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Dr inz. Maurycy K. Szlenkier w roku 2009 ukonczyt jednolite studia magisterskie
na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej na kierunku biotechnologia.
W 2008 r. uczestniczyl w stazu w Departamencie Biogeochemii Izotopowej Centrum
Badan Srodowiskowych im. Helmholtza w Lipsku. Od 2010 r. do 2016 r. byt uczest-
nikiem Srodowiskowego Studium Doktoranckiego przy Instytucie Chemii Bioorga-
nicznej PAN w Poznaniu, nastgpnie zostal zatrudniony w Zakladzie Chemii Nukle-
ozydéw i Nukleotydéw IChB PAN. Prace doktorska z zakresu chemii nukleozydow
wykonat pod kierunkiem prof. dr hab. Jerzego Boryskiego. Specjalno$¢ — synteza
pochodnych nukleozydéw. Zainteresowania naukowe: chemia bioorganiczna, che-
mia medyczna, modelowanie molekularne, CADD - computer asisted drug design.
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ABSTRACT

Part III of the review devoted to biological activities of nucleoside derivatives
presents a further description of analogues modified in the sugar residue with parti-
cular focus on those with altered configuration in the 2’ or 3’ position, e.g. cytarabine
- an old anticancer chemotherapy agent used to treat acute myeloid leukemia, acute
lymphoblastic leukemia, and non-Hodgkin’s lymphomas; fludarabine - derivative
of vidarabine used as a drug in the treatment of chronic lymphocytic leukemia,
and non-Hodgkin lymphomas; clofarabine — approved by the FDA in 2004, a new-
-generation second-line drug for recurrent acute myeloid leukemia; and fialuridine
- examined as a potential therapeutic for the treatment of HBV infection, however,
clinical trials ended tragically. In the last section of the review derivatives with other
modifications in the sugar moiety are described — carbocyclic and acyclic analogues,
L-nucleosides and 5’-modified nucleosides. Among others, very important modified
nucleosides are listed e.g. acyclovir, ganciclovir, DHPA, tenofovir, cyclopentenyl-
cytosine, entecavir, carbovir, abacavir, lamivudine, telbivudine and sinefungin VA.
All parts together make a possibly complete and concise review, including the latest
reports, the most important groups of modified nucleosides, and should be consi-
dered as awhole. In the context of the activities description, there are references to the
important molecular targets, mechanisms of action, pharmacodynamics, pharmaco-
kinetics, toxicity, resistance, in vitroand in vivo tests or prodrugstrategies, which canbe
a starting point for further study for chemists interested in medicinal chemistry.

Keywords: modified nucleosides, biological activity, molecular targets, mechanism
of action

Stowa kluczowe: nukleozydy modyfikowane, aktywnos$¢ biologiczna, cele moleku-
larne, mechanizm dzialania
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WPROWADZENIE

W czesci III przegladu aktywnosci biologicznych pochodnych nukleozydowych
przedstawiono ciag dalszy opisu analogéw modyfikowanych w czgsci cukrowej ze
szczegdlnym uwzglednieniem tych posiadajacych zmieniong konfiguracje w pozycji
2’ lub 3’ np. cytarabina, fludarabina, klofarabina i fialurydyna. Przedstawiono takze
calg liste pochodnych posiadajacych inne modyfikacje w cze$ci cukrowej naleza-
cych do grup nukleozydéw karbocyklicznych, acyklicznych, 5’-modyfikowanych,
spiro- oraz L-nukleozydow. Wszystkie cze$ci majg stanowi¢ razem mozliwie kom-
pletny, zwiezly, obejmujacy najnowsze doniesienia przeglad najwazniejszych mody-
fikowanych nukleozydéw aktywnych biologicznie i nalezy traktowac je jako calos¢.
W kontekscie opisu aktywnosci pojawiaja sie odniesienia do najwazniejszych celow
molekularnych analogéw nukleozydowych, mechanizméw dzialania, farmakody-
namiki, farmakokinetyki, toksycznosci, opornosci, badan in vitro oraz in vivo czy
strategii prolekowych, ktére moga stanowi¢ punkt wyjscia do dalszej lektury dla
chemikoéw interesujacych sie chemia medyczna.

1. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA NUKLEOZYDOW O ZMIENIONE]J
KONFIGURACJI W POZYCJACH 2’1 3’
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Rysunek 1.1. Struktury wybranych nukleozydéw arabinofuranozylowych
Figure 1.1.  Structures of selected arabinofuranosyl nucleosides

Wsrdéd aktywnych pochodnych nukleozydowych o zmienionej konfiguracji
w pozycjach 2" i 3 moina wymieni¢ 1-B-p-arabinofuranozylocytozyne (cytara-
bina, araC, 59, Rys. 1.1.) [1], 1-f-Dp-arabinofuranozylotyming (araT, 60) [2], 9-f-D-
arabinofuranozyloadenine (w1darab1na, araA, 61) [3] i 9-(3-p-arabinofuranozylo)-
2-fluoroadenine (fludarabina, FA, 62) [4]. Cytarabina (np. Cytosar-U®) zostata
otrzymana po raz pierwszy w roku 1959 przez Walwicka i in. Juz w 1969 roku
zostata dopuszczona do leczenia przez FDA. Od tamtej pory jest stosowana gldwnie
w leczeniu biataczki szpikowej, ostrej bialaczki limfoblastycznej i chloniakow
w kombinacji z innymi lekami. Z powodu niskiej ustnej biodostepnosci, podaje
sie ja w formie wlewow dozylnych. Jest typowym cytostatykiem, ktéry powoduje
powazne efekty uboczne. Mechanizm dzialania polega na wewnatrzkomorkowej
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aktywacji poprzez fosforylacje do trifosforanu, ktory zaburza synteze DNA w fazie
S cyklu komdrkowego. Cytarabina posiada réwniez wlasciwosci przeciwwirusowe,
zwlaszcza wobec herpeswirusow. Jednak ze wzgledu na swojg toksycznos¢ nie jest
wykorzystywana w leczeniu infekcji. Rowniez araT (60), otrzymana po raz pierwszy
w latach pigcdziesigtych XX wieku, wykazuje aktywnos¢ przeciw herpeswirusom
takim jak EBV, HSV-11SVV (simian varicella virus) [5-7]. Jest to o tyle ciekawe, ze
araT nie wykazuje takiej toksycznosci jak araC (59), cho¢ nie jest jej pozbawiona.
Cytarabina jak wigkszo$¢ pochodnych nukleozydowych dostaje sie do wewnatrz
komorki dzieki transporterom nukleozydowym (NT). Istnieje ciekawa praca opi-
sujaca wplyw dluzszego traktowania linii komoérkowej ludzkich limfatycznych
komoérek H9 roztworem araC (0,5 uM) na powstawanie opornosci zaleznej od NT
oraz dCK (kinaza 2’-deoksycytydynowa odpowiedzialna za fosforylacje araC do
araCMP) [8]. Otrzymana w ten sposéb linia H9-araC wykazala ponad 600-krotnie
zwiekszong opornos$¢ wzgledem araC oraz zwigkszong oporno$¢ na inne analogi
jak ddC (32), 3TC (lamiwudyna, 63, Rys. 2.6.) i fludarabina (62). W poréwnaniu do
linii HY stwierdzono, ze w linii H9-araC ilos¢ skumulowanej araC-TP byta mniejsza
niz 1%, aktywnos¢ dCK spadfa do 31,4%, zmalala wyraznie ilo§¢ membranowego
transportera ENT1 oraz bialka Spl - czynnika regulujacego transkrypcje genu
kodujacego dCK. AraC nie jest jedynym analogiem nukleozydowym, wobec kto-
rego obserwuje sie wywotywanie opornosci NT-zaleznej.

