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Mgr Katarzyna Kulik ukonczyta Wydzial Chemii Uniwersytetu Lodzkiego w 2005
roku i w tym samym roku rozpoczela prace w Zakladzie Chemii Bioorganiczne;j
CBMM PAN w Lodzi. Jej zainteresowania naukowe dotycza poszukiwania modyfi-
kacji nukleozydowych lekéw o dziataniu przeciwnowotworowym i przeciwwiruso-
wym, majacych na celu zwigkszenie transportu dokomérkowego tych lekow.
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ABSTRACT

Natural nucleotide antibiotics such as Agrocin 84, Dinoguellin, Microcin C
and Phosmidosine have a N-acylphosphoramidate linkage at the 5’-hydroxyl of the
adenosine derivatives (Fig. 1, 2) [1-3]. They exhibit interesting antifungal, antie-
metics and anticancer properties. To synthesize these products, the construction
of the N-acylphosphoramidate linkages seems to be a key step. Many groups have
described the preparation of such a type of analogues but none of those methods
was general. Grandas has for the first time reported the synthesis, of N-acylpho-
sphoramidate peptide-oligonucleotide hybrids via condensation of N-phosphityla-
ted carboxyamides with alcohols in the presence of 1H-tetrazole [9]. Based on this
strategy Sekine synthesized aminoacyl adenylate (aa-AMP) analogues which could
be useful in the studies on the recognition mechanism of the aminoacylation of
tRNA and other biochemical reactions [10]. Since aa-AMPs are extremely unstable
under aqueous conditions more stable analogues were required. Aminoacyl-adeny-
late analogues having an N-acylphosphoramidate linkage (aa-AMPN) could behave
as potent, selective asparagine synthetase (AS) inhibitors because of its structural
similarity to S-aspartyl-AMP (8 AspAMP) which is natural product of AS [17].

Among natural N-acylphosphormiadates, Phosmidosine which connects
a nucleoside analogue, 8-oxoadenosine, with an L-proline residue is unique because
of its significant antitumor activities and property of stopping cell growth at the G1
phase in the cell cycle (Fig. 2) [2, 13]. The main difficulty during the synthesis of
this compound is an extreme instability under weak basic conditions which exclu-
des the use of labile protecting group of basic properties [14]. Stability studies have
shown that under basic conditions phosphoryl group of Phosmidosine underwent
rapid N-N migration (Scheme 9) [16]. Many modifications have been introduced
to improve Phosmidosine properties [16]. Analogues such as demethylated species
(Phosmidosine B) have proven to be stable under both basic and acid conditions
and are also potential candidates for antitumor drugs [14].

Keywords: N-acylphosphoramidate function, aminoacyl adenylate analogues,
nucleoside analogue, Phosmidosine

Stowa kluczowe: ugrupowanie N-acyloamidofosforanowe, analogi aminoacyloade-
nylanéw, analogi nukleozydéw, Fosmidozyna
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WPROWADZENIE

N-Acyloamidofosforanowe ugrupowanie stanowi bardzo wazny motyw struk-
turalny réznych bioaktywnych produktéw naturalnych i farmaceutykéw takich jak
Agrocyna 84 [1] i Fosmidozyna [2], ktére wykazujg przeciwgrzybiczne, przeciwwy-
miotne i przeciwnowotworowe wlasciwosci.

W latach osiemdziesigtych ubieglego wieku opublikowano prace dotyczace
naturalnych antybiotykéw posiadajacych w swej strukturze takie ugrupowanie.
Nalezaly do nich Agrocyna 84 (1, wytwarzana przez bakterie szczepu K-84 Agrobac-
terium radiobacter i wykorzystywana jako §rodek ochrony roélin) oraz Dinoguen-
llina (2, toksyczny fosfolipid wyizolowany z ikry morskich ryb gatunku Stichaeus
grigorjewi), zawierajace funkcje N-acyloamidofosforanowa w pozycji 5’ analogu
adenozyny (Rys. 1) [1].
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Rysunek 1. Struktury naturalnych antybiotykéw zawierajacych ugrupowanie N-acyloamidofosforanowe
Figure 1. Structures of natural antibiotics containing an N-acylphosphoramidate linkage

Z kolei Mikrocyna C (3, Rys. 1) bedaca antybiotykiem syntezowanym przez
bakterie nalezace do rodziny Escherichia coli zbudowana jest z heptapeptydu pola-
czonego za pomocg wigzania N-acyloamidofosforanowego z modyfikowanym AMP
[3]. Peptydowy fragment zwigzku utatwia transport do wnetrza komorki, w ktdrej
droga enzymatycznej hydrolizy nastepuje jego usuniecie i uwolnienie aktywnego
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zwiazku wykazujacego silne dzialanie biologiczne zwigzane z hamowaniem syntezy
bialek.

