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VV DOROBEK PUBLIKACYJNY:

27 prac (w tym 21 prac w czasopismach z listy Journal Citation Reports)
a/ prace przed doktoratem — 5
b/ prace po doktoracie, sktadajace sig na cykl habilitacyjny — 12
¢/ pozostate prace po doktoracie — 10

« sumaryczny Impact Factor prac (wg roku opublikowania) — 54.651
« sumaryczny Impact Factor prac cyklu habilitacyjnego (wg roku opublikowania) — 39.635
« calkowita ilo$¢ cytowan prac — 325; ilo§¢ cytowan bez autocytowan — 289;

indeks Hirscha — 9 (dane z 1.10.2013)

CykKl habilitacyjny obejmuje 12 wybranych prac opublikowanych w czasopismach z listy JCR
po doktoracie, oznaczonych symbolami [H1]-[H12].

Zatacznik 8 zawiera zestawienie udziatow procentowych (moich i pozostatych wspotautorow)
we wszystkich pracach cyklu habilitacyjnego, przygotowane na podstawie ustalen gtownych
autorow 1 o§wiadczen wspotautorow.

Zatacznik 8 zawiera takze oswiadczenia wspotautorow prac.
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VIl OMOWIENIE NAJWAZNIEJSZYCH OSIAGNIEC ZAWARTYCH W PRACACH
PRZEDSTAWIONYCH DO HABILITACIJI

,»Synteza wybranych analogéw nukleozydowych wykazujacych czynnos¢
biologiczng”

1. TRICYKLICZNE ANALOGI ACYKLOWIRU, GANCYKLOWIRU ORAZ A-5021

1.1. WPROWADZENIE — PRACA [A5]

Najwazniejszym praktycznym zastosowaniem modyfikowanych nukleozydow jest
wykorzystanie ich w chemioterapii. Wsérdd nukleozydowych $rodkow przeciwwirusowych
szczegbdlne miejsce zajmuje acyklowir tj. 9-[(2-hydroksyetoksy)metylo]guanina (ACV, 1),
analog guanozyny, w czasteczce ktorego rybozg zastapiono acyklicznym pseudocukrem. Silna
aktywnos¢ tego zwiazku przeciwko wirusom z rodziny Herpesviridae, jak tez mechanizm
jego dziatania, odkryte zostaty przez G.Elion 1 jej wspotpracownikéw pod koniec lat 70.
ubieglego wieku.™? Acyklowir wyroznia si¢ wyjatkowa selektywnoscia, ktéra zawdzigcza
temu, ze nie stanowi substratu dla komorkowej kinazy, a moze by¢ jedynie specyficznie
fosforylowany w zainfekowanych komorkach przez kinaze tymidynowa (TK) herpeswirusoéw.
Powstajacy monofosforan jest nastepnie przeprowadzany przez enzymy komorkowe w forme

trifosforanowa, ktoéra w sposob kompetycyjny wobec trifosforanu 2’-deoksyguanozyny
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oddziatuje z kolejnym wirusowym enzymem, polimeraza DNA, majac do niej wigksze
powinowactwo niz do komoérkowych polimeraz. Wilaczenie ACV do DNA herpeswirusa
powoduje zatrzymanie syntezy lancucha. Acyklowir (jako lek znany pod nazwa Zovirax®),
podobnie jak jego doustny prolek, ester L-walinowy (walacyklowir, Zelitrex®, Valtrex®),
stosowane sa przeciwko infekcjom wywoltywanym przez wirusy Herpes Simplex typ 1 i 2
(HSV-1 i HSV-2) oraz Varicella-Zoster (VZV).>* Strukturalnie pokrewny w stosunku do
acyklowiru jest gancyklowir, 9-[(1,3-dihydroksy-2-propoksy)metylo]guanina (GCV, DHPG,
2). Pomimo swojej wysokiej aktywnosci przeciwko HSV-1, HSV-2 i VZV, z powodu
obserwowanych niepozadanych efektéow ubocznych, gancyklowir (Cymevene®, Cytovene®) i
jego prolek (walgancyklowir, Valcyte™) stosowane sa jedynie w przypadkach zakazen

wirusem cytomagalii (HCMV) u 0s6b o obnizonej wydolnosci ukladu odpornosciowego.”™
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Poczatkowe proby modyfikacji zasady heterocyklicznej acyklowiru sugerowaty, ze
enzymy wirusowe tego typu zmian nie toleruja.>® Wiaczajac si¢ do tych badan, w kierowane;
przez prof. dr hab. Bozenn¢ Golankiewicz Pracowni Chemii Nukleozydow Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN przeprowadzono na przetomie lat 80. i 90. synteze kilku N-podsta-
wionych analogow acyklowiru, ktére poddane zostaly nastgpnie testom w Laboratorium
Wirusologii i Chemioterapii Katedry Mikrobiologii i Immunologii, Katholieke Universiteit
Leuven w Belgii (prof. Erik De Clercq). Wyniki testow pokazaty, ze zablokowanie grupa
metylowa odpowiednich atoméw azotu w czasteczce ACV pozwala na modulowanie jego
wlasciwos$ci. Usytuowanie podstawnika metylowego w potozeniu N1 prowadzi do zwiazku
wykazujacego znaczaca czynno$¢ przeciwko herpeswirusom, podczas gdy podstawienie
grupy egzoaminowej (C2-NH,) praktycznie pozbawia acyklowir aktywnosci.” Stwierdzono
ponadto, ze catkowicie nieaktywne sa takze otrzymane przeze mnie dwa zwiazki, 3-metylo-
acyklowir (3) i zawierajaca 3-metyloacyklowir jako element strukturalny acyklowyozyna (4).
Synteza oraz aktywnos$¢ zwiazkow 3 i 4 przedstawione zostaty w pracy [A3], a w niniejszym
autoreferacie wspominam o nich w rozdziale nt. dorobku przed doktoratem, str. 36. Uzyskane
w testach przeciwwirusowych dane pozwolity na uszeregowanie poszczegolnych centrow

azotowych acyklowiru pod katem ich znaczenia dla aktywnosci: N3 > N*> N7 > N1.



Jednocze$nie wykazano, ze przeksztalcenie 1 i 2 w tricykliczne zwiazki, pochodne
3,9-dihydro-9-okso-5H-imidazo[1,2-a]puryny (1,N?-etenoacyklowir, TACV, 5 oraz 1,N?-
etenogancyklowir, TGCV, 6), powoduje od 100- do ponad 1000-krotne obnizenie aktywnoS$ci
przeciwko HSV-1, HSV-2, VZV i HCMV.2 Z kolei wprowadzenie dodatkowego podstawnika
metylowego w potozeniu 6 w dobudowanym pierscieniu poteguje aktywnos¢ w stosunku do
TACV i TGCV: 6-Me-TACV (7) wykazywat aktywnos$¢ od 10- do 100-krotnie nizsza od
ACV (w zaleznosci od szczepu wirusa i rodzaju komorek), a 6-Me-TGCV (8) byt jedynie ok.
10 razy mniej aktywny od GCV."®
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Biorac powyzsze pod uwagg, zaprojektowalismy seri¢ tricyklicznych analogow ACV i
GCV, na ktéra skladato si¢ 7 zwiazkoéw zawierajacych w potozeniu 6 podstawnik inny niz
metylowy, jeden zwiazek 2,6-dipodstawiony i jeden zwiazek 7-podstawiony. Przeprowadzona
w pelni przeze mnie ich synteza, a takze wyniki wykonanych w laboratorium prof. E.De
Clercq’a testow biologicznych, zostaty przedstawione w 1994 r. w publikacji [A5]. Praca ta
nie moze by¢ uwzgledniona w cyklu habilitacyjnym ze wzgledu na fakt, ze zawarty w niej
materiat znalazt si¢ w rozprawie doktorskiej. Chcialbym jednak podkresli¢, Zze stanowila ona
punkt zwrotny na mojej drodze naukowej, gdyz zapoczatkowata dla mnie nowa tematyke
badawcza. Efektem realizacji tej tematyki jest kolejnych 11 prac, z ktorych 7 (prace [H1]-

[H7]) stanowi rdzen zgloszonego i omowionego ponizej cyklu habilitacyjnego.

Zwiazki 9-17 otrzymalem w wyniku reakcji acyklowiru, gancyklowiru lub 8-bromo-
acyklowiru z odpowiednimi bromoketonami w obecnosci wodorku sodu, wedtug opracowane;j
wezeéniej metody dla reakcji z bromoacetonem.” W syntezie 7-podstawionego izomeru 6-Me-
TACV (zwiazek 7-Me-TACV, 14), osiagnatem 3-krotnie wyzsza wydajnos¢ kondensacji
ACV z a-bromopropionaldehydem, w zestawieniu z opisana analogiczng reakcja, w ktorej
Substratem byla guanozyna.9 Stalo si¢ to mozliwe dzigki czystosci ww. reagenta, uzyskanego
przeze mnie w reakcji bromowania aldehydu propionowego kompleksem brom-dioksan.
Zsyntetyzowane zwiazki przygotowalem w postaci analitycznie czystej, z przeznaczeniem do

testow biologicznych.
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Badania przeprowadzone w Leuven potwierdzily, ze podstawienie w utworzonym
trzecim pierscieniu potgguje aktywno$¢ przeciwko herpeswirusom zwiazkow TACV 1 TGCV.
Efekt ten jest zalezny od: a/ potozenia i typu podstawnika; b/ szczepu wirusowego; ¢/ rodzaju
pseudocukru w potozeniu 3. I tak, w przypadku zwiazkow z podstawnikiem metylowym, 6-
Me-TACV (7) zasadniczo wykazuje zblizona lub wyzsza aktywnos¢ w stosunku do 7-Me-
TACV (14), a jedynie wzglgdem jednego szczepu 7-Me-TACV jest wyraznie aktywniejszy.
Wprowadzenie w potozeniu 2 podstawnika bromowego (zwiazek 13) redukuje aktywnos¢ 6-
Me-TACV o 1 lub 2 rzedy wielkosci. Zastapienie podstawnika 6-metylowego grupa tert-
butylowa powoduje obnizenie aktywnosci wzgledem HSV-1 i HSV-2 oraz wzrost aktywnosci
wzgledem VZV dla pary 6-Me-TACV (7) i 6-tBu-TACV (9). W przypadku analogow GCV
(8 1 15), 6-podstawnik metylowy jest dla czynnosci przeciwwirusowej korzystniejszy niz tert-

butylowy wzgledem kazdego z testowanych szczepow.

Najwigkszy wzrost aktywnosci wzglegdem HSV-1, HSV-2 i VZV spowodowato
podstawienie pozycji 6 grupa fenylowa. Wyznaczone w pg/mL warto$ci minimalnego
stezenia inhibitorowego (MIC) dla 6-Ph-TACV (10) sa w przypadku 6 z 8 uzytych szczepow
tylko 3-20 razy stabsze od wartosci dla macierzystego ACV, podczas gdy 6-Ph-TGCV (16)
praktycznie dorownuje aktywnoscia GCV. Zwiazki 10 i 16 sa ponadto fluoryzujace, a
okreslona przeze mnie na podstawie wykonanych widm wydajno$¢ kwantowa ich
fluorescencji w H,O (wzgledem 2-aminopuryny jako wzorca) wynosi 8-12 %. Powyzsza
wlasciwo$¢ pozwalataby, w razie zastosowania 6-fenylowych zwiazkéw w eksperymentach in
Vivo, na monitorowanie ich (lub ich metabolitow) przy niskich st¢zeniach w tkankach i

ptynach ustrojowych.



1.2. PRACE [H1]-[H7]

Sposrod tricyklicznych analogdw acyklowiru i gancyklowiru z poczatkowych serii, 6-
Ph-TACV (10) i 6-Ph-TGCV (16) okazaty si¢ najbardziej obiecujace ze wzgledu na korzystna
kombinacje ich znaczacej aktywnosci przeciwko herpeswirusom i fluorescencji. Wybralismy
je zatem jako zwiazki liderowe w syntezie dalszych analogow, pod katem badania wplywu
modyfikacji strukturalnych na wiasciwosci biologiczne i fizykochemiczne. Celem tych badan

bylo znalezienie zwiazkow potencjalnie przydatnych w terapii lub diagnostyce.

