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Mgr Joanna Gotkowska ukonczyla studia magisterskie na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Lodzkiego w 2009 r. Po studiach rozpoczeta prace na sta-
nowisku asystenta w Zakladzie Chemii Bioorganicznej na Wydziale Farma-
ceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. W swojej pracy naukowej
zajmuje si¢ synteza nitronéw pochodnych nukleozasad oraz zastosowaniem ich
w reakcjach 1,3-dipolarnej cykloaddycji.

Dr hab. Dorota G. Piotrowska studiowata chemi¢ (1991-1996) na Wydziale Che-
micznym Politechniki Lodzkiej, w 2002 roku uzyskala stopien doktora nauk far-
maceutycznych na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Lodzi,
a w roku 2011 - stopien doktora habilitowanego nauk chemicznych na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Lodzkiego. Jej zainteresowania naukowe dotycza, m.in. syntezy
nitronéw iich zastosowania w reakcjach dipolarnej cykloaddycji, syntezy i stereoche-
mii nowych pochodnych heterocyklicznych jako fosfonianowych mimetykow nukle-
ozydéw i nukleotydéw o potencjalnych wlasciwosciach przeciwnowotworowych
i przeciwwirusowych oraz zastosowania spektroskopii NMR w analizie konfigura-
cyjnej i konformacyjnej.
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ABSTRACT

Long-lasting interest in the synthesis of nucleos(t)ide analogues is dictated
by hope to obtain compounds possessing antibacterial, antiviral and antitumor
activities [1, 2]. Introduction of a methylene linker between an anomeric car-
bon and the nucleobase nitrogen atom produces a new class of compounds cal-
led 1’-homonucleos(t)ides as potentially active analogues. Although a sugar ring
in nucleosides can be replaced by several cyclic or even acyclic moieties we focus
attention on compounds containing the tetrahydrofuran ring. Since methods of
attachment of nucleobases are limited to their alkylation with appropriate com-
pounds and the de novo synthesis we discussed various synthetic approaches to
substituted tetrahydrofuranes in racemic or optically pure forms. Various pentose
and hexose derivatives were employed as starting materials and their transforma-
tions into the final sugar frameworks were detailed, thus revealing the importance
of these class of compounds. To prepare deoxysugars Barton-McCombie reaction
sequence was applied.

A significant number of final 1’-homonucleos(t)ides were screened for antiviral
and cytotoxic activity to identify a few very potent compounds. Thus, phosphonates
trans- and cis-138a were as active against HCMV as ganciclovir. In addition trans-
-138a inhibited the proliferation of several murine and human cancer cell lines with
IC, s in the uM range. 1’-Homonucleosides 64b and 66b exhibited selective antiviral
activity against HSV-1 TK™ and HSV-2 TK"™ (MIC = 8-12 pg/mL). Compound 129
was found active against HCV (EC = 6.31 pM) and reduced growth of CCRF-CEM
cells with IC, | = 5.73 uM.

Despite limited activity observed so far for the known 1’-homonucleos(t)ides
and their analogues, they deserve further interest both from the synthetic point of
view and biological potential inherent in molecules having nucleobase scaffolds.

Keywords: nucleoside analogues, 1’-homonucleos(t)ides, substituted tetrahydrofu-
rans, modified monosaccharides, biological activity

Stowa kluczowe: analogi nukleozyddw, 1’-homonukleoz(t)ydy, podstawione tetra-
hydrofurany, modyfikowane monosacharydy, aktywno$¢ biologiczna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

azobis(izobutyronitryl)
N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid
N,N'-dicykloheksylokarbodiimid
azodikarboksylan dietylu

wodorek diizobutyloglinowy
diizopropyloetyloamina
4-(dimetyloamino)pirydyna
1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid
wirus cytomegalii

wirus zapalenia watroby typu C

ludzki wirus niedoboru odpornosci typu 1, 2
wirus opryszczki pospolitej

kwas m-chloronadbenzoesowy
metylotrioksoren(VII)

nukleozasada

N-tlenek N-metylomorfoliny

dichromian pirydyny

fluorek tetrabutyloamoniowy
tert-butylodifenylochlorosilan

chlorek tert-butylodimetylosililu

kwas trifluorooctowy

tetrahydropiranyl
1,3-dichloro-1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksan
chlorek trimetylosililu

bromek trimetylosililu
trifluorometanosulfonian trimetylosililu
temperatura pokojowa

wirus ospy wietrznej i pdtpasca

wirus krowianki
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WSTEP

Analogi nukleozydéw wykazuja wladciwosci m.in. przeciwwirusowe i przeciw-
nowotworowe, a wiele z nich jest stosowanych jako leki. Jest to inspiracja do dal-
szych poszukiwan aktywnych zwigzkéw. Modyfikacje budowy nukleozydéw moga
by¢ dokonane w trzech fragmentach czasteczki:

- w obrebie pierscienia cukrowego;

- w obrebie nukleozasady;

- w sposobie polaczenia pierscienia cukrowego z nukleozasada.

Doprowadzilo to do otrzymania wielu zwiazkdw o aktywnosci przeciwwiruso-
wej [1], np.: zidowudyna (AZT), zalcytabina, didanozyna, jak réwniez przeciwno-
wotworowej: kladrybina, fludarabina, cytarabina (Rys. 1).

o NH, o

HO M: | N’,Eo ﬁ\’g N NH
P A A

zidowudyna zalcytabina didanozyna
NH, NH, NH,
N_ SN N >N SN
4
N N/)\u B N“>F N"No
HoO— HO-B-0 0.OH HO 0.OH
OH
H H H
kladrybina fludarabina cytarabina

Rysunek 1. Przyklady modyfikowanych nukleozydéw stosowanych w lecznictwie
Figure 1. Examples of modified nucleosides used in therapy

Wazny sposob modyfikacji fragmentu cukrowego polega na zastgpieniu go
przez pierScien cyklopentanowy. Aktywne zwigzki o takiej budowie, np.: aristero-
mycyna [3, 4], neplanocyna A [5] wyodrebniono najpierw jako produkty naturalne
(Rys. 2). Ich aktywnos¢ biologiczna jest zwigzana z odpornos$cia na dziatanie enzy-
mow hydrolizujacych naturalne wigzanie N-glikozydowe (O-C-N), ktore zostalo
w nich zastgpione przez uktad C-C-N, co prowadzi do zwigkszenia trwaloéci meta-
bolicznej analogow.
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NH, NH, o)
</N N </N N R\fJ\NH
HO N N/J HO N N/) HO— N/&O
OH OH OH OH OH
aristeromycyna neplanocyna A R=1

R =CH=CHBr

Rysunek 2. Naturalnie wystepujace karbocykliczne analogi nukleozydow (CAN)
Figure 2. Naturally occuring carbocyclic analogues of nucleosides (CAN)

Jednakze ten sam efekt mozna uzyska¢ wprowadzajac facznik metylenowy
pomiedzy nukleozasade a fragment cukrowy otrzymujac nowa klase zwigzkow -
I’-homonukleozydy (Rys. 3).

R,R'=H, OH
R"=H, CH,OH

Rysunek 3. 1’-Homonukleozydy 1 (NB - nukleozasada)
Figure 3. 1’-Homonucleosides 1 (NB - nucleobase)

Pomimo obecnosci mostka metylenowego umozliwiajacego swobodna rotacje
wokot wigzan faczacych fragment cukrowy z heterocyklicznym i zwigkszenia odle-
glosci nukleozasad od ugrupowania HO-C(5’), I’-homonukleozydy sa substratami
dla enzymoéw komorkowych oraz ulegaja parowaniu zgodnie z regutami Watsona-
-Cricka. Ponadto w 1’-homonukleozydach nie wystepuje anomeryczny atom wegla,
co powoduje, ze dowolny pierscien pieciocztonowy zastepujacy uklad furanozydowy
moze przyjac charakterystyczng dla siebie konformacje bez udzialu efektéw stereo-
elektronowych, ktore réwniez nie bedg wplywac na jego zmiany konformacyjne.