Szczegdlnie atrakcyjnym zwigzkiem okazala sie by¢ Fosmidozyna (4, Rys. 2)
wyizolowana w 1991 roku przez Uramoto i Isono z hodowli Streptomyces durh-
meusie. Ten naturalny antybiotyk laczac w swej strukturze fragment aminokwasu
- proliny z analogiem nukleozydu hamowal tworzenie zarodnikéw Botytis cinerea,
chorobotworczych grzybdw, owocow i warzyw [2].
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Rysunek 2. Struktura Fosmidozyny
Figure 2. Structure of Phosmidosine

Interesujace wiasciwosci biologiczne N-acyloamidofosforanowych pochod-
nych sktonily badaczy do poszukiwania dogodnej metody otrzymania tego typu
polaczen.

1. SYNTEZA N-ACYLOAMIDOFOSFORANOW

Nalezy zauwazy¢, iz N-acylowane amidofosforany juz w latach 60. minionego
wieku byty rozpatrywane jako potencjalne odczynniki fosforylujace. W 1962 roku
Zioudrou zaproponowal synteze polegajaca na estryfikacji kwaséw N-acyloamido-
fosforowych lub chloroacyloamidofosforanéw przez odpowiednie alkohole (Sche-
mat 1, droga 1) [4]. Jednakze podstawowa jej wade stanowil fakt, iz substraty do tej
reakcji mogly by¢ otrzymane jedynie z aromatycznych karboksyamidéw lub alifa-
tycznych amidéw posiadajacych podstawniki elektronoakceptorowe przy « atomie
wegla.
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Schemat 1. Metody otrzymywania N-acyloamidofosforanowych pochodnych
Scheme 1. Methods used for the preparation of N-acylphosphoramidate derivatives

Nastepnie Desmarchelier w reakcji fosforynu trialkilowego z cyklicznymi
N-halogenoamidami lub halogenoiminami otrzymal odpowiednie N-acyloamido-
fosforany (Schemat 1, droga 2) [5]. Inny sposob otrzymania tego typu polaczen
obejmowal reakcje anionéw pierwszo- i drugorzedowych karboksyamidéw z chlo-
rofosforanem (Schemat 1, droga 3) [6]. Jednakze zadna z wyzej przedstawionych
reakcji nie miala charakteru ogélnego. Najprostsza metodg syntezy N-acyloamido-
fosforanéw wydawala sie by¢ reakcja bezposredniego arylowania amidofosforanéw.
Niestety proces ten okazal si¢ by¢ mato wydajny ze wzgledu na towarzyszace roze-
rwanie wigzania P-N i tworzenie karboksyamidéw (Schemat 1, droga 4) [7].

Badania dotyczace bezposredniego benzoilowania amidodiestréw fosforo-
wych prowadzone w latach 90. ubiegtego wieku w Zakladzie Chemii Bioorganicz-
nej CBMM PAN pozwolily wyjasni¢ mechanizm tej reakcji [8]. Jej pierwszy etap
stanowi N-benzoilowanie prowadzace do utworzenia odpowiedniego N-benzoilo-
-0,0-dialkiloanilidofosforanu (7, Schemat 2), ktory nastepnie ulega wolnemu prze-
grupowaniu do mieszanego bezwodnika O,O-dialkilofosforo-N-fenyloiminobenzo-
esowego (8) na skutek wewnatrzczasteczkowego ataku karbonylowego atomu tlenu
na atom fosforu z jednoczesnym rozerwaniem wigzania P-N. Zaobserwowano, iz
przegrupowanie to katalizowane jest przez odczynniki elektrofilowe takie jak chlo-
rek benzoilu. Solwoliza bezwodnika 8 zachodzita z atakiem N- oraz O-nukleofili
na karbonylowy atom wegla fragmentu benzoilowego w konsekwencji prowadzac
do utworzenia kwasu O,O-dialkilofosforowego (9) oraz odpowiedniego karboksy-
amidu 10.
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Schemat 2. KatalizowaneodczynnikamielektrofilowymiprzegrupowanieN-benzoilo-O,0-dialkiloanilidofosforanow
Scheme 2.  Rearrangement of N-benzoyl-O,0-dialkyl phosphoranilidates catalysed by electrophilic reagents

