deaminacje, co w konsekwencji uwalniatoby
toksyczny 5-fluorouracyl. Obawy te nie potwierdzity sie, jednak podobnie jak
w przypadku 3TC, w monoterapii zaobserwowano szybkie namnazanie sie zmutowanych
wirusow, odpornych na dziatanie lekdéw. Stad FTC znalazt zastosowanie w zwalczaniu HIV
w potaczeniu z innymi zwigzkami —tak opracowano i wprowadzono na rynek w 2006 lek
Atripla®, ktéry stanowi kombinacje trzech zwigzkéw: emtrycytabiny (FTC, nukleozydowy
inhibitor RT), tenofowiru (nukleotydowy inhibitor RT) i efawirenzu (nienukleozydowy
inhibitor odwrotnej transkryptazy).36

Warto podkresli¢, ze leki bazujgce na dwdch ostatnich omdéwionych przeze mnie
NRTI stanowig obecnie trzon terapii HAART. Liotta i wspotpracownicy szacuja, ze 90%
amerykanskich pacjentéw zakazonych HIV przyjmuje leki, ktére zawierajg w sktadzie 3TC
lub FTC.3®

Omawiajac te klase terapeutykdw, nie mozna jednak nie zauwaziy¢, ze
czynnikami ograniczajgcymi ich skutecznosc sg: scista zaleznosé¢ od kinaz komorkowych,
powstawanie lekoopornych mutantéw oraz niekorzystne efekty uboczne. Czynniki te
powodujg, ze zwigzki te, cho¢ wykazujg pozgdang aktywnos¢ biologiczng, nie s3

dostatecznie skuteczne w terapii anty-HIV.

4.2. Nukleotydowe inhibitory odwrotnej transkrypcji (pronukleotydy)

Skutecznos¢ 2',3'-dideoksynukleozydow w terapii antyretrowirusowej jest
znacznie ograniczona przez ich niskg biodostepnos$é oraz ztozone szlaki metaboliczne.
Chcac zwiekszy¢ terapeutyczng uzytecznos¢ ddN, postanowiono wprowadzaé je do
organizmu w formie nukleotydu tak, aby omina¢ pierwszy, czesto chimeryczny, etap
fosforylacji. Niestety, w warunkach fizjologicznych fosforany nukleozydéw wystepujg

w formie zjonizowanej, co znacznie obniza ich zdolnos¢ do przenikania przez obdarzong
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tadunkami btone komdrkowa. Ponadto, krew oraz membrany biologiczne sg bogate
w fosfatazy, ktére szybko hydrolizujg wigzania P-O-C generujgc nukleozyd, co niweczy
koncepcje poprawy farmakokinetyki proponowanego rozwigzania.?’

W zwigzku z tymi ograniczeniami zrodzita sie idea pronukleotydéw, a wiec
czgsteczek, w ktoérych tadunek ujemny reszty fosforanowej bytby zamaskowany, co
miato w zatozeniu utatwiaé¢ transport tych zwigzkéw przez btone komodrkowsa.
Pronukleotydy sg rodzajem prolekéw, ktdre per se nie wykazujg aktywnosci biologicznej,
ale po chemicznych i/lub enzymatycznych przemianach tworzg w komérce prekursor

aktywnego biologicznie zwigzku, odpowiedni ddNMP (Schemat 4).38
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Schemat 4. Ogdlna zasada dziatania pronukleotydow.

Warto podkresli¢, ze w koncepcji tej potencjalny pronukleotyd musi spetnié kilka,
czesto sprzecznych, kryteriow. Powinien charakteryzowac sie stabilnosciag do czasu
whnikniecia do komérki, zdolnoscig tatwego pokonywania bton komérkowych, wysoka
aktywnoscig biologiczng, niskg toksycznoscig samego zwigzku i jego metabolitéw oraz,
co najwazniejsze, mie¢ nalezycie zréwnowazony charakter lipofilowo-hydrofilowy, tzn.
musi by¢ wystarczajaco lipofilowy, przy zachowaniu odpowiedniej hydrofilowosci, ktéra
warunkuje dostateczng rozpuszczalno$¢ w wodzie i biodostepno$é zwigzku.3?

Réznice w podejsciach pronukleotydowych polegajg na sposobach uwalniania
nukleotydu (mono-, di- lub trifosforanu nukleozydu) w komadrce. W dalszej czesci tego
rozdziatu opisane zostang najlepiej przebadane pod katem potencjatu terapeutycznego
pronukleotydowe pochodne monofosforandw, zarowno estrowe, jak i amidowe oraz

estrowe analogi difosforandéw i trifosforanow.
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4.2.1. Estry fosforanowe analogéw nukleozydow

Pochodne fosforanotriestrowe  stanowig najlepiej zbadang klase
pronukleotydéw. Jednym z najczesciej uzywanych kryteriow odrézniajgcym
poszczegdlne warianty strategii pronukleotydowych, jest sposdéb usuwania grup
ochronnych w komadrce. Pronukleotydy fosforanotriestrowe mogg ulega¢ hydrolizie do

odpowiednich di- i monoestréw na drodze chemicznej i/lub enzymatyczne;.
4.2.1.1. Grupy maskujgce hydrolizowane na drodze chemicznej

Idea fosforanotriestrowych pronukleotydéw zaktada wprowadzenie do komérki
fosforanotriestrow 2',3'-dideoksynukleozyddéw, ktére po stopniowej hydrolizie uwalniaé
majg odpowiedni fosforanomonoester. Warto nadmienié, ze w naturze wtasciwie nie
wystepujg fosforanotriestry, stad tez brak w komédrce czy w surowicy krwi enzymow,
ktére mogtyby katalizowa¢ hydrolize wigzania estrowego w tego typu strukturach. Po
whiknieciu do komorki pronukleotydowe fosforanotriestry muszg ulega¢ wiec hydrolizie
chemicznej do fosforanodiestréw, ktére z kolei wykazujg duzg trwatos¢ chemiczng i ich
dalsze przeksztatcenie do monoestrow wymaga udziatu fosfodiesteraz. Strategie, ktére
bazujg na uwalnianu niemaskowanego nukleotydu tylko na drodze chemicznej sg raczej
rzadkie. 382

Na poczatku lat 90. XX w. pojawily sie pierwsze publikacje dotyczace
fosforanotriestrowych analogéw nukleozyddéw zaprojektowanych jako potencjalne
pronukleotydy anty-HIV. Grupa McGuigana zaproponowata poczgtkowo proste alkilowe
grupy maskujgce reszte fosforanowg, ale zwigzki typu 14-16 (Rys. 4) w testach in vitro
nie wykazywaty jednak zadnej aktywnosci anty-HIV. Wyniki tych eksperymentdw
ttumaczono wysokg stabilnoscig chemiczng trialkilowych pochodnych fosforandéw.*®
Chcac zwiekszyé labilnos¢ grup maskujgcych reszte fosforanowa, zsyntetyzowano
rowniez pochodne zawierajgce halogen (chlor lub fluor) w taricuchu alkilowym. Analogi
te (1718, Rys. 4) wykazywaty widoczng aktywnos$¢ antywirusowa, cho¢ nadal stukrotnie

nizszg niz samo AZT (ECso = 0,4 uM dla 18; ECso = 0,004 uM dla AZT).*
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Rys. 4. Alkilowe fosforanotriestry zaproponowane przez McGuigana i wsp.**#

Szukajac  dalszych sposobdow labilizacji wigzan estrowych, McGuigan
i wspoétpracownicy zaproponowali serie pochodnych arylowych fosforanotriestréw AZT
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Rys. 5. Arylowe fosforanotriestry zaproponowane przez McGuigana i wsp.*?

W przypadku tych analogéw nukleotydowych zaobserwowano korelacje
pomiedzy rodzajem podstawnika w pierscieniu aromatycznym a aktywnoscig anty-HIV.
Zwigzki zawierajgce silnie wyciggajace grupy w pierscieniu arylowym (20 i 21, Rys. 5)
charakteryzowaty sie aktywnoscig antywirusowg zblizong do AZT (ECso = 0,0032 uM dla
20; ECsp = 0,008 uM dla AZT). Chcac dowies¢ ich pronukleotydowego mechanizmu
dziatania, zbadano potencjat terapeutyczny tych zwigzkéw w komodrkach z deficytem
kinazy tymidynowej (CEM/TK"). Wyniki testow wykazaty, ze sg one stabymi inhibitorami
namnazania wirusa w srodowisku pozbawionym kinazy tymidynowej, co wskazywato
raczej na pozakomoérkowa chemiczno-enzymatyczng przemiane tych zwigzkdow do
odpowiedniego antywirusowego nukleozydu. Ponadto, analog 20 wykazywat wysoka
toksycznos$é, co ttumaczono uwalnianiem szkodliwego p-nitrofenolu.*?

Koncepcje arylowych fosforanotriestréw rozszerzyta grupa Kraszewskiego.*?
Zastosowali oni dwa rodzaje ugrupowan arylowych maskujgcych reszty fosforanowe,
mianowicie grupy pirydynylowe, ktorych obecnos$¢ wptyneta korzystnie na

rozpuszczalno$¢ takich zwigzkéw w wodzie oraz ugrupowania arylowe wnoszgce
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element lipofilowosci. Te ostatnie zawieraty réine podstawniki w pierscieniu
aromatycznym (m.in. -Br, -Cl, -CN), co pozwalato modulowa¢ trwatos¢ wigzania

estrowego tych zwigzkéw (typ 22, Rys. 6).43
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Rys. 6. Pronukleotydy diarylowe zaproponowane przez Kraszewskiego i wsp.*3

W podejsciu tym zsyntetyzowano kilkanascie analogéw fosforanotriestréw
réznigcych sie aranzacjg grup arylowych wokét centrum fosforowego, ktore nastepnie
zostaty przebadane pod katem trwatosci wigzan estrowych oraz aktywnosci biologicznej.
Badania w medium hodowlanym RPMI dowiodty, ze zwigzki typu 22 uwalniaty na drodze
hydrolizy chemicznej fosforanodiester, ktéry nastepnie w wyniku hydrolizy
enzymatycznej (RPMI/FBS, 9:1, v/v) modgt generowaé pozadany 5-monofosforan
nukleozydu. Najlepszymi parametrami biologicznymi charakteryzowaty sie pochodne
AZTMP zawierajgce w swojej strukturze tylko fosforoestrowe grupy pirydynylowe.
Stwierdzono, ze najkorzystniejsze uwalnianie odpowiedniego fosforanodiestru
nastepowato w czgsteczkach, w ktérych warto$é pK, uwalnianego fenolu jest nizsza od
pKa niepodstawionego fenolu. Ponadto, potwierdzono pronukleotydowy mechanizm
dziatania tego typu pochodnych syntezujgc réwniez odpowiednie analogi ddUMP, ktére
wykazywaty znaczng aktywnos¢ anty-HIV.** Nukleozyd ddU jako taki nie jest substratem
dla kinazy tymidynowej i nie jest przeksztatcany w komodrce do 5'-fosforanu ddU, i dalej
do aktywnego biologicznie trifosforanu.** Jesli pronukleotyd zawierajacy ddU wykazuje
aktywnos¢ biologiczng oznacza to, ze zwigzek taki dostarcza do komérki odpowiedni
nukleotyd, ktory przy udziale kinaz jest fosforylowany do ddUTP, inhibitora syntezy
wirusowego DNA.

Catkiem nowag i zupetnie niezalezng od dziatania enzyméw koncepcje podejscia
pronukleotydowego  opracowata grupa Meiera, proponujac pochodne
cyklosaligenylowe fosforanéw nukleozydéw (cycloSal-NMP, 23, Schemat 5) jako
potencjalne pronukleotydy.*> W przeciwieristwie do wiekszosci fosforanotriestrowych

koncepcji pronukleotydowych, podejscie cycloSal zostato zaprojektowane tak, by
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uwalniaé nukleotyd w komérce, poprzez kontrolowang stopniowg hydrolize chemiczng
(Schemat 5).%¢ Nukleofilowy atak wody na centrum fosforowe w 23 (etap A) prowadzi
do rozerwania pierscienia 6-cztonowego i powstawania odpowiedniego estru
benzylowego 24. Ten z kolei, ulega szybkiej hydrolizie do nukleotydu 8 (etap B),
utatwianej obecnoscig grupy hydroksylowej w pozycji orto pierscienia aromatycznego.
Droga C wydaje sie by¢ mniej prawdopodobna biorgc pod uwage wartosci pKs grupy
opuszczajgcej (alkohol benzylowy vs fenol).

Warto podkredli¢, ze w proponowanym podejsciu cycloSal nie tworzg sie
cytotoksyczne metabolity (CCsp > 250 uM), a w przeciwienstwie do prawie wszystkich
innych koncepcji, z czasteczki pronukleotydu uwalniana jest tylko jedna grupa
maskujgca. Ponadto, cycloSal-NMP charakteryzujg sie lepszg lipofilowoscig
w porownaniu do odpowiednich nukleozyddéw, co wptywa korzystnie na dyfuzje przez
btony komodrkowe oraz bariere krew-mézg (BBB, ang. blood-brain barrier),

a jednoczesnie wykazujg dostateczng rozpuszczalno$¢ w wodzie.*®
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Schemat 5. Uwalnianie monofosforanu ddN z pronukleotydu cycloSal.

Dodatkowym atutem pronukleotydéow typu cycloSal jest mozliwosé
wprowadzenia podstawnikow do pierscienia aromatycznego, co pozwala sterowacd
podatnoscig catego uktadu na hydrolize chemiczng (podstawniki elektronoakceptorowe
vs. elektronodonorowe). Umozliwito to otrzymanie serii fosforanowych analogow
nukleozydéw o korzystnych parametrach terapeutycznych, m.in. pochodne AZT, d4T,
ddA.

Efektywnos¢ podejscia cycloSal zostata przebadana in vitro dla pochodnych d4T,

dla ktorych wida¢ byto wyraznie korelacje pomiedzy strukturg a aktywnoscig
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biologiczng. Im wieksza zdolnos$é donowania elektronéw do pierscienia aromatycznego
przez podstawnik, tym obserwowana byta wyzsza aktywnos¢ anty-HIV. Pochodne
3- i 5-metylo-, podobnie jak 3,5-dimetylo-cycloSal-d4TMP wykazywaty wiekszg
aktywnos¢ antywirusowg (ECso = 0,09 uM) niz d4T (ECso = 0,18 uM). Dodatkowo, badania
na liniach komdérkowych z deficytem kinazy tymidynowej (CEM/TK") dowiodty, ze zwigzki
te uwalniajg w komodrce d4TMP, co potwierdza ich pronukleotydowy mechanizm
dziatania. Stosujgc podobne grupy maskujgce, otrzymano réwniez serie pochodnych
cycloSal-AZT. Jednakze niespodziewanie, analogi te okazaty sie nieaktywne lub stabo
aktywne w komdrkach z deficytem kinazy tymidynowej.*” Dalsze badania doprowadzity
do wniosku, ze obserwowane réznice w aktywnosci wspomnianych zwigzkéw mogg by¢
spowodowane wiekszg podatnoscia AZTMP na defosforylacje w porownaniu do

d4TMP. %
4.2.1.2. Grupy maskujgce hydrolizowane z udziatem enzymow

Usuwanie grup maskujgcych funkcje fosforanowg na drodze hydrolizy
chemicznej zachodzi zwykle poprzez nukleofilowy atak czgsteczki wody na atom fosforu
i zalezy od reaktywnosci centrum fosforowego (m.in. zawady przestrzennej, rodzaju
grupy opuszczajgcej). Ograniczeniem alkilowych fosforanotriestrow jako potencjalnych
pronukelotydéw jest ich wysoka trwatosé, natomiast przy zastosowaniu arylowych grup
maskujgcych (pochodnych fenoli o niskich wartosciach pK,) istnieje mozliwos¢
spontanicznej hydrolizy pronukleotydu przed wniknieciem do komérki. Prowadzi to do
powstania tadunku na reszcie fosforanowej, co niekorzystnie wptywa na zdolnosé
penetracji btony komdrkowej przez zwigzek. Aby przezwyciezy¢ te przeszkody,
rozszerzono strategie pronukleotydowg o grupy maskujgce reszty fosforanowe podatne
na dziatanie enzyméw. Stosowane w tych podejsciach ugrupowania w wyniku reakgcji
inicjowanych enzymami, uwalniajg bezposrednio odblokowany nukleotyd lub generujg
reaktywne zwigzki posrednie, ktdre spontanicznie ulegajg degradacji do odpowiedniego
fosforanu.38a3%

Na poczatku lat 90. XX w. francuscy badacze z grupy Jean-Louis Imbacha
zaproponowali nowe potencjalne pronukleotydy zawierajgce w swej strukturze
ugrupowania tioestrowe: bis(S-acylo-2-tioetylo) [bis(SATE)] oraz bis(ditiodietanolo)

[bis(DTE)], maskujace reszte fosforanowa. Jednoczesnie pokazali, ze zwigzki te
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[bis(SATE) i bis(DTE), odpowiednio 26 i 27, Schemat 6] mogg uwalnia¢ w komorce,
w wyniku serii przemian enzymatycznych i chemicznych, odpowiedni ddNMP.4°
Wykazano, ze rozpad fosforanotriestrow 26 i 27 inicjowany jest dziataniem
enzymow (w przypadku SATE — karboksyesterazy, DTE — reduktazy), w wyniku czego
powstaje niestabilny 2-merkaptoetylofosforanotriester 28. Nastepnie zwigzek ten,
w wyniku wewnatrzczgsteczkowego mechanizmu zaktadajgcego nukleofilowy atak
grupy tiolowej (miekkiego nukleofila) na tetraedryczny atom wegla a (miekkie centrum
elektrofilowe) uwalnia fosforanodiester 29. Generowanie finalnego produktu (ddNMP)
odbywac¢ sie moze w wyniku kolejnego cyklu przemian enzymatyczno-chemicznych
opisanych powyzej lub jako skutek dziatania obecnych w komodrce fosfodiesteraz.>°
Jednakze, usuwanie drugiej grupy SATE lub DTE z fosforanodiestru typu 29 zachodzi
znacznie wolniej z powodu zwiekszonej gestosci elektronowej na centrum fosforowym
i moze by¢ uwazane za etap limitujgcy szybkos$é catego procesu.>® Alternatywnie,
fosforanotriestry 26 i 27 mogg rozpada¢ sie do niestabilnego 28 w wyniku powolnej
hydrolizy chemicznej jednej grupy SATE lub reszty acylowej. Prowadzi to do generowania
tego samego produktu co na Sciezce enzymatycznej, jednak zachodzacego poza
komodrka. W zwigzku z duzg stabilnoscig fosforanotriestrow alifatycznych szacuje sig, ze

rozpad na tej drodze wystepuje w nieduzym stopniu.*°¢

R3, SATE R3, DTE
/_/% /_)%
(o] 0 O
N /\/o P-0ddN 2 s /\/o ~P-0ddN
OR® OR®

karboksyeste ra&\ /red uktaza

Hs/\/o P OddN| R®=SATE lub DTE
OR®

ddN = AZT, d4T

L R2 = -CH,CH,S-S-CH,CH,OH
o (0]

Schemat 6. Mechanizm aktywacji pronukleotyddéw SATE 26 i DTE 27.
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Otrzymano i zbadano wifasciwosci biologiczne bis(SATE) i bis(DTE)
fosforanotriestréw pochodnych AZT, ddA oraz d4T. Wszystkie one charakteryzowaty sie
wysokimi aktywnosciami antywirusowymi w réznych mediach komérkowych (CEM-SS,
MT-4, PBMC, CEM/TK").#%24% 7Zwigzki zawierajace d4T jako nukleozyd antywirusowy
wykazywaty nawet wyzszg aktywnos¢ anty-HIV (ECso = 0,007 pM) niz sam d4T
(ECs0 = 0,05 uM) [dane dla linii komdérkowych PBMC oraz CEM-SS]. Wyjatkowo korzystng
aktywnos¢ anty-HIV posiadata pochodna bis(metyl)SATE-ddAMP (ECso = 0,00056 uM
w CEM-SS; ddA ECsp = 0,54 uM), ktéra mimo znacznej cytotoksycznosci (CCso = 24 uM),
posiadata wysoki indeks selektywnosci (S| = 42 860).°° Warto podkresli¢, ze zaréwno dla
analogéw AZT, jak i d4T, potwierdzony zostat pronukleotydowy mechanizm dziatania
tego typu pochodnych w badaniach aktywnosci biologicznej w komdrkach
pozbawionych aktywnosci kinazy tymidynowej (CEM/TK").#%24% Niemniej, ograniczone
wykorzystanie grup SATE i DTE w terapii anty-HIV zwigzane jest
z toksycznoscig metabolitéw — episiarczku i kwaséw karboksylowych.%2

Poczatek lat 90. ubiegtego wieku obfitowat w kolejne propozycje
pronukleotydow. Farquhar wraz z wspotpracownikami opracowat
piwaloiloksymetylowe (POM) grupy maskujgce skfadajace sie z reszty
hydroksymetoksylowej zestryfikowanej kwasem piwalowym (Schemat 7).>> Rozpad
pochodnych bis(POM) iniciciowany jest na drodze enzymatycznej przez
karboksyesterazy, ktére hydrolizujg wigzanie estrowe i powodujg usuniecie z czgsteczki
30 kwasu piwalowego. Generuje to wysoce niestabilny hydroksymetylowy
fosforanotriester 31, ktéry w wyniku spontanicznej reakcji nastepczej eliminuje
formaldehyd, co prowadzi do analogu mono(POM) 32. Zwigzek ten w wyniku
powtdrzonego cyklu przemian wywotanych przez karboksyesterazy lub alternatywnie
przez obecne w komérce fosfodiesterazy, uwalnia ddNMP.*¢ Badania kinetyki rozpadu
pochodnej mono(POM) przeprowadzone przez grupe Farquhara wskazywaty na duzy
udziat fosfodiesteraz w procesie hydrolizy drugiej grupy maskujgcej — karboksyesterazy

petnig na tym etapie role marginalng.>??
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Schemat 7. Mechanizm hydrolizy fosforanotriestréw typu bis(POM).

Podejscie z wykorzystaniem grup bis(POM) zostato zastosowane do syntezy
odpowiednich pronukleotydéw AZT, ddU oraz C-fosfoniandéw acyklicznych analogéw

nukleozydéw (ANP) takich jak PMEA 33 oraz PMPA 34 (Rys. 7).

NH, NH,
0 ¢1 ) o < jl\/L)
HO-P N~y HO-P NTN7
- I o
HO AN Y HO Ne— \!
PMEA PMPA
33 34

Rys. 7. C-Fosfoniany acyklicznych analogdw nukleozyddw wykorzystywane w terapii anty-HIV.

Badania na liniach komodrkowych CEM/TK  wykazaty pronukleotydowy
mechanizm dziatania zwigzkéw typu 30, jednakze nalezy podkresli¢, ze uwalnianiu
ddNMP w komoérce towarzyszy powstawanie dwdch toksycznych metabolitéw — kwasu
piwalowego oraz aldehydu mréwkowego, ktére odpowiedzialne sg za wysokg
cytotoksyczno$é tych pochodnych (CCso = 30-70 uM).>3 Ponadto, wykazano, ze bis(POM)
fosforanotriestry sg niestabilne chemicznie i wysoce podatne na hydrolize, co réwniez
przyczynito sie do ograniczonego wykorzystania ich w leczeniu.*®

Warto w tym miejscu nadmienic¢, ze pochodna bis(POM)-PMEA przeszta do fazy
testow klinicznych jako potencjalny lek anty-HIV. Badania te zostaly przerwane ze
wzgledu na generowang duzg toksyczno$¢ podawanej substancji.>* Jednakze, ten sam
zwigzek zostat w 2002 roku zatwierdzony przez FDA do terapii HBV pod nazwg handlowa

Hespera® (adefovir dipivoxil), gdyz przy zakazeniach tym wirusem stosowane sg znacznie
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mniejsze dawki leku, co nie powoduje tak duzej toksycznosci jak w przypadku terapii
anty-HIV.>°

Chcac przezwyciezyé ograniczenia stosowania pronukleotydow typu bis(POM)
Friedland i wspétpracownicy zaproponowali grupy izopropyloksykarbonyloksymetylowe
(POC) jako grupy maskujgce tadunek acyklicznych fosfonianéw, pochodnych PMPA 35
oraz PMEA 36 (Schemat 8).>>

Mechanizm uwalniania odpowiedniego antywirusowego nukleotydu zaktada,
podobnie jak dla pochodnych POM, reakcje inicjowang karboksyesteraza, co prowadzi
do uwolnienia izopropanolu i powstania nietrwatego uktadu monoestru kwasu
weglowego 37. Zwigzek ten ulega spontanicznej dekarboksylacji z utworzeniem
hydroksymetylowego diestru 38, ktéry podobnie jak pochodne POM, rozpada sie do
fosfonianomonoestru 39 z wydzieleniem formaldehydu. Podobnie jak w przypadku
innych pronukleotydéw, ktérych rozpad inicjowany jest na drodze enzymatycznej,
utworzony zwigzek 39 moze ulega¢ ponownemu cyklowi przemian opisanych powyzej
lub dziataniu fosfodiesteraz, generujagc w komoérce finalny, catkowicie odblokowany
fosforan nukleozydu.

W przeciwienstwie do strategii bis(POM), modyfikacja bis(POC) nie powoduje
tworzenia toksycznego dla organizmu kwasu piwalowego, co wptyneto korzystnie na
parametry terapeutyczne proponowanych pronukleotydéw.>>>¢ Bis(POC)-PMPA 36 jest
stabilny nawet w niskim pH, a przez zwiekszenie lipofilowosci dzieki zastosowaniu
odpowiednich grup maskujgcych, charakteryzuje sie 35 razy wiekszg aktywnoscia
w ludzkich limfocytach krwi obwodowej niz PMPA. Ponadto, badania metabolizmu
z zastosowaniem znakowanego izotopowo [3H]-bis(POC)-PMPA wykazaty, ze po podaniu
jest on szybko transportowany do komodrek, gdzie po hydrolizie grup maskujacych,

uwolniony PMPA podlega dalszemu procesowi fosforylacji.*®
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Schemat 8. Mechanizm hydrolizy pronukleotydow typu bis(POC).

W zwigzku z korzystnym profilem farmakokinetycznym (odpowiednia
lipofilowos¢, trwatos¢, metabolizm, aktywnos¢ biologiczna oraz cytotoksycznosc), po
serii badan klinicznych, FDA dopuscito w 2001 roku do stosowania w terapii anty-HIV
pierwszy lek typu pronukleotydowego — analog bis(POC)-PMEA w formie fumaranu
dizoproksylu tenofowiru (TDF, nazwa handlowa: Viread®, 40 Rys. 8).% Bis(POC)-PMEA
przeprowadzony w sél kwasu fumarowego charakteryzuje sie lepszg biodostepnoscig —
po podaniu doustnym i dziataniu enzymodw jelitowych uwalniany jest zwigzek 36, ktory
nastepnie ulega hydrolizie enzymatycznej zgodnie z reakcjami przedstawionym na

Schemacie 8.
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Rys. 8. Viread® - pierwszy pronukleotydowy lek anty-HIV zatwierdzony przez FDA.

Rozwinieciem pronukleotyddw  acyloksymetylowych  jest podejscie
wykorzystujgce reszty p-acyloksybenzylowe jako grupy maskujgce
w fosforanotriestrach, tzw. bis(PAOB) (41, Schemat 9), zaproponowane niezaleznie
w dwdch laboratoriach.®’

Mechanizm rozpadu zwigzkéw typu 41 zaktada najpierw katalizowang przez
karboksyesteraze reakcje hydrolizy wigzania estrowego w pozycji para pierscienia

aromatycznego, z utworzeniem fosforanotriestru 4'-hydroksybenzylowego 42, ktérego
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spontaniczna fragmentacja generuje najpierw fosforanodiester 43, a w koricu ddNMP

(Schemat 9).46>3
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Schemat 9. Mechanizm hydrolizy fosforanotriestrow typu bis(PAOB).

Wadg takich pronukleotydéw jest generowanie podczas usuwania grup
ochronnych, jonéw karbeniowych typu 44, ktére mogg reagowac z DNA, biatkami lub
innymi nukleofilami obecnymi w komdrce, powodujgc toksycznosé tych zwigzkéw.>3

Stosujac grupy PAOB otrzymano pochodne bis(PAOB)-AZT oraz fosforotriestrowe
homodimery AZT, jak rowniez heterodimery AZT i ddl, zaprojektowane gtéwnie w celu
obnizenia toksycznosci (generowany jest tylko jeden ekwiwalent jonu 44) oraz
podwyzszenia aktywnosci antywirusowej. Estrowe analogi bis(PAOB) fosforandéw
dideoksynukleozyddw charakteryzowata podobna aktywnos$¢ antywirusowa do AZT.
Grupa Freemana nie zbadata tego typu pronukleotyddw w komodrkach z deficytem
kinazy tymidynowej, przez co nie potwierdzono zaktadanego uwalniania AZTMP

w komdrce.*®
4.2.1.3. Fosforany dinukleozydow

Kolejng ciekawg i wartg osobnego omdéwienia klasg pronukleotyddw sg fosforany
dinukleozydéw. Zwigzki te zawierajg dwie reszty nukleozydowe i w wyniku hydrolizy
chemicznej i/lub enzymatycznej uwalnia¢ mogg zaréwno nukleotyd (ddNMP),
jak i odpowiedni 2’,3'-dideoksynukleozyd, oba o witasciwosciach anty-HIV. Dodatkowo,
zwigzki te ujawnity korzystne efekty jak poprawa aktywnosci biologicznej (synergizm

dziatania, np. AZT i ddA oraz AZT i ddl) lub maskowanie cytotoksycznosci (T i AZT).>3
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Homodimeryczne i heterodimeryczne 5'-5' dinukleozydowe diestry 45-47 (Rys.
9) byly jednymi z pierwszych zaproponowanych pochodnych w tej klasie
pronukleotydéw.3® Ich aktywno$¢ antywirusowg oraz cytotoksyczno$é¢ badano

w zainfekowanych HIV komérkach MT-2, PBM oraz CEM.

(o]
45 ddN = ddl . N" O
46 ddN = AZT  ggNO-P-0
47 ddN = ddA | o

OH
N3

Rys. 9. Przyktadowe fosforanodiestry dinukleozydéw.3°

Schinazi i wspétpracownicy stwierdzili, ze wzgledny potencjat antywirusowy
zwigzkow 45-47 przedstawi¢ mozna w nastepujacym szeregu: AZT-P-ddA (47) > AZT-P-
ddl (45) > AZT > AZT-P-AZT (46) > ddA > ddl. Co wiecej, heterodimery byty aktywniejsze
niz mieszanina macierzystych ddN. Mozna zatem wnosié, ze duzo korzystniejsze jest
podawanie jako leku jednej czgsteczki 45 lub 47 niz osobno dwdch (np. AZT i ddl).
Wykazano réwniez, ze AZT-P-ddI jest dziesieciokrotnie mniej toksyczny niz sam AZT.%®
Ponadto, Zhou i wspétpracownicy badajgc kinetyke rozpadu 45, zaobserwowali brak
NMP w osoczu. Na podstawie badan farmakokinetycznych, stosujgc rdzne drogi
podawania zwigzku (dozylnie lub doustnie) oraz testach trwatosci stwierdzono, ze tego
typu pochodne prawdopodobnie nie przechodzg przez bftone komédrkows,
a w organizmie ulegajg enzymatycznemu rozpadowi do dwdch nukleozydéw
antywirusowych, ktére nastepnie wchodzg w szlak metaboliczny przedstawiony na
Schemacie 2.>°

Chcac  przezwyciezy¢ ograniczenia w  stosowaniu fosforanodiestrow
dinukleozydowych, zaproponowano fosforanotriestrowe dinukleozydy wykorzystujgc
w celu ich otrzymania znane grupy maskujgce tadunek ujemny reszty fosforanowe;.
Z zatozenia zwigzki takie powinny tatwo przenika¢ do komorki, gdzie w cytozolu
ulegatyby hydrolizie, z uwolnieniem ddNMP oraz nukleozydu antywirusowego.
Zsyntetyzowano rdéznorodne strukturalnie pronukleotydy zawierajgce oprocz dwdch
2',3'-dideoksynukleozydéw (AZT, d4T, ddA, ddU) réine warianty grup maskujgcych,
m.in. zwigzki 48 i 49 (Rys. 10).
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Rys. 10. Wybrane przyktady fosforanotriestréw dinukleozydéw.°

Shimizu i wspotpracownicy zaproponowali zwigzki typu 48 (Rys. 10), sposréd
ktorych pochodna zawierajgca d4T wyrdzniata sie dobrg aktywnoscig antywirusowa
(ECso = 1,8 uM) i niska cytotoksycznoscig (CCsp > 250 uM). Zaobserwowano réwniez, ze
analogi ddA i d4T zawierajace grupe sulfonowg wykazywaty wyiszg aktywnosc
antywirusowa niz ich pochodne sulfidowe.®%

Grupa Imbacha kontynuujgc badania nad pronukleotydami typu DTE,
wprowadzita wtasnie te grupe maskujacg do fosforanodiestrow dinukleozydowych
otrzymujac pochodne 49 (Rys. 10).5°% Zwigzki te, podobnie jak analogi bis(DTE), miaty
uwalnia¢ odpowiedni fosforanodiester dinukleozydu w wyniku reakcji aktywowanej
enzymatycznie przez reduktaze. Potwierdzono pronukleotydowy mechanizm dziatania
tego typu potgczen badajac aktywnos¢ tych zwigzkdw w komédrkach z deficytem kinazy
tymidynowej (CEM/TK) — pochodna AZT 49 wykazywata wiekszy potencjat
antywirusowy niz AZT. Jednoczednie zwigzek ten cechowata podobna aktywnosc
anty-HIV w komdrkach MT-4, CEM-SS i CEMX-174.502

Inng propozycje fosforanotriestrow dinukleozydowych przedstawili Khamnei
i Torrence.®® Wykorzystali oni salicylowe pochodne fosforanotriestréw typu 50
(Schemat 10), ktére w komodrce, ulegaty enzymatycznej hydrolizie z rozerwaniem
wigzania karboksyestrowego, co prowadzito do zwigzku 51. Nastepnie w wyniku
wewnatrzczgsteczkowego ataku anionu karboksylowego na centrum fosforowe, pekato
wigzanie estrowe i utworzony nietrwaty mieszany bezwodnik 52 tatwo ulegat hydrolizie
do kwasu salicylowego oraz fosforanu dinukleozydu 46. W wyniku dziatania
fosfodiesterazy, zwigzek 46 miatby ulegaé rozpadowi do AZTMP oraz AZT.5%62 Opisany
postulowany mechanizm uwalniania ddNMP i ddN przedstawiono na Schemacie 10.

Badajac kinetyke pierwszej reakcji enzymatycznej (hydroliza estru kwasu
salicylowego), stwierdzono, ze szybkos¢ tego procesu zalezna jest od rodzaju alkoholu
tworzacego ester. Co wiecej, zauwazono, ze zwigzek 50c, prawdopodobnie ze wzgledu

na brak ugrupowania estrowego ulegat duzo wolniej hydrolizie niz pochodne 50a czy
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50b. Niestety, badania aktywnosci biologicznej wykazaty ponad 35-krotnie wiekszy
potencjat AZT niz fosforanotriestréw typu 50. Ponadto, testy w komérkach z deficytem
kinazy tymidynowej (CEM/TK’) pokazaty, ze wszystkie te analogi pozbawione byty
aktywnosci antywirusowej (ECso > 50 uM). Powyzsze wyniki sktaniaty do wniosku, ze
pochodne 50a i 50b byty prawdopodobnie hydrolizowane poza komdrka uwalniajgc AZT

i nie dziataty jako pronukleotydy.%
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Schemat 10. Postulowany mechanizm hydrolizy fosforanotriestréow salicylowych.
4.2.2. Amidofosforany 2’,3’-dideoksynukleozydow

Odrebng klase pronukleotyddw stanowig amidofosforany
2',3'-dideoksynukleozydéw. Podobnie jak w przypadku potgczen estrowych,
zaproponowano wiele wariantdw strukturalnych zwigzkéw zawierajacych wigzanie
amidowe, ktdre na drodze chemicznych i/lub enzymatycznych przemian mogg uwalnia¢
ddNMP w komorce. Punktem wyjscia do opracowywania tej koncepcji prolekowej byty
badania Smitha i Burrowa, ktérzy juz pod koniec lat 50. XX w. wykazali, ze zwigzki
zawierajgce wigzania P-N mogg ulegaé¢ hydrolizie enzymatycznej z udziatem
fosforoamidaz.®? Dalsze badania metabolizmu amidofosforanéw pokazaty, ze enzymem
odpowiedzialnym za rozpad wigzania amidowego jest rodzina biatek HINT (ang. Histidine
Triad Nucleotide-binding Protein), jednakze sam mechanizm aktywacji pronukleotyddéw

nie zostat w petni poznany.®
4.2.2.1. Amidofosforanowe diestry 2',3'-dideoksynukleozydow

Pionierem w dziedzinie amidofosforanowych pronukleotydéw byt Christopher
McGuigan. Na poczatku lat 90. XX w. zaproponowat wprowadzenie reszt

aminokwasowych jako grup maskujacych tadunek ujemny w fosforanodiestrach
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z zatozeniem, ze zwigzki te, zawierajgce naturalne aminokwasy bedg mniej

cytotoksyczne.

53

R'= Me, Et, nPr, nBu, CH,Cl; CH,CF; ddN = AZT, d4T, ABC, 3TC
R2 =H, Me, iPr X =H, Me, OMe, F

Rys. 11. Struktury amidofosforanowych pronukleotydéw zaproponowanych przez
McGuigana i wsp.®

Poczatkowo zsyntetyzowano pochodne typu 53 (Rys. 11) zawierajace oprocz
2',3'-dideoksynukleozydu i reszty aminokwasowej, prostg lub modyfikowang
halogenami (F lub Cl) grupe alkilowa. Zwigzki te wykazywaty sSrednie parametry
terapeutyczne (ECsp = 3-50 uM), ale pozwolity zaobserwowaé kilka prawidtowosci,
a mianowicie: (i) zwigzki z bardziej zattoczonymi sterycznie resztami aminokwasowymi
wykazywaty mniejszg aktywnos$¢ antywirusowsy, (ii) dtugosé¢ fanicucha alifatycznego
podstawnika miata wptyw na aktywnos$¢ biologiczng zwigzkow.%>%® McGuigan
i wspotpracownicy podczas opracowywania strategii pronukleotydéw
fosforanotriestrowych, w celu zwiekszenia podatnosci wigzan estrowych na hydrolize,
zastosowali grupy trichloroetylowe oraz trifluoroetylowe, co w rezultacie wptyneto
korzystnie na wtasciwosci biologiczne badanych zwigzkéw (Rozdziat 1V.4.2.1.1.).
Podobne podejscie zastosowano w przypadku diestréw amidofosforanéw, jednakze
w tym przypadku nie obserwowano poprawy parametréw biologicznych. Sposréd tej
klasy pochodnych, w konteks$cie aktywnosci antywirusowej, wyrdzni¢ mozna jedynie
L-alaninowy amidofosforan AZT z estrowg grupg -CH,CCl;, ktérego aktywnosé
antywirusowa byta tylko o rzad mniejsza niz samego nukleozydu i wynosita 0,08 uM.
Zwigzek ten byt 50-krotnie bardziej aktywny od jego etylowego i trifluoroetylowego
odpowiednika. Przyczyna tych niespodziewanych rdznic nie zostata jednak wyjasniona.®’

Kontynuujac te badania zsyntetyzowano analogi posiadajgce w swojej strukturze
fosforoestrowe grupy fenylowe (typ 54, Rys. 11), co korzystnie wptyneto na profil
aktywnosci takich pochodnych i przyczynito sie do rozwiniecia pronukleotydowej

strategii znanej dzis pod nazwg ProTide. Koncepcja ta zostata zastosowana do wielu
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fosforanow 2’,3'-dideoksynukleozydéw stosowanych w terapii anty-HIV (AZT, d4T, 3TC,
ABC), a takze dla C-fosfoniandéw acyklicznych nukleozydéw (PMEA i PMPA).

Jednymi z pierwszych analogdw typu ProTide byly pochodne AZT, ktérych
aktywnos¢ antywirusowa dla szczepéw HIV-1 i HIV-2 byta wyznaczona na zakazonych
liniach komérkowych MT-4 i CEM. In vitro wszystkie zsyntetyzowane zwigzki byty
efektywnymi inhibitorami wirusa. W tej grupie wyrdzniat sie analog zawierajgcy
niepodstawiong reszte fenylowa oraz L-alanine (Rys. 11), ktéry w komédrkach MT-4
wykazywat aktywnos$¢ poréwnywalng (ECsp = 0,006 uM) z wolnym nukleozydem
(ECso = 0,002 uM). Wprowadzenie podstawnikow (-Me, -OMe, -F) w pozycje para
pierscienia aromatycznego zmniejszyto 20-50-krotnie aktywnos$¢ antywirusowg
wszystkich zsyntetyzowanych zwigzkow w poréwnaniu z AZT w komodrkach MT-4.
Zmiana w obrebie reszty aminokwasowej miata rdwniez duzy wptyw na parametry
biologiczne — wprowadzenie fenyloalaniny lub leucyny zamiast alaniny obnizato
40-70-krotnie parametry terapeutyczne tych pochodnych.%®

Grupa McGuigana udowodnita pronukleotydowy mechanizm dziatania
zaproponowanych pochodnych fosforandw AZT typu 54 badajac inhibicje replikacji
wirusa HIV w komérkach z deficytem kinazy tymidynowej CEM/TK". Analogi zawierajace
alanine i fenyloalanine wykazywaty aktywnos$¢ antywirusowg w tym medium
(ECso odpowiednio 3-12 uM oraz 10-13 uM), co wskazywato na uwalnianie
monofosforanu nukleozydu w komdrce.®8 Otrzymane zwigzki charakteryzowata nie
tylko dobra aktywno$é antywirusowa, ale réwniez, niska cytotoksycznosé. Majac na
uwadze powyzsze podjeto badania nad modyfikowanymi fosforanami innych
2',3'-dideoksynukleozydéw  oraz = C-fosfonianami  acyklicznych  nukleozydéw
o analogicznej aranzacji grup maskujacych reszte fosforanowa.

Obiecujgce wyniki otrzymano dla diestrow amidofosforanow d4T, posrdd
ktérych wyrézniajacag aktywnosé wykazywata pochodna L-alaniny, inhibujgca 10-krotnie
efektywniej replikacje wirusa HIV w komdrkach MT-4 niz wolny nukleozyd. Co wiecej,
ponad 5-krotnie zredukowana zostata toksycznosc tej pochodnej d4T (CCso >100 uM), co
prowadzito do 50-krotnej poprawy indeksu selektywnosci (SI) amidofosforanu
nukleozydu w poréwnaniu z samym nukleozydem. Dodatkowo, pochodna d4T typu 54
zachowata petny potencjat antywirusowy w komdrkach CEM/TK", wykazujgc 400-krotnie

wyzszg aktywnosé niz d4T.%°
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Strategia ProTide byta rédwniez rozwijana w kierunku syntezy oraz badania
potencjatu biologicznego pochodnej fenylowej L-alaniny 3TC typu 54. Aktywnos¢
antywirusowa tego zwigzku byta jednak znacznie nizsza (ECso = 2,5 uM vs ECsp = 0,01 uM
dla 3TC), a wyniki badan biologicznych w komodrkach z deficytem kinazy
2'-deoksycytydynowej CEM/dCK (ECso = 65 uM) dla wspomnianego analogu sugerowaty,
ze prawdopodobnie nie dziatat on wedtug pronukleotydowego mechanizmu.”®

W 2001 roku grupa McGuigana opublikowata wyniki badan dotyczgce syntezy
oraz potencjatu biologicznego pochodnych amidofosfonianowych acyklicznych
nukleozydéw PMEA i PMPA. Sposrdéd tych analogéw, 55a i 55b (Rys. 12)
charakteryzowaty sie najbardziej korzystnymi parametrami terapeutycznymi.’”* Obydwie
pochodne typu 55 wykazywaty zwiekszong aktywnos$é¢ antywirusowg wzgledem
wyjsciowych ANP. Amidofosfonian 55b 50-100-krotnie lepiej inhibowat replikacje wirusa
HIV-1 w komdrkach MT-4 w poréwnaniu z PMPA, podczas gdy zwigzek 55a byt
30-50-krotnie bardziej aktywny niz odpowiadajagcy mu wyjsciowy fosfonian.
Jednoczesnie, indeks selektywnosci wspomnianej pochodnej PMPA wzrést 25-krotnie.
Zaobserwowano réwniez znacznie wyzszg aktywnos¢ biologiczng analogéw typu 55
zawierajgcych naturalny enancjomer L-alaniny w pordwnaniu z izomerem D

(5-30-krotny wzrost w przypadku PMPA i 30-60-krotny dla PMEA).%8571
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Rys.12. Amidofosfonianowe diestry PMEA i PMPA typu ProTide.”

Ukoronowaniem strategii ProTide byto zarejestrowanie przez FDA w 2015 roku
fumaranu alafenamidu tenofowiru (TAF, 56, Rys. 13), ktéry jest drugim
pronukloetydowym lekiem stosowanym w terapii anty-HIV. Razem z elwitegrawirem
(inhibitor integrazy), kobicystatem (zwigzek podawany w celu opdznienia metabolizmu
lekéw anty-HIV) oraz emtrycytabing (nukleozydowy inhibitor RT) wchodzi w sktad leku
Genvoya®. TAF jest niejako ulepszong wersjg TDF, gdyz wykazuje mniejszg toksycznos¢,

lepszg przenikalno$¢ przez btony komérkowe tkanek limfoidalnych oraz dostateczng
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terapeutycznie efektywnos$é inhibicji wirusa HIV przy stosowaniu mniejszych dawek

leku.872
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Rys. 13. TAF — fumaran alafenamidu tenofowiru, amidofosfonian zatwierdzony do stosowania
klinicznego przez FDA.

Postulowany mechanizm dziatania pronukleotydéw typu ProTide (zwigzki
o wzorze ogdlnym 57) badany byt przez rézne grupy badawcze i przedstawiony jest na

Schemacie 11.
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Schemat 11. Postulowany mechanizm uwalniania NMP w strategii pronukleotydowej ProTide.

Zaktada sie, ze pronukleotyd 57 przenika w nienaruszonej formie do wnetrza
komérki, gdzie nastepuje inicjowana przez karboksyesteraze hydroliza wigzania
estrowego i wygenerowany zostaje nukleofilowy anion karboksylowy (pochodna 58).
Nastepnie w wyniku wewnatrzczgsteczkowego ataku na atom fosforu powstaje
pochodna 59 zawierajgca niestabilny pieciocztonowy pierscien oksazafosfolidyny, ktory
ulega hydrolitycznemu otwarciu z utworzeniem dianionowego amidofosforanowego

metabolitu 60. Prawdopodobnie pod wptywem dziatania enzymu fosforoamidazy
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(np. HINT-1), nastepuje hydroliza wigzania amidofosforanowego P-N w tym zwigzku, co
prowadzi do uwolnienia ddNMP lub ANP.#%250,68b.73 ydowodniono, ze labilnoé¢ wigzania
P-N w amidofosfonianach jest wieksza niz w odpowiednich amidofosforanach. Moze to
powodowac, ze w pochodnych PMEA i PMPA typu ProTide wigzanie amidofosforanowe
ulega spontanicznej hydrolizie, co w potaczeniu z reakcjg enzymatyczng efektywniej
generuje ANP w komorce, przektadajgc sie wprost na lepsze parametry aktywnosci

antywirusowej tego typu pronukleotyddéw.”*
4.2.2.2. Amidofosforanowe monoestry 2’,3"-dideoksynukleozydow

Grupa Wagnera zaproponowata amidofosforany monoestréow
2',3'-dideoksynukleozydéw jako kolejng klase pronukleotydéw zawierajgcych wigzanie
P-N. Co ciekawe, stanowig one grupe prolekdw z jedng grupg maskujacg, a wiec
zwigzkdéw posiadajgcych tadunek ujemny (61, Schemat 12). Strategia ta zostata
wykorzystana do otrzymania szeregu pronukleotydéw AZT, d4T czy ddA zawierajacych
estry metylowe lub N-metyloamidy alifatycznych i aromatycznych aminokwaséw.”*

Proleki zaproponowane przez Wagnera i wspdtpracownikéw posiadajg jedng
reszte aminokwasowg jako grupe maskujgcg. Czasteczki typu 61 wedtug autoréw
powinny by¢ wystarczajgco lipofilowe, by przenikaé przez btony komdrkowe, ale tez
odpowiednio hydrofilowe (rozpuszczalne w wodzie), by zapewni¢ im nalezytg
biodostepnos¢ w organizmie. W komérce pod wptywem enzyméw (fosforoamidaz)
odpowiedzialnych za hydrolize wigzan P-N, istnieje mozliwo$¢ uwalniania ddNMP
(Sciezka A, Schemat 12).”> Mozliwy jest rowniez alternatywny, pronukleozydowy
mechanizm dziatania tych zwigzkéw, zwigzany z dziataniem wewngatrzkomdérkowych
fosfataz, ktére mogg przeprowadza¢ amidofosforan typu 61 w odpowiedni nukleozyd
poprzez rozpad wigzania P-O (Sciezka B, Schemat 12). Grupa Wagnera udowodnita
pronukleotydowy mechanizm dziatania odpowiedniego analogu AZT w ekstraktach
komoérkowych CEM i PBMC poprzez znakowanie izotopowe tlenem O reszty

fosforanowej i analize metabolitéw za pomocg HPLC-ESI-MS/MS.”®
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Schemat 12. Amidofosforanowe pronukleotydy zaproponowane przez Wagnera
i wsp. oraz mechanizm ich rozpadu.

Warto podkresli¢, ze wszystkie otrzymane pochodne typu 61 charakteryzowaty
sie niskg cytotoksycznoscig (CCso > 100 pM).”” W niektérych przypadkach
zaproponowane zwigzki wykazywaty wiekszg aktywnosé antywirusowg in vitro niz
wyjsciowe ddN. Na przyktad analog typu 61 zawierajacy L-tryptofan i AZT,
charakteryzowat sie 8-krotnie wiekszg aktywnoscig biologiczng w pordwnaniu
z macierzystym nukleozydem, nie bedac przy tym szkodliwym dla organizmu (ponad
10-krotnie mniejsza toksycznos¢ w pordownaniu do AZT). Ponadto, komérki PBMC
zainfekowane wirusem HIV-1 traktowane w/w pochodng zawieraty 4-krotnie wiecej
AZTMP niz te, ktérym podano AZT.”7%’® Warto réwniez wspomnieé, ze w medium
RPMI/FCS, 9:1, v/v) pochodne 61 byty zaskakujgco stabilne (ti2 = 6 dni) i nie
obserwowano degradacji do ddNMP lub wolnego nukleozydu.”’7® Dodatkowo,
zauwazono wyrazny wptyw rodzaju wigzania w reszcie aminokwasowe] (amidowe vs
estrowe) na parametry biologiczne. Zastosowanie amidu metylowego fenyloalaniny
w pochodnej amidofosforanu AZT wptywato bardzo korzystnie na aktywnosé
antywirusowg — byta ona 60-166-krotnie wieksza niz dla estru metylowego. Natomiast
ta sama pochodna zawierajgca reszte tryptofanu jako grupe maskujgca,
charakteryzowata sie 2-5-krotnie mniejszg aktywnoscia metylowego amidu
w poréwnaniu z estrem.”’®

Grupa Kraszewskiego poszerzyta spektrum pronukleotydowych
amidofosforanédw monoestréw o kolejne pochodne zawierajgce rdzne aminy
aromatyczne w czgsteczce 62 (Rys. 14), sposréd ktérych zwigzki zawierajgce reszty
2-, 3-, 4-aminopirydyny wyrdzniaty sie wyjatkowo wysokg aktywnoscig anty-HIV i bardzo

niska cytotoksycznoscia.”®
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Rys. 14. Przyktadowe amidofosforanowe monoestry 2’,3"-dedeoksynukleozydow zaproponowane
przez Kraszewskiego i wsp.”’