I’-Homonukleozydy 1 otrzymuje si¢ wykorzystujac trzy ogodlne strategie,
a materialami wyjsciowymi s3 zwiazki zawierajace pierscien tetrahydrofuranowy
sfunkcjonalizowany przy C1” (Schemat 1). W przypadku pochodnych z grupg ami-
nometylowg (CH,NH,) 2 atom azotu zostaje wlaczony do pierscienia pirymidyno-
wego (N1) albo purynowego (N9) - syntezy de novo. Pochodne zawierajgce grupe
hydroksymetylowa 3 mozna poddac reakcji Mitsunobu [6-8], za$ po przeksztal-
ceniu grupy hydroksymetylowej 3 w dobrg grupe opuszczajacy zwiagzki 4 mozna
uzy¢ do alkilowania soli nukleozasad. Niniejsze opracowanie obejmuje prace, ktore
ukazaly si¢ do konca 2015 roku.
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RO Mitsunobu R'— O
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R, R R" = H, CH,0H

Schemat 1. Strategie syntezy 1’-homonukleozydéw 1
Scheme 1. Synthetic strategies for 1’-homonucleosides 1

1. ’-HOMONUKLEOZYDY

Pierwsze metody otrzymywania 1’-homonukleozydéw 1 polegaly na skonstru-
owaniu de novo pierscienia nukleozasady [9, 10]. I’-Homoadenozyne 9 otrzymano
wychodzac z bromku 2,3,5-tri-O-benzoilo-p-rybofuranozy 5, ktéry w trzech eta-
pach przeksztatcono w zwigzek 6, a nastepnie poddano redukeji otrzymujac pierw-
szorzedowg amine 7a (Schemat 2) [10].

1. Hg(CN),
2. NHz/MeOH
0Bz o 3. 2,2-dimetoksypropan, OBz OH OH
\Q»Br HCIO,, aceton %,CN LiAIH, K@,CHzNHz HCl o KCDJ,CHzNHZ
BzO OBz 6><6 6><b HO OH
M Me M Me
5 6 7a 7b
5-amino-4,6-dichloropirymidyna,
butanol, Et;N
9 1. HC(OEt)s, HCI 7 e
: Y3, HCI, H,N
/N NH dioksan 2UNF N </N |\N
< ) 2.HCI, MeOH/dioksan « V1. HcoEY, N )
OH N N 3. hydroliza, OH HN N™ 2 NHyMeoH OH N
K(CD) Dowex, AcOH K@) 3. HCl ,q K@)
HO OH (5><b HO OH
Me” Me
10 ] 9

Schemat 2.  Synteza pochodnych purynowych 9110
Scheme 2. Synthesis of purine derivatives 9 and 10
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W wyniku reakcji ochronionej aminy 7a z 5-amino-4,6-dichloropirymidyna
powstala pochodna 8, ktéra w obecnosci ortomréwczanu etylu ulegla cyklizacji.
Fragment 6-chloropurynowy byl prekursorem 1’-homoadenozyny 9, ktérg otrzy-
mano w wyniku hydrolizy grupy izopropylidenowe;j.

Réwnoczesnie wykazano, ze w analogicznej syntezie 1’-homoadenozyny 9 nie
jest wymagana ochrona grup hydroksylowych i w reakeji z 5-amino-4,6-dichloropi-
rymidyna moze by¢ uzyty triol 7b [11]. Ponadto, zwigzek 8 wykorzystano w syntezie
I’-homoinozyny 10 [11].

Niestety okazalo sie, ze 1’-homoadenozyna 9 jak i purynowa pochodna 10 nie
wykazujg wlasciwos$ci inhibujacych wzrost Escherichia coli przy stezeniu powyzej
1 mg/mL [11].

Syntezy 1’-homourydyny 14 i 1’-homocytydyny 15 zrealizowano wychodzac
z 1-deoksy-1-amino-2,5-anhydro-p-allitolu 7b (Schemat 3), z ktérego w reakcji
z nitromocznikiem powstala pochodna 11. Ochroniono trzy grupy hydroksylowe
za pomocg bromku benzylu, a nastepnie poddanie zwigzku 12 reakcji z chlorkiem
p-etoksyakryloilu pozwolilo otrzyma¢ amid 13. Cyklizacja 13 doprowadzila do
powstania pochodnej 1’-homourydyny 14a, z ktérej po wodorolizie otrzymano
koncowy produkt 14. 1’-Homocytydyne 15 otrzymano w dwuetapowej reakcji
wychodzac z ochronionej 1’-homourydyny 14a (Schemat 3).

oH H,NC(ONHNO,, O phcH,Br, BN
\(17,6}42%2 EoH K@,CHZNHCONHZ NaH, DMSO K@,CHZNHCONHZ
H(j E)H H5 6H Bnd 6Bn
7b 11 12
EtOCH=CHCOCI,
pirydyna, CH,Cl,
o)
o) o)
M
[ NH [ NH EtO PN
PN H,, Pd/BaSOy, PN HN"S0
OH N™ "0 EtOH OBn N™ "0 IMHCIACOH  OBn
o K(_Oj) - o
HG  OH BnG OBn BnG  OBn
14 14a 13
isomz, CCly, DMF
NH, Cl
. ®
OH N™ 7O 1. NH;, EtOH OBn N™ ~0
K@) 2. Hy, Pd/BaS0O,, EtOH K@)
HCj 6H Bnd E)Bn
15 15a
Schemat 3. Synteza I’-homourydyny 14 i 1’-homocytydyny 15
Scheme 3. Synthesis of 1’-homouridine 14 and 1’-homocytidine 15
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Zardéwno 1’-homourydyne 14 jak i 1I’-homocytydyne 15 uzyskano z dobrymi wydaj-
nosciami, odpowiednio 91 i 71%. Zwiazki 14 i 15 nie wykazywaly wlasciwosci inhi-
bujacych bakterie pateczki okreznicy (Escherichia coli) przy stezeniu 100 pg/ml [9].

Zsyntetyzowano réwniez 1’-homonukleozydy zawierajace fragment nukleoza-
sady w nienaturalnej pozycji a. Aby to osiagna¢ zastosowano bromek 2,3,5-tri-O-
-benzylo-p-rybofuranozy 16, ktéry poddano sekwencji reakeji opisanej na Schema-
cie 4 otrzymujac mieszaning 1 : 2 diasteroizomerycznych amin 18 i 19, ktdre zostaty
rozdzielone [12]. Substratem w syntezach de novo pseudoanomeréw « 1’-homo-
adenozyny 21, I’-homoinozyny 22, 1’-homourydyny 23, 1’-homocytydyny 25 byla
powstajaca w mniejszej ilosci ochroniona amina 19.

OBn OBn LA OBn
iAIH;,
%Br Ha(CN),, MeNO, K@FCN THE 4 K@fCHzNHZ
BnO OBn 5 ¢ BnO  OBn
16 18 anomer B ,
19 anomer o :
19
Cl
~N
OBn & N
(0] <N N/)
BnO  OBn HO  BH
20 23

2. Hy, PdCl,,MeOH
NH,

N
OH 7 fN
0. N N/)
-.,//
HG  OH

21

y.NHyMeOH

iNaNOQ, AcOH

(o]
N
OH ¢ NH
(0) N N/)
HO  OH
22
Schemat 4.

Scheme 4.