Przygotowali$my i skierowaliSmy do badan przeciwwirusowych w Leuven (prof. E.De
Clercq) serig 22 zwiazkow, ktora zawierata 16 nowych, nie opisanych do tej pory pochodnych
(praca [H1]). Na te liczbe sktadato si¢ 10 zwiazkow zsyntetyzowanych przeze mnie, w tym 9
nowych. Pochodne, ktore otrzymatem to analogi 6-Ph-TACV (10), podstawione w réznych
potozeniach pierscienia fenylowego (zwiazki 18-23), zawierajace grupg 6-naftylowa (24, 25)
oraz N5,6- lub 6,7-dipodstawione (26, 27). Ich synteza (z wyjatkiem zwiazku 26) polegata na
reakcji alkilowania-kondensacji acyklowiru z 2-bromoketonami w obecno$ci wodorku sodu.
Mozna zatozy¢, ze deprotonacja 9-podstawione] guaniny skutkuje delokalizacja powstatego
fadunku ujemnego, tym samym uaktywniajac dwa centra nukleofilowe czasteczki, N1 1 0°.
Standardowo, atom C2 bromoketonu podstawia si¢ w potozeniu N1 guaniny, po czym
nastgpuje zamknigcie pierscienia z udziatem jej grupy egzoaminowej oraz drugiego centrum
elektrofilowego bromoketonu. Mozliwy jest takze inny mechanizm, co ilustruje wynik reakcji
acyklowiru z 2-bromopropiofenonem. Obok spodziewanego produktu tricyklicznego 27
otrzymatem w niej produkt uboczny O°-podstawiony: w pracy [H1] zidentyfikowany mylnie
jako N1-podstawiony, co skorygowano w publikacji [H3] (Schemat I, str.13). Zwiazek 26
otrzymatem na drodze benzylowania 10 (praca [H7]). Czystos¢ zwiazkow 18-27 (praca [H1]),
podobnie jak wszystkich innych tricyklicznych pochodnych przekazywanych przeze mnie do
badan biologicznych (publikacje [A3], [A5], [H2]-[H5]) zostata potwierdzona przy pomocy

spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) oraz analizy elementarne;.

Fluoryzujacy zwiazek 6-(4-MeOPh)-TACV (18), rozniacy si¢ od 6-Ph-TACV (10)
obecnoscia podstawnika metoksylowego w polozeniu 4 grupy fenylowej, okazat si¢ bardziej
aktywny wobec HSV-1 i HSV-2 niz 6-Ph-TACV. Warto$¢ MIC zwiazku 18, jesli podana w
ug/mL, jest porownywalna z ta dla macierzystego acyklowiru. Po przeliczeniu na uM jest
nawet wobec wigkszosci szczepow 2-7 razy lepsza niz w przypadku acyklowiru. Takie same,

bardzo korzystne wyniki uzyskano dla zwiazku dipodstawionego, 6-Phe-7-Me-TACV (27).
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Analogi zwiazku 18, zawierajace podstawnik metoksylowy usytuowany w potozeniu 2 lub 3
pierscienia fenylowego (19, 20), jak tez zawierajace dwa takie podstawniki (21, 22), okazaty
si¢ zdecydowanie mniej aktywne i bardziej cytotoksyczne. Podobny spadek aktywnosci i
selektywnos$ci dziatania stwierdzono dla zwiazku zawierajacego w pierscieniu fenylowym
grupe 4-nitrowa (23). Kluczowa dla aktywnosci jest dostepnos¢ centrum azotowego NS5, jego
zablokowanie (zwiazek 26) powoduje zniwelowanie czynnosci przeciwwirusowej 6-Ph-
TACV. Najbardziej fluoryzujacymi z badanej serii byty stabo aktywny analog 6-naftylowy
(24) i jego pochodna posiadajaca zablokowana grupe hydroksylowa (25). Kompletny brak
aktywnosci tego ostatniego zwiazku jest zrozumialy w kontek$cie wymogu fosforylacji dla
osiagnigcia aktywnosci przez acyklowir i jego analogi. Wszystkie omawiane w pracy [H1]
zwiazki byly nieaktywne lub stabo aktywne wobec szczepu HSV-1 pozbawionego kinazy
tymidynowej (HSV-1 TK").

18 R'=CH;0 R?’=H R®=H

19 R'=H R?®=CH,0 R®*=H

I‘K 20 R'=H R’=H R®=CH.0
)\ 21 R'=CH;0 R*=CH,O R’=H

HO O\I
e 22 R'=H R*=CH:0 R®=CH.0
23 R'=NO, R’°=H R®=H
24 R'=naftyl R°=H R®=H R*=H
rl/&m 25 R'=naftyl R°=H R®=H R*‘=Ac
RO o \I F|a 26 R'=C¢Hs R’=H R®=C¢HsCH, R*=H

27 R'=C¢Hs R?=CH; R®=H R*‘=H

Acyklowir, a przede wszystkim gancyklowir, znalazty zastosowanie jako proleki w
terapii genowo-chemicznej nowotworow, zwanej tez terapia genu samobojczego (Suicide
gene therapy) lub GDEPT (Gene-Directed Enzyme Prodrug Therapy).!®'! Metoda ta polega
na wprowadzeniu do komodrek nowotworowych genu kodujacego enzym, ktory przeksztatca
nieszkodliwy wobec tych komoérek prolek w toksyczny lek. Uktad gen kinazy tymidynowej
HSV/gancyklowir stosuje si¢ z powodzeniem w eksperymentach prowadzonych na modelach
zwierzecych, a w ostatnich latach opisano takze szereg badan klinicznych z jego udziatem.
Skuteczno$¢ dziatania gancyklowiru wynika m.in. z faktu, ze jego monofosforan (GCVMP)
ma zdolno$¢ do przenikania z transformowanych komorek, przez potaczenia szczelinowe, do

sasiednich komorek rakowych (,,efekt sasiada”, ,, bystander effect”).
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W ramach poszukiwania nowych terapeutykéw dla metody GDEPT, tricykliczne
analogi ACV 1 GCV z naszej Pracowni poddane zostaty przez prof. Jana Balzariniego z
Laboratorium Wirusologii i Chemioterapii KU Leuven testom na aktywno$¢ cytostatyczna
wobec komorek ludzkiego migsaka kosci (OST) 1 mysiego nowotworu sutka (FM3A),
transdukowanych genem HSV-1 TK. Wsérod zwiazkoéw dostarczonych przez nas do badan
byto m.in. 7 analogdbw ACV zsyntetyzowanych przeze mnie wczesniej (opisanych w pracach
[A5] i [H1]). Przygotowanie odpowiednich analitycznie czystych probek tych zwiazkoéw
stanowito mdj wktad realizacj¢ tego projektu, zwienczonego publikacja [H2]. Analogicznie
jak w przypadku ACV 1 GCV, korzystne wyniki otrzymano w badaniach na komoérkach OST
TK/HSV-1 TK". Tricykliczne zwiazki wykazaly sie w nich aktywnoscia cytostatyczna, w
niektorych przypadkach doréwnujaca aktywnosci odpowiednich zwiazkéw macierzystych, i
,efektem sasiada”. Dla catej serii zwiazkow stwierdzono korelacje pomigdzy aktywnosciami
przeciwwirusowa i cytostatyczna. Sposrdd dostarczonych przeze mnie pochodnych, 6-Ph-
TACV (10), 6-(4-MeOPh)-TACV (18) i 6-Ph-7-Me-TACV (27) byty tylko 2-6 razy mniej
cytostatyczne od macierzystego ACV. Obecnos$¢ kinazy tymidynowej okazata si¢ niezbgdna
dla fosforylacji tricyklicznych zwiazkdéw, poniewaz nie odnotowano ich dziatania na komorki
pozbawione tego enzymu (OST TK"). Nie zmienia tego fakt, ze modelowanie komputerowe
uwidocznito trudnosci z wpasowaniem w kieszen substratowa TK trzeciego pierscienia
aglikonu, a w szczegdlnosci aromatycznego 6-podstawnika. Zamieszczone w pracy [H2]
dane, dotyczace inhibicji fosforylacji znakowanej tymidyny, wskazuja na pewien spadek
powinowactwa HSV-1 TK wobec badanych zwiazkow, w zestawieniu z powinowactwem
wobec ACV i GCV. Fosforylacjg tricyklicznych pochodnych (m.in. 27) przez wirusowa TK
udowodniono jednak dodatkowo w osobnym eksperymencie, w ktorym ulegty one konwersji

do trifosforanow w obecnosci HSV-1 TK, kinazy GMP i kinazy NDP.

W pracy [H2] opisano lipofilnos¢ tricyklicznych analogow ACV i GCV w oparciu o
pomiar czasow retencji metoda HPLC oraz przez okreslenie wspolczynnika podziatu
pomigdzy n-oktanol 1 wodg (P). Wyniki, ktore sa zbiezne z podanymi niezaleznie przez prof.
W.Zielenkiewicza,"® wskazuja na znaczny wzrost lipofilnosci wszystkich tricyklicznych
pochodnych, w stosunku do ACV i GCV. W przypadku pochodnych 6-arylowych 18, 21 i 27,
warto$¢ P byta o 2-3 rzedy wielkosci wyzsza niz dla ACV. Wiasciwos¢ ta moze potencjalnie
ulatwiaé przenikanie omawianych zwiazkow przez blony komérkowe, w tym wchtanianie z

uktadu pokarmowego oraz przekraczanie bariery krew — mozg.
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Kontynuujac badanie wpltywu zmian strukturalnych na czynno$¢ biologiczna w
obregbie interesujacej nas klasy zwiazkow, przeprowadzitem synteze 9 nowych pochodnych
zawierajacych fluor w czg¢$ci zasadowej lub/i 6,7-dipodstawionych (praca [H3]). Synteza 7 z
nich (28-34) oparta byta na reakcji alkilowania-kondensacji acyklowiru lub gancyklowiru z
4’-podstawionymi 2-bromoacetofenonami lub 2-bromopropiofenonami. Reagenty te (4 na 5
uzytych) otrzymatem, dziatajac na odpowiednie ketony bromem w obecnosci chlorku glinu.*®
W wyniku reakcji ACV z 2-bromopropiofenonami wyizolowatem, oprocz produktow 32-34,
0°-podstawione pochodne bicykliczne 32°-34° (Schemat 1). 7-Arylalkilo-6-fenylowe zwiazki
35 i 36 powstaty z kolei na drodze aralkilowania 6-Ph-TACV (10). Dotychczas w wyniku
benzylowania 10 uzyskiwatem, jako gldwny, produkt N5-podstawiony oraz ponadto mniejsze
ilosci jego izomeru N4 i pochodnej N5,C7-dibenzylowej (praca [H7], str. 19). Dzigki zmianie
uzytego rozpuszczalnika udato si¢ otrzymaé¢ w reakcji 10 z bromkiem benzylu (lub 4-
fluorobenzylu), obok trzech produktow wymienionych powyzej, zwiazek C7-podstawiony 35
(lub 36). Wydajnosci wyizolowanych produktow aralkilowania byly zréznicowane, zaleznie

od warunkow reakcji (w przypadku produktow 35 i 36: 11-25 %).

o cH,
0 o) N NN
<L R
H,C a MC b, c NT>N TN
B Ho_l/od H
r
R R 32-34

t  ch,
o
Ay
NP
HoT o
3234

Schemat I. Reagenty: (a) Br,, AICI;, THF; (b) ACV, NaH, DMF; (c) NH,OH

Testy wykonane w laboratorium w Leuven wykazaty, ze wprowadzenie fluoru lub
grupy trifluorometylowej w potozenie 4 pier§cienia fenylowego 6-Ph-TACV, 6-Ph-TGCV lub
6-Ph-7-Me-TACV niekorzystnie wpltywa na aktywno$¢ przeciwko HSV-1 i HSV-2.
Zestawione w pracy [H3] minimalne st¢zenia inhibitorowe (MIC) zwiazkow 28-33 byty 0 1-3
rzedy wielkos$ci wyzsze niz dla odpowiednich bicyklicznych wzorcow, ACV lub GCV. Na
tym tle wyr6zniaja si¢ wartosci uzyskane dla 6-(4-FPh)-7-Me-TACV (32) wobec 3 szczepow
HSV-1 i 1 szczepu HSV-2, najwyzej 3-krotnie gorsze niz w przypadku ACV. Aktywnosci
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bardzo zblizone do 32 wobec poszczegdlnych szczepow wirusowych przejawia 6-(4-MeOPh)-
7-Me-TACV (34). W odroznieniu od 6-Ph-7-Me-TACYV, jego analogi 7-aralkilowe (35 i 36)
sq calkowicie pozbawione aktywnos$ci przeciwwirusowej. Wszystkie omawiane w pracy [H3]

zwiazki byly nieaktywne wobec szczepu HSV-1 TK".

