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I. WPROWADZENIE

. WPROWADZENIE

Pojawienie sie i rozpoznanie zespotu chorobowego AIDS wywotato u ludzi poczucie

realnego zagrozenia trudng do opanowania epidemia, wywotang wirusem powodujgcym utrate
odpornosci immunologicznej (HIV) u cziowieka. Medycyna szybko rozpoznata metody
I zareagowata  prewencyjnie,  zapobiegajgc  niekontrolowanym infekcjom  HIV
i rozprzestrzenianiu sie AIDS. Pomimo tego, liczba zakazern wirusem wolno, ale stale ro$nie,
i rodnie takze liczba chorych z zespotem AIDS. Dotyczy to szczegdblnie rejondw $Swiata, gdzie
profilaktyka medyczna nie dociera, lub z innych wzgleddw nie moze by¢ stosowana.
Od poczatku skojarzenia zespotu AIDS z infekcjg HIV rozpoczeto bardzo intensywne prace nad
znalezieniem skutecznych lekéw, by zahamowaé namnazanie lub catkowicie wyeliminowac HIV
ze Srodowiska cztowieka. Pierwsze stosunkowo proste i skuteczne leki, jak np. 3’-azydo-3’-
deoksytymidyna (AZT, Retrovir ), wydawaty sie spetnia¢ oczekiwania medycyny, by
w niedalekiej perspektywie opanowaé, a by¢ moze zniszczyé ten ,,nowy” patogen. Niestety,
rownie szybko okazato sie, ze sprawa jest bardzo trudna, gdyz HIV jest wirusem niezwykle
szybko mutujgcym. Stwierdzono, ze w czasie jego szybkiej replikacji (10" kopii dziennie),
w ktdérej bierze udziat jego wiasna polimeraza [odwrotna transkryptaza (HIV RT)]
nieposiadajgca whasciwosci naprawczych, powstajg kopie potomne zawierajagce mutacje, ktore
jesli nie sa letalne, to generujg nowe genotypy wirusa, 0 nowych wiasciwosciach, np. wirusy
lekoopome. Jest oczywiste, ze te ostatnie sg naturalnie wyselekcjonowane w obecnosci
zastosowanego leku, gdyz tylko lekoopome mutanty moga przetrwa¢ w takim $rodowisku,
a pozostate ulegajgc dziataniu leku ging. Sytuacja wyglada wiec raczej mato nadziejnie, gdyz
W scenariuszu pesymistycznym mozna zaktadac, ze jesteSmy skazani na HIV, bez mozliwosci
jego definitywnej eliminacji. Scenariusz pozytywny zaktada, kontrolowanie namnzania wimsa
poprzez stosowanie réznego rodzaju inhibitoréw jego cyklu replikacyjnego, co uksztattowato
chyba stuszny na dzien dzisiejszy poglad, ze im wiecej i bardziej réznorodnych inhibitoréw
bedziemy stosowac, tym skuteczniej bedziemy kontrolowac propagacje infekcji HIV, a tym
samym bedziemy mogli zapobiega¢ ujawnieniu sie chorobowego zespotu AIDS. Jest wiec
zrozumiatym, ze w wielu osrodkach na Swiecie trwajg ciggte prace nad nowymi zwigzkami
hamujacymi rozwoj HIV z nadziejg, ze nowe leki nadgzg za naturalng zmiennoscig genetyczng
wirusa, i ze w ten sposdb medycyna bedzie dysponowaé lekami chronigcymi cztowieka przed
AIDS.

Dotychczas stosowane leki przeciw HIV to produkt wysitku intelektualnego i maestrii
warsztatowej chemikow, biologow, mikrobiologdw i lekarzy. Jednym z zadan tych ostatnich jest

podpowiadanie, jakie warunki w kontekscie wiasciwosci chemicznych, fizykochemicznych
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i Strukturalnych powinny spetnia¢ nowe zwigzki, by mogly zadziata¢ jako inhibitory HIV.
Zadaniem chemii, opr6cz oczywistego uczestnictwa w catym multidyscyplinamym
przedsiewzieciu intelektualnym, jest wyprodukowanie tych zwigzkéw, mozliwie szybko i tanio.
To, na etapie projektowania nowych zwigzkéw, wymaga wysitku intelektualnego, sprzezonego
w innymi wspomnianymi dyscyplinami nauki, a pdzniej opracowania nowych strategii, nowych
metod syntezy, trikbw wykonawczych i catego, najlepiej najdoskonalszego aparatu
syntetycznego.

Podejmujac rozwiazanie problemoéw zwigzanych z projektowaniem, synteza i badaniami
nowych, potencjalnych inhibitorow HIV zdawatam sobie sprawe z trudnosci, jakie moge
napotka¢ na drodze do chocby czesciowego sukcesu. Jednakze, catkowicie uzasadniony
»dobrowolny” przymus poszukiwania nowych zwigzkéw anty-HIV, a takze rysujgca sie
perspektywa badan w obszarze analogdéw nukleotydow, byty dla mnie wystarczajagcym powodem
i zachetg do podjecia badan opisanych w tej pracy doktorskiej.
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Ade - adenina

AZT - 3’-azydo-3’-deoksytymidyna

AZTDP - 5’-difosforan AZT

AZTMP - 5’-monofosforan AZT

AZTTP - 5’-trifosforan AZT

B -base (zasada purynowa lub pirymidynowa)

BBB - blood brain barier (bariera krew- mozg)

CCso - cytotoxic concentration (stezenie cytotoksyczne)

Cyt - cytozyna

ddA - 2’,3’-dideoksyadenozyna

ddl - 2’,3’-dideoksyinozyna

ddNMP - 5’-monofosforan 2’,3’-dideoksynukleozydu

ddN - 2’,3’-dideoksynukleozyd

ddU - 2’,3’-dideoksyurydyna

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

DPCP - difenylochlorofosforan(V)

ECso - effective concentration (stezenie efektywne)

ekw. - ekwiwalent

FBS/FCS -fetal bovine/calfserum (surowica z ptodow bydlecych/cielecych)
FDA - Food and Drug Administration (Urzad ds. Lekow i Zywnosci)

FluMe - (9//-fluoren-9-ylo)metyl

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (wysokosprawna chromatografia
cieczowa)

HRMS - High Resolution Mass Spektrometry (wysokorozdzielcza chromatografia
masowa)

EN - integraza

NDP - 5’-difosforan nukleozydu

N-Melm - N-metyloimidazol

NMP - 5’-monofosforan nukleozydu

NNRTI - non - nucleoside inhibitors ofreverse transcriptase (nienukleozydowe
inhibitory odwrotnej transkryptazy)

NRTI - nucleoside inhibitors ofreverse transcriptase (nukleozydowe inhibitory
odwrotnej transkryptazy)

NTP - 5’-trifosforan nukleozydu

PR - proteaza

PvClI - chlorek piwaloilu (chlorek trimetyloacetylu)

Py - pirydyna

RPMI-1640 - Roswell Park Memorial Institut

RT - reverse transcriptase (odwrotna transkryptaza)

SI - selectivity index (indeks selektywnosci)

ti/2- czas potowicznego rozkiadu

T - tymidyna

Thy - tymina

TMP - 5’-monofosforan tymidyny

TO3’-Ac - 3’-acetylo-3’-deoksytymidyna

TTP - 5’-trifosforan tymidyny

TPSCI - chlorek 2,4,6-triizopropylobenzenosulfonowy
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1. RETROWIRUSY | POCHODZENIE HIV

Retrowirusy sg jednym z najbardziej intensywnie badanych czynnikow zakaznych.
Wywotujg one wiele choréb u ptakow oraz ssakoéw, w tym takze u naczelnych." Mimo
ogromnego zréznicowania retrowirusy wykazujg kilka cech wspélnych ze wzgledu na budowe
czy materiat genetyczny (RNA o dodatniej polamosci, co oznacza, ze wirionowy RNA moze
bezposrednio petni¢ funkcje mMRNA).” Ponadto dzieki unikalnemu procesowi odwrotnej
transkrypcji wirusy te majg zdolno$¢ przepisania informacji genetycznej, zawartej w RNA, na
dwuniciowy DNA, ktory integruje sie z genomem gospodarza i stuzy jako matryca do replikacji
RNA wirusa. Inng cechg wyrdzniajgca retrowirusy jest ich ogromna zmiennos¢ genetyczna,
powodowana zjawiskiem rekombinacji w trakcie replikacji." Cecha ta bardzo utrudnia lub
uniemozliwia skuteczng walke z wiekszoscig retowirusow.

W 1978 r. Robert Galio, z Narodowego Instytutu Zdrowia w USA, wyizolowat
retrowirusa z limfocytow pacjenta chorego na biataczke.® Wcze$niej takze Japonczycy znalezZli
u chorego na biataczke retrowirusa, ktérego pdzniejsza analiza sekwencji nukleotydow
wykazata, ze byt on identyczny z izolatem Galio.* Taki splot przypadkow nasunat
epidemiologom podejrzenie etiologii zakaznej, a odkryty retrowirus nazwano ludzkim wirusem
biataczki z komérek T typu I (HTLV-1 - ang. human T-cell leukemia virus type I). Drugi z tej
serii wirus, HTLV-11, wyizolowano w Seattle (USA) z komorek pacjenta chorego na rzadka
biataczke kosmatokomdrkowa”, lecz jak dotad niewiele wiadomo na jego temat. W 1981 r.
zdiagnozowano nowa jednostke chorobowa, charakteryzujaca sie gtebokim upos$ledzeniem
odpornosci i nazwang zespotem nabytego uposledzenia odpornosci (AIDS - ang. acquired
immunodeficiency  syndrome). Choroba rozwijata sie u  pacjentdw  zakazonych
niezidentyfikowanym retrowirusem i ustalono, ze do zakazenia moze dojs¢ poprzez kontakt
z krwig chorego. Wirusy wywotujgce AIDS zostaty wyizolowane niezaleznie w kilku
laboratoriach. Pierwszy, przez L. Montagniera i F. Barre-Sinoussi w Instytucie Pasteura
w Paryzu (1983 r.), otrzymat nazwe LAV (ang. lymphaadenopathy-associated virus)." Rok
pdzniej Galio i wspotpracownicy opisali izolacje retrowirusaz limfocytow krwi obwodowej
pacjentow z AIDS i nazwali go HTLV-111 (ang. human T-lymphotropie virus type IH)j Analiza
sekwencji obydwu wiruséw ukazata, ze ich genomy sg prawie identyczne. W 1985 r.
z azjatyckich makakoéw wyizolowano wirusa wywotujgcego chorobe o objawach bardzo
podobnych do AIDS. Ze wzgledu na jego duze podobierstwo do HTLV-111, wirus otrzymat
nazwe STLV-HI (ang. simian T-lymphotropic virus type ///).® Czwarty ludzki wirus, H1V-2,
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wyizolowany zostat od pacjentow z niedoborami immunologicznymi zamieszkujgcych Afryke
zachodnig."

Na podstawie badan genetycznych ustalono, ze zaréwno ludzkie, jak i matpie wirusy
wywotujgce AIDS, mozna zakwalifikowa¢ do rodzaju Lentivirus (lentiwirusy) z rodziny
Retroviridae (retrowirusy)." Opisane wirusy otrzymaly odpowiednio nazwy: ludzki wirus
uposledzenia odpornosci (H1V - ang. human immunodeficiency virus) oraz matpi wirus
uposledzenia odpornosci (S1V - ang. simian immunodeficiency virus)j Znane dotychczas dwa
typy ludzkich wiruséw H1V-1 i HfV-2 powodujg AIDS. H1V-1 jest zdecydowanie bardziej
rozpowszechniony i wystepuje na wszystkich kontynentach. Z kolei H1V-2 rozprzestrzenit sie
gtownie w Afryce zachodniej.Obydwa wirusy charakteryzuje ogromna réznorodnosc
wewnatrzgatunkowa, ponadto r6znia sie miedzy sobg organizacjg genomu i pochodzeniem."

Zakfada sie, ze cztowiek nie jest pierwotnym gospodarzem H1V, a przodek H1V
prawdopodobnie przekroczyt bariere miedzygatunkowg na poczatku ubiegtego wieku. Uwaza
sie, ze H1V pochodzi od S1V, ktory infekuje matpy naczelne zamieszkujace Afryke.”” Sprawa
pochodzenia H1V-11 wydaje sie by¢ oczywista, ze wzgledu na znaczne podobienstwo
strukturalne genoméw HIV-11 i SIVsm (szczep infekujacy mangaby szare) i fakt, ze oba infekujg
matpy i ludzi zamieszkujgcych te samg strefe geograficzng.'® Natomiast w przypadku
pochodzenia H1V-1, istnieje bardzo wiele watpliwosci. Jak dotad nie wiadomo gdzie, kiedy
i w jaki spos6b doszto do pierwszych zakazen H1V-1. Przypuszczalnie lentiwirusy infekujg
naczelne od setek tysiecy lat ale do zréznicowania genetycznego S1V doszto catkiem niedawno.
Wiekszos¢ matp zamieszkujacych kontynent afrykanski jest nosicielami S1V, cho¢ nie obserwuje
sie u nich zadnych objawéw chorobow>'ch. Jednak, kiedy tylko wirus przekroczy bariere
miedzygatunkowa, infekcja nowego gospodarza moze zapoczatkowaé epidemie. Hipotez
ttumaczacych wybuch epidemii AIDS jest kilka, jednakze najczesciej postuluje sie, ze S1V
przekroczyt bariere miedzygatunkowg poprzez kontakt cztowieka z zakazong krwig matp."
Prosta niewiedza, a pdzniej brak dostatecznej Swiadomosci spotecznej, co do sposobu
przenoszenia sie i patogennosci wirusa, uzywanie niesterylnych igiet i masowe transfuzje

zakazonej krwi, doprowadzity do zakazenia setek tysiecy ludzi na Swiecie.

2. ZAKAZENIE HIV | PRZEBIEG INFEKCJI

HIV-1 dostaje sie do organizmu z zakazong krwig. Wirus ten jest silnie cytopatyczny,
powoduje zlewanie sie komorek, tworzac ogromne syncytia, co prowadzi do $mierci komorki.
Wystepujaca na powierzchni zakazonej komorki glikoproteina wirusowa moze potgczyC sie
z receptorami CD4 przylegajacych zdrowych komorek i w ten sposob rozprzestrzenial

zakazenie. H1V niszczy i uposledza funkcje limfocytbw T pomocniczych.”” W nastepnej
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kolejnosci zaburzeniu ulegajg funkcje limfocytow B, wytwarzajacych przeciwciata tylko we
wspbtpracy z limfocytami T."* Zniszczenie limfocytbw T pomocnicz:ych mocno ostabia
naturalng odpowiedZ immunologiczng. Pojawiajg sie zakazenia wywotane przez drobnoustroje
oportunistyczne, w zdrowym organizmie normalnie zwalczane, wobec ktérych zakazony
organizm staje sie bezbronny.”™ Wirus atakuje takze makrofagi, ktére moga petnic role
rezerwuaru wirusa. Przyjmuje sie roéwniez, ze wirus moze takze infekowac i replikowac sie
w komorkach dendrytycznych, co prowadzi do zniszczenia komdrek mézgu i pojawienia sie
zaburzen neurologicznych.'?

Nieleczona infekcja HIV rozwija sie stosunkowo wolno, prowadzac ostatecznie do
$mierci chorego po 10-15 latach.Po okoto 2 tygodniach od zakazenia rozwija sie infekcja
pierwotna, ktorej grypopodobne objawy utrzymujg sie Srednio od 2 do 6 tygodni, a nastepnie
ustepujg samoistnie. Proces chorobowy ucisza sie i rozpoczyna sie okres bezobjawowego
przewlektego zakazenia HIV, ktory trwa okoto 8-10 lat. W tym czasie wirus prowadzi do
stopniowego wyniszczenia uktadu immunologicznego chorego. Skutkiem zaburzenia tej funkcji
sg zakazenia oportunistyczne, choroby nowotworowe, neurologiczne i psychiczne, rozwija sie
petnoobjawowy AIDS, ktorego zwiastunem sg zwykle plesniawki i potpasiec.r™" Innym, bardzo
charakterystycznym objawem AIDS jest miesak Kaposiego, nowotwdr objawiajacy sie
zmianami skérnymi w r6znych miejscach na skorze i btonach sluzowych.'»

Pierwszej fazie, po zakazeniu HIV, towarzyszy znaczna wiremia, wysokie stezenia HIV
RNA w surowicy oraz drastyczny spadek limfocytdbw T CD4. Szybkos¢, z jakag dochodzi do
spadku liczby limfocytow CD4 zalezy od poziomu wiremii, a obnizanie si¢ ich liczby jest
szybsze w pdzniejszym stadium choroby. Wraz z ustgpieniem objawdw klinicznych ostrej fazy
zakazenia, stwierdza sie redukcje wiremii, wynikajaca z odpowiedzi uktadu immunologicznego
chorego, wskutek dziatania limfocytow T cytotoksycznych. Réwniez bardzo wysokie stezenie
HIV RNA w okresie ostrej fazy choroby ulega obnizeniu i utrzymuje sie przez lata na nieco
nizszym poziomie. Jednak wraz z trwaniem zakazenia, poziom HIV RNA wzrasta ponownie,

liczba limfocytow T CD4 spada, osiggajac w koricowych stadiach choroby wartos¢ ponizej 200
komérek/mm”. Od tego momentu $redni maksymalny czas przezycia pacjentéw wynosi 3 lata !!

3. BUDOWA WIRUSA HIV

Wirion HIV ma ksztatt sferyczny o Srednicy ok. 110 nm. Ziozony jest z biatkowo-
lipidowej otoczki i stozkowatego nukleokapsydu, w ktdrego wnetrzu znajdujg sie dwie
identyczne lub prawie identyczne genomowe czasteczki (-i-)RNA o dbugosci ok. 10 000
nukleotydow” (Rysunek 1).
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Genom wirusa HIV zawiera trzy geny
strukturalne gag, poi i env, ktorych produktami sg
prekursorowe poliproteiny, dajgce liczne biatka
wirusowe. Dodatkowo mozna wyrdzni¢ geny
regulacyjne tat i rev, kodujgce biatka niezbedne do
replikacji wirusa. W odréznieniu od onkogennych
wirusow w tej rodzinie, HIV nie zawiera genu one.
Posiada jednak w swym genomie tzw. geny

odwrMaa tiMtkiTpCaza

dodatkowe lub pomocnicze, vif, vpr, vpu i

Materiat genetyczny HIV, w formie dwuniciowego n
. i . .. Rysunek 1. Budowa wirionu HIV-1
DNA, powstaje w procesie odwrotnej transkrypcji

i jest dtuzszy od genomowego RNA o dwa fragmenty powtérzen terminalnych (ang. long
terminal repeat, LTR). '

Dominujaca forma biatka kodowanego przez gen e«vjest glikoproteina gpl6O. W wyniku
jej proteolizy powstajg dwie podjednostki: gpl20, nazwana inaczej SU, oraz gp4l, (TM). Biatka
SU i TM zakotwiczone sg w zewnetrznej otoczce ostaniajgcej nukleokapsyd. Biatko SU jest
hydrofilowe, zajmuje zewnetrzng powierzchnie btony wirionu i zawiera domene rozpoznajgca
i wiagzacg receptory CD4 limfocyow T pomocniczych (ang. T-helper lymphocytes).
Transbtonowe biatko TM jest hydrofobowe i zakotwicza wypustki w otoczce wirusowej. Jego
funkcja zwigzanajest z udzialem w fuzji bton.N*

Btona otaczajgca HIV-1 jest pochodzenia komdrkowego, cho¢ rézni sie ona znaczaco od
btony nieinfekowanych komorek gospodarza zawarto$cig cholesterolu i fosfolipidow."

Kapsyd wirusa HIV zbudowany jest z biatek bedgcymi produktami genu gag. W wyniku
ekspresji tego genu powstaje poliproteina Pr55"®® dajaca poczatek biatkom: MA (ang. matrix
protein), CA (ang. capsidprotein) i NC (ang. nucleocapsidprotein).

Gen poi koduje poliproteing Pré0®®®"*', prekursor wirusowych enzymow: proteazy
(ang. protease, PR), odwrotnej transkryptazy (ang. reverse transcriptase, RT), oraz integrazy
(ang. integrase, fN), zlokalizowanych wewnatrz nukleokapsydu. Biatka te odgrywajg kluczowg

role w prawidtowym przebiegu cyklu replikacyjnego wirusa

4.CYKL REPLIKACYJNY WIRUSA HIV

Cykl replikacyjny wirusa HIV podzielony jest na dwie fazy, wczesng i pdzna, a kazda
z nich obejmuje kilka etapow. Przebiega on zaréwno w cytoplazmie jak i w jadrze komoérkowym
zakazonej komorki i jest warunkowany przez specyficzne interakcje biatek wirusa z biatkami

gospodarza. Poznanie mechanizméw molekularnych poszczeg6lnych etapéw cyklu zyciowego
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wirusa HIV, pozwala uzyska¢ informacje pomocne w projektowaniu nowych lekéw przeciwko
HIV. Kluczowe dla replikacji HIV etapy - przylaczenie i wnikniecie do komorki, odwrotna
transkrypcja, integracja, ekspresja materiatu genetycznego oraz skitadanie czgstek wirusowych,

stanowig bowiem potencjalne cele dla terapii antywirusowej (Rysunek 2).

Nt

D«Jrxewijik

Rysunek 2. Replikacja HIV

4.1. Przytgczenie i wnikniecie wirusa do komarki

Wirus H1V infekuje gtownie komorki ukiladu odpornosSciowego, czyli limfocyty T
pomocnicze i makrofagi. Obecno$¢ wirusa zaobserwowano jednak rowniez w komdrkach
mikrogleju oraz w komorkach endotelium moézgu. Szczepy HIV o tropizmie do makrofagow,
namnazajg sie w makrofagach i limfocytach T wykorzystujac receptor CCR5. Ten typ wirusa,
nazwany R5, wystepuje we wszystkich szczepach pierwotnych HIV i jest najczesciej
przekazywany miedzy ludzmi, stad jego obecno$¢ jest wykrywana we wczesnej fazie zakazenia.
Szczepy HIV o tropizmie do limfocytéw T, replikuja sie w tych komorkach wykorzystujac jako
koreceptor, receptor CXCR4. Ten typ wirusa nazwano X4, i jest on odpowiedzialny za tworzenie
sie ogromnych syncytiow zakazonych komorek.”

Faza wczesna cyklu replikacyjnego wirusa HIV rozpoczyna sie, gdy infekujgce wiriony
HIV wiagzg sie do specyficznych receptorow CD4 na powierzchni komorek gospodarza. HIV
wigze sie do receptorow CD4 poprzez glikoproteine gpl20, ktéra zawiera domene rozpoznajgca
I wigzaca receptory CD4. Skutkiem tego wigzania sg zmiany konformacyjne glikoproteiny
w obrebie gp41, w wyniku ktérych dochodzi do interakcji z koreceptorem (CCR5 lub CXCR4)
i zblizenia sie bton obu komorek, utatwiajacego wnikniecie wirusa.  Wirus tatwo pokonuje

bariere, jaka jest btona komérkowa, na drodze fuzji otoczki z btong gospodarza. W przypadku
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makrofagdéw, wnikniecie nukleokapsydu do cytoplazmy, moze zachodzi¢ takze na drodze
endocytozy.N* Gdy HIV znajdzie sie w cytozolu, zainicjowany zostaje proces replikacji jego

genomu.

4.2. Synteza wirusowego DNA przez odwrotng transkrypcje

Kluczowym etapem cyklu zyciowego wirusa HIV jest odwrotna transkrypcja, podczas
ktdrej dochodzi do przepisania jednoniciowego RNA na dwuniciowy DNAM Do inicjacji
syntezy, odwrotna transkryptaza wykorzystuje starter zaopatrzony w wolny koniec 3’OH,
ktorym w przypadku HIV jest tRNA"®", pochodzacy z komorki gospodarza i tworzacy
specyficzny kompleks z genomowym RNA wirusa. tRNA"®" przytgcza sie do miejsca
wigzacego starter PBS (ang. primer binding site). Po rozpoznaniu kompleksu, odwrotna
transkryptaza rozpoczyna synteze DNA(-) przez wydtuzanie konca 3’ startera w kierunku
5 matrycowej czasteczki wirusowego RNA. W ten sposéb powstaje heterodupleks,
RNA matrycowy-DNA potomny. Gdy odwrotna transkryptaza osiggnie koniec 5 genomowego
RNA, powstaje pierwszy produkt posredni syntezy DNA, (-)s-sSDNA (ang. strong stop DNA),
komplementarny do rejonu U5 i R na 5’ koricu genomowego RNA. Na tym etapie wigcza sie
aktywno$¢ RNazy H, degradujgcej RNA w heterodupleksie RNA-DNA, co powoduje
odszczepienie sie (-)s-SDNA od rejonu R/

Przez homologie rejondw R na obu koncach wirusowego RNA, (-)s-sSDNA moze
przytaczy¢ sie do komplementarnego rejonu R na 3’ koncu genomowego RNA, uruchamiajgc
dalszg synteze (-)DNA na matrycy RNA. Etap ten okreSlany jest jako pierwszy przeskok
rekombinacyjny, a ze wzgledu na obecnos¢ w wirionie dwdéch identycznych czasteczek RNA,
proces ten moze mie¢ charakter miedzy- lub wewnatrzczasteczkowy. M

Starterami do syntezy nici (+)DNA sg rejony bogate w puryny, tzw. PPT (ang. polypurine
track), w poblizu rejonu 3’LTR i cPPT (ang. central polypurine track), ktére sg odporne na
hydrolize przez RNaze H. Synteza (+)DNA trwa do momentu, gdy odwrotna transkryptaza
osiagnie koniec 5 (-)DNA. Z miejscem tym zwigzany jest starter tRNAN*" posiadajacy sygnat
terminacji syntezy (+)DNA, ktérym najczesciej jest metylowana adenozyna. Powstajagcym
produktem posrednim tego procesu jest (+)s-sDNA.

W kolejnym etapie RNaza H usuwa tRNA"®" oraz miejsca bogate w puryny.*”™ Do
kontynuacji syntezy nici (+)DNA wymagany jest drugi przeskok rekombinacyjny, w ktorym
nastepuje przeniesienie (+)s-SDNA na 3’ koniec (-)DNA, gdzie ulega przylgczeniu dzieki
komplementamos$ci zasad w rejonie PBS. Proces ten ma charakter wewnatrzczasteczkowy™
i generuje kolisty homodimer DNA-DNA. Na tym etapie powstajg diugie powtdrzenia
terminalne (na 3' i 5' koncu odpowiednio 3’LTR i 5’LTR), gdyz koniec 5’ nici (+) stuzy jako
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matryca do ukonczenia nici (), a koniec 5’ nici (-) jest matrycg do ukonczenia nici (+).
Terminacja syntezy nici (+)DNA nastepuje w obrebie rejonu CTS (ang. central termination
signal), znajdujgcego sie ponizej miejsca cPPT. Okoto 100 nukieotyddéw pomiedzy rejonem
cPPT i CTP musi ulec przesunieciom w parowaniu zasad, aby ostatecznie utworzy¢ dwuniciowy
heliakalny DNA, zaopatrzony w jednakowe konce LTR zawierajgce sekwencje sygnatowe dla

kolejnych etapow replikacji HIV."°

4.3. Integracja wirusowego DNA
W kolejnym etapie cyklu, produkt odwrotnej transkrypcji - liniowy dsDNA wraz
z biatkami matriksowymi (MA) oraz integraza (IN), tworzace kompleks preintegracyjny, zostajg

przeniesione do jadra zainfekowanej komérki, gdzie wirusowy DNA ulega integracji z genomem
20,29

gospodarza.
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Schemat 1. Mechanizm ciecia i przeniesienia nici za posrednictwem integrazy (IN) HIV
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Dzieki aktywnos$ci endonukleolitycznej, integraza rozpoznaje specyficzne sekwencje na
koncach LTR i odcina dwa nukleotydy na koncach 3’ kazdej z nici dsDNA (etap ciecia).
Jednoczes$nie wirusowy DNA przyfacza sie do DNA gospodarza w tzw. etapie przeniesienia nici
(ang. strand transfer, ST)'. Przylgczenie to nastepuje w reakcji transestryfikacji, w ktorej wolne
grupy 3’-OH wirusowego DNA atakujg centrum fosforowe wigzania intemukleotydowego
komodrkowego DNA (Schemat 1).2°

Na skutek przytaczenia sie retrowirusowego DNA, nici DNA gospodarza zostajg tak
przeciete, ze powstajg lepkie konce 5’ o dtugosci 4-6 nukieotydéw. W tym momencie uruchamia
sie system naprawczy komdrkowego DNA, ktéry wypetnia powstate przerwy, a po przycieciu
wystajacych koricow 5" wirusowego DNA, obie czasteczki sg potgczone. Na skutek integracji,
w miejscu wigczenia DNA retrowirusowego, generowane sg podwojone sekwencje flankujace
DNA gospodarza, o dtugosci 4-6 nukteotyddw."™

W wyniku integracji HIV staje sie prowirusem, co oznacza, ze jego materiat genetyczny
jest powielany z DNA komorkowym.M

4.4. Ekspresja genow wirusa HIV i sktadanie wirusowych czastek potomnych

Faza pozna cyklu replikacyjnego wirusa HIV rozpoczyna sie od transkrypcji
prowirusowego DNA. Ekspresja gendw wirusowych jest ztozonym procesem wymagajgcym
udziatu zaréwno biatek wirusowych jak i biatek gospodarza. Transkrypcja prowirusowego DNA
zachodzi w jadrze z udziatem komorkowej polimerazy Il. Rozpoznaje ona sekwencje
promotorowag w regionie U3 przy koricu 5’LTR. Transkrypty RNA sg poliadenylowane i moga
ulec splicingowi, po czym transportowane sg do cytoplazmy. Poczatkowo syntetyzowane sg tzw.
biatka ,,wczesne”, Tat, Rev i Naf, ktore petnig funkcje regulatorowe i umozliwiajg powstanie
genomowego RNA oraz pozostatych biatek (tzw. ,pdZznych”). RNA, ktore nie ulegly
splicingowi, ulegajg transkrypcji, w wyniku czego powstajg poliproteiny strukturalne Gag
(Pr55®"®), Gag-Pol (Pr160®“9™") i Env (gpl60), a takze biatka pomocnicze (Vif, Vpr, Vpu).Ao™

W nastepnym etapie, prekursorowe biatka strukturalne sg transportowane do btony
komorkowej, gdzie zostajg utworzone wiriony potomne. Role w przeksztatcaniu potiprotein
w funkcjonalne sktadniki nukleokapsydu odgrywa wirusowa proteaza, ktdra wycina sie
autokatalitycznie z poliproteiny Prl6OM®™". Uwolnione biatko katalizuje kolejne etapy
rozcinania poliproteiny, w rezultacie czego powstajg biatka strukturalne i enzymy wirusowe.™"
Po optaszczeniu, wirusowe czastki potomne opuszczajg komdrke gospodarza i rozpoczynaja
inwazje na kolejne niezainfekowane komorki.
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5 LECZENIE

Od ponad dwudziestu lat naukowcy trudza sie w poszukiwaniu zwig”éw, ktore
hamowatyby rozwdj wirusow, a jednocze$nie nie wplywalyby na normalng aktywno$¢
komorkowa. Znajomo$¢ mechanizméw molekularnych kazdego z etapéw cyklu zyciowego
wirusa HIV pozwala wskaza¢ potencjalne cele dziatania lekdw przeciwwirusowych. Jak sie
okazato, nie jest to tatwe zadanie.

Niezwykta zmienno$¢ genetyczna HIV sprawia, ze nie dysponujemy odpowiednimi
Srodkami farmakologicznymi, ktére umozliwiatyby jego efektywne zwalczanie. W trakcie
trwania zakazenia HIV wzrasta liczba mutantéw opornych na stosowane leki.*" HIV niezwykle
szybko wytworzg szczepy oporne na dany lek™ Dodatkowo, przypuszcza sie, ze warianty
wirusa potencjalnie oporne na rézne terapeutyki mogg wystepowa¢ w organizmie pacjenta juz
nawet przed rozpoczeciem leczenia.™

Zrédtem zmiennosci HIV sa miedzy innymi mutacje punktowe.™ Sg one wprowadzane
do genomu wirusa gtownie na skutek jego nieprecyzyjnej replikacji podczas procesu odwrotnej
transkrypcji. Odwrotna transkryptaza nie posiada bowiem naprawczej 3’—>5' aktywnosci
egzonukleolitycznej. Rownoczesnie enzym ten posiada zdolno$¢ kontynuowania syntezy DNA
w przypadku braku komplementamosci wigczanego nukleotydu, co powoduje, ze kazdy
potomny genom HIV zawiera $rednio jedng zmiane w stosunku do genomu macierzystego.”’

Innym procesem przyczyniajagcym sie do genetycznej zmiennosci HIV sg rearanzacje
genomu na skutek rekombinacji genetycznej. Dzieje sie tak na przyktad w wyniku podwadjnej
infekcji. Zainfekowana komorka zawiera wowczas dwa rozne prowirusy, a w sklad wirionéw
potomnych wchodzg dwa transkrypty pochodzace z kazdego prowirusa. W takim przypadku,
w trakcie odwrotnej transkrypcji moze doj$¢ do powstania zrekombinowanego genomu
| powstania wiriondw nowego typu.** Uwaza sie, ze sposrdd szczepow zidentyfikowanych
u ludzi zakazonych HIV, 10% to rekombinanty.™"

Zaprojektowanie skutecznego leku przeciwko HIV jest utrudnione takze ze wzgledu na
obecno$¢ wirusa w catym organizmie. Dostarczenie leku do wszystkich komorek bedacych jego
siedliskiem jest niezwykle trudne. Zwykle po dozylnym lub doustnym podaniu leku, efektywne
stezenie mozna uzyska¢ juz w ciggu kilku minut, jednak czesto okres pottrwania aktywnego
zwiazku w organizmie jest zbyt krétki i znaczna jego cze$¢ jest wydalana z moczem,
W niezmienionej postaci.

Nalezy rowniez pamietac, ze wszystkie leki przeciw HIV obcigzone sg niepozadanymi
dziataniami ubocznymi, co tez wptywa na bilans aktywnos$ci przeciwwirusowej

W podejsciu zmierzajacym do zaprojektowania aktywnego leku istotng role odgrywa

farmakokinetyka, czyli jego wechianianie, dystrybucja, metabolizm i sposoby usuwania
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Z organizmu. Szybko$¢ wchianiania i C:s zadziatania teku zalezg od drogi podania, jednak
0 skutecznosci dotarcia zwigzku do miejsca dziatania decydujg jego wiasciwosci
fizykochemiczne. Do podstawowych cech potencjalnego leku nalezy jego trwato$¢ chemiczna,
decydujaca o skutecznosci dotarcia zwigzku w odpowiedniej formie do miejsca dziatania. Na
przykiad, jezeli zwigzek zostat podany doustnie, powinien przetrwa¢ kwasowe Srodowisko
zokadka, a w ptynach ustrojowych winien byC stabilny i odporny na dziatanie enzymow
metabolicznych. Roéwnie istotny jest odpowiednio zrownowazony charakter lipofilowo-
hydrofilowy zwigzku. Decyduje on o jakze waznej rozpuszczalnosci substancji w srodowiskach
polarnych, np. w osoczu krwi, oraz wymaganym jednoczesnie zachowaniu zdolnosci przenikania
przez btony komorkowe i ustrojowe.

Jednym z podstawowych parametréw farmakokinetycznych, dostarczajgcym pomocnych
informacji przy projektowaniu lekéw jest okres péhrwania (ts0% lub ti/2) zwigzku. Warto$¢ ta
oznacza czas, zwykle podany w minutach lub godzinach, w ktérym stezenie leku we krwi lub
w catym ustroju obniza sie o potowe.*"

Zwiagzki chemiczne o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym powinny cechowaé
odpowiednie parametry aktywnosci antywirusowej i cytotoksycznosci, takie jak: 1C50- stezenie
inhibitorowe (ang. inhibitory concentration), stezenie zwigzku, ktore redukuje w 50% zmiany
patologiczne wywotane przez wirus; EC50 - stezenie efektywne (ang. effective concentration),
stezenie powodujace zahamowanie w 50% replikacji wirusa; CC50- stezenie cytotoksyczne (ang.
cytotoxic concentration), stezenie zwigzku powodujgce zmiany cytopatogeniczne u potowy
badanych zdrowych komérek; Sl - indeks selektywnosci (ang. selectivity index), obliczony ze
stosunku CC50 i EC50, jest miarg przydatnosSci terapeutycznej zwiazku i im wieksza jego wartosé,
tym mniejsze niebezpieczenstwo wystgpienia objawow toksycznosci badanego leku.

Pomimo obiecujacych wynikéw badan przedklinicznych, jest jeszcze bardzo dtuga droga,
zanim zwigzek chemiczny zostanie wprowadzony na rynek jako lek. Bardzo obiecujace wyniki
otrzymane w doswiadczeniach laboratoryjnych, a nawet przedklinicznych, nie zapewniajg
wprowadzenia zwigzku na rynek. Jest to proces, ktory przebiega wedtug Scisle okreslonych
procedur, z ogromnym naktadem kosztdéw, a wiele nawet bardzo obiecujgcych zwigzkéw zostaje
wyeliminowana, nie zdotajagc przejs¢ wszystkich wymaganych testow przedklinicznych
I klinicznych. Caty cykl tych badan, do momentu zarejestrowania zwigzku jako lek, trwa zwykle
do dziesieciu lat.

Pomimo usilnych staran, dotychczas nie udato sie stworzy¢ skutecznej szczepionki czy
wynalez¢ leku powodujgcego catkowitg eliminacje wirusa z organizmu. Przypadek HIV jest
faktycznie wyjatkowo trudnym celem dla chemioterapii, dlatego naukowcy stale intensywnie

poszukujg nowych lekéw, prowadzac rownoczesnie intensywne badania nad ulepszeniem lekéw
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juz istniejacych. Obecnie celem terapii przeciwretrowirusowej jest przedtuzenie oraz poprawa
jakosci zycia pacjenta zakazonego HIV. Wsrdd dotychczas stosowanych chemioterapetykow
znajdujg sie nukleozydowe inhibitory syntezy DNA, inhibitory odwrotnej transkryptazy, czy
inhibitory proteazy.** Trwaja tez prace nad lekami, ktorych dziatanie nacelowane jest na inne
etapy namnazania sie wirusa, jak na przykfad adsorpcja wirusa z komdrkowym miejscem

wigzacym receptor wirusowy, inhibitory fuzji*" oraz integracji prowirusa.™"

5.1. Inhibitory wigzania i fuzji wirusa HIV z komdérkg gospodarza

Terapia anty-HIV blokujgca wczesng fazg infekcji pozwolitaby zahamowac
rozprzestrzenianie sie zintegrowanych z komdrkami gospodarza prowirusow. Leczenie takie
polegatoby wiec na hamowaniu wigzania i fuzji wirusa z komorka gospodarza.

Istotnym postepem dla opracowania lekéw dziatajgcych na wczesne etapy replikacji
wirusa byto wykazanie w 1995 r., ze do zakazenia komorki przez HIV niezbedne sg receptory
dla chemikin CCR5 czy CXCR4.™" Infekcja HIV jest inicjowana interakcjg glikoproteiny otoczki
wirusa gpl20 i gp4l z receptorem CD4, przy udziale koreceptorow CCR5 i CXCR4.** Dlatego
dazac do optymalnego zahamowania zakazenia HIV na etapie wigzania wirusa, projektuje sie
substancje potencjalnie blokujgce koreceptory.

Kiedy koreceptor CCR5 jest zablokowany, HIV o tropizmie R5 nie moze oddziatywaé
z receptorami CD4 i infekowa¢ T limfocytéw. W badaniach nad hamowaniem funkcji
koreceptorow niezwykle wazne jest, by nie ograniczac ich naturalnych zadan. Receptory CCR5
i CXCR4 sg funkcjonalnie wazne dla proceséw immunologicznych, a od ich rodzaju zalezy
podatnos¢ komorek na zakazenie. Zasadno$¢ blokowania koreceptora CXCR4 jest wcigz
dyskutowana, gtownie z obawy wywotania niepozgdanych skutkéw ubocznych. CXCR4
lokalizuje sie na liczniejszej grupie komorek o znaczeniu funkcjonalnym.*” Odkrycie analogow
chemokinin  RANTES, AOP-RANTES (aminooksypentano-RANTES), przyniosto znaczny
postep w badaniach nad blokowaniem CCR5, bedacych swoistymi receptorami dla tych
chemokin. Zauwazono, ze chemicznie zmodyfikowana forma RANTES dziata jako antagonista
dla CCR5, blokujac jego potencjalne miejsce interakcji z kompleksem gpl20-CD4, jednoczes$nie
nie powodujac upos$ledzenia samego receptora.*"

W rezultacie licznych badan nad blokowaniem koreceptorow, EDA (ang. Food and Drug
Administration) dopuscit do stosowania klinicznego (2007 r.) pierwszy lek hamujacy wnikanie
HIV do komdrek, marawirok (Celsentri®). Jest to tez pierwszy specyfik przeciwko AIDS, ktory
dziata na komorki ludzkie a nie na samego wirusa. Zwigzek ten blokuje receptor CCR5, ktory

H1V uzywa jako koreceptor witania i wnikania do limfocytow T pomocniczych i makrofagdw.
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Marawirok 1 (Rysunek 3) jest antagonistycznym receptorem chemokinin. Wigze sie on z ludzka
chemokining, hamujac jej interakcje z gpl20 i blokuje receptory CCRS5, ktore HIV wykorzystuje
do infekcji limfocytow T. Lek ten stosuje sie tylko do pacjentéw, u ktérych wirus HIV wykazuje
tropizm R5. Marawirok opdznia wystgpienie objawdw AIDS, redukuje miano wirusa o tropizmie
do CCR5 utrzymujac je na niskim poziomie™**, jednak jego stosowanie ma sens tylko

w skojarzeniu z innymi lekami przeciwko HIV.

Ac-Tyr-Thr-Ser-Leu-lle-Hi$-Ser-Leu-1le-Glu-Glu-Ser-Glu-Asn-Clu-Glu-Glu-Ly$-Asn-Glu-Clu-
-Glu-Leu-Leu-Glu-L€u-Asp-Lys-Trp-Ala-Ser-Leu-Trp-Asn-Trp-Phe-NHz

OA

Rysunek 3. Inhibitory wigzania-1 i fuzji-2 HIV-I

Z kolei w badaniach nad inhibitorami procesu fuzji, kluczowe znaczenie ma wigzanie
receptora CD4 przez glikoproteine 120. Gpl20 cechuje sie duzg zmiennoscig i moze wykazywac
nawet 20?0 zréznicowanie aminokwasowe biatka otoczkowego. Z tego powodu trudno jest
zaprojektowac inhibtory tego etapu cyklu zyciowego HIV.™

Pierwszym uznanym przez PDA (2003r.) i jak dotad jedynym inhibitorem fuzji jest
enfuwirtyd (T-20, pentafuzyd, Fuzeon®)- 2 (Rys. 3). Zwigzek ten jest syntetycznym 36-
aminokwasowym peptydem z sekwencjami reszt aminokwasowych 127-162 czasteczki gp41./M
Enfuwirtyd posiada zdolnos¢ nieodwracalnego hamowania wnikania HIV do komorki, a jego
dziatanie polega na blokowaniu zmian konformacyjnych glikoproteiny gp4l, zaangazowanej
w proces fuzji bton. Enfuwirtyd przyfacza sie do gp4l na zewnatrz komorki, zapobiegajgc
tworzeniu ,,kanatu” wejsciowego dta kapsydu wirusa. M

Ze wzgledu na swojg budowe, T-20 moze by¢ podawany tylko pozajelitowo, wywotujac
przez to objawy poiniekcyjne™. Dotychczasowe, cho¢ krétkie doswiadczenie kliniczne
wskazuje, ze Fuzeon 2, podobnie jak marawirok 1, powinien byé stosowany w pofaczeniu
z innymi terapeutykami anty-HIV. Ponadto, pojawienie sie mutacji w obrebie gp4+ rodzi stuszng

obawe o0 skutecznos$¢ dziatania tych zwigzkow.N*
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5.2. Nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkrypcji

Pierwszym dopuszczonym przez PDA do stosowania klinicznego (1987r.) lekiem dla
chorych na AIDS byfa 3’-azydo-3’-deoksytymidyna (AZT, zidovudina, Retrovir®)™, 3
(Rysunek 4). Obecnie w leczeniu AIDS stosuje sie kilka innych analogéw nukleozyddéw. Sa to:
2’,3’-dideoksyinozyna (ddl, didanozyna, Videx®), 4; 2’,3’-dideoksycytydyna (ddC, zalcitabina,
Hivid®), 5; 2’,3’-didehydro-3’-deoksytymidyna (d4T, stavudina, Zerit®), 6; L-3’-tia-2’,3’-
dideoksycytydyna (3TC, lamivudyna, Epivir®), 7; 5-fluoro-L-3’-tia-2’,3’-dideoksycytydyna
(PTC, emtricitabina, Emtriva®), 8; 2’,3’-didehydro-2’,3’-dideoksy-2-amino-6
cyklopropyloaminopurynorybonukleozyd (ABC, abacavir, Ziagen®), 9" (Rys. 4).