1. (Ac),0, pirydyna
2. P,Ss, pirydyna
3. NaOMe, Dowex-50 H*

NH3, MeOHl

NH,

OH I/g

Synteza a 1’-homoadenozyny 21, 1’-homoinozyny 22, I’-homourydyny 23, 1’-homocytydyny 25
Synthesis of & 1’-homoadenine 21, I’-homoinosine 22, I’-homouridine 23, 1’-homocytidine 25
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Znane sg rowniez pseudoanomery a 1’-homonukleozydéw zawierajace pier-
$cienie furanozowe o konfiguracji arabino [13]. Analogi zawierajgce reszty adeniny
27, uracylu 28, tyminy 29 i cytozyny 30 otrzymano z acetalu 26 (Schemat 5). Okre-
slono takze aktywnos¢ cytotoksyczng na linii nowotworowej biataczki mysiej L1210
LD, ktéra wynosila dla 29 600 mg/kg a dla 27 i 30 50-1500 mg/kg [13].

R’ 1. nukleozasada, 1. nukleozasada,
R K,COj3, DMSO, 90°C NaH, DMF, 70°C NH,
SN 2.HCl 4 2. HCl o N N
oH ° | N/go 3. NaBH,, EtOH oMe o 3. NaBH, EtOH QM o )N
s 4.NaOMe, MeOH  MeO ,,_OTs 4 NaOMe, MeOH K(_Z"’/N N
HG  OH AcG  OAc HO OH
28R =OH, R"=H 26 27
29 R’ = OH, R"=Me
30 R =NH,, R" =

Schemat 5.  Synteza a 1I’-homonukleozydow 27-30
Scheme 5. Synthesis of « 1’-homonucleosides 27-30

W celu zbadania mechanizmu dziatania enzymdw nukleolitycznych zsyntety-
zowano fosforanowe pochodne 1’-homourydyny 32 i 34 (Schemat 6).

(e} o (e}
N o 1.P(OEt) N (o)
OH 2. (CI,C),CO OH N0 peon M
HO  OH o_0o o OH
DN O=P-0OH
OH
OH
14 31 32
2,2-dimetoksypropan,
HCIO,, aceton
O
NH 4 gy @H NH
| /g ; Bo:_:‘)_/janoetylofosforan, DCC O=P-OH | /g
OH N 7“0 = o N0
3. AcOH
i Ny
GXO HO OH
Me” Me
33 34

Schemat 6.  Synteza fosforanowych pochodnych 1’-homourydyny 32 i 34
Scheme 6. Synthesis of phosphate derivatives of 1’-homouridine 32 and 34

Okazalo sie, ze nawet duzy nadmiar rybonukleazy trzustkowej A nie powo-
dowal hydrolizy cyklicznego fosforanu 31 [14]. Natomiast taka hydroliza zwigzku
31 miala miejsce w obecnosci rybonukleazy T2, aczkolwiek reakcja byta duzo wol-
niejsza w poréwnaniu z szybkoscig hydrolizy 273’-cyklicznego fosforanu urydyny.
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5’-O-Fosforan 1’-homourydyny 34 okazal si¢ calkowicie odporny wobec 5’-nukle-
otydazy jadu grzechotnika diamentowego (Crotalus adamanteus) i daboji fancusz-
kowej (Vipera russeli) [14].

W ogolnej metodzie syntezy zaréwno purynowych jak i pirymidynowych
I’-homonukleozydéw wykorzystano reakcje Wittiga z pochodng p-rybozy 35
(Schemat 7) [7, 15]. W pierwszym etapie utworzyl si¢ a,3-nienasycony ester, z kto-
rego w zasadowych warunkach reakcji w wyniku wewnatrzczasteczkowej addycji
Michaela powstal diastereoizomerycznie czysty ester 36. Przeksztalcenie zwigzku
36 w alkohol 39a zrealizowano w sekwencji reakcji obejmujgcych najpierw ochrone
grupy hydroksylowej i redukcje funkeji estrowej, co doprowadzito do powstania
37a. W celu usuniecia jednego atomu wegla z alkoholu 37a otrzymano najpierw
alken 38a, a nastepnie w wyniku dihydroksylowania, utleniania diolu i redukcji
aldehydu powstal kluczowy alkohol 39a. Aktywacja grupy hydroksylowej w 39a
w wyniku przeksztalcenia w tosylan umozliwia efektywne alkilowanie wybranych
nukleozasad, w wyniku czego otrzymano 1’-homonukleozydy 40 (Schemat 7) [15].

1. TBDPSCI, imidazol, CH,Cl,
lub
TBDMSCI, imidazol, THF

OH OH CO,Me 2 DIBALH, CH;Ch, -78°C>t pok.  OR
PhsPCHCO,Me, lub o
X(D/OH MeCN. A K@) LiAIH,, THF

OH

) 6><6 GXO
Me” Me Me” Me Me™ Me
35 36 37a R=TBDPS
37b R = TBDMS
1. MsCl, Et3N, CH,Cl,,
0°C—t. pok.
2. tBuOK, THF

1. 0sOy4, NMO, aceton
lub

O3, CH,Cly
OH B 1. TsCl, EtsN, CHyClp, A OR OH 2. NalOy4, NaBH,, EtOAc OR |
o) 2. nukleozasada, LiH, DMSO, 90°C o) lub o)
3. chlorek acetylu, MeOH NaBH,4
HO OH <5><b d><b
Me" Me Me” Me
40 B = adenina, 39a R = TBDPS 38a R =TBDPS
uracyl, 39b R = TBDMS 38b R = TBDMS
cytozyna,
guanina

Schemat 7.  Synteza 1’-homonukleozydéw 40
Scheme 7. Synthesis of I’-homonucleosides 40

Identyczng droge syntezy 1’-homonukleozydéw opisano wczesniej 7] doku-
mentujac ja otrzymaniem 2,3’-O-izopropylidenowej pochodnej 1’-homoadeno-
zyny 41. We wczesniejszej pracy wykorzystano fert-butylodimetylosililowa grupe
ochronng, alken 38b (Schemat 7) potraktowano ozonem, a odpowiednie ozonki
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zredukowano do pochodnej 39b i w koncu do alkilowania adeniny zastosowano
reakcje Mitsunobu otrzymujac zwigzek 41 (Schemat 8).

NH,
NN
N
¢ J
) N
OTBS  OH 1. adenina, DEAD, PPhs, THF  OH N
\@) 2. BusNF Kioj)
1S ><'b 6><b
Me~ Me Me~ Me
39b
NH,
~N
Met i Met i OH ¢ /)N
e o N” NToN
(o)
NH; NH;
HG OH HO OH
42 43

Schemat 8.  Synteza analogéw 1’-homonukleozydéw jako potencjalnych inhibitoréw syntetazy metionylo-
-tRNA 42143
Scheme 8. Synthesis of I’-homonucleosides analogues as potential inhibitors of methionyl-fRNA 42 and 43

Analogi 1I’-homonukleozydéw badano réwniez jako potencjalne inhibitory
syntetaz metionylo-tRNA i izoleucylo-tRNA (Schemat 8) [7]. Z produktu posred-
niego 41 w odpowiednich warunkach uzyskano ester metioniny 42 (n = 1) i analog
hydroksamowy 43 (Schemat 8). Wykazano, ze zwigzek 42 (n = 1) jest inhibitorem
syntetazy metionylowej-tRNA Escherichia coli o IC,, = 3,6 uM. Jednakowoz, wplyw
tacznika metylenowego jest nieznaczny, poniewaz réwnoczesnie ustalono, ze aktyw-
nosci nukleozydu 42 (n = 0) i homologu 42 (n = 2) wobec syntetazy metionylo-
-tRNA byly zblizone i wynosily odpowiednio - 5,01 8,3 pM [7].