Stwierdzono, ze fluoropodstawienie nie ma negatywnego wptywu na cytostatyczno$¢
w eksperymentach z uzyciem komorek rakowych transdukowanych genem HSV-1 TK (praca
[H3]). Takze pod tym wzgledem, najcickawsze z badanej serii wydaja si¢ by¢ 6-(4-FPh)-7-
Me-TACV (32) i 6-(4-MeOPh)-7-Me-TACV (34). Sa one nawet bardziej cytostatyczne niz
ACYV i charakteryzuja si¢ korzystniejszym niz ACV indeksem selektywnosci.

O
N 1: 2:
(IKN \ - 28 R'=H R’=F
N N/L,\E < > 29 R'=CH,0OH R*=F
N H 30 R'=H R%=CF,

Ho—k

R! 31 R'=CH,0H R?’=CF;
O  CH,
N —
N 32 R=F
ST A
N N H 33 R=CF;
HO
RPN 34 R=OCH,
R

O  CH, 36 R
SO0
NN N

Ho=) o "

Zwiazki 29, 31 i 32, ze wzgledu na obecny w ich czasteczkach podstawnik fluorowy,
moglyby okaza¢ si¢ przydatne w badaniach oddziatywanh z enzymem w oparciu o
spektroskopig F NMR. Metoda ta jest rowniez wygodnym narzgdziem do identyfikacji oraz
monitorowania in vitro (i nieinwazyjnie in vivo) metabolitdw lekoéw fluoropirymidynowych.*
Jesli chodzi o acykliczne analogi purynowe, to dotychczas w tym celu wykorzystany zostat
jedynie 8-fluoroacyklowir, skuteczny i selektywny prolek-cytostatyk w eksperymentach
GDEPT."™ Warto nadmienié¢, ze na bazie opisanego w publikacji [A5] 6-Ph-TGCV (16)
przeprowadzono syntez¢ radioizotopowo znakowanego substratu kinazy tymidynowej, pod

katem obrazowania jej ekspresji metoda pozytonowej tomografii emisyjne;j (PET).16
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Trwaja intensywne prace nad znalezieniem nowych przeciwherpetycznych zwiazkow
typu nukleozydowego. Majac na uwadze sukces trzech dopuszczonych do stosowania w
lecznictwie (wraz z ich prolekami) acyklicznych analogéw guanozyny tzn. acyklowiru (1),
gancyklowiru (2) i pencyklowiru, zsyntetyzowano w latach 90. kolejne pochodne, rézniace
si¢ od ww. fragmentem pseudocukrowym.2‘17 Jednym z karbocyklicznych analogéw, ktore
wzbudzaja spore zainteresowanie jest opisana przez japonskich badaczy z Ajinomoto Co.,
Inc. 9-{[cis-1’,2’-bis(hydroksymetylo)cykloprop-1’-ylo]metylo}guanina (37), a zwtaszcza jej
enancjomer 1’S,2°R (A-5021, 37a). Juz wstepne testy wykazaly, ze 37a przejawia wyjatkowo
silng aktywnos$¢ wzgledem HSV-1."8 Bardziej dogl¢bne badania, przeprowadzone na réznych
szczepach herpetowirusoOw i z uzyciem roznych rodzajow ludzkich komorek, pozwolity na
stwierdzenie, ze A-5021 jest o 1 lub 2 rzedy wielkosci bardziej aktywny niz acyklowir wobec
HSV-1 oraz kilka razy bardziej aktywny niz acyklowir wobec HSV-2 i VZV.* Indeks
selektywnosci 37a jest wyzszy niz w przypadku ACV wzgledem HSV-1 i podobny jak w
przypadku ACV wzgledem HSV-2 i VZV. Ustalono, ze metabolizm A-5021 w komorkach
zainfekowanych przebiega w sposob analogiczny jak w przypadku acyklowiru.’® Wyzsza
aktywnos¢ 37a wynika z faktu, iz zwiazek ten jest efektywniej przeksztatcany w trifosforan,
ktorego wewnatrzkomorkowy czas pottrwania jest ponadto dluzszy niz czas poéltrwania
trifosforanu acyklowiru. Odnotowano tez, ze A-5021 jest bardziej efektywny niz ACV
wzgledem HSV-1 in vivo.?! Z powodzeniem zastosowano nowy zwiazek w eksperymentach
terapii genowej z uzyciem komorek rakowych transdukowanych genem HSV-1 TK: A-5021
jest podobnie cytostatyczny jak gancyklowir oraz podobnie jak tamten przejawia ,.efekt
sasiada”.'"# Co niezwykle wazne, A-5021 jest mniej toksyczny niz gancyklowir wobec

ludzkiego szpiku kostnego.?

Zgodnie z sugestia wyrazong przez prof. E.De Clercq’a, podjatem probg potaczenia
niezwykle obiecujacej aktywnosci biologicznej 9-{[cis-1°,2’-bis(hydroksymetylo)cykloprop-
1’-ylo]metylo} guaniny z korzystnymi wtasciwo$ciami 6-podstawionego uktadu 1,N%-eteno-
guaniny tzn. fluorescencja i lipofilnoscia. Zdecydowatem si¢ zsyntetyzowac tricykliczne
analogi 37 (RA-5021) tj. zwiazku w formie racemicznej, poniewaz wedhug informacji w
literaturze wykazywat on tylko 2-krotnie nizsza aktywno$¢ przeciwwirusowa niz 37a (A-

5021),'® natomiast jego synteza jest kilkadziesiat razy tansza niz synteza A-5021.
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(NIKNH 37 racemat (RA-5021)
N /)\ 37a 1’'S2’R  (A-5021)
HOV?J 37b 1'R2’S

Przeprowadzitem synteze¢ 37 na podstawie opisanej ogélnikowo przez grupe japonska
procedury,ls’23 do ktorej wprowadzitem kilka szczegotowych rozwiazan i modyfikacji m.in.
dotyczacych zastosowanych rozpuszczalnikow, czasu i temperatury reakcji, jak roéwniez
sposobu przerobu mieszanin poreakcyjnych (praca [H4]). W efekcie kondensacji malonianu
dietylowego z racemiczna epichlorohydryna otrzymatem 1-etoksykarbonylo-2-okso-3-oksa-
bicyklo[3.1.0]heksan (38; Schemat II). Lakton ten w trzech etapach przeprowadzitem w jego
pochodna 1-hydroksymetylowa (39), a w kolejnym etapie w pochodna 1-chlorometylowa (40)
dziataniem chlorku mesylu tj. inaczej niz w oryginalnej pracy.” Poprzez kondensacje 40 z 2-
amino-6-chloropuryna uzyskatem nukleozyd 41, obok niewiclkiej ilosci jego 7-izomeru.
Przeksztalcitem 41 w analog guaninowy 42, ktory nastepnie poddatem redukcji z uzyciem
borowodorku sodu. Obserwowatem powstanie spodziewanego produktu 37 obok drugiego
zwiazku, o ktorym nie wspomniano w cytowanym artykule ir(')diowym.z3 Cala mieszaning
poddatem acetylowaniu, po czym wyizolowatem produkty 43 i 44. Druga porcj¢ trojoctanu 44
otrzymalem przez ponowna redukcjg 43 i acetylowanie powstatej mieszaniny. Deprotekcja 44
przyniosta RA-5021 (37), ktory postuzyt jako substrat w syntezie tricyklicznych zwiazkow: 6-
metylowego (45), 6-etylowego (46), 6-fenylowego (47) i 6-(4-metoksyfenylowego) (48).

- | . .
N N N N
i y ﬁNH i _hn ¢ ﬁNH _9 ¢
<N N~ NHAc " <N N N NH N N/)\NH

k, 1
37 —> 4548

Schemat 1l. Reagenty: (a) bezw. EtOH; (b) NaOH, EtOH; (c) NaBH,, 80 % aq EtOH; (d) 2N HCI; (e) MsCl,
Et;N, DMAP, CH,Cl,; (f) 2-amino-6-chloropuryna, K,CO3, DMF; (g) 85 % HCOOH; (h) NaBH,, 90 % EtOH;
(i) Ac,0, pirydyna; (j) NH,OH; (k) NaH, BrCH,COR, DMF; (I) NH,OH
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Wyniki testow potwierdzily literaturowe doniesienie,”® ze RA-5021 jest 20-krotnie
bardziej aktywny niz ACV przeciwko HSV-1. Wykazuje takze 5-17 razy wyzsza aktywnos¢
wobec HSV-2 i VZV. Dodanie trzeciego pierScienia w czgsci zasadowej generalnie obniza
aktywno$¢, w stopniu zaleznym od typu wirusa oraz rodzaju podstawnika w potozeniu 6.
Redukuje tez aktywno$é cytostatyczna w uktadzie OST TK/HSV-1 TK®. Najciekawsze w
serii okazaty si¢ fluoryzujace pochodne 6-Ph-T(RA-5021) i 6-(4-MeOPh)-T(RA-5021), ktore
pod wzgledem czynno$ci przeciwwirusowej przewyzszaja kilkakrotnie ACV. Ich szczegdlna
cecha jest specyficzna aktywnos$¢ wzgledem szczepdéw VZV, poréwnywalna z wykazywana
przez macierzysty RA-5021. Wszystkie badane zwiazki sa nieaktywne wzgledem szczepow

HSV-1 TK™ i VZV TK", co wskazuje na decydujaca rolg tego enzymu w ich fosforylacji.

(0]
N —
N 45 R=CH
«ﬁka 3
N N tl' 46 R= CH3CH2

HO
ﬁj 47 R=CgHs
48 R = 4-CHy0CHs

OH

W 2006 r. zostalisSmy zaproszeni do opublikowania w specjalnym numerze Antiviral
Research, ktory dedykowany byt prof. Erikowi De Clercq’owi, artykutu przegladowego nt.
aktywnosci przeciwwirusowej tricyklicznych analogow guaninowych. ZamiesciliSmy w nim
(praca [H5]) m.in. zbiorcze zestawienie przeliczonych na uM wartosci MIC i ECsp dla
wybranych, najciekawszych zwiazkow otrzymanych w naszej Pracowni. Dane te zaczerpnigte
zostaty z 4 oryginalnych prac omowionych powyzej ([A5], [H1], [H3], [H4]), a takze z 2
innych publikacji.?**® Wyniki dotyczace kazdej konkretnej pochodnej przedstawiliémy wraz z
pochodzacymi z tej samej pracy danymi dla zwiazku wzorcowego (ACV, GCV lub RA-
5021). UczyniliSmy w ten sposdb ze wzgledu na pewne rdéznice odnosnie aktywnosci

wzorcow, gdy testowane byty poszczeg6lne serie zwiazkow.

Pozostaje sprawa otwarta, czy aktywnos¢ zwiazkow tricyklicznych jest aktywnoscia
ich samych, czy tez wynika z rozpadu w komodrkach do ich bicyklicznych prekursorow. Za
pierwsza z tych opcji przemawia trwalo$¢ w roztworach wodnych, ich skuteczna fosforylacja
katalizowana przez wyizolowane kinazy (praca [H2]) oraz badania kompleksu z TK przy
uzyciu *H NMR (technika transferred NOE).?* Dodatkowa poszlaka na rzecz tego, iz zwiazki
te nie sa jedynie prolekami, wynika z naszych zestawien w pracy [H5]. Przeksztatcenic ACV,

GCV lub RA-5021 w ich pochodne tricykliczne, zawierajace okreslony podstawnik w
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potozeniu 6, w rdzny sposdb wplywa na aktywnos¢ produktéw, w zaleznosci od tego, jaki
pseudocukier jest obecny w czasteczce. Na przyklad, wzgledem szczepu HSV-1 (F), 6-Ph-
TACV jest 120 razy mniej aktywny niz ACV, a 6-Ph-TGCV jest rownie aktywny jak GCV.
Wzgledem szczepu HSV-2 (Lyons), 6-tBu-TACV jest ponad 1600 razy mniej aktywny niz
ACV, podczas gdy 6-tBu-TGCV jest tylko 20 razy mniej aktywny niz GCV. Wydaje si¢
zatem, ze przynajmniej w niektorych przypadkach o aktywno$ci zwiazkéw nie decyduje
szybko$¢ rozpadu trzeciego pierscienia, na ktora decydujacy wptyw ma znajdujacy si¢ w nim
podstawnik. Odmiennego zdania jest R.F.Schinazi, ktéry poddat testom przeciwwirusowym 4
serie 6-podstawionych tricyklicznych analogow guanozyny, zawierajacych modyfikacje w
czesei cukrowej.?” Na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowat teze, iz podstawniki
elektronodonorowe, utatwiajac degradacje dobudowanego pierscienia, nadaja tricyklicznym
prolekom aktywno$¢ bliska aktywnosci zwiazkow macierzystych — odwrotnie w stosunku do
podstawnikow elektronoakceptorowych, ktore redukuja aktywnos¢. W przypadku zwiazkow
tricyklicznych zsyntetyzowanych w naszej Pracowni i przebadanych w laboratorium prof. De

Clercq’a, ta hipoteza sprawdza sig jednak tylko na niektorych przyktadach.

