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ABSTRACT

Nucleoside analogues have great therapeutic potential for the treatment of can-
cer and viral diseases. Once inside the cell, they are activated by a series of intracel-
lular phosphorylation steps to produce 5-triphosphate derivatives, which can be
incorporated to DNA or RNA and act as terminators of growing polynucleotide
chains [1c]. In many cases, nucleoside analogues are poor substrates for the cellu-
lar kinases needed for their activation [5]. It is clear that intracellular introduction
of nucleoside analogues as phosphorylated metabolites (so called pronucleotides)
could circumvent difficulties associated with the use of non-phosphorylated nuc-
leoside analogues and could even activate inactive compounds or could increase
the activity of the nucleoside analogues. However, polarity and a ready degradation
by phosphatases make the use of free nucleotide analogues impractical. Therefore,
much of the recent efforts have been focused on finding suitable prodrugs of nucle-
oside analogue monophosphates.

Among the current diverse prodrug approaches, nucleoside phosphoramidate
derivatives appear to be an interesting class of antiviral and anticancer agents [1c].
These prodrugs, as are devoid of negative charge, should be able to cross the cell
membrane either by diffusion or utilizing transport protein [1c].

Conducted cell extract studies have provided evidence of a bioactivation
mechanism that relies on enzyme-catalyzed P-N bond hydrolysis in phosphorami-
date pronucleotides [1a,b]. It was assumed that phosphoramidate derivatives should
generate nucleoside monophosphates inside the cell at rates that are influenced by
both the nature of the amino group and the pH of the medium. Then nucleoside
monophosphates should be phosphorylated in two different steps to the correspon-
ding 5’-O-triphosphates (NTP) which can inhibit polymerase or be incorporated
into the DNA strand being synthesized in the cell.

Over the last decade extensive studies has been carried out to establish the
mechanism of action of phosphoramidates and identification of enzymes responsi-
ble for bioactivation this pronucleotides to phosphorylated nucleosides [7, 21, 24].
Investigation of metabolism pathways provided evidence that phosphoramidase
activity of Hint (histidine triad nucleotide-binding proteins) play a key role in the
activation of phosphoramidate pronucleotides [23-27].

Keywords: pronucleotides, phosphoramidates, phosphoramidase activity, Hint
(histidine triad nucleotide binding protein), prodrug

Stowa kluczowe: pronukleotydy, amidofosforany, aktywno$¢ fosforoamidazowa,
Hint (biatko triady histydynowej wigzacej nukleotyd), prolek
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Hint - bialko triady histydynowej wiazacej nukleotyd
NTP - 5-O-trifosforan nukleozydu

NMP - 5-O-monofosforan nukleozydu

AMP - adenozyno-5-monofosforan

AMPS - adenozyno-5’-tiofosforan

AZT - 3’-azydo-2)3’-dideoksytymidyna

DAT - 233’-didehydro-2’3’-dideoksytymidyna
Ara-C - 1-B-p-arabinofuranozylocytozyna

FUdR - 5-fluoro-2’-deoksyurydyna

E. Coli - paleczka okreznicy

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci
MT-4 - komorki ludzkich T-limfocytow

CEM - komorki ostrej bialaczki limfoblastycznej

PBMCs - jednojadrzaste komoérki krwi obwodowe;j



PRONUKLEOTYDY O STRUKTURZE AMIDOFOSFORANOW 815

WPROWADZENIE

Analogi nukleozydéw stanowig zasadniczg grupe stosowanych klinicznie lekdw
przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych. Naleza one do grupy prolekow, gdyz
same s3 nieaktywne i dopiero w organizmie czlowieka ulegaja przemianom do
formy aktywnej. Biologicznie aktywng formg nukleozydéw sg ich 5’-trifosforany,
gdyz w tej formie s3 one wbudowywane w rosnacy fanicuch DNA lub RNA. Stad tez,
aby analogi nukleozydéw mogly przejawia¢ wlasciwosci terapeutyczne musza one
ulega¢ trdjstopniowemu procesowi fosforylacji katalizowanemu przez odpowied-
nie kinazy wirusowe lub kinazy komoérek gospodarza. Dla wielu modyfikowanych
nukleozydéw pierwszy etap fosforylacji jest etapem decydujacym o szybkosci calego
procesu, przez co bezposrednio wptywa na aktywno$¢ biologiczna tych zwiazkow.
Poszukujgc bardziej aktywnych lekéw przeciwwirusowych i przeciwnowotworo-
wych naukowcy projektuja tzw. pronukleotydy, majace za zadanie ominiecie pierw-
szego etapu aktywacji enzymatycznej.