Widarabina (araA, 61) z kolei jest aktywna wobec wiruséw HSV i VZV. Zsynte-
Zowano jg po raz pierwszy w 1960 r. w zespole Bakera [9], cho¢ byta pomyslana jako
zwigzek przeciwnowotworowy, to znalazla jednak zastosowanie w terapii antywiruso-
wej. Po raz pierwszy jej aktywnos¢ wobec herpeswirusow zostata zgloszona w 1964 r.
przez Privat de Garilhe i de Rudder [10]. Znalazta ona zastosowanie w leczeniu do
czasu wprowadzenia mniej toksycznych lekéw. Jedna publikacja sugeruje réwniez, ze
aktywno$¢ widarabiny nie ogranicza si¢ tylko do wiruséw DNA, poniewaz zaobser-
wowano jej aktywnosé wobec wirusa Gross MLV (wirus mysiej biataczki) nalezacego
do retrowiruséw [11]. Mechanizm dziatania jest analogiczny — aktywna forma jest
powstajacy w komorce w wyniku dzialan odpowiednich kinaz trifosforan (araA-TP),
ktory jest inhibitorem kompetycyjnym wirusowej polimerazy DNA i zaburza synteze¢
wirusowego DNA. Niestety zaburza rowniez synteze ludzkiego DNA. Selektywnosé¢
przeciwwirusowa opiera si¢ na szybszej fosforylacji araA przez wirusowe kinazy
tymidynowe (HSV i VZV) niz przez ludzkg dTK. Odnotowano synergistyczny efekt
araA w terapii HSV w polaczeniu z acyklowirem (64, ACV, Rys. 2.1.) [12]. Znane
sa rowniez wlasciwosci inhibitorowe araA-TP wobec reduktazy rybonukleotydowe;j
(RNR), co moze powodowa¢ samowzmocnienie efektu cytostatycznego i przeciw-
wirusowego. AraA jest podatna na dzialanie deaminazy adenozynowej, ktdra prze-
ksztalca jg w raczej nieaktywny arabinozyd hipoksantyny. Aby wydluzy¢ czas pét-
trwania widarabiny, mozliwe jest zastosowanie ktéregos z inhibitoréw tego enzymu.
W 1969 r. Montgomery i Hewson z Southern Research Institute (USA) otrzymali
pochodng 2-fluorows - fludarabine (62), ktéra nie ulega deaminacji.
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Fludarabina (62) znalazla zastosowanie jako lek w terapii przewleklej bialaczki
limfocytowej i chtoniakéw nie-Hodgkina. Tak samo jak widarabina oddzialuje
z RNR i polimerazg a w fazie S cyklu komdrkowego. Zaburza pule komérkowych
deoksynukleotydéw (inhibicja RNR), synteze i naprawe DNA (inhibicja polimeraz),
indukuje apoptoze i zaburza proces metylacji DNA poprzez inhibicj¢ hydrolazy
SAH oraz w pewnym stopniu C-5 DNA metylotransferazy (EC,, = 47 uM) [13, 14].
Co wiecej, FA jest inhibitorem primazy DNA [15]. Mozna ja wigc zakwalifikowa¢
do grupy lekdow wielocelowych [16]. Jest typowym cytostatykiem, ktdry powoduje
powazne efekty uboczne: limfopenie, a co za tym idzie rowniez wzmozong podat-
nos$¢ na infekcje i zakazenia oportunistyczne, wywoluje goraczke, niewydolnos¢
nerek, zaburzenia widzenia, krwiomocz, wymioty, biegunke i inne. Stwierdzono
réwniez dzialanie teratogenne.