Po ukazaniu si¢ ww. pracy przegladowej przygotowalem jeszcze jedna serig¢ zwiazkow
tricyklicznych, analogéw acyklowiru i RA-5021, zawierajacych w polozeniu 6 podstawnik
tien-2-ylowy, 5-bromotien-2-ylowy lub furan-2-ylowy (publikacja [H6]). Przestanka do ich
syntezy byta opisana w literaturze znaczaca czynno$¢ przeciwherpetyczna 5-(tien-2-ylo)- i 5-
(5-bromotien-2-ylo)-2’-deoksyurydyny, ich arabinofuranozylowych analogow oraz 5-(furan-

28,29

2-ylo)-2’-deoksyurydyny. Zwiazki 49-54 zsyntetyzowatem w reakcjach alkilowania-

kondensacji ACV lub RA-502 z 2-(2-bromoacetylo)tiofenem, 2-(2-bromoacetylo)-5-bromo-

tiofenem lub 2-(2-bromoacetylo)furanem, ktore otrzymatem na drodze bromowania ketonow.
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Z racji tego, iz 6-arylowe tricykliczne analogi acyklowiru (zwiazek 10) oraz RA-5021
(47 i 48) wykazaty poprzednio obiecujaca aktywnos¢ wzgledem VZV, nowo zsyntetyzowane
zwiazki poddano badaniom przeciwko szczepom tego wiasnie wirusa (YS i OKA).
Stwierdzono, ze zamiana podstawnika arylowego na heteroarylowy nie wplywa zasadniczo na
aktywnos$¢ zwiazkow, gdyz na ogot ustgpuja wszystkie one kilkakrotnie swoim bicyklicznym
prekursorom. Najatrakcyjniejszy z calej serii zwiazek, fluoryzujacy 6-(tien-2-ylo)-T(RA-
5021) (52) jest 5-krotnie aktywniejszy od ACV i porownywalnie aktywny do RA-5021.

Konczac omawianie aktywnosci biologicznej tricyklicznych analogéw guaninowych,
chcialbym nadmienié, Zze stala si¢ ona tematem osobnego rozdzialu w pracy przegladowe;j
prof. De Clercq’a, podsumowujacej dorobek Autora w dziedzinie poszukiwania skutecznych
srodkéw przeciwwirusowych.®® Lacznie w pieciu czg$ciach tej pracy oméwionych jest 50
najwazniejszych watkow badan, z ktorych niektére doprowadzity do znalezienia zwiazkow
uznanych poézniej za leki. Piszac o zwiazkach z naszej Pracowni, Autor wyrazil opinig, iz

zashuguja one na wigksze niz dotad zainteresowanie ze strony $wiata biomedycznego.

Kierujac sig potrzeba znalezienia metody wprowadzania podstawnikow w potozenie 7
uktadu 3,9-dihydro-9-okso-5H-imidazo[1,2-a]puryny, przeprowadzitem szczegdtowe badania
jego reaktywnosci wobec halogenkow alkilowych i aralkilowych w $§rodowisku zasadowym
(praca [H7]). Poprzednio, kiedy reakcjom takim poddawany byt tricykliczny acyklowir
zawierajacy grupg metylowa w polozeniu 6 (6-Me-TACV, 7) lub jego analog w serii rybo,
otrzymywano regioselektywnie produkt N5-podstawiony.”*! Gdy uzylem jako substratu w
reakcji benzylowania zwiazku 6-fenylowego (6-Ph-TACV, 10), uzyskalem mieszaning, z
ktorej wyodrebnitem produkty podstawione w potozeniach N5 (26; 41 %) i N4 (56a; 6 %)
oraz produkt dipodstawiony N5,C7 (57a; 9 %). Zblizony rozktad produktow (55b, 56b, 57b)
obserwowatem w przypadku gdy substratem byt 6-(4-MeOPh)-TACV (18).

Objetosciowa grupa 6-tert-butylowa zwiazku 6-tBu-TACV (9) wymusita powstanie w
reakcji z bromkiem benzylu wigkszej ilosci produktu N4 (56¢; 36 %), obok produktu N5 (55¢;
9 %) oraz produktu N4,C7 (58c; 4 %). W rezultacie reakcji 9 z bromkiem 4-nitrobenzylu
wyizolowatem 56d (39 %) i 55d (8 %). W przypadku tricyklicznych rybonukleozydow,
zawada przestrzenna powodowana przez obecnos$¢ rybozy nie pozwolita na powstanie
produktow typu N4: benzylowanie 6-(4-MeOPh)-TG (59) przyniosto pochodne N5 (60a;
38%) i N5,C7 (60b; 15 %), 4-nitrobenzylowanie 59 dato pochodne N5 (60c; 32 %) i N5,C7
(60d; 25 %), a z mieszaniny po reakcji 6-tBu-TG (61) z bromkiem benzylu wyizolowatem
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tylko nieprzereagowany zwiazek wyjsciowy. Stwierdzitem, ze grupa 6-fenylowa w ten sposéb

wptywa na kierunek reakcji 10 z jodkiem metylu, Ze powstaja produkty N5 (55e; 79 %) i N4

(56e; 7 %), ale nie obserwuje si¢ podstawienia w potozeniu C7 (w reakcji z jodkiem etylu

tworza si¢ odpowiednie produkty 55f i 56f). Nie odnotowatem zadnego wptywu grupy tert-

butylowej na kierunek etylowania 9, gdyz jedynym produktem w tej reakcji byt zwiazek N5-

podstawiony 55g. Uzyskane wyniki wskazuja na delokalizacj¢ tadunku ujemnego anionowe;j

formy 9-podstawionej 1,N?-etenoguaniny, ktéra powoduje w konsekwencji istnienie trzech

centrow nukleofilowych substratu: N5, N4 1 C7. Dominujaca rolg, jesli chodzi o wydajnos¢

oraz kierunek reakcji alkilowania lub aralkilowania, odgrywaja czynniki steryczne, zwiazane

z rodzajem podstawnikow obecnych na skrajnych pierscieniach uktadu tricyklicznego, jak

réwniez z rodzajem czynnika elektrofilowego uzytego w reakcji.

26 R'=Ph R?=Bzl

R' = 4-MeOPh R?=Bzl
¢ R'=tBu R*=Bzl

d R'=tBu R*=NBzl

e R'=Ph R’=Me

f R'=Ph R®=Et

g R'=tBu R’=Et

o
P
N N//LN
HO [¢]
HO OH

59 R =4-MeOPh

61 R=tBu

N N
4 N R
<N ‘ N)QN
HO
_l/OJ I‘?z

56 a R'=Ph R?=Bzl
b R'=4-MeOPh R?=Bzl
¢ R'=tBu R*=Bzl
d R'=tBu R*=NBzl
e R'=Ph R’=Me

f R'=Ph R*’=Et

[e] Rr3
N
N
AP S
N N l‘\l
6] O =Y

HO OH

H

57 a

58 ¢

60 a R'=4-MeOPh R?=Bzl R®*=H

b R!'=4-MeOPh R?=Bzl R®=Bzl

¢ R'=4-MeOPh R?=NBzl R®*=H

o} R?
A
7 ‘ A\ R!
A4

Ho=) o] ke

R'=Ph R?=Bzl

R!=4-MeOPh R?=Bzl

(o} R?
N N
4 A\ R!
.9
Ho_l/od F‘{2

R!=tBu R?=Bzl

o)
N
¢ ﬁ“
N N)\NHR

Ro_l/od (‘:HZ
62 a R=H
b R=Ac

d R!'=4-MeOPh R?=NBzI R®=NBzl

20



Opracowanie sposobu na aralkilowanie uktadu TACV w potozeniu N4 umozliwito mi
syntezg 3-benzyloacyklowiru (62a). Dotychczasowe jedyne doniesienie literaturowe nt. N3-
aralkilowania monomerycznej 9-podstawionej guaniny mowilo o izolacji $ladowej iloéci 3-
benzyloguaniny z wielosktadnikowe] mieszaniny po benzylowaniu 2’-deoksyguanozyny.32
Dziatajac zgodnie z procedura usuwania trzeciego pierScienia przy pomocy N-bromoimidu
kwasu bursztynowego (NBS),® ktéra wczesniej w naszej Pracowni zdata egzamin m.in. w
syntezie 3-metyloguanozyny oraz 3-metyloacyklowiru (por. rozdzial poswigcony pracom
wykonanym przed doktoratem), uzyskatem 62a z 56a. Oczyszczenie zwiazku 62a, po
uprzednim przeksztalceniu go w pochodna acetylowa (62b), umozliwito otrzymanie go z
dobra wydajnoscia i w postaci analitycznie czystej. Proba zastosowania 56¢ jako substratu w

reakcji z NBS zakonczyta si¢ niepowodzeniem, przypuszczalnie z powoddéw sterycznych.

2. ANALOGI 5-PODSTAWIONEJ 2°-DEOKSYURYDYNY — PRACE [H8] 1 [H9]

Od wrzesnia 1996 r. do sierpnia 1997 r. bylem na podoktorskim stazu naukowym w
Belgii, w kierowanej przez prof. P.Herdewijna Pracowni Chemii Medycznej, funkcjonujace;
w ramach Wydziatu Farmacji Uniwersytetu w Leuven (Rega Institute for Medical Research,
Katholieke Universiteit Leuven). Uczestniczylem w projekcie, ktory miat na celu znalezienie
nowych, aktywnych przeciwwirusowo analogdw nukleozyddw, posiadajacych 6-cztonowy
pierscien cukrowy. Okazato sig, ze postulat ten spetniaja pochodne 1,5-anhydro-2,3-dideoksy-
D-arabinoheksitolu (63), analogi 2’-deoksyrybonukleozydow (64), ktore zawieraja w czgsci
cukrowej dodatkowa grupg metylenowa pomigdzy atomem tlenu a atomem wegla zwiazanym
z aglikonem.***® Najcickawszymi zwiazkami z pierwszych dwoch serii byty: pochodna 5-
jodouracylowa (63a), wykazujaca korzystniejsza aktywnos$¢ wzglegdem HSV-1 i HSV-2 od
stosowanej klinicznie 5-jodo-2’-deoksyurydyny (64a), a takze pochodna guaninowa (63b), 0
aktywnos$ci wzgledem niektorych szczepow HSV 1 VZV porownywalnej z acyklowirem.
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W trakcie mojego pobytu przygotowatem trzecia seri¢ nukleozydow 1,5-anhydro-2,3-
dideoksy-D-arabinoheksitolu, ktorych czgs¢ heterocykliczng stanowit 5-podstawiony uracyl.
Publikacja [H8] obejmuje opis syntezy tych zwiazkéw oraz wyniki przeprowadzonych badan
biologicznych i strukturalnych. Wychodzac z 1,2:5,6-di-O-izopropylideno-a-D-glukofuranozy
(65), zsyntetyzowatem 1,5-anhydro-4,6-O-benzylideno-3-deoksy-D-glucitol (66) zgodnie z 8-
etapowa procedura podana w literaturze (Schemat III).36 Na drodze kondensacji metoda
Mitsunobu alkoholu 66 z N3-benzoilo-5-jodouracylem (67) otrzymatem blokowany produkt
68, ktory po usunigciu grup ochronnych dat 1°,5’-anhydro-2’,3’-dideoksy-2’-(5-jodouracyl-1-
ylo)-D-arabinoheksitol (63a; Schemat 1V).>> W ten sam sposéb, wykorzystujac do kondensacji
przygotowane przez siebie zasady, N3-benzoilo-5-chlorouracyl (69) oraz N3-benzoilo-5-

(trifluorometylo)uracyl (70), uzyskatem zwiazki 711 72.