NH,

HjC
NH

HO. HO.

NH,
HjC
NH

HO -OH

Rysunek 4. Struktura chemiczna analogow nukleozyddéw, inhibitorow odwrotnej transkrypcji

Nukleozydy jako takie nie sg aktywne i muszg zosta¢ ufosforylowane do odpowiednich
5’-trifosforanow, aby mogly by¢ wigczone do rosnacego taricucha DNA. W pierwszej
fosforylacji, z udziatem kinazy tymidynowej, utworzony zostaje 5’-monofosforan nukleozydu,
NMP (n_ i/lub 12). W kotejnych etapach, katalizowanych przez kinazy nukleotydylanowe

powstajg kolejno 5’-difosforan, NDP (13 i/lub 1/ i 5’-trifosforan nukleozydu, NTP (15 i/lub
1M [Schemat 2].
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Btona komérkowa

I 1l 1l
kinaza ©-P-0 Thy kinaza O-pP-O-P-O Thv
tymidynowa 6 tymidylanowa d- é-
5’-manofosforan nukleozydu 5'-difosforan nukleozydu
10 R=0OH 11 R=OH 13 R=0H
J R=Nj 14 R= Nj

5’-trifosforan nukleozydu

IIR=0H
16 R= Nj

Inhibitor i/lub substrat
dla wirusowych polimeraz

Schemat 2. Wewnatrzkomorkowy metabolizm nukleozydow

Biologicznie aktywng formg, zdolng do inhibicji procesu odwrotnej transkrypcji, jest
wiec 5’-trifosforan 2’°,3’-dideoksynukleozydu (NTP) np. (Schemat 2). NTP analogu
nukleozydu moze dziata¢ na dwa sposoby. Pierwszy, i jak sgdze podstawowy, polega na
wigczeniu w trakcie odwrotnej transkrypcji, na koniec rosngcego tancucha DNA, jednostki
nukleozydowej nieposiadajgcej funkcji 3’-OH, co blokuje dalszg synteze DNA wirusa, a tym
samym blokuje jego replikacje. Drugi sposob dziatania to inhibicja kompetycyjna, polegajaca
na blokowaniu centrum aktywnego HIV RT przez 5’-trifosforan analogu nukleozydu, co
uniemozliwia dokowanie wtasciwego nukleotydu i hamuje proces odwrotnej transkrypcji.**

Skuteczno$¢ dziatania 2’,3’-dideoksynukleozydéw jako inhibitorbw odwrotnej
transkrypcji HfV-I, zalezy od czterech gtdwnych czyimikéw: ich komorkowej absorpciji,
fosforylacji przez kinazy komdrkowe, inhibicji kompetycyjnej i inkorporacji w powstajacy
wirusowy DNA.

Wsrod  dostepnych lekdw w  terapii anty-HIV, AZT 3 jest nadal jednym
z najefektywniejszych. Terapia z uzyciem AZT hamuje rozw6j HIV przedtuzajac zycie pacjenta
z zaawansowanym AIDS. Farmakodynamika, farmakokinetyka i skuteczno$¢ terapeutyczna
AZT byla dokfadnie badana. Istnieje wiele dowod6w na to, ze AZT jest inhibitorem wirusa HIV
(ECs0 = 0.002 pM ,CCso = > 100 pM, komorki CEM). Stwierdzono, ze wskutek jego dziatania,
u kobiet w cigzy zredukowana zostaje transmisja wirusa z matki na dziecko. Ponadto,
u pacjentbw  przyjmujacych ~ AZT  zaobserwowano  o0goOlng poprawe  funkcji
neuropsychologicznych.’
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Nalezy mie¢ na uwadze, ze komorki oSrodkowego uktadu nerwowego stanowig gtéwny
rezerwuar wirusa, przez co komorki obwodowe mogg byC nieprzerwanie, wtornie zarazane.
Z tego powodu niezwykle istotne jest, by lek tatwo przekraczat bariere krew - mézg (ang.
blood - brain barrier, BBB) az do osiggniecia stezenia terapeutycznego, bez wzrostu
toksycznosci. AZT jest na tyte lipofilowy (log P = 0.08 w uktadzie oktanot/bufor fosforanowy,
pH = 7.4), ze tatwo przedostaje sie do ptynu mdzgowo - rdzeniowego (ang. cerebrospinalfluid,
CSF) na drodze dyfuzji biernej, a takze transportu aktywnego. Pomimo tego, ze AZT
stosunkowo tatwo przenika z CSF do tkanki moézgowej, to tek nie osigga stezenia
terapeutycznego i nie wywotuje efektu leczniczego. Stwierdzono, ze niskie stezenie AZT
w mobzgowiu, niekoniecznie jest spowodowane jego stabym wchianianiem, ale raczej szybkim
wydostawaniem sie zwigzku z mozgowia.”"’

Pomimo ze AZT jest tak skuteczny w hamowaniu replikacji HfV, to nie zapobiega on
»produkcji” wirusa przez przewlekle zakazone komodrki, jak réwniez nie hamuje zakazania
zdrowych komérek (syncytia). Inne gtdwne problemy zwigzane z chemioterapig AZT to jego
krotki okres pottrwania we krwi (ti2 okoto 1h) i niskie stezenie w mdzgowiu. Powoduje to, ze
pacjenci musza czesto przyjmowac lek, by utrzymac jego stezenie terapeutyczne w organizmie.
Dawka AZT jest ograniczona jego toksycznoscig, co wynika z matego tzw. okna
terapeutycznego, odzwierciedlajgcego roznice pomiedzy minimalng dawkg lecmiczg
a maksymalng tolerowang.”” Skutkami ubocznymi w chemioterapii AZT jest jego toksycznosc¢
dla komdrek szpiku kostnego, powodujgca anemie i neutropenie, a takze miopatia, zanik miesni
czy dolegliwosci watrobowe. **

Jedng z gtdwnych przyczyn toksycznoSci AZT jest akumulacja AZTMP 12
w komorkach. AZT 3 jest fosforylowane wewnatrzkomérkowe do AZTMP 12 przez te sama
kinaze tymidynowa, ktora fosforyluje tymidyne 10. Na skutek zblizonego powinowactwa 10 i 3
do tego enzymu (Km, odpowiednio 2.9 pM i 3.0 pM), szybko$¢ tej reakcji dla AZT stanowi
ok. 60% szybkosci fosforylacji T 10. AZTMP fosforylowane nastepnie przez kinaze
tymidylanowg do AZTDP 14 silniej wigze sie z tym enzymem anizeli TMP IT (Km,
odpowiednio 8.6 pM vs 4.1 pM) i jest znacznie wolniej fosforylowany do AZTDP (Vmax stanowi
0.3% szybkosci fosforylacji TMP).A* Efekt jest taki, ze na skutek szybkiej fosforylacji AZT
i tworzenia AZTMP, oraz wolnej dalszej fosforylacji do AZTDP, w komorce nastepuje
kumulacja AZTMP i ,zablokowanie” kinazy tymidylanowej, ktorej wiasciwg funkcje
fizjotogiczng (synteza TTP 17 uniemoztiwia silnie z nig zwigzany AZTMP.N Warto zaznaczyc,

ze jest to podstawowe zrédto cytotoksycznosci AZT.
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Schemat 3. Szlak kataboliczny AZT w komdrkach watroby

Po podaniu doustnym, absorpcja AZT jest szybka i prawie catkowita. Zaobserwowano,
ze AZT zostaje czeSciowo wyeliminowany z organizmu w niezmienionej postaci. Ponadto
ustalono, ze jego dominujacym (80%) produktem katabolizmu w watrobie jest 5’-0-glukuronian
AZT 17, wydalany z moczem. Moze on jednak ulec dalszym przemianom do toksycznego
5’-0-glukuronianu 3’-aminotymidyny 1 8. W drugim szlaku katabolicznym, nastepuje redukcja
grupy azydkowej w AZT, co generuje silnie toksyczng dla komdrek szpiku kostnego
3’-aminotymidyne 19. Powyzsze szlaki przemian (Schemat 3) dodatkowo pomniejszajg jego
terapeutyczng efektywno$¢. MM

Szlaki metaboliczne innych 2’,3’-dideoksynukleozyddw okazaty sie byc¢ jeszcze bardziej
ztozone. Na przyktad, ddA 20 (Schemat 4) po wniknieciu do komodrki moze zostaé
ufosforylowana przez kinazy komorkowe do ddAMP 21, a nastepnie do ddADP 22 i ddATP 23,
ale znacznie szybciej ulega ona deaminacji do ddl 4, dziataniem deaminazy adenozynowej
(ADA), ddl, jest fosforylowane do ddIMP 24, a nastepnie ulega aminacji z odtworzeniem

ddAMP 21, ktory w dalszych fosforylacjach przeksztatcony jest w bioaktywny ddATP 23"
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Schemat 4. Szlak metaboliczny ddA

Jak  opisatam  powyzej,  skuteczno$¢

generowania  5’-trifosforanu

2’,3-

dideoksynukleozydu, jest miarg wywotywanego przez te zwigzki efektu terapeutycznego.
Dowiedziono, ze 5’-trifosforan-2’,3’-dideoksyurydyny < (Rysunek 5) jest bardzo efektywnym
i selektywnym inhibitorem RT HIV. Jednakze 2’,3’-dideoksyurydyna 26 jako taka jest

nieaktywna w blokowaniu infekcji HIV. Wykazano, ze brak oczekiwanego potencjatu anty-HIV

tego dideoksynukleozydu wigze sie z faktem, ze nie jest on substratem kinaz komdérkowych i nie

moze by¢ przeksztatcony w ddUMP.M

NH

0 0 0 N
O----P--rex Oeren- P Q- P—0
o o b

Rysunek 5
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HO

26
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W przypadku innego analogu nukleozydu, d4T 6 (Rysunek 4), fosforylacja do jego
5’-monofosforanu przez kinaze tymidynowg zachodzi niemal 500 razy wolniej w pordéwnaniu
z AZT 3, gdyz d4T ma znacznie mniejsze powinowactwo do tego enzymu. Wiasnie ten etap
fosforylacji ksztattuje jego aktywnos$¢ anty-HIV, poniewaz nastepne fosforylacje z udziatem
kinazy tymidylanowej i tworzenie d4TDP i d4TTP zachodzg znacznie szybciej

W poréwnaniu z innymi analogami nukleozydow, 3TC 7 jest stabym inhibitorem RT.
Dzieje sie tak, dlatego ze w ciggu kilku tygodni od podania tego leku, nastepuje wzrost liczby
mutacji punktowych MI841. Stwierdzono, ze w trakcie trwania terapii, populacja tych mutacji
jest szybko zastepowana przez kolejng, M184V, a poziom HIV RNA wraca wéwczas do stanu
poczatkowego.” Wystepowanie tych lekoopornych mutacji punktowych znacznie ogranicza
monoterapie lamiwudyna.

Mimo ze wiekszo$¢ przeciwwirusowych dideoksynukleozyddw jest substratami kinaz
komdrkowych, to zdarza sie, ze nie ulegaja one fosforylacji. Chodzi o to, ze w niektérych
komérkach (monocyty, makrofagi) wystepuje deficyt enzyméw fosforylujgcych (TK'), co
powoduje, ze lek jest kompletnie nieaktywny. Ta Scista zalezno$¢ od kinaz komdrkowych,
wystepowanie lekoopornych mutacji oraz efekty uboczne wywotywane przez nukleozydowe
inhibitory odwrotnej transkrypcji powoduja, ze zwigzki te, aczkolwiek skuteczne, to nie sg
idealnymi terapeutykami przeciwko HIV.

5.3. Nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy

Nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (NNIRT) reprezentowane sg przez
chemicznie réznorodne, policykliczne zwiazki, ktore nie wymagajg wewnatrzkomorkowej
aktywacji. Wszystkie te zwigzki wigzg sie do kieszeni hydrofobowej (ang. non - nucleoside
inhibitor - binding pocket, NNIBP) ulokowanej w poblizu miejsca aktywnego RT. W rezultacie,
wymuszajg zmiany konformacyjne enzymu i blokujgjego katalityczng efektywnos¢.A*"’

Obecnie cztery nienukleozydowe inhibitory RT sg dopuszczone przez PDA do
stosowania klinicznego: newirapina (NVP, Viramune®) 27, delawurdyna (DLV, Rescriptor®) 28,
efawienz (EFV, Sustiva®) 29 i etrawiryna (Intelence®) (Rysunek 6).

Niestety, z przyczyn nie do konca wyjasnionych obserwuje sie szybkie nabywanie
opornosci HIV na NNIRT i dlatego zaleca sie stosowanie tych zwiazkow w terapii
kombinowanej (w potaczeniu z nukleozydowymi inhibitorami RT). W lekoopornych wariantach
wirusa obserwuje sie zmiany pojedynczych aminokwaséw w obrebie kieszeni hydrofobowej, co
uniemozliwia wigzanie sie NNIRT. Na przykfad, mutant RT oporny na newiraping (NVP)
zawiera mutacje w pozycji 181, gdzie w miejsce tyrozyny wystepuje cysteina
(Y181C RT). Ten rodzaj mutanta jest mniej wrazliwy na NVP oraz na inne NNIRT
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Rysunek 6. Uznane przez FDA NNIRT HIV-1

31 DPC96I;X=6-ClI 33 DPC 083; X=6-CI
32 DPC 963; X=5,6-F 34 DPC 082; X=S,6-F
H
mA CHi
0 NHj
o 0
HjC CHj

38 GW420 867X

Rysunek 7. Nowe NNIRT w trakcie badan przedklinicznych i klinicznych
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w poréwnaniu z dzikim typem enzymu.” Dlatego w przypadku nowych nienukleozydowych
inhibitorow RT, obok badan standardowych, bada sie aktywno$¢ przeciwko mutantom
posiadajgcym takie mutacje jak Y181C, Y188L, czy K103N. Przyktady NNIRT nowej generaciji,
przedstawione na Rysunku 7, posiadajg lepsze wiasciwosci farmakokinetyczne i sg obecnie
badane w testach przedklinicznych i klinicznych.”

GW420 867X AG1549 ™ i TMC120 Yi wykazujg aktywno$¢ anty-HIV wobec
mutantéw YI18IC i KIO3N. DCP 961 31. DCP 963 n, DCP 082 34 i DCP 083 sg zwigzkami
strukturalnie podobnymi do EFV 29, jednak w odrdznieniu od niego sg aktywne przeciwko
mutantowi K103N. Réwnie interesujgcym nowym NNIRT jest SJ-3366 u ktérego wykazano
aktywnos¢ przeciwko obu typom R5 i X4 wirusa HIV-I, oraz przeciwko HIV-2. Wydaje sie

takze, ze hamuje on infekcje na etapie wnikania.”

5.4. Inhibitory integrazy

Na przestrzeni mniej wiecej 20 lat opisano rézne zwigzki chemiczne, ktore w testach
in vitro wykazywalty znaczng aktywno$¢ hamowania integrazy HIV.*" Pionierem
w poszukiwaniu zwig”ow anty-IN byt Hazuda, ktory zaproponowat diketokwasy, jako nowa
klase zwigzkow hamujacych replikacje HIV w zainfekowanych komoérkach na etapie dziatania
integrazy. Diketokwasy posiadajg zdolno$¢ ostabiania (lub blokowania) aktywnosci IN, przez
oddziatywanie z jej domeng katalityczng na etapie przeniesienia nici (ang. strand transfer, ST).
Jeden z tych zwigzkdéw, L731 988 ™ (Rysunek 8), zostat opatentowany przez firme Merck i jest
w trakcie dalszych badan nad jego wartoscig terapeutyczng.’ Poniewaz niezbednym warunkiem
dla aktywnosci katalitycznej integrazy jest obecnosc jonu magnezu (Mg’™) lub manganu (Mn”?),
inhibitory integrazy silnie wigzac sie z tymi jonami blokujg miejsce aktywne enzymu.’*

Mozna sadzié, ze przyczyng braku efektywnych terapeutykow dziatajacych na etapie
integracji wirusa HIV z genomem gospodarza, byt brak selektywnosci i/lub specyficznosci
anty-IN badanych zwigzkdéw. Jednakze niedawno powstat pierwszy lek [uznany przez FDA
(2007r. - USA, 2008r. - Europa)], raltegrawir (Isentress®) ™ (Rys. 8), inhibitor integrazy HIV’°,
ktory jest znacznie skuteczniejszy od poprzednich. U pacjentow zakazonych wirusem HIV,
ktdrzy przyjmuja raltegrawir w potgczeniu ze zoptymalizowang terapig podstawows, obserwuje
sie znaczna redukcje wiremii i wzrost komdrek CD4.’* Obiecujace sg réwniez wyniki, jakie
otrzymano dla inhibitora integrazy S-1360 A\ (ECso = 0.14 pM i CCso = 110 pM), ktory to

zwiazek jest obecnie w fazie badan klinicznych (Rys. 8).’






40

Rysunek 8. Inhibitory integrazy HIV-1

5.5. Inhibitory proteazy

Proteaza (PR) HIV jest kolejnym atrakcyjnym celem antywirusowej terapii. Inhibitory
PR wig” sie kompetycyjnie do miejsca aktywnego enzymu, dezaktywujac jego proteolityczng
zdolnos¢, co uniemozliwia tworzenie dojrzatych, infekujgcych wiriondw. Pierwsze projektowane
terapeutyki anty-PR byly peptydowymi zwigzkami przypominajagcymi proteolityczng czesc
poliprotein Gag i Gag-Pol. Jednak z powodu ich niezbyt korzystnych parametrow
farmakokinetycznych, nie prowadzono dalszych badan.** Spos$rod projektowanych obecnie
zwigzkow anty-PR wyrdznia sie inhibitory niepeptydowe oraz peptydopodobne. Te ostatnie, nie
posiadajg rdzenia peptydowego, ale zawierajg w swej strukturze grupy funkcyjne, ktore
sprawiaja, ze zwigzki te sg peptydopodobnymi analogami substratow dla proteazy HIV,
I umozliwiajg przez to hamowanie aktywnosci enzymu.’

Obecnie inhibitory proteazy stanowig najliczniejsza grupe terapeutykow anty-HIV
dopuszczonych do stosowania przez PDA (Rysunek 9). Nalezg do nich: saquinawir (SQU,
Invirase®/Fortovase®) indinawir (IDV, Crixivan®) ritonawir (RTV, Norvir®)
nelfmawir (NFV, Viracept®) 4S, amprenawir (APV, Agenerase®) lopinawir (LPV, Kaletra®)
47. atazanavir (ATV, Reyataz®) fosamprenawir (Fos-APV, Lexiva®) 49, tipranawir (TPV,
Aptivus®)  darunawir (DRV, Prezista®) 51."°

Cechuje je wysoka selektywno$¢ do H1V-1 PR i znaczna aktywno$¢ antywirusowa.
W praktyce stosuje sie je zwykle w kombinacji z innymi terapeutykami przeciwirusowymi,

gtéwnie nukleozydowymi inhibitorami RT. Diugotrwate przyjmowanie tych zwigzkéw
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Rysunek 9. Uznane przez FDA inhibitory proteazy wirusa HIV
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powoduje niestety skutki uboczne, a do najczestszych nalezg lipodystrofia, hiperlipidemia czy
odpornos¢ na insuling.”* Podczas dtugotrwalej terapii objawia sie lekoopomos$¢ na inhibitory PR,
tym silniejsza im wiecej mutacji pojawia sie w enzymie.\'*

Wprowadzone ostatnio do terapii inhibitory PR, nie wywotujg tak fatwo lekoopomosci
jak leki anty-PR wczes$niej stosowane. Peptydopodobny lopinawir ™ jest silnie aktywny
przeciwko szczepom wirusa opornym na ritonawir 44" Wsrdd niepeptydowych inhibitorow PR,
tipranawir 7 wykazuje petng aktywnos$¢ przeciwko mutantom wirusa, na ktore nie sg aktywne
m. in. ritonawir ™ i indinawir Ze wzgledu na pojawiajacg sie lekoopomos$¢ wirusa,
w trakcie terapii lekami anty-PR, zaleca sie stosowanie przynamniej dwéch réznych inhibitoréw
tego enzymu. Dodatkowo, z powodu zwykle krotkiego okresu poéttrwania leku w organizmie,
pacjenci z AIDS musza przyjmowac ponad kilkanascie tabletek dziennie. W tej grupie zwigzkow
atazanawir wysoce aktywny przeciwko szczepom wimsa opornym na ritonawir M
I nelfmawir nie wymaga czestego podawania leku i ze wzgledu na bardzo wysoka
aktywno$¢, mozna bylo ograniczy¢ jego dawke do jednej tabletki dziennie.Podobnie
dziatajgcym terapeutykiem jest fosamprenawir ktory w organizmie jest metabolizowany do
amprenawim jako faktycznie aktywnego leku. Dzieki temu amprenawir jest diuzej
biodostepny, a stosowanie fosamprenawim redukuje liczbe tabletek przyjmowanych przez
chorego (w przypadku APV konieczno$¢ zazywania co 8 godzin*'). Odkad Fos-APV ™ stat sie
lekiem dostepnym dla pacjentéw z AIDS (2003/2004r.), zaprzestano produkcji amprenawim
46.”" Ostatni zaakceptowany przez FDA (2006r.) inhibitor PR, darunawir M, jest lekiem dmgiej
generacji. Wykazuje on aktywnos$¢ przeciwko szczepom wimsa opornym na inne zwi/Ni
anty-PR i dzieki wysokiej aktywnosci, redukuje do jednej liczbe tabletek przyjmowanych
dziennie przez chorych na AIDS. Te osiggniecia niewatpliwie ukatwialy terapie pacjentom
stosujgcym dotgd na przyktad indinawir ktory jest wydalany z organizmu tak szybko, ze
muszg oni przyjmowaC kazda kolejne dawki w odstepach cogodziimych. Niestety, wraz
z poprawg jakosci lekdéw rosng takze koszty ich wytwarzania i terapii, ktore w przypadku
leczenia DRV 7™ wynoszg 9000$ rocznie.*”™*"

5.6. Politerapia HAART {Highly Active Antiretroviral Therapy)

Postep w badaniach nad patogeneza i terapig zakazen HIV, doprowadzit do opracowania
metod leczenia hamujacych proliferacje wimsa w takim stopniu, ze wiremia jest niewykrywalna
nawet przez 2-3 lata. Uwaza sie, ze kompleksowa terapia antywimsowa powinna hamowac
poszczegblne etapy replikacji wimsa oraz wplywa¢ wzmacniajgco na odpowiedz
immunologiczna.
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Zgodnie z przyjetymi standardami, od 1996r. jednym z podstawowych podejs¢
w leczeniu zakazen HIV jest politerapia HAART (ang. Highly Active Antiretroviral Therapy,
wysoce aktywna terapia antyretrowirusowa). Terapia HAART polega na jednoczesnym
stosowaniu przez pacjenta co najmniej trzech lekéw przeciwwirusowych, najczesciej wedtug
schematu: dwa nukleozydowe inhibitory syntezy DNA i jeden nienukleozydowy inhibitor
proteazy lub inhibitor odwrotnej transkryptazy. Terapie rozpoczyna sie od réwnoczesnego
zastosowania trzech lekéw, a leczenie prowadzi sie zwykle do korica zycia chorego.

Terapia HAART ma zapobiegaé powstawaniu lekoopomosci. Zastosowanie trzech lekow
zmniejsza szanse powstania rodziny wimsow odpornych jednoczesnie na trzy zwitki. Ponadto,
dodatkowym celem HAART jest obnizenie toksycznosci podawanych lekow, przez zmniejszenie
ich dawki. W rezultacie, u pacjentdbw poddanych leczeniu technika HAART obserwuje sie
zahamowanie replikacji wirusa do stanu niewykrywalno$ci i wzrost liczby limfocytéw CDA4.
Wady politerapii HAART to wysokie koszty, brak catkowitej eliminacji wirusa z organizmu oraz
liczne powiklania, jak zespot lipodystrofii, kwasica mleczanowa, odporno$¢ na insuline i zmiany
hepatotoksyczne. W przypadku pojawienia sie skutkdw ubocznych rozwaza sie wybor innego
schematu, lub stosuje sie podejscie tzw. Mega - HAART, czyli podanie dodatkowych dwdch,
trzech lekow i stosowanie ich z wczesniejszymi, albo zwieksza sie dawke. Testowano rowniez
podejscie, w ktorym stosowano catkowite odstawienie lekéw na pewien okres czasu, celem
odbudowy populacji wimsa nieopomego na lek, ktéory w normalnym cyklu chorobowym
przewaza, ale podejScie to okazato sie mato skuteczne *'**\*n

5.7.Pronukleotydy

W zwigzku z ograniczeniami stosowania anologéw nukleozydéw w terapii anty-HIV,
zrodzita sie idea pronukleotydéw. Pronukleotydy sg to proleki jako takie niewykazujace
aktywnosci farmakologicznej, ale ktére w organizmie po chemicznych lub/i enzymatycznych
przemianach uwalniajg lub tworzg aktywne biologicznie zwigzki, wywotujgce pozadany efekt
terapeutyczny. W tej koncepcji chodzi o dostarczenie do komorki 5’-fosforanu nukleozydu, po to
by oming¢ kluczowy i konieczny dla aktywnosci biologicznej, pierwszy etap fosforylacji ddN
w komorce. Dostarczony 5’-fosforan nukleozydu powinien w sposob niezaburzony ulegac
dalszym fosforylacjom do NTP (Schemat 5).*’
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Pro-NMP

ograniczona kinazy kinazy

T
/AN ( NMP) komérkowe NTP komorkowe Njoakt™vnos”™

Schemat 5. Ogdlna zasada dziatania pronukleotydow

5’-Fosforany nukleozydow w S$rodowisku fizjologicznym (pH = 7.4) wystepujg jako
aniony i sg zbyt hydrofitowe, aby pokona¢ bogatg w lipidy btone komoérkows. Obecnos¢
w ptynach ustrojowych, i w komdrkach fosfohydrolaz (fosfatazy, 5’-nukleotydazy) powoduje, ze
moga one by¢ przeksztatcane w nukleozydy, co jest wysoce niepozadane. Po to, by umozliwic¢
transport do komorek i dziataniewedtug koncepcji pronukleotydowej, 5’-fosforany
nukleozydéw przeprowadza sie w obojetne estry fosforanowe, stosujgc odpowiednie grupy
maskujace reszte fosforanowa. Dzieki temu, zwigzki te majg szanse przenikaC przez blony
komorkowe, a wewnatrz komorki ulega¢ bedg metabolizmowi do odpowiednich 5’-fosforanéw
nukleozydéw. Idealny pronukleotyd powinienby¢ zatem stabilny w  Srodowisku
zewnatrzkomérkowym i odpowiednio lipofilowy, aby w dyfuzji biernej pokona¢ btony
biologiczne. Wewnatrz komorki pronukleotyd powinien szybko ulega¢ chemicznym
lub/i enzymatycznym przemianom dostarczajac aktywny nukleotyd, jednoczesnie nie generujac
toksycznych metabolitow.**

Podstawowe roznice w koncepcjach pronukleotyddéw anty-HIV polegajg na sposobie
dostarczenia i uwalniania 5’-monofosforanu nukleozydu w komorce. Wszystkie opisane w tej
czesci rozprawy strategie uwalniania aktywnego leku i ich lipofilowych prekursoréw, opierajg
sie na réznych wariantach reakcji czysto chemicznych i tych wspomaganych enzymami.
W moim odczuciu, znalezienie tego najlepszego leku jest i jak sadze bedzie w najblizszym
czasie motorem, jakze pozadanego rozwoju badan nad pronukleotydami anty-HIV oraz pewnie
innych retrowirusow.

5.7.1. Estry fosforowe analogdéw nukleozydow

5.7.1.1. Alkilowe i arylowe fosforanodiestry 2’,3’- dideoksynukleozyddw
Badania nad pronukleotydami rozpoczeto od fosforanodiestrow nukleozyddw. Jest to
moze troche dziwne, gdyz w samej koncepcji zakfada sie, ze zwigzek powinien by¢ lipofilowy

I najlepiej bez tadunku ujemnego. Wszystkie fosforanodiestry sg w warunkach fizjologicznych
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anionami, ale badania podejmowano z nadziejg, ze jedno podstawienie na reszcie fosforanowej
nukleotydu wystarczy do pokonania bton komoérkowych, badz tez, ze komorki uruchomig inne,
nieznane dotad mechanizmy internalizacji, by zwiazki te mogty sie znalez¢ w cytozolu. W latach
90-tych ubiegtego wieku ukazato sie szereg prac opisujgcych ten typ potencjalnych
pronukleotydow i pomimo, ze wiele z tych koncepcji zastuguje na wyrdznienie, jezeli chodzi
0 wartosci poznawcze, to zaden z opisanych zwigzkow ze wzgleddw opisanych ponizej, nie
»~wyszedt’ poza laboratoria.

Mullah i wspdtpracownicy opisali, ze w medium zawierajgcym 10% surowicy
(RPMI/FCS), metylo i fenylo fosforanodiestry d4A 52, <~ i d4C  (Rysunek 10) moga
dziatac jako proleki, gdyz generujg odpowiednie nukleozydy i ich 5’-monofosforany. Jednakze
wyniki aktywnosci anty-HIV wskazujg ze zwigzki te posiadajg in vitro aktywnos$¢ anty-HIV
I cytotoksyczno$¢ poréwnywalng z odpowiednimi nukleozydami. Mozna wiec sadzi¢, ze
pochodne 52 - 55 zewngtrzkomoérkowo uwalniajgjedynie d4T i d4A, a zatem nie dziatajgjako
pronukleotydy. *

52 R=Me 54 R= Me
53 R=Ph 55 R-Rh

Rysunek 10

Sposréd licznych strategii majacych na celu pokonanie btony komorkowej przez
fosforanodiestry, jednym z podejs¢ jest wykorzystanie pochodnych weglowodanéw (D-glukozy
czy D-mannozy) na reszcie fosforanowej. Tego typu grupy moga by¢é bardzo pomocne przy
internalizacji dotgczonych do nich innych zwigzkdéw przez weglowodano - specyficzne receptory
na powierzchni komorki. Wykazano, ze fosforanodiestrowe pochodne < i 57 (Rysunek 11)
posiadaja mniejszg aktywnos¢ anty-HIV anizeli AZT w 22 dniu poinfekcyjnym, ale s tez mniej
cytotoksyczne. Referencyjny AZT wykazuje CCso = 22 pM i ECso = 0.45 pM wobec HIV-1
w komoérkach CEM-C113, podczas gdy w tych samych warunkach dla glukozo-6-
fosforanodiestru AZT ™ wartosci CCso i ECso wynoszg odpowiednio 35 pM i 0.9 pM.~°

Zwigzki te, nie posiadajg zatem wyraznego potencjatu antywirusowego. Dodatkowo,
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w pdZniejszych badaniach na ekstraktach komdrkowych wykazano, ze fosforanodiestry ™ i ™
ulegaja niemal catkowitej hydrolizie do AZT”™, co czyni je mato atrakcyjn)nni

w pronukleotydowej koncepcji anty-HIV.

OH

OH

56 57

Rysunek 11

Inng klasg potencjalnych pronukleotydéw sa zaproponowane przez Morina pochodne
nukleotyddéw, w ktorych arylowa grupa maskujgca reszte fosforanowg potaczona jest
z jonoforowym eterem 15-korona-5. Badania objety 5’-fosforandiestrowe pochodne AZT ™
i ddU 59 (Schemat 6). Ze wzgledu na obecno$¢ fadunku ujemnego zwigzki te sg hydrofitowe,
jednak w wyniku asocjacji z kationem metalu powstaje lipofilowy kompleks jonowo -
asocjacyjny, zdolny do pokonania dwuwarstwowej btony komorkowej. W konsekwencji
wewnatrzkomorkowego rozszczepienia fosforanodiestru (58 lub 59) powstaje ddNMP ktory
moze by¢ enzymatycznie ufosforylowany do bioaktywnego ddNTP. Autorzy przekonujag ze
w fizjologicznym pH zwiazKi te, jako aniony, beda rozpuszczalne w Srodowisku polarnym, a po
asocjacji z kationem metalu utworzg neutralny i lipofilow>' kompleks przenikajacy przez btony
komdrkowe (Schemat 6).

Btona komérkowa

58 ddN = AZT
59 ddN =ddt

Schemat 6
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W testach anty-HIV prowadzonych w komoérkach CEM-SS okazato sie jednak, ze AZT 3 jest
ponad 14 razy bardziej aktywny od zwigzku cho¢ pochodna 59 wykazuje w przyblizeniu
11 razy wiekszg aktywno$¢ od ddU (26). Na podstawie wynikéw aktywnosci pochodnych ddU
autorzy sugeruja ze zwigzki te mogg uwalnia¢é w komdrce aktywny 5’-monofosforan
nukleozydu jednak nie zostaty wykonane badania w komoérkach z deficytem kinazy
tymidynowej (CEM/TK"), ktdre potwierdzityby te przypuszczenia.™

Ciekawg grupg zwig™ow sg opisane przez Kucere i wsp. rozne etero- lub tioetero-
analogi lipidow, sposrod ktorych najwyzsza aktywnos¢ przeciw HIV (EC50 = 0.11 pM, SI = 130)
posiadata |-oktadekanoamido-2-etoksypropylo-3-fosfocholina, CP-51 61 (Rysunek 12). Te
lipofilowe zwigzki gromadzg sie w blonie  komorkowej  T-limfocytdbw  oraz
monocytéw/makrofagéw, uniemozliwiajac wigzanie sie wirusa HfV do receptorow CD4.M Na
te] podstawie zaproponowano fosforanodiestrowe pochodne bedgce kombinacjg lipidowych
analogéw z antywirusowym AZT, < - 64 (Rys. 12). W tak zaprojektowanych zwigzkach,
lipofilowy charakter czesci lipidowej pochodnych < - 64 umozliwiatby ich przenikanie do
komorki, wewnatrz ktérej ulegatyby one rozktadowi do dwoch aktywnych czasteczek. Badania
aktywnosci anty-HIV prowadzone w komorkach CEM-SS wykazaty, ze fosforanodiester 62
(INK-14) posiada nizszg od AZT aktywno$¢ przeciwko HIV (EC50 = 0.08 pM V5 0.009 pM), ale
jest jednoczes$nie mniej cytotoksyczny (CC50 = >100 pM vs 3.7 pM). Jak tlumaczg autorzy,
redukcja toksycznosci wynika ze sposobu, w jakim uwalniany jest AZT w komodrce.
Przekraczajac btone komédrkowa czes¢ lipidowa pochodnej 62 zostaje w niej zakotwiczona
a zwigzek jest wolno metabolizowany, generujac AZT w stezeniach nizszych w poréwnaniu gdy
stosuje sie nukleozyd jako taki. Konsekwencjg tego jest znacznie wyzszy indeks selektywnosci
fosforanodiestréw 62 i W (CP-92) w poréwnaniu z AZT (odpowiednio > 1250 i 1793 dla 62 i 63
vs 411 dla AZT).M™* Jezeli jednak rezultatem rozkiadu etero-lipidowych fosforanodiestrow
miatby by¢ AZT, to zwiazki te dziatajg raczej jako nosniki nukleozydu, a nie jak zaktada
koncepcja pronukleotydéw, 5’-monofosforanu. Aby wyjasni¢ mozliwy sposéb rozktadu tych
zwigzkow w komorce, grupa Kucery zsyntetyzowata radioaktywny analog [*H]CP-102 tioetero-
lipidowego fosforanodiestru CP-102 (64). ktory rowniez posiada znacznie wyzszy indeks
selektywnosci anty-HIV (SI = 1465) w poréwnaniu z samym AZT"* Badania prowadzone
w ekstraktach komdrkowych (CEM-SS) wykazaty jednak, ze ["H]CP-102 jest enzymatycznie
metabolizowany do AZTMP  jako gtéwnego nukleotydowego produktu™, co moze Swiadczy¢

o tym, ze etero-lipidowe fosforanodiestry maja szanse dziata¢ jako pronukleotydy.
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Rysunek 12

Wydaje sie, ze sposrod licznych opisanych w literaturze fosforanodiestrowych
potencjalnych pronukleotydoéw najwiekszg szanse na pokonanie bton biologicznych majg
zwigzki, w ktérych aktywne czasteczki przytgczone sg do lipofilowego nosnika (np. wspomniane
powyzej propozycje Kucery i wsp.). Dodatkowo, kombinacja dwdch aktywnych zwigzkow
w tego typu prolekach moze zmniejszy¢ ryzyko pojawienia sie¢ lekoopomosci czy zredukowac
toksyczno$¢ AZT. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage fakt, ze silnie lipofilowy charakter leku moze
powodowa¢ lokalng biokumulacje zwigzku, co niesie ze sobg pojawienie sie skutkow
ubocznych. Mimo wielu interesujacych strategii, zdecydowana wiekszo$¢ fosforanodiestrow

projektowanych w koncepcji pronukleotydéw raczej zawodzi, gdyz zwiazki te dziatajg gtdwnie
jako wehikuty nukleozydow.

5.7.1.2. Alkilowe i arylowe fosforanotriestry 2’,3’-dideoksynukleozydow

Czesciowe niepowodzenia z fosforanodiestrowymi pochodnymi skionity do badan, nad
wykorzystaniem fosforanotriestréow w strategii pronukleotydéw. Ich aktywnos$¢ antywirusowa
bytaby Scisle uzalezniona od zdolnosci uwalniania monofosforanu nukleozydu w komorce. Jako
obojetne chemicznie czasteczki, zwigzki te powinny fatwo pokonywa¢ btony komdrkowe,
a wewnatrz komorki ulega¢ rozktadowi do odpowiednich monofosforanéw. Fosforanotriestry
muszg by¢ najpierw przeksztatcone do odpowiednich fosforanodiestrow, z ktérych w wyniku
dalszych reakcji powstaje pozadany ddNMP. Poniewaz zaréwno w surowicy jak i wewnatrz
komorki nie istnieje jakakolwiek enzymatyczna aktywno$¢ fosforanotriestrowa, zwigzki te na

pierwszym etapie musza ulec hydrolizie chemicznej. Mozna wiec postulowaé, ze etap ten,
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przynajmniej czeSciowo, decyduje o sukcesie catej koncepcji pronukleotydu. Dalej,
projektowany fosforanotriester musi by¢ odpowiednio stabilny w medium fizjologicznym, aby
jako taki wniknagt do zakazonej komorki, wewnatrz ktorej bedzie ulegat selektywnym
biotransformacjom do formy aktywnej biologicznie. Dlatego, przy projektowaniu
fosforanotriestrow o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym, sprawg najwyzszej wagi jest
dobor odpowiednich grup maskujacych reszte fosforanowa.

R6zne alkilowe i arylowe fosforanotriestry nukleozydéw byty badane przez grupe
C. McGuigana (Rysunek 13). W przypadku prostych dialkilowych fosforanotriestrow (™ - ™
stwierdzono catkowity brak aktywnosci antywirusowej.™ Niektore halogenoalkilowe
fosforanotriestry, jak na przyktad AZT 5’-0-bis(2,2,2-trifluoroetylo) fosforan 69 wykazujg
widoczng aktywno$¢ przeciwko HIV (ECso = 0.4 pM; dla AZT ECso = 0.004 pM).
Wprowadzenie atomu halogenu do fancucha alkilowego poprawia aktywnos$¢ anty-HIV
zwigzkoéw, przez zwiekszenie labilnosci grup fosforoestrowych. Fosforanotriestrowe pochodne
z tylko jedng grupg trihalogenoetylowg 70 i 71 sgjednak 4-10 razy mniej aktywne. Pomimo ze
bis(trihalogenoetylo) fosforanotriestry AZT ™ i 69 wykazujg najwyzsza aktywno$¢

przeciwwirusowa w tej grupie, to sg one nadal stukrotnie mniej aktywne anizeli AZT.”

u 0
0 Hof
xsc—C -0—P—0
0 vV, > 0
CHj N Hj
CX, CH,
65 R=Me |
66 R=El M X=Cl CHj 70 X=Cl
67 R=Pr 69 X=F 1 X=F
Rysunek 13

McGuigan w mocno ograniczonym zakresie badat rowniez diarylowe fosforanotriestry
AZT. W przypadku tych zwigzkdéw, aktywnos¢ antywirusowa byta silnie zwigzana z naturg
arylowego podstawniku, a w szczegdlnosci z obecno$cigw pierscieniu grup silnie wyciggajacych
elektrony. Efekt ten ujawnit sie w wysokich aktywnosciach anty-HIV zwigzkow 73 i 74
(EC50 ~ 0.0032 pM) w poréwnaniu do AZT 3 (EC50 = 0.008 pM)’*>>"°° [Rysunek 14].
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72 Z=H
73 Z=NOj 75
74 Z=CN
Rysunek 14

Poszukujac korelacji mozna zaobserwowac, ze aktywno$¢ byta odwrotnie proporcjonalna
do pKa fenolu, co oznacza, ze bardziej kwasowy fenol bedzie lepszg grupg odchodzaca
(stabilizacja energig rezonansu) i bedzie zwiekszaC labilno$¢ wigzania P-O-Ar. Diarylowe
fosforanotriestry z podstawnikami silnie wyciagajacymi elektrony (para-NOj lub -CN) 73 i 74
byty bardziej aktywne anty-HIV anizeli niepodstawiony diarylowy fosforanotriester 72,
poniewaz sg one bardziej podatne na hydrolize, generujgc 5’-monofosforan nukleozydu.’~””
Jednakze McGuigan donidst, ze fosforanotriestry 73 i 74 sg wyjatkowo stabymi inhibitorami
replikacji wirusa (ECso > 100 pM) w komdrkach, w ktorych wystepuje deficyt kinazy
tymidynowej (CEM/TK'). Jest to dowodd na to, ze najbardziej aktywne zwigzki sg raczej
pronukleozydami, gdyz zanim dotrag do komorki, ulegajg zewnatrzkomdérkowej chemiczno-
enzymatycznej przemianie do odpowiednich nukleozydéw. Co wiecej, aktywno$¢ anty-HIV
zwigzku 73 traci warto$¢ terapeutyczng ze wzgledu na jego wysoka toksycznos¢ obserwowang
juz przy tak niskim stezeniu jak 40 pM, co tlumaczy sie uwalnianiem cytotoksycznego para-
nitrofenolu.””

Zwigzki  (z dwoma fenylowymi podstawnikami) i 70 (z fenylowym
i trichloroetylowym podstawnikiem) wykazujg podobng antywirusowg aktywnos¢ w komarkach
C8166, (odpowiednio ECso = 0.3 pM i 0.2 pM dla ™ i 70). Podstawniki te wptywajg na poprawe
aktywnosci anty-HfV zwigzkéw, w pordéwnaniu z prostymi alkilowymi grupami, ktorych

pochodne jak wczesniej wspomniatam sanieaktywne.’*”°°

5.7.1.3.Cyklosaligenianowe (Cjc/oSal) fosforanotriestry 2’,3’-dideoksynukleozydow
Catkowicie  nowymi  pronukleotydami  byly zaprojektowane przez Meiera

fosforanotriestry ulegajace selektywnej i zaleznej od pH hydrolizie. W odrdznieniu od innych
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koncepcji fosforanotriestrowych prolekéw, idea cyc/oSal opiera si¢ na dostarczeniu do komorki
ddNMP  poprzez kontrolowang, chemiczng hydrolize lipofilowego fosforanotriestru,
zawierajacego w strukturze swej czasteczki dwa rodzaje wigzan fosforanoestrowych: fenylo-
i benzyloestrowe 76 (Schemat 7). Koncepcja tych potencjalnych pronukleotydéw bazuje na
roznicach w stabilnosci tych fosforoestrowych wigzan. Wiagzanie fenyloestrowe jest bardziej
labilne, dlatego w pierwszej kolejnosci ulega ono rozerwaniu z  wytworzeniem
2-hydroksybenzylofosforanodiestru  2°,3’-dideoksynukleozydu 77. Nastepnie, w wyniku
spontanicznego rozerwania wigzania C-0 w fosforoestrowej grupie benzylowej, powstaje

pozadany monofosforan nukleozydu ™ oraz alkohol salicylowy 78 (Schemat 7)."*"

selektywna chemiczna OddN
hydroliza
pH>7 OH
76 7
X = NOi, Cl, H, CHj,
Schemat 7

Jak podkreslajg autorzy, w odrdznieniu od wielu iimych pronukleotydéw, w trakcie
hydrolizy cyc/oSal nukleotyddw nie powstajg toksyczne metabolity. Co warte podkreslenia to
fakt, ze oba etapy przeksztatcania cyc/oSal fosforanotriestru 76 do ddNMP -~ (Schemat 7),
zachodzg wylacznie na drodze chemicznej hydrolizy, bez udziatu enzyméw komdrkowych.
Takie uniezaleznienie od enzymow, w transformacji 76 ddNMP moze by¢ traktowane
jako zaleta cyc/oSal pronukleotydow typu 76. Ponadto, zwiazki te charakteryzuje znaczna
lipofilowos$¢, przez co sg zdolne do dyfuzji przez btony komérkowe czy przenikanie przez BBB,
i pomimo wysokiej lipofilowosci sg réwniez do$¢ dobrze rozpuszczalne w wodzie. Liczne
eksperymenty prowadzone w roznych wodnych buforach, w medium hodowlanym komérek -

RPMI, czy w RPMI zawierajacym 10% surowicy z ptodow cielecych (FCS), potwierdzity
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postulowany mechanizm degradacji nukleotydéw cyc/oSal, zachodzacy wedtug zaleznej od pH
chemicznej hydrolizy.