W warunkach hydrolizy chemicznej (RPMI) zwigzki typu 62 wykazywaty duzg
trwatos¢ (ti2 > 6 dni), natomiast w medium zawierajgcym aktywnos¢ enzymatyczng
(RPMI/FBS, 9:1, v/v) ulegaty one powolnemu rozpadowi (22 h do kilku dni). Podczas
analizy HPLC obserwowano ddN jako gtowny metabolit oraz ddNMP (produkt
mniejszosciowy). Te wyniki zasugerowaty, ze zwigzki typu 62 mogg by¢ rozktadane
poprzez hydrolize chemiczng lub enzymatyczng wigzania amidofosforanowego, do
odpowiednich fosforanéw 2’,3'-dideoksynukleozyddéw, ktére w medium zawierajgcym
aktywnos¢ fosfatazowg byty szybko przeksztatcane do odpowiedniego ddN. W zwigzku
z wysokg stabilnoscig proponowanych pronukleotyddw w medium zawierajgcym
aktywnos$é enzymatyczng, postulowano, ze prawdopodobnie zwigzki te docierajg do
komorki w niezmienionej formie.”®

Wszystkie pochodne AZT typu 62 wykazywaty wysoka aktywnos$¢ antywirusows,
a sposrdd nich na szczegdlng uwage zastuguje analog 4-aminopirydynowy, ktérego
indeks selektywnosci byt niezwykle wysoki (SI > 182000; ECso = 0,0011 uM;
CCsp > 200 uM). Zsyntetyzowano réwniez odpowiednie pochodne ddU, ktore poddano
testom biologicznym, a ich obserwowana aktywnos¢ antywirusowa uprawdopodobniata
pronukleotydowy mechanizm dziatania zwigzkdéw przedstawionych wzorem ogdélnym 62
(Rys. 14).°

Wysoka aktywno$é biologiczna otrzymanych zwigzkéw wskazywata na mozliwosé
ich przenikania przez btone komdrkowg, pomimo obecnego formalnego tadunku
ujemnego na reszcie fosforanowej. Autorzy ttumaczyli to mozliwoscig wystepowania
tych analogéw w srodowisku wodnym nie tylko w formie zjonizowanej 62, ale réwniez
jako neutralne jony obojnacze (Rys. 15). Wydaje sie, ze kluczowa role odgrywac tu moze
rowniez pierscien pirydyny, ktéry jest zaréwno lipofilowy (obecnos$¢ uktadu

aromatycznego), jak i hydrofilowy (obecno$¢ atomu azotu).8°
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Rys. 15. Mozliwe formy tautomeryczne protonowanych czgsteczek typu 62 na przyktadzie
pochodnej 4-aminopirydynylowej.
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Zachecona korzystnymi parametrami biologicznymi i fizykochemicznymi dla
pochodnych pirydynylowych amidofosforanow monoestrow
2',3'-dideoksynukleozyddéw, grupa Kraszewskiego postanowita poszerzy¢ badania o inne
heterocykliczne aminy (aminochinoliny, aminocyjanopirydyny oraz aminotiazole) jako

grupy maskujgce reszty fosforanowe 63a-63c Rys. 16.%°
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Rys. 16. Rdzne warianty strukturalne amidofosforanéw monoestrow 2’,3’-dedeoksynukleozydow
wykorzystujgce aminy heterocykliczne.®°

Zsyntetyzowane zostaty pochodne typu 63 z réznymi nukleozydami stosowanymi
w terapii anty-HIV (AZT, d4T, ABC, 3TC). Rézne potozenie atomu azotu w izomerach
chinolin oraz aminoizochinolin w analogach typu 63a wptywato znaczgco na lipofilowos¢
oraz stabilnos¢ chemiczng badanych amidofosforanéw monoestrow. Warto zauwazyc,
ze analogi te charakteryzujg sie duzo wiekszg zawadg steryczng, co moze miec znaczgcy
wptyw na ich aktywnos¢ biologiczng. Herdewijn i wspdtpracownicy zaobserwowali, ze
niektore 5'-amidofosforany nukleozydow mogg byé uzywane jako substraty przez
odwrotne transkryptazy HIV (RT) bez przeksztatcenia ich w odpowiednie trifosforany,
a wariacje strukturalne w czesci amidowej majg fundamentalny wptyw na ich
wilasciwosci substratowe.®! Drugg grupe proponowanych heterocyklicznych amin
stanowity aminopirydyny z podstawnikiem nitrylowym 63b, ktéry znaczaco obnizat
zasadowos$¢ catego ugrupowania. Trzecia grupa 63c (pochodne 2-aminotiazoli) zostata
wybrana, by sprawdzi¢ mozliwosci syntetyczne wybranej metody oraz wplyw tego

rodzaju potgczen amidowych na parametry biologiczne.
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Podobnie jak pochodne 62, zsyntetyzowane analogi 63 charakteryzowaty sie
duza stabilnoscia w RPMI (ti2 > 5 dni) oraz powolnym rozpadem w medium
wzbogaconym w aktywnos¢ enzymatyczng (RPMI/FBS, 9:1, v/v) — okres péttrwania do
kilku dni. Wiekszos$¢ pochodnych d4T, ABC i 3TC charakteryzowata sie duzg trwatoscig
w tych warunkach. Analiza HPLC, podobnie jak w przypadku pirydynylowych
pronukleotydéw, wykazywata powolng hydrolize do ddNMP oraz ddN.%°

Badania biologiczne wykazaty réwniez bardzo niskg cytotoksycznos$é zwigzkow
typu 63, przy jednoczesnej bardzo wysokiej aktywnos$ci anty-HIV rzedu nanomolarnego
(ECso = 1-20 nM). Najbardziej obiecujgcg grupe stanowily pochodne izochinolin,
cyjanopirydyn oraz 2-aminotiazolin (ECeo < 25 nM).8® Bardzo dobre parametry
biologiczne badanych amidofosforandbw monoestrow ddN wskazujg, ze sg one
wartosciowymi kandydatami do dalszych badan nad ich wykorzystaniem w terapii

anty-HIV.
4.2.3. Estry di- i trifosforanowe analogéw nukleozydéw

Poczatkowo koncepcja pronukleotydéw zaktadata dostarczanie do komorki
odpowiednio maskowanych monofosforanéw dideoksynukleozydéw. W ciggu dwdch
dekad zaproponowano i zweryfikowano eksperymentalnie wiele koncepcji
pronukleotydéw pozwalajgcych omingé pierwszg i najczesciej kluczowg fosforylacje ddN
w komodrce. Propozycje syntezy di- i trifosforanowych prolekdw pojawiaty sie
wyjatkowo rzadko. Spowodowane byto to gtéwnie sprzecznymi wymogami strategii
pronukleotydowej: dla umozliwienia wnikania pronukleotydéw do komorki za konieczne
uwazano zneutralizowanie za pomocg grup ochronnych wszystkich tadunkéw ujemnych
grup fosforanowych, natomiast uzyskanie wymaganej trwatosci wigzania P-O-P
w roztworze wodnym wymagato obecnosci fadunkéw ujemnych, chronigcych
polifosforan przed atakiem nukleofilowym.>°

Strategia di- i trifosforanowych prolekéow zaczeta by¢ rozwijana gtéwnie dla
pochodnych AZT. W przypadku tego dideoksynukleozydu wystepuje problem na drugim
etapie fosforylacji, a mianowicie konwersji AZTMP do AZTDP, co skutkuje akumulacja
fosforanu AZT w organizmie i jest Zzrodtem toksycznosci tego zwigzku (Rozdziat IV.4.1.).
Zaktadano, ze dostarczenie do komorki odpowiednio maskowanego di- lub trifosforanu

AZT powinno skutkowaé (po hydrolizie grup maskujgcych) uwolnieniem zwigzku
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o lepszych parametrach antywirusowych — zachowana bytaby wysoka aktywnosc
anty-HIV przy jednoczesnie obnizonej toksycznosci.

W latach 80. XX w. najpopularniejszg strategig w rozwoju di- i trifosforanowych
pronukleotydéw byto wprowadzanie alkilowych lub acylowych reszt na terminalny atom
fosforu (Pg dla difosforanéw oraz Py dla trifosforanéw).

Grupa Hostetlera zapoczgtkowata badania nad syntezg i oceng potencjatu
anty-HIV fosfolipidowych analogéw difosforandw nukleozydéw antywirusowych,

gtéwnie AZT i ddC (zwigzki typu 64, Schemat 13).8?
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Schemat 13. Postulowane mechanizmy dziatania glicerydowych fosforanéw nukleozyddw.

Postulowano, ze glicerydowe difosforany nukleozyddéw, w zwigzku z obecnoscig
silnie lipofilowymi grupami acylowymi, moga fatwiej przenikac przez btone komérkows.
Przez analogie do naturalnych glicerolipidéw, Hostetler i wspotpracownicy przewidywali
dla tych zwigzkéw wewnatrzkomorkowy metabolizm inicjowany enzymami (fosfolipaza
lub lizofosfolipazg) poczatkowo do pochodnej typu 65, ktéra pod wptywem dziatania
enzymu, tym razem fosfodiesterazy, mogtaby ulega¢ rozpadowi do odpowiedniego
ddNMP ($ciezka A, Schemat 13). Alternatywnie, zwigzek 64, posiadajgcy wigzanie
bezwodnikowe P-O-P, moze by¢ bezposrednio hydrolizowany przez komodrkowg
pirofosfataze, z utworzeniem monofosforanu nukleozydu oraz kwasu fosfatydowego
(Sciezka B, Schemat 13).8%¢ Badania trwatosci pirofosforanowego wigzania
bezwodnikowego w warunkach hydrolizy enzymatycznej pokazaty wiekszy udziat drogi
B w powstawaniu NMP.82* Wykonano réwniez pomiary potencjatu terapeutycznego

otrzymanych difosforandéw i stwierdzono nizszg aktywnos¢ antywirusowa pochodnej
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AZTDP typu 64 (R = CisH31) w komodrkach CEM niz samego AZT (odpowiednio:
ECso =7 UM vs ECsp = 0,2 uM).82%¢

Piantadosi i wspdétpracownicy zaproponowali etery lipidowe difosforanowych
analogéw nukleozyddéw (typ 66 Rys. 17) zawierajgce w swojej strukturze dodatkowe
modyfikacje reszty glicerydowej, poprzez wprowadzenie atomu siarki lub grupy

amidowej do czagsteczki.®3

CH3(CH,),,CH,CH,X
o o 66a X = NHC=0, n = 14 ddN = AZT
C-H-0 11 I 66b X =0, n =13, ddN = AZT
o O-P-0-P-0-0OddN 66c X =S, n = 13, ddN = AZT
% ©o 66d X = NHC=0, n = 14, ddN = ddl

66
Rys. 17. Fosfolipidowe analogi NDP zaproponowane przez Piantadosi i wsp.83

Wprowadzenie tego rodzaju grupy maskujgcej podyktowane byto kilkoma
czynnikami. Ze wzgledu na ich lipofilowg nature, postulowano, podobnie jak
w przypadku pochodnych 64, dobrg przenikalno$¢ tych czasteczek przez btone
komérkowa. Po drugie, w zwigzku z rozpadem 66 do NMP inicjowanym przez
pirofosfatazy, spodziewano sie powolnego uwalniania AZTMP w komdrce, co mogtoby
skutkowaé¢ pbdiniejszym pojawieniem sie lekoopornosci na AZT w potgczeniu
z wydtuzeniem dziatania terapeutyku. Po trzecie, podczas metabolizmu zwigzku 66 moze
zosta¢ uwolniona réwniez druga aktywna czgsteczka — pochodna dialkilowa lub
amidoalkilowa glicerolu, ktére sg inhibitorami kinazy biatkowej C i mogg przyczyniac sie
do spowolnienia rozwoju infekcji wirusowej.8® Przebadano aktywno$¢ biologiczng
otrzymanych zwigzkéw i stwierdzono podobng efektywnos¢ inhibicji replikacji wirusa
HIV dla pochodnych 66a-66¢, ktdra byta o jeden rzad wielkos$ci wyzsza niz dla samego
AZT (odpowiednio: ECsp =0,02-0,03 uM, ECso = 0,004 uM). Wbrew oczekiwaniom analogi
66b i 66¢ okazaty sie byé bardziej cytotoksyczne, co mogto byé spowodowane mniejsza
zdolnoscig do metabolizowania okso- i tioeterow w komadrkach w poréwnaniu z mozliwg
hydrolizg karboksyamidu przez fosforoamidazy.®?

Kontynuujgc nurt fosfolipidowych difosforandw analogéw nukleozyddéw, Hong
i wspotpracownicy zsyntetyzowali alkilowe oraz tioalkilowe eterowe pochodne
glicerydowe typu 67 (Rys. 18).2* Lipofilowo$¢ otrzymanych zwigzkéw zmierzong metoda
podziatu oktanol/bufor fosforanowy (pH 7,4), a wartosci logP dla zwigzkéw 67a i 67b

wynosity odpowiednio 0,22 i 0,245 i byty okoto 4-krotnie wyzsze niz dla samego AZT
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(logP = 0,06). Zauwazono réwniez wptyw reszty lipidowej tych pochodnych na
efektywnos¢ inhibicji replikacji wirusa HIV — pochodna tioeterowa 67a wykazywata
wiekszg aktywnosé (ECso < 0,58 uM) niz analog eterowy 67b (ECso = 57 uM). Zwigzki te
charakteryzowata takze szczegdlnie niska cytotoksycznosé (CCso > 200 uM).84
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Rys. 18. Fosfolipidowe pochodne difosforanéw nukleozyddéw zaproponowane przez Honga i wsp.%*

Kolejng grupe difosforanowych pronukleotydéw stanowig mieszane bezwodniki
karboksylowo-fosforanowe zawierajgce grupy acylowe o dtugich tancuchach alkilowych
(68, Rys. 19) zapewniajace, podobnie jak wczesniej prezentowane analogi, odpowiednig
lipofilowo$¢ (Huynh Dinh i wspétpracownicy).®>

(o)
N (0]
0 |o| 9 R =-C7Hy5 -C44Hp3 -Cy3Hy7 -CysH3y
>\‘_°"."°"."° o Ry :-Ng, Ry : H (AZT)
R o 0 R, =R, : C=C (d4T)

R1 R2

Rysunek 19. Przyktadowe pronukleotydy difosforanowe o strukturze mieszanych bezwodnikéw
karboksylowo-fosforanowych.®®

Pierwotnie zaktadano penetracje btony komérkowej przez pochodne typu 68
i enzymatyczne, wewnatrzkomorkowe uwalnianie NDP. Niestety, wartosci ECso dla
analogéw AZT typu 68 byty tego samego rzedu, co dla wolnego nukleozydu,
a w przypadku pochodnych d4T, nawet 100 razy nizsze niz dla d4T. Poczgtkowo hipoteza
Huynh Dinha i wspodtpracownikéw zaktadata dostarczenie difosforanowego
pronukleotydu do komérki oraz preferowang hydrolize mieszanego karboksylowo-
fosforanowego wigzania bezwodnikowego (C-O-P) w stosunku do wigzania
pirofosforanowego. Jednakze, badania trwatosci wykonane w RPMI wykazaty
niestabilnos¢ tych zwigzkéw, ktére szybko (tiz ok. 2 h) uwalniaty odpowiednie
nukleotydy. Wyniki tych eksperymentow sSwiadczy¢ mogg o zbyt szybkiej hydrolizie
acylowej grupy maskujgcej, prowadzgcej do uwolnienia NDP w medium hodowlanym

komorek.85P
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Strategia opierajaca sie na wprowadzaniu do czgsteczek dtugich tarncuchéw
alifatycznych zostata rozszerzona o pochodne alkoksyalkilowe w acyklicznych

fosfonianach. Ruiz i wspdtpracownicy zaproponowali pochodne typu 69 dla PMEA (Rys.

Ly 0

H3C(HZC)150(HZC)3O P 0 \/o\l

20).86

69

Rys. 20. Pochodne ANP zaproponowane przez Ruiza i wsp.8°

Dla wspomnianych zwigzkéw wykonano badania aktywnosci antywirusowej
i stwierdzono, ze analog 69 duzo lepiej inhibowat replikacje wirusa HIV (ECso = 0,003 puM)
niz PMEA (ECso = 1,3 uM), natomiast posiadat duzo wiekszg cytotoksycznos¢
w komodrkach MT-2 (CCso = 0,018 uM vs CCsp = 157 pM), co sprawiato, ze indeks
selektywnosci dla tego zwigzku wynosit tylko 6.2 Niestety, w literaturze brakuje dyskusji
dotyczacej potencjalnego mechanizmu dziatania tego rodzaju pronukleotyddw.

Grupa Meiera zachecona pozytywnymi wynikami aktywnosci biologicznej dla
pochodnej cycloSal-NMP,*® postanowita zastosowal te strategie réwniez dla
difosforanéw. Po otrzymaniu serii zwigzkéw typu 70 (Schemat 14) przeprowadzono
badania trwatosci wigzania pirofosforanowego, a przebieg reakcji $ledzono za pomoca
spektroskopii 3P NMR. Stwierdzono, ze analogi 70 ulegaty gtéwnie hydrolitycznemu
rozpadowi z rozerwaniem wigzania P-O-P (Sciezka B, Schemat 14) i w rezultacie
otrzymywano NMP i fosforan cycloSal. W widmie 3P NMR obserwowano réwniez

sygnaty pochodzgce od NDP, ale o znacznie mniejszej intensywnosci.®’

® 20,89
ddNDP e ~~ P O P OddN —_— ddNMP
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Schemat 14. Hydroliza pronukleotydu cycloSal-NDP.

W zwigzku z niekorzystnym przebiegiem hydrolizy cycloSal-NDP, Meier
i wspotpracownicy opracowali inng strategie pronukleotyddw, ktéra zaktadata catkowite
maskowanie tadunkow reszty fosforanowej Pg poprzez wprowadzenie lipofilowych grup

acyloksybenzylowych (tzw. podejscie DiPPro).8 Poczatkowo syntezowano pochodne 71
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(Schemat 15) z dwoma identycznymi resztami acyloksybenzylowymi na reszcie Pg oraz
niezamaskowanym tadunkiem na Po. Zwigzki te zostaty zaprojektowane tak, by

mechanizm uwalniania NDP w komérce byt zalezny od dziatania enzyméw (esterazy lub

lipazy).
0 (r— —_—
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Schemat 15. Postulowany mechanizm hydrolizy pronukleotydéw DiPPro.

Postulowany ciagg reakcji uwalniania NDP w komodrce (Schemat 15) zaktadat
inicjowang enzymatycznie reakcje rozpadu wigzania estrowego w resztach benzylowych
maskujacych funkcje fosforanowa Pg pronukleotydu. Powstajgcy produkt przejsciowy 72
w wyniku 1,6-eliminacji uwalniat monobenzylowg pochodng 73, a powtdrzenie wyzej
opisanej sekwencji reakcji powodowato usuwanie drugiej grupy maskujacej i w efekcie
uwalnianie ddNDP. Warto podkresli¢, ze mechanizm ten na zadnym etapie nie zaktada
reakcji zachodzacych bezposrednio na atomach fosforu wigzania bezwodnikowego,
przez co uktad pirofosforanowy powinien pozostaé nienaruszony.?’

Poczatkowo, zsyntetyzowano pochodne z identyczng aranzacjg obydwédch grup
maskujgcych reszte Pg zawierajacych grupy acylowe o prostych lub rozgatezionych
taicuchach alkilowych. Zgodnie z oczekiwaniami, czas poftowicznego rozpadu
w warunkach hydrolizy chemicznej (PBS pH 7,3) dla pochodnych AZT typu 71,
prowadzacy do odpowiednich 5'-difosforandw nukleozyddow, byt dtuiszy, jesli R
stanowita grupa z bardziej rozgatezionym fancuchem alifatycznym (np. dla tBu,
t12= 75 h), niz dla analogéw z prostymi resztami alkilowymi (np. dla Me, ti2 = 17 h).
W warunkach hydrolizy enzymatycznej (RPMI/FCS, 9:1, v/v), obserwowano znacznie

szybsze uwalnianie ddNDP (t12=2-3 h).%’
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Pomiary parametréw terapeutycznych dla pochodnych d4T typu 71 wykazaty
aktywnos¢ antywirusowg zblizong do odpowiedniego nukleozydu. Ponadto, analogi
zawierajgce heptyl oraz fenyl jako lipofilowe reszty estrowe wykazywaty taka sama
aktywnos¢ w komodrkach z deficytem kinazy tymidynowej, co bylo dowodem na
pronukleotydowy mechanizm dziatania tych zwigzkéw (R = heptyl, ECso = 2,6 uM;
R = fenyl, ECso = 0,85 uM; d4T ECso = 70 uM).%’

Podczas badan aktywnosci biologicznej pochodnych 71 z krétkimi tancuchami
weglowymi (R = Me, tBu) zauwazono, ze zwigzki te w komédrkach CEM/TK nie
wykazywaty aktywnosci antywirusowej, a wartosci ECso zblizone byty do d4T. Wyniki
tych eksperymentéw ttumaczono zbyt duzg polarnoscig tych czasteczek, pomimo
obecnosci dwdch grup maskujgcych Pg. Zdecydowano wiec o wprowadzeniu do
czgsteczek DiPPro dtugich tancuchéw alifatycznych (reszt kwasow ttuszczowych), ktére
miatyby korzystnie wptyngé na lipofilowos$¢ proponowanych zwigzkéw, a nie wptywadé
na mechanizm hydrolizy tych pochodnych.®¢ Aby potwierdzi¢ hipoteze o zaleznosci
efektywnosci inhibicji replikacji wirusa od dtugosci tancucha reszty acylowej, oznaczono
aktywnos¢ zsyntetyzowanych zwigzkéw w komérkach z deficytem kinazy tymidynowe;.
Wszystkie pochodne z grupami R > CsHiz wykazywaty wysokg zdolnos$¢ inhibicji
namnazania wirusa HIV, o 2-3 rzedy wyzszg niz d4T w tych samych warunkach.¢

Podczas badan nad trwatoscig symetrycznych DiPPro-NDP zauwazono, ze
produktem hydrolizy zwigzkéw typu 71 byt nie tylko pozadany difosforan, ale réwniez
odpowiedni ddNMP. Co wiecej, zaobserwowano, ze ilo$¢ powstajgcego monofosforanu
Scisle korelowata z dtugoscia tancucha reszty acylowej. Im byt on dtuzszy, tym mniejsza
podatnos¢ na dziatanie enzymow, a wieksza na hydrolize chemiczng uktadu
bezwodnikowego, co skutkowato wiekszg iloscig powstajgcego monofosforanu.88b88d
Zaprojektowano wiec niesymetryczne pochodne DiPPro drugiej generacji 71a (Rys. 21)
zawierajgce w swojej strukturze dwie rézne grupy maskujgce centrum Pg, réznigce sie
dtugoscia taricuchdow weglowych w reszcie acylowej. Pierwszg z nich (R!) miaty stanowic
krétkie alifatyczne fancuchy tworzgce ester, ktére szybko ulegatyby hydrolizie
w warunkach enzymatycznych. Podstawnik R w drugiej grupie benzylowej, przeciwnie
— posiadat diugie tancuchy weglowe, ktore miaty zapewniaé nalezytg lipofilowos$¢

czgsteczki.®
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Ponownie, aby potwierdzi¢ postawiong hipoteze, Meier i wspdtpracownicy
wykonali testy trwatosci wigzania P-O-P w warunkach hydrolizy chemicznej (PBS, RPMI)
i enzymatycznej (ekstrakt komdrkowy). W buforze fosforanowym (pH 7,3) trwatosé
zwigzkow typu 71a byta duzo wieksza (t12 wynosita od kilkunastu do kilkudziesieciu
godzin) oraz obserwowano powstawanie zarowno ddNDP, jak i ddNMP. W warunkach
hydrolizy enzymatycznej natomiast, uwalniany byt niemal wytgcznie difosforan —
stosunek ilosci ddNDP do ddNMP byt wyraznie korzystniejszy niz w przypadku
symetrycznych pochodnych DiPPro. Wiekszos¢ niesymetrycznych analogéw efektywnie
inhibowata replikacje HIV, a w niektérych przypadkach obserwowano nawet poprawe
aktywnosci w stosunku do wolnego nukleozydu. Ponadto, stwierdzono réwniez wysoka

aktywnosé antywirusowg w komérkach CEM/TK".88p
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Rys. 21. Struktury proponowanych pronukleotydéw w ramach koncepcji DiPPro.88®

Grupa Meiera poszukujgc efektywnych grup maskujacych, zsyntetyzowata
rowniez pochodne bis(benzyloksybenzylowe) typu 71b (Rys. 21) zawierajgce w swojej
strukturze podstawniki elektronoakceptorowe lub elektronodonorowe w pozycji para
reszty benzoilowej. Podobnie jak w przypadku pochodnych 71 i 71a, zbadano labilnos¢
wigzania bezwodnikowego w PBS i ekstrakcie komdrkowym. Zwigzki typu 71b
wykazywaty wiekszg trwatos¢ w warunkach hydrolizy chemicznej niz analogi 71a.
Badania stabilnos$ci wigzania P-O-P w ekstrakcie komérkowym wykazaty, ze pochodne
typu 71b z silnie elektronoakceptorowymi grupami (np. CFs, CN, NO2) uwalniaty
(catkowicie lub w wiekszosci) ddNDP. Natomiast w miare wprowadzania coraz to

silniejszych donoréw elektrondw do pierscienia aromatycznego obserwowano
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uwalnianie, oprécz difosforanéw, réwniez ddNMP.8¢ Testy aktywnosci antywirusowe;j
analogéw 71b wykazaty wysoka efektywnos¢ inhibicji replikacji wirusa dla wszystkich
pochodnych tego typu. Ciekawg obserwacje poczyniono natomiast podczas oznaczania
aktywnosci biologicznej w komérkach z deficytem kinazy tymidynowej. Stwierdzono
bowiem 60-krotnie wyzszg efektywnos¢ inhibicji replikacji HIV dla pochodnych
z podstawnikami elektronodonorowymi w poréwnaniu z d4T. Jednocze$nie, pochodne
z podstawnikami elektronoakceptorowymi (wydajniej generujgce ddNDP w komorce,
wedtug testéw trwatosci w CEM) wykazywaty praktycznie brak aktywnosci biologiczne;j.
Wyniki te ttumaczono zbyt szybkim uwalnianiem difosforandw 2z czasteczki
pronukleotydu, co prawdopodobnie uniemozliwito przejscie tych ostatnich przez btone
komodrkowa.8&¢

Przez wiele lat twierdzono, ze dostarczenie do komérki trifosforanu jako proleku
jest niemozliwe ze wzgledu na naturalng labilnos¢ wigzania bezwodnikowego oraz duzg
polarnos¢ takich czasteczek. Dodatkowo, projektowane wedtug koncepcji proleku,
trifosforany powinny posiadaé grupy maskujace, ktore potencjalnie mogg ulegac
nieselektywnej hydrolizie. W zwigzku z podatnoscia tych zwigzkéw na dziatanie fosfataz
istniato rowniez ryzyko ich niskiej stabilno$ci.83 Pomimo tych obaw, grupa Meiera
zachecona pozytywnymi wynikami badan nad pronukleotydami DiPPro dokonata
syntezy analogéw trifosforandw o podobnej aranzacji grup maskujacych, tym razem
umieszczonych na reszcie fosforanowej P,. Strategie te nazwano TriPPPro i jest ona,
wedfug mojej najlepszej wiedzy, jedyng dotychczas opublikowang propozycja
trifosforanowych prolekdw.8°

Meier i wspotpracownicy podjeli sie syntezy serii trifosforanowych
pronukleotyddw typu 74 (Rys. 22), ktére w zatozeniu miatyby uwalnia¢ pozgdany ddNTP
w podobny sposéb jak ich difosforanowe odpowiedniki — najpierw poprzez proces
inicjowany dziataniem enzymodw, a nastepnie spontaniczng 1,6-eliminacjg zakoriczong
usunieciem pierwszej grupy maskujgcej. Poprzez powtdrzenie cyklu przemian,

w komdrce miatby by¢ generowany odpowiedni trifosforan nukleozydu.
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Rys. 22. Trifosforanowe pronukleotydy proponowane w strategii TriPPro.8%

74

W celu sprawdzenia mozliwych sciezek rozpadu proponowanych
pronukleotydéw badano stabilnos¢ tych zwigzkéw w buforze fosforanowym (pH 7,3),
PBS wzbogaconym w esterazy z watroby swini (PLE, ang. pig liver esterase) oraz
w ekstrakcie komdrkowym (CEM/0). W buforze fosforanowym o pH 7,3 obserwowano
wzrost stabilnosci wigzania bezwodnikowego wraz ze wzrostem dfugosci taiicucha R
w grupie acylowej pronukleotyddw TriPPPro-d4TTP. Jednakze, t1/2 bardziej lipofilowych
pochodnych byt krétszy, co ttumaczono zmieniong rozpuszczalnoscig lub tworzeniem
miceli. W obydwdch mediach wykazujacych aktywnos¢ enzymatyczng stwierdzono
znacznie szybszg hydrolize grup maskujgcych, co wskazywato na katalize enzymatyczna.
Chcac potwierdzi¢ pronukleotydowy mechanizm dziatania czasteczek TriPPPro,
pochodna 74 z R = CgH17, zostata poddana dziataniu PLE. Nastepnie, kiedy za pomocg
HPLC stwierdzono catkowity zanik wyjsciowego zwigzku, hydrolizat PLE inkubowano
z HIV RT i stwierdzono zahamowanie elongacji DNA, podczas gdy w prébie kontrolnej
z TriPPPro-TTP nastepowato wydajne wydtuzanie tancucha. Eksperyment ten
potwierdzat hipoteze generowania ddNTP w komoérce. Badania w kolejnym medium
wykazujgcym aktywnos¢ enzymatyczng (CEM/0) pokazaty szybszg niz w PBS hydrolize
grup maskujgcych (ti2 = 1-2,5 h). Jednakze, w tych warunkach obserwowano réwniez
tworzenie sie ddNDP powstajgcego najprawdopodobniej na drodze degradacji ddNTP
przez fosfatazy znajdujace sie w ekstrakcie.?%¢

Dodatkowo, zbadano aktywnos¢ antywirusowg otrzymanych pochodnych 74
i stwierdzono, ze wszystkie wykazywaty zblizong do wolnego nukleozydu efektywnos¢
inhibicji replikacji HIV. Ponadto, wszystkie pochodne d4T 74 zawierajace R > CgH17 byty

wysoce aktywne w komoérkach z deficytem kinazy tymidynowej, a zaden z nich nie
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wykazywat wiekszej cytotoksycznosci niz d4T.8¢ Podczas oceny potencjatu
terapeutycznego pochodnych 74, zauwazono zaskakujgcy brak aktywnosci
antywirusowej analogu TriPPPro-ddUTP. Jednakze po inkubacji tego zwigzku
w ekstrakcie komérkowym stwierdzono jego niezwykle szybka
(ti2 < 1 min) defosforylacje do ddUDP i ddUMP, co ttumaczyto niezgodne

z oczekiwaniami wyniki testéw biologicznych. 8%

5. CHEMICZNA SYNTEZA POLIFOSFORANOW NUKLEOZYDOW

Nukleotydy petnig wazne funkcje w systemach biologicznych oraz stanowig bloki
budulcowe w syntezie kwaséw nukleinowych. Naturalne nukleotydy oraz ich
syntetyczne analogi od dawna znajdujg sie w kregu zainteresowan zaréwno biologéw,
jak i chemikéw, gdyz pozwalajg badaé réznorodne systemy biologiczne, stanowig zrédto
potencjalnych terapeutykéw i czynnikdw diagnostycznych. W zwigzku z mnogoscia
petnionych funkcji, nie dziwi wiec wieloletnie, duze zainteresowanie metodami
syntetycznymi, ktére w sposéb wydajny mogg dostarcza¢ pozadany nukleotyd.
Jednakze, ze wzgledu na obecnos$¢ wielu reaktywnych centréw w tych czasteczkach,
opracowanie efektywnego protokotfu syntetycznego stanowi nadal spore wyzwanie.

Organiczna chemia fosforu ma do swojej dyspozycji dwa podstawowe podejscia
syntetyczne pozwalajgce na otrzymanie polifosforandw. Pierwsze wykorzystuje chemie
zwigzkow P(V) i polega na zwiekszeniu elektrofilowosci centrum fosforowego (poprzez
aktywacje czynnikami kondensujgcymi), a w efekcie jego podatnosci na atak
nukleofilowy. W drugim podejsciu podstawe stanowig bardziej reaktywne zwigzki P(lIl),
ktorych oksydatywne przeksztatcenia do pochodnych P(V) otwierajg nowe mozliwosci

syntetyczne.

5.1. Pierwsze metody syntezy polifosforanéw

Pierwsze chemiczne syntezy polifosforanédw stuzyty gtéwnie ustaleniu
i potwierdzeniu struktury nukleotydow wyizolowanych z materiatow biologicznych.
Pionierem badan w tej dziedzinie byt Lord Alexander Todd, ktéry wraz ze swoimi
wspotpracownikami na przetomie lat 40. i 50. XX w. opublikowat serie prac dotyczgcych

syntezy fosforanowego wigzania bezwodnikowego.
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Do otrzymania pierwszego pirofosforanu nukleozydu doprowadzity wieloletnie
badania nad reakcja fosforylacji alkoholi i fenoli chlorofosforanem dibenzylowym 75
(Schemat 16). Ustalono wtedy, ze ten czynnik fosforylujgcy moze reagowa¢ m.in.
z wolng grupa 5-OH odpowiednio maskowanej adenozyny, dajac dibenzylowy
5’-monofosforan adenozyny 76. Postanowiono péjs¢ o krok dalej tg drogg i sprawdzic¢
mozliwos¢ tworzenia wigzania pirofosforanowego w reakcji dibenzylowego
chlorofosforanu 75 z dibenzylowym 5'-fosforanem adenozyny 76 (Schemat 16).
Otrzymywanie maskowanego na resztach fosforanowych niesymetrycznego
bezwodnika 77 zachodzito dzieki czesciowej debenzylacji zwigzku 76 w warunkach
kwasowych, co skutkowato generowaniem nukleofilowego fosforanodiestru,
z jednoczesnym usuwaniem grupy izopropylowej. Katalityczna hydrogenacja pochodne;j
77 powodowata catkowite odblokowanie reszt fosforanowych z utworzeniem
docelowego 5'-difosforanu adenozyny (ADP), ktéry wyizolowano jako sél akrydyniowg.*°
Po wielu modyfikacjach tego protokotu syntetycznego, wydajnos$é otrzymywania

czystego produktu wynosita 55%.°?

NH, NH,
N N
¢ ) ¢ )
Q 0 NN 2 9 NN
BnO-P-Cl + BnO-P-0— g ————— BnO-P-0-P-0— g
OBn OBn CH,COOH OBn OBn
<><) OH OH
5 16 il
Bn = CH,Ph l H,/Pd
NH,
NN
N
<1
e 9 NN
HO-P-0-P-0— ¢
| |
OH OH
OH OH

5'-difosforan adenozyny (ADP)

Schemat 16. Synteza 5’-difosforanu adenozyny zaproponowana przez Todd’a i wsp.%*

Wykorzystujagc metode zaproponowang dla otrzymywania 5’-difosforandow
nukleozyddéw, Todd i wspotpracownicy opracowali protokot pozwalajgcy per analogiam
na synteze 5'-trifosforandw nukleozyddw. Pierwszym zsyntetyzowanym zwigzkiem byt

5'-trifosforan adenozyny (ATP), ktdry postuzyt do potwierdzenia struktury wczesniej
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wyizolowanych z ekstraktéw miesniowych czasteczek uznawanych wtasnie za ten
nukleotyd. Podczas pierwszych préb otrzymywania ATP wspomniang metodg,
spodziewano sie probleméw z selektywnga monodebenzylacja terminalnej reszty
fosforanowej oraz z niestabilnoscig wigzania bezwodnikowego w neutralnej czasteczce
trifosforanu. Pomimo tych obaw, zastosowano tribenzylowy 5’-difosforan adenozyny
oraz, podobnie jak poprzednio, dibenzylowy chlorofosforan 75 jako czynnik
fosforylujgcy. Do selektywnego usuniecia jednej grupy benzylowej z reszty fosforanowej
Pg wykorzystano N-metylomorfoline i poczatkowo nie stwierdzono wystepowania
niepozgdanej monodebenzylacji na reszcie fosforanowej Po. Otrzymany w reakcji
kondensacji neutralny tetrabenzylowy ATP poddawano hydrogenacji w celu usuniecia
pozostatych grup maskujgcych. Ostatecznie, ATP otrzymano
w postaci soli akrydyniowej. Do$¢ niskg wydajnosé tej metody (37%) ttumaczono szybka
degradacjg wigzania bezwodnikowego w catkowicie zablokowanej czgsteczce
5'-trifosforanu, a jako produkt uboczny obserwowano 5'-difosforan adenozyny.®?

Kolejnym nukleotydem, ktérego strukture udowodniono poprzez synteze
chemiczng, byt 5'-difosforan urydyny (UDP). Poczgtkowo, zastosowano takg samag
metode, jak przy syntezie pirofosforanu adenozyny, jednakie okazata sie ona
nieodpowiednia, gdyz prowadzita do tworzenia sie duzej ilosci produktéw ubocznych na
skutek pekania wigzania N-glikozydowego.’> W zwigzku z powyzszym postanowiono
opracowacd inng metode tworzenia wigzania P-O-P dla tej wtasnie czgsteczki. Najbardziej
wydajnym rozwigzaniem okazato sie zastosowanie w syntezie jako substratu
benzylowego H-fosfonianu urydyny 78 (Schemat 17). Zwigzek ten poddano reakcji
utleniania z N-chlorosukcynimidem (NCS), generujgc odpowiedni chlorofosforan 79,
ktdry bez izolacji kondensowano z solg trietyloamoniowa dibenzylowego fosforanu 80.
Prowadzito to do powstawania 5'-difosforanu urydyny o catkowicie maskowanym
fadunku na resztach fosforanowych. Podobnie jak w przypadku ADP i ATP, reszty
benzylowe usuwano na drodze hydrogenolizy, a grupe izopropylidenowg, w warunkach
kwasowych. Stosujac metody strgceniowe, izolowano produkt jako soél barowa
z wydajnoscig catkowitg ok. 25%.

Pierwsze syntezy polifosforandw opracowane przez Todda i wspétpracownikow
nakierowane byty przede wszystkim na otrzymanie i izolacje odpowiednich di- lub

trifosforandw naturalnych nukleozydéw, w celu weryfikacji struktur przypisanych
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nukleotydom wyodrebnionym z materiatéw biologicznych. Jednakze w zwigzku
z powstawaniem wielu produktéw ubocznych, niskimi wydajnosciami oraz
niedogodnosciami syntetycznymi, podejscia te nie znalazty szerszego zastosowania

w syntezie polifosforanow.
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5'-difosforan urydyny (UDP) blokowany UDP

Bn = CH,Ph
Schemat 17. Otrzymywanie UDP z wykorzystaniem H-fosfonianu jako substratu.
Dalszy kierunek badan koncentrowat sie na kilku kluczowych reagentach P(V)
i P(I11), ktédrymi byty: dichlorofosforany, monoestry amidofosforanéw, fosforanotriestry,
mieszane bezwodniki fosforynowo-fosforanowe typu P(lll)-P(V) oraz fosforynotriestry.
W dalszej czeSci rozprawy przedstawiam krotko najwazniejsze podejscia

wykorzystywane w syntezie polifosforanéw bazujgce na ww. zwigzkach.

5.2. Synteza polifosforanéw z wykorzystaniem karbodiimidow

Ograniczenia metody tworzenia polifosforandw poprzez chlorofosforany
doprowadzity do rozwiniecia kolejnego podejscia. Khorana i wspdtpracownicy
zaproponowali karbodiimidy jako czynniki sprzegajace w reakcji kondensacji dwdch
réznych fosforandw (Schemat 18). Wprowadzenie karodiimidow do syntezy,
a w szczegdlnosci N,N’'-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), pozwolito na opracowanie
relatywnie prostej metody syntezy difosforanéw nukleozydéw (adenozyny, urydyny,

guanozyny, tymidyny, deoksycytydyny).?®> Podczas wstepnych badarh mechanizmu
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reakcji stwierdzono tworzenie sie pirofosforanéw w ukfadach, w ktérych pirydyna
stosowana byfa jako rozpuszczalnik, natomiast nie obserwowano powstawania
pozagdanego  produktu, gdy w uktadzie reakcyjnym znajdowata sie
tri-n-butyloamina. Sugerowato to kluczowa dla aktywacji czasteczki DCC role jonéw H*,
ktére inicjowaly ten proces. N,N’-Dicykloheksylokarbodiimid byt wystarczajgco
zasadowy, by konkurowac o proton z pirydyna, natomiast gdy w uktadzie znajdowata sie
mocniejsza zasada, — aktywacja DCC nie zachodzita, co uniemozliwiato reakcje
kondensacji.?* Przy stosowaniu nadmiaru czynnika sprzegajagcego (50 ekw.)
obserwowano powstawanie jako gtdwnego produktu 5’-difosforanu nukleozydu
(65%).9> Postulowany mechanizm reakcji tworzenia 5'-difosforanéw nukleozydow
z uzyciem DCC przedstawiono na Schemacie 18.

Niestety, przeszkodg w efektywnym otrzymywaniu di- i trifosforandéw tg metoda
byt brak selektywnosci reakcji — obok pozgdanych NDP postawaty réwniez symetryczne
difosforany (difosforan nieorganiczny oraz difosforan dinukleozydu), co mozna
ttumaczyé podobng nukleofilowoscig uzytych do reakcji fosforanéw. Wydajnosci
otrzymywania 5'-difosforandw nukleozyddéw w tej reakcji byty niezbyt wysokie i wynosity

25-35%.

Schemat 18. Mechanizm reakcji tworzenia 5’-difosforanu nukleozydu z wykorzystaniem DCC jako
czynnika kondensujgcego.

Pomimo optymalizacji opisanych powyzej metod otrzymania polifosforanéw, nie

znajdujg one obecnie szerszego zastosowania.

5.3. Synteza polifosforanéw z wykorzystaniem amidofosforanow

Podczas poszukiwania efektywnych sposobow aktywacji centrum fosforowego,

zwrdocono uwage na amidofosforany. W trakcie wstepnych badan, Khorana i Chambers
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zauwazyli, ze kwas amidofosforanowy w pH ponizej 7 ulega szybkiej hydrolizie do kwasu
fosforowego. W tych warunkach protonizowanie przeksztatcato reszte amidkowa
w lepszg grupe odchodzaca (amoniak) oraz zwiekszata znaczaco elektrofilowosé atomu
fosforu. Zaletg stosowania amidofosforanéw w syntezie polifosforanéw, w poréwnaniu
z metoda z wykorzystaniem chlorofosforanéw, byfa mozliwos¢ stosowania tylko
czesciowo zablokowanych reszt fosforanowych w substratach, co wprost przektadato sie
na zmniejszenie udziatu reakcji ubocznych spowodowanych hydrolizg wigzania
bezwodnikowego w polifosforanach. Kolejng korzyscig stosowania tego podejscia byta
stosunkowo niska reaktywnos$¢ amidofosforanéw w reakcji z alkoholami, stad tez
w proponowanych strategiach syntetycznych maskowanie grup 2'- i 3’-OH pierscienia
rybozy okazywato sie zwykle zbedne.3

Pierwsze syntezy polifosforandw wykorzystujgce takie podejscie bazowaty na
prostych amidofosforanach z grupg amidkowa (-NH.). Jednak niska reaktywnos¢ tych
zwigzkdéw ograniczyta ich zastosowanie jedynie do kilku przypadkdéw, jak ADP, ATP
i UDP.”® Aby zwiekszy¢é reaktywno$é amidofosforandéw, a zarazem polepszy¢ ich
rozpuszczalnos¢ w stosowanych rozpuszczalnikach organicznych, postanowiono
sprawdzi¢ uzytecznos$¢ ich N-podstawionych analogdéw, 2° amin. W tej grupie wyrdznié
mozna dwa gtowne rodzaje aktywacji funkcji fosforanowej — przez generowanie
morfolidofosforanéw i imidazolidofosforanéw z odpowiednich NMP.

Pierwsza z nich polegata na zastosowaniu morfolidofosforanéw typu 81
(Schemat 19) jako reaktywnych zwigzkédw posrednich generowanych in situ, ktore
ulegaty podstawieniu solami tetra-n-butyloamoniowymi mono- Iub difosforandéw,
prowadzgc odpowiednio do di- lub trifosforandow nukleozyddéw. Stosowanym
rozpuszczalnikiem byta zwykle pirydyna. Podczas dalszych prac nad rozwijaniem tej
metody zauwazono jednak, ze wptywa ona niekorzystnie na przebieg tej reakc;ji,
powodujgc m.in. rdwnowagowanie miedzy NTP a NDP. Zmiana rozpuszczalnika na
DMSO zminimalizowata ilos¢ reakcji ubocznych i pozwolita otrzymywac rézine NTP

z wydajnosciami 73-80% (Schemat 19).°’
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Schemat 19. Synteza NTP wg Khorany i wsp. poprzez morfolidofosforan jako zwigzek przejsciowy.

Opracowana przez Moffatta i Khorane metoda syntezy polifosforandéw poprzez
aktywacje centrum fosforowego w formie morfolidofosforanéw jest uniwersalna
i sprawdza sie zarédwno w syntezie analogdw nukleotydéw naturalnych,
jak i nienaturalnych, wtgczajagc w ten szereg pochodne zawierajgce inne niz ryboza czy
deoksyryboza reszty cukrowe.*®

Inny sposéb aktywacji NMP opiera sie na wprowadzeniu na centrum fosforowe
grupy imidazolowej zamiast morfolidowej. Cramer i wspodtpracownicy pokazali, ze
imidazolidofosforany 82 mogg by¢ tatwo generowane w reakcji fosforanu nukleozydu
z karbonylodiimidazolem (CDI) (A, Schemat 20) i s3 uzytecznymi reagentami w syntezie
pirofosforandw.”® Generowane w ten sposéb imidazolidofosforany typu 82 ulegaja
fatwo reakcji podstawienia z odpowiednimi fosforanami, co prowadzi do otrzymywania
NDP lub NTP (Schemat 20). Reakcja zachodzi w tagodnych warunkach i nie wymaga
stosowania grup ochronnych w resztach nukleozydowych. Ten protokét syntetyczny
rozwiniety zostat nastepnie przez Hoarda i Otta, a wydajnosci izolowanych trifosforanéw
deoksyrybonukleozydéw wynosity od 20% do 70%.'° Imidazolidofosforany 82
stosowano réwniez do otrzymywania pochodnych nukleotydéw zawierajgcych rézne
naturalne lub nienaturalne reszty cukrowe przytgczone do grupy fosforanowej Pg
(Schemat 20).1°*

Efektywna modyfikacje metody otrzymywania difosforanéw rybonukleozyddw
przez imidazolidofosforany zaproponowali Kore i wspdtpracownicy.'%? Wykorzystali oni
jako czynnik generujgcy amidofosforan 82 reagent imidazol/trifenylofosfina/2,2'-
ditiodipirydyna, wczes$niej opracowany przez Mukaiyama i wspotpracownikéw (B,
Schemat 20).1°* Po wygenerowaniu zwigzku 82 dodawano do uktadu sél fosforanowa
oraz chlorek cynku(ll), ktéry petnit role katalizatora reakcji kondensacji, zwiekszajac
kwasowos¢ grupy odchodzacej. Kondensacja do NDP byta zwykle zakoriczona w ciggu
kilku godzin, a finalne produkty tworzyty sie z bardzo dobrymi wydajnosciami

(95-97%).102
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Schemat 20. Synteza pochodnych nukleotydowych z wykorzystaniem imidazolidofosforandw jako
zwigzkdw posrednich.

Warto podkresli¢, ze dotychczas opracowano wiele metod syntezy
polifosforandéw réznigcych sie od siebie czynnikiem generujgcym imidazolidofosforan
z odpowiedniego fosforanomonoestru.'®* Jedng z ostatnich propozycji jest zastosowanie
chlorku 2-imidazoilo-1,3-dimetyloimidazolu (tzw. Imlm, C, Schemat 20), ktory
z powodzeniem wykorzystano w syntezie difosforanéw nukleozydéw zawierajgcych
reszty cukrowe na atomie fosforu Pg.1%

W 2013 roku Sun i wspdtpracownicy opisali inny wariant syntezy di-
i trifosforandw rybo- oraz deoksynukleozyddéw oparty o aktywacje centrum fosforowego
w formie piperydyniowych amidofosforanéw (Schemat 21). Wieloetapowy protokét
syntetyczny zaktadat najpierw reakcje odpowiednio maskowanego nukleozydu
z chloroamidofosforynem 83, ktdéra prowadzita do powstawania amidofosforynu
nukleozydu. Zwigzek ten hydrolizowany do odpowiedniego H-fosfonianu i poddany
oksydatywnej kondensacji z piperydyng dawat diester piperydynylofosforanu
nukleozydu 84 (Schemat 21). Nastepnie, w procesie hydrogenacji generowano
odblokowany amidofosforan, ktéry w reakcji substytucji grupy piperydyniowej przez sél
tetrabutylamoniowg mono- lub difosforanu, prowadzit do otrzymania polifosforanéw
nukleozyddéw z dobrymi wydajnosciami (68-81%).1% Kluczowym reagentem w tym
uktadzie byt 4,5-dicyjanoimidazol (DCI), ktdry jako donor protonu, katalizowat reakcje

substytucji na centrum fosforowym.
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Schemat 21. Otrzymywanie polifosforandw z wykorzystaniem piperydynylofosforanu.
W wiekszosci wspomnianych powyzej metod opartych na aktywacji centrum
fosforowego poprzez tworzenie amidofosforandéw, przeksztatcenie substratu
w pozadany produkt (NDP lub NTP) trwato dos¢ dtugo (w niektérych przypadkach nawet

kilka dni), a wydajnosci izolowanych zwigzkéw nie zawsze byty zadowalajace.

5.4. Synteza polifosforanéw z wykorzystaniem 5'-O-tosylowanych nukleozydéw

Catkowicie inne podejscie syntetyczne zaproponowata w potowie lat 80. XX w.
grupa Poultera, ktéra opracowata metode syntezy 5’-difosforanéw nukleozyddéw
bazujacg na jednoetapowym podstawieniu nukleofilowym (Sn2) 5-O-tosylowanych
nukleozydéw 86 w acetonitrylu przez sél tetrabutylamoniowgq pirofosforanu (Schemat
22). Reakcja pozwalata otrzymywac rézne NDP z wydajnoscia 43% do 83% w zaleznosci
od rodzaju nukleozydu. Metoda ta zostata zastosowana réwniez do syntezy analogéw

5'-difosforanéw zawierajgcych grupe metylenowg w pozycji mostkujacej.*?’
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Schemat 22. Metoda Poultera syntezy 5’-difosforanéw nukleozyddw.