CHs o CHy o Ph. O
CH§><O . CH:><O . AcO o AcO o X 5
-~ a b c d orc e 9. h_w§

O O
CH AcO AcO
o—y o : OAc OAc OH
65  CH, CH, 66

Schemat I11. Reagenty: (a) NaH, CS,, CH;l, THF, imidazol; (b) BusSnH, toluen; (c) Dowex H*, H,O, EtOH;
(d) Ac,0, pirydyna; (e) HBr, AcOH; (f) BuszSnH, Et,0; (g) NHs, MeOH; (h) PhCH(OMe),, p-TsOH, dioksan
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70 R=CF, R=Cl 71 R=Cl
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Schemat IV. Reagenty: (a) PhsP, DEAD, THF; (b) NH3, MeOH; (c) 80 % AcOH

Zwiazek 5-jodowy 68 poddatem debenzoilowaniu, a powstaty produkt 73 sprzggalem
z 2-(tributylostannylo)tiofenem wobec chlorku bis(trifenylofosfino)palladu(l1),?® otrzymujac
w efekcie nukleozyd zawierajacy w potozeniu 5 podstawnik tien-2-ylowy (74; po usunigciu

grupy benzylidenowej 75; Schemat V). Na podobnej drodze otrzymatem produkt 5-winylowy
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76, stosujac ten sam katalizator palladowy, lecz modyfikujac warunki sprzggania z winylo-

tributylostannanem.
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Schemat V. Reagenty: (a) NH3;, MeOH; (b) 2-(tributylostannylo)tiofen, (PhsP),PdCl,, THF; (c) BusSnCH=CH,,
(Ph3P),PdCl,, CH;CN; (d) 80 % ag AcOH
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Schemat VI. Reagenty: (a) HC=CTMS, E;N, (Ph3P),PdCl,, Cul; (b) HC=CCH,TMS, Et;3N, (PhsP),PdCl,, Cul;
(c) HC=CCHjs, (PhsP),PdCl,, Et;N, Cul; (d) KF, Et;NBr, CH3CN; (e) 80 % AcOH

Przeprowadzitem synteze 1°,5’-anhydro-2’,3’-dideoksy-2’-(5-etynylouracyl-1-ylo)-D-
arabinoheksitolu (77; Schemat VI) sprzegajac 73 z trimetylosililoacetylenem wobec chlorku
bis(trifenylofosfino)palladu(ll), jodku miedzi (1) i trietyloaminy.®” Produkt 78 poddatem
desililowaniu przez dziatanie fluorku potasu i bromku tetraetyloamoniowego, po czym
usunatem blokadg benzylidenowa. T¢ sama strategi¢ 1 warunki zamierzatem zastosowac aby
otrzyma¢ analog 5-propynylowy (83), jednak w reakcji zwiazku 73 z propargilotrimetylo-
silanem powstat, obok pozadanego produktu 79, fluoryzujacy produkt cykliczny 80. Proba
usunigcia grupy trimetylosililowej zwiazku 79 doprowadzita do powstania wylacznie 1°,5’-
anhydro-4’,6’-O-benzylideno-2’,3’-dideoksy-2’-{6-metylofurano[2,3-d]pirymidyn-2-on-1-
ylo}-D-arabinoheksitolu (81). W drugim podej$ciu zastosowalem zatem jako reagent do
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reakcji sprzegania gazowy propyn, uzyskany przez dehydrohalogenacje 1,2-dibromopropanu.
W taki sposob dobratem temperatur¢ i czas reakcji, ze zdotalem unikna¢ cyklizacji w
kierunku 81 i otrzyma¢ produkt 5-propynylowy 82 (a po odblokowaniu zwiazek 83).
Koncowe zwiazki zostaly scharakteryzowane przez NMR, spektrometri¢ masowa i1 analize

elementarna.

Jesli chodzi o aktywno$¢ przeciwwirusowa, zwiazek 5-trifluorometylowy (72) okazat
si¢ najbardziej obiecujacy z omawianej serii. Wykazal wyzsza aktywno$¢ niz acyklowir i
porownywalna aktywnos$¢ z 63a wzglegdem HSV-1 oraz zblizona aktywno$¢ do acyklowiru i
63a wzgledem HSV-2. W stosunku do VZV 72 byt nieaktywny, podobnie jak 63a. Zamiana
2’-deoksyrybozy na heksitol w czasteczce 5-(trifluorometylo)-2’-deoksyurydyny (TFT, 64b),
chronologicznie jednego z pierwszych nukleozydowych $rodkéw stosowanych przeciwko
herpeswirusom, pozwolita zachowaé jego wysoka aktywnos¢, likwidujac jednoczesnie jego
cytotoksyczno$é.>*® Wytlumaczeniem tego ostatniego efektu jest prawdopodobny brak
oddziatywania 5’-monofosforanu zwiazku 72 z komodrkowa syntaza tymidylanowa. Zwiazki
5-chlorowy (71), 5-(tien-2-ylowy) (75) i 5-etynylowy (77) byly catkowicie pozbawione
aktywnosci (dwa ostatnie w przeciwienstwie do swoich 2’-deoksyrybozowych analogow?®®).
Zwiazek 5-propynylowy (83), chociaz wykazal pewna aktywno$¢ wobec HSV-1, byt jednak
ok. 10-krotnie mniej aktywny niz acyklowir i 63a. Zwiazek 5-winylowy (76) byt w testach
tak samo aktywny jak acyklowir i prawie tak samo jak 63a wobec HSV-1, lecz wyraznie

ustgpowal obu tym wzorcom, jesli chodzi o aktywnos$¢ wobec HSV-2.

Jeden z dostarczonych przeze mnie zwiazkow, 1°,5’-anhydro-2’,3’-dideoksy-2’-(5-
jodouracyl-1-ylo)-D-arabinoheksitol (63a) postuzyt do badan rentgenostrukturalnych w
kompleksie z kinaza tymidynowa HSV-1. Wyniki omowione zostaty w pracy [H9], wraz z
danymi uzyskanymi dla kompleksow HSV-1 TK z tymidyna, acyklowirem, pencyklowirem i
trzema innymi wysoce aktywnymi 5-podstawionymi nukleozydami uracylowymi: (E)-5-(2-
bromowinylo)-2’-deoksyurydyna (BVDU), 5-jodo-2’-deoksyurydyna (IDU) i 5-(5-bromotien-
2-ylo)-2’-deoksyurydyna (BTDU). Stwierdzono, ze atom jodu w potozeniu 5 zwiazku 63a
zajmuje ten sam region miejsca aktywnego enzymu, co atom jodu IDU, podstawnik
bromowinylowy BVDU 1 podstawnik bromotienylowy BTDU. Sposob zwiazania pierscienia
anhydroheksitolu z TK jest zblizony do obserwowanego w przypadku 2’-deoksyrybozy
pozostatych ligandow. Zidentyfikowano aminokwasy enzymu, z ktorymi tworza wiazania
wodorowe grupy hydroksylowe 4’-OH i 6’-OH, a takze atomy O?, O* i N3-H zwiazku 63a. W

wykrystalizowanym kompleksie 63a z TK, pier§cien cukrowy nukleozydu znajduje si¢ w
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konformacji krzestowej 1C, z ekwatorialnie zorientowanym podstawnikiem heterocyklicznym
i grupa hydroksymetylowa w potozeniu aksjalnym. Poprzednio odnotowano, ze nukleozydy
1,5-anhydro-2,3-dideoksy-D-arabinoheksitolu w fazie statej oraz w roztworze wystepuja w
konformacji krzestowej C1 (gdzie zasada podstawiona jest aksjalnie, a grupa hydroksy-
metylowa ekwatorialnie), bedacej odpowiednikiem konformacji C3’-endo nukleozydow

furanozowych.***

Ustalenia te sugeruja zdolno$¢ kinazy tymidynowej do powodowania
zmiany konformacyjnej ligandu heksitolowego, a mozliwe jest to dzigki niewielkiej réznicy
energetycznej pomiedzy obu konformerami, ktora wykazata analiza dokonana metodami
komputerowymi (publikacja [H8]). W pdzniejszym artykule przedstawiono wyniki obliczen
dotyczacych dopasowania w kieszeni TK nukleozydu heksitolowego o dwoch zatozonych
konformacjach C1 i 1C.* Wykazano, ze trwalszy jest kompleks z udziatem cukru w
konformacji 1C, ze wzgledu na jedno dodatkowe wiazanie wodorowe grupy 4’-OH z
aminokwasem enzymu. Pokazano tez, ze wysoka aktywno$¢ zwiazku S-trifluorometylowego
(72) zdeterminowana jest przez niska, w stosunku do jego nieaktywnych analogow, barierg

energetyczng przejscia od konformacji C1 do 1C.

3. ANALOG TYMIDYLYLO(3’-5")-TYMIDYNY — PRACA [H10]

Dziatanie promieniowania UV pochodzenia stonecznego (gtownie UV-B o dlugosci
fali 290-320 nm) na DNA prowadzi do tworzenia si¢ dimerycznych fotoproduktow poprzez
potaczenie wigzaniami kowalencyjnymi sasiadujacych ze soba zasad pirymidynowych.41 W
przypadku ludzkich komorek naskorka, uszkodzenie DNA spowodowane obecnoscia takich
fotodimerow stanowi pierwszy etap w procesie powstawania nowotwordw.*? Nie wyjasniono
dotad wyczerpujaco roli wszystkich czynnikdéw, ktore wplywaja na zakres 1 kierunek zmian
fotochemicznych w obregbie DNA. Wsrod najistotniejszych czynnikow wymienia si¢ jednak
przestrzenne uksztattowanie jego czasteczki. Poniewaz fotoprodukty wykazuja zréznicowane
wlasciwos$ci mutagenne, to w celu lepszego zrozumienia zjawiska fotokarcynogenezy wydaje
si¢ uzasadnione okreslenie zalezno$ci pomigdzy efektami konformacyjnymi w helisie DNA a
preferencyjnym tworzeniem konkretnego fotoproduktu. Stuza temu eksperymenty fotolizy
prowadzone na poziomie dinukleotydéw, bgdacych prostymi modelami tancuchéw DNA o
okreslonych wlasciwosciach. Drugi nurt opisywanych badan to wilaczanie otrzymanych
fotodimerow dinukleotydowych do oligonukleotydow, ktore wykorzystuje si¢ nastgpnie w

eksperymentach majacych przyblizy¢ poznanie mechanizméw naprawczych DNA.®
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W 2000 r. pracowatem przez 6 miesi¢gcy we Francji, jako stypendysta w Instytucie
Chemii Produktow Naturalnych (Institut de Chimie des Substances Naturelles), CNRS, w
Gif-sur-Yvette, w zespole kierowanym przez dr J.-L.Fourrey. Jeden z tematéw badawczych
realizowanych przez te¢ grupe stanowita synteza analogow tymidylylo(3’-5%)-tymidyny (TpT,
84), modyfikowanych w czesci zasadowej lub cukrowej, a takze analogu zawierajacego
potaczenie pseudopeptydowe zamiast mostka cukrowo-fosfodiestrowego, jako substratow dla
reakcji fotochemicznych. Wlaczajac si¢ do tych prac, przeprowadzilem syntez¢ 2’-O,5-
dimetylourydylylo(3°-5)-2’-O,5-dimetylourydyny (TmopTmo, 85), dinukleotydu r6zniacego
si¢ od TpT obecnoscia grupy metoksylowej w potozeniu 2’-a obu pierscieni 2’-deoksyrybozy
(publikacja [H10]). Wiadomo z literatury,** ze przejcie od 2’-deoksyoligonukleotydu do jego
analogu 2’-metoksy powoduje przesunigcie rownowagi konformacyjnej pierscieni cukrowych
od formy C2’-endo (typowej dla B-DNA) w kierunku formy C3’-endo (charakterystycznej dla
A-DNA). Zwiazek 85 zostal zatem zaprojektowany jako model A-DNA w celu poréwnania
go z 84 (modelem B-DNA) pod wzgledem wydajnosci tworzenia poszczegdlnych rodzajow

fotoproduktow.
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Pierwsza czg$¢ mojej drogi syntetycznej w kierunku docelowego dinukleotydu 85
stanowito 4-etapowe przejscie od urydyny, poprzez jej pochodna 5-fenylotiometylowa, do 5-
metylourydyny (86, Schemat VII).** Nastepnie przeprowadzitem 86 w 2,2’-O-anhydro-1-(3-D-
arabinofuranozylo)-5-metylouracyl (87).*° Pochodna 87, blokowana w potozeniu 5°-O grupa
4.4’-dimetoksytrytylowa (DMTr), przeksztalcitem w 5°-O-DMTr-2°-0,5-dimetylourydyneg
(88) dziataniem metanolanu magnezu jako czynnika nukleofilowego, zgodnie z procedura
opisana uprzednio dla urydyny.*’ Fosfitylacja zwiazku 88 dokonana zmodyfikowana metoda
literaturowa™®® przyniosta 3’-O-fosforynoamid 89, ktory postuzyl w dalszej kolejnosci do
kondensacji z 3’-O-acetylo-2’-0,5-dimetylourydyna (90). Nie opisany do tej pory zwiazek 90

otrzymalem przez acetylowanie 88, a nastgpnie usunigcie blokady trytylowej. W efekcie
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kondensacji prowadzonej z uzyciem tetrazolu, jak réwniez pozniejszego utleniania jodem
powstat blokowany dinukleotyd 91. Nowy, nieznany dotad koncowy zwiazek 85 otrzymatem
w rezultacie dwustopniowej deprotekcji 91. Jego struktura i czysto$¢ potwierdzone zostaty
przez 'H, C i *'P NMR, a takze metodami wysokosprawnej chromatografii cieczowej