Efektywnos$¢ przeciwwirusowa cyklsaligenianowych fosforanotriestrow byta badana dla
pochodnych réznych analogdéw nukleozydéw, jak ddT, d4T, ddA, czy AZT. W wiekszosci
przypadkow, zwia”™i te wykazujg poréwnywalng lub wyzszg aktywnos$¢ przeciwko HIV-1
i HfV-2 (komérki CEM/O) od odpowiednich nukleozydéw. Szczeg6lnie dobre wyniki
aktywnosci anty-HIV uzyskano dla pochodnych 3- i 5-metylo- oraz 3,5-dimetylo-cyc/oSal-d4T
(79) fosforanotriestréw (ECso = 0.09 pM dla 79; ECso = 0.18 pM dla d4T Q [Rysunek 15].
Dodatkowo, badania na liniach komoérkowych z deficytem kinazy tymidynowej (CEM/TK)
dowodzg ze zwigzki te dziatajgjako pronukleotydy, dostarczajgc d4TMP do komorki.**"””'

Rysunek 15

Koncepcja cyc/oSal zostata rowniez z sukcesem zastosowana dla pochodnych ddA.
Cyklosaligenianowe fosforanotriestry ddA 80 (Rysunek 15) wykazujg bardzo wysoka aktywnos¢
przeciwwirusowg w komorkach CEM/0 (EC50 = 0.03 pM), ponad stukrotnie wyzszg niz ddA ™
(EC50 = 3.17 pM) i 15 razy wyzszy indeks selektywnosci w porownaniu z jako takim
nukleozydem. Stwierdzono, ze pochodne ddA typu ™ sg catkowicie odporne na enzymatyczng
deaminacje  z  udziatem  deaminazy  adenozynowej (ADA) czy  deaminazy
adenozylomonofosforanowej*’, dzieki temu biologiczna aktywno$¢ tych zwigzkow ujawnia sie
bezposrednio, z pominieciem szlaku ,,inozynowego” (Schemat 4). Pronukleotydowe podejscie
cyc/oSal byto rowniez zastosowane do AZT. Co jest godne zauwazenia to fakt, ze cyc/oSal-AZT
fosforanotriestry okazaty sie stabo aktywne lub nieaktywne w komorkach z deficytem kinazy
tymidynowej (CEM/TK")."** Nie znalaztam w literaturze wyjasnienia tej do$¢ dziwnej anomalii,
tym bardziej zaskakujacej, ze takie same (w czesci fosforowej) pochodne d4T czy ddA wykazaty
w komorkach TK' wyjatkowo wysoka aktywnos¢ anty-HIV, dowodzac swojego

pronukleotydowego sposobu dziatania. Ta trudna do wytlumaczenia, ale niezwykle intrygujaca.
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odmienno$¢ wiasciwosci pochodnych AZT moze by¢ swoistym sygnatem, nakazujacym duza
ostroznos$¢ w ocenie przydatnosci badanego zwigzku jako potencjalnego leku, gdyz moze sie tak
zdarzy€, ze pierwsze bezkrytycznie przyjete wyniki moga wyeliminowac, by¢ moze cenne,

kandydatury na nowy lek.

5.7.2. 2’,3’-Dideoksynukleozydo fosforanotriestry z grupami fosforoestrowymi, ktérych
usuwanie inicjowane jest enzymatycznie

W komorce, ze wzgledu na brak odpowiednich enzymdw, wiekszo$¢ fosforanotriestréw
hydrolizowana jest chemicznie, na drodze ataku czasteczki wody na atom fosforu. Trwatos¢
takich zwig~éw zalezna jest wylgcznie od reaktywnosci centrum fosforowego lub tez innych
czynnikdéw natury fizykochemicznej, np. zawady przestrzennej centrum reakcyjnego. Znacznym
poszerzeniem koncepcji pronukleotydowej w tym konteksScie byly zwigzki, ktorych labilno$¢
zalezna byta od reakcji zachodzacych w grupach maskujacych reszty fosforowe, i to reakcji
inicjowanych enzymami. Uwalniane w reakcjach wspomaganych enzymami reaktywne
ugrupowania, wyzwalaty kaskade reakcji odstaniajacych reszte fosforowg nukleotydu. Zwigzki
dziatajace na tej zasadzie nazwano pronukleotydami biolabilnymi lub bioaktywowanymi.

5.7.2.1.Bis(5-acylo-2-tioetylo) fosforanotriestry 2’,3’-dideoksynukleozydéw (SATE)

Zaproponowane przez grupe Imbacha pronukleotydy SATE typu se (Schemat s),
posiadajg w swej strukturze labilizowane enzymatycznie 5-acylo-2-tioetylowe grupy maskujgce
reszte fosforanowa. Pierwsze badania nad przydatnoscig anty-HIV pochodnych bis(SATE),
zostaty przeprowadzone na pochodnych AZT. Zaprojektowano i badano rozne bis(5'-acylo-2-
tioetylo) fosforanotriestry AZT, jak <~ ™ (Rysunek 16). W badaniach in vitro wszystkie te
pochodne wykazaty wysokg aktywno$¢ anty-HIV. Wobec zmierzonego w komdérkach CEM-SS
ECso = 0.006 pM dla AZT, wartosci te dla wspomnianych fosforanotriestrow 81, 82 i 83
wynoszg odpowiednio 0.022, 0.046 i 0.015 pM. W odrdznieniu jednak od AZT, zwig”i 81 - 83
okazaty sie byC inhibitorami replikacji HIV w komdrkach z deficytem kinazy tymidynowej
CEM/TK', w zakresie stezenn ECso 0.049 - 0.52 pM, przy czym 81 wylonit sie jako najlepszy
potencjalny inhibitor, posiadajgc najwyzszy indeks selektywnosci (> 2500).””’

Wyzsza aktywno$¢ anty-HIV wiekszosci bis(SATE) nukleotyddéw w pordéwnaniu z ich
nukleozydami, zostata stwierdzona w réznych komdrkach, jak CEM-SS, MT-4 (ludzkie T -
limfocyty), w monocytach krwi obwodowej (PBM), makrofagach i CEM/TK', co dowodzito, ze
bis(SATE)-5’-fosforan nukleozydu byt wprowadzany jako taki do tych komdrek. Bis(SATE)
fosforanotriester d4T -~ (Rys. 16) wykazat znacznie wyzszg aktywno$¢ antywirusowa
w poréwnaniu z d4T, zwlaszcza w komorkach z deficytem kinazy tymidynowej (dla M
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ECso = 0.011 pM a SI = 5456 V5 8.3 dla d4T, komérki CEM/TK').Wysoki potencjat
antyretrowirusowy obserwowano takze w przypadku bis(SATE) pochodnych ddA. Szczegdlnie
dobre wyniki otrzymano dla bis(MeSATE) fosforanotriestru ddA 85 (ECso = 0.00056 pM
vs ECso = 0.54 pM dla ddA, komoérki CEM-SS). Pomimo, ze 85 (Rys. 16) posiadat widoczng
cytotoksycznosé (CCso = 24 pM), to jego indeks selektywnosci pozostawat nadal bardzo wysoki
(SI = 42860) '

84 ddN =d4T
85 ddN = ddA

Rysunek 16

Mechanizm, wedtug ktdérego bis(SATE) fosforanotriestry ddN typu 86 sg przeksztatcane
w ddNMP “ (Schemat 8) polega na tym, ze w pierwszym etapie nastepuje katalizowana
karboksyesterazg hydroliza tioestrowej reszty w jednej z grup SATE i powstaje niestabilny
2-merkaptoetylofosforanotriester 87. Zwigzek ten, wskutek nukleofilowego ataku anionu
tiolanowego (miekka zasada) z pozycji P na tetraedryczny atom wegla a (miekki kwas),
spontanicznie rozpada sig, uwalniajgc episiarczek ©™ i mono(SATE) fosforanodiester ddN
Aby powstat 5’-monofosforan nukleozydu fosforanodiester > moze by¢ hydrolizowany
przez wewnatrzkomorkowe fosfodiesterazy lub alternatywnie, moze ulec (analogicznie do
pierwszego etapu) hydrolizie inicjowanej przez karboksyesterazy, jak powyzej. Katalizowana
enzymami hydroliza estru karboksylowego przebiega jednak znacznie wolniej, gdyz posiadajace
tadunek fosforanodiestry ™ nie sg juz tak dobrymi substratami dla karboksyesteraz, jak
lipofilowe fosforanotriestry. Dodatkowo, obecno$¢ tadunku ujemnego znacznie redukuje
efektywno$¢ wewnatrzczasteczkowej substytucji nukleofilowej, koniecznej do rozerwania
wigzania C-0 w estrze fosforowym. Ostatecznie, 5’-fosforanomonoester ddN 60 zostaje

utworzony z 2-merkaptoetylofosforanodiestru 90 przez spontaniczne, ale wolne, utworzenie






IV. WSTEP LITERATUROWY 40

episiarczku (jak w pierwszym etapie) lub z uwolnieniem tioetanolu 91, na skutek dziatania na 90

komoérkowych fosfodiesteraz. 1

SATE

karboksyesteraza
LN
X..
R-—C
86 g

R - grupa alkilowa lub arylowa

----- OH

karboksyesteraza 89 fosfodiesteraza

RCOOH R-----C----- SCH2CH20H

spontanicznie
(wolno) lub
fosfodiesteraza
OddN

"/ \ lub HSCHjCHjOH

88 91

Schemat 8

Stabilnos¢ pronukleotyddw posiadajgcych rézne grupy SATE zalezy SciSle od rodzaju
reszty tioestrowej. Najbardziej labilne, iS-acetylo-2-tioetylowe (MeSATE) pochodne, posiadaty
najwyzszg aktywno$¢ przeciwko HIV, natomiast najbardziej optymalng stabilnos¢, przy
zachowaniu wcigz wysokiej aktywnosci anty-HIV, wykazaty fosforanotriestry z lipofilowymi
5-piwaloilo-2-tioetylowymi grupami (tBuSATE).””

Pomimo mocno zadowalajgcego dziatania bis(SATE) pronukleotydéw jako zwigzkow
przeciwwirusowych, ich wada jest cytotoksyczno$¢ powodowana rozpadem reszt SATE,
skutkiem ktérego generowane sg toksyczne metabolity, jak kwasy karboksylowe i episiarczek.
Jednakze wiasciwosci anty-HIV pronukleotydéw bis(SATE), takie jak wysoka aktywnos$¢
w komdrkach normalnych i TK', dziatanie pronukleotydowe i przekraczanie bariery krew - mozg
powodujg ze zwigzki te sg atrakcyjnymi obiektami dla przemystu farmaceutycznego, ktory

sponsoruje daleko juz zaawansowane badania kliniczne.
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5.1.2.1. Bis(ditioetylo) fosforanotriestry 2’,3’-dideoksynukleozydéw (DTE)

Koncepcja bis(ditioetylo) fosforanotriestrow nukleozydow typu 92 (Schemat 9) réwniez
powstata w zespole Imbacha i jest ona podobna w wielu punktach do opisanych powyzej SATE
pronukleotydow.'

fosfodiesteraza
reduktaza tub reduktaza

DTEO-----P----OddN DTEO-----P-—0ddN DTEO-— P--—--OddN

A

88 60

DTE

Schemat 9

Rozktad bis(DTE) analogow 92 do ddNMP M inicjowany jest przez komorkowe
reduktazy, ktére rozrywajg wigzanie disiarczkowe (Schemat 9). W rezultacie powstaje
niestabilny 2-merkaptoetylo fosforanoester 93, z ktérego po wewnatrzczgsteczkowym
przegrupowaniu uwalniany jest episiarczek 88. MonoDTE fosforanodiester 94 moze nastepnie
ulec hydrolizie za posrednictwem fosforodiesteraz albo analogicznie jak w pierwszym etapie,
rozktadac sie z udziatem reduktaz, generujagc w obu przypadkach 5’-monofosforan nukleozydu
™ (Schemat 9).

Bis(DTE) fosforanotriester AZT 95 OTE
(Rysunek 17) wykazat nizszy potencjat anty-HIV
anizeli AZT w komérkach CEM-SS (EC50 =
0.023 pM; dla AZT EC50 = 0.006 pM), ale nie jest o
cytotoksyczny (CC50 = > 100 pM). Ponadto zachowuje 56 GaN =i
wysokg aktywnos¢ antywirusowg w komdrkach
CEMITK', w ktorych AZT jest catkowicie nieaktywny. Rysunek 17
Dodatkowo, bis(DTE) fosforanotriester ddU 96
(Rys. 17) okazat sie by¢ znacznie bardziej aktywny przeciwko HIV-1 niz ddU w komdrkach
CEM-SS i CEM/TK' dowodzac, ze bis(DTE) pochodne nukleotydowe dostarczajg do komorek

5’-monofosforan nukleozydu <™ i sg pronukleotydami.”"””"






IV. WSTEP LITERATUROWY 42

S.7.2.3. Arylo (5-piwaloilo-2-tioetylo) fosforanotriestry 2’,3’-dideoksynukleozydow
[mono(SATE)]

Ze wzgledu na trudno$¢ przeksztatcania na drugim etapie bis(SATE) fosforanotriestrow
w ddNMP (60), badano réwniez zwiazki posiadajgce obok grupy SATE inng grupe
fosforoestrowa. W zespole Imbacha otrzymano serie mieszanych zwigzkdw, zawierajacych jedng
grupe maskujgcg SATE, a drugg usuwang w inny sposob niz SATE. W tej koncepcji
zaproponowano dwa rodzaje pochodnych mono(SATE), posiadajacych albo estrowg grupe
arylowg - arylo SATE fosforanotriestry, albo posiadajagcg obok SATE ugrupowanie
fosforoamidowe, np. pochodng aminokwasowg - SATE amidofosforanodiestry, opisane
w dalszej czesci rozprawy (5.7.4.1).””

Koncepcja arylo SATE fosforanotriestrow analogéw nukleozyddéw opierata sie na
znacznym powinowactwie nukleotydowych fosforanodiesteraz do arylowych substratow
fosforodiestrowych, ktére moga byé hydrolizowane przez te enzymy do ich odpowiednich
fosforanomonoestrow. Pierwszymi otrzymanymi i przebadanymi zwigzkami z tej klasy byly
fenylo 5-piwaloilo-2-tioetylo i L-tyrozynylo 5-piwaloilo-2-tioetylo fosforanotriestry AZT (97
i98 " [Rysunek 18].

H.C~ O-—-P-——-0AZT H.C- -OAZT
»3C  \n, 0 o A
97 98
NH,
HO" O
Rysunek 18

Proponowany mechanizm rozkfadu zwigzkéow 97 i 98 do AZTMP 12 w komorce
przebiega przez rozkiad karboksytioestrowej reszty SATE, dzieki aktywnos$ci esterazowej
I spontaniczne uwolnienie episiarczku W kolejnym etapie powstaty arylo fosforanodiester
AZT (99 i 100) ulega hydrolizie do pozadanego 5’-fosforanomonoestru AZT 12 (Schemat 10),

z udziatem komorkowej fosfodiesterazy.
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fosfodiesteraza

(Hjc).Cc

12

Schemat 10

Oba arylo SATE fosforanotriestry AZT (97 i 98) sg stabilne w medium hodowlanym
komorek (ti2 > 3 dni), podczas gdy fatwo ulegajg rozktadowi w ekstraktach komérkowych, co
jest zgodne z pronukleotydowg koncepcja. Zaréwno fenylo /BUSATE jak i L-tyrozynylo
/IBUSATE fosforanotriestry AZT wykazujg potencjat aktywnosci anty-HIV poréwnywalny do
AZT (ECso = 0.001, 0.006, 0.006 pM odpowiednio dla 97, 98 i AZT ™ w komdrkach CEM-SS.
Jednakze w odroznieniu od AZT, zwigzki te wykazujg aktywnos$¢ w komorkach z deficytem
kinazy komorkowej CEM/TK', z wartoscieimi ECso = 3.5 i 29 pM odpowiednio dla 97 i 98,

podczas gdy AZT 3 jest catkowicie nieaktywny w tych komorkach, nawet przy wysokich
stezeniach (ponad 100 pM).*M

5.7.2.4.Bis(piwaloiloksymetylo) fosforanotriestry 2’,3’-dideoksynukleozydow (POM)

Opisane po raz pierwszy przez D. Farquhara i  wspOtpracownikow
bis(piwaloiloksymetylo) fosforanotriestry analogow nukleozydéw typu 101 (Schemat 11) sa
nieco inng od pochodnych SATE, kolejng klasg pronukleotyddéw, wykorzystujacych
wewnatrzkomadrkowg aktywnos¢ enzymatyczng dla zainicjowania procesu powstania aktywnego
leku.

Rozktad pochodnych bis(POM) 101 do 5’-fosforanu nukleozydu ™ (Schemat 11)
rozpoczyna sie usunieciem kwasu piwaloilowego 102 z jednej z grup maskujacych reszte
fosforanowa, w reakcji katalizowanej przez karboksyesterazy. Skutkiem tego dziatania jest
powstanie hydroksymetylowego fosforanotriestru 103, z ktdrego spontanicznie uwalnia sie
formaldehyd 104, generujgc POM fosforanodiester 105. Niezbedna, jako czynnik inicjujacy,
karboksyesteraza jest enzymem powszechnie wystepujacym w komorkach. Poniewaz w celu
otrzymania wolnego nukleotydu “™ konieczne jest powtorzenie obu reakcji (aktywacja
karboksyesterazg do hydroksymetylowego fosforanodiestru 106. z ktérego usuwany jest
formaldehyd), a POM fosforanodiestry sg gorszymi substratami karboksyesteraz, etap ten jest

znacznie wolniejszy ale alternatywnie moze zachodzi¢ dziataniem fosfodiesteraz. 1%
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Schemat 11

Piwaloiloksymetylowe (POM) grupy maskujgce reszte fosforanowg zostaty
zaproponowane dla wielu bioaktywowanych monofosforanéw nukleozydéw, jako tatwo
przechodzace przez btony komérkowe prekursory ddNMP M. Wyniki uzyskane z inkubacji
bis(piwaloiloksymetylo) fosforanotriestru AZT 107 (Rysunek 19) w komorkach z deficytem
kinazy komdrkowej (CEM/TK") dowiodly, ze zwigzek ten dziata jako pronukleotyd.” Podobnie
jednoznaczne wyniki uzyskano dla bis(POM) fosforanotriestru ddU 108 (Rys. 19) w przypadku,
ktorego stwierdzono tworzenie sie¢ ddUDP i dalej ddUTP."”

Niestety, w nastepstwie rozktadu w komorce jednej
czasteczki bis(POM) nukleotydu, uwalniane sg po dwa
ekwiwalenty toksycznych kwasu piwaloilowego
I formaldehydu. Wygenerowany w trakcie degradacji
bis(POM) fosforanotriestru typu 101 formaldehyd, jest -
zrodtem  dtugoterminowej cytotoksycznosci, wynikajacej 108 ddN =ddu
z reakcji foimaldehydu z ré6znymi centrami nukteofitowymi
w komérce, obecnymi w biatkach, DNA czy RNA.T Rysunek 19

5.7.2.S. Bis(piwaloiloksymetylo) i bis(/zopropyloksykarbonyloksymetyio) fosforanotriestry
acyklicznych analogéw nukleozyddéw

Sposrod licznych przeciwwirusowych strategii projektowane sg réwniez acykliczne
analogi nukleozydéw. Zwiagzki te, podobnie jak analogi 2’,3’-dideoksynukleozydéw, moga

dziata€ jako inhibitory odwrotnej transkrypcji HIV-1, gdyz po wniknieciu do komdrki moga






IV. WSTEP LITERATUROWY 45

zostaC ufosforylowane przez kinazy komorkowe do aktywnych trifosforandéw i jako takie,
wigczone przez RT do powstajgcego wirusowego DNA, powodowaé jego terminacie.
W rezultacie zastosowania acyklicznych analogéw nukleozydéw w pronukleotydowym
podejsciu anty-HIV, powstaty wysoce aktywne zwia”i przeciwwirusowe. Wsrdd nich wytaniajg
sie  bis(POM)-9-[2-fosfonytometoksy)etylo] adenina (PMEA) 109 i bis(POC)-9-(2-
fosfonylometoksypropylo) adenina (PMPA) 110"° (Rysunek 20).

NH,

Rysunek 20

Ideg powstania tych zwigzkéw byto potaczenie opisanego powyzej podejscia bis(POM)
oraz jego modyfikacji bis(POC), z acyklicznym analogiem nukleozydu anty-HIV, PMPA. Grupy
POC i POM zostaty zastosowane w tej koncepcji, jako maskujgce reszte fosforanowgw PMPA,
co miato na celu zwiekszenie lipofilowosci tej fosforanowej pochodnej. Juz w pierwszych
wynikach aktywnosci anty-HIV w ludzkich limfocytach krwi obwodowej zaobserwowano, ze
bis(POC)-PMPA 110 byt 35 razy bardziej aktywny od PMPA i nie byt cytotoksyczny. Badania
nad metabolizmem 110 (z zastosowaniem [“Hj-bis(POC)-PMPA) wykazaty, ze zwigzek ten
szybko przedostaje sie do komorek, wewnatrz ktérych ulega rozktadowi do pozgdanego PMPA
114 %

Mechanizm rozktadu bis(POC)-PMPA HO (Schemat 12) polega na tym, ze w pierwszym
etapie nastepuje katalizowana karboksyesterazg hydroliza estru izopropylowego z jednej z grup
maskujacych reszte fosforanowsg i usuniecie /zopropanolu. W rezultacie powstaje reaktywny
karbonyloksymetylowy fosforanotriester 111 ktéry spontanicznie rozpada sie do
hydroksymetylowego fosforanotriestru 112. z ktérego uwalniany jest formaldehyd, generujac
POC fosforanodiester 113, Powstaty fosforanodiester 113 moze ulec hydrolizie za
posrednictwem fosfodiesteraz lub analogicznie jak w pierwszym etapie, z udzialem
karboksyesteraz, generujac w obu przypadkach monofosforan acyklicznego nukleozydu (PMPA)
114,11

W rezultacie licznych badan bis(POC)-PMPA (tenofowir, Viread®) jest pierwszym

dopuszczonym przez EDA do stosowania klinicznego prolekiem anty-HIV. Produkowany jest
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w postaci rozpuszczalnego fumaranu dizoproksylu (Tenofowir DF), o wyzszej niz tenofowir
biodostepnosci. Po podaniu doustnym i dziataniu enzymdw jelitowych uwalniany jest tenofowir,
ktory nastepnie ulega rozktadowi (Schemat 12) i fosforylacji przez enzymy komorkowe do
aktywnego przeciw HIV difosforanu tenofowiru. Kliniczne dane dowodza, ze tenofowir jest
bezpiecznym lekiem i znacznie redukuje poziom wiremii u pacjentow z HIV. W badaniach
in vitro w monocytach/makrofagach i limfocytach krwi obwodowej, posiada on aktywno$¢
w zakresie stezen EC50 = 0.04-8.5 pM. Ponadto diugi wewnatrzkomérkowy okres potrwania
(ty2 = 12-50 h) difosforanu tenofowiru, obserwowany przy jednodniowej dawce, jest istotnym

czynnikom pozwalajagcym na efektywne dziatanie eku in vivo.

Ade Ade /Ade
karboksyesteraza AN, . spontanicznie
poc 0—p o CH POC O-----P o CHj POC O—P CH,
| OH CO,
o.
112
HjC CH; HO
POC
111
'CH.
H.C
110
fosfodiesteraza 0
karboksyesteraza
POC 0P o CHij

Schemat 12

5.7.3. Dinukleozydowe fosforany

Dinukleozydowe fosforany, pochodne 2’,3’-dideoksynukleozydéw, sg kolejnym
ciekawym przyktadem pronukieotydowego podejscia anty-HIV. Z natury rzeczy, zwigzki te
podczas hydrolizy chemicznej badZz enzymatycznej muszg wytwarza¢ jedng czasteczke
nukleozydu i jedng czasteczke nukleotydu. Zatem zwigzki te, sg w potowie pronukleotydarni
a w potowie wehikutami nukleozyddw. Ta jednoczes$nie i zaleta i wada jest dostatecznym
uzasadnieniem podejmowania badan nad dinukleozydo fosforanami, jako potencjalnymi

prolekami zwalczajgcymi HIV. Ponadto, w trakcie prac nad stosowaniem dwoch lub wiecej
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nukleozydow jednocze$nie do inhibowania proliferacji i infekcji HIV, ujawnity sie takie efekty
jak wzmocnione dziatanie (synergizm, AZT i ddA) czy maskowanie cytotoksycznosci (T lub U

i AZT), co dodatkowo zachecato do badan nad dinukleozydo fosforanami.

5.7.3.1. Dinukleozydowe fosforanodiestry

5 — 5 dinukleozydowe fosforanodiestry
zostaty zaproponowane  jako potencjalne
pronukleotydy, = poniewaz  postulowano ich
przeksztatcanie sie w komorce do nukleotyddw
i nukleozyddw przez fosforodiesterazy. Wiasciwosci
anty-HIV i cytotoksyczno$¢ dla réznych hetero-

i homodimerow (Rysunek 21), jak AZT-P-ddl 115.

AZT-P-ddA 116 AZT-P-AZT 117, byly badane

w zainfekowanych HIV komorkach MT-2 oraz Rysunek 21
w CEM i PBM.

Zwigzki te wykazujg wzrost aktywnosci anty-HIV w poréwnaniu do odpowiednich
monomeréw, przy czym wzgledny potencjat aktywno$ci mozna uszeregowa nastepujaco:
AZT-P-ddA > AZT-P-ddl > AZT > AZT-P-AZT > ddA > ddl. Wynika z tego, ze na przykiad
AZT-P-ddl jest bardziej aktywny przeciwko HIV anizeti stosowane osobno AZT, ddl czy
kombinacja obu tych nukleozydow (komérki PBM). Dodatkowo wykazano, ze cytotoksyczno$c¢
dimerow byta nizsza, niz gdy stosowano dwa nukleozydy oddzielnie. Wzrost indeksu
terapeutycznego dinukleozydowych fosforandw wzgledem ich monomeréw, mozna by
ttumaczy¢ ich wewnatrzkomadrkowym rozktadem do nukleozydu i 5’-fosforanu nukleozydu, ale
watpliwym jest czy zwigzki te jako takie moga przechodzic przez btony komorkowe. M

To ostatnie zostato potwierdzone przez Zhou i wsp., ktorzy badali farmakokinetyke
AZT-P-ddl 115 na pacjentach z HIV. Zaobserwowali oni brak monofosforanowych pochodnych
w osoczu, prawdopodobnie ze wzgledu na wysoki poziom fosfataz obecnych we krwi. Po
podaniu dozylnym, poziom niezmienionego 115 w osoczu obnizat sie bardzo szybko i byt
niewykrywalny juz po 45 minutach, a po podaniu doustnym, AZT-P-ddl byt w ogble nie
obserwowany."” Wyniki te wskazuja, ze w organizmie zwigzek 115 zanim dotrze do komorki,
rozktadany jest enzymatycznie do dwoch nukleozydéw - AZT 3 i ddl 4, ktére nastepnie

niezaleznie ulegajg dalszym przemianom, jak opisatam wczes$niej.
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S.7.3.2. Dinukleozydowe fosforanotriestry

Niepowodzenia i zrozumienie ich Zrédet w probach stosowania dinukleozydo
fosforanodiestrow jako inhibitorow HIV, bylty powodem podjecia analogicznych badan nad
dinukleozydo fosforanotriestrami. Zakfadano, ze zwigzki bedac obojetne, bedg mialy szanse
spontanicznej dyfuzji przez btony komorkowe do cytozolu i tam bedg ulegaty przemianom
chemicznym i enzymatycznym, tworzac odpowiednie monofosforany nukleozydéw -
pronukleotydy.

Badano rozne arylo bis(5’-nukleozydyto) fosforany pochodne AZT, ddA, czy d4T
(Rysunek 22). Fosforanotriestrowe pochodne ddA 118 okazaty sie by¢ 8-11 razy, a pochodne
d4T 12 do 14 razy bardziej aktywne przeciwko HIV-1 i HIV-2 niz odpowiednie
fosforanodiestry. Symetryczny arylo bis(nukleotydowy) dimer AZT 120 byt stabym inhibitorem
wirusa HIV a zastgpienie grupy fenylowej przez 2,2,2-trifluoroetylowg 121 niewiele zmienito.
Warto$ci EC50 dla zwigzkow 120 i 121 wynoszg odpowiednio 0.8 pM i 0.4 pM (CC50 = 500 pM

i 600 pM) i S$wiadczg 0 znacznie stabszej aktywnosci anty-HIV w poréwnaniu z AZT. M

nf | P ! HOV |
e y—O—p--oddN | | R—p-|-oazt s—s  0—a! odn
118 ddN = ddA 120 R=0OPh 122 ddN =ddU
119 ddN =d4T 121 R=0OCH,CFj 123 ddN = AZT
Rysunek 22

Ciekawg koncepcjag jest zaproponowana przez Puecha i wspOtpracownikdw seria
dinukleozydo mS'-(2-hydroksyetylosutfohydryto)-2-tioetylo fosforanotriestrow (Rys. 22), ktorych
rozktad do fosforanodiestrow w komoérce moze byC aktywowany przez reduktazy.
Dinukleozydowe fosforanotriestry ddU 122 wykazaty znacznie wyzsza niz ddU (26) aktywno$¢
anty-HIV-l w komérkach MT-4, CEM-SS, CEMX-174, a takze w CEM/TK'. Swiadczy to
0 tym, ze zwigzki tego typu sg pronukleotydami. Dinukleozydowe pochodne AZT wykazaty
wyzszy potencjat anty-HIV w poréwnaniu z AZT w komdrkach z deficytem Kkinazy
tymidynowej (CEM/TK"), i jednoczesnie zwiazek 122 posiada prawie identyczng z AZT
aktywnos$¢ przeciwwirusowg w komorkach MT-4, CEM-SS 1 CEMX-174."" Wyniki te
$wiadcza, ze di-AZT fosforanotriester 122 bez watpienia dostarcza do komorki 5’-monofosforan
AZT 12 (aktywno$¢ w CEM/TK") i moze by¢ przyktadem struktury pronukleotydu.

Ciekawg propozycja byty salicylowe pochodne dinukleotydowych triestow AZT 124

(Schemat 13), zaprojektowane jako potencjalne pronukleotydy. Postulowany mechanizm ich
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rozktadu zakfada, ze po wniknieciu zwigzku 124 do komorki, esterazy hydrolizujg ester
salicylowy. Nastepnie, na skutek wewnatrzczasteczkowego ataku anionu karboksylowego na
centrum fosforowe w 125. peka wigzanie estrowe i generowany jest nietrwaty mieszany
bezwodnik 126. ktéry fatwo hydrolizuje w S$rodowisku wodnym. W ostatnim etapie,
fosforanodiester 117 jest enzymatycznie przeksztatcany do 5’-monofosforanu 12 i nukleozydu 3.

O0——p-[-cazt]j

esteraza
OCH, O—>p-[-i0AZT

124 126

fosfodieateraza
AZT + AZTMP

12

Schemat 13

Niestety okazato sie, ze w komorkach CEM, AZT jest niemal 35 razy bardziej aktywny
od fosforanotriestru 124. ktory byt nieaktywny takze w komorkach CEM/TK’, Zatem aktywnos¢

anty-HIV takich zwigzkéw wynika najprawdopodobniej z ich rozktadu do wolnego nukleozydu,
a nie jak zaktadano, do jego 5’-monofosforanu."”

5.7.4. Amidofosforany 2’,3’-dideoksynukleozydow
Inng, bardzo ciekawa klasg zwitkéw zdolnych do przenikania przez btony komorkowe
i dostarczajgcych 5’-monofosforany do komorek, sg amidofosforanowe pochodne 2°,3’-

dideoksynukleozyddw.

5.7.4.1. Diestry amidofosforanéw pochodne 2’,3’-dideoksynukleozydéw

Najbardziej obiecujagcymi pronukleotydami okazaty sie r6znego typu fosforanotriestry,
alkilowe lub arylowe. Kazdy z nich, ulegajac rozktadowi chemicznemu tub enzymatycznemu,
generowat oprocz pozadanego nukleotydu, takze zwigzki obce dla Srodowiska komorki, np.
episiarczki czy fenole. Z poczatkiem lat 1990 pojawita sie idea zaopatrzenia potencjalnych
pronukleotydéw w grupy ochronne, ktére bedg rozktadane do oczekiwanego nukleotydu i do

nietoksycznych zwigzkdéw naturalnych np. aminokwaséw. W ten sposéb zrodzit sie
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zapoczatkowany przez C. McGuigana"™ nowy nurt badawczy nad pronukleotydami
amidofosforanowymi.

Jak wczesniej wspomniatam, bis(trihalogeno) fosforanotriestry AZT posiadaty aktywno$¢
anty-HIV. Na podstawie tych wynikéw, grupa McGuigana otrzymata i przebadata serie
zwigzkéw,  bedacych ~ kombinacjg  halogenoetylo  aminokwasowych  pochodnych
amidofosforanéw (Rysunek 23). Jednakze, poza jednym wyjatkiem, otrzymane zwigzki nie
posiadaty wyraznej aktywnos$ci antywirusowej. Jedynie trichtoroetyto ataninowa pochodna AZT
128 (Rys. 23) okazata sie by¢ ponad 30 razy bardziej aktywna od etylowej 127
i trifluoroetylowej pochodnej 129 (ECso = 0.08 pM dla 128 vs 3 pM dla 127 i 129. komorki
C8166). Co interesujgce, nie obserwowano podobnego wzrostu aktywnosci anty-HIV
w przypadku analogicznych pochodnych glicyny czy waliny. McGuigan stwierdzit wiec, ze
amidofosforanowe diestry sg efektywne w dostarczaniu 5’-monofosforanu 60 do komorki
szczegOlnie wtedy, gdy zastosowang aminowa grupg maskujaca jest ester metylowy alaniny."™
Co ciekawe, zaobserwowat tez, ze sposrdd naturalnych a- aminokwaséw, L-alaninowa pochodna
w zwigzkach typu 130 i 131 (Rys. 23) wykazuje najwyzsza efektywnos¢, podczas gdy
D-alaninowy enancjomer ma znacznie obnizong (30 razy) bioaktywno$¢."»

H , "CHi
V. o
HCo Z\ |
C  HN-—-P--—OAZT OddN
CH2CX, NH
HjC-----CH
127 X =H
128 X =C1 130 ddN=AZT ~ \
129 X=F 131ddN=d4T O OCHj

Rysunek 23

Stwierdzono, ze istotny wplyw na aktywno$¢ anty-HIV zwigzkéw 130 i 131 ma
zastosowanie grupy fenylowej. Pomimo ze AZT 3 okazat sie byC bardziej aktywny niz ataninylo
fenytlo amidofosforanowy diester AZT 130 to wykazano, ze w przeciwienstwie do AZT, 130
ujawnit aktywno$¢ anty-HIV w komorkach z deficytem kinazy tymidynowj CEM/TK".
Dodatkowo zwigzek 130 jest wzglednie nietoksyczny (CCso = 500 pM), co znacznie podwyzsza
jego indeks selektywnosci w poréwnaniu z AZT."® W testach in vitro na komérkach CEM
i MT-4 wykazano takze, ze arylo amidofosforanowy diester d4T 131 posiada nieznacznie
wyzszg aktywno$¢ anty-HIV niz d4T e, ale co wazniejsze, wyraznie wyzszg od 6 w komdrkach

CEM/TK", oraz w monocytach/makrofagach i PBM."" Wjmiki te dowodza, ze arylo
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amidofosforanowe pochodne, jak 130 i 131 dostarczajg 5’-monofosforan do komorki i moga
dziata¢ jako potencjalne pronukleotydy.

Sciezki rozktadu aminokwasowych arylo amidofosforanowych diestréw byly badane
miedzy innymi przez grupe Imbacha, na przyktadzie pochodnej AZT 130. W proponowanym
mechanizmie (Schemat 14), etapem inicjujgcym rozpad tych zwigzkow jest hydroliza z udziatem
enzymow estru karboksylowego reszty aminokwasowej i wygenerowanie nukleofilowego anionu
karboksylowego w pochodnej 132. Nastepnie, w wyniku ataku wewnatrzczasteczkowego na
atom fosforu i uwolnienia fenolu, powstaje nietrwaty, pieciocztionowy cykliczny zwigzek
przejsciowy 133. ktory jest szybko hydrotizowany do amidofosforanowego monoestru 134.
przeksztatcanego w 5’-monofosforan 12 przez komorkowe fosforoamidazy.™*

I esteraza St

O-—--P-—-0AZT O-----P----OAZT
CH
HjC----CH HjC----CH |
CHj
o OCHj
130 132 133
fosfoamidaza
lub
fosfodiesleraza
H,C-----CH
12
(@] OCHj
134
Schemat 14
Grupa  Wagnera otrzymata i  przebadata  rozne

R
fenyloalaninowe i tryptofanowe atkitoamidofosforanowe pochodne |
AZT, w ktérych drugg grupa maskujaca byty grupa metylowa lub  wijco. V

. ., i (03 HN- -OAZT
cyjanoetylowa 135 - 138 (Rysunek 24). Efektywno$¢ hamowania g
OR,
replikacji wirusa HIV-1 przez te zwigzki, wyrazona wartoscig EC50,
135 R, =fenyl; Rj = cyjanoetyl

wynosi odpowiednio I pM dla 135. 0.4 pM dla 136. 0.09 pM dla 1 ﬁ}ifé:]r]y?%"}fj}n:e@y.janoew'
137 pM i 0.3 pM dla 138 (w komoérkach PBM). Niestety, pomimo ze '3 R = 3ndolil: Ri=cyjanoen/
zaden z tych zwigzkow nie wykazuje cytotoksyczno$ci w stezeniu do

100 pM, to réwniez zaden z nich nie jest bardziej aktywny Rysunek 24






IV. WSTEP LITERATUROWY 52

przeciwko HIV-1 od AZT (ECso = 0.08 pM).lZO'121 Te wyniki wskazujg na wyzszos¢
fosforoestrowych grup arylowych w pronukleotydach amidofosforanowych podobnego typu, co
jest zrozumiale majac na uwadze mechanizm ich rozpadu.

Badania nad S$ciezkami rozkfadu roznych fenylowych amidofosforanowych diestrow
AZT, zainspirowaty Imbacha by zaprojektowac i bada¢ amidofosforanowe diestry, w ktorych
grupe fenylowg zastagpitaby grupa 5'-piwaloito-2-tioetylowa (tBUSATE). Otrzymano wiele
®USATE amidofosforanowych diestrow z roznymi estrami aminokwasow lub pochodnymi amin
alifatycznych i aromatycznych. W przeciwienstwie do AZT, wiekszo$¢ tych pochodnych
wykazywata duzg efektywno$¢ w zainfekowanych HIV-1 komoérkach CEM/TK', dowodzac ich
pronukleotydowego dziatania. Interesujacy wynik otrzymano dla amidofosforanu diestru z grupg
/zopropyloaminowg 139 (Rysunek 25), ktory to zwigzek posiada najwyzszg posrod badanych
zdolno$¢ inhibicji wirusa HIV (EC50 = 0.75 pM) w komdérkach CEM/TK'. Tym samym autorzy
dowiedli, ze w podejsciu ,,monoSATE”, obecnos$¢ reszty aminokwasowej nhie jest warunkiem
koniecznym dla aktywnosci anty-HIV. Dodatkowo, ataninowa pochodna monoSATE
amidofosforanowego diestru AZT 17 (Rys. 25) jest znacznie bardziej aktywna w CEM/TK'
anizeli jej fenylowy odpowiednik 130, prawdopodobnie ze wzgledu na bardziej efektywny
sposob generowania AZTMP.

-OAZT
(H.0)jc (Hjc)jc

VAN

HjC CHj
139

Rysunek 25

Proponowana przez Imbacha i wspotpracownikow Sciezka rozktadu monoSATE
amidofosforanowych pochodnych AZT 140. zaktada hydrolize estru karboksylowego z udziatem
karboksyesterazy i powstanie nietrwatego, amidofosforanowego diestru 141. z ktérego
spontaniczne usuwany jest episiarczek W kolejnym etapie, powstaty amidofosforanowy
monoester AZT 134 ulega katalizowanej enzymami hydrolizie do pozgdanego 5’-monofosforanu
AZT 12””° (Schemat 15).
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karboksyesteraza

(H3C)3C

Schemat 15

Co ciekawsze, w monoSATE amidofosforanach obecno$¢ a-aminokwasu nie jest
strukturalnym wymogiem aktywno$ci antywirusowej. Zwigzek 145 z resztg p-alaninowg jest
rowniez aktywny przeciwko HIV, podczas gdy ta sama aminokwasowa pochodna posiadajaca
grupe arylowg zamiast SATE 142 jest catkowicie nieaktywna (Schemat 16). W przypadku
P-alaninowych pochodnych 142, amidofosforanowy monoester 144 nie mogt zostaC utworzony,
ze wzgledu na trwato$¢ aryloamidofosforanowego diestru 143. ktéry nie ulega
wewnatrzczasteczkowej substytucji (szesciocztonowy cykliczny zwigzek przejsciowy jest mniej
korzystny termodynamicznie anizeli pieciocztonowy). Mechanizm rozktadu mono(SATE)
amidofosforanowych diestrow daje zatem szersze mozliwosci w projektowaniu zwigzkdw, ktore

wewnatrzkomadrkowe moga generowac bioaktywny 5’-monofosforan.””*

/ V, ,\] -AZT OAZT SATEQ-----P-----OAZT
HN

HN

}éH, }H,

HjC H,C
COjCHj \/cozc H3
142 145

12

Schemat 16
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Poprzez szerokie mozliwosci wprowadzenia wielu modyfikacji zaréwno w czesci
arylowej jak i aminowej, w potgczeniu z efektywng grupg SATE, prace nad rozwojem
przeciwwirusowych ~ SATE amidofosforanbw, o coraz to lepszych parametrach
farmakokinetycznych, nadal trwajg.

5.7.4.2. Amidofosforany monoestry 2’,3’-dideoksynukleozydéw

W roku 2000 ukazata sie praca przegladowa C. R. Wagnera®®, w ktdrej w formie danych
niepublikowanych  zamieszczono informacje o tym, ze monoestry nukieozydowe
amidofosforanéw pochodnych aminokwaséw mogg wnika¢ do komdérek w niezmienionej formie
i dziatac jako pronukleotydy. Byta to dos¢ zaskakujaca informacja, w Swietle raczej powszechnie
akceptowanego kanonu, ze zwigzki obdarzone fadunkiem ujemnym nie mogg przechodzic przez
btony komdrkowe. Informacja ta zostata potwierdzona w pozniejszych publikacjach,””*””*
w ktorych pokazano, ze aktywnos$¢ takich zwigzkow jest poréwnywalna z ich wyjsciowymi
nukleozydami (AZT i ddA), natomiast zwigzki te byty nietoksyczne (CC50 > 100 pM), nadajac
monoestrom nukleozydowym amidofosforandw pochodnych aminokwaséw szczeg6lng waznosé,
jako nowemu typowi pronukleotyddw przeciwwirusowych.