Podawanie dozylne monofosforanu fludarabiny (FAMP, Fludara®) pozwala
ograniczy¢ przenikanie jej do tkanek, co daje pewng selektywnos¢ wzgledem komo-
rek krwi. W osoczu FAMP jest hydrolizowany do FA przez ekto-5-nukleotydaze
usytuowang na zewnetrznej powierzchni blon komoérkowych, ktéra nastepnie
jest transportowana przez NT takie jak ENT1, CNT2 do wnetrza komoérek [17],
gdzie ponownie ulega fosforylacji do form aktywnych. W badaniach in vitro
w hodowli ludzkich biataczkowych limfoblastéow (CCRF-CEM) okreslono poziom
inhibicji syntezy DNA oraz przezywalnosci komoérek na poziomie IC,, = 1,5 uM
[18]. W badaniach na zywych mysich modelach zaszczepionych komérkami
mysiej biataczki L1210 wykazano, ze podanie fludarabiny zwigkszylo mediane
diugosci zycia o 125% wzgledem nieleczonych jednostek i zanotowano 4 na 15
przypadkow wyleczenia [19]. Sposrod wielu badan na pacjentach z przewlekla
biataczka limfocytowg mozna poda¢ dane z M. D. Anderson Cancer Center (USA) -
w przypadku uzycia FAMP jako leku I rzutu uzyskano 79% odsetek odpowiedzi na
leczenie [20]. Znane s3 tez doniesienia o synergistycznym efekcie tgczenia FAMP
z innymi terapeutykami. Fludarabina okazala si¢ by¢ podatna na enzymatyczne
rozerwanie wigzania glikozydowego przez PNPaze (fosforylaza nukleozydéw pury-
nowych szlaku ratunkowego) dajac 2-fluoroadenine, ktéra przy wykorzystaniu
komorkowych enzymow jest przeprowadzana do wysoce toksycznego trifosforanu
2-fluoroadenozyny. Zesp6l naukowcéw z Southern Research Institute (USA) po
wieloletnich poszukiwaniach metodg préb i btedéw znalazt pochodng, ktéra przy
zachowaniu aktywnos$ci FA wykazala zdecydowanie wieksza odpornos¢ na hydro-
lityczne i fosforolityczne rozerwanie wigzania glikozydowego, a w przypadku jego
rozerwania powstaje 2-chloroadenina, ktdra jest duzo mniej toksyczna - pochodna
ta jest klofarabina (65) [21].

Klofarabina (65, m.in. Clolar®, 9-(2’-deoxy-2’-fluoro-B-p-arabinofuranozylo)-
2-chloroadenina, Rys. 1.2.) jest zaaprobowanym przez FDA w 2004 r. w trybie
warunkowym lekiem II rzutu w przypadku nawracajacej ostrej biataczki szpikowej
(ACC) u pacjentéw w wieku 1-21 lat. Mozna ja traktowac jako wypadkowa dwoch
struktur - fludarabiny (62) oraz kladrybiny (53). Podobnie jak fludarabina, klofa-
rabina po fosforylacji (etapem limitujacym jest fosforylacja do difosforanu) przez



774 M. SZLENKIER

kinazy komorkowe zaburza proces syntezy DNA na drodze inhibicji reduktazy
rybonukleotydowej (RNR), polimerazy a oraz terminacje elongacji biosyntezowane;j
nici DNA po inkorporacji monofosforanu klofarabiny [22]. Selektywnos¢ dziatania
opiera si¢ na wzmozonej aktywnosci dCK w komoérkach nowotworowych. Efekt bio-
logiczny ulega samowzmocnieniu, poniewaz ubytek wtasciwych dANTP ze wzgledu
na inhibicj¢ RNR powoduje czestsze wbudowanie monofosforanu klofarabiny do
DNA. Klofarabina (65) nie wykazuje silnej aktywnosci wobec mitochondrialnej Pol
y, za to powoduje uwalnianie z mitochondrium cytochromu c oraz innych czynni-
kow indukujacych apoptoze (AIF, APAFI, kaspaza 9). Za transport klofarabiny do
komorki odpowiada podobna grupa NT jak w przypadku FA (62) i na drodze ich
modyfikacji moze pojawia¢ si¢ opornosé¢, cho¢ w przypadku 65 mozliwy jest w pew-
nym stopniu bierny transport transblonowy. W kontekscie klofarabiny pojawia si¢
réwniez problem aktywnosci transporteréw typu ABC (ang. ATP-binding cassette),
ktdre sg znane z usuwania pochodnych nukleotydowych z komoérki, cho¢ akurat
w tym przypadku uwaza sie, ze transporter ABCG2 eksportuje klofarabine, a nie
jej monofosforan. Rownolegte zastosowanie inhibitora tego transportera w terapii
nowotwordéw posiadajacych ABCG2 moze zwigkszy¢ aktywno$¢ 65 [23, 24].

(¢] (o]

NH
: CH, I
</N | o HN | HN |
T T
N N/)\CI o” o

N N

(0] (e} (o}
HO \ F HO \ OH HO \ F

HO' Br HO'
65 66 67

Rysunek 1.2. Struktury klofarabiny, 1-(3’-bromo-f-p-arabinofuranozylo)tyminy oraz fialurydyny
Figure 1.2.  Structures of clofarabine, 1-(3’-bromo-f-p-arabinofuranosyl)thymine and fialuridine

Inng pochodng arabinofuranozylowg o istotnej aktywnosci jest 1-(3’-deoksy-
3’-bromo-f-p-arabinofuranozylo)tymina (66). W testach przeciwko Mycobacte-
rium tuberculosis wykazala IC_, = 1 pg/mL przeciw szeczepowi H37Ra oraz IC,, =
1-2 pg/mL przeciw szczepowi opornemu na ryfampicyne i izoniazyd (H37Rv) przy
cytotoksycznosci CC, > 100-200 pg/mL [25]. M. tuberculosis wywoluje gruzlice,
ktora jest ciggle powszechng i niebezpieczng chorobg zwlaszcza w krajach trze-
ciego $wiata oraz w przypadku osob o obnizonej odpornosci. Co roku z jej powodu
umiera ponad milion ludzi na $§wiecie. W 2015 roku znajdowala si¢ na dziewiatej
pozycji najczestszych przyczyn zgondw w rankingu WHO (ang. World Health Orga-
nization).

