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WPROWADZENIE

I. WPROWADZENIE

Minety ponad 24 tata od czasu pojawienia sie pierwszych doniesien na temat
klinicznych objawéw AIDS. Choroba ta zmienita ustalone poglady na niektore
zjawiska biologiczne, spowodowata znaczgce pogiebienie wiedzy medycznej
dotyczacej infekcji wirusem HIV, ale zarazem pokazata bezsilnos¢ cztowieka wobec
pewnych stanéw patologicznych wywobnvanych przez te chorobe. Mimo
dynamicznego rozwoju medycyny i zastosowania chemioterapii w leczeniu infekcji
wirusem HIV, AIDS nadal pozostaje jedng z gtdwnych przyczyn Smiertelnosci ludzi
na Swiecie. Pojawianie si¢ mutantéw wirusa HIV opornych na podawane leki,
a takze niekorzystne skutki uboczne wywotane ich stosowaniem znacznie
ograniczajg uzyteczno$¢ terapeutyczng dotychczas terapeutykdéw. Prace nad
polepszeniem skutecznos$ci leczenia zespotu AIDS zmierzajg do coraz lepszego
poznania patogenezy i cyklu rozwojowego wirusa HIV. W oparciu o te wiedze
podejmowane sg préby otrzymania nowych spec3dlkéw antywirusowych, a takze
ulepszania wiasciwosci farmakologicznych obecnie stosowanych lekéw.

Biorac pod uwage ciggta potrzebe pozyskania nowych zwigzkéw
antywirusowych, podjetam sie syntezy i przebadania wybranych wiasciwosci
a-hydroksyfosfonianow arylowo nukleozydowych, nowych potencjalnych prolekéw

przeciwko wirusowi HIV-1. Wyniki tych badan stanowig tresS¢ niniejszej rozprawy.






SPIS PUBLIKACIJI

I1. SPIS DONIESIEN NAUKOWYCH OPUBLIKOWANYCH
W TRAKCIE WYKONYWANIA NINIEJSZEJ PRACY

1. M. Szymczak, A. Szymanska J. Stawinski, J. Boryski i A. Kraszewski ,Aryl

2.

3.

H-phosphonates. 14. Sbmthesis of new nucleotide analogues with
phosphonate-phosphate internucleosidic linkage” Organic Letters 2003, Vol.
5, No. 20, 3571-3573

T. Johanson, J. Nilsson, M. Kulberg, G. Laven, M. Sobkowski, A. Szymanska.
M. Szymczak, A. Kraszewski i J. Stawinski ,,Developing synthetic methods for
bioactive phosphorus compounds using H-phosphonate chemistry;
a progress report. Nucleosides, Nucleotides, and Nucleic Acids 2005, Vol. 24,
No. 5-7, 353-357

A. Szymanska. M. Szymczak, J. Boryski, J. Stawinski, A. Kraszewski,
G. Collu, G. Sanna, G. Giliberti, R. Loddo i P. La Colla , Aryl nucleoside
H-Phosphonates. Part 15: Synthesis, properties and, anti-HIV activity of aryl
nucleoside 5'-a-hydroxyphosphonates. Przyjete do druku w Bioorganic &
Medicinal Chemistry






SKROTY STOSOWANE W PRACY

I1l. SKROTY STOSOWANE W PRACY

AZT - 3'-azydo-3'-deoksytymidyna

AZT MP - 5'-monofosforan AZT

AZT DP - 5'-difosforan AZT

AZT TP - 5'-trifosforan AZT

B - base (zasada)

CCso - cytotoxic concentration (stezenie cytotoksyczne)

ddN - 2',3'-dideoksynukleozyd

DIPEA -diizopropyloetyloamina (zasada Hiiniga)

DMT - 4,4'-dimetoksytr5rtyl lub inaczej bis(4-metoksyfenylo)fenylometyl
ECso - effective concentration (stezenie efektywne)

ekw. - ekwiwalent

FBS/FCS -foetal bovine/calfserum (serum z ptodéw cielecych/bydlecych)
Fm - fluoren-9-ylometoksylkarbonyl

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (wysokorozdzielcza
chromatografia cieczowa)

HRMS - High Resolution Mass Spectrometry (wysokorozdzielcza spektrometria
masowa)

ICso - inhibitory concentration (stezenie inhibitorowe)

MS - Mass Spectrometry (spektrometria masowa)

Melm - N-metyloimidazol

NNRTI - nonnucleoside inhibitory of reverse transcriptase (nienukleozydowe
inhibitory odwrotnej transkryptazy)

NRTI - nucleoside inhibitory of reverse transcription (nukleozydowe inhibitory
odwrotnej transkrypcji)

P - wspotczynnik lipofilowosci

RPMI 1640 - Roswell Park Memorial Institut

RT - reverse transcriptase (odwrotna transkryptaza)

SET - single electron transfer (reakcja rodnikowa z przeniesieniem
pojedynczego elektronu)

S| - selectivity index (indeks selektywnosci)

ti/2 - czas potowicznego rozkiadu

TMSCI - chlorek trimetylosililu

TPSCI - chlorek 2,4,6-triizopropylobenzenosulfonowy

Thy - tymina
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IV. WSTEP LITERATUROWY

1. Pochodzenie wirusa HIV

Jedna z grup wiruséw, ktére w ostatnich latach cieszg sie najwiekszym
zainteresowaniem sa retrowirusy. Jest to grupa wirusow sklasyfikowana ze wzgledu
na swoj genom RNA, charakterystyczng budowe i kodowanie wilasnej odwrotnej
transkryptazy.

W skiad retrowiruséw wchodzg 3 podrodziny tj. onkowirusy indukujace
réznego typu zmiany nowotworowe (np. Mouse leukemia virus MLV lub Human
T- celi leukemia virus HTLV), spumawirusy okreslane jako wirusy gabczaste
w3Twotujace stabe objawy chorobowe (np. Human foamy virus HFV) oraz
nieonkogenne lentiwirusy wywotujagce upos$ledzenie odpornosci z dhlugim
poczatkowym okresem ujawniania sie objawow klinicznych (np. Human
immunodeficiency virus 1 HIV-1, Simian immunodeficiency virus SIV)

Pierwszy ludzki retrowirus wyizolowany zostat z limfocytéw pacjenta chorego
na biataczke w 1978 roku przez Roberta Galio z Narodowego Instytutu Zdrowia
w Bethesda (USA) i nazwany ludzkim wirusem biataczki z komoérek T typu |
(HTLV-I).

Drugi przedstawiciel tej rodziny- wirus HTLV-11 wyizolowany zostat w Seattle
z komoérek pacjenta chorego na biataczke kosmatokomoérkowa. Wirus ten zakaza
limfocyty T i powoduje w nich zmiany nowotworowe, a jego dziatanie cytopatyczne
jest silniejsze niz HTLV-1.

W 1981 r. opisany zostat nowy zesp6t chorobowy charakteryzujacy sie
dysfunkcjg uktadu odpornosciowego i nazwany zespotem nabytego upos$ledzenia
odpornosci  (acquired immunodeficiency syndrome; AIDS). Woydarzenie to
poprzedzone byto odnotowaniem niezwykle duzej liczby zapalen ptuc w grupie
poprzednio zdrowych, mtodych mezczyzn. W tym samym czasie pojawity sie rowniez
doniesienia 0 rozwinieciu rzadkiego nowotworu skoéry, miesaka Kaposiego
u miodych homoseksualistow z Nowego Jorku i San Francisco.

Izolacja retrowirusa z weztéw chtonnych pacjenta chorego na AIDS zostata po
raz pierwszy dokonana przez Montagniera i Barre-Sinoussiego w Instytucie
Pasteura w Paryzu w 1983 r., a wirus ten nazwano wirusem skojarzonbsmi
z limfadenopatig (LAV). Rok p6zniej grupa amerykanska kierowana przez Galio
opisata izolacje wirusa okre$lanego jako HTLV-III z limfocytéw krwi obwodowej

chorego na AIDS.2;» P6zniejsza analiza sekwencji obu wiruséw dowiodta, ze genomy
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LAV i HTLV-lll sg praktycznie identyczne. Dalsze szczeg6towe badania pozwolity
zakwalifikowaé czynnik etiologiczny AIDS do ludzkich lentiwirusow i nazwac go
ludzkim wirusem upos$ledzenia odpornosci HIV-1.2:5

HIV-2 jest innym lentiwirusem, wystepujacym gtownie u mieszkeincéw
zachodniej Afiyki, powodujgcym podobne objawy chorobowe wystepujgce po

dituzszym czasie od chwili zarazenia niz wirus HIV-l.s

2. Budowa wirusa HIV

btona biatko
lipidowa peryferyczne
biatko biatko
matr iksowe transbtonowe
) biatko
wirusowy RNA nukleokapsydu
odwrotna
tronskryptaza
biatko
kapsydu
Ryc. 1

Wirion wirusa HIV-1 ma ksztatt kulisty o Srednicy okoto 100 nm (I”c. 1).
Najbardziej zewnetrzng cze$¢ wirionu stanowi ostonka lipidowa chronigca kapsyd
przed bezposrednim kontaktem ze Srodowiskiem zewnetrznym. W ostonce wirusowej
wystepuje specyficzny rodzaj komplekséw biatkowych skiadajacych sie z dwoch
podjednostek tj. biatka transbtonowego (TM) i biatka peryferycznego (SU), ktére
potaczone sg ze sobg wigzaniami disiarczkowymi i petnig role biatlek receptorowych
wirusa HIV.

Pod ostonkg znajduje sie ikosaedralny kapsyd utworzony z wdelu kopii biatek
kapsydu (CA). Efektywne taczenie sie kapsydu z ostonkag wirusowg zapewniajg
biatka matriksowe (MA).

We wnetrzu wirionu miesci sie nukleokapsyd o ksztatcie cylindra tworzony
przez biatka nukleokapsydu (NC) potgczone z dwoma jednoniciowymi tancuchami
RNA o dtugosci 9500 nukleotydow.

Obok wyzej wymienionych biatek strukturalnych tworlsgcych podstawowa
architekture wirionu, w czasteczce wirusa HIV wystepujg réwniez biatka

enzjmiatyczne. Nalezg do nich: odwrotna transkryptaza (RT), integraza (IN) oraz
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proteaza (PR), ktérych geny stanowig integralng cze$¢ rybonukleinowego genomu
wirusa. 1:3:5

3. Struktura i organizacja genomu wirusa HIV

Genom wirusa HIV, tak jak innych retrowirusow, skitada sie z dwoch
identycznych czasteczek RNA o dodatniej polamosci, stanowiacy jedyny ws$rod
wiruséw genom diploidalny.

W strukturze czasteczek RNA na kornicach 3' i 5 wystepujg dtugie koncowe
powtérzenia (LTR), zaangazowane w replikacje, integracje z genomem gospodarza
oraz ekspresje genéw wirusowych i zawierajgce sekwencje promotorowe,
wzmacniajgce oraz sygnat poliadenylaciji.

Na cze$¢ kodujaca sktadajg sie geny gag, poi i env. Gen gag koduje biatka
kapsydu, nukleokapsydu i matriksowe, gen poi koduje biatka enzymatyczne
zaangazowane w replikacje wirusa (RT, IN, PR), natomiast gen env koduje biatka
otoczki.®

W odrdéznieniu od innych retrowiruséw wirus HIV posiada w swoim genomie

trzy dodatkowe geny regulacyjne (reu, tat vtf) oraz gen represorowy nef.*

4. Etapy replikacji wirusa HIV

ni«nukl«ozydowe

I~c. 2
Cykl replikacyjny lentiwirusow odbywa sie w Kilku kolejnych etapach

obejmujacych przylaczenie i wnikniecie wirusa do komoérki, odwrotng transkrypcje.
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integracje wirusowego DNA, ekspresje materiatlu genetycznego oraz sktadanie
czastek wirusowych (Ryc. 2).

4.1 Przylaczenie i wnikniecie wirusa do komorki

Pierwsza faza rozpoczyna sie od rozpoznania przez biatko powierzchniowe (SU)
wirusa HIV receptora komoérkowego CD4 na powierzchni limfocytéw pomocniczych
T. Nastepnie dochodzi do fuzji ostonki wirusowej i btony komdrkowej i wnikniecia

wirusa do cytoplazmy w postaci kompleksu preintegracyjnego.®

4.2 Odwrotna transkrypcja - synteza wirusowego DNA

Odwrotng transkrypcje wirusa HIV inicjuje komérkowy tRNAMy® jako starter
wigzacy sie do wirusowego RNA w poblizu 5 konca (miejsce wigzgce starter PBS)
a synteze cDNA wykonuje heterodimeryczne biatko, odwrotna transkryptaza.®

Odwrotna transkryptaza jest enzymem posiadajacym dwie podjednostki p51
i p66. Podjednostka p51 powstaje na skutek odciecia domeny nukleazowej od
podjednostki p66. W podjednostce p66, zbudowanej z 560 aminokwasow, znajdujg
sie jej dwie aktywnosci, w czesci N-koncowej, aktywnos$¢ polimerazy DNA oraz
w czesci C-koncowej, aktywnos¢ rybonukieazy H (RNazy H). Aktywnosc
polimerazowa objawia sie zdolnoscig do kopiowania RNA albo DNA na DNA,
natomiast funkcja RNazy H polega na rozktadaniu RNA w dupleksie RNA-DNA.

Struktura krystaliczna podjednostki p66 podobna jest do prawej reki
z wyrdznionymi piecioma poddomenami tj. domeng RNazy H i czterema oddzielnymi
fragmentami zwiazan5mii z domeng polimerazy DNAA

Odwrotna transkrypcja rozpoczyna sie synteza pierwszej nici DNA o ujemnej
polarnosci w poblizu 5 konca genomowego RNA z wykorzystaniem tRNAi-y® jako
startera. Starter ten zwigzany jest z sekwencjg PBS, ztozong z dwoOch czesci: maitej
petli US5-PBS oraz duzej struktury liderowej U5-PBS. W wyniku syntezy
postepujacej w kierunku konca 5 i obejmujgcej region 100-300 nukleotydow,
okreslany jako U5, powstaje heterodupleks RNA-DNA. Bezposrednio przy koricu 5'
wystepuje sekwencja R powtdrzona na koncu 3' genomu i zakonczona sekwencjg
poli(A). Na skutek dziatania RNazy H nastepuje usuniecie matrycowego RNA
z kompleksu RNA-DNA przy koncu 5'. Powstata ni¢c DNA odpowiadajgca sekwencji R
zostaje przeniesiona na koniec 3 tancucha RNA, gdzie hybrydyzuje

z komplementarng sekwencjg. W wyniku tego koniec 3'-OH nici DNA moze stuzyc¢
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jako starter do dalszej syntezy na matrycy RNA. Ten etap syntezy okreslany jest
jako pierwsze przesuniecie lub ,,przeskok”. Gdy synteza ujemnej nici DNA przejdzie
poza rejon U3 przy koncu 3' genomowego RNA nastepuje usuniecie wiekszosci
zhybrydyzowanego RNA w wyniku dziatania RNazy H. Wolny koniec 3'-OH
pozostatej czesci RNA stuzy jako starter do syntezy dodatniej nici DNA. Pozycja
starterowego RNA wyznacza koniec 5' diugiej powtérzonej sekwencji (LTR)
zawierajacej strukture U3-R-U5 na obu koncach powstatego dwuniciowego DNA.
S3nteza nici DNA o dodatniej polarnosci jest kontSnuowana w Kkierunku lewej
sekwencji LTR, z wykorzystaniem nici o0 ujemnej polarnosci jako matrycy. W wyniku
kolejnego dziatania RNazy H nastepuje usuniecie sekwencji tRNA i powstanie
wolnego korica dodatniej nici DNA, a nastepnie dochodzi do drugiego przesuniecia
kompleksu replikacyjnego wraz z dodatnig nicia DNA. W ten sposOb powstaje
dwuniciowy DNA odpowiadajagcy petnemu genomowi wirusowemu, w ktorym oba

konce zawierajg powtdrzone sekwencje LTR.3

4.3 Integracja wirusowego DNA

Dwuniciowa liniowa czasteczka DNA wraz z biatkami matriksowymi (MA) oraz
biatkiem - integrazg (IN) tworza kompleks preintegracyjny i transportowane sg
z cytozolu do jadra zainfekowanej komoérki, gdzie zachodzi kolejny, kluczowy etap
cyklu rozwojowego retrowirusa, integracja z chromosomem gospodarza.

Integraza wirusa H1V-1 jest endonukleazg zawierajaca trzy gtdwne domeny: N-
koncowa odpowiedzialng za oligomeryzacje, centralng katalityczng domene
rdzeniowg oraz C-koncowg domene wigzgcg DNA gospodarza i wirusa.®

Proces integracji rozpoczyna sie od zwigzania integrazy z sekwencjami LTR
czasteczki DNA wirusa w taki sposob, ze czasteczka ta przybiera forme kulista.
Nastepnie dochodzi do odciecia dwoch nukleotydow na obydwu 3'-koncach
wirusowego DNA. Na skutek dalszego dziatania integrazy nastepuje przytgczenie
kompleksu integraza- wirusowy DNA grupg 3'-OH do wigzania fosfodiestrowego
w tancuchu DNA gospodarza. Nowe wigzanie fosfodiestrowe powstaje w momencie
rozerwania obu nici DNA gospodarza z wytworzeniem lepkich koncow. Komorkowy
systemm naprawy DNA przycina wystajgce 5'-konce wirusowego DNA i uzupetnia
powstate przerwy. W ten sposdb wirusowy DNA zostaje zintegrowany z DNA

gospodarza z duplikacja krotkiej sekwencji komérkowego DNA po obydwu stronach

wigczonej sekwencji wirusa.i:3;s

10
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4.4 Ekspresja genéw wirusa HIV-1

Materiat genetyczny wirusa HIV-1 po zintegrowaniu z chromosomem
gospodarza stanowi matryce dla replikacji genomu wirusowego oraz ekspresji genoéw
wirusowych.

Pierwszym etapem w tym procesie jest transkrypcja wirusowego DNA na RNA
przeprowadzana przez komorkowa polimeraze 11, ktora wigze sie do sekwencji na 5'-
koncach LTR. W sekwencji tej zgrupowane sg odpowiednie promotory
i wzmacniacze, ktérych podatnos$¢ na rozpoznawanie przez komoérkowy aparat
transkrypcyjny decyduje o tempie transkrypcji wirusowego DNA.3

Wszystkie powstate transkrypty RNA ulegajg poliadenylacji a ich cze$¢ rowniez
splicingowi, po czym transportowane sa do cytoplazmy. W pierwszej kolejnosci do
cytoplazmy wysytane sg te czasteczki mRNA, ktére ulegty splicingowi i stuzg jako
matryca do syntezy bialek Tat, Rev i Nef (tzw. ,,wczesne” proteiny). Nagromadzenie
sie bialek Rev w jadrze jest sygnatem uruchamiajgcym wysylanie do cytoplazmy
czasteczek mRNA, ktére nie ulegly badZz czesciowo uleglty splicingowi. Na matrycy
tych RNA nastepuje biosjmteza poliprotein strukturalnych (Gag, Gag- Pol i Env)

oraz biatek pomocniczych (Vif, Vpr, Vpu - tzw. ,,pézne” proteiny).3;s

4.5 Sktadanie czgstek wirusowych

Proces ten rozpoczyna sie od oddziatywan pomiedzy poliproteinami Gag, co
wywotuje w komérkowym cytozolu produkcje nukleoproteinowych kompleksow
(preczastek wirusowych) sktadajacych sie z poliprotein Gag, Gag-Pol i genomowego
wirusowego RNA. Gag jest poliproteing zawierajgca 4 domeny: MA, CA, NC, oraz p6
0 nieznanej funkcji. Poliproteing Gag-Pol skiada sie natomiast z trzech gtoéwnych
domen funkcyjnych - IN, RT oraz PR, ktdra ulega autokatalitycznemu odcieciu.®

Proteaza wirusa HIV-1 jest malym homodimerycznym enzymem (99 reszt
aminokwasowych) z grupy proteaz asparaginowych. Kazda podjednostka PR zawiera
katalitycznie aktywne reszty asparaginowe ulokowane w $rodku hydrofobowej
szczeliny o diugosci pozwalajacej na zwigzanie siedmiu reszt aminokwasowych
substratu.®:*;1®

Hydroliza wigzan peptydowych w poliproteinach Gag i Gag-Pol odbywa sie
w kazdym miejscu rozciecia przy udziale czasteczki wody dostarczanej przez dwie

reszty aminokwasowe proteazy (Ryc.
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frtgmenl poliproteiny tetraedryczny
Gag lub Gag-Pol stan przejsciowy C- koricowy kwas N- koricowa amina

R O

A OH HiN /

OH o

W wyniku dziatania wirusowej proteazy na czasteczki poliprotein Gag i Gag-Pol
zachodzi proces, ktorego produktem jest dojrzalty wirion, wypaczkowujacy na

zewnatrz komorki i w petni zdolny do zéunfekowania kolejnych, zdrowych komorek.®

5. Patogeneza wirusa HIV-1

H1V-1 dostaje sie do organizmu i zostaje w nim rozprzestrzeniony przez uktad
krwionosny. Giéwnym celem ataku wirusa jest pewien rodzaj limfocidow T tzw.
limfocyty pomocnicze Th z biatkiem powierzchniowym CD4 (stad nazywa sie je
rowniez limfocytami CD4), ktore peinig istotng role w odpowiedzi immunologicznej
zarowno w fazie rozpoznania antygenu, jak w fazie jego eliminacji. W miare postepu
zakazenia wirusem zaburzeniu ulegajg roéwniez funkcje limfocytow B
(odpowiedzialnych za produkcje przeciwciatl), gdyz sga one regulowane przez
limfocyty CDA4. Zniszczenie podgrupy limfocytbw pomocniczych T obniza
skutecznos$¢ odpowiedzi immunologicznej organizmu i prowadzi do zakazen
wywotanych przez drobnoustroje, ktére u zdrowego cztowieka zwalczane sg przez
limfocyty T. Zakazeniu ulegajg réwniez inne leukocyty, tj. monocyty, a takze
pézniejsza ich forma wystepujgca w tkankach - makrofagi, ktére moga petnic role
rezerwuaru wirusa H1V-1. Wirus moze takze replikowac¢ sie w komorkach mézgu,

tzw. dendrytach, prowadzac do zniszczenia tych komérek i pojawienia sie objawdéw
neurologicznych.2;12;13

6. Objawy kliniczne AIDS

Kilka tygodni po zakazeniu wirusem HIV w krwi chorego obserwuje sie rozlegtg
wiremie oraz duzg ilo$¢ zainfekowanych limfocytbw pomocniczych CD4. Nastepnie

w odpowiedzi obronnej organizm uruchamia dziatanie antygendéw i innego rodzaju
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limfocytow T, tzw. cytotoksycznych, co prowadzi do zmniejszenia iloSci czastek
wirusa i przejScia zakazenia w faze latencji. Podczas tej fazy ustala sie stan
dynamicznej rownowagi (ang. steady state) polegajacy na ciggtym infekowaniu
i niszczeniu komorek CD4 zastepowanych przez nowe komorki CD4. Po kilku latach
trwania latencji liczba limfoc3dow T znacznie spada, co doprowadza do peinego
rozwoju AIDS.A;1*

AIDS, czyli zesp6t nab)rtego wuposledzenia odpornosci (ang. acquired
immunodeficiency syndrome) jest chorobg wywotujacg immunosupresje tj.
ostabienie mechanizmow odpornosciowych organizmu, co predysponuje organizm
do zagrazajgcych zyciu zakazern wywotanych przez réznego rodzaju bakterie

I wirusy. Innym charakterystycznym objawem AIDS jest miesak Kaposiego.?

7.Leczenie

Coraz lepsza znajomos¢ mechanizmow molekularnych kazdego z etapéw cyklu
zyciowego wirusa H1V umozliwia otrzymanie nowych, badz ulepszanie stosowanych
juz lekéw antywirusowych, ktoérych dziatanie polega na blokowaniu wirusowej
replikacji, co zapobiega lub opdznia wystepowanie objawow choroby.

Jednakze po poznaniu mechanizméw replikacji wirusa H1V stato sie jasne, ze
opracowanie efektywnej terapii bedzie z kilku wzgledéw bardzo trudne.’?

Jedn3rm z nich jest fakt, ze po integracji prowirusa z komorkowym DNA
stanowi on jakby genetyczny element gospodarza i dzieki temu zintegrowane
prowirusy sg dalej przekazywcine na drodze mitozy do komorek potomnych, gdzie
mogg pozostawac¢ w stanie utajonym. Leki antSrwirusowe hamujg replikacje wirusa
I zmniejszajg liczbe jego czastek, ale nie dziatajg na prowirusy obecne w tzw.
biernych komoérkach.

HIV jest rozsiewany przez limfocyty T i monocyty/makrofagi w cal)rm
organizmie wiaczajac system nerwowy. Dostarczenie antywirusowych specyfikow do
wszystkich komorek, ktore moga by¢ siedliskiem wirusa jest druga powaznag
przeszkoda w terapii.

Podczas syntezy nici potomnej, ze wzgledu na brak aktywnosci naprawczej
odwrotnej transkryptazy wirusa HIV, nie dochodzi do usuniecia nieprawidtowo
wiaczonych nukleotyddéw, co utatwia szybka produkcje wirusowego genomu (10" -
10’0 potomnych wiruséw w ciggu 1 dnia). Ponadto proces odwrotnej transkrypcji
w powigzaniu z diploidalnym charakterem wirusowego RNA prowadzi do

wytworzenia duzej liczby zrekombinowanych wiruséw. Zmienno$¢ sekwencji
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spowodowana btedami odwrotnej transkr3gDta2y oraz rekombinacji przycz5mia sie do
szybkiego powstawania nowych wariantdw bedacych lekooporn3mii odmianami
wirusa, co sprawia, ze wirus HIV jest wyjgtkowo trudnym celem
w chemioterapii.3:i5;i7

Z tych samych powoddéw nie udato sie dotgd W3malez¢é skutecznej szczepionki
przeciw HIV, ajej opracowanie wydaje sie by¢ niezwykite trudne.

Powyzsze utrudnienia w rozwoju efektSrwnej terapii przeciwko wirusowi H1V
zmuszaja do intensywnego szukania nowych podej$¢ w zwalczaniu wirusa H1V, ale
jednoczesnie nie eliminuja stosowania dotychczas uzywanych
chemioterapeutykow.® WsSréd nich  najbardziej powszechnie  stosuje  sie
nukleozydowe i nienukteozydowe inhibitory odwrotnej transkrypcji oraz inhibitory
wirusowej proteazy. Projektowane i badane sa réwniez zwigzki, ktore hamujg

wnikanie wirusa do komarki, integracje wirusowego RNA, a takze skladanie wirusa

Zwiagzki chemiczne, rozwazane jako potencjalne terapeutyczne S$rodki
antywirusowe, powinny spetnia¢ pewne podstawowe Kkryteria wstepne dotyczgce
aktywnosci i toksycznosci. W testach ex vivo stosuje sie nastepujace parametry;
w opisie aktywnosci biologicznej 1Cso - stezenie ihibitorowe (ang. inhibitory
concentration), czyli stezenie badanego preparatu, ktore redukuje w 50% zmiany
patologiczne wywotane przez dany typ wirusa w jednowarstwowych kulturach
komorkowych; ECso - stezenie efektSwne (ang. effective concentration), czyli
stezenie powodujgce zahamowanie w 50% replikacji wirusa w stacjonarnych
kulturach komorkowych; CCso - stezenie cytotoksyczne (ang. cytotoxic
concentration), czyli  stezenie badanego zwigzku powodujace  zmiany
cytopatogeniczne w morfologii zdrowych (niezainfekowanych) komoérek. Wzajemna
relacja dwoch parametréw, CC50 /ECsojest wyrazana przez indeks selektywnosci Sl,
ktory jest wzglednie obiektywng miarg przydatnosci terapeutycznej testowanej
substancji. Poza tymi parametrami w laboratoryjnych testach inhibicji
enzymatycznej stosuje sie takze typowe wartosci uzywane do opisu reakcji
enzymatycznych: statg Michaelisa Km, czyli stezenie substratu, przy ktorym
szybkos¢ reakcji osigga potowe swojej maksymalnej wartosci Vmax. (Km jest rOwniez
miarg sity tworzenia kompleksu enzym/substrat) i statg inhibicji K (stata dysocjacji
kompleksu enzym/inhibitor). WielkosSci te pozwalajg na oszacowanie wiasciwosci
inhibitorowych testowanego zwigzku oraz okres$lenie mechanizmu inhibicji.

Obiecujgce wartosci powyzszych parametréw ustalonych w kulturach

komoérkowych podczas testbw ex Vivo nie zawsze znajdujg potwierdzenie
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W pézZniejszych eksperymentach in invo, prowadzonych na zwierzetach
doswiadczalnych. Dopiero po pomysinym przejéciu testbw in VIVO rozpoczyna sie
ditugotrwaty etap testéw klinicznych, po ktérych nowy preparat moze zostac

dopuszczony do stosowania klinicznego.®;

7.1 Nukleozydowe inhibitory procesu odwrotnej transkrypcji wirusa HIV.

Pierwszym lekiem dostepnym klinicznie (1985 r.) dla pacjentow chorych na
AIDS byta 3'-a2ydo-3'-deoksytbanidyna 1 (AZT, Retrovir®). Obecnie w terapii AIDS
stosowane sg takze analogi innych nukleozydow tj. 2',3'-dideoksycytyd3ma 2 (ddC,
zalcitabina), 2',3'-didehydro-3'-deoksytymidyna 3 (d4T, stawudyna), 2'3'-
dideoksyinozyna 4 (ddl, didanozyna), 2'3'-didehydro-2',3'-dideoksy-2-amino-6-
cyklopropyloaminopurynorybonukleozyd 5  (ABC, abakawir), L-3'-tia-2',3'-
dideoksyc3dydyna 6 (3TC, lamiwudyna) oraz 5-fluoro-L-3'-tia-2',3'-
dideoksycytydyna 7 (FTC, emtricitabina - 1ll faza badan klinicznych) (Ryc. 4).”

OH HN NH, NH

HO HO HO HO

Ryc. 4
Zwiagzki te moga by¢ wigczone do powstajgcego wirusowego DNA po uprzedniej
fosforylacji przez wirusowe lub komérkowe kinazy. W zwigzku z brakiem grupy 3'-
OH nie dochodzi do tworzenia nastepnego wigzania 3'-5' fosfodiestrowego pomiedzy

3'-koricem #ancucha DNA a kolejnym 5'-trifosforanem nukleozydéw."” Mechanizm
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dziatania tych zwigzkobw polega wiec na wspoétzawodnictwie z naturalnymi
substratami tj. trifosforanami deoksynukleozydéw o miejsce aktywne odwrotnej
transkryptazy (inhibicja kompetencyjna”®), ale przede wszystkim na terminacji
rosngcego tancucha wirusowego DNA.2L

Skutecznos$¢ nukleozydowych analogéw w hamowaniu replikacji wirusa HIV
zalezy wiec od wielu czynnikéw m.in. efektsrwnosci ich wnikania do komoérek,
wydajnosci fosforylacji przez kinazy komorkowe, poziomu utrzymujacej sie
kompetencyjnej inhibicji oraz skutecznosci wigzania sie tych zwigzkéw do odwrotnej
transkryptazy i nastepujacym po tym wigczeniu ich do wydtuzajgcego sie tancucha

wirusowego DNA.21

7.1.1 AZT

Wsrdd stosowanych analogéw nukleozydowych AZT 1 jest ciggle jednym
z najefektywniejszych lekéw stosowanych w terapii przeciwko wirusowi HIV-1
(Tabela 1).

Tabela 1 Aktbrwnosé anty-HIV analogéw nukleozyddow

ECso [M-M] CCso [pM] SI — CCso/ECso
komérki CEM komorki CEM

AZT22 0,002 >100 >50000
d4T22 0,35 143 408
ABC23 2,3 97 42
3TC22 0,01 >100 >10000
ddC22 0,04 3,5 87,5

ddl 4,324 >10025 >23

Stosowanie AZT hamuje namnazanie HIV w organizmie i przediuza zycie
pacjentéw z zaawansowanym zespotem AIDS.2 Dowiedziono réwniez, ze podawanie
AZT ciezarnym kobietom moze zredukowal ryzyko przekazania wirusa HIV-1 od
matki do dziecka. Pacjenci otrzymujacy AZT wykazuja ponadto ogdélne polepszenie
funkcji neurologicznych.2;26

AZT jest lekiem o dobrze zbadanej farmakokinetyce (co sie dzieje z lekiem
w organizmie), farmakodynamice (co sie dzieje z organizmem pod wplywem leku)
oraz terapeutycznej skutecznosci. AZT wnika do komérek na drodze dyfuzji biernej,
ktora jest skuteczniejszym sposobem pokonania btony komorkowej od transportu

aktiTwnego charakterystycznego dla wiekszosci nukleozydowych analogéw np. ddC
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i 3TC. Dzieki znacznej lipofilowosci (wspoétczynnik podziatu w ukiadzie:
1l-oktanol/woda P = 0,97- 1,26 2728) azT moze przenika¢ bariere krew - mozg.
Jednak jego ilos¢ w pismie  mobzgowo-rdzeniowym jest prawdopodobnie
niewystarczajgca do osiggniecia stezenia terapeutycznego w komodrkach mézgu,
a ponadto aktywnos¢ kinazy tymidynowej w tych komorkach jest zbyt niska do
uzyskania dostatecznego stezenia 5'-trifosforanu AZT (AZTTP) i w konsekwencji
powstrzymania replikacji wirusa w mdzgu.2®;29

Aby spetni¢ swoja role w hamowaniu odwrotnej transloypcji wirusa HIV AZT,
podobnie jak i inne analogi nukleozydéw, po wniknieciu do komoérki musi zostac
przeksztatcone do trifosforanu nukleozydu (Ryc. 5). W pierwszym etapie utworzony
zostaje 5'-monofosforan AZT 9 (AZTMP) przy udziale kinazy tymidynowej, ktéra
odpowiedzialna jest za synteze 5'-monofosforanu naturalnie wystepujacej
w komorce tSmidyny 10 (TMP). Proces ten odbywa sie przy zblizonym
powinowactwie obu substratow (AZT 1 i T 8) do kinazy tymidynowej (Km=
odpowiednio 3,0 pM i 2,9 pM w komorkach H9) a maksymalna szybkos¢ fosforylacji

AZT stanowi 60 % szybkosci fosforylacji T.3®

btona
komdérkowa

Ryc. 5
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W5Tazne réznice kinetyczne dla obu substratbw pojawiajg sie na dalszych
etapach fosforylacji z udziatem kinazy tymidylanowej. Wigzanie AZTMP 9 do tego
enzymu jest dwukrotnie silniejsze niz TMP 10 (Km= 8,6 pM vs 4,1pM), lecz
przeksztatcenie monofosforanu AZT 9 w difosforan AZT 11 (AZTDP) jest znacznie
wolniejsze (0,3 % maksymalnej szybkosci przeksztatcenia TMP 10).3® Te dane sa
zgodne z badaniami anabolizmu AZT (440 razy wiecej AZTMP 9 niz AZTTP 13
w niezainfekowanych komadrkach H9) i biorac pod uwage zredukowany poziom TTP
14 w komorce wskazujg wg P.A. FTirmana®® na inhibicje kinazy tymidylanowej przez
AZTMP 2.

0
HO Thy kinaza ~midynowa 8___ B_ Thy
kinaza tymidylanowa
15
©
0
¢ |
o—0p- kinaza tymidylanowa
16
Ryc. 6

W poréwnaniu z AZT, kinetyka fosforylacji innego analogu tymidyny d4T 3
przebiega nieco inaczej (Ryc. 6). W zwigzku z mniejszym powinowactwem d4T do
kinazy tymidynowej (Km = 7,6 pM w komoérkach CEM ®i) w komdrce wytworzona jest
mniejsza ilos¢ d4TMP 15 w poréwnaniu z AZTMP 9 (500 razy mniej po 24 h
inkubacji komoérek MT-4 przy poczatkowym stezeniu 50 pM 32" lecz znacznie

szybciej ulega on dalszej fosforylacji (Vma* wieksze niz dla AZTMP 9) do akt5rwnego
d4TP 16.31

Szlak fosforylacji analogéw innych nukleozydéw jest bardziej ztozony i nie tak
dobrze poznany jak dla AZT. Na przyktad ddA 17 moze ulega¢ aktywacji w komorce
na skutek bezposredniej fosforylacji przy pomocy kinazy deoksycytydynowej lub
adenozynowej do ddAMP i dalej do ddADP 19 i ddATP 20, badz wejs¢ w inny
szlak metaboliczny obejmujacy jej deaminacje do ddl 4, fosforylacje do ddIMP ™
a nastepnie aminacje do ddAMP 18 przy udziale syntetazy adenyloburszt3mianowej
lub liazy (Ryc. 7).33
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NH, OH OH

deaminaza
adeno”nowa ©

HO HO O—-P---0

17 21

Kinaza NHo syntetaza

deoksycytydynowa .
adenylobursztynianowa

lub adenozynowa
lub baza

NH,

18

NHi © P—0O- -P-0

k 10

20
Ryc. 7
Pomimo wysokiej aktywnos$ci jednym z powazniejszych powodow ograniczenia
stosowania AZT jako leku jest jego wysoka toksycznos¢ szczegdlnie dla komoérek
szpiku kostnego, objawiajgca sie neutropenig i anemiag a takze miopatig, bedaca
efektem indukowania toksycznosci w tkankach miesni szkieletowych. Przyczyn
powstawania tych niekorzystnych skutkéw ubocznych moze by¢ wiele a w ich
poznaniu istotng role odgr}wa badanie farmakokinetyki AZT.
Po podaniu AZT tylko pewna jej czes¢ wnika z osocza do komodrek krwi, okoto
15% AZT jest eliminowane z organizmu w stanie niezmienionym (18% po podaniu
dozylnym, 14% doustnym), natomiast wiekszos$¢ (60% dozylnie, 75% doustnie) jest
przeksztatcana w watrobie do 5'-glukuronianu AZT i wydalana z moczem

Z organizmu.3'
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reduktaza reduktaza

H3C
NH

NHj
22
Ryc. 8

Druga $ciezka kataboliczng istotng w wyttumaczeniu wysokiej toksycznosci
AZT 1 jest jego redukcja w watrobie do 3'-aminotymidyny M (AMT) (Ryc. 8).
Zaobserwowano, ze produkt tego enzymatycznego™ Ilub nieenzjmiatycznego™'*
procesu jest 5-7 razy bardziej toksyczny niz AZT dla komérek macierzystych (CFU-
GM i CFU-E), z ktérych wywodzg sie leukocyty i erytrocyty.3S;36 Wysoka toksycznos¢
AMT M nie jest do konca wyjasniona. Jednym z mechanizmow toksycznosci AMT
mogtby by¢ wysoki poziom jego fosforylacji w komorkach szpiku Kkostnego
i w efekcie wytworzenie duzej ilosci trifosforanu 3'-aminotymidyny (AMTTP), ktory
dalej bytby wigczany do DNA tych komoérek i w ten sposOb zaburzat ich
rozmnazanie i proces hematopoezy, czyli wytwarzania skladnikow krwiotworczych.
Innym powodem toksycznosci AMT moze mie¢ rowniez fakt, ze nie jest on
substratem dla urydynodifosfoglukuronylotransferazy (UDPGT), czyli nie moze by¢
tatwo i szybko usuwany z organizmu w postaci glukuronianu AMT 24 (GAMT).3s

Jeszcze innym czynnikiem powodujgcjmi toksyczno$¢ AZT moze byc¢
wspomniane juz blokowanie cytozolowej kinazy tymidylanowej przez AZTMP 9 co
zwigzane jest z matg szybkoscia jego przeksztatcania do AZTDP 11 i dalej do AZTTP

13 Potwierdzeniem tego moga by¢ obserwacje zmniejszania sie¢ poziomu dTTP 14
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W komoérkach inkubowanych z AZT30;3i, jednak wg J.P. Sommadossi'’ego37 ubytek
ten jest minimalny i szybko uzupetniany.