Duzym usprawnieniem omawianej strategii byto zastosowanie specjalnej soli
tris[bis(trifenylofosforanylideno)] (PPN) pirofosforanu (Rys. 23),%% jako P(V) nukleofila.

Zwigzek ten zaproponowany przez Hodgsona i wspotpracownikdw, w poréwnaniu ze
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standardowo stosowanymi solami tetraalkiloamoniowymi, charakteryzowat sie duzo
mniejszg higroskopijnoscig, co miato duze znaczenie w reakcjach wrazliwych na
obecno$é wody. Reagent wykorzystano w metodzie Poultera i z dobrymi wydajnosciami
otrzymywano 5'-difosforany nukleozydéw stosujgc metody stragceniowe do oddzielenia

nadmiaru nukleofila, co znacznie utatwiato izolacje produktéw.%8

Ph Ph (o} (o}

\ ® S} 1] 1l
Ph—P=N=P~Ph| O-P-O-P-OH

/ N ol ol

Ph Ph (o) (o)

3

Rys. 23. Pirofosforan PPN.
5.5. Synteza polifosforanéw z wykorzystaniem dichlorofosforanéw

Kolejng wartg omdwienia metoda jest podejscie opisane przez Ludwiga, a jej
zaletg jest stosowanie nieblokowanych nukleozydéw jako substratéw. Wykorzystujac
protokdt Yoshikawy%, tj. reakcje nieblokowanego nukleozydu z POCl3 w fosforanie
trimetylu jako rozpuszczalniku, generowano reaktywny dichlorofosforan 87, ktdry po
dodaniu tetraalkiloamoniowych soli fosforandw, a nastepnie hydrolizie w buforze TEAB

(pH 7,5), prowadzit do powstawania di- lub trifosforanéw nukleozydéw (Schemat 23).11°
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Schemat 23. Synteza 5’-disfosforanu nukleozydu z wykorzystaniem dichlorofosforanu.

Niestety metoda zaproponowana przez Ludwiga, w zwigzku z silng aktywacja
centrum fosforowego, generowata szereg produktéw ubocznych trudnych do
rozdzielenia, co znaczgco obnizato wydajnos¢ syntezy.!!! Ponadto, jej wydajnosé byta
mocno zalezna od rodzaju uzytego nukleozydu. Aby zminimalizowa¢ te wady, Hodgson
i wspotpracownicy postanowili sprawdzi¢ mozliwos¢ wykorzystania w metodzie
opracowanej przez Ludwiga, wspomnianej wczesniej soli PPN pirofosforanu (Rys. 23).

Podobnie jak poprzednio, udowodniono, ze zaproponowany reagent moze stanowic
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efektywna alternatywe dla najczesciej stosowanych soli tetraalkiloamoniowych
fosforandow.!12

Dalsza modyfikacja tej metody, polegajgca na wykorzystaniu PSCls w pierwszym
etapie syntezy, pozwolita na otrzymanie analogéw a-tiotrifosforanéw (dAZTP.S, dGTP,S,
UTP,S, dTTP,S) z wydajnosciami 26% - 60%.113

Darzynkiewicz i wspotpracownicy, bazujgc na wspomnianym juz protokole
syntetycznym Yoshikawy,%° zaproponowali zastosowanie tetrachlorodifosfonianu
z mostkiem metylenowym pomiedzy atomami fosforu 88 (Schemat 24) jako
efektywnego odczynnika fosfonylujgcego w reakcji z nieblokowanymi nukleozydami.
Stwierdzono, ze zwigzek 88 jest bardziej reaktywny niz POCl3, uzywany standardowo
w metodzie Yoshikawy, co przektadato sie wprost na szybkos¢ fosfonylacji. Obecnos¢
w pozycji mostkujgcej grupy -CH;-, ktdra nie moze donowaé elektrondw w wyniku
oddziatywania typu back-donation, przeksztatca centrum fosforowe w lepszy elektrofil,
przez co reakcja przebiega szybciej i wydajniej. Po wygenerowaniu
trichloropirofosforanu 89 i hydrolizie w buforze TEAB (pH 7,5) uzyskano
z dobrymi wydajnosciami (ok. 80%) trudne do otrzymania analogi
(P-CH2-P) difosfonianéw nukleozyddw.14

Warto w tym miejscu nadmieni¢, ze inny odczynnik stosowany w reakcji
fosforylacji nukleozyddw, tetrachloropirofosforan (P203Cls), na skutek obecnosci atomu
tlenu w pozycji mostkujacej difosforanu, wykazywat odmienng reaktywnos¢. Odczynnik
ten wykorzystywano mianowicie do wprowadzania grupy fosforanowej w pozycji 5'-OH
nukleozydéw poprzez generowanie reaktywnego dichlorofosforanu 87 (Schemat 23),

ktéry ulegajac nastepnie hydrolizie, dawat odpowiedni 5’-monofosforan nukleozydu.*>

0y O oy O
11 2 1 e 1l 2 1
HO 5 o o Cl-P—C —P-0 5 0-P-C-P-0
o n Ha (Me0);PO cl cl [o] TEAB, H,0 0 o o_ B
+ CI—I';’—C —I';’—CI —_— e
Cl Cl
OH OH OH OH OH OH
nukleozyd 88 89 difosfonian nukleozydu

B = Ade, Gua, Ura, Cyt
Schemat 24. Metoda otrzymywania analogéw pirofosfonianéw nukleozyddw z grupg metylenowq
w pozycji mostkujgcej opracowana przez Darzynkiewicza i wsp.

5.6. Synteza polifosforanéw z wykorzystaniem cyklicznych fosforynotriestrow

Powyzej omawiane metody syntezy polifosforandw opieraty sie na

wykorzystaniu reagentow zawierajacych atom fosforu na V stopniu utlenienia. Pod
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koniec lat 80. XX w. Ludwig i Eckstein zaproponowali zupetnie nowe podejscie
syntetyczne do otrzymywania trifosforandw nukleozydéw oraz ich a-tio-analogoéw,
bazujgce na reaktywnosci mieszanych bezwodnikéw typu P(l1)-P(V) (Schemat 25).
W metodzie tej nukleozydy muszg by¢ odpowiednio blokowane ze wzgledu na
nieregioselektywnos¢ fosfitylacji salicylochlorofosforynem 90. W pierwszym etapie
syntezy powstaje cykliczny salicylofosforyn nukleozydu 91, ktéry pod wptywem
pirofosforanu (sdl tributyloamoniowa) przeksztatca sie w kluczowy dla catego procesu
mieszany bezwodnik P(111)-P(V) 92, a nastepnie po utlenianiu

i hydrolizie, daje finalny produkt, odpowiedni 5'-trifosforan nukleozydu (Schemat 25).116

o
o
HO 0. 0.,.0 HBU3N*);H,P,0,7 o ,.0.,.0
° . o . PO 0B MBUNEHPOZ o tH0p 0y o B
o™ e Pirydyna o 0.,.0
10R2 ioksan 10R2 > 10R2
OR'OR DMF OR'OR o’ 0@ OR'OR
20 nukleozyd 91 o 92
o
50 9 X - o
2.H,0 p
0-P-0-P-0-P-0 20 ) oXo
% % | 0. B 3. NH; lub H;0 @0,? P o.B
0._.0
2 P, 10R2
OH OR o’ \O@ OR'OR
NTP 93
R =k o I I
B = Ade, Thy, Cyt, Gua = kwasowa grupa ochronna X=0,S (HBugN),H,P,0,= ~O—P—0—P—OH
RZ?=H lub OH ¢@cl‘ CI)H
&
2xHNBu;

Schemat 25. Otrzymywanie NTP i NTPaS metodq Ludwiga i Ecksteina. 17

Postulowano, ze rozpad zwigzku posredniego 91 zachodzi poprzez atak
nukleofilowy pirofosforanu na centrum fosforowe z odejsciem karboksylanu,
a nastepnie zamkniecie pierscienia w wyniku wewnatrzczgsteczkowego podstawienia
grupy fenylowej.'® Nastepnie mieszany bezwodnik 92 utleniano jodem lub siarka, co
prowadzito do cyklicznych trifosforanédw nukleozyddéw 93 lub ich tio pochodnych. Po ich
hydrolizie otrzymywano trifosforany nukleozydéw w serii rybo oraz deoksy (utlenianie
w uktadzie 12/H20) lub ich a-tio analogi (utlenianie elementarng siarkg) z wydajnosciami
60-75%. W zwigzku z duzg reaktywnoscig salicylochlorofosforynu 90 nalezy pamieta¢, ze
omawiana reakcja jest wrazliwa na wode i warunki bezwodne s konieczne dla
zminimalizowania iloéci powstajgcych niepozgdanych produktéw ubocznych.1042

W toku dalszych prac badawczych nad rozwinieciem mozliwosci syntetycznych
tej metody, Ludwig i Eckstein zaproponowali wykorzystanie soli tiopirofosforanu

(Rys. 24) jako nukleofila w reakcji z cyklicznym zwigzkiem 91. Pozwolito to, w potgczeniu
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z utlenianiem centrum P(lll) jodem lub siarkg, na opracowanie metody otrzymywania

tioanalogéw 5'-trifosforanéw nukleozyddw z réznym umiejscowieniem heteroatomu

w wigzaniu bezwodnikowym czgsteczki.''®

o ¢
HO-P-0-P-OH
°0 °s

Rys. 24. Tiopirofosforan stosowany przez Ludwiga i Esksteina.

Opracowana przez Ludwiga i Ecksteina metoda syntezy trifosforanow (tzw.
one-pot, three-steps) jest jedng z powszechniej stosowanych wspodfczesnie dla

otrzymywania NTP oraz ich réznych analogéw.t’

5.7. Synteza polifosforandw z wykorzystaniem cyklicznych fosforanotriestrow

W 2008 roku Meier i wspoétpracownicy opracowali nowg, efektywng metode
syntezy di- i trifosforanéw nukleozyddw. Wykorzystali do tego celu reakcje cyklicznych
fosforanotriestrow nukleozydéw typu cycloSal 23 (Schemat 26) 1z solg
tetrabutylamoniowg monofosforanu lub difosforanu, co pozwalato na otrzymanie
odpowiednio NDP lub NTP z wydajnosciami od 40% do 80%. Odpowiednig reaktywnosc
fosforanotriestru typu 23, zapewniat podstawnik nitrowy w pierscieniu aromatycznym,
ktdry wyciagajac elektrony, czynit centrum fosforowe bardziej elektrofilowym, a przez
to bardziej podatnym na atak P(V) nukleofila. Wyjsciowy zwigzek 23 otrzymywano
w reakcji chlorku fosforu(lll) (PCl3) i 2-(hydroksymetylo)-4-nitrofenolu, a powstaty
fosforyn poddawano reakcji oksydatywnej kondensacji z odpowiednim nukleozydem.
Grupa Meiera wykorzystata reaktywny fosforanotriester 23 réwniez do otrzymywania
analogéw 5'-difosforandw nukleozyddéw z resztg cukrowa na terminalnym atomie
fosforu.!*® Wadg tego podejscia jest do$¢ dtugi czas reakcji (w zaleznoéci od

stosowanego nukleozydu, okoto doby).2°

o (o) o
[S] 1] 1) 1]
O,N _ - _pP-
2 o (NBu,),HPO, lub (NBu);HP,0, o-P Oe? o_P-0 o. B
p=0 > (o} (0] (o]
o 1.DMF,RT,3-5h n
ONukl 2. MeOH, H20, TEA (7:3:1)
RT, 16 h OH H(OR)
23 n=0,1
o
o Tl © 1] 1l
Nukl = Ade, Cyt, Gua, Thy, Ura (NBu,),HPO,= O—P—OH (NBuy);HP,0, = O—P—O—P—0OH
R = grupa ochronna ® 9(') ® e(l) el
Bu = butyl 2x NBuy 2x NBu,

Schemat 26. Synteza polifosforanow poprzez zwiqgzki typu cycloSal
wg Meiera i wsp. 1?0
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5.8. Synteza polifosforanéw z wykorzystaniem mieszanych bezwodnikéw
fosforyno-fosforanowych P(ll1)-P(V)

Jedna z ostatnio zaproponowanych metod syntezy polifosforanéw zostata
opisana w 2014 roku przez Jessena i wspotpracownikéw i bazuje na duzej reaktywnosci,
generowanych in situ, mieszanych bezwodnikéw fosforyno-fosforanowych [P(ll1)-P(V)]
(Schemat 27). W pierwszym etapie nastepowata reakcja amidofosforynu 94
z fosforanem nukleozydu, prowadzaca do mieszanego bezwodnika 95, ktérego
utleniano, a po usunieciu grup blokujacych (B-eliminacja) otrzymywano z dobrymi
wydajnosciami (75-93%) 5’-difosforan nukleozydu w formie soli piperydyniowej
(Schemat 27). Jesli jako substrat byt uzyty NDP, metoda ta prowadzita do odpowiednich
5'-trifosforanéw nukleozydow.?!

Dodatkowo, podobnie jak w innych metodach opierajgcych sie na chemii
zwigzkow P(l11), w reakcji tej kluczowe sg bezwodne warunki, gdyz slady wody prowadza
do powstawania roznych produktdw ubocznych. Zaletami tej metody sg krotki czas

reakcji, tatwo$¢ oczyszczania produktu oraz wzglednie wysokie wydajnosci.104

O OH R o
>7 NMP FmO_ 1t
’ o}P-N : - 'P-0-P-0 B
>7 pirydyna FmO 96 T o

1H-fenyltetrazol, DMSO

2 95 OH R
Fm
94 tBuOOH
. 9 9 ; e 9
O—Fl’—O—I?—O B piperydyna 5% v/v FmO—I'-l’—O—FI’—O B
°60 0 :0: OFm°0 :°>
OH R OH R
NDP blokowany NDP

B = Cyt, Gua, Ade, Ura, Thy
R=H, OH

Schemat 27. Synteza polifosforanow z wykorzystaniem mieszanych bezwodnikow P(l11)-P(V).

Podejscie wykorzystujgce mieszane bezwodniki P(IIl)-P(V) zastosowat rowniez
Meier wraz ze wspotpracownikami do syntezy pronukleotydéw typu DiPPro i TriPPPro
(Rozdziat 1V.4.2.3.). W reakcji odpowiednio blokowanego resztami acyloksybenzylowymi
amidofosforynu 96 z solg tetraalkiloamoniowg monofosforanu lub difosforanu
nukleozydu antywirusowego (np. d4T) powstat mieszany bezwodnik 97, ktéry utleniano

wodoronadtlenkiem tert-butylu (tBuOOH) i otrzymywano 5'-difosforany nukleozydéw
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z grupami maskujgcymi na terminalnej reszcie fosforanowej (Schemat 28). Odpowiednio

zablokowane NDP lub NTP otrzymywano z wydajnosciami 31-41% i 26-70%.8889¢

o Y n=0,1 GMO,_ o o o
>\\0 O-P-N d4TMP lub d4TDP GMO’P 0_Pt0 B tBuOOH GMO-P+0-P+0 B
© (o] e © o
R ; DCI, CH;CN, RT, 20 h o], k j GMo n k 7
? OH R OH R
N .2

1
GM n=1,2
96 97 blokowany NDP lub NTP

) typu DiPPro lub TriPPPro
R = alkil lub alkenyl

Schemat 28. Synteza pronukleotydow DiPPro przez mieszany bezwodnik P(lll)-P(V) zaproponowana
przez Meiera i wsp.

5.9. Synteza polifosforanow z wykorzystaniem fosfobetain

Na poczatku XXI w. Borch i wspodtpracownicy, rozszerzajac strategie
amidofosforanowg, zaproponowali nowy sposéb aktywacji centrum fosforowego
stosujac fosfobetainowy zwigzek posredni — wysoce reaktywny pirolidyniofosforan 98
(Schemat 29), ktéry efektywnie ulegat reakcji podstawienia, prowadzac szybko do
tworzenia zaréwno 5'-di- i trifosforandw nukleozyddéw, jak i dipodstawionych
5'-difosforanéw zawierajgcych reszty cukrowe na funkcji fosforanowej Pg (Schemat
29).122 Wraz z generowaniem bardzo reaktywnego jonu obojnaczego 98, wzrastata
znaczgco podatno$é centrum fosforowego na atak nukleofilowy, gtéwnie poprzez
obecnos$é dobrej grupy opuszczajgcej przy atomie fosforu. Wptyneto to korzystnie
rowniez na szybkos¢ tworzenia finalnego produktu — 1h dla otrzymywania cukrowej
pochodnej NDP oraz 10 minut dla tworzenia NTP. W przypadku analogéw difosforanow
obserwowano réwniez powstawanie niewielkich ilosci monofosforanéw nukleozydéw,
co ttumaczono obecnoscig $ladéw wody w uktadzie reakcyjnym.'?22 Pomimo dobrych
wydajnosci, metoda ta nie zostata dotychczas wykorzystana na szerszg skale. Moze to
by¢ spowodowane dtugg i dos¢ ztozong syntezg potrzebng do uzyskania wyjsciowego
amidofosforanu diestru 99, ktéry dopiero po usunieciu grupy benzylowej, a nastepnie

cyklizacji powstatego zwigzku 100, generowat reaktywny zwitterjon 98.1%7
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Schemat 29. Otrzymywanie polifosforandw z wykorzystaniem zwitterjonowego zwigzku
posredniego (pirolidyniofosforanuy).

Innym typem fosfobetain, ktéry potencjalnie moze mie¢ zastosowanie w syntezie
polifosforanéw jest pirydyniofosforan nukleozydu 101 (Schemat 30). Mozliwos¢
tworzenia sie takiego zwigzku posredniego w reakcji estru kwasu metafosforowego
z pirydynga postulowat Michelson juz w latach 60. XX w.,?3 jednakze przez wiele lat nie
znalazt on praktycznego zastosowania w syntezie wigzania bezwodnikowego. Niewielkie
zainteresowanie zwigzkami typu 101 spowodowane byto brakiem efektywnej metody
generowania tego typu zwitterjondw. Dopiero pod koniec lat 90. Stawinski
i wspoétpracownicy opracowali wydajny i prosty sposéb tworzenia fosfobetainy typu 101
z H-fosfoniandw monoestréw 102 i pokazali jego duzig reaktywnos¢ z rézinymi
nukleofilami, m.in. alkoholami, aminami, fluorkami.’** W 2008 roku,
Sun i wspodtpracownicy wykorzystali omawiang fosfobetaine do otrzymywania NTP

poprzez reakcje zwigzku 101 z solg tetrabutylamoniowa pirofosforanu (Schemat 30).

Wydajnosci izolowanych produktéw byty umiarkowane i wynosity 26-41%.12>
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o0 | o-F0 0 8| mBuyshr0 ch-oh-op-o B
H (o] 1. TMSCI N* (NBuy)3;HP,0, °0 S @0 (o]
2.1, Py -
OH OH ' || oH oH OH OH
N
102
101
B = Cyt, Ade, Gua, Ura
[o] o
©0-P-0-P-OH
(NBu,);HP,0; = «%6 €0
3xNBuy,

Schemat 30. Synteza NTP z wykorzystaniem pirydyniofosforandw.

Mozliwos¢ tworzenia in situ pirydyniofosforanu 101 oraz jego duza podatnos$¢ na

nukleofilowe podstawienie, zostata wykorzystana przez ten sam zespét badawczy do
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otrzymywania symetrycznych difosforandw dinukleozydéw. W tej metodzie,
wygenerowany podobnie jak poprzednio zwitterjonowy zwigzek 101 poddawano reakgc;ji
z 1 ekw. wody, co pozwalato otrzymywaé z dobrymi wydajnosciami (70-75%)
homodinukleotydy w serii rybo 103a oraz pochodne difosforandw zawierajace

nukleozydy o znanej aktywnosci antywirusowej — AZT oraz d4T 103b (Rys. 25).1%¢

9 ? 1] 1]
(o] II°—0—II’—O B B O—Fl’ O—I?—O B
B ( S} ) (o] [ S 0 (0]
o9 on OH OH RO R? R' R?
103a 103b
B = Ura, Cyt, Ade, Gua B =Thy
R'=N; R2=H (AZT) R', R? = C=C (d4T)

Rys. 25. Homodinukleotydy otrzymane przez Sun i wsp.

Reaktywnos$é fosfobetainy 101 w stosunku do nukleofili typu fosforanowego
[P(V) nukleofili] postanowitam wykorzysta¢ jako punkt wyjscia dla moich badan nad
syntezg difosforanéw dideoksynukleozyddw, co zostato opisane w czesci Wyniki

i dyskusja.

6. PODSUMOWANIE WSTEPU LITERATUROWEGO

Doktadne poznanie mechanizméw cyklu zyciowego HIV pozwolito na racjonalne
projektowanie lekéw ukierunkowanych na dobrze zdefiniowane cele molekularne.
Obecnie stosowana terapia antyretrowirusowa pozwala wprawdzie utrzymac wiremie
na poziomie niewywotujgcym AIDS, wymaga jednak ciggtego podawania kilku réznego
typu lekow, aby zredukowa¢ mozliwosci wystgpienia lekoopornosci wirusa.

Jednym z gtdwnych celdw biologicznych w terapii anty-HIV jest proces odwrotnej
transkrypcji. W badaniach ukierunkowanych na inhibicje tego etapu cyklu replikacyjnego
ogromnym przetomem byto wprowadzenie koncepcji pronukleotydéw, w ktorej
komorki zarazone HIV traktowane sg pronukleotydami, z odpowiednio maskowang
resztg fosforanowg. Wewnatrz komérki z pronukleotydu zostaje uwolniony 5'-fosforan
nukleozydu, ktéry jest nastepnie fosforylowany do odpowiedniego 5'-trifosforanu,
wilasciwego inhibitora syntezy wirusowego DNA. Jak dotad, wiekszos¢
pronukleotydowych strategii skupiata sie gtownie na wprowadzaniu do komorki
roznorodnych pochodnych estrowych lub amidowych monofosforanéw. Jednakze,

w zwigzku z ograniczeniami stosowania niektérych nukleotydow w terapii
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antywirusowej (vide problem z fosforylacjg przez kinazy komdérkowe do odpowiednich
NTP), podjeto badania zmierzajace do opracowania strategii pronukleotydowej rowniez
dla di- i trifosforanéw nukleozyddw. Bioragc pod uwage szereg czasami sprzecznych
wymagan stawianym tego typu prolekom (m.in. odpowiednia trwatos¢, lipofilowosé,
dostateczna rozpuszczalno$¢ w wodzie, wysoka aktywnos$¢ antywirusowa, niska
toksycznos$¢ zwigzku i jego metabolitéw), zadanie to stanowi nietatwe wyzwanie dla
badaczy.

W kontekscie powyzszego, kluczowe jest opracowanie koncepcji efektywnego
protokotu syntetycznego tworzenia szkieletu polifosforanowego. W tym rozdziale
przedstawitam podstawowe metody otrzymywania bezwodnikowego wigzania
fosforanowego, bazujgce na reaktywnosci dwdch klas zwigzkéw fosforowych — P(V)
i P(lll). Chociaz praca ze zwigzkami P(V) jest stosunkowo wygodna, to wadg tego
podejscia jest ich relatywnie niska reaktywnosc¢ (koniecznosé aktywacji), co przektada sie
czesto na dos¢ dtugi czas trwania reakcji. Chemia bardziej reaktywnych zwigzkéw P(lll)
pozwala z kolei w znacznie kréotszym czasie uzyskac¢ zaktadane produkty, jednakze
kosztem duzej podatnosci tych zwigzkdw na utlenianie i hydrolize. Warto podkreslié, ze
niezaleznie od wybranego podejscia otrzymane produkty koncowe sg zwykle polarne
i wymagajg pracochtonnych metod oczyszczania. Wspomniane ograniczenia powodujg,
ze dotychczas proponowane metody tworzenia polifosforandw wymagajg dalszych
ulepszen.

Istniejgca potrzeba opracowania skutecznej i uniwersalnej metody tworzenia
strukturalnie réznorodnych polifosforanowych (zwtaszcza pirofosforanowych) potgczen
oraz che¢ i ciekawo$¢ badan nad pronukleotydami kolejnych generacji (di-
i trifosforanow) byty bezposrednimi powodami podjecia tej tematyki w mojej rozprawie

doktorskiej.
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V. CEL BADAN

Gtéwnymi celami moich badan przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej
byto (i) zaprojektowanie rdéinych wariantow strukturalnych 5’-difosforanéw
2',3'-dideoksynukleozydéw jako zwigzkdw o potencjalnej aktywnosci anty-HIV,
(i) opracowanie uniwersalnej i wygodnej metody ich syntezy, (iii) oznaczenie
parametrow aktywnosci anty-HIV dla otrzymanych difosforandw oraz (iv) wytypowanie
zwigzkéw o najlepszych parametrach terapeutycznych jako potencjalnych struktur
wiodacych (ang. lead compounds) do dalszych badan zmierzajgcych do otrzymania
nowych, skutecznych lekéw antyretrowirusowych.

Aby osiggnac powyzsze cele, przyjetam nastepujgce zadania czgstkowe mojej pracy:

e Zaprojektowanie nowych pochodnych 5'-difosforanéw
2',3'-dideoksynukleozydéw, posiadajacych réiny rozktad podstawnikow
i tadunkoéw elektrycznych w czesci fosforanowej, jako potencjalnych
terapeutykow anty-HIV;

e Znalezienie optymalnej metody syntezy bazujacej na chemii H-fosfonianéw do
otrzymania ww. zwigzkdw oraz przeprowadzenie badan metodycznych w celu
optymalizacji wybranej metody;

e Opracowanie metody syntezy dla wprowadzenia heteroatomoéow (S i Se)
w pozycje Pq lub Pg wigzania bezwodnikowego w difosforanach;

e Synteza rdznie maskowanych 5'-difosforanéw 2',3'-dideoksynukleozyddéw i ich
analogdw, zawierajgcych niemostkowe heteroatomy przy atomach fosforu Pq
lub Pg (analogi siarkowe i selenowe), wedtug wybranej, zoptymalizowanej
metodyki;

e Oznaczenie aktywnosci anty-HIV i cytotoksycznosci otrzymanych pochodnych
we wspotpracy z laboratoriami mikrobiologicznymi (Narodowy Instytut Lekdw,
Warszawa oraz Rega Institute, Leuven);

e Okreslenie trwatosci chemicznej otrzymanych zwigzkdw oraz Sciezek ich rozktadu
w medium hodowlanym komérek RPMI-1640;

e QOkreslenie trwatosci otrzymanych zwigzkéw w medium hodowlanym komérek
wzbogaconym w aktywnos$¢é enzymatyczng surowicy bydlecej (RPMI-1640/FBS,
9:1, v/v);

e Proba korelacji oznaczonej aktywnosci anty-HIV ze strukturg i wtasciwosciami
chemicznymi (trwatoscig) badanych zwigzkéw w swietle znanych molekularnych
mechanizmow antyretrowirusowych;

e Wytypowanie zwigzkdéw o korzystnych parametrach aktywnosci anty-HIV jako
potencjalnych struktur wiodacych do przysztych badan.
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Uzasadnienie podjetych badan

Witasciwymi inhibitorami procesu odwrotnej transkrypcji podczas replikacji
wirusa HIV sg 5'-trifosforany odpowiednich  2’,3'-dideoksynukleozydéw.?’-28
Bezposrednie podawanie takich zwigzkéw osobie zakazonej jest jednak bezcelowe, gdyz
jako ujemnie natadowane czgsteczki nie sg one efektywnie transportowane przez btony
komdrkowe, co znacznie ogranicza ich biodostepno$é.3’2¢ Najprostszym rozwigzaniem
mogtoby by¢ podawanie dideoksynukleozyddw, ktére in vivo ulegatyby fosforylacji do
odpowiednich trifosforanéw. Mimo, ze takie podejscie w wielu przypadkach faktycznie
dziata (np. AZT), okazato sie jednak, ze niektdre nukleozydy (np. ddU) bedace
fragmentem zwigzkéw o bardzo wysokiej aktywnosci anty-HIV (np. 5'-trifosforan ddU),
w komoérkach praktycznie nie ulegajg pierwszej fosforylacji do 5'-monofosforanu. Takie
zwigzki, podawane w formie wolnego nukleozydu, nie wykazujg aktywnosci anty-HIV.%?"-
29 Stad zrodzita sie idea pronukleotydow — elektrycznie obojetnych fosforandw
biologicznie aktywnych nukleozydéw, w ktérych tadunek elektryczny zostat
zneutralizowany poprzez wprowadzenie grup ochronnych na reszty fosforanowe.
Zgodnie z tg koncepcjg, po wniknieciu czgsteczki pronukleotydu do komérki, grupy
ochronne ulegajg usunieciu (np. na drodze hydrolizy chemicznej i/lub enzymatycznej),
co prowadzi do uwolnienia odpowiedniego 5-monofosforanu nukleozydu. Ten z kolei,
pod wptywem kinaz komérkowych, ulega stopniowej fosforylacji do 5'-trifosforanu
2',3'-dideoksynukleozydu, wtasciwego zwigzku anty-HIV.3823% Poczatkowo postulowano
bezwzgledna koniecznos$¢ catkowitego maskowania tadunku w czgsteczce i w tym celu
zaproponowano wiele strategii pronukleotydowych bazujgcych na estrach lub amidach
jako grupach ochronnych dla funkcji 5'-fosforanowej 2',3'-dideoksynukleozydéw (np.
badania grupy McGuigana,*®*? Imbacha,*® Kraszewskiego,** Meiera* i innych).
Jednakze, na przestrzeni lat, coraz czesciej obserwowano, ze pewne typy
pronukleotydéw obdarzone fadunkiem ujemnym takze efektywnie przenikajg przez
btony komédrkowe i wykazujg wysokg aktywnos$é biologiczng (np. prace grupy
Wagnera,”>”’” Kraszewskiego’®). Z jednej strony podwazato to stuszno$é ogdlnie
akceptowanego postulatu o koniecznosci neutralizacji tadunku elektrycznego jako
podstawowego kryterium efektywnego transportu pronukleotydéw przez btony
biologiczne, ale z drugiej otworzyto mozliwosci poszerzenia spektrum projektowanych

pronukleotyddw o nowe, zjonizowane warianty.
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Strategia pronukleotydowa polegajgca na dostarczaniu do komorki
monofosforylowanych nukleozydéw o znanej aktywnos$ci antywirusowej, nie
rozwigzywata jednak catkowicie problemu efektywnego generowania aktywnego
metabolitu (odpowiedniego 5'-trifosforanu), poniewaz tworzgce sie w komorce
monofosforany 2',3'-dideoksynukleozydéw muszg ulega¢ enzymatycznej fosforylacji
kolejno do di- i w koricu do trifosforanéw. Fosforylacja difosforanéw do odpowiednich
trifosforandw zachodzi zwykle szybko i efektywnie, natomiast przeksztatcenie
monofosforylowanego nukleozydu w odpowiedni difosforan, nie zawsze zachodzi tatwo
(vide casus konwersji AZTMP do AZTDP). Wydawato sie wiec racjonalne sprébowac
dostarcza¢ do komodrek odpowiednie difosforany nukleozydéw antywirusowych.
Niestety, w literaturze znalezé mozna tylko nieliczne doniesienia o polifosforanowych
(di- i trifosforanowych) pronukleotydach ukierunkowanych na zwalczanie wirusa HIV.
Poczatkowo niewielkie zainteresowanie takg strategia zwigzane byto prawdopodobnie
z trudnosciami syntetycznymi i wysoka labilnoscia wigzania bezwodnikowego
w polifosforanach zawierajgcych grupy blokujgce na kazdej reszcie fosforanowej.
Wspomniane powyzej wyniki badarn grupy Wagnera’>7%77 pozwolity przypuszczaé
jednak, ze polifosforanowe zwigzki projektowane jako pronukleotydy zawierajgce
tadunek elektryczny beda zaréwno stabilne, jak i zdolne do przenikania przez btony
komodrkowe. Stad tez, wszystkie przedstawione w poprzednim rozdziale strategie
polifosforanowych pronukleotyddw dotyczyty zwigzkéw posiadajgcych co najmniej
jeden tadunek ujemny w czgsteczce. Warto podkresli¢, ze pierwsze propozycje
stosowania 5’-difosforandw nukleozyddéw jako potencjalnych prolekéw (np. badania
grupy Hostetlera®? czy Huynh Dinha®) zakfadaty, ze zwigzki te bedg generowac
w komoédrce odpowiednie 5'-monofosforany 2’,3'-dideoksynukleozydéw, a nie
5'-difosforany. Dopiero grupa Meiera zaproponowata systemy ochronne pozwalajgce na
uwalnianie w komoérce ddNDP i ddNTP z odpowiednich polifosforanéw (pronukleotydy
typu DiPPro i TriPPPro)88b88c8sesd — Klyczowe w tych podejsciach okazato sie
wprowadzenie grup maskujacych tadunek na resztach fosforanowych Pg lub Py, ktére
mozna byto usuwac bez naruszania wigzania bezwodnikowego P-O-P.

Rozpoczynajac realizacje mojej pracy doktorskiej w Zaktadzie Chemii Kwasow
Nukleinowych IChB PAN, wtgczytam sie w badania nad projektowaniem nowych typéw

difosforanowych pronukleotydéw jako potencjalnych terapeutykdw anty-HIV.
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Poniewaz, jak wspomniatam, enzymatyczna fosforylacja 5'-difosforanéw nukleozydéw
do odpowiednich trifosforanédw zachodzi tatwo, zatozytam, ze difosforany
2’,3'-dideoksynukleozyddéw beda dobrymi zwigzkami modelowymi dla moich badan. Ze
wzgledu na wieloletnie do$wiadczenie naszego laboratorium w chemii H-fosfoniandw,
do otrzymywania réznych 5’-difosforanéw 2',3'-dideoksynukleozyddéw i ich analogéw

poszukiwatam nowych drég syntetycznych opartych wtasnie na tej metodologii.
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VI. WYNIKI | DYSKUSJA

1. PROJEKTOWANE NOWE WARIANTY STRUKTURALNE 5’-
DIFOSFORANOW NUKLEOZYDOW

Mojg prace rozpoczetam od zaprojektowania réznych typéw 5'-difosforanéw
2’,3'-dideoksynukleozydéw o potencjalnej aktywnosci anty-HIV. Na tym etapie nie
zaktadatam konkretnego mechanizmu dziatania anty-HIV tych zwigzkéw, aby a priori nie
odrzucac zwigzkow o nieznanej jeszcze farmakodynamice. Nasza uwaga skierowana byta
raczej na otrzymaniu strukturalnie réoznych zwigzkéw docelowych, w celu znalezienia
nowych struktur wiodacych. Poszukiwatam tez mozliwie uniwersalnego podejscia
syntetycznego, ktére pozwolitoby z dobrymi wydajnosciami wprowadza¢ réznorodne
modyfikacje nie tylko w obrebie grup maskujgcych tadunek reszt fosforanowych, ale
rowniez w samym szkielecie pirofosforanowym.

Zaprojektowane struktury podzielitam na cztery grupy przedstawione na Rys. 26
jako warianty strukturalne I-1V, gdzie GM oznacza wybrane grupy maskujace. Wariant
strukturalny I, to catkowicie zablokowane 5'-difosforany 2’,3'-dideoksynukleozydéw.
Mimo oczekiwanej duzej labilnosci wigzania bezwodnikowego P-O-P, zostaty one
wigczone do badan jako zwigzki referencyjne oraz w celu weryfikacji doniesien
literaturowych na temat szybkiej hydrolizy tego typu pochodnych. Wariant strukturalny
I, to wybrane pochodne 5'-difosforandw nukleozyddw posiadajace formalnie jeden
tadunek ujemny przy atomie fosforu P, lub Pg oraz dodatkowo jeden heteroatom (siarke
lub selen) w pozycji niemostkowej ugrupowania difosforanowego. Wariant strukturalny
111, to grupa pochodnych difosforandw posiadajgcych dwa formalne tadunki ujemne oraz
dodatkowo jeden heteroatom (siarke lub selen) w pozycji niemostkowej przy atomie
fosforu Pq lub Pg. Wreszcie wariant strukturalny 1V, to niezablokowane 5'-difosforany
2',3'-dideoksynukleozyddw, posiadajgce formalnie trzy tadunki ujemne. Z zatozenia tego
typu zwigzki nie powinny przenikaé przez btony komodrkowe
i w badaniach traktowatam je jako zwigzki referencyjne.

Stosujac wspomniane modyfikacje w czesci 5'-difosforanowej
2',3'-dideoksynukleozydéw chciatam sprawdzi¢, jaki wptyw na witasciwosci
fizykochemiczne tych zwigzkéw (m.in. na trwato$¢, lipofilowosé) oraz ich aktywnosé

biologiczng (aktywnos$¢ anty-HIV, cytotoksycznos$¢) bedg miaty: pozycja tadunku
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ujemnego w czasteczce, potozenie i rodzaj heteroatomu oraz typ wybranych grup
maskujgcych. Nalezy zaznaczy¢, ze wprowadzenie heteroatoméw przy atomie fosforu Py
lub Pg generuje centrum asymetrii i powoduje, ze zwigzki te wystepujg w formie dwéch
P-diastereoizomerdéw, moggcych roézni¢ sie witasciwosciami fizycznymi, chemicznymi
i biologicznymi. W ramach niniejszych badan nie planowano rozdziatu takich zwigzkow
na diastereoizomery lub préb ich stereospecyficznej syntezy. Bytoby to jednak wskazane
w przypadku, gdyby mieszaniny diastereomeréw wykazywaty obiecujgcg aktywnosc
biologiczna.

w sumie zaprojektowatam ok. 50 réznych difosforanow
2’,3'-dideoksynukleozydéw dla moich badan nad syntezg i wtasciwos$ciami biologicznymi
(aktywnosc¢ anty-HIV) pochodnych 5'-difosforanéw 2',3'-dideoksynukleozydéw. Przeglad
literatury dotyczacej otrzymywania polifosforandw wykazat, ze do zrealizowania
zatozonych celéw mozna stosowaé rézne strategie syntetyczne. Po zaprojektowaniu
konkretnych wariantow strukturalnych 5’-difosforanéw nukleozydéw oraz analizie
metod syntezy polifosforandéw stwierdzitam, ze najbardziej odpowiednim i efektywnym
podejsciem moze okazac sie wykorzystanie chemii H-fosfonianéw. Jako dodatkowy atut
potraktowatam wieloletnie doswiadczenie naszego Zespotu w rozwijaniu wtasnie tego

obszaru chemii fosforu.
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Rys. 26. Zaprojektowane warianty strukturalne 5’-difosforanow nukleozydow.



VI. Wyniki i dyskusja | 95

2. CHEMIA H-FOSFONIANOW. WYBOR DROGI SYNTEZY 5'-
DIFOSFORANOW NUKLEOZYDOW

Pierwsze zastosowania H-fosfoniandw w syntezie produktéw naturalnych
datujemy na lata 50. XX w., kiedy to grupa Todda opisata otrzymywanie fosforanodiestru
dinukleozydu wykorzystujgc wtasnie te zwigzki.'?” Nastepnie przez szereg lat chemia
H-fosfoniandw nie budzita specjalnego zainteresowania i dopiero trzy dekady pdzniej
dwa dziatajgce niezaleznie od siebie laboratoria (Stawinskiego oraz Froehlera
i Mateucciego) zapoczatkowaty rozwdj tej chemii jako kompleksowej metodologii
w syntezie biologicznie waznych zwigzkéw zawierajgcych atom fosforu.?®

Niewatpliwg zaletg chemii H-fosfonianéw jest unikatowa mozliwosé
wprowadzania réznorodnych modyfikacji na centrum fosforowe m.in. poprzez uzywanie
réznych substratéw (okso, tio, seleno) lub/i zmiane warunkdw utleniania. Kluczowe dla
szerokiego zastosowania H-fosfoniandw do otrzymywania organicznych zwigzkéw
fosforu sa: (i) rownowaga tautomeryczna pomiedzy formg fosforynowgq a fosfonianowa
(Rys. 27), (ii) duza elektrofilowos¢ centrum fosforowego w aktywowanych monoestrach
H-fosfoniandw, (iii) tatwos¢ otrzymywania odpowiednich H-fosfonianomonoestréw i ich
seleno czy tio pochodnych jako substratdw syntetycznych oraz ich duza trwatosc
podczas przechowywania, (iv) tatwe utlenianie do zwigzkéw P(V) oraz szerokie

mozliwosci otrzymywania réznych analogéw fosforanéw poprzez zmiane warunkow

utleniania.
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Rys. 27. Rownowaga tautomeryczna H-fosfonianomono- (A) i diestréw (B).

Zdecydowanie najistotniejszg cechg wyrdzniajgcg H-fosfoniany sposréd innych
zwigzkow fosforu jest mozliwos¢ ich wystepowania w postaci dwéch form
tautomerycznych rdéznigcych sie liczbg wigzan wokdt centrum fosforowego (A) oraz

liczbg koordynacyjng (o) (Rys. 27) i w konsekwencji zréznicowang reaktywnoscia
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chemiczng. Przesuwanie réwnowagi ukfadu daje mozliwos¢ wykorzystania zalet
syntetycznych kazdej z form tautomerycznych. Terwalentna forma fosforynowa na
skutek obecnosci wolnej pary elektronowej na atomie fosforu, tatwo reaguje
z elektrofilami, a wprowadzenie do czasteczki elektrono-wyciggajgcych podstawnikéw
moze zwiekszy¢ podatnos¢ atomu fosforu na atak nukleofila. Forma
tetraskoordynowana (H-fosfonianowa), charakteryzujgca sie obecnoscig funkcji P=0
i P-H, posiada bardzo silne centrum elektrofilowe na atomie fosforu i zwykle tatwo
reaguje z nukleofilami. Tak wiec mono- i diestry kwasu fosfonowego mogg reagowac
zaréwno z elektrofilami jak i z nukleofilami, w zaleznos$ci od tego, w ktérg strone
przesuniemy rownowage tautomeryczna.

Ze wzgledu na rdzng reaktywnos$é obu form tautomerycznych oraz mozliwos¢
przesuwania réwnowagi pomiedzy nimi w roztworze, wyrdzniamy dwa gtdwne typy
reakcji, ktorym ulegajg mono- i diestry H-fosfonianéw. W formie fosfonianowej,
H-fosfonianomonoestry zaktywowane czynnikiem kondensujgcym fatwo tworzga diestry
lub H-amidofosfoniany monoestry w reakcji z odpowiednimi alkoholami lub aminami.
Poniewaz istnieje wiele prostych i wydajnych metod syntezy H-fosfonianomonoestrow
orazich tio i seleno analogdéw, otwiera to droge do otrzymywania réznych H-fosfoniano,
H-tiofosfoniano- i H-selenofosfonianodiestréw, a z nich z kolei odpowiednich P(V)
pochodnych.

Z formy fosforynowej H-fosfoniandw korzystamy najczesciej chcac otrzymad ze
zwigzku P(lll) odpowiednig pochodng P(V). Zazwyczaj funkcja H-fosfonianowa
wprowadzona zostaje do biomolekut w celu pdzniejszego jej utlenienia (jodem lub
siarkg) lub oksydatywnej kondensacji z réznymi nukleofilami. Réznorodnos¢ zwigzkdw
posrednich oraz mozliwo$é zmiany warunkéw utleniania pozwala na otrzymanie réznych
analogéw biologicznie wainych estréw fosforowych. Wybrane mozliwosci
przeksztatcenia H-fosfonianodiestréw w odpowiednie pochodne i analogi fosforanow

[zwigzki P(V)] pokazuje Schemat 31.
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Schemat 31. Wybrane oksydatywne przeksztatcenia H-fosfonianodiestréw.1?®

Szukajac wydajnego i mozliwie uniwersalnego podejscia syntetycznego do
otrzymywania  zaprojektowanych  5'-difosforanéw  2',3’-dideoksynukleozyddéw
rozpatrywatam dwie mozliwe strategie, obie z uzyciem odpowiedniego 5'-H-fosfonianu
nukleozydu jako wyjsciowego substratu. W pierwszym podejsciu (Schemat 32, A)
rozwazatam mozliwos¢ wykorzystania elektrofilowej formy H-fosfonianowej, powstatej
w  wyniku  aktywacji odpowiedniego  H-fosfonianomonoestru  czynnikiem
kondensujacym, do wygenerowania mieszanego bezwodnika P(lll)-P(V) poprzez atak
obecnego w uktadzie reakcyjnym P(V) nukleofila [np. diestru kwasu ortofosforowego(V)]
na centrum P(lll) zaktywowanego H-fosfonianu, a nastepnie utlenienie utworzonego
mieszanego bezwodnika do odpowiedniego 5'-difosforanu nukleozydu. Z kolei w drugim
podejsciu (Schemat 32, B) transformacja syntetyczna inicjowana jest utworzeniem
terwalentnej formy fosforynowej przy zastosowaniu czynnika sililujgcego, a nastepnie
utlenienie jodem wobec pirydyny powstatego estru sililowego oraz reakcje utworzonej

betainy pirydyniowej z P(V) nukleofilem [np. diestrem kwasu ortofosforowego(V)].
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Schemat 32. Rozwazane strategie syntetyczne otrzymywania 5’-difosforanow nukleozydoéw
bazujgce na chemii H-fosfoniandw.

Droga A wydawata sie by¢ bardziej racjonalna, poniewaz w zasadzie pozwalata,
na otrzymanie wszystkich zaprojektowanych wariantéw strukturalnych I-1V (Rys. 26)
z jednego prekursora —monoestru 5'-H-fosfonianu 2',3’-dideoksynukleozydu, zmieniajac
jedynie rodzaj uzytego P(V) nukleofila (etap pierwszy) i warunki utleniania (etap drugi).
Niestety, wstepne badania prowadzone w celu ustalenia najkorzystniejszej drogi
syntetycznej wykazaty, ze S$ciezka A nie jest dobrym rozwigzaniem. Aktywacja
H-fosfonianu czynnikiem kondensujgcym (chlorek piwaloilu) w obecnosci
fosforanodiestru w rdéznych warunkach nie powiodta sie, gdyz w widmie 3P NMR nie
obserwowatam sygnatéw od mieszanego bezwodnika P(lll)-P(V). Prawdopodobnie
mogto to byé spowodowane nieselektywng aktywacjg 5'-H-fosfonianu nukleozydu.
Proby przeprowadzenia reakcji dwuetapowo, tzn. najpierw preaktywacja
H-fosfonianu monoestru czynnikiem kondensujgcym, a nastepnie dodanie nukleofila,
réwniez prowadzity do tworzenia sie mieszaniny produktéw.3°

Droga B, w przeciwienstwie do drogi A, wymagata przygotowania trzech, zamiast
jednego, prekursoréw do syntezy zaplanowanych 5'-difosforandw. Oprécz pokazanego
na Schemacie 32 5'-H-fosfonianomonoestru nukleozydu, byty to odpowiednie H-tio-
i H-selenofosfoniany monoestry, potrzebne dla otrzymania analogéw difosforanow
zawierajgcych siarke lub selen na atomie fosforu Po. Mimo wiekszego naktadu pracy,
zaletg drogi B byt fakt, ze nasza grupa badawcza miata juz pewne rozeznanie we
wiasciwosciach pirydyniofosforandw. Dotychczas najlepiej (cho¢ dos¢ wybidrczo)
poznano reaktywnos$é fosfobetainy pirydyniowej wobec amin, alkoholi czy fluorkéw.?*

Dopiero  stosunkowo niedawno zaczeto badaé¢ mozliwos¢ wykorzystania
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pirydyniofosforanu w celu syntezy uktadéw polifosforanowych,'?>126 lecz byly to
nieliczne prace, w ktérych brak byto informacji na temat wptywu rodzaju czynnika
sililujgcego, utleniacza, katalizatora nukleofilowego, nukleofila, itp. na przebieg oraz
wydajnos¢ catej reakcji oksydatywnej kondensacji. Warto réwniez podkresli¢, ze
jedynym przebadanym dotychczas fosforanowym nukleofilem w reakcji oksydatywnej
kondensacji H-fosfonianomonoestrow byta sél tetrabutyloamoniowa pirofosforanu.
Wstepne eksperymenty pokazaty, ze w reakcji tej mozliwe jest otrzymywanie réwniez
5'-difosforanéw 2’,3'-dideoksynukleozydéw, a wiec pochodnych, ktérymi bytam
szczegblnie zainteresowana.

W zwigzku z powyziszym postanowitam przyjrzeé¢ sie blizej mozliwosciom
wykorzystania wtasnie tej reakcji do otrzymania zaprojektowanych réznych wariantéw
strukturalnych dla 5'-difosforanéw 2',3’-dideoksynukleozyddw. Oprdcz samej syntezy
wazne byto dla mnie rowniez lepsze poznanie chemii reakcji oksydatywnej kondensacji,
dlatego zaplanowatam badania metodyczne dotyczgce optymalizacji warunkow syntezy
oraz poznanie wplywu poszczegdlnych reagentéw na efektywnos¢ generowania
pirydyniofosforanu i jego reakcji z wybranym P(V) nukleofilem. Chciatam zaznaczy¢, ze
mozliwosci wykorzystania tio- i seleno-fosfobetain pirydyniowych nukleozydéw
w reakcji z réoznymi P(V) nukleofilami do otrzymywania odpowiednich pochodnych
posiadajgcych heteroatom (siarke lub selen) przy atomie fosforu Po szkieletu

difosforanowego, nie byty do tej pory opisane.

3. BADANIA METODYCZNE NAD REAKCJA OKSYDATYWNEJ KONDENSACII

Reakcje utleniania H-fosfonianéw do odpowiednich pochodnych fosforandw
[zwigzkéw P(V)] prowadzone zwykle za pomocg jodu w obecnosci odpowiedniego
nukleofila, nazywamy oksydatywng kondensacjg. Sitg napedowa tej reakcji jest
obecnos$¢ lub generowanie w roztworze formy terwalentnej fosfonianu, ktéra moze
reagowac z elektrofilowymi utleniaczami. Dla diestrow H-fosfoniandéw reakcja ta
zachodzi bardzo fatwo, natomiast H-fosfonianomonoestry, na skutek obecno$ci tadunku
ujemnego, sg odporne na utlenianie jodem i wymagajg uprzedniego przeksztatcenia ich

w formy terwalentne.
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Proces oksydatywnej kondensacji mozna podzieli¢ na dwa etapy: generowanie
pirydyniofosforanu P-Py (nazywanego réwniez adduktem pirydyniowym metafosforanu
lub fosfobetaing pirydyniowg) oraz nastepujgce po nim podstawienie nukleofilowe
reszty pirydyny przytagczonej do atomu fosforu. Na Schemacie 33 przedstawiono
skrotowy (pogrubiona strzatka) i szczegétowy zapis tworzenia sie tej kluczowej
fosfobetainy w wyniku dziatania czynnika sililujgcego, utleniacza oraz katalizatora
nukleofilowego na monoester H-fosfonianu. Przemiana ta, mimo iz zachodzi
spontanicznie i szybko (<5 min.), jest dos¢ skomplikowang, wieloetapowa
transformacjg. W pierwszym etapie reakcji monoester H-fosfonianu zostaje
przeprowadzony, za pomoca odpowiedniego czynnika sililujgcego
(np. TMSCI), w ester sililowy, co utatwia dalsze sililowanie i utworzenie nukleofilowej
formy terwalentnej z wolng parg elektrondéw na atomie fosforu. Pochodna ta reaguje
nastepnie z jodem, co prowadzi do powstania czterowigzalnej soli fosfoniowej, ktéra po
odsililowaniu daje odpowiedni jodofosforan, i w korfcu, poprzez nukleofilowe
podstawienie jodku (na centrum fosforowym) pirydyng, reaktywny pirydyniofosforan
P-Py.