Gloéwnie ze wzgledu na duzg ilo$¢ reakeji ubocznych zadna z przedstawionych
metod syntezy nie mogta znalez¢ zastosowania w otrzymywaniu takich zwigzkow
jak koniugaty peptyd-oligonukleotyd, ktére byly polaczone kowalencyjnym wig-
zaniem N-acyloamidofosforanowym. Stad tez zesp6t Grandas opublikowal w 1995
roku metode oparta na reakcji pierwszorzedowych karboksyamidéw z P(III)
pochodnymi [9].

Pierwszy etap tej syntezy obejmowal fosfitylacje grupy karboksyamidowe;
asparaginy znajdujacej si¢ na C-koncu blokowanego peptydu 12 za pomocg chloro-
amidofosforynu w obecnosci zasady (Schemat 3A). Otrzymang amidofosforynowg
pochodng 13 kondensowano wobec tetrazolu z 5’-hydroksylowa grupg przylaczo-
nego do stalego podtoza oligonukleotydu 14, a nastepnie w otrzymanym koniuga-
cie utleniono P(III) atom fosforu za pomoca wodoronadtlenku tert-butylowego.
W koncowym etapie reakcji stosujac roztwor amoniaku w dioksanie usunigto grupy
ochronne otrzymujac pozadany koniugat 15 (Schemat 3B).
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Schemat 3.  Synteza koniugatu peptyd-oligonukleotyd Ac-Ser-Gly-Asp-NH-p”CATCAT
Scheme 3. Synthesis of the peptide-oligonucleotide conjugate Ac-Ser-Gly-Asp-NH-p”CATCAT
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2. SYNTEZA ANALOGOW AMINOACYLOADENYLANOW (aa-AMP)
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Schemat 4.  Mechanizm reakcji katalizowanej przez syntetaze aminoacylo-tRNA
Scheme 4.  Mechanism of the reaction catalyzed by aminoacyl-tRNA synthetase

Analogiczng metodologie syntezy nieopisanych wliteraturze chemicznej analo-
gow aminoacyloadenylanéw (aa-AMP) zaproponowat Sekine. aa-AMP s3g waznymi
zwigzkami posrednimi w reakcjach z udzialem syntetaz aminoacylo-tRNA (aaRS),
katalizujacych dwuetapowg reakcje przeniesienia aminokwasu na tRNA. W pierw-
szym etapie zachodzi aktywacja aminokwasu poprzez przylaczenie pochodzacego
z czasteczki ATP fragmentu AMP (Schemat 4). Z utworzonego aa-AMP syntetaza
przenosi aminokwas na 3’(lub 2’) hydroksylowa funkcje¢ rybozy znajdujacej si¢ na
koncu 3’ fanicucha tRNA, prowadzac do utworzenia aminoacylo-tRNA.

Aminoacyloadenylany bedac pochodnymi bezwodnikéw fosforowokarboksy-
lowych sg zwigzkami bardzo niestabilnymi w §rodowisku wodnym. Majgc na uwa-
dze badanie proceséw aminoacylowania tRNA poszukuje sie trwalszych analogéw
zawierajacych takie ugrupowania jak: aminoalkilofosforylowe, aminofosfonylowe
czy N-acylosulfonamidowe (Rys. 3). Jednakze struktury tych analogéw réznia si¢ od
aa-AMPs, gdyz nie posiadaja podwdjnego wigzania C=0, maja dodatkowy fadunek
ujemny badz utracily tadunek pochodzacy z ugrupowania fosforowego.
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Rysunek 3. Struktury aminoacyloadenylanéw oraz ich analogow
Figure 3. Structures of aminoacyl-adenylates and their analogues

Sekine zaprojektowal stabilny w warunkach fizjologicznych analog aa-AMP
zawierajacy ugrupowanie N-acyloamidofosforanowe, ktore pozwala, aby zwiazek
zachowal strukture jonu zwitterionowego i w ktérym zachowana jest podobna odle-
glo§¢ miedzy atomem fosforu a grupami aminowymi (Rys. 4) [10].
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Rysunek 4. Struktura aminoacyloamidoadenylanéw zaprojektowanych przez Sekine
Figure 4. Structure of aminoacyl-adenylates designed by Sekine