Przyczyng indukowania toksycznosci AZT, szczegdlnie wobec komorek szpiku
kostnego, moze by¢ réwniez wigczenie AZTMP 9 do komérkowego DNA i terminacja
jego dalszej syntezy. Mimo, ze w wielu pracach37-39 mechanizmowi temu przypisuje
sie istotng role, wydaje sie on jednak mato prawdopodobny. Powinowactwo AZTTP
13 do polimerazy komoérkowej a, odpowiedzialnej za inicjacje syntezy DNA, jest
okoto 100 razy mniejsze niz dla TTP 14, co powoduje, ze tylko jedna czasteczka
AZTMP 9 na 2500 czasteczek TMP 10 jest wilgczana do tancucha komérkowego
DNA.40

Gromadzenie sie w komoérce duzej ilosci AZTMP 9 moze natomiast wptywacé na
inhibicje procesu wykrywania i usuwania nukleotydu wigczonego do DNA
niezgodnie z regutami Watsona - Cricka przy udziale 3'-5' egzonukleazy zwigzanej
z polimerazg 5i e. Inhibicja ta moze spowodowa¢ wzrost liczby mutacji podczas
syntezy komorkowego DNA przy udziale wspomnianych polimeraz.38;39;4i;42

Zbyt duze ilosci AZTMP 9 w komodrce mogg rowniez wptywacé niekorzystnie na
glikozylacje ttuszczéw i biatek, co znajduje odbicie w wadliwym funkcjonowaniu
receptora etrytropoetycznego, odgrywajacego wazng role w  proliferacji
erytrocytow.Sg rowniez doniesienia 0 zmniejszeniu ekspresji tego receptora pod
wptywem AZT."s

7.2Nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy- NNRTI

Ponad 30 strukturalnie réznych klas zwigzkéw chemicznych zidentyfikowano
jako nienukleozydowe inhibitory = odwrotnej transkryptazy. Pierwszymi
przedstawicielami tej grupy i wykazujacymi wysoka skutecznos$¢ wobec wirusa HIV-
1 oraz catkowitg biernos¢ w stosunku do HIV-2 i innych retrowiruséw byty HEPT ™
i TIBO 26 (Ryc. 9) (zwie”zki te, jak rowniez ich pochodne, sg anedogami nukleozydow,
dlatego obecnie nazjrwa sie je ,,analogami nukleozydéw wykazujgc5mi aktSrwno$é
antywirusowag poprzez mechanizm nienukleozydowy™*"). Dziatanie ant5wirusowe
tego typu inhibitoré6w polega na niekompetycyjnym oddzialSrwaniu z miejscem
allosterycznym odwrotnej transkrj~tazy wirusa HIV, co powoduje zmiane ksztattu

enzymu i ,ukrycie” jego miejsca aktywnego, a w rezultacie dezakt5rwacje tego
enzymu.20;29
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Ryc. 9

Badania biochemiczne i strukturalne dowiodty, ze nienukleozydowe inhibitory
odwrotnej transkryptazy wigzg sie do tzw. kieszeni hydrofobowej ulokowanej
w podjednostce p66 RT wirusa HIV-1. Unikalna specyficzno$¢ NNRTF spowodowana
jest brakiem tej kieszeni w strukturze innych RT lub polimeraz DNA.29 Wykazano
rowniez duza elastycznos¢ wspomnianej kieszeni hydrofobowej, co ttumaczytoby
mozliwos¢ przytagczenia NNRT inhibitoréw o réznych rozmiarach i ksztattach.
Okazcito sie jednak, ze kompleksy HIV-1 RT/NNRTI przyjmuja zawsze bardzo
podobng strukture przypominajgcg motyla.

Trzy nienukleozydowe inhibitory RT - newirapina mesylan delawirdyny ™
i efawirenz 29 dopuszczone sg przez PDA (Food and Drug Administration -
Amerykanski Urzad ds. Lekow i Zywnosci) do stosowania klinicznego, a kolejny lek

emiwiryna 30 (pochodna HEPT, analog nukleozydu wykazujacy aktywnosc¢
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antywirusowa poprzez mechanizm nienukleozydowy), jest w Il fazie badan
klinicznych (Ryc. 10).

H.C HaC
m>"NO (HaClaC—Si—O0
HC 31 HiC
HN
0O—Si—C(CHa)3
\
/IO cHa
0
32
33
Ryc. 11

Oproécz ogromnej liczby od dawna znanych juz zwigzkéw nalezacych do tzw.
pierwszej generacji NNRTI (Ryc. 11) np. pochodne wymienianych juz TIBO i HEPT,
pirydynony 31, (L-697,661), pochodne TSAO 32 (TSAO-m"T, réwniez nalezgcy do
grupy cinalogbw nukleozydéw wykazujacych aktywnos¢ antywirusowg poprzez
mechanizm nienukleozydowy) lub a-APA 33, opisywanych jest szereg zwigzkow
nalezacych do tzw. drugiej lub trzeciej generacji NNRTI (Ryc. 12). Do tej ,,nowej”
generacji nalezg np. pochodne TET 34, alkenylodiazylometanu 35 (ADAM) czy
pirolobenzenoksazepinonu 36 (PBO). Wykazujg one z reguty wyzsza aktywnos¢ niz

wczesniejsze inhibitory, szczegd6lnie w odmianach HIV-1 opornych na NNRTI.
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7.3 Inhibitory proteazy

Proteaza wirusa HIV-1, z uwagi na jej proteolityczng akt3rwno$¢ niezbedng do
produkcji dojrzatych, infekujacych czastek wirusowych, uznana zostata jako kolejny
atrakcyjny cel w terapii antywirusowej.”

Pierwsze zaprojektowane inhibitory proteazy bazowaty na strukturze
produktow proteolizy wigzania peptydowego miedzy resztg fenyloalaninowg
a prolinowg w polipeptydzie Gag-Pot (Ryc. 3). Ich staba przyswajalne$¢ oraz mata
stabilno$¢ wykluczaty jednak zastosowanie tych zwigzkéw jako terapeutykow.

Dzieki systematycznej modyfikacji prowadzacej do zmniejszenia liczby wigzan
peptydowych zastgpionych przez  np. grupe hyroksymetylenowag lub
hydroksyetyloaminowg (Ryc. 13) otrz3anano nie ulegajgce hydrolizie analogi

substratéw proteazy wirusa HIV-1 tzw. nasladowcze inhibitory PR.ANH

OH

Ryc. 13

Inhibitorami proteazy wirusa HIV obecnie dopuszczon3uni do stosowcinia

w leczeniu sg: saquinawir 37, ritonawir 38, nelfinawir 39, amrenawir W, indinawir
41 oraz lopinawir °~ (Ryc. 14 i 15) Wszystkie te zwigzki charakteryzujg sie duza

zdolnoscig inhibicji proteazy (stata inhibicji Ki rzedu nanomoli).»
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NH,

'CH,

amprenawir 40 CHa

CH,

lopinawir

Ryc. 15

Znalezienie mutantéw wirusa HIV-1 opornych na wiekszos$¢ ,,nasladowczych”
inhibitorow PR skionito do poszukiwan nowych, niepeptydowych inhibitoréw, ktore
oprocz zwiekszonej akt3rwnosci, charakteryzujg sie lepsza przyswajalnosciag i/lub
farmakokinetyka. Przykiadami takich zwigzkow sa: tipranawir 43 i mozenawir 44

(Ryc. 16).>i
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7.4 Terapia kombinowana

Skutecznos¢ stosowania jednego rodzaju leku w walce z H1V, jak juz wczesniej
wspomniatam, jest czesto ograniczona przez niecatkowite zahamowanie replikacji
wirusa, nabywanie lekoopornosci przez wirus oraz pojawianie sie toksycznych
efektdw ubocznych przy podawaniu optymalnej dawki leku. W zwiazku z tym, na
wzor zwalczania innych choréb infekcyjnych, zamiast monoterapii w walce
z wirusem H1V zaczeto stosowac terapie kombinowang, czyli podawanie dwoch,
trzech lub czterech lekéw jednocze$nie.29;48;49

Zaletami skutecznej terapii kombinowanej sa przede wszystkim: obnizenie
toksycznosci spowodowane redukcjg dawki poszczegélnych zwigzkéw, zmniejszenie
prawdopodobienstwa rozwoju lekoopornosci tj. pojawiania sie genomu z kilkoma
mutacjami (prawdopodobienstwo wystgpienia genomu o opornosci na jeden lek w co
1Q3 wirionie, na drugi lek w co 10" wirionie a z obiema mutacjami - jeden na 10"
wirionéwio) oraz polepszenie akt3rwnosci antywirusowej na skutek wspoétdziatania
lekéw tj. synergizmu.

W terapii kombinowanej pacjentom podawane sg réznego rodzaju zestawy
zwigzkdéw, oddziatujgce z ré6znymi enzymami wirusowymi (np. inhibitor wirusowej
adsorpcji z inhibitorem proteazy), z réznymi miejscami w tym samym enzymie (np.
nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkrypcji i nienukleozydowe inhibitory

odwrotnej transkryptazy) a takze stosuje sie kombinacje zwigzkéw, ktére oddziatujg
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Z t5mi samym miejscem, w tym samym enzymie, przy czym jeden zwigzek ma
zdolnos$¢ ttumienia mutacji enzymu, wywotujgcej opornos¢ na drugi lek (np. 3TC
z AZT).29

7.5 ,,Podwojne leki” (z ang. ,,double-dnigs”)

Ciekawym podejsciem w ramach terapii kombinowanej zaproponowanym
w 1993r. przez S.H. Arnolda i wspétpracownikow”o byto otrzymanie dimerow tzw.
"double-drugs” ztozonych z nienukleozydowego inhibitora odwrotnej transkryptazy
oraz odpowiedniego analogu nukleozydu potgczonych odpowiednim +acznikiem
przez atom azotu N-3 tyminy.

[ ddN ]-tacznik-[ NNRTI |

Wiasciwa ditugos¢ tacznika pomiedzy obiema czesSciami dimeru zwigzana jest
z bliskoscig (okoto 10 A) kieszeni hydrofobowej (miejsce wigzania NNRTI) i miejsca
wigzania analogéw ddN w odwrotnej transkryptazie wirusa H1V-1.7;47

Dzieki obecnosci inhibitorow NNRT dimery miaty by¢, w zalozeniu autordw,
wysoce specyficzne wobec RT wirusa H1V-1 i zdolne opé6znia¢é pojawienie sie
lekoopornosci wirusa.®

Najlepszg akt3nvnoscig, cho¢ jednak mniejszg od AZT, odznaczat sie dimer 45
(Ryc. 17) z tgcznikiem n- propylowym pomiedzy AZT i TSAO-T 32 (Ryc. 11) (ECso =
0,10 pM i dla AZT ECso = 0,011 gM w komorkach CEMY/0).so

(HjClaC—sSi—O0
H.C i
HjN
/° O6—Si—C(CH3)3
. \
] CHj
45
Ryc. 17
Podobne dimery AZT i HEPT nie wykazywaly znaczgcej aktywnosci przeciwko
wirusowi HIV-l.so
Dla polepszenia aktywnos$ci tego typu zwiaizkOw stosowano réznego rodzaju
modyfikacje tgcznikéw (np. zastgpienie alifatycznego arylowym) lub wprowadzano

odpowiednio zamaskowany monofosforan w pozycje 5 analogu ddN - np. dimer 46
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(Ryc. 18). Nie spowodowato to jednak zwiekszenia ich akt5rwnosci antywirusowej.si
Réwniez zmiana miejsca tgczenia AZT z pochodng HEPT lub pirydynonem 31
(Ryc. 11) (przez C-5 w AZT) nie data pozgdanego efektu.

CH,

H,C
(HjClaC—sSi-

H,C
H,N

COOCH3
C(CH3)3

46

Ryc. 18
O dos¢ znaczacej aktywnosci innego rodzaju dimeréw tj. zbudowanych z AZT
i inhibitorébw proteazy doniosta grupa japorskich naukowcéw.53;S4 Zastosowanie
tego typu ,podwodjnych lekéw” miato przede wszystkim poprawi¢ wiasciwosci
fizykochemiczne (szczegblnie staba przenikalnos¢ przez blony komoérkowe)
inhibitoréw proteazy zawierajgcych grupe karboksylowg. Wg koncepcji autoréw, po
wniknieciu dimeru do komorki dochodzi do hydrolizy tgcznika (Rys. 19) i uwolnienia
aktywnych zwigzkéw. Zwigkszona aktywnos$¢ antywirusowa dimeru 47 (Ryc. 20)

moze sugerowac o0 ujawnieniu sie w tson przypadku efektu synergistycznego.s4

btona

Ryc. 19. Koncepcja ,,podwoéjnych lekow” zawierajgcych spontanicznie rozrywalny tgcznik
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Ryc. 20

7.6 Proleki

Mimo polepszenia akt5rwnosci analogéw nukleozydéw podawanych w ramach
terapii kombinowanej problemem pozostaje nadal pierwszy etap ich fosforylacji.
Niska efektywnos$¢ tego etapu, prowadzgcego do utworzenia 5'-monofosforanu
nukleozydu, moze ogranicza¢ ich dalszy metabolizm do di- i trifosforanu, a tym
samym obnizac efektywno$¢ terapeutyczng tej grupy zwigzkow.

Problemy z fosforylacja moga wynikac¢: ze stabego powinowactwa analogow
nukleozydéw do komorkowych kinaz nukleozydowych (np. d4T czy ddU),
katabolicznych reakcji enzymatycznych (np. wydtuzony szlak metaboliczny ddA 17
przez jej deaminacje do ddl) oraz zmniejszonego poziomu lub catkowitego braku
enzymoéw fosforylujacych.ss W przypadku AZT trudnosci z fosforylacjg wystepuja
w komorkach z deficytem kinazy tymidynowej (np. monocyty/makrofagi) lub
w komorkach, w ktérych po diugim podawaniu AZT doszto do spadku lub zemiku
aktywnosci tego enzymu. Pojawienie sie tego typu opornosci (tzw. komodrkowej lub
farmakologicznej) jest wynikiem obnizenia ekspresji genu TK spowodowanej jego
hipermetylacjg.56;57

Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ wprowadzenie analogéw nukleozydow
do komorki juz w postaci monofosforanu.

Jednymi z pierwszych nukleotydowych analogéw, zaproponowanymi przez
Holyego i De Clercqa”s, byty fosfoniany acyklicznych nukleozyddéw m.in. (PMEA) 49
i HPMPC 50 (Ryc. 21) posiadajgce aktywno$¢ przeciwko retro- i herpeswirusom.
Odznaczaty sie on jednak niskg doustng przyswajalnoscig oraz matg stabilnosciag

w mediach biologicznych.
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NHo

PMEA

Ryc. 21

Podobnie niekorzystne wiasciwosci wykazujg 5'-monofosforany analogow
nukleozydéw. Zwykle sa one silnie kwasowe (pKa = 1-2), stad w warunkach
fizjologicznych (pH = 7,0-7,4) wystepuja jako aniony, co utrudnia ich przenikanie
przez takze ujemnie natadowang lipidowa btone komoérkowa. Ponadto obecne we
krwi i na powierzchni komoérki fosfohydrolazy przeksztatcajg je do odpowiednich
nukleozydow. W 1961 r. J.A. Montgomery zaproponowat rozwigzanie powyzszych
trudnosci przez utworzenie estréow nukleotyddéw, ktére bedac elektrycznie obojetne
mogty przenika¢ btony komoérkowe, a wewnatrz komoérki ulega¢ metabolizmowi do
5'-fosforanow nukleozydow."9

W podejsciu zmierzajgcym do zaprojektowania akt3rwnego leku, zdolnego
pokona¢ trudng wedroéwke w organizmie do miejsca jego przeznaczenia, istotng role
odgrywa farmakokinetyka leku. Farmakokinetyka to, jak wspomniatam wcze$niej,
zachowanie leku w organizmie, jego absorpcja, metabolizm, dystrybucja i sposoby
usuwania z organizmu. O skutecznosci dotarcia zwigzku do miejsca dziatania
decydujg przede wszystkim jego wiasciwosci fizykochemiczne, m.in. trwatos¢
chemiczna, odporno$¢ na przemiany metaboliczne, odpowiednio zréwnowazony
charakter hydrofllowo - lipofilowy oraz jonizacja.20

Jednym ze sposobdéw optymalizacji farmakokinetyki lekéw, jest koncepcja
prolekbw. Proleki to zwigzki niewykazujace aktywnosci biologicznej, ktore
W organizmie, po chemicznych i enzymatycznych przemianach, uwalniajg aktywne
zwieizki wywotujace pozadany efekt farmakologiczny.20;26

Projektowany prolek, aby dobrze spetniat swojg funkcje, winien spetnia¢ kilka
wymagan. Po podaniu doustnym powinien przetrwaé silnie kwasowe s$rodowisko
zoladka a po dostaniu sie do ptyndéw ustrojowych, by¢ stabilnym i odpornym na
enzymy metaboliczne. W przeciwnym razie produkty jego rozkiadu moga byc¢
nieakt57wne lub, co gorsze toksyczne. Dzigki odpowiedniej lipofilowosci prolek

powinien tatwo pokon}7waé btony komérkowe, a po wniknieciu do komodrki ulegaé
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przemianom do aktywnego zwiazku bez wytwarzania toksycznych produktow
ubocznych. Szybkos$¢ uwalniania leku w komoérce powinna by¢ wieksza niz poza
komorkg i taka, aby umozliwiata staty i dlugotrwatly poziom terapeutyczny leku
w komorce. Odpowiednia szybkos¢ uwalniania leku moze maskowaé jego
toksycznos¢ i inne niepozadane wiasciwosci, a takze zapobiega¢ jego zbyt
szybkiemu usuwaniu z ustroju.20;S8

Korzysciami w przypadku stosowania pochodnych analogéw nukleozydowych
jako prolekéw w terapii anty-HIV sg m.in.: utatwiony transport tych zwiaizkéw do
limfocytow i przejScie przez bariere krew/mézg, zredukowana toksycznosc
i zwigkszony czas pottrwania w osoczu, co w rezultacie poprawia efektywnos$¢ ich
dziatania.26

Wséréd réznorodnych antywirusowych prolekéw analogéw nukleozyddéw maty
procent stanowig pochodne =z mod5dikacjami zasad 0
heterocylkicznych np. 5-halogeno-6-alkoksy-5,6-
dihydronukleozydy ™ (Ryc. 22). Zwigzki te odznaczajg sie
zwiekszong lipofllowoscig, co wg autorow ulatwia
przechodzenie przez bariere krew/mézg o
i docieranie do dendrytow, ktére czesto bywajag
rezerwuarami wirusa HIV-1.60;6i Ryc. 22

Wiegkszos$¢ prolekéw analogéw nukleozydéw to ich pochodne estrowe w pozycji
5'-OH, przy czym sg to najczesciej estry karbocykliczne lub fosforanowe.

7.6.1. 5"-0-Estry karbocykliczne

UZ3deczno$¢ tego typu prolekéw polega przede wszystkim na zwiekszeniu
lipofilowosci dideoksynukleozydéw oraz wydtuzeniu ich potowicznego czasu zycia
(ti/2) w osoczu. Kor2ysci te objawiajg sie jednak tylko przy odpowiednio duzej
stabilnosci estréw w osoczu bogatym w esterazy oraz tatwosci przeksztatcania ich
do nukleozydéw w zainfekowanych komorkach. Pamieta¢ jednak nalezy, ze
zwiekszenie lipofilowosci zwigzkdéw do optymalnego poziomu i dzieki temu utatwione
dotarcie ich do miejsca dziatania, moze nieS¢ z soba zagrozenie zbyt wysokiego
lokalnego stezenia leku a tym samym powodowanie zwigekszonego efektu

cytotoksycznego.
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a) 5'-0- [(1,4-Dihydro-1-metylo) nikotynian] 2°,3'-dideoksynukleozyddow

N. Bodor i wspdtpracownic5762 zademonstrowali serie zwigzkéw, ktore zostajg
specyficznie dostarczone do centralnego systemu nerwowego przy uzyciu tzw.

systemu redoks:

dihydropirydyna sol piryd3miowa

Biologicznie  aktywne zwiazki przylgczone do lipofilowego nosnika
dihydropirydynowego 52 fatwo pokonujg bariere krew/médzg. Powolne utlenianie
nos$nika do hydrofilowej soli pirydyniowej 53 w mozgu, zapobiega eliminacji tego
typu zwigzkéw z ogdllnego obiegu. Nastepujace po tym odigczenie leku od nosnika

piryd3miowego 54 zapewnia staty poziom leku w mézgu (Ryc. 23).

OAZT OAZT
"“ I coo®
CHij CH3
54
52 S3
Ryc. 23

Powyzszy system znalazt zastosowanie w dostarczaniu do komorek mézgu
dideoksynukleozydéw aktSrwnych przeciw H1V-1. S.K. Aggarwal26 wskazat na
nieznacznie wiekszg aktywnos¢ antywirusowg potgczenia AZT z systemem redoks
w porownaniu z samym nukleozydem, lecz znacznie diuzszy czas zycia w o0soczu
i dwa razy wiekszg zdolno$¢ wnikania ich do komoérek H9./3 Toksyczno$¢ AZT
w systemie redoks jest w przyblizeniu o potowe mniejsza od samego AZT. Potgczenia
te sg niestety, nawet w bezwodnych warunkach wysoce wrazliwe na utlenianie, co

Znaczaco ogranicza ich zastosowanie w praktyce.

b) 5'-0-Mirystynianowe analogi 2',3"-dideoksynukleozydéw

Duzg szanse na selektywne dostarczenie AZT do moézgu mogg miec proleki
bazujace na estrach wyzszych kwasach ttuszczowych, co zwigzane jest z lipofilowg
naturg tych kwaso6w. Zastosowanie niektorych kwasow ttuszczowych np. analogow
kwasu mirystynowego (tetradekanowego) 55 wykazujacych aktywnos$¢ anty-HIV-I,

umozliwia dostarczenie do komoérki dwoch aktywnych zwigzkéw- np. AZT i kwasu
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13-oksatetradekanowego 56 (ID50 = 1-5 gM, CD50 = 80-190 pM, komoérki CEM
(Ryc. 24).

Kwas 13-oksatetradekanowy 56, podobnie jak mirystynowy
55 (Ryc. 24), wiaczany jest przy udziale N- mirystylotransferazy do H3C  In-COOH
poliproteiny Gag wirusa HIV-1 przez N-mirystylacje jej reszty 55
glicynowej, co konieczne jest w realizacji cyklu wirusowej H3C,

replikacji. Obecno$¢ analogu kwasu mirystynowego 56 obniza s

jednak skutecznos¢ proteolizy poliproteiny Gag a tym samb5mi Ryc. 24

powstawanie nowych czastek wirusa. N>
Kombinacja dwoch aktywnych zwiazkéw w tego typu prolekach moze dacd
podobne korzysci jak w podejsciu ,,podwoéjnych lekéw” tj. zmniejszenie ryzyka
pojawienia sie lekoopornosci wirusa HIV-1
i zredukowanie toksycznosci AZT.
Potwierdzajg to znacznie wyzsze indeksy
selekt3Twnosci aktywnosci anty-HIV-l estrow
AZT szeregu analogébw kwasu mirystynowego
w poréwnaniu z samjrm AZT (dla zwigzku ™
na ryc. 25, SI = 22500, dla AZT SI = 10000,

komorki T4).26
Ryc. 25

7.6.2.5’-0-Estry fosforanowe nukleozydow

Zdecydowang wiekszos¢ wsrod prolekéw analogéw nukleozydowych stanowig
pochodne fosforanowe zaprojektowane gtéwnie po to, by omingé pierwszy, czesto
kluczowy etap enz3nnatycznej fosforylacji ddN w komorce.

W zwigzku z wysoka polarnoscig nukleotyddw przeprowadza sie je, zgodnie
z propozycjag Montgomery'ego59, w odpowiednie neutralne estry otrzymujac tzw.
nukleotydowe proleki (Ryc. 26). Dobdr grup maskujacych na reszcie fosforanowej
jest niezwykle istotny, gdyz wptywa na stabilno$¢ zwigzkéw a to z kolei najczesciej
decyduje o jego aktywnosci i farmakokinetyce.W zaleznosci od sposobu usuwania
tych grup maskujacych (chemicznego Ilub enzymatycznego) Ilub szybkosci
przeksztatcania proleku w lek wewngtrzkomorkowe ka versus zewnatrzkomérkowo
ki, tego t57pu proleki mogg zgodnie z zatozeniem dostarcza¢ do komorki nukleotydy
(proleki te sg woOwczas pronukleotydami) lub mimo znaczacej aktywnosci

antywirusowej jedynie nukleozydy (proleki te sg wéwczas pronukleozydami).
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btona komérkowa

0 0
|| [
P
/ / OddN / / /\OddN
o "\ 113 O\
chemiczna i/ lub
enzymatyczna
degradacja
o © /04N
eo
MG- grupa maskujaca k| <k?
Ryc. 26

Przy duzej aktywnos$ci antywirusowej AZT problemem moze by¢ czesto
rozstrzygniecie czy dany prolek pochodnej AZT dziata jako pronukleotyd czy
pronukleozyd. Ustalenie tego mozliwe jest po zbadaniu aktywnosci antywirusowej
wybranego proleku w liniach komoérkowych z deficytem kinazy tymidynowej (np.
CEM/TK™). Jesli badany zwigzek w takich liniach komérkowych jest aktywny, to
dowodzi, ze jest on pronukleotydem. Innym sposobem jest przebadanie
analogicznego proleku zawierajgcego 2',3'-dideoksyurydyne (ddU). Nukleozyd ten,
w przeciwienstwie do jego trifosforcmu ddUTP jest catkowicie nieaktywny
w blokowaniu replikacji wirusa HIV, gdyz nie jest substratem dla kinaz

komaorkowych.ss

a) Fosforanotriestry analogéw nukleozydoéw z chemicznie labilnymi grupami
maskujgcymi

1 Dialkilowe i diarylowe fosforanotriestry 2*,3'-dideoksynukleozydow

Aktywnos$¢ antywirusowa pronukleotydow jest
Scisle uzalezniona od zdolnosci uwalniania
monofosforanu analogéw nukleozydéw w komorce.
W przypadku prostych dialkilowych (Et, n-Pr, n-Bu)
fosforanotriestrow 58 (Ryc. 27), na skutek
nukleofilowego ataku czasteczki wody na centrum
fosforowe, powstaje odpowiedni fosforanodiester, Ryc. 27
ktéry odporny jest na dalsza hydrolize chemiczng

i prawdopodobnie takze enzymatyczng, stad nie moze by¢ on przeksztatcony
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W monofosforan nukleozydu i dalej w aktywny odpowiedni trifosforan.ss
Potwierdzeniem tego jest catkowity brak aktywnosci antywirusowej prostych
alkilowych fosforanotriestrow AZT.®"

Nieznaczng akt3rwnos$¢ przeciwko H1V-1 w poréwnaniu z AZT wykazujg jej
halogenoalkilowe fosforanotriestry np. 5'-0-bis(2,2,2-trichloroetylo)fosforan AZT 59
(Ryc. 28, EC50 = 0,7pM , dla AZT ECso = 0,004 pM, komorki C8166). Pojawienie sie
aktywnosci antywirusowej tych zwigzkéw przypis3”ane jest zwiekszonej labilnosci
fosforanoestrowych grup alkilowych dzieki obecnosci atoméw halogenu, co utatwia

ich hydrolize do odpowiednich fosforanodi- i monoestrow.”s
0

Ryc. 28

Ré6zny efekt antywirusowy w zaleznosci od natury podstawniku w pierscieniu
fenylowym widoczny jest w przypadku fosforanotriestréw diarylowych. Pochodne
z podstawnikami silnie wyciggajacymi elektrony, jak np. z grupg nitrowg (zwigzek
60). wykazujg poréwnywalng z AZT aktywnos$¢ w komérkach C8166 (EC50 = 0,0032
pM, dla AZT ECso = 0,008 pM). Moze to by¢ zwigzane, podobnie jak w przypadku
pochodnych halogenoalkilowych, z obecnoscig dobrej grupy odchodzacej (fenol
0 niskim pKa) i podwyzszong labilnoscig wigzania P-O-aryl.®" Okaizuje sie jednak, ze
zwiagzki te sg nieaktywne w komorkach z deficytem kinazy tymidynowej, co dowodzi,
ze sg one pronukleozydami. Ponadto moze to wskazywaé, ze zbyt labilne
fosforanotriestry nie sg dobr5Tni kandydatami na leki pronukleotydowe, gdyz zanim

wnikng do komorki ulegajg rozktadowi do odpowiednich nukleozyddéw.26

Cyklosaligenianowe {cycloSal) fosforanotriestry 2',3'-dideoksy-
nukleozydow

W 1995 r. grupa C. Meiera zaprojektowata i otrzymata catkiem nowe triestrowe
proleki 2',3'-dideoksynukleozydéw bazujgce na selekt}rwnej, zaleznej od pH

chemicznej hydrolizie. Pochodne cyklosaligenianowe 6J, odréznia od wczes$niej
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przedstawionych triestrow wystepowanie w ich czgsteczce dwodch réznych wigzan
fosforoestrowych  (ester benzylowy i fenylowy) wchodzagcych w  skiad
szeSciocztonowego pierscienia, wigzan benzylo- i fenylofosfoestrowych. Rd&znice
w stabilnosci tych dwdéch wigzan pozwalajg na kontrolowang, chemiczng degradacje
pochodnych cyctoSal. Wigzanie fenyloestrowe jest bardziej labilne, wiec peka
pierwsze z utworzeniem 2-hydroksybenzylofosforanodiestru 62. W kolejnym etapie
dochodzi do spontanicznego pekniecia wigzania C-O w czesci benzylofosfoestrowej

i powstania monofosforanu nukleozydu 63 i alkoholu salicylowego M (Ryc. 29).

o' / "OddN
00

X - H, NOj. Cl. CH3, OCH3

OH

Ryc. 29

Efekt3Twno$¢ pochodnych saligenianowych analogéw nukleozydéw (ddT, d4T,
ddA, AZT) zostata potwierdzona badaniami ich aktywnosci przeciw H1V oraz
trwatoéci w mediach komérkowych. Wiekszos¢ cycloSal
nukleotydéw  wykeizuje  nieznacznie  wiekszy  lub  HC
poréwnywalny z nukleozydarni potencjat antSrwirusowy
w komorkach CEM/O. Istotne polepszenie akt3rwnosci 0d4T
obserwowano natomiast w przypadku
cyklosaligenianowych pochodnych d4T w komodrkach
CEM/TK* (3,5-dimetyloci/doSal d4TMP 65 ryc. 30, ECso = 0,08pM, d4T ECso = 15 pM
1) lecz, co zaskakujgce, catkowity brak aktjrwnosci pochodnych AZT. Jak podajg
autorzy, moze by¢ to spowodowane rézng komodrkowg  absorpcja
cyklosaligenianowych fosforanotriestrow d4T i AZT. Jednak do konca nie jest jasne,
dlaczego ta jedna z ciekawszych propozycji dostarczania monofosforanéw d4T i ddA

do zainfekowanych komoérek, catkowicie zawodzi w przypadku pochodnych AZT."o
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Dalsze ulepszanie struktury nukleotydowych
pochodnych saligenianowych przez grupe C. Meiera
zaowocowato tzw. druga generacjg tych

pronukleotydéw z enzymatycznie rozrjrwalng resztg ©OddN

estrow karbocyklicznych (octowego 66 e criac-HBE—CT

O-
i lewulinowego “ ryc. 31). Usuniecie grupy 66 67
estrowej przy udziale komaérkowych Ryc. 31

karboksyesteraz lub lipaz zmienia charakter proleku z bardziej lipofilowego na
mniej lipofilowy, uniemozliwiajac jego dyfuzje na zewnatrz komorki i tym samym
zwiekszajac efektjrwnos¢ jego dziatania [koncepcja ,,zamknietych wewnatrz” (z ang.

,»lock-in") pochodnych cycloSal, ryc. 32]./2

btona
komorkowa

Ryc. 32. Ogolna idea ,,zamknietych wewnatrz” prolekow

b) Analogi nukleozydow z fosforanotriestrowymi enz3onatycznie labilnymi
grupami maskujacymi.

W tego typu fosforanotriestrach zastosowano takie grupy maskujgce reszte
fosforanowg, ktore sg tatwo usuwane enzymatycznie wewngtrz komorki, lecz
stabilne poza nig. Wybdér wsérdéd takich biolabilnych grup jest raczej nieduzy, co
zwigzane moze byc¢ z faktem, ze fosforanotriestiy nie wystepuja w naturze, stad
przyroda nie wytworzyta potrzebnych do ich metabolizmu ,fosforanowych
triesteraz”. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ umieszczenie grupy labilnej
enzymatycznie w pewnej odlegtosci od atomu fosforu. Po usunieciu takiej grupy
powstaty zwigzek jest nadal biologicznie nieaktywny, lecz tatwo ulega dalszemu
spontanicznemu rozktadowi dajac aktywny lek. Podejscie to nazywane jest

koncepcja leku trzyczesciowego (Ryc. 33).5S;73
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en“matycznie ' h o spontanicznie
/i / P
\ nieaktywny N aktywny
Ryc. 33

1 Bis(piwaloiloksymetylo) fosforanotriestry 2*,3'-dideoksSmukleozydow
(POM)

Po raz pierwszy koncepcje trzyczesciowych lekéw zastosowat D. Farquhar'™'™*, co
opisat na przyktadzie Dbis(piwaloiloksymetylo)fosforanotriestru 5-fluoro-2'-
deoksyurydyny FdU - (ddN = FdU). Etapem inicjujacym degradacje tych zwigzkow
jest usuniecie kwasu piwaloilowego 69 przy udziale karboksyesterazy i utworzenie
wysoce reaktbwnego hydroksymetylowego fosforanotriestru 70 (Ryc. 34). Z triestru
tego spontanicznie eliminowany zostaje formaldehyd 71 dajac fosforanodiester
(POM) 72. Do otrzymania wolnego nukleotydu konieczne jest powtdrzenie dwadch
wczesniejszych etapéw, lecz tym razem zachodzacych na ujemnie natadowanym
fosfodiestrze 72, gorszym substracie dla karboksyesterazy.

Podejscie to zostalo z powodzeniem uzyte do generowania w komorce
monofosforanu, m.in. ddU i AZT (bardziej aktywne niz nukleozydy w komodrkach
CEM/TK"). Problemem przy stosowaniu bis(piwaloiloksymetylo) fosforanotriestrow
sg toksyczne produkty uboczne - formaldehyd 71 i kwas piwaloilowy 69, a takze

mata stabilnos¢ tego typu prolekéw w osoczu. 5559

ﬁ) 0
POMO | keirboksyesteraza POMO' I/V’\OddN
(HICC
POM ~ 69 HO_"
C(CH3)3 70
68
Ryc. 34
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Bis(p-acyloksybenzylo)  fosforanotriestry  2'3'-dideoksynukleo2ydow
(PAOB)

S. Freeman"5 zaproponowat korzystne zwigkszenie odlegto$ci miedzy ujemnie
natadowanym fosforanodiestremm a miejscem hydrolizy enzymatycznej podczas
drugiego etapu degradacji trzyczesciowych lekow.ss

W otrzymanych bis(para-acyloksybenzylo)nukleotydach 73 (Ryc. 35), wg
obliczen S. Freemana, odlegto$¢ okoto 4A miedzy anionem fosforanowym a reszta
karboksyestrowsg jest wystarczajgca do usuniecia niekorzystnych elektrostatycznych
oddziatywan miedzy nimi.

Mechanizm  degradacji  bis(acyloksybenzylowych) pochodnych 73 jest
anatogiczny do bis (POM) fosforanotriestrow 6B. Po enzymatycznej hydrolizie czesci
estrowej w pierScieniu aromatycznym powstaje niestabilny p-hydroksy-
benzylofosfotriester 74, ktory spontanicznie generuje (p-acetyloksy-
benzylo)fosfodiester 75 i kation 4-hydroksybenzylowy 76. Jon ten moze, co
niekorzystne, wchodzi¢ w reakcje z DNA, biatkami lub innymi komad&rkowymi
nukleofilami.55 Fosforanodiester 75 po ponownej enzymatycznej hydrolizie estru
karboksylowego i uwolnieniu kationu 76 tworzy pozadany monofosforan

nukleozydowy M (Ryc. 35).

76

Ryc. 35
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Pochodne bis(PAOB) AZT a takze mono(PAOB) dla homodimerow AZT
i heterodimeréw AZT i ddl wykazujg akt5rwnos¢ anty-HIV-l1 w komorkach C8166
wieksza niz odpowiednie nukleozydy, natomiast mniejszga w komoérkach JM

z deficytem kinazy tymidynowej

1 Bis(S-acylo-2-tioetylo) fosforanotriestry  2°,3'-dideoksynukleozydéw
(SATE)

Kolejne podejscie bazujace na wewnatrzczasteczkowej eliminacji w czasteczce
pronukleotydéw obejmuje pochodne tioetanolowe. W 1993 r. J.-L. Imbach i G.
Gosselin™  po raz pierwszy opisali i przebadali bis{S-acylo-2-tioetylo)
fosforanotriestry analogéw nukleozydéw 78 (Ryc. 36), ktére wykazujg wiekszg
aktywnos$¢ przeciwko wirusowi H1V-1 niz odpowiednie nukleozydy w komorkach
CEM-SS, MT-4 jak rowniez CEM/TK”.

Generowanie 5'-monofosforanéw nukleozydéw M z pochodnych SATE odbywa
sie na drodze zblizonej do Sciezki degradacji wcze$niej omdwionych
fosforanotriestrow tjgQJU 73. Po karboksyesterazowej akt3rwacji bis (SATE)
fosforanotriestru 78 nukleozydu tworzy sie niestabilny O-2-merkaptoetylo
fosforanotriester 79. Powstaty tiol jako ,,miekki” nukleofil atakuje ,,miekkie” centrum
elektrofilowe tj. atom wegla a (a nie ,,twardy” atom fosforu), uwalniajac episiarczek
80 oraz mono(SATE) fosforanodiester Powtorzenie tego samego cyklu reakcji na

zuagzku 81, prowadzi do 5'-monofosforanu nukleozydu 63 (Ryc. 36).
0
[

s n.
SATEO f ~OddN karboksycsteraza

(@]

78
SATE ™

R= Me, f-Pr, f-Bu

Ryc. 36
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Inny prawdopodobny mechanizm hydrolizy bis (SATE) fosforanotriestrow
zaproponowany przez J.-L. Imbacha* zaklada bezposredni atak nukleofilowy

czasteczki wody na atom fosforu z uwolnieniem S-acylo-2-tioetanolu 82 (Ryc. 37).

oV 0
JuUJ ”
, | karbok”esteraza  spontanicznie
SATEO OddN SATEO" TA0ddN ~
oe "
81
/m y e 80

82
R= Me, i-Pr, t-Bu fosfodesteaze
Ryc. 37

Fosforanotriester bis SATE ddA jest 1000 razy bardziej aktywny niz sama ddA,
a aktywnos$c¢ ta zblizona jest do ECso najbardziej akt3wnego przeciw HIV-1 analogu
nukleozydu czyli AZT.2't

Bis (SATE) fosforanotriestry d4T okazaty sie aktywne w zwalczaniu wirusa HIV-
1 w komorkach MT-4, CEM-SS a takze w tych z deficytem kinazy tymidynowe;j.
W przypadku pochodnych AZT lepszg aktywnos¢ niz dla samego AZT zanotowano
tylko w komérkach CEM/TK?”.,

Stabilno$¢ bis(SATE) fosforanotriestrow AZT, jak i innych analogéw
nukleozydow, silnie zalezy od rodzaju reszty tioestrowej. Bis (Me-SATE) 83 (Ryc. 38)
pochodne AZT wykazaty wysoka aktywnos$¢ ex vivo, lecz sg zbyt nietrwate w medium
hodowlanym, co czyni watpliwym, ze wnikng niezmienione w dostatecznej ilosci do
zainfekowanych komodrek. Stad najbardziej optymalnym zwigzkiem jest bis (SATE)
fosforanotriester AZT majacy dwa tancuchy S-piwaloilo-2-tioetylowe 84 (Ryc. 38),
poniewaz wysoka lipofilowos$¢ i zawada steryczna reszty tert-butylowej zapobiega
zbyt szybkiemu usunieciu tej grupy maskujacej a przez to niepozgdanemu

rozktadowi zwigzku M w medium hodowlanym.

(H303C

Ryc. 38
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1 Aryloamidofosforany 2',3"-dideoks3mukleozydéw

Inng klasg zwigzkoéw z enzymatycznie labiln5mi grupami maskujacymi tadunek
ujemny na atomie fosforu, sg proponowane przez C. McGuigana™ ant5rwirusowe
proleki, bedgce kombinacja estréw arylowych i aminokwasowych amidofosforanow.

Aktywnos¢ przeciwko wirusowi HIV tego typu pochodnych uzalezniona jest od
analogu nukleozydu, rodzaju aminokwasu oraz estru w czesci aminokwasowej.

Koncepcja aryloamidofosforanbw 85 (Ryc. 40) jako prolek6éw zostata
zastosowana dla wiekszosci analogéw nukleozydoéw (AZT, 3TC, ddA, d4A oraz ABC),
jednak najbardziej skuteczna okazata sie w przypadku pochodnych d4T.