Efektywng metoda syntezy wigzania C-N pomiedzy atomem wegla reszty
cukrowej a atomem azotu nukleozasady jest otwarcie pierscienia oksiranowego.
W przypadku zastosowania 1,2:5,6-dianhydro-3,4-di-O-benzylo-p-mannitolu 44
otwarcie pierscienia oksiranowego za pomocg nukleozasady wywoluje nastepcza
reakcje cyklizacji z utworzeniem pierscienia tetrahydrofuranowego (Schemat 9)
[16,17].
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1. BH/NaH,DMF, 25°C OH OH
.OBn _ ubBH/BSTFA, MeCNc, 50°C |/I o B H,/Pd-C, . ‘,, o 5
2. Mg(ClOy4),, MeCN, 85°C g .,/ MeOH/H,0, 25°C : s
OBn B L
BnO OBn HO OH
44 B = uracyl, 45 46
tymina,
adenina

Schemat 9.  Synteza analogéw 1’-homonukleozydow 46
Scheme 9. Synthesis of I’-homonucleosides analogues 46

Istotny wptyw na wydajno$¢ konicowych 1’-homonukleozydéw 46 maja warunki
pierwszego etapu reakeji. Uzycie soli sodowych adeniny, tyminy i uracylu doprowa-
dzito do uzyskania produktéw 45 z niskimi (11-19%) wydajnosciami. Zastosowa-
nie trimetylosililowych pochodnych nukleozasad i kwasu Lewisa jako katalizatora
znacznie podwyzszyto (51-54%) wydajnosci zwiazkow 45, ktdre nastepnie prawie
ilo$ciowo przeksztalcono w 1’-homonukleozydy 46 [16, 17].

Postepujac analogicznie jak w syntezie zaprezentowanej na Schemacie 9
z 1,2:5,6-dianhydro-3,4-di-O-benzylo-L-iditiolu 47 otrzymano ochroniony 1’-homo-
nukleozyd 48, ktéry w reakcji z fluorkiem furanozylowym 49 przeksztalcono
w zwigzek 50 (Schemat 10). Okazalo sie, ze czgsteczka 50 hamuje (81%) przy ste-
zeniu 2 mM aktywnos¢ transferazy MraY bakterii laseczki siennej (Bacillus subtilis)
IC,, = 580 uM [18, 19].

OBn uracyl, BSTFA, MeCN, 6. b5 4  NH, o
Mg(ClO4)z, A OH N" o L o. O
o) 1. BF3*OEty, CH,Cly,
OBn M.S., -60°C —
2 2. TFA, H,0 HO OH
BnO  OBn 3. Hy, Pd, AcOH
a7 48 50

Schemat 10. Synteza farmakoforu 50
Scheme 10.  Synthesis of the pharmacophore 50

Poszukujgc liganddw receptora adenozynowego A3 opracowano nowg metode
syntezy modyfikowanych 1’-homonukleozydéw 57 i 58 (Schemat 11). 1-O-Acetylo-
2,3,5-tri-O-benzoilo-f-p-rybofuranoze 51 potraktowano tlenkiem wegla i dietylo-
metylosilanem (HSiEt,Me) w obecnosci katalitycznych ilosci karbonylku kobaltu
uzyskujac sililowa pochodng 52, ktorg w trzech etapach przeksztatcono w zwiazek 53.
Usunigcie benzoilowych grup ochronnych, a nastepnie izopropylidenowanie dopro-
wadzilo doutworzenia 54, wktorym grupe hydroksymetylowg utleniono dokarboksy-
lowej. Z powstatego kwasu uzyskano amidy 55156, a po usunigciu izopropylidynowej
grupy ochronnej otrzymano odpowiednie 1’-homonukleozydy 57 (n=1)i58 (n=1)
(Schemat 11) [20]. Nie wykazywaly one istotnego powinowactwa z trzema pod-



332 J. GOTKOWSKA, D.G. PIOTROWSKA

typami receptoréw adenozynowych w przeciwienstwie do nukleozydu 57 (n = 0)
(K, = 1,0 nM) [20]. Brak powinowactwa autorzy zinterpretowali jako skutek obec-
nosci 57 (n = 1) i 58 (n = 1) mostka metylenowego, ktory przyczynia sie do przyj-
mowania przez czgsteczki wielu konformacji prowadzac przez to do niekorzystnych
interakcji z miejscem wigzacym receptora 21, 22].

OBz HSIEt,Me, CO, Coy(COJs. OBz o OSiEt,Me
\G,OAC CHaCly, 30°C, 15 h K(_J)
BzO OBz B0 OBz

52

1. TBAF, THF

2. PPh3, 6-chloropuryna, DIAD, THF

3. 3-jodobenzyloamina, Et;N, EtOH
|

51
|
HNrC} HNrC}
N N 1. NaOMe, MeOH N
</ | N 2. 2,2-dimetoksypropan, </ | =N
OH N < PTsOH,aceton P

N OBz N N

(o) (0]
o‘><b Bz0 OBz
Me” Me

54 53

1. PDC, DMF

2. MeNH,-HCI

lub Me,NH-HCI,HOBt, EDC, DIPEA, CH,Cl,

| |
0 ey
O _#n

N

HN
N X
R\, .R" </ f\/)N R'<, .R”
N~ N N ’
(o)

2N HCI, THF
(0] (@)
6><6 HO OH
Me" Me
55R' =Me,R"=H 57R =Me,R"=H
56 R" =R" =Me 58 R"=R”=Me

Schemat 11.  Synteza potencjalnych ligandéw receptora adenozynowego A3 57 i 58
Scheme 11.  Synthesis of potential A3 adenosine receptor ligands 57 and 58

2. I’’HOMO-2’-DEOKSYNUKLEOZYDY

W syntezie 1’-homo-2’-deoksynukleozydéw 64b i 66b (Schemat 12)
ochroniong 2-deoksy-p-ryboze 59 przeksztalcono w réwnomolowa miesza-
nine C-glikozydéw 61 i 62 wykorzystujac reakcje Wittiga, a nastgpnie sponta-
niczne otwarcie terminalnego epitlenku prowadzace do utworzenia pierscie-



1"HOMONUKLEOZ(T)YDY - SYNTEZA I AKTYWNOSC BIOLOGICZNA 333

nia piecioczlonowego. W reakcji soli sodowej adeniny z mesylanem 63 powstat
I’-homonukleozyd 64a, zas produktem reakeji z 2-amino-6-chloropuryna byt zwia-
zek 65 przeksztalcony w standardowych warunkach w 1’-homonukleozyd 66a. Po

wodorolitycznym usunigciu benzylowych grup ochronnych otrzymano 1’-homo-
-2’-deoksynukleozydy 64b i 66b [23].

OBn OBn
0. o PhaPMesr, MCPBA,
KQ” BuLi, toluen — CHCl
Bnd
59 60 61 62
EtsN, MsCl,
NHX CH,Cl,
N X
N
4
‘S
OR NTN OBn OMs
(o) O.
adenina, NaH, DMF
RO Bno
PA(OHMIC, 64aR=R =Bn, X =H 63
cykloheksen/EtOH
1. TMSCI, BzCl, pirydyna 64bR=R'=H X=H _
2. hydroliza 6-chloro-2-aminopuryna,
64cR=R' =H,X=Bz K,CO3, DMF
(0] Cl
20 T
< <
OR N N/)\NHX ogn N N/)\NH
N =8y
RO BnG
66aR=R =Bn, X=H 65
Pd(OH),/C,
cykloheksen/EtOH[
66bR=R =H,X=H

TMSCI, pirydyna,
bezwodnik izomastowy,
66¢c R =R’ =H, X=(Me),CHC(O)

Schemat 12.  Synteza purynowych 1’-homo-2’-deoksynukleozydéw 64b i 66b
Scheme 12.  Synthesis of purine-containing 1’-homo-2’-deoxynucleosides 64b and 66b

Wykorzystujac  t¢ samag strategie otrzymano pirymidynowe analogi
I’-homonukleozydéw: pochodne tyminy 67 oraz cytozyny 68 (Rys. 4) [23].
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o NHX
Me
\fLNH EgN
N/&O N/&O
OR OR
ey Ny
RO RO
67aR =R =Bn 68aR =R’ =Bn, X = H
67bR=R =H 68bR=R =H, X =H