Odpowiednig 5°-O-amidofosforynowa pochodng adenozyny (17) otrzymywano
w reakcji N°,0°,0°-tribenzoiloadenozyny (16) z 2-(trimetylosililo)etylo-N,N,N’,N'-
tetraizopropyloamidofosforynem wobec tetrazolidku diizopropyloamoniowego
(Schemat 5) [11]. Jako grupe ochronng funkcji aminowej aminokwasu zastosowano,
ulatwiajaca rozpuszczalnos¢ w rozpuszczalnikach organicznych, lipofilows, zasa-
dolabilng grupe 4,4’4”-tris(benzoiloksy)trytylowa (TBTr). Kondensacje N-TBTr
pochodnej aminokwasu (18) z 5’-O-amidofosforynowa pochodng adenozyny (17)
prowadzono w obecnosci 5-(3,5-dinitrofenylo)-1H-tetrazolu, nast¢pnie utleniano
amidofosforynowy zwigzek posredni nadtlenkiem fert-butylowym. W koncowym
etapie reakcji usuwajgc grupy ochronne otrzymano pozadany produkt 22, ktory
oczyszczano chromatograficznie na kolumnie wypelnionej silikazelem C-18. Omo-
wiona metoda umozliwila otrzymanie serii aminoacyloamidoadenylanéw pochod-
nych L-fenyloalaniny, L-izoleucyny, L-waliny, L-metioniny, L-proliny oraz formy
L- i D-tyrozyny.
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Rysunek 5. Struktura $-aspartylo-AMP oraz jego amidofosforanowego analogu
Figure 5. Structure of 3-aspartyl-AMP and its phosphoramidate analogue

3. SYNTEZA FOSMIDOZYNY ORAZ JE] ANALOGOW

Opisana metoda syntezy aminoacyloamidoadenylanéw postuzyta zespotowi
Sekine do otrzymania Fosmidozyny oraz jej analogéw [12]. Czasteczka tego nukle-
otydowego antybiotyku sktada sie z 8-oksoadenozyny oraz L-proliny polaczonych
ugrupowaniem N-acyloamidofosforanowym. Przestanka do poszukiwania wydaj-
nej metody otrzymywania analogéw Fosmidozyny byly doniesienia literaturowe
japonskiego zespolu Osady, ktory odkryt jej szczegdlng wlasciwos$¢ zwiagzang ze
zdolnoscig do hamowania wejscia w faze S cyklu komérkowego i zatrzymywania jej
progresji w fazie G, [13].
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3.1. FOSMIDOZYNA I FOSMIDOZYNA B

Fosmidozyna B (28) stanowiaca zdemetylowang pochodng Fosmidozyny
zostala zsyntezowana w reakcji N-acetylo-8-oksoadenozyno-5’-O-amidofosforyno-
wej pochodnej 23 z N-blokowanym prolinamidem (24) w obecnosci 5-(3,5-dinitro-
fenylo)-1H-tetrazolu pelnigcego funkcje kwasowego katalizatora (Schemat 6) [14].
Jako funkcje ochronng ugrupowania fosforanowego wykorzystano grupe 2-(trime-
tylosililo)etylowa (TSE), ktéra mogta by¢ selektywnie usuwana za pomoca fluorku
tetra-n-butyloamoniowego.
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i) 5-(3,5-dinitrofenylo)-1H-tetrazol/CH;CN
ii) ‘BuOOH

iii) TBAF*H,O, AcOH, THF

iv) stez. NHj/dioksan (1:1, v/v)

iv) 1M NaOH

Schemat 6. Synteza Fosmidozyny B
Scheme 6. Synthesis of Phosmidosine B

Synteza Fosmidozyny droga selektywnego metylowania grupy N-acyloamido-
fosforanowej Fosmidozyny B (28) za pomocg diazometanu nie powiodla si¢
z powodu niskiej rozpuszczalnosci tego zwigzku w rozpuszczalnikach organicz-
nych oraz wystepowania w formie zwitterjonu [15]. Inne podejscie polegalo na
wprowadzeniu grupy metylowej na etapie fosfitylacji pochodnej 8-oksoadenozyny
za pomocg bis-(N,N-diizopropyloamido)fosforynu metylowego. Mimo, iz obser-
wowano tworzenie si¢ pozadanego produktu kondensacji 5’-O-amidofosforynowej
pochodnej nukleozydu z N-blokowanym aminokwasem to warunki prowadzenia
nastepczej reakcji usuniecia grupy acetylowej z 6-aminowej funkcji pochodnej
adenozyny prowadzily do rozkladu tego zwigzku. O ile Fosmidozyna B byla trwata
zaréwno w warunkach kwasowych jak i zasadowych to jej metylowana pochodna
okazala sie by¢ wyjatkowo niestabilna w §rodowisku zasadowym.
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iii) 80% AcOH