Intensywne badania prowadzone przez grupe McGuigana nad roéznymi
aryloamidofosforanowymi pochodnymi pozwolity ustali¢ strukture liderowa, w ktorej
czes$¢ fosforanowa potgczona jest wigzaniem estrowym z nukieozydem i fenylem oraz
wigzaniem amidowym z estrem metylowym aminokwasu (najczesciej alaning). Taki
fenyloamidofosforan d4T 86 (Ryc. 39) charakteryzuje sie 4-10 razy wiekszg
aktywnoscia antywirusowg niz d4T w komoérkach MT-4, CEM/O i M/M
(monocyty/makrofagi), okoto 5 razy mniejszg toksycznoscia oraz do 400 razy
wiekszg aktywnos$cia w CEM/TK”.22:80 Zamiana grupy fenylowej na etylowg lub
metylowg 87 (Ryc. 39) w tej pochodnej powoduje duzy spadek akt}wnosci
(aktywno$¢ 1000 razy mniejsza niz dla pochodnej z grupa fenylowa).so

HiCO-

Ryc. 39
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Szczegllnie wazna dla aktywnosci biologicznej okazata sie obecnos¢ estru
a-aminokwasowego. Zastosowanie w jego miejsce prostej, atkilowej grupy aminowej
lub estru (3-eiminokwasowego w5rwotuje catkowity zanik akt5rwnosci antywirusowej.
Z kolei 30 krotny spadek aktywnosci obserwuje sie w przypadku uzycia amidu
D-alaniny zamiast L-alaniny.ss

Proba polepszenia istotnej wiasciwosci potencjalnego proleku, jego
rozpuszczalnosci w wodzie, przez zastgpienie grupy fenylowej resztg tyrozynowa 88
(Ryc. 39), rowniez zakonczyta sie zmniejszeniem akt5rwnosci antywirusowej (ECso =
0,8 pM, z grupg fenylowa ECso = 0,075 pM w komoérkach CEM/TK”, HIV-2).si

Czynniki decydujgce o aktywnosci pochodnych aryloamidofosforanowych 85
zwigzanie sg gtéwnie z mechanizmem ich degradacji (Ryc. 40). Po pierwszym etapie
hydrolizy estru aminokwasowego przy udziale karboksyesterazy, wygenerowana
zostaje wolna, nukleofilowa grupa karboksylowa W, ktéra nastepnie atakuje
elektrofilowy atom fosforu, uwalniajgc fenol. Powstaty nietrwaty, cykticzny produkt
przejsciowy 91 jest szybko hydrolizowany do amidofosforanowego monoestru 92
Otrzymanie wolnego monofosforanu analogu nukleozydu W nie jest catkowicie
wyjasnione, ale przypuszcza sie, ze rozerwanie wigzania P-N nastepuje z udziatem

specyficznej komoérkowej fosfodiesterazys”™ lub fosfoamidazy.”®

H3CO

Ryc. 40

Doktadna analiza metabolizmu fenyloamidofosforanowych pochodnych AZT po
ich inkubacji w enzymach z watroby szczura wykazata wolniejsze i mniej wydajne
ich przeksztatcanie do AZTMP w porownaniu z pochodnymi d4T. Powstaty AZTMP
byt z kolei o wiele szybciej metabolizowany do wolnego nukleozydu niz d4TMP, co

wg autoréw moze ttumaczy¢, dlaczego aryloamidofosforany AZT majg znacznie
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mniejszg zdolno$s¢ hamowania replikacji wirusa H1V w komoérkach CEM/TK”
w poréwnaniu z pochodnymi d4TJ"

Niedawno grupa C. Perigauda i J.-L. Imbacha82;83 opisata nowag serie
pochodnych diestrow amidofosforanowych, w ktorych miejsce grupy arylowej zajeta
grupa S-piwaloilo-2-tioetylowa czyli t-Bu SATE 93 (Ryc. 41). Zaletg tego typu
zwigzkéw w porownaniu z amidofosforanami C. McGuigana ™ (Ryc. 40), jest
dostarczenie 5'-mononukleotydowych pochodnych W na prostszej drodze
obejmujacej: akt3nvacje esterazg, spontaniczne usuniecie episiarczku 80 oraz

dziatanie fosfoamidazy lub fosfodiesterazy (Ryc. 41).

CH,

CH3 CH,
- spontanicznie
HYCC)/ K rnodan 02 H /'~OddN 3J H /AOddN
(CHB s 00
CHOH ZA

80 fosfodiesteraza

lub
t-BUBATE < fosfoamidaza

Ryc. 41

63

Wiegkszo$¢ amidofosforandw AZT z grupg SATE i roznymi alifatycznymi lub
aromatycznymi resztami aminowymi wykazuje znaczgacy efekt antywirusowy
w zakresie stezenn mikromolowych w komdérkach
CEM/TK”, Co interesujace, najwieksza
akt5rwnosé wykazywata pochodna
z podstawnikiem izopropyloaminowym 94 (Ryc.

42), wiec obecno$¢ a-aminokwasu nie jest
strukturalnym wymogiem dla aktywnosci anty-
HIV. Wg autoréw dalsze modyfikacje chemiczne
w czeSci amidowej badz w grupie SATE daja
mozliwosé otrzymania pronukleotydow
0 odpowiedniej rozpuszczalnosci w wodzie,
lipofllowoséci i stabilnosci enzymatycznej, co jest istotne w badaniach

farmakologicznych ex vivo i in vivo nad tymi zwigzkami.®2;83
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1 Amidofosforany 2*,3'-dideoksynukleozydéw

Wyniki badan G. Molemy®" nad potencjalnymi inhibitorami ncunnazania
wirusa H1V-1 w limfocytach T tj. skiadajgcych sie z albuminy z ludzkiej surowicy
krwi przylgczonej przez lizyny do AZTMP, zachecity grupe R. Wagnera®® do
otrzymania amidofosforanowych monoestrow 95 (Ryc. 43) jako ewentualnych

pronukleotydow.

fosfodiesteraza

H~"~OddN tub,
H3CJ O® fosfoamidaza
95
Ryc. 43
Estry metylowe aminokwasowych amidofosforanow AZT i 3'-fluoro-3'-

deoksytymidyny (FLT) okazaty sie zwigzkami aktywnymi przeciw wirusowi H1V,
nietoksyczn5mi, trwatymi w ludzkiej krwi i rozpuszczalnymi w wodzie. Mimo
posiadanego tadunku, jak podajg autorzy, wnikaja do komdérek CEM i PBMC
(jednojadrzaste komorki krwi obwodowej) i sg tam przeksztatcalne do odpowiednich
fosforanéw. Wczesniejsze powstawanie monofosforanéw analogéw nukleozyddw jest
prawdopodobnie wynikiem enzymatycznego procesu przy udziale byé moze tego
samego enzymu, ktory degraduje zwigzek przejSciowy we wspomnianym juz
podejsciu McGuigana.®®;®5

Pochodne AZT z grupa L-tryptofanowg 96 lub D-fenyloalaninowg 97 (Ryc. 44)
wydajg sie by¢ najbardziej aktywnymi zaréwno w PBMC jak i w CEM, lecz nie
bardziej niz sam AZT, cho¢ we wczesniejszych pracach grupa Wagnera donosita
0 ich znacznie wiekszej zdolnosci do hamowania replikacji wirusa HIV od samego
nukleozydu.®@®;®@®

H3C

NH

HoC

H3Co H3CO

97

Ryc. 44
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Nie zostaty wykonane badania nad aktywnos$cig tych zwigzkéw w komaorkach
z deficjdem kinazy tymidynowej, lecz jedynie we wspomnianych komérkach PBMC.
Wedlug Wagnera komorki te posiadajg tylko okoto 5% aktywnosci Kkinazy
t3mid}mowej, lecz wykazana w nich akt3rwno$¢ antywirusowa amidofosforanow
2',3'-dideoksynukleozydéw, w moim przekonaniu, nie do konca potwierdza, iz

dziatajg one jako pronukleotydy.®”"

1 Pochodne H-fosfonianowe 2',3'-dideoksynukleozydow

H-Fosfoniany nukleozydow, uzywane gtéwnie w syntezie oUgonukleotydow,
dzieki swojemu strukturalnemu podobienstwu do monofosforanéw, byty réwniez
badane jako potencjalne zwigzki antywirusowe.

H-Fosfonian AZT 98 (Ryc. 45), po zatwierdzeniu w 1999 r. przez Rosyjskie
Ministerstwo Zdrowia pod nazwa Nicavir®, podawany jest w Rosji pacjentom chorym
na AIDS. A\. Kravczenko®" wykazal ostatnio, ze
stosowanie tego leku wraz z ddl 4 i newiraping 27 jest
rekomendowane w Rosji jako efektywna i bezpieczna
terapia kombinowana przeciwko wirusowi HIV. Jako
gtéwne zalety H-fosfonianu AZT (PhAZT) wymienia sie
jego mniejszg toksyczno$¢ oraz diuzszy czas zycia
W 0soczu w porownaniu z AZT. O mniejszej toksycznosci
H-fosfonianu AZT i poréwnywalnej lub wyzszej od AZT Ryc. 45
aktywnosci anty-HIV w komorkach MT-4 donosita grupa Krayevskyego (ECso =
0,072 pM, CCso = 2500 gM, dla AZT ECso = 0,005 gM, CCso = 210 pM). Zwiekszony
wspotczynnik selektywnosci obserwuje sie takze dla H-fosfonianu 3'-fluoro-2',3'’-
dideoksytymidyny (FLT), natomiast mniejszy dla pochodnych ddC i ddT.e®,@®

Wg wynikoéw J.L. Imbacha”® H-fosfonian AZT w komdrkach MT-4 oraz CEM-SS
oraz CEM-X174 wykazuje aktywnos$é anty- HIV, jednak indeks selektywnosci dla
tego zwigzku jest zawsze nizszy niz dla AZT. Ponadto w tej samej pracy autorzy
donoszg o catkowitym braku wiasciwosci antywirusowych H-fosfonianu AZT
w komorkach CEM/TK”, co dowodzi, ze w komodrce z tego zwigzku nie powstaje
monofosforan AZT.

Z kolei w najnowszej pracy M. Kukhanowej®”" (z grupy Krayevskyego) nie
wyklucza ona mozliwosci utleniania H-fosfonianu do fosforanu AZT, czego
potwierdzeniem miatoby by¢ powstawanie w przewazajgcej ilosci AZTMP po

inkubacji radioaktywnego H-fosfonianu AZT w RPMI-1640 z surowica z ptodow
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bydlecych (FCS). Wyniki te bytyby zgodne z tezg H.J. Boala™ o przeksztatcaniu
w komoérce H-fosfonianu AZT wytacznie do AZTMP. Boal uzasadnia to trwatoscig
PhAZT w medium komoérkowym RPMI-1640 (niestety wyniki potwierdzajgce to nie
zostaty w tej pracy opublikowane), brakiem AZT po przediuzonej inkubacji PhAZT
z 5'-nukleotydazg (réwniez W5miki nieprzedstawione w pracy) oraz w komodrkach
U937. W tych ostatnich warunkach po 8 h obserwowano jedynie powstawanie
AZTMP w ilosci 3 razy mniejszej niz po tym samym czasie inkubacji samego AZT, co
miato potwierdza¢ mozliwo$¢ utlenienia H-fosfonianu AZT.

Dalsze badania wspomnianej Kukhanowy™ nad metabolizmem PhAZT
w ekstrakcie z komérek HL-6 i homogenacie z mysiej watroby skianiajg autorke do
przyznania, ze gtdbwnym metabolitem H-fosfonianu AZT jest sam nukleozyd.
Sugeruje ona rowniez, ze przyczyna zmniejszenia toksycznosci H-fosfonianu AZT
w porownaniu z AZT jest mniejsze komérkowe stezenie AZTMP, wynikajgce
ze stopniowego uwalniania i fosforylacji nukleozydu pochodzacego z degradacji
H-fosfonianu.

H,C
NH

CH—O-—-P---0

CH,

100

Role pronukleozydéw petnig réwniez H-fosfonianowe diestry - pochodne AZT
i d4T. Zwiagzki te wykazujg aktywno$c¢ anty-HIV w komoérkach MT-4 i C8166, przy
czym najwiekszy wspotczynnik selekt)nvnoOci posiada cykloheksylofosfonian AZT 99
(Ryc. 46, SI = 50417, dla AZT SI = 2671) oraz izopropylofosfonian d4T 100 (Ryc. 46,
Sl = 2027, dla d4T SI = 332). Podwyzszenie aktywnosci anty-HIV zwigzkow 99 i 100
w poréwnaniu z monoestrami H-fosfonianowymi nukleozydéw prz}tisuje sie

obecnosci grupy lipofilowej, ktéra zwieksza ich zdolno$¢ przechodzenia przez btony
komoérkowe. 93
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1 Pochodne a-hydroksyfosfonianowe 2*,3'-dideoksynukleozydow

Interesujacg dla mojej rozprawy czescig programu badan grupy C. MeieraM'-"
byty dinukteozydowe (AZT, ddT, ddU) pochodne a-hydroksybenzylofosfonianéw 101
(Ryc. 47) jako potencjalne proleki w terapii przeciwko wirusowi HIV.

Wykazana aktywnos$¢ ant5Srwirusowa a-hydroksybenzylofosfonianow diAZT 101
(Ryc. 47) w komoérkach CEM/O zwigzana jest, wg autorow, z ich degradacjg do
dwoch aktywnych zwigzkow tj. 5'- monofosforanu 9 oraz 5'-H-fosfonianu AZT 98.
Zwiagzki te powstajg wedtug dwoch réznych mechanizméw, co $ciste zwigzane jest
z charakterem elektronowym podstawnikow w czesci benzylowej

a-hydroksyfosfonianow (Ryc. 47).

przegrupowanie spontaniczne
fosfoniano- pekniecie
fosforanowe wigzania P-C

Ha I + A—C

AZTO o Ar AZTO"y

AZTO AZTO

+ AZT

104 98

enzymatyczna
degradacja

” + AZT
AZTO-

o®
Ryc. 47
Pierwsza Sciezka degradacji prowadzi do utworzenia H-fosfoniamu diAZT 102
i benzaldehydu. Powstaty fosfonianodiester 102 jest dalej tatwo hydrolizowany do
monoestru 98 i AZT. Innym wariantem metabolizmu H-fosfonianu diAZT 102 jest

jego wewnatrzkomoérkowe utlenienie do fosforanodiestru 104. ktéry to proces wg C.

Meiera powinien zachodzi¢ tatwo przy udziale oksydazy cytochromu P-450.
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Drugi  sposéb  degradacji polega na przeksztalceniu  a-hydroksy-
benzylofosfonianu dinukleozydowego w odpowiedni fosforanotriester benzylowe
dinukleozydowy 103 na skutek przegrupowania fosfoniano-fosforanowego,
mozliwego w przypadku wystepowania w pierscieniu fenylowym podstawnikéw
wyciagajacych elektrony. Produktem nastepujacej w kolejnym etapie enzymatycznej
degradacji fosforanodiestru 104 jest AZTMP 9./"

Catkowity brak akt}wnosci w komoérkach CEM/TK' (HIV-2) a-hydroksy-
benzylofosfonianbw diAZT 101 dowodzi o mozliwosci wykorzystania ich jako

»depozytu nukleozydow” M

8. Uwagi koncowe do wstepu literaturowego

Intens5Twne badania nad skuteczng terapig zwalczajgcg wirusa HIV trwajg od
ponad 20 lat. W tym czasie w laboratoriach wielu krajow przebadanych zostato
tysigce zwigzkéw, sposréd ktorych tylko nieliczne dopuszczono do stosowania
klinicznego. W czesci literaturowej mojej rozprawy miatam mozliwos$¢ przedstawic
tylko pewng cze$¢ z tych zwie"zkéw, potencjalnych lekéw przeciwko wirusowi HIV.
Ro6znorodnos¢ ich struktur i wiasciwosci fizykochemicznych oraz, czesto nie taki jak
zakladano poczatkowo, sposéb degradacji w organizmie ukazuja ciekawag, choé
nietatwg droge do znalezienia efektywnego chemioterapeutyku

Mimo sporych naktadoéw i zaangazowania ogromnej liczby badaczy nie udato
sie dotad otrzymac szczepionki eliminujacej wirusa HIV. W zwieizku z wysokg
zmiennoscig genetyczng tego wirusa, jego ciggle nowe warianty genetyczne potrafig
unikng¢ obronnego dziatania uktadu odpornosciowego. Opracowywane sg podejscia
majgce na celu zwiekszenie odpornosci organizmu i tym samym szansy pokonania
wirusa. Jedng z nich jest strategia tzw. przersrwanego leczenia (ang. treatment
interruption) bazujgca na zaobserwowaniu ,,autouodpornienia” organizmu, czyli
samoistnego rozpoczecia odbudowywania systemu immunologicznego po
przerwaniu chemioterapii rozpoczetej we wczesnym okresie po zakazeniu wirusem
HIV.98

Innym sposobem, obecnie na etapie préb klinicznych, sa szczepionki DNA,
ktorych zadaniem bedzie dostarczenie DNA kodujgcego biatka antygendéw przy
wspomagajagcym podawaniu zwigzkéw antywirusowych.3;99 Szczepionki te nie

uchronig oczywiscie przed zakazeniem wirusem HIV. Beda raczej pomagaty jak
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najdtuzej utrzymacC niski poziom czastek wirusa w organizmie a tym samym
op6zniaty pojawienie sie AIDS. Podobnie jak dotychczasowe terapie, szczepionki
DNA prawdopodobnie nie sttumig catkowicie wirusowej replikacji.

W tej sytuacji konieczne jest wiec poszukiwanie zwigzkéw o nowej strukturze,
aktywnych przeciwko tekoopomym odmianom wirusa, o zwiekszonej aktywnosci
i zmniejszonej toksycznos$ci, aby w tym poinfekcyjnym wys$Scigu namnazania sie
wirusa, zabijania limfocytéw i powstawania nowych komoérek, cztowiek w koncu nie

przegrywat.
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V. WYNIKI I DYSKUSJA
1. Wstep

Od pewnego czasu w Pracowni Analogéw Nukleotydéw i Oligonukleotyddw
w ramach badan nad H- fosfonianami arylowjTTii, prowadzone sg prace nad nowymi
analogami nukleotydowymi, fosfoniano - fosforanami dinukleozydowymijoo
Pochodne te z r6zn3mii podstawnikami w czesci benzylowej rozwazane byty jako
potencjalne zwigzki antywirusowe ze wzgledu na mozliwos¢ dostarczenia do
komorki dwoch réznych albo takich samych analogéw nukleozydow, dziatajgcych

jako inhibitory odwrotnej transkrypcji wirusa HIV-1.

P ci \ 'OAZT RPMI/FBS

140a

105 114b

Ryc. 48

Najwyzsza aktywnoscig antywirusowg, porown3rwalng z aktywnoscig AZT
(ECso = 0,04 pM, komorki MT-4), odznaczat sie fosfoniano - fosforan bis AZT
z tacznikiem 4-metoksybenzytlowym 10Sd (Y = OCHS3, ryc. 48). PrzeSledzenie
rozktadu (HPLC) tego zwiazku w medium hodowlanym komorek (RPMI-1640 z FBS)
wykazato szybkie (ti/2 < 5 min) tworzenie sie a-hydroksy-a-(4-metoksyfenylo)-
metanofosfonianu  3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo fenylowego 114a oraz
fosforanodiestru 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo fenylowego 140a (Ryc. 48).
Bioragc pod uwage stabag przenikalnos$¢ przez btony komérkowe oraz podatnos¢ na
dziatanie fosfodiesteraz, mozna przyja¢, ze udziat fosforanodiestru 140a
w hamowaniu replikacji wirusa HIV-1 byt raczej watpliwy.26;S9 Wptyw drugiego
produktu rozkitadu, a-hydroksyfosfonianu 114b. na obserwowang aktywnos$¢
ant5Twirusowg wspomnianego fosfoniano - fosforanu 10Sd nie byt nam znany.
Oczekiwalismy, ze zwigzek t3rpu 114b moze mie¢ interesujgce wilasciwosci,
szczegOblnie ze wzgledu na obecno$¢ dwodch pierscieni arylowych. Aby sie o tym
przekonac, konieczne byto zbadanie a-hydroksyfosfonianéw arytowo

nukleozydowych typu 114 i proba skorelowania ich wiasciwosci ze struktura.
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Opisane w literaturze a-hydroks5dbsfoniany, to gtéwnie estry dialkitowe typu
108 (Ryc. 49) a badania nad nimi dotyczyty wykorzystania ich jako waznych
substratéw w syntezie organicznej. Zwigzki te (zwlaszcza czyste enancjomeiycznie)
uzywa sie m.in. do otrzymywania a-halogenofosfonianéw typu 109
acytofosfonianéw typu 110 (te moga by¢ dalej przeksztatcane do hydrazondéw, imin

lub oksyméwio';>02) j a-aminofosfonianéw typu 111 (tzw. P-aminokwasow,

uzywanych jako analogi a-aminokwaséwiosjio'?) (Ryc. 49).

OR
R
"OR
HO 108
y 4 1
u
I"rer OR OR
R'-
OR "OR "OR
% HjN
109 110 111
X- atom halogenu
Ryc. 49

Na poczatku lat 90 ubiegtego wieku pojawity sie doniesienia o aktywnosci
biologicznej a-hydroksyfosfoniandéw przejawiajgcej sie m.in. w inhibicji ludzkiej
reniny - enzymu proteolitycznego wydzielanego przez kore nerek i odpowiedzialnego
za wystepowanie nadcisnienia tetniczego (a-hydroksyfosfonian 112 IC50= 10nM, ryc.

50)105 oraz syntetazy EPSP - enzymu biorgcego udziat w biosyntezie egzogennych
aminokwasow aromatycznych.8;io3;i04

Ryc. 50
C. Meier i W.G.H. Lauxi®3;i04 badali zdolno$¢ analogéw a-hydroksyfosfonianéw

do hamowemia aktywnosci innego enzymu proteolitycznego - proteazy wirusa H1V
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i jak sie okazato, akt3rwnos$¢ te wykazyweit do$¢ ztozony a-hydroksyfosflnian 113
(ICso= 1,3 nM, ryc. 51).i06

113

Ryc. 51

C. Meier opisat réwniez a-hydroksyfenylometanofosfoniany dinukteozydowe

(Ryc. 47) jako potencjalne proleki przeciwko wirusowi HIVM, o czym pisatam juz

w czesci literaturowej mojej pracy.

Jak dotad nie byty badane a-hydroksyfosfoniany arylowo nukieozydowe typu

114 (Ryc. 52). W odrdéznieniu od innych tego typu zwigzkéw, z uwagi na obecnos¢

w ich czasteczce dwoch pierscieni arylowych, mozna sie byto q
spodziewa¢ duzych moztiwosci modutacji ich wiasciwosci HO

. o CH -OddN
w zaleznoSci od zmiany podstawnikow w pierScieniach \OAr*
aromatycznych zarbwno w czesci fosforoestrowej (Ar*) jak 114 Ar
i hydroksymetanowej (Ar?). Dlatego w ramach mojej pracy Ryc. 52

doktorskiej, podjetam sie syntezy a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych,

a nastepnie przebadania niektérych ich wiasciwosci chemicznych i biologicznych.

Zadaniami czastkow5Tni mojej rozprawy byty:

synteza a-hydroksyfosfonianéw arytowo nukleozydowych 2z roznymi
podstawnikami Ar*, Arr oraz R = C4H9 (jako zwigzek referencyjny),
przebadanie sposobu rozkitadu otrzymanych a-hydroks}d'osfonianéw
arytowo nukleozydowych w srodowiskach hodowli komoérek,

skorelowanie  wynikéw rozkiadu a-hydroksyfosfonianow  arytowo
nukleozydowych z ich akt3rwnoscig antywirusows i c¢3d;otoksycznoscig oraz

kierunkiem mod5dikacji ich struktury.

53






WYNIKI I DYSKUSJA

1 na podstawie w5Tiikbw powyzszych badan, zaproponowanie nowych

a-hydroksyfosfonianéw o spodziewanych lepszych wiasciwosciach anty-
HIV.

2. Synteza a-hydroksyfosfoniandéw arylowo nukleozydowych

2.1 Literaturowe metody otrzymywania a-hydroksyfosfonianéw

Sposréd metod opisanych w literaturze, najbardziej znaczgce w S3mtezie
a-hydroksyfosfonianéw sa te wykorzystujgce reakcje Abramova oraz Pudovika.
Koncepcja obu reakcji jest podobna i polega na przeksztatceniu H-fosfonianu
dialkilowego 115 w forme terwalentng za pomoca chlorku trimetylosililu (zwigzek
116 - reakcja Abramova”o'?) lub z uzyciem katalizatoréw zasadowych (zwigzek 117 -
reakcja Pudovikai°®) i ktora to forma reaguje z grupa karbonylowg aldehydéw

i ketondw dajac odpowiedni a-hydroksyfosfonian 118 (Ryc. 53).

OSiMcj
RO-/P:
RO
TMSCIL. 116 MeaSiO R' HoO
B
' rRo" "> "
RORO/\ 0
115 || BH@ N HO R
RO"/P: 118
Ro' "O«< A
117 BH R

Ryc. 53

Kolejna metoda, to reakcja H-fosfonianu 115 z odpowiednim aldehydem przy
udziale tlenku magnezu, ktéry prawdopodobnie aktywuje oba substratyi®i (Ryc. 54)
W innej jeszcze reakcji prowadzonej wobec chlorku trimetylosililu i chloranu (VII)
litu w eterze dietylowym”o”™ (lithium perchlorate in diethyl ether - LPDE) zachodzi
przegrupowanie epitlenku typu 120 do odpowiedniego aldehydu®i®, Kktéry
z trialkilofosforynem 119 tworzy regioselektywnie a-hydroksyfosfonian typu 121
(Ryc. 54).
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h) 0
«X'Xr " — RO- """
RO < RO
HO R
115 118
0
RO /A"OR RO/
RO o R' (Ar)
(An R 120 (AN R

119 121 OSiMej

LPDE - UCIO4 w Et20

Ryc. 54

Warto zaznaczy€, ze uzywajgc metod Abramova i Pudovika opracowano wiele

podejsé umozliwiajgcych otrzymywanie czystych enancjomerycznie

a-hydroksyfosfonianéw dialkilowych. 1>1

2.2 Badania nad warunkami syntezy a-hydroksyfosfonianéw arylowo

nukleozydowych oraz wptywem uzytego aldehydu

Z powyzszych metod najbardziej prosta i dogodna dla moich potrzeb wydawata
sie klasyczna reakcja Abramova. Dlatego w pierwszej kolejnosci postanowitam
przebadac¢ reakcje H-fosfonianu 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ytowo fenylowego 124

z r6znymi aldehydami.

0 0SiMc3
|| APOH TMSCI
oA CHjCIj/Py N+ 0ddN P/ A-0ddN
oe OAr* OAr*
® 122 123 125
EtiNH 124
126
ddN = AZT H
Ar
| OAr
Ar»
Ryc. 55

H-Fosfonianodiester 124 generowatam in situ (ze wzgledu na matg trwato$¢ nie
mozna izolowaé¢ tego typu zwigzkéw) na drodze szybkiej (< 20 min) i czystej
kondensacji H-fosfonianu AZT 122 z fenolem 123. w mieszaninie chlorku metylenu

z pirydyna (10% objetosciowych) przy uzyciu chlorofosforginu difenylowego (DPCP)
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jako C2ynnika kondensujgcegoldi* Wytworzenie w nastepnym etapie reakcji
terwalentnego fosforynu fenylowo nukleozydowo trimetylosililowego 125 przy uzyciu
TMSCI wobec EtaN byto réwniez efekt}rwne, co potwierdzita analiza 3iP NMR (5p ~
123 ppm, dwa sygnaty od dwbdch diastereocizomeréw w widmie rejestrowanym
z heteronuklearnym rozprzezeniem). Po dodaniu aldehydu 126b do mieszaniny
zawierajacej zwigzek 125 nie obserwowatam jednak tworzenia sie oczekiwanego
produktu addycji 114 (Ryc. 55) nawet wtedy, gdy wydtuzytam czas reakcji (4 godz.).
Aby wyjasni¢ malg reakt5SFwno$¢ zwigzku 125. przeprowadzitam analogiczng
reakcje na zwigzkach modelowych tj. H-fosfonianach dietylowym 127 i difenylowym
131 (Ryc. 56). Fosforyn dietylowo trimetylosililowy 128 (otrzymany po uprzednim
zsililowaniu H-fosfonianu dietylowego 127 chlorkiem trimetylosililowym wobec EtsN)
czysto reagowat z 4-metoksybenzaldehydem w kierunku produktu 130. ktéry na
widmie ~ip NMR dawat sygnat w okolicy 20 ppm, a wiec w regionie typowym dla tej
klasy zwigzkéw.56 Analogiczna reakcja sililowanego H-fosfonianu difenylowego 132
nie prowadzita do spodziewanego C-fosfonianu 134 a analiza ("ip NMR) mieszcminy
reakcyjnej w znacznych odstepach czasu ukazywata jedynie niezmieniony fosforyn

difenylowo trimetylosililowy 132 (124 ppm).

MejSio

h) TMsa.

EtO-Xx
Eto

127 N~ B

Ryc. 56
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Whyniki te ttumaczytam tym, iz w utrwalonej formie terwalentnej H-fosfonianu
dietylowego 128 ze wzgledu na obecno$¢ dwdch grup alkilowych dostarczajgcych
elektrony, centrum fosforowe odznacza sie wiekszg nukleofilowoscig niz
w  analogicznych  fosforynach  difenylowych [ arylowo  nukleozydowo
trimetylosililowych (132 i 125, ryc. 55 i 56), co powodowato, ze zwigzek 128
reagowat z aldehydem 126b a zwiazki 125 i 132 nie.

Przeprowadzajgc natomiast reakcje aldehydu ze zwigzkami modelowymi bez
ich trwatej ternatizacji (reakcja Pudovika) okazato sie, ze H-fosfonian difenytowy 131
reagowat szybko z 4-metoksybenzaldehydem 126b w obecnosci trietytoaminy
w kierunku produktu 134 dajgcego w widmie 3ip NMR sygnat (14,9 ppm), lezacy
w regionie typowym dla a-hydroksyfosfonianobw. W tych samych warunkach
reakcyjnych nie obserwowalam natomiast tworzenia sie analogicznego produktu
addycji H-fosfonianu dietylowego 127 do 4-metoksybenzaldehydu 126b (zwigzek
134).

Z powyzszych doswiadczen mogtam wywnioskowac, ze efektywno$¢ tworzenia
a-hydroksyfosfonianéw zalezy nie tylko od nukleofitowosci atomu fosforu
w substracie fosforynowym, ale rowniez stezenia reakt3”wnej formy H-fosfonianu.
W metodzie Pudovika, podobnie jak w reakcji Abramova, forma terwalentna
wytworzona z diestru dietylowego powinna by¢ bardziej nukleofitowa niz
terwalentna forma diestru difenylowego, jednsik tatwo$¢ generowania reeiktywnego
anionu dietylowego 129 jest prawdopodobnie mniejsza niz w przypadku anionu
difenylowego 133. W konsekwencji, w stosowanych warunkach zasadowych anion
difenytowy 133 jest bardziej efektywnym nukleofilem, co powoduje tworzenie sie
a-hydroks)dosfonianu difenylowego 134. natomiast a-hydroks}dbsfonian dietylowy

130 nie powstaje.

0 0 0 f
I !
H ATOR .A . T . A
. Cor XoR' O RfpR v e
OR OR* OR* OR*
127 R* i R* = Et 129 R'i R*=Et
131 R*i R* =Ph 133 R'iR* = Ph
124 R* = Ar', 136 R' = Ar',
R* = ddN R* = ddN
Ryc. 57

Wyniki eksperymentéw z modelow3mii H-fosfonianami wykazaty, w jaki sposéb
podstawniki w substratach fosforynowych mogg wymusic¢ rézny sposob dochodzenia

do tego samego typu produktu - a-hydroksyfosfonianu. W moim przypadku
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zastosowanie wariantu Abramova w S3mtezie a-hydroksyfosfonianéw arylowo
nukleozydowych okazato sie catkowicie nieskuteczne. Zdecydowatam sie wiec na
podejscie Pudovika, do czego =zachecity mnie wyniki badan wiasnych
z H-fosfonianodiestrem  difenylowym, a takze badania H-fosfonianow
dinukteozydowych z aldehydami opisane przez C. Meiera.™

Jedna z dwoch procedur C. Meiera okazata sie nieuzyteczna w s)mtezie
a-hydroksyfosfonianéw arytowo nukleozydowych. W proponowanych warunkach
(duzy nadmiar trietyloeiminy, wysoka temperatura i wielogodzinny czas reakcji)
H-fosfoniany arylowo nukieozydowe 124 ulegatyby bowiem dysproporcjonowaniu™”
(Ryc. 58) zamiast pozadanej addycji do aldehydéw. Z tego tez powodu odrzucitam
uzycie DBU jako zasadowego katalizatora w tej reakcji, jak to polecali inni

badacze.

\AOddN OddN OddN
oAar eo ar oAr!
® BH
124 122 135
Ryc. 58

Dos¢ zachecajgca wydawata sie inna procedura C. Meiera, w ktorej stosowat on
jedynie katalityczng Uo$¢ trietytoaminy. Wydtuzato to znacznie czas reakcji (3 - 49
godzin), jednak na tym etapie badan nie mogtam oceni¢, jaki to moze mie¢ wptyw na

tworzenie produktéw w planowanych przeze mnie reakcjach.

126

|IR)Ar*—cf
NAOddN
OAr 1 OAT
Ar*
124 114
C.H—C
Ryc. 59

W pierwszej serii doswiadczen, w ktorych substratami byty H-fosfonian AZT

fenylowy 124A (ddN = AZT) i kilka aldehydéw aromatycznych 126 z podstawnikami
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elektronoakceptorowymi i elektronodonorowymi, zastosowatam warunki podobne do
opisanych przez C. Meiera. W reakcjach tych wobec niewietkiego nadmiaru
molowego (0,2 ekw. molowego) trietyloaminy, dochodzito do tworzenia oczekiwanych
a-hydroks5dosfonianéw fenytowo nukleozydowych typu 114 (cztery sygnaty o 6? » 20
ppm odpowiadajgce czterem diasteroizomerom na skutek, obecnosci dwoéch centréw
chiralnych: na atomie fosforu i na atomie wegla, 3ip NMR) (Ryc. 59). Wydajnosci
tych reakcji w przeliczeniu na H-fosfonian nukleozydowy 122 (Ryc. 55) byty na ogét
niskie, co spowodowane byto tworzeniem sie r6znego rodzaju produktéw ubocznych
badz nastepczych.

W przypadku uzycia benzaldehydow 126b. 126c. 126h z podstawnikami
dostarczajacymi elektrony (Ryc. 59, Y = 4-OCH3; 4-CHS3; 2,4-CH3) szybkos¢ reakcji
addycji malata ze spadkiem wartosci stalej Hammetta a dla podstawnika Y
(najwolniejsza » 80 min dla Y = OCH3, Op = —O,27co nalezy przypisa¢ zmianie
elektrofilowosci grupy karbonylowej aldehydu. Powolna addycja do grupy
karbonylowej powodoweita zachodzenie reakcji nastepczych pomiedzy
wygenerowanym  a-hydroksyfosfonianem 114 a wcigz nieprzereagowanym
H-fosfonianodiestrem 124 (Ryc. 60) (szczeg6towe wyniki badan nad tSmii reakcjami

przedstawitam w dalszej czesci mojej rozprawy).

AZTO-"P CH”N \

VOAr' | OAr
L*

124 114 158
Aro
Y - 4-OCH.i,
24-cH3
Ryc. 60
Zastosowanie wigkszego nadmiaru trietytoaminy w celu zwigkszenia szybkosci
addycji i ograniczenia reakcji nastepczych nie przjmiosto spodziewanych efektow.
Znacznie lepsze wyniki uzyskcitam stosujac 1 ekwiwalent molowy silniejszej
zasady - diizopropyloetyloaminy (DIPEA pKa» 11,5H6;ii7 YS Et3N pka= 10,9"8) co jak
sadze, zwigzane bylo zapewne 2z generowaniem wigkszej ilosci reaktywnej,
terwalentnej formy H-fosfonianodiestru 136 (Ryc. 57). Ponadto jest mozliwe, ze
zawadzona przestrzennie DIPEA nie aktywuje funkcji hydroksylowej produktu 114.

€0 znacznie ogranicza lub eliminuje reakcje nastepcze.
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Powyzsze warunki zostaly z powodzeniem zastosowane w reakcjach
H-fosfonianodiestru 124 z niepodstawionym benzaldehydem  126a oraz
benzaldehydami z podstawnikami elektronodonorowymi 126b. 126c. 126h oraz
stabo wyciggajacymi elektrony 126e. 126f (Ryc. 59, Y = 4-Cl, 4-COOCH3) a takze
aldehydu Walerianowego 1261 i pozwalaty na otrz}mianie w krotkim czasie (< 40
minut) pozadanych a-hydroksyfosfonianéw typu 114 jako jedynych nukleotydowych
produktéw. Po rozcienczeniu mieszanin reakcyjnych chlorkiem metylenu
i zobojetnieniu lodowatym kwasem octowym (réwnomolowa ilo$¢ z aming),
mieszaniny poreakcyjne ekstrahowatam woda. Po oddestylowaniu
rozpuszczalnikow, produkty koncowe izolowatam za pomoca chromatografii
kolumnowej (zel krzemionkowy) stosujgac gradient 2-propanolu (4-6%) w chlorku
metylenu. Po liofilizacji otrzymywatam czyste spektralnie (‘H, “ip nMR)
i chromatograficznie (TLC, HPLC) zwiagzki z wydajnoscig 70-90%.

Wedtug powyzszej procedury nie udato sie jednak otrzymac¢ pochodnej
aldehydu 4-(IV,iV-dimetyloamino)benzoesowego 126g [Ryc. 59, Y = 4-N(CH3)2].
Reakcja addycji zachodzita wolno (okoto 2h, czego mozna byto oczekiwac ze wzgledu
na obecno$¢ podstawnika silnie zmniejszajacego  elektrofilowo$¢  grupy
karbonylowej, Op = -0,83us)™ a pozagdany produkt 114g [Ar> = Ph, Ar* = 4-N(CH3)2Ph]
tworzyt sie mato wydajnie (maks5nnalnie 35%, 3*P NMR). Proby przerobu metodami
ekstrakcyjnymi lub bezposredniej izolacji tego produktu z mieszeminy poreakcyjnej
powodowaty szybki jego rozkitad do H-fosfonianu AZT. Przypuszczam, ze gtdwng
przycz5Tig trudnosci w izolacji zwigzku 114g jest odwracalnos¢ reakcji tworzenia,
a-hydroksyfosfonianéw, co bardziej szczegétowo omawiam w dalszej czesci
rozprawy.

W przeciwienstwie do aldehydu 4-(iV,iV-dimetyloamino)benzoesowego reakcja
addycji H-fosfonianodiestru do aldehydu 4-nitrobenzoesowego 126d (Ryc. 59, Y =4-
NO2), zawierajgcego podstawnik silnie podwyzszajacy elektrofilowo$¢ grupy
karbonylowej (Op = 0,71u® dla grupy 4-NO2), przebiegata bardzo szybko (< 5 min)
zarowno w obecnosci Et3N jak i DIPEA. a-Hydroksyfosfonian 114d (Ar* = Ph, Ar® =
4-NO2Ph) nie byt jednak jedynym nukleotydowym produktem (okoto 85 %, ~ip NMR)
tej reakcji. Dodatkowo w trakcie przerobu, a-hydroksyfosfonian 114d ulegat
rozktadowi do kilku zawierajacych fosfor zwiazkéw, z ktorych jeden udato sie
zidentyfikowa¢  jako a-hydroksy-(4-nitrofenylo)metanofosfonian AZT 138

[poréwnanie z otrzymanym na innej drodze wzorcem 138 (“H, 3iP NMR, HPLC)] W tej
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sytuacji zrezygnowatam z otrzymania a-hydroksyfosfonianu 114d w tych
warunkach.