Pronukleotydy sa 5°-O-fosforanowymi pochodnymi nukleozydéw, w ktorych
do grupy fosforanowej zostaly przytaczone lipofilowe nosniki umozliwiajace trans-
port dokomdrkowy. Wsrdd réznorodnych klas pronukleotydéw od kilkudziesieciu
lat zainteresowaniem wielu grup badawczych cieszg sie zwigzki o strukturze amido-
fosforanéw. W tym przypadku reszty aminowe badz amidowe petnia funkcje grup
maskujacych ugrupowanie fosforanowe.

Przesltanke do zaprojektowania pierwszych pronukleotydéw o strukturze ami-
dofosforanowych pochodnych stanowily prace dotyczace syntezy nukleozydo-5’-di-
i trifosforandw, w ktorych jako zwigzki posrednie byly wykorzystane nukleozydo-
-5’-amidofosforanowe pochodne réznych amin [1a,b]. Badano ich reaktywno$¢ nie
tylko w odniesieniu do tworzenia wigzania pirofosforanowego, lecz réwniez ich
podatnos¢ na hydrolize. Okazalo sie, ze amidofosforany byly stosunkowo malo sta-
bilne w srodowisku wodnym, dzigki czemu w medium komérkowym ulegaty szyb-
kiej hydrolizie do odpowiednich fosforandow.

Opierajac sie na tych doswiadczeniach zaprojektowano odpowiednie amido-
fosforanowe pronukleotydy, ktére bedac zwigzkami pozbawionymi tadunku ujem-
nego powinny latwo przenikaé przez btony komoérkowe na drodze biernej dyfuzji
lub z wykorzystaniem bialek transportujacych nukleozydy [lc]. Natomiast po
dostaniu sie do komorki, jako bardziej podatne na hydroliz¢ niz ich fosforanowe
analogi, amidofosforanowe pochodne powinny generowa¢ pozadany nukleozydo-
monofosforan z szybkoscig zalezng od natury zastosowanej grupy aminowej oraz
warto$ci pH medium komdrkowego.

Zakladano, iz aktywacja amidofosforanowych pochodnych nukleozydéow
powinna przebiega¢ wewnatrz komorki droga hydrolizy enzymatycznej. Przy-
puszczano, iz usunie¢cie amidowej grupy maskujacej funkcje fosforanowa moze
zachodzi¢ w wyniku rozerwania wigzania P-N w reakgji katalizowanej przez enzym
o aktywnosci fosforoamidazy. Uwolniony w ten sposéb monofosforan nukleozy-
dowego (NMP) leku przeciwwirusowego lub przeciwnowotworowego powinien
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by¢ nastepnie fosforylowany do 5’-trifosforanu nukleozydu (NTP) w procesie
katalizowanym przez odpowiednie kinazy wirusowe lub kinazy komoérek gospoda-
rza. W kolejnym etapie utworzony NTP bylby wbudowywany w rosngcy taricuch
DNA lub RNA powodujac zahamowanie jego syntezy poprzez terminacje elongacji
fancucha. Ponadto niektére 5-trifosforany modyfikowanych nukleozydéw moga
inhibowa¢ kluczowe enzymy biorace udzial w syntezie nukleozydéw purynowych
i pirymidynowych oraz w syntezie RNA [2].

Fakt, iz zwigzki zawierajagce ugrupowanie amidofosforanowe moga ulegaé
hydrolizie enzymatycznej zostal po raz pierwszy odnotowany w 1959 roku przez
Smitha i Burrowa [3]. Przeprowadzone badania eksperymentalne udowodnily, iz
ekstrakt wybranych szczepow E. Coli posiada zdolnos¢ hydrolizowania amidofosfo-
ranu adenozyny (AMP-NH,).