Moim celem byto przeprowadzenie badan metodycznych nad reakcjg
oksydatywnej kondensacji monoestréw H-fosfoniandw z P(V) nukleofilami dla
(i) znalezienia optymalnych warunkéw generowania adduktu P-Py, a nastepnie
(ii) sprawdzenia jego reaktywnosci w stosunku do réznych P(V) nukleofili. Chcac
zoptymalizowaé zaproponowang metode zaprojektowatam uktad modelowy, ktéry
postuzyt mi do zbadania wptywu poszczegdlnych reagentdw na przebieg i wydajnosé

generowania pirydyniofosforanu P-Py.
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Schemat 33. Generowanie pirydyniofosforanu z H-fosfonianomonoestru.
3.1. Uktad modelowy do badan metodycznych

Zaproponowany przeze mnie uktad modelowy zaktadat sprawdzenie wptywu
kazdego z uzytych reagentow na szybkosc i efektywnos¢ generowania odpowiedniego
pirydyniofosforanu w zaleznosci od zastosowanego: substratu, czynnika sililujgcego,
utleniacza oraz katalizatora nukleofilowego, w kontekscie jego reaktywnosci z P(V)
nukleofilami. Modelowg reakcje podzieli¢ mozna na kilka etapow: sililowanie i tworzenie
formy terwalentnej, utlenianie, substytucja katalizatorem nukleofilowym oraz reakcja
z badanym nukleofilem, prowadzaca do powstania finalnego produktu, w tym

przypadku, réznych pochodnych 5’-difosforanéw nukleozyddéw (Schemat 34).
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Schemat 34. Uktad modelowy do badan nad optymalizacjg warunkdéw oksydatywnej kondensacji
H-fosfonianomonoestrow z P(V) nukleofilami.

Do badan wybratam 5'-H-fosfonian 3’-azydo-2’,3'-dideoksytymidyny (HPAZT).
Wybdr ten byt uzasadniony kilkoma czynnikami. (i) Wzgledy merytoryczne — szeroko
opisane zastosowania pochodnych AZT w strategii pronukleotydowej, co pozwalato
poréwnywaé¢ wiasciwosci otrzymanych przeze mnie pochodnych z danymi
literaturowymi. Ponadto, jak juz wspomniatam wczesniej, konwersja AZTMP do AZTDP
jest etapem limitujgcym szybkos$é transformacji do aktywnego biologicznie AZTTP, stad
tez, AZT wydawat sie by¢ bardzo dobrym kandydatem do sprawdzenia efektywnosci jego
difosforanowych pochodnych w inhibicji procesu replikacji wirusa HIV. (ii) Wzgledy
praktyczne — HPAZT jest prosty w syntezie i wygodny w uzyciu (ciato state, dobra
rozpuszczalnosé w rozpuszczalnikach organicznych, trwatosc). (iii) Wzgledy ekonomiczne
— AZT to najtanszy z dostepnych komercyjnie dideoksynukleozydéw antywirusowych,
co miato istotne znaczenie przy duzej liczbie planowanych eksperymentow.

Zwykle reakcje oksydatywnej kondensacji prowadzone sg w pirydynie, ktéra
petni role zaréwno rozpuszczalnika, jak i katalizatora nukleofilowego. Chcac sprawdzié
mozliwos¢ wykorzystania réwniez innych katalizatoréw nukleofilowych (np. réznie
podstawione pirydyny lub aminy 3°) opracowatam ogdlne warunki reakcyjne sktadajgce
sie z aprotycznego rozpuszczalnika (acetonitryl) zapewniajgcego homogenno$¢ catego
medium oraz 10 ekw. (liczonych wzgledem H-fosfonianomonoestru) badanego
katalizatora nukleofilowego. Reakcje oksydatywnej kondensacji wykonywatam dodajac
do roztworu monoestru H-fosfonianu i katalizatora nukleofilowego w acetonitrylu

kolejno: czynnik sililujgcy, utleniacz oraz badany nukleofil, a przebieg reakcji Sledzitam

(o)

P(V) nukleofil GO—P—OAZT

~——-—



VI. Wyniki i dyskusja | 103

za pomocya spektroskopii 3P NMR. Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw oraz
konkluzje dotyczace optymalnych warunkdéw prowadzenia reakcji oksydatywnej

kondensacji HPAZT z P(V) nukleofilami przedstawiam w nastepnych podrozdziatach.
3.2. Wptyw czynnika sililujgcego

Czynnik  sililujgcy  petni niezwykle  wazng role w  utlenianiu
H-fosfonianomonoestrow umozliwiajac, gtéwnie ze wzgledu na duze powinowactwo
atomu krzemu do tlenu, szybkie przeprowadzenie zjonizowanej tetraskoordynowane;j

formy fosfonianowej w nukleofilowy, terwalentny, bissililowany fosforynotriester

(Schemat 35).
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Schemat 35. (A) Reakcja sililowania HPAZT prowadzqgca do utworzenia kluczowej dla procesu
utleniania formy terwalentnej; (B) Widmo 3P NMR reakcji (A).

Standardowo stosowanym do tego celu odczynnikiem jest chlorek trimetylosililu
(TMSCI, Rys. 28), ale do moich badan metodycznych postanowitam wigczy¢ réwniez inny
handlowo dostepny reagent — N,O-bis(trimetylosililo)acetamid (BSA, Rys. 28), ktory jak
dotad nie byt uzywany jako czynnik sililujgcy w reakcji oksydatywnej kondensacji

H-fosfonianomonoestrow z nukleofilami.

HyC OSi(CH3)s
H4C-Si-Cl N_—
; H.C N-Si(CH
H,C 3 (CH3)s3
TMSCI BSA

Rys. 28. Powszechnie stosowane w chemii nukleozyddw i nukleotyddw czynniki sililujgce:
TMSCI i BSA.

Czynnik sililujgcy petni podczas reakcji oksydatywnej kondensacji podwadjng role:
(i) przeksztatca wyjsciowe H-fosfonianomonoestry w aktywne i podatne na utlenianie

bissililowane fosforyny oraz (ii) zabezpiecza bezwodne warunki podczas catego procesu.
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Na widmie 3'P NMR (Schemat 35) wida¢é, ze w zaleznos$ci od ilosci uzytego czynnika
sililujgcego tworzy sie mieszanina diastereomeréw — monosililowanego H-fosfonianu
(dwa sygnaty przy -2 ppm) i bissililowanego fosforynu. Poniewaz oba te zwigzki sg
w réwnowadze chemicznej, a czynnik sililujgcy ulega regeneracji w czasie reakcji
(Schemat 33), do catkowitego utlenienia H-fosfonianu i wygenerowania odpowiedniego
pirydyniofosforanu wystarczajg w zasadzie katalityczne ilosci chlorku trimetylosililu.
Jednakze ze wzgledu na koniecznos¢ utrzymywania bezwodnych warunkéw w czasie
oksydatywnej kondensacji, zaleca sie stosowanie nadmiaru tego reagenta.'?4¢

Wybierajagc TMSCI i BSA (Rys. 28) chciatam sprawdzi¢ wptyw rodzaju
stosowanego czynnika sililujgcego oraz jego ilosci na efektywnos¢ generowania
pirydyniofosforanu, a nastepnie na jego reaktywnos¢ wobec wybranego P(V) nukleofila.
Ciekawito mnie, czy te dwa zwigzki z uwagi na taka samg budowe ugrupowania
krzemowego, ale rdéznigce sie grupa odchodzacag (chlorki w przypadku TMSCI oraz
acetamid dla BSA), bedg zachowywac sie podobnie w ukfadzie reakcyjnym. Jest to o tyle
wazne, ze reakcje sililowania prowadzimy in situ i produkty rozktadu uzytego odczynnika
pozostajg w medium reakcyjnym w czasie nastepnych etapow syntezy. Kolejng istotng
kwestig w rozwazaniu wptywu czynnikdéw sililujgcych na przebieg reakcji oksydatywne;j
kondensac;ji jest ich duze powinowactwo do atomu tlenu. W przypadku planowanego
uzycia fosforandw jako nukleofili, rozwazatam mozliwosé konkurencyjnego, wzgledem
H-fosfonianu, sililowania uzytego nukleofila, co mogtoby prowadzi¢ do obnizenia
efektywnosci generowania pirydyniofosforanu lub znacznego obnizenia reaktywnosci
nukleofila. W tym kontekscie waznym wydawat sie réwniez wybér sposobu wykonania
oksydatywnej kondensacji — sciezka syntetyczna one-pot-one-step vs one-pot-two-steps
(Schemat 36).

Badania metodyczne rozpoczetam od ustalenia optymalnej Sciezki syntetycznej
dla oksydatywnej kondensacji HPAZT z handlowo dostepnym P(V) nukleofilem,
fosforanem dibutylowym. Mozliwe warianty reakcji réznity sie od siebie jedynie
kolejnoscig dodawania nukleofila. W reakcji typu one-pot-one-step fosforan dibutylowy
znajdowat sie w ukfadzie reakcyjnym przed rozpoczeciem utleniania, natomiast
w drugim wariancie, one-pot-two-steps, najpierw generowatam pirydyniofosforan,
a nastepnie dodawatam nukleofil. W obu przypadkach stosowatam standardowe

reagenty dla oksydatywnej kondensacji: TMSCI (2 ekw.) jako czynnik sililujgcy, jod
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(1,5 ekw.) jako utleniacz oraz pirydyne petnigcg funkcje zaréwno katalizatora
nukleofilowego, jak i rozpuszczalnika. Schemat 36 przedstawia dwie rozwazane $ciezki

syntezy 5'-difosforanéw nukleozydéw.

one-pot-one-step

1. MP
2. TMSCI
3.1,

> BuO-P-O-P-OAZT
Py | 1)
H OBu O

one-pot-two-steps

MP = monofosforan dibutylowy
Bu = butyl
Py = pirydyna

Schemat 36. Dwie sciezki syntezy 5’-difosforanow nukleozyddéw: one-pot-one-step oraz one-pot-
two-steps.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze w przypadku P(V) nukleofili
pierwsza Sciezka syntezy (typu one-pot-one-step) nie byta korzystnym rozwigzaniem ze
wzgledu na niewielkg ilos¢ tworzgcego sie produktu, niezaleznie od rodzaju
stosowanego czynnika sililujgcego. Spowodowane to byto najprawdopodobniej duzym
stopniem sililowania nukleofila (tworzenie sililo fosforanotriestru) i wobec zuzycia
czynnika sililujgcego, niepetnym utlenianiem H-fosfonianomonoestru. Natomiast
Sciezka typu one-pot-two-steps pozwalata na  efektywne generowanie
pirydyniofosforanu i w konsekwencji, na wydajng synteze odpowiedniego difosforanu.

Pierwszym badanym przeze mnie czynnikiem sililujgcym byt chlorek
trimetylosililu. Po wykonaniu serii reakcji réznigcych sie iloscig tego reagenta (0,25 ekw.,
0,5 ekw., 1 ekw., 2 ekw., 5 ekw.) stwierdzitam, ze generowanie pirydyniofosforanu
(6 =-4.9 ppm, 3P NMR) z HPAZT w pirydynie wobec jodu (1,5 ekw.) przebiegato wydajnie
we wszystkich przypadkach. Nie zaobserwowatam rdéwniez istotnych rdznic
w reaktywnosci tak wygenerowanego adduktu P-Py w stosunku do dodanego P(V)
nukleofila, fosforanu dibutylowego (3 ekw.).

Badajgc mozliwosé wykorzystania BSA jako czynnika sililujgcego w oksydatywnej

kondensacji, zaplanowatam serie poréwnawczych eksperymentdéw. Juz przy uzyciu
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0,5 ekw. N,O-bis(trimetylosililo)acetamidu w widmie 3P NMR zaobserwowatam sygnaty
pochodzagce zaréwno od pozadanej fosfobetainy P-Py, jak i produktu ubocznego,

rezonujgcego przy ép = -17 ppm (Rys. 29).
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Rys. 29. Widmo 3'P NMR zarejestrowane podczas generowania pirydyniofosforanu P-Py z HPAZT
z uzyciem BSA (0,5 ekw.) i jodu (1,5 ekw.) w pirydynie.

Zwiekszenie ilosci BSA do 2 ekw. spowodowato powstawanie wyigcznie
wspomnianego produktu ubocznego, ktéry nie reagowat z dodanym nastepnie do
uktadu fosforanodiestrem. Przesuniecie chemiczne powstajgcego zwigzku nie pozwalato
na przypisanie mu prawdopodobnej struktury, stad tez konieczne byto przeprowadzenie
dodatkowych eksperymentéw. Kiedy do wygenerowanego z uzyciem TMSCI
pirydyniofosforanu P-Py dodatam BSA (1 ekw.), zaobserwowatam ilo$ciowe tworzenie
sie zwigzku o przesunieciu chemicznym 6p = -17 ppm. Po przeanalizowaniu wielu opcji
strukturalnych, wstepnie zidentyfikowatam ten produkt jako bissililowany
fosforanomonoester AZT (Schemat 37). Zgodnie z postulowang strukturg, dodanie
nadmiaru wody do mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej zwigzek o 6p = -17 ppm
prowadzito natychmiast do tworzenia sie AZTMP. W przypadku ograniczonej ilosci wody,
w widmie fosforowym mozina bylo réwniez zaobserwowaé powstawanie
monosililowanej pochodnej (6p = -6,7 ppm). Postulowana struktura zostata
potwierdzona przez wygenerowanie identycznego zwigzku w reakcji AZTMP z chlorkiem
trimetylosililu (2 ekw.).

Pomimo identyfikacji tworzgcego sie produktu jako bissililowanego fosforanu
AZT, mechanizm jego powstawania byt wcigz niejasny. Poniewaz konwersja
pirydyniofosforanu do bissililowanego fosforanu zachodzita bez tworzenia sie
produktéw posrednich widocznych w 3P NMR, i obserwowana byta tylko w przypadku

BSA, mozemy jedynie spekulowac o kluczowej dla tego procesu roli produktéw rozktadu
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czynnika sililujgcego powstatych podczas sililowania H-fosfonianu. Postulowany

mechanizm przedstawiony zostat na Schemacie 37.
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Schemat 37. Postulowany mechanizm przemiany pirydyniofosforanu P-Py w bissililowany fosforan.

Przypuszczalnie reakcja ta zachodzi poprzez nukleofilowy atak acetamidu (lub
jego N-sililowanej pochodnej powstatej z BSA) na elektrofilowe centrum fosforowe
adduktu pirydyniowego P-Py, generujac mieszany bezwodnik acetimidowo-fosforowy,
ktory moze ulegac sililowaniu dajagc w efekcie odpowiedni sililowany mieszany
bezwodnik. Alternatywnie, ten sam zwigzek mogtby powstawaé w wyniku odwrdconej
sekwencji reakcji — najpierw sililowanie, a dopiero potem podstawienie nukleofilowe
reszty pirydyniowej przez acetamid. Jednak, biorgc pod uwage elektrofilowg nature
centrum fosforowego w pirydyniofosforanie P-Py, pierwsza omawiana sciezka wydaje
sie by¢ bardziej prawdopodobna. Tworzenie sie bissililowanego fosforanu zasadniczo
zachodzi¢ moze na dwa sposoby: poprzez nukleofilowy atak trimetylosilanolu na
centrum fosforowe sililowanego adduktu pirydyniowego lub ponowne sililowanie
mieszanego bezwodnika acetimidowo-fosforowego. Jednakie w warunkach
reakcyjnych, ze wzgledu na mozliwe tworzenie stabilnych disiloksanéw, stezenie
wspomnianego silanolu prawdopodobnie jest niskie, stad tez Sciezka reakcyjna moze
prawdopodobnie obejmowac atak nukleofilowy acetamidu na sililowany mieszany
bezwodnik, tym razem jednak na elektrofilowe centrum imidowe czasteczki. Ten proces
moze generowa¢ wolng grupe hydroksylowg (tworzenie monosililowanego
fosforanomonoesteru), ktérej sililowanie przez BSA prowadzi do utworzenia

bissililowanej pochodnej fosforanomonoestru.
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Roéznice w stabilnosci pirydyniofosforanu P-Py wobec wybranych czynnikéw
sililujgcych ttumaczy¢ mozna najprawdopodobniej reakcjami nastepczymi produktéw
rozktadu TMSCI i BSA, wcigz obecnymi w medium reakcyjnym. Powstajagca w wyniku
utleniania fosfobetaina jest reaktywnym, elektofilowym zwigzkiem, ktéry moze by¢
zaangazowany w wiele dynamicznych i czesto nieproduktywnych réwnowag.
W pirydynie, w obecnosci chlorku trimetylosililu, generowany addukt pirydyniowy jest
wzglednie stabilng czasteczka, obserwowalng w widmach 3P NMR. Natomiast
w przypadku, gdy czynnikiem sililujgcym jest BSA, sytuacja jest zgota inna ze wzgledu na
tworzenie sie acetamidu (lub jego N-sililowanej pochodnej) jako produktu rozktadu
czynnika sililujgcego. W tych warunkach mozliwa jest sciezka reakcyjna przedstawiona
na Schemacie 37 prowadzaca do rozktadu P-Py i tworzenia najbardziej stabilnego
w warunkach reakcyjnych zwigzku — bissililowanego fosforanomonoestru. Warto
jednakze nadmienic¢, ze jesli generowanie pirydyniofosforanu nie jest wymagane jako
osobny krok syntetyczny (np. w przypadku gdy reagujacy nukleofil moze byé obecny w
uktadzie reakcyjnym w trakcie generowania fosfobetainy), to zaréwno TMSCI, jak i BSA
mogaq by¢ efektywnie stosowane jako czynniki sililujgce.

Zaktadajac, ze pierwszy etap reakcji P-Py z nadmiarem BSA powoduje tworzenie
mieszanego bezwodnika acetimidowo-fosforowego (Schemat 37), moina byto
przypuszczaé, ze w przypadku braku czynnika sililujgcego (lub jego bardzo ograniczonej
ilosci), zwigzek ten bedzie reagowat z elektrofilowym pirydyniofosforanem, generujac
tym samym wigzanie P-O-P w formie symetrycznych di-, tri- i polifosforanow. Taka
reakcja mogtaby otworzyé nowe mozliwosci syntetyczne przy projektowaniu réznych
wariantow strukturalnych polifosforanéw.

Aby to zbadaé i jednoczesnie uprawdopodobni¢ niektére etapy mechanizmu
zaproponowanego na Schemacie 37, przeprowadzitam serie reakcji adduktu
pirydyniowego P-Py, generowanego w obecnosci minimalnej ilosci czynnika sililujgcego,
z acetamidem. Zgodnie z przewidywaniami, dodanie 2 ekw. acetamidu do
pirydyniofosforanu generowanego z uzyciem z 0,05 ekw. BSA, spowodowato widoczne
w widmie 3P NMR pojawienie sie sygnatdw pochodzacych od symetrycznego
trifosforanu (6p = -11 ppm i -21 ppm, ok. 67%) obok nieprzereagowanego adduktu,
ok. 33% (Rys. 30, widmo A). Po kilkunastu godzinach obraz ten zmienit sie i mieszanina

reakcyjna zawierata wowczas ekwimolarne ilosci symetrycznego di- (6, = -10 ppm)
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i trifosforanu (Rys. 30, widmo B). Po dodaniu nadmiaru wody w widmie 3P NMR
obserwowatam sygnat pochodzgcy od symetrycznego difosforanu bis-AZT oraz niewielki
sygnat od trifosforanu tris-AZT (Rys. 30, widmo C). Kiedy do analogicznej mieszaniny
reakcyjnej wygenerowanej z pirydyniofosforanu i 2 ekw. acetamidu dodatam 1 ekw.
BSA, obydwa zwigzki (addukt pirydyniowy P-Py i trifosforan, widmo A, Rys. 30) zostaty

przeksztatcone w bissililowany fosforan.

(A) e 9
0-P-0AZT o o o
NC AZTO-P-0-P-0-P-0AZT
g 0° 0AzT6
J A
(B) o o
AZTOI-:’OPOAZT
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— ———
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Rys. 30. (A) Widmo 3P NMR po dodaniu 2 ekw. acetamidu do wygenerowanego P-Py
z niewielkgq iloscig czynnika sililujgcego; (B) Widmo 3P NMR tej samej reakcji po kilkunastu
godzinach; (C) Widmo 3P NMR po hydrolizie.

W przypadku stosowania znacznego nadmiaru acetamidu (5-10 ekw.) mozna
byto zaobserwowaé¢ uprzywilejowane tworzenie trifosforanu (81% i 10%
nieprzereagowanego P-Py) oraz niewielkich ilosci symetrycznego pirofosforanu (ok. 9%).
Z kolei reakcja z 0,5 ekw. acetamidu przebiegata wolniej — w pierwszym
zarejestrowanym widmie 3P NMR zauwazytam ok. 54% trifosforanu i 46% difosforanu,
a dopiero po 5 godzinach reakcja byta bliska zakonczeniu (20% difosforanu vs 77%
trifosforanu). Opisane eksperymenty sugerowaty mozliwos$é wystepowania stanu
rownowagi pomiedzy generowanymi difosforanem i trifosforanem, na ktérego zmiane
miaty wptyw inne zwigzki obecne w mieszaninie reakcyjnej, np. acetamid powstaty po
sililowaniu BSA.

Wyniki powyzszych eksperymentéw pozwolity postawi¢ hipoteze dotyczaca

mechanizmu tworzenia sie polifosforanow w wyniku reakcji adduktu pirydyniowego
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(generowanego z niewielkg iloscia BSA) z acetamidem w bezwodnych warunkach
(Schemat 38). Podobnie jak w przypadku tworzenia bissililowanego fosforanu (Schemat
37) postulowaé¢ mozna w pierwszym etapie nukleofilowy atak czgsteczki acetamidu (lub
N-sililowanej pochodnej) na elektrofilowe centrum pirydyniofosforanu P-Py, co
prowadzi do utworzenia mieszanego bezwodnika acetimidowo-fosforowego. Poniewaz
uktad reakcyjny zawiera jedynie ograniczong ilos¢ czynnika sililujgcego, istnieje duze
prawdopodobienstwo reakcji pomiedzy tak powstatym mieszanym bezwodnikiem
a fosfobetaing P-Py, generujacej, w wyniku szybko nastepujgcych po sobie procesow,
symetryczny difosforan. Zwigzek ten ze wzgledu na swoje nukleofilowe wtasciwosci
moze atakowac centrum elektrofilowe adduktu pirydyniowego P-Py, dajac finalnie
symetryczny trifosforan. Taki zwigzek, ze wzgledu na swojg strukture moégtby stanowic
ciekawy wariant pronukleotydowych polifosforandw projektowanych jako leki anty-HIV.
Niestety, duza labilno$¢ wigzania P-O-P i podatnos$¢ na hydrolize (rozpad do
odpowiednich symetrycznych disfosforandow i monoestrow fosforanowych) wyklucza te

zwigzki jako potencjalne terapeutyki.
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Schemat 38. Mozliwy mechanizm reakcji adduktu pirydyniowego (generowanego
z niewielkq iloscig czynnika sililujgcego) z acetamidem.
Przeprowadzone badania wyraznie wskazywaty na istotne znaczenie wyboru
czynnika sililujgcego przy generowaniu pirydyniofosforanéw P-Py. Zaréwno rodzaj
uzytego czynnika sililujgcego, jak i jego ilos¢ powinna by¢ przeanalizowana dla kazdej

reakcji zachodzace] poprzez fosfobetaine P-Py. Chcac stosowaé pochodne fosforanow



VI. Wyniki i dyskusja | 111

jako nukleofile podczas oksydatywnej kondensacji, wybratam $ciezke syntetyczng typu
one-pot-two-steps, o czym wspominatam na poczatku rozwazan dotyczacych czynnika
sililujgcego. Do sililowania H-fosfonianomonoestréw i przeprowadzania ich w reaktywng
terwalentng forme, postanowitam wykorzysta¢, ze wzgledéw praktycznych, chlorek
trimetylosililu.  Wynikiem szeregu procedur optymalizacyjnych byt wniosek, ze do
generowania pirydyniofosforanu P-Py najlepiej stosowaé¢ nadmiar (2 ekw.) tego
odczynnika ze wzgledu na zabezpieczenie warunkéw bezwodnych reakcji oraz
mozliwos¢ czesciowego zuzywania sie tego reagenta na sililowanie zasady azotowe;j

w reszcie nukleozydowe].

3.3. Wptyw utleniacza

Estry H-fosfoniandw sg zwykle bardziej odporne na utlenianie niz
fosforynotriestry. Przeprowadzenie zatem tetraskoordynowanych zwigzkéw P(lll) w
formy terwalentne, posiadajace wolng pare elektronowa na triskoordynowanym atomie
fosforu, zwieksza ich reaktywnos$¢ wobec elektrofila (czynnika utleniajgcego).
Opracowano wydajne, a zarazem tagodne procedury utleniania H-fosfonianomono-
i diestréw do odpowiednich pochodnych P(V) z wykorzystaniem m.in. (i) dipirydylowego

disiarczku,'3! (ii) heksachloroacetonu?®3?

oraz (iii) jodu w mieszaninie pirydyna/woda
(98:2, v/v).133 Ostatni z wymienionych uktaddw jest obecnie najczesciej stosowanym
utleniaczem w chemii organicznej zwigzkéw P(lll), gtdéwnie ze wzgleddw praktycznych,
takich jak tatwa dostepnos¢ reagentdw, mozliwos¢ przeprowadzania szybkich
przeksztatcen typu one-pot oraz minimalna ilo$¢ tworzgcych sie produktow ubocznych
(pirofosforanéw).

Przed utlenieniem H-fosfonianomonoestry, muszg zosta¢ przeprowadzone
najpierw w forme triskoordynowang, najczesciej z wykorzystaniem czynnika sililujgcego.
Nastepnie, po dodaniu utleniacza do uktadu, wolna para elektronowa w bisililowanym
fosforynotriestrze zostaje przeniesiona na elektrofil, zwiekszajgc tym samym stopien
utlenienia atomu fosforu z Il na V, co przedstawiono na Schemacie 39. Przy utlenianiu
jodem w medium reakcyjnym zawierajgcym katalizator nukleofilowy (np. pirydyne)
zwykle nie obserwujemy w 3P NMR powstawania jodofosforanu, ze wzgledu na szybka
substytucje atomu jodu przez pirydyne z wytworzeniem reaktywnego zwigzku,

pirydyniofosforanu (P-Py), o czym mowa bedzie w kolejnym podrozdziale.
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Schemat 39. Schemat ogdlny utleniania bissililowanej pochodnej fosforynotriestrowe;.

Do badan metodycznych nad reakcja oksydatywnej kondensacji
H-fosfonianomonoestréw z réznymi nukleofilami wybratam grupe utleniaczy
zawierajgcych w swojej strukturze tzw. pozytywny halogen (ang. positive halogen
compounds). Te klase zwigzkéw organicznych stanowig czgsteczki, w ktorych halogen (F,
Cl, Br, 1) jest zwigzany z atomem wegla lub heteroatomem i moze zostaé przeniesiony,
wedtug réznych mechanizméw, na nukleofilowe zwigzki.'3* W pierwszej kolejnosci do
utleniania stosowatam jod oraz brom, ktére pozornie nie sg polarne, jednakze w medium
reakcyjnym, moga tworzy¢ dipol indukowany, co umozliwia wspomniany transfer
halogenu i w konsekwencji, utlenienie. Reaktywnos¢ jodu i bromu w tym procesie

postanowitam poréwnac¢ z halogenopochodnymi N-sukcynimidu: NBS, NCS, NIS (Rys.

o o o
[iN_c. féN_Br [iN_.
(o) o (o)

NCS NBS NIS

Rys. 31. Halogenopochodne N-sukcynimidu stosowane w przeprowadzonych badaniach
metodycznych.

31).

Badania prowadzitam w acetonitrylu na uktadzie modelowym, wykorzystujac
5'-H-fosfonian AZT (HPAZT) jako substrat, TMSCI (2 ekw.) jako czynnik sililujgcy, pirydyne
(10 ekw.) jako katalizator nukleofilowy oraz fosforan dibutylowy (3 ekw.) jako nukleofil.
llosci utleniacza, 12, Bra, NBS, NCS, NIS, wynosity 1,1 ekw., 1,5 ekw. i 2 ekw. dla kazdego
z badanych zwigzkdéw. W tych eksperymentach, chciatam sprawdzi¢ jaka jest minimalna
ilos¢ czynnika utleniajgcego potrzebna do wydajnego generowania pirydyniofosforanu
(P-Py) oraz zbada¢ wptyw rodzaju utleniacza na ewentualne tworzenie sie
niepozadanych produktéw ubocznych.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw pozwolity stwierdzi¢, ze dla reakgc;ji

oksydatywnej kondensacji HPAZT z badanym nukleofilem, kazdy z zaproponowanych
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utleniaczy dziatat réwnie efektywnie. We wszystkich wariantach reakcyjnych, przed
dodaniem P(V) nukleofila, obserwowatam w widmach 3P NMR natychmiastowe i czyste
generowanie adduktu pirydyniowego metafosforanu P-Py, bez sladéw sygnatéw
pochodzacych od odpowiednich bromo-, chloro- i jodofosforanéw. Utworzona
fosfobetaina P-Py po dodaniu dibutylowego fosforanu, reagowata natychmiast dajac
odpowiedni B-P-di-butylo 5'-difosforan AZT oraz symetryczny difosforan bis-AZT jako
produkt uboczny (< 10%). Nadmiar czynnika utleniajgcego nie wptywat na ilosé
powstajgcego zwigzku ubocznego.

W zwigzku z podobng reaktywnoscig wszystkich badanych utleniaczy, wybratam
jeden z nich do prowadzenia dalszych prac, zaréwno metodycznych, jak i syntetycznych.
Majac na uwadze opracowanie wydajnego protokotu, pozwalajgcego na otrzymywanie
réznorodnych strukturalnie 5’-difosforanéw nukleozydéw, moja uwaga skupiona byta
przede wszystkim na odczynnikach mozliwie fatwo dostepnych, trwatych, o dobrej
rozpuszczalno$ci w medium reakcyjnym oraz nietoksycznych (o ile to mozliwe). Biorgc
te wszystkie kryteria pod uwage, wybratam jod jako utleniacz, zaréwno do kolejnych
etapow badan metodycznych, jak i syntez projektowanych pochodnych 5'-difosforanéw

nukleozydéw.

3.4. Wptyw katalizatora nukleofilowego

Kataliza nukleofilowa jest procesem dwustopniowym i obejmuje najpierw
generowanie reaktywnego zwigzku posredniego z substratu i katalizatora
nukleofilowego, a nastepnie jego reakcje z drugim substratem (nukleofilem), tworzgc
finalny produkt. Aby zwigzek dziatat jako katalizator nukleofilowy energie aktywacji
tworzenia zwigzku posredniego i jego reakcji z nukleofilem muszg by¢ nizsze niz energia
aktywacji bezposredniego ataku nukleofila na substrat. Szukajgc optymalnego
katalizatora nukleofilowego nalezy bra¢ pod uwage dwa aspekty, tzn. (i) nukleofilowos¢
katalizatora — zastosowany reagent musi by¢ na tyle dobrym nukleofilem, by méc
efektywnie generowad reaktywny zwigzek posredni z substratem; (ii) jego zdolnos¢ jako
grupy odchodzgcej — katalizator nukleofilowy musi by¢ lepszg grupg odchodzacg, niz ta,
obecna w substracie, aby zapewni¢ efektywne podstawienie nukleofilem stosowanym
w konkretnej reakcji. Wybdr wiasciwego katalizatora nukleofilowego wymaga

wyposrodkowania tych dwdch (czesto sprzecznych) wiasciwosci.
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Powszechnie stosowanym rozpuszczalnikiem w reakcjach utleniania
i oksydatywnej kondensacji H-fosfonianéw jodem jest pirydyna petnigca rowniez role
katalizatora nukleofilowego. Reaguje ona natychmiast z wytworzonym in situ

jodofosforanem prowadzac do generowania reaktywnego pirydyniofosforanu (P-Py,

Schemat 40).
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Schemat 40. Schemat ogdlny generowania pirydyniofosforanu (P-Py) z H-fosfonianomonoestru,
z zastosowaniem przejsciowego sililowania.

Prowadzgc badania metodyczne postanowitam sprawdzi¢ mozliwosé
wykorzystania innych zasad heterocyklicznych (pochodnych pirydyny), jako
potencjalnych katalizatorow nukleofilowych dla tej reakcji. | tak, oprécz powszechnie
stosowanej pirydyny, uzytam rowniez:  2,6-lutydyne,  4-cyjanopirydyne,
4-metoksypirydyne oraz 4-N,N-dimetyloaminopirydyne (Rys. 32, A).

(A) (B)

N N N\ N\ N\ N
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Py Lu 4CN 4-OMe  4-N,N-Me,N TEA DABCO

Rys. 32. Zasady heterocykliczne (A) oraz aminy trzeciorzedowe (B) stosowane w badaniach
metodycznych.

Ze wzgledu na rdznice w zawadzie przestrzennej, wystepowaniu podstawnikow
elektronodonorowych i elektronoakceptorowych, spodziewatam sie réznic w ich
nukleofilowosci wzgledem centrum fosforowego oraz reaktywnosci generowanego
pirydyniofosforanu. W zwigzku z tym, ze metafosforany mogg tworzy¢ stabilne addukty
réwniez z aminami trzeciorzedowymi,'3> do badarn wtgczytam takze zasady alifatyczne:
trietyloamine (TEA) oraz 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan (DABCO), przedstawione

w punkcie B na Rys. 32, chcac porownac ich reaktywnos¢ z pochodnymi zasad
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heterocyklicznych. Wybrane aminy alifatyczne rdznig sie zawadg przestrzenng, co moze
mie¢ wptyw na mozliwo$¢ ich podstawienia przez nukleofile w generowanych
adduktach.

Jako standardowy uktad reakcyjny do badan metodycznych wykorzystatam
ponownie 5'-H-fosfonian AZT (HPAZT), TMSCI jako czynnik sililujgcy (2 ekw.), jod jako
utleniacz (1,5 ekw.) oraz 10 ekw. katalizatora nukleofilowego (kolejno: Py, Lu, 4-CN,
4-OMe, 4-N,N-Me;N, TEA, DABCO) w acetonitrylu. We wszystkich reakcjach uzyty
katalizator nukleofilowy petnit réwniez funkcje zasady neutralizujgcej powstajgce
kwasowe produkty (HCI).

Eksperymenty wykazaty, ze wszystkie z badanych amin charakteryzowaty sie
odpowiednimi wtasciwosciami nukleofilowym, umozliwiajagcymi generowanie adduktéw
analogicznych do P-Py, o charakterystycznych przesunieciach chemicznych
6p =-4,8 do - 6,2 ppm dla pirydyniofosforanéw (Rys. 33, A-E) oraz 6p =2 - 2,5 ppm dla
pochodnych trzeciorzedowych amin alifatycznych (Rys. 33, F-G). 4-Metoksypirydyna
oraz 4-N,N-dimetyloaminopirydyna, ze wzgledu na silnie elektronodonorowy charakter
podstawnikdw w pozycji para pierscienia aromatycznego, wzmagajacy nukleofilowosé
atomu azotu pirydynowego, efektywnie tworzyty odpowiednie fosfobetainy, P-4-OMe
i P-4-N,N-Me:N. Interesujgcym byt fakt, ze réwniez 2,6-lutydyna, pomimo znacznej
zawady przestrzennej, okazata sie dziata¢ jako nukleofil w tej reakcji, tworzgc addukt
P-Lu. Dla 4-cyjanopirydyny, prawdopodobnie w zwigzku z elektronoakceptorowymi
wiasciwosciami grupy nitrylowej i zwigzang z tym zmniejszong nukleofilowoscig
(i zasadowoscig) atomu azotu pirydynowego, w widmie fosforowym 3P NMR reakcji
zaobserwowa¢ mozna byto, obok sygnatu pochodzacego od adduktu P-4-CN, drugi
sygnat przy 6p = -8 ppm. Powstawanie dwdch zwigzkdéw w reakcji z tg pochodna pirydyny
przypisatam tworzeniu sie w tym przypadku dodatkowo adduktu typu nitrylowego
metafosforanu (Rys. 33, C). Mozna to ttumaczy¢ z jednej strony, zmniejszeniem gestosci
elektronowej na endocyklicznym atomie azotu zasady heterocyklicznej i obnizeniem
jego nukleofilowosci, z drugiej zas — obecnoscig nukleofilowego azotu egzocyklicznego
grupy nitrylowej. W literaturze nie znalaztam jednak informacji na temat przesunie¢
chemicznych dla adduktéw typu nitrylowego, przez co nie udato mi sie
uprawdopodobnié postulowanej struktury zwigzku rezonujgcego przy -8 ppm. Aminy 3°,

niezaleznie od wystepujgcej zawady sterycznej (TEA vs DABCO) prowadzity do
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wydajnego generowania fosfobetainy (P-TEA i P-DABCO) o odmiennych przesunieciach
chemicznych w widmach 3P NMR niz te powstate w reakcji z zasadami
heterocyklicznymi. Moze to by¢é spowodowane wiekszg zasadowoscig amin

alifatycznych i w konsekwencji odstanianiem (ang. deshielding) jadra fosforu.
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Rys. 33. Widma 3P NMR generowanych fosfobetain w ukfadach modelowych z uzyciem 10 ekw.
badanego katalizatora nukleofilowego: A-E — zasady heterocyklicznej oraz F-G — zasady
alifatycznej.
Po stwierdzeniu odpowiednich wtasciwosci nukleofilowych wszystkich badanych
zasad, przeprowadzitam eksperymenty sprawdzajgce reaktywnos¢ wygenerowanych
fosfobetain w reakcjach z réznymi nukleofilami. Pierwszym etapem badan byta reakcja

z n-butyloaming, bardzo efektywnym nukleofilem w stosunku do elektrofilowego

centrum P(V). Okazato sie, ze dodanie 3 ekw. n-butyloaminy do wygenerowanych
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fosfobetain prowadzito we wszystkich przypadkach do praktycznie ilosciowego
tworzenia sie n-butylowego amidofosforanu AZT (widma 3P NMR). Dotyczyto to
rowniez mieszaniny adduktéw P-4-CN, co s$wiadczyto, ze dodatkowy produkt
obserwowany w widmach 3P NMR przy 8p = -8 ppm podczas generowania tej betainy,
rowniez przeksztatcany byt w oczekiwany produkt. Potwierdzato to przypisang wczesniej
temu zwigzkowi mozliwg strukture adduktu typu nitrylowego.

Pewne rdznice w reaktywnosci generowanych betain ujawnity sie natomiast
w reakcji ze stabszym nukleofilem, etanolem. W tym przypadku, dla wiekszosci betain
wymagana byfa wieksza ilos¢ dodanego nukleofila (>10 ekw.) aby reakcja prowadzita
czysto do estru etylowego AZT. Natomiast substytucja na centrum fosforowym
w betainie P-4-N,N-Me:N nie byta obserwowana, co zgodne byto z oczekiwang wysoka
stabilnoscig tej pochodnej pirydyniofoforanu, a wiec niskg reaktywnoscig wobec stabych
nukleofili.

Podsumowujgc te czes¢ badan metodycznych nalezy stwierdzi¢, ze zmieniajac
rodzaj zasady w generowanej betainie, mozna modulowac jej reaktywnosé. Dla silnych
nukleofili (np. n-butyloaminy), réznice te byty niezauwazalne i zaczety sie ujawniac
dopiero w reakcjach ze stabszymi nukleofilami (np. etanolem). Poniewaz najbardziej
interesujgce dla mnie byty nukleofile fosforanowe, ktére nalezg do stabych nukleofili
o zdelokalizowanym tadunku przypuszczatam, ze rdzinice w reaktywnosci miedzy
poszczegdlnymi adduktami bedg tu jeszcze bardziej wyrazne. Z tych powodéw wszystkie
wygenerowane przeze mnie betainy poddatam reakcjom z wybranymi P(V) nukleofilami,

co opisane bedzie w nastepnym podrozdziale.

3.5. Reaktywnosc fosfobetain wobec P(V) nukleofili

Efektywne generowanie adduktu pirydyniowego typu P-Py byto konieczne dla
wydajnej syntezy 5'-difosforanéw nukleozydéw. Kolejnym krokiem niezbednym do
realizacji tego celu byto zbadanie reaktywnosci utworzonej betainy typu P-Py z réznymi
P(V) nukleofilami, a mianowicie fosforanodiestrami, fosforanomonestrami, fosforanem
nieorganicznym oraz ich siarkowymi odpowiednikami (Rys. 34). Wybdr tych nukleofili
podyktowany byt zaprojektowanymi wariantami strukturalnymi 5’-difosforanéw

nukleozyddéw, o ktorych dyskutowatam w Rozdziale VI.1.
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Rys. 34. Przyktadowe struktury P(V) nukleofili stosowanych w reakcji oksydatywnej kondensacji
H-fosfonianow w celu otrzymywania zaprojektowanych pochodnych 5’-difosforanéw nukleozyddw.

Powyzsze eksperymenty wykonane na uktadzie modelowym miaty poméc
w znalezieniu optymalnych warunkéw otrzymywania zaplanowanych produktéw
w zaleznosci od typu stosowanego nukleofila. Zaréwno do badan metodycznych,
jak i syntetycznych wykorzystatam sole trietyloamoniowe fosforanéw oraz
tiofosforandéw, ktére charakteryzujg sie dobrg rozpuszczalnoscia w ukfadach
organicznych. Ciekawito mnie, czy beda zauwazalne potencjalne rdznice
w nukleofilowosci uktadéw diestrowych i monoestrowych fosforanéw, jak réwniez, czy
zauwazalny bedzie wptyw obecnosci heteroatomu na nukleofilowos¢ tych czasteczek.

Dyskutujac o nukleofilowosci nalezy pamietac o kilku czynnikach, ktére majg na
nig wptyw, m.in.: rozmiar nukleofilowego atomu, jego elektroujemnosé¢ oraz
polaryzowalno$é. Nie bez znaczenia sg réwniez zawada steryczna oraz rodzaj uzytego
rozpuszczalnika. W odréznieniu od amin czy alkoholi, stosowanie P(V) nukleofili
w reakcji z generowanymi betainami jest bardziej skomplikowane ze wzgledu na rézne
warianty strukturalne fosforanu (fosforan nieorganiczny, monoestry i diestry
fosforanowe) lub odpowiednich tiofosforanéw. Dodatkowo, rézny stopien jonizacji,
zréznicowana nukleofilowos¢ poszczegdlnych form w roztworze oraz mozliwosci reakcji
z czynnikiem sililujgcym stosowanym do generowania betainy powoduje, ze fosforany
sg bardzo trudnymi do kontrolowania nukleofilami w reakcjach chemicznych.

Moje badania rozpoczetam od oszacowania reaktywnosci réznych fosfobetain
w stosunku do modelowego fosforanodiestru, a mianowicie fosforanu di-n-butylowego,
ktory jest wzglednie dobrym P(V) nukleofilem (Rys. 34). Pierwszym przebadanym w tej
serii zwigzkiem byt addukt P-Py (6p = -4,9 ppm). Po dodaniu 1 ekw. fosforanodiestru
w widmie 3P NMR obserwowatam nadal sygnat pochodzgcy od adduktu P-Py, natomiast
dodanie 2 ekw. P(V) nukleofila spowodowato catkowite znikniecie tego zwigzku

(6p=-4,9 ppm) i powstanie dwdch sygnatéw (dwa dublety) przy 6p=-11 ppmi-12,5 ppm
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pochodzacych od pozadanego 5'-difosforanu nukleozydu. Oprdcz nich, obserwowatam
sygnat od AZTMP (6, = 0,7 ppm) i jego sililowanej pochodnej (6p = -8,5 ppm).

Addukt z lutydyng P-Lu, zachowywat sie odmiennie i pomimo dodania wiekszego
nadmiaru (3 ekw.) fosforanu dibutylowego, nie prowadzit do oczekiwanego produktu.
Ten wynik mozna prawdopodobnie przypisa¢ mniejszej reaktywnosci badanej betainy
na skutek zawady przestrzennej przy centrum fosforowym. Sprawdzenie reaktywnosci
pirydyniofosforanu P-4-CN wobec P(V) nukleofila byto szczegdlnie interesujace, ze
wzgledu na korzystng labilizacje wigzania P-N na skutek obecnosci egzocyklicznej grupy
nitrylowej. Niestety, addukt P-4-CN nie reagowat jednokierunkowo ze stosowanym
nukleofilem generujgc znaczne ilosci produktéw ubocznych, m.in. AZTMP oraz
symetryczny difosforan AZT. Bardziej korzystne wyniki otrzymatam natomiast w reakcji
fosfobetainy P-4-OMe, zawierajacej 4-metoksypirydyne, z badanym P(V) nukleofilem.
Pomimo obecnosci podstawnika donujgcego elektrony, a wiec zwiekszajgcego site
wigzania P-N, 4-metoksypirydyna ulegata szybko i wydajnie podstawieniu po dodaniu
2 ekw. P(V) nukleofila. W pierwszym zarejestrowanym widmie 3P NMR (ok. 3 min.)
widac byto wytgcznie sygnaty pochodzgce od 5'-difosforanu nukleozydu. Przy uzyciu
1 ekw. fosforanu, reakcja zachodzita wolniej i dopiero po 20 minutach obserwowatam
catkowity zanik sygnatu od wyjsciowej betainy. Warto podkreslié, ze oksydatywna
kondensacja z uzyciem tej pochodnej pirydyny zachodzita szybko i wtasciwie bez
produktow ubocznych przy uzyciu 2 ekw. dibutylowego fosforanu, co Swiadczyto o duzej
aktywnosci katalitycznej 4-metoksypirydyny. Druga z pochodnych pirydyn zawierajgca
elektronodonorowy podstawnik (N,N-dimetyloaminowy) w pozycji para pierscienia
aromatycznego okazata sie by¢ zbyt stabilna i nawet po dodaniu 10 ekw.
fosforanodiestru nie obserwowatam w widmie 3P NMR sygnatéw pochodzacych od
oczekiwanego 5’-difosforanu.

W przypadku amin alifatycznych widaé byto wyrazing réznice w reaktywnosci
generowanych in situ fosfobetain. Ze wzgledu na swobode konformacyjng reszt
alkilowych, a co jest z tym bezposrednio zwigzane — znaczng zawadg steryczna,
spodziewatam sie nizszej reaktywnosci fosfobetainy P-TEA podczas substytucji
fosforanodiestrem w poréwnaniu z mniej zawadzonym przestrzennie adduktem
P-DABCO. Istotnie, w reakcji P-TEA z 1 ekw. nukleofila obserwowatam raczej sililowanie

fosforanu i powolne przechodzenie adduktu w produkt (po 40 minutach nadal ok. 50%
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nieprzereagowanej fosfobetainy). Widma 3P NMR wygladaty podobnie, kiedy
zastosowatam dwu- lub trzykrotny nadmiar nukleofila. W przypadku betainy P-DABCO,
dodanie 2 ekw. badanego P(V) nukleofila, prowadzito natychmiast do powstania
oczekiwanego produktu, tzn. odpowiedniego 5’-difosforanu AZT.

Na podstawie serii eksperymentdw z betainami zawierajacymi rézne aminy jako
katalizatory nukleofilowe, mozna wysung¢ hipoteze, ze najwiekszy wptyw na wydajne
otrzymywanie 5’-difosforandw ma nukleofilowos¢ zastosowanej aminy oraz zawada
przestrzenna przy centrum fosforowym generowana przez amine. Najmniej
nukleofilowa pochodna pirydyny (4-cyjanopirydyna) okazata sie by¢ mato uzyteczna jako
katalizator nukleofilowy, a z kolei 4-N,N-dimetyloaminopirydyna, ze wzgledu na duzg
nukleofilowos$é, tworzyta zbyt stabilne pofgczenie z atomem fosforu, co réwniez
dyskwalifikowato jg jako efektywny katalizator nukleofilowy. Przeprowadzone badania
ukazaty takze niekorzystny wptyw zawady sterycznej na reakcje betain z modelowym
P(V) nukleofilem, stad stosowanie fosfobetain P-Lu i P-TEA okazato sie niekorzystne w
reakcji z fosforanodiestrem, choé sprawdzato sie podczas kondensacji z mniej
zawadzonymi nukleofilami takimi jak butyloamina czy etanol. Odpowiednie wtasciwosci
katalizatoréw nukleofilowych w badanym uktadzie okazaty sie miec trzy aminy: pirydyna,
4-metoksypirydyna oraz DABCO.

Ostatecznie do dalszych badan nad reakcja oksydatywnej kondensacji
H-fosfoniandw monoestrow z P(V) nukleofilami wybratam pirydyne przede wszystkim
przez wzglad na czynniki chemiczne — odpowiednig reaktywnos$¢ generowanego
adduktu wobec stosowanego P(V) nukleofila. Nie bez znaczenia byty rowniez wzgledy
praktyczne, a wiec mozliwo$¢ stosowania pirydyny takze jako rozpuszczalnika oraz
czynnik ekonomiczny — jest to najtansza z wybranych amin, co byto istotne, biorgc pod
uwage duzg liczbe planowanych syntez.

Kontynuujgc moje badania nad P(V) nukleofilami, chciatam poréwnaé
reaktywnos$¢ fosforanu dibutylowego z jego siarkowym odpowiednikiem (Rys. 34)
w stosunku do ostatecznie wybranej betainy, a mianowicie adduktu pirydyniowego P-
Py. Po dodaniu 1 ekw. tiofosforanu dibutylowego do wygenerowanej fosfobetainy P-Py
po 24 godzinach obserwowatam tylko niewielka ilos¢ powstajgcego produktu (< 10%).
Natomiast reakcja z 2 ekw. tiofosforanu, podobnie jak w przypadku fosforanu

dibutylowego, powodowata natychmiastowe tworzenie sie 5'-difosforanu. Tak wiec,
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zastgpienie jednego z atomoéw tlenu siarkg w diestrze fosforowym, nie wptyneto
zauwazalnie na jego nukleofilowe wtasciwosci.

Poniewaz oczekiwatam, ze nukleofilowos¢ fosforanomonoestréw bedzie
posrednia pomiedzy nukleofilowoscig fosforanodiestrow a fosforanem nieorganicznym,
wybratam najpierw ten ostatni jako modj nastepny obiekt badawczy. Zwykle, aby
otrzymacé analogi polifosforanéw uzywa sie soli tetrabutyloamoniowych, co znaczaco
poprawia rozpuszczalnos¢ fosforanu nieorganicznego. Jednakze w trakcie badan
postanowitam sprawdzi¢ mozliwos¢ wykorzystania krystalicznego kwasu fosforowego
jako nukleofila w badanej reakcji kondensacji. Kwas ortofosforowy(V) rozpuszczatam w
niewielkiej ilosci bezwodnego dimetyloformamidu (DMF) i w takiej formie dodawatam
do mieszaniny reakcyjne;.

Stosujac 3 molowy nadmiar kwasu fosforowego w stosunku do betainy P-Py,
w widmie 3P NMR obserwowatam tworzenie dwdch produktow: sygnaty
o intensywnosci 1:1 przy &0 = -8 ppm i -10 ppm (dwa dublety) odpowiadajgce
pozadanemu produktowi (5'-difosforan AZT, ok. 40%) oraz dwa sygnaty w stosunku 2:1
przy 6p = -10 ppm oraz -23 ppm (kolejno, dublet i tryplet) pochodzace
najprawdopodobniej od 5'-trifosforanu dinukleozydu (ok. 60%). Otrzymanie takiej
mieszaniny produktéw sktonito mnie do przeanalizowania doktadniej potencjalnych
Sciezek ich powstawania (Schemat 41).