(HPLC) i wysokorozdzielczej spektrometrii masowej (HRMS).
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Schemat VII. Reagenty: (a) 2,2-dimetoksypropan, p-TsOH, aceton; (b) HCOH, pirolidyna, H,O; nastgpnie
tiofenol, CH3CN; (c) nikiel Raneya, EtOH; (d) 50 % aq TFA; (e) weglan difenylu, DMF, NaHCO3; (f) DMTYCI,
DMAP, pirydyna; (g) Mg(OCHy3),, DMF; (h) Ac,0, pirydyna; (i) 3 % TFA w CH,Cly; (j) (iPr),NEt, CH,Cl,,
chloro-2-cyjanoetoksy-diizopropyloaminofosfina; (k) tetrazol, CH;CN; nastepnie I,, THF-H,0-2,6-lutydyna
2:1:1 (1) NH4OH, MeOH; (m) 80 % aq TFA

Na podstawie widm *H NMR stwierdzono w pracy [H10], ze wprowadzenie dwoch
grup 2’-0-OCHs do czasteczki TpT powoduje znaczny wzrost populacji konformeru C3’-endo
obu pierscieni cukrowych (od 30 % do 75 % dla cukru na koncu 5’ oraz od 37 % do 66 % dla
cukru na koncu 3°). W wyniku nas§wietlania TmopTmo w roztworze wodnym otrzymano dwa
takie same rodzaje fotoproduktow, jakie obserwuje si¢ w przypadku fotolizy TpT: (6-4)
fotoprodukt (92) i cis-syn dimer cyklobutanowy (CPD, 93). Modyfikowany dinukleotyd 85,
pomimo konformacji cukru C3’-endo upodabniajacej go do A-DNA, nie dat w rezultacie

reakcji fotochemicznej produktu typu przetrwalnikowego (spore photoproduct, SP, 94), ktory
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obserwuje si¢ wylacznie w przypadku naswietlania A-DNA obecnego w endosporach bakterii

przetrwalnikujacych.*

O cH, CHY OcH, @
NH HN NH
|
% NAO O)\N /&O
RH HR R R
92 93 94

W oparciu o dokonane pomiary dichroizmu kotowego ustalono (praca [H10]), ze
wewnatrzczasteczkowa asocjacja warstwowa (Stacking) tymin jest dla zwiazku 85 silniejsza
niz dla zwiazku 84, co stanowi bardzo prawdopodobna przyczyng wigkszej efektywnosci
tworzenia fotoproduktéw w przypadku naswietlania 85. Przeprowadzona p(')z'niej49 symulacja
molekularna pozwolila na stwierdzenie zblizonej geometrii oddzialywan warstwowych w obu
dinukleotydach. Fakt ten tlumaczy przyczyne paradoksu, jakim jest powstawanie takich

samych fotodimerow (i w takim samym stosunku) gdy fotolizie poddaje si¢ TpT i TmopTmo.

4. ANALOGI AMINOACYLO-AMP — PRACA [H11]

Syntetazy aminoacylo-tRNA petia kluczowa rolg¢ w biosyntezie biatek, katalizujac
proces tworzenia aminoacylo-tRNA. Ich inhibicja stanowi atrakcyjny cel dla potencjalnych
srodkow hamujacych wzrost komorek np. dla zwiazkow przeciwbakteryjnych. Poszukujac
antybiotykow dziatajacych wg tego mechanizmu skoncentrowano si¢ na analogach produktu
posredniego aminoacylacji tRNA, jakim jest L-aminoacylo-adenylan (aa-AMP, 95). Opisano
liczne modyfikacje czasteczki aa-AMP, wprowadzane w jej czg$ci adeninowej, pierScieniu
rybozy, fragmencie aminokwasowym lub wiazaniu fosfodwuestrowym.” Skutecznymi
inhibitorami syntetaz aminoacylo-tRNA okazaty si¢ 5’-O-[N-(L-aminoacylo)sulfamoilo]-
adenozyny (aa-S-A, 96). Niestety, zwiazki te nie wykazuja selektywnos$ci dziatania wobec
enzymoéw bakteryjnych w stosunku do dzialania wobec enzymow ludzkich, prawdopodobnie

z powodu wysokiego podobienstwa do naturalnych adenylanow.
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W Pracowni Chemii Medycznej Katholieke Universiteit Leuven (Belgia), kierowanej
przez prof. P.Herdewijna, przeprowadzona zostata synteza analogéw aa-S-A, ktore zawieraty
przeksztalcona czg$¢ rybozowa lub szescioczlonowy pierscien heksitolu w miejsce rybozy
lub/i zmodyfikowany aminokwas. Uczestniczytem w tych pracach w trakcie mojego drugiego
pobytu w Leuven, w czasie 6 miesiecy 2004/2005 r. Powierzono mi przygotowanie zwiazkow
typu aa-S-A, posiadajacych jako element swojej struktury 2’-deoksy-2’-fluoroadenozyng (97),
z przeznaczeniem do badan biologicznych (publikacja [H11]). Zsyntetyzowatem zwiazek 97
w oparciu o procedure,”’ ktora obejmowata: otrzymanie 3°-0,5°-O,N°-tritrytyloadenozyny
(98), wprowadzenie w jej potozenie 2’-O blokady trifluorometylosulfonowej (Tf), wymiang
grupy O-Tf w 99 na O-acetylowa (przebiegajaca z inwersja konfiguracji), deacetylowanie
pochodnej 100, fluorowanie 9-(3°-0,5’-O-ditrytylo-B-D-arabinofuranozylo)-N°-trytyloadeniny
(101) przy uzyciu trifluorku dietyloaminosiarki (DAST) w kierunku 3’-0,5°-O,N°®-tritrytylo-
2’-deoksy-2’-fluoroadenozyny (102) i koncowa deprotekcje (Schemat VIII).
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Schemat VIII. Reagenty: (a) TrCl, DMAP, pirydyna; (b) CF3SO,Cl, DMAP, EtsN, CH,Cl,; (c) AcONa, HMPA,;

(d) NH3, MeOH; (e) DAST, pirydyna, CH,Cl,; (f) TFA, CH,CI,
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2’-Deoksy-2’-fluoroadenozyne (97) przeprowadzilem w jej pochodna 5°-O-mono-
metoksytrytylowa (MMTr), a nastgpnie wprowadzilem w potozenie 3°-O grupe tert-butylo-
dimetylosililowa (TBDMS) oraz usunatem grupg MMTr (Schemat IX). Otrzymana pochodna
103 poddatem sulfamoilowaniu dzialaniem generowanego in situ chlorku sulfamoilu, po
czym sprzegatem 3’-O-TBDMS-5’-O-sulfamoilo-2’-deoksy-2’-fluoro-adenozyne (104) z
estrami N-hydroksyimidobursztynowymi N-tert-butoksykarbonylowych (N-Boc) pochodnych
wybranych L-aminokwaséw.*? Produkty odblokowatem, co przyniosto finalne zwiazki 105-
109, ktorych strukture i czysto$¢ potwierdzono metodami NMR, HPLC 1 HRMS. Wszystkie
te zwiazki zostaty poddane w Katedrze Mikrobiologii i Immunologii, Katholieke Universiteit
Leuven testom przeciwko 35 szczepom bakterii (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis oraz Enterococcus), co wykazato ich umiarkowana aktywnos¢, porownywalna do
aktywnosci macierzystych aa-S-A (96). W serii zwiazkow 2’-fluorowych pewna czynnos$¢
prezentowaly pochodne histydylowa, alanylowa i prolilowa, a pochodne leucylowa i

metionylowa byty jej pozbawione.

NH NH

2 2

a N NN b N NN
e D 1)
N N N N
MMTrOW MMTrOW
HO F TBDMSO F
c
NH, NH,
N N
</ |\)N d </ |\)N
N N/ N N/
H,N —S0;,—0 o HO o
104 103
TBDMSO F TBDMSO F
e
| NH, NH,
N N
ST T
N N N N
Boc—aa—HN—soz—ow aa—HN—soz—ow
TBDMSO F 105-109 HO F

Schemat IX. Reagenty: (a) MMTTCI, Et3N, pirydyna; (b) TBDMSCI, imidazol, DMF; (c) p-TsOH, CH,Cl,,
MeOH; (d) H,NSO,CI, CH3;CN, DMA,; (e) Boc-aa-OSu, DBU, DMF; (f) TFA-H,0 5:2
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Nic nie wiadomo byto dotad na temat immunosupresyjnych wtasciwosci inhibitorow
syntetaz aminoacylo-tRNA. Ewentualne powinowactwo wobec ludzkich syntetaz mogloby
umozliwia¢ ich ingerencj¢ w biosyntez¢ biatka komoérek uktadu odpornosciowego. Dlatego
5’-0O-[N-(L-aminoacylo)sulfamoilo]adenozyny (aa-S-A, 96) i zsyntetyzowane przez nas ich
analogi poddano badaniom na zdolno$¢ hamowania mieszanej reakcji limfocytowej (MLR) tj.
testowi in vitro pozwalajacemu przewidzieé¢ stopien odrzucenia przeszczepu in vivo. Wartosci
MLR ICsp niemodyfikowanych aa-S-A wskazywaty na ich silne dziatanie immunosupresyjne.
Zamiana rybozy na szesciocztonowy pierscien cukrowy wywolata rézny efekt, w zaleznosci
od rodzaju cukru i od aminokwasu obecnego w czasteczce. Podstawienie rybozy w potozeniu
2’ fluorem spowodowato w kazdym przypadku podwyzszenie aktywnosci. Powyzsze wyniki
stanowia argument za tym, aby w toku opracowywania nowych antybiotykdéw bazujacych na
inhibicji syntetaz aminoacylo-tRNA bra¢ pod uwage ich ewentualna aktywno$¢ wzgledem

limfocytow, ktora moze ostabia¢ uktad odpornosciowy pacjenta.

5. ANALOGI RYBAWIRYNY — PRACA [H12]

Dehydrogenaza 5’-monofosforanu inozyny (IMPDH) jest enzymem odgrywajacym
kluczowa rolg w biosyntezie de novo nukleotydow guaninowych, katalizujac utlenianie 5°-
monofosforanu inozyny (IMP) do 5°-monofosforanu ksantozyny (XMP). Inhibicja IMPDH
prowadzi do zmniejszenia puli trifosforanéw guanozyny i 2’-deoksyguanozyny (GTP i dGTP)
w komorce, co w konsekwencji wptywa na syntez¢ RNA 1 DNA. Dlatego tez inhibitory tego
enzymu przejawiaja czynnos¢ immunosupresyjng, przeciwnowotworowa, przeciwwirusowa,
lub przeciwpasozytnicza. Przykladem takiego inhibitora jest rybawiryna, 1-B-D-rybo-
furanozylo-1H-[1,2,4]-triazolo-3-karboksyamid (110), stosowana (jako Virazole®) w leczeniu
infekcji wywotanych przez Respiratory Syncytial Virus (RSV), a takze w terapii wirusowego
zapalenia watroby wywotanego przez Hepatitis C Virus (HCV). Rybawiryna moze dziata¢
wedtug kilku réznych mechanizméw,” ale w przypadku hamowania replikacji wirusow z
rodzin Paramyxoviridae i Flaviviridae dominujacym jest mechanizm inhibicji IMPDH przez
jej 5’-monofosforan (RMP).>* Stwierdzono, Ze izomer rybawiryny, 1-B-D-rybofuranozylo-1H-
[1,2,3]triazolo-4-karboksyamid (111), ktory nie ulega fosforylacji przez kinazg adenozynowa,
nie przejawia wlasciwosci przeciwwirusowych ani cytostatycznych.>®>® Niemniej otrzymany
chemicznie 5’-monofosforan zwigzku 111 doréwnuje RMP, jesli chodzi o zdolno$¢ inhibicji

IMPDH.%®
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Skutecznym $rodkiem przeciwwirusowym jest zsyntetyzowany przez grupg japonska
5-etynylo-1-B-D-rybofuranozyloimidazolo-4-karboksyamid (EICAR, 112).%" Zwiazek ten 10-
100 razy przewyzsza rybawiryng pod wzgledem aktywnosci wobec paramyksowirusow i
ortomyksowirusow.”® Wykazat takze wysoka aktywno$é cytostatyczna in vitro wobec szeregu
rodzajow komorek rakowych (poréwnywalna do aktywnosci 5-fluorouracylu) oraz w
badaniach in vivo.”” Aktywny metabolit EICAR, jego 5’-monofosforan (EICARMP), jest
inhibitorem IMPDH dzigki nieodwracalnej addycji reszty cysteinowej, znajdujacej si¢ w
centrum aktywnym enzymu, do grupy etynylowej nukleotydu.®® Wspoétpracujac z dr hab.
Joanng Zeidler z Pracowni Chemii Nukleozydow IChB PAN, podjatem syntezg¢ zwiazkow
pokrewnych w stosunku do 112, zawierajacych dodatkowy atom azotu w potozeniu 2
pierscienia aglikonu, 5-alkinylowych analogéw 111 (publikacja [H12]). Przewidywalismy, ze
otrzymane zwigzki moga ulega¢ w komorkach fosforylacji (podobnie jak EICAR), a obecnos¢
podstawnikow S-alkinylowych w czasteczkach ich 5’-monofosforanow moze pozwalaé
(analogicznie, jak w przypadku EICARMP) na tworzenie wigzan kowalencyjnych z IMPDH.
Zaprojektowane prekursory potencjalnych inhibitoréw IMPDH planowaliSmy podda¢ testom

na aktywnos¢ cytostatyczng 1 przeciwwirusowa.