Natomiast Shabarova w latach sze§¢dziesigtych ubieglego wieku pokazala, iz
fosforoamidaza wyizolowana z ekstraktéw pochodzacych z watroby szczura oraz
krolika wykazuje wysoka specyficznos¢ wobec amidofosforanonukleozydow i nie
katalizuje hydrolizy fosforanéw oraz amidofosforanéw nie bedacych pochodnymi
nukleozydéw [4]. Przeprowadzone badania dotyczace zalezno$ci migdzy struktura
substratow a ich aktywnos$cia wykazaly, iz fosforoamidaza najszybciej hydrolizuje
pochodne nukleozydéw purynowych zawierajace niezatloczone przestrzennie
podstawniki aminowe oraz reszt¢ aminokwasowa o konfiguracji D. Dodatkowo
zastgpienie pierScienia rybozy przez 2’-deoksyryboze rowniez zmniejszalo szybkos¢
hydrolizy badanego substratu. Postulowano, iz protonowanie atomu azotu w ugru-
powaniu amidofosforanowym poprzedza rozszczepienie wigzania P-N.

1. WEWNATRZKOMORKOWA AKTYWACJA PRONUKLEOTYDOW
O STRUKTURZE AMIDOFOSFODIESTROW

Po raz pierwszy amidofosforanowe pochodne nukleozydéw przeciwwiruso-
wych zostaly zaprojektowane przez McGuigana w 1993 roku jako potencjalne inhi-
bitory odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1 [5].

Pierwszy etap syntezy tych zwigzkéw polegal na reakcji tlenochlorku fosforu
(1) z fenolem. Otrzymany w ten sposob dichlorofosforan 2 reagowat z chlorowodor-
kiem estru aminokwasu dajgc odpowiedni chlorofosforan 3 (Schemat 1). W kolej-
nym etapie przeprowadzona fosforylacja 5-hydroksylowej grupy nukleozydu
za pomocg chlorofosforanu 3 prowadzila do pozadanych amidofosfodiestrow 4.
W przypadku, gdy ta ostatnia reakcja byla prowadzona wobec N-metyloimidazolu
zwiazki 4 powstawaly z wydajnoscig 30-50% natomiast zmiana warunkéw reakeji
na mieszanine pirydyna/N-metyloimidazol skutkowala wzrostem wydajnosci reak-
cji do 70%.
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Schemat 1. Synteza pronukleotydéw o strukturze amidofosfodiestrow
Scheme 1. Synthesis phosphoramidate diester pronucletides

Otrzymana seria amidofosfodiestrowych pochodnych AZT oraz d4T zawie-
rajaca w swej strukturze fragmenty naturalnych aminokwaséw wykazata w wielu
przypadkach wyzsza aktywno$¢ przeciwwirusowa niz niemodyfikowane nukle-
ozydy [5, 6].

Wiréd zsyntezowanych amidofosfodiestrowych pochodnych AZT, zwigzek 5
(Rys. 1) zawierajacy w swej strukturze fragment alaniny oraz niepodstawiong grupe
fenylowa wykazywal najwieksza aktywnos$¢ inhibitorowa wobec wirusa HIV-1
w komorkach MT-4 (komorki ludzkich T-limfocytow).
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Rysunek 1. Struktura 5’-O-amidofosfodiestrowej pochodnej AZT
Figure 1. Structure of 5’-O-phosphoramidate derivative of AZT

Waznym wynikiem przeprowadzonych badan biologicznych bylo stwierdzenie,
ze amidofosforanowa pochodna d4T byla zaréwno aktywna w komdrkach CEM/0
(komorki ostrej biataczki limfoblastycznej) jak i w komérkach CEM/TK™ (komorki
ostrej biataczki limfoblastycznej z deficytem kinazy tymidynowej). Fakt ten potwier-
dzal, Ze koncepcja wyeliminowania pierwszego etapu fosforylacji nukleozydu, ktéry
w przypadku d4T jest etapem decydujacym o szybkosci calego procesu fosforylacji,
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okazala sie by¢ trafna dla tego pronukleotydu. Natomiast wyraznie nizsza aktyw-
nos$¢ biologiczna amidofosforanowych pochodnych AZT w komoérkach CEM/TK"
w stosunku do komérek CEM/0 wynikala z faktu, iz w przypadku tego nukleozydu
konwersja odpowiedniego monofosforanu do difosforanu jest etapem ograniczaja-
cym szybko$¢ tréjetapowego procesu fosforylacji [6].