Schemat 7.  Synteza Fosmidozyny
Scheme 7.  Synthesis of Phosmidosine

Ostatecznie wykorzystanie kwasolabilnej grupy tert-butoksykarbonylowej
(Boc), pozwolito autorom oming¢ problemy zwigzane z niestabilno$cig Fosmido-
zyny. Pochodna 8-oksoadenozyny zablokowang w pozycjach 2’- i 3°- grupg izopro-
pylidenowa oraz grupa tert-butoksykarbonylowa w pozycji N-7 (29) poddano reak-
cji z bis-(N,N-diizopropyloamido)fosforynem metylowym w obecnosci tetrazolidku
diizopropyloamoniowego (Schemat 7). Oddzialywania steryczne i elektrostatyczne
wynikajace z obecnosci grupy Boc zablokowaly fosfitylacje funkcji egzoaminowej
nukleozasady. Finalna kondensacja otrzymanej 5°-O-amidofosforynowej pochod-
nej adenozyny (30) z N-Tr-prolinamidem, nastepcza reakcja utlenienia i deprotek-
cja grup ochronnych w srodowisku kwasowym prowadzity do otrzymania Fosmido-
zyny (4) w formie mieszaniny dwdch diastereoizomerdw, ktore zostaly rozdzielone
technikg HPLC.

Badania aktywnosci inhibitorowej otrzymanych zwiazkéw wobec linii komor-
kowych raka zotgdka, ptuc, krtani oraz odbytu wykazaly wysoka aktywno$¢ prze-
ciwnowotworowg Fosmidozyny B [14]. W przypadku Fosmidozyny wtasciwosci
inhibitorowe obu wyizolowanych diastereoizomeréw byly zblizone i okoto 10-krot-
nie wyzsze niz w przypadku Fosmidozyny B.
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3.2. TRWALOSC FOSMIDOZYNY

Sekine i wsp. przeprowadzili rowniez eksperymenty majace na celu poznanie
przyczyn niestabilnosci Fosmidozyny podczas jej izolowania [16]. Wiadomo byto,
iz w pH 7 Fosmidozyna wystepuje w formie zwitterjonu (Schemat 8, forma II),
za§ w warunkach zasadowych ulega szybkiej wewnatrzczasteczkowej demetylacji
(forma IIT) natomiast w srodowisku kwasowym reszta prolinowa ulega protonowa-
niu (forma I). Sekine i wsp. wykazali, ze trwato§¢ Fosmidozyny nie zalezy wylacz-
nie od pH roztworu, lecz na jej stabilnos¢ ma réwniez wplyw stezenie roztworu,
w jakim jest ona rozpuszczona.

H, o 0 H, o o
o 0 @ON° T N9 9
QVC—NH—F;—OR QVC—N—IT—OR QvC—N—P—OR
H OMe H OMe H @ -
formal formall formal lll
$rodowisko kwasne $rodowisko obojetne $rodowisko zasadowe

NH,

H

N Sy
o<
ol N/)

HO OH

Schemat 8. Prawdopodobne struktury Fosmidozyny w érodowisku kwasnym, obojetnym i zasadowym
Scheme 8.  Possible structures of Phosmidosine under acidic, neutral, and basic conditions

W stezonych roztworach obserwowano miedzyczasteczkowe przeniesienie
grupy metylowej prowadzace do mieszaniny metylowanych i zdemetylowanych
pochodnych (Schemat 9, droga a). Niestabilnos¢ Fosmidozyny spowodowana byta
réwniez przez atak drugorzedowej grupy aminowej reszty prolinamidu na atom
fosforu (droga b) oraz wewnatrzczasteczkowego przeniesienia grupy metylowej

(droga c).
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a c
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H 0

Fosmidozyna B

Schemat 9.  Mechanizm rozkladu Fosmidozyny w steZonym roztworze
Scheme 9.  Mechanism of the decomposition of Phosmidosine in concentrated solution