Z po$rod pochodnych arabinofuranozylowych nalezy wymieni¢ jeszcze jeden
stynny analog - fialurydyne (67, 1-(2’-deoxy-2’-fluoro-f-p-arabinofuranozylo)-
5-jodouracyl, FIAU, Rys. 1.2.). Cho¢ w tym przypadku jest to zla stawa. Fialury-
dyna byla badana jako potencjalny terapeutyk w leczeniu infekcji HBV. Pomimo
korzystnych wynikéw badan in vitro oraz in vivo w ukladach zwierzecych na eta-
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pie przedklinicznym [26], podczas badan klinicznych przeprowadzonych w 1993
r. w NIH (National Institute of Health, USA) doszlo do tragedii i 5 pacjentdéw z 15
zmarto z powodu silnej hepatotoksycznosci [27]. Pozostalych dwdéch wymagato
przeszczepu watroby. Po fakcie stwierdzono, ze FIAU jest rozpoznawane i inkor-
porowane przez ssacze polimerazy DNA («, y, §), dodatkowo stwierdzono silng
aktywno$¢ inhibitorowg FIAU-TP (trifosforan FIAU) wobec mitochondrialnej Pol
y na poziomie K, = 0,04 uM, co kaze si¢ zastanowi¢ nad jakoscig przeprowadzo-
nych badan przedklinicznych [28]. Mozna tez ubolewa¢, ze prowadzacy badania
kliniczne nie potraktowali z dostateczng uwaga wczesniejszych doniesien o cytotok-
sycznosci FIAU w badaniach poswieconych aktywnosci wobec HCMYV i wyjatkowo
szybkiej fosforylacji tej pochodnej przez mitochondrialng kinaze tymidynows, co
moglo prowadzi¢ to silnej kumulacji FIAU-TP wiasnie w mitochondriach [29, 30].
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Rysunek 1.3. Struktury wybranych pochodnych B-p-ksylofuranozylowych (68-73) i 2,3’-anhydro-S-p-likso-
furanozylocytozyny (74)
Figure 1.3.  Structures of selected f-p-xylofuranosyl derivatives (68-73) and 2',3'-anhydro-$-p-lyxofurano-
sylcytosine (74)

Niektére analogi arabinofuranozylowe nukleozydow, jak opisano powy-
zej, posiadajg bardzo ciekawe aktywnos$ci. Czy podobnie jest z pochodnymi
ksylofuranozylowymi? Wiele takich analogow zostato zsyntezowanych i1 cze$¢
z nich rzeczywiscie posiada pewne aktywnos$ci, cho¢ ta grupa nie doczekata si¢
przedstawiciela stosowanego w leczeniu. W 1965 r. Ellis i in. [31] po raz pierwszy
zglosili aktywnos¢ przeciwnowotworowa 9-3-p-ksylofuranozyloadeniny (ksylo-A,
68, Rys. 1.3.), co dato asumpt do uznania ksylo-A za strukture warta dalszej pracy.
Zostalo to potwierdzone w kolejnych badaniach np. wobec linii komérkowej bia-
taczki L1210, czy wobec komorek B-mix K-44/6, czyli szczurzych komorek trans-
formowanych RSV (Rous sarcoma virus — wirus mi¢saka Rousa). Istotng aktyw-
no$¢ przeciwwirusowy in vitro 68 wykazala rowniez wobec wiruséw takich jak
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wirus afrykanskiego pomoru $win nalezacego do Asfiwirusow (ASFV) oraz HSV-1
(EC,, = 4,6 mg/mL) [32]. Problemem w stosowaniu ksylo-A okazata si¢ jej szybka
deaminacja w komorce przez deaminaz¢ adenozynowa. Proba zniwelowania tego
zjawiska poprzez modyfikacje puryny w pozycji 8 nie przyniosta pozytywnych
wynikow.

Wirus HBV jest jeszcze bardziej rozpowszechniony niz HCV i szacuje sie, ze
zarazonych na $wiecie jest ok. 2 mld ludzi [33]. W 2010 roku pojawila si¢ publikacja
badajaca przydatnos¢ roznych pochodnych o zmienionej konfiguracji w pozycjach
2’ i 3" wobec infekcji DHBV i HBV [34]. Z przebadanych zwigzkéw zastugujaca na
odnotowanie aktywnos¢ przeciw DHBV wykazaly zwiazki 69, 70 i 71 w przedziale
EC,, = 3,84-4,13 uM (CC,, > 600 uM dla komoérek Huh-7 - linia komoérek ludz-
kiego raka watroby). Niestety wobec ludzkiego HBV okazaly si¢ by¢ umiarkowanie
aktywne z EC,  na poziomie 19,23-33,7 uM. W 1986 r. G. Gosselin i in. [35] prze-
prowadzili przesiewowe badania na aktywno$¢ przeciwwirusowa podstawowych
analogéw ksylofuranozylowych posiadajacych naturalne zasady azotowe wobec
wiruséw: HSV, VV, VSV, Polio, Coxsackie, Reowirusa 1 i Rinowirusa 9. W badaniu
tym zaobserwowano umiarkowane aktywnosci ksylo-A, ksylo-C (72) i ksylo-G (73)
wobec wiruséw DNA jak HSV czy VV na poziomie IC, = 20-40 mg/mL. Ksylo-A
wykazala takze aktywnos¢ przeciw Rinowirusowi 9 bedacemu wirusem RNA.

Rysunek 1.4. Struktura 2,3’-anhydro-2’-deoksyurydyny
Figure 1.4.  The structure of 2,3’-anhydro-2’-deoxyuridine

W 1988 roku Webb i in. zglosili aktywno$¢ 233’-anhydro-S-p-liksofurano-
zylocytozyny (74) przeciwko wirusowi HIV [36]. Zwiazek ten juz przy stezeniu
0,5-1 uM wykazal duza zdolnos$¢ ochrony zakazonych komoérek zwiekszajac kilku-
krotnie liczbe zywych komorek. Jednak przy stezeniu 5 tM mozna bylo zauwazy¢
wyrazny efekt cytotoksyczny. W 2010 roku pojawila sie za to praca pokazujaca, ze
stanowigce czesto etap posredni w syntezie pochodnych nukleozydowych modyfi-
kowanych w czesci cukrowej zwiazki 2,3’-anhydrocykliczne réwniez moga posiadac
ciekawe aktywnosci. Wsrod przebadanych pochodnych najlepsza aktywnos¢ wyka-
zala 2,3’-anhydro-2’-deoksyurydyna (75, Rys. 1.4.) z EC_, = 2,5-5 pg/mL przeciw
wirusowi DHBV i EC, = 5 pg/mL przeciw HBV przy CC,, > 200 ug/mL [37].