Grupa Wagnera otrzymata i przebadata aktywno$¢ anty-HIV wielu amidofosforanowych
monoestrow pochodnych d4T, AZT czy ddA, posiadajgcych aminokwasowa grupe maskujaca
reszte fosforanowg typu 146 (Schemat 17). Pomimo ze zwigzki te posiadajg hydrofobowe reszty
aminokwasowe, to byty rozpuszczalne w Srodowiskach polarnych oraz stabilne w ludzkiej krwi,
i mimo ze niosg tadunek ujemny, przenikaty przez btony komorkowe. Wagner uwaza, ze
wewnatrzkomorkowe rozerwanie wigzig P-N w amidofosforanach jest procesem zwigzanym

z aktywnoscig enzymdw hydrolizujgcych wigzanie P-N, fosfoamidaz™* (Schemat 17).

|
HsCX /\ l fosfoamidazy

€ HN---P-—-0ddN

5

X =0, NH
R = 3-indol!l, fenyl, metyl 60

146

Schemat 17

Amidofosforany AZT zostaty skonstruowane z estrow metylowych lub amidow
metylowych, alifatycznych i aromatycznych aminokwaséw (Schemat 17). Badania nad
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aktywnoscig anty-HIV tych zwigzkéw byty prowadzone w komdérkach PBMC i CEM. Niestety,
nie wykonano badan na komoérkach z deficytem kinazy tymidynowej CEM/TK', gdyz jak
twierdza autorzy, amidofosforany monoestréw ddN nie bylty w ogdte absorbowane przez te
komérki. Tym niemniej, badania na komérkach PBMS, ktore posiadajg jedynie 5% aktywnosci
kinazy tymidynowej wskazujg ze alaninowy ester metylowy amidofosforanowego estru AZT
134 (Rysunek 26) wykazuje najwyzsza aktywno$¢ anty-HIV (ECso = 0-03 - 0.05 pM) w tej
grupie zwigzkdw, niewiele nizszg od AZT (ECso = 0.003 - 0.01 pM). Ten sam efekt nie byt
jednak obserwowany dla alaninowej pochodnej ddA 147 (ECso = 2.2 - 3.5 pM; dla ddA
ECso = 0.58 - 0.6 pM), w ktorej zastapienie prostego alifatycznego aminokwasu fenyloataning
czy tryptofanem, znacznie wptyneto na poprawe aktywnosci antywirusowej. L-tryptofanowy
ester metylowy amidofosforanowego estru ddA 149 posiada najwyzszy potencjat anty-HIV
(ECso = 0.3 - 0.4 pM) wsrdéd przebadanych przez Wagnera pochodnych typu 146 tego
nukleozydu, i jest to wynik porownywalny do aktywnosci, jaka wykazata réwniez pochodna
AZT 148 (ECso = 0.3 - 0.35 pM). W przypadku amidofosforanow z grupg fenyloalaninowg
korzystne wyniki aktywnosci przeciwwirusowej otrzymano dfa pochodnych ddA 151
(ECs0 = 0.15 - 0.8 pM), jednak znacznie zredukowane dla amidofosforanowego estru AZT 150
(ECso =15-30 pM). Dodatkowo zaobserwowano, ze zastosowanie estru zamiast amidu
metylowego aminokwasu, znacznie poprawia wyniki aktywnosci anty-HIV w przypadku
pochodnych ddA (147. 149. 151). choC tej samej reguty nie zastosowano dla pochodnych AZT
(134. 148, 150)**# [Rysunek 26].

0
Hico -~ i HCO Z\ |l
C HN  P----OddN C  HN----P-—--0ddN
OH OH OH
134 ddN = AZT 148 ddN = AZT 150 ddN = AZT
147 ddN = ddA 149 ddN = ddA 151 ddN =ddA
Rysunek 26

Poniewaz amidofosforanowe monoestry ddN wykazujg znaczng stabilno$¢ (tiz > 6 dni),
nie jest prawdopodobne, aby byty zewnatrzkomoérkowo, szybko przeksztatcane w wolne
nukleozydy. Réznice w aktywnos$ciach przeciwwirusowych miedzy amidofosforanami a ich

odpowiednimi nukleozydami, nie wynikajg z trudnosci w dostarczaniu monofosforanu do
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komorki, ale dotyczg raczej szybkosci ich przemiany do ddNMP Ze wzgledu na niskg
toksyczno$¢ (CC50 > 100 pM)™* i korzystne parametry farmakokinetyczne, monoestry
amidofosforanéw sg wcigz przedmiotem intensywnych badann nad ich wykorzystaniem jako

pronukleotyddw.

6. Podsumowanie wstepu literaturowego

Przedstawione w tym rozdziale liczne propozycje, stanowig jedynie cze$¢ zwiazkdw,
projektowanych jako potencjalne terapeutyki przeciwko HIV. Dajg one jednak poglad na skale
zagadnienia, uswiadamiajac jednoczesnie, jak trudnym zadaniem jest znalezienie efektywnych
metod leczenia zakazen HIV. Pomimo ogromnego nakadu pracy wielu laboratoriow na $wiecie,
nie zdotano jak dotad stworzyé skutecznego leku, powodujacego catkowitg eliminacje wirusa
z organizmu chorego. Niezwykia zmienno$¢ genetyczna HIV powoduje, ze wcigz nie
dysponujemy odpowiednimi $rodkami farmakologicznymi umozliwiajagcymi jego pokonanie.
Wydaje sie, ze dokladniejsze poznanie biologii HIV, w tym mechanizméw powodujgcych
zmienno$¢ genetyczng wirusa, na skutek stosowanych w terapii AIDS preparatow, pozwoli
uzyska¢ informacje pomocne w projektowaniu nowych metod leczenia. Obecnie zwraca sie
uwage, na wielokierunkowos$¢ badan i uwzglednienie coraz liczniejszych punktéw ataku dla
terapii - stad stosowanie mieszanki wielu preparatow.

Na przestrzeni lat mozna byto obserwowaé staty postep w leczeniu AIDS. Postep ten byt
mozliwy dzieki rozpracowaniu mechanizméw cyklu zyciowego HIV i dzieki pomystowosci
badaczy, ktorzy projektowali, otrzymywali i badali nowe zwigzki. Pomimo duzych wysitkow
(niezwykfa intensyfikacja badan i zaangazowanie S$rodkow), osiaggnieto tylko (a moze az)
mozliwos$¢ utrzymania wirusa na poziomie nie wywotujagcym AIDS, ale pod warunkiem ciggtego
zazywania odpowiednich lekéw. Jest wiec oczywiste, ze jezeli mysSlimy o catkowitym
wyeliminowaniu HIV, to istnieje pilna i coraz pilniejsza {vide eksplozja AIDS w Rosji) potrzeba
opracowania nowych i udoskonalania znanych 2rwigzkéw przeciw temu niezwykte ktopotliwemu
terapeutycznie wirusowi. To ostatnie oraz profil naukowy i mozliwo$ci badawcze pracowni,
w ktorej prowadzitam pézZniejsze doswiadczenia, byto bezposrednig przyczynag podjecia tematu

rozprawy i podjeciajej realizacji, co opisatam w dalszych czesciach swojej pracy doktorskiej.
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1. Wprowadzenie

Sposrdd opisanych w literaturze réznorodnych typow pronukleotydéw anty-HIV, prostym
dialkilo lub diarylo nukleozydo fosforanotriestrom nie poswiecono wiele uwagi, pomimo ze
oferta liczby i roznorodnosci zaréwno grup alkilowych jak i arylowych jest bardzo duza. Sadze,
ze za ten stan rzeczy odpowiedzialne sg pierwsze, mato zachecajace wyniki stabej aktywnosci
przeciw HIV, otrzymane dla bis-alkito i bis-aryto nukleozydo fosforanotriestrow. Jednakze
analizujagc te wyniki, mozna zauwazy¢ wyrazne tendencje, jesli probowac korelowac¢ aktywno$¢
anty-HIV ze strukturg badanych fosforanotriestrow. Ot6z, proste, niepodstawione dialkilo
i diarylo nukleozydo fosforanotriestry byty mato aktywne, natomiast ich pochodne, w ktérych
wprowadzono podstawniki labilizujgce wig™nia fosfoestrowe (np. 2,2,2-trichloroetyl,
4-nitrofenyl)  wykazywaly znaczne aktywnosci anty-HIV. Bis-(4-nitrofenylo) AZT
fosforanotriester 73 byt poréwnywalnie aktywny jak AZT 3, ale jak pozniej dowiedziono,
zwigzek ten nie byt pronukleotydem, ajedynie nosnikiem nukleozydu do komdrki, po uprzednim
stopniowym rozktadzie do odpowiednich, fosforanodiestru, AZTMP i koncowej defosforylacji
do nukleozydu.

Powyzsze wyniki pozwalajg przypuszczaC, ze mozna tak dobra¢ fosforoestrowe grupy
maskujagce w pronukleotydzie, ze bedg one odstaniaé reszte fosforanowg fosforanotriestru
z szybkoSciami zapewniajgcymi wnikniecie zwigzku do komorki (forma niezmieniona),
a nastepnie jego hydrolize chemiczng do odpowiedniego fosforanodiestru i dalej,
najprawdopodobniej z udziatem enzyméw komorkowych, do nukleozydo monofosforanu. Tak
wiec, dobierajac odpowiednie grupy maskujace reszte fosforanowa nalezy rozwiaza¢ problem
kinetyczny wieloetapowej chemiczno-enzymatycznej transformacji pronukleotydu w nukleotyd.
Warto zauwazyé, ze dalszy anabolizm nukleozydo monofosforanu do odpowiedniego di- i tri-
fosforanu, zalezny jest wylgcznie od enzymow komorkowych, od aktywnosci, na ktdre nie
mamy wptywu.

Obok problemu kinetycznego w koncepcji pronukleotydowej nalezy rozwigza¢ drugi
problem, zwigzany z penetracjg bton komoérkowych i wnikaniem zwigzku do wnetrza komorki.
Znanym jest fakt, ze zdecydowana wiekszo$¢ zwigzkéw natadowanych ujemnie nie moze
pokona¢ takze ujemnie natadowanej btony komdrkowej. Dowiedziono, ze np. AZT czy niektore
elektrycznie obojetne pronukleotydy, moga pokonywa¢ btone komodrkowg w procesie
spontanicznej dyfuzji* Mozna wiec zakladaC, ze obojetny elektrycznie bis-arylo nukleozydo
fosforanotriester, bedzie mogt w miare swobodnie dostawaé sie do wnetrza komorki i dalej

dziata¢ wedtug zaprogramowanego chemicznie (fosforoestrowe grupy ochronne) scenariusza.
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wedtug koncepcji pronukleotydowej. Sprawa neutralnosci i tipofilowosci pronukleotydu nie jest
tak prosta jak by mogto sie wydawaé, zwazywszy na fakt, ze wszystkie reakcje i transport do
komorek zachodzag w mocno polarnym Srodowisku wodnym. Majac na uwadze wymagania
stawiane pronukleotydom, spotkaty sie w tym miejscu dwa antagonistyczne zadania - mozliwie
wysoka lipofilowos¢ i dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie. Ten pozornie btahy problem jest bardzo
duzym utrudnieniem, nie tyle w syntezie nukleozydo fosforanotriestru, ile pézniej w badaniach
jego wiasciwosci fizykochemicznych, wymagajacych odpowiedniej rozpuszczalnosci zwigzkéw
w warunkach najczesciej zblizonych do fizjologicznych (np. $rodowisko hodowli
komédrkowych). Tak wiec w tym kontekscie, optymalnym pronukleotydem (poza odpowiednig
trwatoscig) bylby zwiazek obojetny elektrycznie i dostatecznie dobrze rozpuszczajacy sie
w wodzie, co w przypadku planowanych obiektow badan - bis-arylo nukleozydo
fosforanotriestrow, wydaje sie by¢ kryterium mocno wygdérowanym.

Jednakze, w trakcie wcze$niejszych badan nad nukleozydo

a-hydroksyfosfonianami®”” typu 152 (Rysunek 27) prowadzonych
w Pracowni Analogdéw Nukleotydow i Oligonukleotyddw, w ktorej
realizowatam swojg prace doktorska stwierdzono, ze wprowadzenie
atomu azotu do szkieletu weglowego pierscienia aromatycznego,
drastycznie zmienia lipofilowosc¢ takich zwigzkow, przy zachowaniu
ich zerowego fadunku elektrycznego. Wiasnie takie cechy byly
pozadane w przypadku zwigzkow, ktére sg tytutowymi obiektami Rysunek 27
badan w mojej pracy doktorskiej.
Adoptujgc  wyniki tych obserwacji dla swoich potrzeb, przyjetam proste zasady
w wyborze arylowych grup ochronnych, w projektowanych pronukleotydach typu 153
(Rysunek 28). Mianowicie, pronukleotyd oprécz analogu nukleozydu o znanej aktywnosci
anty-HIV, powinien zawiera¢ reszte fosforanowa (z koniecznosci zawsze
w pozycji 5’) maskowang dwoma grupami arylowymi, przy czym jedna
z nich powinna by¢ ktéryms z pirydynoli tub jego pochodng (Rys. 28). Ta
grupa ma petni¢ funkcje dwojaka tzn. ma by¢ grupa o okreslonej trwatosci
i przede wszystkim ma by¢ odpowiedzialna za rozpuszczalnos¢ zwigzku
w $rodowiskach wodnych (bufory, Srodowisko hodowli komdérkowych),
umozliwiajgcg badania jego wybranych wiasciwosci chemicznych
i fizykochemicznych. Natomiast druga, modyfikowana na rdzne sposoby ?é&??;'ﬁ?&?ﬁl”“
grupa arylowa, miata spetnia¢ funkcje modulatora trwatosci,

umozliwiajgcego kontrolowanie kinetyki transformacji pronukleotydu do Rysunek 28
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biologicznie aktywnego nukleotydu. Inne, takze wazne, ale bardziej szczeg6towe kryteria doboru
fosforoestrowych grup maskujacych projektowanych pronukleotydow, a takze wybor
odpowiedniego antywirusowego analogu nukleozydu, przedstawitam w rozdziatach opisujacych
ich synteze i badania ich wasciwosci.

W pierwszej kolejnosci podjetam badania nad opracowaniem mozliwie uniwersalnych
metod syntezy diarylo nukleozydo fosforanotriestrow, posiadajacych takie same lub rézne grupy
arylowe, a nastepnie przebadatam ich te wiasciwosci chemiczne i biologiczne, ktére mogtyby
by¢ istotne w ocenie ich aktywnos$ci anty-HIV. Majac na uwadze wymienione wyzej kryteria,

przyjetam nastepujgce cele czastkowe prezentowanej rozprawy:

¢+ opracowanie metody fosfonylacji 2’,3’-dideoksynukieozydéw i synteza nukleozydo
H-fosfonianomonoestrow, substratdbw w syntezie arylo nukleozydo fosforandw,

¢ synteza arylo nukleozydo fosforanodiestrow i diarylo nukleozydo fosforanotriestrow,

¢ przebadanie trwatosci chemicznej otrzymanych zwig™ow oraz sposobu ich rozktadu
w srodowisku hodowli komérek,

¢ przebadanie podatnosci na hydrolize z udziatem enzyméw arylo nukleozydo
fosforanodiestrow, jako produktow rozktadu odpowiednich fosforanotriestrow,

¢ proba skorelowania wiasciwosci fizykochemicznych i struktury badanych zwigzkéw
z ich aktywnoscig anty-HIV i cytotoksyczno$cia wyznaczong przez laboratoria
wspotpracujace.

Zasady numeracji zwigzkow przyjete w niniejszej rozprawie
Dla opisanych w tej czeSci rozprawy, serii otrzymanych zwigzkow, przyjetam

nastepujace zasady ich numeracji:

1 cyfra lub liczba oznacza numer kolejnego zwigzku,

| mata litera alfabetu (a-e) wskazuje na rodzaj analogu nukleozydu w nukteotydzie,

1 duze litery alfabetu (A-N) opisujg podstawniki arylowe w fosforanodiestrach lub
fosforanotriestrach.

Przyjmujac ten spos6b numeracji, moim zamiarem bylo, aby z numerycznego opisu
zwiazku mozna byto uzyskac informacje o typie zwigzkéw (fosforanodiester, fosforanotriester),
rodzaju nukleozydu oraz liczbie i typie podstawnikdéw arylowych. Na przykiad, wedtug
przyjetych zasad fosforanotriester fenytlo 3-pirydynylowy posiada numer 153dAH
(Rysunek 29).
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ddN = ddl (a); ddA (b); ddU (c); AZT (d); TO3"-Ac (e)

X=H (A) Y=H (H)(M)
4Cl (B) 2-Cl a)
4-Br (C) 5-Cl ()
4-CN (D) 2-CHj (K)
2,4-Cl (E) 4-CHj (L)
4-NO2 (F)
3-OH (G)

Rysunek 29

2. H-fo$fonianomonoestry 2’,3’-dideoksynukleozydow

Pochodne H-fosfonianowe sg jednymi z najbardziej uzytecznych prekursorow
fosforanowych w syntezie nukleotydow, oligonukleotyddw i ich analogdw.’® Otrzymywane sg
przez fosfonylacje odpowiednio chronionych lub niechronionych nukleozydéw z zastosowaniem
roznego typu czynnikow fosfonylujacych.””” Znanych jest kilka skutecznych reagentow
i systemow fosfonylujacych, ale sg one dostosowane najczesciej do lipofilowych
substratow.”’@””" W przypadku mniej lipofilowych komponentéw hydroksylowych, jakimi sgnp.
2’,3’-dideoksynukleozydy (np. ddA, ddU, ddl), stosowane systemy fosfonylacji posiadajg
znaczne ograniczenia, gdyz po reakcji fosfonylacji, polarne produkty wymagajg ucigzliwych
i pracochtonnych metod oczyszczania. Z tych powodow podjetam badania nad opracowaniem
nowych procedur i systemow fosfonylacji, bardziej odpowiednich dfa fosfonylacji komponentéw
hydroksylowych o obnizonej tipofilowosci. Dazytam do opracowania mozliwie prostej
i jednoczesnie skutecznej metody otrzymywania H-fosfonianow nukleozyddw, gdyz to

warunkowato mozliwos¢ realizacji dalszych celéw rozprawy.

2.1 Synteza (9.ff-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonianu

Jednym z rozwigzan dla wspomnianych powyzej niedogodnosci w otrzymywaniu
H-fosfonianomonoestrow 2’,3’-dideoksynukleozyddéw, mogto byé zastosowanie czynnika
fosfonylujgcego niosgcego w swej strukturze ugrupowania lipofitowe. Warunki te wydawat sie
spetniaC  kwas (9//-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonowy, zaproponowany przez Yanga”"’
i zastosowany do fosfonylacji 5’-0-trytylo nukleozydow. Niestety nietatwa synteza z handlowo
niedostepnych substratow jak PCla, czyni ten reagent trudno osiggalnym w naszych warunkach.
W tej sytuacji musiatam opracowac¢ inng metode syntezy (9//-fiuoren-9-ylo)metyto H-fosfonianu

157. ajej koncepcje przedstawia Schemat 18.
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Schemat 18. Schemat reakcji otrzymywania (9//-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonianu NH4" (157)

W podejsciu tym stosowane odczynniki sg tanie (kwas fosfonowy 154). nietoksyczne
I handlowo dostepne, a sama procedura jest tatwa do wykonania. W metodzie tej wykorzystatam
dwie wiasciwosci H-fosfoniandéw. Pierwsza to fakt, ze kwas fosforowy(lll) aktywowany
chlorkiem piwaloilu (PvCl) w pirydynie, tworzy bardzo tatwo piro-H-fosfonian 155." Ten
ostatni jest wcigz na tyle aktywny, ze zastosowany w odpowiednim nadmiarze reaguje z (9//-
fluoren-9-ylo)metanolem 156. tworzac H-fosfonian 157 i kwas fosforowy(l1l). Po catkowitym
przereagowaniu substratu hydroksylowego 1™ i dodaniu wody, w mieszaninie reakcyjnej
obecne sg jedynie dwa fosforowe zwig™i tj. kwas fosforowy(l1l) i monoester H-fosfonianowy
157. Stosujac prostg ekstrakcje w uktadzie CH2/Cl2 - woda, w warstwie organicznej znajdujemy
wytacznie rozpuszczony, lipofilowy H-fosfonian 157. a w wodzie wyfgcznie hydrofitowy
H3PO3. Wymiana kationu pirydyniowego na amonowy (NH4") w produkcie 157 nastepuje przez
dodanie nadmiaru amoniaku. Odparowanie rozpuszczalnikbw z takiej mieszaniny, wobec
nadmiaru propanolu-2 powoduje wytrgcanie soli amonowej (9//-fluoren-9-ylo)metylo
H-fosfonianu 157 w formie biatego proszku. Procedure otrzymywania powyzszego zwigzku
opisatam szczegotowo w CzeSci Doswiadczalnej rozprawy i zostata ona opublikowana
(Romanowska, J. i wsp.. Letters in Organie Chemistry, 2009)."""?

Podsumowujae, powyzsza metoda angazuje tanie i dostepne handlowo reagenty oraz
pozwala otrzymywac (9//-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonian 157 w sposéb zdeeydowanie
prostszy od zaproponowanego przez grupe Yanga”™. Podejscie to moge z calg pewnoscig

polecac¢ jako dogodng i wydajna metode syntezy tego czynnika fosfonylujacego.

2.2. Synteza H-fosfonianomonoestrow 2’,3’-dideoksynukleozydow
Majac tatwy dostep do (9//-fluoren-9-yto)metylo H-fosfonianu 1 przystgpitam do
syntezy H-fosfonianéw 2’,3’-dideoksynukleozydéw 1J9 (ddl, ddA, ddU oraz AZT).
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Spodziewatam sie, ze zastosowanie tego tipofitowego czynnika fosfonylujgcego znacznie utatwi
mi prace podczas syntezy i oezyszczania koneowych produktéw nukleotydowych.

H-Fosfonian (9//-fluoren-9-ylo)metylowy 157 odparowatam z pirydyng zawierajaca
trietyloamine (4:1 v/v), wprowadzajac tym samym Kkation trietyloamoniowy w miejsce
amonowego, W celu zwiekszenia rozpuszezalnosci czynnika fosfonylujgcego w warunkach
prowadzenia reakcji, chlorek metylenu/pirydyna (95:5, v/v). Nastepnie usuwatam Stadowe ilosci
wody z substratow przez odparowanie z bezwodng pirydyna. Odpowiedni dideoksynukleozyd
(w niewielkim nadmiarze 1.05 ekw. mol. w stosunku do czynnika fosfonylujgcego) oraz
H-fosfonian (9//-fluoren-9-ylo)metylowy kondensowatam w mieszaninie chlorku metylenu
z pirydyng (5% objetosciowych) wobec chlorku piwaloilu jako aktywatora (1.5 molowy
nadmiar).

ddNOH
PvCI

C —o---P-—o0 NH/ OddN
CHjClj/Py

H

ddN =ddl 4

ddA 20

157 ddU 26

AZT3

CHjCN/EIjN

159 ani

159a-ddN = ddI
159b-ddN = ddA
159c-ddN = ddU
159d-ddN = AZT

Schemat 19. Schemat reakcji otrzymywania H-fosfonianomonoestrow

2’,3’-dideoksynukleozydow typu 1™

Reakcja H-fosfonylacji  nukleozydu zachodzita praktycznie itoSciowo w  ciggu
1 godziny (TLC, ~P NMR) i jedynym obserwowanym produktem byt nukleozydowy
H-fosfonianodiester 158. generujacy w widmie P NMR dwa sygnaty (dwa diastereoizomery)
w rejonie 8 ppm. Mieszanine reakcyjna, po rozcienczeniu chlorkiem metylenu, ekstrahowatam
woda, w ktorej dobrze rozpuszezaty sie pozostatosci z czynnika kondensujacego i nadmiar

nieprzereagowanego dideoksynukleozydu. Otrzymany w ten sposéb (9//-fluoren-9-ylo)metylo
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nukleozydo H-fosfonianodiester 158 byt wystarczajgco czysty, aby bez dodatkowego
oczyszczania przeprowadzi¢ go w H-fosfonianomonoester 159. Dlatego po odparowaniu
rozpuszczalnikéw, surowy produkt rozpuscitam w mieszaninie bezwodnego acetonitrylu
z trietyloaming (2:1, v/v), w ktorym to Srodowisku, w reakeji P-etiminacji, nastepowato
usuniecie grupy (9//-fluoren-9-ylo)metylowej z H-fosfonianodiestru 158 Po izolacji na
kolumnie wypetnionej zetem krzemionkowym otrzymywatam czyste (*H-, P NMR, TLC,
HPLC) nukleozydo H-fosfoniany 159 (Sehemat 19) z wysokimi wydajno$eiami (72-90%).

Powyzszg metode z powodzeniem zastosowatam w syntezie H-fosfonianomonoestrow
roznych dideoksynukleozydéw 159a-d (ddl, ddA, ddU, czy AZT) [Schemat 19] i stwierdzitam,
ze (9//-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonian 1~ sprawdzit sie doskonate jako czynnik
fosfonylujacy wprowadzajacy reszte H-fosfonianowg do nukteozydow.M'*

Otrzymane wedtug powyzszej procedury nukleozydo H-fosfoniany 159a-d stuzyty mi
jako dogodne w uzyciu i tatwe w przechowywaniu substraty w dalszych syntezach rdznych arylo

nukleozydo fosforanéw i ich analogéw.

3. Arylo nukleozydo fosforanodiestry

Jak opisatam w czesci literaturowej, skuteczno$¢ dziatania fosforanotriestréw jako
pronukleotydéw jest mocno zalezna od zdolnosci uwalniania 5’-monofosforanu w komorce.
W pierwszej kolejnosci, w reakcji chemicznej hydrolizy, z fosforanotriestru powstaje
fosforanodiester. Z chemii nukleotydéw znanym jest fakt, ze w warunkach zblizonych do
fizjologicznych, arylo nukleozydo fosforanodiestry sg zwigzkami stosunkowo trwatymi, mato
podatnymi na hydrolize chemiczna. Ich hydroliza wymaga wspomagania enzymami, ktdre
drastycznie (np. > 10" razy) przyspieszajq te reakcje i tworzenie sie oczekiwanego nukleozydo
monofosforanu. Poniewaz arylo nukleozydo fosforany(V) nie sa naturalnymi substratami
enzyméw hydrolizujgcych (fosfoesteraz), trudno jest przewidzie¢ czy badany nukleotyd
z arylowa grupa fosforoestrowg bedzie substratem dla enzyméw komdrkowych. tatwo
wyobrazi¢ sobie sytuaeje, w ktorej powstaty w komdrce fosforanodiester nie bedzie substratem
dla enzymow komorkowych i wowczas cata koncepcja fosforanotriestrowego pronukleotydu
zatamuje sie.

Dlatego zanim przystgpitam do projektowania i syntezy fosforanotriestrow typu 153
otrzymatam w pierwszej kolejnosci te arylo nukleozydo fosforanodiestry typu 162 (Schemat 20),
ktorych powstawanie spodziewane byto podczas rozkladu fosforanotriestréw, potencjalnych

pronukleotyddw.
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3.1 Synteza arylo nukleozydo fosforanodiestrow

Zdecydowang wiekszos$¢ arylo nukleozydo fosforanodiestrow otrzymatam standardowa
metodg'opracowang w Pracowni Analogow Nukleotydow i Oligonukleotydow. Wydawata sie
ona najbardziej dogodna ze wzgledu na tatwg dostepnos¢ substratow (nukleozydo H-fosfoniany
159 proste w syntezie, a fenole, piryd>nole i czynniki kondensujgce dostepne handlowo)
i mozliwos$¢ prowadzenia reakcji w tych samych warunkach.

| tak, H-fosfoniany 2’,3’-dideoksynukleozydéw 159 kondensowatam z odpowiednim
fenolem lub pirydynolem typu 1. wobec czynnika kondensujgcego (DPCP lub PvCI),
w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyng (10% v/v), generujge odpowiednie arylo nukleozydo
H-fosfonianodiestry 161. Utlenienie powstatych H-fosfonianodiestréw typu 161 jodem
w obecnosci wody prowadzito w szybkiej reakcji (< 3 min., P NMR) do odpowiednich arylo
nukleozydo fosforanodiestrow 162 (Schemat 20), ktore izolowatam przy pomocy chromatografii
na kolumie wypetnionej zelem krzemionkowym. Czyste ("H-, P NMR, TLC, HRMS, HPLC)
produkty koncowe (162) otrzymatam z wysokimi wydajnoseami (54-94%).

czynnik kondeniujacy

EtjiNH* O— P---OddN  + ArOH ArO- -OddN lj. Py/HJO
CHjCIjiPy
H
1S9a-e 160 161 162
ddN = ddA -1~

ddil - 159c

AZT - |

TO3-Ac- 159 |

160 = Ar=
X=H = Y=H -H M

4-Cl  -b: 2-Cl -l
4-Br -ci 5Cl -]
4-CN -D; )
24.Cl e 2-CHj -K
4-NOj -FI 4-CHj -L
3-O0H -G;

Schemat 20. Schemat reakcji otrzymywania arylo nukleozydo fosforanodiestrow typu IW

Badajgc przebieg reakcji kondensacji (P NMR) nukleozydo H-fosfonianu 159
z komponentami hydroksylowymi 160A-N o zréznicowanej kwasowosci (Tabela 1), wobec
niewielkich nadmiarow molowych chlorku piwaloilu (1.2-1.5 ekw.) obserwowatam, ze
w przypadku najbardziej kwasowego z badanych, 4-nitrofenotu 160F (pKa = 7.16),
w powyzszych warunkach tworzyty sie dwa produkty: aryto nukleozydo H-fosfonianodiester

161F i mieszany bezwodnik piwaloilo H-fosfonianowy, bedace w rownowadze (w stosunku 3:1).
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Przyjetam, ze powstaty anion kwasu piwaloilowego atakuje centrum fosforowe powstatego
H-fosfonianodiestru 161 wspdtzawodniczac jako nukleofil z 4-nitrofenolem.Podobng sytuacje
obserwowano wezesniej w analogicznym przypadku, ale z udziatem 3’-H-fosfonianow
nukleozyddw. Sprawe rozwigzano stosujac chlorofosforan difenytowy (DPCP) jako aktywator
I wtedy reakcja tworzenia 4-nitrofenylo H-fosfonianodiestru typu 161 zachodzita praktycznie
iloSciowo.Zastosowatam wiec to rozwigzanie do swoich potrzeb i takze w przypadku
moich zwigjdcow, otrzymatam w szybkiej (< 3 min., ~P NMR) i czystej reakeji oczekiwany
H-fosfonianodiester 161F. Utlenienie jodem w warunkach opisanych powyzej, prowadzito do
fosforanodiestru 162F. ktory oczyseitam chromatograficznie i otrzymatam z wysoka

wydajnoseig (86%).

Tabela 1. Wartosci pKa fenoli i pirydynoli stosowanych w reakcjach kondensacji
z H-fosfonianami (w przypadku 1601 oraz 160J brak danych literaturowych)

Nr
) 160A 160B 160C 160D 160E 160F
zwigzku
OH
ArOH
cl Br CN ¢] NO2
9.15;
pKa 9.98 9.38 10.00 7.95 7.85
11.32
Nr
) 160G 160M 160H 160N 160K 160L
zwiazku
OH OH OH QH OH
AI’OH H3C..
OH
pKa 7.16 11.62 8.60 7.74 9.50 8.90

Na osobng uwage zastuguje synteza fosforanodiestru 162N (Sehemat 21). Chodzi o to, ze
w przypadku 4-pirydynolu 160N stosujgc warunki kondensacji z H-fosfonianem nukleozydu,
takie jak z innymi fenolami czy 2- lub 3-pirydynolem, nie otrzymatam pozadanego produktu
typu 161. bez wzgledu na stosowane do aktywacji PvCl lub DPCP. Poniewaz, zadne dodatkowe
zabiegi, jak zamiana pirydyny na bardziej zasadowg lutydyne, ezy zastosowanie
N-metyloimidazolu nie zmienialty sytuacji, musiatam opracowa¢ dfa zwigzku 162N

indywidualny tok syntetyczny. Wykorzystatam znang mi z wiasnych doswiadczen, tatwosc
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i czysto$¢ tworzenia 9-fluorenometylo nukleozydo H-fosfonianodiestru typu 158 (Schemat 19,
21), ktory w zamysle mogtby postuzyé jako dogodny substrat w oksydatywnej kondensacji
z 4-pirydynolem"*”, stosujgc jod jako utleniacz. Wybratam oksydatywng kondensacje jako
metode godng sprawdzenia, gdyz aktywnym zwigzkiem generowanym w reakcji jodu
z H-fosfonianodiestrem 158 jest odpowiedni jodofosforan typu 163 (Schemat 21), ktéry ulega
estryfikacji w reakcji z alkoholami. Przyznaje, ze jedyna racjonalng przestankg zachecajacg mnie
do przebadania tej reakcji byta znana, bardzo wysoka reaktywnos¢ jodofosforanow.  Liczytam
na to, ze z tak reaktywnym zwigzkiem reakcja z 4-pirydynolem bedzie zachodzita nawet wtedy,
gdy udziat czynnikow sprzyjajacych tej reakcji bedzie niewielki {vide dyskusja ponizej). Juz
pierwsze proby ukazaty, ze podczas utleniania jodem H-fosfonianodiestru 158 w obecnosci
4-pirydynolu powstaje zwigzek, o strukturze oczekiwanego fosforanotriestru typu 164, o czym
mogto Swiadczy¢ jego przesuniecie chemiczne (ok. - 8 ppm) w widmie NMR i analiza TLC
(duza ruchliwo$¢ w niepolamych fazach rozwijajagcych np. CH2CI2/CH30H 9:1 v/v). Po
standardowym przerobie mieszaniny reakcyjnej, zwigzek o domniemanej strukturze jak 164 byt
praktycznie jedynym obserwowanym (TLC, ~'P NMR) produktem nukleotydowym, co zachecito

mnie do usuniecia grupy 9-fluorenometylowej w reakcji P-eliminacji, bez jego izolacji.

o 0 0
M PvCI LIpy
FluMcO-— P----- O'EtiNH* + ddNOH FluMeO-— P-----OddN FluMe O P-----OddN
CHjCljwy | OH |
H A i
ddN = ddU 26
157 AZT 3 158 163
N
160N
CHICN/EIjN

FluMe O P--—--OddN

164

162cN - ddN = ddU
162dN-ddN = AZT

Schemat 21. Schemat reakcji otrzymywania fosforanodiestrow typu 162N

Traktowanie surowego produktu duzym nadmiarem trietyloaminy (acetonitryl/trietyloamina

2:1, viv) w warunkach bezwodnych, prowadzito w szybkiej i czystej reakcji do zwigzkéw typu
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162N (Schemat 21), ktdre po izolacji, z pomoca chromatografii na kolumnie wypetnionej zelem
krzemionkowym, otrzymatam z dobrymi wydajnosciami (ok. 80%). Strukture otrzymanych
produktow typu 162N udowodnitam na podstawie analizy widm 'H- i P NMR oraz HRMS.
W moim przekonaniu, powyzsza metoda, ktora pozwolita otrzymac¢ zwigzki 162cN i 162dN,
moze by¢ polecana jako alternatywa i godna sprawdzenia w przypadkach, gdy inne podejscia
zawodza.

Wracajgc do sprawy niepowodzenia tworzenia H-fosfonianodiestru typu 161
w standardowych i modyfikowanych warunkach kondensacji 4-pirydynolu 160N z nukleozydo
H-fosfonianami 159. Przyznaje, ze nie potrafie zaproponowac jednoznacznego wyjasnienia tej
anomalii, ale tych rdznic mozna i chyba nalezy szuka¢ w strukturze 2-, 3- i 4-pirydynoli, ktéra
jest mocno odmienna od fenoli™*", a takze wewnatrz samych regioizomerycznych pirydynoli.
W przypadku fenoli, ich nukleofilowo$¢ mozna korelowaC wprost z wartosciami ich pKa.
Natomiast w przypadku pirydynoli taka korelacja jest mocno niebezpieczna. Wynika to z faktu
obecnosci w pirydynolach dwoch centrow protonoakceptorowych - egzocykliczny atom tlenu
i endocykliczny atom azotu, i wystepowania tych zwigzkow w rébwnowadze tautomerycznej
(Rysunek 30). Jezeli rozwazaC roznice tylko miedzy tautomerami 2-, 3- i 4-
hydroksypirydynolowymi mozna postulowaé, ze ich wiasciwosci chemiczne beda zalezne od
reaktywnosci grupy hydroksylowej, ktéra bedzie zalezna od efektu indukcyjnego pierscienia
pirydynowego. Sytuacja zmienia sie radykalnie, gdy rozwazy¢ nature i potencjalne wtasciwosci
chemiczne tautomeréw, w ktorych proton usytuowany jest na endocykliczym atomie azotu.
W przypadku 2-pirydynolu 160M otrzymujemy tautomer, ktéry jest laktamem, w przypadku
3-pirydynolu 160H powstaje jakze rozny jon obojnaczy, a w przypadku 4-pirydynolu 160N
powstaje 4-keto-didehydropiperydyna, ktéra moze by¢ traktowana jak drugorzedowa cykliczna
amina.Kazdy z tych tautomeréw, wywodzacy sie z pozornie podobnych zwigzkéw
macierzystych jest zupetnie roznym zwitkiem chemicznym. Problem réwnowagi
tautomerycznej hydroksy okso pirydynoli byt przedmiotem niezwykle ciekawych badan
w wielu osrodkach naukowych. Najwiecej wniosty wyniki otrzymane komplementarnymi
metodami do$wiadczalnymi i obliczeniowymi, ktére ukazuja, ze przeniesienie protonu z jednego
centrum na drugie nie jest tak proste jak to moze wynikaC z tzw. ,,chemii papierowej”. | tak,
obliczenia dla 2-hydroksypirydyny w wodzie dowiodly, ze w przeniesieniu protonu z atomu
tlenu na atom azotu tej samej czasteczki zaangazowane sg trzy czasteczki wody. Obliczenia
dowiodty, ze bezposredni wewnatrzczagsteczkowy lub miedzyczasteczkowy transfer protonu
w wodzie jest energetycznie nieuprzywilejowany. W przypadku 4-hydroksypirydyny sytuacja
wydaje sie by¢ jeszcze bardziej ztozona, przy czym ustalono, ze w roztworach wodnych zwigzek

ten wystepuje w formie okso a w fazie gazowej w formie hydroksy"~"** (Rysunek 30). Z tych






V. WYNIKI | DYSKUSJA 68

badan mogtam wnioskowac, ze pirydynole w zalezno$ci od usytuowania grupy hydroksylowej
i w zaleznosci od $rodowiska, mogg tworzy¢ struktury sprzyjajace lub utrudniajace planowane
reakcje, co w moich badaniach uwidocznito sie w przypadku reakcji z 4-pirydynolem.
W reakcjach kondensacji H-fosfonianow z 2- i 3-pirydynolami obserwowatam tworzenie sie
oczekiwanych nukleozydo pirydynylo H-fosfonianodiestrow. Widocznie w $rodowisku reakcji
udziat formy okso (tylko ten tautomer moze reagowa¢ z utworzeniem estru fosforowego) dla
tych pirydynoli jest na tyle wysoki, ze reakcja zachodzi do odpowiedniego H-fosfonianodiestru
161. W przypadku analogicznej reakcji z udziatem 4-pirydynolu, oczekiwany
H-fosfonianodiester nie tworzyt sie, gdyz jak zaktadam, udziat formy hydroksy jest tak
niewielki, ze reakcja praktycznie nie zachodzi. Jesli tak faktycznie jest, to mozna by spodziewac
sie produktu reakcji formy okso, ale z utworzeniem amidofosfonianu (utworzenie wigzig P-N),
a nie fosfonianoestru. W badanej przeze mnie reakcji, bez wzgledu na sposob aktywacji
H-fosfonianu 159 nie obserwowatam tworzenia sie zadnego z powyzszych zwigzkow
i przyznaje, ze nie potrafie tego faktu wytlumaczy¢. Jest prawdopodobnym, ze
w wielosktadnikowej mieszaninie reakcyjnej, w trakcie kondensacji rodzaj i udziat réznych
sktadnikow tej mieszaniny (kwas piwaloilowy i jego sole, chlorowodor i jego sole) tak modulujg
strukture 4-pirydynolu, ze przyjmuje on forme niereaktywng (np. N-protonowana forma okso)
w stosunku do aktywowanego H-fosfonianu 159 i dlatego nie tworzy sie oczekiwany
H-fosfonianodiester 161.

OH

OH N
H H
forma hydroksy forma okso forma hydroksy Jon obojnaczy forma hydroksy forma okso
2-hydroksypirydyna 3-hydroksypirydyna 4-hydroksypirydyna
160M 160H 160N
Rysunek 30

Podsumowujgc te czeS¢ moich badain moge stwierdzi¢, ze pokonanie trudnosci
syntetycznych pozwolito mi otrzymac¢ wszystkie planowane arylo nukleozydo fosforanodiestry
162A-N. niezbedne w dalszych badaniach ich wiasciwosci w mediach hodowlanych komoérek

oraz wihasciwosci substratowych w reakcjach hydrolizy z udziatem enzymoéw.
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3.2 Rozktad arylo nukleozydo fosforanodiestrow

Trwato$¢ arylo nukleozydo fosforanodiestrow 162A-N obserwowatam w medium
hodowlanym komorek RPMI-1640 (pH = 7.6) oraz w mieszaninie RPMI z 10% objetoSciowymi
surowicy z ptodow bydlecych, FBS. Do badan stosowatam 2 pM roztwory (zawierajgce 5%
objetosciowych DMSQ) poszczego6lnych fosforanodiestrow. Zwigzki inkubowane byty w 37°C
a ich rozklad S$ledzitam za pomoca analizy HPLC. Wyznacznikiem trwatosci badanych
fosforanodiestrow w RPMI i RPMI/FBS byty czasy ich potowicznego rozktadu (ti/2).

Badania nad trwato$cig fosforanodiestrow typu 162 w RPMI, miaty dostarczy¢ informacji
0 podatnosci tych zwitkOw na hydrolize chemiczng. Natomiast analogiczne badania w RPMI
z dodatkiem FBS (9:1), niosgcego aktywnosci fosfoesterazowe, miaty okresli¢ podatnos¢ tych
zwigzkow na hydrolize katalizowang enzymami. W RPMI arylo nukleozydo fosforanodiestry
162A-N okazaty sie zwigzkami trwatymi (bez zmian po e dniach), czego mozna byto sie
spodziewaC na podstawie wczesniejszych doniesien literaturowych. Inaczej przedstawia sie ich
trwatoS¢ w Srodowisku niosagcym aktywnosci fosfoesteraz - RPMI/FBS, w ktorym
fosforanodiestry 162A-N ulegaty rozktadowi do 5’-monofosforanow ™ (Schemat 27),
a szybko$¢ tego procesu zalezata od rodzaju fosforoestrowej grupy arylowej i rodzaju 2’,3’-
dideoksynukleozydu (Tabela 2).
Wsrdd fosforanodiestrow pochodnych AZT (162dA-N) nie obserwowatam réznic w szybkosci
rozktadu, w zaleznosci od wptywu podstawnikow w pierScieniu aromatycznym. Rozkiad
fenylowych fosforanodiestrow AZT nastepowat znacznie szybciej, jezeli do pierscienia
aromatycznego przytaczone byly podstawniki elektronoakceptorowe, co jest szczeg6lnie
widoczne w przypadku pochodnej 2,4-dichlorofenylowej 162dE, ktéra ulegata hydrolizie
najszybciej. Mozna wiec postulowac, ze obserwowana podatno$¢ na hydrolize katalizowang
enzymami, w badanej serii fosforanodiestrow 162dA-N. zalezala od stabilizacji anionu
aryloksylowego jako grupy opuszczajacej (energia rezonansu). Takiej stabilizacji sprzyjajg
oczywiscie podstawniki wyciggajace elektrony z pierscienia aromatycznego, czego skutki
obserwowano w powyzszych doswiadczeniach. W serii pirydynylowych fosforanodiestrow
AZT, pochodne z grupg 3-pirydynylowg 162H i 4-pirydynylowg 162N ulegaty hydrolizie
z udziatem enzymow najszybciej. ROwniez i w tym przypadku zaznaczat sie wplyw
podstawnikow w pierscieniu pirydynylowym. Fosforanodiestry 162dK-L z podstawnikami
dostarczajacymi elektrony (-CHs) w czesci arylowej byty wyraznie trwalsze, natomiast te,
z podstawnikami elektronoakceptorowymi (-C1) 1621-J byty mniej trwate. Zastanawiajgce jest,
ze w przypadku pochodnych 3-pirydynylowych, bez wzgledu na rodzaj podstawienia, byty one
duzo trwalsze niz fosforanodiester 162H zawierajacy niepodstawiong reszte pirydynylowa. By¢

moze za wiekszg trwato$¢ fosforoestrowego wigzania pochodnych 1621-L vs 162H moga
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odpowiada¢ inne efekty zwigzane z obecnoscig podstawnikéw w pierscieniu pirydynylowym,
np. takie, ktore utrudniatyby wigzanie substratu w centrum aktywnym enzymu.

Arylowe fosforanodiestry ddU typu 162c i ddA 162b wydajg sie by¢ gorszymi
substratami enzymow hydrolitycznych, ale one takze ulegaty hydrolizie do odpowiednich
5’-monofosforanéw (Schemat 27), co sugeruje, ze takze i one mogg by¢ przeksztatcane

w komérkach do odpowiednich 5’-trifosforandw.