Prowadzone w kilku o$rodkach badawczych badania majgce na celu poznanie
metabolizmu amidofosforanowych pronukleotydéw wskazywaly, iz pierwszym eta-
pem aktywacji tych zwigzkow jest katalizowana przez karboksyesteraze hydroliza
ugrupowania karboksyestrowego we fragmencie aminokwasowym (6, Schemat 2)
prowadzaca do powstania zwigzku 7 [7]. Nastepnie w wyniku wewnatrzczastecz-
kowego ataku nukleofilowego grupy karboksylowej na atom fosforu dochodzi do
utworzenia pieciocztonowego, cyklicznego zwigzku posredniego 8, czemu towarzy-
szy spontaniczna eliminacja fenolu. Zwiazek ten jest nietrwaly i na drodze hydrolizy
chemicznej zostaje przeksztalcony w amidofosfomonoestrowa pochodng 9 i nastep-
nie w kolejnym etapie w monofosforan nukleozydu (AZTMP). Jednakze naukowcom
nie udalo sie jednoznacznie ustali¢ czy rozszczepienie wigzania P-N katalizowane
jest glownie przez specyficzne fosfatazy, ktore zwykle wykorzystuja jako substraty
estry fosforanowe czy tez przez fosforoamidaze specyficzng dla amidofosforanéw
[8]. Wolny nukleozyd (AZT), ktéry byl réwniez jednym z metabolitéw tworzy si¢
najprawdopodobniej w wyniku katalizowanej przez fosfatazy badz 5’-nukleotydazy
hydrolizy AZTMP. Na podstawie badan mechanizmu aktywacji amidofosforano-
wych pochodnych nukleozyddéw ustalono, iz warunkiem koniecznym w tym pro-
cesie jest obecnos¢ w czasteczce pronukleotydu estru metylowego a-aminokwasu,
ktory ulega hydrolizie w etapie poprzedzajacym eliminacje fenolu [9].
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Schemat 2. Aktywacja pronukleotydéw o strukturze amidofosfodiestrow
Scheme 2. The activation of the phosphoramidate diester pronucleotides

Inng grupe amidofosforanowych pochodnych pronukleotydéw zaproponowat
Zespol Kwona [10]. W tym przypadku ugrupowanie sulfonyloetylowe stanowilto
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grupe maskujacg funkeje fosforanowa w pochodnej 5-fluorodeoksyurydyny (10a-c,
Rys. 2), nukleozydu o wlasciwosciach przeciwnowotworowych hamujacego aktyw-
no$¢ syntazy tymidylanowe;.

0
F
0 0 | NH
,§ X PN
R=§~CH;CHyO—P—0— "N” ™0
o] NR?
HO

10a: R'= p-metylofenyl, R?= H
10b: R'= p-metylofenyl, R>= CH,CH,CI
10c: R'= p-nitrofenyl, R?= CH,CH,CI

Rysunek 2. Struktura amidofosfodiesteru z ugrupowaniem sulfonyloetylowym
Figure 2. Structure of phosphoramidate diester with sulfonylethyl group

Zaproponowany mechanizm aktywacji tych zwigzkéw zakladal w pierwszym
etapie f-eliminacje grupy sulfonyloetylowej prowadzaca do utworzenia odpowied-
niego amidofosforanu i nastepcze rozerwanie wigzania P-N z uwolnieniem FAUMP
(Schemat 3).

Przypuszczano, iz enzym o aktywnosci fosforoamidazy bedzie hydrolizowat to
wigzanie w przypadku pochodnej 10a (Schemat 3a), natomiast proces generowania
wolnego nukleotydu z pochodnej 10b bedzie przebiegal przez spontaniczng hydro-
lizg azyrydyniowego zwigzku posredniego 11 lub jego alkilowanej pochodnej 12
(Schemat 3b).

Badania stabilnosci otrzymanych zwigzkéw potwierdzily, iz aktywacja zacho-
dzi poprzez f-eliminacje, ktérej szybkos¢ zalezy od rodzaju podstawnika w grupie
sulfonyloetylowej. Obecnos¢ elektronodonorowej grupy p-metylofenylowej obniza
kwasowos¢ a-protonu i zmniejsza szybko$¢ hydrolizy w poréwnaniu ze zwiazkiem
posiadajacym elektronoakceptorowa grupe p-nitrofenylowa. Ponadto pochodna
10a zawierajaca niepodstawiong grupe aminowg okazala si¢ by¢ trwalsza niz jej
N,N-bis(2-chloroetylowy) analog 10b.