AKTYWNOSC BIOLOGICZNA MODYFIKOWANYCH NUKLEOZYDOW. CZESC 111 777

2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA POZOSTALYCH NUKLEOZYDOW
POSIADAJACYCH MODYFIKACJE W CZESCI CUKROWE]

Aktywnosci nukleozydéw posiadajacych modyfikacje w pozycjach 2’1 3’ rybozy
zostaly szeroko omoéwione w II czgsci przegladu i w poprzednim rozdziale tej czesci.
W tym miejscu zostang przedstawione pokrotce inne modyfikacje czesci cukrowe;.
W tej kategorii zwigzkow na pierwszy plan wychodzg nukleozydy acykliczne, w kto-
rych pierScien cukrowy zostal zastgpiony przez podstawnik (2-hydroksyetoksy)
metylowy (np. acyklowir, ACV, Zovirax®, 64, Rys. 2.1.) lub 2,3-dihydroksypro-
pylowy (np. 9-(2,3-dihydroksypropylo)adenina, DHPA, 76). W pierwszej grupie
zostala zachowana cze¢$¢ odpowiadajgca atomom C1, C4, O4’ i C5, a w drugiej
grupie zostala zachowana czes¢ z ukladem 233’-cis-diolowym. ACV i DHPA sg
szczegolnymi przypadkami pochodnych z grupy seco, ktére posiadajg przerwany
pierscien cukrowy w jednej z pigciu pozycji np. 152’ lub 233> ACV mozna trakto-
wad, jako pochodna triseco z przerwanymi trzema wigzaniami w pozycjach 132’; 233’
i34 [38].

Pochodne typu DHPA (76), nieposiadajace sgsiadujacego z wigzaniem glikozy-
dowym atomu tlenu sg formalnie alkilowymi pochodnymi zasad azotowych i otrzy-
muje si¢ je w reakcjach alkilowania. Umieszczono je w tym rozdziale ze wzgledow
historycznych, bo tak do tej pory czesto byly klasyfikowane. W przypadku pochod-
nych typu ACV (64) obecnos¢ atomu tlenu imitujgcego atom tlenu rybozy powo-
duje podobienstwo tych zwigzkéw do nukleozydéw réwniez pod wzgledem che-
micznym. Mozliwe jest otrzymanie takich pochodnych na drodze transpurynacji
[39]. Mechanizm tej reakeji zaklada powstawanie acyklicznego kationu pseudocu-
krowego. Dlatego mozna takie zwigzki klasyfikowa¢ jako pochodne nukleozydowe
lub pseudonukleozydowe.

ACV po raz pierwszy opisany zostal przez Schaeffera i Elion w 1977 r. [40].
Précz syntezy przedstawiono réwniez pierwsze wyniki badan aktywnosci przeciw-
wirusowej. Za swa pracg¢ nad ACV i jego pochodnymi Elion otrzymata w 1988
roku nagrode Nobla. ACV wykazuje wysoka i selektywng aktywnos¢ zwtlaszcza
przeciw herpeswirusom (HSV-1, HSV-2). Wartosci IC, przeciw réznym szcze-
pom wynoszg 0,01-0,1 pg/mL. ACV po przedostaniu si¢ do wnetrza komorki
ulega fosforylacji przez wirusowa kinaze deoksytymidynowa HSV-dTK do postaci
monofosforanu [41]. Nastepnie ulega fosforylacji przez ludzka kinaz¢ GMP
(guanozynomonofosforanu) do difosforanu i komérkowe kinazy NDP (nukleozy-
dodifosforanowe) do trifosforanu. Trifosforan zostaje rozpoznany przez wirusowg
polimeraze DNA i wbudowany do wirusowego fancucha nukleinowego. ACV
nie jest substratem dla komoérkowych kinaz, dlatego fosforylacja zachodzi tylko
w zainfekowanych komodrkach. ACV wykazuje aktywnos¢ rowniez przeciw wiru-
sowi VZV oraz umiarkowang aktywnos¢ przeciw wirusowi CMV.

ACV wykorzystano jako strukture liderowa w dalszych poszukiwaniach,
w wyniku ktérych uzyskano m.in. gancyklowir (GCV, 9-(1,3-dihydroksy-2-propo-
ksymetylo)guanina, Cytovene®, 77) [42-45]. GCV okazat si¢ by¢ aktywny przeciw
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wirusom HSV-11i 2, CMV, VZV a takze EBV (wirus Epsteina-Barra). Co ciekawe,
GCV jest takze aktywny wobec zmutowanych, nieposiadajacych wtasnej kinazy
tymidynowej szczepéw HSV TK', wobec ktorych ACV nie jest aktywny. Zamiana
guaniny na adenine w strukturze ACV dala obnizenie aktywnosci, a wstawienie w to
miejsce zasad pirymidynowych dato zwigzki nieaktywne.

N

o o} Q
) NH Vi NH /NIU\NH
<N | N/)\NH2 <N | N/)\NHZ <N | )\

HO/\/O\I /_Z Ho/j/o\l N NH,

HO OH HO
64 76 77

Rysunek 2.1. Nukleozydy acykliczne
Figure 2.1.  Acyclic nucleosides

Inne modyfikacje czgsci zasadowej maja na celu poprawe rozpuszczalnosci
i poprawe parametrow wchlaniania przy podaniu doustnym. Przykladem takiej
modyfikacji moze by¢ 6-deoksyacyklowir (78, Rys. 2.2.) [46], ktory w komorce
zostaje utleniony przez oksydaze ksantynowa do postaci ACV. Pozwala to na sze-
$ciokrotne zwiekszenie stezenia ACV w organizmie.
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Rysunek 2.2. Struktura 6-deoksyacyklowiru
Figure 2.2.  Structure of 6-deoxyacyclovir

Waznym nukleozydem acyklicznym jest wspomniany wcze$niej DHPA
(76) [47], ktérego enancjomer o konfiguracji S jest tym aktywnym. Wyka-
zuje on szerokie spektrum aktywnoséci przeciw wirusom (+)RNA, (-)RNA,
dsRNA (dwuniciowe RNA), a takze w mniejszym stopniu przeciw wirusom
DNA. Mechanizm dzialania jest mechanizmem typowym dla analogéw ade-
ninowych. Stanowi on inhibitor dla hydrolazy S-adenozylohomocysteino-
wej (SAH). Inhibicja tego enzymu powoduje kumulowanie si¢ w komorce
S-adenozylohomocysteiny, ktora z kolei utrudnia m.in. metylacje¢ terminalnej
guanozyny w strukturze cap mRNA i zakt6ca dojrzewanie wirusowego RNA.