3.3. ANALOGI FOSMIDOZYNY

Autorzy poszukujac stabilniejszych pochodnych Fosmidozyny zsyntezowali
seri¢ analogow, w ktorych grupe metylowa w ugrupowaniu amidofosforanowym
zastgpiono dluzszymi podstawnikami alkilowymi.Zwigzki te otrzymano kondensu-
jac N-(N-trytyloprolilo)amidofosforanowa pochodng 32 z blokowang kwasolabil-
nymi grupami ochronnymi pochodng 8-oksoadenozyny (29) wobec 5-merkapto-
-1-metylo-1H-tetrazolu (MMT) (Schemat 10). Spoérdd otrzymanych pochodnych
O-etylowa pochodna 35a byla wystarczajaco stabilna w roztworze wodnym, nato-
miast w warunkach zasadowych (0,1 M NaOH) okazala si¢ by¢ 1,5-krotnie stabil-
niejsza niz Fosmidozyna. W analogiczny sposéb przeprowadzono synteze analogu
Fosmidozyny zawierajacego ugrupowanie N-proliloamidotiofosforanowe (34a).
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Schemat 10. Synteza analogéw Fosmidozyny
Scheme 10.  Synthesis of Phosmidosine analogues

Zespol Sekine otrzymal takze seri¢ pochodnych, w ktérych grupe prolinowa
zastgpiono aminoacylowymi fragmentami aminokwaséw jak L- i D- izoleucyna,
L-alanina oraz L-metionina.

Badania aktywno$ci przeciwnowotworowej zsyntezowanych analogéw Fosmi-
dozyny wykazaly, iz zastapienie fragmentu L-proliny innym L-aminokwasem bgdz
D-proling wyraznie obniza aktywno$¢ biologiczng tych zwigzkéw [16]. W przy-
padku N-proliloamidotiofosforanowej pochodnej nie obserwowano istotnej zmiany
aktywnos$ci w stosunku do niemodyfikowanej Fosmidozyny, natomiast w serii
pochodnych O-alkilowych oba diastereoizomery kazdego z analogéw Fosmidozyny
posiadaly podobne wlasciwosci biologiczne.

4.SYNTEZA 3-ASPARAGINYLOADENYLANU
- POTENCJALNEGO INHIBITORA SYNTETAZY ASPARAGINOWE]

W 2002 roku Richards przedstawil synteze [-asparaginyloadenylanu jako
potencjalnego inhibitora syntetazy asparaginowej [17]. Enzym ten nalezacy do
amidotransferaz, pelni funkcje katalizatora syntezy asparaginy z kwasu asparagino-
wego, glutaminy i ATP [18]. Przypuszczano, iz otrzymany f3-asparaginyloadenylan
(38, Rys. 5) bedac bliskim analogiem p-aspartylo-AMP (3-AspAMP, 37), natural-
nego produktu reakcji katlizowanej przez syntetaze asparaginowa, moze wykazywa¢
aktywno$¢ przeciwnowotworowa wobec komorek biataczki.
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NH,
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38 X=NH

Rysunek 5. Struktura -aspartylo-AMP oraz jego amidofosforanowego analogu
Figure 5. Structure of B-aspartyl-AMP and its phosphoramidate analogue

Pierwszy etap syntezy obejmowal reakcje blokowanej L-asparaginy (39)
z dichlorofosforynem O-benzylowym prowadzong w obecnosci diizopropyloetylo-
aminy (Schemat 11). Otrzymany monochlorofosfinowy zwigzek posredni 40 kon-
densowano z N°,0°,0’-tribenzoiloadenozyna (16). Kolejny etap syntezy, jakim byto
utlenianie otrzymanej pochodnej 41 za pomocg ‘BuOOH, nie wymagal oczyszczenia
substratu i byl przeprowadzony bezposrednio w tym samym naczyniu w obnizonej
temperaturze. W koncowym etapie reakcji usunigto grupy ochronne przylaczone
do grupy fosforanowej i aminowej otrzymujac pozadany N-acyloamidofosforan 38
z calkowitg wydajanoscig 18%.
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i) BnOPCI,, (iPr),NEt, CH,Cl,
ii) (iPr),NEt, CH,CI,
jii) tBUOOH, CH,Cl,
iv) 10% Pd/C, 1,4-cykloheksadien, MeOH/EtOH
v) stez. NH,OH