Otrzymane pronukleotydy wykazaly wieksza aktywnos¢ inhibitorowa wobec
komorek linii V67 (fibroblasty plucne chomika chinskiego) niz odpowiednie
pochodne urydyny zsyntezowane jako zwigzki modelowe.
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Schemat 3. Aktywacja pronukleotydéw zawierajacych grupe sulfonylowg
Scheme 3. The activation pathway of the pronucleotides containing sulfonyl group

Na uwage zastuguja takze zsyntezowane w Zespole Imbacha amidofosfodie-
strowe pochodne AZT (13, Schemat 4), w ktérych grupe maskujaca stanowilto
réwniez ugrupowanie aminokwasowe [11]. Natomiast biolabilna grupa S-piwalo-
ilo-2-tioetylowa (tBuSATE) byla wykorzystana jako drugi podstawnik maskujacy
funkcje fosforanowa.

W przeciwienstwie do aryloamidofosfodiestrowych pochodnych nukleozyddw
zaprojektowanych przez McGuigana, zwigzki zawierajace ugrupowanie tBuSATE
umozliwialy dostarczenie pozadanego 5-monofosforanu nukleozydu wytacznie
droga enzymatycznej aktywacji. W pierwszej kolejnosci w reakcji katalizowanej
przez karboksyesteraze zachodzila hydroliza estru karboksylowego aminokwasu
oraz eliminacja grupy SATE, a nast¢pnie pod dziataniem enzymu o aktywnosci fos-
foroamidazy dochodzito do rozszczepienia wigzania P-N.
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Schemat 4.  Aktywacja SATE amidofosfodiestrow
Scheme 4.  The activation of SATE phosphoramidate diesters

Wigkszo$¢ otrzymanych amidofosfodiestrowych pochodnych byta inhibito-
rami procesu replikacji wirusa HIV-1 zaréwno w komoérkach CEM/0 jak i CEM/
TK'. Interesujacy wynik stanowita aktywnos$¢ biologiczna pochodnych posiadaja-
cych modyfikacje zaréwno w grupie SATE, jak i we fragmencie amidowym. W tym
przypadku nawet zamiana podstawnika aminokwasowego na alkiloamine nie obni-
zata wlasciwosci przeciwwirusowych zwigzku.

Gléwnym ograniczeniem koncepcji pronukleotyddéw o strukturze amidofos-
foranowych pochodnych aminokwaséw byla mozliwo$¢ hydrolizy tych zwigzkow
bezposrednio przed wniknieciem do komorki w procesie katalizowanym przez
powszechnie wystepujace niespecyficzne esterazy. Ponadto finalna hydroliza wig-
zania P-N przebiegala na tyle wolno, Ze nastgpowata wewnatrzkomorkowa akumu-
lacja nukleotydu [12]. Borch wraz ze wspotpracownikami zaprojektowal amidofos-
foranowe pochodne nukleozyddw, ktédre zgodnie z zalozeniem mialy eliminowac te
ograniczenia [13].

cl
[l [l (|3H3(‘?
 N—P—ONukleozyd ——> g N—P—ONukleozyd ——> @N*I"*ONukleozyd
HC 5 CH,0. o

ON._ O el 16
YA & Hin

_ |l
O*IT*ONukleozyd
&
NMP

Schemat 5. Aktywacja pronukleotydéw o strukturze nitrofuranylometylowych amidofosforanow
Scheme 5. The activation of nitrofuranylmethyl phosphoramidate pronucleotides
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Jako podstawnik zapewniajacy transport dokomoérkowy nukleotydu zastoso-
wano grupe nitrofurylowa 14 (Schemat 5), ktéra w wyniku bioredukcyjnej aktywa-
cji nukleotydu 14 ulegata eliminacji prowadzac do utworzenia zwigzku anionowego
15. Grupe maskujaca w 14 stanowila halogenobutyloamina ulegajaca w kolejnym
etapie spontanicznej cyklizacji prowadzacej do pirolidynowego zwigzku przejscio-
wego 16.

Wszystkie otrzymane wedlug powyzszej koncepcji amidofosforanowe
pochodne FAUMP wykazaly wysoka aktywno$¢ inhibitorowa wobec mysich komo-
rek biataczki L1210 (IC,, 0,5-3 nM). Wyniki badan aktywnosci syntazy tymidyla-
nowej w komorkach z deficytem kinazy tymidynowej potwierdzity, iz aktywacja
pronukleotydu przebiega poprzez proponowany mechanizm obejmujacy wewnatrz-
komorkowe generowanie FAUMP.