Ze wzgledu na stabg nukleofilowos$¢ niepodstawionego fosforanu byto
prawdopodobne, ze utworzony poczgtkowo 5’-difosforanu nukleozydu moze reagowacd
z pirydyniofosforanem P-Py wcigz obecnym w mieszaninie, tworzgc 5'-trifosforan
dinukleozydu. Zgodnie z tym zatozeniem, aby wydajnie otrzymywac pozgdany produkt,
5’-difosforan AZT, zastosowatam duzy nadmiar P(V) nukleofila (10 ekw.). Zgodnie
z oczekiwaniem, w takich warunkach 5'-difosforan AZT tworzyt sie jako gtéwny produkt
(ok. 90%). Struktura otrzymanego 5’-trifosforanu dinukleozydu zostata potwierdzona po
izolacji zwigzku za pomoca 3P NMR, H NMR oraz MS. Zbadana zostata réwniez

aktywnos¢ anty-HIV oraz cytotoksycznosé tego zwigzku.
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Schemat 41. Wykorzystanie P-Py w syntezie pochodnych 5’-difosforandw nukleozyddw oraz
5"-trifosforanow dinukleozyddow w reakcjach z kwasem ortofosforowym(V).

Jedli chodzi o wspomniany wyzej fosforanomonoester n-butylowy, uzycie
1 lub 2 ekw. tego P(V) nukleofila w reakcji z betaing P-Py dawato ztozong mieszanine
produktdw. Natomiast zastosowanie wiekszego nadmiaru fosforanu n-butylowego
(5 ekw.), dawato pozgdany 5'-difosforan jako gtdwny produkt (ok. 80%).

Poniewaz oczekiwatam, ze dla syntezy niektérych wariantéw 5'-difosforandéw
konieczne bedzie uzycie fosfobetain zawierajgcych heteroatom (siarke lub selen)
w pozycji niemostkowej, podjetam préby wygenerowania odpowiednich tio-fosfobetain

stosujgc H-tiofosfonianomonoester AZT jako zwigzek wyjsciowy (Schemat 42).

TMSCI (1,2 eq)

S o jod(11eq) S e
AZTO—FI’—O > AZTO—I'T‘—O
ACN
H 10 eq katalizatora ©Nu
HP(S)AZT nukleofilowego tio-fosfobetaina

Nu - katalizator nukleofilowy jak na Rys. 32

Schemat 42. Generowanie tio-fosfobetainy z odpowiedniego monoestru H-tiofosfonianu.

W trakcie badan udato mi sie wygenerowac serie w wiekszosci nieopisanych
jeszcze tio-fosfobetain, analogiczng do serii okso-fosfobetain (Tabela 1). Wszystkie one,
reagowaty z odpowiednimi nukleofilami (patrz wyzej) podobnie do swoich tlenowych
odpowiednikéw. Na tej podstawie zdecydowatam, ze do prac syntetycznych z uzyciem
tio-fosfobetain, podobnie jak w przypadku okso-fosfobetain, bede uzywac pirydyne jako

katalizator nukleofilowy.
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Tabela 1. Zestawienie przesunie¢ chemicznych 3P NMR okso i tio-fosfobetain.

8» [ppm]
X i X
o B . “0-P-0AZT | ‘0-P-0AZT | °0-P-0AZT X o 0
O-P-OAZT O-P-OAZT Ne N°® N¢ ‘O-P-0AZT 0-P-OAZT
N@ N@ N NS NS S N@
A S | | | ——N
SR GA R R R iy A NS
CN o N
X=0 -4,9 -5,9 -6,1 -6,2 -6,5 2,6 2,4
X=$ 55,2 56,9 57,9 53,3 51,81 66,9 65,3
55,7 57,1 58,1 53,8 52,01 67,2 65,6

Powyzsze badania metodyczne dotyczace reaktywnosci P(V) nukleofili wzgledem
okso- i tiofosfobetain pozwolity wstepnie oszacowaé mozliwosci syntezy
zaprojektowanych wariantow strukturalnych I-1v 5'-difosforanéw
2',3'-dideoksynukleozydéw (Rys. 26). Biorgc pod uwage drogi syntezy wymienionych
wariantow difosforandw, typ substratu nukleotydowego oraz rodzaj uzytego nukleofila,
podzielitam interesujgce mnie zwigzki na 4 klasy: (A) — pochodne difosforanéw
otrzymywane z okso-fosfobetain i odpowiedniego P(V) nukleofila, (B) — pochodne
difosforandw otrzymywane z tio- lub selenofosfobetain, (C) — zwigzki otrzymywane
z okso- lub tio-fosfobetain oraz (D) — zwigzki, w ktérych substratem byly
okso-fosfobetainy i nieorganiczny fosforan jako nukleofil (Rys. 35).

Chemiczng synteze analogéw A-D bede skrétowo omawiac w kolejnym rozdziale
oznaczajac kazdy z syntezowanych zwigzkow wielka literg alfabetu okreslajgca grupe, do

ktdrej przynalezy oraz cyfrg przypisang konkretnemu zwigzkowi.
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X=0,8,Se
ddN = AZT, ddU, d4T
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Rys. 35. Rézne typy 5’-difosforandw nukleozyddw podzielone wg metod ich syntezy.

4. SYNTEZA 5'-DIFOSFORANOW 2’,3'-DIDEOKSYNUKLEOZYDOW | ICH
ANALOGOW

4.1. Synteza zwigzkow wyjsciowych

Chemia H-fosfonianéw oferuje szereg metod syntezy H-fosfonianomonoestréw
i ich tio i seleno analogdw, planowanych substratéw w reakcji oksydatywnej
kondensacji. Przez lata rozwinieto wiele metod fosfonylacji nukleozydéw, a do
najwazniejszych  czynnikébw  fosfonylujgcych  nalezg:  uktad  PCls/imidazol,
salicylochlorofosforyn, H-pirofosfonian oraz H-fosfonian difenylowy (DPHP).13® Analogi
seleno i tio H-fosfonianomonoestréw sg natomiast najczesciej otrzymywane
w tagodnych warunkach poprzez selenizacje lub sulfuryzacje generowanych in situ

odpowiednich fosfinianéw nukleozyddw.136-137

4.1.1. Synteza 5’-H-fosfonianomonoestrow 2’,3’-dideoksynukleozydow

Do otrzymania  wyjsciowych  zwigzkdw, 5’-H-fosfonianomonoestrow
2’,3'-dideoksynukleozyddéw, wykorzystatam metode opracowang w Zaktadzie Chemii
Kwaséw Nukleinowych, w ktérej czynnik fosfonylujgcy stanowit aktywowany
(9H-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonian (Schemat 43).®8 W wyniku reakcji kondensaciji

z nukleozydem wobec chlorku piwaloilu (PvCl) jako aktywatora powstaje
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H-fosfonianodiester nukleozydu, dajacy w widmie 3P NMR dwa sygnaty pochodzace od
dwéch P-diastereomerdw, przy 6 ok. 8 ppm. Po wykonaniu ekstrakcji celem usuniecia
nieprzereagowanego nukleozydu oraz czynnika kondensujgcego, cato$¢ rozpuszczono
w mieszaninie ACN:TEA (2:1, v/v), w celu usuniecia grupy (9H-fluoren-9-ylo)metylowej
(reakcja B-eliminacji). Po oczyszczaniu na kolumnie chromatograficznej wypetnionej
zelem krzemionkowym otrzymatam 5'-H-fosfonianomonoestry
2',3'-dideoksynukleozydéw (pochodne HPAZT, HPd4T, HPddU) z wydajnosciami 87-91%.
Zsyntetyzowane H-fosfoniany wykorzystywatam poczgtkowo do badan metodycznych,
a nastepnie jako substraty w syntezie bardziej ztozonych zwigzkéw

o aktywnosci anty-HIV.

1. ddNOH (1,1 eq) o
o 5 __2PvCi(12eq) ACN:TEA (2:1) o I
. 0-P-0 . o- P OddN — 0-P-0ddN
TEAH? T DCMPy (9555 @
O H O TEAH® H

(9H-fluoren-9-ylo)metyl H-fosfonianodiester H-fosfonianomonoester
H-fosfonian nukleozydowy nukleozydu

ddN = AZT, d4T, ddU
Schemat 43. Schemat otrzymywania 5°-H-fosfonianomonoestréw 2°,3’-dideoksynukleozyddw.

4.1.2. Synteza 5’-H-(seleno/tio)fosfonianomonoestrow 2’,3’-dideoksynukleozydow

Do syntezy tio i seleno analogéw H-fosfonianomonoestréw wykorzystatam
metode znang z literatury, ktéra polega odpowiednio na siarkowaniu lub selenizacji
generowanych in situ odpowiednich fosfiniandow nukleozyddéw.'3® Korzystajac z tej
metody stosowatam jako substrat sél trietyloamoniowg kwasu fosfinowego, ktdra
podczas reakcji kondensacji z nukleozydem w obecnosci chlorku piwaloilu (PvCl) jako
aktywatora, generowata odpowiednie fosfiniany, o przesunieciu chemicznym
6p = 18 ppm i charakterystycznym rozszczepieniu sygnatu na tryplet o duzej statej
sprzezenia (Jp-4 = 570 Hz). Po dodaniu do mieszaniny elementarnej siarki lub selenu
z trietyloaming w widmie 3P NMR obserwowatam dwa singlety pochodzgce od dwéch
diastereoizomeréw przy 6p = 54-55 ppm (H-tiofosfonian) lub &, = 48-49 ppm
(H-selenofosfonian), Schemat 44. Po izolacji na zelu krzemionkowym otrzymywatam
odpowiednie tio lub seleno 5’-H-fosfonianomonoestry 2',3’-dideoksynukleozyddow
[HP(S/Se)AZT, HP(S)d4T, HP(S)ddU] z wydajnosciami 81-95%, ktore wykorzystatam jako

substraty do syntezy réznych wariantow 5'-difosforandw nukleozydéw zawierajgcych
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heteroatom w niemostkowej pozycji, w reszcie fosforanowej a wzgledem

antywirusowego nukleozydu.

©0-P-0ddN
Se !
o 1. ddNOH (1,5 eq) o / H
o  2.PvCl(11eq)

H-P-0 ———> H-P-0ddN HP(S)daN

i DCM:Py (98:2) A Se

k \ o ﬁe

was
fosfinowy O_FI,_OddN

H
ddN = ddU, AZT
HP(Se)ddN

Schemat 44. Schemat reakcji otrzymywania analogdw siarkowych oraz selenowych
5’-H-fosfonianomonoestréw 2’,3’-dideoksynukleozyddw.

4.2. Otrzymywanie zaprojektowanych 5’-difosforanow 2’,3'-dideoksynukleozydéw

Po otrzymaniu  5’-H-fosfonianomonoestréow  2’,3’-dideoksynukleozydow
i odpowiednich tio i seleno H-fosfonianéw, rozpoczetam realizacje celéw syntetycznych
mojej pracy doktorskiej. W Rozdziale VI.1. przedstawitam planowane syntezy 4 grup
wariantéw strukturalnych 5'-difosforanéw nukleozydéw (Rys. 26). Nieudane préby
izolowania zwigzkéw z catkowicie zamaskowanym tfadunkiem na obu resztach
fosforanowych (wariant I) potwierdzity doniesienia literaturowe o duzej labilnosci
wigzania P-O-P w tego typu pochodnych. W tych reakcjach jako substrat stosowatam
5'-H-fosfonian AZT-etylowy, ktéry podczas utlenieniania jodem kondensowatam
z fosforanem dibutylowym. Obserwowatam szybkie i wydajne powstawanie produktu,
czteropodstawionego difosforanu zawierajgcego AZT, grupe etylowa i dwie grupy
n-butylowe, jednak po dodaniu wody zwigzek ten w ciggu godziny rozpadat sie do
odpowiednich  fosforanodiestréow. Podobnie duzg niestabilnoscia  wigzania
bezwodnikowego P-O-P charakteryzowaty sie niektére analogi z wariantu |l
z catkowicie zamaskowanym tadunkiem na reszcie fosforanowej Po. Na tej postawie
odrzucitam te zwigzki z dalszych badan nad potencjalnymi inhibitorami HIV i swojg
uwage skupitam na oksydatywnej kondensacji 5'-H-fosfonianomonoestréw (lub tio
i seleno analogdéw) z odpowiednimi P(V) nukleofilami, aby otrzymac zwigzki z jednym
formalnym tfadunkiem ujemnym na reszcie fosforanowej P, (wariant 1), dwoma

tadunkami (wariant Ill) lub trzema tadunkami ujemnymi (wariant IV).
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4.2.1. Synteza zaprojektowanych 5’-difosforanow 2’,3’-dideoksynukleozydow typu A

Po badaniach metodycznych nad reakcja oksydatywnej kondensacji
H-fosfonianomonoestrow z P(V) nukleofilami ustalitam optymalne, standardowe
warunki do przeprowadzania tej reakcji na skale preparatywng, ktére pozwolity na
otrzymanie szeregu pochodnych 5'-difosforanéw nukleozydéw o zadanej strukturze
(Rys. 35, zwigzki grupy A). We wszystkich tego typu syntezach, kluczowym zwigzkiem
byta generowana in situ okso-betaina P-Py. Substratem do reakcji byt odpowiedni
5’-H-fosfonianomonoester 2',3’-dideoksynukleozydu, ktéry przeprowadzatam za
pomocg czynnika sililujgcego (TMSCI, 2 ekw.) w bissililowany fosforynotriester.
Utleniaczem byt jod (1,5 ekw.), a katalizatorem nukleofilowym i zarazem
rozpuszczalnikiem, pirydyna. Generowany addukt P-Py poddawatam nastepnie reakcji

z odpowiednio przygotowanymi P(V) nukleofilami (2 ekw.) (Schemat 45).

o 1.TMSCI (2eq) |5 9
5 I 2.1,(1,5¢9) | 0-P-0
0-P-0ddN — 2Ty
1 Py
ddN = AZT, ddU
R= alkil, aryl
X =8, Se

Schemat 45. Ogdlny schemat syntezy pochodnych 5’-difosforanow nukleozydow grupy A.

Po dodaniu P(V) nukleofila do P-Py w widmie 3P NMR bardzo szybko (< 5 min)
pojawiaty sie sygnaly pochodzace od oczekiwanych produktéw (odpowiednich
5'-difosforanéw lub ich tio i seleno analogéw) o charakterystycznym przesunieciu
chemicznym w przedziale od -11 ppm do -18 ppm (dla 5'-difosforanéw nukleozydéw
typu A, Rys. 36) oraz w przedziale od 55 ppm do -18 ppm, (dla pochodnych difosforanow
typu A, zawierajgcych heteroatom przy Pg, Rys. 36). Po dodaniu wody, nadmiar jodu
rozktadatam etanotiolem (EtSH), a nastepnie stosujgc chromatografie kolumnowa,

izolowatam 5'-difosforany nukleozydow typu A z wydajnosciami 30-70% (Schemat 45).
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W zaleznosci od stosowanego P(V) nukleofila zsyntetyzowane zwigzki zawieraty jeden

lub dwa tadunki ujemne oraz heteroatom (siarke lub selen) przy reszcie fosforanowej Pg.
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Rys. 36. Przyktadowe widma 3P NMR otrzymanych 5’-difosforanéw nukleozydéw grupy A: (A)
zwiqzek A1, (B) zwiqgzek A16, (C) zwiqgzek A17.

Do otrzymywania wszystkich pochodnych 5'-difosforanéw nukleozyddéw typu A
stosowatam standardowy protokdt opisany powyzej. Bardzo wazne dla efektywnego
przeprowadzania tych reakcji byto zachowanie bezwodnych warunkéw. Oprocz
stosowania ogdlnych procedur pracy w warunkach bezwodnych, dodatkowo pomagato
zastosowanie nadmiaru chlorku trimetylosililu, o czym wspominatam w czedci

poswieconej czynnikowi sililujgcemu. W praktyce nie zawsze udawato sie utrzymac
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catkowicie bezwodne $Srodowisko, o czym $wiadczyto powstawanie niewielkiej ilosci
(zwykle ok. 10%) symetrycznego difosforanu ddN (ddNPPddN). Najbardziej
prawdopodobng przyczyng tworzenia sie tej pochodnej byta czesciowa hydroliza
wygenerowanej fosfobetainy P-Py, wodg wprowadzong do medium reakcyjnego wraz z
dodanym nukleofilem. Utworzony w ten sposdb monoester ddNMP reagowat dalej jako
konkurencyjny nukleofil dajac niepozadany, stabilny ddNPPddN (Schemat 46). Ten

produkt uboczny utrudnioniat izolacje pozadanego 5'-difosforanu z mieszaniny

reakcyjne;j.
X o X
o RO- P o- P OddN b RO-P-O- P-OddN
o OrR ©° o° o@
?\*\‘;\gﬂ\
A o« R = alkil, aryl
O o €+ X=0,S8S, Se
H,0 © B
Co-P-0ddN <22 “o- OddN
%0

ddNMP
Q °'4'4,p
P-Py o o

ddNO-P-0-P-0ddN
o°® o°
ddNPPddN

Schemat 46. Powstawanie 5’-difosforanéw 2’,3’-dideoksynukleozydow i ich tio/seleno analogéw
oraz produktu ubocznego ddNPPddN w reakcji P-Py z P(V) nukleofilami.

Otrzymane pochodne 5’-difosforandéw nukleozyddéw typu A zestawitam w Tabeli
2, w ktérej podatam oznaczenie zwigzku, wzor strukturalny produktu oraz rodzaj P(V)

nukleofila uzytego do otrzymywania konkretnego analogu.

Tabela 2. Zsyntetyzowane pochodne 5’-difosforanow 2’,3’-dideoksynukleozydow typu A.
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Wybadr nukleofili do reakcji podyktowany byt zamystem, aby otrzymac pochodne
difosforandw o najbardziej zréznicowanej strukturze, a nie serie zwigzkéw, w ktdrych
systematycznie zmieniano tylko jeden element. Takie podejscie powinno zwiekszy¢
szanse na znalezienie struktur wiodgcych do przysztych badan nad nowymi zwigzkami
o aktywnosci anty-HIV. Sposrdd stosowanych przeze mnie nukleofili, fosforanodiester
dibutylowy, bis(etyl-heksylowy), dibenzylowy oraz diheksadecylowy byty preparatami
dostepnymi handlowo. Pozostate z nich syntezowatam wykorzystujgc preparatyke
zwigzkdéw fosforu bazujgcg na metodologii H-fosfonianianowej. W tym celu difenylowy
H-fosfonian poddawatam transestryfikacji odpowiednim alkoholem i po hydrolizie
zasadowej izolowatam odpowiednie H-fosfonianomonoestry. Zwigzki te nastepnie
utleniatam jodem w pirydynie z dodatkiem wody (98:2, v/v), otrzymujac rézne pochodne
kwasu fosforowego. Pochodne fosforanodiestrow [dibutylowy, dietylowy,
bis(etyl-heksylowy), dibenzylowy] zawierajgce heteroatom na atomie fosforu
otrzymywane byty poprzez utlenianie siarkg lub selenem odpowiednich
H-fosfonianodiestrow. Natomiast w syntezie tiofosforanomonoestru (B13)

zastosowatam ponownie sdl trietyloamoniowg kwasu fosfinowego i odpowiedni alkohol



132 | VI. Wyniki i dyskusja

do utworzenia fosfinianomonoestru, ktéry nastepnie poddawatam utlenianiu siarka,
otrzymujac finalnie zaplanowany tiofosforanomonoester.

W syntezie 5’-difosforandw nukleozydéw typu A stosowatam jako P(V) nukleofile
fosforanodiestry (A1-A4, A7) oraz fosforanomonoestry (A5, A6, A8-A10) zawierajgce
jako grupy maskujace fadunek ujemny reszty fosforanowej, grupy benzylowe oraz
alkilowe o réznej dtugosci i stopniu rozgatezienia tancucha weglowego. Wykorzystujgc
w reakcji z okso-fosfobetaing P-Py fosforanodiester dibenzylowy (np. dla A20 i A21)
zaobserwowatam tworzenie sie pochodnej z jedng grupg benzylowg na reszcie
fosforanowej Pg jako jedynego produktu nukleotydowego. Niekontrolowane usuwanie
grupy benzylowej spowodowane byto duzg podatnoscig tworzgcego sie poczgtkowo
oczekiwanego P,P-dibenzylo difosforanu na debenzylacje w warunkach reakcyjnych,
prawdopodobnie katalizowang przez pirydyne (mechanizm Sn2) lub zachodzaca
samorzutnie (mechanizm Sn1). Stosowane grupy alkilowe miaty stuzy¢ jako trwaty
sposéb maskowania fadunku ujemnego na reszcie fosforanowej Pg, co powinno
korzystnie wptywac¢ na trwatos¢ wigzania P-O-P i wiasciwie eliminowa¢ mozliwosé
uwalniania w komorce przez te zwigzki niemaskowanego 5'-difosforanu nukleozydu. To
ostatnie byto wazne w aspekcie okreslenia zrédta pochodzenia ewentualnej aktywnosci
biologicznej tego typu zwigzkow.

Kolejng grupe P(V) nukleofili stanowity fosforanomonoestry arylowe (A11-A13).
Pomimo obecnosci elektronoakceptorowych podstawnikéw fenylowych czy
pirydynylowych, nie obserwowatam dla tych nukleofili obnizenia reaktywnosci w
stosunku do okso-fosfobetainy P-Py. Grupy arylowe obecne w difosforanach
potencjalnie mogtyby by¢ usuwane w komodrce na drodze chemicznej lub enzymatycznej
hydrolizy, generujac odpowiedni difosforan.

Wybér dwdch kolejnych fosforanomonoestréw jako P(V) nukleofili (synteza
zwigzkéw A14, A15) podyktowany byt checig sprawdzenia mozliwosci efektywnego
usuwania grupy maskujacej z reszty fosforanowej Pg, ale zachodzgcego wedtug innego
mechanizmu. Nukleofil uzyty w syntezie A14, S-metylomerkaptoetanol, w latach 80. XX
wieku zostat zaproponowany przez Stawinskiego i Kraszewskiego jako potencjalna
grupa ochronna reszty fosforanowej w syntezie oligonukleotydéw.*° Postulowano, ze
usuwanie tej grupy moze zachodzi¢ poprzez utworzenie cyklicznego zwigzku

posredniego zawierajgcego fadunek dodatni na atomie siarki, co w przypadku Al4
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prowadzitoby do uwalniania 5’-difosforanu nukleozydu. Poszukujgc grup maskujgcych
tadunek ujemny, ktére mogtyby by¢ efektywnie usuwane w srodowisku komérkowym,
mojg uwage przyciggnety termolabilne grupy ochronne (ang. thermolabile protecting
groups, TPG).1*' Postulowany mechanizm deprotekcji reszt fosforanowych
podstawionych TPG w zwigzku A15 zakfadat rowniez wewnatrzczasteczkowa eliminacje.

Zwigzki oznaczone jako A16-A23 otrzymatam w reakcji okso-fosfobetainy
z odpowiednimi tio- lub selenofosforanodiestrami, co prowadzito do analogéw
wczesniej otrzymanych przeze mnie 5’-difosforanéw nukleozydéw zawierajacych
heteroatom (siarke lub selen) w pozycji Pg. | tak np. zwigzki A18 i A19, byty odpowiednio
tio i seleno analogami 5’-difosforanu A1, zwigzki A20 i A21, odpowiednimi tio i seleno
analogami 5’-difosforanu A7, i zwigzek A22, tio analogiem zwigzku A3. Stosowane w tej
grupie P(V) nukleofile wydajnie reagowaty z centrum fosforowym generowanego
pirydyniofosforanu P-Py i stanowity atrakcyjne Zrddto rdéznorodnosci strukturalnej,
co z kolei powinno przektadac sie na rdznice w aktywnosci biologicznej czy lipofilowosci.

W tej klasie otrzymanych analogéw warto zwréci¢ uwage na pochodng
benzylowg (A21), ktéra mimo efektywnego generowania 5’-difosforanu AZT (sygnaty
w widmie 3P NMR), po dodaniu wody natychmiast rozpadata sie do dwdch fosforanéw,
co wskazywato na wysokga niestabilnos¢ wigzania P-O-P, spowodowang by¢ moze duzg
zawadg steryczng, jaka wprowadzat atom selenu w sgsiedztwie grupy benzylowej.
Niemozliwa byta wiec izolacja tego zwigzku. Co ciekawe, analogiczna pochodna
zawierajgca zamiast selenu siarke w pozycji Pg (zwigzek A20) byta stabilna podczas
izolacji.

Zwigzek A24 (dimetylowa pochodna) zsyntetyzowatam w celu pordéwnania
wptywu wielkosci podstawnika i obecnosci heteroatomu na reszcie fosforanowej Pg
(porownanie z A16 i A23) na aktywnos¢ biologiczna.

Ostatnim w tej klasie zwigzkéw byt 5’-difosforan A25 zawierajgcy na terminalnej
grupie fosforanowej siarke oraz wigzanie amidowe P-N. Otrzymatam go na drodze
kondensacji fosfobetainy P-Py z nukleofilem — fosforanotioamidem. Nukleofil ten
wykazywat duze powinowactwo do elektrofilowego centrum fosforowego betainy
i generowat wydajnie oczekiwany produkt. Otrzymana pochodna byfa interesujaca ze

wzgledu na obecnos$¢ przy jednym atomie fosforu dwdch modyfikacji, wigzania P=S
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i P-N, co powinno wptywaé na trwatos¢ wigzania bezwodnikowego oraz parametry
aktywnosci biologicznej tego zwigzku.

Dla wybranych pochodnych z catkowicie zamaskowanym fadunkiem na reszcie
fosforanowej Pg [dibutylowej i bis(etyl-heksylowej)] zsyntetyzowatam réwniez analogi
5'-difosforanéw zawierajgce jako komponent nukleozydowy ddU zamiast AZT
(odpowiednio A2, A23, Tabela 2). Zwigzki te zostaty otrzymane w celu ewentualnego
potwierdzenia pronukleotydowego charakteru dziatania tego typu pochodnych, co
zostanie omowione w rozdziale poswieconym dyskusji aktywnosci biologicznej

zsyntetyzowanych analogéw.
4.2.2. Synteza zaprojektowanych 5’-difosforanow 2',3’-dideoksynukleozydow typu B

Synteza pochodnych 5'-difosforanéw 2’,3'-dideoksynukleozydéw typu B (Rys. 35)
zawierajgcych siarke lub selen w pozycji P opierata sie na reakcji generowanej in situ
tio- lub seleno-fosfobetainy z odpowiednim P(V) nukleofilem: fosforanodiestrem lub
fosforanomonoestrem.

Zanim przystgpitam do otrzymywania tych zwigzkdw na skale preparatywng,
przeprowadzitam badania metodyczne, o ktérych czesciowo wspominatam w czesci
ogdlnej poswieconej P(V) nukleofilom (Rozdziat VI.3.5.). Badania wykonatam tylko dla
tio-fosfobetainy uzywajac jako zwigzek modelowy 5’-H-tiofosfonianomonoester AZT
[HP(S)AZT], zaktadajac, ze ze wzgledu na zblizong elektroujemnos¢ i rozmiary atoméw
siarki i selenu, reaktywnos$¢ tio- i seleno-fosfobetain bedzie podobna. Dla
H-tiofosfonianomonoestrow, w zwigzku z wiekszg kwasowoscig ugrupowania P-H,
utlenianie jodem zachodzi tatwiej niz dla ich tlenowych odpowiednikéw i wtasciwie nie
wymaga stosowania czynnika sililujgcego. Dodatkowo, znane sg przypadki, ze podczas
utleniania, ze wzgledu na duze powinowactwo atomu siarki do jodu (teoria twardych
i miekkich kwaséw i zasad) nastepowata desulfuryzacja tiofosforanodiestrow.'3> Chcac
zachowac¢ bezwodne warunki procesu, postanowitam stosowac jednak niewielki
nadmiar chlorku trimetylosililu (1,2 ekw.) jako czynnika niwelujgcego formalny tadunek
ujemny obecny w substracie oraz zapewniajgcego bezwodne srodowisko. Zbadatam
rowniez wptyw ilosci utleniacza na efektywnos¢ generowania oczekiwanego produktu.
Zaobserwowatam, ze niewielki nadmiar jodu (1,1 ekw.) byt wystarczajgcy, by

otrzymywa¢ wydajnie  5'-difosforany z atomem siarki w  pozycji Pg,
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a zwiekszenie jego nadmiaru powodowato tworzenie okso-fosfobeainy P-Py, co
najprawdopodobniej zwigzane byto ze wspomniang wczesniej mozliwg desulfuryzacjg
i prowadzito do niepozadanych produktow okso. Po przeprowadzeniu badan wstepnych
i wytypowaniu pirydyny jako katalizatora nukleofilowego i rozpuszczalnika dla tej reakcji
(vide Rozdziat VI.3.5.), mogtam wydajnie generowac tio-fosfobetaine PS-Py, ktdrg
poddawatam reakcjom z dwoma rodzajami P(V) nukleofili, mono- i diestrami fosforanéw
(Schemat 47). Zaobserwowatam, ze analogi S-P, oraz Se-P, difosforanéw
charakteryzowaty sie wyraznie wiekszg lipofilowoscig niz izomeryczne zwigzki
z heteroatomami przy atomie fosforu B, co znaczaco utatwiato ich izolacje z mieszaniny
reakcyjnej oraz wskazywato na mozliwosci wystgpienia réznic w oznaczanych pdzniej

parametrach biologicznych. Otrzymane t3g drogg zwigzki zestawione zostaty w Tabeli 3.
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Schemat 47. Ogdlny schemat syntezy pochodnych 5’-difosforandw nukleozyddw typu B
zawierajgcych heteroatomy (siarke lub selen) w pozycji Py.

Tabela 3. Zsyntetyzowane pochodne 5’-difosforandw 2’,3’-dideoksynukleozyddw typu B.
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Wiekszos¢ P(V) nukleofili stosowanych do otrzymywania pochodnych
difosforanéw typu B (B3-B7, B11, B12) stanowity fosforanodiestry, analogiczne do tych
wykorzystywanych w syntezie pochodnych typu A. W ten sposdb otrzymatam serie
5'-difosforanéw 2',3’-dideoksynukleozyddw o podobnych motywach strukturalnych na
reszcie fosforanowej Pg, a rdznigcych sie jedynie obecnoscig heteroatomu (S lub Se)
w pozycjach niemostkowych wigzania bezwodnikowego. Spodziewatam sie, ze zwigzki
takie powinny dostarczy¢ waznych informacji o wptywie S i Se na trwatos¢ oraz
aktywnos¢ biologiczng badanych analogéw 5'-difosforanéw. Uzywajgc dibenzylowego

fosforanu w reakcajch z fosfobetainami PS-Py i PSe-Py (synteza B1l1l i B12)
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obserwowatam spontaniczng utrate jednej grupy benzylowej, a pochodna Se-P, (B12),
analogicznie do zwigzku z atomem selenu w pozycji Pg A21, byta niestabilna i szybko
hydrolizowata po dodaniu wody do odpowiednich zwigzkdw P(V). Podobnie jak w serii
zwigzkéw A, odpowiedni analog S-Po (B11) okazat sie trwaty. Wykorzystujgc inny
fosforanodiester jako nukleofili, zsyntetyzowatam analogi siarkowe
i selenowe 5’-difosforanéw (B8, B9) z grupami etylowymi maskujgcymi tadunek ujemny
reszty fosforanowej Pg. Analogi te, wraz z B10, zostaty zsyntetyzowane w celu
sprawdzenia czy czynniki sterycznie podstawnikdw majg wptyw na parametry
aktywnosci biologicznej i trwatos¢ wigzania pirofosforanowego .

Nieco nizsza reaktywno$¢ tio- i seleno-fosfobetain w stosunku do nukleofili
uwidocznita sie, gdy do reakcji uzywatam stabszych P(V) nukleofili, a mianowicie
fosforanomonoestréw. Dla tej klasy pochodnych otrzymatam dwa zwigzki zawierajgce
siarke jako heteroatom w pozycji Po. Zwigzek Bl zsyntetyzowalam jako siarkowy
odpowiednik pochodnej A12, korzystajac z tego samego nukleofila, a jedyng rdznicag byt
typ fosfobetainy stosowany w tej reakcji (PS-Py). Efektywnos$¢é tworzenia tych dwéch
analogdw nie réznita sie w sposdb znaczacy. W poszukiwaniu innych grup maskujgcych
tadunek ujemny na reszcie fosforanowej Pg, do reakcji z tio-fosfobetaing PS-Py
wykorzystatam fosforanomonoester trifluoroetylowy, wzorujgc sie na pracach
McGuigana, ktéry stosowat tego typu blokady w pierwszych otrzymywanych przez siebie
zwigzkach ukierowanych na pronukleotydy.

Zupetnie nowym wariantem strukturalnym byt ostatni wymieniony w Tabeli 3
zwigzek (B13), ktdéry powstawat w wyniku reakcji tio-pirydyniofosforanu PS-Py
z tiofosforanomonoestrem. Ze wzgledu na obecnos¢ dwoéch atomow siarki,
spodziewatam sie znaczacych réznic w trwatosci oraz aktywnosci biologicznej
i cytotoksycznosci proponowanego analogu. Zgodnie z oczekiwaniem, pochodna ta

w widmach 3P NMR dawata dwie grupy sygnatéw w rejonie 8p =45 - 40 ppm (Rys. 37).
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Rys. 37. Widmo 3P NMR dla otrzymanego 5’-difosforanu nukleozydu B13.

4.2.3. Synteza zaprojektowanych 5’-difosforanow dinukleozydow typu C

Trzecia klase zaprojektowanych pochodnych 5'-difosforanéw
2',3'-dideoksynukleozydéw stanowity dinukleozydowe analogi difosforanow grupy C,
zestawione w Tabeli 4. Zwigzki te syntezowatam albo z wykorzystaniem
okso-fosfobetainy (C1, C3, C5, C6) albo tio-fosfobetainy (C2, C4). Stosowanym P(V)
nukleofilem byt 5'-fosforan 3'-acetylotymidyny (dla pochodnej C1-C4) oraz AZTMP (dla
C5) i jego siarkowy analog AZT(S)MP (dla zwigzku C6).

Wiaczenie tego typu analogdw do moich badain miato na celu sprawdzenie
mozliwosci  wykorzystania  metodologii  H-fosfonianowej do otrzymywania
heterodimerycznych difosfosforandéw dinukleozydéw. Zwigzki te, w wyniku hydrolizy
wigzania pirofosforanowego, powinny generowa¢ w komdrce dwa rézne nukleotydy,
5'- lub 3'-fosforan tymidyny i aktywny monofosforan antywirusowy (AZTMP lub
ddUMP). Zwigzki te otrzymywane byly z wykorzystaniem standardowych warunkéw
opracowanych dla analogéw 5'-difosforandw grupy A. Podczas badan stwierdzono, ze
reakcja przebiegata wydajnie, niezaleznie od komponentu nukleozydowego, jaki
wykorzystano w 5'-H-fosfonianomonoestrze. Ze wzgledéw praktycznych, wybrano
5'-fosforan 3'-0O-acetylotymidyny jako P(V) nukleofil, ktéry postuzyt do otrzymania takze
siarkowych odpowiednikéw (C2, C4). Analogi C5 i C6 zostaty natomiast otrzymane przez
okso-fosfobetainy P-Py z 3'-H-fosfonianomonoestru tymidyny, a nastepnie poprzez
podstawienie reszty pirydyny w wygenerowanej betainie odpowiednim nukleofilem

[AZTMP | AZTMP(S)].
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Tabela 4. Zsyntetyzowane pochodne difosforanow dinukleozydéw typu C.
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4.2.4. Synteza zaprojektowanych 5’-difosforanéw 2’,3'-dideoksynukleozydow typu D

Zaprojektowane pochodne w grupie D (Rys. 35) nalezg do niepodstawionych

5'-difosforanéw nukleozydéw i traktowatam je w moich badaniach jako zwigzki

referencyjne podczas okreslania parametréw biologicznych oraz w badaniach trwatosci

otrzymanych analogéw. Jak wspominatam w czesci metodycznej (Rozdziat VI.3.5.),

wsrod grupy P(V) nukleofili, ktérych reaktywnos¢ wobec okso-fosfobetainy P-Py byta

sprawdzana, znalazt sie takze nieorganiczny kwas ortofosforowy(V). Okazato sie, ze
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zastosowanie duzego nadmiaru (10 ekw.) tego kwasu w reakcji z fosfobetaing P-Py
prowadzito do wydajnego powstawania niepodstawionego 5'-difosforanu nukleozydu.
Fakt ten wykorzystatam poczatkowo tylko w syntezie pochodnej AZT (D5), ktéra
stanowita zwigzek referencyjny. Zachecona pozytywnym wynikiem dla tego analogu,
postanowitam rozszerzyé spektrum mozliwych produktéw o pochodne nukleozyddw
w serii rybo i deoksy (D1-D4, D6-D9, Tabela 5) potwierdzajac tym samym ogdlny
charakter metody otrzymywania niepodstawionych 5'-fosforanéw nukleozydéw
w reakgcji pirydyniofosforanu P-Py z kwasem fosforowym (Schemat 49).
W zwigzku z obecnoscia w nukleozydach reaktywnych grup hydroksylowych oraz
egzoaminowych, istniata koniecznos¢ zablokowania tych reszt, takze z uwagi na
polepszenie rozpuszczalnosci H-fosfonianomonoestrow nukleozydéw w medium
reakcyjnym. Otrzymane 5’-difosforany zablokowanych nukleozydéw oczyszczatam na
kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym stosujgc jako faze ruchomg uktad
izopropanol : woda : trietyloamina (7:2:1, v/v/v). Wyizolowane zwigzki rozpuszczatam
nastepnie w wodnym roztworze amoniaku celem usuniecia zasado-labilnych blokad, po
czym wykonywatam powtdrne oczyszczanie wykorzystujgc ten sam uktad eluujacy.
Wszystkie otrzymane zwigzki miaty przesuniecia chemiczne w widmach 3P NMR
w przedziale od - 9 ppm do - 12 ppm, a wydajnosci po oczyszczaniu wynosity od 30% do

60%.
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Schemat 49. Ogdlny schemat syntezy pochodnych 5’-difosforandw nukleozyddw grupy D.

Niewatpliwie do zalet powyzszego podejscia nalezy jego uniwersalnosé
(nukleozydy w serii rybo i deoksy) oraz mozliwos¢ uzywania P(V) nukleofila w formie
kwasowej, a nie standardowo uzywanej soli tetrabutyloamoniowej, ktéra co prawda
poprawia homogennos¢ mieszaniny, ale z drugiej strony — wprowadza do uktadu trudny
do usuniecia lipofilowy kation. Wadg tej strategii jest natomiast zmudne preparatywnie

oddzielenie nadmiaru nieorganicznego fosforanu od pozgdanego produktu.
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Tabela 5. Zsyntetyzowane pochodne 5’-difosforanéw 2°,3’-dideoksynukleozyddéw grupy D.
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Jak wspominatam w czes$ci poswieconej badaniom metodycznym, podczas

eksperymentéow z niewielkim nadmiarem kwasu ortofosforowego(V) (1,5 ekw.)

obserwowatam powstawanie niemal wytgcznie 5'-trifosforanu dinukleozydu (D10),

ktdry pomimo odmiennej struktury, postanowitam wigczy¢ do tej grupy zwigzkow, ze

wzgledu na rodzaj stosowanego nukleofila.

W czasie prac metodycznych, podjetam takie préby otrzymania analogéw

5'-difosforanéw AZT typu D zawierajgcych siarke lub selen w pozycji Pq. Jednakze

wykorzystanie tio- (PS-Py) i seleno-fosfobetainy (PSe-Py) w reakcji z duzg iloscig kwasu

fosforowego nie przyniosto oczekiwanych efektéw, bowiem w mieszaninach

reakcyjnych obserwowatam tworzenie sie wielu polifosforanowych produktéw, réwniez

tych powstatych w wyniku desulfuryzacji

lub deselenizacji,

co w potfaczeniu

z pracochtonng procedurg oczyszczania spowodowato, ze nie udato mi sie wyizolowac
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pozadanych zwigzkéw. Wyniki te potwierdzity moje wczesniejsze obserwacje o mniejszej
reaktywnosci tio- i seleno-fosfobetain w stosunku do stabych nukleofili, w poréwnaniu

do okso-fosfobetain.

4.2.5. Synteza analogéw 5'-difosforanéw 2’,3’-dideoksynukleozydow zawierajqcych
wiqzanie P-N

Wczesniejsze badania prowadzone w Zaktadzie Chemii Kwaséw Nukleinowych
doprowadzity do rozwiniecia amidofosforanowej strategii pronukleotydowej bazujgcej
na arylowych grupach maskujgcych ujemne tadunki w resztach fosforanowych. Sposréd
tych analogéw, pochodne zawierajace grupe 4-aminopirydynowg wyrdzniaty sie
wyjatkowo dobrymi parametrami biologicznymi (vide Wstep literaturowy).
Postanowitam wiec wprowadzi¢ te samg grupe do szkieletu 5’-difosforanow
nukleozydéw, oczekujac jej korzystnego wptywu na wiasciwosci biologiczne,
a szczegdblnie na niskg cytotoksycznosé badanych zwigzkéw (zwigzki N1-N3, Tabela 6).
Interesowat mnie takze mozliwy wptyw grupy 4-aminopirydynowej na aktywnos¢
biologiczng zwigzkdéw zawierajgcych inne niz AZT nukleozydy o znanej aktywnosci
antywirusowej, np. tenofowir (N2) i d4T (N3). Zwigzek N2, oprdécz wigzania
bezwodnikowego P-O-P, zawierat takie odporne na hydrolize enzymatyczng
wigzanie P-C.

Niestety, wykorzystanie w celach syntetycznych oksydatywnej kondensacji dla
tych pochodnych nie powiodto sie. Dlatego tez poszukiwatam innej drogi syntezy i tym
razem skupitam mojg uwage na chemii zwigzkéw P(V). Do otrzymania analogéw N1-N3
wykorzystatam fosforylo tris-triazolid,'¥> z ktdrego wygenerowatam czynnik
fosforylujgcy zawierajacy interesujgcg mnie grupe 4-aminopirydynylowa.”® Zwigzek ten,
w reakcji z odpowiednimi fosforanami (AZTMP, d4TMP oraz tenofowirem) postuzyt mi

do syntezy zaplanowanych analogéw 5’-difosforandéw zawierajgcych wigzanie P-N

(Schemat 50).
N= N=
O N /\N NH; O N /\N
o~ PN P~
N 7NN + N > HN"
N\ Z S N
N ) N N )
tris-triazolid czynnik fosforylujacy podstawiony

fosforylu grupa 4-aminopirydynylowa
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RN _ANuMP TN N-P-0-P-ONu
HN" 2. H,0 — 1o I
“ N-N 2 o o
N <\ ﬂ
N N1-N3

NuMP = AZT, d4T, tenofowir

Schemat 50. Ogdlny schemat otrzymywania analogéw 5’-difosforanow zawierajqcych reszte
4-aminopirydyny.

Tabela 6. Zsyntetyzowane analogi 5’-difosforanow zawierajgce wigzanie P-N.

Oznaczenie .
. W2z6r strukturalny
zwigzku
o
'y
N1 9 N o
-P-0
o K°
N3
NH,
SN
<)

N2 0 N
c",u\/°\,(

N3

5. OZNACZENIE POTENCJALU ANTY-HIV OTRZYMANYCH POCHODNYCH 5'-
DIFOSFORANOW 2’,3'-DIDEOKSYNUKLEOZYDOW

Po zaprojektowaniu i zsyntetyzowaniu szeregu pochodnych 5'-difosforanéw
nukleozyddéw o réznych motywach strukturalnych, otrzymane zwigzki zostaty poddane
badaniom biologicznym w celu okreslenia ich potencjalnej przydatnosci terapeutyczne;.
Aktywnos$¢ anty-HIV i cytotoksycznos¢ oznaczono w Narodowym Instytucie Lekow
w Warszawie (wspotpraca z mgr A. Dabrowskg) oraz w Rega Institute for Medical
Research w Leuven w Belgii (wspotpraca z prof. L. Neasens).

Oznaczenie wybranych parametréw biologicznych wykonane zostato wedfug
powszechnie stosowanych procedur.” Ocena cytotoksycznosci badanych zwigzkdw
prowadzona byta w ustalonych hodowlach limfoidalnych linii komdérkowych CEMTA4.
Komoérki hodowane byty w szeregu znanych rozcieiczen badanych preparatow. Po 7

dniach hodowli oznaczona zostata zywotnos¢ komorek przy zastosowaniu metody MTT.
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Badania aktywnosci antywirusowe] przeprowadzone zostaty na tych samych liniach
komédrkowych, ktére najpierw inkubowane byty przez 24 h w medium (RPMI/FBS, 9:1,
v/v) wzbogaconym w znane stezenia testowanych 5'-difosforanéw. Nastepnie komorki
zakazane byty dzikim szczepem wirusa HIV-1 i po 7 dniach oceniania byta zdolnos¢
hamowania namnazania HIV poprzez pomiar wirusowego biatka p24 w medium znad
komorek. Inhibowanie powielania kopii wirusa mierzone byto obnizeniem ilosci biatka
p24 w hodowlach wzbogaconych w badane zwigzki w odniesieniu do ilosci p24
w hodowli prowadzonej w medium standardowym. Do testdw wykorzystano takze
nukleozydy antywirusowe (AZT, d4T i ddU), jako zwigzki referencyjne.

Wyniki oznaczonej aktywnos$ci antywirusowej oraz cytotoksycznosci
postanowitam zestawi¢ wedtug projektowanych wariantow strukturalnych II-lll, co
okazato sie pomocne w dyskusji o ogdlnych tendencjach wyznaczonych
eksperymentalnie parametréw biologicznych w otrzymanych grupach 5’-difosforanéw.
W Tabelach 7A-7D przedstawiam wartosci aktywnosci biologicznej (ECsop i ECop)
i cytotoksycznosci (CCso i CCo0) dla wyizolowanych pochodnych 5'-difosforandéw, jak

réwniez obliczony dla kazdej z nich indeks selektywnosci (SI).
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Tabela 7A. Aktywnosc¢ anty-HIV (ECsg, ECoo) i cytotoksycznosé¢ (CCsoi CCop) wraz z obliczonym indeksem
selektywnosci (Sl) dla otrzymanych pochodnych 5’-difosforanéw w Il. wariancie strukturalnym;
* - parametry oznaczone w Rega Institute.

1. wariant strukturalny

n o0
1] 1] 1]
@Mo-P-0—P—0ddN @MWo—P-0—P—0ddn @Wo—P—0—P—0ddN
L ol I ol L ol
o “o o o o

@ @ @

ddN = AZT,ddU X =S,Se GM = grupa maskujaca

Oznaczenie Wz6r strukturalny ECso ECoo CCso CCoo S|
zwigzku [uM] [uM] | [#M] | [uM]
(0} (0]
Al /\/\O_FI,_O:_)F,’_OAZT <0’01 0'6 >234 >234 23400
NN I
o o
A2* ~"0-P-0-P-0ddu >250 | >250 | >250 | >250 1

A3 6 %% 0,09 46 | >703 | >703 | 781

Ad C16H3:0-P-0-P-0AZT 0062 | 97 | 535 | >535 | 863
CiHzs0 O
59

A16 ~_0-P-0-P-0AZT 0,005 0,37 >251 >251 | 50200
0 o
Fe 9

Al17 ~_0-P-0-P-0AZT 0,006 0,28 >229 >229 | 38167
~_0 ©°
P 9

A18 U~ O-P-0-P-0AZT 0004 | 0,026 | >300 | >>300 | {75000
NN o°
S o

A19 o~ O-P-0-P-0AZT 0003 | 005 | >330 | >>330 | 110000
SO o°
S o

A20 2 O—III’I—O—II'%—OAZT 0,006 0,078 165 225 27500
o@ o\'—)

A22 orho ot 0,02 02 | >190 | >>190 | 9500

A23 W; 1 4,4 93 | 310 | >390 | 70
79

A24 _0-B-0-B-0azT G605 | 0,012 | >258 | >258 | Eil600
(o] o
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Hy @
A25* Qn—g—o— >~OAZT 0,03 - >250 - 8 333
o o©o°
o 3
B3 \/\/O—I‘I’—O—ﬁ’éOAZT 0,004 0,12 >190 >190 47 500
\/\/o o
Il ﬁe
B4 ~~_O0-P-0-P-0AZT 0,02 0,08 >180 >180 9 000
\/\/o 0@
0-P-0-P-OAZT
B5 Wé %% 0,035 >0,5 >450 >450 12 857
w 2 v
0-P-0-P-OAZT
B6 Wé %% 0,005 0,03 25 88 20 000
-P-0-P-
B7 0-P-0f-0ddU | 55 8 160 | 330 43
o 3%
B8 \/O—FI’—O—FI’C_SOAZT 0,02 >0,5 >250 >250 12 500
~_90 ©
Il ﬁe
B9 \/O—II’—O—FI’éOAZT 0,015 0,07 12 40 800
~_0 ©
1} ﬁ
B10 /O—R—O—l?éoAZT 0,007 0,027 >240 >240 34 286
0O O
-~
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Tabela 7B. Aktywnosc anty-HIV (ECsg, ECo) i cytotoksycznosé (CCsoi CCoo) wraz z obliczonym indeksem
selektywnosci (Sl) dla otrzymanych pochodnych 5’-difosforanow w lll. wariancie strukturalnym;
* - parametry oznaczone w Rega Institute.

Ill. wariant strukturalny
@OEOEOddN @ogoﬁown @OﬁOEOddN
% ‘% % ©o % ‘o
ddN = AZT,ddU  X=S,Se GM = grupa maskujaca
Oznaczenie , ECso ECs0o CCso CCo0
2wiazku Wz6r strukturalny mM] | M) | Ml | M SI
(o] (o]
A5 4’—0—#—0—5—0AZT 04 | 2,3 70 | >94 | 175
% o
o o >>13
A6 TN L ok-okomzT | 021 | >5 | >130 619
ro (—70 0
o (o]
A7 Qo_#_o_s_mn <0,01 | 0,05 | >145 | >145 | 14500
o &
MeO
Ag* Q o o 0,004 | - 69 - | 17250
0-P-0-P-0AZT
o~ o©o°
o o
A9* eSS 00074 | - | >250 | - | 33784
N7
o 9
A10 N 00604 | 0,016 | >197 | >197 | #6250
N/
HO
* o 9
A1l Go_p_o_P_OAZT 0,0058 | - 120 - | 20690
67/ 6@
/N —o0-8-0-8
A12 Nl e e T 01 | 25 | 190 | >780 | 1900
Cl
/N —o0-8-0t
A13 Q°‘Z&°‘Z&°AZT 043 | >5 | 142 |>820| 330
o 0 >>10
Al4 ~g-~_O-P-0-P-0AZT 0,006 | 0,25 | >104 17333
© & 4
L otod
A15 Sy Ay O-P-0-P-0AzZT 0,012 | 0,8 >97 | >97 | 8083
H OJ 03
I of-ot
B1 - °‘3;°‘3;°AZT <0,004 | 0,03 | >226 | >226 | 56500
Cl
o %
B2 FsC70-P-0-P-0AZT 0,025 | 0,19 | >238 | >238 | 9520
o~ o0
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B11

0,02

>212

>212

30 286

B13*

S 8
HyC-0-P-0-P-0AZT
o® o°
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>250
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Tabela 7C. Aktywnosc anty-HIV (ECsq, ECag) i cytotoksycznosc (CCspi CCog) wraz z obliczonym indeksem
selektywnosci (Sl) dla otrzymanych pochodnych 5’-difosforanow w lll. wariancie strukturalnym —
di- i trifosforandéw dinukleozyddw.