Tabela 2.Trwatos¢ arylo nukleozydo fosforanodiestrow typu 162 w RPMI/FBS

Nr zwigzku ddN Ar t/2 [min]
162dA AZT 568
162dB AZT 330

Cl
162dC AZT 478
162dD AZT 425
CN
a
162dE AZT 182
162dG AZT 108
OH
162dH AZT 233
162dl AZT 976

162dJ AZT 436
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Nr zwiazku ddN Ar tin [mini
162dK AZT e 949
162dL AZT 1732
162dM AZT 2567
162dN AZT 484
162cA ddu 1506
162cG ddu 888
162cH ddu 3013
162cN ddu 1414
162bA ddA 2166
162bH ddA 3850

Podsumowujac te cze$é, moge stwierdzi¢, ze wszystkie otrzymane przeze mnie arylo
nukleozydo fosforanodiestry typu 162 sg substratami dla enzymoéw hydrolizujgcych obecnych
w FBS i prawdopodobnie roéwniez w komodrkach mogg by¢ hydrolizowane do pozadanych
monofosforanéw. To, ze wielkosci tiz2 hydrolizy enzymatycznej badanych fosforanodiestrow
typu (Tabela 2) byty zr6znicowane (108 min. - 3850 min.) odnotowatam jako korzystne,
gdyz projektujgc na nastepnym etapie diarylo nukleozydo fosforanotriestry, mogtam
wykorzysta¢ te roznice jako jeden z czynnikow warunkujacych kinetyke transformacji

pronukleotydéw do odpowiednich 5’-monofosforanéw nukleozyddw.
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4. Diarylo nukleozydo fosforanotriestry

Zgodnie z przyjetym planem przystapitam do syntezy diarylo nukleozydo
fosforanotriestrow typu 153. projektowanych w koncepcji pronukleotydéw. Obecno$¢ w ich
czasteczce dwoch grup aromatycznych otwierato mozliwo$¢ modyfikowania whasciwosci tych
zwigzkéw, przez  dobor  réznych  podstawnikow  (elektronoakceptorowych  lub
elektronodonorowych) w pierScieniu aromatycznym. Dzieki temu miatam mozliwos¢
projektowania zwigzkéw, ktore moglyby spetniaC zaktadane wiasciwosci potencjalnych
pronukleotydow, jak np. odpowiednia trwato$¢ chemiczna, podatno$¢ na hydrolize z udziatem
enzymow, czy odpowiednio dobrana lipofilowo$¢. Przy wszystkich powyzszych zatozeniach,
planowane do syntezy zwigzki musiaty spelnia¢ jeden podstawowy  warunek,
a mianowicie, metoda ich syntezy winna by¢ mozliwie uniwersalna, prosta i efektywna oraz

wspolna dla wszystkich fosforanotriestréw typu 153.

4.1 Synteza diarylo nukleozydo fosforanotriestrow

Znanych jest Kkilka metod syntezy fosforanotriestrow. W swoich badaniach,
potrzebowatam jednak podej$cia w miare uniwersalnego, pozwalajacego szybko i efektywnie
otrzymywac réznorodne fosforanotriestrowe pochodne typu 153. Dlatego postanowitam
przebada¢ rdézne podejscia i wybraC takie, ktére umozliwitoby mi uzyskanie catych serii
pozadanych produktdw.

4.1.1 Klasyczna metoda fosforanotriestrowa
Dysponujac  szerokim spektrum arylo nukleozydo fosforanodiestrow 162A-N.
w pierwszej kolejnosci postanowitam przebada¢ uzyteczno$¢ dla moich celéw klasycznej

metody ~fosforanotriestrowej 1*9°

(Schemat 22 i 23). Jako pierwszy zastosowatam
3-pirydynylowy fosforanodiester AZT 162dH. ktéry kondensowatam z fenolem wobec chlorku
2,4,6-triizopropylobenzenosulfonowego  (TPSCI) w chlorku  metylenu  zawierajgcym
N-metyloimidazol (10% objetoSciowych) jako katalizator nukleofilowy. W badanych reakcjach
uzytam 3 molowy nadmiar fenolu w stosunku do fosforanodiestru i 3 ekwiwalenty molowe
czynnika kondensujgcego. Reakcja przebiegta ilosciowo i szybko (< 5 min.,, ~P NMR),
generujgc oczekiwany fenylo 3-pirydynylo fosforanotriester AZT 153dAH. o przesunieciu
chemicznym w widmie ~P NMR ok. -llppm. Podobny rezultat uzyskatam w reakcji
kondensacji  2,4-dichlorofenylo fosforanodiestru 162dE z  3-pirydynolem, otrzymujgc
2,4-dichlorofenylo 3-pirydynylo fosforanotriester AZT 153dEH. Z pewnym zaskoczeniem
obserwowatam, ze w tych samych warunkach, kondensacja fenylo fosforanodiestru AZT 162dA
z 3-pirydynolem zachodzita bardzo powoli, generujgc mieszanine produktow, sposréd ktdrych
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fosforanotriester 153dAH stanowit ostatecznie jedynie 16% (> 3 godz., P NMR). Wyniki te
ttumaczytam roznicg w reaktywnosci fosforanodiestrow, zwigzang z efektem indukcyjnym
fosforoestrowej grupy arylowej (Schemat 22).

OH

/ \ -O--P—— OAZT

£)n EtiNH*
162dH

0- EtjNm
162dA

Schemat 22

Wyjasnienie tak drastycznych réznic w tworzeniu fosforanotriestrbw w badanych
warunkach mozna wyjasnic, biorgc pod uwage mechanizm ich tworzenia. Badania Michalskiego
i Cramera”™ dowiodty, ze o szybkosci tworzenia fosforanotriestrow w dyskutowanej metodzie
decyduje reaktywno$¢ powstajacego zwigzku posredniego - symetrycznego diarylo
dinukleozydo pirofosforanu typu 165 (Schemat 23).

(|) CI-S02Ar
4N P N-Melm
o
162
9hs92Ac =

Schemat 23. Schemat aktywacji fosforanodiestrow typu 162 chlorkiem

2,4,6-triizopropylobenzenosulfonowym (TPSCI)
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Jesli poming¢ czynniki zewnetrzne (np. kataliza nukleofilowa czy temperatura), to reaktywnosc¢
tego zwigzku jest bardzo silnie zalezna od fosforoestrowych grup arylowych. Juz we wczesnych
pracach zaobserwowano bardzo duze réznice w szybkosciach tworzenia fosforanotriestrow
wtedy, gdy grupg arylowg w substracie fosforanodiestrowym byt niepodstawiony fenyl i kiedy
arylem byt 2-(lub 4-)chlorofenyl. Sadze, ze w moim przypadku napotkatam jeszcze bardziej
drastyczny przyktad, w ktérym dojscie do tego samego produktu (3-Py i Ph) silnie zalezato od
kolejno$ci wprowadzania grup arylowych. Jesli substratem byt fenylowy fosforanodiester 162dA
to jego aktywacja prowadzita do difenylo dinukleozydo pirofosforanu, ktory z racji obecnosci
stabo aktywujacych centra fosforowe grup fenylowych, byt niereaktywny i praktycznie nie
tworzyt oczekiwanego zwigzku 153dAH z 3-pirydynolem. W przypadku, gdy substratem byt
3-pirydynylowy fosforanodiester 162dH tworzy# sie pirofosforan, ktérego centra fosforowe byty
silniej (w poréwaniu z fenolem) aktywowane przez grupy pirydynylowe i zwigzek ten, w reakcji
z fenolem, efektywnie tworzyt oczekiwany fosforanotriester 153dAH.

Sadze, ze powyzsze obserwacje i wnioski mogg by¢ bardzo pomocng wskazdwka dla
kazdego, kto chce zastosowac klasyczna metode fosforanotriestrowa. Przystepujac do syntezy,
warto rozwazy¢, jakie grupy ochronne zastosowa¢ w substracie fosforanodiestrowym, gdyz to
wiasnie one wplywajg na reaktywnosS¢ symetrycznego pirofosforanu 165. decydujacego
0 totalnej kinetyce tworzenia fosforanotriestru tg metoda. Warto doda¢, ze w przypadku
pochodnych arylowych, jezeli stosowaé arylole o odpowiednio wysokiej kwasowosci (w moim
przypadku 2,4-dichlorofenol pKa 7.85 i 3-pirydynol pKa 8.72), to kolejno$¢ wprowadzania
poszczegOlnych aryli nie ma wiekszego znaczenia, gdyz w kazdym przypadku tworzacy sie
pirofosforan jest dostatecznie reaktywny by utworzyt sie pozadany fosforanotriester typu
153dEH.

4.1.2 Metody z wykorzystaniem reakcji oksydatywnej kondensacji

Znacznie skuteczniejsze w syntezie fosforanotriestrow typu 153 okazato sie podejscie
z uzyciem reakcji oksydatywnej kondensacji. Ten rodzaj reakcji, zostat odkryty i opisany przez
Todda i wspotpracownikow'dla diestrow H-fosfonianowych sprzeganych z N-nukleofilami
wobec CCI4 i jest do dzi$ stosowany w syntezie analogdéw nukleotyddw i oligonukleotydéw oraz
wielu innych pochodnych fosforowych. Podejscie to opiera sie na przeksztatceniu
H-fosfonianodiestrow typu 161 w reaktywne pochodne chlorofosforanowe, ktére w obecnosci
alkoholi tworza odpowiednie estry fosforowe. Adaptacja tego podejscia dla moich celéw
wydawata sie szczegOlnie uzyteczna, gdyz pozwolitaby szybko, skutecznie i bez koniecznosci
izolowania zwigzkéw posrednich otrzymywac fosforanotriestrowe pochodne, planowane

w mojej pracy do dalszych badan.
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W metodzie z zastosowaniem CCl4 jako utleniacza (Schemat 24), w pierwszym etapie
kondensowatam nukleozydo H-fosfonian 159 z odpowiednim fenolem lub pirydynolem wobec
DPCP jako czynnika kondensujacego, w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyng [9:1 (V/V)].
Wygenerowane w ten sposob arylo nukleozydo H-fosfonianodiestry 161, ktore sg zbyt
reaktywne, aby je izolowac (ulegaja rozktadowi do wyjsciowego nukleozydo H-fosfonianu), ™"
poddawatam in situ kondensacji z kolejnym komponentem hydroksylowym w obecno$ci CCl4
i nadmiaru trietyloaminy."”” Po kilku godzinach reakcji, w niewielkim stopniu, obserwowatam
(MP NMR) tworzenie sie pozadanego fosforanotriestru 153, jednak stanowit on zaledwie 10%

wsrod obecnych wielu produktéw ubocznych (Schemat 24).

DPCP CCI4/EB3N
ddNO-----P-—-OEtsNH*  + Ar'oH ddNO----P--OAr' ddNO-----P--—OAr’

CHijClz/Py wolno
H H Cl

159 161

153
(< 10%)

Schemat 24

W tej sytuacji, postanowitam zbadaC inny wariant oksydatywnej kondensacji, w ktérym

H-fosfonianodiestry ulegaja utlenieniu jodem w obecnosci pirydyny (Schemat 25).

SN (] o
Ar*OH Il

ddNO-----P--——- OAr ddNO-----P-—-OAr - —— ddNO-----P--—-- OAr"  --------- «  ddNO-----P----- OAr
H i OAr*

167

Schemat 25. Postulowany przebieg reakcji utlenieniajodem H-fosfonianodiestrow i ich

kondensacji z czynnikiem nukleofilowym wobec pirydyny






V. WYNIKI | DYSKUSJA 76

Dodatkowo, do préb syntezy fosforanotriestrow typu 153 wedlug tego podejscia,
zachecity mnie pomysSine wczesniejsze rezultaty otrzymywania (9//-fluoren-9-ylo)metylo
4-pirydynylo fosforanotriestru nukleozydowego typu 164 (w syntezie 162N: Schemat 21), gdzie
rowniez stosowatam jod jako utleniacz. Wyniki te pozwolity mi przypuszczaé, iz pomimo
zroznicowanej nukleofilowosci reagentow hydroksylowych, ktére miatam zamiar zastosowac,
metoda ta pozwoli na otrzymanie pozgdanych zwigAow i umozliwi realizacje dalszych etapow
rozprawy.

Zanim przystgpitam do syntezy diarylo nukleozydo fosforanotriestrow podjetam badania
nad optymalizacjg warunkdw oksydatywnej kondensacji, najdogodniejszych dla moich potrzeb.
W reakcji tej, H-fosfonianodiestry ulegajg utlenieniu jodem w obecno$ci pirydyny do
reaktywnych zwigzkow przejsciowych, ktére w reakcji z nukleofilami (fenole lub pirydynole)
tworzg oczekiwane produkty. Ze wzgledéw oczywistych, tego typu reakcje nalezy prowadzié
w warunkach catkowicie bezwodnych. W przeciwnym razie, produktami ubocznymi bedg
odpowiednie, niepozadane arylo nukleozydo fosforanodiestry.

Postuluje sie, ze reakcja oksydatywnej kondensacji inicjowana jest przez wygenerowanie
jodofosforanu 166, ktéry w obecnosci pirydyny, prowadzi do adduktu pirydyniowego 167, ktory
z kolei jako wysoce reaktywny produkt posredni, w reakcji np. z nukleofilami hydroksylowymi,
prowadzi do tworzenia sie pozadanych fosforanotriestrowr’ (Schemat 25). Udziat adduktu
pirydyniowego typu 167, w omawianym cyklureakcji oksydatywnej kondensacji, byt
postulowany od dtuzszego czasu. Chcac poznac¢, we wiasnych doswiadczeniach i na nukleofilach
aryloksylowych, wptyw pirydyny jako katalizatora zasadowo-nukleofilowego, przeprowadzitam
kilka prostych, modelowych reakcji, w ktérych oksydatywng kondensacje dietylowego
H-fosfonianu z fenolem prowadzitam w rozpuszczalnikach obojetnych (acetonitryl, chlorek
metylenu) bez i wobec pirydyny. JesSli w mieszaninie reakcyjnej nie bylo pirydyny, nie
obserwowatam tworzenia sie dietylo fenylo fosforanotriestru. Natomiast te same reakcje wobec
pirydyny zachodzity bardzo szybko i ilosciowo (P NMR). Zatem, rola katalizy nukleofilowej
w reakcji oksydatywnej kondensacji jest niezwykle istotna i decyduje o skutecznosci tworzenia
pozadanych produktéw. Ponadto, pirydyna moze rowniez aktywowa¢ komponent hydroksylowy
poprzez wytworzenie bardziej nukleofilowego anionu alkoksylowego, a wiec dziata¢ takze jako
katalizator zasadowy, co dodatkowo moze przyspieszaé reakcje. W reakcjach, ktore
prowadzitam, H-fosfonianodiestry poddawatamin situ  kondensacji z odpowiednim
komponentem hydroksylowym, w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyng (10%
objetosciowych) i dodatkowo wprowadzatam do reakcji pirydyne wraz z rozpuszczonym jodem,
co sprzyjato szybkiem i efektywnemu tworzeniu fosforanotriestrowych produktéw typu 1™
(< 3 min., NP NMR).
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Na szybko$¢ i wydajnos¢ reakcji oksydatywnej kondensacji wptywata rowniez ilos¢
zastosowanego jodu. W modelowych reakcjach, w ktorych zastosowatam réwnomolowe ilosci
jodu wobec H-fosfonianodiestru, zachowujgc staty nadmiar komponentu hydroksylowego,
kondensacja przebiegata bardzo wolno i po godzinie obserwowatam jedynie kilka procent
powstatego fosforanotriestrowego produktu (OIP NMR). Natomiast stosujgc nieduzy nadmiar
jodu (1.5 - 2 ekw. mol.), reakcja byla zakonczona w ciggu kilku minut, a przy wiekszych
nadmiarach (3-5 ekw. mol.), nawet ponizej 1 minuty. W przypadku syntezy tytutowych diarylo
nukleozydo fosforanéw typu 153, 1.5-2 molowy nadmiar jodu byt wystarczajacy, by reakcje
oksydatywnej kondensacji przebiegaty szybko i praktycznie ilosciowo.

W przeprowadzonych reakcjach oksydatywnej kondensacji stosowatam réwniez
5 molowy nadmiar odpowiedniego komponentu hydroksylowego. Taka ilos¢, niekoniecznie
niezbedna, zabezpieczata przed potencjalnie mozliwym tworzeniem sie symetrycznych
fosforanotriestrow, w reakcji z nieprzereagowanym fenolem pozostatym z poprzedzajacej
kondensacji do H-fosfonianodiestru.

W dodatkowych badaniach modelowych obserwowatam takze, ze na wynik reakcji
utleniania i kondensacji prowadzonych in situ wptywata obecno$¢ poszczegolnych regentow.
| tak, niedostatecznie szybkie dostarczenie odpowiedniego komponentu hydroksylowego do
medium reakcyjnego powodowato, ze wygenerowane zwig”™i posrednie (166 i 167) reagujac
z roznymi nukleofilami obecnymi w Srodowisku reakcji, a takze miedzy soba, generowaty
ztozone mieszaniny trudnych do zidentyfikowania produktow (P NMR). Dlatego
przeprowadzajac reakcje oksydatywnej kondensacji, do arylo nukleozydo H-fosfonianu 161
najpierw dodawatam odpowiedni fenol lub pirydynol (osuszony przez odparowanie z pirydyna)
a w nastepnej kolejnosci, jod w pirydynie. Prowadzac reakcje w taki sposob tzn., w pierwszej
kolejnosci dodajac regent hydroksylowy a nastepnie (po ok. 10 sekundach) jod w pirydynie,
otrzymywatam wszystkie oczekiwane fosforanotriestry typu 153, nie obserwujac tworzenia sie
potencjalnie mozliwych produktéw innych reakcji (P NMR).

Majac dobrze rozpoznane warunki reakcji oksydatywnej kondensacji, techniki ich
wykonania i mozliwie optymalne stosunki reagentow, przystapitam do syntezy wszystkich
planowanych diarylo nukleozydo fosforanotriestrow typu 153. Nukleozydo H-fosfoniany 159
kondensowatam z odpowiednimi fenolami lub pirydynolmi wobec czyimika kondensujgcego
(najczesciej chlorofosforan difenylowy - 1.1 ekw. mol.), w mieszaninie chlorku metylenu
z pirydyng (10% objetoSciowych) [0.1 mmol/Iml], W reakcji uzytam niewielki, lecz
wystarczajacy, 1.1 - 1.2 molowy nadmiar komponentu hydroksylowego (Ar'‘OH) w stosunku do
nukleozydo H-fosfonianu. Reakcje kondensacji zachodzity szybko (< 5 min. i < 20 min.

odpowiednio dla PvCl i DPCP; ~P NMR) i czysto, generujgc arylo nukleozydo
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H-fosfonianodiestry 161 jako jedyne nukleotydowe produkty, ktorych nie izolowatam.
Mieszanine reakcyjng przeniostam do osuszonego przez odparowanie z pirydyng kolejnego
fenolu lub pirydynolu (Ar’OH; 5 ekw. mol.), a nastepnie dodatam jod (2 ekw. mol.) w pirydynie
(Iml), otrzymujac szybko (< 3 min.) i czysto (P NMR) fosforanotriestrowe produkty 153
(Schemat 26). Po zakonczeniu reakcji, nadmiar jodu roztozytam etanotiolem i odparowatam
rozpuszczalniki. Produkty oczyszczatam za pomocg chromatografii na kolumnie wypetnionej
zelem krzemionkowym, stosujac gradient 2-propanolu (o0-10%) w chlorku metylenu, lub na
kolumnie wypetnionej silanizowanym zelem krzemionkowym (faza odwrdcona), stosujac
gradient acetonu (0-40%) w wodzie. Po liofilizacji z benzenu otrzymywatam czyste spektralnie
(™ P-, '"H NMR) i chromatograficznie (TLC, HPLC) zwigJci 153 w postaci biatego

amorficznego proszku, ze $rednigwydajnoscia 65% *°

I czynnik kondensujacy I Ar*OH
EtjiNm O-— P-—-OddN +  ArOH e «  ArO--—---P-—-0ddN
CHjClj/Py 1:/Py
H
159 -e 161 153
ddN= ddl - 159
ddA  -IS9b
ddu - 159¢
AZT -159d Ar* lub Ar~:
TO3-Ac -159%
X=H - 160A Y=H - 160H 160M 160N
4-Cl - 160B 2-Cl - 1601
4-Br - 160C 5-Cl - 160J
4-CN - 160D 2-CHj - 160K
2,4-Cl - 160E 4-CHj - 160L
4-NO? - 160F
3-OH - 160G

Schemat 26. Schemat reakcji otrzymywania diarylo nukleozydo fosforanotriestrow typu 153

metodg oksydatywnej kondensacji wobec jodu

Powyzszg metode i technike wykonania reakcji uzytam z powodzeniem do syntezy
wszystkich zaprojektowanych diarylo nukleozydo fosforanotriestréw, o mocno zr6znicowanych
grupach arylowych. To uniwersalne dla moich potrzeb podejScie, pozwolito mi otrzymywac
wszystkie zwigzki potrzebne do dalszych badan. Podsumowujgc te cze$¢ rozprawy moge
stwierdzi¢, ze opracowatam stosunkowo prostg i efektywna {,,one-pot") metode otrzymywania
diarylo nukleozydo fosforanotriestrow typu 153 a otrzymane zwigzki postuzyty mi do dalszych
badan fizykochemicznych i biologicznych.
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4.2 Trwatos¢ i Sciezki rozktadu diaryto nukteozydo fosforanotriestrow

Jak juz wspomniatam, bardzo waznym aspektem przy projektowaniu potencjalnych
prolekow jest ich trwato$¢ chemiczna i odporno$¢ na degradacje enzymatyczng, decydujgca
o formie, w jakiej zwigzki dotrg do miejsca dziatania. Rozpoznanie sposobu rozkiadu
fosforanotriestrow typu 153 jest sprawg kluczows, gdyz pozwala na ocene czy zwiazki te zdolne
sg do generowania produktow biologicznie aktywnych. Ponadto, na tym etapie mozna probowac
korelowac ich strukture z aktywnoscig anty-HIV i cytotoksycznoscia.

Pierwsze  informacje  dotyczace  trwatosci  diarylowych  fosforanotriestrow
2’,3’-dideoksynukleozyddw 153 uzyskatam badajac ich rozktad w zalezno$ci od pH $rodowiska.
Dane te pozwolity mi wstepnie oceni¢ potencjalng stabilno$¢ diarylowych fosforanotriestrow
w medium fizjologicznym (pH = 7.4) i kierunek ich rozkfadu, ale réwniez dostarczyty mi
wskazoéwek pomocnych w trakcie prac syntetycznych nad tymi zwigzkami. W tym celu
zastosowatam IM bufor fosforanowy KH2POs w zakresie pH = 2 - 9, a proces $ledzitam przy
pomocy HPLC, na przyktadzie modelowego fenylo 3-pirydynylo fosforanotriestru
3’-acetylotymidyny 153eAH. Trwato$¢ tego zwigzku w poszczegdlnym pH okreslitam

wyznaczajac tiz a wyniki tego eksperymentu przedstawitam na wykresie 1.

Wykres 1. Czas potowicznego rozktadu fenylo 3-pirydynylo fosforanotriestru

3’-acetylotymidyny 153eAH w zaleznosci od pH srodowiska

Jak wynika z wykresu, stabilno$¢ badanego fosforanotriestru jest najwyzsza
w $rodowisku o pH = e. Dostarczyto mi to wstepnych informacji, ktore z fosforoestrowych
wigzan jest trwalsze i tjmi samym, ktory fosforanodiester bedzie generowany w przewadze

w warunkach fizjologicznych.
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Nastepnie przebadatam trwato$¢ wszystkich otrzymanych przeze mnie diarylo
nukteozydo fosforanotriestrow typu 153 w medium hodowlanym komdérek, RPMI-1640
(pH = 7.6). Zwigzki inkubowatam w 37"C, a proces ich rozktadu monitorowatam przy pomocy
HPLC. Dla poszczeg6lnych fosforanotriestrow wyznaczytam ti/2, a tworzgce sie podczas ich
hydrolizy produkty identyfikowatam przez dodawanie do prébek odpowiednich wzorcow.
Poniewaz w S$rodowisku RPMI-1640 nie wystepuje aktywno$¢ enzymatyczna, rozktad
fosforanotriestrow zachodzit wylacznie z udziatem hydrolizy chemicznej. Badajac $ciezki
rozktadu analizowanych zwigzkéw (HPLC) obserwowatam $cista zaleznos¢ ich trwatosci
z charakterem grupy arylowej i wiasciwosciami elektronowymi podstawnikow pierscienia
aromatycznego. W przypadku niesymetrycznych fosforanotriestréw, tworzace sie produkty
hydrolizy (Schemat 27) powstawaty w réznych stosunkach (Tabela 3 i 4), co mozna korelowaé

ze zrOznicowaniem grup odchodzacych.

Ar'Q-——-P-—-0ddN  + Ar<OH

162

RPMI RPMI/FBS
Ar'Q---—-P-----0ddN
1 src 3r°c
OArA
P A, At =160 A-N Ar*O-----P—-—--0ddN  + AroH 60
ddN = b - ddA

c-ddU
d-AZT

Schemat 27. Schemat rozktadu diarylo nukteozydo fosforanotriestrow 1~ w RPMI
i arylo nukteozydo fosforanodiestrow 162 w RPMI/FBS, 37°C

Dodatkowo zaobserwowatam, ze trwatos¢ diarylowych fosforanotriestréw typu 153 silnie
zalezy od reszty nukleozydowej. Zwigzki niosace takie samo ugrupowanie diarylo
fosforoestrowe, lecz inny nukleozyd, ulegajg rozktadowi do tych samych produktéw
w poréwnywalnych proporcjach, ale w roznym czasie. Fosforanotriestrowe pochodne ddU i ddA
wykazaty znacznie wieksza stabilnos¢ w pordéwnaniu z odpowiednimi pochodnymi AZT.
Prawdopodobnie, rdznice te sa spowodowane obecnoscig elektronoakceptorowej grupy
3’-azydkowej w AZT, ktdéra pomimo znacznego dystansu, widocznie zwigksza elektrofilowo$¢
centrum fosforowego. Podobne efekty zwigzane 2z podstawnikami w nukleozydzie
obserwowatam w przypadku pochodnych 3’-acetylotymidyny, w ktérych obecno$¢ funkcji

acetylowej wpltywata w widoczny sposob na reaktywno$¢ centrum fosforowego.
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W Tabeli 3 przedstawitam wyniki potowicznego rozkiadu przyktadowych diarylowych
fosforanotriestrow pochodnych 3’-acetylo-3’-deoksytymidyny typu 153e. Zwigzki te uzytam
jako modelowe, i przedstawitam wyniki ich stabilnosci w celu wskazania podobienstw
i wychwycenia roznic, w zaleznosci od rodzaju reszt arylowych i nukleozydowej. Dane
ilustrujgce trwatos¢ i sposéb rozkiadu poszczeg6lnych fosforanotriestrow rozwazanych jako
potencjalne pronukleotydy (153), zamiescitam w Tabeli 4. Dodatkowo przedstawitam uzyskane

przeze mnie wyniki rozktadu diarylowych fosforanotriestrow AZT (153dAA, 153dFF),

opisanych w literaturze (Tabela 4).

Tabela 3. Trwatos$¢ diarylowych fosforanotriestrow 3’-0-acetylo tymidyny typu 153e

Nr
zwigzku

153eAH

153eAJ

153eHH

Tabela 4. Trwatos$¢ diarylowych fosforanotriestrow 2’,3’-dideoksynukleozydéw typu 153b-d

Nr
zwigzku

153dAH

153dAN

153dAM

w RPMI (37°C) oraz produkty ich rozktadu

t,/-(min) Produkty
ddN Ar' Ar'
RPMI rozktadu
162eA > 162eH
TO03’-Ac 924
~3:1
TO03-Ac 753 162eA
Cl
TO03’-Ac 430 162eH

w RPMI (37°C) oraz produkty ich rozktadu

t,/-(min) Produkty
ddN Ar' Ar'
RPMI rozktadu
162dA > 162dH
AZT 3013
~3;1
AZT 770 162dA
162dA > 162dM
AZT 7701

-3:1
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Nr t,/-(min) Produkty
] ddN Ar' Ar'
zwigzku RPMI rozktadu
153dHN AZT 295 162dH
153dHH AZT 513 162dH

162dH > 162dM

153dHM AZT 990 1
153dMM AZT 1925 162dM
162dM > 162dN
153dMN AZT 307
~4:1
162cA=>162cH
153cAH ddu 3850
~3:1
153cAN ddu 1610 162cA
162¢G > 162cH
153cGH ddu 2475
21
153cHN ddu 420 162cH
162bA>162bH
153bAH ddA 5331
~3:1
trwaty
153dAA AZT )
(6dni)
162dF/AZT 3
153dFF AZT 86 "

Na podstawie uzyskanych wynikdw moge stwierdzi¢, ze wszystkie zaprojektowane
I otrzymane diarylo nukteozydo fosforanotriestry typu 153 ulegajg rozktadowi do odpowiednich

fosforanodiestrow, a czas ich potowicznego rozkfadu w wiekszosci przypadkéw mozna
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korelowa¢ z wartoscig pKa reszty arylowej. W serii fosforanotriestrowych pochodnych
zawierajagcych grupe 3-pirydynylowg a rdézne podstawniki fenylowe, najnizsza trwatos¢
obserwowatam w przj*adku pochodnych 4-cyjano- (153dDH) i 2,4-dichlorofenylowych
(153dEIl). Te najbardziej kwasowe sposrdd badanych fenoli, z podstawnikami silnie
wyciggajacymi elektrony, okazaty sie najlepszymi grupami odchodzacymi i dlatego w wyniku
ataku nukleofilowego czasteczki wody na centrum fosforowe tworzyt sie fosforanodiester
3-pirydylowy 162dH jako jedyny produkt. Wptyw podstawnikow na labilno$¢ wigzania
fosforoestrowego widoczny jest réwniez w przypadku serii pochodnych z r6znymi grupami
3-pirydynylowymi. Obecnos¢ atomu chloru w pierscieniu 3-pirydynylowym znacznie obniza tiz
fosforanotriestrow 153dAl i 153dAJ w poréwnaniu z 153dAH. Z kolei fosforanotriestry
z metylowymi podstawnikami, indukcyjnie dostarczajacymi elektrony do pierScienia
3- pirydynylowego (153dAK i 153dALj okazaly sie by¢ wyraZiue trwalsze. Wysoka stabilnos¢
fosforanotriestru 153dAK moze by¢ najprawdopodobniej zwigzana z zawadg przestrzenng
wnoszong przez grupe metylowa w pozycji orto, co moze utrudnia¢ dostep i substytucje na
atomie fosforu. W przypadku hydroksypirydynylowch pochodnych, najmniejszg trwatos¢
wykazujg fosforanotriestry z resztg 4-pirydynylowa, a stabilno$¢ fosforanotriestrow ze wzgledu
na rodzaj fosforoestrowej grupy pirydynylowej mozna przedstawi¢ w nastepujacym szeregu:
Py-2 > Py-3 > Py-4. Bez wiekszego ryzyka mozna przyja¢, ze za wysoka labilnos¢ wigzania
fosforoestrowego 4-pirydynylowych pochodnych odpowiada kwasowy charakter 4-pirydynolu
(pKa=7.74)."~

Dodatkowo przebadatam trwato$¢ i sposob rozktadu difenylo (153dAA) i di-para-
nitrofenylo (153dFF) fosforanotriestrow AZT. Zwiazki te, jak opisatam we Wstapie
Literaturowym, zostaty otrzymane i przebadane przez C. McGuigana. Chciatam jednak
poréwnac¢ podatno$¢ na hydrolize tych zwigzkdéw, z fosforanotriestrami otrzymanymi przeze
mnie, w tych samych warunkach. Zgodnie z przewidywaniami, opisana niska aktywno$¢
difenylowego fosforanotriestru AZT 153dAA (ECso = 0.3 pM) mogta by¢ zwigzana ze znaczng
stabilnos$cig tego zwigzku, ktory w trakcie przeprowadzonych przeze mnie badan pozostawat
niezmieniony przez ponad 6 dni (RPMI-1640). Z kolei wysokiej aktywnosci
di-4-nitrofenylowego fosforanotriestru AZT 153dFF towarzyszyta wysoka toksycznosc.
Zgodnie z tym, co opisat C. McGuigan, wynika ona z toksyczno$ci uwalnianego 4-nitro-fenolu
i AZT™°. Istotnie, badajagc rozktad tej pochodnej, obserwowatam powstawanie
4-nitrofenylowego fosforanodiestru 162dF, ktéry szybko generowat nukleozyd (tiz = 86 min).
Majac na uwadze, ze zaden z zaprojektowanych fosforanotriestréw nie jest tak trwaty jak

153dAA. ani nie generuje wolnego nukleozydu jak 153dFF, a powstajgce z ich rozkiadu
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fosforanodiestry sg substratami dla komérkowych enzymoéw hydrolizmjacych, to by¢ moze
zwiagzki te moga by¢ rozwazane jako potencjalne pronukleotydy.

Podsumowujgc, badania nad trwatoscig i sposobem rozktadu diarylo nukleozydo
fosforantriestrow typu 153 w medium hodowlanym komorek wskazujg, ze produktami ich
chemicznej hydrolizy sa rézne fosforanodiestry, oraz fenole i hydroksypirydyny. Szerokie
spektrum  grup arylowych z  réznymi  podstawnikami  elektronoakceptorowymi
i elektronodonorowymi pozwala modulowaé wiasciwosci tych zwigzkéw, przez dobor
rozmaitych podstawnikow. Na podstawie uzyskanych wynikow moge stwierdzi¢, ze
zastosowanie roznych reszt arylowych pozwala kontrolowa¢ reaktywnos¢ fosforanotriestrow, co

z calg pewnoscig warto wzig¢ pod uwage projektujac nowego typu proleki.

4.3 Lipofilowos¢ diarylo nukleozydo fosforanotriestrow

Aktywno$¢ biologiczna zwig™ow chemicznych powigzana jest bezposSrednio
z ich wiasciwosciami fizykochemicznymi. Jedng z istotniejszych wiasciwosci zwigzkdw
biologicznie aktywnych jest ich lipofilowo$¢. Cecha ta charakteryzuje powinowactwo czasteczKi
do fazy lipidowej i wodnej a jej miarg jest wspdtczynnik podziatu P (najczesciej wyrazany

w formie logarytmu), definiowany jako:

stezenie zwigzku w 1-oktanolu

stezenie zwigzku w roztworze wodnym

Jak zatem wynika z przedstawionego réwnania, zwigzki 0 wyzszym wspétczynniku podziatu P
(lub logP) cechuje wieksza lipofilowos¢. Standardowym rozpuszczalnikiem stosowanym do
wyznaczania wspotczynnika podziatu jest 1-oktanol, poniewaz sposrod wielu ukfadow
modelowych odpowiada on najbardziej uktadowi faz polarnych i niepolamych.~ Lipofilowos¢
jest istotnym czynnikiem charakteryzujgcym zachowanie sie zwigzku chemicznego in vivo,
i pozwala wstepnie oceni¢ jego zdolno$¢ do ,,rozpuszczania” w ustroju oraz zdolno$¢ do
penetracji przez btony biologiczne (komorkowe czy BBB). Zwig™i o zbyt wysokiej
hydrofilowosci nie sg zdolne do przenikania przez blony biologiczne i czesto sg wydalane
z ustroju w niezmienionej postaci. Z kolei zwigzki zbyt lipofilowe majg wysoki potencjat
biokumulacji, sg nierozpuszczalne w osoczu i réwniez niezdolne do pokonania dwuwarstwowej
btony komorkowej, w ktérej mogg by¢ zatrzymywane. Jedynie zwig™i o zréwnowazonych

wiasciwosciach lipofilowo-hydrofilowych posiadajg umiejetnos¢ przenikania przez btony
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biologiczne. Dlatego przy projektowaniu zwigzkéw biologicznie aktywnych istotnym
zagadnieniem jest okreslenie wspdtczynnika podziatu.

Projektujac diarylo nukleozydo fosforanotriestry typu 153 zaktadatam, ze odpowiednio
zrownowazony charakter lipofllowo-hydrofilowy tych zwigzkéw moze by¢ osiggniety przez
zastosowanie roznych grup arylowych. Poniewaz pierScien fenylowy wnosi znaczng
lipofilowo$¢, dla zréwnowazenia wprowadzatam do ich struktury pierScien pirydynylowy,
posiadajacy fragmenty hydrofitowe (endocykliczny atom azotu). Aby przekonac sie o tym, czy
tak zaprojektowane zwigzki spetnity przyjete zatozenia, w pierwszej kolejnosci wyznaczytam
wspotczynniki - podziatu dla fosforanotriestrow bis-3-pirydynylowego 153dHH. fenylo
3-pirydynylowego 153dAH i bis-fenylowego 153dAA

Wspotczynnik podziatu mozna wyznaczy¢ doswiadczalnie np. przez pomiar wzglednej
rozpuszczalno$ci w uktadzie 1-oktanol/woda lub mozna okre$li¢ drogg teoretycznych obliczen
(obliczajac  woéwczas tzw. ClogP), przy wykorzystaniu programow komputerowych. Dla
wspomnianych zwigzkow wyznaczytam wspotczynnik podziatu w uktadzie 1-oktanol/woda. Na
podstawie uzyskanych wynikéw (Rysunek 31) mogtam stwierdzi¢, ze pochodna fenylo
pirydynylowa 153dAH posiada wyzszy wspOtczynnik partycji  anizeli  pochodna
bis-pirydynylowa 153dHH, i tak jak zakladatam, najwiekszg lipofilowoScig cechuje sie
fosforanotriester bis-fenylowy 153dAA. Wprowadzenie pierscienia pirydynylowego do struktury
zaprojektowanych diarylowych fosforanotriestrow wyraznie wptyneto na wzrost hydrofilowosci
tych zwigzkéw. Dzieki temu moge stwierdzi¢, ze zwigzki te beda rozpuszczalne w ptynach
ustrojowych, co przy projektowaniu zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym
moze mie¢ wplyw na szybko$¢ uwalniania substancji leczniczej. Obecno$¢ pierscienia
fenylowego wptyneta z kolei na wzrost lipofilowosci, co moze pozwoli¢ tym zwigzkom na
pokonywanie bton biologicznych. Uwazam, ze d”~c do optymalnej lipofilowosci potencjalnych

prolekow, diarylowe fosforanotriestry typu 153 jak najbardziej moga spetniac to kryterium.

/ V,-Lo [ VO-L..

153dAH IS3dAA
logP =-0.13 logP = 0.4

Rysunek 31
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Dodatkowo, dla wszystkich otrzymanych przeze mnie fosforanotriestréw typu 153

wyznaczytam teoretyczny wspotczynnik podziatu. W swoich badaniach korzystatam z metody

obliczeniowej firmy BioByte (ClogP), a struktury odpowiednich zwigzkoéw optymalizowatam

przy pomocy programu ChemDraw Ultra 8.0. Metoda ClogP bazuje na specyficznych

algorytmach, ktére sg stale weryfikowane i recenzowane, po to by dostarczaly najbardziej

wiarygodne wyniki. Wyniki tych obliczen (ClogP) dla poszczeg6lnych diarylo nukleozydo

fosforanotriestréw zamie$citam w Tabeli 5.

Tabela 5. Teoretyczna lipofilowo$¢ (ClogP) diarylo nukleozydo fosforanotriestréw typu 153

Nr
153dAH 153dAM
zwiazku

Ar'

Arh

ClogP 2.0483 2.0483

Nr
) 153dGH 153dGN
zwigzku

Ar'

OH OH

Ar'

ClogP 15258 15258

Nr
153dKK 153dHH
zwigzku

Ar'

Ar'

ClogP 1.8166 0.8186

153dAN

N
2.0483

153dAl

2.6018

153dHM

0.8186

153dBH

2.8397

153dAJ

2.8318

153dHN

0.8186

153dCH

2.9897

153dAK

2.5473

153dMM

0.8186

153dDH

1.6633

153dAL

153dMN

0.8186

153dEH

3.3501

153dLL

153cAH

0.9763
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Nr
) 153cAN 153cGH 153cHN 153bAH 153dAA 153dFF I(AZT)
zwigzku
Ar'
Ar'
ClogP 0.9763 0.4538 -0.2534 1.2328 2.7743 2.7683 0.0435

Uzyskane metodg obliczeniowg wartosci wspotczynnikow podziatu wyraznie réznig sie
od tych wyznaczonych eksperymentalnie. Cho¢ metody tego typu sa stosowane przez wielu
badaczy, otrzymane przeze mnie wyniki wskazujg, jak znacznie mogg by¢ one odmierme
w zaleznosci od zastosowanego podejscia. Niemniej jednak na podstawie obliczonych
wspotczynnikdéw podziatu moge stwierdzié, ze zachowana zostata zaktadana tendencja obnizania
lipofilowosci przez fosforoestrowe grupy pirydynylowe i jej wzrostu przez grupy fenylowe.
Rowniez i w tym przypadku pochodne fenylo pirydynylowe 153AH posiadajg wyzszy
wspotczynnik partycji  anizeli np. pochodne bis-pirydynylowe 153HH. Analogicznie,
wyznaczone przeze mnie wartosci ClogP dla literaturowo opisanych fosforanotriestrow
bis-fenylowych 153dAA i 153dFF sa wyzsze w pordéwnaniu z pochodnymi zawierajgcymi
w swej strukturze fosforoestrowg grupe pirydynylowa. Z obliczonych wartosci ClogP wynika
takze, ze na wzrost wspotczynnika podziatu wptywa obecno$¢ metylowych podstawnikéw
(w pochodnych 153dAK. 153dAL, 153dKK. 153dLLj w pierScieniu pirydynylowym, czy
halogenowych, a ich udziat jest wyraZznie zaznaczony zaroéwno dla pochodnych fenylowych
(153dBH. 153dCH. 153dEH) jak i pirydynylowych (153dAl. 153dAJ). Wyrazne rdznice
w wartosciach ClogP widoczne sg takze w zaleznosci od reszty nukleozydowej. 1 tak, pochodne
ddU (153c) charakteryzuje znacznie nizsza lipofilowo$é anizeli pochodne ddA (153b) czy AZT
(153d). Najnizsza warto$¢ wspotczynnika partycji metoda ClogP otrzymatam dla pochodnej ddU
posiadajacej dwie reszty pirydynylowe (153cHN) o niskiej lipofilowosci. Wynik ten mozna
ttumaczy¢ wysoka hydrofilowoscig ddU, ktdrej wspdtczynnik lipofilowosci, wedtug uzyskanych
przeze mnie obliczen, wynosi ClogP = -1.2335.

Na podstawie wyznaczonych wspétczynnikdw podziatu moge wnioskowac, ze znakomita
wiekszos¢ przygotowanych przeze mnie diarylo nukleozydo fosforanotriestrow typu 153 posiada
odpowiednio  zréwnowazony  charakter  lipofllowo-hydrofilowy, umozliwiajacy ich

rozpuszczalno$¢ w ptynach ustrojowych i nadajacy im zdolnosci do przenikania przez btony






biologiczne. Sadze, ze przedstawione wyniki upowazniajg mnie do wyrazenia opinii, ze opisane
w mojej rozprawie diarylo nukleozydo fosforanotriestry typu 153 majg szanse przenikania przez

btony komorkowe i dziatac jako pronukleotydy anty-HIV.

4.4 Aktywnoé¢ anty-HIV i cytotoksycznosé diarylo nukleozydo fosforanotriestrow -
komentarz

Po  zaprojektowaniu, otrzymaniu i  przebadaniu  niektérych  wiasciwosci
fizykochemicznych diarylo nukleozydo fosforanotriestrow, kolejny etap obejmowat okreslenie
ich wiasciwosci biologicznych. Aktywno$¢ anty-HfV oraz cytotoksycznos¢ wybranych
fosforanotriestrow 153 zostata wyznaczona w Cagliari we Wtoszech (grupa prof. P. La Colla).
Badania byty prowadzone na komdrkach MT-4 zainfekowanych dzikim szczepem wirusa HIV-1
(wtiiiB oraz wtinRp), a AZT byt stosowany jako zwigzek referencyjny. Dodatkowo,
przeprowadzono badania na komdrkach MT-4 zainfekowanych lekoopomymi szczepami HfV-I,
jak EFY*" (oporne na efawirenz) oraz posiadajgce mutacje Y181C, K103N/Y181C, a takze AZT*"
(oporne na AZT) i MDR-1 (oporne na leki wielosktadnikowe). Poniewaz w tych badaniach nie
bratam udziatu, wyniki zamieScitam w suplemencie niniejszej rozprawy.