68cR=R =H,X=Bz

Rysunek 4.  Pirymidynowe analogi 1’-homonukleozydéw 67 i 68
Figure 4. Pyrimidine analogues of 1’-homonucleosides 67 and 68

I’-Homonukleozydy zawierajace pierScien purynowy (adenina 64b MIC =
8 pg/mL albo guanina 66b MIC = 12 pg/mL) wykazuja znaczace dziatanie przeciw
wirusom HSV-1 TK™ i HSV-2 TK™ w poréwnaniu do zwigzkéw referencyjnych, kto-
rymi byly briwudyna i acyklowir. Dodatkowo 1’-homonukleozyd 64b byt aktywny
w stosunku do wirusa krowianki (MIC = 20 pg/mL). Natomiast 1’-homonukleozydy
zawierajace tymine 67a-b badz cytozyne 68a-c okazaly si¢ nieaktywne wobec
wirusa opryszczki pospolitej (HSV-1 1 HSV-2), wirusa krowianki, wirusa paragrypy
typu 3, reowirusa typu 1, wirusa Sindbis, wirusa Coxsackie B4, wirusa Punta Toro
oraz syncytialnego wirusa oddechowego [24].

Wprowadzenie zwigzkow 64b oraz 66b w sekwencje oligonukleotydéw w celu
zbadania stabilnosci podwdjnej helisy DNA wymaga odpowiedniej ochrony grup
aminowych nukleozasad (Schemat 12). Adening w 64b przeksztalcono w pochodng
benzoilowa uzyskujac produkt 64c, natomiast fragment aminowy w guaninie zostat
ochroniony jako izomaslan, co doprowadzilo do powstania zwigzku 66¢. Natomiast
grupy hydroksylowe przy C5’ w 64c i 66¢ przeksztalcono w etery monometoksytry-
tylowe i wykorzystujac metode amidofosforyno wiaczono oba 1’-homo-2’-deoksy-
nukleozydy w wybrane pozycje tancucha DNA. Okazalo sig, ze juz wprowadzenie
jednego 1’-homonukleozydu zmniejsza trwalos¢ termodynamiczng dupleksu utwo-
rzonego z udzialem tak zmodyfikowanego oligonukleotydu [24].

W syntezie 1’-homo-2’-deoksytymidyny 67b wykorzystano halogenki (chlo-
rek, bromek) 2,3,5-tri-O-benzylo-p-arabinofuranozy 71 i 72, z ktérych w reakcjach
z odpowiednimi zwigzkami Grignarda (R = winyl, allil, metyl) powstaty mieszaniny
a i C-glikozydéw 73-75 (Schemat 13). Pochodne winylowe 73 w wyniku ozono-
lizy potaczonej z redukejg, a nastepnie wodorolizy zostaly przeksztalcone w mie-
szaning « i  1-deoksy-1-C-hydroksymetylo-D-arabinofuranoz 77 i 78, z ktorej
wydzielono zwigzek 79 wykorzystujac regioselektywne izopropylidenowanie pseu-
doanomeru & 77. Ochrona grup hydroksylowych, a nastepnie kwasowa hydroliza
acetalu prowadzita do diolu 83. Regiospecyficzne usuniecie drugorzedowej grupy
hydroksylowej z 83 zostalo zrealizowane w warunkach reakcji Bartona-McCombie,
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a fragment tyminy dotaczono do 86 wykorzystujac reakcje Mitsunobu. W ostatnim
etapie usunieto benzoilowe grupy ochronne uzyskujac zwiazek 67b [8, 25].

1. CH=CH,MgBr, -78°C do t. pok.
lub

OBn 1. HCICH,CI,, 0°C  oBp 1. CH,=CHCH,MgBr, -78°C do t. pok. OBn
lub lub
(0) (o) O_,R
OR 1. HBr/CH,Cl,, 0°C X 1. MeMgBr, -78°C do t. pok.

BnO  OBn BnG  OBn BnG  OBn
69 R = pNBz 71 X=Cl 73 R = CH=CH,
70R=H 72 X =Br 74 R = CH,CH=CH,

75R =Me
OBn OH OH OH (|3H

1,04, -78°C Io) .

2. NaBH, KqCHon Pd/C, Hy %iz) kCZ aceton, H*
3 — e + & T

BnO  OBn HO OH HO OH
76 77 78
OR OH
k(i{o BzCl, pirydyna (79—>81) K(_f H*
—
O"’\ Megncl,KOH (79— 82) +Me
N Me :‘
HO OH
TrelL, [~ 79 R=H 81 R=Bz 83R=Bz
pirydynals 80 R = Tr 82R=Bn 84 R=Bn
(o]
Me NH
/g 1. N3-benzoilotymina, OBz OH
OH DEAD, PPh3 fo) 1. BuzSnH, AIBN
fo) 2. NaOMe, MeOH 2. (imid),C=8
N BZd
HO
67b 85

Schemat 13. Synteza 1’-homo-2’-deoksytymidyny 67b
Scheme 13.  Synthesis of 1’-homo-2’-deoxythymidine 67b

Strukturalne modyfikacje 1’-homonukleozydéw s3 wazng droga syntezy
nowych potencjalnie aktywnych polgczen. Interesujgcym przykladem takiego
podejscia jest wykorzystanie metylotrioksorenu(VII) (MTO) [26]. Utlenianiu
poddano 1’-homonukleozydy 64a, 67a-68a, 86, 87a, 88-89 zawierajace pierscien
ochronionej 2’-deoksyrybofuranozy (Rys. 5), ktore wczesniej otrzymano w wyniku
alkilowania nukleozasad za pomocg mesylanu 63 (Schemat 12).



336 J. GOTKOWSKA, D.G. IOTROWSKA

NH, O NH,
M
Sy Y
OR N N/) OR N™ "0 OR N™ 70
o o o
RO RO RO

64aR=Bn 67aR=Bn 68a R =Bn
64b R = H 67b R =H 68b R = H

SH %
NfN [ NH R \KI\NH Me\fsN
N"So A

7 A LA
OBn N N/) OR OBn N™ "0 OR N o
BnG RO BnO RO
86 87a R =Bn 88 R =H 90a R = Bn
87TbR=H 89 R’ = Me 90b R =H

Rysunek 5. Analogi 1’-homonukleozydéw 64, 67-68, 86-90
Figure 5. Analogues of 1’-homonucleosides 64, 67-68, 86-90

Okazalo si¢, ze 1’-homonukleozydy zawierajace pierécien pirymidynowy 67a
i 68a oraz 87a-89 ulegaly utlenieniu przy atomie N3 albo przy C5 (Schemat 14).

NH,

NH, NHo
Ly e, L L CE
OR N’go MTO,H0, ., oR N/go + OR NAO
KG) EtOH, 70°C KG) K@)
RO RO RO
68a R =Bn 91aR =Bn 92aR=Bn
68b R = H 91b R = H 92bR=H

Schemat 14. Utlenienie 3}5’-di-O-benzylo-1’-homo-2’-deoksycytydyny 68a
Scheme 14.  Oxidation of 3}5’-di-O-benzyl-1’-homo-2’-deoxycytidine 68a

Natomiast w pierécieniach purynowych funkcjonalizowane byly pozycje N1
i C8. W przypadku 1’-homotionukleozydéw w trakcie utlenienia zachodzit proces
desulfuracji (Schemat 15).