Podobnie niekorzystng sytuacje obserwowatam w przypadku reakcji
H-fosfonianodiestru 124 z 2- i 4-pirydynokarboaldehydami (126i i 126k). w ktérych
tworzace sie a-hydroksy-(2- lub 4- pirydylo)metanofosfoniany 114i (Ar* = Ph, Ar* =
2-pirydyl) i 114k (Ar* = Ph, Ar™ = 4-pirydyl) ulegalty w medium reakcyjnym dalszym
reakcjom nastepczym, a w trakcie przerobu mieszaniny reakcyjnej, niemalze
catkowitemu rozpadowi do kilku produktow, ktérych struktury nie ustalitam.
Teoretycznie, jednym z mozliwych powoddéw tworzenia sie produktow ubocznych
(czy nastepczych) o przesunieciu chemicznym 6? = 27-32 ppm mogta by¢ obecnosé

czasteczki pirydyny i tworzenie sie np. 4-pirydylo-C-fosfonianéw 137 (Ryc. 61).“

G-

Ryc. 61
Mozliwos¢ te jednak wykluczytam prowadzac reakcje addycji bez pirydyny a jedynie
w obecnosci DIPEA, gdzie rowniez obserwowatam (3iP NMR) tworzenie sie tych
samych (lub bardzo podobnych do wyzej opisanych), niezidentyfikowanych przeze
mnie zwigzkow.
Powyzsze wyniki Swiadczylty o tym, ze reakcje H-fosfonianodiestru 124
z aldehydami zawierajacymi podstawniki silnie wyciggajgce elektrony w pierscieniu
aromatyczn5m (takie jak NO2 czy endocykliczny atom azotu w pozycjach 2 i 4)
zachodzg szybko, ale jednoczes$nie ich produkty addycji ulegajg dalszym reakcjom
nastepczym. Wydawato sie, ze reakcje nastepcze moga by¢ zwigzane z wysoka
reaktjrwnoscig funkcji hydroksylowej a-hydroks5fosfonianéw 114d (Ar* = Ph, Ar* =
4-NO2Ph), 114i (Ar' = Ph, Ar* = 2-pirydyl) i 114k (Ar* = Ph, Ar* = 4-pirydyl)
spowodowang sasiedztwem grup silnie wyciggajacych elektrony tj. 4-nitrofenylowej
albo 2- lub 4-pirydylowej, a takze obecnoscig mocnej zasady (DIPEA) w mieszaninie
reakcyjnej. Majac to na uwadze, przeprowadzitam analogiczne reakcje zastepujac
mocno zasadowg DIPEA, znacznie stabszg, nienukleofilowg 2,6-lutydyng (pka =
6,6)118.
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Reakcja H-fosfonianodiestru 124 z aldehydem 4-nitrobenzoesowym 126d
wobec 2,6-lutydyny zachodzita znacznie wolniej (catkowity czas reakcji 45 min),
a oczekiwany zwiazek 114d (Ar* = Ph, Ar* = 4-NO2Ph) byt produktem gtéwnym (>
90%). W trakcie przerobu mieszaniny poreakcyjnej, do ekstrakcji zastosowatam
w miejsce wody IM bufor fosforanowy KH2PO4 o pH = 4, gdyz jak opisatam w dalszej
czesci rozprawy, a-hydroksyfosfoniany arylowo nukleozydowe 114 byty trwate
w Srodowisku kwasowym. Produkt 114d (Ar* = Ph, Ar® = 4-NO2Ph) oczyszczony za
pomocag chromatografii na kolumnie wypeinionej zelem krzemionkowym (stosujac
gradient 2-propanolu w CH2CI2) uzyskatam 2z wydajnoscia 80%, co moze
potwierdza¢ skuteczno$¢ zmian w procedurze izolacji.

Sukces w syntezie a-hydroksy-(4-nitrofenylo)metanofosfonianu AZT fenylowego
114d (Ari = Ph, Ar2 = 4-NO2Ph) zachecit mnie do podobnej syntezy z uzyciem
4-pirydynokarboaldehydu 126k. Takze i w tym przypadku catkowity czas reakcji byt
znacznie diuzszy (2 godz.), reakcja zachodzita jednak czysto i oczekiwany zwietzek
114k (Ar* = Ph, Ar* = 4-pirydyl) stanowit prawie 90% (3>P NMR) produktéw
mieszaniny reakcyjnej. Sprawdzajac przebieg reakcji (3iP NMR) obserwowatam
pojawianie sie sygnatu 5p = -7 ppm (8%), nie tworzyly sie jednak wspomniane
wczesniej produkty uboczne o przesunieciu chemicznym 5p = 27-32 ppm.
Zastosowanie IM buforu KH2PO4 o pH = 4 do ekstrakcji mieszaniny poreakcyjnej
zapewniato stabilnos¢ 114k (Ar* = Ph, Ar* = 4-pirydyl) w czasie przerobu, jednak
podczas dalszej jego izolacji na kolumnie chromatograficznej (zel krzemionkowy)
ulegat on catkowitemu rozkiadowi.

Prawie identyczny przebieg miata préba syntezy a-hydroksyfosfonianu 1141 (Ar*
= Ph, Ar2 = 2-pirydyl) z resztg 2-pirydylowg (Ryc. 59). Mimo czystego przebiegu
reakcji w 2,6-lutydynie (90% pozagdanego zwigzku, 3ip NMR) i dalszego pomysinego
przerobu poreakcyjnemu (wytrzasniecie z IM buforem KH2PO4 o pH = 4), nie udato
sie wyizolowa¢ z mieszaniny poreakcyjnej oczekiwanego produktu, gdyz rowniez
ulegat on catkowitemu rozktadowi w czasie chromatografii na zelu krzemionkowym.

Rozwazania o0 mozliwych  przycz5mach rozktadu  wygenerowanych
a-hydroksyfosfonianéw opisatam w dalszej czesci mojej pracy.

Zastosowanie powyzszych warunkow reakcyjnych i poreakcyjnego przerobu
pozwolito mi natomiast bez problemow uzyskac a-hydroksy-a-(3-
pirydylo)metanofosfonian fenylowo nukleozydowy 1141 (Ari = Ph, Ar* = 3-pirydyl)

(Ryc. 59). Zwigzek ten, po oczyszczeniu (chromatografia kolumnowa, zel
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krzemionkowy) i liofilizacji z benzenu, otrzym3rwatam z do$¢ dobrg wydajnoscig

(55%) w postaci biatego niehigroskopijnego osadu.

2.3 Wpbnv grupy arylowej w H-fosfonianodiestrze na tworzenie sie
a-hydroksyfosfonianow arylowo nukleozydowych

Nastepnym etapem prac nad syntezg a-hydroksyfosfonianéw arylowo
nukleozydowych, byly badania nad wplywem charakteru fosforoestrowej grupy
arylowej Ar* w H-fosfonianie arylowo nukleozydowym 124 na efektywno$¢ addycji do

aldehydéw a takze na wiasciwosci utworzonych a-hydroksyfosfonianéw.

®0" " - ArO " N Fjjwm
© /  OddN /  OddN
EtaNH H H
122 123 124
H; § 4-CN;

4-OCHs; b 4-NOz:
4-NHa; ¢ 3-N(CH3I2;
4-Mc; d 4-i-Pr;
2-Me; e 2-iPr;
4-Cl, f 2-Et;
a-CFs; £ 2,6-Mc

S5 3 —x o =

Ryc. 62

Generowanie odpowiednich H-fosfonianodiestrow 124 z H-fosfonianu
nukleozydowego 122 i podstawionych w pozycji para, orto lub meta fenoli typu 123
przebiegato tatwo i wydajnie podobnie jak w kondensacji z niepodstawion5on
fenolem 123a Wyijatkiem byta reakcja z 4-aminofenolem 123c (Ryc. 62), gdzie
obserwowatam uboczne reakcje, bedace prawdopodobnie efektem obecnosci grupy
aminowej.

Reaktywnos$¢ powyzszych diestrow z 4-metoksybenzaldehydem znacznie sie
roznita, co przypisuje zréoznicowanej nukleofilowosci centrum fosforowego
w H-fosfonianodiestrach typu 124 (Ryc. 62). W obecnosci EtaN, roznice te objawiaty
sie przede wszystkim w szybkosci reakcji addycji. Najwolniej (20 h) reagowat
H-fosfonianodiester 4-metylofenylowo nukleozydowy 124d (Ryc. 62). Tak diugi czas
reakcji  spowodowany byt najprawdopodobniej obecnoscig podstawnika
dostarczajgcego elektrony (X = Me, Op = -0,17i'8)" co powodowato zwigkszenie mocy
wigzania P-H i utrudniato generowanie reaktywnego, dyskutowanego wczesniej

anionu fosforynowego. Odwrotny efekt obserwowalam w analogicznych reakcjach
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H-fosfonianodiestrow 124f - 1241 zawierajgcych reszty od bardziej kwasowych fenoli
(X = 4-Cl, 4-CF3, 4-CN, 4-NO2), gdzie szybkos$¢ addycji tych diestrow do aldehydu
wyraznie wzrastata (najszybsza 15 min dla 124h i 1241 ryc. 62). Wprawdzie
a-hydroksyfosfoniany 114p i 114g (Ar® = 4-CNPh lub 4-NO2Ph, Ar* = 4-CH30Ph)
tworzyty sie najtatwiej, ale byly jednoczesnie najmniej trwate i ulegaty szybkiemu
rozpadowi w trakcie préb przerobu mieszanin poreakcyjnych lub oczyszczania na
zelu krzemionkowym. Fakt ten ttumaczylam tym, iz zaréwno Ar' jaik i Ar* silnie
ostabiajg wigzanie P-C w produktach 114p i 114g. co prawdopodobnie
uniemozliwiato izolacje tych zwigzkéw. Zmniejszenie ilosci produktéw nastepczych
lub catkowite ich wyeliminowanie uzyskatam, podobnie jak dla reakcji prostego
H-fosfonianodiestru fenylowego 124a. stosujac DIPEA zamiast Et3N.

W dyskutowanym konteks$cie, przeprowadzitam osobng serie doswiadczen (ich
podjecie uzasadniaty wyniki badan biologicznych, omawianych w dalszej czesci
rozprawy), w ktérej kondensowatam rézne H-fosfonianodiestry 124 (Ryc. 62, X = 3-
N(Me)2, 4-OMe, 4-i-Pr, 2-Me, 2-Et, 2-i-Pr, 2,6-Me) z aldehydem nikotSmowym.
Wszystkie reakcje prowadzone wobec 2,6-lutyd}my zachodzity ilosciowo w czasie 24-
40 godz., zaleznie od rodzaju oraz potozenia podstawnika(éw) X w pierscieniu
aromatycznym  H-fosfonianodiestru 124. Powyzsze zwigzki po przerobie
i oczyszczaniu, w warunkach opracowanych dla a-hydroksy-(3-pirydylo)-
metanofosfonianéw typu 1141, uzyskiwatam z wydajnoscieimi 50-70% jako czyste
spektralnie i chromatograficznie preparaty.

Nie powiodto sie natomiast otrzymanie a-hydroksyfosfonianu 114v
przedstawionego na ryc. 63 w reakcji H-fosfonianodiestru 2-metylo-3-pirydylowo
nukleozydowego 1240 (Ryc. 58) i aldehydu nikotynowego na skutek tworzenia duzej
iloSci produktéw nastepczych (ponad 50%, “ip NMR).

Whynikato to prawdopodobnie z charakteru grupy 2-metylo-3-
pirydylowej, silnie wyciggajacej elektrony i, co z tym
zwigzane, aktywacji grupy hydroksylowej w powstatym
a-hydroksyfosfonianie 114y. ktéry reagowat z obecnym
w mieszaninie H-fosfonianodiestrem. Ponadto a-hydroksy-
fosfonian okazat sie nietrwaty podczas przerobu, rozkiladajgc sie do trudnych do

zidentyfikowania zwigzkéw (multiplety 5p~ 9 i 11 ppm).

Konczac opisywanie tego fragmentu badan moge podsumowac, ze

opracowatam proste i wydajne metody otrzymywania a-hydroksyfosfonianéw
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arylowo nukleozydowych, z wyjatkiem pochodnych zawierajgcych podstawniki silnie
wyciggajace elektrony w czesci fosforoestrowej. Ustalitam, ze w syntezie
a-hydroksyfosfonianéw pochodnych aldehyddéw alifatycznych, benzaldehydu
niepodstawionego oraz z podstawnikami dostarczajac3oni elektrony Ilub stabo
wyciggajacymi elektrony, reakcje nalezy prowadzi¢ wobec DIPEA. Natomiast
w przypadku aldehydéw z podstawnikami silnie wyciggajacymi elektrony reakcje
addycji zachodzg najlepiej w obecnosci 2,6-lutydyny. Wprowadzenie réznych grup
arylowych w czesci fosforoestrowej nie wymagato opracowania warunkow
odmiennych od tych prowadzonych z niepodstawionym fenolem (Ryc. 64).

Te tagodne i efektywne warunki reakcji pozwolity mi otrzymaé serig
a-hydroksyfosfonianéw arytowo nukleozydowych, gotowych do dalszych badan
fizykochemicznych i biologicznych, a takze wykorzystania ich do syntezy bardziej

ztozonych pochodnych.

126
123

Ar'oH
A/ 'MOddN
®
EtjiNH
(i-PrljEtN CIHI—c
’
2,6-lutydyna
Y - 4-NOa
Ryc. 64
3. Badania nad rozkiadem a-hydroksyfosfonianow arylowo

nukleozydowych

W projektowaniu zwigzkbw o0 potencjalnym zastosowaniu jako proleki
niezwykle wazne jest poznanie sposobu ich rozkiadu chemicznego i/lub
enzymatycznego, prowadzgcego do generowania zwigzkéw aktywnych biologicznie.

Pozwala to na lepsza interpretacje badann biologicznych ex i in vivo oraz
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skorelowanie budowy i mechanizmu rozkiadu zwigzkéw 2z ich potencjalng
aktywnoscia.

Pierwsze dane o0 $ciezkach rozkiadu a-hydroksyfosfonieinéw arylowo
nukleozydowych uzyskatam umieszczajac je w mieszaninie CH3CN : Et3N : H20 [2 :1
1 (viviv)]. Korzyscig z zastosowania tej mieszaniny (pH « 12) byla mozliwosé
szybkiego otrzymywania wstepnych informacji o produktach i kierunku rozkiadu
a-hydroks5dbsfonianéw, nie tylko w tak silnie zasadowym warunkach. Ponadto, ze
wzgledu na dobrg rozpuszczalno$¢ a-hydroksyfosfonianbw we wspomnianej
mieszaninie mozliwe bylo $ledzenie reakcji rozkitadu tych zwigzkéw za pomoca
spektroskopii “ip NMR.

Powyzsze medium reakcyjne dalekie bylo jednak od warunkéw badan
biologicznych, dlatego stabilnos¢ a-hydroksyfosfonianéw obserwowatam w medium
hodowlanym komoérek - RPMI-1640" (pH = 7,6) oraz w mieszaninie RPMI-1640 z
10% objetosciowymi surowicy z ptodéw bydlecych (FBS) - RPMI/FBS. Do badan
tych stosowatam 2 mM roztwory a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych
w powyzszych mediach zawierajgcych 5% DMSO (v/v). Probki te byly nastepnie
inkubowane w 37 °C, a rozkfad zwigzkow $ledzony za pomocg HPLC. Tworzace sie
produkty rozkitadu identyfikowatam przez dodawanie do prébek odpowiednich
wzorcéw, ktore otrzymywatam w niezaleznych syntezach. Wyniki tych obserwacji
bylty przedmiotem moich dalszych rozwazan nad niektorymi wiasciwosciami

a-hydroksyfosfoniandw arylowo nukleozydowych.

3.1 Sposéb rozkiadu a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych

Wszystkie a-hydroks5rfosfoniany arylowo nukleozydowe typu 114 okazaty sie
stosunkowo nietrwate (ti/2 = 7-40 min, z wyjagtkiem pochodnej aldehydu
Walerianowego ti/2 « 100 min) w medium hodowlanym komoérek (RPMI/FBS) a ich
spos6éb rozkiadu zalezat od grupy Ar* w czesci hydroksymetanowej oraz rodzaju
grupy arylowej Ari w czesci fosforoestrowej.

a-Hydroksyfosfoniany arylowo nukleozydowe t5rpu 114 rozktadajg sie na trzech
roznych drogach (A, B i C) (Ryc. 65). Sciezka A zapoczatkowana jest
najprawdopodobniej spontaniczng dysocjacja  a-hydroksyfosfonianow do
wyjsciowego H-fosfonianodiestru i odpowiedniego aldehydu, Sciezka B jest efektem

hydrolizy wigzania fosforoestrowego z odejsciem grypy arylowej, natomiast $ciezka C
" sktad RPMI-1640 podany jest w suplemencie niniejszej pracy
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jest  efektem przegrupowania  fosfoniano-fosforanowego Zz utworzeniem
odpowiedniego fosforanotriestru typu 139. W zaleznosci od natury elektronowej
grup Ari i Ar® udziat poszczegolnych sposobow rozktadu zwigzkéw 114 byt mniej lub

bardziej zr6znicowany.

ddN
e~/~~oddN
63
ti/2” 220 min.  FBS
dladdN - AZT
Ryc. 65 ddN
a-Hydroksyfosfoniany z podstawnikami dostarczajacymi elektrony w czesci
hydroksymetanowej Ar* ulegaty rozkladowi wytgcznie wedtug Sciezki A i szybko
generowaly H-fosfonian AZT. Jezeli RPMI zawieral dodatek FBS, to powstaty
H-fosfonian AZT utegat wolnej defosfonylacji do AZT prawdopodobnie przy udziale
enzymow o aktywnosci 5-nukleotydazowej obecnych w FBS. Obserwacja tej reakcji
przy pomocy spektroskopii NMR wykazata tworzenie sie kwasu fosfonowego
H3PO3 [ortofosforowego(lll)] a nie ortofosforowego(V) H3PO4, co moze wskazywac, ze
H-fosfonian AZT nie ulega utlenieniu do fosforanu AZT (jak to sugerowat wczedniej
Boat™i) i jest raczej formg ,,depozytu nukteozydu” a nie pronukleotydem.”o
Rozktad a-hydroksyfosfonianéw, w ktoérych grupa Ar* jest grupg arylowg
z podstawnikami elektronoakceptorowymi (Ar* = 4-NO2Ph, 4-CIPh, 3-pirydyl),
a takze zwigzku referencyjnego (R = C4H9), przebiega nie tylko wg szlaku A, ale takze

wg szlaku B i C. a-Hydroksy-a-(4-chlorofenylo)metanofosfonian 114e (Ari = Ph, Ar® =
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4-CIPh) generowal w przewazajacej itosci (92%) H-fosfonian AZT (Sciezka A], lecz
rowniez a-hydroksyfosfonianowy monoester typu 138. produkt rozktadu wg Sciezki
B. Udziat hydrolizy wigzania fosforoestrowego jest znacznie wiekszy, gdy grupg Ar®
jest podstawnik butylowy (1141 53%) lub 3-pirydylowy (1141. 45%). W przypadku
a-hydroksyfosfonianéw pochodnych benzaldehydu 2z podstawnikami silnie
wyciggajacymi elektrony (Ar* = 4-NO2Ph), obserwowatam takze szlak rozktadu C,
przebiegajagcy z przegrupowaniem fosfoniano-fosforanowym. Produkt tego
przegrupowania, fosforanotriester fenylowo 4-nitrobenzytowo nukleozydowy 139s.
ulega dalej w RPMI/FBS wolnej, chemoselektywnej hydrolizie do fosforanodiestru
fenylowo nukleozydowego, a nastepnie do monofosforanu AZT i dalej do AZT. Dwie
ostatnie przemiany tj. tworzenie AZTMP i jego defosforylacja do AZT sa
prawdopodobnie reakcjami katalizowanymi przez fosfodiesterazy i fosfatazy z FBS,

a ktore nie zachodzg w samym RPMI (oba zwigzki byty stabilne przez co najmniej 6

dni). 0
Tabela 2. Czasy potowiczne i sposob rozkiadu OddN
At2
a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych 114
Nr Arn Apn t/2 Sciezka
zwiazku [min]

RPMIFBS Ay B@w)  CC%)

/
1141 O ~CaHe 102 47 53 -
/
114a O 6 27 100 - -
114b 6 O 13 100 — —
OMe
4 V4
114c O O 19 100 - -
Me
/
114e O O 13 92 8 -
Cl
4 Ve
114d O 9 24 47 29
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Po przebadaniu a-hydroksyfosfonianéw fenylowo nukleozydowych otrzymanych
z réznych aldehydow, interesowato mnie réwniez, jak mod5dikacje w czesci
fosforoestrowej wptyng na trwato$¢ wigzania P-O, a w konsekwencji na rozkiad
a-hydroks}d'osfonianéw. W tym celu poréwnatam udziat produktéw rozkiadu
a-hydroksy-a-(3-pirydyto)metanofosfonianu (Ar* = 3-pirydyl) oraz a-hydroksy-a-(4-
nitrofenylo)metanofosfonianu (Ar* = 4-NO2Ph) z ré6znymi podstawnikami Ar* = fenyl
(pKa = 9,98)*20" 4-metoksyfenyl (pKa = 10,05)i2i, 4-i-propylofenyl (pKa = 10,37)122"
2-metylofenyl (pKa = 9,82)i2i, 2-etylofenyl (pKa =10,20)i2i, 2-z-propylofenyl (pKa =
10,34)121, 2,6-dimetylofenyl (pKa = 10,59)120. jak sie okazato zastgpienie fenylu
grupa p-metoksyfenylowg nie zmienito znaczgco sposobu degradacji zwigzku.
Wiekszy udziat (do 72%) spontanicznej dysocjacji a-hydroksyfosfonianu (Sciezka A)
mogtam zaobserwowac, kiedy podstawnikiem Ar* byt 4-izopropylofenyt (114t).
2-metylofenyl (114w). 2-etylofenyl (114v) lub 2-izopropylofenyl (114u). Natomiast
zastgpienie grupy fenolowej 2,6-dimetylofenylowg (114x) catkowicie wyetiminowato
hydrolityczny rozkiad a-hydroks5d'osfonianéw wg szlaku B. Moze to sugerowac, ze
czynnik elektronowy podstawniku nie odgrywa w tej reakcji tak duzej roli, jak
mozna sie bylo spodziewac. Istotna wydaje sie by¢ obecno$¢ dwdch grup
metylowych w potozeniu orto, ktébre moga utrudnia¢ solwatacje odchodzacej grupy
aryloksylowej, przez co reakcja hydrolizy (najprawdopodobniej wg mechanizmu
Sn2(P)] nie jest prawdobodobnie uprzywilejowana. Wprowadzenie podstawnikéw
silnie dostarczajgcych elektrony wptywa natomiast wyraznie na zwiekszenie
trwatosci a-hydroksyfosfonianéw (ti/2 = 16 min dla Ar* = Ph; 26 min dla Ar* = 4-
CHaOPh i 58 min dla Ari = 2,6-CH3Ph).

Badania nad rozkiadem a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych
zakonczytam eksperymentami w Srodowisku silnie kwasowym, pH = 2,0. Analizy
HPLC wykazalty duzg trwatos¢ (ponad 6 dni) wszystkich badanych

a-hydroksyfosfonianéw typu 114 w tym silnie kwasowym srodowisku.

3.2 Mozliwe mechanizmy rozkiadu a-hydroksyfosfonianéw  arylowo
nukleozydowych

Ré6zny sposdb rozkiadu a-hydroksyfosfoniandéw zalezny od ich struktury orciz
udziatu poszczegolnych $ciezek reakcyjnych mozna wyjasni¢ analizujgc mozliwe

mechanizmy tych reakcji.

70






WYNIKI | DYSKUSJA

Sciezka A, prowadzaca do H-fosfonianéw nukleozydéw i dalej do odpowiednich
nukleozydéw, moze by¢ istotna z punktu widzenia potencjalnej akt5rwnosci
antSwirusowej a-hydroksyfosfonianow. Ten sposéb rozkiadu byt dominujacy
w przypadku badanych a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych 114a-114c
i 114e. Sadze, ze zwiazane jest to z faktem, iz a-hydroksyfosfoniany typu 114
znajdujg sie w stanie réwnowagi z odpowiednim H-fosfonianodiestrem typu 124
i aldehydem typu 126 (Ryc. 66). Rownowaga ta w S$rodowisku kwasowym
i obojetnym jest silnie przesunieta w lewo, natomiast juz w stabo zasadowych
warunkach hydrolitycznych dochodzi do szybkiej hydrolizy tworzacego sie
H-fosfonianodiestru typu 124 do H-fosfonianu nukieozydu 122, co powoduje
przesuwanie réwnowagi w prawo. Tworzenie sie H-fosfonianodiestru typu 124
i aldehydu typu 126 z a-hydroksyfosfonianu typu 114 moze zachodzi¢ przez stan
przejsciowy 141 o charakterze karbokationu tworzgcego sie na skutek pekniecia
wigzania P-C (Ryc. 66). Mozna przypuszczac, ze bedg temu szczegOlnie sprzyjaty
podstawniki dostarczajgce elektrony (Ar* = 4-CH30Ph lub 4-CH3Ph), co ttumaczy
rozktad a-hydroksyfosfonianéw 114a - 114c wylgcznie wg Sciezki A (Tabela 2).

HO-U- 8 "~rOAZT
CH

OAr>
Ar 141
—Mij
BO CH \ %E[F (_EH \r—-OAZT
[ OAr* i. OAt"
aP
114 126 124

Ryc. 66
uwagi na silne przesuniecie w lewo réwnowagi pomiedzy
a-hydroksyfosfonianem a odpowiednimi substratami, H-fosfonianodiester wystepuje
naprawdopodobniej w stezeniu ponizej poziomu detekcji spektroskopii 3ip NMR.
Dowod6w na istnienie powyzszej rownowagi szukatam wiec w reakcjach, ktére
mogtyby potwierdzi¢ generowanie diestru typu 124 z a-hydroksyfosfonianu typu
114
W jednej z takich reakcji traktowatam a-hydroksy-a-(4-metoksy-
fenylo)metanofosfonian fenylowo nukieozydowy siarkg elementarng w mieszaninie
chlorku metylenu z trietyloaming [9 : 1, (v/v)]. Wykonane po nocy widmo 3iP NMR
wykazato catkowity zanik a-hydroks3d'osfonianu (cztery sygnaty przy okoto 20 ppm)
i pojawienie sie¢ dwoch singletow w regionie typowym dla tiofosforanodiestrow

arylowo nukleozydowych (dwa diastereocizomery, 5p = 52,8 i 53,5 ppm).*23 Po
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przerobie wyizolowatam z mieszaniny reakcyjnej, a nastepnie scharakteryzowatam
(TLC, IR, 3iP NMR) dwa zwigzki: 4-metoksybenzaldehyd oraz tiofosforanodiester
3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ytowo fenylowy 142 (Ryc. 67).

W innym eksperymencie, a-hydroksy-a-(4-metoksyfenylo)metanofosfonian
fenylowo nukleozydowy po rozpuszczeniu w mieszaninie bezwodnego etanolu
i trietyloaminy [3:1, (y/y)] i dodaniu 2 ekwiwalentéw molowych jodu, przereagowat
catkowicie (24 godz., 3iP NMR) do fosforanotriestru etylowo fenylowo
nukleozydowego 143 (Ryc. 67).

CH
Eth OddN
®
EtjiNH
124a

126b

OCH, .
OCH, EtoH 2, EtjN

ddN = AZT
EtO

143

Ryc. 67

Tworzenie sie tiofosforanodiestru 142 i fosforanotriestru 143 w opisanych
powyzej reakcjach wskazuje na obecno$¢ w mieszaninach reakcyjnych
H-fosfonianodiestru fenylowo nukleozydowego 124a. Zwigzek ten w reakcji z siarkg
elementarng tworzy tiofosforan 142. natomiast w obecnos$ci jodu ulega utleniajgcej
kondensacji z etanolem tworzac fosforanotriester 143,

Za istnieniem postulowanej réwnowagi przemawiat réwniez wptyw dodanego
4-metoksybenzaldehydu (10 ekw. molowych) na rozkiad a-hydroksyfosfoniainu 114b
w mieszaninie CH3CN : Et3N : H20 [2:1:1, (y/yly)j (Ryc. 68). W tych warunkach
produktem rozktadu, charakterystycznirm dla tego rodzaju a-hydroksyfosfonianu
114b. nie byt wylgcznie H-fosfonian AZT 122 (Sciezka A), lecz tcikze
a-hydrokssd'osfonianowy monoester 138b  (Sciezka JB). Obecnos¢ aldehydu
najprawdopodobniej przesuneta postulowang rownowage silnie w lewo, w kierunku

a-hydroksyfosfonianu, co powinno sprzyja¢ hydrolizie wigzania fosforoestrowego.
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0 CH3CN ; HjO : EiN |
™ NOddN
HOW,~, R e 0
'C‘_‘,H OddN 192
O' 100%
o
“EINCHT\NOddN
114b
OCH’ CH3CN : H30 : EtgN OddN O
e
ddN =AZT SR
126b
54% 46%
OCH,
Ryc. 68

Szlak B w rozktadzie a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych typu
114 polegat na pekaniu wigzania fosforoestrowego, ajego udziat zalezat zaréwno od
rodzaju grupy Ar" jak i Arh tatwe tworzenie a-hydroksyfosfonianowych monoestréw
obserwowatam w przypadku pochodnych posiadajacych podstawniki
elektonoakceptorowe (Ar* = 4-chlorofenyl, 4-nitrofenyl i 3-pirydyl), gdyz obecnos¢
tych podstawnikéw mogta utatwia¢ atak nukteofilowy na atom fosforu z odejSciem
odpowiedniej grupy aryloksylowej OArh Stwierdzitam takze zmniejszanie udziatu
hydrolizy ze wzrostem wartosci pKa grupy odchodzacej OAri (odpowiednio: Ar* =
fenyl, 4-metoksyfenyl, 4-i-propylofenyl). Rézne podstawniki alkilowe w pozycji orto
w grupie Ar' (2-metylofenyl, 2-etylofenyl i 2-i-propylofenyl) w a-hydroksy-
fosfonianach pochodnych 3-pirydynokarboaldehydu, nie wptywaty znaczaco na
obnizenie ilosci produktu hydroli™ wigzania P-O (okoto 30% monoestru dla orto-
propylowego i 35% dla para-propylowego). Jak juz wczesSniej wspomniatam,
catkowity zanik rozkiadu wg Sciezki B obserwowatam dopiero
w przypadku estru 2,6-dimetylofenylowego, co jak sadze, zwigzane bylo raczej
z cz3mnikiem sterycznym, a nie ze zmiang wartosci pKa grupy 2,6-
dimetytofenoksylowej.

Duza ilo$¢  produktu hydrolizy wigzania fosforoestrowego  (53%)
charakterystyczna byta réwniez dla a-hydroksyfosfonianu 1141 otrzymanego
z aldehydu Walerianowego. W przypadku tego zwigzku nie wystepuja omawiane
weczesniej czynniki elektronowe wspomagajace pekanie wigzsmia P-C (mata trwatosc
powstatego wtedy zwigzku o charakterze karbokationu) co sprzyja rozkiadowi

z duzym udziatem Sciezki B.
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Sciezka C, zwigzana z tworzeniem fosforanotriestrow, obserwowana byta
wczesniej przez C. Meiera rowniez w przypadku rozkiadu a-hydroksyfosfonianow
dinukleozydowych.96 Wydaje sie, ze warunkiem koniecznym uruchomienia tego
sposobu rozktadu a-hydrokssd'osfonianéw jest obecno$¢ grupy Ar*  silnie
wyciagajacej elektrony (np. Ar* = 4-nitrofenyl) w hydroksymetanowym fragmencie
czasteczki. Jednym z mozliwych mechanizméw tego przegrupowania fosfoniano-
fosforanowego mogtby by¢ wewnatrzczasteczkowy atak nukieofilowy grupy
hydroksylowej (lub odpowiedniego anionu) na centrum fosforowe z peknieciem
wigzania P-C w a-hydroksyfosfonianach 114d i 114z Przeksztalcenie to
prawdopodobnie  wymagatoby tworzenia wysoce zdeformowanego zwigzku
przejsciowego (bipiramidy trygonainej) z epitlenkiem w pozycji ekwatoriaino-
apikalnej 144 Bipiramida ta utegataby nastepnie pseudorotacji, dzieki ktorej atom
wegla musiatby zajg¢ pozycje apikalng, umozliwiajac pekanie wigzania P-C (Ryc.
69).124

s3 oA o ouan o s
. SN A
M Jchan oA ~ o
aP 114 144 A 139
Ryc. 69

Tworzenie sie tak niekorzystnie energetycznie struktury 144 nasuwato
podejrzenie, ze powstawanie triestru moze zachodzi¢ wg innego mechanizmu np.
z przeniesieniem pojedynczego elektronu (single electron transfer; SET).

W mozliwym mechanizmie z udziatem SET (Ryc. 70) zalozytam istnienie
rownowagi pomiedzy a-hydroksyfosfonianodiestrem typu 114 a H-fosfoniano-
diestrem 124 i aldehydem (Ryc. 66 str.71). W $rodowisku zasadowym z H-
fosfonianodiestru 124 generowany jest anion 136. ktéry moze by¢é dobrym donorem
pojedynczego elektronu. 125 z anionu tego moze wiec zosta¢ przeniesiony pojedynczy
elektron na elektrofilowa grupe karbonylowg aldehydu 126. generujac rodnik 145
typu L2P’=0'26 i anionorodnik 146 z odpowiedniego aldehydu. W ten sposéb moze
dochodzi¢ do inicjacji reakcji taricuchowej, a podczas jej dalszego przebiegu do

tworzenia obserwowanego fosforanotriestru 139,
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Inicjacja
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*
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—C» + H—C—H inne nienukleotydowe

A produkty uboczne
Ar’ Ar*

Ryc. 70

Aby potwierdzi¢ przebieg reakcji wg mechanizmu SETT, a szczegdlnie zeby
wykluczy¢ konkurencyjny mechanizm Sn2, przeprowadza sie zwykle reakcje
w obecnosci wychwytywaczy rodnikéw lub anionorodnikéw, co powinno znacznie
spowolni¢ lub catkowicie zapobiec tworzeniu sie produktéw. Zastosowany przeze

mnie wychwytywacz anionorodnikéw, p-dinitrobenzen (PDB) (0,132*25 2 ekw.
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molowych) w $rodowisku rozkiadu a-hydroksy-a-(4-nitrofenylo)metanofosfonianu
3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo fenytowego 114d [mieszanina CH3CN : H20
Et3N [2 . 1 : 1 (v/iviv)], nie spowodowat widocznej zmiany w ilosci powstatego
fosforanotriestru 139s (50%, 3ip NMR). Mozliwe sg przynajmniej dwie interpretacje.
Pierwsza, ze wychwytjrwacz anionorodnikoéw nie byt dos$¢ reaktywny, aby wylapac
czastki, ktére odpowiadajg za inicjacje lub propagacje reakcji. Mdgt on woéwczas
reagowa¢ z innymi anionorodnikami obecn3mii w mieszaninie reakcyjnej, dajac
zaktamany wynik do$wiadczenia. *27 Drugim W3d;tumaczeniem moze by¢ oczywiscie
fakt, ze mechanizm typu SET nie mial miejsca w przypadku badanej reakcji.

Innym sposobem sprawdzenia, czy reakcja ma przebieg rodnikowy jest
zbadanie jej wrazliwosci na $wiatto. Przeprowadzona przeze mnie reakcja rozktadu
a-hydroksyfosfonianu 114d w ciemnos$ci zachodzita jednak podobnie jak reakcja
kontrolna przebiegajaca przy swietle dziennym.

W tej sytuacji rozwazansmi przez mnie sposobem tworzenia sie
fosforanotriestru 139 z a-hydroksidosfonianodiestru typu 114 bylo przegrupowanie
fosfoniano-fosforanowe, lecz o nieco innym niz wczes$niej opisatam przebiegu. Aby
doszto do powstania produktu na drodze o najnizszej energii, mozliwy mogtby byc
przebieg reakcji, w ktérej dwa uprzednio opisane etapy tj. tworzenie bipiramidy
trygonainej i jej pseudorotacja zachodza jednocze$nie. Bytby to wiec atak
nukteofilowy na centrum fosforowe sprzezony =z pseudorotacjg. Wowczas
znieksztatcona bipiramida trygonalna 147 bylaby tylko stanem a nie zwigzkiem

przejsciowym, co bytoby korzystne ze wzgledow energetycznych (Ryc. 71).*28;i29

= OAZT

13 ®u~Lo @
"CH ) \ OAZT , Ar*n ""OAZT

oAr **OAr OAr
Ax 114 A ~CH 139
147
Ryc. 71
Ostatnio ukazata sie praca*3o0 sugerujaca, iz przegrupowanie

a-hydrokssrfosfonianéw do fosforanéw odbywa sie wg mechanizmu przegrupowania
typu "phospha-Brook". Przegrupowanie Brooka polega na izomeryzacji
a-hydroksysilanéw typu 148 do eteréw sililowych typu 149 zachodzacej pod
wplywem zasad (Ryc. 72).*3*
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Ph Ph Ph
. b RjSi-I™ BH'
R,Si- -Ph ] € -Ph R$Si- ~Owrerr Coern-Ph
oH BH' "
148 149
Ryc. 72

Mimo, ze sposOb powstawania eterow sililowych zblizony jest do sposobu
tworzenia fosforanéw z a-hydroksyfosfoniandéw, nie wiadomo jednak wiele na temat
doktadnego przebiegu tego przegrupowania. Wspomniana praca'* o nie dostarczyta
wiec znaczacych informacji pomocnych w wyttumaczeniu mechanizmu

przegrupowania fosfoniano-fosforanowego.

Na podstawie powyzszych wynikbw moge podsumowaé, ze reaktywnosc
a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych, rozwazanych jako potencjalne
zwigzki antywirusowe, moze by¢ modulowana przez odpowiedni dobdr grup Ar* lub
Ar2. Badania nad stabilnoscig a-hydroksyfosfonianobw w komdérkowych mediach
hodowlanych wykazaty mozliwos¢ ich degradacji na trzech réznych drogach A, B
i C. W zaleznosci od czynnikéw elektronowych i sterycznych a-hydroksyfosfoniany
generujg w réznych proporcjach odpowiednie nukleozydy, nukleotydy, fenole oraz
aldehydy, ktére moga by¢ odpowiedzialne za rézng aktywno$¢ antywirusowg

i cytotoksycznos$¢ a-hydroksyfosfonianow.

3.3 Rozkiad a-hydroksyfosfonianow fenylowo nukleozydowych
w mieszaninach reakcyjnych i w trakcie przerobu

Jak opisatam wcze$niej, nie udato mi sie wyizolowa¢ i przebadaé
a-hydroksyfosfonianéw fenylowo nukleozydowych 114i-k pochodnych 2- i 4-
pirydynokarboaldehydu. Na przyktadzie a-hydroksyfosfonianu 114k
zaobserwowatam, iz ulegat on rozkltadowi juz w mieszaninie reakcyjnej tub podczas
oczyszczania na zetu krzemionkow5an do zwigzku, ktérego warto$¢ przesuniecia
chemicznego
w widmie 3>P NMR (5? = -7 ppm) oraz multipletowos$¢ sygnatu (tryplet) w widmie
sprzezonym wskazywaly na fosforanodiester fenylowo nukleozydowy 140a
Przypuszczenie to potwierdzitam przez wyizolowanie z mieszaniny reakcyjnej

i scharakteryzowanie oraz poréwnanie tego zwigzku ze wzorcem (*H NMR, 3ip NMR,
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HPLC). Co warte zaznaczenia, wspomniany fosforanodiester powstawat
w mieszaninie reakcyjnej z powolnego (okoto 24 h), ale catkowicie
chemosetektywnego rozkiadu a-hydroksy-a-(4-pirydylo)metanofosfonianu fenylowo
nukleozydowego 114k

Wynik ten sktonit mnie do zastanowienia sie, w jaki sposob fosforanodiester
140a powstaje w mieszaninie reakcyjnej. Najprostszg i, jak sie wydawalo na
poczatku, najbardziej oczywistg hipotezg, byta hydrotiza fosforanotriestru 3'-azydo-
3'-deoksytymidyn-5'-ylowo fenylowo (4-pirydylo)metylowego 139r. ktory potencjalnie
mogt  tworzy¢ sie na skutek przegrupowania fosfoniano-fosforanowego
a-hydroksyfosfonianu 114k z silnie wyciagajgca elektrony grupg 4-pirydylows.
Sygnatu od triestru jednak nie obserwowatam (3ip NMR), co mogtoby by¢ zwigzane
z powolnym jego tworzeniem i bardzo S2ybkag hydrolizg do obserwowanego diestru
140r.