Tenofowir (79 PMPA, [(R)-9-(2-fosfonylometoksypropylo)adenina, Rys. 2.3.)
réwniez zalicza sie do analogéw acyklicznych, cho¢ w tym przypadku uwaza si¢ go
za izosteryczny i izoelektryczny analog acyklonukleotydowy. Nalezy on do acyklicz-
nych fosfonianéw nukleozydowych, ktérych prekursorem w syntezie jest DHPA.
Jest to bardzo ciekawa grupa zwigzkéw przeciwwirusowych zsyntezowanych przez
zespol Holyego [48]. Sg stosowane w leczeniu wielu réznych zakazen wirusowych
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np. HCMV u pacjentéw chorych na AIDS. Zostal dopuszczony do terapii prze-
ciw wirusowi HIV w 2001 roku, a takze przeciw wirusowi HBV w roku 2008. Ze
wzgledu na lepsze wchlanianie stosowany jest w postaci proleku — dizoproksylu
tenofowiru, w ktéorym grupa fosforanowa jest dodatkowo zestryfikowana dwiema
resztami izopropyloksykarbonyloksymetylowymi. Po wniknigciu do komérki dies-
ter ten rozklada si¢ do aktywnego biologicznie tenofowiru. Forma doustna jest sola
fumaranowa dizoproksylu tenofowiru (TDF, 80, Viread®). Z karty charakterystyki
produktu leczniczego mozna wyczytaé, ze Viread jest stosowany w leczeniu dzieci
zakazonych wirusem HIV-1 w wieku od 6 do 12 lat z opornos$cig na NRTT lub przy
zbyt duzej toksycznosci lekéw pierwszego rzutu. Tenofowir moze by¢ stosowany
w profilaktyce zakazen w grupie wysokiego ryzyka.
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Rysunek 2.3. Struktury tenofowiru i TDF
Figure 2.3.  Structures of tenofovir and TDF

Procz nukleozydéw acyklicznych, znane s3 réwniez nukleozydy karbocykliczne
oraz L-nukleozydy, ktére takze posiadaja ciekawe wlasciwoséci biologiczne [49].
Nalezgca do nukleozydow karbocyklicznych neplanocyna A (81, Rys. 2.4.) [50] jest
réwniez inhibitorem hydrolazy SAH z IC,, = 0,2 uM. Neplanocyna A w komorce
jest tatwo metabolizowana do nieaktywnej formy inozynowej przez deaminaze ade-
nozynows, dlatego podjeto proby jej modyfikacji aby zwiekszy¢ czas poltrwania
w komorce, a takze zmniejszy¢ jej cytotoksycznos¢ poprzez utrudnienie fosforylacji
przez kinaze adenozynowy. IC_ neplanocyny wzgledem wiruséw V'V, VSV, Reowi-
rusa 1, Junin (wirus argentynskiej goraczki krwotocznej, JUNV), CMV miescilo si¢
w przedziale 0,3-7 ug/mL [51, 52]. Badania prowadzono w komérkach E .SM (linia
komdrkowa ludzkich embrionalnych fibroblastéw), HeLa (linia komorek raka szyjki
macicy), Vero (linia komoérek nabtonka nerki koczkodana) i HEL (linia komérek
biataczki erytroblastycznej). Cytozynowy analog neplanocyny o nazwie zwyczajowej
cyklopentynylocytozyna 82 (CPE-C) [53, 54], procz aktywnosci przeciwwirusowe;j
wobec ponad 20 réznych wiruséw posiada réwniez aktywnos¢ przeciwnowotworowg
inhibujac w postaci trifosforanowej syntetaze trifosforanu cytydyny (CTP), ktéra
w komorkach nowotworowych ma zwiekszong aktywno$¢. Jednak stwierdzona
w I fazie badan klinicznych kardiotoksyczno$¢ opdznia wprowadzenie go do lecze-
nia. Arysteromycyna (83) [55, 56] to kolejny purynowy nukleozyd karbocykliczny,
ktéry réwniez nalezy do grupy inhibitoréw hydrolazy SAH, wykazuje wlasciwosci
sercowo-naczyniowe prawdopodobnie jako agonista receptora adenozynowego A2
[57] i stanowi strukture liderowg dla wielu aktywnych zwigzkow.
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Rysunek 2.4. Nukleozydy karbocykliczne
Figure 2.4.  Carbocyclic nucleosides

Karbocykliczna 2’-deoksyguanozyna (CDG, 84) [58] nalezy do inhibitoréow
replikacji wirusowego DNA. Posiada szerokie spektrum aktywnosci przeciwwiru-
sowej np. wobec HSV, HCMV i HBV. W celu wyjasnienia mechanizmu dzialania
CDG przeciw HSV badano poziom inkorporacji jej monofosforanu do komoérko-
wego i wirusowego DNA. Okazalo sig, ze trifosforan CDG jest lepszym substra-
tem dla wirusowej polimerazy i dziala jako inhibitor kompetycyjny, ale nie dziala
jako terminator elongacji fanicucha DNA [59]. CDG wykorzystano jako strukture
liderowa i tak zgloszono kolejne aktywne analogi. 6’-Fluoro-CDG (85) [60] okazata
sie by¢ kilkukrotnie skuteczniejsza od ACV in vitro przeciw HSV-1 i 2, a enteka-
wir (BMS-200475, 86) [61] wykazat bardzo wysoka aktywnos¢ przeciw HBV (EC,,
= 0,003 uM) przy cytotoksycznosci zaleznej od linii komoérkowej 21-120 uM. Nie
sposdb wymieni¢ wszystkich analogéw karbocyklicznych, ktére zostaly zsyntezo-
wane i przebadane biologicznie, ale trzeba wspomnie¢ takze o C-BVDU (87) [62]
oraz C-oksetanocynie G (88) [63], ktdre sg karbocyklicznymi wariantami aktyw-
nych nukleozydéw i przedstawicielami dwdch grup zwigzkéw. C-BVDU wykazuje
poréwnywalng aktywnos$¢ do BVDU (3), a przy okazji jest odporny na hydrolityczne
dzialanie fosforylazy urydynowej i deoksytymidynowej, a C-oksetanocyna G wyka-
zuje réwnie ciekawe aktywnosci jak zwigzek liderowy, jednak jest bezpieczniejsza
w uzyciu i moze stanowi¢ obiecujgce rozwigzanie terapeutyczne w leczeniu infekcji
HSV i HCMV. Zwigzek 88 wykazuje réwniez aktywnos¢ anty-HIV, jednak stabszg
od znanych ddA (dideoksyadenozyna, 30) i ddG (dideoksyguanozyna, 31), ktére
zostaly oméwione w cze$ci I1.