SH o OEt
.y e S0
OBn N">N7 MTO, H,0, OR N N/) . OBn N">NT
\@) EtOH, 70°C o o
Bnd R(j Bnd
86 93a R =Bn 94
93bR=H

Schemat 15. Utlenienie 3,5’-di-O-benzylo-1-homo-2’-deoksytioinozyny 86
Scheme 15.  Oxidation of 3}5’-di-O-benzyl-1’-homo-2’-deoxythioinosine 86
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Oceniono aktywnos¢ przeciwwirusowa zsyntetyzowanych 1’-homonukleozy-
dow (szereg a — etery di-O-benzylowe i szereg b — zwiazki dihydroksylowe) wzgle-
dem wirusa grypy typu A/PR8/HINI na linii komérkowej MDCK. Wiele z nich
wykazalo istotng aktywnos¢ w hamowaniu namnazana wirusa nie wykazujac jedno-
cze$nie efektu cytotoksycznego. Ponadto okazalo sig, Ze np. etery dibenzylowe 64a
(IC,, = 39,9 ug/mL), 90a (IC,, = 33,3 pug/mL) oraz 93a (IC, = 24,3 ug/mL) s3 nieco
bardziej aktywne od ich dihydroksylowych prekursoréw 64b (IC, = 49,3 ug/mL), 90b
(IC,, = 39,9 pg/mL) oraz 93b (IC,, = 25,2 pg/mL). Wér6éd 1’-homotionukleozy-
dow tylko zwigzek 86 wykazywal znaczacy aktywnos¢ (IC, = 41,5 ug/mL). W celu
okreslenia prawdopodobnego mechanizmu dzialania wybrano dwie pary zwigzkow
o najwyzszej aktywnosci 93a-93b oraz 64a-64b. Dla tych czasteczek zbadano zdol-
no$¢ hamowania polimerazy RNA zaleznej od RNA (RdRp), enzymu katalizujacego
replikacje RNA z RNA matrycowego. Opierajac si¢ na tych danych wyciagnieto
wniosek, ze badane 1’-homonukleozydy i ich etery dibenzylowe dzialaja wedlug
réznych mechanizmoéw. Pierwszy z nich polega na bezpos$rednim hamowaniu RdRp,
natomiast drugi przebiega na poziomie potranskrypcyjnym [26].

Oligonukleotyd (25-mer) zawierajacy 1’-homo-2’-deoksyurydyne 87b wiazal
sie specyficznie (K, = 160 nM) z wirusowym UDG (glikozylaza uracylowa DNA),
a jednoczesnie stwierdzono brak powinowactwa do odpowiedniego enzymu ludz-
kiego [27].

3.1’ HOMO-4-DEHYDROKSYMETYLONUKLEOZYDY

Interesujaca grupg analogdéw nukleozyddw sa polaczenia niezawierajace ugru-
powania HOCH,C4; ktdre jest miejscem fosforylacji w naturalnych nukleozydach.
Opisano syntezy odpowiednich 1’-homonukleozydéw z fragmentami adeniny 97
[28, 29], cytozyny 98 [28, 29], uracylu 99 [28, 29] i 5-fluorouracylu 100 [30] (Sche-
mat 16). Substratami w syntezach tych zwigzkéw byly 5-chloro(bromo)-5-deoksy-
-1,4-anhydro-pir-ksylitole 95 albo 1,4;3,5-dianhydro-pr-ksylitol 96, a reakcje
z solami nukleozasad polegaly na odpowiednio: nukleofilowym podstawieniu chlo-
rowca albo otwarciu pier§cienia oksetanowego [28, 29].
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Schemat 16. Synteza 1’-homonukleozydéw pochodnych 2}3’-dihydroksyfuranozydowych 97-100
Scheme 16.  Synthesis of I’-homonucleosides derivatives of 2}3’-dihydroxyfuranosides 97-100

Aktywnos$¢ cytotoksyczna pochodnej 5-fluorouracylu 100 byla nizsza
w poréwnaniu z ftorafurem. W badaniach na liniach nowotworowych bia-
taczki mysiej, gruczolakoraka 755 i bialaczki P388 zwigzek 100 w dawce 100-
400 mg/kg hamowat rozwdj nowotwordéw w 15 i 20%, podczas gdy ftorafur — 33
i35% [30].

Syntez¢ 5-(adenin-9-ylo)-5-deoksy-1,4-anhydro-p-rybitolu 109 zrealizowano
wychodzac z 2,3-O-izopropylideno-p-rybofuranozy 101 (Schemat 17). W sekwencji
reakcji obejmujgcej trytylowanie, redukeje i tosylowanie powstal tosylan 104, ktory
ulegt cyklizacji do 5-O-tritylo-2,3-O-izopropylideno-1,4-anhydro-p-rybitolu 105.
Po hydrolizie powstal zwigzek 106, ktory przeksztalcono w tosylan 107, a nastepnie
w pochodng adeniny 108, ktérg poddano hydrolizie do produktu 109 (Schemat 17)
[31].
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Schemat 17.  Synteza 5-(adenin-9-ylo)-5-deoksy-1,4-anhydro-p-rybitolu 109
Scheme 17.  Synthesis of 5-(adenin-9-yl)-5-deoxy-1,4-anhydro-p-ribitol 109

Zwiazek 109 nie wykazywal wlasciwosci inhibujacych Eschericha coli B przy
stezeniach do 1 mg/mL (3,7 pM) [31]. Nie odnotowano takze znaczacej aktywnosci
(IC,, > 400 pg/mL) w stosunku do wiruséw VSV (wirus pecherzykowatego zapale-
nia jamy ustnej) i VV (wirusa krowianki) [32].

Kondensacja aminy 110 z 5-amino-4,6-dichloropirymidyng, a nastepnie
zamkniecie pierScienia imidazolowego w 111 doprowadzito do powstania pochod-
nej 6-chloropuryn-9-ylowej 112, prekursora 1’-homonukleozydu ent-109 (Sche-
mat 18) [33].
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Schemat 18. Synteza chlorowodorku 1-deoksy-1-(adenin-9-ylo)-2,5-anhydro-p-rybitolu ent-109
Scheme 18.  Synthesis of 1-deoxy-1-(adenin-9-yl)-2,5-anhydro-p-ribitol hydrochloride ent-109

Usztywnione konformacyjnie kwasy nukleinowe (ang. locked nucleic acids,
LNA) wykorzystuje sie w badaniach wlasciwosci biologicznych zmodyfikowa-
nych oligomeréw RNA i DNA, poniewaz pierscien tetrahydrofuranowy wyste-
puje wtedy w jednej i dokladnie zdefiniowanej konformacji. Syntezy dwdch
monomerdw 116 i 117 zawierajacych reszte tyminy zostaly przedstawione na
Schemacie 19, a wspolnym materialem wyjsciowym byla 3,5-di-O-benzylo-
1,2-O-izopropylideno-4-C-hydroksymetylo-a-p-rybofuranoza 114. W wyniku
sekwencji kilku reakcji z glikozydu 114 otrzymano pochodna tetrahydrofu-
ranu 115. W celu otrzymania 1’-homonukleozydu 116 zwigzek 115 poddano
acetylowaniu, otrzymany octan wykorzystano do alkilowania soli sodowe;j
tyminy, a nastgpnie usunieto grupy ochronne. Zwigzek 117, analog 3’-deoksy
I’-homonukleozydu 116, otrzymano z 115 w wyniku reakcji wodorolizy, ochrony
ugrupowania diolu blokada Markiewicza za pomoca 1,3-dichloro-1,1,3,3-tetra-
izopropylodisiloksanu, usunigcia grupy hydroksylowej wykorzystujac procedure
Bartona-McCombie i w koncu alkilowania oraz usunigcia grup ochronnych [34].
Wykorzystujac metode amidofosforyno wiaczono oba monomery 116 oraz 117
do ancuchéw oligonukleotydowych w celu zbadania trwaltosci tworzonych z ich
udziatem duplekséw. Okazalo sie, Ze powoduje to znaczne zmniejszenie trwatosci
duplekséw, co powigzano z nieodpowiednimi konformacjami pierscieni tetrahydro-
furanowych [34].
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Schemat 19. Synteza LNA 1I’-homonukleozydéw 116 i 117
Scheme 19.  Synthesis of LNA I’-homonucleosides 116 and 117