Innym mozliwym sposobem tworzenia diestru 140a mogtaby by¢ réwniez
dealkitacja wspomnianego fosfosforanotriestru 139r przebiegajgca wg mechanizmu
Sn2 (wysoka elektrofilowo$¢ metylenowego atomu wegla). Jednak jak pokazaty
pozniejsze doswiadczenia, fosforanotriester po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej
byt trwaty przez co najmniej tydzien (3ip NMR). W buforze fosforanowym KH2PO4
o0 pH = 9 oraz w RPMI rozkiadat sie powoli [po 18 dniach jeszcze okoto 20% triestru
139r (HPLC)I do dwédch diestrow; fenylowo nukleozydowego 140a i (4-
pirydylo)metylowo nukleozydowego 140r. Z wynikéw powyzszych doswiadczen
mogtam wnioskowaé, iz tworzenie a-hydroksy-a-(4-pirydylo)metanofosfonianu
fenylowo nukleo™dowego 114k nie zachodzi prawdopodobnie przez fosforanotriester
jako zwigzek przejsciowy.

W tej sytuacji inng drogg powstawania diestru fenylowo nukleozydowego 140a.
bez udziatu fosforanotriestru 139r mogta by¢ reakcja o przebiegu rodnikowym wg
mechanizmu SET. Etap inicjacji tej reakcji bytby zblizony do zakladanego przy
tworzeniu fosforanotriestrow z a-hydroksyfosfonianéw (Ryc. 70), lecz na etapie
propagacji istotng role odgrywataby czasteczka wody (Ryc. 73).

Niestety nie udato sie znalez¢ potwierdzenia dla tego mechanizmu prowadzac
reakcje w obecnosci wychwyt5rwacza anionorodnikéw (PDB) lub wykonujac ja
w ciemnosci. W obu przypadkach ilos¢ powstatego diestru 140r oraz szybkos$¢ jego
tworzenia byty poréwnywalne z probami kontrolnymi. W zwigzku z tym nie potrafie
jednoznacznie wyjasni¢ sposobu chemosetektywnego rozkiadu a-hydroksy-a-(4-

pirydylo)metylofosfonianu fenylowo nukleozydowego 114k w mieszaninie reakcyjnej.
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4. Aktinvnosc antywirusowa a-hydroksyfosfonianow arylowo
nukleozydowych typu 114 - komentarz

Po zaprojektowaniu nowej struktury zwiazku i zachecajacych wynikach
sposobu jego degradacji, kolejnym waznym krokiem w poszukiwaniu akt5rwnego
leku antywirusowego jest przebadanie jego wiasciwosci biologicznych. Wyniki
wstepnych badan biologicznych wykorzystujagcych testy ex vivo pozwalajg
chemikowi syntetykowi zweryfikowa¢ poprawnos$¢ Kkierunku syntezy nowych
zwigzkéw (ktére z grup chemicznych majg znaczenie w oddziatywaniach lek -
miejsce dziatania), a takze wstepnie ustali¢ ewentualne ich dziatanie toksyczne na
zdrowe komorki.

Cytotoksycznos¢ i aktywnos$¢ przeciwko wirusowi H1V-1  wybranych
a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych typu 114 a takze ich bardziej
ztozonych pochodnych zostaly oznaczone przez grupe prof. La Colla z Cagliari
we Wioszech. Badania prowadzone bylty na komérkach MT-4 z uzyciem dzikiego
szczepu wirusa H1V-1 @i i 1mep oraz niektorych jego lekoopornych mutantow
(NNRTIf* - oporne na nienukleozydowe inhibitory RT, AZT" - oporne na AZT)
uZ5Twajac AZT lub H-fosfonian AZT jako zwigzkow referencyjnych. Ze wzgledu na to,
ze wyniki oznaczenh wiasciwosci biologicznych otrzymanych przez mnie zwigzkéw nie
naleza do moich badan wiasnych, zamieszczone sg w suplemencie niniejszej
rozprawy.

Biorgc pod uwage sposob i szybko$¢ rozkiadu a-hydroks5Tosfonianow
w mieszaninie RPMI z FBS oraz doniesienia literaturowe o aktywnosci H-fosfonianu
AZT 87,9 i monofosforanu AZT 59 (prawdopodobne ,,depozyty” AZT), spodziewatam
sie, ze te a-hydroksyfosfoniany, ktére ulegajg rozktadowi wg Sciezki A i C powinny
wykazywa¢ zblizone wartosci ECso. Dane o aktywnos$ci a-hydroksyfosfoniandw
zebrane suplemencie, potwierdzajg te przypuszczenia, a niewielkie rdznice
w wartosciach stezenia efektywnego (ECso = 0,01 - 0,06 pM) moga by¢ zwigzane
z r6znym udziatem oraz szybkoscig tworzenia H-fosfonianu AZT (lub monofosforanu
AZT) w mediach komdrkowych.

a-HydroksjTosfonian 114d z grupa Ar* = 4-nitrofenylowa, ktéory ulegat
rozktadowi wg trzech $ciezek A, B i C nie wykazal zwiekszonego wspoétczynnika
selekt3Twnosci. Jego aktywnosc¢ jak i cytotoksyczno$¢ pochodzg prawdopodobnie od
H-fosfonianu AZT (ECso = 0,06 pM, CCso = 55 pM) oraz fosforanotriestru 139s, ktéry

jest aktywny, lecz niestety roéwniez bardzo toksyczny (dokiadniej w dalszej czesci

pracy).
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Inny a-hydroksymetanofosfonian fenylowe 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowy
1141 posiadajacy grupe Ar” silnie wyciggajaca elektrony (Ar* = 3-pirydyl), ulegajacy
degradacji zaré6wno wg dwéch szlakéw A i B, okazat sie najmniej toksyczny (CC50 >
100 pM) wséréd wszystkich testowanych a-hydroksyfosfoniandw, przy umiairkowanej
wartosci aktywnosci anty HIV-1 (ECso = 0,04 pM). Wynik ten byt zaskakujacy ze
wzgledu na niska akt5wnos$¢ dwoch zwigzkéw powstajacych podczas degradacji tego
a-hydroksyfosfonianu tj. monoestru a-hydroksyfosfonianowego 1381. a takze
aldehydu nikotynowego 1261. przy bardzo wysokiej toksycznosci tego ostatniego
produktu (CC50 = 37 pM). Ester 4-metoksyfenylowy a-hydroksy-a-(3-
pirydylo)metanofosfonianu 114s wykazatl nieznacznie wiekszg aktywnos¢ (ECso =
0,01 pM) od estru fenylowego (ECso = 0,04 pM), lecz znacznie wyzszg toksycznos¢
(CCso = 27 pM), co prawdopodobnie wynikato z uwalniania toksycznego 4-
metoksyfenolu (CCso = 39 pM). Jesli jednak 4-metoksyfenyl zastgpiony byt 2,6-
dimetylofenylem, woéwczas, taki a-hydroks)rfosfonian 114x rozkiadat sie wylgcznie
do H-fosfonianu AZT, 2z wuwolnieniem aldehydu nikotSnowego oraz 2,6-
dimetylofenolu o niskiej toksycznosci (CCso > 100 pM). W efekcie indeks
selektywnosci (SI) zwiagzku 114x w poréwnaniu ze zwigzkiem 114s nieco sie
poprawit. Dodatkowo a-hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian 2,6-
dimetylofenylowo nukleozydowy 114x charakteryzowat sie korzystnym czasem
potowicznego rozkiadu (ti/2 = 40 min) w medium komorkowym.

Dla potwierdzenia przypuszczenia, iz a-hydroksyfosfoniany arylowo
nukleozydowe nie dostarczajg do komorki monofosforanu AZT, przebadana zostata
rowniez aktywnos¢ a-hydroksy-a-(4-metoksyfenylo)metanofosfonianu 2'3'-
dideoksyurydyn-5'-ylowo fenylowego 114(ddU). Niski indeks ECso takiego zwigzku
wskazuje na to, ze badane a-hydroksyfosfoniany typu 114 najprawdopodobniej nie

sg pronukleotydami.

Podsumowujgac W5miki badan biologicznych nad a-hydroksyfosfonianami
arylowo nukleozydowymi w kontekScie ich zastosowania jako potencjalnych
prolekéw antywirusowych, ich zdolno$¢ do zahamowania replikacji wirusa HIV-1
jest zblizona do aktywnosci H-fosfonianu AZT i samego AZT. Wynika to
prawdopodobnie, ze sposobu rozkitadu a-hydroksyfosfonianéw, gdzie gtownymi
metabolitami sg wspomniane dwa zwigzki. Wszystkie testowane
a-hydroksyfosfoniany wykazaty oczekiwang aktywnos$¢ antSrwirusowg, a ich

cytotoksyczno$¢ zdaje sie by¢ mozliwa do kontrolowania i dzigki temu redukowana
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przez odpowiednie kombinacje grup Ar® i Ar2. Z przebadanych zwigzkéw najbardziej
obiecujacy wydaje sie by¢ a-hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian AZT z réznymi
arylowymi grupami estrowymi. Zwigzek ten moze by¢ interesujgcy z punktu
widzenia dziatania jako prolek AZT lub wykorzystania go jako fragmentu bardziej

ztozonych czasteczek.

5. Lipofilowos$¢ a-hydroksyfosfonianéw fenylowo nukleozydowych typu
114

Jak wspomniatam w czesci literaturowej, przedstawiajgc réznorodne zwigzki
antywirusowe, istotng cechg wiekszosci potencjalnych lekéw jest wywazona
rownowaga hydrofilowo-lipofilowa, ktéra umozliwia rozpuszczenie zwigzku w wodzie
przy zachowaniu zdolnosci jego przenikania przez btony komoérkowe, a takze
lipidowg bariere krew/mézg. Zbyt polarne zwigzki sg w znacznym stopniu
Zjonizowane, nie przenikajg przez lipidowe bariery i sg szybko wydalane przez nerki,
podczas gdy zwiagzki niepolarne, stabo rozpuszczajg sie w roztworach wodnych, sg
stabo absorbowane z przewodu pokarmowego i wychwyt3wane zostajg przez tkanke
thuszczowg. Stad jedn5rm z wazniejszych parametrow  fizykochemicznych
okreslajacych potencjalng uzytecznosc¢ leku jest jego lipofilowosc.

Lipofilowos¢ zwigzku mozna mierzy¢, badajac jego wzgledng rozpuszczalnosé
w mieszaninie 1-oktanol/woda bgdz 1-oktanol/bufor. Czasteczki bardziej lipofilowe
w tym dwufazowym ukladzie przechodzg ftatwiej do warstwy oktanolowej,
a czasteczki mniej lipofilowe do warstwy wodnej. Wzgledny podziat okresla sie
mianem wspotczynnika podziatu P (czesto podawany jako log P ) i oblicza wedtug

rownania;

stezenie zwiazku w l1-oktanolu

stezenie zwigzku w roztworze wodnym

Z powyzszego rownania wynika wiec, ze im wieksza wartos¢ wspotczynnika podziatu
P (lub log P), tym zwigzek jest bardziej lipofilowy.

Wspotczynniki podziatu dla a-hydroksyfosfonianéw fenylowo nukleozydowych
wyznaczytam w uktadzie I-oktanol/0,01 M bufor KH2PO4 pH = 2 z uwagi na ich
trwatos¢ w Srodowisku kwasowym. Wartosci tych wspotczynnikéw dla wiekszosci

zwigzkow okazaty sie od 3 do 73 razy wieksze od AZT, ktory przyjetam jako zwigzek
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referencyjny (log P = 0,02). Mozna wiec przypuszcza¢, ze zwigzki te majg szanse
przenikng¢ przez blone komodrkowg tak jak AZT na zasadzie dyfuzji biernej."5;132
Jedynie dwa z przebadanych a-hydroksyfosfonianéw I114i i 114s. pochodne
aldehydu nikot3mowego, sa mniej lipofilowe od samego nukleozydu (wartos¢
wspotczynnika PO 1,5 razy mniejszy). Obecno$¢ piersScienia pirydylowego
w czasteczce tych zwigzkéw umozliwia jednak wystepowanie ich w formie

zjonizowanej i niezjonizowanej. Forma zjonizowana

wptynie by¢ moze na dobrg rozpuszczalno$é¢ tych ©
zwigzkow w wodzie, natomiast niezjonizowana pozwoli
przekroczy¢ btone komadrkowa (Ryc. 74).20 Ryc. 74

Przyjmuje sie, ze wraz ze wzrostem lipofilowosci zwigzku wzrasta jego
aktywnos¢ biologiczna, co ma by¢ odzwierciedleniem zdolnosci do pokonywania
bton komorkowych, warunkujgcych dotarcie do miejsca dziatania.’33;134 Mato jest
jednak lekow, ktorych aktywnos¢ uzalezniona jest tylko od wartosci wspétczynnika
P. Na skuteczne dotarcie zwigzku aktywnego do miejsca jego przeznaczenia wpfywa
kilka innych, czesto wazniejszych wilasciwosci, o czym juz wspomniatam przy
omawianiu projektowania akt5rvmych prolekéw. Ponadto zwiazek o zhyt duzej
wartosci wspotczynnika podziatu staje sie stabo rozpuszczalny w wodzie, moze
zosta¢ zgromadzony w tkance ttuszczowej i nie dotrze¢ do miejsca dziatania. Leki
silnie lipofilowe sa tez bardziej podatne na procesy metaboliczne i eliminacje
z ustroju.20 Nalezy wiec dazy¢ do otrzymania zwigzkéw o odpowiedniej lipofilowosci

a zarazem wysokiej aktywnosci biologicznej co jednak czesto bywa

0
dosé trudne. HO. [
Tabela 3. Lipofilowos$¢ a-hydroksyfosfonianow arylowo | . OddN
nukleozydowych typu 114 a
nr 114a 114b 114c 114d 1l4e 114z 114i 114 114 1121 M4 azT
2wigzku S X (ddu)
S O O S S > _
Ari O O —
OMe OMe
V4 V4
S =" > _
Ar2 O O O O O CHe
OMc Me Noz Cl NOa OMe
logP 149 148 188 1,14 153 099 -0,14 -0,23 0,56 118 1,27 002
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6. Syntezy towarzyszace

Badajac Sciezki rozkiadu a-hydroks3dbsfonianéw fenylowo nukleozydowych
typu 114 stosowatam HPLC jako metode analityczng. Aby zidentyfikowac¢ produkty
powstajgce w wyniku hydrolizy wigzania fosforoestrowego lub przegrupowania
fosfoniano-fosforanowego w a-hydroksyfosfonianach, konieczne bylo otrzymanie
wzorcow a-hydroksyfosfonianowych monoestrow typu 138 oraz fosforanotriestrow

typu 139 na drodze niezaleznych syntez, co opisuje w tym punkcie rozprawy.

6.1 Otrzymywanie a-hydroksyfosfonianéw nukleozydowych

Pierwsze eksperymenty otrzymywania a-hydroksyfosfoniandw nukleozydowych
polegaty na prébie selektywnej hydrolizy wigzania arylofosforoestrowego
w warunkach zasadowych tj. w mieszaninie CH3CN : H20 : EtaN [2 : 1 : 1 (v/v/V)],
pirydynie z woda [9:1, (V/V)], 25% wodnym roztworze amoniaku w pirydynie [1:2,
(viv)], 5 ekwiwalentami molowymi DBU lub 2,6-lutydyny w mieszaninie CH3CN
H20 3 : 1, (v/v)]. Niestety zadna z powyzszych reakcji nie dawata pozadanego
monoestru jako gtéwnego produktu.

Dobrg metodg syntezy a-hydroksyfosfonianowych monoestréw fenylowych typu
153. stosowang wczesniej do otrzym3rwania amidofosforanowych monoestrow s
byto wykorzystanie pochodnej z tatwo usuwalng grupg 9-fluorenylometylowg (Fm).
Do wygenerowanego H-fosfonianodiestru 9-fluorenylometylowo fenylowego 151
dodawatam aldehyd 4-nitrobenzoesowy 126d lub nikotynowy 126i w obecnosci 2,6-
lutydyny. Z powstatego a-hydroksyfosfonianodiestru 152 eliminowatam fulwen
stosujgc  duzy nadmiar Et3N, wuzyskujagc w ten sposéb odpowiedni

a-hydroksyfosfonian fenylowy 153 (Ryc. 75).

R-OH

Ph 152

R-Ph 153
ddN 138

Y - 4-NOj,

Ryc. 75
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Wykorzystanie tej metody do otrzymywania a-hydroksyfosfonianéw
nukleozydowych typu 138 bylo mato efektywne. W obecnosci 2,6-lutydyny
kondensacja H-fosfonianu 9-fluorenylometylowo nukleozydowego 154 z mato
reakt3Twnymi aldehydami zachodzita bardzo wolno, natomiast w bardziej
zasadowym  $Srodowisku  (DIPEA) ulegat on rozktadowi do monoestru
nukleozydowego. Reakcja ta wymagata wiec zastosowania odmiennych warunkow
kondensacji od tych przebadanych dla H-fosfonianéw arylowo nukleozydowych.

Niespodziewanie uzyteczna w syntezie a-hydroksyfosfonianéw nukleozydowych
okazata sie reakcja majgca w pierwotnym zatozeniu dowie$¢ istnienia rownowagi
miedzy a-hydroksyfosfonianem a H-fosfonianodiestrem i aldehydem. Do
a-hydroksy-a-(4-metoksyfenylo)metanofosfonianu fenylowo nukleozydowego 114b
dodatam 3 ekwiwalenty molowe jodu rozpuszczonego w acetonitrylu a nastepnie
mieszanine EtsN : H20 [w sumie z CH3CN w stosunku 2:1:1, (v/v/v)]. Po krotkim
czasie (3 min) widmo 3ip NMR wykazato catkowity zanik substratu i obecnosé
a-hydroksyfosfonianowego monoestru 138b oraz okoto 10% fosforanodiestru 140a
(Ryc. 76). Zastosowanie tych warunkoéw w przypadku innych
a-hydroksyfosfonianéw fenylowo nukleozydowych dawato zawsze takg sama ilos¢
monoestru a-hydroksyfosfonianu typu 138 (90%) i fosforanodiestru 140a (10%) bez
wzgledu na charakter elektronowy grup Ar* w cze$ci hydroksymetanowej. W ten
spos6b mogtam szybko i tatwo generowa¢ a-hydroksyfosfoniany nukleozydowe 138,
a po oczyszczeniu na kolumnie z zelem krzemionkowym, uzyskiwac je jako czyste

preparaty gotowe do dalszych badan.

EtaNH
7 \ CHICN : HaO: EtaN
- s OH : ) ‘q e. fJ-oH
CH szybko (<5 min) </ CH
AZTO b AZTO
Ar2
114 EtsNH  140a
10%
Ar<e-
Ryc. 76

Wiasciwosci  biologiczne  a-hydroksyfosfoniandw nukleozydowych zostaty
zbadane tylko w przypadku jednego zwigzku, mianowicie pochodnej aldehydu

nikotynowego tj. zwigzku 1381 Ze wzgledu na to, iz powstawat on w wyniku
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rozktadu a-hydroksyfosfonianodiestru 114i 0 najbardziej korzystnym
wspotczynniku selektywnosci, interesowato mnie, jaki jest jego udziat w hamowaniu
replikacji wirusa HIV-1. Zwigzek ten, mimo, ze nie byt toksyczny (CCso > 100 pM)
nie wykaz}"at jednak aktywnos$ci antywirusowej (ECso = 2,4 pM).

Reakcja a-hydroksyfosfonianéw typu 114 z jodem we wspomnianych
warunkach byta dla mnie bardzo uzyteczna, gdyz niezaleznie od grupy Ar
prowadzita do otrzymania a-hydroksyfosfonianowych monoestréow typu 138 jako
gtébwnych produktéw (90%). Poniewaz sposOb tworzenia sie a-hydroksyfosfonianu
nukleozydowego nie byt oczywisty, stagd wykonatam kilka eksperymentéw majacych
na celu wyjasnienie mechanizmu tej reakcji.

Pierwszym spostrzezeniem byt fakt, ze do przebiegu reakcji konieczna byta
obecnos$¢ jodu, zasady (EtsN) i wody, najlepiej z acetonitrylem, w stosunku
objetosciowym 2:1:1.

Optymalng iloscig jodu okazaty sie 2 ekwiwalenty molowe, przy czym wieksza
ilos¢ nie zmieniata szybkosci reakcji ani stosunku tworzacych sie produktow.
Katalityczna ilos¢ 12 (0,5 ekw. molowego) powodowata natomiast generowanie
mniejszej ilosci monoestru a-hydroksyfosfonianu (70%) a reszte stanowity
réwnomolowe ilosci fosforanodiestru 140a i H-fosfonianu AZT.

Pierwszg hipotezg na temat mechanizmu tej reakcji bylo powstawanie
pochodnych kwasu jodowego (1) typu 155 (Ryc. 77) jako wynik reakcji pomiedzy
grupa hydroksylowag w a-hydroksyfosfonianie a jodem, analogicznie do znanych
w chemii nieorganicznej reakcji jodu z woda.i*™ Za powstawaniem zwigzku 155
przemawiato to, iz nie moégtby on wystepowa¢ w stanie réwnowagi z H-
fosfonianodiestrem 124a i aldehydem t}~u 126. dzieki czemu uprzywilejowana

bytaby hydroliza wigzania fosforoestrowego (Ryc. 77).

CH3CN : H20 : EtaN ||

A OH Ps. ol . + Ar’-
PhO CH "CH PhO' s uazT
AZTO AZTO | H
114 124 126

W 0
EtsNH Il

AZTO
138 -

Ryc. 77

86






WYNIKI I DYSKUSJA

Zgodnie z tg hipoteza, podobnie powinny zachowywac sie O-acetylowane
pochodne a-hydroksyfosfonianéw typu 156. gdzie rownowaga taka celowo zostata
zablokowana. Jak sie jednak okazato a-acetylofosfoniany (opisane w dalszej czesci
pracy) w roztworze z jodem byly stosunkowo trwale, a po 48 godz. mogtam
zaobserwowac jeszcze ponad 60% substratu oraz mieszaning monoestrow a-acetylo-
157 i a-hydroksyfosfonianéw 138 i (Ryc. 78). Obserwacja ta wskazywa¢ mogta, iz
obecnos$¢ wolnej grupy hydroksylowej jest prawdopodobnie konieczna do szybkiego

tworzenia sie a-hydrokssfosfonianowego monoestru.

EtiNH O EtNH O
CHaCN : H"O : EtjN fi | .
o WCH, y | =eemeceeeeeeee- > Oi \ /CHj € 'J ,OH
["CH-" ' wolno / CH c / CH
AZTO | AZTO AZTO
aP aP AP
156 157 138
y -4-OCHa b
Ryc. 78

W dalszych doswiadczeniach zaobserwowatam, ze na wynik reakcji nie wphHwa

kolejno$¢ dodawania reagentéw do a-hydroksyfosfonianu. Co jednak istotne, la

ulegat prawdopodobnie reakcji jeszcze przed n

) ) A la ~2 OH 0® + I * H20
dodaniem a-hydroksyfosfonianu typu 114.
co wywnioskowatam ze zmiany zabairwienia Ryc. 79

mieszaniny z brunatnego na stomkowy. Mogto to wskazywaé, na tworzenie w tym
zasadowym srodowisku wspomnianych juz soli kwasu jodowego (1) (Ryc. 79).

Anion jodanowy(l) 10” ze wzgledu na obecnos¢ atomu jodu w pozycji a moze
by¢ silnym a -nukleofilem (silniejszym niz wskazuje to jego pKa= 1. O)atakujgcym
elektrolilowe centrum fosforowe w a-hydroksyfosfonianach 114 z szybkim odejsciem
grupy fenoksylowej. W tej sytuacji jod czasteczkowy, prawdopodobnie wystepujacy
w mieszaninie z jodanem(l), ma mozliwos¢ utlenienia tylko niewielkiej ilosci (10%)
H-fosfonianodiestru 124 istniejgcego w rownowadze z a-hydroksyfosfonianem 114.

Mieszanina, z przypuszczalnie wsdworzonym jodanem(l) dawata ten sam efekt
(90% monoestru a-hydroksyfosfonianowego), jesli przygotowana byla w krotkim
czasie (do okoto 30 min) przed reakcjg z a-hydroksyfosfonianem. Po znacznie
dtuzszym czasie (3 dni) mieszanina z jodem generowata mniejszg iloS¢ monoestru,
zalezng od ilosci uzytego jodu. Na przykiad w mieszaninie z 3 ekw. molowymi la

tworzyto sie 51% monoestru a-hydroksyfosfonianowego 138. 36% fosforanodiestru
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140a i 13% H-fosfonianu AZT. Natomiast z 2 ekw. molowymi la obserwowatam
obecnos$¢ 26% monoestru 138. niewiele (5%) fosforanodiestru 140a. za to az prawie

70% H-fosfonianu AZT. Wyniki te mozna ttumaczy¢ mata trwatoscia jodanow (1),

ktére z czasem dysproporcjonujg do jodku i jodanu(V) 310®__ |O© Aoq ©
3

103" (Ryc. 80).13% Ub5Tek silnego nukleofila, ale takze

jodu czasteczkowego moze by¢ bardziej widoczny I"yc- 80

W mieszaninie z mniejszg iloscig jodu, co bedzie sie sprzyjata konkurencyjnej reakcji
hydrolizy H-fosfonianodiestru.

Tworzacy sie anion jodanowy(V) (pKa = 0,8)>36" nie ma prawdopodobnie tak
silnych witasciwosci nukleofilowych jak anion jodanowy(l). Przekonatam sie o tym
traktujgc a-hydroksyfosfonian 114b 3 ekwiwalentami molowymi jodanu(V)
trietyloamoniowego w mieszaninie acetonitrylu z wodg [2 : 1, (v/V)], w ktorych to

warunkach zwigzek 114b byt trwaty (Ryc. 81).

® e
/ \ . h'/\-OH ENH 10
[ ] (o]
AZTO | AZTO |
Ar* Ar*
114b 138

Ar». OCH,

Ryc. 81

Na podstawie wykonanych doswiadczeri moge postulowac, ze:

1 hydroliza a-hydroksyfosfonianéw typu 114 do odpowiedniego
monoestru 138 w obecnos$ci jodu jest na tyle szybka, ze umozliwia
odejéscie  grupy  aryloksylowej nawet w przypadku tych
a-hydroksyfosfonianéw, w ktorych tatwo dochodzi do pekniecia
wigzania P-C,

1 anion jodanowy(l) jako silny a nukleofil moze atakowaé centrum
fosforowve,

1 efekt5Twnemu odejsciu grupy aryloksylowej sprzyja obecnos$¢ grupy
hydroksylowej dziatajgcej prawdopodobnie jako ogolny katalizator

kwasowy (Ryc. 82).
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°o OArzr
A\ N—p—-P-—0—
W LOH EtaNH o
I ® |
nOAZT /
L QAs 733 HO CH
Ar* 00—l Ar*
114 138

W zwigzku z brakiem innych, bardziej przekonywujgcych wynikéw, moge
jedynie domniemywa¢ o wudziale jodanu (I) w mechanizmie powstawania
a-hydroksyfosfonianu nukleozydowego z a-hydroksyfosfonianodiestru
przedstawionego na ryc. 82. Nie zmienia to jednak faktu, iz opisane przeze mnie
warunki tej reakcji mozna traktowaé¢ jako efektjrwng metode syntezy
a-hydrokssfosfonianowych monoestrow wyrdzniajacg ja sposrod innych opisanych

w literaturze metod.

6.2. Triestry i diestry fosforanowe

Fosforanodiestry arylowo nukleozydowe otrz3Tnywatam standardowg metodgi”s
stosowana w Pracowni Analogéw Nukleotydéw i Oligonukleotyddéw tj. w wyniku
kondensacji H-fosfonianu AZT z odpowiednim fenolem lub alkoholem typu 123
a nastepnie utlenianie powstatego H-fosfonianodiestru 124 jodem wobec wody (Ryc.
83). Wygenerowane w ten sposoéb fosforanodiestry typu 140 oczyszczatam na zelu
krzemionkowym otrzymujac czyste spektralnie (3ip, iH NMR) i chromatograficznie,

lecz silnie higroskopijne preparaty.

Dla

- oAzt ¢ R*—OH —OA]( ~OAZT 2] HjO RA—O"/\)DS' OAZT
H 9 O
o8 123 124 140
|
CH;
Na*
S 9
Ryc. 83

Rozktad fosforanodiestrow do monofosforanéw w RPMI z FBS oraz w samym

FBS zachodzit w ciggu ti/2 = 120-245 min (HPLC) a w FBS w ciggu ti/2 = 40-60 min
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(HPLC). Wskakuje to, iz zwigzki te sga dobrymi substratami dla fosfodiesteraz
i prawdopodobnie mogg by¢ tatwo hydrolizowane w komaérkach do monofosforanu
AZT, pozadanego produktu w pronukloetydowym podejsSciu terapii antywirusowej.
Oproécz odpowiedniej trwatosci, badane fosforanodiestry typu 140 posiadaty rowniez
wysoka aktywnos$¢ antywirusowg (ECso = 0,003-0,01 pM), lecz ich wspdtczynnik
selektywnosci byt mocno obnizony z powodu znacznej cytotoksycznosci (CC50 » 40
pM).

Fosforanodiestry 140. otrzymane jako wzorce produktow rozpadu badanych
a-hydroks3fosfonianoéw arylowo nukleozydowych typu 114. okazaty sie przydatne
w  S3mtezie  fosforanotriestrow, a poéznigj takze  fosfoniano-fosforanéw
dinukleozydowych. Do syntezy triestrow 139 wykorzystywatam metode
Efimovai37;i38 stosowang w syntezie oligonukleotydow. W tym celu fosforanodiester
fenylowo nukleozydowy 140a kondensowatam z odpowiednim alkoholem
w  obecnosci chlorku 2,4,6-triizopropylobenzylosulfonowego (TPSCI) [
N-metyloimidazolu jako Kkatalizatora nukleofilowego (Ryc. 84). Reakcja ta
przebiegata szybko (< 5min) i iloSciowo, a po przerobie mieszaniny reakcyjnej (IM
bufor KH2PO4 pH = 4,0 w celu usuniecia Melm) i oczyszczaniu chromatograficznym

oraz liofilizacji, uzyskiwatam pozadane triestry 139.

-OH

Me NOa

d
Ryc. 84

Dwa otrzymane przeze mnie fosforanotriestry 139r i 139s okazaly sie trwale
w RPMI (ti/2 > 100 godz.). Jest to zgodne z danymi literaturowymi o tego typu
fosforanotriestrach benzylowych z podstawnikami silnie wyciagajacymi elektrony,
ktore sa bardziej stabilne (ti/2 okoto 300 razy wiekszy) niz ich analogi
z podstawnikami dostarczajacjmii elektrony.z7;iss W}d;tumaczenie tego faktu przez
autoréw wspomnianych doniesien jest jednak rozne.

J. Engelsi39 sugeruje, iz tak znaczna roznica w szybkosci hydrolizy tego typu
fosforanotriestrow przemawia¢ moze za jednoczasteczkowym atakiem nukleofilow3mi

na benzylowy atom wegla, a nie atakiem nukleofilowym na atom fosforu.
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Powstawaniu karbokationu benzylowego w pierwszym etapie tej reakcji sprzyjac
beda z pewnoscig podstawniki dostarczajace elektrony i stad odpowiednie triestry
moga odznacza¢ sie malg stabilnosciag. Z kolei triestry z podstawnikami
elektronoakceptorowymi, ze wzgledu na stabg stabilizacje powstajgcego
karbokationu, beda zdecydowanie mniej podatne na rozerwanie wigzania C-O,
a przez to bardziej trwate.

C. Meier27 natomiast rozwaza dwa ro6zne mechanizmy degradacji
fosforanotriestrow benzylowych w zaleznosci od wiasciwosci elektronowych
podstawnika w pierscieniu benzylowym. Wg tego autora, wspomniany przez J.
Engelsa mechanizm hydrolizy dotyczy tylko zwigzkéw z niepodstawiong grupa
benzylowa oraz z podstawnikami dostarczajgcymi elektrony, natomiast zwigzki
z podstawnikami wyciagajacymi elektrony ulegajg rozkladowi na skutek ataku
nukleofilowego czgsteczki wody na atom fosforu [Sn2(P)].

Przyjmujac koncepcje C. Meiera, rodzaj generowanego produktu hydrolizy
fosforanotriestru 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo fenylowo 4-nitrobenzylowego
139s jak i fosforanotriestru 139r z grupa (4-pirydylo)metylowg powinien byc¢ silnie
zalezny od pKa grupy odchodzacej. Mozna sie wigc spodziewac, ze znacznie szybciej
i fatwiej od grup p-nitrobenzyloksylowej (pKa = 14,6) lub 4-pirydylometoksylowej
odchodzitaby grupa fenoksylowa (pKa = O9,9)dajac w przewazajgcej ilosci
fosforanodiester odpowiednio 4-nitrobenzylowo nukleozydowy 140s Ilub (4-
pirydylo)metylowo nukleozydowy 140r. Z tego tez wzgledu trwatoS$¢ triestrow 139r
i 139s bytaby prawdopodobnie niezbyt duza, co jest sprzeczne z moimi wynikami.
Ponadto rodzaj generowanego w przewazajacej ilosci produktu rozkitadu obu
fosforanotriestréw (diester fenylowo nukleozydowy 140a. odpowiednio 88% i 73%),
przemawiat raczej za dealkilacjg rozwazanych fosforanotriestrow wg hipotezy J.
Engelsa.

Otrzymane dla poréwnania triestry z niepodstawiong grupa benzylowg 139a
oraz z podstawnikiem metylowym 139d (Ryc. 84) znacznie szybciej (ti/2 odpowiednio
559 min i 24 min) rozkiadaly sie w RPMI i to wylgcznie do diestru fenylowo
nukleozydowego. Mozna wiec przypuszczaé, iz gtéwna droga rozkiadu triestrow
benzylowe fenylowo nukleozydowych jest atak nukleofilowy na benzylowy atom
wegla. Aby wyjasni¢, czy reakcja ta przebiega wg dwdch réznych lub takich samych
mechanizmow w zaleznos$ci od rodzaju podstawnika w czesci benzylowej, konieczne
bytyby doktadniejsze badanie kinetyczne. Ze wzgledu na czasochtonnos¢ tych

eksperymentow nie przeprowadzitam ich w ramach tej pracy.
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Zbyt duza trwato$¢ triestrow 139r i 139s generowanych w wyniku rozktadu
odpowiednich a-hydroksyfosfonianoéw arylowo nukleozydowych wydawaé by sie
mogta przeszkodg w zastosowaniu ich jako zwigzkéw antywirusowych. Wyniki
badan biologicznych jednego z rozwazanych triestrow tj. 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-
5'-ylowo fenylowo 4-nitrobenzylowego 139s wykazaty jednak jego duzag zdolnos$¢ do
hamowania replikacji wirusa HIV-1, a szczegdlnie jego lekoopomych odmian (EC50 =
0,004 pM). Wysokiej aktywnosci zwigzku 139s towarzyszy niestety wysoka
toksycznos¢ (CCso = 24 pM), co moze byC¢ przeszkodg w potencjalnym zastosowaniu
go jako antywirusowego pronukleotydu, a jego tworzenie sie jako produktu
przegrupowania a-hydroksy-a-(4-nitrofenylo)metanofosfonianu fenylowo
nukleozydowego 114d wptywa niekorzystnie prawdopodobnie rOwniez na
wspotczynnik selektywnosci tego zwigzku. Jednakze wysoka aktywnos$¢ anty-HIV-I
triestru 139s przemawia za tym, ze tego typu zwigzki mozna rozwaza¢ jako
potencjalne proleki. Z tego wzgledu bardziej szczeg6towe badania triestrow jako
pronukleotydéw przeciwko wirusowi HIV kontynuowane sg w Pracowni Analogéw
Nukleotyddw i Oligonukleotydéw. Wynikoéw tych badan nie opisuje ze wzgledu na to,

ze sg one zbyt odlegte merytorycznie od tematu mojej rozprawy.

7. Pochodne a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych

Jak juz wczedniej pisatam, podczas pierwszych préb otrzymywania
a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych pochodnych benzaldehydu
z podstawnikami dostarczajgcymi elektrony obserwowatam powstawanie duzej iloSci
produktow nastepczych. Dawaty one w widmie 3iP NMR dwie grupy multipletow
przy 5p « 9 ppm i 5? « 13 ppm. Na podstawie integracji tych dwoch grup sygnatow
(okoto 1:1), ich przesuniecia chemicznego oraz informacji z widma sprzezonego,
mogtam wnioskowac¢ o obecnosci dwoch réznych centréw fosforowych w czasteczce
tych zwigzkow (cze$¢ H-fosfonianowa 5p » 9 ppm oraz cze$¢ C-fosfonianowa 5p« 13
ppm). Przyjetam wiec, iz wspomniane produkty nastepcze majg strukture
H-fosfonianowo-C-fosfonianowg typu 158 i byly wynikiem reakcji pomiedzy
wygenerowanym a-hydrokssdbsfonianem 114 a H-fosfonianodiestrem 124 (Ryc. 60).
Tworzenie sie tych zwigzkéw Swiadczyto o duzej reaktsrwnosci wolnej grupy
hydroksylowej w a-hydrokssdosfonianach. Zachecito mnie to do otrzsnnywania
z a-hydroksyfosfonianéw innych, bardziej zitozonych zwigzkéw o, jak sie

spodziewatam, ciekawych wiasciwosciach chemicznych i biologicznych.
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7.1 Fosfoniano-amidofosforany

Czes$¢ H-fosfonianowa w powstajacych podczas syntezy a-hydroksidosfonianéw
H-fosfoniaino-C-fosfonianach umozliwiata wprowadzenie do ich struktury dalszych
modyfikacji. Jedna z nich mogto by¢ tworzenie wigzania P-N poprzez utlenienie tej
czesci do amidofosforanu. Powstate wéwczas fosfoniano-amidofosforany typu 159,
mogtyby byc¢ interesujace, gdyby jako potencjalne proleki ulegcity degradacji do
dwoch aktywnych zwigzkoéw; a-hydroksyfosfonianéw 114 oraz amidofosforanowych

monoestréow 160 (Ryc. 85).

AZTO J1'ACHA 1 "
O/ (I\_a"?/ %AZT OHN/ ot

159 160

Ryc. 85

Aby sie o tym przekonaé, zsyntetyzowatam dwa fosfoniano-amidofosforany
pochodne AZT oraz L-tryptofanu. Aminokwas ten zastosowatam biorgc pod uwage
wyniki badan Wagnera®® o0 najwyzszej aktywnosci antywirusowej amidofosforanéw
AZT typu 160 z grupg L-tryptofanowsg. W pierwszym etapie syntezy fosfoniano-
amidofosforanéw skondensowatam odpowiedni a-hydroksyfosfonian arylowo
nukleozydowy 114 z H-fosfonianem nukleozydowym w obecnosci chlorku piwaloilu.
Nastepnie do powstatego H-fosfoniano-C-fosfonianu typu 158 dodatam ester
metylowy L-tryptofanu z trietyloaming, a na koniec jod (Ryc. 86). Po zakonczeniu
reakcji (20 min, dwie grupy multipletow, 5pw 8,5 i 14 ppm, ®iP NMR), przerobie
mieszaniny reakcyjnej (IM KH2PO4, pH = 4), oczyszczeniu na silikazelu i liofilizacji,
uzyskiwatam czyste preparaty z wydajnoscig okoto 80%. Wydajnos¢ tej reakcji byta
nizsza od oczekiwanej przez zachodzenie reakcji ubocznej utleniania czesci H-
fosfonianowej w zwigzku 158 do fosforanu z utworzeniem zwigzku 161 (Ryc. 86).
Aby tego unikng¢, dodawatam do wygenerowanego H-fosfoniano-C-fosfonianu 158
chlorku trimetylosililu (w celu usuniecia wody) i dzieki temu reakcja utleniania

miata znacznie czystszy przebieg (wydajnos$¢ 95%).
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Ryc. 86

Otrzymane fosfoniano-amidofosforany 159b i 1591 okazaty sie bardzo trwate
(ti/2 okoto 4 dni) w mieszaninie RPMI/FBS i nie generowaty, tak jak oczekiwatam,
a-hydroksyfosfonianow 114 i amidofosforanowych monoestrow 160 (HPLC).
Znalazto to potwierdzenie w braku aktywnosci antywirusowej tych zwigzkéw.
Zaskakujaca byta duza stabilno$¢ obu fosfoniano-amidofosforanéw 159b i 1591
z roéznymi grupami Ar* w tgczniku metylenowym. Sadzitam, iz charakter
elektronowy grupy Ar* bedzie wptywat na tatwos¢ pekania wigzania P-O bgdz C-0
w czesci amidofosforanowej, podczas ataku czasteczki wody odpowiednio na atom
fosforu lub atom wegla. Jak sie jednak okazato, w RPMI/FBS dochodzito wytacznie

do hydrolizy wigzania fosforoestrowego w czesci C-fosfonianowej (Ryc. 87).