W reakcji 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-p-D-rybofuranozy z azydkiem trimetylosililowym
otrzymatem blokowany azydek p-D-rybofuranozy (113; Schemat X). Poddatem go 1,3-
cykloaddycji z cyjanoacetamidem, co przyniostlo w rezultacie 1-(2,3,5-tri-O-acetylo-p-D-
rybofuranozylo)-5-amino-1H-[1,2,3]triazolo-4-karboksyamid (114). Na drodze deacetylacji
azydku 113, jego izopropylidenowania i cykloaddycji z cyjanoacetamidem, a nastgpnie 5°-O-
acetylowania produktu cykloaddycji uzyskatem 1-(5-O-acetylo-2,3-O-izopropylideno-p-D-
rybofuranozylo)-5-amino-1H-[1,2,3]triazolo-4-karboksyamid (115). Zwiazki 114 oraz 115
przeksztatcitem w pochodne 5-jodowe 116 i 117 w reakcjach diazowania-jodowania z
uzyciem dijodometanu i azotynu izoamylu. Sprzgganie 116 i 117 z fenyloacetylenem, 4-
metylofenyloacetylenem oraz propynem przeprowadzitem wg zmodyfikowanej procedury

Sonogashiry, z uzyciem chlorku bis(benzonitrylo)palladu(Il) i trietyloaminy (Schemat XI).
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Podstawowe znaczenie mial dobor odpowiedniej temperatury i czasu prowadzenia reakcji. W
przypadku substratu imidazolowego reakcje prowadzono (stosujac te same reagenty) w ciagu
4 h w temperaturze 100 °C.%" Gdy substratem byt karbocykliczny analog nukleozydu 1,2,3-
triazolowego, cel osiagnigto po podwyzszeniu temperatury do 155 °C.% Powtorzenie tych
ostatnich warunkéw nie byto mozliwe w przypadku 116 i 117, ze wzgledu na ich nietrwato$¢.
Ostatecznie, zblizone wydajnosci (~70 %) do opisanych w cytowanych pracach uzyskatem
sprzegajac 116 z alkinami arylowymi w temp. 100 °C przez 18 h (produkty 118 i 119).
Stosujac do reakcji dimetyloformamid nasycony propynem otrzymatem: wychodzac z 116
produkt 120 (51 %), a wychodzac z 117 produkt 121 (32 %; a ponadto z wydajno$cia 50 %
produkt redukcyjnej dehalogenacji 122). W efekcie metanolizy zwiazkéw 118-120 uzyskatem
finalne nukleozydy: 5-fenyloetynylowy (123), 5-(4-metylofenyloetynylowy) (124) oraz 5-
propynylowy (125). Synteze zwiazku 5-etynylowego (ETCAR, 126) przeprowadzitem w
oparciu o metodg sprzggania wg Stille, z uzyciem trimetylosililoetynylo-tri-n-butylocyny i
bis(benzonitrylo)palladu(ll) jako Kkatalizatora, a optymalne okazaty sie temperatura 90 °C i
czas trwania reakcji przez noc. W przypadku substratu 2°,3”,5’-tri-O-acetylowanego 116
osiagnalem sumaryczna wydajno$¢ produktow 5-(TMS-etynylo) i 5-etynylo (127 1 128) 72 %,
poréwnywalna do wydajnosci opisanej w syntezie EICAR.>" Dodatkowo wyizolowatem
produkt redukcyjnej dehalogenacji 129 (22 %). W przypadku substratu 5’-O-acetylo-2°,3’-O-
izopropylidenowego 117 uzyskatem produkty 130 i 131 (tacznie 62 %) obok zredukowanego
produktu 122 (18 %). Deprotekcja 127 i 128 przyniosta ETCAR (126), tytulowy zwiazek
pracy [H12]. Strukture i czysto$¢ zwiazkow 123-126 potwierdzono na podstawie widm NMR

i analizy elementarnej.
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Schemat X. Reagenty: (a) (CH3)3SiN3, SnCl,, CH,Cl,; (b) MeONa, MeOH; nastepnie Dowex H™; (c) I,, aceton;
(d) cyjanoacetamid, KOH, DMF, H,0; (e) Ac,0, pirydyna; (f) CH.l,, azotyn izoamylu
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Schemat XI. Reagenty: (a) HC=CR (R = Ph lub 4-CH3Ph lub CHj3), Et;N, (PhCN),PdCl,, DMF;
(b) BuzsSnC=CTMS, (PhCN),PdCl,, CH;CN; (c) MeONa, MeOH; nastepnie Dowex H'; (d) 80 % aq TFA

Przed wykonaniem badan biologicznych potwierdzilem reaktywno$¢ nukleozydu
1,2,3-triazolowego 126 wobec nukleofila imitujacego cysteing dehydrogenazy IMP, ktérym
byl ester metylowy N-acetylo-L-cysteiny. Reagent ten w obecnosci trietyloaminy ulegt
addycji do potrojnego wiazania ETCAR, dajac produkt w postaci izomeroéw Z (132) i E (133),
ktore udato mi si¢ rozdzieli¢ (Schemat XII). W reakcji zwiazku 126 z innym nukleofilem,
tiometanolanem sodu, uzyskatem produkt addycji wewnatrzczasteczkowej, cykliczny 5,2°-
eteno-1-B-D-rybofuranozylo-1H-[1,2,3]triazolo-4-karboksyamid. Testy przeprowadzone w
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi (prof. dr hab.B.Nawrot)
pokazaty, ze zwiazki 123-125 sa zupelnie pozbawione cytotoksycznosci, natomiast ETCAR
(126) przejawia niski poziom cytotoksycznosci wobec komorek biataczki (K562), komorek

raka szyjki macicy (HeLa) i normalnych komoérek (HUVEC).
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Schemat XIl. Reagenty: (a) ester metylowy N-acetylo-L-cysteiny, EtsN, CH;CN
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VIl OMOWIENIE POZOSTALYCH PRAC OPUBLIKOWANYCH PRZED DOKTORATEM

SYNTEZA I WEASCIWOSCI ANALOGOW WYOZYNY — PRACE [Al]-[A4]

Wyozyna, 4,9-dihydro-4,6-dimetylo-9-okso-3-(B-D-rybofuranozylo)-imidazo[1,2-a]-
puryna (imG, 134) nalezy do grupy 8 tricyklicznych nukleozydow, ktore wystgpuja w pozycji
37 petli antykodonowej tRNA specyficznego dla fenyloalaniny organizméw eukariotycznych
oraz archeobakterii.”® W Pracowni Chemii Nukleozydéw ZChB PAN, kierowanej przez prof.
dr hab. B.Golankiewicz, opracowano na poczatku lat 80. XX w. nowatorska metodg syntezy
wyozyny z jej bioprekursora, guanozyny.®? Kluczowym etapem tej syntezy byto metylowanie
uktadu N4-dezmetylowyozyny (1,N*-izopropenoguanozyny, 135) diazometanem, w wyniku
czego otrzymywano gtéwnie produkt N5-podstawiony, obok niewielkiej ilosci pozadanego
jego izomeru N4-metylowego. Wydajnos¢ tego etapu zostata radykalnie podwyzszona, gdy
jako czynnik metylujacy uzyto kompleks cynkoorganiczny Simmonsa-Smitha.®® Zwickszona
dostepno$¢ wyozyny uczynita mozliwym wykorzystanie jej w naszej Pracowni jako substratu
w syntezie 3-metyloguanozyny (136).%*

O O O
1Nﬁ’f‘ ! Nﬁ 7N 5 6~ 1
7 /\>*CH 7 Ve 4 N
2§N 4N)iN 6 3 <N ‘ N/)\L\: 3 8< ‘ J{NHZ

\
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CH,

134 135 136

HO OH HO OH HO OH

Nie udato sig¢ uzyska¢ 136 na drodze bezposredniego metylowania guanozyny.64 Nie
powiodly sig tez proby syntezy tego zwiazku przez glikozylacje 3-metyloguaniny (137), gdyz
w wyniku kazdej z trzech stosowanych metod obserwowaliSmy podstawienie w potozeniu 7.
Moim wktadem w realizacj¢ tego tematu, zakonczonego publikacja [Al], byto przygotowanie
NZ-acetylo-3-metyloguaniny i jej fuzja z 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-B-D-rybofuranoza, €O w
efekcie przyniosto 7-rybozyd 138a (138b po deacetylacji). Wykazalismy ponadto, ze nie
mozna przeksztatci¢ 138a w odpowiedni 9-izomer (139) poprzez transglikozylacj¢ termiczna,
podczas gdy w przeciwna strong reakcja taka zachodzi ilosciowo. Wyniki powyzsze wskazuja
na zdecydowanie wigksza trwatos¢ termodynamiczng 7-podstawionej 3-metyloguaniny w
poréwnaniu z 9-podstawiona. Ma to odzwierciedlenie takze w szybkosci rozpadu wiazania
glikozydowego: stwierdzilem, ze zwiazek 138b w 1IN HCI, 45 °C hydrolizuje 2500 razy
wolniej niz 3-metyloguanozyna (136) w 0.1 N HCI, 25 °C.*
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2’-Deoksywyozyna (140) i 3-metylo-2’-deoksyguanozyna (141) nie wystgpuja
naturalnie w przyrodzie, ani do czasu ukazania si¢ naszej pracy [A2] nie otrzymano ich na
drodze syntetycznej. Doniesienia mowity jedynie o uwalnianiu 3-metyloguaniny (137) z DNA
traktowanego czynnikami metyluja(cymi.65 Majac na uwadze to, ze wprowadzono grupe
metylowa w pozycje N3 2’-deoksyguanozyny, kiedy byla ona zwiazana jako sktadnik DNA
(chociaz w ograniczonym stopniu w stosunku do ogoétu produktow), podjalem probe
dokonania tego samego na poziomie monomeru. Przeprowadzilem 7-etapowa syntezg 141,
ktéra obejmowata konwersjg 2’-deoksyguanozyny do zwiazku tricyklicznego, metylowanie w
polozeniu N4 jego blokowanej formy, deprotekcje, degradacje trzeciego pierScienia 2’-
deoksywyozyny w reakcji z N-bromoimidem kwasu bursztynowego (NBS) oraz izolacjg
produktu. Modyfikacja warunkéw metylowania, w poroOwnaniu z synteza w serii rybo,
pozwolila na optymalizacj¢ wydajnosci na tym etapie. W toku reakcji 140 z NBS, a takze
podczas oczyszczania acetylowej pochodnej zwiazku 141 i odblokowania natrafitem na spore
trudnosci, wynikajace z niezwyktej labilno$ci wiazania glikozydowego ww. zwiazkow. Droga
licznych prob opracowatem jednak takie warunki reakcji i przerobu, ktore pozwolily na

uzyskanie 3-metylo-2’-deoksyguanozyny (141) w postaci analitycznie czystej.

Oproécz syntezy zwiazkow 140 i 141, w pracy [A2] przedstawione zostaly uzyskane
przeze mnie wyniki pomiaréw potowicznych czaséw ich hydrolizy oraz hydrolizy wyozyny
(134). Wykazatem na podstawie badan prowadzonych w réznych warunkach pH, ze szybko$¢
rozpadu wiazania glikozydowego w przypadku 2’-deoksywyozyny jest kilkaset razy wigksza
niz dla wyozyny, a dla 3-metylo-2’-deoksyguanozyny jest jeszcze 5-13 razy wigksza niz dla

2’-deoksywyozyny.