Poszerzajac zastosowanie powyzszej koncepcji amidofosforanowych pronu-
kleotydow, Zespol Borcha zsyntetyzowal seri¢ pochodnych cytarabiny [1-S-D-
arabinofuranozylocytozyny (Ara-C)], nukleozydu stosowanego w terapiach prze-
ciwnowotworowych [14]. Cho¢ przypuszczano, iz Ara-CTP dziala w oczekiwany
sposob (hamuje wigzanie trifosforanu 2’-deoksycytydyny z polimerazg DNA a po
wbudowaniu do wydluzajacego si¢ taicucha DNA prowadzi do blednej badz nie-
kompletnej syntezy nici DNA), to jego uzyteczno$¢ byla ograniczona przez staby
transport do wnetrza komorki oraz niskg aktywnos¢ substratowa wzgledem kinaz
pochodzacych z komérek nowotworowych. Przeprowadzone badania aktywnosci
biologicznej potwierdzity, ze otrzymane pronukleotydy w poréwnaniu z niemody-
fikowang cytarabing sg znacznie bardziej aktywne wobec linii komérek z niedo-
borem kinazy deoksycytydynowej oraz linii opornej na transport nukleozydu, co
stanowi potwierdzenie mechanizmu obejmujacego wewnatrzkomorkowy transport
5’-monofosforanu cytarabiny.

Grupa Borcha zsyntezowala réwniez amidofosforanowa pochodng gemcyta-
biny (dFdC) zawierajaca jako grupe maskujacg reszte N-metylo-N-4-chlorobuty-
lowa, ktorej aktywnos¢ badano w odniesieniu do linii komérek nowotworu pluc,
jajnikéw oraz biataczki [15]. Mimo, iz zwigzek ten okazal si¢ by¢ mniej aktywny od
dFdC w komoérkach dzikiego typu, to w komérkach posiadajgcych niedobér kinazy
deoksycytydynowej byt znaczaco aktywniejszy od niemodyfikowanego nukleozydu.

2. WEWNATRZKOMORKOWA AKTYWACJA PRONUKLEOTYDOW
O STRUKTURZE AMIDOFOSFOMONOESTROW

W 1994 roku Wagner zsyntezowal w oparciu o metode amidofosforynowa
i reakcje oksydatywnego amidowania pronukleotydy o strukturze amidofosfomo-
noestréw (17, Rys. 3), w ktorych grupe maskujgcg stanowily aminokwasy [16, 17].
Przestanke przemawiajaca za ich synteza stanowito zalozenie, iz tego typu proleki
powinny by¢ lepiej rozpuszczalne w wodzie w poréwnaniu do diestréw, a podstaw-
nik bedacy reszta hydrofobowego aminokwasu powinien umozliwiaé efektywniej-
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szy transport aktywnych nukleotydéw do wnetrza komorki oraz zwigkszac ich sta-
bilno$¢ w osoczu.

0=C
OCHj
17

Rysunek 3. Struktura amidofosfomonoestrowej pochodnej AZT
Figure 3. Structure of phosphoramidate monoester derivative of AZT

Niska wydajnos¢ zwiazkow zsyntezowanych w oparciu o metode amidofosfo-
rynowa jak réwniez koniecznos$¢ wielokrotnie powtarzanego procesu chromatogra-
ficznego w celu otrzymania czystych produktéw, sklonita autoréw do poszukiwa-
nia wydajniejszego sposobu ich otrzymywania. Wykorzystanie H-fosfonianowych
zwigzkow posrednich okazlo sie wydajniejsza metoda otrzymania amidofosforano-
wych monoestréow [18a]. W tym celu nukleozydy poddawano reakcji z fosforynem
difenylowym otrzymujac odpowiednie 5-H-fosfoniany nukleozydéw 18 [18b],
ktére nastepnie traktowano nadmiarem chloroku trimetylosililowego i utleniano
jodem. Finalne sprzeganie z estrem metylowym aminokwasu wobec trietyloaminy
prowadzito do powstania pozadanych amidofosfomonoestréw 19 z wydajnoscig
31-70%. Zwigzki te poddane reakcji z 10M roztworem metyloaminy przeksztalcono
nastepnie w odpowiednie N-metyloamidowe pochodne 20.
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Schemat 6.  Synteza pronukleotydow o strukturze amidofosfomonoestréw
Scheme 6. Synthesis of phosphoramidate monoester pronucletides