RPMI/FBS
AZTON

eo HN OAZT
Ar*

/7 \
r3  COOCH3

162

Ryc. 87

Powyzsze fosfoniano-amidofosforany 159b i 1591 byty dla mnie przykiadem
tego, ze korzystne wiasciwosci otrzymanych zwigzkdéw, oczekiwane na podstawie ich
budowy, nie zawsze znajduja potwierdzenie w p6zniejszych badaniach biologicznych

tych zwigzkow.
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7.2 Fosfoniano-fosforany

H-Fosfoniano-C-fosfoniany tirpu  158. powstajgce w wyniku kondensacji
a-hydroksyfosfonianbw i H-fosfonianowego monoestru, mogly by¢ dalej
przeksztatcane, analogicznie jak w przypadku syntezy opisanych powyzej
fosfoniano-amidofosforanéw, w pochodne np. fosfoniano-fosforany typu 105,

Fosfoniano-fosforany byty juz przedmiotem wcze$niejszych badann w Pracowni
Analogéw Nukleotydéw i Oligonukleotydéw, z ktérych jak juz wspominatam,
wynikneto moje zainteresowanie a-hydroksyfosfonianami arylowo nukleozydowymi
(Ryc. 48). Te nukleotydowe analogi t)/pu 105 otrzym3irwane byly wowczas na drodze
reakcji H-fosfonianodiestru 124 i P-acylofosfonianodiestru arylowo nuklozydowego
161 wobec DIPEA (Ryc. 88).i0° Mimo, ze reakcja ta na ogot dawata z dobrag
wydajnoscig pozadane fosfoniano-fosforany, jednak r6znorodnosc¢ ich struktur byta
mocno ograniczona dostepnosciag uzytych substratow (szczegolnie

P-acylofosfonianéw 1631
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Ryc. 88

Zastosowanie a-hydroksyfosfonianéw do otrzymywania fosfoniano-fosforanéw
105 umozliwiato synteze ich pochodnych o zatozonej strukturze (nie jako wynik
spontanicznego przegrupowania difosfonianu we wcze$niejszej metodzie) oraz
z r6znymi grupami arylowymi i nukleozydowymi jciko elementy czesci fosfonianowej

lub fosforanowej zwigzkéw 105,
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Uzywajac a-hydroksyfosfonianéw t5rpu 114 jako substratow, opracowatam dwie
metody syntezy fosfoniano-fosforanéw typu 105 (Ryc. 89). W pierwszej z nich
wykorzystatam, wspomniane wczesniej, tatwe tworzenie sie¢ H-fosfoniano-C-
fosfonian6éw typu 158. ktdre w utleniajgcej kondensacji z fenolem lub pirydynolem
w obecnosci jodu szybko i wydajnie prowadzity do docelowych fosfoniano-

fosforanéw 105.

T|) Arx
*7MOddN Aro™  cH I\
€o OddN H  OddN
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OMe
ddN - ddu; Ars,R*- F ]); Ar* - 105f
Me. 0. M
ddN - ddU; Arll l ' PN 105g
Ryc. 89

W drugiej metodzie kondensowatam a-hydroksyfosfoniamy 114 (jako substraty
hydroksylowe) z odpowiednimi fosforanodiestrami arylowo nukleozydowymi typu
140. w warunkach opisanych przez V. Efimovai®" (TPSCI wobec N-metylomidazolu)
(Ryc. 89). W reakcjach tych fosfoniano-fosforany tworzyty sie stosunkowo szybko
(=30 min.) i praktycznie ilosciowo (®P NMR). Problemem byta jedynie trudnos¢

z usunieciem N-metyloimidazolu (wysoka temp. wrzenia 198°C) z mieszaniny
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reakcyjnej (kilkukrotne przemywanie fazy organicznej IM KH2PO4, pH = 4), ktérego
obecno$¢ utrudniata izolacje fosfoniano-fosforanéw metodami chromatograficznsTni
i wphTwata negat}wnie na ich stabilno$¢. W obu metodach otrzymsrwatam czyste
(iH, 3ip NMR, HPLC) produkty koncowe z poréwnywalnymi, dobrymi wydajno$ciami
(~ 50-90%).

Jak wspomniatam we wstepie, fosfoniano-fosforany 105c-d rozkiadaty sie
w komorkowych mediach hodowlanych do odpowiednich a-hydroksyfosfonianow
114 oraz fosforanodiestrow 140. natomiast w 105a-b dochodzito do hydrolizy wigzan
fosforoestrowych.ioo Dalsze modyfikacje w strukturze fosfoniano-fosforanéw 105e-g
powodowaty, ze ich rozkiad byt coraz bardziej ztozony i niekontrolowany, co nie jest
korzystne w projektowaniu potencjalnych prolekéw. Analiza rozktadu tych zwigzkéw
znacznie wykraczala poza cele tej rozprawy, dlatego nie bedzie przeze mnie
omawiana.

Aktywnos$¢ antywirusowa fosfoniano-fosforanéw 105d i 105e zblizona byta do
aktywnosci AZT (ECs0 = 0,04 pM). Wszystkie badane tego typu pochodne
a-hydroksyfosfonianéw fl05a-el powodowatly rowniez podobny do AZT efekt
cytotoksyczny (CCs0 = 24-67 pM). Przebadane zostalty rowniez wiasciwosci
biologiczne fosfoniano-fosforanéw ddU 105f-g. aby rozstrzygna¢, czy moga one
dziata¢ jako pronukleotydy. Duza warto$¢ EC50 (>100 pM) obu fosfoniano-
fosforanbw 105f-g wskazata na to, ze ta grupa pochodnych a-hydroksyfosfonianow
stuzy¢ moze jedynie jako forma ,,depozytu” nutdeozyddéw a nie nukleotyddw.

Doswiadczenia z fosfoniano-fosforanami zakonczytam syntezg
niesymetrycznych pochodnych dwéch nukleozydéw: AZT i T 105h-i (Ryc. 90), aby
sprawdzi¢, ktdéra czes¢, fosfonianowa czy fosforanowa, wnosi wiekszy udziat

w hamowaniu replikacji wirusa HIV-1.

Arr o At
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PhO™ | PhO' | CH" A4
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105h 10Si
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OH

Ryc. 90

Zaktadatam, ze za aktsrwno$é anty-HIV-l bedzie odpowiedzialny fragment

zwigzany z AZT, a nie z tymidyng. Jak sie jednak okazato aktywnos$ci antywirusowe
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(ECso = 0,08 pM) obu niesymetrycznych zwigzkoéw 105h i 105i okazaty sie identyczne
i porownywalne z aktywnos$ciami wcze$niej omowionych fosfoniano-fosforanéw bis
AZT. Co ciekawe, zwigzki te nie byly jednak cytotoksyczne (CC50 > 100 pM), co
prawdopodobnie mozna wyttumaczy¢ obecnoscig tymidyny, zdolnej do obnizania
toksycznego wptywu AZT.i"i Mechanizm molekularny tego dziatania nie jest jeik
dotad wyjasniony. Sadze jednak, ze jest on podobny lub identyczny z tym, kiedy
traktowano komorki mieszaning AZT i T. Te ostatnie wyniki mogg stanowi¢ cenng
wskazéwke ukierunkowujacg dalsze badania, nad poprawieniem parametrow
farmakokinetycznych wcigz stosowanych lekéw anty-HIV (np. AZT), co wydaje sie

trudne do osiggniecia na innej drodze.

7.3 a-Acylofosfoniany fenylowo nukleozydowe

Rozktad a-hydroksidosfonianéw pochodnych 2- i 4-pirydynokarboaldehydu do
fosforanodiestru, o czym juz wspomniatam, uniemozliwial wprawdzie ich
otrzsrmywanie, jednak byt zachecajgcy z punktu widzenia wykorzystania tego typu
zwigzkow jako potencjalnych pronukleotydéw antywirusowych.

Ze sposobu rozkiadu wyzej wymienionych a-hydroksyfosfonianéw wynikato, iz
istotny wptyw na ten rozktad ma prawdopodobnie grupa a-hydroksylowa. Wydawato
sie wiec, ze najprostszym sposobem na wyeliminowanie, niepozgdanej w tym
przypadku, reakt)wnoOci tej grupy bytoby zablokowanie jej grupg acylowsg. Grupa
acylowa, po wniknieciu zwigzku 156 do komorki, mogtaby by¢ usuwana przez
powszechnie wystepujagce w tym Srodowisku karboksyesterazy. Jako grupe
maskujgca zastosowatam grupe acetylowg ze wzgledu na tatwos¢ jej wprowadzenia
i usuniecia produktéw ubocznych.

Dta poréwnania wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych, postanowitaim
zsyntetyzowaé pochodne a-acylowe réwniez innych a-hydroksyfosfonianow tj. 4-
metoksyfenylometanowego  114b.  4-nitrofenylometanowego  114d oraz  3-
pirydylometanowego 114i. W przypadku tych zwigzkéw bratam pod uwage
ewentualne korzysci wynikajgce ze zwiekszenia ich czasu potowicznego rozkiadu
w mediach komdrkowych.

a-Acetylofosfoniany fenylowo nukleozydowe typu 156 otrzymatam traktujac
wygenerowane in situ a-hydroksjrfosfoniany fenylowo nukleozydowe typu 114
nadmiarem bezwodnika octowego (10 ekw. molowych) (Ryc. 91). Po okoto 24 godz.

(kontrota 3ip NMR), mieszaniny reakcyjne wytrzgsatam z woda, a produkty 156
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oczyszczatam na zelu krzemionkowym otrzymujgc bez problemu czyste

chromatograficznie i spektralnie preparaty.

0
7 \ A (CHaCQjjo
/ CH or / \ 0-4 cn c
AZTO AZTO
A2 Ar 0
114 156
Ar*=
Ryc. 91

Whyniki przeprowadzonych analiz a-acetylofosfonianbw w RPMI oraz
mieszaninie RPMI z FBS [9 : 1 (v/v)] dowiodly znacznej ich trwatosci (ti/a > 500
min), spowodowanej prawdopodobnie duzag stabilnoscig acetylowej grupy
maskujacej. Szczegllnie zaskakujgca byta trwato$¢ tej grupy w medium z surowicg
z ptodow bydlecych (FBS), ktora, jak sie spodziewatam, powinna zawieraé
karboksyesterazy. Brak enzymatycznej hydrotizy wigzania estrowego w a-
acetylofosfonianach typu 156 potwierdzitam eksperymentem 2z uzyciem estereizy
ze Swinskiej watroby (pig liver esterase; PLE). Ponad 24 godzinna inkubacja
a-acetylo-a-(3-pirydylo)metanofosfonianu 1561 z PLE w mieszaninie CH3CN : 0,2 M
KH2PO4 pH = 7,4 [1:1 (v/iV)] w temp. 37 °C wykazata, iz, zwiazek ten nie jest
dobrym substratem dla tego enzymu. Podobne spostrzezenia opisat F.
Hammerschmidti’2, ktéry badat wykorzystanie a-acylofosfonianéw dialkilowych do
otrzymywania odpowiednich enancjomeréw a-hydroksyfosfonianéw pod wptywem
enzymow esterolitycznych (m.in. PLE).

Spos6b  degradacji  a-acetylo-a-(3-pirydylo)metanofosfonianu  3'-azydo-3'-
deoksytymidylowo fenylowego 1561 po hydrolizie grupy acetyloestrowej podobny byt
do rozkiadu jego nieacetylowanej pochodnej 1141, tzn. przebiegat wg dwoch Sciezek
A, z utworzeniem H-fosfonianu AZT (36% #acznie z powstatym z niego nukleozydem
w  RPMI/FBS, analiza HPLC po 3 dniach) i B, =z powstaniem
a-hydroksyfosfonianowego monoestru 1381 (35%). Ponadto dochodzito réwniez do
pekania wigzania fosforoestrowego jeszcze w nieodacetylowanym zwigzku dajac

a-acetylofosfonian nukleozydowy 1571 (29%) (Ryc. 92).
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Rozktad a-acetylo-a-(4-pirydylo)metanofosfonianu 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-
5'-ylowo fenylowego 156k w mediach hodowlanych komorek nie okazat sie
nadzwyczaj interesujagcy, biorgc pod uwage to, iz a-hydroksy-a-(4-
pirydylojmetanofosfonian 114k generowat jeszcze w mieszaninie reakcyjnej
wytacznie  fosforanodiester fenylowo nukleozydowy 140a. Po  powolnym
odacetylowywaniu grupy a-hydroksylowej (ti/2 = 520 min w FBS/RPMI lub 2100
min w FBS, analiza HPLC) powstaly a-hydroksyfosfonian 114k generowat gtownie
monoester  a-hydrokssdosfonianowy 138k  (61%, RPMI/FBS) H-fosfonian
nukleozydowy (22%), a takze fosforanotriester 139r (17%), co byto zgodne
z tendencjg do przegrupowania a-hydroksyfosfonianéw 114 z grupa Ar™ silnie
wyciagajaca elektrony (Ryc. 93).

Niska aktywno$¢ antywirusowa (ECso = 0,1 pM) i zarazem niska
cytotoksycznos¢ (CC50 > 100 pM) wszystkich otrzymanych przeze mnie
a-acetylofosfonianéw fenylowo nukleozydowych typu 156 byta najprawdopodobniej
zwigzana ze zbyt duzg ich stabitnoscig. Co ciekawe, jedynie w komorkach z dwoma
szczepami wirusa HIV-1 (szczepy oporne na nienukleozydowe inhibitory RT)
a-acetylofosfoniany 156 odznaczaty sie dobrg zdolnoscig do hamowania replikacji

wirusa (ECso= 0,03-0,09 pM).
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W zwigzku z obserwowanag odpornoscig estru acetylowego na hydrolize
enzymatyczng postanowitam zwiekszy¢ jego labilno$¢ chemiczng przez zastosowanie
grupy chloroacetylowej. Szczegélnie interesowato mnie otrzymanie pochodnej
chloroacetylowej a-hydroksy-a- (4-pirydylo)metanofosfonianu fenylowo
nukleozydowego (zwigzek 164k ryc. 94). Sadziteim, iz szybsze usuniecie grupy
maskujacej moze zmieni¢ udziat poszczegdlnych produktow rozkitadu i by¢é moze
zaprocentowac wieksza iloscig produktu przegrupowania fosfoniano-fosforanowego

(fosforanotriestru 139r).

(cl-CHjCOjaO

Ryc. 94

Synteza tego zwiazku, z wykorzystaniem bezwodnika kwasu chlorooctowego,
przebiegata podobnie jak a-acetylofosfonianbw. Po trwajgcym kilka godzin
chloroacetylowaniu wygenerowanego in situ a-hydroksyfosfonianu 114k. przerobie,
a nastepnie rozdziale chromatograficznym otrzymatam czysty a-chtoroacetylo-a-(4-

pirydylo)metanofosfonian fenylowo nukleozydowy 164k
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Jak pokazaty wyniki analiz HPLC, korzyscia z zastosowania grupy
chloroacetylowej w a-acylofosfonianie fenylowo nukleozydowym byta znacznie
wiegksza labilno$¢ tego typu pochodnej 164k (ti/2 < 10 min) w poréwnaniu
z pochodng acetylowa 156k. Sposob rozkiadu obu zwigzkéw byt jednak bardzo
zblizony (trzy Sciezki rozkiadu). Nie zaobserwowatam znacznego zwiekszenia ilosci
fosforanotriestru 139r (22%, RPMI/FBS, HPLC), a przede wszystkim spodziewanego
fosforanodiestru 140a. Nie bylo to réwniez zwigzane z pH S$rodowiska, w ktérym
zachodzit rozkiad. Inkubacja chloroacetylowej pochodnej 164k w buforze
fosforanowym o pH = 9 a takze w mieszaninie CH3CN: H20: Et3N o pH « 12 [2 : 1 :
1, (viviv)] nie wptyneta na zmiane sposobu rozkitadu a-chloroacetylo-a-(4-

pirydylo)metanofosfonianu fenylowo nuklozydowego 164k

Na podstawie powyzszych eksperymentéw, moge podsumowaé, ze
zablokowanie grupy hydroksylowej w a-hydroksyfosfonianach typu 114 grupa
acetylowa zwiekszyto znacznie ich trwatos$¢, lecz objawito sie prawdopodobnie taikze
brakiem aktywnosci antywirusowej takich a-acetylofosfonicmiow fenylowo
nukleozydowych. Sposob rozktadu zwigzkow 156 byt bardzo poréwnywalny
z rozktadem odpowiednich nieblokowanych a-hydroksyfosfonianéw fenylowo
nukleozydowych typu 114. Zastosowanie bardziej labilnej grupy chloroacetylowej
w zwigzku 164k nie zaprocentowato roéwniez wygenerowaniem wigkszej ilosci
oczekiwanego fosforanu 140a. potencjalnego pronukleotydu Do chwili zlozenia
niniejszej rozprawy, nie posiadatam wynikow aktywnos$ci antywirusowej zwigzku
164k. dlatego nie moge oceni¢, jaki jest wptyw obecnosci atomu chloru w tym

zwigzku na jego wiasciwosci biologiczne.

102






PODSUMOWANIE

V1. PODSUMOWANIE

Celem mojej rozprawy doktorskiej byto poznanie a-hydroksyfosfonianéw
arylowo nukleozydowych jako nowej grupy zwigzkbw o potencjalnych
wiasciwosciach antywirusowych. Aby to osiagna¢ konieczne byto zrealizowanie kilku
celéw czastkowych.

Pierwszym z nich bylo opracowanie metody syntezy a-hydrokssdosfonianow
arytlowo nukleozydowych. Ze wzgledu na otoczenie centrum fosforowego w tych
a-hydroksyfosfonianach (obecnos$¢ pierscienia arylowego Ar® i nukleozydowego)
wykorzystanie dostepnych w literaturze sposobow otrzymywania tego typu zwigzkow
byto niemozliwe lub mato wydajne. Dzieki badaniom metodycznym udato mi sie
ustali¢ dogodne warunki dla Simtezy a-hydroksyfosfonianbw arylowo
nukleozydowych. Korzystajac z  dostepnych  syntetycznie  H-fosfonianow
nutdeozydéw generowatam H-fosfonianodiestry arylowo nukleozydowe, ktére in situ
ulegaty kondensacji z aldehydem wobec zasady dajac  oczekiwane
a-hydroksyfosfoniany arylowo nukleozydowe. Jak sie okazato, rodzaj uzytego
aldehydu wymuszat rodzaj stosowanej zasady. Reakcja addycji z aldehydami
alifatycznymi i benzaldehydem niepodstawionjm oraz z podstawnikami
dostarczajagcymi elektrony lub stabo wyciggajagcymi elektrony nalezato prowadzic¢
wobec DIPEA. Natomiast w przypadku aldehydéw z podstawnikami silnie
wyciggajacymi elektrony reakcje addycji zachodzity najlepiej w obecnosci 2,6-
lutydyny. W ten sposéb tatwo i efektywnie otrzymatam a-hydroksyfosfoniany
arylowo nukleozydowe z réznymi grupami Ar® w czesci hydroksymetanowej, a takze
grupami Ar™ w czesci fosforoestrowej.

Drugim celem czagstkowy mojej rozprawy bylo zbadanie wilasciwosci
otrzymanych a-hydrokssdosfonianéw arylowo nukleozydowych. Z punktu widzenia
zastosowania tych zwigzkoéw jako potencjalnych prolekdw, istotne byto okreslenie
ich stabilnosci oraz sposobu rozkladu w mediach hodowlanych komoérek (RPMI
i RPMI/FBS) w oparciu o analize HPLC oraz spektroskopie 3ip NMR. Dysponujac
serig roznych a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych mogtam stwierdzic,
iz zwigzki te szybko (ti/2 = 7-40 min) ulegaty rozktadowi wg trzech Sciezek A, Bi C
w ZEileznosci od natury elektronowej dwoch grup arylowych Ar® i Ar™ obecnych
w czgsteczce badanych zwic*zkéw.

« Sciezka A byla efektem spontanicznej dysocjacji a-hydroksyfosfonianéw arylowo

nukleozydowych, ktére  wystepuja w réwnowadze z aldehydem
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i H-fosfonianodiestrem. Istnienie takiej réwnowagi udowodnitam w Kkilku
eksperymentach. Sposéb rozkiadu A byt charakterystyczny szczeg6lnie dla
a-hydroksyfosfonianéw z podstawnikami dostarczajgcymi elektrony (Ar* = fenyl,
4-metoksyfenyl i 4-metylofenyl), a jego koncowym produktem byt H-fosfonian
nukleozydu (w RPMI) lub nukleozyd (w obecnosci FBS).

< W Sciezce B hydrolizie ulegato wigzanie fosforoestrowe a-hydroksyfosfonianéw,
czego efektem byto tworzenie a-hydroksyfosfonianowych monoestrow. Taki
rozktad obserwowatam w przypadku pochodnych posiadajacych podstawniki
elektronoakceptorowe (Ar* = 4-chlorofenyl, 4-nitrofenyl i 3-pirydyl), natomiast
jego udziat zalezat zaréwno od rodzaju grupy Ar® jak i Ar”.

« Sciezka C byla wynikiem przegrupowania fosfoniano-fosforanowego
w a-hydroks5rfosfonianie arylowo nukleozydowym posiadajgcym w grupie Ar?
podstawnik silnie wyciagajacy elektrony (Ar* = 4-nitrofenyl). Nie udato mi sie
udowodni¢ mechanizmu tego przegrupowania, na drodze ktérego tworzyt sie
fosforanotriester arylowo 4-nitroben25ylowo nukleozydowy. Jest jednak mozliwe,
ze zachodzi ono na skutek ataku nukleofilowego grupy hydroksylowej na
centrum fosforowe z jednoczesng pseudorotacjg bipiramidy trygonalnej, jako
stanu przejsciowego w tej reakcji.

Co warte zaznaczenia w kontekscie stabilnosci, a-hydroksyfosfoniany arylowo
nukleozydowe byly catkowicie stabilne przez co najmniej 6 dni w silnie kwasowych
warunkach (KH2PO4 pH = 2,0), co jest pozadang cecha potencjalnych prolekow,
ktére majg by¢ podawane doustnie.

Do okreslenia sposobu rozktadu a-hydroksyfosfonianow arylowo
nukleozydowych przy pomocy HPLC zsyntetyzowatam a-hydroksyfosfonianowe
monoestry oraz fosforanotriestry, stuzace jako wzorce produktow rozktadu. W mojej
ocenie, istotnym  osiggnieciem tej czeSci rozprawy bylo  otrzymanie
a-hydroksyfosfonianéw nukleozydéw podczas, nieopiscmej dotad w literaturze,
reakcji a-hydroksyfosfonianodiestréw z jodem w mieszaninie z woda, trietyloaming
i acetonitrylem (A:1:2 v/v/v). Przebieg tej szybkiej i wydajnej reakcji moégt byé
przypuszczalnie zwigzany z atakiem nukleofilowym anionu rodanowego (I) na atom
fosforu przy istotnym udziale grupy hydroksylowej.

Z nieco bardziej szczegotowych badan nad otrzymanymi fosforanotriestrami
benzylowo fenylowo nukleozydowym! mogtam wywnioskowac, iz trwatos¢ tego typu

triestréow uzalezniona byta od rodzaju podstawniku w czesci benzylowej. Zwigzane
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byto to prawdopodobnie z rozkladem tych zwigzkéw na skutek pekania przede
wszystkim wigzania C-O a nie wigzania P-O.

W ramach etapu obejmujacego badania wilasciwosci a-hydroksyfosfonianow
arylowo nukleozydowych, okreslitam rowniez ich Upofilowos$¢, gdyz wielkos¢ te (jako
log F) koreluje sie ze zdolnoscig przechodzenia lekéw przez btony komérkowe, a t3m
samym z dotarciem do miejsca ich dziatania. Wspétczynnik podziatu log P dla
wybranych a-hydroksyfosfonianow AZT byt wiekszy (3-73 razy) niz dia samego
nukleozydu. Wyjatkiem okazaty sie pochodne aldehydu nikotimowego, ktére byty
mniej lipofilowe, ale jako zwiazki obojetne mogg mie¢ réwniez szanse na wnikniecie
do zainfekowanej komorki.

Otrzymane wyniki aktywnos$ci antdrwirusowej i cytotoksycznosci (wspotpraca
z prof. P. La Colla z Cagliari, Wiochy) wybranych a-hydroksyfosfonianéw arylowo
nukleozydowych, pozwolity mi skorelowa¢ rozkitad tych zwigzkdéw z wiasciwosciami
biologicznymi. Najlepszg zdolno$¢ do hamowania replikacji wirusa HIV-1 a przy tym
najmniejsza cytotoksycznos¢ wykazat a-hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian
fenylowo nukleozydowy. Na przykiadzie pochodnych tego zwigzku (z modyfikacjami
w czesci fosforoestrowej) zaobserwowatam, co wedtug mnie niezwykle wazne, ze
odpowiednia kombinacja grup Ar* i Ar* w a-hydroksyfosfonianach umozliwia
kontrole nad kierunkiem ich rozkitadu i w pewnym stopniu kontrole ich aktywnosci
antywirusowej.  Poréwnanie  wartosci  wspotcziamikéw  selektywnosci  (SI)
a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych z ich wspoétczynnikiem podziatu
(log P) wykazato ponadto raczej niejednoznacznag korelacje miedzy lipofilowosScig
a akt)*wnoscia biologiczng potencjalnego terapeutyku.

Ostatnim etapem mojej rozprawy byto wykorzystanie a-hydroksyfosfonianéw
arylowo nukleozydowych do otrzymswania z nich bardziej ztozonych pochodnych.
Pomyst ten nasunat sie podczas Saimtezy a-hydrokssd'osfoniandéw, w ktérej widoczne
bylty réwniez produkty reaktirwnosci grupy hydroksylowej w powstajacych
a-hydroksyfosfonianach. Najwazniejszymi osiggnieciami tego etapu byio:

0 opracowanie prostej i wydajnej metody syntezy fosfoniano-amidofosforanéw
wykorzystujgcej mozliwos¢ utlenienia ugrupowania H-fosfonianowego do
amidofosforanowego w poczgtkowo powstajgcym H-fosfoniano-C-fosfonianie,

0 ustalenie warunkéw dwoch prostych i wydajnych metod syntezy fosfoniano-
fosforanéw korzystajac z H-fosfoniano-C-fosfonianéw jako produktow

przejsciowych lub podejscia Efimova, z wieksza mozliwoscia modyfikacji
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podstawnikéw zarowno w czesci fosfonianowej jak i fosforanowej niz we
wczesniej stosowanej metodzie z P-acylofosfonianami,

0 zwiegkszenie trwatosci a-hydroksyfosfonianéw arylowo nukleozydowych przez
zablokowanie grupy hydroksylowej grupg acetylowa lub bardziej labilng grupg
chloroacetylowa, co umozliwito przebadanie sposobu rozkiadu tych

a-hydroksyfosfonianéw, ktére ulegaty dekompozycji juz podczas ich syntezy.

Przedstawione W niniejszej rozprawie wyniki badan nad
a-hydroksyfosfonianami arylowo nukleozydowym! pozwolity mi zapoznac sie z ich
wiasciwosciami chemicznymi, a takze skoretowac je z niektérymi wiasciwosciami
biologicznymi. W moim odczuciu udato mi sie zatem zrealizowa¢ postawione sobie
cele, a ponadto otrzymane informacje staty sie Zrédlem inspiracji do
przeprowadzenia innych ciekawych badann (np. dotyczacych fosforanotriestrow)

przydatnych w projektowaniu nowych zwigzkéw antywirusowych.
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VIl. CZESC EKSPERYMENTALNA
Materiaty 1 metody

Widma NMR rejestrowane byly na spektrofotometrze Varian Unity 300.
Eksperymenty NMR przeprowadzane byty w 25 °C w probéwkach o 5 mm (0,6
ml) przy stezeniach zwigzkéw zawierajgcych fosfor wynoszacych 0,1 mmol/ml.
Chromatogrcifie cienkowarstwowg przeprowadzatam na plytkach z zelem
krzemionkowym 60 F254 (Merck) stosujac nastepujace fazy rozwijajace (v/v): A-
chloroform- metanol 9 ; 1, B- chloroform-2-propanol 95 : 5, C- 2-propanol-woda-25
% wodny roztwdor amoniaku 85 ; 10 ; 5, D- 2-propanol-Et3N-woda 90 : 5 : 5.
Do chromatografii kolumnowej stosowatlam zel krzemionkowy Merck 60 (70-230
mesh ASTM).
Analizy HPLC wykonjrwatam na chromatografie Waters 2487 z uzyciem kolumny
Hypersil ODS (4,6 x 250 mm, 5 gm), przeptywem 1,5 ml/min i rozpuszczalnikami:

1 A - 0,0IM trifluorooctan trietyloamoniowy pH = 3,02 i B - A/acetonitryl 1 : 4

(v/v) dla a-hydroks3dosfonianow i fosfoniano-fosforanow
1 A - 0,0IM octan trietyloamoniowy pH = 7,4 i B - A/acetonitryl 1 : 4 (v/v) dla
pozostatych zwigzkéw

Profil gradientu: 5 min 100% A, 40 min liniowy gradient 0-100% B, 15 min
przemywanie 100% A. Integrator LKB 2221.
Oznaczenia molowego wspotczynnika absorpcji  wykon5rwatam za pomoca
spektrofotometru UV/VIS Beckman DU-65.
Wspotczynnik podziatu P wyznaczatam w nastepujacy sposéb; 10 ml 0,2 M roztworu
badanego zwigzku w 1-oktanolu wraz z 10 ml 0,01 M wodnego roztworu KH2PO4 pH
= 2 wytrzasatam przez 15 min (Vortex), a nastepnie po rozdzieleniu warstw (15 min)
oznaczatam spektrofotometrycznie stezenie badanego zwigzku w warstwie
organicznej.
Pirydyna (Aldrich), chlorek metylenu (Aldrich), acetonitryl (Merck), 2,6-lutydyna
(Fluka) przechowywane byly nad sitami 4 A, dopoki zawarto$s¢ wody obnizyta sie
ponizej 20 ppm (miareczkowanie kulometryczne Karla-Fischera na kulometrze
Metrohm 684 KF). Chlorek piwaloilu (Aldrich), chlorek trimetylosililu (POCh) byty
przedestylowane przed uzyciem. Trietyloamina (Merck) i diizopropyloetyloamina
(Aldrich) byly przedestylowane i przechowywane nad wodorkiem wapnia (Aldrich).
Difenylochlorofosforan (Aldrich), jod (Aldrich), kwas fosforowy(lll) (Fluka), wszystkie
aldehydy (Aldrich) i fenole (Aldrich) oraz etanotiol (Aldrich) byly uzywane bez

oczyszczania.
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RPMI-1640, FBS i ddU pochodzity z Sigmy. AZT syntetyzowatam wg procedur
opisanych w literaturze.
H-fosfonian AZT, H-fosfonian ddU oraz H-fosfonian 9-fluorenylometylowy
otrzymywatam wg standardowej metody stosowanej w Pracowni Analogéw
Nukleotydéw i Oligonukleotydow tj. w reakcji odpowiednich nukleozydéw lub
alkoholu z kwasem pirofosfonowym w pirydsmie."*
Opis widm 3*P NMR produktow posrednich i koncowych znajduje sie w Tabeli 4.
(Str. 122).

Ogodlna procedura syntezy a-hydroksyfosfonianow arylowo
nukleozydowych typu 114

0 z zastosowaniem DIPEA

5'-H-fosfonian nukleozydowy (1 ekw. molowy) i odpowiedni fenol (1,5 ekw.
molowego) osuszylam przez odparowanie z bezwodng pirydyng a nastepnie
rozpuscitam w mieszaninie chlorku metylenu z pirydynag [10% (v/v)] (0,1 mmol/l
ml) i dodatam DPCP (1,5 ekw. molowego). Po utworzeniu H-fosfonianodiestru
arylowo nukleozydowego (20 min, 3ip NMR) do mieszaniny reakcyjnej dodatam
aldehyd (5 ekw. molowych) oraz DIPEA (2,5 ekw. molowego). Po zakonczeniu reakcji
(10-80 min, 3ip NMR) mieszanine reakcyjng rozcienczytam 3 krotnie chlorkiem
metylenu i dodatam lodowatego kwasu octowego (1 ekw. molowy) w celu
zobojetnienia nadmiaru aminy. Cato$¢ przemylam wodg, a oddzielong warstwe
organiczng osuszytam nad bezw. Na2S04 i odparowatam do gestego oleju.
a-Hydroksyfosfoniany izolowatam na kolumnach wypetnionych zelem
krzemionkowym stosujgc liniowy gradient (0-10%) 2-propanolu w chlorku
metylenu. Z zebranych frakcji, po odparowsrwaniu a nastepnie liofilizacji z benzenu
otrzyms”atam czyste a-hydroksyfosfoniany typu 114 w postaci niehigroskopijnych,
zwykle biatych, bezpostaciowych ciat statych.

a-Hydroksy-a-fenylometanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5"-ylowo
fenylowy 114a Wydajnosé 70 %, iH NMR, 5h (CDCI3): 9.19-9.17 (IH, m, NH), 7.54-
7.05 (11H, m, ArH z dwéch grup Ph i 6-H), 6.13-6.03 (IH, m, I'-H), 5.54, 5.26, 5.22
(IH, 3d, J= 3.3Hz, 2.7 Hz, 2.7 Hz, CH), 4.34-3.89 (4H, m, 3', 5, 5", 4'-H), 2.36-1.90
(2H, m, 2', 2"-H), 1.83, 1.81, 1.78, 1.77 (3H, 4d, J= 1.2 Hz, 5-CH3). HRMS [MH]y
514,1486 liczone dla [C23H2507N2P]7 514,1491.

a-Hydroksy-a-(4-metoksyfenylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-

tymidyn-5'-ylowo fenylowy 114b. Wydajnos$¢ 73%, 'H NMR, 5h (CDCI3): 7.44-6.88
(I0H, m, ArH i 6-H), 6.16-6.05 (IH, m, I'H), 5.19-5.14 (IH, m, CH), 4.36-3.90 (4H,
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m, 3', 5, 5", 4'-H), 3.82, 3.80, 3.79 (3H, 3s, OCH3), 2.39-1.90 (2H, m, 2', 2"-H),
1.85, 1.83, 1.80, 1.79 (3H, 3d, J= 1.2 Hz, 1.2 Hz, 1.2 Hz, 5-CH3). HRMS [MH]n
544,1584 liczone dla [C24H2708N5P]"; 544,1597.
a-Hydroksy-a-(4-metylofenylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-
tymidyn-5’-ylowo fenylowy 114c. Wydajnos¢ 77 %, iH NMR, 5h (CDCI3); 7.41-7.06
(IOH m, ArH i 6-H ), 6.15-6.04 (IH, m, I'-H), 5.24-5.20 (IH, m, CH), 4.32-3.89 (4H,
m, 3', 5, 5", 4-H), 2.33 (3H, s, CH3), 2.29-1.85 (2H, m, 2', 2"-H), 1.80, 1.78, 1.75
(8H, 3s, 5-CH3). HRMS [MH]+; 528,1650 liczone dla [C24H2707N5P]"; 528,1648.
a-Hydroksy-a-(4-chlorofenylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-
tymidyn-5'-ylowo fenylowy 114e. Wydajnos¢ 55%, "H NMR, 5h (CDCI3): 7.46-7.03
(IOH, m, ArH i 6-H), 6.08-5.98 (IH, m, I-H), 5.27, 5.24, 5.23, 5.19 (IH, 4s, CH),
4.40-4.10 (3H, m, 3', 5, 5"-H), 3.99-3.90 (IH, m, 4'-H), 2.43-2.05 (2H, m, 2', 2"-H),
1.83, 1.80, 1.79 (3H, 3s, 5-CH3). HRMS [MH]y 548,1160 liczone dla
[C23H2407Ns35C1P]7 548,1102.
a-Hydroksy-a-[4-(metoksykarbonylo)fenylolmetanofosfonian  3'-azydo-3'-
deoksy-tymidyn-5'-ylowo fenylowy 114f Wydajnos¢é 48%, *H NMR, 5h (CDCI3);
8.07-8.03 (2H, 2d, J= 2.7 Hz, 2.4 Hz, ArH), 7.64-7.58 (2H, m, ArH), 7.32-7.03 (5H,
m, ArH i 6-H), 6.08-5.97 (IH, m, I'-H), 5.37, 5.34, 5.30 (IH, 3s, CH), 4.38-4.13 (3H,
m, 3', 5, 5"-H), 3.95-3.86 (IH, m, 4'-H), 3.92 (3H, s, COOCH3) 2.37-2.08 (2H, m, 2,
2"-H), 1.83, 1.81, 1.79 (3H, 3s, 5-CHs).
a-Hydroksy-a-(2,4-dimetylofenylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-
tymidyn-5'-ylowo fenylowy 114h. Wydajno$¢ 75%, *H NMR, 5h (CDCI3): 7.60-7.51
(IH, m, ArH),7.36-6,99 (8H m, ArH i 6-H), 6.18-6.05 (IH, m, I-H), 5.50-5.41 (IH,
m, CH), 4.37-3.89 (4H, m, 3', 5, 5", 4'-H), 2.36, 2.30 (6H, 2 s,2x CH3), 2.42-1.89
(2H, m, 2', 2"-H), 1.86, 1.82, 1.78, 1.76 (3H, 4s, 5-CH3).
a-Hydroksy-a-(n-butylo)metanofosfonian 3'-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-
ylowo fenylowy 1141 Wydajno$¢ 87 %, iH NMR, 5h (CDCI3): 7.37-7.18 (6H m, ArH i
6-H), 6.16-6.08 (IH, m, I'-H), 4.52-4.41 (IH, m, 5'-H), 4.38-4.20 (2H, m, 3', 5"-H),
4.14-4.04 (IH, m,CH), 4.16-4.00 (IH, m, 4'-H), 2.45-2.12 (2H, m, 2', 2"-H), 1.89,
1.88, 1.87, 1.86 (3H, 4s, 5-CH3).
a-Hydroksy-a-(4-metoksyfenylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-
tymidyn-5"-ylowo 4-chlorofenylowy 114n. Wydajnos$¢ 77%, “H NMR, 5h (CDCI3);
8.04-8.01 (2H, m, ArH), 7.50-7.03 (7H, m, ArH i 6-H), 6.45-6.33 (IH, m, I'-H), 5.50-
5.37 (IH, m, CH), 4.60-4.26 (3H, m, 3', 5, 5"-H), 3.90-3.72 (IH, m, 4-H), 3.81,
3.80, 3.78 (3H, 3s, OCH3), 2.60-2.11 (2H, m, 2', 2"-H), 1.88-1.83 (3H, m, 5-CH3).
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a-Hydroksy-a-(4-metoksyfenylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-
tymidyn-5'-ylowo 4-trifluorometylofenylowy 1140. Wydajnos¢ 41%, NMR, 5h
(CDCI3): 8.06-8.01 (2H, m, ArH), 7.65-7.16 (7H, m, ArH i 6-H), 6.46-6.31 (IH, m, 1'-
H), 5.28-5.19 (IH, m, CH), 4.66-4.27 (3H, m, 3', 5', 5"-H), 4.01-3.90 (IH, m, 4'-H),
3.79, 3.78 (3H, 2s, OCH3), 2.58-2.11 (2H, m, 2', 2"-H), 1.88-1.87, 1.85, 1.83 (3H,
4d, J= 0.9 Hz, 1.2 Hz, 1.2 Hz, 0.9 Hz, 5-CH3).

a-Hydroksy-a-(4-metoksyfenylo)metanofosfonian 2°,3'-dideoksyurydyn-5°-
ylowo fenylowy 114(ddUI. Wydajno$é 63%, iH NMR, 5h (CDCI3): 7.46-6.87 (IOH, m,
ArH i 6-H), 6.06-5.91 (IH, m, I'-H), 5.66, 5.62, 5.54, 5.51 (IH, 4d, J= 8.1 Hz, 7.5
Hz, 8.7 Hz, 8.7 Hz, 5-H), 5.22-5.14 (IH, m, CH), 4.32-4.15 (3H, m, 4', 5', 5"-H),
3.81, 3.80, 3.80, 3.79 (3H, 4s, OCH3), 2.40-1.64 (4H, m, 2', 2", 3', 3"-H). HRMS
[MH]": 488,1342 liczone dla [C23H2508N2P]": 488,1349.