Tematem pracy [A3] jest synteza acyklowyozyny (4) i 3-metyloacykloguanozyny (3),
ktora przeprowadzilem wychodzac z acyklowiru (1). Stwierdzilem, Ze regioselektywno$¢
metylowania (N1/N4) byla uzalezniona od stosunku uzytych w reakcji rozpuszczalnikow.
Zwiazki 4 i 3 potraktowatem jako dogodne modele dla dokonania pomiaréw szybkosci reakcji

rozpadu wiazania N3(lub N9)—C, odpowiadajacego wiazaniu glikozydowemu nukleozydow.
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Ustalitem, ze zdecydowane zmniejszenie zatloczenia przestrzennego w czasteczkach 4 1 3, w
poréwnaniu z wyozyna (134) i 3-metyloguanozyna (136), powoduje stosunkowo niewielkie
(10- do 30-krotne) jej spowolnienie, co moze $wiadczy¢ o istotnym udziale czynnikow
elektronowych w obserwowanej nietrwatosci 9-podstawionej 3-metyloguaniny. Wychodzac z
N?,7-diacetylo-3-metyloguaniny uzyskatem blokowany 7-izomer 3-metyloacykloguanozyny,
a nastgpnie 1-izomer acyklowyozyny (produkt 142, po deacetylacji 143). Dowiodtem, ze 142

nie ulega transglikozylacji termicznej w kierunku 144, a odwrotna reakcja zachodzi tatwo.
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Odpowiedni dobor rozpuszczalnikow, wymuszajacy N4-metylowanie, umozliwil mi
rowniez otrzymanie 2-bromowyozyny (145) i 2-bromoacyklowyozyny (146) (praca [A4]). 2-
Bromowyozyna okazata si¢ zwiazkiem o réwnie nietrwatlym wigzaniu glikozydowym jak
wyozyna. Na podstawie widm NMR stwierdzitem, Ze jej objetosciowy podstawnik bromowy
traci, na skutek obecnosci grupy metylowej w potozeniu 4, swoj wptyw sytuujacy aglikon w

stosunku do rybozy w konformacji syn.
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IX OMOWIENIE POZOSTALYCH PRAC OPUBLIKOWANYCH PO DOKTORACIE

W pracy [B1] opisana jest metoda usuwania dobudowanego pierscienia w uktadzie 9-
podstawionej 1,N*-etenoguaniny z uzyciem jodu w metanolu, alternatywna wobec stosowanej
wczesniej w naszej Pracowni metody wykorzystujacej NBS. Moj udziat w tej publikacji byt

niewielki i mial charakter pomocniczy.

37



Praca [B2] zawiera wstepne wyniki badan nad wpltywem podstawnikow w potozeniu 6
tricyklicznych analogéw acyklowiru i guanozyny na kierunek ich alkilowania i aralkilowania.

Pelne zestawienie otrzymanych rezultatow znalazto si¢ w obszerniejszej pracy [H7] (str. 19).

Skierowalismy do badan na cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek KB nowotworu
nosogardzieli seri¢ kilkunastu 8-podstawionych lub/i tricyklicznych analogéw acyklowiru
oraz czterech pokrewnych zwiazkéw (Katedra Farmakologii Wydziatu Farmaceutycznego
Akademii Medycznej w Poznaniu, prof. dr hab. B.Htadon). W tej liczbie bylo 8 zwiazkow
zsyntetyzowanych wczesniej przeze mnie (opisanych w pracach [A5] i [H1]). Jak pokazuja
wyniki zamieszczone w publikacji [B3], testowane zwiazki byly w wigkszosci nieaktywne.

Umiarkowana aktywno$¢ przejawiato tylko kilka z nich np. 8-bromoacyklowir.

Otrzymane przeze mnie i opisane wczesniej (w pracach [A5] i [H7]) fluoryzujace
zwiazki, aktywny przeciwwirusowo 6-Ph-TACV (10) oraz 5-Me-6-Ph-TACV (55e) i 4-Me-6-
Ph-TACV (56e), zostaly poddane szczegdétowym badaniom spektralnym i fotofizycznym na
Wydziale Chemii Uniwersytetu im. A.Mickiewicza w Poznaniu (prof. dr hab. G.Wenska). W
powstatej publikacji [B4] przedstawiono m.in. parametry ich fluorescencji w zaleznosci od

polarnosci rozpuszczalnika oraz, w przypadku roztworé6w wodnych, od pH roztworu.

W pracy [B5] przedstawione zostaty wyniki moich badan nad izomeryzacja 2’-
deoksyguanozyny (147a). Zsyntetyzowalem 3 blokowane pochodne 147a: N2-acetylo-3°,5’-
di-O-acetylo-2’-deoksyguanozyne (147b), N2-(4-toluoilo)-3’,5’-di-O-(4-toluoilo)-2’-deoksy-
guanozyng (147c; z wydajnoscia prawie 2-krotnie wyzsza niz podano w literaturze®®) i N2
acetylo-3’,5’-di-O-(tert-butylodimetylosililo)-2’-deoksyguanozyne (147d). Ogrzewatem je w
stanie stopionym lub w roztworze, uzyskujac 7-regioizomery z wydajnosciami, ktore byly
uzaleznione od zastosowanego substratu i warunkow reakcji. Zgodnie z przewidywaniami,
nastgpowata anomeryzacja, ktorej rezultatem byta obecno$§¢ w mieszaninach poreakcyjnych
zwiazkow 9 (147b-d), 9a (148b-d), 7B (149b-d) i 7o (150b-d). Uzycie 147b jako substratu
powodowato powstanie niewielkich ilosci 149b i 150b, ktorych nie udato si¢ rozdzielic. W
eksperymentach z uzyciem 147c i 147d wydajnos$¢ termicznej 9—7 izomeryzacji byta wyzsza
(24-55 %), a sktadniki mieszanin wyizolowatem na drodze bardzo precyzyjnej chromatografii
kolumnowej i krystalizacji. Produkty scharakteryzowatem przy pomocy ‘H i BC NMR, a
zwiazki 147c, 148c, 149c i 150c dodatkowo przez analizg elementarna. Nastgpnie poddatem
je odblokowaniu, co dato 2’-deoksyguanozyneg i jej izomery 9a (148a), 7B (149a) i 7o (150a).

Powyzsza synteza 149a jest prostsza od opisanej wczeéniej,67 chociaz sumaryczne wydajnosci
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w przypadku obu tych metod sa zblizone. Ciekawa obserwacja jest stwierdzenie wigkszej
efektywnosci izomeryzacji 147¢ w pordéwnaniu z pertoluoilowana guanozyna, co przypisac

nalezy wyzszej trwatosci wiazania glikozydowego rybonukleozydu.
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Praca przegladowa [C1] to zwigzte zestawienie stanu wiedzy z 1995 r. nt. kinazy
tymidynowej herpetowirusow: jej specyficznosci substratowej, roli w aktywacji metabolicznej
analogow nukleozydowych, inhibicji przez modyfikowane nukleozasady i1 nukleozydy, jej
zastosowania W genowo-chemicznej terapii nowotworéw (GDEPT). Bardziej szczegdtowo

przedstawitem niektore aspekty tej tematyki w czesci literaturowej mojej pracy doktorskiej.

Prace [C2] oraz [C3], opublikowane w specjalnym tomie Collection Symposium Series
przez Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the Czech
Republic w Pradze, maja charakter wstgpny w stosunku do pdzniejszych prac [B5] i [H7].
Moj udzial w tych pracach byt dominujacy, jesli chodzi o czg$¢ syntetyczna.

Praca [C4] to chronologicznie pierwsza publikacja zwiazana z realizacja projektu
kierowanego przez dr hab. Joanng Zeidler, ktorego celem byta synteza pochodnych 1,2,3-
triazolu jako potencjalnych prekursorow inhibitoréw IMPDH. W publikacji tej wstgpnie
zaprezentowali§my sposob otrzymania 1,2,3-triazolonukleozydéw, z ktoérych najwazniejszym
byt 5-etynylo-1-B-D-rybofuranozylo-1H-[1,2,3]triazolo-4-karboksyamid (126). Catosciowy
opis syntezy, wraz z doktadna czgsécia eksperymentalna, zamiesciliSmy w pozniejszej pracy
[H12] (str. 31-34). Otrzymane zwiazki, w tym 4 zsyntetyzowane przeze mnie (123-126),
przekazaliSmy do testow na aktywnos$¢ wzgledem wybranych ortomyksowirusow i
paramyksowirusow, ktore zostaty przeprowadzone w Institute for Antiviral Research, Utah
State University, USA (prof. D.F.Smee). Wérdd wyselekcjonowanych z calej serii 1 opisanych

w pracy [C5] trzech zwiazkéw przejawiajacych najciekawsze wlasciwosci znalazly sig
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zwiazki 5-etynylowy (ETCAR, 126) i 5-propynylowy (ProTCAR, 125). W poréwnaniu z
rybawiryna, ETCAR wykazal podobna, lub nawet nieco wyzsza aktywno$¢ wobec wirusow
grypy A (HIN1, H3N2, H5N1), wirusa grypy B, wirusa paragrypy typu 3 oraz RSV, ale
jednoczesnie wyzsza cytotoksycznos¢. ProTCAR byt od kilku do 100 razy stabiej aktywny
niz ETCAR, nie przejawial jednak toksyczno$ci. Stwierdzono tez, ze w efekcie dzialania 125
I 126 nastgpuje obnizenie wewnatrzkomorkowego poziomu GTP, co wskazuje na inhibicjg
IMPDH jako mechanizm ich dziatania przeciwwirusowego. Powyzsza tez¢ podtrzymuja
uzyskane rezultaty przeprowadzonego modelowania komputerowego kompleksow enzym-

ETCARMP i enzym-ProTCARMP.

Obecnie nadal zajmujg¢ si¢ synteza modyfikowanych nukleozydow, wspotpracujac w
tym zakresie z dr hab. J.Zeidler (IChB PAN). Zsyntetyzowane zwiazki beda w przysztosci
poddane testom biologicznym. Podj¢lismy wspolprace z Katedra Chemii Farmaceutycznej
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. K.Marcinkowskiego w Poznaniu
(dr hab. I.Muszalska) gdzie wykonywane sa aktualnie badania fizykochemiczne niektorych z

otrzymanych przeze mnie nowych zwiazkow.
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XV NAJWAZNIEJSZE OSIAGNIECIA ZAWARTE W PUBLIKACJACH CYKLU
HABILITACYJNEGO

* Przeprowadzilem syntezg 29 tricyklicznych analogow acyklowiru, gancyklowiru i 9-{[cis-
1°,2’-bis(hydroksymetylo)cykloprop-1’-ylo]metylo} guaniny, z przeznaczeniem do badan in
vitro pod katem aktywnosci przeciwko herpeswirusom oraz wlasciwosci cytostatycznych w
eksperymentach genowo-chemicznej terapii nowotworéw. W oparciu o wyniki testow
okreslitem zalezno$¢ pomigdzy struktura zwiazkow a ich czynnoscia biologiczna.

« Zdefiniowatem wplyw podstawnika w dobudowanym pierécieniu 1,N*-etenoacyklowiru i
1,N%-etenoguanozyny na kierunek alkilowania i aralkilowania w warunkach zasadowych.
Opracowatem metodg otrzymywania 3-benzyloacyklowiru.

* Zsyntetyzowatem 7 nukleozydow 1,5-anhydro-2,3-dideoksy-D-arabinoheksitolu, analogow
5-podstawionej 2’-deoksyurydyny. Nowe zwiazki postuzyly do testow przeciwwirusowych,
a jeden z nich rowniez do badan strukturalnych w kompleksie z kinaza tymidynowa HSV-1.

* W rezultacie wieloetapowej syntezy otrzymatem 2’-O,5-dimetylourydylylo(3°-5’)-2°-0O,5-
dimetylourydyng, modelowy, imitujacy A-DNA substrat dla reakcji fotochemicznej.

* Przeprowadzitem synteze 5 analogdéw L-aminoacylo-AMP jako potencjalnych inhibitoréw
syntetaz aminoacylo-tRNA. Przygotowane 5’-O-[N-(L-aminoacylo)sulfamoilo]-2’-fluoro-
adenozyny wykazaty in vitro interesujaca czynno$¢ przeciwbakteryjna i immunosupresyjna.

* Zsyntetyzowatem 5-etynylo-1-B-D-rybofuranozylo-1H-[1,2,3]triazolo-4-karboksyamid oraz
trzy jego 5-alkinylowe analogi. Jako potencjalne prekursory inhibitorow dehydrogenazy 5°-
monofosforanu inozyny, zwiazki te zostaty poddane badaniom na cytotoksyczno§¢ wobec
nowotworowych linii komorkowych, a takze na aktywno$¢ przeciwko ortomyksowirusom i
paramyksowirusom.
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