Kolejno otrzymywane wyniki aktywnosci anty-HIV i cytotoksyczno$ci pozwolity mi na
biezaco weryfikowac stusznos¢ wybranego kierunku syntezy oraz ukierunkowac projektowanie
kolejnych zwigzkdw. Na podstawie otrzymanych danych o aktywnosci anty-HIV, prébowatam
znalez¢ zaleznoSci pomiedzy strukturg zwig™u a jego aktywnosScig biologiczng
| cytotoksycznoscia.

Wszystkie badane diarylo nukleozydo fosforanotriestry wykazujg znaczny potencjat anty-
HIV. Wsréd fosforanotriestrowych pochodnych AZT 153d aktywno$¢ przeciwwirusowa
porownywalng do AZT wykazujg najmniej trwate (RPMI) zwigzki 153dAN. 153dDH. 153dEH.
153dGN, 153dHN. 153dHH czy 153dKK (tiz 174-1034 min.). W przypadku pochodnych
zawierajagcych rozne fosforoestrowe grupy fenylowe, efekt ten jest szczegdlnie widoczny
w fosforanotriestrach posiadajgcych najbardziej kwasowe reszty arylowe (pKa = 7.85 i 7.95 dla
153dEH i 153dDH odpowiednio). Podobne wnioski mogtam wysung¢ na podstawie uzyskanych
wynikéw aktywnosci anty-HIV pochodnych posiadajacych rézne fosforoestrowe grupy
pirydynylowe, spos$rod ktérych najwyzsze aktywnosci biologiczne posiadaty fosforanotriestry
153dAN. 153dHN z kwasowg reszta 4-pirydynylowa (pKa = 7.74). Na uwage zastuguja rowniez
dipirydynylowe pochodne 153dHN i 153dHH. ktére w odréznieniu od difenylowego
fosforanotriestru 153dAA (opisany literaturowo) posiadajg znaczny potencjat antywirusowy

(EC50 = 0.01 pM i 0.02 pM vs 0.3 pM, odpowiednio). Nasuwa sie stad wniosek, ze skoro
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wysokiej aktywnosci anty-HIV  towarzyszy nizsza trwatos¢ zwig”u, odpowiednio
zaprojektowany  fosforanotriester typu 153 powinien posiada¢ przynajmniej jedng
z fosforoestrowych grup arylowych o pKa nizszym od fenolu (pKa = 9.98).

W powyzszej dyskusji probowatam korelowa¢ aktywno$¢ anty-HIV badanych
fosforanotriestrow 153 z ich podatnoscig na hydrolize chemiczng. Bez odpowiedzi wcigz
pozostaje zasadnicze pytanie, czy badane diarylo nukleozydo fosforanotriestry dziatajg jako
pronukleotydy? Jak opisatam we Wstepie Literaturowym, doskonatym narzedziem
rozstrzygajagcym te kwestie jest przebadanie pochodnej ddU o analogicznej strukturze co
analizowana pochodna, np. AZT. ddU nie jest substratem dla kinaz komorkowych i nie moze
by¢ przeksztatcana w 5’-fosforan. Natomiast, jesli fosforanowa pochodna ddU jest aktywna, to
wskazuje to jednoznacznie, ze do komorki wnika chroniony fosforan ddU, ktory dalej
przeksztatcany, bez udziatu nukleozydowych kinaz komorkowych, dziata jako typowy
pronukleotyd. Badania diarylowych fosforanotriestrow ddU 153c wykazaty, ze zwigzki te
inhibujg namnazanie HIV, co jest silnym dowodem na to, ze pochodne o takiej aranzacji reszty
fosforanowej sgpronukleotydami.

Poniewaz projektowany w koncepcji proleku zwigzek, ani jego metabolity, nie moze
wykazywaé cytotoksycznosci, rowniez i ta whasciwos¢ dla fosforanotriestrow 153. oraz fenoli
I pirydynoli zostata przebadana przez grupe prof. P. La Colla. Uzyskane wyniki wskazujg ze
zaden sposrod  wszystkich badanych komponentéw hydroksylowych nie wykazuje
cytotoksycznosci w stezeniu ponizej 100 pM. Znakomita wiekszos¢ diarylo nukleozydo
fosforanotriestrow 153 rowniez nie wykazata toksycznosci. Jedynie pochodne 153dCH
i 153dDH posiadaty zauwazalng cytotoksyczno$¢ (CCso < 100 pM), ktéra mogtaby pochodzic¢
z uwalnianych fenoli, cho¢ wbrew oczekiwaniom, gdyz poszczeg6lne fenole okazaty sie byé
nietoksyczne.

Podsumowujac, analiza wynikéw aktywno$ci wirusowej otrzymanych przeze mnie
diarylo nukleozydo fosforanotriestrow typu 153. bedacych przedmiotem rozprawy, pozwala
postulowa¢, ze zwigzki te mozna traktowaC jako nowe pronukleotydy anty-HIV lub ich
prekursory. Musze w tym miejscu zwroci¢ uwage, ze nie wiem, jaka porcja badanego zwigzku
whnika do komorek i ulega metabolizmowi szlakiem pronukleotydowym. Zdaje sobie sprawe, ze
ta cze$¢ zwigzku, ktora wczesniej ulegta hydrolizie do odpowiedniego fosforanodiestru nie traci
wiasciwosci pronukleotydu, ze wzgledow wczesniej w tej rozprawie omawianych. Ta sprawa
jest pospolita w badaniach, jakie sg tutaj dyskutowane. Wiadomo jest, ze uzyskanie dokfadnej
odpowiedzi na pytanie, jaka cze$¢ zwigzku dziata w komdrce w formie, w jakiej zostat podany,

jest bardzo trudne i wymaga zwykle bardzo kosztownych badan in vivo. Nie potrafie wskazac
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prac z obszaru dyskutowanej materii, w Ktorych na powyzej postawione pytanie uzyskano
jednoznaczna odpowiedz.

5. Diarylo dinukleozydo rezorcynylo difosforanotriestry

Pomysine wyniki syntezy i wiasciwosci diarylowych fosforanotriestréw posiadajacych
pirydynylowe grupy maskujace reszte fosforanowg (153) zachecity mnie do zaprojektowania
i otrzymania dinukleotydowych analogéw 2’,3’- dideoksynukleozydow typu 1/ czy 169
(Rysunek 32), o jak sie spodziewatam, interesujacych wiasciwosciach biologicznych.

Projektowane w koncepcji potencjalnych pronukleotydéw, diarylo dinukleozydo
rezorcynylo difosforanotriestry 168 i 169 wydawaly sie byC ciekawymi zwigzkami, gdyz
ulegajac degradacji do dwdch prekursoréw zwigzkéw biologicznie aktywnych, w wyniku
dalszych przemian, dostarczatyby do komdrki pozadany 5’-monofosforan AZT 12 w podwojnej
ilosci. Dodatkowo, poprzez wczesniejsze doSwiadczenia nad wspierang jodem reakcja
oksydatywnej kondensacji H-fosfonianodiestréw z 0-nukleofilami, spodziewatam sie otrzymac
rownie zadawalajgce rezultaty w uktadzie, w ktorym zaangazowane sg dwa centra fosforowe.
Aby sie o tym przekona¢, majac jednoczesnie na uwadze ciggtg potrzebe poszukiwania nowych
zwigzkow aktywnych przeciwko wirusowi HIV, przystagpitam do syntezy diarylo dinukleozydo
rezorcynylo difosforanotriestrow.

5.1 Synteza fosforanéw dinukleozydowych

Planujac synteze dinukleozydowych fosforandw wybratam podejscie, ktore znakomicie
sprawdzito sie w celu otrzymania diarylowych fosforanotriestrow typu 153, a mianowicie
kondensacja nukleozydo H-fosfonianu z odpowiednim fenolem wobec czynnikéw

kondensujgcych, a nastepnie utlenienie powstatego

nukleozydo  H-fosfonianodiestru i kondensacja =~ g o
z kolejnym komponentem hydroksylowym. dANGoee JIJ _____ \ N e r|lp| _____ OddN
Projektujagc  zwigzki 168 1 17 postanowitam OAr OAr
zastosowaé 1,3-dihydroksybenzen (rezorcynol) jako
wspélng  grupe arylowg dla obu  funkcji PSR LA A
fosforanowych, ktéra moglaby stuzyé jako tacznik diN=ALT
pomiedzy dwoma jednostkami nukleotydowymi.

Rysunek 32

Podejmujac badania nad opracowaniem warunkow
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syntezy dinukleozydowych difosforanotriestrow spodziewatam sie, ze ze wzgledu na
rownocenno$¢ obu centr nukleofilowych w czasteczce rezorcynolu, stosowanie odpowiednich
nadmiaréw reagentdbw pozwoli mi otrzymywaé pozadane produkty na drodze szybkich
I wydajnych reakcji.

W pierwszym etapie syntezy diarylo dinukleozydo rezorcynylo difosforanotriestrow (168
I 169) skondensowatam H-fosfonian nukleozydowy 159 (stosujac jego nadmiar, 2.5 ekw.)
z rezorcynolem 160G wobec chlorofosforanu difenylowego. Przy zastosowanym nadmiarze
H-fosfonianu nukleozydu reakcja kondensacji do symetrycznego dinukleozydo rezorcynylo
di-H-fosfonianodiestru HO (Schemat 28) zachodzita szybko i czysto (10 min., ~P NMR).

HOM ,OH
DPCP
AZT O-----P-—--0
CHjCli/Py
H
159d 160G
1j/Py
1
ArOH
] I
AZT O-P--~-0O_  __.QwwePeem-
% ~ 0P OAZT
| i
OAr OAr [ y
Ar:
168 ; Ar= 160H 160H 160N

169: Ar=-160N

Schemat 28. Schemat syntezy diarylo dinukleozydo rezorcynylo difosforanotriestrow 168 i 1

W przypadku, gdy stosowatam mniejsze nadmiary (2.1 ekw.) H-fosfonianowego substratu,
wspomniane dinukleozydo rezorcynylo di-H-fosfonianodiestry tworzyty sie z wydajnoscig 80%
(MP NMR). Pozostatg czes¢ nukleotydowych produktow obserwowanych w widmach ~*P NMR
stanowity zwigzki generujgce sygnaty rowniez w regionie ok. 5 ppm, ktérych uktad sygnatow
wskazywat na obecno$¢ wiagzania P-H, ze stalg sprzezen 'Jhp wynoszgca ok. 720 Hz
charakterystyczng dla wiekszosci diestrow H-fosfonianéw. Na podstawie tych informacji
mogtam przypuszczaé, ze uzyty nadmiar nukleozydo H-fosfonianu jest niewystarczajacy do
iloSciowgo otrzymania pozgdanych produktow, w wyniku czego generowane sg rowniez
rezorcynylo nukleozydo H-fosfoniany typu 1”. Poniewaz izolacja tego typu produktow jest
niemozliwa ze wzgledu na ich nietrwatos¢, strukture zakiladanych produktéw ubocznych

dowiodtam przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej wygenerowanego w odrebnej syntezie
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rezorcynylo nukleozydo H-fosfonianodiestru typu 161 (jednakowe przesuniecie chemiczne
i stata sprzezen). W kolejnym etapie otrzymywania dinukleozydowych fosforanotriestrow,
odpowiednio wygenerowany dinukleozydo rezorcynylo di-H-fosfonian 170 traktowatam jodem
w bezwodnej pirydynie i dodawatam nadmiar pirydynolu. Dinukleozydowe di-H-fosfoniany
typu 170 w reakcji oksydatywnej kondensacji z pirydynolem w obecnosci jodu szybko (< 3 min.,
%p NMR) prowadzity do docelowych diarylo dinukleozydo rezorcynylo difosforanotriestrow
168 i 169 (Schemat 28), ktdre po izolacji na zelu krzemionkowym otrzymywatam z dobrymi
wydajnosciami (ok. 70%).

Jak wykazaly wyniki badan nad trwatoScig niesymetrycznych diarylowych
fosforanotriestrow typu 153. struktura tworzacych sie produktéw rozktadu silnie zalezy od
wiasciwosci  fosforoestrowych grup opuszczajacych. Réwniez w  przypadku diarylo
dinukleozydo rezorcynylo difosforanotriestrow spodziewatam sie, ze zr6znicowany charakter
elektronowy grup arylowych w ich czasteczce, bedzie miat wplyw na fatwos¢ pekania
poszczegoOlnych wigzan P-0 w czesci fosforoestrowej podczas ataku czgsteczki wody na atom
fosforu. Poniewaz w przypadku pirydynylo rezorcynylowych fosforanotriestrow typu 153 udziat
hydrolizy wigzania fosforoestrowego jest znacznie wiekszy, gdy grupg arylowg jest 3- lub 4-
pirydynol rezorcynol zaktadatam, ze podobne rezultaty uzyskam badajgc hydrolityczng
stabilno$¢ diarylo dinukleozydo rezorcynylo difosforanotriestrow 168 i 169. Biorgc pod uwage
mozliwy sposéb rozktadu omawianych zwigzkow postanowitam zsyntetyzowac dinukleozydo
rezorcynylo difosforanodiester 171 (Schemat 29) oraz pochodng arylo dinukleozydo rezorcynylo
difosforanoestru typu 172 (Schemat 30), jako potencjalne produkty rozktadu zwigzkéw 168
i 169. Otrzymanie pochodnych 171 i 172 pozwolito mi w pozniejszych badaniach na lepsze
poznanie sposobu rozkladu zaprojektowanych dinukleozydowch fosforanéw 1 i oraz
identyfikacje tworzacych sie produktow ich rozpadu.

Dinukleozydowy difosforanodiester typu 171 otrzymatam w kondensacji H-fosfonianu
AZT 159d uzytego w nadmiarze (2.5 ekw.) z czasteczka rezorcynolu wobec chlorku piwaloilu
jako aktywatora. Nastepnie powstaty dinukleozydo rezorcynylo di-H-fosfonian typu 170
utleniatam jodem wobec wody otrzymujac szybko i czysto (< 3 min, * P NMR) pozadany
produkt p = -6 ppm). Wygenerowany w ten sposob dinukleozydo rezorcynylo
difosforanodiester 171 (Schemat 29) oczyszczatam na zelu krzemionkowym otrzymujac czysty
spektralnie (P NMR, 'H NMR) i chromatograficznie (HPLC) produkt.






V. WYNIKI | DYSKUSJA 94

HOv "OH
PvCI
AZTO-----P-—-0O' .
| CHzClj/Py
A
159d 160G
li
0 0 Py/HjO
AZTO-=-P--—=- 0% /O E ----- OAZT
o}

171
Schemat 29. Schemat syntezy dinukleozydo rezorcynylo difosforanodiestru typu 171

Obecno$¢ wolnej grupy hydroksylowej w czeSci rezorcynylowej czasteczKi
fosforanotriestru typu 153GH pozwolita mi na wykorzystanie tego zwigzku jako komponentu

nukleofilowego w syntezie pochodnej 172 (Schemat 30).

AZTO— P—0- *

H

1S9d

Schemat 30. Schemat syntezy 3- pirydylo dinukleozydo rezorcynylo difosforanoestru 172

W pierwszym etapie syntezy 3-pirydylo dinukleozydo rezorcynylo difosforanoestru 172
kondensowatam nukleozydo H-fosfonian 159d z 3-pirydynylo rezorcynylo fosforanotriestrem

AZT 153dGH wobec chlorku piwaloilu jako aktywatora. H-fosfonian AZT reagowat
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z fosforanotriestrem szybko i po ok. 10 min. w widmie P NMR obserwowatam catkowite
przereagowanie substratu. Utlenienie wygenerowanego 3-pirydynylo dinukleozydo rezorcynylo
H-fosfoniano-fosforanu typu 173 (Schemat 30) jodem w obecnosci wody pozwolito mi na
efektywne otrzymanie pozadanego 3- pirydylo dinukleozydo rezorcynylo difosforanoestru 172.
ktory w widmie P NMR generowat sygnaty Swiadczace o obecnosci dwdch réznych centr
fosforowych w czasteczce 172. przy 5p = -6 ppm (cze$¢ fosforanodiestrowa) i 5p = -11 ppm
(cze$¢ fosforanotriestrowa) o integracji 1:1. Po zakonczeniu reakcji (< 5 min.,, P NMR),
oczyszczeniu na zelu krzemionkowym i liofilizacji otrzymatam czysty produkt 172
z wydajnoscig 80%, ktory mogt mi postuzy¢ w dalszych badaniach.

Sadze, ze opisane powyzej procedury mozna traktowac jako uniwersalne metody syntezy
dinukleozydowych fosforanéw typu 17, 17, 171. czy 172. Zarbwno w reakcjach
H-fosfonianéw nukleozyddéw 2z rezorcynolem jak i z fosforanotriestrowymi pochodnymi
rezorcinolu, mogtam szybko i czysto (“P NMR) generowac¢ in situ dinukleozydowe
di-H-fosfoniany 170 lub H-fosfoniano-fosforany 173. ktére w kolejnym etapie tatwo tworzyty
planowane  difosforanowe  pochodne.  Dodatkowo,  zastosowanie  rezorcynylowych
fosforanotriestrow typu 153. jako komponentoéw hydroksylowych, otwiera mozliwo$¢ syntezy
wielu interesujgcych pochodnych dinukleotydowych, posiadajgcych w swej strukturze np. dwa
rozne anty-wirusowe nukleozydy, co moze stanowi¢ cenng wskazéwke ukierunkowujacg
projektowanie nowego typu prolekéw. Wykorzystanie metod opartych na reakcji oksydatywnej
kondensacji wobec jodu, pozwolito mi w sposéb kontrotowany, w warunkach ,,one-pot",

efektywnie otrzymywac pozadane dinukieotydowe produkty, gotowe do dalszych badan.

5.2 Wiasciwosci dinukleozydowych difosforanow

Diarylo dinukleozydo rezorcynylo difosforanotriestry 168 i 169 zostaty zaprojektowane
jako potencjalne pronukleotydy, zdolne do dostarczenia do komarki, aktywnego przeciwko HIV,
5’-fosforanu 2’,3’-dideoksynukleozydu 12 Aby sie o tym przekona¢, przystapitam do
169 i 172.

Badajac sposob rozktadu analizowanych pochodnych (za pomocg HPLC) w RPMI-1640,
obserwowatam $cistg zalezno$¢ ich trwatosci od charakteru grupy arylowej. Podobnie jak
w przypadku diarylowych fosforanotriestrow 1J3, udziat hydrolizy wigzania fosforoestrowego
jest znacznie wiekszy, gdy grupg arylowajest 4-pirydynol anizeli 3-pirydynol. Dlatego znacznie
nizszg trwato$¢ obserwowatam w przypadku di-4-pirydynyto dinukleozydo rezorcynylo

difosforanotriestru 169 anizeli w przypadku di-3-pirydynylowej pochodnej 168 (ti2 = 608 min.
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V5 1034 min.). Dodatkowo, rodzaj generowanego produktu hydrolizy zwigzkow 168 i 169 zalezy
od pKa grupy odchodzacej. | tak, poprzez atak nukleofilowy czasteczki wody na centra
fosforowe w dinukleotydowych pochodnych 168 i 169. tworzyty sie gtdwnie rezorcynylowy
fosforanodiester 162dG oraz dinukleozydo rezorcynylo difosforanodiester 171 a nie pochodne
zawierajgce bardziej kwasowe grupy pirydynylowe, np. 162dH (Schemat 31).

AZTO— IT-----O. .O----P-———-OAZT
OAr OAr
Ar=
168; Ar= 160H
IM; Ar= 160N
RPMI
37"C
-OAZT AZTO-----P-----O" ,OH

OAr

12
Schemat 31. Sposdb rozktadu dinukteozydowych difosforanéw

W nastepnej kotejnosci przebadatam trwato$¢ i sposdb rozktadu dinukleozydowych
fosforandéw 171 i 172 w Srodowisku aktywnosci enzymatycznej (RPMI/FBS). Ich podatno$¢ na
hydrolize z udziatem enzyméw, byta istothym czynnikiem warunkujgcym o potencjalnej

mozliwosci przeksztatcenia w komorce zaprojektowanych dinukleotydowych pochodnych.
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w monofosforan AZT 12. Rozkiad zwigzkéw 171 oraz 172 do AZTMP 12 w RPMI/FBS
(Schemat 31) zachodzit odpowiednio w ciggu tiz = 2475 min. i 172 min. Na podstawie
uzyskanych wynikdw moge stwierdzi¢, ze obie pochodne, 171 i 172, sg substratami dla
fosfodiesteraz obecnych w FBS i prawdopodobnie takze w komorkach moga by¢ przeksztatcane
w pozadany w pronukleotydowym podejsciu AZTMP 12,

Aktywnos¢ anty-HIV i cytotoksycznos¢ dinukleotydowych pochodnych AZT 168. 169
i 172 zostaty wyznaczone przez grupe prof. P. La Goita. Wyniki badan biologicznych wykazaty
duza zdolno$¢ do hamowania replikacji wirusa HIV-1 przez te zwigzki (ECso = 0.01 pM,
0.005 pM i 0.01 pM, odpowiednio dla 168. 169 i 172). Dodatkowo, wysokie wartosci potencjatu
antywirusowego tych pochodnych, uzyskano dta lekoopomych szczepéw HIV (ECso = 0.003 -
0.008 pM). Analogicznie jak obserwowatam w przypadku diarylowych fosforanotriestrow 153.
wysokiej aktywnosci anty-HIV towarzyszy nizsza trwato$¢ zwigzku, jak w przypadku pochodnej
z kwasowymi resztami 4-pirydynylowymi 1/ (pKa = 7.74). Niestety, wysokiej aktywnosci
dinukleozydowego fosforanu 169 towarzyszy cytotoksycznosé, CCso = 61 pM, co wptyneto na
obnizenie wartosci indeksu selektywnosci tego zwigAu. Wynik ten okazat sie nieco
zaskakujacy, gdyz dotad przebadane mozliwe metabolity 169 nie generowaty cytotoksycznosci.
Zardwno pochodna 168. jak i 172 nie wykazujg cytotoksyczno$ci ponizej stezenia 100 pM.
Ponadto, produkty ich rozktadu sg substratami dla fosfodiesteraz, co by¢ moze Swiadczy o tym,
ze zwigzki o takiej strukturze moga by¢ pronukleotydami. Niestety na obecnym etapie badan, nie
potrafie jednoznacznie odpowiedzie¢ na to pytanie. Do momentu ztozenia niniejszej rozprawy
nie zostaty przebadane wiasciwosci biologiczne pochodnych ddU o analogicznej strukturze, co
dyskutowane zwigzki, ktére mogtyby rozstrzygna¢ czy dinukleozydowe fosforany 168 i 169
dziatajgjako pronukleotydy.

Podsumowujagc, pragne wyrazic przekonanie, ze na podstawie  wynikéw
dotychczasowych badan nad wiasciwosciami zwigzkow typu 168. 169 czy 172. zaprojektowane
| przedstawione w tej czesci rozprawy dinukieotydowe pochodne, stanowig ciekawg i obiecujaca
propozycje nowych pronukleotydow anty-HIV.

6. Arylo nukleozydo amidofosforanodiestry

Jak opisatam we Wstepie Literaturowym, amidofosforanowe pochodne zajmujg silnie
ugruntowang pozycje wsrdod zwiazkOdw projektowanych w koncepcji antywirusowych
pronukleotydéw. Amidofosforanodiestry strukturalnie przypominajg fosforanotriestry, gdyz
obecnos$¢ grup maskujacych reszte fosforanowa czyni je obojetne i przez to potencjalnie zdolne

do pokonywania bton komdrkowych. Znakomita wigkszo$¢ opisanych amidofosforanowych
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pronukleotydéw to pochodne aminokwasowe. Zaréwno w podejsciu zaproponowanym przez
C. McGuigana czy J. L.- Imbacha i wsp., rozktad amidofosforanodiestrow inicjowany jest przez
karboksyesterazy, a w nastepnym etapie powstate amidofosforanowe monoestry sg
hydrolizowane przez fosfoamidazy do nukleozydo monofosforanu.”* Zatem caty proces
generowania pozadanego fosforanu nukteozydu jest mocno uzalezniony od aktywnosci
enzymatycznych w komdrce. Na tym tle wydawato sie by¢ ciekawym, i moze waznym,
zaprojektowanie i otrzymanie takich amidofosforanowych pochodnych, ktérych mechanizm
rozktadu do amidofosforanowych monoestréw nie wymagatby wspomagania enzymami, a bytby
skutkiem tylko ich hydrolizy chemicznej. Zachecona wiasciwo$ciami, jakie znalaztam
u fosforanotriestrowych pochodnych pirydynoli, zaprojektowatam amidofosforanodiestry 174.
175 i 176. posiadajgce rézne aminopirydynowe grupy maskujace reszte amidofosforanowg
(Rysunek 33).

OAZT OAZT

176

Rysunek 33

Szczeg6lnie ciekawe wydawato sie pytanie o trwato$¢ wigzania fosforoamidowego
I sposdb rozkiadu tych amidofosforanodiestrowych pochodnych. Zwigzki te, jako potencjalne
pronukleotydy mogtyby ulega¢ hydrolizie do fosforanodiestru i amidofosforanowego monoestru,
ktore w kolejnym etapie z udziatem komdrkowych enzyméw hydrolizujagcych mogtyby
generowa¢ pozadany 5’-fosforan nukieozydu. Podejmujac badania nad arylo nukleozydo
amidofosforanami, musiatam opracowa¢ metody ich syntezy a nastepnie planowatam poznac ich
wybrane wiasciwosci.

Poszukujac metod syntezy arylo nukleozydo amidofosforanodiestrow przebadatam dwa
podejs$cia. W pierwszym z nich wykorzystatam metode Efimova, ktdrg wczesniej zastosowatam
w syntezie fosforanotriestrow. Podejscie to, zawiodto w syntezie pochodnych typu 153. gdyz nie
posiadato istotych dla otrzymania réznych diarylowych fosforanotriestow (153) cech
uniwersalnosci. Jednakze analizujgc uzyskane wyniki przypuszczatam, ze zastosowanie
fosforanodiestru 162dH z podstawnikiem wyciggajacym elektrony w pierscieniu aromatycznym

(endocykliczny atom azotu w pochodnej 3-pirydynylowej), pozwoli mi otrzymac planowane
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produkty 174. 175 i 176. W tym celu 3-pirydynylowy fosforanodiester AZT (162dH)
kondensowatam z odpowiednig aminopirydyng (Schemat 32) wobec TPSCI. Kondensacja
fosforanodiestru z 2- i 3-aminopirydyng przebiegata iloSciowo i szybko (< 5 min., ~'P NMR),
z utworzeniem odpowiednich amidofosforanodiestrow 174 i 175 (diastereoizomery dla
pochodnych 2- i 3-aminopirydynowych odpowiednio 5p = -1.4 i -1.61 ppm oraz -0.76 i -0.91
ppm). Jedynie w przypadku kondensacji diestru 162dH z 4-aminopirydyna, oprécz pozadanego
amidofosforanodiestru 176. w mieszaninie reakcyjnej obecne byty (ok. 20%) trudne do
zidentyfikowania inne produkty (“P NMR). Po przerobie mieszaniny reakcyjnej i oczyszczeniu
chromatograficznym otrzymatam tg metodg planowane amidofosforanodiestry typu 174, 175
i 176 z wydajnosciami 65-90%.

0

~ '\ [ TPSCI/NMelm / \
. Ve O--P——-0OAZT +  RNHj ~-O--—-P-——- OAZT

0 l|\lHR

162dH 174 : R = 2*aminopirydyna
175 : R * 3-aminopirydyna
r~N 176 : R - 4-ammopirydyna

Schemat 32

Poniewaz synteza arylo nukleozydo amidofosforanodiestrow metoda fosforanotriestrowa
wymaga kazdorazowo otrzymania i izolacji odpowiedniego fosforanodiestru, postanowitam
przebada¢ potencjalnie praktyczniejszg dla moich celéw reakcje oksydatywnej kondensacji. Do
tego wyboru zachecity mnie nie tylko pomys$ine wyniki syntezy fosforanotriestrow ta metoda,
ale rowniez wysoka reaktywnos¢ amin w reakcjach z halogenofosforanami.”” Na tym tle,
wydawato sie interesujgce, zbadanie jak przebiega reakcja arylo nukleozydo H-fosfonianu
utlenionego jodem z réznymi aminopirydynami. | tak, H-fosfonianodiester generowatam
w kondensacji H-fosfonianu AZT z 3-pirydynolem w chlorku metylenu z pirydyng (9:1 v/v)
wobec PvCl lub DPCP jako aktywatorow. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodawatam
nadmiar odpowiedniej aminopirydyny (5 ekw. mol.) i jod rozpuszczony w niewielkiej ilosci
bezwodnej pirydyny. Wydajnosci oczekiwanych amidofosforanéw 174 - 176 w tych reakcjach
byly jednak na ogot niskie (ok. 40%), co spowodowane byto tworzeniem sie réznego rodzaju
produktow ubocznych (P NMR). Znacznie lepsze wyniki uzyskatam w podejsciu, gdzie
najpierw generowatam odpowiednie amido-H-fosfoniany 178 - 17, ktoére nastepnie

kondensowatam z 3-pirydynolem wobec jodu (Schemat 33). W syntezie amido-H-fosfoniandw
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stosowatam chlorofosforan difenylowy (DPCP) jako czynnik aktywujacy H-fosfonian
nukleozydu ze wzgtedu na to, ze chlorki arylowe (np. PvCl) w tych reakcjach nie dawaty
zadawalajacych wynikow (réwnolegte reakcje z aminami). VWV pierwszej serii doSwiadczen,
do mieszaniny nukleozydo H-fosfonianu i1 odpowiedniej aminopirydyny (1.5 ekw. mol.),
rozpuszczonych w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyng(9:1 v/v), dodatam DPCP (+.2 ekw.
mol.). We wszystkich przypadkach reakcje zachodzity bardzo szybko (< 5 min.) a oczekiwane
nukleozydo amido-H-fosfoniany 178 - 180. tworzyty sie ilosciowo (P NMR). W nastepnym
etapie do mieszaniny reakcyjnej dodawatam odpowiednio osuszony 3-pirydynot (5 ekw. mol.)
i jod (1.5 ekw. mol.) rozpuszczony w bezwodnej pirydynie. Reakcje oksydatywnej kondensacji
zachodzity bardzo szybko (< 3 min.,, P NMR) i jedynymi produktami nukieotydowymi
obecnymi w mieszaninach poreakcyjnych byty odpowiednie arylo nukleozydo amidofosforany
174 - n6 (Schemat 33). Po zakonczeniu reakcji, pozadane produkty izolowatam za pomoca
chromatografii na zelu krzemionkowym, otrzymujac czyste (‘H-, ~'P NMR, HPLC) produkty

koncowe z wydajnosciami ok. 70%.

OH

DPCP

EtiNH* O----P----OAZT + RNH;j RHN-
CHiClj/Py
H H
159d 178 : R = 2-aminopirydyna

179 : R = 3*aminoplrydyna
180: R ~ 4-aminopirydyna
181 : R = /zoproprioamina

174 : R = 2-aminopirydyna
175: R = 3-aminopirydyna
176 : R - 4-aminopirydyna
177 : R = izoproprloamina

Schemat 33

Wyniki doswiadczen nad reakcjami oksydatywnej kondensacji amido-H-fosfonianéw
z 3-pirydynolem wobec jodu, zachecity mnie do przebadania uzytecznosci tej metody w syntezie
innych amidofosforanowych pochodnych np. anitiny czy N-izopropyloaminy. Stosujac te same
warunki reakcji, jak dla aminopirydyn, w obu przypadkach reakcje kondensacji do amido-H-
fosfoniandw wobec DPCP zachodzity réwnie szybko i czysto (P NMR), a powstate amido-H-
fosfoniany ulegaty utlenianiu i kondensacji z 3-pirydynolem do oczekiwanych
amidofosforanodiestrow.
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Powyzsza metoda syntezy pozwolita mi otrzymac ptanowane amidofosforanodiestry 174.
175 i 176. ktére poddatam datszym badaniom. | tak, badane amidofosforanodiestry 174 - 176
w RPMI-1640 ulegaty rozktadowi do odpowiednich fosforanodiestrow i amidofosforanowych
monoestrow (Schemat 34), ktore identyfikowatam przez dodawanie do probek odpowiednich

wzorcow, otrzymanych w niezaleznych syntezach.

[\ . L.

RPMI 162dH RPMI/FBS
3TC 3mC
t,2 (min.) = 2390 (1741
1612 (1751 RHN- -OAZT 12
6300 (1761

174-176 182

Schemat 34. Trwato$¢ (tirz [min]) i sposéb rozktadu amidofosforanodiestrow 174 - 176
w RPMI-1640

Otrzymane wyniki sugerowaty, ze na szybko$¢ hydrolizy badanych zwigzkéw moze miec¢
wptyw charakter aminopirydynowej grupy opuszczajacej. | tak, amidofosforanowa pochodna
3-aminopirydyny, o najnizszej zasadowosci (pKa = 5.92)"™ 175, ulegata hydrolizie najszybciej,
a pochodna najbardziej zasadowej 4-aminopirydyny (pKa = 9.25) 176. zdecydowanie najwolniej
(tiz = 1612 V5 6300 min.; Schemat 34). Obserwacja ta bytaby zgodna z wynikami, jakie
uzyskatam badajagc podatno$¢ na hydrolize chemiczng amidofosforanowej pochodnej
N-/zopropyloaminy, o najwyzszej sposrdd badanych zasadowosci (pKa = 10.63), 177 (Schemat
33), otrzymanej w celu poréwnania niektdrych wiasciwosci fizykochemicznych. Zwigzek ten,
w RPMI-1640 pozostawat niezmieniony przez kilka dni. Dodatkowo przebadatam trwatos¢
amidofosforanowych ~ monoestrow  typu 182,  produktow rozkiadu  odpowiednich
amidofosforanodiestrow, w medium z surowicg z ptodow bydlecych, RPMI/FBS i jak sie
okazato, zwiagzki te moga by¢ hydrolizowane do pozadanych 5’-monofosforanéw AZT 12
(Schemat 34).

Sposrod trzech badanych amidofosforanodiestrow 174. 175 i 176. jedynie pochodna
2-aminopirydynowa 174 wykazata wysokg aktywnos¢ anty-HIV (ECso = 0.01 pM). .Tednakze
obserwowana cytotoksyczno$¢ (CCso = 80 pM) moze stanowiC przeszkode w zastosowaniu tego

zwiagzku jako potencjalnego antywirusowego proleku. Na obecnym etapie badan trudno jest mi
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wyttlumaczy¢ brak aktywnosci antywirusowej tych zwigzkéw. By¢ moze niska aktywno$¢
anty-HIV zwigzana jest z matg szybkoScig tworzenia monofosforanu AZT.

Pomimo, ze otrzymane przeze mnie amidofosforanodiestry nie wykazaty oczekiwanych
wiasciwosci biologicznych, to jednak zwigzki te, wydaja sie by¢ niewatpliwie interesujace jako
proleki. Korzystne wiasciwosci fizykochemiczne pochodnych typu 174 - 176 i wysoka
aktywno$¢ anty-HIV amidofosforanodiestru 174 zachecajg do projektowania nowych tego typu
potencjalnych pronukleotydow. Prace te sg kontynuowane w Pracowni Analogéw Nukleotydow
i Oligonukleotydow.
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VI. PODSUMOWANIE

Podstawowym i najwazniejszym celem mojej rozprawy doktorskiej byto uzyskanie
odpowiedzi na pytanie - czy opierajac sie na ogblnie znanych w chemii organicznej regutach
rzadzacych reaktywno$cig zwigzkow chemicznych, mozna racjonalnie projektowaé
i otrzymywaé pochodne nukteotydowe, o zaprogramowanych w strukturze wiasciwosciach
antywirusowych. Wspomniane znane reguty to np. efekty indukcyjne podstawnikow
decydujacych o reaktywnosci wybranych centrow lub catych grup w czasteczce, to charakter
grup opuszczajacych decydujgcych o przebiegu i kinetyce reakcji (w tym reakcji katatizowanych
enzymami), a takze wplyw podstawnikoéw i ugrupowan na solwatacje samych zwigzkdw,
decydujacych o ich rozpuszczalno$ci w srodowiskach zblizonych do fizjologicznych. Te pytania
- cele, w znacznym stopniu narzucity mi wybdr typu pochodnych nukleotydowych,
a mianowicie tytulowych diaryto nukleozydo fosforanotriestrow jako tych, ktorych
programowanie w aspekcie oczekiwanych wihasciwosci chemicznych (i w pewnym stopniu takze
wiasciwosci substratowych w reakcjach enzymatycznych) byto w moim przekonaniu najbardziej
oczywiste. Chodzi o to, ze w szeregu fenoli, manewrujgc odpowiednio podstawnikami
w pierscieniu aromatycznym fosforoestrowych grup maskujacych, mozna otrzymywac
(przynajmniej potencjalnie) zwig”™i o bardzo zrdznicowanej trwatosci i w znacznym stopniu
0 zréznicowanej np. rozpuszczalnosci w roztworach wodnych, jakze istotnej dla catosci badan
nad tymi zwigzkami, ¥gcznie z osaczaniem ich aktywnosci anty-HIV.

Przeglad literatury opisujacej synteze diarylo nukleozydo fosforanow(V) pozwolit
zaobserwowac regute, ze dostepno$é syntetycsa diarylo nukleotydow zalezata od dostepnosci
syntetycznej czyimikéw fosforylujagcych, a ta, szczegOlnie w przypadku niesymetrycsych
diarylo nukleozydo fosforanotriestrow, byfa bardzo ograniczona. Dlatego moim pierwszym,
waznym zadaniem byto opracowanie metod i podejs¢ syntetycsych takich, ktére umozliwityby
otrzymywanie, je$li nie dowolnych, to przynajmniej duzej gamy diarylo nukleozydo
fosforanow(V), o zréznicowanych wiasciwosciach chemicsych i fizykochemicsych istotnych
dla moich potrzeb.

Osiggniecie tego celu umozliwita mi chemia H-fosfonianéw, na ktérej opartam strategie
syntetycsg zwigzkdéw tytutowych. Jednakze, dla realizacji swoich celéw musiatam opracowaé
nowe metody syntezy, ktore uczynity proponowane w rozprawie podejscia syntetycse
efektywne 1 zachecajgco w>'godne preparatywnie. Dlatego opracowatam nowg metode syntezy
H-fosfonianébw mato lipofilowych anatogéw nukleozydéw (AZT, ddA, ddl i ddU), ktéra
obejmowata opracowanie nowej metody syntezy (9//-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonianu jako

czynnika fosfonylujacego i jego zastosowanie w syntezie nukleozyd-5’-ylo H-fosfoniandw.
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Synteza (9//-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonianu, angazujgca tatwo dostepne reagenty w prostej
procedurze, prowadzita do trwatego produktu Kkrystalicsego, gotowego do uzycia bez
dodatkowych  przygotowan. Lipofilowos¢, wnoszona grupg fluorenylowg czynnika
fosfonylujgcego, pozwolita mi na tatwy do wykonania przeréb mieszanin poreakcyjnych (proste
ekstrakcje) po fosfonyfacji nukleozyddéw i otrzymanie koncowych produktéw o wysokiej
czystosci i z wysokimi wydajnosciami. Pragne zauwazy¢, ze zasady azotowe (adenina,
hipoksantyna, uracyl czy tymina) nukleozydéw, w catym toku syntetycsym nie wymagaty
dodatkowej ochrony, co w moim przekonaniu, czyni powyzszg metode szczegOlnie godng
polecenia. Prace te zostaty opublikowane w Letters in Organie Chemistry w 2009 r. Dostepnosé
syntetyczna nukleozyd-5’-ylo H-fosfonianow otworzyta mi droge do realizacji drugiego, chyba
najwazniejszego celu czastkowego rozprawy - synteza diarylo nukleozydo fosforanow(V).
tatwy dostep do H-fosfonianow nukleozyddéw zachecit mnie do wysondowania tzw.
klasycznego podejscia w syntezie diarylo nukleozydo fosforandéw(V), tzn. podejscia, w ktérym
aktywowany chlorkami arylosulfonowymi arylo nukleozdo fosforanodiester byt sprzegany
z drugim komponentem hydroksylowym (w moim przypadku bytby to drugi arylol). Tak sie
ztozyto, ze w Pracowni, w ktorej realizowatam swoja prace doktorska, znane byty bardzo
efektywne metody syntezy réznych arylo nukleozydo fosforanodiestrow, w ktérych jako
substratow uzywano H-fosfoniany nukleozydéw i odpowiednie fenole. W odpowiednich
warunkach, reakcje kondensacji tych zwiazkéw prowadzity do arylo nukleozydo
H-fosfonianodiestrow, a te utleniane jodem wobec wody, w szybkich i wydajnych reakcjach
prowadzity do arylo nukleozydo fosforanodiestrow. Wydawato sie wiec uzasadnionym,
sprawdzenie czy mozna dochodzi¢ do roznych, asymetrycznych diarylo nukleozydo
fosforandw(V) przytaczajgc czasteczke drugiego arytolu do wspomnianych fosforanodiestrow.
Wyniki do$wiadczen ukazaty, ze w metodzie kasycznej obowigzujg reguty ograniczajace liczbe
osiggalnych tg metoda diarylo nukleozydo fosforanéw(V). Chodzi o to, ze pochodne fenoli
0 pKa > 9 byly na tyle niereaktywne, ze reakcje kondensacji z innymi arylolami zachodzity
bardzo wolno i najczesciej prowadzity do ztozonych mieszanin reakcyjnych. W przypadku arylo
fosforanodiestrow, pochodnych bardziej kwasowych fenoli, analogiczne reakcje kondensacji
zachodzity do$¢ tatwo i pozadane produkty mozna byto otrzymac z zadowalajgco wysokimi
wydajnosciami. Tak wiec, podejscie to okazato sie skuteczne, ale w ograniczonym zakresie.
Chcac mie¢ dostep do mozliwie szerokiej gamy tytutowych diaryto nukleozydo
fosforandw(V), poszukiwatam metody bardziej uniwersalnej i jednocze$nie takiej, ktdra
uczynitaby synteze tych zwigzkdéw szybka i nieobarczong koniecznoscia stosowania unikalnych
warunkow (czy aparatury) decydujacych o powodzeniu ich syntezy. Taka metodg okazata sie

metoda oksydatywnej kondensacji arylo nukleozydo H-fosfonianu z arylolami wobec jodu.
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w warunkach bezwodnych. W tym podejsciu, w pierwszej reakcji kondensujac H-fosfonian
nukleozydu z dowolnym (po$réd badanych) arylolem generowatam arylo nukleozydo
H-fosfonian. Reakcja ta zachodzita szybko (< 5 min) i praktycznie ilosciowo. W drugiej reakcji,
arylo nukleozydo H-fosfonian utleniany jodem tworzyt bardzo szybko (z chwilg dodania)
odpowiedni, wysoce reaktywny jodofosforan, a ten reagowat réwnie szybko do pozgdanych
diarylo nukleozydo fosforanotriestrow, ktére to zwigzki po izolacji metodami
chromatograficznymi otrzymywatam z wysokimi wydajnosciami. To podejscie mozna okresli¢
jako uniwersalne, gdyz dobrze pracowato bez wzgledu na rodzaj i sekwencje stosow”Inych
aryloli. Ponadto, jest to metoda typu ,,w jednej kolbie” (ang. one-pot approach) prowadzaca
szybko i w stosunkowo prostych i wygodnych procedurach do koficowych produktow.

Powyzszg reakcje i opanowane techniki jej wykonania, stosowatam z powodzeniem
w syntezie zwigzkOéw o bardziej ztozonych strukturach, takich jak tych zawierajacych
ugrupowania arylowe pochodne aromatycznych dioti np. 1,3-rezocynolu. Stosujgc odpowiednie
nadmiary substratow mogtam otrzymywaé mono- tub di-podstawione pochodne nukieotydowe
rezorcynolu, zwigzki o bardzo obiecujagcych mozliwosciach wariacji  strukturalnych,
w kontekscie aktywnosci biologicznej.

Reakcje oksydatywnej kondensacji okazaty sie rownie skuteczne w przypadku syntezy
(N-aryto)amidofosforanéw(V), aczkolwiek badajac warianty tej reakcji natrafitam na dos¢
zaskakujace obserwacje. Pewnym zaskoczeniem byt fakt, ze (N-arylo)amido-H-fosfoniany
utleniane jodem [generowanie jodo (N-arylo)amidofosforandéw(V)] bardzo tatwo i wydajnie
reagowaty z arylolami tworzac oczekiwane arylo nukleozydo (N-arylo)amidofosforany(V),
w czystych i wydajnych reakcjach. Byto to dla mnie zaskakujace, gdyz wczesniejsze proby
utleniania (N-alkilo)amido-H-fosfonianow jodem w warunkach standardowych tej reakcji,
zakonczyly sie niepowodzeniem (A. Kraszewski - dane nieopublikowane). Poniewaz watek
amidofosforanow nie byt gldwnym w mojej rozprawie, pozostawitam te sprawe tak jak
opisatam, ze Swiadomoscia, ze jej wyjasnienie jest z pewnos$cig godne dodatkowych badan,
ktorych zakresu nie potrafie w tej chwili przewidziec.