AKTYWNOSC BIOLOGICZNA MODYFIKOWANYCH NUKLEOZYDOW. CZESC 111 781

89 90

Rysunek 2.5. Karbowir i abakawir
Figure 2.5.  Carbovir and abacavir

Ostatnig grupe zwigzkéw karbocyklicznych, o ktorej trzeba wspomnie¢, sta-
nowig karbowir (89, Rys. 2.5.) i jego pochodne. Karbowir wytypowano jako struk-
ture aktywna w wyniku duzego programu badan przesiewowych zrealizowanych
w National Cancer Institute (USA) [64]]. Okazal si¢ by¢ odpornym na hydrolize
i zdolnym do hamowania infekcyjnosci i replikacji wirusa HIV w limfocytach T na
poziomie stezenia 200-400 krotnie nizszym od poziomu cytotoksycznego. W trzech
roznych liniach komérkowych wykazat aktywno$¢ w zakresie IC_, = 0,12-0,31 uM
(enancjomer (-)). AZT (1) i ddC (32) w tych samych testach osiggaly aktywnos¢
o dwa rzedy lepsze, procz linii komoérkowej JM (Jurkat, linia komdrkowa nie§mier-
telnych T-limfocytéw). Badania enzymatyczne wykazaty wlasciwosci inhibitorowe
trifosforanu (-)-karbowiru wobec HIV1-RT na poziomie (K,) réwnym AZT-TP.
Znaleziono réwniez sposob na przedluzenie czasu pottrwania zwigzku w organi-
zmie, inhibujac pierwszy etap metabolizmu przez uzycie mieszaniny dwdch izome-
réw, a to drugi izomer (+) okazat sie by¢ tym chetniej utlenianym przez komoérkowe
dehydrogenazy przy niewiele mniejszej aktywnosci anty-HIV. Cho¢ zwigzek oka-
zal si¢ by¢ bardzo dobrym srodkiem przeciw wirusowi HIV, jednak pewne wady
w biodostepnosci, jak niska absorpcja przy podaniu ustnym, niska przenikalnos¢
przez bariere krew-mozg oraz cytotoksyczno$¢ zatrzymaly rozwdj do produktu
leczniczego. Wprowadzono liczne modyfikacje do struktury karbowiru w celu
poprawy tych cech, ale z ré6znym skutkiem. Badania kliniczne pomyslnie przeszedt
abakawir (90). Cho¢ wstepne pomiary aktywnosci nie byly doskonale, jednak
zwiazek okazal si¢ by¢ dobrym kandydatem pod wzgledem farmakokinetycznym
i pod wzgledem toksycznosci [65]. W USA zostal dopuszczony do uzycia juz w 1998
roku.
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Rysunek 2.6. Struktury wybranych r-nukleozydow
Figure 2.6.  L-nucleoside analogs

Kolejna grupa zwiazkéw modyfikowanych w czesci cukrowej, ktdra trzeba
opisa¢ w tym rozdziale sa analogi L-nukleozydéw. Nie dziwi fakt, ze od poczatku
poszukiwan lekéw zajmowano si¢ analogami D-enancjomerdéw nukleozyddw,
ktoére wystepuja naturalnie i mozna si¢ bylo spodziewa¢, ze to one bedg wchodzi¢
w interakcje w organizmach zywych. Zmiana nastgpita na poczatku lat dziewiec-
dziesiagtych ub.w. gdy pojawily si¢ pierwsze doniesienia o aktywnosciach anty-HBV
i anty-HIV nienaturalnych $-L-nukleozyddw. Prekursorem okazala sie by¢ f-L-2’-
deoksy-3’-tiacytydyna (3TC, lamiwudyna, 63, Rys. 2.6.) [66]]. Pierwotnie uzyskano
mieszaning racemiczna, ktéra poddana badaniom biologicznym wykazala bardzo
dobrg aktywnos¢ przeciw wirusowi HIV (1 i 2) na poziomie EC,, = 0,02-0,06 uM.
Pézniej uzyskano oba enancjomery osobno i wykazano, ze bardziej aktywnym
oraz mniej toksycznym jest enancjomer L (EC,, = 0,018 uM). Podobng charakte-
rystyke aktywnosci uzyskano przeciw wirusowi HBV. W komorce ulegaja fosfo-
rylacji do trifosforanu dzieki kinazom komodrkowym i blokuja aktywno$¢ wiruso-
wej HIV1-RT i HBV-Pol (polimeraza wirusa HBV) o aktywnosci RT, konkurujgc
z naturalnym substratem. Enancjomer L wykazuje wysoka selektywno$¢, podczas
gdy enancjomer D wykazywal pewne powinowactwo do polimeraz gospodarza.
Lamiwudyna doczekala si¢ wprowadzenia do terapii przeciw wirusowi HIV i stata
sie strukturg liderowa w dalszych poszukiwaniach. Tak uzyskano f3-L-FTC (emtry-
cytabina, 91) [67], 3-L-diokso-C (troksacytabina, 92) [68], f-L-ddC (93, L-dideok-
sycytydyna), f-L-FddC (94, 3-L-5-fluoro-2}3’-dideoksycytydyna) [69] i f-L-FMAU
(95, 1-(2’-deoksy-2’-fluoro-f-L-arabinofuranozylo)-5-metylouracyl) [70]. Trifos-
forany zwigzkow 93 i 94 wykazaly zdolnos¢ do selektywnej inhibicji HIV-RT z war-
todciami stalej inhibicji K, niewiele gorszymi od 3TC-TP, cho¢ duzo gorszymi od
AZT-TP. Stwierdzono, ze dzialaja jako terminatory elongacji wirusowego DNA.
Oba nukleozydy 93 i 94 okazaly si¢ by¢ réwniez bardzo aktywne przeciw HBV in
vitro na poziomie ED_ = 0,01 uM. Oba wykazaly zerowg aktywnos$¢ wobec mito-
chondrialnej polimerazy y, co jest bardzo dobrym wynikiem, poniewaz uwaza sie,
ze gtéwnym mechanizmem odpowiedzialnym za cytotoksyczno$¢ NRTI w leczeniu
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AIDS jest wlaénie inhibicja Pol y oraz inkorporacja NRTI do mitochondrialnego
DNA w komorce gospodarza [71]. Na przyklad ddC (32) wykazuje aktywnos¢
inhibitorowg wobec Pol y na poziomie K. = 0,022 uM in vitro oraz silng aktywno$¢
terminatorows. Aktywnos$¢ B-L-FTC (91) in vitro wzgledem wirusa HIV charak-
teryzowala sie wartoscig EC,, = 0,0013 uM przy cytotoksycznosci CC,, > 100 uM
w dwdch réznych liniach komoérkowych. Jest to doskonaly rezultat i nie dziwi, ze
dopuszczono jg do leczenia w 2006 roku. Analog S-L-FMAU (95) wykazal za to
dobrg aktywno$¢ przeciw wirusowi HBV na poziomie EC, = 0,1 uM przy zerowe;j
cytotoksycznosci [49].