Ill. wariant strukturalny — di- i trifosforany dinukleozydow
o X
TO—FI’—O—I'T‘—OddN
%0 ©
T =tymidyn-5'/3’-yl ddN=AZT,d4T X=0,S
Oznaczenie , EC5o ECgo CCso CC9o
2wiazku W2zér strukturalny [uM] M | ] | [uM] SI
o] [e]
g il)l
c1 07N ° o N 0,021 | 0,04 | 130 | >133 | 6190
o—Pfo—P,:o—| o
Lo\\r 69 6:
"""" E)H N3
o o
HN NH
'y C
c2 o7 N o s NO 1 9,007 | 0,015 | 45 >195 | 6429
0-P-0-P-0 o
PR s
"""" BH N
o
1) o
c3 O7N o o N" o 0,135 | 0,48 | 132 | >140 500
0-P-0-P-0
e S
" On
[e) o]
'y §4
ca o= N o s N“To 0,19 0,45 95 >210 500
0-P-0-P-0.
Lo\f & & i
" on
[e]
HN |
0)\N o
c5 Lo\r o \fjg 0,032 | 0,22 | 158 | >172 | 4938
o o N0
o:%—o—i‘;—o o
o o
N3
o
HN |
ooy .
6 L°\F " fkj: 0007 | 0,013 | 70 | >325 | 10000
o s N"o
°:':’:°‘$:° o
o [0l
N;
HN NH
A LK
D10 O7N o o o No | 20,004 | 0,006 | >208 | >208 | 52000
I/o\‘—o—P:o—ggo—P:o o)
I o k J
N3 N3
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Tabela 7D. Aktywnos¢ anty-HIV (ECsg, ECsg) i cytotoksycznosc (CCsoi CCoo) wraz z obliczonym indeksem
selektywnosci (Sl) dla otrzymanych pochodnych 5’-difosforanéw w lll. wariancie strukturalnym —
amidofosforandw i amidofosfoniandw.

Ill. wariant strukturalny — amidofosforany i amidofosfoniany

H 1l 1]
N—II’—O—II’—deN
0e Oe

\_/

X =0, ddN = AZT lub d4T
X = CH, ddN = tenofowir

Oznaczenie Wz6r strukturaln ECso ECoo CCso CCoo S|
zwigzku v [eM] | [uM] | [uM] | [aM]
[¢]
T
N1 WO O NS0 20001 | 43 | >356 | >356 | 35600
N-P-0-P-0— g
NI/ o o "
NH,
ST
N2 o o NN 23 | 42 | >92 | >92 40
7N\ _R-P-o-p
NQ 67) 6'-)\/0
[e]
| NH
N3 T NS0 012 | 02 | >71 | >71 592
NQ—N—Zgo—Eé——O o

Tabela 7E. Aktywnosc anty-HIV (ECsg, ECa0) i cytotoksycznosc (CCspi CCoo) wraz z obliczonym indeksem
selektywnosci (Sl) dla zwigzkdw referencyjnych; no - nieoznaczalne.

zwiqzki referencyjne
Oznaczenie ECso ECoo CCso CCoo S|
zwiazku [uM] | [#M] | [uM] | [uM]
AZTPP
o o - -
%o-P-o-p-oazr | 0003 ne ne
6 %
AZT 0,004 - >380 - 95 000
dat 0,7 3,7 170 360 243
ddu >10 - - - -
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Po przeanalizowaniu oznaczonych aktywnosci biologicznych otrzymanych
5'-difosforandéw, zwigzki podzielitam wedtug rosngcej wartosci ECso na trzy grupy
(oznaczone kolorami w Tabelach 7A-7D): (i) ECso > 0,1 uM — zwigzki o aktywnosci
zdecydowanie gorszej niz AZT (10 analogéw); (ii) ECso = 0,01-0,1 uM — zwigzki o dobrej
aktywnosci, nieco gorszej niz AZT (14 analogdw); (iii) ECsg < 0,01 uM — zwigzki o bardzo
dobrej aktywnosci antywirusowej, poréwnywalnej z AZT (22 analogi). Wiele
z otrzymanych pochodnych zawierajgcych AZT okazato sie byé znakomitymi inhibitorami
replikacji HIV, efektywnymi juz w stezeniach nanomolowych. Dla najbardziej aktywnych
biologicznie zwigzkéw wartos¢ ECso miescita sie w zakresie 3-10 nM (0,003-0,01 uM),
przy ECoo = 10-200 nM (0,01-0,2 uM) (Tabele 7A-7D) i byta porownywalna z aktywnoscig
antywirusowg samego AZT (Tabela 7E). Dos$¢ liczng grupe stanowity takze zwigzki
o aktywnosci o rzad wielkosci mniejszej od AZT, mieszczacej sie w przedziale
0,01-0,1 uM (kolor z6tty, Tabele 7A-7D). Réwniez analogi dinukleozydowe zawierajgce
jako komponent nukleozydowy d4T (C3, C4) wykazywaty poréwnywalng z d4T
aktywnos¢ biologiczng (Tabela 7C), jednakze nizszg znaczgco od analogicznych zwigzkéw
zawierajgcych w strukturze AZT.

Istotne znaczenie dla okredlenia potencjatu biologicznego zwigzkdéw
projektowanych jako potencjalne leki ma cytotoksycznosé. Wiekszos$é z otrzymanych
pochodnych 5'-difosforanéw nie wykazywata toksycznosci wzgledem komérek CEMT4
(CCso > 200 uM), nawet przy maksymalnych stezeniach, ktore ograniczata jedynie ich
rozpuszczalnos$é. Czesto niemozliwe byto wyznaczenie CCsp dla testowanego zwigzku,
a podane w Tabelach 7A-7D wartosci w wielu przypadkach oznaczajg jedynie
maksymalng wartos¢ stezenia zwigzku, ktdra zostata przebadana (Cmax). Z tych wzgleddéw
obliczony indeks selektywnosci (SI) dla wielu zwigzkéw nalezy traktowac jako wartosc¢
szacunkowy, ktora w rzeczywistosci moze by¢ prawdopodobnie wyzsza niz ta podana
w Tabelach 7A-7D.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze niektére z otrzymanych pochodnych
mogg byc¢ traktowane jako obiecujgce zwigzki wiodace dla badan nad znalezieniem
efektywnych terapeutykdéw o aktywnosci anty-HIV. Szczegdtowa dyskusja dotyczaca
zaleznosci pomiedzy strukturg (iloscig tadunkédw ujemnych, obecnoscig i pozycja
heteroatomu w czasteczce, etc.) a oznaczong aktywnoscig i cytotoksycznoscia

przeprowadzona bedzie w Rozdziale VI.7.
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6. TRWALOSC | SCIEZKI ROZPADU NIEKTORYCH OTRZYMANYCH
POCHODNYCH 5'-DIFOSFORANOW 2’,3'-DIDEOKSYNUKLEOZYDOW
Dostarczenie terapeutyku do zainfekowanej wirusem komarki stanowi ogromne
wyzwanie. Przy opracowywaniu nowych lekéw bardzo wazng role odgrywa
farmakokinetyka zwigzku, a wiec jego absorpcja, dystrybucja tkankowa lub narzgdowag,
metabolizm, sposoby eliminacji z organizmu oraz toksycznos¢. Procesy te opisujg losy
substancji leczniczej w organizmie, pozwalajgc tym samym oszacowac przydatnosc
danego zwigzku w terapii. Sposdb podawania leku wptywa na szybko$¢é jego wchtaniania,
co z kolei przektada sie wprost na sposdéb i jakos¢ jego dystrybucji w organizmie. Dlatego
tez projektowane terapeutyki powinny charakteryzowac sie nie tylko odpowiednimi
parametrami biologicznymi (aktywnoscig i cytotoksycznoscig), ale réwniez odpowiednig
stabilnoscig chemiczng oraz zrbwnowazonym charakterem lipofilowo-hydrofilowym.143
Po otrzymaniu serii 5’-difosforanéw 2',3'-dideoksynukleozydéw projektowanych
jako pronukleotydy, szczegdlnie waine byto dla mnie zbadanie trwatosci tych
pochodnych w warunkach hydrolizy chemicznej i enzymatycznej, co pozwolito mi
rozezna¢ mozliwe sposoby dziatania tych zwigzkdw w organizmie i przewidywac w jakiej
formie, i czy w ogdle, bedg one mogty dociera¢ do wnetrza komérki. Wyniki tych
eksperymentdw sg wiec wazne w ocenie przydatnosci terapeutycznej tych analogdw.
Wszystkie testy stabilnosci prowadzitam w inkubatorze w temperaturze 37°C,
a jako metode analityczng wykorzystatam wysokosprawng chromatografie cieczowg
(HPLC), wyznaczajac t1/2 rozpadu zwigzkow z uzyciem kolumny z fazg odwrdcong RP-18.
Jako standardowy ukfad do sprawdzania trwatosci otrzymanych pochodnych
stosowatam medium komdrkowe RPMI-1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute),
ktére pozbawione jest aktywnosci enzymatycznej, a wiec pozwalato oceni¢ stabilnos¢
chemiczng badanych zwigzkédw. Natomiast mozliwg podatno$é zsyntetyzowanych
analogéw na dziatanie réznych enzymow hydrolitycznych badatam w roztworze RPMI
wzbogaconym w surowice z ptodéw bydlecych (RPMI/FBS, 9:1, v/v). Biorgc pod uwage
czasochtonnos¢ tych badan nie wyznaczytam czasu potowicznego rozktadu (ti/2) dla
wszystkich otrzymanych pochodnych, a jedynie najbardziej aktywnych zwigzkdéw
(ECso < 10 nM, Slso > 50 000) oraz dla wybranych zwigzkéw posiadajgcych interesujgcy
mnie motyw strukturalny, ktéry mdégt znaczaco zmieniac¢ kinetyke oraz sposéb ich

rozpadu. W celu identyfikacji tworzgcych sie produktow rozktadu, poréwnywatam ich



VI. Wyniki i dyskusja | 153

czasy retencji z substancjami wzorcowymi lub dodawatam do analizowanych prébek
wzorce odpowiednich zwigzkéw (ddN, ddNMP ddNDP). Spodziewajgc sie metabolitéw
o podobnej polarnosci (i czasach retencji), opracowatam odpowiedni protokoét i profil
elucji do analizy otrzymywanych mieszanin, co pozwalato na dobry rozdziat

powstajgcych produktéw (Rys. 38, patrz rowniez Czes¢ Eksperymentalna).
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Rys. 38. Przyktadowy chromatogram przedstawiajgcy mozliwe produkty rozpadu 5’-difosforanow
2',3"-dideoksynukleozydow.

Zaktadajgc rézne trwatosci i Sciezki rozpadu otrzymanych pochodnych,
spodziewatam sie trzech gtdwnych produktéw ich rozktadu: odpowiednie nukleozydy
ddN, ich monofosforany ddNMP i difosforany ddNDP (Schemat 51). Oczekiwatam, ze
rowniez produkty zawierajgce czeSciowo odblokowane funkcje mono- lub
difosforanowe, mogg pojawiaé sie jako produkty przejsciowe (lub finalne) badanego
procesu hydrolizy chemicznej lub enzymatycznej. Poniewaz sktad chemiczny RPMI
i RPMI/FBS odbiega znaczaco od warunkdédw panujgcych w zywym organizmie,
prezentowane przeze mnie ponizej wyniki nalezy traktowac jedynie jako szacunkowa

ocene oczekiwanej trwatosci w zywych komérkach.

® 59 25
O-P-OddN + RO-P-O
~0 OR
ddNMP
© 2 9
ddNOH = —  RO-P-0O-P-OddN
nukleozyd 6R 6@
R = alkil, aryl, H
ddN = AZT, ddU, d4aT 5 o o
O-ﬁ’-O:I‘I’—OddN
0 “o

ddNDP

Schemat 51. Prawdopodobne, gtdwne Sciezki rozpadu 5’-difosforanow 2’,3’-dideoksynukleozydow.
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Wszystkie z badanych pochodnych, niezaleznie od wariantu strukturalnego (ilosci
tadunkéw ujemnych) oraz obecnosci i pozycji heteroatomu w czgsteczce byty bardzo
trwate w samym RPMI (do 7 dni). Znaczace rdznice obserwowatam natomiast w medium
symulujgcym aktywnosé enzymatyczng srodowiska komorkowego (RMPI/FBS, 9:1, v/v) i
dalsze badania stabilnosci 5'-difosforanéw prowadzitam wtasnie w tym medium.

Analize trwatosci otrzymanych 5'-difosforanéw 2',3’-dideoksynukleozydow
rozpoczetam od analogdw nie zawierajgcych heteroatoméw. Sposrdéd zaprojektowanych
wariantow strukturalnych Il i lll, wybratam kilka zwigzkéw (Tabela 8A) rdznigcych sie
wielkoscig i rozktadem tadunkédw ujemnych oraz rodzajem grup maskujgcych (alkil,
benzyl, aryl). W tej serii eksperymentéw nie stwierdzitam wiekszych réznic w czasie
potowicznego rozktadu badanych pochodnych — dla wiekszosci z tych analogéw ti;
wynosity od 2 h do 9 h, a gtdwnym produktem rozpadu byt odpowiedni fosforan
nukleozydu (AZTMP lub ddUMP). Podobne ti;; dla zwigzkéw o tak zrdzinicowanej
strukturze chemicznej mogg wskazywaé, ze ulegajg one przeksztatceniom gtéwnie
enzymatycznym, a nie chemicznym. Najwyzszg stabilnoscig wigzania pirofosforanowego
odznaczat sie analog A3, co ttumaczytam utrudnionym atakiem czasteczki wody na atom
fosforu Pg, spowodowanym zwiekszong zawada steryczng wytwarzang przez
rozgatezione grupy alifatyczne. W tej grupie pochodnych najbardziej labilnym byt
trifosforan bis-AZT (D10) zawierajacy funkcje trifosforanowg — jego czas potowicznego
rozktadu byt duzo krétszy od innych analogdéw i wynosit 22 minuty. Po uptywie godziny
w mieszaninie inkubacyjnej tego zwigzku obserwowatam tylko dwa metabolity: AZTMP

i AZTDP, a po 2,5 h pojawit sie réwniez nukleozyd AZT.

Tabela 8A. Czasy potowicznego rozktadu ti/> dla wybranych pochodnych difosforanéw w RPMI/FBS,
9:1, v/v.

Oznaczenie Wz6r strukturalny Wariant ECso Trwatosé, ti),
zwigzku strukturalny [uM] (RPMI/FBS, 9:1, v/v)
o o
Al ~"0-p-0-p-0AzT I <0,01 6h
N0 0
o 9
A2 ~""0-P-0_P-0ddu I >250 3h

\/\/o o

A3 ey Il 0,09 >2 dni
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(o] (o]
A7 :\< o-f-0--onzr I <0,01 4h
03 09
(o] (o]
0-P-0-P-OAZT
A9 & & i 0,0074 2h
\,_/
N
9 9
A10 AN 1l 0,004 >11h
N/
HO
o o
Al11 Go-#-o-ﬁ-o/m 1l 0,0058 9h
o° &
I\ 0-8-0-8
A12 N 0‘250‘650”‘27 i 0,1 6h
Cl
o o
A13 /' N—o0-B-0-P-0azT 1 0,43 8h
N= © o°
o o
Al4 o~ O-P-0-P-0AZT i 0,006 4h
S 0° o°
[e] [e}
D10 9.9 9 ; <0,004 22 min.
o e o
N3 N3

Na Rys. 39 przedstawiam chromatogramy dla wybranych zwigzkéw reprezentujacych /1.

i lll. wariant strukturalny obrazujgce przebieg ich rozpadu.

(A) 0o o
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| @I
\/\/o 0
AZTMP /
| AZT
!_H
L 1L
L P 3
6h
0 5 10 15 20 25 30 35

Oh




156 | VI. Wyniki i dyskusja

(B) o 9
@—o—géo—g—OAZT
N—

o° o°
AZTMP

iRl - .

4h

f T T T N T T 1 8h
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Rys. 39. Chromatogramy przedstawiajqce ti/; oraz produkty rozpadu pochodnej A1 (A) i A13 (B).

Po wykonaniu analizy trwatosci dla analogéw tlenowych otrzymanych
5'-difosforanéw 2',3’-dideoksynukleozydow postanowitam sprawdzi¢ jak obecnosé
heteroatomu, jego rodzaj (siarka lub selen) oraz miejsce w czasteczce (P vs Pg) wptywajg
na trwatos¢ wigzania pirofosforanowego. Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw
zamies$citam w Tabeli 8B. Okazato sie, ze rodzaj heteroatomu (siarka lub selen) nie ma
wiekszego wptywu na trwatos¢ wigzania P-O-P, natomiast jego potozenie w czgsteczce
miato niezwykle duze znaczenie dla trwatosci badanych zwigzkéw w srodowiskach
niosgcych aktywnos¢ enzymatyczng (Rys. 40). Analogi zwigzku Al zawierajgce siarke lub
selen w pozycji Pq (B3 i B4) wykazywaty duzg stabilno$¢ w warunkach hydrolizy
enzymatycznej (brak produktéw hydrolizy w czasie inkubacji do 7 dni),
w przeciwiendstwie do pochodnych zawierajagcych heteroatom w pozycji Pg (A18
i A19), ktore charakteryzowaty sie podobnymi czasami potowicznego rozktadu, co
odpowiednie tlenowe pochodne. Takg samg zaleznos¢ zaobserwowatam dla serii mniej
zawadzonych sterycznie dietylowych pochodnych B8-B9 i A16-A17.

Tabela 8B. Wyznaczone czasy ti2 dla otrzymanych analogdw tio i seleno difosforanow
w RPMI/FBS, 9:1, v/v.

Oznaczenie Wz6r strukturaln Wariant ECso Trwatosé, ty/,
zwigzku v strukturalny [uM] (RPMI/FBS, 9:1, v/v)
o] S
B3 o 0-R-0-R-OAZT Il 0,004 >7 dni
o0 o
Q 3¢
B4 o O-R-0-P-OAZT Il 0,02 >7 dni
\/\/O o~




VI. Wyniki i dyskusja | 157

s o
A18 o\ 0-P-0-P-OAZT I 0,004 Lh
~o~P o°
we @
A19 o\ 0-P-0-P-OAZT I 0,003 2h
~o~ O o
BS \/o—'pf—o—l'f'—OAZT I 0,02 >7 dni
~_0 ©o°
e
B9 ~_0-P-0-P-0AZT Il 0,015 >7 dni
~_0 ©o°
P9
AL6 ~_0-P-0-P-0AZT I 0,005 3h
O ©0°
§e 1)
AL7 ~_0-P-0-P-0AZT I 0,006 4h
o

~_©
w 2 p
O—E’—O—P—OddU
o

B7 W S Il 3,7 >7 dni
A22 \/\/gzwlﬁ'un I 0,02 >2 dni
@
A24 _0-P-0-P-OAZT I 0,005 3h
o o°
HE 9
A25 QN—I,’—O—?—OAZT I 0,03 24h
o0 o©o°
/™ ob-o0-t
B1 Nl oo e T i <0,004 >7 dni
Cl
S %
B13 H,C-0-P-0-P-0AZT 1l 0,044 >7 dni
6° o&°

Tiodifosforany B7 i A22, zawierajgce siarke odpowiednio w pozycjach Py i Pg,
wykazywaty podobny trend, a obserwowane mniejsze réznice w podatnosci na hydrolize
mozna prawdopodobnie przypisa¢ zawadzie sterycznej, jaka wywotujg dwie
rozgatezione grupy alifatyczne (patrz réwniez nizej). Ciekawym analogiem w aspekcie
trwatosci byta pochodna B13 z dwoma atomami siarki (po jednym na kazdej reszcie
fosforanowej). Wykazywata ona duzg trwatos¢ (ti2 > 7 dni), podobng do monotio
analogéw, co wskazywato na dominujgcy efekt modyfikacji heteroatomem w pozycji Py
na odpornosc¢ na hydrolize enzymatyczng wigzania pirofosforanowego. Dla zwigzku A25,
posiadajgcego dwa heteroatomy w pozycji Pg (siarke i azot), dos¢ dtugi czas

potowicznego rozktadu (t1/2 = 24 h) $wiadczy, ze labilno$¢ hydrolityczna jest zjawiskiem
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ztfozonym i wymaga uwzglednienia dodatkowych czynnikéw przy znacznych zmianach

strukturalnych substratow.

1 1]
o S O-P-0-P-OAZT
e (B) NN | 5

1] 1
(A) ~~O-P-0-P-0AZT
S~ o

\/\/o

N 48 h TN ~ 48 h
e 24h e K ~ 24h
- 2h J L 2h
! 1h
— ML 0h1h Oh
e

(C)

10 1 0

Rys. 40. Chromatogramy przedstawiajgce réznice w trwatosci wiqzania pirofosforanowego dla
pochodnych tio i seleno 5-difosforanow: B4 (A), B3 (B), A19 (C), A18 (D).

Probujac zrozumieé przyczyne réznic w trwatosci wigzania pirofosforanowego
pomiedzy analogami zawierajgcymi heteroatom w pozycji Py i Pg w warunkach hydrolizy
enzymatycznej (RMPI/FBS, 9:1, v/v), rozwazatam mozliwe oddziatywaniach tych
pochodnych z dostepnymi w srodowisku komérkowym enzymami (np. fosfatazami czy
pirofosfatazami). Uproszczony (ogdlny) schemat tych interakcji zamiescitam na Rys. 41.

Postulowany przeze mnie mozliwy mechanizm rozpadu tych zwigzkéw zaktada
najpierw wigzanie czgsteczki przez enzym. Poniewaz tylko zjonizowane fosforany (np.
fosforanomono- i fosforanodiestry, ale nie fosforanotriestry) sg substratami w reakcjach
enzymatycznych, mozna zatozyé, ze zjonizowana cze$¢ difosforandow (reszta
fosforanowa P.) bedzie wigzana przez centrum aktywne enzymu, a niezjonizowana
reszta Pg bedzie grupg opuszczajaca. Hydroliza 5'-difosforanu nukleozydu bedzie wiec
zachodzita poprzez atak nukleofilowy czgsteczki wody (wolnej lub zwigzanej z enzymem)
na atom fosforu P,, wspomagany prawdopodobnie protonowaniem mostkowego atomu
tlenu, z odejsciem fosforanodiestru. W przypadku pochodnych zawierajgcych
heteroatom w pozycji a, ze wzgledu na zawade steryczng stworzong przez atom siarki
lub selenu, grupa P« moze nie miescic¢ sie w centrum aktywnym enzymu. Zwigzki takie

nie bede ulegaty wiec hydrolizie enzymatycznej, lecz hydrolizie chemicznej. Jest to
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zgodne z obserwacjg, ze badane difosforany z atomem siarki na P, wykazywaty podobna
trwatos¢ w RPMI (hydroliza chemiczna) i RMPI/FBS (hydroliza enzymatyczna). Poniewaz
P« w B3 i B4 jest centrum stereogenicznym, zwigzki takie wystepujg jako dwa P-
diastereomery i jeden z nich potencjalnie moze by¢ substratem dla enzymu. W zwigzku
z tym, ze nie obserwowatam czesSciowej hydrolizy badanych zwigzkéw
w RMPI/FBS, przypuszczam, ze prawdopodobnie zaden z diasteromerdow nie jest
substratem dla enzymoéw hydrolitycznych w badanych warunkach, przypuszczalnie ze
wzgledu na mate rozmiary centrum aktywnego danego enzymu.

Zupetnie inna sytuacja wystepuje dla difosforanéw zawierajgcych heteroatom
w pozycji B. Zwigzki te powinny byé wigzane przez enzymy hydrolityczne podobnie jak
okso-difosforany i ulega¢ szybkiej hydrolizie do odpowiednich fosforanomono-
i fosforanodiestréow. Takie zachowanie rzeczywiscie obserwowatam dla pochodnych
A16 i A17 oraz A18 i A19 w czasie inkubacji w RMPI/FBS (hydroliza enzymatyczna).
Poniewaz tio oraz selenofosfoniany stanowiag lepsze grupy odchodzgce niz fosforany,

stad tez hydroliza enzymatyczna i chemiczna tych zwigzkéw powinny zachodzi¢ fatwie;j.
przez enzym 0 przez enzym

0

@ M
ROP o— ITOAZT RO/ —o- T
RO o° H oJ

miejsce aktywne
enzymu

brak wigzania > wigzanie substratu
-OA

trwate > 7 dni

||
RO-P—OH  HO-P—OAZT
OR c|)9

Rys. 41. Mozliwe réznice w oddziatywaniach tio i seleno pochodnych w zaleznosci od pofozenia
heteroatomu z dostepnymi w srodowisku komdrkowym enzymami.

Z kolei zwigzki B7 i A22 wykazywaty zblizone czasy poftowicznego rozpadu
w RMPI/FBS, spowodowane prawdopodobnie zawadg przestrzenng na centrum Pg. Dla
zwigzku B7 posiadajgcego heteroatom na reszcie fosforanowej P stfoczenie steryczne
nie powinno wptywaé¢ na tworzenie kompleksu z enzymem, poniewaz jest to
uwarunkowane przede wszystkim obecnoscig lub brakiem heteroatomu na atomie Pq.

Dla zwigzku A22, sytuacja moze byc¢ bardziej ztozona. Gdyby wigzanie difosforanu do
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centrum aktywnego zalezato tylko od charakteru grupy Pq, zwigzek A22 powinien ulegac
hydrolizie enzymatycznej z kinetykg podobng do zwigzku A18. Duze rdéznice w czasach
potowicznego rozpadu dla tych zwigzkéw (ti2 = 2 dni dla A22 i ti2 = 1 h dla A18)
wskazuja, ze objetosciowo duza grupa Pg moze utrudniaé wigzanie grupy P, do centrum
aktywnego enzymu, czynigc hydrolize enzymatyczng mniej efektywng. Wptyw wielkosci
grupy Pg na efektywnos¢ dziatania enzymu w duzym stopniu moze zaleze¢ od potozenia
grupy Pg w kompleksie z enzymem (wewngatrz lub na zewngtrz). W przypadku
usytuowania grupy odchodzacej na zewnatrz kompleksu, enzym powinien wykazywac
wiekszg tolerancje na wielko$¢ takiej grupy.

Wptyw obserwowanej trwatosci na mozliwy mechanizm dziatania otrzymanych
pochodnych w kontekscie ich struktury oraz oznaczonych parametréw biologicznych,

dyskutowany bedzie w kolejnym rozdziale.

7. MOZLIWE MECHANIZMY DZIALtANIA OTRZYMANYCH POCHODNYCH 5'-
DIFOSFORANOW NUKLEOZYDOW

Przedstawione na Schemacie 51 mozliwe $ciezki rozpadu (A-C) pochodnych
5'-difosforanéw zgodne sg z powszechnie postulowanymi mechanizmami aktywnosci
antywirusowe] tych zwigzkéw. Zaproponowane drogi rozpadu A i B zaktadajg
mechanizm pronukleotydowy, poprzez hydrolize wigzania pirofosforanowego
i uwolnienie monofosforanu nukleozydu (A) albo hydrolize grup maskujgcych tadunek
ujemny reszty fosforanowej Pg i generowanie difosforanu nukleozydu (B). Kazda z tych
drég, po ufosforylowaniu przez kinazy komoérkowe generowanego prekursora
(monofosforanu lub difosforanu) prowadzi do pozgdanego 5'-trifosforanu nukleozydu,
wiasciwego inhibitora procesu odwrotnej transkrypcji. Aktywnos¢ biologiczna proleku
moze byc¢ takze obserwowana na skutek defosforylacji 5’-difosforanu do nukleozydu
(mechanizm pronukleozydowy, $ciezka C) w medium hodowlanym, ktéry na drodze
dyfuzji biernej przenika do wnetrza komaérki i tam, po ponownym ufosforylowaniu, moze
wywotywa¢ odpowiedni efekt biologiczny. Dyskutujgc potencjalne mechanizmy
dziatania pronukleotyddw nie mozna wykluczy¢ takze mozliwosci bezposredniego
oddziatywania badanego zwigzku z odwrotng transkryptaza, co przektadatoby sie na
inhibicje dziatania enzymu, a w konsekwencji hamowatoby replikacje wirusa HIV. Mozna

uzna¢ za prawdopodobne, ze opisane mozliwe mechanizmy dziataja w organizmie
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jednoczesnie, a obserwowany efekt biologiczny jest wypadkowag udziatu poszczegdinych

mechanizmow. Omawiane powyzej procesy przedstawia Schemat 52.

| mechanizm pronukleotydowy |

(o] (o] o
S-P-0 o ™y . S-p-o-P-0 o ™ —  » %-_p_o-P-0-P-0 o
acl) K ) 2 9(') ; : | @6 ': :
N, N3 N3
NMP NDP NTP
| [ inhibicja odwrotnej transkrypcji]

2',3'-dideoksynukleozyd, @_
np. AZT NDP

| mechanizm pronukleozydowy |

Schemat 52. Postulowane sposoby dziatania 5’-difosforanéw nukleozydow.

7.1. Proba korelacji struktury i trwatosci zsyntetyzowanych zwigzkéw z ich
aktywnoscig anty-HIV

Znajac prawdopodobne sposoby dziatania 5’-difosforanéw nukleozyddw
postanowitam poszuka¢ korelacji pomiedzy strukturg i trwatoscia otrzymanych
zwigzkéw a ich aktywnoscig biologiczng. Pierwsze z zsyntetyzowanych analogéw (A1,
A3, A4), zawierajace w swojej strukturze dwie grupy alkilowe maskujace fadunek ujemny
reszty fosforanowej Ppg (wariant strukturalny Il) charakteryzowaty sie dobrymi
parametrami biologicznymi, niezaleznie od dtugosci tancuchdw weglowych i stopnia ich
rozgatezienia (Tabela 7A). Natomiast zwigzki z jedng alifatyczng grupg maskujaca
i dwoma ujemnymi tadunkami (A5, A6; wariant strukturalny Ill) wykazywaty aktywnos¢
biologiczng o rzad wielkosci mniejszg, co mozina ttumaczyé ich utrudnionym
przenikaniem przez btony komdrkowe i przez to — zmniejszonym efektem
antywirusowym (Tabela 7B). W zwigzku z tym, ze omawiane grupy alkilowe maskujace
fadunek elektryczny nie sg fatwe do usuniecia, nie spodziewatam sie efektywnego
rozpadu takich difosforanéw do NDP (droga B, Schemat 52). Potwierdzity to badania
trwatosci w medium RPMI/FBS (9:1, v/v) dla wybranej pochodnej Al (Tabela 8A) i jej
dos$¢ szybki rozpad (ti2 = 6 h) do AZTMP (gtdwny produkt). Jedynie dla zwigzku A3

obserwowatam zwiekszong trwatos¢ wigzania P-O-P, o czym wspominatam

noon
|
\‘ Thy @O—P—O—P—o Thy
o . | Ucl) ;0> -------------- » inhibicja odwrotnej transkryptazy
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w poprzednim rozdziale. Kolejng grupe zwigzkéw stanowity analogi zawierajace grupy
benzylowe na reszcie fosforanowej Pg w ramach wariantu strukturalnego Il (A7-A9,
Tabela 7B), ktére okazaty sie bardzo aktywne w inhibicji wirusa (poréwnywalne z AZT).
Tak wysokg aktywnos¢ tych zwigzkdw mozna ttumaczyé obecnoscig pierscienia
aromatycznego, ktéry zwiekszajac lipofilowos$é czgsteczek moze utatwiaé ich przenikanie
do wnetrza komoérki. Trwato$¢ tych pochodnych w medium wykazujgcym aktywnosc
enzymatyczng wynosita réwniez kilka godzin i przebiegata takze z rozerwaniem wigzania
pirofosforanowego i utworzeniem AZTMP jako wiekszosciowego metabolitu.

Pochodne arylowe (A11-A13, Tabela 7B) wykazywaty natomiast zdecydowanie
bardziej zrdinicowang aktywnos$é¢ anty-HIV. Mimo obecnosci dobrych grup
opuszczajgcych, badania trwatosci tych zwigzkéw wskazywaty na pekanie wigzania
P-O-P z kinetyka niezalezng od charakteru podstawnikéw w pierscieniu aromatycznym
(grupy elektronodonorowe lub elektronoakceptorowe). Zwigzek A14 byt szczegdlnie
interesujagcy w kontekscie badan trwatosci, ze wzgledu na obecnos$¢ grupy
S-merkaptoetylowej i postulowany dla niej mechanizm wewnatrzczgsteczkowej
cyklizacji, mogacy prowadzi¢ do uwolnienia niemaskowanego AZTDP. Jednakze i dla tej
pochodnej obserwowatam dos¢ szybki (t1/2 = 4 h) rozpad do AZTMP.

Pochodne difosforandéw zawierajgce heteroatom (A16-A25 i B1-B13, Tabela 7A
i 7B) zsyntetyzowane byty w wiekszosci przypadkéw jako struktury analogiczne do
otrzymanych wczesniej zwigzkéw A1-A15. Analizujagc wptyw pozycji siarki lub selenu
w czgsteczce na jej aktywnos$é biologiczng zaobserwowatam, ze wiekszo$é zwigzkéw
wariantu strukturalnego Il, zawierajacych heteroatom w pozycji Pg (A16-A19, A24,
Tabela 7A), wykazywata wysokg zdolno$¢ inhibicji replikacji wirusa HIV (rzedu
nanomolarnego, ECsp = 1 - 10 nM). Jednoczesnie analogi te w medium RPMI/FBS (9:1,
v/v) dos$é szybko rozpadaty sie do AZTMP (ti2 < 4 h), co wskazywato na mozliwy
pronukleotydowy mechanizm ich dziatania. Wsréd zwigzkéw w omawianym wariancie
strukturalnym wyjatek stanowity pochodne A22 (tiodifosforan z dwoma rozgatezionymi
grupami alkilowymi) oraz A25 (tiodifosforan z dodatkowym wigzaniem P-N), ktdrych
aktywnos¢ biologiczna okazata sie by¢ mniejsza przy zwiekszonej trwatosci wigzania
pirofosforanowego (ti/2 = 24 h - 2 dni). Prawdopodobne przyczyny wiekszej odpornosci
tych pochodnych na hydrolize enzymatyczng dyskutowatam juz wczesdniej, a w tym

miejscu odnotowuje, ze dtuzszy czas ich potowicznego rozktadu wptywat niekorzystnie



VI. Wyniki i dyskusja | 163

na ich aktywnos¢ antywirusowg. Nie jest to jednak ogdlna prawidtowos¢. Difosforany
zawierajgce heteroatom w pozycji Py (B1-B13, Tabela 7A i 7B) wykazywaty réwniez
wysoky aktywnos¢ anty-HIV, niekiedy zblizong do AZT (B3, B6, B10, B11), bedac
jednoczesnie bardzo odpornymi na hydrolize enzymatyczng (t1/2 > 7 dni). Zaktadajac, ze
Srodowisko RPMI/FBS jest zblizone do komdrkowego, obserwowang wysoka trwatosé
tych zwigzkéw z jednoczesnym zachowaniem korzystnych parametréw biologicznych,
dopuszczam mozliwo$¢ dziatania tych zwigzkdbw w niezmienionej formie jako
inhibitorow odwrotnej transkryptazy wirusa. Wprowadzenie atomu siarki na reszte
fosforanowg Pq pochodnej B1 skutkowato zwiekszeniem aktywnosci anty-HIV o 2 rzedy
wielkos$ci w poréwnaniu do okso analogu A12 (Tabela 7B) oraz zwiekszeniem stabilnosci
czasteczki w warunkach hydrolizy enzymatycznej. Zwazajgc na diametralnie rézng
trwato$é 5'-difosforanéw zawierajgcych heteroatom w pozycji niemostkujgcej reszty
fosforanowej P4 lub Pg, szczegdlnie interesujacy byt ditiofosforan B13, zawierajgcy siarke
W pozycji Pq i Pg. Wyniki badan w medium RPMI/FBS (9:1, v/v) wykazaty, ze t1/; dla tego
zwigzku wynosit wiecej niz 7 dni, a jego parametry terapeutyczne byty umiarkowane.
Swiadczy to o prawdopodobnie do$é ztozonej zaleznoéci miedzy strukturg chemiczng
a obserwowang aktywnosScig i wskazuje, ze zaleznosci przypisywane pewnym
fragmentom strukturalnym nie sg addytywne.

Oprécz pochodnych AZT, do moich badan wigczytam réwniez difosforany
zawierajgce ddU jako komponent nukleozydowy (A2, A23, B7; Tabela 7A). W tej serii
zwigzki rdznity sie alifatycznymi grupami maskujgcymi tadunek ujemny reszty
fosforanowe] Pg oraz obecnoscia i pozycjg heteroatomu (siarki) w czasteczce. Parametry
aktywnosci antywirusowej dla tych pochodnych byty dla mnie szczegélnie interesujgce
w aspekcie mozliwych mechanizméw ich dziatania. Poniewaz ddU nie jest dobrym
substratem dla kinazy tymidynowej, dlatego nie obserwujemy wewngtrzkomodrkowej
fosforylacji ddU do odpowiedniego mononukleotydu (ddUMP). Stad sam nukleozyd ddU
nie wykazuje aktywnosci anty-HIV, gdyz nie moze by¢ przeksztatcony w komorce do
odpowiedniego trifosforanu,* a ewentualnie obserwowalng aktywno$¢ biologiczng dla
analogdw zawierajgcych w swojej strukturze ddU mozemy przypisywaé ich
pronukleotydowemu charakterowi dziatania (uwalnianie w komérce niemaskowanego
ddUMP lub ddUDP). W przeciwienstwie do okso-difosforanu A2, pochodne

5'-difosforanéw ddU majgce w czasteczce heteroatom, niezaleznie od jego pozycji,
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wykazywaty znaczgcg aktywnosé antywirusowg (A21: ECso = 4,4 uM, B7: ECso = 3,7 UM
vs ddU: ECso > 10 uM), co moze silnie wskazywac na pronukleotydowy mechanizm ich
dziatania.

Wiekszos¢ otrzymanych analogéw tlenowych 5'-difosforanow
2’,3'-dideoksynukleozydéw nie wykazywata toksycznosci wzgledem komorek CEMTA4.
Pojedyncze przypadki podwyzszonej szkodliwosci dla komdrek (np. dla A8, Al11, A13,
A15) ttumaczy¢ mozina potencjalnym rozpadem tych czgsteczek do arylowych
metabolitéw, ktére najprawdopodobniej stanowig Zrddto ich toksycznosci. Generalny
trend niskiej toksycznosci mozna uzasadni¢ powolnym uwalnianiem przez badane
analogi w komérce AZTMP, co jest korzystnym zjawiskiem, gdyz w przeciwieristwie do
AZT i jego bardzo szybkiej fosforylacji do AZTMP, nie powoduje wysycenia komadrkowej
kinazy tymidylanowej i w konsekwencji zahamowania fosforylacji TMP do TTP,
niezbednego do prawidtowego przebiegu syntezy DNA gospodarza.’® Niektdre
z analogdéw zawierajgce atom selenu na reszcie fosforanowej P, (B6, B9, Tabela 7A),
mimo dobrej aktywnosci anty-HIV byly jednoczesnie zabdjcze dla testowanych
niezainfekowanych komdrek (CCsp < 25 uM). Zjawisko to ttumaczytam mozliwg
deselenizacjg, co wigze sie z wydzieleniem w komdrce toksycznego H.Se, jako
analogicznego procesu dla opisanej w literaturze desulfuryzacji przez biatko HINT1
tiomonofosforanéw nukleozydéw oraz czgsteczek PS-oligonukleotydéw.#4

Wsréd badanych pochodnych difosforanéw dinukleozydow (C1-C6) widac byto
wyraznie wyzszg aktywnos¢ anty-HIV analogow zawierajgcych AZT od tych
zawierajgcych d4T jako nukleozyd antywirusowy. Dodatkowo, badania biologiczne
wykazaty, ze obecnos¢ atomu siarki w zwigzkach C2 i C6 poprawiata ich aktywnosé
wzgledem pochodnych nie zawierajgcych heteroatomu (C1, C5), jednak jednocze$nie
obserwowano niekorzystny wptyw na toksycznos¢ badanych zwigzkéw (CCsp < 100 uM).
Te ostatnig mozna przypisaé prawdopodobnej desulfuryzacji tych zwigzkéw i uwalnianiu
szkodliwego H;S.

Szczegolnie interesujaca pod wzgledem aktywnosci biologicznej okazata sie by¢
pochodna D10, symetryczny trifosforan bis-AZT, dla ktérej wyznaczone parametry
biologiczne byty zblizone do AZT. Biorac pod uwage strukture zwigzku (czasteczka
zjonizowana), wyjatkowo krotki czas potowicznego rozktadu (ti2 = 22 min.)

i generowane metabolity (AZTMP i AZTDP), wykluczytam mozliwos$¢é wnikania tego
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zwigzku w niezmienionej postaci do komoérki. W przypadku analogu D10, najbardziej
prawdopodobny mechanizm dziatania polega na szybkim rozktadzie zwigzku poza
komodrka do AZTMP i AZTDP, a nastepnie defosforylacji powstajgcych metabolitéw,
ktore juz w postaci elektrycznie obojetnych 2’,3'-dideoksynukleozydu (AZT) wnikaty do
wnetrza komérki na drodze dyfuzji biernej i tam ulegaty ponowne] fosforylacji do
aktywnego biologicznie 5'-trifosforanu AZT.

Znajac korzystny wptyw obecnosci grupy 4-aminopirydynowej na parametry
biologiczne analogédw amidofosforanowych projektowanych jako pronukleotydy
anty-HIV,”® zsyntetyzowatam zwigzki N1-N3 (Tabela 7D). W tej grupie, analog N1
zdecydowanie wyrdzniat sie aktywnoscig anty-HIV oraz niskg cytotoksycznoscig. Zwigzek
N3 odznaczat sie podobng do d4T aktywnoscig biologiczng, jednakie jego
cytotoksycznosé okazata sie by¢ wieksza od toksycznosci samego nukleozydu. Dla
analogu N2 przypuszczatam, ze bedzie on wykazywat dobrg aktywnos$¢ biologiczng ze
wzgledu na obecnos$é PMPA, acyklicznego nukleotydu antywirusowego oraz oczekiwang
niskg cytotoksycznos¢ (obecnos¢ 4-aminopirydyny). Otrzymane wyniki testéow
biologicznych potwierdzity, ze zwigzek N2 charakteryzowat sie podobng aktywnoscig
antywirusowg do PMPA, natomiast gorszg cytotoksycznos$cig.'*> W celu sprawdzenia
mozliwych S$ciezek dziatania tej grupy zwigzkéw poddatam jeden z nich (N1,
o najlepszych parametrach biologicznych) testom stabilno$ci w warunkach hydrolizy
chemicznej (RPMI) i enzymatycznej (RPMI/FBS, 9:1, v/v). Niestety, czasy retenc;ji
pochodnej N1 byly zblizone do czaséw retencji AZTDP i AZTMP (Rys. 38), co

uniemozliwito wyznaczenie ti/».

7.2. Zwiazki o najkorzystniejszych parametrach terapeutycznych

Pod koniec lat 90. XX wieku badania statystyczne na grupie 2 tysiecy

zarejestrowanych lekéw prowadzone przez Lipinskiego#®

pokazaty, ze stosowane
doustnie leki mieszczg sie w okreslonych zakresach wartosci masy molowe;j,
lipofilowosci oraz liczby miejsc bedacych donorami lub akceptorami wigzan
wodorowych. Parametry te uznano za istotne dla predykcji farmakokinetyki
proponowanej substancji leczniczej i ustalono, ze spetnienie co najmniej trzech

kryteriow tzw. reguty Lipinskiego zwieksza znaczgco szanse danego zwigzku na stanie sie

w przysztosci lekiem. Wedtug tej klasyfikacji, potencjalna substancja aktywna (i) nie
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powinna zawieraé wiecej niz 5 miejsc donorowych oraz 10 miejsc akceptorowych dla
wigzania wodorowego, (ii) jej masa molowa powinna by¢ nizsza niz 500, a (iii)
wspotczynnik podziatu oktanol/woda nie powinien byé wiekszy niz 5. Mimo ze wiele
zarejestrowanych i stosowanych terapeutykéw nie spetnia opisanych powyiej
kryteridw, nie zmienia to jednak faktu, ze reguta Lipinskiego nadal traktowana jest jako
uzyteczne narzedzie w ocenie przydatnosci terapeutycznej zwigzkéw projektowanych
jako potencjalne leki.

Jednym z istotniejszych czynnikdéw w predykcji farmakokinetyki proponowanego
leku jest lipofilowos¢. Pozwala ona oszacowac¢ zdolnos$¢ substancji do przenikania przez
btone komoérkowg, poziom jej dystrybucji w réznych tkankach organizmu, jej
metabolizm oraz toksyczno$é.'*” Lipofilowos$é moze byé oznaczana eksperymentalnie,
a jej miarg jest wspotczynnik podziatu P niezjonizowanego zwigzku pomiedzy faze
oktanol/woda (wyrazany czesto jako logarytm dziesietny LogP)*® zgodnie z réwnaniem

Hanscha:

_ [ZWi%ZQk] oktanol
[ZWiqZEk] woda

Stosowanymi metodami pomiarowymi sg najczesciej: wysokosprawna chromatografia
cieczowa (HPLC) oraz elektroforeza kapilarna (CE).1*° Wspétczesnie, dla przewidywania
lipofilowosci coraz czesciej bazuje sie takze na metodach in silico. Podejscie to ma sporg
przewage nad badaniami in vitro, gdyz pozwala niewielkim naktadem sit i czasu, na
obliczenie tego parametru dla serii zwigzkéw bez koniecznosci ich syntezy. Obecnie
dostepnych jest wiele komercyjnych oprogramowan umozliwiajgcych obliczenie LogP
lub ich réznych wariantéw (cLogP). Przewidywang lipofilowos$é oblicza sie, np. poprzez
rozbicie czgsteczki na mniejsze fragmenty o znanej lipofilowosci, a nastepnie na
sumowaniu udziatu poszczegdinych sktadnikéw.'4® Niestety, zgodno$é¢ z danymi
eksperymentalnymi czesto jest daleka od zadowalajgcej. Ponadto nalezy pamietac, ze
zjonizowane zwigzki mogg wystepowaé w réznej formie w zaleznosci od pH roztworu,
dlatego tez dla tego typu czgsteczek bardziej odpowiednim deskryptorem opisujgcym
lipofilowos¢ jest wspétczynnik dystrybucji (D), zwyczajowo przedstawiany w skali
logarytmicznej LogD. Pozwala on przewidywac w jakich organach, réznigcych sie pH

Srodowiska, dany lek bedzie sie akumulowaé. Metody in silico okres$lania LogD sg duzo
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mniej powszechne i bardziej pracochtonne, stad tez w wielu przypadkach stosuje sie
LogP réwniez dla zwigzkdéw zjonizowanych (obliczany dla formy sprotonizowanej), ktory
pozwala odnotowac istniejgce trendy w lipofilowosci.

Poszukujgc  potencjalnych  struktur  wiodgcych  ws$réd  otrzymanych
5'-difosforanéw wyselekcjonowatam sposréd przebadanych pod wzgledem parametréw
biologicznych te, ktére charakteryzowaty sie najwyzszg aktywnoscia przy jednoczesnie
niskiej toksycznosci —wartosci te przektadaty sie na wysoki indeks selektywnosci dla tych
zwigzkéw (Tabela 9). Dane z Tabeli 9 pokazuja, ze 75% tych zwigzkdw stanowia
pochodne zawierajgce heteroatom (siarke lub selen) przy centrum fosforowym.
Zwiekszenie aktywnosci biologicznej analogéw tio lub seleno w poréwnaniu z ich
tlenowymi odpowiednikami moze byc¢ po czesci zwigzane ze zwiekszeniem lipofilowosci
tych zwigzkéw, a przez to korzystnym wptywem na mozliwos¢ ich przenikania przez
btony komodrkowe. Cztery sposrdéd wytypownych zwigzkéw (A19, A18, A24 i Al6)
stanowig pochodne zawierajgce atom siarki lub selenu w pozycji Pg, przez co
charakteryzujg sie dos¢ szybkim rozpadem do fosforanu AZT, ktéry zgodnie
z mechanizmem pronukleotydowym, po ufosforylowaniu do trifosforanu AZT, mogtby
ttumaczyé ich wysokg aktywnosc¢ biologiczng. Zwigzki B1 i B3, zawierajgce siarke
w pozycji Po, rdwniez wykazywaty wysokg aktywnos¢ anty-HIV, ale biorgc pod uwage ich
duzg stabilno$¢ w medium RPMI/FBS , sg one bardzo odporne na hydrolize
enzymatyczng. Prawdopodobnie tak trwate difosforany dostajg sie do komérki w formie
niezmienionej, a ich mechanizm dziatania by¢ moze zachodzi poprzez inhibicje waznych
dla wirusa enzyméw. Wiekszos¢ najbardziej biologicznie aktywnych difosforanéw
z Tabeli 9 nalezy do wariantu strukturalnego Il. S3 to wiec zwigzki mniej polarne
(obecnos¢ tylko jednego tadunku ujemnego w czgsteczce), bardziej lipofilowe, przez co
prawdopodobnie tatwiej dostajg sie do wnetrza komodrki, co jest podstawowym
wymogiem aktywnosci biologicznej, niezaleznie od mechanizmu dziatania.

Dla otrzymanych pochodnych 5'-difosforandow o najwyziszym indeksie
selektywnosci (przedstawionych w Tabeli 9) przeprowadzitam wstepng analize
w kontekscie spetniania przez nie kryteriow dobrego kandydata na lek, tzw. drug
likeness. W tej analizie bratam pod uwage: mase molowg zwigzkow, lipofilowos¢ (cLogP),
liczbe miejsc akceptorowych i donorowych dla wigzania wodorowego oraz topologiczng

powierzchnie polarng (parametr pozwalajacy na okreslenie mozliwosci transportu
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czasteczek przez btony komdrkowe). Zdajgc sobie sprawe, ze platforma ta nie bedzie
stanowita idealnego narzedzia w okresleniu spetnienia regut Lipinskiego przez badane
zwigzki (ze wzgledu na ich zjonizowang nature), uznatam wiec otrzymane dane jako
pomocne w poszukiwaniu korelacji pomiedzy strukturg a aktywnoscig biologiczng. Po
analizie otrzymanych parametréw zauwazytam, ze (i) wiekszo$¢ wyselekcjonowanych
pochodnych spetnia lub tylko nieznacznie przekracza kryterium dotyczagce masy
molowej (MW < 500), (ii) dla wszystkich z nich obliczony logP wynosit ponizej 5,
(iii) wszystkie posiadajg odpowiednig ilo$¢ donoréw wigzania wodorowego (HBD < 5)
oraz nieco za duzg ilos¢ akceptoréw wigzania wodorowego (HBA > 10), (iv) obliczona
topologiczna powierzchnia polarna (TPSA) dla wszystkich testowanych analogéw jest
duzo wieksza niz wartos¢ uznawana za odpowiednig do efektywnego transportu przez
btony komérkowe (TPSA < 140 A?) lub przez bariere krew-mdzg (TPSA < 90 A?), co
Swiadczytoby o utrudnionym przenikaniu tych zwigzkéw przez warstwy lipidowe.