0 z zastosowaniem 2,6-lutydyny

Reakcje kondensacji H-fosfonianu nukleozydu =z fenolem prowadzitam
w chlorku metylenu z 2,6-lutydynag [10%, (v/v)] (0,1 mmol/1 ml) uzywajac tych
samych ilosci reagentéw (kondensacja zakonczona po 20 min). Nastepnie do
wytworzonego H-fosfonianodiestru dodawatam odpowiedni aldehyd (5 ekw.
molowych) i reakcja pozostawiana byla na noc w temp. pokojowej. Po zakonczeniu
reakcji (3ip NMR) mieszémina reakcyjna rozpuszczona byta w chlorku metylenu
i przemyta 3 razy wodnym IM roztworem KH2PO4 pH=4,0. Kolejne czynnosci oraz
izolacja przebiegaty tak jak opisatam powyzej.

a-Hydroksy-a-(4-nitrofenylo)metanofosfonian 3’-azydo-3’-deoksytymidyn-
5'-ylowo fenylowy 114d. Wydajno$é 80%, iH NMR, 5h (CDCI3): 8.22-8.19, 7.75-7.68
(4H, 2m, ArH), 7.26-7.04 (6H, m, ArH oraz 6-H), 5.98-5.88 (IH, m, I'-H), 5.45-5.35
(IH, m, CH), 4.47-4.23 (3H, m, 3', 5, 5"-H), 4.01-3.89 (IH, m, 4'-H), 2.54-2.27 (2H,
m, 2', 2"-H), 1.85, 1.84, 1.82 (3H, 3d, J= 1.2 Hz, 0.9 Hz, 1.2 Hz, 5-CH3). HRMS
[MH]h 559,1337 liczone dla [C23H2409N6P]h 559,1342.

a-Hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-
ylowo fenylowy 114i. Wydajno$¢ 55%, 'H NMR, 5h (CDCI3): 8.70-8.67 (IH, m, ArH),
8.52-8.50 (IH, m, ArH), 7.90-7.84 (IH, m, ArH), 7.30-7.02 (7H, m, ArH oraz 6-H),
5.92 (IH, m, I'-H), 5.30-5.25 (IH, m, CH), 4.44-4.16 (3H, m, 3', 5', 5"-H), 3.91-3.90
(IH, m, 4'-H), 2.30-2.24 (2H, m, 2', 2"-H), 1.82-1.77 (3H, m, 5-CH3). HRMS [MH]-
515,1427 liczone dla [C22H2407N6Plh 515,1444.
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a-Hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-
ylowo 3-(dimetylo)aminofenylowy 114r. Wydajno$¢ 56%, NMR, 5h (CDCI3):
8.74 (IH, br m, ArH), 8.50 (IH, br m, ArH), 8.01-7.92 (IH, m, ArH), 7.36-6.88 (6H,
m, ArH oraz 6-H), 5.96 (IH, br m, IH), 5.35-5.29 (IH, m, CH), 4.40-4.18 (3H, m,
3, 5, 5"-H), 3.96-3.92 (IH, m, 4'-H), 2.86, 2.85 (6H, 2s, 2x CH3), 2.23 (2H, br m, 2',
2"-H), 1.81, 1.80, 1.79, 1.77 (3H, 4s, 5-CH3).
a-Hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian 3"-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-
ylowo 4-metoksyfenylowy 114s. Wydajnos$¢ 52%, iH NMR, 8h (CDCI3): 8.68 (IH, br
m, ArH), 8.50 (IH, br m, ArH), 7.90-7.82 (IH, m, ArH), 7.23-6.67 (6H, m, ArH oraz
6-H), 5.90 (IH, br m, I'H), 5.26-5.23 (IH, m, CH), 4.37-4.15 (3H, m, 3', 5', 5"-H),
3.93-3.88 (IH, m, 4'-H), 3.70, 3.69 (3H, 2s, OCH3), 2.26 (2H, br m, 2', 2"-H), 1.77
(3H, s, 5-CH3). HRMS [MH]+: 545,1552 Uczone dla [C23H2608N6P]": 545,1550.
a-Hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-
ylowo 2-i-propylofenylowy 114a Wydajno$¢ 54%, "H NMR, 5h (CDCI3): 8.78 (IH,
br m, ArH), 8.53 (IH, br m, ArH), 8.09-8.04 (IH, m, ArH), 7.43-7.02 (6H, m, ArH
oraz 6-H), 6.06-5.89 (IH, m, I'H), 5.48-5.34 (IH, m, CH), 4.54-4.42 (IH, m, 3'-H),
4.35-4.23 (2H, m, 5, 5"-H), 4.01-3.90 (IH, m, 4'-H), 3.03-2.92 [IH, m, CH(CH3)2],
2.45-2.31 (2H, m, 2', 2"-H), 1.85 (3H, s, 5-CH3), 1.11-1.03 [6H, m, CH(CH3)2].
a-Hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksyt5rmidyn-5'-
ylowo 2-etylofenylowy 114v. Wydajnos$¢ 55%, '‘H NMR, 5h (CDCI3): 8.78 (IH, br m,
ArH), 8.53 (IH, br m, ArH), 8.07-8.04 (IH, m, ArH), 7.43-7.03 (6H, m, ArH oraz 6-
H), 6.05-5.90 (IH, m, I'-H), 5.49-5.34 (IH, m, CH), 4.52-4.41 (IH, m, 3-H), 4.34-
4.22 (2H, m, 5, 5"-H), 4.02-3.90 (IH, m, 4'-H), 2.52-2.28 (2H, m, 2', 2"-H, CH2CH3),
1.84 (3H, s, 5-CH3), 1.09-0.99 (3H, m, CH2CH3).
a-Hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoks3d;ymidyn-5’-
ylowo 2-metylofenylowy 114w. Wydajnos¢ 58%, "H NMR, 5h (CDCI3): 8.76 (IH, br
m, ArH), 8.50 (IH, br m, ArH), 8.06-8.01 (IH, m, ArH), 7.40-7.02 (6H, m, ArH oraz
6-H), 6.03-5.92 (IH, m, I'H), 5.46-5.34 (IH, m, CH), 4.49-4.38 (IH, m, 3-H), 4.36-
421 (2H, m, 5, 5"-H), 4.01-3.90 (IH, m, 4'-H), 2.49-2.28 (2H, m, 2', 2"-H), 2.11-
2.04 (3H, 4s, CH3), 1.83 (3H, s, 5-CH3).
a-Hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-
ylowo 2,6-dimetylofenylowy 114x. Wydajnos$¢ 60%, 'H NMR, 8h (CDCI3): 8.78-8.75
(IH, m, ArH), 8.52 (IH, s, ArH), 8.06-7.7 (IH, m, ArH), 7.38-6.93 (7H, m, ArH oraz
6-H), 6.02-5.79 (IH, m, I'-H), 5.44-5.30 (IH, m, CH), 4.45-4.31 (IH, m, 3-H), 4.21-
4.09 (2H, m, 5, 5"-H), 3.97-3.83 (m, IH, 4'-H), 2.43-2.28 (2H, m, 2’ 2"-H), 2.14,
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2.13 (6H, 2s, 2 X CH3), 1.90, 1.86, 1.85 (3H, 3d, J= 0.6 Hz, 0.9 Hz, 1.2 Hz, 5-CH3).
HRMS [MH]": 543,1748 liczone dla [C24H2807N6P]h 543,1757.

a-Hydroksy-a-(4-nitrofenylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoks3Ttymidyn-5'-
ylowo 4-metoksyfenylowy 114z, Wydajno$¢ 54%, iH NMR, s~ (CDCI3): 8.23-8.19,
7.74 - 7.68 (4H, 2m, ArH), 7.21-7.14 (IH, m, ArH), 7.03 - 6.90 (2H, 2m, ArH oraz 6-
H), 6.79-6.70 (2H, m, ArH), 5.99-5.89 (IH, m, I'-H), 5.42-5.33 (IH, m, CH), 4.45-
4.24 (3H, m, 3', 5, 5"-H), 4.01-3.90 (IH, m, 4'-H), 2.52-2.31 (2H, m, 2’, 2"-H), 1.85,
1.84, 1.82 (3H, 3d, J= 0.9 Hz, 0.6 Hz, 0.9 Hz, 5-CH3).
Ogdlna procedura syntezy a-hydroksyfosfonianowych monoestréow
nukleozydowych typu 138
Do a-hydroksyfosfonianu arylowo nukleozydowego typu 114 (1 ekw. molowy)
dodatam jod (2 ekw. molowe) w mieszaninie CH3CN : Et3N : H20 [2:1:1 (v/vIV)]
(0,1 mmol/1 ml). Po zakonczeniu reakcji (5 min, 3ip NMR) catos¢ odparowatam do
sucha a pozostatos¢ naniostam na krotka kolumne wypetniong zelem
krzemionkowym. a-Hydroksyfosfonianowe monoestry wymywatam stosujac liniowy
gradient wody (0-6%) w 2-propanolu z dodatkiem Et3N (3% objetosciowe). Frakcje
zawierajgce czysty zwigzek odparowbrwatam, uzyskujgc zwykle biate piany (z
wyjatkiem zéttych pochodnych 4-nitrofenylowych), ktore po liofilizacji z benzenu
dawaty niehigroskopijne, bezpostaciowe ciata state.
a-Hydroksy-a-(4-metoksyfenylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-
tymidyn-5-ylowy 138b Et3NH~ Wydajno$¢ 64%, iH NMR, s. (CDCI3): 7.42, 7.41
(IH, 2d, J= 1.2Hz, 1.5Hz, 6-H), 7.33, 7.31 (2H, 2s, ArH), 6.79-6.77 (2H, 2s, ArH),
6.03 (IH, t, 3= 6.7Hz, I'-H), 4.76, 4.72 (IH, 2s, CH), 4.15-4.13 (IH, m, 3'-H), 3.88-
3.77 (3H, m, 5°, 5", 4'-H), 3.70 (3H, s, OCH3), 3.04 [6H, g, J = 7.3 Hz, N(CH2CH3)3]
2.19-2.08 (2H, m, 2', 2"-H),1.80 (3H, s, 5-CH3), 1.12 [9H, t, J= 6.3 Hz, N(CH2CH3)3].
a-Hydroksy-a-(4-chlorofenylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-
tymidyn-5-ylowy 138e EtsNH~ Wydajnos¢ 88%, iH NMR, s. (CDCI3): 7.69, 7.63
(IH, 2d, J= 0.9 Hz, 1.2 Hz, 6-H), 7.52-7.47 (2H, m, ArH), 7.28-7.26 (2H, m, ArH),
6.19- 6.12 (IH, m, I''H) 4.91, 4.86 (IH, 2s, CH), 4.41-4.37 (IH, m, 3'-H), 4.30- 3.94
(3H, m, 5, 5", 4-H), 2.92 [6H, q, J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3], 2.38-2.26 (2H, m, 2', 2"-
H),1.93-1.88 (3H, m, 5-CH3),1.18 [9H, t, J = 7.4 Hz, N(CH2CH3)3]. HRMS [M]-:
470,0646 liczone dla [C17H1807N5P]-: 470,0632.
a-Hydroksy-a-(4-nitrofenylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-

tymidyn-5'-ylowy 138d EtsNH-". Wydajnos¢ 67%, 'H NMR, e. (CDCI3): 8.76-8.75
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(IH, m, ArH), 8.46-8.44 (IH, m, ArH), 7.95-7.89 (IH, m, ArH), 7.69, 7.65, (2d, J =
1.2 Hz, 1.2 Hz, 6-H), 7.27-7.23 (IH, m, ArH), 6.18- 6.11 (IH, m, I'-H), 4.98, 4.96 (
IH, 2s, CH), 4.44-4.40 (IH, m, 3-H), 4.30-4.02 (3H, m, 5', 5", 4'-H), 2.87 [6H, g, J=
7.4 Hz, N(CH2CH3)3], 2.44-2.24 (2H, m, 2, 2"-H), 1.95-1.90 (3H, m, 5-CH3), 1.13
[9H, t, J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3]. HRMS [M]-; 481,0888 liczone dla [CiTHigOgNeP]-;
481,0873.

a-Hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5°-
ylowy 1381 EtaNH”~ Wydajnosé 94%, iH NMR, 5h (CDCI3): 8.18-8.15 (2H, m, ArH),
7.78-7.73 (2H, m, ArH), 7.66, 7.62 (IH, 2d, J= 1.2 Hz, 0.9 Hz, 6-H), 6.15-6.08 (IH,
m, r-H), 5.08, 5.03 (IH, 2s, CH), 4.40-4.37 (IH, m, 3-H), 4.30-3.91 (3H, m, 5, 5",
4'-H), 2.94 [6H, 8,J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3], 2.41-2.28 (2H. m, 2’, 2"-H), 1.93 (3H, s,
5-CH3), 1.17 [9H, t, J = 7.4 Hz, N(CH2CH3)3]. HRMS [M]-: 437,0983 liczone dla
[C16H1807N6P]-: 437,0975.

Ogodlna procedura syntezy a-hydroksyfosfonianowych monoestréow
fenylowych typu 153

H-Fosfonian 9-fluorenylometylowy (1 ekw. molowy) i fenol (1,5 ekw. molowego)
osuszytam przez odparowanie z bezwodna pirydyng, nastepnie rozpuscitam
w mieszaninie chlorku metylenu z lutyd5ma (10% v/v) (O,Immol/l ml) i dodatam
chlorek piwaloilu (1,5 ekw. molowego). Na koniec po okoto 20 min. (“ip NMR) do
wygenerowanego H-fosfonianodiestru 151 dodatam aldehyd (5 ekw. molowe). Po
zakonczeniu reakcji (~ 2-24 godz, 3iP NMR) mieszanine reakcyjng rozcienczytam 3
krotnie chlorkiem metylenu i wytrzasnetam 3 razy z IM wodny roztworem KH2PO4
pH = 4,0. Oddzielong warstwe organiczng osuszytam nastepnie nad bezw. Na2S04
[ odparowatam do gestego oleju. a-Hydroksyfosfonian fenylowo
9-fluorenylometylowy 152 izolowatam za pomoca chromatografii kolumnowej
stosujac liniowy gradient (0-8%) 2-propanolu w chlorku metylenu. Frakcje
zawierajgce czysty produkt odparowywatam i traktowatam mieszaning acetonitrylu
z trietyloaming (2 : 1 v/v). Po eliminacji fulwenu z a-hydroks5d'osfonianodiestru
(okoto 20 min, 3ip NMR) mieszanine reakcyjng zageszczatam a czysty
a-hydroks3d'osfonian fenylowy 153 wytrgcatam z mieszaniny heksan : eter dietylowy
(1:1 v/v). Otrzymany osad suszytam pod zmniejszonym ciSnieniem.

a-Hydroksy-a-(4-nitrofenylo)metanofosfonian fenylowy 153d Et3NH*.
Wydajnos$¢ 38%, iH NMR, e~ (CDCI3): 8.13, 8.10 (2H, 2s, ArH), 7.71-7.67 (2H, m.
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ArH), 7.26-7.01 (5H, m, ArH), 5.13, 5.09 (IH, 2s, CH), 2.87 [6H, g, J = 7.4 Hz,
N(CH2CH3)3], 1.14 [9H, t, J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3].

a-Hydroksy-a-(3-pirydylo)metanofosfonian fenylowy 153i EtaNH*.
Wydajnosé 32%, ‘H NMR, 5h (CDCI3): 8.18-8.15 (2H, m, ArH), 7.78-7.73 (2H, m,
ArH), 7.30-7.09 (5H, m, ArH), 5.09, 5.03 (IH, 2s, CH), 2.94 [6H, q, J = 7.4 Hz
N(CH2CH3)3], 1.17 [9H, t, J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3].

Ogodlna procedura syntezy fosforanodiestréow typu 140

H-Fosfonian nukleozydowy (1 ekw. molowy) i fenol (alkohol lub pirydynol) (1,5
ekw. molowego) osuszytam przez odparowanie z bezwodng piiyd3mg, nastepnie
rozpuscitam w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyna (10% v/v) (O,Immol/l ml)
i dodatam chlorek piwalodu (1,2 ekw. molowego). Po okoto 20 min. (3iP NMR)
dodatam jod (1,1 ekw. molowego) rozpuszczony w niewielkiej iloSci bezwodnej
pirydyny, a po 2 min. wode (10 ekw. molowych). Po zakoriczeniu reakcji (“ip NMR)
nadmiar jodu roziozytam etanotiolem i odparowatam rozpuszczalniki. Diestry
izolowatam na kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym stosujac liniowy
gradient wody (0-7%) w 2-propanolu zawierajacym 5% Et3N (v/v). Frakcje
zawierajgce czyste produkty zatezatam otrzymujgc biate, silnie higroskopijne piany.

Fosforanodiester 3"-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo fenylowy 140a
EtaNH*. Wydajno$é 72%, "H NMR, 5h (CDCI3); 7.65 (IH, d, J = 1.2 Hz, 6-H), 7.21-
7.15 (4H, m, ArH), 6.99-6.95 (IH, m, ArH), 6.21 (IH, t, J= 6.7 Hz, I'-H), 4.27-4.23
(IH, m, 3-H), 4.19-4.08 (2H, m, 5'5"-H), 3.97-3.93 (IH, m, 4-H), 3.02 [6H. g, J =
7.4 Hz, N(CH2CH3)3], 2.24-2.19 (2H, m, 2',2"-H), 1.81 (3H, d, J = 1.2 Hz, 5-CH3),
1.29 [9H, t, J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3).

Fosforanodiester 3'-azydo-3’-deoksytymidyn-5'-ylowo 2-metylo-3-
pirydylowy 1400 EtaNHV Wydajno$é 65%, 'H NMR, 5h (CDCI3): 8.16-8.14 (IH, m,
ArH), 7.93-7.90 (IH, m, ArH), 7.71 (IH, d, J= 1.2 Hz, 6-H), 7.33-7.28 (IH, m, ArH),
6.22 (IH, t, J= 6.7 Hz, I-H), 4.49-4.43 (IH, m, 3'-H), 4.28-4.14 (2H, m, 5'5"-H),
4.08-4.05 (IH, m, 4-H), 3.19 [6H, q, J = 7.4 Hz, N(CH2CH3)3], 2.56 (3H, s, CH3),
2.49-2.31 (2H, m, 2',2"-H), 1.81 (3H, d, 3= 1.2 Hz, 5-CH3), 1.30 [9H, t, I = 7.4 Hz,
N(CH2CHs)s].

Fosforanodiester 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo 3-pirydylowy 140p
Et3NH”N Wydajnos¢ 87%, iH NMR, 5n (CDCI3); 8.34-8.33 (IH, m, ArH), 8.24-8.22
(IH, m, ArH), 7.64-7.59 (IH, m, ArH), 7.46 (IH, d, J= 1.2 Hz, 6-H), 7.38-7.36 (IH,
m, ArH), 6.24 (IH, t, J = 6.7 Hz, IH), 4.51-4.45 (IH, m, 3-H), 4.35-4.28 (IH, m,
5'-H), 4.04-3.96 (2H, m, 5", 4-H), 3.19 [6H, g, J = 7.4 Hz, N(CH2CH3)3], 2.50-2.45
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(2H, m, 2'2"-H), 1.66 (3H, d, J = 1.2 Hz, S-CHa), 1.26 [9H, t, J = 7.4 Hz,
N(CH2CHB3)3].

Fosforanodiester 3'-azydo-3'-deoks3rtymidyn-5'-ylowo 4-metylo-3-
pirydylowy 140q EtsNH-'. Wydajno$é 77%, >H NMR, 5n (CDCI3): 8.34-8.33 (IH, m,
ArH), 7.71-7.67 (IH, m, ArH), 7.46 (IH, d, J= 1.2 Hz, 6-H), 7.30-7.27 (IH, m, ArH),
6.22 (IH, t, J= 6.7 Hz, I''H), 4.46-4.40 (IH, m, 3'-H), 4.28-4.22 (IH, m, 5'-H), 4.19-
4.13 (IH, m, 5"-H), 4.06-4.94 (IH, m, 4'-H), 3.19 [6H, g, J = 7.4 Hz, N(CH2CH3)3],
2.48 (3H, s, CH3), 2.44-2.30 (2H, m, 2',2"-H), 1.77 (3H, d, J= 1.2 Hz, S-CHa), 1.30
[9H, t, J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3].

Fosforanodiester 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo (4-pirydylo)-
metylowy 140r EtaNH*. Wydajnosé 79%, 'H NMR, 5h (CDCI3): 8.55-8.51 (2H, m,
ArH), 7.68 (IH, d, J= 1.2 Hz, 6-H), 7.35-7.29 (2H, m, ArH), 6.25 (IH, t, J = 6.7 Hz,
r-H), 4.99 (2H, d, J= 7.5 Hz, CH2), 4.42-4.37 (IH, m, 3-H), 4.19-4.06 (2H, m, 5',
5"-H), 3.99-4.13 (IH, br m, 4'-H), 3.05 [6H, q, J = 7.4 Hz, N(CH2CH3)3], 2.34-2.29
(2H, m, 2'2"-H), 1.92 (3H, d, J = 1.2 Hz, 5-CH3), 1.30 [9H, t, J = 7.4 Hz
N(CH2CHB3)3].

Fosforanodiester 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo (4-nitrofenylo)-
metylowy 140s EtaNH*. Wydajnos¢ 81%, "H NMR, 8h (CDCI3): 8.19-8.171 (2H, m,
ArH), 7.71 (IH, d, J= 1.2 Hz, 6-H), 7.57-7.54 (2H, m, ArH), 6.25 (IH, t, J= 6.7 Hz,
r-H), 5.05 (2H, d, J= 7.2 Hz, CH2), 4.43-4.38 (IH, m, 3-H), 4.17-4.06 (2H, m, 5',
5"-H), 4.02-4.01 (IH, m, 4'-H), 3.06 [6H, q, J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3], 2.38-2.33 (2H,
m, 2',2"-H), 1.96 (3H, d, 1.2 Hz, 5-CH3), 1.30 [9H, t, J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3].

Synteza tiofosforanodiestru 3'-azydo-3'-deoksytyinidyn-5"-ylowo
fenylowego 142 EtaNH”~. Siarke elementarng (3 ekw. molowe) rozpuscitam
w mieszaninie CH2CI2 : Et3N (9 : 1 v/v) i dodatam do wczeéniej osuszonego
(dwukrotne odparowanie z bezwodng pirydyna) a-hydroksyfosfonianu 114b (1 ekw.
molowy) (O,Immol/ 1 ml). Po zakonczeniu reakcji (okoto 24h, 3ip NMR) odparowatam
rozpuszczalniki a z pozostatosci izolowatam tiofosforan 142 stosujac kolumne
wypetniong zelem krzemionkowym [liniowy gradient 2-propanolu (0-20%) w CH2CI2].
Frakcje zawierajace czysty produkt zatezatam i liofilizowatam z benzenu otrzymujac
biaty osad. Wydajnosé¢ 64%, iH NMR, 5h (CDCI3): 7.83, 7.75 (IH, 2d, J= 1.2 Hz, 1.2
Hz, 6-H), 7.30-7.24 (4H, m, ArH), 7.11-7.06 (IH, m, ArH), 6.33-6.27 (IH, m, I'-H),
4.43-4.21 (3H, m, 3', 5, 5"-H), 4.09-4.08 (IH, m, 4-H), 3.08 [6H, g, J = 7.4 Hz,
N(CH2CH3)3], 2.37-2.25 (2H, m, 2'.2"-H), 1.93, 1.90 (3H, 2d, J= 1.2 Hz, 1.2 Hz, 5-

115






CZESC EKSPERYMENTALNA

CH3), 1.28 (t, J = 7.4 Hz, 9H). HRMS [M]-; 438,0625 liczone dla [CieHiyOeNsP]-:
438,0637.

Ogolna procedura syntezy fosforanotriestrow typu 139 (metoda A)

Fosforanodiester arylowo nukleozydowy typu 140 (1 ekw. molowy) i alkohol
(fenol lub pirydynol; 1,2 ekw. molowego) osuszytam przez odparowanie z bezwodng
pirydyng a nastepnie rozpuscitam w mieszaninie chlorku metylenu
z N-metyloimidazolem (10% v/v) (O,Immol/l ml). Nastepnie dodatam TPSCI (3 ekw.
molowe). Po zakonczeniu kondensacji (30 min, 3ip NMR) mieszanine reakcyjng
rozcienczyltam 3 krotnie chlorkiem metylenu i wytrzasnetam 3 razy z IM wodnym
roztworem KH2PO4 pH = 4,0. Oddzielong warstwe organiczng osuszytam nastepnie
nad bezw. Na2S04 i odparowatam do gestego oleju. Triester izolowatam za pomoca
chromatografii krotkokolumnowej stosujac liniowy gradient (0-8%) 2-propanolu
w chlorku metylenu. Frakcje zawierajace czysty produkt zatezatam i liofilizowatam
z benzenu, otrzymujac biate lub lekko r6zowe, bezpostaciowe ciata state.

Fosforanotriester 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5’-ylowo benzylowe fenylowy
139a. Wydajnosé 75%, iH NMR, 5h (CDCI3): 7.34-7.13 (I1H, m, ArH i 6-H), 6.19 (IH,
t, J= 6.6 Hz, r-H), 5.17-5.11 (2H, m, CH2), 4.42-4.17 (3H, m, 3', 5', 5"-H), 3.99 (IH,
br m, 4-H), 2.42-2.16 (2H, 2 m, 2', 2"-H), 1.84, 1.81 (3H, 2 s, 5-CH3).

Fosforanotriester 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5"-ylowo fenylowo 4-
metylobenzylowy 139d. Wydajno$é 68%, iH NMR, 5h (CDCI3): 7.52-7.24 (IOH, m,
ArH i 6-H), 6.23-6,18 (IH, m, I'-H), 5.12-5.02 (2H, m, CH2), 4.39-4.14 (3H, m, 3", 5’,
5"-H), 3.91-3,87 (IH, m, 4'-H), 2.39-2.25 (2H, 2 m, 2', 2"-H), 2.35 (3H, s, CH3), 1.83,
1.81 (3H, 2 s, 5-CH3).

Fosforanotriester 3'-azydo-3'-deoks5d;ymidyn-5'-ylowo fenylowo (4-pirydylo)-
metylowy 139r. Wydajno$¢ 61%, "H NMR, 5n (CDCI3): 8.73-8.71 (2H, m, ArH), 7.67-
7.50 (2H, m, ArH), 7.39-7.17 (6H, m, ArH i 6-H), 6.64-6.58 (IH, m, I'-H), 5.47, 5.44
(2H, 2s, CH2), 4.81-4.68 (3H, m, 3', 5, 5"-H), 4.32-4.30 (IH, br m, 4’-H), 2.78-2.51
(2H, m, 2',2"-H), 1.96, 1.94 (3H, 2d, J= 1.2 Hz, 1.2 Hz, 5-CH3).

Fosforanotriester 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo fenylowo 4-
nitrobenzylowy 139s. Wydajno$¢ 73%, iH NMR, 5h (CDCI3): 8.23-8.17 (2H, m, ArH),
7.51-7.15 (2H, m, ArH), 7.34-7.15 (6H, m, ArH i 6-H), 6.19-6.15 (IH, m, I'-H), 5.29,
5.26 (2H, 2d, J= 6.9 Hz, 6.6Hz, CH2), 4.48-4.24 (3H, m, 3', 5, 5"-H), 4.03-4.01 (IH,
m, 4'-H), 2.48-2.24 (2H, m, 2', 2"-H), 1.86, 1.82 (3H, 2d, J= 1.2 Hz, 1.2 Hz, 5-CH3).
HRMS [MH]r 559,1322 liczone dla [C23H2409N6P]h 559,1342.
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Synteza fosforanotriesteru 3'-azydo-3’-deoks3rtymidyn-5-ylowo etylowe
fenylowego 143 (metoda B).

H-Fosfonian AZT (1 ekw. molowy) i fenol (1,5 ekw. molowego) osuszytam
przez odparowanie z bezwodna pirydyng a nastepnie rozpuscitam w mieszaninie
chlorku metylenu z pirydynag (10%, v/v) (0,1 mmol/l ml). Do obu reagentéw
dodatam DPCP (1,5 ekw. molowego) a po wygenerowaniu H-fosfonianodiestru typu
124 (20 min, ~ip NMR) alkohol etylowy (5 ekw. molowych). Na koniec dodatam jod
(1,1 ekw. molowego) rozpuszczony w niewielkiej iloSci bezwodnej pirydyny. Po
zakonczeniu reakcji (30 min, 3‘P NMR) do mieszaniny reakcyjnej dodatam etanotiol,
w celu usuniecia nadmiaru jodu a nastepnie odparowatam rozpuszczalniki.
Z pozostatosci izolowalam czysty triester postepujac tak jak w metodzie A.
Wydajnosé 86%, iR NMR, 5h (CDCR): 7.40-7.19 (6H, m, ArH i 6-H), 6.26-6.20 (IH,
m, r-H), 4.67-4.21 (5H, m, 3', 5, 5"-H i CH2CH3), 4.06-4.02 (IH, 2q, J= 2.7 Hz, 4'-
H), 2.45-2.19 (2H, m, 2', 2"-H), 1.88, 1.86 (3H, 2d, J= 0.9 Hz, 1.2 Hz, 5-CH3), 1.40-
1.33 (3H, m, CH2CH3). HRMS [MH]h 451,1263 liczone dla [Ci8H2207N5P]h 451,1257.

Ogodlna procedura syntezy fosfoniano-fosforanow typu 105 (metoda A)

a-Hydroksyfosfonian arylowo nukleozydowy typu 114 (1 ekw. molowy) oraz
fosforanodiester arylowo nukleozydowy typu 140 (1,2 ekw molowego) osuszytam
przez odparowanie z bezwodng pirydyng. Nastepnie rozpuscitam oba reagenty
w mieszaninie chlorku metylenu z N-metyloimidazolem (10%, v/v) (O,Immol/lI ml)
i dodatam TPSCI (3 ekw. molowe). Po zakoriczeniu reakcji (20-30 min, 3’P NMR)
mieszanine reakcyjng rozcienczytam 3 krotnie chlorkiem metylenu i wytrzasnetam 3
razy z IM wodnym roztworem KH2PO4 pH = 4,0. Po oddzieleniu i wysuszeniu
warstwy organicznej nad bezw. Na2S04 odparowatam ja do gestego oleju.
Fosfoniano-fosforany typu 105 izolowatam na kolumnach wypetnionych zelem
krzemionkowym stosujac liniowy gradient (0-6%) 2-propanolu w chlorku metylenu.
Frakcje zawierajgce czyste produkty odparow3rwatam i liofilizowatam z benzenu lub
wytrgcatam z heksanu (rozpuszczatam w niewielkiej ilosci chlorku metylenu,
dodawatam porcjami do heksanu, a uzyskany osad odsgczatam i suszylam pod

zmniejszonym cisnieniem) otrzymujac biate, niehigroskopijne ciata state.
Fosforan 3'-azydo-3’-deoksyt5nnidyn-5'-ylowo fenylowo [fosfonylo (3'-

azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo fenylo) n-butylo]lmetylowy 105a. Wydajnos¢ 52%,
iH NMR, 5h (CDCI3): 7.34-7.14 (12H, m, ArH i 6-H), 6.17-5.93 (2H, m, I'-H), 5.12-
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490 (IH, m, CH), 4.49-4.25 (6H, m, 3', 5, 5"-H), 2.43-2.25 (4H, m, 2',2"-H), 1.86-
1.84 (6H, m, 5-CH3), 1.61 [6H, br s, (~2)3], 0.81-0.77 (3H, m, CH3).

Fosforan 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo fenylowo [fosfonylo (3'-
azydo-3'-deoks3rtymidyn-5'-ylo fenylo) fenylo] metylowy 105b. Wydajno$¢ 59%,
iH NMR, 5h (CDCI3): 7.41-7.13 (17H, m, ArH i 6-H), 6.18-5.89 (3H, m, I'-H i CH),
452-3.72 (8H, 6 m, 3', 5, 5", 4-H), 2.36-1.89 (4H, m, 2',2"-H), 1.85-1.75 (6H, 2 m,
5-CH3).

Fosforan 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo fenylowo [fosfonylo (3'-
azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo fenylo) 4-metylofenylo] metylowy 105c
Wydajnoéé 50%, iH NMR, 5h (CDCI3): 7.47-6.89 (16H, m, ArH i 6-H), 6.17-5.85 (3H,
m, I'-H i CH), 4.72-3.74 (8H, 6 m, 3', 5, 5", 4'-H), 2.34 (3H, br s, CH3), 2.89-1.88
(4H, m, 2',2"-H), 1.84-1.74 (6H, 2 m, 5-CH3).

Fosforan 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo fenylowo [fosfonylo (3'-
azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo fenylo) 4-metoksyfenylo] metylowy 105d.
Wydajnos¢ 51%, iH NMR, 5h (CDCI3): 7.54-6.80 (16H, m, ArH i 6-H), 6.18-5.81 (3H,
m, r-H i CH), 4.51-3.97 (8H, 4 m, 3’ 5’ 5", 4'-H), 3.81-3.79 (3H, m, OCH3), 2.41-
1.91 (4H, m, 2',2"-H), 1.86-1.77 (6H, 2 m, 5-CH3).

Fosforan 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo 3-pirydylowy [fosfonylo (3'-
azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo 4-metoksyfenylo) 3-pirydylo] metylowy 105e.
Wydajnosé 89%, 'H NMR, 5h (CDCI3): 8.86-8.32 (4H, m, ArH), 7.36-6.65 (IOH, m,
ArH i 6-H), 6.12-5.73 (3H, m, I''H i CH), 4.37-4.33 (3H, m, OCH3), 3.73-3.67 (2H,
m, 3'-H), 3.25-3.11 (6H, m, 5', 5", 4'-H), 2.87-2.78 (4H, m, 2’,2"-H), 1.82-1.75 (6H, 2
m, 5-CH3).

Fosfoniano-fosforany réznych nukleozydéw

Procedurajak w metodzie A, przy czym w substratach zawierajgcych tymidyne,
grupa 3'-OH zablokowana byla grupg 4,4'-dimetoksytrytylowg. Po syntezie
i wyizolowaniu czystych fosfoniano-fosforanéw typu 105 grupe dimetoksytrytylowg
usunetam dziatajac 2% roztworem (CH2CI2/MeOH, 7 : 3 wv/v) kwasu
p-toluenosulfonowego w temp. pokojowej. Po okoto 10 min. (TLC) mieszanine
reakcyjnag zneutralizowatam wodnym roztworem NaHCOaisat) i nastepnie z osuszonej
warstwy organicznej odparowatam rozpuszczatniki. Pozostato$¢ oczyszczatam na
zelu krzemionkowym [liniowy gradient (0-10%) Z2-propanolu w CH2CI2], frakcje
zawierajgce czyste produkty byly zatezane i strgcane z heksanu, a uzyskane osady

suszone pod zmniejszonym cisnieniem.
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Fosforan 3'-azydo-3'-deoks5rtymidyn-5'-ylowo fenylowo [fosfonylo
(tymidyn-5'-ylo fenylo) 4-metoksyfenylo] metylowy 105h. Wydajnos¢ 35%, iR
NMR, 5h (CDCI3): 7.54-6.78 (16H, m, ArH i 6-H), 6.23-5.79 (3H, m, I'-H i CH), 4.67-
3.89 (8H, m, 3’ 5, 5", 4'-H), 3.81-3.78 (3H, m, OCH3), 2.41-1.91 (4H, m, 2',2"-H),
1.85 (3H, br s, 5-CH3), 1.78-1.74 (3H, m, 5-CH3).

Fosforan tymidyn-5'-ylowo fenylowo [fosfonylo (3'-azydo-3'-
deoks5rtymidyn-5'-ylo fenylo) 4-metoksyfenylo] metylowy 1051. Wydajno$¢ 42%,
>H NMR, 5h (CDCI3); 7.41-6.81 (16H, m, ArH i 6-H), 6.35-5.81 (3H, 3 m, I'-H i CH),
4.44-3.86 (8H, m, 3', 5’, 5", 4'-H), 3.80-3.76 (3H, m, OCH3), 2.41-1.91 (4H, m, 2',2"-
H), 1.87-1.77 (6H, m, 5-CH3).

Ogolna procedura syntezy fosfoniano-fosforanéw (metoda B)

a-Hydroksyfosfonian arylowo nukleozydowy typu 114 (1 ekw. molowy)
i H-fosfonian nukleozydowy (1,1 ekw. molowego) osuszylam przez odparowanie
z bezwodna pirydyng, rozpuscitam w chlorku metylenu z pirydyng (10%, v/v) (0,1
mmola/l ml) a nastepnie dodatam chlorek piwatoilu (1,2 ekw. molowego). Po
wygenerowaniu H-fosfoniano-C-fosfonianu typu 158 (20 min, 3ip NMR) dodatam
osuszony fenol (pirydynol, 3 ekw. molowe) oraz jod (1,2 ekw. molowego). Po
zakonczeniu reakcji syntezy fosfoniano-fosforanu typu 105 nadmiar jodu roztozytam
etanotiolem a nastepnie odparowalam rozpuszczalniki. Pozostato$¢ rozpuscitcun
w chlorku metylenu i przemytam IM wodnym roztworem KH2PO4 pH = 4,0. Faze
organiczng osuszyltam nad bezw. Na2S04 i odparowatam do sucha. Fosfoniano-
fosforany typu 105 izolowatam na kolumnie w3rpetnionej zelem krzemionkowym lub
zelem zsilanizoweinym (faza odwrdcona). Frakcje zawierajace czyste produkty
zatezatam i liofilizowatam z benzenu.

Fosforan  2'3'-dideoksyurydyTi-5-ylowo fenylowo [fosfonylo (2’,3'-
dideoksyurydyn-5'-ylo fenylo) 4-metoksyfenylo] metylowy 105f Wydajnosé
48%, IR NMR, 5h (CDCI3): 7.53-6.82 (16H, m, ArH i 6-H), 6.11-5.82 (3H, m, I'-H i
CH), 5.66-5.54 (2H, m, 5-H), 4.42-3.87 (6H, 2 m, 5', 5", 4'-H), 3.82-3.79 (3H, m,
OCH3), 2.30, 1.85 (8H,2 br m, 2', 2", 3', 3"-H).

Fosforan 2°,3'-dideoksyurydyn-5'-ylowo 3-pirydylowo [fosfonylo (2',3'-
dideoksyurydyn-5'-ylo  2,6-dimetylofenylo) 3-pirydylo] metylowy  105g.
Wydajnosé 50%, iR NMR, 5h (CDCI3): 8.86-8.37 (4H, m, ArH), 8.01-7.82 (IH, m,
ArH), 7.56-7.13 (8H, m, ArH i 6-H), 6.19-5.87 (3H, m, I'-H i CH), 5.79-5.58 (2H, m,
5-H), 4.58-3.94 (6H, 5 m, 5', 5", 4'-H), 2.44-1.50 (4H,2 m, 2', 2", 3', 3"-H), 2.17-2.10
(6H, m, 2XCHB3).
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Ogoblna procedura syntezy fosfoniano-amidofosforanéw typu 159

a-Hydroksyfosfonian arylowo nukleozydowy typu 114 (1 ekw. molowy) oraz
H-fosfonian AZT (1,1 ekw. molowego) osuszytam przez odparowanie z bezwodng
pirydyna a nastepnie rozpuscitam w mieszaninie chlorku metylenu z pirydyng (10%
v/iv) (0,1 mmola/1 ml) i dodatam PvCl (1,2 ekw. molowego) Do powstatego
H-fosfoniano-C-fosfonianu t}rpu 158 (20 min, 3ip NMR) dodatam TMSCI (3 ekw.
molowe) i EtaN (2 ekw. molowe) a nastepnie ester metylowy tryptofanu (3 ekw.
molowe) z trietyloaming (5 ekw. molowych) i na koniec jod (1,2 ekw. molowego). Po
zakonczeniu reakcji (15 min, 3>P NMR) i standardowym przerobie z wodnym
roztworem NaHCOa oraz chromatografii w uktadzie odwrdéconym, czyste fosfoniano-
amidofosforany typu 159 zostaty wyizolowane i zliofilizowane z benzenu.

JV-(0-Metylo)tryptofyloamidofosforan S'-azydo-S’-deoksytjrmidyn-S*-ylowo
[fosfonylo (3"-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylo fenylo) 4-metoksyfenylo]
metylowy 159b. Wydajno$é 95%, "H NMR, 8h (CDCta): 7.54-6.50 (16H, m, ArH i 6-
H), 6.13-5.62 (3H, m, I'-H i CH), 4.45-3.13 (17H, m, 3', 5', 5", 4'-H, CH2CHCOOCH3
i OCH3), 2.11-1.75 (4H, m, 2',2"-H), 1.80-1.73 (6H, m, 5-CH3).