Rysunek 2.7. Struktura telbiwudyny
Figure 2.7.  Structure of telbivudine

Innym waznym przedstawicielem r-nukleozyddw jest telbiwudyna (S-L-2’-
deoksytymidyna, 96, Rys. 2.7.). Juz w 1992 roku opisano, ze telbiwudyna ulega sku-
tecznej fosforylacji przez kinaze tymidynowa wirusa HSV-1 i hamuje jego wzrost
[72].Jednak dopiero prace zwigzane z aktywnoscia przeciw wirusowi HBV nadaly
znaczenie temu zwigzkowi (EC, = 0,19 £ 0,09 uM) [73]. Zwiazek jest produkowany
przez Novartis i dostepny w handlu w UE pod nazwg handlowg Sebivo®.
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Rysunek 2.8. Przykltady nukleozydéw modyfikowanych w pozycji 5°
Figure 2.8.  Examples of nucleosides modified in the 5’-position

Nakoniecprzegladuwypadazasygnalizowaéjeszczeistnienieinnych grup mody-
tikowanych nukleozydéw poprzez podanie kilku przyktadéw. Angustmycyna A (97,
Rys. 2.8.) aktywna wobec bakterii gram (+) [74] jest analogiem modyfikowanym
w pozycji 5" i 1. Zwiazki z tej grupy sa najczesciej aktywne wobec enzymoéw biora-
cych udzial w reakcjach transmetylowania np. hydrolazy SAH. Sinefungina VA (98),
45’-didehydrosinefungina V (99) wykazuja ciekawe aktywnosci przeciw pasozytom
z gatunku §widrowcéw Trypanosoma brucei na poziomie IC, = 0,0026-0,15 ug/mL
przy braku toksycznosci przeciwko linii komérkowej MRC-5 (linia komérek fibro-
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blastow tkanki plucnej). Podgatunki Trypanosoma br. gambiense i Trypanosoma br.
rhodesiense sa odpowiedzialne za $pigczke afrykansky przenoszong przez muchy
tse-tse [75]. Analogi posiadajace podstawnik 3’-spiro sg specyficznymi inhibitorami
HIV-1 RT. Nie sg aktywne wobec innych retrowiruséw. Wigzg sie z niesubstratowym
miejscem enzymu. Aby zwigzek byl aktywny musi posiada¢ w pozycjach 2’ i 5’ grupe
t-butylodimetylosililowg oraz konfiguracje rybozy. Przyktadem takiego zwigzku jest
TSAO-T (100, Rys. 2.9.) [76]. Wprowadzenie podstawnika alkilowego w pozycji
N-3 tyminy znacznie obniza cytotoksycznos$¢ zwiazku bez szkody dla aktywnosci.

Q

;M
7L/Si\0 o” kN
(o]

HN

I s
1

> 7

0~ So

100

CHg

Rysunek 2.9. Struktura 3’-spironukleozydu TSAO-T
Figure 2.9.  Structure of 3’-spironucleoside - TSAO-T

UWAGI KONCOWE

Zainteresowanie chemia pochodnych nukleozydéw oraz ich aktywnosciami
biologicznymi nie ustaje. XXI wiek to cigg dalszy sukcesow tej grupy zwigzkow,
co wida¢ po wspomnianym odkryciu aktywno$ci immucyliny-A wobec wirusa
Ebola, opracowaniu i dopuszczeniu do leczenia sofosbuwiru (pronukleotyd),
klofarabiny, azacytydyny, trifluorotymidyny, tenofowiru, telbiwudyny, lamiwu-
dyny czy wprowadzeniu terapii HAART. Przynajmniej 32 pochodne nukleozy-
dowe i pronukleotydowe sg obecnie w trakcie badan klinicznych, zaréwno te
znane od lat np. rybawiryna lub kordycepina, jak i zupelnie innowacyjne np.
RX-3117 - karbocykliczna pochodna cytydyny lub MB-07133 - nowa pronu-
kleotydowa pochodna cytarabiny [77]. Trudno przewidzie¢, czy pod wzgledem
chemicznym mozna oczekiwa¢ nowych typéw modyfikacji nukleozydéw, skoro
od czaséw sir Alexandra Todda otrzymano dziesigtki tysigcy réznych analogow
i pomystowos¢ chemikéw powoli sie wyczerpuje. Poszukiwania bedg raczej
przypominaé proces dochodzenia do struktury klofarabiny na drodze zmud-
nej pracy tworzenia dziesigtkéw wariantéw i tgczenia znanych rozwigzan struk-
turalnych. Jednak z cala pewnoscia beda powstawaly lepsze metody syntezy
- szybsze, tansze, wydajniejsze, bardziej ekologiczne czy racjonalizujace aspekt
technologiczy. Kolejne doniesienia o nowych aktywnos$ciach beda stymulowaé
ten proces. Niewatpliwie w ostatnich dwdch dekadach znaczenia nabraly pro-
nukleotydowe strategie prolekowe np. wspomniane cycloSal, ProTide i SATE,
ktérych celem jest obejscie limitujgcych etapéw fosforylacji w komdrce przy
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zapewnieniu wiasciwej biodostepnosci. Reasumujac, mozna oczekiwaé kolejnych
sukcesow chemii nukleozydéw w leczeniu wielu cigzkich choréb wirusowych
i nowotworowych.
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