Warto moze w tym miejscu zauwazy¢, ze reakcja oksydatywnej kondensacji zostata
opisana przez A. Todda ponad piecdziesigt lat temu i na przestrzeni tych lat byla raczej
okazjonalnie wykorzystywana. Na podstawie do$wiadczeh zebranych podczas realizacji mojej
pracy doktorskiej pozwalam sobie wyrazi¢ poglad, ze jest to reakcja o znacznie wiekszych
mozliwosciach zastosowania niz te, opisane dotychczas. Mam wielkg nadzieje, ze w swoich
dalszych pracach bede mogta ten poglad zweryfikowac pozytywnie.

Po uporaniem sie z problemami syntezy zwigzkdw, przystgpitam do badania ich

wybranych wiasciwosci, takich, ktdre bedg pomocne w wyjasnianiu badZ przewidywaniu ich
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aktywnos$ci antywirusowej, czyli tych, pozwalajagcych korelowaé wiasciwosci chemiczne
z aktywnoscig biologiczng. Badania te, ograniczytam do $Srodowisk, w ktorych zwigzki miaty
by¢ testowane na ich aktywno$¢ anty-HIV, a wiec Srodowisko hodowli komoérkowych (RPMI-
1640) jako takie i wzbogacone surowicg bydlecg (FBS). W tych badaniach uzywatam
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) jako metody analitycznej, wyznaczajac tiz
rozpadu zwigzkéw w reakcjach chemicznych lub katalizowanych enzymami. Ze wzgledéw
opisanych weczesniej, w pierwszej kolejnosci badane byly wiasciwosci substratowe arylo
nukleozydo fosforanodiestrow w Srodowisku niosagcym aktywnosci enzymatyczne (RPMI/FBS),
ktore wykazaty, ze wszystkie ws$rdd badanych sg dobrymi substratami  enzymow
hydrolitycznych, i ze aktywnosci te zatezaty nie tylko od fragmentu fosforanowego, ale w duzym
stopniu od reszty nukleozydowej. Te wyniki nie byly dla mnie szczeg6lnie zaskakujace
i odkrywcze, ale wyznaczajgc tiz dla kazdego zwigzku miatam poréwnanie parametryczne
w obrebie catej serii badanych zwigAdw, co otwierato szanse na dostrzezenie elementow
struktury, wptywajacych na podatno$é badanych zwiazkéw na enzymatyczna degradacje. Druga
seria badan podobnej natury, to okreslenie trwatosci maskowanych fosforanotriestrow w RPMI.
W tym przypadku uzyskatam parametryczne dane (ponownie ti/2), ktore mogtam dos$¢ dobrze
skorelowa¢ z wiasciwosciami  chemicznymi  (wplyw podstawnikéw w pierscieniu
aromatycznym) fosforoestrowych grup maskujacych na trwato$¢ zwiazku w badanych
warunkach. Te i poprzednie parametry kinetyczne opisujgce trwato$¢ zwigzkéw w badanych
warunkach, byty p6Zzniej korelowane z cytotoksycznoscig i aktywnos$ciami anty-HIV, zmierzong
w Zaktadzie Mikrobiologii Uniwersytetu w Cagliarii, Wtochy. Musze przyznaé, ze korelacje te
nie zawsze byly jednoznaczne, ale mozna bylo wyznaczyC zakresy ti/2, ktore odpowiadaty
zwigzkom o najwyzszej aktywnosci. Pragne poinfomiowac, ze wyniki badan nad synteza
i whasciwosciami diarylo nukleozydo fosforanow(V) oraz ich aktywnoscig anty-HIV zostaty
opublikowane w Bioorganic Medicinal Chemistry w 2009 roku.

Na koniec sprawa lipofilowosci badanych zwigzkow, ktéra w wielu pracach traktowana
jestjako jedna z najwazniejszych, jako ta decydujaca o mozliwosci penetracji bton i wnikaniu do
wnetrza komorek. Jest oczywiste, ze nadmierna tipofilows$¢ jest niepozadana, gdyz utrudnia lub
wyklucza catkowicie badania zwigzku w Srodowiskach zblizonych do fizjologicznych. Z drugiej
strony, zwig”i polarne, dobrze rozpuszczalne w wodzie nie mogg lub trudno pokonujg btony
komorkowe. W swojej rozprawie jako obiekty badan celowo wybratam zwigzki zawierajace
pirydynylowe fosforoestrowe grupy maskujgce, co profilowato w dobrej (a przynajmniej
znacznie tepszej w poréwnaniu z anatogicznymi grupami fenytlowymi) rozpuszczalnosci tych
zwigzkéw w roztworach wodnych, umozliwiajacej przeprowadzenie catego zakresu badan, od

trwatosci chemicznej w Srodowisku hodowli komérkowych do oznaczenia aktywnosci anty-HIV.
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Sprawe rozbieznosci wielkosci parametrow logP, wyznaczonych dos$wiadczalnie i tych
uzyskanych metodami obliczeniowymi zostawiam niewyjasniong i otwartg. Sadze, ze wymaga
ona zdecydowanie szerszych i inaczej zaprogramowanych badan, znacznie przekraczajacych
merytorycznie zakres badan planowanych w mojej rozprawie.

Dysponujac  wszystkimi powyzszymi wynikami mogtam odpowiedzie¢ na pytanie
postawione na poczatku Podsumowania. Twierdze, ze mozna tak dobrac arylowe fosforoestrowe
grupy maskujace pronukleotydéw, by otrzyma¢ zwig”™i o parametrach farmakokinetycznych,
czynigcych je lepszymi potencjalnymi prolekami niz nukleozydy, od ktérych sie wywodza.
Ponadto, chociaz wiem, ze moje wyniki nie wyczerpujg problemu, to na ich podstawie czuje sie
upowazniona wyrazi¢ przekonanie, ze opierajac sie na ogolnie znanych w chemii organicznej
regutach rzadzacych reaktywnoS$cig zwigzkdéw chemicznych, mozna racjonalnie projektowac
i otrzymywaC pochodne nukieotydowe, o zaprogramowanych w strukturze wiasciwosciach

antywirusowych.






VII. CZESC DOSWIADCZALNA 108

VIl. CZESC DOSWIADCZALNA

Materiaty i metody

Widma NMR rejestrowane bylty na spektrometrze Varian Unity 300 lub 400MHz.
Eksperymenty ~'P NMR przeprowadzane byty w temperaturze 25°C, w probowkach o $rednicy
5 mm, przy stezeniach zwigzkéw zawierajacych fosfor wynoszacych 0.1 mmo¥/ml. Wzorzec
zewnetrzny - 2% H3POs4 w D20. Widma masowe rejestrowano na spektrometrach JOEL MS SX
102 i Autoflex Il firmy Bruker, stosujagc nastepujgce metody jonizacji: LSIMS dla
H-fosfonianomonoestrow i fosforanodiestrow, FAB dla fosforanotriestrow, MALDI TOF dla
dinukleozydowych fosforandw.
Analizy HPLC wykonywatam na chromatografie Waters 2487, stosujac kolumne Hypersil ODS
(4,6 x 250 mm, 5 pm), z przeptywem 1.5 ml/min. Roztwory: A - 0,01 M octan trietyloamoniowy
pH = 7.4 1 B - acetonitryl/A, 4:1 [v/v]. Profil gradientu: 5 min. A 100%, 40 min. liniowy
gradient B 0-100%, 10 min. przemywanie A 100%.
Chromatografie cienkowarstwowg przeprowadzatam na ptytkach z zelem krzemionkowym
60 F2s4 (Merck) stosujac nastepujgce fazy rozwijajgce [v/v]: A - chiorek metylenu/metanol
90:10; A| - chlorek metylenu/metanol 95:5; B - chlorek metylenu/2-propanol 90:10;
B] - chlorek metylenu/2-propanol 95:5; C - chlorek metylenu/metanol/trietyloamina 85:10:5;
D - 2-propanol/woda/25% woda amoniakalna 85:10:5; E - aceton/woda 60:40. Do
chromatografii kolumnowej uzywatam zelu krzemionkowego Merck 60 (0.063-0.200 mm) lub
zelu krzemionkowego silanizowanego (0.063-0.200 mm).
W celu wyznaczenia wspotczynnika podziatu P, 1| mt 0.0001 M roztworu badanego zwigzku
w 1-oktanolu wraz z I ml wody wytrzasatam przez 15 min. (Thermomixer Comfort), i po
rozdzieleniu warstw (15 min.), oznaczatam spektrofotometrycznie (UV) stezenie badanego
zwigzku w warstwie organicznej.
Zawarto$¢ wody w rozpuszczalnikach mierzytam na kulometrze Metrom 684 KF, uznajac jako
suche rozpuszczatniki zawierajace ponizej 20 ppm wody. Pirydyna (POCh) i chlorek metylenu
(POCh) osuszane byty przez destylacje z P20s i przechowywane nad sitami molekularnymi 4A.
Acetonitryl (Merck) byt przechowywany nad sitami motekulamymi 4A. Chitorek piwaloilu
(Merck) i1 chiorek trimetytosililu (POCh) byty destylowane przed uzyciem. Trietyloamina
(Merck) i izopropyloamina (Aldrich) byty przedestylowane i przechowywane nad wodorkiem
wapnia (Aldrich). Kwas fosfonowy (Fluka), (9//-fluoren-9-ylo)metanol (Fluka), H-fosfonian
difenylowy (Aldrich), chlorofosforan difenylowy (Aldrich), H-fosfonian dietylowy (Janssen),
chlorek 2,4,6-triizopropylobenzenosulfonowy (Janssen), jod (Aldrich), etanotiol (Aldrich),
fenole (Aldrich), hydroksypirydyny (Aldrich), aminopirydyny (Aldrich) byly uzywane bez
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oczyszczania. RPMI-1640 (Sigma), FBS (Sigma). AZT (ChemGenes), ddU zsyntetyzowana
przez zespot prof. J. Boryskiego (IChB PAN Poznan), ddA, ddl otrzymane dzieki uprzejmosci
dr Y. Hagiwara i dr K. tzawa (Ajinomoto Co., Inc., Kawasaki, Japonia). 3’-0-acetyo-3’-
deoksytymidyna, 5’-fosforanomonoestry nukleozydow typu amidofosforanomonoestry AZT
typu 182 byty przygotowane wedtug opublikowanych procedur.

Rozpuszczalniki: octan etylu, 2-propanol, byly destytowane przed uzyciem. Odparowanie
rozpuszczalnikdw prowadzone byto pod zmniejszonym cisnieniem (wyparka rotacyjna).
Przesuniecia chemiczne i state sprzezen ~P NMR produktow posrednich i koncowych

przedstawitam w Tabeli 6 (str. 124).

Otrzymywanie (9H-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonianu 157 s6l amonowa.

Kwas fosfonowy (4.1 g, 50 mmoli) osuszytam przez dwukrotne odparowanie z bezwodng
pirydyna, nastepnie rozpuscitam w tym samym rozpuszczalniku (ok. 150 ml) i dodatam chtorek
piwaloitu (3.5 ml, 0.55 ekw. mol.). Po utworzeniu kwasu pirofosfonowego (5 min., ~'P NMR)
dodatam (9//-fluoren-9-ylo)metanol (4.9 g, 25 mmoli) i zatezytam mieszanine reakcyjna do 4 jej
objetosci poczatkowej. Reakcje prowadzitam przez 48 godzin w temperaturze pokojowej lub
przez 24 godz. w temperaturze 40"C. Po ochtodzeniu w tazni z todem, do mieszaniny reakcyjnej
dodatam wode (ok. 10 ml) i po 10 min. odparowatam rozpuszczalniki. Oleistg pozostatos¢
rozcienczytam chlorkiem metylenu (150 ml) i przemytam solankg (2 x 50 ml). Warstwe
organiczng oddzielitam a po osuszeniu nad bezw. NazSoa4, zatezytam. Otrzymany (9//-fluoren-9-
ylo)metylo H-fosfonian w postaci soti pirydyniowej przeksztatcatam w st amonowa, dodajac
mieszaning 2-propanolu zawierajgcego 5% objetosciowych 25% wody amoniakalnej (50 ml
[v/v]). Czysty produkt otrzymywatam przez wytracanie sie biatych mikrokrysztatow z roztworu
podczas odparowywania, ktore po odsaczeniu i osuszeniu stanowity Kkrystaliczny,
niehigroskopijny (9//-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonian w postaci soli amonowej. Wydajno$¢
90%. 'H NMR, eh (D20) 7.46 (d, J = 12 Hz, 2H, ArH), 7.30 (d, J = 7.2 Hz, 2H, ArH), 7.15
(t, 7.2 Hz, 2H, ArH), 7.10 (t, J= 7.2 Hz, 2H, ArH), 6.47 (d, J= 635.4 Hz, IH, H-P), 3.98
(dd, vhp = 7.2 Hz, an-n = 6.0 Hz, 2H, CH2), 3.86 (t, 6.0 Hz, 9-CH). NMR, sc (D20)
143.75 (C-10 & C-13), 140.72 (C-11 & C-12), 127.6 (C-1 & C-8), 127.1 (C-4 & C-5), 124.95
(C-2 & C-7), 11981 (C-3 & C-s), 65.52 (CH2), 47.84 (C-9). HRMS [M - EtjNH"]' m/z
259.0502, liczone dla C14H1203P 259.0524. Temp. topnienia 174-176“C.
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Ogdlna procedura otrzymywania 5’-H-fosfonianomonoestrow 2\3'-dideoksynukleozydow typu
159.

(9//-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonian NH/ (1 ekw. mol.) przeksztatacitam w sol
trietyloamoniowg poprzez odparowanie z pirydyng zawierajgcg trietyloamine (4:1 v/v).
Nastepnie dodatam odpowiedni dideoksynukieozyd (1.05 ekw. mol.) i osuszytam substraty przez
odparowanie z nadmiarem bezwodnej pirydyny. Pozostato$¢ rozpuscitam w mieszaninie chlorku
metylenu z pirydyng (95:5 v/v; Ot mmol/ml) i dodatam chlorek piwaloilu (1.5 ekw. mol.). Po
zakonczeniu reakcji (60 min., TLC- faza A], P NMR) mieszanine reakcyjng rozcienczytam
chlorkiem metylenu i dwukrotnie przemywatam wodg. Warstwe organiczng osuszytam bezw.
Na2So4 i odparowatam.  Surowy produkt ((9i/-fluoren-9-yto)metylo  nukleozydo
H-fosfonianodiester typu 158) rozpuscitam w mieszaninie bezwodnego acetonitrylu
z trietyloaming (2:1, v/v; 0.1 mmo¥/ml) usuwajac w tym Srodowisku (3-eliminacyjng grupe {9H-
fluoren-9-yto)metylowa (20 min., TLC- faza Ai, P NMR). Po odparowaniu rozpuszczalnikow,
produkt typu 159 izolowatam na kolumnie wypetnionej zetem krzemionkowym, stosujac
gradient metanolu (0-30% v/v) w chlorku metylenu zawierajagcym trietyloamine (3% v/v).
Zebrane frakcje odparowatam, otrzymujgc czyste nukleozydo H-fosfoniany 159 w postaci
suchych pian.

2',3'-dideoksyinozyn-5'-ylo H-fosfonian 159a sél trietyloamoniowa. Wydajnos¢ 72%.
'H NMR, 5h (D20) 8.34 (s, IH, s8-H), 8.18 (s, IH, 2-H), 6.63 (d, 637.8 Hz, IH, H-P), 6.34
(dd, J= 6.6 Hz, 2.7 Hz, 1-H, I'-H), 4.14-4.08 (m, IH, 4'-H), 4.02-3.90 (m, 2H, 5',5"-H2), 3.21
(9, I- 7.2 Hz, eH, CH2CH3), 2.68-2.62 & 2.60-2.54 (2m, 2H, 3',3"-H2), 2.30-2.23 & 2.3-2.14
(2m, 2H, 2',2"-H2), 1.29 (t, 7.2 Hz, 9H, CH2CHz3). "*C NMR, 5c¢ (D20) 158.10 (C-4), 147.96
(C-s), 145.78 (C-8), 139.36 (C-2), 123.42 (C-5), 85.16 (C-5"), 81.02 (C-1'), 64.16 (C-4), 46.60
(CH2CH3), 31.66 (C-2Y), 23.71 (C-3'), 8.20 (CH2CH3). HRMS [M - EtsNH”]' m/z 299.0517,
liczone dla C10H12N4OsP 299.0545.

2\3-dideoksyadenozyn-5'-ylo H-fosfonian 159b sol trietyloamoniowa. Wydajnos¢
90%. 'H NMR, eh (D20) 8.28 (s, IH, H-8), 8.05 (s, IH, H-2), 6.61 (d, 637.8 Hz, H-P), 6.19
(dd, J= 6.8 Hz, J= 3.2 Hz, IH, I'-H), 4.46-4.39 (m, IH, 4'-H), 4.11-4.06 & 3.96-3.90 (2m, 2H,
5',5"-H2), 3.15 (q, J= 7.2 Hz, 6H, CH2CH3), 2.65-2.55 & 2.47-2.41 (2m, 2H, 3',3"-H2), 2.27-2.19
& 2.13-2.03 (2m, 2H, 2',2"-H2), 1.24 (t, 7 = 7.2 Hz, 9H, CH2CH?3). *"C NMR, 5c (D20) 154.50
(C-4), 151.55 (C-2), 147.84 (C-6), 139.65 (C-8), 118.22 (C-5), 84.78 (C-1'), 80.74 (C-5'), 64.44
(C-4", 46.57 (CH2CHs), 31.57 (C-2"), 25.65 (C-3'), 8.16 (CH2CHs). HRMS [M - EtsNH"]' m/z
298.0719, liczone dla C10H13Ns504P 298.0705.

2',3'-dideoksyurydyn-5'-ylo H-fosfonian 159c s6l trietyloamoniowa. Wydajno$¢ ss%.
‘H NMR, 5h (D20) 7.94 (d, 8.0 Hz, IH, 6-H), 6.76 (d, 637.4 Hz, IH, H-P), 6.10 (dd, IH,
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J=72 Hz, J =32 Hz, IH, I'H), 5.88 (d, J = 8.0 Hz, IH, 5-H) 4.36-4.33 (m, IH, 4-H),
4.18-4.13 & 4.02-3.97 (2m, 2H, 5',5"-H2), 3.20 (g, 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH3), 2.48-2.42 (m, IH,
3- lub 3"-H), 2.20-2.09 (m, 2H, 2, 2"-H2), 2.02-1.92 (m, IH, 3- lub 3"-H), 1.30 (t, 7 = 7.2 Hz,
9H, CH2CH3). '""C NMR, 5c (D20) 166.26 (C-4), 151.55 (C-2), 142.10 (C-e), 101.69 (C-5),
86.39 (C-19, 80.50 (C-5", 64.31 (C-4'), 46.62 (CH2CH3), 31.24 (C-2'), 26.50 (C-3"), 8.40
(CH2QH3). HRMS [M - EtsNH”]' m/z 275.0408, liczone dla CoH,2N206P 275.0433.

3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo H-fosfonian 159d so6l trietyloamoniowa. Wydajnos¢
85%. 'H NMR, 5h (D20) 7.71 (s, IH, H-e), 6.80 (d, J = 638.2 Hz, IH, H-P), 6.26 (t, IH,
J= 6.6 Hz, IH, I'-H), 453-4.49 (m, IH, 3-H), 4.21-4.18 (m, IH, 4'-H), 4.14-4.09 (m, 2H,
5',5"-H2), 3.21 (q, J = 7.2 Hz, eH, CH2CH3), 251 (t, J = 6.4 Hz, 2H, 2',2"-H2), 1.92 (s, 3H,
5-CHz3), 1.30 (t, J = 7.2 Hz, 9H, CH2CH3). *"C NMR, 5c (D20) 166.39 (C-4), 151.54 (C-2),
137.19 (C-e), 11157 (C-5), 84.92 (C-1'), 82.89 (C-4), 64.31 (C-5'), 60.48 (C-3"), 46.65
(CH2CH3), 36.27 (C-2'), 11.61 (5-CHs), 8.41 (CH2CHz3). HRMS [M - EtsNH”]* m/z 330.0576,
liczone dla CioHnNsOGP 330.0603.

3'-acetylo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo H-fosfonian 159¢ sol trietyloamoniowa. Wydajno$¢
82%. 'H NMR, 5h (CDCIs) 7.81 (s, IH, 6-H), 6.56 (d, 7 = 556 Hz, IH, H-P), 6.35 (m, 1-H, I'-H),
5.31 (m, IH, 3-H), 4.16-4.069 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.04-3.97 (m, IH, 4'-H), 3.03 (g, 7= 7.2 Hz,
e6H, CH2CHg), 2.22-2.31 (2m, 2H, 2',2"-H2), 2.07 (s, 3H, 5-CH3), 1.88 (s, 3H, Ac-CHg), 1.29
(t, 7=7.2 Hz, 9H, CH2CH?).

Ogodlna procedura otrzymywania arylo nukleozydo fosforanodiestréw typu 162.

H-fosfonian nukleozydowy typu 159 (1 ekw. mol.) i odpowiedni fenol lub pirydynol typu
160 (1.5 ekw. mol.) osuszytam przez odparowanie z bezwodng pirydyng. Nastepnie rozpuscitam
w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyng (90:10, v/v; O+ mmot/ml) i dodatam chlorofosforan
difenylowy (1.2 ekw. mol.). Po utworzeniu odpowiednich H-fosfonianodiestréw typu 161
(20 min., P NMR) dodatam jod (+.5 ekw. mol.) rozpuszczony w niewielkiej ilosci pirydyny,
a po ok. 20 sekundach wode (5 ekw. mol). Po zakonczeniu reakcji (ok. 3 min.,, P NMR)
dodatam niewielkg ilo$¢ etanotiolu, w celu roztozenia nadmiaru jodu. Mieszanine reakcyjng
odparowatam, a pozadane produkty typu \8Il izolowatam na kolumnie wypetnionej zelem
krzemionkowym, stosujgc liniowy gradient 2-propanolu (0-30%) w chlorku metylenu
zawierajgcym 5% trietyloaminy (v/v). Frakcje zawierajacy czysty produkt reakcji odparowatam
otrzymujac biate, higroskopijne piany.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-ylo fenylo fosforan(V) 162dA sol trietyloamoniowa.
Wydajnos¢ 94%. 'H NMR, 5h (CDCl3) 7.73 (m, IH, e-H), 7.28-7.24 (m, 5H, ArH), 6.27
(t, 7= 6.7 Hz, H, r-H), 4.33~.28 (m, IH, 3-H), 4.22~.18 (m, 2H, 5'5"-H2), 4.03-4.01
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(m, IH, 4’-H), 3.04 (q, 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH3), 2.33-2.23 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.89 (s, 3H,
5-CHg), 132 (t, 7 = 7.2 Hz, 9H, CH2CH”. HRMS [M - EtsBNH"]" 422.0846, liczone dla
C16H17Ns07P: 422.0865.

3*-azydo-3’-deoksytymidyn-5-ylo 4-chlorofenylo fosforan(V) 162dB sol
trietyloamoniowa. Wydajno$¢ 81%. 'H NMR, eh (CDCI3) 7.67 (s, IH, e-H), 7.19 (s, 4H, ArH),
6.26 (t, 7= 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.36-4.31 (m, IH, 3’-H), 4.24-A.ll (m, 2H, 5'5"-H2), 4.00
(m, IH, 4’-H), 3.05 (q, 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH3), 2.38-2.21 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.88 (s, 3H,
5-CH3), 133 (t, 7 = 7.2 Hz, 9H, CH2CH3). HRMS [M - EtsNH"]" 456.0500, liczone dla
C,6H,6N507PC1: 456.0476.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5-ylo 4-bromofenylo  fosforan(V) 162dC sol
trietyloamoniowa. Wydajnos¢ 87%. 'H NMR, 5h (CDCIz3) 7.64 (s, IH, e-H), 7.32 (d, 7= 8.4 Hz,
2H, ArH), 7.12 (d, 7 = 8.4 Hz, 2H, ArH), 6.24 (t, 7= 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.35-4.30 (m, IH,
3’-H), 4.22-4.10 (m, 2H, 5',5"-H2), 3.98 (m, IH, 4’-H), 3.03 (q, 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH?3),
2.35-2.20 (m, 2H, 2'2"-H2), 1.85 (s, 3H, 5-CHs), 131 (t, 7 = 7.2 Hz, 9H, CH2CHa).
HRMS [M - EtsNH"]": 499.9960, liczone dla CisHisNso7PBr: 499.9971.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo 4-cyjanofenylo  fosforan(V) 162dD sol
trietyloamoniowa. Wydajnosc¢ 81%. 'H NMR, 5h (CDCIz3) 7.63 (s, IH, e-H), 7.54 (d, 7= 8.4 Hz,
2H, ArH), 7.35 (d, 7= 8.4 Hz, 2H, ArH), 6.22 (t, 7= 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.33".31 (m, IH, 3’-H),
4.20-4.08 (m, 2H, 5',5"-H2), 3.99 (m, IH 4’-H), 3.06 (q, 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH3), 2.32-2.21
(m, 2H, 2',2"-H2), 1.88 (s, 3H, 5-CH", 1.35 (t, 7= 7.2 Hz, 9H, CH2CH3). HRMS [M - EtsNH"]":
447.0800, liczone dla C17H16NsO7P: 447.0818.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5-ylo  2,4-di-chlorofenylo  fosforan(V) 162dE  sol
trietyloamoniowa. Wydajnos$¢ 82%. *H NMR, 5h (CDC13) 7.68 (s, IH, e-H), 7.57 (d, 7= 8.7 Hz,
IH, ArH), 7.33 (s, IH, ArH), 7.10 (d, 7= 8.7 Hz, IH, ArH), 6.26 (t, 7= 6.7 Hz, IH, I’-H), 4.40-
4.35(m, IH, 3’-H), 4.24-4.16 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.02-3.98 (m, IH, 4’-H), 3.07 (q, 7= 7.2 Hz,
eH, CH2CH3), 2.36-2.24 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.88 (s, 3H, 5-CHz3), 1.36 (t, 7 = 7.2 Hz, 9H,
CH2Ciy. HRMS [M - EtsNH"]'; 490.0065,liczone dla CisH,sNs07PCl2: 490.0086.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo 4-nitrofenylo  fosforan(V) 162dF sol
trietyloamoniowa. Wydajnos¢ se%. 'H NMR, 5h (CDCIz3) 8.11 (d, 7= 8.4 Hz, 2H, ArH), 7.59
(s, IH, e-H), 7.37 (d, 7= 8.4 Hz, 2H, ArH), 6.19 (t, 7= 6.4 Hz, IH, I’-H), 4.35-4.34 (m, IH,
3’-H), 4.17 (m, 2H, 5',5"-H2), 3.98 (m, IH, 4’-H), 3.05 (g, 7= 7.2 Hz, eH, CH2CH3), 2.32-2.29
(m, 2H, 2',2"-H2), 1.84 (s, 3H, 5-CH3), 1.31 (t, 7- 7.2 Hz, 9H CH2CH?3).

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo rezorcynylo fosforan(V) 162dG so6l
trietyloamoniowa. Wydajnos¢ 79%. 'H NMR, 5h (CDCI3) 7.7 (s, IH, e-H), 7.28 (m, IH, ArH),
7.04-7.01 (m, IH, ArH), 6.58-6.51 (m, 2H, ArH), 6.25 (t, 7= 6.7 Hz, IH, I’-H), 4.39-4.34
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(m, IH, 3’-H), 4.22-4.17 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.04-4.02 (m, IH, 4’-H), 3.07 (g, J = 7.2 Hz, eH,
CH2CHBg), 2.34-2.30 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.87 (s, 3H, 5-CH", 1.37 (t,7= 7.2 Hz, 9H CH2CHj).

3’-azydo-3'-deoksytymidyn-5’-ylo 3-pirydynylo fosforan(V) 162dH sol
trietyloamoniowa. Wydajno$¢ se%. 'H NMR, 5h (CDCIz3) 8.50 (s, IH, ArH), 8.24 (s, IH, ArH),
7.65 (m, 2H, 6-H «f¢ ArH), 7.18 (m, IH, ArH), 6.20 (t, 7= 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.417~.32 (m, IH,
3’-H), 4.26-4.10 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.03-3.94 (m, IH, 4’-H), 3.01 (q, 7 = 7.2 Hz, 6 CH2CH?3),
2.32-2.23 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.80 (s, 3H, 5-CH”, 128 (t, 7 = 7.2 Hz, 9H, CH2CH".
HRMS [M - EtsNH"]': 423.0797, liczone dla CisHiaNaO??: 423.0818.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5-ylo  2-chloro-3pirydynylo fosforan(Vv) 162dl sol
trietyloamoniowa. Wydajnos¢ 71%. 'H NMR, eh (CDCI3) 8.07 (m, IH, ArH), 7.97 (m, IH,
ArH), 7.66 (q,7=0.9 Hz, IH, e-H), 7.16 (m, IH, ArH), 6.26 (t,7=6.6 Hz, IH, I’-H), 4.46-4.37
(m, IH, 3’-H), 4.28-4.17 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.04-4.01 (m, 1H,4’-H), 3.06 (q, 7= 7.2 Hz, eH,
CH2CHg), 2.40-2.25 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.89 (d, 7= 0.9 Hz, 3H, 5-CH3), 1.32 (t, 7= 7.2 Hz, 9H,
CH2CHzg). HRMS [M - EtsNH”]': 457.0450, liczone dla CisHisNeCyPCl: 457.0429.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo  5-chloro-3pirydynylo fosforan(Vv) 162dJ sol
trietyloamoniowa. Wydajnos¢ 79%. 'H NMR, 8h (CDCI3) 8.41 (d, 7= 15 Hz, IH, ArH), 8.26
(d, 7- 1.8 Hz, IH, ArH), 7.71 (dd, 7= 1.8 Hz, 7= 15 Hz, IH, ArH), 7.62 (q, 7- 0.9 Hz, IH,
6-H), 6.26 (t, 7= 6.3 Hz, IH, I’-H), 4.40-4.34 (m, IH, 3’-H), 4.28-4.14 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.01
(m,IH, 4’-H), 3.06 (9, 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH3), 2.42-2.25 (m, 2H, 2'2"-H2), 1.88
(d, 7= 0.9 Hz, 3H, 5-CH3), 1.34 (t, 7= 7.2 Hz, 9H, CH2CH”. HRMS [M - EtsNH"]": 457.0420,
liczone dla C1sH15NeO7PCl: 457.0429.

3’-azydo-3'-deoksytymidyn-5-ylo  2-metylo-3pirydynylo fosforan(V) 162dK sol
trietyloamoniowa. Wydajnos$¢ 54%. 'H NMR, eh (CDCI3) 8.17 (d, 7= 4.8 Hz, IH, ArH), 7.74
(d, 7= 8.1 Hz, IH, ArH), 7.66 (q, 7= 0.9 Hz, IH, e-H), 7.00 (dd, 7= 8.1 Hz, 7= 4.2 Hz, IH,
ArH), 6.25 (t, 7= 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.38 (m, IH, 3’-H), 4.20 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.02 (m, IH,
4’-H), 3.01 (q, 7= 7.2 Hz, eH, CH2CHa), 2.53 (s, 3H, Ar- CH3), 2.33 (m, 2H, 2',2"-H2),1.86
(d, 7= 0.9 Hz, 3H, 5-CHg), 1.28 (t, 7= 7.2 Hz, 9H, CH2CH3). HRMS [M - EtsNH"]": 437.0983,
liczone dla CiaHigNeOTP: 437.0975.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5-ylo  6-metylo-3pirydynylo fosforan(Vv) 162dL sdl
trietyloamoniowa. Wydajnos¢ 73%. 'H NMR, eh (CDCI3) 8.40 (s, IH, ArH), 7.66 (g, 7= 0.9 Hz,
IH, 6-H), 7.52 (d, 7= 8.4 Hz, IH, ArH), 7.05 (d, 7= 8.4 Hz, IH, ArH), 6.26 (t, 7= 6.6 Hz, IH,
r-H), 4.38".33 (m, IH, 3’-H),4.27~.13 (m, 2H, s5'5"-H2), 401 (m, IH, 4’-H), 3.05
(q 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH3), 2.47 (s, 3H, Ar- CH", 2.39-2.24 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.85
(d, 7= 0.9 Hz, 3H, 5-CH3), 1.31 (t, 7= 7.2 Hz, 9H, CH2CH3). HRMS [M - EtsNH"]": 437.0993,
liczone dla CisH,gNeo7P: 437.0975.
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3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo 2-pirydynylo fosforan(V) 162dM sol
trietyloamoniowa. Wydajno$¢ 82%. ‘H NMR, 5h (CDCI3) 8.07 (br s, IH, ArH), 7.67 (s, IH,
6-H), 7.52 (t, 7= 7.8 Hz, IH, ArH), 7.01 (d, 7= 7.8 Hz, IH, ArH), 6.89 (br s, IH, AH), 6.17
(t, 7= 6.3 Hz, IH, r-H), 441 (m, IH, 3’-H), 4.19 (m, 2H, 5',5"-H2), 3.95 (m, IH, 4’-H), 2.98
(9, 7= 7.2 Hz, 6H, CH2CH3), 2.34 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.75 (s, 3H, 5-CH3), 1.18 (t, 7= 7.2 Hz, 9H,
CH2CHBg).

2\3'-dideoksyurydyn-5-ylo fenylo fosforan(V) 162CA sél trietyloamoniowa.
Wydajnos¢ 76%. 'H NMR, eh (CDCI3) 7.84 (d, 7= 8.1 Hz, IH, e-H), 7.22-7.15 (m, 4H, ArH),
6.98-6.93 (m, IH, ArH), 6.00-5.96 (m, IH, I’-H), 551 (d, 7 = 8.1 Hz, IH, 5-H), 4.24-A.18
(m, 2H, 5'5"-H2), 4.07-4.00 (m, IH, 4’-H), 2.97 (q, 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH3s), 2.29-2.22
(m, IH, 3’- lub 3”-H), 1.97-1.87 (m, 3H, 2',2"-H2. 3’- lub 3”-H), 1.24 (t, 7= 7.2 Hz, 9H,
CH2CH3). HRMS [M-EtsNH"]": 367.0682, liczone dla C1sH1sN207P: 367.0700.

2\3'-dideoksyurydyn-5-ylo rezorcynylo fosforan(V) 162cG s6l trietyloamoniowa.
Wydajnos¢ 74%. 'H NMR, 5h (CDCIs) 7.91 (d, 7= 8.2 Hz, IH, e-H), 7.20-7.18 (m, IH, ArH),
7.03-6.98 (m, IH, ArH), 6.58-6.55 (m, 2H, ArH), 6.01-5.99 (m, IH, I’-H), 5.62 (d, 7= 8.2 Hz,
IH, 5-H), 4.23 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.08-4.04 (m, IH, 4’-H), 3.07 (q, 7= 7.2 Hz, eH, CH2CH3),
2.29-2.27 (m, IH, 3’- lub 3”-H), 1.99-1.96 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.93 (m, IH, 3’- lub 3”-H), 1.36
(t, 7=7.2 Hz, 9H, CHzCH".

2\3'-dideoksyurydyn-5-ylo 3-pirydynylo fosforan(V) 162cH sél trietyloamoniowa.
Wydajnos¢ 72%. 'h NMR, eh (CDCI3) 8.45 (s, IH, ArH), 8.2 (d, 7= 4.4 Hz, IH, ArH), 7.80
(d, 7= 8.4 Hz, IH, e-H), 7.62 (d, 7= 8.8 Hz, IH, ArH), 7.17 (dd, J = 8.8 i 4.4 Hz, IH, ArH),
5.97-5.95 (m, IH, I’-H), 5.53 (d, 7= 8.4 Hz, IH, 5-H), 4.21".17 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.05-4.00
(m,IH, 4’-H), 2.99 (q, 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH3), 2.29-2.24 (m, IH, 3’- lub 3”-H), 1.97-1.87
(m, 3H, 2',2"-H2, 3’- lub 3”-H), 1.24 (t, 7 = 7.2 Hz, 9H, CH2CH3). HRMS [M - EtsNH"]"
368.0642, liczone dla C14H1sN307P: 368.0648.

2\3'-dideoksyadenozyn-5-ylo fenylo fosforan(V) 162bA s6l trietyloamoniowa.
Wydajnos¢ 84%. 'H NMR, eh (CDCI3) 8.55 (s, IH, 8-H), 8.25 (s, IH, 2-H), 7.29 (d, 7= 5.7 Hz,
2H, ArH), 7.21 (t,7= 5.7 Hz, 2H, ArH), 6.98 (t,7= 5.7 Hz, IH, ArH), 6.34-6.32 (m, IH, I’-H),
4.38-4.30 (m, 2H, 5'5"-H2), 4.16-4.10 (m, IH, 4’-H), 3.04 (q, 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH?3),
2.50-2.41 (m, IH, 3’- lub 37-H), 2.37-2.26 (m, IH, 3’- lub 3”-H), 2.18-2.06 (m, IH,
2’- lub 27-H), 2.03-1.96 (m, IH, T- lub 2”-H), 132 (t, 7 = 7.2 Hz, 9H, CH2CHa).
HRMS [M - EtjNH"]": 390.0975, liczone dla C16H17NsOsP: 390.0967.

2',3’-dideoksyadenozyn-5-ylo 3-pirydynylo fosforan(V) 162bH sél trietyloamoniowa.
Wydajnos¢ 81%. 'H NMR, eh (CDCIs) 8.58 (s, IH, 8-H), 8.53 (d, 7= 2.7 Hz, IH, ArH), 8.22
(s, IH, 2-H), 8.18 (d, 7 = 4.8 Hz, IH, ArH), 7.18 (dm, 7 = 8.7 Hz, IH, ArH), 7.13 (dd.
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y = 8.7 & 4.8 Hz, IH, ArH), 6.33 (dd, J = 6.6 and 3.6 Hz, IH, I’-H), 4.41-4.29 (m, 2H,
5',5"-Hz), 4.16-4.10 (m, IH, 4’-H), 3.06 (g, J= 7.2 Hz, 6H, CH2CH3), 2.52-2.40 (m, IH, 3- lub
37-H), 2.38-2.28 (m, IH, 3" lub 3”-H), 2.2-2.08 (m, IH, T- lub 2”-H), 1.99-1.92 (m, IH,
2'- lub 27-H), 1.24 (t, 7~ 7.2 Hz, 9H, CH2CHs). HRMS [M - EtsNHA]: 391.0914, liczone dla
CisHieN¢OsP: 391.0920.

Ogoélnaprocedura otrzymywania arylo nukleozydo fosforanodiestrow typu 162N.
(9//-fluoren-9-ylo)metylo H-fosfonian NH4" (1 ekw. mol.) przeksztatacitam w sl
trietyloamoniowg poprzez odparowanie z pirydyng zawierajacg trietyloamine (4:1 v/v).
Nastepnie dodatam odpowiedni nukleozyd (1.05 ekw. mol.) i osuszytam substraty przez
dwukrotne odparowanie z bezwodng pirydyna. H-fosfonian i nukteozyd rozpuscitam
w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyng (9:1 v/v; 0.1 mmol/ml) i dodatam chlorek piwaloilu
(1.5 ekw. mol.). Po zakonczeniu reakcji kondensacji (20 min., ~P NMR) dodatam 4-pirydynol
(5 ekw. mol.) osuszony przez odparowanie z nadmiarem pirydyny oraz jod (1.5 ekw. mol.)
rozpuszczony w niewielkiej ilosci pirydyny. Po utworzeniu fosforanotriestru typu 164
(ok. 5 min. TLC- faza A, P NMR), nadmiar jodu roztozytam etanotiolem i odparowatam
rozpuszczalniki. Pozostaty olej rozpuscitam w chlorku metylenu i dwukrotnie przemywatam
wodg. Warstwe organiczng osuszytam bezw. Na2So4 i odparowatam do sucha. Nastepnie
surowy produkt typu 164 rozpuscitam w mieszaninie bezwodnego acetonitrylu z trietyloaming
(2:1, viv; 0.1 mmol/ml) eliminujac w tym Srodowisku fulwen (20 min., TLC- faza Ai, ~'P NMR).
Po odparowaniu rozpuszczalnikow, produkt typu IW izolowatam na kotumnie wypetnionej
zelem krzemionkowym, stosujgc gradient 2-propanolu (0-30% v/v) w chlorku metylenu
zawierajgcym trietyloamine (3% v/v). Zebrane frakcje odparowatam, a po liofilizacji z benzenu
otrzymatam czyste produkty w postaci biatego higroskopijnego ciata statego.
3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo 4-pirydynylo fosforan(V) 162dN sol
trietyloamoniowa.Wydziwno$¢ 8e%. 'H NMR, 5h (CDCI3) 8.44 (d, J = 5.7 Hz, 2H, ArH), 7.63
(9,7=0.9 Hz, IH, e-H), 7.20 (d,7= 5.7 Hz, 2H, ArH), 6.23 (t,7=6.6 Hz, IH, 1I’-H),4.38".32
(m, H, 3-H), 4.24~.12 (m, 2H, 5'5"-H2), 4.03-3.97 (m, IH, 4’-H), 3.02 (q,7= 7.2 Hz, 6eH,
CH2CH3), 2.38-2.22 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.89 (d, 7= 0.9 Hz, 3H, 5-CH~*, 1.28 (t,7= 7.2 Hz, 9H,
CH2CHa). HRMS [M - EtsNH"]": 423.0815, liczone dla C1sH1sNeO7P: 423.0818.
2\3'-dideoksyurydyn-5-ylo 4-pirydynylo fosforan(V) 162cN sél trietyloamoniowa.
Wydajnos¢ 80%. 'H NMR, 6h (CDCI3) 7.99 (d, 7= 8.4 Hz, IH, e-H), 7.88 (d, 7= 7.5 Hz, 2H,
ArH), 6.59 (d, 7= 7.5 Hz, 2H, ArH), 6.10-6.04 (m, IH, I’-H), 5.86 (d, 7= 8.4 Hz, IH, 5-H),
4.40-4.22 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.17-1.05 (m, IH, 4’-H), 3.17 (q, 7 = 7.2 Hz, eH, CH2CH3),
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2.51-2.38 (M, IH, 3"~ lub 3”-H), 2.18-1.93 (m, 3H, 2',2"-Hz, 3’- lub 3”-H), 1.26 (t, 7= 7.2 Hz,
9H, CH2CH3). HRMS [M - EtsNHA]": 368.0615, liczone dla CmHisNjOtP: 368.0648.

Ogolna procedura otrzymywania diarylowych fosforanotriestrow typu 153.

H-fosfonian nukleozydowy typu 159 (1 ekw. mol.) i odpowiedni fenol lub pirydynol typu
160 (1.2 ekw. mol.) osuszytam przez odparowanie z bezwodng pirydyng. Nastepnie rozpuscitam
w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyng (90:10 v/v; 0.1 mmol/ml) i dodatam chlorofosforan
difenylowy (1.2 ekw. mol.) lub chlorek piwaloilu (1.5 ekw. mol.). Po utworzeniu
H-fosfonianodiestru arylowo nukleozydowego (ok. 20 min., P NMR) mieszaninge reakcyjng
przeniostam do osuszonego przez odparowanie z bezwodng pirydyng kolejnego fenolu lub
pirydynolu (5 ekw. mol.) a nastepnie dodatam jod (1.5-2 ekw. mol.) rozpuszczony w bezwodnej
pirydynie (1 ml). Po zakonczeniu reakcji (ok. 3 min., P NMR) nadmiar jodu roztozytam
niewielky iloScig etanotiolu i odparowatam rozpuszczalniki. Oleistg pozostato$¢ rozpuscitam
w chlorku metylenu i dwukrotnie przemytam wodnym 0.1 M roztworem KH2PO4 (pH = 6) Faze
organiczng osuszytam nad bezwodnym Na2So4 i zatezytam. Diarylowe fosforanotriestry
izolowatam na kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym stosujgc liniowy gradient
2-propanolu (0-12%) w chlorku metylenu lub w octanie etylu, albo za pomocg chromatografii
w ukfadzie odwrdconym, stosujac gradient acetonu (0-40%) w wodzie. Frakcje zawierajace
czysty produkt typu 153 odparowatam do niehigroskopijnych pian, z ktoérych po liofilizacji
z benzenu otrzymywatam zwykle biate bezpostaciowe ciata state.

3’-acetylo-3’-deoksytymidyn-5*-ylo  fenylo  3-pirydynylo fosforan(V) 153eAH
Wydajno$¢ 75%. "H NMR, 5h (CDClIs) 8.52 (br s, IH, ArH), 8.49 (br s, IH, ArH), 7.82-7.56
(m, 2H, ArH, 6-H), 7.35-7.16 (m, 6H, ArH), 6.41-6.33 (m, IH, I'-H), 5.25-5.23 (m, IH, 3’-H),
4.61-457 (m, 2H, 5'5"-H2), 421 (m, IH, 4’-H), 2.42-2.29 (m, 2H, 2'2"-H2), 2.11 (s, 3H,
Ac-CH", 1.76 (s, 3H, 5-CHa).