Ciekawa grupe usztywnionych konformacyjnie analogéw nukleozydow sta-
nowig pochodne zawierajace uklad 7-oksabicyklo[2.2.1]heptanu skondensowany
z pierScieniem benzenowym albo naftalenowym. Takie analogi zsyntetyzowano
z pochodnych alkoholu furfurylowego i odpowiednio benzynu albo naftynu (Sche-
mat 20) [35].

albo :
1. azotan izoamylu,

CI;CCOOH,
HOOC NH, HOOC NH, dioksan
2. toluen
18 119 <) § )
. 3. NaOMe, MeOH OR albo OR
or "< R
R’ 0}
\ / 121aR=Bz,R'=H 122aR=Bz,R' =H

121bR=H,R' =H 122bR=H,R'=H
120

Schemat 20. Synteza analogéw 1’-homonukleozydéw 121a-b i 122a-b
Scheme 20.  Synthesis of 1’-homonucleosides analogues 121a-b and 122a-b

Zbadano aktywno$¢ przeciwwirusowa wszystkich zsyntetyzowanych analogéw
1I’-homonukleozydéw 121 i 122 wobec wiruséw RNA (Rys. 6). Zaden z otrzyma-
nych zwigzkéw w stezeniach powyzej 50 uM nie okazal si¢ aktywny przeciw wiru-
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sowi Coxsackie. Jednakze dla kilku zwigzkéw (Rys. 6) zaobserwowano aktywnos¢
w stosunku do wirusa HCV (EC,, = 6,31-85,3 uM), chociaz zwigzki te byly réwniez
cytotoksyczne (CC,, = 11,1-95,2 uM). Najwyzszy indeks selektywnosci charakte-
ryzuje aktywno$¢ analogu 123a (EC,, = 16,1 uM i CC,| = 72,4 uM). Zwigzek 128
dodatkowo hamowat wzrost komérek CCRE-CEM (IC, = 5,73 uM) [35].

Cl Cl Cl
oXesENoRs s EENNORI&:
RO R
R° R HO

123aR=H 124aR=CH,0OH,R' =R"=H 125
123b R = CH,OH 124b R = CH,OH, R’ = R" = OH
123c R = 6-chloropuryn-9-ylo  124c R=H, R’ = OH, R" =H

124dR=R' =R" =

g - g R

126aR =Bz 127 R=OH
126bR =H 128 R = 6-chloropuryn-9-ylo

T

Rysunek 6. Zwigzki wykazujace aktywnos¢ przeciwwirusowa wzgledem wirusa HCV
Figure 6. Anti-HCV active compounds

4. ’’HOMO-2’3>-DIDEOKSY-2’3-DEHYDRONUKLEOZYDY

Zainteresowanie syntezg 1’-homonukleozydéw zawierajacych pierscien
2,5-dihydrofuranowy wynika z wysokiej aktywnosci stawudyny, leku stosowanego
w terapiach przeciw wirusowi HIV. Zwigzek 83 przeksztalcono w diol 129, ktéry
w warunkach reakcji Bartona-McCombie ulegal regiospecyficznemu usunieciu
drugorzedowych grup hydroksylowych prowadzac do powstania alkenu 130. Po
usunieciu sililowej grupy ochronnej w 130 wprowadzono reszte tyminy wykorzy-
stujac reakcje Mitsunobu. 1’-Homostawudyne 131 otrzymano w wyniku debenzo-
ilowania i hydrolizy eteru trytylowego (Schemat 21) [8, 25].
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Schemat 21.  Synteza 1I’-homostawudyny 131
Scheme 21.  Synthesis of 1’-homostavudine 131

5. POCHODNE FOSFONIANOWE

Fosfonianowe analogi 1’-homonukleozyd6w zawierajgce ugrupowanie guaniny
trans-137a otrzymano z (S)-(+)-5-(hydroksymetylo)tetrahydrofuran-2-onu 132,
ktory przeksztalcono w bromek 133 (Schemat 22) [36]. W wyniku redukeji funk-
cji estrowej w 133 powstal cykliczny hemiacetal, z ktérego uzyskano pochodna
acetylowa 134. W katalizowanej kwasem Lewisa reakcji Arbuzowa zwiazek 134
zostal przeksztalcony w mieszaning (1:1) izomerycznych trans i cis fosfonianéw
135a i 135b, ktdéra rozdzielono chromatograficznie. Reakcja bromku trans-135a
z 2-amino-6-chloropuryng najlepiej przebiegala w obecno$ci weglanu cezu prowa-
dzgc do utworzenia fosfonianu trans-136a, z ktorego otrzymano kwas trans-137a
z resztg guaniny (Schemat 22) [36]. Izomer cis-137a zostal uzyskany ta samg droga
z fosfonianu cis-135b [37].
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Schemat 22.  Fosfonianowe analogi 1’-homonukleozyddéw trans-136a i trans-137a
Scheme 22.  Phosphonate analogues of 1’-homonucleosides trans-136a and trans-137a

Fosfonian trans-137a jak réwniez izomer cis-137b wykazujg znaczaca aktyw-
nos¢ in vitro wzgledem HCMV. Izomer cis posiada IC, w zakresie 0,5-1 ug/mL,
a CC,, w zakresie 10-50 pug/mL poréwnywalng z gancyklowirem (IC, do 0,3 ug/mL;
CC,, do 12,5 ug/mL). Natomiast dla izomeru trans-137a oznaczono IC_, w zakresie
0,1-1 ug/mL, a CC,, w zakresie 10-100 pg/mL, na takim samym poziomie jak dla
HPMPC (IC,; 0d 0,1-1 ug/mL; CC,  od 10-50 pg/mL) [36, 38]. Jednoczesnie stwier-
dzono, ze oprocz wlasciwosci przeciwwirusowych fosfonian trans-137a (BCH-1868)
silnie hamuje in vitro proliferacje wielu ludzkich jak i mysich nowotworowych linii
komorkowych (IC, = 2,7-6,8 uM). Ponadto, BCH-1868 jest aktywny in vivo wobec
ksenograféw ludzkich komoérek nowotworowych (Caki-1, HT-29, DU 145, COLO
205, CCRF-CEM) [39, 40].

Ze wzgledu na wysoka aktywnos$¢ przeciwwirusowsq jak i przeciwnowotwo-
rowg opracowano stereoselektywna droge syntezy izomeru trans-137a wykorzy-
stujac a-hydroksyfosfonian 141, ktéry powstawal w nadmiarze (14:1) w wyniku
stereoselektywnej redukcji ketofosfonianu 139. Odpowiednie jony jodoniowe, ktére
tworza sie w reakgeji fosfonianu 141 z N-jodoimidem kwasu bursztynowego (NIS)
jako produkty posrednie, ulegaja cyklizacji dajac mieszanine fosfonianéw cis-142b
i trans-142a w proporcji 1:11,4 (Schemat 23). Dalsze przeksztalcenia do trans-137a
obejmuja reakcje z 2-amino-6-chloropuryng i hydrolize fosfonianu diizopropylo-
wego [41].
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Schemat 23. Fosfonianowe analogi 1’-homonukleozydéw trans-137a i trans-143a
Scheme 23.  Phosphonate analogues of 1’-homonucleosides trans-137a and trans-143a

Cykliczne analogi PMEA 147a-e otrzymano wychodzac z 2-deoksy-p-rybozy
144 (Schemat 24). Tosylan 2-deoksy-D-rybofuranozydu metylowego poddano
standardowej procedurze deoksygenacji przy C3 otrzymujac glikozyd 145, ktéry
w wyniku kondensacji z solami sodowymi wybranych nukleozasad przeksztalcono
w 146a-e. Nastepnie wykorzystujac reakcje Arbuzowa uzyskano fosfonianowe ana-
logi 1’-homonukleozyddéw 147a-e. W trakcie reakcji powstaja acykliczne analogi
148a-e jako produkty uboczne [42].
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Schemat 24. Synteza fosfonianowych analogéw 1’-homonukleozydéw 147a-e
Scheme 24.  Synthesis of phosphonate analogues of 1’-homonucleosides 147a-e

I’-Homonukleotydy 147a-e nie wykazuja znaczgcej aktywnosci wobec HIV-1
w komorkach MT-4 w stezeniu do 100 uM. Natomiast zwigzek 147e byl toksyczny
w stosunku do komoérek MT-4 w stezeniu do 100 uM, lecz nieaktywny wzgledem
wirusa HIV-1 [42].