Analiza danych w Tabeli 9 pokazuje, ze zastosowanie obliczonych parametréw
fizykochemicznych takich jak MW, cLogP, HBA, HBD, TPSA, dla predykcji aktywnosci
biologicznej czy korelacji aktywnosci biologicznej ze strukturg chemiczng, nalezy
traktowaé z ostroznoscig, jesli chodzi o grupe zwigzkdéw o bardzo podobnym motywie
strukturalnym. W przypadku 5'-difosforanéw 2’,3'-dideoksynukleozyddw, wszystkie one
maj3a zblizong mase czgsteczkowsg, podobng powierzchnie polarng oraz poréwnywalng
liczbe miejsc protonoaceptorowych i protonodonorowych. Tak wiec, parametry te bedg
podobne dla catej klasy zwigzkéw i trudna jest korelacja z wystepujgcymi réznicami
w aktywnosci biologicznej miedzy poszczegdlnymi zwigzkami.

Z moich badan wynika, ze duzy wptyw na aktywnos¢ biologiczng 5'-difosforanow
2',3'-dideoksynukleozydéw ma obecnosé w czasteczce jednego heteroatomu (siarki lub
selenu) w pozycji niemostkowej. Warunkiem koniecznym jest réwniez obecnos$é tadunku
ujemnego na grupie fosforanowej P, potaczonej z nukleozydem (wariant strukturalny
Il). Pochodne difosforanéw zawierajagce dwa fadunki ujemne, przy centrum Po i Pg,
(wariant strukturalny 1ll) sg réwniez aktywne, ale gtdwnie wtedy, jesli posiadajg
jednoczesnie heteroatom w czasteczce. Grupy maskujgce pozycje Pg maja mniejszy
wptyw na obserwowang aktywnosc¢ biologiczng chyba, ze sg to grupy wprowadzajace
duzg zawade przestrzenng. W takich przypadkach obserwowatam spadek aktywnosci

biologicznej difosforanu. Wymienione wyzej cechy strukturalne 5'-difosforanéw
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2’,3'-dideoksynukleozydéw przektadajg sie na ich podatnos$é na hydrolize enzymatyczng
oraz na ich mechanizm dziatania, ktéry moze by¢ rézny, w zaleznosci od pozycji Po lub Pg

heteroatomu.
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Tabela 9. Wybrane najlepsze pod wzgledem aktywnosci anty-HIV oraz cytotoksycznosci pochodne 5’-difosforandw (uszeregowane wraz ze zmniejszajgcymi sie
wartosciami indeksu selektywnosci).

Nr , ECso CCso Wariant Hetero- MW TPSA
2wiazku W2zor strukturalny [uM] [uM] | strukturalny atom ti2 [g/mol] cLogP | HBA | HBD (AP
Se
A19 o\ 0-P-0-P-0AZT 0,003 | >330 | 110000 [ Pg-Se 2h 602,38 | 2,31 | 14 2 | 188,09
SO ~
P9
A18 o~ 0-P-0-P-0AZT 0,004 | >300 | 75000 I Pg-S 1h 555,49 | 3,44 | 14 2 | 188,09
\/\/o 09
I\ o 8o0d
B1 Q°‘g;°'gg°AZT <0,004 | >226 | 56500 Il Pa-S >7dni | 554,8 | 1,72 | 15 3 | 211,98
o g o
v g o .
DI0 | Y e e o W79 <0004 | >208 | 52000 i brak 22min. | 756,41 | -2,28 | 26 5 | 376,55
CO_\( & © & \/—03
9
A24 _0-P-0-P-0AZT 0,005 | >258 | 51600 [ Pg-S 3h 471,32 | 056 | 14 2 | 188,09
o0 o°
1] 9
A16 ~_0-P-0-P-0AZT 0,005 | >254 | 50200 [ Pg-S 3h 499,38 | 1,32 | 14 2 | 188,09
\/o °
9
A10 @N°‘Zg°‘gg°“” 0,004 | >197 | 49250 11 brak >11h | 532,34 | -093 | 16 3 | 229,05
N/
B3 ~~O-P-0-P-0AzT 0,004 | >190 | 47500 I Po-S >7dni | 55549 | 3,44 | 14 | 2 | 188,09
~o~© o

MW — masa molowa; HBA — liczba akceptoréw wigzania wodorowego, HBD — liczba donoréw wigzania wodorowego, TPSA — topologiczna powierzchnia polarna.
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8. PODSUMOWANIE

Gtéwnym celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto zaprojektowanie
roznych wariantéw strukturalnych 5’-difosforanéw 2',3'-dideoksynukleozydéw oraz
opracowanie uniwersalnej i wygodnej metody ich syntezy. Zwigzki te, ze wzgledu na
obecno$é nukleozyddw antywirusowych, otrzymywane bylty z myslag o potencjalnym
wykorzystaniu w terapii anty-HIV.

Po zaprojektowaniu wariantow strukturalnych 5'-difosforanéw
2’,3'-dideoksynukleozydéw posiadajgcych rézne podstawniki i heteroatomy (S i Se),
atakze rézny rozktad tadunkdéw elektrycznych w czesci fosforanowej, sposrod mozliwych
Sciezek syntetycznych uktadéw polifosforanowych, wybratam H-fosfoniany jako zwigzki
wyjsciowe. Czesciowo intuicyjnie zaktadatam, ze reakcja oksydatywnej kondensacji
H-fosfonianomonoestrow z odpowiednimi P(V) nukleofilami moze stanowi¢ uniwersalng
metode syntetyczng pozwalajagcg otrzymywaé roéznorodne warianty strukturalne
5'-difosforanéw 2',3’-dideoksynukleozyddéw o potencjalnej aktywnosci anty-HIV. Zaletg
stosowania metodologii H-fosfoniandw jest korzystanie ze stabilnych substratéw, ktére
aktywowane w medium reakcyjnym tworzg reaktywne formy, pozwalajgce na
otrzymywanie réznych pochodnych P(lll), a potem P(V).

Na poczatku przeprowadzitam badania metodyczne w celu optymalizacji
wybranej metody syntetycznej. Oksydatywna kondensacja przebiega z wytworzeniem
reaktywnej fosfobetainy, ktéra nastepnie zostaje poddana reakcji z badanym P(V)
nukleofilem, tworzgc odpowiedni polifosforan. Badania metodyczne podzielitam na dwa
etapy, odpowiadajgce kolejno na pytania: (i) jak poszczegdlne komponenty uktadu
reakcyjnego (czynnik sililujgcy, utleniacz, katalizator nukleofilowy) wptywajg na
efektywnos$¢ generowania fosfobetainy oraz (ii) czy istniejg réznice w reaktywnosci
fosfobetain wzgledem réznych P(V) nukleofili, ktére miatam zamiar stosowac w syntezie
zaprojektowanych zwigzkow.

Stwierdzitam, ze duzy wptyw na tworzenie fosfobetainy (pirydyniofosforanu,
P-Py) miat rodzaj zastosowanego czynnika sililujgcego (TMSCI vs BSA). Podczas badan
okazato sie, ze zarowno jego rodzaj, jak i ilos¢ sg niezwykle istotne w tego typu reakcjach.
Obserwowatam réznice w stabilnosci fosfobetainy P-Py w zaleznosci od uzytego

czynnika sililujgcego, co wyjasnitam reakcjami nastepczymi katalizowanymi produktami
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rozktadu tych reagentéw. W przypadku stosowania nadmiaru BSA nastepowaty
spontaniczne przemiany, ktére ostatecznie prowadzity do otrzymywania niepozgdanego
produktu — bissililowanego monofosforanu nukleozydu. Sprawdzitam réwniez wptyw
zastosowanego utleniacza na wydajnos¢ generowania fosfobetainy, jednakze
w przypadku stosowanych czynnikéw utleniajgcych nie zaobserwowatam znaczacych
réznic. W kontekscie badan metodycznych interesujgce byto dla mnie zweryfikowanie
czy inne, obok powszechnie stosowanej pirydyny, zasady heterocykliczne oraz 3° aminy
alifatyczne, mogg by¢ wykorzystane jako katalizatory nukleofilowe dla tej reakcji.
Badane przeze mnie aminy réznity sie od siebie zawadg przestrzenng oraz obecnoscia
podstawnikow elektronoakceptorowych lub elektronodonorowych. Czynniki te, jak sie
okazato, nie miaty wiekszego wptywu na generowanie samej fosfobetainy, byty jednak
niezwykle istotne podczas reakcji betainy ze stabymi nukleofilami, np. pochodnymi
kwasu fosforowego (mono- i diestry) oraz nieorganicznym fosforanem. Po
przeprowadzeniu serii eksperymentow wybratam pirydyne jako optymalny katalizator
nukleofilowy do otrzymywania 5'-difosforanéw 2',3’-dideoksynukleozyddéw. Uzycie
roznych fosfobetain (okso, seleno, tio) w potgczeniu z réznymi P(V) nukleofilami
(fosforany mono i diestry oraz ich siarkowe i selenowe odpowiedniki) pozwolito, miedzy
innymi, na wprowadzenie heteroatomow (S i Se) w wybrane pozycje Pq lub Pg wigzania
bezwodnikowego.

Przeprowadzone prace metodyczne doprowadzity do opracowania skutecznej
metody dla otrzymania z dobrymi wydajnosciami pochodnych 5'-difosforandw
2',3'-dideoksynukleozyddéw o réznych motywach strukturalnych na reszcie fosforanowe;j
Pg, jak rowniez ich analogdéw zawierajgcych niemostkowe heteroatomy (siarke i selen)
na resztach fosforanowych Pq lub Pg. Strukture otrzymanych zwigzkéw potwierdzitam za
pomocg spektrometrii mas oraz spektroskopii *H, 13C, 31P NMR.

Zsyntetyzowane pochodne 5'-difosforanéw zostaty nastepnie przebadane pod
katem ich aktywnosci anty-HIV oraz cytotoksycznosci we wspotpracy z laboratoriami
mikrobiologicznymi (Narodowy Instytut Lekdw w Warszawie, Rega Institute w Leuven,
Belgia). Duza grupa analogdéw zawierajgca AZT okazata sie by¢ bardzo dobrymi
inhibitorami replikacji wirusa HIV, efektywnymi juz w stezeniach nanomolowych
(ECso < 10 nM). Co bardzo istotne, zdecydowana wiekszo$¢ z nich nie wykazywata

mierzalnej cytotoksycznosci w badanych zakresach stezen. Przypadki toksycznosci
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w badanych liniach komdérkowych wykazywaty gtéwnie zwigzki zawierajgce selen, co
mozna przypisa¢ mozliwej deselenizacji z utworzeniem szkodliwego selenowodoru.
Dodatkowo, obiecujgce wyniki aktywnosci antywirusowej dla analogu nukleotydu ddU,
wskazywata na pronukleotydowy mechanizmu dziatania tego typu pochodnych.

Kolejnym etapem badan byto okreslenie trwatosci chemicznej otrzymanych
zwigzkdéw w medium hodowlanym komérek (RPMI) oraz w warunkach hydrolizy
enzymatycznej w medium hodowlanym komodrek wzbogaconym w aktywnosc
enzymatyczng surowicy bydlecej (RPMI/FBS, 9:1, v/v). Do badan wybratam najbardziej
aktywne biologicznie pochodne oraz takie, ktére zawieraty interesujgcy mnie fragment
strukturalny, mogacy wptywaé na kinetyke i sposéb rozktadu danego zwigzku.
Eksperymenty te pozwolity okreslic mozliwe S$ciezki rozpadu 5'-difosforanow
w warunkach symulujgcych srodowisko komoérkowe, a otrzymane wyniki wskazujg
mozliwe mechanizmy ich dziatania. Wszystkie z przebadanych analogéw okazaty sie
odporne na hydrolize chemiczng (RPMI). Znaczace rdznice w stabilnosci tych zwigzkéw
zaobserwowatam dopiero w uktadzie RPMI/FBS (9:1, v/v). Wszystkie pochodne tlenowe
5'-difosforanéw wykazywaty podobne czasy potowicznego rozktadu (w zakresie od 2 h
do 9 h), natomiast duze réznice zanotowatam dla zwigzkdéw zawierajgcych heteroatom
w pozycji Py i Pg. Zaobserwowatam generalng tendencje wzmozonej trwatosci wigzania
pirofosforanowego dla zwigzkdw, w ktdrych siarka lub selen znajdowaty sie w pozycji a
(stabilne nawet po 7 dniach inkubacji), w przeciwienstwie do analogdéw zawierajgcych
heteroatom w pozycji B, ktorych trwatos¢ byta zblizona do analogéw tlenowych
difosforandw.

Otrzymane wyniki aktywnosci w potgczeniu z przeprowadzonymi badaniami
trwatosci pozwolity na prébe korelacji ich struktury z mozliwymi mechanizmami
molekularnymi dziatania tych zwigzkow. Badane zwigzki mogg dziata¢ w zasadzie wedtug
trzech mechanizméw: pronukleozydowego (generowanie AZT), pronukleotydowego
(generowanie AZTMP lub AZTDP) lub bezposredniej inhibicji odwrotnej transkryptazy
przez niezmieniony zwigzek. Patrzgc na Sciezki rozpadu wybranych 5’-difosforanéw nie
mozemy zaktada¢ jednego mechanizmu ich dziatania w komodrce. Mozna przypuszczac,
ze dla zwigzkéw z krotkim czasem potowicznego rozktadu w RPMI/FBS (kilka godzin),
najbardziej prawdopodobny mechanizm dziatania to mechanizm pronukleozydowy lub

pronukleotydowy. Wyniki eksperymentéw z uzyciem difosforanéw ddU wskazuja, ze
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udziat tego ostatniego, moze by¢ znaczny. Dla hydrolitycznie trwatych zwigzkéw (ti1/2
kilka dni w RPMI/FBS), nie mozna wykluczy¢ inhibicji odwrotne]j transkryptazy albo
innego waznego dla wirusa enzymu, jako mechanizmu dziatania.

Moje badania pokazaty, ze z punktu widzenia struktury, decydujgcy wptyw na
wysoka aktywnos¢ anty-HIV 5'-difosforanéw 2’,3'-dideoksynukleozyddw ma obecnos$¢
heteroatomu (siarki lub selenu) w czesci pirofosforanowej oraz obecnos¢ tadunku
ujemnego na reszcie fosforanowej Po. W tym kontekscie wptyw grup maskujgcych
funkcje fosforanowa Pg jest z reguty maty, chyba, ze grupa taka wprowadza znaczna
zawade przestrzenng. Obecnos$¢ heteroatomu w pozycji niemostkowej funkcji
fosforanowej P, zwieksza odporno$¢ difosforanéw nukleozydéw na hydrolize
enzymatczng, natomiast zwigzki posiadajace heterotom w pozycji Pg, majg zwykle czasy
potowicznego rozktadu w RPMI/FBS poréwnywalne do okso-difosforandéw. Powyisze
obserwacje moga by¢ uzyteczne przy projektowaniu nowych lekéw anty-HIV w oparciu
o 5'-difosforany 2',3’-dideoksynukleozyddéw.

Na koniec pragne podkreslic, ze reakcja oksydatywnej kondensacji
H-fosfonianomonoestrow z P(V) nukleofilami stanowi szczegdlnie uzyteczne narzedzie
w syntezie 5’-difosforanéw 2',3’-dideoksynukleozyddw. Opracowana metoda zapewnita
wydajne otrzymywanie rdéznorodnych strukturalnie pochodnych, co po wykonaniu
badan biologicznych i trwatosci pozwolito na wyselekcjonowanie zwigzkdéw
o najwiekszym potencjale terapeutycznym. Zwigzki te stanowig obiecujgcy grupe

kandydatéw na nowe leki anty-HIV w terapii AIDS.



VII. Cze$¢ eksperymentalna | 175

VII. CZESC EKSPERYMENTALNA

1. Informacje ogdlne

1.1. Odczynniki chemiczne i rozpuszczalniki

Rozpuszczalniki do chromatografii kolumnowej o czystosci cz.d.a. zakupiono
w POCh lub ChemPur: acetonitryl, 2-propanol, chlorek metylenu, metanol, toluen,
trietyloamina.  Rozpuszczalniki niezbedne do przeprowadzenia syntez (chlorek
metylenu, acetonitryl, pirydyna, trietyloamina) suszono, a zawarto$¢ wody mierzono na
kulometrze Titroline® 7500KF, uznajgc jako suche rozpuszczalniki zawierajgce ponizej 20
ppm wody. Pirydyna osuszana byta przez destylacje znad P,Os i przechowywana nad
sitami molekularnymi 4 A. Acetonitryl i chlorek metylenu byly przechowywane nad
sitami molekularnymi 4 A. Trietyloamina byta osuszana przez destylacje znad wodorku
wapnia i przechowywana nad tym reagentem. Wiekszos$¢ odczynnikédw niezbednych do
syntez [kwas fosfonowy, kwas fosfinowy, kwas fosforowy, (9H-fluoren-9-ylo)metanol,
H-fosfonian difenylowy (DPHP), jod, etanotiol, chlorek piwaloilu] zakupiono w Sigma-
Aldrich® (Merck) lub Fluka i uzyto bez dodatkowego oczyszczania, za wyjgtkiem chlorku
trimetylosililu (TMSCI), ktdry destylowano przed uzyciem. Nukleozydy (T, G, A, C, U, dG,
dA, dC, AZT, d4T) zakupiono w ChemGenes lub Carbosynth, natomiast ddU
zsyntetyzowano w Zespole prof. dr hab. J. Boryskiego (IChB PAN). Medium hodowlane
komodrek (RPMI-1640) oraz surowice ptodow bydlecych (FBS) zakupiono w Sigma-
Aldrich® (Merck). Bufory do HPLC sporzadzano z odczynnikéw o czystosci HPLC firmy
Sigma-Aldrich® (Merck) i filtrowano pod zmniejszonym cisnieniem na sgczkach 0,45 um

(bufor A) lub teflonowych 10 um x 47 mm (bufor B).

1.2. Techniki analityczne i preparatywne
1.2.1. Chromatografia kolumnowa i cienkowarstwowa (TLC)

Chromatografie cienkowarstwowg przeprowadzano na ptytkach z zZelem
krzemionkowym 60 F2s4 (Merck) stosujgc nastepujace fazy rozwijajace [v/v]: A — chlorek
metylenu : metanol (90:10); B — acetonitryl : woda : trietyloamina (85:10:5); C —
2-propanol : woda : trietyloamina (70:20:10). Do chromatografii kolumnowej uzywano
zelu krzemionkowego Merck 60 (0,063-0,200 mm). Rozpuszczalniki odparowywano na

prézniowej wyparce rotacyjnej stosujgc taznie wodng o temperaturze 40°C.
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1.2.2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (RP-HPLC)

Analizy HPLC wykonywano na aparacie Waters 2487, stosujgc kolumne
Lichrospher RP18-5 (25cm x 4.6mm, 5um), przy przeptywie 1 ml/min o temperaturze
kolumny 37°C, z detekcjg UV przy 254 nm. Stosowano elucje gradientowg dwéch
rozpuszczalnikdéw: Bufor A — 0,01 M octan trietyloamoniowy pH 7,4 i bufor B — bufor A :
acetonitryl, 1:4 (v/v). Do analizy poszczegdlnych difosforandw wykorzystano program
35-minutowy: 0-3 min: 5% - 10% bufor B; 3-6 min: 10% bufor B; 6-13 min: 10% - 30%
bufor B; 13-17 min: 30% — 90% bufor B; 17-30 min: 90% bufor B; 30-33 min: 90% - 5%
bufor B; 33-35 min: 5% bufor B.

1.2.3. Parametry farmakokinetyczne

W celu wyznaczenia wybranych parametréw farmakokinetycznych (masy
molowej, lipofilowosci, liczby miejsc akceptorowych i donorowych dla wigzania
wodorowego oraz topologicznej powierzchni polarnej) korzystano z serwera

Molinspiration LogP.

1.3. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR)

Otrzymane 5’-difosforany nukleozydéw scharakteryzowano za pomoca
spektroskopii  magnetycznego rezonansu jadrowego. Standardowy zestaw
eksperymentéw NMR obejmowat widma *H, 13C, 3P (widma rozprzezone od *H). ,*”
Oznacza przypadek, gdy nie byto mozliwe jednoznaczne przypisanie sygnatéw do
konkretnych atoméw fosforu. Sygnaty w *H i 13C NMR przypisano na podstawie znanych
i oczekiwanych przesunie¢ chemicznych dla 2’,3'-dideoksynukleozydéw (widma 2D COSY
i HSQC). W widmach *H oraz 3C NMR zwigzkdw zawierajgcych stereogeniczne centrum
na atomie fosforu obserwowano wielokrotno$¢ niekdrych sygnatow ze wzgledu na
wystepowanie P-diastereoizomeréw. Pomiary wykonywano w temperaturze 25°C
korzystajgc ze spektrometréw: (i) Bruker Avance Il 400 zaopatrzonego w sonde
o czesto$ci rezonansowej 400,1 MHz (*H NMR), 162 MHz (3!P NMR) i 100,6 MHz
(33C NMR); (ii) Bruker Avance 11l 500 zaopatrzonego w sonde o czestosci rezonansowej
500,3 MHz (*H NMR), 202,5 MHz (3P NMR) i 125,8 MHz (3C NMR); (iii) Bruker Avance
Il 700 zaopatrzonego w sonde o czesto$ci rezonansowej 700,5 MHz (*H NMR),

283,6 MHz (3P NMR) i 176,1 MHz (*3C NMR) lub (iv) Varian Unity 300 zaopatrzonego
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w sonde o czestosci rezonansowej 299,9 MHz (*H NMR) i 121,4 MHz (3P NMR) i 75,5
MHz (13C NMR).

Probki do charakterystyki spektralnej przygotowywano przez rozpuszczenie
zwigzku w 600 pL deuterowanego rozpuszczalnika (D20, CDCls lub MeOD-da),
w probdwece o $rednicy 5 mm. Podczas rejestrowania widm 3!P NMR stosowano wzorzec
zewnetrzny 2% H3POs w D>0. Sygnat FID opracowywano za pomocg oprogramowanie
TopSpin 3.0.

Wysokorozdzielcze widma masowe (HRMS) zarejestrowano za pomocg techniki
ESI (ang. Electrospray lonization) z dokfadnos$cig do 5 ppm w trybie analizy jonéw

ujemnych na spektrometrze Thermo Fisher Scientific Q-Exactive Orbitrap firmy Bruker.

2. Syntezy chemiczne

2.1. Synteza zwigzkow wyjsciowych

Syntezy zwigzkéw wyjsciowych przeprowadzone zostaty wedtug zmodyfikowanych

procedur literaturowych.38139

2.1.1. Ogdlna procedura otrzymywania 5’-H-fosfonianomonoestrow 2°,3’-
dideoksynukleozydow AZT, ddU i d4T

S6l amoniowg H-fosfonianu (9H-fluoren-9-ylo)metylu (10 mmoli) rozpuszczono
w mieszaninie Py:TEA (4:1, v/v) i roztwdr odparowano do sucha na wyparce prézniowe;j.
Do kolby dodano odpowiedni 2',3'-dideoksynukleozyd (1,1 ekw.), rozpuszczono
w bezwodnej pirydynie, odparowano i suszono na pompie prézniowej przez noc. Tak
przygotowane reagenty rozpuszczono w 100 mL mieszaniny DCM:Py (95:5, v/v) i dodano
chlorku piwaloilu (1,5 ekw.). Po uptywie ok. godziny kondensacja byfa zakorczona
(kontrola 3P NMR). Mieszanine reakcyjng rocieficzono 100 mL DCM i przemyto
trzykrotnie solankg. Warstwe organiczng suszono nad bezwodnym siarczanem(VI)
magnezu i odparowano. Nastepnie cato$¢ rozpuszczono w mieszaninie ACN:TEA (2:1,
v/v, 60mL) i mieszano przez 20 minut. Po zakorczeniu reakcji (kontrola 3P NMR)
rozpuszczalnik odparowano. Produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej
wypetnionej zelem krzemionkowym, stosujgc gradient MeOH (0-35%) w DCM.
Wydajnos¢ izolacji H-fosfonianomonoestréw 2°,3'-dideoksynukleozyddw wynosita 87-
91%.

2.1.2. Ogélna procedura otrzymywania 5°-H-seleno/tiofosfonianomonoestréw 2’,3'-
dideoksynukleozydow AZT, ddU i d4T

S6l trietyloamoniowg kwasu fosfinowego (15 mmoli) i odpowiedni 2’,3'-
dideoksynukleozyd (1,5 ekw.), suszono poprzez dwukrotne odparowanie dodanej
bezwodnej pirydyny i pozostawiono na pompie prézniowe]j przez noc. Tak przygotowane
reagenty rozpuszczono w 100 mL mieszaniny DCM:Py (98:2, v/v) i dodano chlorku
piwaloilu (1,3 ekw.). Po uptywie okoto godziny kondensacja byta zakonczona (kontrola
31p NMR). Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodano 3 ekw. elementarnej siarki lub
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selenu (uprzednio suszonych poprzez odparowanie z bezwodng pirydyng) oraz 5 ekw.
TEA. Po zakoniczeniu reakcji (ok. 1 h, kontrola 3P NMR) rozpuszczalnik odparowano.
Produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej wypetnionej zelem
krzemionkowym, stosujac gradient MeOH (0-20%) w DCM. Wydajnos¢ otrzymanych
H-tio- lub H-selenofosfonianomonoestréw 2',3'-dideoksynukleozydéw wynosita
81-95%.

2.2. Ogdlna procedura otrzymywania 5’-difosforanow 2’,3'-dideoksynukleozydéw
typu A-D

H-Fosfonianomonoester 2',3'-dideoksynukleozydu (0,5 mmol, 1 ekw.) oraz odpowiedni
fosforan (2 ekw.) osuszono oddzielnie poprzez dwukrotne odparowanie z bezwodnej
pirydyny i pozostawiono na pompie olejowej przez noc. Tak przygotowany H-fosfonian
rozpuszczono nastepnie w bezwodnej pirydynie (ok. 10mL) i dodano TMSCI (2 ekw.).
Przebieg wszystkich etapow kontrolowano za pomocg spektroskopii 3P NMR. Po
wygenerowaniu bissililowanego fosforynotriestru (ok. 1 min.) utleniano go
elementarnym jodem (1,5 ekw.), a do utworzonego in situ pirydyniofosforanu (<5 min.)
dodawano przygotowany wczesniej fosforan rozpuszczony w bezwodnej pirydynie.
W celu otrzymywania zwigzkéw typu B wyjatkowo stosowano 1,2 ekw. nadmiaru TMSCI
i 1,1 ekw. jodu. Natomiast do otrzymania pochodnych typu D stosowano 10 ekw.
nadmiaru kwasu fosforowego, rozpuszczonego w bezwodnym DMF. Po zakonczeniu
reakcji do uktadu dodano wody (ok. 2 mL) oraz etanotiolu (ok. 100 pL). Nastepnie
rozpuszczalnik odparowano, a oleistg pozostato$é rozpuszczano w acetonitrylu
i oczyszczano na kolumnie chromatograficznej wypetnionej zelem krzemionkowym. Jako
uktad eluujgcy wykorzystano mieszanine acetonitryl : woda : trietyloamina (85:10:5,
v/v/v). Dla pochodnych typu D stosowano dodatkowe oczyszczanie na zelu
krzemionkowym w uktadzie 2-propanol : woda : trietyloamina (70:20:10, v/v).

2.3. 0Ogdlna procedura otrzymywania 5’-difosforanéw 2’,3’-dideoksynukleozydéw
zawierajgcych wigzanie P-N (zwigzki typu N)

1,2,4-Triazol (30 mmoli, 3 ekw.) oraz 4-aminopirydyne (10 mmoli, 1 ekw.) w osobnych
kolbach osuszano poprzez dwukrotne odparowanie z bezwodnego dioksanu oraz
suszenie przez noc na pompie prézniowej. Nastepnie 1,2,4-triazol rozpuszczono
w bezwodnym dioksanie (ok. 100 mL), dodano POCI; (10 mmoli, 1 ekw.) i mieszanine
pozostawiono mieszajgc na mieszadle magnetycznym przez okoto 20 minut. Po tym
czasie stopniowo dodawano roztwor trietyloaminy (30 mmoli, 3 ekw.), a po uptywie
okoto 40 minut mieszanine przesgczono. Produkt — tristriazolid fosforylu znajdowat sie
w przesgczu. Tak przygotowany odczynnik fosforylujgcy zmieszano z uprzednio
przygotowang 4-aminopirydyng (10 mmoli, 1 ekw.) i pozostawiono na noc, ciggle
mieszajgc. Nastepnie zdekantowano roztwér znad osadu i przemywano go bezwodnym
eterem etylowym. Czynnos¢ dekantacji powtarzano az uzyskano kremowy osad. Resztki
eteru odparowano na wyparce rotacyjnej, a otrzymany zwigzek (czynnik fosforylujacy
podstawiony grupg 4-aminopirydynylowg) suszono na pompie prézniowe;.

W celu otrzymania 5'-difosforanu nukleozydu, zmieszano uprzednio przygotowany
czynnik fosforylujgcy (0,5 mmola) z 1 ekw. soli trietyloamoniowej odpowiedniego
5'-fosforanu 2’,3'-dideoksynukleozydu (suszonego poprzez dwukrotne odparowanie
z bezwodnej pirydyny). Reakcja prowadzona byta w pirydynie (ok. 10 mL), a jej postep
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kontrolowano za pomoca spektroskopii 3P NMR. W celu wygaszenia reakcji do uktadu
dodawano wody (2 mL) i cato$¢ odparowywano. Tak otrzymang mieszanine oczyszczano
na kolumnie chromatograficznej wypetnionej zelem krzemionkowym a jako uktad
eluujacy wykorzystano mieszanine acetonitryl : woda : trietyloamina (85:10:5, v/v/v).

3. Charakterystyka spektralna
3.1. Charakterystyka spektralna zwigzkéw wyjsciowych

5’-H-fosfonianomonoester 3’-azydo-3’-deoksytymidyny (HPAZT), sl trietyloamoniowa
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'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 64 (ppm) 1.3 (t, 3upn= 7.3 Hz, 9H), 1.94 (s, 3H), 2.53 (m, 2H),
3.22 (9, 3Jun= 7.31 Hz, 6H), 4.12 (m, 2H), 4.21 (m, 1H), 4.52 (br, 1H), 6.28 (t, 3Juu = 6.6 Hz, 1H),
6.81 (d, Ypu = 638 Hz, 1H), 7.72 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D0, 25°C): &¢ (ppm) 8.21, 11.59,
36.25, 46.66, 60.47, 63.02, 82.93, 84.93, 111.62, 137.21, 151.61, 166.48. 3P NMR (162 MHz,
D,0, H3PO4, 25°C): 8 (ppm) 6.36 (dt, *Jpu = 638 Hz, 1P). HRMS ESI(-): m/z 330.0610 (obliczone
dla C10H13NsO¢P™ [M-H] 330.0603). Wydajnos¢é: 90%.

5’-H-fosfonianomonoester 2’,3'-dideoksyurydyny (HPddU), sél trietyloamoniowa

o) 1
TEAH “0-P-0 0
H

1H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 8 (ppm) 1.28 (t, 3= 7.34 Hz, 9H), 1.92-2.0 (m, 1H), 2.02-2.11
(m, 2H), 2.42-2.52 (m, 1H), 3.2 (q, 3Jun= 7.34 Hz, 6H), 3.97-4.03 (m, 1H), 4.13-4.18 (m, 1H), 4.36
(br, 1H), 5.88 (d, 3Jun=8.12 Hz, 1H), 6.11 (dd, *Jyu= 8.1 Hz, 1H), 6.76 (d, YJpn = 639 Hz, 1H), 7.95
(d, 3Jup = 8.12 Hz, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.23, 24.77, 31.21, 46.64,
64.33, 80.49, 86.41, 101.71, 142.09, 151.59, 166.31. 3P NMR (162 MHz, D,0, HsPO4, 25°C): &p
(ppm) 6.58 (dt, Yp = 639 Hz, 1P). HRMS ESI(-): m/z 275.0440 (obliczone dla CoH1,N,06P™ [M-H]
275.0433). Wydajnosé: 87%.

5'-H-fosfonianomonoester 2’,3'-didehydro-3’-deoksytymidyny (HPd4T), sél trietyloamoniowa

(0}

| NH
o
TEAH 60—#—0 o

H f—
'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.29 (t, *Jun = 7.32 Hz, 9H), 1.89 (s, 1H), 3.21
(a, *Jun=7.32 Hz, 6H), 4.06-4.09 (m, 2H), 5.09 (br, 1H), 5.96-6.00 (br, 1H), 6.48-6.51 (br, 1H), 6.69
(d, Ypu = 638 Hz, 1H), 6.95 (br, 1H), 7.59 (s, 1H). *C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.22,
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11.46, 46.63, 63.92, 85.87,89.99, 111.14, 125.39, 134.27, 138.19, 152.16, 166.57. 3'P NMR (162
MHz, D0, HsPQ4, 25°C): 85 (ppm) 6.22 (dt, Ypu = 638 Hz, 1P). HRMS ESI(-): m/z 287.0440
(obliczone dla C10H12N206P” [M-H] 287.0433). Wydajnosé: 91%.

5’-H-tiofosfonianomonoester 3'-azydo-3'-deoksytymidyny [HP(S)AZT], sél trietyloamoniowa

(o)

N
o
& 11
TEAH 90-P-0— o
H
N3

14 NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): & (ppm) 1.32 (t, 3w = 7.34 Hz, 9H), 1.96 & 1.97 (2s, 3H), 2.53
(m, 2H), 3.24 (q, 3Jup = 7.34 Hz, 6H), 4.23 (m, 3H), 4.55 (m, 1H), 6.27 (t, Jun = 6.6 Hz, 1H), 7.78
(s, 1H), 7.96 (dd, Ypn = 591 Hz, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 6¢ (ppm) 8.32, 11.82, 36.48,
46.69, 60.64, 63.84, 82.98, 84.95,111.52, 137.2, 151.43, 166.24. >'P NMR (162 MHz, D,0, HsPOs,
25°C): 8p (ppm) 55.16 & 55.24 (2dm, Ypy = 590 Hz, 1P). HRMS ESI(-): m/z 346.0381 (obliczone
dla C1oH13sNsOsPS™ [M-H] 346.0375). Wydajnosé: 90%.

5’-H-tiofosfonianomonoester ddU [HP(S)ddU], sél trietyloamoniowa

@@ ﬁ
TEAH 0-P-0— ¢
H

'H NMR (400,1 MHz, D0, 25°C): &4 (ppm) 1.31 (t, 3Jun = 7.30 Hz, 9H), 1.94-2.06 (m, 1H),
2.11-2.25 (m, 2H), 2.43-2.55 (m, 1H), 3.23 (q, *Jun = 7.34 Hz, 6H), 4.01-4.15 (m, 1H), 4.18-4.31
(m, 1H), 4.4 (br, 1H), 5.91 (d, 3Jux = 8.08 Hz, 1H), 6.14 (br, 1H), 7.91 (d, Y = 591 Hz, 1H), 8.04
(m, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.28, 24.81, 24.83, 31.34, 46.68, 65.13, 65.19,
80.45, 80.52, 86.52, 101.67, 101.72, 142.33, 142.36, 151.61, 166.35. 3P NMR (162 MHz, D,0,
H3PQ4, 25°C): 8p (ppm) 55.35 (dt, Ypn = 592 Hz, 1P), 55.15 (dt, Ypn = 592 Hz, 1P). HRMS ESI(-):
m/z 291.0212 (obliczone dla CsH12N,0sPS [M-H] 291.0205). Wydajnosé: 84%.

5'-H-tiofosfonianomonoester 2',3'-didehydro-3'-deoksytymidyny [HP(S)d4T], sél
trietyloamoniowa

o
| NH
S NAO
TEAI-?eO‘E'Oj :o:

H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.34 (t, 3Juu = 7.38 Hz, 9H), 1.95 (s, 3H), 3.26 (q,
3Jun = 7.34 Hz, 6H), 4.08-4.26 (m, 2H), 5.16 (br, 1H), 6.03-6.07 (br, 1H), 6.53-6.57 (br, 1H), 6.97
(br, 1H), 7.64 (br, 1H), 7.86 (d, Ypn = 589 Hz, 1H). *C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm)
8.45, 11.79, 11.88, 46.77, 64.59, 64.66, 85.79, 85.87, 90.09, 90.13, 110.99, 111.04, 125.51,
125.52, 134.50, 138.37, 138.39, 152.08, 166.43. 3P NMR (162 MHz, D0, HsPO4, 25°C): 8, (ppm)
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54.81 & 54.66 (dm, Ypy = 589 Hz, 1P). HRMS ESI(-): m/z 303.0214 (obliczone dla C1oH12N,0sPS
[M-H]"303.0205). Wydajnos¢: 81%.

5’-H-selenofosfonianomonoester 3'-azydo-3'-deoksytymidyny [HP(Se)AZT], sél
trietyloamoniowa

o
N
. N No
TEAH 0-P-0— o
H k J

N3

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.32 (t, 3un= 7.32 Hz, 9H), 1.97 & 1.98 (2s, 3H), 2.54
(m, 2H), 3.24 (q, 3Jun= 7.31 Hz, 6H), 4.13-4.34 (br, 3H), 4.56 (m, 1H), 6.27 (t, Ypu = 6.54 Hz, 1H),
7.05 (dd, Ypu = 578 Hz), 7.76 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.32, 11.85,
11.89, 36.42, 46.73, 60.59, 60.64, 64.21, 82.81, 82.86, 85.01, 111.57, 137.23, 151.51, 166.36. 3'P
NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): 65 (ppm) 48.09 (dt, Ypu = 577.37 Hz, 1P). HRMS ESI(-): m/z
393.9825 (obliczone dla C10H13NsOsPSe” [M-H] 393.9819). Wydajnos¢: 95%.

3.2. Charakterystyka spektralna pochodnych 5'-difosforanéw 2',3'-
dideoksynukleozydéw typu A

Zwigzek A1, sél trietyloamoniowa

o
| NH
N No
~~"N0-P-0-P-0— o
1
~~_0 o@
TEAH N3

1H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 84 (ppm) 0.96 (m, 6H), 1.33 (t, 3Ju = 7.34 Hz, 9H), 1.44 (m, 4H),
1.7 (m, 4H), 1.99 (s, 3H), 2.57 (m, 2H), 3.26 (q, *Jun = 7.34 Hz, 6H), 4.22 (m, 5H), 4.32 (m, 2H),
4.56 (m, 1H), 6.33 (t, 3Juu = 6.6 Hz, 1H), 7.77 (s, 1H). **C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): ¢ (ppm)
8.28,11.67,12.79, 18.11, 31.51, 36.45, 46.69, 60.29, 65.83, 69.23, 82.73, 84.84, 111.66, 137.38,
151.56, 166.41. 3'P NMR (162 MHz, D0, H3PO4, 25°C): 6 (ppm) -12.8 (d, 2Jpp = 19.95 Hz, Py),
-13.22 (d, Ypp = 19.91 Hz, Pg). HRMS ESI(-): m/z 538.1472 (obliczone dla Ci1gH3oNsO10P; [M-H]
538.14734). Wydajnos¢: 65%.

Zwiazek A2, sél trietyloamoniowa
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1H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 84 (ppm) 0.96 (t, Jun = 7.42 Hz, 6H), 1.34 (t, 3y = 7.34 Hz, 9H),
1.44 (m, 4H), 1.73 (m, 4H), 2.21 (m, 2H), 2.53 (m, 2H), 3.26 (q, Jun = 7.34 Hz, 6H), 4.22 (m, 4H),
4.34 (m, 2H), 4.44 (m, 1H), 5.97 (d, 3y = 8.08 Hz, 1H), 6.18 (dd, 3Juu = 6.97 Hz, 1H), 8.03 (d, *Jux
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= 8.08 Hz, 1H). *C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.24, 12.77, 18.09, 24.57, 31.36, 31.49,
46.70, 67.12, 69.28, 80.26, 86.45, 101.83, 142.18, 151.63, 166.39. 3P NMR (162 MHz, D,0,
HsPO., 25°C): 8p (ppm) -11.72 (d, 2Jpp= 19.81 Hz, Py), -11.85 (d, 2Jpp= 19.74 Hz, Pg). HRMS ESI(-):
m/z 483.1304 (obliczone dla C17H29N,010P, [M-H] 483.129749). Wydajnos¢: 53%.

Zwiazek A3, sdl trietyloamoniowa
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| | o
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W TEAH N,

H NMR (400,1 MHz, CDCls, 25°C): &4 (ppm) 0.63 (t, *Juy = 7.18 Hz, 12H), 1.02 (m, 16H), 1.16 (t,
3Jun = 7.34 Hz, 9H), 1.31 (m, 2H), 1.7 (s, 3H), 2.13 (m, 2H), 2.92 (q, *Juu= 7.34, 6H), 3.77 (m, 5H),
3.97 (m, 2H), 4.28 (m, 1H), 6.03 (t, 3 = 6.68 Hz, 1H), 7.51 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, CDCl5,
25°C): 8¢ (ppm) 8.57, 10.66, 12.18, 13.82, 22.73, 22.92, 28.63, 29.6, 37.14, 39.79, 45.86, 60.86,
65.46, 70.02, 83.01, 84.32, 111.07, 135.9, 150.29, 163.74. 3P NMR (162 MHz, CDCls, HsPOs,
25°C): 8p (ppm) -11.2 (d, Ypp = 16.04 Hz, Pa), -12.06 (d, Ypp = 15.97 Hz, Pg). HRMS ESI(-): m/z
650.2711 (obliczone dla CasHasNsO10P2” [M-H] 650.2725). Wydajnosé: 62%.

Zwiazek A4, sdl trietyloamoniowa

CigHi0-P-0-P-0— ¢
S
C16H330 )%
TEAH N,

'H NMR (400,1 MHz, MeOD-d4, 25°C): 64 (ppm) 2.27 (br, 3H), 2.59 (br, 56H), 2. 78 (t, *Juu = 7.32
Hz, 9H), 3.01 (br, 2H), 3.24 (s, 3H), 3.35 (q, *Jun= 7.33, 6H),4.52 (br, 4H), 5.35-5.60 (br, 4H), 5.79
(br, 1H), 7.55 (br, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, MeOD-da, 25°C): 8¢ (ppm) 9.26, 12.49, 14.49, 23.75,
26.67, 30.31, 30.82, 33.09, 38.07, 38.13, 48.39, 62.20, 62.51, 66.65, 67.17, 69.67, 84.26, 84.35,
85.86, 86.06, 112.09, 112.22, 137.64, 137.79, 152.34, 166.38. 3P NMR (162 MHz, MeOD-d,,
H3POs, 25°C): 6p (ppm) -11.62 (d, 2Jpp= 19.79 Hz, P,), -11.77 (d, Ypp=19.5 Hz, Pg). HRMS ESI(-):
m/z 874.5294 (obliczone dla C4,H7sNsO10P2 [M-H] 874.5224). Wydajnosé: 34%.

Zwiazek A5, sdl trietyloamoniowa
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TEAH N3
14 NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 64 (ppm) 1.19 (t, 3un = 7.00 Hz, 9H), 1.33 (s, 9H), 1.84 (s, 3H),

2.42 (m, 2H), 3.11 (q, *Juu=6.98, 6H), 4.11 (m, 3H), 4.46 (m, 1H), 6.17 (t, *Jun = 6.68 Hz, 1H), 7.65
(s, 1H). *C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.22, 11.69, 29.17, 36.17, 46.62, 60.81, 65.49,
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80.20, 82.96, 84.90, 111.72, 137.39, 151.59, 166.45. 3P NMR (162 MHz, CDCls, HsPO4, 25°C): 65
(ppm) -12.18 (br, Pg), -15.21 (br, Pg). HRMS ESI(-): m/z 482.0837 (obliczone dla C14H2;N5010P2
[M-H] 482.0842). Wydajnos¢: 36%.

Zwiazek A6, sdl trietyloamoniowa
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TEAH N

'H NMR (400,1 MHz, CDCls, 25°C): 64 (ppm) 0.87 (m, 6H), 1.24 (br, 24H), 1.33 (t, *Jun = 6.8 Hz,
9H), 1,56 (br, 1H), 1.97 (s, 3H), 2.32 (m, 1H), 2.43 (m, 1H), 3.15 (q, 3y = 7.34, 6H), 3.83 (m, 2H),
4.04 (m, 1H), 4.25 (m, 2H), 4.60 (br, 1H), 6.29 (t, 3Jun = 6.60 Hz, 1H), 7.82 (s, 1H). 3C NMR (100,6
MHz, CDCls, 25°C): 6¢ (ppm) 6.02, 9.84, 11.58, 20.15, 24.16, 24.22, 26.84, 27.12, 27.24, 27.60,
28.24, 29.36, 34.78, 36.31, 43.11, 48.13, 50.90, 55.18, 58.83, 62.91, 66.58, 80.92, 82.07, 108.75,
133.92, 147.81, 161.19. 3P NMR* (162 MHz, CDCls, HsPO4, 25°C): 85 (ppm) -10.3 (br, 1P), -11.42
(br, 1P). HRMS ESI(-): m/z 650.2708 (obliczone dla CyH4eNsO10P2 [M-H] 650.2720). Wydajnos¢:
29%.

Zwiazek A7, sdl trietyloamoniowa
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'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.31 (t, 3Jun = 7.18 Hz, 9H), 1.85 (s, 3H), 2.42 (m, 2H),
3.22(q, 3up=7.12 Hz, 6H), 4.19 (m, 2H), 4.26 (m, 1H), 4.48 (m, 1H), 4.99 (m, 2H), 6.23 (t, 3Juu =
6.23 Hz, 1H), 7.42 (m, 5H), 7.62 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 10.79, 14.22,
38.91, 49.24, 63.00, 68.00, 70.29, 85.47, 87.24, 114.17, 129.84, 130.30, 130.66, 131.02, 139.73,
154.01, 168.78. 3P NMR (162 MHz, D,0, H3PQ,, 25°C): 65 (ppm) -11.19 (br d, Py), -11.58 (br d,
Pg). HRMS ESI(-): m/z 516.0697 (obliczone dla C17H20N5010P2” [M-H] 516.0685). Wydajnosé: 37%.

Zwiazek A8, sdl trietyloamoniowa

o
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TEAH Nj

1H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 84 (ppm) 1.29 (t, 3Juu = 7.38 Hz, 9H), 1.93 (s, 3H), 2.31 (m, 1H),
2.48 (m, 1H), 3.22 (q, ¥Jun = 7.39 Hz, 6H), 3.83 (s, 3H), 4.24 (m, 3H), 4.52 (m, 1H), 4.93 (m, 2H),
6.23 (t, ¥up = 6.23 Hz, 1H), 7.16 (d, *Jun = 6.42 Hz, 1H), 7.28 (d, ¥Jup = 6.72 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H).
13C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.24, 11.73, 36.28, 46.66, 60.35, 60.50, 65.44, 67.65,
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82.94, 84.71, 111.57, 111.76, 127.57, 128.92, 137.37, 151.67, 166.33, 166.61. 3P NMR (162
MHz, D0, H3POs, 25°C): 6p (ppm) -11.18 (br d, Py), -11.59 (br d, Pg). HRMS ESI(-): m/z 546.0798
(obliczone dla CigH22Ns011P, [M-H] 546.0791). Wydajnoscé: 41%.

Zwiazek A9, sdl trietyloamoniowa
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'H NMR (400,1 MHz, D;0, 25°C): 64 (ppm) 1.29 (t, 3Juu = 7.32 Hz, 9H), 1.58 (d, /i = 6.56 Hz, 3H),
1.85 (s, 3H), 2.41 (m, 2H), 3.22 (q, 3Jun = 7.32 Hz, 6H), 4.04 (m, 1H), 4.14 (m, 1H), 4.39 (m, 1H),
5.42 (m, 1H), 6.23 (t, *Jun = 5.8 Hz, 1H), 7.49 (m, 2H), 7.61 (s, 1H), 8.46 (d, 3Jun = 4.72 Hz, 2H). 13C
NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.23, 11.71, 23.32, 36.39, 46.66, 60.48, 65.30, 73.27,
82.85, 84.81, 111.59, 121.05, 137.13, 148.61, 151.81, 153.34, 166.76. 3P NMR (162 MHz, D,0,
HsPQO4, 25°C): &p (ppm) -11.75 (d, 2Jpp = 19.21 Hz, Pg), -12.08 (d, 2Jpp = 17.28 Hz, Pp).
HRMS ESI(-): m/z 531.0806 (obliczone dla C17H21NgO10P2” [M-H] 531. 0794). Wydajnos¢: 35%.

Zwiazek A10, sdl trietyloamoniowa
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1H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.29 (t, 3/un = 7.30 Hz, 9H), 1.84 (s, 3H), 2.44 (m, 2H),
3.00 (t, 3Jun = 6.64 Hz, 2H), 3.21 (q, Jupn= 7.31 Hz, 6H), 4.16 (m, 5H), 4.48 (m, 1H), 6.23 (t,
3Jun = 6.68 Hz, 1H), 7.39 (dd, *Jun = 7.6 Hz, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.79 (m, 1H), 8.37 (br, 1H), 8.42 (br,
1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.20, 11.60, 33.21, 36.30, 46.64, 60.32, 65.34,
66.15, 82.81, 84.68, 111.51, 124.05, 134.69, 137.13, 138.23, 146.38, 148.66, 151.42, 166.22.
3P NMR (162 MHz, D,0, H3POa, 25°C): &p (ppm) -11.28 (d, %Jpp = 19.78 Hz, Po), -11.72 (d,
2Jpp=19.83 Hz, Pg). HRMS ESI(-): m/z 531.0789 (obliczone dla C17H21N6O10P> [M-H] 531.0794).
Wydajnosé: 34%.

Zwiazek Al1, sdl trietyloamoniowa

1H NMR (400,1 MHz, D0, 25°C): &4 (ppm) 1.31 (t, ¥ = 7.34 Hz, 9H), 1.85 (s, 3H), 2.43 (m, 2H),
3.22 (t, ¥up= 7.34 Hz, 6H), 4.19 (m, 3H), 4.43 (m, 1H), 6.24 (t, *Jun = 6.74 Hz, 1H), 6.65 (dd,
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3Jun = 8.24 Hz, 1H), 6.74 (br, 1H), 6.76 (dd, 34 = 8.24 Hz, 1H), 7.19 (t, 3Juu = 8.16 Hz, 1H), 7.63
(s, 1H). **C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 6¢ (ppm) 8.21, 11.63, 36.38, 46.65, 60.56, 65.51, 82.91,
84.86,107.39,111.12,111.61, 112.03, 130.24, 137.14, 151.57, 152.70, 156.48, 166.39. 3P NMR
(162 MHz, D0, HsPOa, 25°C): &5 (ppm) -11.74 (br d, Pa), -16.79 (br d, Ps). HRMS ESI(-): m/z
518.0492 (obliczone dla CigH1sNs011P2” [M-H] 518.0478). Wydajnos¢: 46%.