3'-acetylo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo fenylo 5-chloro-3-pirydynylo fosforan(V) 153eAlJ.
Wydajnos¢ 74%. 'H NMR, 6h (DMSO) 8.57-8.55 (m, IH, ArH), 8.52-8.48 (m, IH, ArH),
7.94-7.88 (m, IH, ArH), 7.68 (m, IH, 6-H), 7.46-7.39 (m, 3H, ArH), 7.31-7.26 (m, 2H, ArH),
6.21 (t,7=6.2 Hz, IH, I’-H), 5.20 (m, IH, 3’-H), 4.62-4.57 (m, 2H, 5'5"-H2), 4.25-4.21 (m, IH,
4’-H), 2.39-2.25 (m, 2H, 2',2"-H2), 2.07 (s, 3H, AC-CH3), 1-63 (s, 3H, 5-CHa).

3’-acetylo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo bis-3-pirydynylo fosforan(V) 153eHH. Wydajnos¢
78%. 'H NMR, 5h (DMSO) 8.54 (m, 2H, ArH), 8.49-8.45 (m, 2H, ArH), 7.78-7.72 (m, 2H, ArH,
6-H), 7.51-7.44 (m, 3H, ArH), 6.19 (t, J = 6.3 Hz, IH, I'-H), 5.21-5.19 (m, IH, 3’-H),
4.65-4.54 (m, 2H, 5'5"-H2), 4.24 (m, IH, 4’-H), 2.49-2.23 (m, 2H, 2',2"-H2), 2.07 (s, 3H,
Ac- CH3), 1.63 (s, 3H, 5- CHA.
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3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo fenylo 3-pirydynylo fosforan(V) 153dAH. Wydajnos¢
89%. 'H NMR, eh (DMSO) 851 (s, IH, ArH), 8.47 (m, IH, ArH), 7.72-7.69 (m, IH, e-H), 7.49-
7.36 (m, 4H, ArH), 7.30-7.25 (m, 3H, ArH), 6.15 (t, 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.70-4.47 (m, 3H,
5',5"-H2 & 3’-H), 4.10-4.02 (m, IH, 4’-H), 2.45-2.30 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.65 (s, 3H, 5- CHa).
HRMS [MHf 501.1311, C21H22NeO7P: 501.1288.

3/-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo fenylo 4-pirydynylo fosforan(V) 153dAN. Wydajnos¢
40%. 'H NMR, 5h (DMSO) 8.59 (m, IH, ArH), 8.28 (m, IH, ArH), 7.71 (s, IH, e-H), 7.44-7.39
(m, 2H, ArH), 7.32-7.14 (m, 4H, ArH), 7.04-6.92 (m, IH, ArH), 6.17-6.09 (m, IH, I’-H), 4.59-
4.37 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.06-3.95 (m,2H, 3’-H & 4’-H), 2.51-2.21 (m, 2H, 2’,2"-H2), 1.74 & 1.66
(2s, 3H, 5- CH3). HRMS [MHTf 501.1319, liczone dla C2:1H22NeO7P: 501.1288.

3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5’-ylofenylo 2-pirydynylo fosforan(Vv) 153dAM. Wydajnos¢
62%. 'H NMR, 5h (CDCI3) 8.23 (m, IH, ArH), 7.73 (t, J= 7.2 Hz, IH, ArH), 7.44 (s, IH, e-H),
7.38-7.14 (m, eH, ArH), 6.97-6.93 (m, IH, ArH), 6.24 (t, 3 = 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.71-1.54
(m, 2H, 5',5"-H2), 4.39 & 4.35 (2m, IH, 4’-H), 4.07 (m, IH, 3’-H), 2.44-2.2 (m, 2H, 2',2"-H2),
1.74 & 1.72 (2s, 3H, 5-CHA".

3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5-ylo 4-chlorofenylo 3-pirydynylo fosforan(Vv) 153dBH.
Wydajnos¢ 65%. 'H NMR, eh (DMSO) 8.52 (m, IH, ArH), 8.47 (m, IH, ArH), 7.73-7.69
(m, IH, 6-H), 7.50-7.46 (m, 3H, ArH), 7.43-7.42 (m, IH, ArH), 7.37-7.29 (m, 2H, ArH), 6.15
(t, J = 6.6 Hz, IH, I'-H), 4.62-4.46 (m, 3H, 5'5"-H2 & 4’-H), 4.08".04 (m, IH, 3’-H),
245-230 (m, 2H, 2'2"-H2), 1.65 (s, 3H, 5- CHs3). HRMS [MH]* 535.0891, liczone
dlaC2iH2iN607P: 535.0898.

3/-azydo-3*-deoksytymidyn-5'-ylo 4-bromofenylo 3-pirydynylo fosforan(Vv) 153dCH.
Wydajnos¢ 52%. 'H NMR, 5h (CDCI3) 8.58-8.48 (m, 2H, ArH), 7.60-7.55 (m, IH, e-H), 7.50-
7.43(m, 2H, ArH), 7.35-7.23 (m, IH, ArH), 7.21-20 (m, IH, ArH), 7.13-7.08 (m, 2H, ArH),
6.15 (t, 3= 6.6 Hz, IH), 4.61-4.44 (m, 2H, 5'5"-H2), 4.35-4.28 (m, IH, 4’-H), 4.08-4.03
(m, IH, 3’-H), 2.51-2.32 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.64 (s, 3H, 5- CH3). HRMS [MH]" 581.0376,
liczone dla C2iH2iNeo7PBr: 581.0372.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-ylo 4-cyjanofenylo 3-pirydynylo fosforan(V) 153dDH.
Wydajnos¢ 75%. 'H NMR, eh (CDCl3) 8.55 (s, IH, ArH), 7.71-7.65 (m, 2H, ArH), 7.61-7.57
(m, IH, e-H), 7.37-7.33 (m, 4H, ArH), 7.17 and 7.16 (m, IH, ArH), 6.10-6.05 (dd, 6.4 Hz,
r-H), 4.61°.49 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.37-1.30 (m, IH, 4’-H), 4.07-*.04 (m, IH, 3’-H), 2.49-2.45
(m, 2H, 2',2"-H2), 1.83 & 1.82 (2d, J= 1.2 Hz, 3H, 5- CH3). HRMS [MH]" 526.1226, liczone dla
C22H21N707P: 526.1240.

3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo 4-cyjanofenylo 3-pirydynylo fosforan(Vv) 153dEH.
Wydajnos¢ 77%. 'H NMR, eh (CDCI3) 8.60-8.52 (m, 2H, ArH), 7.63-7.59 (m, IH, 6-H), 7.46-
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7.44 (m, IH, ArH), 7.36 (s, IH, ArH), 7.34-7.33 (m, IH, ArH), 7.26-7.21 (m, 2H, ArH), 6.17-
6.13 (m, IH, I’-H), 4.66-4.61 (m, IH, 5’- lub 5”-H), 4.58".50 (m, IH, 5’- lub 5”-H), 4.36-4.31
(m, IH, 4’-H), 4.08-4.07 (m, IH, 3’-H), 2.50-2.35 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.84 & 1.82 (2d, 3H,
5- CH3). HRMS [MH]" 569.0489, liczone dla C21H20NsO7P: 569.0508.

3*-azydo-3*-deoksytymidyn-5-ylo 3-pirydynylo rezorcynylo fosforan(Vv) 153dGH.
Wydajnos¢ 73%. 'H NMR, 5h (DMSO) 8.49-8.46 (m, IH, ArH), 7.71-7.66 (m, IH, e-H), 7.49-
741 (m, 2H, ArH), 7.36 (m, IH, ArH), 7.21-7.15 (m, IH, ArH), 6.67-6.65 (m, 3H, ArH), 6.14
(t, J= 6.3 Hz, IH, r-H), 4.60-4.46 (m, 3H, 5'5"-H2 & 4’-H), 4.06 (k, J= 3.9 Hz, IH, 3’-H),
2.45-2.29 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.65 (s, 3H, CH".

3’-azydo-3/-deoksytymidyn-5'-ylo  4-pirydynylo rezorcynylo fosforan(V) 153dGN.
Wydajnos¢ 56%. 'H NMR, 5n (CDCl3) 8.59-8.55 (m, 2H, ArH), 7.36 (s, IH, e-H), 7.22 (m, IH,
ArH), 7.20-7.19 (m, 2H, ArH), 6.76-6.65 (m, 3H, ArH), 6.12 (t, 6.3 Hz, IH, I’-H), 4.57-4.46
(m, 2H, 5',5"-H2), 4.35-4.31 (m, IH, 4’-H), 4.04 (m, IH, 3’-H), 2.48-2.39 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.79
(s, 3H, CHg).

3’-azydo-3*-deoksytymidyn-5-ylo fenylo 2-chloro-3-pirydynylo fosforan(V) 153dAl.
Wydajnos¢ 54%. *H NMR, eh (CDCIz) 8.32-8.30 (m, IH, ArH), 7.90 & 7.87 (2s, IH, ArH),
7.52-7.39 (m, 4H, ArH, e-H), 7.30-7.25 (m, 3H, ArH), 6.17-6.12 (m, J = 6.6 Hz, IH, I’-H),
4.67-4.47 (m, 3H, 5',5"-H2  4’-H), 4.11-4.05 (m, IH, 3’-H), 2.48-2.30 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.66
(s, 3H, CH3). HRMS [MH]" 535.0906, liczone dla C21H22NeO7PCI: 535.0898.

3'-azydo-3’-deoksytymidyn-5-ylo fenylo 5-chloro-3-pirydynylo fosforan(V) 153dAJ.
Wydajnos¢ 71%. 'H NMR, eh (CDCIz3) 8.47-8.40 (m, 2H, ArH), 7.64-7.61 (m, 7= 1.2 Hz, IH,
6-H), 7.41-7.31 (m, 2H, ArH), 7.28-7.18 (m, 4H, ArH), 6.18-6.13 (2t, 7 = 6.6 Hz, IH), 4.62-
4.45 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.34-4.27 (m, IH, 4’-H), 4.08-4.03 (m, IH, 3’-H), 2.50-2.30 (m, 2H,
2'2"-H2), 181 & 1.80 (2d, J = 1.2 Hz, 3H, CH” HRMS [MH]" 535.0882, liczone dla
C21H21NsO7PCI: 535.0898.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-ylo fenylo 2-metylo-3-pirydynylo fosforan(V) 153dAK
Wydajnos¢ 64%. 'H NMR, 5h (DMSO) 8.32 & 8.31 (2d, J= 4.5 Hz, IH, ArH), 7.66 & 7.63
(2s, IH, 6-H), 7.45-7.38 (m, 3H, ArH), 7.30-7.23 (m, 4H, ArH), 6.15 & 6.14 (2t, J= 6.6 Hz,
IH, r-H), 4.61*.45 (m, 3H, 5,5"-H2 & 4’-H), 4.10-4.04 (m, IH, 3’-H), 2.44-2.30 (m, 2H,
2',2"-H2), 2.36 (s, 3H, Ar- CHg), 1.65 (s, 3H, 5- CH3z). HRMS [MH]" 515.1455, liczone dla
C22H24N6O7P: 515.1444.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-ylo fenylo 6-metylo-3-pirydynylo fosforan(V) 153dAL.
Wydajnos¢ 71%. 'H NMR, 5h (DMSO) 8.35 (brs, IH, ArH), 7.60-7.54 (m, IH, 6-H), 7.45-7.39
(m, 3H, ArH), 7.30-7.24 (m, 4H, ArH), 6.15 (t, 6.6 Hz, I’-H), 4.60-4.46 (m, 3H, 5'5"-H2 &
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4’-H), 4.06 (m, IH, 3’-H), 2.44 & 243 (2s, 3H, Ar- Cty, 2.41-2.22 (m, 2H, 2'2"-H2) 1.65
(s, 3H, 5- CEb). HRMS [MH]" 515.1454, liczone dla C22H2sNeO7P: 515.1444.

3’-azydo-3'-deoksytymidyn-5-ylo  bis-2-metylo-3-pirydynylo fosforan(V) 153dKK.
Wydajnos¢ 62%. 'H NMR, eh (CDCI3) 8.38 (m, 2H, ArH), 7.62-7.58 (m, 2H, ArH), 7.19
(brs, IH, 6-H), 7.17-7.10 (m, 2H, ArH), 6.09 (t, J = 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.60-4.46 (m, 2H,
5',5"-H2), 4.33-4.27 (m, IH, 4’-H), 4.08".03 (m, IH, 3’-H), 2.52 (s, 3H, Ar- CH3), 2.50 (s, 3H,
Ar- CHg), 2.47-2.40 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.83 (s, 3H, 5-CH3). HRMS [MH]" 530.1571, liczone dla
C22H2sN707P: 530.1553.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-ylo  bis-6-metylo-3-pirydynylo fosforan(Vv) 153dLL.
Wydajnos¢ 80%. 'H NMR, eh (DMSO) 8.34 (br s, 2H, ArH), 7.63-7.57 (m, 2H, ArH), 7.37
(s, IH, e-H), 7.30 & 7.27 (2d, 3= 8.9 Hz, 2H, ArH), 6.14 (t, 7= 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.62-4.46
(m, 3H, 5',5"-H2 & 4’-H), 4.08-4.04 (m, IH, 3’-H), 2.45 (s, 3H, Ar- CHj), 2.44 (s, 3H, Ar- CH3),
2.42-2.31 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.63 (s, 3H, 5- CH”. HRMS [MH]* 530.1534, liczone dla
C22H25N707P: 530.1553.

37-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-ylo 3-pirydynylo 4-pirydynylo fosforan(V) 153dHN.
Wydajnos¢ 30%. 'H NMR, sh (CDCI3) 8.62 (m, 2H, ArH), 856 & 851 (2m, IH, ArH), 7.62-
7.56 (m, IH, 6-H), 7.36-7.29 (m, IH, ArH), 7.22-7.17 (m, 3H, ArH), 6.15 (m, IH, I’-H), 4.63-
447 (m, 2H, 5',5"-H2), 4.37-+.29 (m, IH, 4’-H), 4.097.02 (m, IH, 3’-H), 2.47-2.42 (m, 2H,
2',2"-H2), 1.84 & 1.83 (2s, 3H, 5- CH3). HRMS [MH]" 502.1248, liczone dla C20H21N7O7P:
502.1240.

3*-azydo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo bis-3-pirydynylo fosforan(V) 153dHH. Wydajnos¢
68%. 'H NMR, eh (DMSO) 8.55 (m, 2H, ArH), 8.47 (m, 2H, ArH), 7.76 & 7.74 (2m, 2H, ArH,
6-H), 7.51-741 (m, 3H, ArH), 6.15 (t, 3= 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.67-4.48 (m, 3H, 5'5"-H2
& 4’-H), 4.09-4.05 (m, IH, 3’-H), 2.45-2.30 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.65 (s, 3H, 5- CH3). HRMS
[MH]” 502.1253, liczone dla C20H2:N707P: 502.1240.

3’-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo 2-pirydynylo 3-pirydynylo fosforan(Vv) 153dHM.
Wydajnos¢ 72%. 'H NMR, eh (CDCl3) 8.61 (br s, IH, ArH), 8.49 (m, IH, ArH), 8.26-8.21
(m, IH, ArH), 7.81-7.75 (m, IH, ArH), 7.72-7.68 (m, IH, ArH), 7.43 (s, IH, 6-H), 7.37-7.3
(m, IH, ArH), 7.21 (m, IH, ArH), 6.98-6.96 (, IH, ArH), 6.23 (t, J = 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.77-
439 (m, 3H, 5',5"-H2 & 4’-H), 411 (m, IH, 3’-H), 2.49-2.31 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.79 & 1.79
(2d,y=0.9 Hz, 3H, 5- CH3).

3'-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-ylo bis-2-pirydynylo fosforan(V) 153dIVIM. Wydajno$¢
63%. 'H NMR, eh (CDCI3) 8.26 (m, 2H, ArH), 7.78 (m, 2H, ArH), 7.55 (g, IH, J= 0.9 Hz, 6-H),
7.19 (m, 2H, ArH), 7.09-7.06 (m, 2H, ArH), 6.29 (t, 7 = 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.8~.77 (m, 2H,
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5',5"-H2), 4.61-4.56 (m, IH, 4’-H), 4.16 (m, IH, 3’-H), 2.43-2.38 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.72 (s, 3H,
5- CH3.

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5-ylo 2-pirydynylo 4-pirydynylo fosforan(V) 153dMN.
Wydajnos¢ 48%. 'H NMR, eh (CDCIs) 8.54 (m, 2H, ArH), 8.17 (m, IH, ArH), 7.67-7.54
(m, 2H, ArH, 6-H), 7.32-7.20 (m, 3H, ArH), 6.97 (m, IH, ArH), 6.17 (t, /= 6.6 Hz, IH, I'-H),
4.70-4.61 (m, 2H, s5'5"-H2), 443 (m, IH, 4’-H), 414 (m, IH, 3’-H), 2.48-2.34 (m, 2H,
2',2"-H2), 1.78 (s, 3H, 5- CH".

2\3'-dideoksyurydyn-5’-ylo fenylo 3-pirydynylo fosforan(V) 153cAH. Wydajnos¢ 56%.
'H NMR, eh (CDCl3), 8.54 (brs, IH, ArH), 8.49-8.47 (m, IH, ArH), 7.61-7.56 (m, IH, ArH),
751 & 7.49 (2d, y = 8.1 Hz, IH, 6-H), 7.40-7.18 (m, eH, ArH), 6.07-6.03 (m, IH, I’-H), 5.57
& 5.56 (2d, J= 8.1 Hz, IH, 5-H), 4.57-4.50 (m, IH, 4’-H), 4.43".28 (m, 2H, 5',5"-H2), 2.46-
2.35 (m, IH, 3’- lub 3”-H), 2.16-1.85 (m, 3H, 3’- lub 3”-H & 2',2"-H2). HRMS [MH]" 446.1136,
liczone dla C20H21N307P: 446.1117.

2’,3’-dideoksyurydyn-5'-ylo fenylo 4-pirydynylo fosforan(V) 153cAN. Wydajnos¢ 49%.
'H NMR, 5h (CDCI3), 8.56 (br s, 2H, ArH), 7.51 & 7.48 (2d, 7= 8.1 Hz, IH, e-H), 7.40-7.32
(m, 2H, ArH), 7.26-7.16 (m, 5H, ArH), 6.07-6.03 (m, IH, I’-H), 5.58 & 5.57 (2d, 7= 8.1 Hz,
IH, 5-H), 4.58".50 (m, IH, 4’-H), 4.43~.28 (m, 2H, 5',5"-H2), 2.47-2.34 (m, IH, 3’- lub
37-H), 2.13-1.87 (m, 3H, 3’- lub 3”-H & 2'2"-H2). HRMS [MH]" 446.1106, liczone dla
C20H21N30O7P: 446.1117.

2\3*-dideoksyurydyn-5'-ylo 3-pirydynylo rezorcynylo fosforan(V) 153cGH. Wydajno$¢
56%. 'H NMR, eh (DMSO), 8.51-8.47 (m, IH, ArH), 7.72-7.68 (2d, J= 8.4 Hz, IH, e-H), 7.57-
7.53 (m, IH, ArH), 7.50-7.45 (m, IH, ArH), 7.36 (m, IH, ArH), 7.21-7.16 (m, IH, ArH), e6.68-
6.65 (m, 3H, ArH), 6.02-5.98 (m, IH, I’-H), 5.48-5.45 (2d, 7 = 8.1 Hz, IH, 5-H), 4.53-4.38
(m, 2H, 5',5"-H2), 4.24 (m, IH, 4’-H), 2.32-2.22 (m, IH, 3'- lub 3"-H), 2.08-1.76 (m, 3H, 3"- lub
3"-H & 2,2"-H2).

,2\3'-dideoksyurydyn-5-ylo  3-pirydynylo  4-pirydynylo fosforan(V) 153cHN.
Wydajnos¢ 32%. 'H NMR, 5n (CDCIs), 8.54 (br s, IH, ArH), 8.22-8.11 (m, 3H, ArH), 7.72
& 7.71 (2d, J= 6.0, IH, ArH), 7.53 and 7.52 (2d, 7= 6.0 Hz, ArH), 7.49 (d, 7= 8.4 Hz, IH,
6-H), 7.20-7.14 (m, 2H, ArH), 6.04 & 6.02 (2d, 7= 6.8 Hz, IH, I’-H), 5.61 (d, 7= 8.4 Hz, IH,
5-H), 4.57~.52 (m, IH, 4’- lub 5’- lub 5”-H), 4.45”.39 (m, IH, 4’- lub 5’- lub 5”-H), 4.24-
4.19 (m, IH, 4’- lub 5’- lub 5”-H), 2.49-2.40 (m, IH, 3’- lub 3”-H), 2.36-2.27 (m, IH, 3’- lub
3”-H), 2.11-1.99 (m, 2H, 2'2"-H2). HRMS [MH]* 447.1059, liczone dla Ci9H20N4O7P:
447.1070.

2\3'-dideoksyadenozyn-5'-ylo fenylo 3-pirydynylo fosforan(V) 153bAH. Wydajnos¢
94%. 'H NMR, 5h (DMSO), 8.44 (br s, IH, ArH), 8.43 (m, IH, ArH), 8.27 (2s, IH, 8-H), 8.13
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(2s, IH, 2-H), 7.65-7.60 (m, IH, ArH), 7.41-7.13 (m, 6H, ArH), 6.29-6.25 (m, IH, I’-H), 4.52-
4.45 (m, 2H, 5'5"-H2), 4.44-4.36 (m, IH, I’-H), 2.55-2.42 (m, 2H, 3',3"-H2), 2.19-2.12 (m, 2H,
2',2"-H2). HRMS [MH]" 469.1372, liczone dla C2:H22NeOsP: 469.1390.

3'-azydo-3*-deoksytymidyn-5-ylo bis-fenylo fosforan(V) 153dAA. Wydajnos¢ 92%.
'H NMR, 8h (CDCI_3), 7.35-7.25 (m, eH, ArH, e-H), 7.19 (m, 5H, ArH), 6.20 (t, 7= 6.4 Hz, IH,
r-H), 453 (m, IH, 5'- lub 5”-H), 4.47-4.45 (m, IH, 5'- lub 5’-H), 4.25 (m, IH, 4‘H), 4.04
(m, IH, 3’-H), 2.41-2.37 (m, IH, 2’-lub 2”-H), 2.24-2.17 (m, IH, 2’- lub 2”-H), 1.76 (s, 3H,
5-CHg).

3’-azydo-3'-deoksytymidyn-5-ylo bis-4-nitrofenylo fosforan(V) 153dFF. Wydajnos¢
73%. 'H NMR, 5h (CDCI3), 8.25 (t, 7 = 8 Hz, 4H, ArH), 7.39 (t, 7 = 8 Hz, 4H, ArH), 7.14
(m, IH, e-H), 6.02 (t, 7 = 5.2 Hz, IH, I'-H), 4.60-4.54 (m, 2H, 5'5"-H2), 4.37-4.35 (m, IH,
4’-H), 4.07 (m, IH, 3’-H), 2.54-2.45 (m, 2H, 2',2"-Hz2), 1.85 (s, 3H, 5-CH".

Ogolna procedura otrzymywania diarylo dinukleozydo rezorcynylo difosforanotriestrow typu
168/169.

H-fosfonian AZT 159d (2.5 ekw. mol.) i rezorcynol 160G (1 ekw. mol.) osuszytam przez
odparowanie z bezwodng pirydyng. Nastepnie rozpuscitam w mieszaninie chlorku metylenu
z pirydyng (90:10 v/v; 0.1 mmol/ml) i dodatam chlorofosforan difenylowy (2.2 ekw. mol.). Po
utworzeniu sie di-H-fosfonianodiestru 170 (10 min., P NMR) do mieszaniny reakcyjnej
dodatam osuszony przez odparowaie z bezwodng pirydyng odpowiedni pirydynol (10 ekw.
mol.), a nastepnie jod (5 ekw. mol.) rozpuszczony w niewielkiej ilosci pirydyny. Po zakonczeniu
reakcji (ok. 3 min. P NMR) nadmiar jodu roztozytam dodajgc niewielkg ilos¢ etanotiolu
i odparowatam rozpuszczalniki. Pozostato$¢ rozpuscitam w chlorku metylenu i dwukrotnie
przemytam wodnym 0.1 M roztworem KH2PO4 (pH = 6). Faze organiczng osuszytam nad bezw.
Na2So4, a po odparowaniu rozpuszczalnika, pozadane produkty 168 i 169 izolowatam na
kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym stosujac liniowy gradient 2-propanolu (0-12%)
w chlorku metylenu. Frakcje zawierajgcy czysty produkt reakcji zatezatam i liofilizowatam
Z benzenu otrzymujac biate proszki.

3’-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo  3-[3’-azydo-3 '-deoksytymidyn-5'-ylo  3-pirydynylo
fosforano(V)]fenylo 3-pirydynylo fosforan(V) 168. Wydajnos¢ 75%. 'H NMR, sh (CDCI3) 8.50
(m, 2H, ArH), 8.08 (s, IH, ArH), 7.72-7.69 (m, 2H, s-H), 7.41-7.05 (m, 9H, ArH), 6.06-5.94
(m, 2H, r-H), 456 (m, 4H, 5',5"-H2), 4.46-4.42 (m, 2H, 3’-H), 4.06 (m, 2H, 4’-H), 2.65-2.43
(m, 4H, 2',2"-H2), 1.82-1.80 (m, eH, 5- CH3). MALDI TOF [M-H"]' m/z 920.156, liczone dla
C36H36N,20i4P2: 922.69.
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3/M-azydo-3 '-deoksytymidyn-5'-ylo  3-[3’'-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-ylo  4-pirydynylo
fosforano(V)]fenylo 4-pirydynylofosforan(V) 169. Wydajno$¢ es%. 'H NMR, 5h (CDCI3) 8.60
(m, 4H, ArH), 7.36 (s, 2H, 6-H), 7.20-7.18 (m, 4H, ArH), 7.13-7.11 (m, 3H, ArH), 7.07 (m, IH,
ArH), 6.05-5.92 (m, 2H, I'-H), 4.57-4.35 (m, eH, 5',5"-H2 & 3’-H), 4.07-4.04 (m, 2H, 4’-H),
2.68-2.37 (m, 4H, 2',2"-H2), 1.83-1.78 (29, J= 0.9 Hz, eH, 5- CH3).

Otrzymywanie 3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo 3-[3’-azydo-3 '-deoksytymidyn-5'-ylo
fosforano(V)]fenylofosforanu(V) 171 sél trietyloamoniowa.

H-fosfonian AZT 159d (2.5 ekw. mol.) i rezorcynol 160G (1 ekw. mol.) osuszytam przez
odparowanie z bezwodng pirydyng, rozpuscitam w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyng
(90:10 v/v; 0.1 mmol/ml) i dodatam chlorek piwaloilu (3 ekw. mol.). Po wygenerowaniu
di-H-fosfonianodiestru 170 (10 min., P NMR) dodatam jod (1.5 ekw. mol.) rozpuszczony
w bezwodnej pirydynie (1 ml), a nastepnie wode. Po zakonczeniu reakcji (ok. 3 min. P NMR)
nadmiar jodu roztozytam niewielkg iloScig etanotiolu, odparowatam rozpuszczalniki,
a pozostato$¢ naniostam na kolumne wypetniong zelem krzemionkowym. Dinukleozydowy
difosforanodiester 171 wymywatam stosujgc liniowy gradient 2-propanolu (0-30%) w chlorku
metylenu z dodatkiem trietyloaminy (5% objetosciowych). Frakcje zawierajace czysty produkt
odparowatam otrzymujac biata, higroskopijng piane. Wydajnos¢ 78%. 'H NMR, 5h (CDClIs)
7.76 (s, 2H, 6-H), 7.06 (t, 7= 8 Hz, IH, ArH), 6.98 (brs, IH, ArH), 6.79 (d, 7= 8 Hz, 2H, ArH),
6.11 (t, 7= 6.4 Hz, 2H, I’-H), 4.27 (br s, 2H, 4’-H) 3.98-3.92 (m, eH, 5',5"-H2 & 3’-H), 2.99
(q, 7= 7.2 Hz, 12H, CH2CHa), 2.37 & 2.25 (2m, 4H, 2'2"-H2), 1.77 (s, eH, 5- CHs), 1.31
(t, 7 = 7.2 Hz, 18H, CH2CH~. MALDI TOF [M-2EtsNH”]' m/z 166A3, liczone dla
C26H28N,00mP2: 766.51.

Otrzymywanie 3’-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo 3-[3 -azydo-3 '-deoksytymidyn-5-ylo
3-pirydynylofosforano(V)Jfenylofosforanu(V) 172 sdl trietyloamoniowa.

H-fosfonian AZT 159d (1.3 ekw. mol.) i 3-pirydynylo rezorcynylo fosforanotriester AZT
153dGH (1 ekw. mol.) osuszytam przez odparowanie z bezwodng pirydyng, rozpuscitam
w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyng (90:10 v/v; 0.1 mmol/ml) i dodatam chlorek
piwaloilu (1.5 ekw. mol.). Nastepnie do wygenerowanego dinukleozydowego H-fosfoniano-
fosforanu 173 dodatam jod (1.5 ekw. mol.) rozpuszczony w niewielkiej ilosci pirydyny i po ok.
20 sekundach wode. Po zakonczeniu reakcji (ok. 3 min. P NMR) nadmiar jodu roztozytam
etanotiolem i odparowatam rozpuszczalniki. Produkt izolowatam na kolumnie wypetnionej
zelem krzemionkowym stosujac liniowy gradient wody (0-5%) w 2-propanolu z dodatkiem

trietyloaminy (3% objetosciowych) lub na kolumnie wypetnionej zelem silanizowanym (faza
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odwrécona), stosujac liniowy gradient acetonu (0-12%) w wodzie. Frakcje zawierajgce czysty
zwiagzek 172 zatezatam i liofilizowatam z benzenu. Wydajno$¢ 80%. 'H NMR, 5h (CDCI3) 5.52
(s, IH, ArH), 8.47-8.45 (m, IH, ArH), 7.68 (m, IH, 6-H), 7.61 (m, IH, 6-H), 7.36-7.08 (m, 5H,
ArH), 6.89 (t, 7= 7.5 Hz, IH, ArH), 6.27-6.2I(dd, 7 = 6.3 Hz, IH, I’-H), 5.97-5.92 (m, IH,
r-H), 4.59-4.34 (m, 4H, s5'5"-H2), 4.25-4.18 (m, 2H, 4’-H), 4.08-4.00 (m, 2H, 3’-H),3.06
(9, 7= 7.2 Hz, 6H, CH2CH3), 2.62-2.31 (m, 4H, 2',2"-H2), 1.87 (s, 3H, 5- CH3), 1-80 (s, 3H,
5- CH3), 131 (t, 7= 7.2 Hz, 9H CH2CH3). MALDI TOF [M-H-EtsNH"]' m/z 843.48, liczone dla
C31H32N11014P2; 844.16.

Ogolna procedura otrzymywania arylo nukleozydo amidofosforanodiestréw (174 - 177)
- Metoda | (dotyczy 174,175,1761

3-pirydynylowy fosforanodiester AZT 162dH i odpowiednig aminopirydyne (3 ekw.
mol.) osuszytam przez odparowanie z bezwodng pirydyna. Nastepnie rozpu$citam oba reagenty
w chlorku metylenu z N-metyloimidazolem (9:1 v/v; 0.1 mmol/Iml) i dodatam TPSCI (3 ekw.
mol.). Po zakonczeniu reakcji (ok. 30 min., TLC- faza A, ~P NMR) mieszanine reakcyjna
rozcienczytam chlorkiem metylenu i przemytam wodg (2 razy). Faze organiczng osuszytam nad
bezwodnym Naz2So4 i odparowatam do sucha. Produkty oczyszczatam na kolumnie z zelem
krzemionkowym stosujac liniowy gradient 2-propanolu (0-20%) w chlorku metylenu, lub na
kolumnie z Zzelem silanizowanym (faza odwrdcona) stosujgc gradient acetonu (0-25%)
w wodzie. Frakcje zawierajgce czysty amidofoforanodiestry zatezytam i liofilizowatam
Z benzenu.
- Metoda Il (dotyczy 174,125, 176,1771

H-fosfonian AZT i odpowiednig aminopirydyne (1.5 ekw. mol.) osuszytam przez
odparowanie z pirydyna. Nastepnie rozpuscitam substraty w mieszaninie chlorku metylenu
z pirydyng (9:1 v/v; 0.1 mmol/Iml) i dodatam DPCP (1.2 ekw. mol.). W przypadku syntezy 177
do osuszonego i rozpuszczonego w rozpuszczalnikach, jak opisatam wyzej, H-fosfonianu
dodatam N-/zopropyloamine i DPCP stosujac analogiczne nadmiary reagentow. Po zakonczeniu
kondensacji (ok. 20 min., P NMR) mieszaning reakcyjng przeniostam do osuszonego przez
odparowanie z pirydyng 3-pirydynolu (5 ekw. mol.), a nastepnie dodatam jod (1.5-2 ekw. mol.)
rozpuszczony w niewielkiej ilosci bezwodnej pirydyny. Po zakonczeniu reakcji (ok. 3 min.,
AP NMR) nadmiar jodu roztozytam etanotiolem i odparowatam rozpuszczalniki. Pozostato$¢
rozpuscitam w chlorku metylenu i dwukrotnie przemytam woda. Faze organiczng po oddzieleniu
I wysuszeniu nad bezw. Na2So4 odparowatam a oczyszczanie amidofosforanodiestrowych

produktow przeprowadzatam wedtug procedury opisanej w metodzie .
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3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5-ylo 3-pirydynylo (2-pirydynylo)amidofosforan(V) 174.
Wydajnos$¢ se%- metoda I, 72%- metoda Il. 'H NMR, eh (CDCI3) 8.50 (br s, IH, ArH), 8.42-
8.41 (m, IH, ArH), 8.22 (m, IH, ArH), 7.64-7.58 (m, 2H, ArH), 7.41 (m, IH, &-H), 7.28-7.24
(m, IH, ArH), 7.01 (d, 7= 8.1 Hz, IH, ArH), 6.94 (m, IH, ArH), 6.14 (g, 7= 6.6 Hz, IH, I’-H),
459-4.41 (m, 3H, s'5"-H2 & 4’-H), 4.10-4.05 (m, IH, 3’-H), 2.48-2.40 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.78
& 1.76 (dd,7= 1.2 Hz, 3H, 5- CHg).

3’-azydo-3'-deoksytymidyn-5-ylo 3-pirydynylo (3-pirydynylo)amidofosforan(V) 175.
Wydajnos¢: 91%- metoda I, 80%- metoda Il. 'H NMR, eh (CDCI3) 8.67 (br s, IH, ArH), 8.54
(brs, IH, ArH), 8.49 (d, 7=4.8 Hz, IH, ArH), 8.72 (t, 7= 5.4 Hz, IH, ArH), 7.84 (m, 2H, ArH),
7.62-7.59 (m, IH, ArH), 7.38 (m, IH, e-H), 7.20 (m, IH, ArH), 6.01-5.93 (m, IH, I’-H), 4.49
(m, 3H, 5'5"-H2 & 4’-H), 4.06 (m, IH, 3’-H), 2.41-2.36 (m, 2H, 2',2"-H2), 1.84 & 1.82 (2s, 3H,
5- Ciy.

3’-azydo-3'-deoksytymidyn-5-ylo 3-pirydynylo (4-pirydynylo)amidofosforan(V) 176.
Wydajnos¢: 65%- metoda I, 58%- metoda Il. *H NMR, eh (CDCI3) 8.73 (br s, IH, ArH), 8.55
(brs, IH, ArH), 8.45 (br s, 2H, ArH), 7.74 (m, IH, ArH), 7.59 (s, IH, e-H), 7.55-7.49 (m, 2H,
ArH), 7.37 (m, IH, ArH), 6.16 (t, 7= 6.6 Hz, IH, I’-H), 4.71-451 (m, 3H, 5'5"-H2 & 4’-H),
4.22 (m, IH, 3’-H), 2.78 & 2.53 (2m, 2H, 2’,2"-H2), 1.96 (s, 3H, 5- CH3).

3’-azydo-3’-deoksytymidyn-5-ylo  3-pirydynylo (izopropylo)amidofosforan(V) 177.
Wydajnos¢: es8%- metoda Il. 'H NMR, 5h (CDCI3) 8.54 (m, IH, ArH), 8.43 (m, IH, ArH), 7.65
(@, 7 = 0.9 Hz, IH, e-H), 7.35-7.25 (m, 2H, ArH), 6.09 (t, 7 = 6.6 Hz, IH, I'-H), 4.38-4.30
(m, 3H, , 5',5"-H2 & 4’-H), 4.05 (m, IH, 3’-H), 3.03 (m, IH, CHCH?3), 2.48-2.36 (m, 2H, 2'2"-
H2), 1.88 (g,7 = 0.9 Hz, 3H, 5- CH3), 1.18-1.13 (m, sH, CHCHA.

Tabela 6. Przesuniecia chemiczne i state sprzezen ~*P NMR produktéw posrednich i koncowych

Przesuniecie

Zwigzek ) VpH [Hz] VpH [Hz]
chemiczne' dp [ppm]
157 3.85 (dt) 613.4 7.3
158a 8.54, 8.09" (2dm) 710.5 8.3
158b 8.65, 8.08" (2dm) 7115 8.3
158¢ 8.73,8.14" (2dm) 7114 8.3
158d 8.62, 8.04" (2dm) 7114 8.3
159a 2.32 (dt) 601.6 7.3

1590 2.40 (dt) 617.2 6.4
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Zwigzek

159¢c
159d
159
161dA
161dB
161dC
161dD
161dE
161dF
161dG
161dH
161dl
161dJ
161dK
161dL
161dM
161cA
161cG
161cH
161bA
161bH
161eA
161eH
1620A
162dB
162dC
162dD
162dE
162dF
162dG
162dH
162dl
162dJ
162dK

Przesunigcie

chemiczne' 6p (ppm]

3.17 (dt)
2.83 (dl)
2.82 (dl)

5.31, 4.63" (2dt)

5.362, 4.67" (2dt)

5.21,4.49" (2dt)

4.75, 4.04"
4.71,4.00* (2at)
4.64,3.91

5.28, 4.66" (2dt)

5.53,4.76" (2dt)

4.71,3.90"
5.57, 4.68"
5.38,4.61" (2d1)

5.79, 5.00" (2dt)

3.36, 2.75" (2dt)

5.31,4.61"

5.24, 4.60" (2dt)

5.65,4.83"
5.22, 4.64"

5.60, 5.00" (2dt)

5.52, 4.29" (2d)

5.84,4.52" (2d1)
5,83 (1)
-5.38 (1)
553 (1)
-6.15 (1)

'IpH [HZz]

615.4
616.3
613.6
722.6
7213
731.2

741.8

720.4

735.8

739.2

740.3

722.5

725.7

7234
734

VpH [HZ]

6.4
6.4
6.4
8.3
8.2
8.7

8.7

8.25
8.7

8.7

8.24

8.25

8.2
8.24

6.4
6.4
6.4
6.4
6.4
55
5.5
6.4
6.4
6.4
6.4

125
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Zwigzek

162dL
162dM
162dN
162cA
162¢cG
162cH
162cN
162bA
162bH
164dN
164cN
153eAH
153eAl
153eHH
153dAH
153dAN
153dAM
153dBH
153dCH
153dDH
153dEH
153dGH
153dGN
153dAl
153dAJ
153dAK
153dAL
153dKK
153dLL
153dHN
153dHH
153dHM
153dMM
153dMN

Przesuniecie

chemiczne' 5p [ppm]

5.46 (1)
6.82 (1)

-6.09 (t)
-7.34, 755 (m)
-6.98, -7.12 (m)

-11.54,-11.63 (2t)
-11.13,-11.38 (2t)
-11.42 (1)
-10.98,-11.03 (2t)
-12.19 (m)
-12.61,-12.88 (2t
-11.12,-11.14 (m
-11.86,-11.91 (2t
-12.52,-12.59 (2t
-12.20, -12.29 (m
-12.05, 12.12(21
-13.04, 13.10(21)
-12.18,-12.33(21)
-11.95,-12.02 (2t)
-10.83, -10.85 (2t)
-10.75,-10.84 (m)
-10.86 (t)
-10.28 (1)
-12.72,-12.75 (m)
-11.63 ()
-12.35,-12.59(21)
-13.56 (m)
-13.43,-13.75 (21)

~— O ~— ~— ~ ~—~

VpH [Hz]

VpH [HZ]

6.4
6
55
5.5
5.5
55
5.5
5.5
55

7.3
7.3
7.3
6.4

6.4

6.4
6.4

6.4
7.3
1.2
1.2
1.2

6.4
1.2

6.4

7.3

126
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Przesuniecie VpH [Hz] !
Z.,.Uu VpH [Hz]
chemiczne* 6p [ppm]

153cAH -11.49,-11.56 (2t) 8.2
153cAN -12.59,-12.61 (m)
153cGH -11.76,-11.81 (2t) 6.4
153cHN -12.47 (m)
153bAH -11.09,-11.14 (2t) 6.4
153dAA -11.94 (1)
153dFF -13.76 (m)

168 -12.19,-12.27 (2m)

169 -13.05,-13.11 (2m)

170 5.28,4.59,4.45 (4m) 734.6 8.25

171 -6.22 (1) 5.9

172 -5.60,-11.76,-11.82 (3m)

5.11,5.07, 4.58,4.42,

173

-12.05,-12.08 (4m, 2t)
174 -2.23, -2.58 (21) 6.4
175 -1.42,-1.54 (21) 6.4
176 -2.95, -3.34 (2m)
177 453, 4.27 (2m)
178 8.47, 7.59" (2dlt) 667.14 73
179 7.55,7.18" (2dt) 650.64 81
180 6.62, 6.27" (2dm) 652.86
181 12.35, 12.28" (2dm) 629.88

' Przesuniecia chemiczne z widm wykonanych w CH2Cl2; “ dwa diastereoizomery; dt- dublet trypletow;
dm- dublet multipletéw; t- tryplet; m- multiplet.
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IX. SUPLEMENT

Aktywno$¢ antywirusowa i cytotoksyczno$¢ niektérych zwiazkdw opisanych
w rozprawie ,,Synteza i niektdre wkasciwosci arylo nukleozydo fosforanéw i ich analogéw jako
nowych, potencjalnych pronukleotydéw anty-HIV” wyznaczone przez grupe prof. P. La Colla
w Zaktadzie Mikrobiologii Uniwersytetu w Cagliarii, Wiochy.

Nr CCso ECso SI
zwigzku MT-4 WiiiB WHiiiRF EFV" Y181C AZT**
153dAH > 100 0.06 0.08 0.03 0.05 2.9 > 1666
153dAN > 100 0.01 0.02 0.01 0.01 0.4 >10000
153dBH > 100 0.03 0.06 0.01 0.04 1.9 > 3333
153dCH 94 0.03 0.06 0.02 0.05 1.8 3133
153dDH 58 0.02 0.03 0.009 0.02 0.8 2900
153dEH > 100 0.01 0.02 0.01 0.01 0.4 > 10000
153dGH > 100 0.07 0.3 0.03 0.06 3.4 > 1428
153dGN > 100 0.02 0.04 0.01 0.03 0.6 >5000
153dAl > 100 0.03 0.06 0.01 0.02 1.2 > 3333
153dAJ 100 0.04 0.06 0.01 0.05 15 2500
153dAK > 100 0.1 0.2 0.09 0.08 4.7 1000
153dAL > 100 0.09 0.1 0.07 0.08 7 >1111
153dKK > 100 0.02 0.04 0.02 0.03 0.8 >5000
153dLL > 100 0.04 0.05 0.03 0.05 0.8 >2500
153dHN > 100 0.01 0.03 0.01 0.01 0.7 >10000
153dHH > 100 0.02 - - - - >5000
153cAH > 100 38 40 20 30 > 100 =2.6
153cAN > 100 3 6 2 4 60 =33.3
153cGH > 100 6 13 3 4 100 > 16.6
153cHN > 100 14 22 7 9 > 100 =7.1
153bAH > 100 23 54 16 30 40 =4.3
168 > 100 0.01 0.02 0.007 0.008 0.3 >10000
169 61 0.005 0.01 0.004 0.004 0.09 12200
170 >100 0.01 0.02 0.006 0.02 0.3 10000
174 80 0.01 - - - - 8000

WtiiiB i wtiiiRF- dzikie szczepy wirusa HIV-1
EFV*", Y181C, AZT"" - lekoopome szczepy wirusa HIV-1