Ciekawg grupe stanowig cykliczne analogi nukleotydéw, w ktorych struk-
ture przeciwwirusowego (S)-HPMPA wbudowano pigciocztonowy pierscien.
Substratem w syntezie takich polgczen (Schemat 25) byl 2,3,5-tri-O-benzylo
a/-L-arabinofuranozyd metylowy 149, z ktérego w warunkach reakcji Arbuzowa
powstawala mieszanina anomerycznych fosfonianéw 150 « i 8 w stosunku 1:3,5.
Po wodorolitycznym usunieciu grup benzylowych pierwszorzedowa grupe hydrok-
sylowa przeksztalcono w tosylan, drugorzedowe grupy hydroksylowe ochroniono
za pomocg blokady tetrahydropiranylowej (THP) i przeprowadzono reakcje kon-
densacji z adening otrzymujac fosfoniany 151a i 151b. Nastepnie usunieto blokady
tetrahydropiranylowe (THP) otrzymujac estry 152a i 152b, z ktorych powstaly estry
monoetylowe 153a oraz 153b [43].
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Schemat 25.  Synteza analogéw 1’-homonuklotydéw 152-153
Scheme 25.  Synthesis of 1’-homonucleotides analogues 152-153

Zsyntetyzowano réwniez analogi 1’-homonukleotydéw 157-158, ktdre w pier-
$cieniu furanozowym nie zawieraly grupy hydroksylowej przy C3’. Wychodzac
z mieszaniny « i 8 (1:1) L-arabinofuranozydéw metylowych 154, najpierw w reak-
¢jii z 1,3-dibromo-1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanem ochroniono dwie grupy
hydroksylowe (Schemat 26), a nastepnie wykorzystujac reakcje Bartona-McCom-
bie usunigto grupe hydroksylows. Anomer « 155 poddano reakeji Arbuzowa, a po
desililowaniu uzyskano mieszaning fosfoniandw 156, z ktdrej otrzymano estry die-
tylowe 157a i 157b oraz monoetylowe 158a, 158b wykorzystujac przeksztalcenia
opisane na Schemacie 25 [43].
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Schemat 26. Synteza analogéw 1’-homonukleotydéw 157-158
Scheme 26.  Synthesis of 1’-homonucleotides analogues 157-158

Niestety, zaden z otrzymanych analogéw nukleotydéw oraz mono- jak
i dietylowe estry nie wykazywal aktywno$ci przeciwwirusowej w stosunku do wiru-
séw RNA i retrowiruséw podobnej do (S)-HPMPA. Jednakze, zwigzki 152a, 152b,
157b, 158a i 158b wykazywaly niska aktywno$¢ wobec wirusow DNA (HSV-I,
HSV-2, wirusa krowianki, wirusa ospy wietrznej i pétpasca) oraz niska cytotoksycz-
nosc¢ [43, 44].

Poszukujac aktywnych biologicznie zwigzkéw zsyntetyzowano pochodna
adeniny 162, zawierajaca przy C4’ ugrupowanie fosfonylometylowe (Schemat 27).
Ochroniony 1’-homonukleozyd 160 otrzymano w wyniku alkilowania adeniny za
pomoca tosylanu 159. Nastepnie odbezpieczono pierwszorzedowg grupe hydrok-
sylows, przeksztalcono ja w jodek, aby w kolejnym etapie wykorzystujgc reakcje
Arbuzowa wprowadzi¢ grupe fosfonianowg otrzymujac zwigzek 161. Po usunieciu
izopropylidenowej grupy ochronnej uzyskano fosfonian 162. W podobny sposéb
zsyntetyzowano fosfonianowy analog 1’-homourydyny 34. Niestety zaden ze zwigz-
kow nie wykazywal aktywnos$ci przeciwwirusowej ani wzgledem HCV, HIV ani
wirusa dengi [45].
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Schemat 27. Synteza fosfonianu 162
Scheme 27.  Synthesis of a phosphonate 162

PODSUMOWANIE

Zainteresowanie chemig analogdw nukleoz(t)ydéw obok aspektu poznawczego
niesie w sobie bardzo wazny czynnik potencjalnych zastosowan terapeutycznych.
I’-Homonukleoz(t)ydy sg jedna z ciekawszych klas takich analogdéw [46], ponie-
waz mostek metylenowy wprowadza istotne zmiany strukturalne w poréwnaniu
z nukleozydami zatem mozna oczekiwaé, ze nowe zwigzki beda mialy takze inne
wlasciwosci biologiczne. Potwierdzaja to dotychczasowe wyniki badan, ktérych
fragment ograniczony do zwigzkéw zawierajacych pierscien tetrahydrofuranowy
zostal przedstawiony w tym opracowaniu.

Fosfoniany trans- i cis-137a skutecznie hamowaly rozwéj wirusa HCMV
wykazujac aktywnos¢ poréwnywalng z gancyklowirem (IC, do 0,3 ug/mL; CC, do
12,5 pg/mL). Warto odnotowaé wysoka aktywnos¢ 1’-homo-2’-deoksyadenozyny
64b i 1’-homo-2’-deoksyguanozyny 66b przeciw wirusom HSV-1 TK™ i HSV-2
TK (MIC =8-12 pg/mL), a zwiazku 64b dodatkowo w stosunku do wirusa krowianki
(MIC=20pg/mL).Istotngaktywnos¢ przeciwwirusowiHCV (EC, =6,31uM) odkryto
dla zwigzku 128, jednakze jest on réwniez wysoce cytotoksyczny (CC, = 11,6 uM).
Ponadto zwigzek ten hamowat wzrost komérek CCRE-CEM (IC,, = 5,73 uM).
I’~-Homo-2’-deoksynukleozyd zawierajacy reszte hipoksantyny 93b i jego pochodna
di-O-benzylowa 93a byly aktywne wzgledem wirusa grypy AHIN1 (IC,, = 25,2
i24,3 ug/mL).

Oprécz wlasciwoséci przeciwwirusowych zauwazono wplyw na prolifera-
cje ludzkich jak i mysich nowotworowych linii komérkowych, np. dla trans-138a
(BCH-1868) oznaczono IC,, w zakresie kilku uM. Nalezy jednak podkresli¢, Ze dla
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wielu zsyntetyzowanych analogéw 1’-homonukleoz(t)ydéw nie wykonano zad-
nych badan biologicznych, co uniemozliwilo pelna ocene wptywu wprowadzonego
mostka metylenowego na aktywnos¢ biologiczng.

Z punktu widzenia syntezy organicznej podsumowane zostaly najwazniejsze
metody otrzymywania podstawionych tetrahydrofuranéw, w tym takze syntezy
stereoselektywne. Dominujg tutaj strategie oparte na substratach wywodzacych sie¢
z furanoz. Chetnie wykorzystywane sa pochodne heksoz, poniewaz wtedy dalsze
konstruowanie 1’-homonukleoz(t)ydu nie wymaga etapéw polegajacych na wydtu-
zaniu i skracaniu tancuchéw weglowych. W syntezach ukladéw niezawierajacych
grup hydroksylowych w wybranych pozycjach stosowano 2’-deoksyfuranozy,
a w przypadku uzycia podstawionych furanoz do deoksygenacji wykorzystywano
procedure Bartona-McCombie.
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