N-(0-Metylo)tryptofyloamidofosforan 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-ylowo
[fosfonylo (3-azydo-3'-deoksytymidbm-5'-ylo fenylo) 3-pirydylo] metylowy 159i.
Wydajnosé 89%, iH NMR, 5h (CDCI3): 8.76-8.52 (2H, m, ArH), 7.56-6.95 (14H, m,
ArH i 6-H), 6.24-552 (3H, m, I'-H i CH), 4.35-3.62 (17H, m, 3, 5, 5"-H i
CH2CHCOOCHS3), 3.13 (2H, br m, 4'-H), 2.30-2.04 (4H, m, 2',2"-H), 1.86-1.74 (3H,
m, 5-CH3), 1.78-1.74 (6H, m, 5-CHa).

Synteza JV-(0-metylo)tryptofyloamidofosforanu 3'-azydo-3'-deoksy-
tymidyn-5'-ylowego EtaNH” 160.

H-Fosfonian AZT (1 ekw. molowy) osuszytam przez odparowanie z bezwodng
pirydyng, rozpuscitam w tym samym rozpuszczalniku (0,1 mmola/l ml) i dodatam
TMSCI (2 ekw. molowe). Nastepnie do wygenerowanego H-fosfonianodiestru (3'P
NMR) dodatam osuszony ester metylowy tryptofanu (3 ekw. molowe) z Et3N (7 ekw.
molowe) i na korcu jod (1,2 ekw. molowego). Po 5 min (3iP NMR) do mieszaniny
dodatam wode. Po zakonczeniu reakcji (10 min., “ip nmR) odparowatam
rozpuszczalniki, a pozostato$¢ naniostam na kolumne w3rpetlniong Zzelem
krzemionkow5rm. Amidofosforan nukleozydowy 160 wymywatam stosujgc liniowy
gradient wody (0-2%) w 2-propanolu z dodatkiem Et3N (5% objeto$ciowych). Frakcje

zawierajgce czysty zwigzek odparowywatam i liofilizowatam z benzenu otrzymujac
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niehigroskopijne, bezpostaciowe ciato state. Wydajnos¢ 71%, NMR, 5h (CDCI3);
6.83 (IH, d, J= 1,2 Hz, 6-H), 7.36-7.31 (2H, m, ArH), 7.14-7.0 (3H, m, ArH), 6.17
(IH, t, 3= 7 Hz, I'H), 4.31-4.13 (2H, m, 3-H i CH), 3.94-3.85 (3H, m, 5', 5", 4'-H),
3-21-3.04 (2H, m, CH2), 2.89 [6H, g, J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3], 2.24-2.08 (2H, 2’ 2"-
H), 1.93 (3H, s, 5-CH3), 1.19 [9H, t, J= 7.4 Hz, N(CH2CH3)3].

Ogodlna procedura syntezy a-acylofosfonianéw arylowo nukleozydowych
156 lub 164.

Do wygenerowanych a-hydroks5dosfonianéw arylowo nukleozydowych typu 114
(1 ekw. molowy) w mieszaninie chlorku metylenu z lutydyng (10% v/v) dodatam
bezwodnik octowy lub chlorooctowy (10 ekw. molowych). Po zakonczeniu reakcji
(60-120 min, 3iP NMR) mieszanine reakcyjng przemytam wodg, a warstwe
organiczng wysuszytam nad bezw. Na2S04 i odparowatam do gestego oleju.
a-Acylofosfoniany 156 lub 162 izolowatam za pomoca chromatografii
krotkokolumnowej stosujac liniowy gradient (0-10%) 2-propanolu w chlorku
metylenu. Frakcje zawierajgce czyste zwigzki odparowywatam, a pozostatosé
liofilizowatam z benzenu.

a-Acetylo-a-(4-metoksy)fenylometanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-
tymidyn-5'-ylowo fenylowy 156b. Wydajnos¢ 76%, "H NMR, 5h (CDCI3): 7.49-6.87
(I0H, m, ArH i 6-H), 6.35-6.27 (IH, m, CH), 6.21-6.06 (IH, m, I'-H), 4.42-3.89 (4H,
4 m, 3,5, 5" 4-H), 3.80, 3.79, 3.70 (3H, 3s, OCH3), 2.39-1.91 (2H, m, 2', 2"-H),
2.17, 2.15, 2.06, 2.01 (3H, 4s, CH3COO), 1.86, 1.84 (3H, 2 br s, 5-CH3).

a-Acetylo-a-(4-nitro)fenylometanofosfonian 3'-azydo-3'-deoks3”ymidyn-5°-
ylowo fenylowy 156d. Wydajnos$é 64%, iH NMR, 6n (CDCI3): 8.28-8.23, 7.75-7.70
(4H, 2m, ArH), 7.35-7.05 (6H, m, ArH oraz 6-H), 6.51-6.43 (IH, m, CH), 6.16-6.02
(IH, m, I'-H), 4.40-4.16 (3H, m, 3', 5', 5"-H), 4.01-3.97 (IH, m, 4'-H), 2.52-2.22 (2H,
m, 2', 2"-H), 2.27, 2.25, 2.20, 2.17 (3H, 4s, CH3COO), 1.87, 1.86 (3H, 2s, 5-CH3).

a-Acetylo-a-(3-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-
ylowo fenylowy 1561. Wydajnosé¢ 53%, "H NMR, 5h (CDCI3): 8.75-8.63 (IH, 2 br s,
ArH), 7.90-7.87 (IH, m, ArH), 7.36-7.01 (8H, m, ArH oraz 6-H), 6.42-6.35 (IH, m,
CH), 6.16-6.02 (IH, m, I'-H), 4.43-3.92 (3H, m, 3', 5, 5", 4'-H), 2.40-2.06 (2H, m,
2', 2"-H), 2.21, 2.19, 2.12, 2.09 (3H, 4s, CH3COO), 1.85 (3H, s, 5-CH3).

a-Acetylo-a-(2-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksytymidyn-5'-
ylowo fenylowy 156i. Wydajnos$¢ 49%, 'H NMR, 5h (CDCI3): 8.59-8.55 (IH, m, ArH),
7.74-7.70 (IH, m, ArH), 7.52 (IH, br m, ArH), 7.39-7.09 (7H, m, ArH oraz 6-H),
6.56-6.43 (IH, m, CH), 6.26-6.15 (IH, m, I'-H), 4.54-3.97 (3H, 3m, 3', 5, 5", 4'-H),
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2.41-2.06 (2H, m, 2', 2"-H), 2.21, 2.19, 2.11, 2.07 (3H, 4s, CH3COO), 1.79, 1.76
(3H, 2 br s, 5-CH3).

a-Acetylo-a-(4-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoks3rtymidyn-5'-
ylowo fenylowy 156k. Wydajno$¢ 54%, 'H NMR, 8h (CDCI3): 8.68-8.63 (2H, m,
ArH), 7.48-7.47 (2H, m, ArH), 7.34-7.03 (6H, m, ArH oraz 6-H), 6.41-6.33 (IH, m,
CH), 6.10-5.99 (IH, m, I-H), 4.40-4.20 (2H, m, 3', 5-H), 4.18-4.08(1H, m, 5"-H),
3.98-3.93 (IH, 3m, 4'-H), 2.45-2.08 (2H, m, 2", 2"-H), 2.25, 2.23, 2.19, 2.16 (3H, 4s,
CH3COO0), 1.85-1.84 (3H, m, 5-CH3).

a-Chloroacetylo-a-(4-pirydylo)metanofosfonian 3'-azydo-3'-deoksy-
tymidyn-5'-ylowo fenylowy 164k Wydajnos$¢ 48%, iH NMR, s~ (CDCI3); 8.61-8.56
(2H, m, ArH), 7.47-7.42 (2H, m, ArH), 7.30-6.98 (6H, m, ArH oraz 6-H), 6.40-6.33
(IH, m, CH), 6.09-5.85 (IH, m, I-H), 4.36-3.83 (6H, 3m, 3’ 5, 5" 4-H i
CICH2COO), 2.39-2.28 (2H, m, 2', 2"-H), 1.80-1.76 (3H, m, 5-CHB3).

Tabela 4. Przesuniecia chemiczne i stale sprzezen
posrednich i koncowych.

NMR produktéw

Przesuniecie chemiczne” 5p

Zwigzek IJpH [Hz] ~JpH [Hz]
(ppm]
98 5,41dt 631 55
105a -6,87 - -5,78 i 16,30-17,22* -
105b -6,64 - -5,60 i 12,14 - 13,57“ -
105c -6,79 - -5,55i 12,26 - 13,73" -
105d -6,67 - -5,751 12,17 - 15,65* -
105e -6,82 - -5,74 i 11,54 - 12,57“ -
105f -6,44 - -5,58 i 13,54 - 14,52* -
105g -5,58 - -5,08i 11,23 - 12,57 -
105h -6,86 - -5,72 1 11,94 - 13,92* -
105i -6,73 - -4,91 i 12,74 - 14,04* -
114a 18,72; 18,76; 18,97 ;19,05b -
114b 18,82; 18,85; 18,98 ;19,09b -
114c 18,88; 18,96; 19,11 ;19,24b -
114d 17,10; 17,14;17,31; 17,54>> -
114e 17,96; 18,05; 18,08; 18,26b -
114f 18,08; 17,89; 17,75b -
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Zwigzek

114h
114i
1141
114n
1140
114r
114s
114t
114u
114v
114w
114x
114z
1141ddU)
124a
1240
124d
124q
124r
124s
125
128
132
138b
138e
138d
1381
139r
139s
140a
1400
140d
140a
140r
140s
142
143
151
152d
1521
153d
1531
154
156b
156d
1561
1561
156k

Przesuniecie chemiczne® 6p

[ppm]

19,84, 19,81, 19,72; 19,59*
18,05; 18,22; 18,43; 18,59
23,30; 23,22; 23,15; 23,12*
19,60; 19,47, 19,16; 19,09
19,62; 19,50; 19,28; 19,10
17,96; 17,81, 17,61; 17,52*
18,26, 18,01; 17,88; 17,66
18,57; 18,49; 18,14; 18,06*
17,56; 17,63; 17,82; 18,14*
17,59; 17,91; 18,19
17,59; 17,70; 17,90; 18,20*
17,54; 17,68; 17,81; 18,12*
17,23; 17,27; 17,39; 17,64*
18,96, 19,12%
4,56; 5,252dt
4,58; 5,322dt
4,96; 5,942dt
5,14; 5,912dt
8,39; 9,032dc
8,32; 8,972dc
123,71, 123,42*
127,23
124,09
17,80; 17,83
16,10; 16,30
15,09; 15,31
15,81; 16,05
-6,36; -6,39
-6,26; -6,29%
-6,00*
-5,80
-5,84t
-5,26'
-0,92*
-0,94*
52,58’
-6,48*
4,16dt
16,62; 16,73“
16,99”
11,89d
12,98d
8,05; 8,642de
15,10;15,44*
13,05; 13,14; 13,34; 13,54“
13,73; 13,76; 14,06; 14,19
13,58; 13,61; 13,98; 14,49
13,08; 13,08; 13,32; 13,52*

lJpH [Hz]

724,2; 725,7
721,4; 722,6
724,2; 723,8
719,8; 720,5
717,1; 717,9
720,5; 719,6

712,5; 713,9

3Jph [Hz]

78; 78
7,8;79
77,78
79:79
8,7; 8,2
7.9; 81

7,3

5,9
55
5,9
5,7
6,4
6,4
58
7,3
7,33; 7,33

16,5
13,7
7.8, 79
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Zwigzek

157b
158b
158i
159b
1591
160
161b
162b
164k

® Przesuniecia chemiczne

Przesuniecie chemiczne® 6p

[ppm]

12,34*
7,80 - 9,57d“ i 13,26 - 14,16
8,02 - 9,94d“ i 12,47 - 13,08
8,08 - 9,07 i 13,94 - 14,92
7,89 - 9,18 12,49 - 13,82
4,31
-2,22 - -7,71 i 16,26 - 17,06
9,08- 10,17*i 11,85- 12,10
11,68; 11,95; 12,19%

IJpH [Hz] 3Jph [Hz]

718,9
746,4

z widm wykonanych w CH2CI2 z rozprzezeniem

heterojgdrowym (wzorzec zewnetrzny: 2% H3PO4 w D20). Dublet. . Tryplet. dt Dublet
trypletéw. * Kwintet, de Dublet kwintetow. “ Multiplet, dm Dublet multipletéw.

124






LITERATURA

(1)

2)

©)

(11)

(12)

(13)

(14)
(15)
(16)

(17)

(18)

VIIl. LITERATURA

Coffin, J. M. Retroviridae: The Viruses and Their Replication; In Fields Virology,
Lippincott-Raven Publishers; Philadelphia, 1996.

Collier, L.; Oxford, J. Wirusologia- podrecznik dla studentéw medycyny,
stomatologii i mikrobiologii.; Wydawnictwo Lekarskie PZWL: Warszawa, 1996.

Piekarowicz, A. Podstawy wirusologii molekularnej; Wydawnictwo Naukowe PWN:
Warszawa, 2004.

Kuratowska, Z. AIDS- nowa choroba.; Wiedza Powszechna: Warszawa, 1987.

Luciw, P. A. Human Immunodeficiency Viruses and Their Replication.; In Fields
Virology; Lippincott-Raven Publishers: Philadelphia, 1996.

Turner, P. C.; McLennan, A. G.; Bates, A. D.; White, M. R. H. Biologia
molekularna- krétkie wyktady. Wydawnictwo Naukowe PWN: Warszawa, 2004.

Tarrago-Litvak, L.; Andreola, M. L.; Fournier, M.; Nevinsky, G. A.; Parissi,
V.; de Soultrait, V. R.; Litvak, S. Current Pharmaceutical Design 2002, 8,
125-133.

Stryer, L. Biochemia; Wydawnictwo Naukowe PWN: Warszawa , 1999.

Lebon, F.; Ledecq, M. Current Medicinal Chemistry 2000, 7, 455-477.

Prevention and Control of Viral Diseases.; In Principles of virology: molecular
biology, pathogenesis, and control.; ASM Press: Washington, 2000.

De Clercq, E. Biochimica et Biophisica Acta 2002, 1587, 258-275.

Cichocki, T.; Litwin, J. A.; Mirecka, J. Kompendium histologii; Wydawnictwo
Uniwersytetu Jagiellonskiego: Krakéw, 1998.

Hirsch, M. S.; Curran, J. Human Immunodeficiency Viruses; In Fields Virology;
Lippincott-Raven Publishers; Philadelphia, 1996.

Coffin, J. M. Science 1995, 267, 483-489.
Mitsuya, H.; Broder, S. Nature 1987, 325, 773-778.
Richman, D. D. Nature 2001, 410, 995-1001.

Kurzyriska-Kokorniak, A.; Jaskoélski, M.; Figlerowicz, M. Biotechnologia
2002, 1, 24-34.

Multiple Facets of human Immunodeficiency Virus Pathogenicity.; In Principles of

virology: molecular biology, pathogenesis, and control.; ASM Press: Washington,
2000.

125






LITERATURA

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

Boryski, J. Aktywnos¢ antywirusowa analogéw nukleozydowych i jej zastosowanie
w celach terapeutycznych.; In Nowe tendencje w biologii molekularnej i inzynierii
genetycznej oraz medycynie.; Barciszewski, J., Lastowski, K., Twardowski, T.,
eds. Poznan, 1996.

Patrick, G. L. Chemia medyczna. Podstawowe zagadnienia.; Wydawnictwa
Naukowo-Techniczne: Warszawa, 2003.

Arts, E. J.; Wainberg, M. A. Antimicrob.Agents Chemother. 1996, 40, 527-
540.

Aquardo, S.; Wedgwood, O.; Yarnold, C.; Cahard, D.; Pathirana, R. N
McGuigan, C.; Galio, R.; De Clercq, E.; Balzarini, J.; Perno, C.-F.
Antimicrob.Agents Chemother. 2000, 44, 173-177.

Balzarini, J.; Aquaro, S.; Hassan-Abdallah, A.; Daluge, S. M.; Perno, C.-F.;
McGuigan, C. FEBS Lett 2004, 573, 38-44.

Perigaud, C.; Aubertin, A.-M.; Benzaria, S.; Pelicano, H.; Girardet, J. L,
Maury, G.; GosseUn, G.; Kirn, A.; Imbach, J.-L. Biochem.Pharmacol 1994,
48, 11-14.

Schinazi, R. F.; Sommadossi, J. P.; Saalmann, V.; Cannon, D. L.; Xie, M.-
Y.; Hart, G. C.; Smith, G. A.; Hahn, E. Antimicrob.Agents Chemother. 1990,
June, 1061-1067.

Parang, K.; Wiebe, L. I.; Knaus, E. E. Current Medicinal Chemistry 2000, 7,
995-1039.

Meier, C.; Habel, L. W.; Balzarini, J.; DeClerq, E. Liebigs Ann.Chem. 1995,
2203-2208.

Palomino, E.; Kessel, D.; Horwitz, J. P. J.Med.Chem. 1989, 32, 622-625.
De Clercq, E. J.Med.Chem. 1995, 38, 2491-2517.

Furman, P. A.; Fyfe, J. A.; St Clair, M. H.; Weinhold, K.; Rideout, J. L,
Freeman, G. A.; Nusinoff Lehrman, S.; Bolognesi, D. P.; Broder, S;

Mitsuya, H.; Barry, D. W. Proc.Natl.Acad.Sci.USA 1986, 83, 8333-8337.

Ho, H. T.; Hitchcock, M. J. M. Antimicrob.Agents Chemother. 1989, 33,
844-849.

Balzarini, J.; Herdewijin, P.; De Clerg, E. J.Biol.Chem. 1989, 264, 6127-
6133.

Johnson, M. A.; Ahluwalia, G.; Connelly, M. C.; Cooney, D. A.; Broder, S.;
Johns, D. G.; Fridland, A. J.Biol.Chem. 1998, 263, 15354-15357.

Good, S. S.; de Miranda, P. Antiviral Chem.Chemother. 1992, 3, 65-77.

Cretton, E. M.; Xie, M. Y.; Bevan, R. J.; Goudgaon, N. M.; Schinazi, R. F.
Molecular Pharmacology 1990, 39, 258-266.

126






LITERATURA

(36) Faraj, A.; Fowler, D. A.; Bridges, E. G.; Sommadossi, J. P.
Antimicrob.Agents Chemother. 1994, 38, 924-930.

(37) Sommadossi, J. P.; Carlisle, R.; Zhou, Z. Molecular Pharmacology 1989, 36,
9-14.

(38) Nickel, W.; Austermann, S.; Biatek, G.; Grosse, F. J.Biol.Chem. 1992, 267,
848-854.

(39) Harrington, J. A.; Reardon, J. E.; Spector, T. Antimicrob.Agents Chemother.
1993, 918-920.

(40) Copeland, W. C.; Chen, M. S.; Wang, T. S. F. J.Biol.Chem. 1992, 267,
21459-21464.

(41) Bridges, E. G.; Faraj, A.; Sommadossi, J. P. Biochem.Pharmacol. 1993, 45,
1571-1576.

(42) Byrnes, J. J.; Downey, K. M.; Que, B. G.; Lee, M. Y. W.; Black, V. L.; So, A.
G. Biochemistry 1977, 16, 3740-3745.

(43) Yan, J. P.; llsley, D. D.; Frohlick, C.; Steet, R.; Hall, E. T.; Kuchta, R. D;
Malancon, P. J.Biol.Chem. 1995, 270, 22836-22841.

(44) Hall, E. T.; Yan, J. P.; Malancon, P.; Kuchta, R. D. J.Biol.Chem. 1994, 2609,
14355-14358.

(45) Gogu, S.; Matter, J. S.; Agrawal, K. C.; . Biochem.Pharmacol. 1992, 44,
1009-1012.

(46) De Clercq, E. Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids 2004, 23, 457-470.
(47) De Clercq, E. Antiviral Res. 2005, 38, 153-179.

(48) de Jong, M. D.; Boucher, Ch. A. B.; Galasso, G. J.; Hirsch, M. S.; Kern, E.
R.; Lange, J. M. A.; Richman, D. D. Antiviral Res. 1995, 29, 5-29.

(49) Vandamme, A.-M.; Van Vaerenberg, K.; DeClerq, E. Antiviral
Chem.Chemother. 1998, 9, 187-203.

(50) Valazquez, S.; Alvarez, R.; San-Felix, A.; Jimeno, M. L.; DeClerq, E.;
Balzarini, J.; Camarasa, M. J. J.Med.Chem. 1995, 38, 1641-1649.

(51) Velazquez, S.; Tunon, V.; Jimeno, M. L.; Chcimorro, C.; De Clerq, E.;
Balzarini, J.; Camarasa, M. J. J.Med.Chem. 1999, 42, 5188-5196.

(52) Pontikis, R.; Dolle, V.; GuiUaumel, J.; Dechaux, E.; Note, R.; Nguyen, Ch.
H., Legraverend, M.; Bisagni, E.; Aubertin, A.-M.; Grierson, D. S,;
Monneret, C. J.Med.Chem. 2000, 43, 1927-1939.

(53) Matsumoto, H.; Hamawaki, T.; Ota, H.; Kimura, T.; Goto, T.; Sano, K,
Hayashi, Y.; Kiso, Y. Bioorg.Med.Chem.Lett 2000, 10, 1227-1231.

(54) Matsumoto, H.; Kimura, T.; Hamawaki, T.; Kumagai, A.; Goto, T.; Sano, K;;
Hayashi, Y.; Kiso, Y. Bioorg.Med.Chem. 2001, 9, 1589-1600.

127






LITERATURA

(55)

(56)

(57)

(58)
(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)

(74)

Meier, C. Synlett 1998, 233-242.

Groschel, B.; Hover, G.; Doerr, H. W.; Cinatl, J. Jr. Nucleosides, Nucleotides
& Nucleic Acids 2001, 20, 487-492.

Cinatl, J. Jr.; Groschel, B.; Zehner, R.; Cinatl, J.; Gosselin, G.; Imbach, J.-
L.; Doerr, H. W. Antiviral Chem.Chemother. 1997, 8, 343-352.

Jones, R. J.; Bischofberger, N. Antiviral Res. 1995, 27, 1-17.
Woagner, C. R.; lyer, V. V.; Mcintee, E. J. Med.Res.Rev. 2000, 20, 417-451.

Kumar, R.; Wang, L.; Wiebe, L. J.; Knaus, E. E. Nucleosides & Nucleotides
1996, 15, 265-286.

Wang, L.; Morin, K. W.; Kumar, R.; Cheraghali, M.; Todd, K. G.; Baker, G.
B.; Knaus, E. E.; Wiebe, L. 1. J.Med.Chem. 1996, 39, 826-833.

Bodor, N.; Farag, H. H.; Brewster 111, M. E. Science 1981, 214, 1370-1372.

Aggarwal, S. K.; Gogu, S. R.; Rangan, S. R.; Agrawal, K. C. J.Med.Chem.
1990, 33, 1505-1510.

Devadas, B.; Kishore, N. S.; Adams, S. P.; Gordon, J. L
Bioorg.Med.Chem.Lett. 1993, 3, 779-785.

Langner, C. A.; Lodge, J. K,; Travis, S. J.; Caldwell, J. E.; Lu, T.; Li, Q.;
Bryant, M. L.; Devadas, B.; Gokel, G. W.; Kobayashi, G. S.; Gordon, J. L
J.Biol.Chem. 1992, 267, 17159-17169.

Parang, K.; Wiebe, L. 1; Knaus, E. E. Antiviral Chem.Chemother. 1998, 9,
311-323.

McGuigan, C.; Nicholls, S. R.; O'Connor, T. J.; Kinchington, D. Antiviral
Chem.Chemother. 1990, 1, 25-33.

McGuigan, C.; O'Connor, T. J.; Nicholls, S. R.; Nickson, C.; Kinchington, D.
Antiviral Chem.Chemother. 1990, J, 355-360.

McGuigan, C.; Pathirana, R. N.; Mahmood, N.; Devine, K. G.; Hay, A. J.
Antiviral Res. 1992, 17,311-321.

Meier, Ch.; De Clercq, E.; Balzarini, J. Eur.J.Org.Chem. 1998, 837-846.

Meier, Ch.; Lorey, M.; De Clercq, E.; Balzarini, J. J.Med.Chem. 1998, 41,
1417-1427.

Meier, Ch.; Ruppel, M. F.; Vukadinovic, D.; Balzarini, J. Nucleosides,
Nucleotides & Nucleic Acids 2004, 23, 89-115.

Schultz, C. Bioorg.Med.Chem. 2003, 11, 885-898.

Farquhar, D.; Khan, S.; Srivastva, D. N.; Saunders, P. P. J.Med.Chem.
1994, 337, 3902-39009.

128






LITERATURA

(75)

(76)

(77)

(78)

(79)

(80)

(81)

(82)

(83)

(84)

(85)

(86)

(87)

(88)

(89)

(90)

(91)

Thomson, W.; Nicholls, D.; Irwin, W. J.; Al-Mushadani, J. S.; Freeman, S.;
Karpas, A.; Petrik, J.; Mahmood, N.; Hay, A. J. J.Chem.Soc.Perkin Trans. !
1993, 1239-1245.

Routledge, A.; Walker, 1.; Freeman, S.; Hay, A.; Mahmood, N. Nucleosides &
Nucleotides 1995, 14, 1545-1558.

Lefebvre, 1.; Perigaud, Ch.; Pompon, A.; Aubertin, A.-M.; Girardet, J. L
Kirn, A.; Gosselin, G.; Imbach, J.-L. J.Med.Chem. 1995, 38, 3950.

Tan, X.; Boudinot, F. D.; Chu, C. K.; Egron, D.; Perigaud, C.; Gosselin, G.;
Imbach, J.-L. Antiviral Chem.Chemother. 2000, 11, 203-212.

Saboulard, D.; Naesens, L.; Cahard, D.; Salgado, A.; Pathirana, R. N.;
Velazquez, S.; McGuigan, C.; De Clercq, E.; Balzarini, J. Molecular
Pharmacology 1999, 56, 693-704.

McGuigan, C.; Cahard, D.; Sheeka, H. M.; DeClerq, E.; Balzarini, J.
J.Med.Chem. 1996, 39, 1748-1753.

Siddiqui, A.; McGuigan, C.; Ballatore, C.; Srinivasan, S.; De Clercq, E.;
Balzarini, J. Bioorg.Med.Chem.Lett. 2000, 10, 381-384.

Egron, D.; Imbach, J.-L.; Gosselin, G.; Aubertin, A.-M.; Perigaud, C.
J.Med.Chem. 2003, 46, 4564-4571.

Peyrottes, S.; Egron, D.; Gosselin, G.; Imbach, J.-L.; Perigaud, C. Mini-
Reviews in Med.Chem. 2004, 4, 395-408.

Molema, G.; Jansen, R. W.; Pauwels, R.; De Clercq, E.; Meijer, D. K. F.
Biochem.Pharmacol. 1990, 40, 2603-2610.

Wagner, C. R.; Mcintee, E. J.; Schinazi, R. F.; Abraham, T. W.
Bioorg.Med.Chem. 1995, 5, 1819-1824.

Chang, S.; Griesgraber, G. W.; Southern, P. J.; Wagner, C. R. J.Med.Chem.
2001, 44, 223-231.

Skoblov, Y.; Karpenko, 1.; Shirokova, E.; Popov, K.; Andronova, V.; Galegov,
G.; Kukhanova, M. Antiviral Res. 2004, 63, 107-113.

Krayevsl<y, A. A.; Tarussova, N. B.; Zhu, Q.; Vidal, P.; Chou, T.; Baron, P;
Polsky, B.; Jiang, X.; Matulic-Adamic, J.; Rosenberg, 1.; Watanabe, A.
Nucleosides&Nucleotides 1992, 11, 177-196.

Tarussova, N. B.; Kukhanova, M. K.; Krayevsky, A. A.; Karamov, E. K;;
Lukashov, V. V.; Kornilayeva, C. B.; Rodina, M. A.; Galegov, G. A.
Nucleosides & Nucleotides 1991, 10, 351-354.

Gosselin, G.; Perigaud, C.; Lefebvre, 1.; Pompon, A.; Aubertin, A.-M.; Kirn,
A.; Szabo, T.; Stawinski, J.; Imbach, J.-L. Antiviral Res. 1993, 22, 143-153.

Boal, J. H.; lyer, R. P.; Egan, W. Nucleosides & Nucleotides 1993, 12, 1075-
1084.

129






LITERATURA

(92) Pokrovsky, A. G.; Pronayeva, T. R.; Fedyuk, N. V.; Shirokova, E. A,
Khandaizhynskaya, A. L.; Tarussova, N. B.; Karpenko, I. L.; Krayevsky, A. A.
Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids 2001, 20, 767-769.

(93) McGuigan, C.; Bellevergue, P.; Jones, B. C. N. M.; Mahmood, N.; Hay, A. J.;
Petrik, J.; Karpas, A. Antiviral Chem.Chemother. 1994, 5, 271-277.

(94) Habel, L. W.; Meier, Ch. Nucleosides&Nucleotides 1997, 16, 1311-1314.
(95) Meier, Ch. Angew.Chem.Int.Ed.Engl. 1993, 32, 1704-1706.

(96) Meier, C.; Habel, L. W.; Balzarini, J.; DeClerq, E. Liebigs Ann.Chem. 1995,
2195-2202.

(97) Meier, C.; Habel, L.; Laux, W.; De Clerq, E.; Balzarini, J.
Nucleosides&Nucleotides 1995, 14, 759-762.

(98) Rosenberg, E. S.; Altfeld, M.; Poon, S. H.; Philiphs, M. N.; Wilkes, B. M,;
Eldrige, R. L.; Robbins, G. K.; D'Aqulla, R. T.; Goulder, P. J. R.; Walker, B.
D. Nature 2000, 407, 523-526.

(99) Barouch, D. H. e. a. Science 2000, 290, 486-492.

(100) Szymczak, M.; Szymanska, A.; Stawinski, J.; Boryski, J.; Kraszewski, A.
Organic Letters 2003, 5, 3571-3573.

(101) Kaboudin, B. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 3169-3171.

(102) Firouzabadi, H.; Iranpoor, N.; Sobhani, S.; Sardarian, A.-R. Tetrahedron
Lett. 2001, 42, 4369-4371.

(103) Meier, C.; Laux, W. G. H.; Bats, J. W. Liebigs Ann.Chem. 1995, 1963-1979.
(104) Meier, C.; Laux, W. Tetrahedron Asymmetry 1995, 6, 1089-1092.

(105) Patel, D. V.; Rielly-Gauvin, K.; Ryono, D. E. Tetrahedron Lett. 1990, 31,
5587-5590.

(106) Stowasser, B.; Budt, K.-H.; Jian-Qi, L.; Peyman, A.; Ruppert, D.
Tetrahedron Lett. 1992, 33, 6625-6628.

(107) Thottathil, J. Developments in the preparation and use of silicon- containing
organophosphorus compounds.; In Handbook of organophosphorus chemistry.;
Engel, R., ed. Marcel Dekker,Inc.: New York, 1992.

(108) Pudovik, A. N.; Konovalova, 1. V. Synthesis 1979, 81-96.

(109) Azizi, N.; Saidi, M. R. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 7933-7935.

(110) Sankaraman, S.; Nesakumar, J. E. Eur.J.Org.Chem. 2000, 2003-2011.

(111) Wiemer, D. F. Tetrahedron. 1997, 53, 16609-16644.

(112) Cieslak, J.; Szymczak, M.; Wenska, M.; Stawinsld, J.; Kraszewski, A.
J.Amer.Chem.Soc.,Perkin Trans.1 1999, 1,3327-3331.

130






LITERATURA

(113) Kers, A.; Kers, |.; Stawinski, J.; Sobkowski, M.; Kraszewski, A. Tetrahedron.
1996, 52, 9931-9944.

(114) Pamies, O.; Backwall, J.-E. J.Org.Chem. 2003, 68, 4815-4818.
(115) Jones, R. A. Y. Fizyczna chemia organiczna; PWN; W-wa, 1988.

(116) Fuji, T.; Nisbida, H.; Abiru, Y.; Yamamoto, M.; Kise, M. Chem.Pharm.Bull.
1995, 43, 1872-1877.

(117) King, J. F.; Hillbouse, J. H.; Skonieczny, S. Can.J.Chem. 1984, 62, 1977-
1995.

(118) Perrin, D. D. Dissociation constants of organie bases in agueous solution.;
Butterworths: London, 1965.

(119) Kers, A.; Stawinski, J.; Dembkowski, L.; Kraszewski, A. Heteroatom Chem.
1999, 10, 492-499.

(120) Kortum, G.; Vogel, W.; Andrussow, K. Dissociation constants of organic acids in
aqueous solution.; Butterworths: London, 1961.

(121) Epstein, J.; Plapinger, R. E.; Micbel, H. O.; Cable, J. R.; Stepbani, R. A;;
Hester, R. J.; Billington, J.; List, G. R. J.Amer.Chem.Soc. 1964, 86, 3075-
3084.

(122) Smith, S. C.; Khaledi, M. G. Anal.Chem. 1993, 65, 193-198.

(123) Cieslak, J.; Jankowska, J.; Sobkowski, M.; Wenska, M.; Stawinski, J.;
Kraszewski, A. J.Chem.Soc.Perkin Trans.1 2002, 31-37.

(124) Westheimer, F. H. Acc.Chem.Res. 1968, 1, 70-78.

(125) Kinas, R. W.; Okruszek, A.; Stec, W. J. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 7875-
7879.

(126) Marque, S.; Tordo, P. Top Curr Chem 2005, 250, 43-76.

(127) Chanon, M.; Tobe, M. L. Angew.Chem.Int.Ed.Engl. 1982, 21, 1-86.
(128) Tole, Ph.; Lim, C. J.Phys.Chem. 1993, 97, 6212-6219.

(129) Lim, C.; Tole, Ph. J.Phys.Chem. 1992, 96, 5217-5219.

(130) Kaim, L. E.; Gaultier, L.; Grimaud, L.; Dos Santos, A. Synlett 2005, 2335-
2336.

(131) Brook, A. G. J.Amer.Chem.Soc. 1958, 80, 1886-1889.

(132) Rim, S.; Audus, K. L.; Borchardt, R. T. International Journal of
Pharmaceutics 1986, 32, 79-84.

(133) Kucera, G. L.; Goff, C. L.; lyer, N.; Morris-Natschke, S.; Ishaq, K. S.;

Wyrick, S. D.; Fleming, R. A.; Kucera, L. S. Antiviral Res. 2001, 50, 129-
137.

131






LITERATURA

(134)

(135)

(136)

(137)

(138)

(139)
(140)

(141)

(142)
(143)

(144)

Piantadosi, C.; Marasco, C. J. Jr.; Maorris-Natschke, S. L.; Meyer, K. L;;
Gumus, F.; Surles, J. R,; Ishaq, K. S.; Kucera, L. S.; lyer, N.; Wallen, C. A;;
Piantadosi, S.; Modest, E. J. J.Med.Chem. 1991, 34, 1408-1414.

Zhu, J.; Fu, H.; Jiang, Y.; Zhao, Y. Synlett 2005, 1927-1929.

Bielanski, A. Podstawy chemii nieorganicznej.; Wydawnictwo Naukowe PWN: W-
wa, 1994.

Efimov, V. A.; Reverdatto, S. V.; Chakhmakhcheva, O. G. Nucl.Acids Res.
1982, 10, 6675-6694.

Efimov, V. A.; Chakhmakhcheva, O. G.; Ovchinnikov, Y. A. Nucl.Acids Res.
1985, 13, 3651-3666.

Engels, J. W.; Schlaeger, E.-J. J.Med.Chem. 1977, 20, 907-911.
Menger, F. M.; Ladika, M. J.Amer.Chem.Soc. 1987, 109, 3145-3146.

Sommadossi, J. P.; Carlisle, R.; Schinazi, R. F.; Zhou, Z. Antimicrob.Agents
Chemother. 1998, 32, 997-1001.

Li, Y.-F.; Hammerschmidt, F. Tetrahedron Asymmetry 1993, 4, 109-120.
Czernecki, S.; Valery, J.-M. Synthesis 1991, 239-240.

Stawinski, J.; Thelin, M. Nucleosides & Nucleotides 1990, 9, 129-135.

132






SUPLEMENT






Aktywnos$¢ antywirusowa i cytotoksycznos¢ niektorych zwigzkow

opisanych w rozprawie ,,Synteza i wybrane witasciwosci

a-hydroksyfosfonianéw nukleozyddw i ich analogéw, potencjalnych

prolekéw antywirusowych** wyznaczone przez grupe prof. P. La Colla

Zwigzek

AZT
on

114a
114b
114c
114d
114e
114i
114s
114x

114(ddUl

140a
1400
140d
140a

139s

156b
156d
156i
1561
156k

105a
105b
I0Sc
105c¢c
105e
105f
105¢g
I0Sh

z Uniwersytetu w Cagliari (Monserrato, Wtochy)

CCso

MT-4

50
55

49
51
42
32
50
>100
27
67
>100

45
42
38
39

24

>100
>100
>100
>100
>100

24
28
32
24
67
>100
>100
>100

1

wtiiiB

0,01

0,06

0,06
0,04
0,05
0,04
0,05
0,03
0,01
0,04
>20

0,01

0,01

0,01
0,009

0,01

0,1
0,4
0,1
0,1
0,1

1.4
2
0,6
0,04
0,04
>20
>100
0,08

WHiIIRF

0,02
0,02

0,04
0,05
0,2
0,04
0,09
0,04

>20

0,1
0,4
0,2
0,2
0,3

1,7
2,7
0,7
0,04
>20

0,1

j

EFVR

0,01
0,004

0,04
0,01
0,2
0,01
0,03
0,01
0,004
0,01
>20

0,005
0,004
0,007
0,003

0,007

0,03
0,1
0,04
0,03
0,06

0.8
14
0,3
0,02
0,01
>20
>100
0,07

Y181C

0,02

0,06

0,06
0,01
0,3
0,01
0,08
0,01
0,01
0,04
>20

0,01

0,01

0,01
0,004

0,004

0,04
0,09
0,04
0,05
0,09

1
1,7
0,3

0,04
0,04
>20
>100
0,07

AZTR

0,2

0,9

14
0,2
1,9
0,2
0,5
0,2

>20

0,6
14
0,5
0,8
0,2

>20
>20

0,3
>20

>20

Sl

CC50/EC50

WwitlliB

5000
917

817
1275
840
800
1000
>3333
2700
1675
<5

4500
4200
3800
4333

2400

>1000
>250
>1000
>1000
>1000

17
14
53
600
1675
<5
<1
>1250






Zwigzek

105i

159b
159i

123b
123n
1230
1230
123a

1261

wtiiiB i wtiliRF - dzikie szczepy wirusa HIV-1

MT-4

>100

>100
>100

39
>100
>100
>100
>100

37

witliB

0,08

0,5
0,4

>39
>100
>100

>20
>100

>20

WIHIRF

0,1

0,2
1,6

>20

>20

EC50

EFVR

0,07

0,5
0,4

>39
>100
>100

>20
>100

>20

Sl
CC50/EC50

Y181C AZTR WilllE

0,07 >20 >1250

0,8 1,2 >200

0,5 14 >250
>39 — <1
>100 — <1
>100 — <1
>20 >20 <5
>100 <1
>20 >20 <1,8

EFVR, Y181C, AZTR - lekooporne szczepy wirusa HIV-1
CC50 i ECso oznaczone zostaty metodg MTT






Skiad komoérkowego medium hodowlanego RPMI-1640
(wg Gibco™ celi culture)

Zwigzek

Ca(N03)2 + 4 H20

KCI

MgS04

NaCl

Na2HPO04

D-glukoza

Glutation

Fenol

L-Arginina HCI
L-Asparagina

Kwas L-asparaginowy
L-Cystyna 2 HCI
Kwas L-glutaminowy
L-Glutamina
Glicyna

L-Histydyna
L-Hydroksyprolina
L-lzoleucyora
L-Lizyna HCI

mg/l
100
400
48,84
6000
800
2000
1

5
241,86
50

65,15
20
300
10

15

20

50

Zwigzek

L-metionina
L-Fenyloalanina
L-Prolina

L-Seryna

L-Treonina
L-Tryptofan
L-T5Tozyna

L-Walina

D-Biot5ma
D-Pantotenian wapnia
Chlorek choliny

Kwas fohowy

Inozytol

Nikotynamid

Kwas p-aminobenzoesowy
Pirydoksal HCI
Ryboflawina

Tiamina HCI
Witamina B12

mg/I
15
15
20
30
20

28,94
20

0,2
0,25

0,2

0,005