Schemat 11.  Synteza f3-asparaginyloadenylanu
Scheme 11.  Synthesis of -asparaginyladenylate
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5. N-ACYLOAMIDOFOSFORANOWE POCHODNE NUKLEOZYDOW

W Zakladzie Chemii Bioorganicznej CBMM PAN w Lodzi zaprojektowano serie¢
5’-O-(N-acylo)amidofosforanowych pochodnych nukleozydéw o wiasciwosciach
przeciwwirusowych. Przestankg do otrzymania tego typu potencjalnych pronukle-
otydéw byta stosunkowo niska stabilno$¢ wigzania P-N w medium komérkowym
mogaca prowadzi¢ do uwolnienia wewngtrz komdrki aktywnego monofosforanu
nukleozydu. Kluczowymi zwigzkami w tej syntezie byly N-2-tiono-(1,3,2-oksatia-
fosfolanowe) pochodne karboksyamidéw aminokwaséw (45). W tym celu prolina-
mid, alanyloamid oraz fenyloalanyloamid, ktérych grupy aminowe zablokowane
byty grupa acetylowa badz grupa trytylowa poddawano reakcji z 2-chloro-1,3,2-
-oksatiafosfolanem (44) w obecnosci siarki elementarnej w pirydynie tworzgc odpo-
wiednie produkty 45. Zwigzki 45 reagowaly z 5’-hydroksylowa grupa wybranych
pochodnych nukleozydéw tj. AZT oraz d4T wobec silnej zasady DBU, co w rezul-
tacie prowadzito do powstania N-acylo-O-nukleozydoamidotiofosforanéw (46).
W koncowym etapie syntezy zwiazki 46 utleniano za pomoca jodoksybenzenu do
analogéw N-acylo-O-nukleozydoamidofosforanowych (47).

I O~ (|)| IO i
R—C—NH, + CI—P_ | == R—C—NH-P. j + NUcOH —=
s s
43 44 45

Il | I |
R—C—NH—P—ONuc L R—C—NH—P—ONuc
s © ar ©

NucOH = AZT, d4T
R = —CH-NH-Ac —CH-NH-Ac
/Q /Q CH, éHzPh
Ac T

i) Sg, Py
i) DBU, CH,CN
jii) PhlO,, H,0

Schemat 12.  Synteza 5’-O-(N-acylo)amidofosforanowych pochodnych nukleozydéw
Scheme 12.  Synthesis of nucleoside 5’-O-(N-acyl) phosphoramidates

Zsyntezowane 5-O-(N-acylo)amidofosforany wykazaly aktywno$¢ inhibito-
rowa wobec wirusa HIV-1 oraz HIV-2 poréwnywalng z niemodyfikowanymi nukle-
ozydami [19].
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PODSUMOWANIE

Otrzymanie zwigzkow zawierajacych ugrupowanie N-acyloamidofosforanowe
stanowi nadal duze wyzwanie dla syntetykow. Liczne grupy badawcze koncentrujg
sie na poszukiwaniu wydajniejszych i efektywniejszych metod pozyskiwania tego
typu pochodnych. Stosunkowo niska stabilno$¢ N-acyloamidofosforanéw wymu-
sza takie dobranie warunkow reakcji, aby zapobiega¢ ich rozkladowi. Jednocze$nie
majac na uwadze stabilizowanie czasteczki oraz poprawe wilasciwosci aktywnych
biologicznie N-acyloamidofosforanéw wprowadza si¢ réznego rodzaju modyfikacje
w obrebie ich struktury.

Ugrupowanie N-acyloamidofosforanowe poza obecnoécia w naturalnych anty-
biotykach, stanowi wazny element strukturalny analogéw aminoacyloadenylanéw.
Dzigki zachowaniu struktury zwitterjonu oraz niemal identycznej odlegtosci mie-
dzy atomem fosforu a grupami aminowymi aminoacyloamidoadenylany naleza do
potencjalnych inhibitoréw enzymoéw bioracych udzial w biosyntezie biatek.

Wyjatkowa wlasciwos¢ Fosmidozyny wynikajaca ze zdolnosci do hamowa-
nia wejscia w faze S cyklu komoérkowego i zatrzymywania jej progresji w fazie G,
potwierdza, iz N-acyloamidofosforanowe analogi Fosmidozyny nalezg do obiecu-
jacych zwigzkow o szerokim spektrum aktywnosci inhibitorowej wobec komérek
nowotworowych.
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