Zwiazek A12, sdl trietyloamoniowa

€l tEaH N,

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.31 (t, ¥un = 7.32 Hz, 9H), 1.83 (s, 3H), 2.49 (m, 2H),
3.22(q, 3Jun=7.34 Hz, 6H), 4.20 (m, 2H), 4.29 (m, 1H), 4.53 (m, 1H), 6.25 (t, 3Jun = 6.74 Hz, 1H),
7.41 (dd, ®Juu= 8.2 Hz, 1H), 7.65 (s, 1H), 7.9 (d, *Juu = 8.16 Hz, 1H), 8.12 (d, *Jnu= 4.64 Hz, 1H).
13C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.24, 11.59, 36.35, 46.69, 60.56, 65.58, 82.92, 84.86,
111.59,124.15,130.39, 137.23, 142.38, 143.82, 145.28,151.53, 166.21. 3P NMR (162 MHz, D,0,
HsPO., 25°C): 8p (ppm) -11.66 (d, 2Jpp= 20.86 Hz, P), -17.22 (d, 2Jpp = 20.23 Hz, Ps). HRMS ESI(-):
m/z 537.0110 (obliczone dla C15H16NeClO10P2” [M-H] 537.0092). Wydajnosc¢: 39%.

Zwigzek A13, sdl trietyloamoniowa
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'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.31 (t, 3Jun = 7.32 Hz, 9H), 1.84 (s, 3H), 2.47 (m, 2H),
3.23 (q, ¥un=7.34 Hz, 6H), 4.17 (m, 2H), 4.26 (m, 1H), 4.49 (m, 1H), 6.27 (t, *Jun = 6.76 Hz, 1H),
7.44 (dd, 3Juu=8.64 Hz, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.72 & 7.75 (m, 1H), 8.30 (br, 1H), 8.4 (br, 1H). 3C NMR
(100,6 MHz, D,0, 25°C): 6¢ (ppm) 8.22, 11.56, 36.33, 46.67, 60.54, 65.52, 82.88, 84.77, 111.56,
124.86, 128.95, 137.22, 141.12, 144.05, 149.1, 151.54, 166,29. 3P NMR (162 MHz, D,0, H3PO,,
25°C): 6p (ppm) -11.64 (d, %pp = 20.88 Hz, P,), -16,52 (d, %Jpp = 20.25 Hz, Pg). HRMS ESI(-): m/z
503.0497 (obliczone dla CisH17NgO10P2” [M-H] 503.048145). Wydajnos¢: 47%.

Zwigzek A14, sdl trietyloamoniowa
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H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.32 (t, 3Jun = 7.32 Hz, 9H), 1.96 (s, 3H), 2.18 (s, 3H),
2.52 (m, 2H), 2.81 (t, *Jun= 6.62 Hz, 2H), 3.24 (q, ¥uu= 7.31 Hz, 6H), 4.17 (m, 5H), 4.59 (m, 1H),
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6.32 (t, 3Jun = 6.76 Hz, 1H), 7.79 (s, 1H). *3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): ¢ (ppm) 8.24, 11.69,
14.53,33.41, 36.28, 46.67, 60.74, 64.86, 65.52, 82.93, 84.78, 111.81, 137.37, 151.67, 166.77. 3'P
NMR (162 MHz, D,0, H3PO,, 25°C): 85 (ppm) -11.40 (br d, Py), -11.62 (br d, Pg). HRMS ESI(-): m/z
500.0423 (obliczone dla C13H20N5010P,S™ [M-H] 500.0406). Wydajno$¢: 30%.

Zwiazek A15, sdl trietyloamoniowa
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TEAH N3

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 64 (ppm) 1.32 (t, 3Jupn=7.32 Hz, 9H), 1.91 (s, 1H), 2.45 (m, 2H),
3.24 (q, 3Jun=7.31 Hz, 6H), 3.57 (m, 2H), 4.22 (m, 5H), 4.53 (m, 1H), 6.22 (t, >Jun = 6.72 Hz, 1H),
6.75 (m, 2H), 7.63 (t, *Jun = 7.5 Hz, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.88 (d, 3Juu = 5.6 Hz, 1H). 3C NMR (125.8
MHz, D0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.12, 11.59, 36.37, 41.95, 46.56, 60.39, 64.49, 65.38, 82.84, 84.68,
110.53,111.49,112.89, 136.97, 140.01, 142.19, 151.34, 156.29, 166.19. 3'P NMR (162 MHz, D,0,
H3PQs, 25°C): &p (ppm) -11.40 (br d, Py), -11.62 (br d, Pg). HRMS ESI(-): m/z 546.0912 (obliczone
dla C17H22N7010P,” [M-H] 546.0903). Wydajnosé: 31%.

Zwiazek A16, sdl trietyloamoniowa
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14 NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 8, (ppm) 1.31 (t, 3Jun = 7.32 Hz, 9H), 1.36 (t, Juy = 7.10 Hz, 6H),
1.97 (s, 3H), 2.55 (m, 2H), 3.23 (q, Jun = 7.34 Hz, 6H), 4.25 (m, 7H), 4.57 (m, 1H), 6.29 (t,
3Jun = 6.64 Hz, 1H), 7.74 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.23, 11.74, 15.12,
36.35, 46.69, 60.38, 65.77, 65.91, 82.78, 84.94, 111.64, 137.35, 151.61, 166.49. >'P NMR (162
MHz, D0, HsPOs, 25°C): &p (ppm) 54.50 (d, 2pp = 24.60 Hz, Pg), -12.85 (d, Upp = 24.34 Hz, Py).
HRMS ESI(-): m/z 498.0620 (obliczone dla C14H,,Ns00P,S™ [M-H] 498.0614). Wydajnos¢: 63%.

Zwiazek A17, sdl trietyloamoniowa
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1H NMR (400,1 MHz, CDCls, 25°C): &4 (ppm) 1.09 (t, 3y = 7.02 Hz, 6H), 1.16 (t, Jun = 7.30 Hz,
9H), 1.71 (s, 3H), 2.14 (m, 2H), 3.96 (m, 7H), 4.32 (m, 1H), 6.04 (t, *Jun = 6.6 Hz, 1H), 7.47 (s, 1H).
13C NMR (100,6 MHz, CDCls, 25°C): 8¢ (ppm) 8.59, 12.31, 15.57, 37.19, 45.86, 60.97, 64.96, 65.52,
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82.99, 84.30, 111.03, 135.76, 150.29, 163.77. 3P NMR (162 MHz, D,0, HsPO4, 25°C): &, (ppm)
54.46 (d, Upp=26.14 Hz, Pp), -13.48 (d, Upp= 26.45 Hz, Ps). HRMS ESI(-): m/z 546.0065 (obliczone
dla C14H22NsOsP,Se” [M-H] 546.0058). Wydajnos¢: 64%.

Zwigzek A18, sdl trietyloamoniowa
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1H NMR (400,1 MHz, D0, 25°C): 8y (ppm) 0.94 (t, YJu = 7.38 Hz, 6H), 1.32 (t, Jun = 7.32 Hz, 9H),
1.41 (m, 4H), 1.69 (k, ¥Jun= 6.93 Hz, 4H), 1.97 (s, 1H), 2.52 (m, 2H), 3.24 (q, YJun = 7.32 Hz, 6H),
4.22 (m, 7H), 4.58 (m, 1H), 6.30 (t, Juu = 6.58 Hz, 1H), 7.79 (s, 1H). *C NMR (100,6 MHz, D0,
25°C): 6¢ (ppm) 8.33, 11.86, 13.14, 18.43, 31.64, 36.76, 46.66, 60.47, 65.65, 68.98, 82.89, 84.79,
111.61, 137.19, 151.34, 166.20. 3P NMR (162 MHz, D,O, HsPOs, 25°C): 85 (ppm) 53.75 (d,
2Jpp = 22.55 Hz, Pg), -12.69 (d, %Jpp = 22.40 Hz, P,). HRMS ESI(-): m/z 554.1233 (obliczone dla
C1sH30NsOsP2S™ [M-H] 554.1239). Wydajnos¢: 68%.

Zwiagzek A19, sdl trietyloamoniowa
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1H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 64 (ppm) 0.91 (t, 31 = 7.38 Hz, 6H), 1.29 (t, 3y = 7.28 Hz, 9H),
1.39 (m, 4H), 1.69 (k, 3= 6.57 Hz, 4H), 1.95 (s, 1H), 2.49 (m, 2H), 3.21 (q, Juu = 7.26 Hz, 6H),
4.21 (m, 7H), 4.58 (m, 1H), 6.27 (t, *Jun = 6.42 Hz, 1H), 7.76 (s, 1H). *C NMR (100,6 MHz, D0,
25°C): 8¢ (ppm) 8.28, 11.58, 13.14, 18.43, 31.52, 36.72, 46.64, 60.49, 65.68, 69.38, 82.86, 84.76,
111.51, 137.18, 151.27, 166.11. 3P NMR (162 MHz, D,0, HsPOs, 25°C): 8p (ppm) 54.54 (d,
2Jpp = 27.02 Hz, Pg), -13.05 (d, Ypp = 27.09 Hz, Po). HRMS ESI(-): m/z 602.0645 (obliczone dla
C1sH30NsOsP,Se” [M-H] 602.0684). Wydajnosé: 63%.

Zwiagzek A20, sdl trietyloamoniowa
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H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 84 (ppm) 1.29 (t, 3Jun = 7.32 Hz, 9H), 1.84 (s, 6H), 2.40 (m, 4H),
3.21(q, ¥un=7.32 Hz, 6H), 4.23 (m, 3H), 4.52 (m, 1H), 5.03 (m, 2H), 6.22 (t, Jun = 6.76 Hz, 2H),
7.29-7.45 (m, 5H), 7.64 (s, 1H). *C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.22, 11.73, 36.39,
46.64,60.48, 65.41, 67.96, 82.93, 84.65, 111.58, 127.41, 127.53, 128.01, 128.42, 137.19, 157.41,
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166.26. 3'P NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): 85 (ppm) 43.22 (br d, Pg), -12.54 (br d, Po). HRMS
ESI(-): m/z 532.0468 (obliczone dla C37H20NsOsP,S [M-H] 532.0457). Wydajnosc¢: 41%.

Zwiazek A22, sdl trietyloamoniowa
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'H NMR (400,1 MHz, CDCls, 25°C): &y (ppm) 0.72 (t, *Jun = 6.92 Hz, 12H), 1.11 (br, 16H), 1.22 (t,
3Jun = 7.32 Hz, 9H), 1.4 (br, 2H), 1.79 (s, 3H), 2.21 (m, 2H), 2.98 (q, 3Jin= 7.34, 6H), 3.87 (m, 6H),
4.09 (m, 1H), 4.4 (m, 1H), 6.15 (t, 3Juu = 6.40 Hz, 1H), 7.59 (s, 1H). *3C NMR (100,6 MHz, CDCl;,
25°C): 8¢ (ppm) 8.58, 10.76, 12.37, 13.91, 22.82, 23.11, 28.72, 29.76, 37.31, 39.75, 45.83, 61.05,
65.50, 70.52, 83.15, 84.37, 111.16, 135.88, 150.54, 164.07. 3'P NMR (162 MHz, D,0, HsPO,,
25°C): &p (ppm) 54.61 (d, pp = 20.72 Hz, Pg), -12.06 (d, Ypp = 20 Hz, P,). HRMS ESI(-): m/z
650.2711 (obliczone dla CasH46NsO10P2” [M-H] 650.2725). Wydajnos¢: 63%.

Zwigzek A23, sdl trietyloamoniowa

'H NMR (400,1 MHz, CDCls, 25°C): 84 (ppm) 0.84 (t, 3Jun = 7.36 Hz, 12H), 1.25 (br, 16H), 1.34 (t,
3Jun = 7.3 Hz, 9H), 1.52 (m, 2H), 2.01 (m, 2H), 2.32 (m, 2H), 3.09 (q, 3Juu=7.27, 6H), 3.98 (m, 4H),
4.1 (m, 1H), 4.25 (m, 2H), 5.69 (d, 3Juu = 8.12 Hz, 1H), 7.98 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, CDCls,
25°C): 8¢ (ppm) 8.59, 10.88, 14.02, 22.94, 23.22, 25.29, 28.85, 29.89, 32.66, 39.85, 45.79, 66.79,
70.59, 80.05, 86.31, 101.76, 140.93, 150.39, 163.48. 3P NMR (162 MHz, D,0, HsPO4, 25°C): &p
(ppm) 54.37 (d, Ypp = 20.83 Hz, Pg), -12.56 (d, %Jpp = 20.52 Hz, P,). HRMS ESI(-): m/z 611.2345
(obliczone dla CasHasN20gP,S [M-H] 611.2321). Wydajnosé: 62%.

Zwiazek A24, sdl trietyloamoniowa
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14 NMR (400,1 MHz, D;0, 25°C): 8 (ppm) 1.30 (t, 3y = 7.34 Hz, 9H), 1.96 (s, 3H), 2.53 (m, 2H),
3.22(q, ¥up=7.34 Hz, 6H), 3.68 & 3.71 (2d, ¥y = 13.42 Hz, 6H), 4.25 (m, 3H), 4.63 (m, 1H), 6.31
(t, 3 = 6.86 Hz, 1H), 7.78 (s, 1H). *C NMR (125.8 MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.21, 11.69, 36.29,
46.66, 53.26, 60.81, 60.84, 65.54, 82.98, 84.94, 111.78, 137.30, 151.74, 166.64. 3P NMR (162
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MHz, D,0, HsPOs, 25°C): & (ppm) 48.57 (br d, Pg), -11.72 (br d, P). HRMS ESI(-): m/z 470.0308
(obliczone dla C12H18NsOsP,S™ [M-H] 470.0301). Wydajnosé: 38%.

Zwiazek A25, sdl trietyloamoniowa
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H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 84 (ppm) 1.31 (t, 3Jun = 7.34 Hz, 9H), 1.78 (s, 3H), 1.84 (s, 3H),
2.36-2.55 (m, 4H), 3.23 (q, */un= 7.34 Hz, 6H), 3.78 (d, 3/un = 14.6 Hz, 3H), 3.82 (d, */un = 14.56
Hz, 3H), 4.1-4.34 (m, 6H), 4.42 (m, 1H), 4.51 (m, 1H), 6.2 (t, ¥un = 6.56 Hz, 1H), 6.27 (t, 3y = 6.8
Hz, 1H), 6.9-7.46 (m, 10H), 7.48 (s, 1H), 7.59 (s, 1H). ¥*C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm)
8.27, 11.66, 11.72, 36.47, 36.63, 46.70, 53.49, 53.79, 60.28, 60.49, 65.51, 65.80, 82.77, 82.87,
84.39, 84.98, 111.40, 117.98, 118.54, 120.21, 129.28, 129.36, 137.02, 137.08, 139.19, 151.42,
151.42, 151.55, 166.15, 166.28. 3P NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): 6, (ppm) 55.06 (d,
2Jpp=13.27 Hz, 1Pg), 54.92 (d, %Jpp= 13.01 Hz, 1Pg), -12.67 (br d, P,). HRMS ESI(-): m/z 531.0609
(obliczone dla C17H21NgOsP,S [M-H] 531.0617). Wydajnosé: 35%.

3.3. Charakterystyka spektralna pochodnych 5'-difosforanéw 2',3'-
dideoksynukleozydéw typu B

Zwigzek B1, sdl trietyloamoniowa
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'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 84 (ppm) 1.31 (t, 3Juu = 7.34 Hz, 9H), 1.84 & 1.85 (2s, 3H), 2.50
(m, 2H), 3.24 (q, 3Jun=7.32 Hz, 6H), 4.28 (m, 3H), 4.56 (m, 1H), 6.27 (t, 3Jun = 6.82 Hz, 1H), 7.41
(m, 1H), 7.69 & 7.71 (2s, 1H), 7.94 (m, 1H), 8.12 (m, 1H). 3C NMR (125.8 MHz, D;0, 25°C): &¢
(ppm) 7.77, 11.16, 11.19, 35.93, 46.20, 60.29, 60.42, 65.37, 82.40, 82.48, 84.36, 84.46, 111.14,
111.17,123.59, 123.62, 129.82, 129.99, 136.70, 141.77, 141.91, 143.19, 143.31, 144.77, 144.83,
151.07, 165.71, 165.76. 3P NMR (162 MHz, D,0, H3POs, 25°C): 8, (ppm) 47.34 (br d, P,), -18.45
(br d, Pg). HRMS ESI(-): m/z 552.9889 (obliczone dla CisH1gNsCIOsP,S™ [M-H]" 552.9863).
Wydajnosé: 41%.
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Zwiazek B2, sél trietyloamoniowa
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H NMR (400,1 MHz, D;0, 25°C): 84 (ppm) 1.32 (t, 2Jun= 7.28 Hz, 9H), 1.99 (s, 3H), 2.55 (m, 2H),
3.24 (q, ¥uu=7.31 Hz, 6H), 4.28 (m, 3H), 4.43 (m, 2H), 4.62 (m, 1H), 6.33 (t, 3y = 6.82 Hz, 1H),
7.82 (s, 1H). 3C NMR (125.8 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.21, 11.67, 36.24, 46.65, 60.73, 60.69,
62.69, 62.95, 65.66, 65.80, 82.82, 82.92, 84.83,111.87, 122.29, 137.29, 151.73, 166.64. 3P NMR
(162 MHz, D,0, HsPOs, 25°C): p (ppm) 43.19 (d, pp = 28 Hz, Pa), -13.23 (d, Upp = 27 Hz, Pp).
HRMS ESI(-): m/z 524.0024 (obliczone dla C12H1sFsNsOsP,S™ [M-H] 524.0018). Wydajnos¢: 43%.

Zwigzek B3, sél trietyloamoniowa
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H NMR (400,1 MHz, CDCls, 25°C): 4 (ppm) 0.88 (br, 6H), 1.28 (t, *Jun = 7.30 Hz, 9H), 1.36 (m,
4H), 1.62 (m, 4H), 1.88 (s, 3H), 2.41 (m, 2H), 3.14 (q, *Jup = 7.34 Hz, 6H), 4.05 (m, 3H), 4.24 (m,
4H), 4.52 (m, 1H), 6.1 (br, 1H), 7.59 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, CDCls, 25°C): 8¢ (ppm) 10.87,
12.26, 13.47, 18.53, 31.94, 37.01, 38.67, 60.81, 65.99, 68.52, 82.92, 86.23, 111.39, 137.29,
150.76, 164.56. 3P NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): 85 (ppm) 46.68 (d, 2Jpp = 24.81 Hz, Po) &
46.53 (d, 2Jpp=24.67 Hz, Py), -12.75 (d, pp= 22.87 Hz, Pg). HRMS ESI(-): m/z 554.1245 (obliczone
dla C1sH30Ns09P2S [M-H]"554.1239). Wydajnos¢: 42%.

Zwiazek B4, sél trietyloamoniowa
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'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 0.98 (t, 3Juu = 7.38 Hz, 6H), 1.37 (t, *Ju = 7.34 Hz, 9H),
1.49 (m, 4H), 1.76 (m, 4H), 2.05 (s, 3H), 2.60 (m, 2H), 3.30 (q, */nu= 7.34 Hz, 6H), 4.26 (m, 4H),
4.36 (m, 3H), 4.62 (m, 1H), 6.37 (m, 1H), 7.84 (s, 1H). *3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm)
8.84,12.26, 13.26, 18.50, 31.82, 36.84, 47.14, 60.81, 66.56, 69.67, 82.85, 85.24, 112.00, 137.67,
151.77, 166.69. 3'P NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): 85 (ppm) 35.74 (d, 2Jpp=32.26 Hz, Po) &
35.54 (d, %pp= 33.06 Hz, Py), -13.38 (d, 2Jpp= 3.86 Hz, Pg) & -13.58 (d, 2pp= 4.09 Hz, Pg). HRMS
ESI(-): m/z 602.0693 (obliczone dla CigH30NsOsP>Se” [M-H] 602.0684). Wydajnosé: 59%.
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Zwiazek B5, sél trietyloamoniowa
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'H NMR (400,1 MHz, CDCls, 25°C): &4 (ppm) 0.85 (br, 12H), 1.24 (br, 16H), 1.35 (t, 1.73,
3Jun=7.20, 9H), 1.52 (br, 2H), 1.94 (br, 3H), 2.33 (m, 1H), 2.43 (m, 1H), 3.17 (br, 6H), 3.94 (m,
1H), 4.04 (m, 2H), 4.29 (m, 2H), 4.53 (br, 1H), 6.20 (t, Jun = 6.44 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H). *C NMR
(100,6 MHz, CDCls, 25°C): 8¢ (ppm) 8.67, 10.82, 10.89, 12.37, 13.99, 14.01, 22.90, 22.93, 23.08,
23.19, 28.83, 29.76, 29.79, 37.38, 39.89, 39.98, 46.08, 60.81, 61.08, 65.83, 69.14, 69.19, 70.23,
70.50, 70. 56, 83.07, 83.17, 85.17, 111.29, 136.53, 150.59, 150.65, 164.16, 164.20. 3'P NMR (162
MHz, CDCls, HsPOs, 25°C): 85 (ppm) 47.18 (d, Upp = 23.42 Hz, Po), 12.23 (d, Ypp = 22.66 Hz, Pg) &
12.36 (d, YUpp = 20.34 Hz, Pg). HRMS ESI(-): m/z 666.2520 (obliczone dla CasHasNsOoP>S™ [M-H]"
666.2491). Wydajnos¢: 57%.

Zwiazek B6, sol trietyloamoniowa
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H NMR (400 MHz, MeOD-d4, 25°C): &, (ppm) 1.05 (m, 12H), 1.48 (m, 16H), 1.73 (m, 2H), 2.04
(br, 3H), 2.11 (br, 3H), 2.52 (m, 1H), 2.62 (m, 1H), 3.39 (q, ¥Juu= 7.31, 6H), 3.94 (m, 2H), 4.07 &
4.20 (2m, 2H), 4.27 (m, 2H), 4.43 (m, 1H), 4.55 (m 1H), 6.32 (t, 3Jun = 6.52 Hz, 1H), 6.39 (t, Jun =
4.52 Hz, 1H), 7.94 (br, 1H), 7.95 (br, 1H). *C NMR (100,6 MHz, MeOD-da, 25°C): ¢ (ppm) 9.66,
11.58, 12.67, 14.58, 24.12, 24.49, 30.12, 31.16, 38.29, 41.41, 48.23, 61.87, 67.76, 72.02, 84.26,
86.14, 111.87, 138.34, 152.42, 166.47. 3'P NMR (162 MHz, MeOD-d,, HsPO4, 25°C): 85 (ppm)
39.61 (d, Ypp=25.62 Hz, Po) & 39.12 (d, 2pp = 25.62 Hz, Po), -12.67 (d, Ypp= 22.74 Hz, Pp) & 12.81
(d, 2pp = 21.3 Hz, Ps). HRMS ESI(-): m/z 714.1948 (obliczone dla CasHasNsOsP2Se™ [M-H]
714.1936). Wydajnos¢: 63%.

Zwiazek B7, sol trietyloamoniowa
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1H NMR (400,1 MHz, CDCls, 25°C): 8, (ppm) 0.88 (m, 12H), 1.27 (br, 16H), 1.35 (t, 3Jun = 7.30 Hz,
9H), 1.56 (m, 2H), 1.95-2.21 (m, 4H), 3.19 (q, ¥Jun = 7.34, 6H), 4.01 (br, 2H), 4.13 (br, 2H), 4.29
(br, 1H), 5.83 (br, 1H), 6.03 (br, 1H), 8.10 (br, 1H). *C NMR (100,6 MHz, CDCls, 25°C): ¢ (ppm)
8.67, 10.88, 14.03, 22.94, 23.04, 25.17, 28.83, 29.74, 32.76, 39.91, 45.82, 67.11, 70.77, 80.17,

w 9 Te" |
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86.56, 101.58, 141.67, 150.34, 164.24. 3'P NMR (162 MHz, D0, HsPOu, 25°C): &, (ppm) 46.68 (d,
2Jpp = 24.09 Hz, Py), -12.54 (d, YUpp = 24.04 Hz, Pg). HRMS ESI(-): m/z 611.2320 (obliczone dla
CasHasN20sP>S [M-H] 611.2321). Wydajnoéé: 25%.

Zwiazek B8, sél trietyloamoniowa

@
TEAH N,

H NMR (400,1 MHz, D;0, 25°C): &4 (ppm) 1.39 (m, 9H), 1.36 (m, 6H), 2.05 (s, 3H), 2.63 (m, 2H),
3.33(q, ¥Juu=7.31 Hz, 6H), 4.35 (m, 7H), 4.63 (m, 1H), 6.36 (br, 1H), 7.83 (s, 1H). 13C NMR (100,6
MHz, D0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.72, 12.04, 15.61, 15.68, 36.67, 46.92, 60.47, 60.63, 65.85, 66.23,
82.81, 84.99, 111.63, 137.39, 151.47, 166.28. 3P NMR (162 MHz, D,0, HsPO4, 25°C): &5 (ppm)
44.60 (d, Ypp=27.19 Hz, Py), -13.31 (d, Upp = 26.99 Hz, Pg). HRMS ESI(-): m/z 498.0573 (obliczone
dla C14H22NsOsP,S” [M-H] 498.0614). Wydajnosé: 66%.

Zwiazek B9, sdl trietyloamoniowa

o
e
9 ﬁe N o
~0-P-0-P-0 o
| @I
~_© O®
TEAH N,

1H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.33 (t, Jun = 7.34 Hz, 9H), 1.39 (m, 6H), 2.01 (br, 3H),
2.56 (m, 2H), 3.26 (q, *Jun= 7.34 Hz, 6H), 4.26-4.36 (br, 7H), 4.59 (m, 1H), 6.32 (br, 1H), 7.78 (br,
1H). **C NMR (100,6 MHz, CDCls, 25°C): 6¢ (ppm) 8.36, 11.86, 15.31, 15.37, 36.42, 46..76, 60.49,
60.64, 65.98, 66.25, 82.60, 84.99, 111.69, 137.30, 151.59, 166.49. 3'P NMR (162 MHz, D0,
H3PO4, 25°C): 6, (ppm) 38.53 (d, 2Jpp=30.29 Hz, P,) & 38.07 (d, %Jpp= 35.80 Hz, Py), -13.49 (d, %pp
= 6.20 Hz, Pg) & -13.68 (d, %Jpp = 5.73 Hz, Pg). HRMS ESI(-): m/z 546.0067 (obliczone dla
C14H2:N504P,Se” [M-H] 546.0058). Wydajnosé: 61%.

Zwiazek B10, sél trietyloamoniowa

o
| NH
fo) N/go
1 1
_0O-P-0-P-0 o
-~ 03.)
TEAH N

1H NMR (400,1 MHz, D;0, 25°C): 8 (ppm) 1.31 (t, 3Jun = 7.28 Hz, 9H), 1.97 (s, 3H), 2.54 (m, 2H),
3.23 (q, ¥upu = 7.27 Hz, 6H), 3.87 (d, 3Jupn = 4.08 Hz, 3H) & 3.89 (d, Jun = 4.24 Hz, 3H), 4.29 (br,
3H), 4.56 (br, 1H), 6.29 (t, ¥y = 6.486 Hz, 1H), 7.75 (s, 1H). *C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢
(ppm) 8.25, 11.69, 36.38, 46.68, 55.33, 60.41, 60.55, 66.17, 82.64, 82.73, 84.93, 84.98, 111.64,
137.19, 151.58, 166.47. 3P NMR (162 MHz, D0, H3POu, 25°C): & (ppm) 45.31 (d, Ypp = 11.26
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Hz, Po) & 45.15 (d, 2pp = 10.98 Hz, Py), -10.47 (d, Upp = 6.20 Hz, Ps). HRMS ESI(-): m/z 470.0308
(obliczone dla C12H18NsOsP,S™ [M-H] 470.0301). Wydajnos$é: 52%.

Zwiazek B11, sl trietyloamoniowa

o
| NH
NAO

(o] S

1] 1}
0-P-0-P-0 o

@
TEAH N;

'H NMR (500,2 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.29 (t, 3Juu = 7.33 Hz, 9H), 1.84 & 1.85 (2s, 3H), 2.40
(m, 2H), 3.21 (g, ¥nu= 7.34 Hz, 6H), 4.22 (m, 2H), 4.28 (m, 1H), 4.49 (m, 1H), 4.99 (m, 2H), 6.22
(t, 3Jupn = 6.35 Hz, 1H), 7.31-7.43 (m, 5H), 7.65 (br, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm)
8.25,12.42,36.37,36.41,46.71, 60.66, 65.66, 67.75, 82.89, 84.65, 84.71,111.72,127.19, 127.36,
128.09, 128.46, 137.19, 151.51, 166.27. 3'P NMR (202,5 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): &5 (ppm) 43.00
(br, Pa), -12.14 (br, Pg). HRMS ESI(-): m/z 532.0422 (obliczone dla Ci7H20NsOsP2S™ [M-H]"
532.0457). Wydajnosé: 40%.

Zwigzek B13, sdl trietyloamoniowa

(o)
| NH
ﬁ § N/go
/O—II’—O(—;I’—O o
(o) @O
TEAH N3

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 84 (ppm) 1.33 (t, 3Juu= 7.32 Hz, 9H), 2.01 (s, 3H), 2.05 (s, 3H),
2.55 (m, 2H), 3.25 (q, *Jun = 7.31 Hz, 6H), 3.71 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 4.32 (m, 3H), 4.69 (m, 1H),
6.33 (t, 3Jun = 6.84 Hz, 1H), 7.85 (s, 1H). *C NMR (125.8 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.28, 11.83,
36.32, 46.73, 53.35, 53.41, 65.75, 65.97, 82.99, 84.93, 111.86, 137.38, 151.77, 166.67. 3P NMR
(162 MHz, D,0, H3POu, 25°C): 85 (ppm) 43.58 (br, 1P), 42.01 (br, 1P). HRMS ESI(-): m/z 471.9908
(obliczone dla C11H16NsOgP,S;” [M-H]"471.9916). Wydajnosé: 42%.

3.4. Charakterystyka spektralna pochodnych 5'-difosforanéow 2',3'-
dideoksynukleozydéw typu C

Zwiazek C1, sdl trietyloamoniowa

o o
HN l | NH
o//l\N O O N/go
o\ro—i-o-i—oj o
OH TEAH N3

1H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &1 (ppm) 1.31 (t, Jun = 7.32 Hz, 9H), 1.92 (s, 6H), 2.36 (m, 2H),
2.48 (m, 2H), 3.22 (q, ¥Jun = 7.32 Hz, 6H), 4.20 (br, 6H), 4.51 (m, 1H), 4.59 (m, 1H), 6.22 (t,
3Jun= 6.40 Hz, 1H), 6.29 (t, 3Jun= 6.82 Hz, 1H), 7.70 (s, 2H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢
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(ppm) 8.22, 11.63, 11.68, 36.24, 38.57, , 46.23, 60.46, 60.51, 65.39, 70.77, 82.75, 84.67, 84.75,
111.64,111.69, 137.39, 137.44, 151.48, 151.57, 166.38. 3'P NMR (162 MHz, D,0, H3P0O4, 25°C):
6p (ppm) -11.35 (br, 2P). HRMS ESI(-): m/z 650.1030 (obliczone dla CyH26N7014Py [M-H]
650.1013). Wydajnosc¢: 40%.

Zwiazek C2, sdl trietyloamoniowa

o
HN 7 ONH
o NNo
1] 1]
0-P-0-P-0
o[ & & °
el TEAR Ny
OH

'H NMR (400,1 MHz, D0, 25°C): &4 (ppm) 1.31 (t, 3Jun=7.32 Hz, 9H), 1.95 (br, 6H), 2.37 (m, 2H),
2.49 (m, 2H), 3.22 (q, 3Jun=7.23 Hz, 6H), 4.12-4.34 (br, 6H), 4.56 (br, 1H), 4.65 (br, 1H), 6.25 (m,
1H), 6.32 (m, 1H), 7.76 (br, 2H). *C NMR (125,8 MHz, D,0, 25°C): 6¢ (ppm) 8.21, 11.76, 36.24,
36.29, 38.58, 38.60, 46.66, 60.53, 60.72, 65.38, 65.59, 70.87, 70.91, 82.74, 82.81, 84.64, 84.74,
85.22, 85.29, 111.69, 111.78, 111.81, 137.35, 137.47, 137.50, 151.58, 151.64, 166.49. 3P NMR
(162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): 65 (ppm) 42.81 (br, 1P), -12.43 (br, 1P). HRMS ESI(-): m/z 666.0802
(obliczone dla CyoH26N7013P2S [M-H] 666.0785). Wydajnosc¢: 42%.

Zwiagzek C3, sdl trietyloamoniowa

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.30 (t, 3Juu= 7.26 Hz, 9H), 1.87 (s, 3H), 1.92 (s, 3H),
2.35 (m, 2H), 3.22 (q, 3Jun = 7.22 Hz, 6H), 4.16 (m, 5H), 4.60 (m, 1H), 5.08 (m, 1H), 5.94 (br, 2H),
6.31 (br, 1H), 6.49 (br, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.72 (s, 1H). *C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm)
8.22,11.46, 11.48, 11.68, 11.71, 38.58, 38.63, 46.62, 65.27, 65.36, 66.46, 66.55, 70.84, 84.77,
85.25, 85.82, 89.84, 111.32, 111.33, 111.65, 125.48, 134.08, 134.10, 137.38, 137.42, 138.23,
138.26, 151.58, 152.06, 166.38, 166.40, 166.55. 3'P NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): & (ppm)
-11.52 (br, 2P). HRMS ESI(-): m/z 607.0854 (obliczone dla CyoH2sN4014P>” [M-H] 607.0843).
Wydajnosé: 64,5%.

Zwiazek C4, sdl trietyloamoniowa

o o)
HN | \f‘\NH
0)\N 0 s N/J*o
0-P-0-P-0
Lo o5 e
||||||||| | —

1H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.30 (t, Jun = 7.34 Hz, 9H), 1.91 (s, 3H), 1.93 (s, 3H),
2.36 (m, 2H), 3.22 (q, *Jun= 7.34 Hz, 6H), 4.2 (br, 5H), 4.63 (br, 1H), 5.12 (br, 1H), 5.95 (br, 1H),
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6.33 (t, 3Jun= 6.7 Hz, 1H), 6.51 (t, 3Juu=5.96 Hz, 1H), 6.94 (br, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.73 (s, 1H). 13C
NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.23, 11.65, 11.69, 11.81, 11.84, 38.65, 46.64, 65.29,
65.38, 66.51, 66.57, 66.91, 66.98, 70.94, 84.78, 84.83, 85.21, 85.31, 85.59, 85.69, 89.88, 89.93,
111.39,111.45,111.68, 125.43, 134.11, 134.15, 137.35, 137.38, 138.15, 138.22, 151.94, 152.32,
166.83, 166.92. 3P NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): 85 (ppm) 43.19 (d, 2Jpp= 34.73 Hz, 1P) &
43.00 (d, %Jpp=28.17 Hz, 1P), 12.41 (d, s p= 27.76 Hz, 1P). HRMS ESI(-): m/z 623.0626 (obliczone
dla CaoH25N4013P2S” [M-H] 623.0614). Wydajnosé: 32%.

Zwiazek C5, sdl trietyloamoniowa

o
HN |
0)\N o
OH
Lo \'Af
/““““III\‘
? ? N (o]
0=P-0-P—0—7 o
S )
TEAH N3

H NMR (400 MHz, D,0, 25°C): & (ppm) 1.28 (t, 3Jun = 6.96 Hz, 9H), 1.89 (s, 3H), 1.92 (s, 3H),
2.47 (m, 2H), 2.61 (m, 2H), 3.85 (m, 2H), 4.14-4.27 (m, 4H), 4.52 (m, 1H), 4.91 (br, 1H), 6.23-6.38
(m, 2H), 7.61 (s, 1H), 7.67 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.39, 11.93, 12.08,
36.30, 36.45, 37.44, 37.61, 60.37, 60.56, 61.15, 65.31, 65.37, 75.47, 82.66, 82.74, 84.77, 85.08,
85.53,111.61,111.81, 136.87, 137.14, 153.93, 153.98, 162.37. 3'P NMR* (162 MHz, D,0, H3PO,,
25°C): 8p (ppm) -11.71 (d, Ypp= 20.94 Hz, 1P), -12.29 (d, %Jop = 21.38 Hz, 1P). HRMS ESI(-): m/z
650.1030 (obliczone dla C0H26N;014P2” [M-H] 650.1013). Wydajnosé¢: 37%.

Zwigzek C6, sl trietyloamoniowa

o
HN |
o)\N o
OH
o \fj\NH
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o 0 k J
TEAH N;

'H NMR (400,1 MHz, D0, 25°C): 8 (ppm) 1.31 (t, 3w = 7.32 Hz, 9H), 1.90 (s, 3H), 1.95 (br, 3H),
2.43 (br, 1H), 2.51 (m, 2H), 2.67 (br, 1H), 3.23 (q, 3/ux= 7.34 Hz, 6H), 3.87 (br, 2H), 4.27 (br, 4H),
4.56 (m, 1H), 4.98 (br, 1H), 6.26 (t, 3/ = 6.68 Hz, 1H), 6.30 (t, 3Jun = 6.84 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H),
7.78 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.28, 11.58, 11.79, 36.47, 37.55, 46.67,
60.35, 60.62, 61.61, 65.56, 75.51, 82.79, 82.88, 84.79, 85.00, 85.68, 111.47, 111.60, 137.23,
137.44, 151.44, 166.23. 3'P NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): 65 (ppm) 42.94 (br, 1P), -13.37
(br, 1P). HRMS ESI(-): m/z 666.0800 (obliczone dla CaoH26N7013P2S™ [M-H] 666.0785). Wydajnosé:
42%.
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3.5. Charakterystyka spektralna pochodnych 5'-difosforanéw 2',3'-
dideoksynukleozydéw typu D

5'-difosforan deoksyadenozyny (D1), sdl trietyloamoniowa

NH,
N B
N
<1
0O o NN
[S) 1l 1l
0-P-0-P-0 o
TEAH
OH

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 64 (ppm) 1.21 (t, 3Jup = 7.26 Hz, 9H), 2.54 (m, 1H), 2.75 (m, 1H),
3.13 (g, 3Juu=7.26 Hz, 6H), 4.1 (m, 2H), 4.23 (m, 1H), 4.72 (m, 1H), 6.39 (t, 3Jun = 6.54 Hz, 1H),
8.1 (s, 1H). *C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.05, 38.91, 46.44, 65.01, 70.94, 83.45,
85.6, 118.18, 139.77, 148.28, 152.1, 154.98. 3P NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): & (ppm)
-10.11 (d, 2Jpp=19.93 Hz, Pg), -11.19 (d, %pp= 20.20 Hz, P4). HRMS ESI(-): m/z 410.0271 (obliczone
dla C10H1aNsOoP,” [M-H] 410.0267). Wydajnosé: 51%.

5'-difosforan deoksycytozyny (D2), sél trietyloamoniowa

NH,

»
fo) o N/go
@ 1} |1
TEAH Oon Oap 070
o “o

OH

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 64 (ppm) 1.29 (t, 3Jun = 7.32 Hz, 9H), 2.32 (m, 1H), 2.43 (m, 1H),
3.21 (q, 3uu = 7.31 Hz, 6H), 4.19 (m, 3H), 4.61 (m, 1H), 6.14 (d, *Juu = 7.56 Hz, 1H), 6.33 (t,
3Jun= 6.64 Hz, 1H), 7.98 (d, 3Jun = 7.6 Hz, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.15,
39.24,46.58, 64.89, 70.48, 85.36, 85.86, 96.36, 141.78, 156.74, 165.51. 3'P NMR (162 MHz, D,0,
H3PQ4, 25°C): 8p (ppm) -10.35 (d, “pp= 20.54 Hz, Pg), -11.28 (d, %pp= 20.39 Hz, P,). HRMS ESI(-):
m/z 386.0150 (obliczone dla CoH14N3010P,” [M-H] 386.015448). Wydajnosé: 47%.

5'-difosforan deoksyguanozyny (D3), sdl trietyloamoniowa

o)
N
NH
¢
5 9 © N N/)\NHZ
© OZP-0-P-0— o
TEAH 5
OH

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.28 (t, 3Jun= 7.33 Hz, 9H), 2.53 (m, 1H), 2.8 (m, 1H),
3.2 (g, ¥un=7.32 Hz, 6H), 4.16 (m, 2H), 4.26 (m, 1H), 4.76 (m, 1H), 6.31 (t, *Jun = 6.34 Hz, 1H),
8.1 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.19, 38.57, 46.63, 65.28, 71.25, 83.54,
85.6, 116.02, 137.58, 151.31, 153.81, 158.81. 3P NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): 6 (ppm)
-10.46 (d, Ypp=19.93 Hz, Pg), -11.2 (d, 2Jpp= 19.93 Hz, P,). HRMS ESI(-): m/z 426.0203 (obliczone
dla C10H14Ns010P2 [M-H] 426.0216). Wydajnos¢: 33%.
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5’-difosforan deoksytymidyny (D4), sdl trietyloamoniowa

OH

1H NMR (400,1 MHz, D20, 25°C): &1 (ppm) 1.29 (t, 3Jun = 7.28 Hz, 9H), 1.93 (s, 3H), 2.38 (m, 2H),
3.21 (q, ¥uu= 7.3 Hz, 6H), 4.18 (m, 3H), 4.63 (m, 1H), 6.35 (t, Jun = 6.94 Hz, 1H), 7.74 (s, 1H).
13C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 6¢ (ppm) 8.19, 11.6, 38.45, 46.61, 48.84, 65.22, 70.86, 84.94,
85.3, 111.72, 137.36, 151.7, 166.53. 3P NMR (162 MHz, D,0, H3PO4, 25°C): &5 (ppm) -10.13 (d,
2Jop= 19.13 Hz, Pg), -11.24 (d, Ypp = 19.59 Hz, P). HRMS ESI(-): m/z 401.0137 (obliczone dla
C10H14NsO10Py” [M-H] 401.0151). Wydajnoéé: 58%.

5’-difosforan 3’-azydo-3'-deoksytymidyny (D5), sél trietyloamoniowa
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'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): & (ppm) 1.29 (t, 3Jun = 7.32 Hz, 9H), 1.94 (s, 3H), 2.51 (m, 2H),
3.21(q, 3Jun=7.34, 6H), 4.21 (m, 2H), 4.23 (m, 1H), 4.58 (m, 1H), 6.28 (t, 3Jun = 6.86 Hz, 1H), 7.75
(s, 1H). BCNMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.15, 11.57, 36.095, 46.56, 60.79, 65.28, 82.88,
84.84,111.72,137.27, 151.59, 166.45. 3'P NMR (162 MHz, D,0, H3P0O4, 25°C): 65 (ppm) -9.17 (d,
2Jop=19.44 Hz, Pg), -11.235 (d, 2pp = 21.06 Hz, P,). HRMS ESI(-): m/z 426.0209 (obliczone dla
Ci0H14N5sO10P>” [M-H] 426.0221). Wydajno$¢: 58%.

5'-difosforan adenozyny (D6), sél trietyloamoniowa

NH,
N X
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OH OH

'H NMR (400,1 MHz, D;0, 25°C): 84 (ppm) 1.27 (t, *Jun= 7.32 Hz, 9H), 3.29 (q, >Jun = 7.24 Hz, 6H),
4.24 (m, 2H), 4.39 (m, 1H), 4.58 (t, 3Jyu = 4.54 Hz, 1H), 4.76 (t, 3Jun = 5.34, 1H), 6.11 (d,
3Jun = 5.52 Hz, 1H), 8.18 (s, 1H), 8.5 (s, 1H). *3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.17,
46.58, 64.71, 70.1, 74.29, 83.78, 86.91, 118.36, 139.87, 148.83, 152.64, 155.33. 3'P NMR (162
MHz, D20, H3PO4, 25°C): 8p (ppm) -9.28 (br d, Pg), -11.09 (d, 2Jp p = 20.44 Hz, P,). HRMS ESI(-): m/z
426.0216 (obliczone dla C1oH14N5010P2" [M-H] 426.0216). Wydajnosé: 46%.
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5'-difosforan cytozyny (D7), sél trietyloamoniowa

NH,
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OH OH

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): &4 (ppm) 1.29 (t, *Juu= 7.3 Hz, 9H), 3.21 (q, *Jun = 7.30 Hz, 6H),
4.23 (m, 1H), 4.28 (m, 2H), 4.33 (t, 3Ju = 4.63 Hz, 1H), 4.38 (t, 3Jun= 5 Hz, 1H), 6.00 (d, 3/ = 4.1
Hz, 1H), 6.15 (d, 3Juu = 7.6 Hz, 1H), 8.01 (d, *Jun = 7.6 Hz, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C):
8¢ (ppm) 8.2, 46.63, 64.37, 69.17, 74.21, 82.73, 89.22, 96.45, 141.7, 156.97, 165.58. 3P NMR
(121,4 MHz, D,0, H3P0O4, 25°C): 85 (ppm) -10.35 (br d, Pg), -11.28 (br d, P,). HRMS ESI(-): m/z
402.0095 (obliczone dla CsH1aN3011P2” [M-H]"402.0104). Wydajnosé: 40%.

5'-difosforan guanozyny (D8), sdl trietyloamoniowa
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OH OH

'H NMR (400,1 MHz, D0, 25°C): &4 (ppm) 1.22 (t, *Jun=7.32 Hz, 9H), 3.13 (q, 3Juu= 7.32 Hz, 6H),
4.19 (m, 2H), 4.31 (m, 1H), 4.5 (t, 3Jun = 4.48 Hz, 1H), 4.69 (t, 3Jun = 5.42 Hz, 1H), 5.85 (d,
3Jun = 5.64 Hz, 1H), 8.06 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.16, 46.51, 65.02,
70.23, 73.84, 83.58, 87.01, 115.79, 137.3, 151.46, 153.73, 158.41. 3P NMR (121,4 MHz, D,0,
H3POs, 25°C): 6 (ppm) -10.46 (br d, Pg), -11.2 (br d, P,). HRMS ESI(-): m/z 442.0177 (obliczone
dla C10H14Ns011P;” [M-H] 442.0165). Wydajnosc¢: 34%.

5’-difosforan urydyny (D9), sdl trietyloamoniowa

o]
f‘\NH
o fo) N/go
@ 11 11
o O-P-0-P-0 o
TEAH (o) o
OH OH

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 6 (ppm) 1.29 (t, 3Junu= 7.30 Hz, 9H), 3.22 (q, 3/u,n= 7.30 Hz, 6H),
4.24 (m, 2H), 4.29 (m, 1H), 4.39 (m, 2H), 5.9 (br, 1H), 5.99 (br, 1H), 7.97 (d, 3Juu= 8.12 Hz, 1H).
13C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): 6¢ (ppm) 8.21, 46.62, 64.65, 69.52, 73.74, 83.18, 88.49, 102.59,
141.70, 151.77, 166.21. 3P NMR (162 MHz, D,0, HsPO4, 25°C): &5 (ppm) -9.22 (br d, Pg), -10.94
(brd, Py). HRMS ESI(-): m/z 402.9933 (obliczone dla CsH13N,012P2” [M-H] 402.9944). Wydajnosé:
59%.
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Zwiazek D10, sél trietyloamoniowa

HN | | NH
o)\N o o o N)%o
1] 11 1]
oropebopee

.......... i ©
N3 TEAH N3

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 64 (ppm) 1.29 (m, 9H), 1.94 (s, 6H), 2.49 (m, 4H), 3.22 (q, 3Jun=
7.07 Hz, 6H), 4.21 (m, 6H), 4.52 (m, 2H), 6.23 (t, >Jun= 6.2 Hz, 2H), 7.69 (s, 2H). 3C NMR (100,6
MHz, D,0, 25°C): 8¢ (ppm) 8.22, 11.68, 36.28, 46.65, 60.66, 65.68, 82.74, 84.82, 111.72, 137.24,
151.49, 166.38. 3'P NMR (162 MHz, D,0, H3PO,, 25°C): &p (ppm) -11.25 (d, %pp= 15.42 Hz, P,
Py), -22.07 (t, 2Jpp = 16.29 Hz, Pg). HRMS ESI(-): m/z 755.0747 (obliczone dla CaoH26N10016P3™ [M-
H]-755.0741). Wydajnos¢: 38%.

3.5. Charakterystyka spektralna pochodnych 5'-difosforanéw 2',3’-
dideoksynukleozyddéw zawierajgcych wigzanie P-N (zwigzki typu N)

Zwiazek N1, sél trietyloamoniowa

o
| NH
fo) fo) N/go
11 Il
N VRO P0T o
I 0° O
N ®
TEAH N3

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 64 (ppm) 1.33 (t, 3Jun= 7.28 Hz, 9H), 1.86 (s, 3H), 2.46 (m, 2H),
3.25(q, 3un=7.29 Hz, 6H), 4.17 (m, 2H), 4.29 (m, 1H), 4.48 (m, 1H), 6.29 (t, 3Juu= 6.68 Hz, 1H),
7.25 (d, 3Jun= 6.68 Hz, 2H), 7.66 (s, 1H), 8.22 (d, 3Jun = 6.48 Hz, 2H). *C NMR (100,6 MHz, D0,
25°C): &¢ (ppm) 8.25, 11.60, 36.47, 46.71, 60.49, 65.31, 82.93, 84.71, 111.55, 112.41, 137.23,
143.63, 151.59, 154.87, 166.37. 3P NMR (162 MHz, D,0, HsPQ,, 25°C): &p (ppm) -11.78 (d,
2Jop = 20.12 Hz, Py), -15.97 (d, 2Jpp = 20.38, Ps). HRMS ESI(-): m/z 502.0653 (obliczone dla
CisH1sN709P,” [M-H] 502.0641). Wydajno$é: 17%.

Zwiazek N2, sél trietyloamoniowa

NH,
SN

4

<N IN/)

He 9
L an]
TEAH

'H NMR (400,1 MHz, D;0, 25°C): &4 (ppm) 1.07 (br, 3H), 1.25 (t, *un=7.32 Hz, 9H), 3.16 (q, *Jun
= 7.32 Hz, 6H), 3.59-3.0 (br, 2H), 3.91 (br, 1H), 4.03-4.29 (br, 2H), 7.05 (d, 3/un = 6.36 Hz, 2H),
8.01 (s, 1H), 8.05 (d, 2H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): &¢ (ppm) 8.17, 15.94, 46.57, 63.53,
65.17, 75.64, 112.27, 117.51, 141.17, 142.32, 143.08, 148.68, 152.01, 155.42. 3'P NMR (121,4
MHz, D,0, H3PQa, 25°C): &5 (ppm) 8.84 (d, 2Jpp= 14.57 Hz, Py), -16.09 (d, 2Jpp = 26.10 Hz, Pg).
HRMS ESI(-): m/z 442.0815 (obliczone dla Ci14H1sN;06P2 [M-H] 442.0794). Wydajnos¢: 11%.



200 | VII. Czes¢ eksperymentalna

Zwiazek N3, sél trietyloamoniowa

(0]
| NH
o
H n 1]
NV ROP0 o
Nl/ o Q9 —
TEAH

'H NMR (400,1 MHz, D,0, 25°C): 84 (ppm) 1.31 (t, 3Juu=7.32 Hz, 9H), 1.79 (s, 3H), 3.23 (q, *Junu=
7.34 Hz, 6H), 4.19 (m, 3H), 5.08 (br, 2H), 5.89 (d, 3= 5.80 Hz, 1H), 6.45 (br, 2H), 6.95 (br, 2H),
7.52 (s, 1H). 3C NMR (100,6 MHz, D,0, 25°C): ¢ (ppm) 8.20, 11.38, 46.62, 66.35, 85.77, 89.62,
111.23,112.48,125.56,133.89, 138.24, 145.36, 152.05, 153.12, 166.48. 3'P NMR (162 MHz, D,0,
HsPOa4, 25°C): 8p (ppm) -11.69 (d, 2pp = 19.59 Hz, Py), -14.44 (d, 2Jpp = 17.33, Pg). HRMS ESI(-):
m/z 459.0479 (obliczone dla C1sH17N4OsP>” [M-H] 459.0471). Wydajnos¢: 14%.
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