Otrzymane pronukleotydy o strukturze amidofosfomonoestréw w wielu przy-
padkach posiadaty wigksza aktywno$¢ niz niemodyfikowane nukleozydy. Badania
biologiczne tego typu pochodnych AZT wykonane na liniach komérkowych PBMCs
(jednojadrzaste komorki krwi obwodowej) oraz CEM wykazaly, iz pochodne feny-
loalaniny oraz tryptofanu sg najaktywniejszymi zwigzkami, co wiecej w ich przy-
padku nie obserwowano efektu cytotoksycznego przy stezeniach 100uM.



824 K. KULIK, J. BARANIAK

Zsyntezowane w Zespole Wagnera pronukleotydy o strukturze amidofosfo-
monoestrow odpowiadajg pod wzgledem strukturalnym aktywnym metabolitom
amidofosfodiestrow zaprojektowanych przez McGuigana. Jakkolwiek aktywnos¢
biologiczna amidofosfodiestrowych pochodnych byla zalezna od konfiguracji na
chiralnym atomie wegla aminokwasu, to dla pronukleotydéw zaprojektowanych
przez Wagnera nie obserwowano takiej zaleznosci [19]. Amidofosfomonoestry
posiadajace na aminokwasowym C-koncu nie ulegajace hydrolizie pod dzialaniem
karboksyesteraz ugrupowanie N-metyloamidowe, wykazywaly poréwnywalng
aktywno$¢ przeciwwirusowa, a w niektorych przypadkach nawet wigkszg niz odpo-
wiednie pochodne z C-konicem w postaci estru metylowego [20a]. W oparciu o te
wyniki zatozono, iz aktywacja amidofosfomonoestréw nie przebiega w taki sposob
jak ich analogéw amidofosfodiestrowych, to jest poprzez poprzedzajaca hydrolize
wigzania P-N konwersje do odpowiednich kwasow karboksylowych.

Aktywnos$¢ przeciwwirusowa amidofosfomonoestrow jest $cile zwigzana
z wewngtrzkomérkowym poziomem odpowiedniego monofosforanu nukleozydu
(NMP). Przypuszczano, iz fragment aminokwasowy pronukleotydu decyduje o efek-
tywnoéci wewnatrzkomoérkowej konwersji do NMP. W Laboratorium Wagnera
przeprowadzono pierwsze badania dotyczace aktywacji amidofosfomonoestrowych
pochodnych 5-fluoro-2’-deoksyurydyny (FUdR) zawierajacych reszte tryptofanu
lub fenyloalaniny, polegajace na okresleniu ilosci generowanego FUdARMP oraz
FUdR w komoérkach CEM w danym przedziale czasowym [20b]. Naukowcy zaob-
serwowali, Ze chociaz poczatkowo odpowiedni 5-monofosforan FUdR tworzy! sie
znacznie wydajniej niz sam nukleozyd, to juz po 2 godzinach szybkosci generowa-
nia obu zwigzkdéw byly niemal identyczne. Opierajac si¢ na tych wynikach autorzy
wysnuli wniosek, iz aktywacja badanych pronukleotydéw przebiega dwuetapowo
i obejmuje rozszczepienie wigzania P-N przez nieznany enzym o aktywnosci fosfo-
roamidazy oraz nastepcza hydrolize wigzania P-O katalizowana przez odpowiednig
fosfataze.

Badania szlaku metabolicznego amidofosfomonoestrowych pochodnych AZT
potwierdzity hydrolazowa aktywno$¢ ekstraktu linii komérek CEM [20a]. Zsyntezo-
wane analogi AZT, ktérych funkcje amidofosforanowa zastgpiono ugrupowaniem
karbaminianowym, hamowaty proces generowania nukleotydu wykazujac wlasci-
wosci inhibitorowe. Aktywno$¢ przeciwwirusowa amidofosforanowej pochodnej
AZT zawierajacej reszte tryptofanu o konfiguracji L, przeczyla wezesniejszym przy-
puszczeniom, iz enzymem odpowiedzialnym za hydroliz¢ wigzania P-N w amido-
fosfomonoestrach jest opisana przez Shabarova fosforoamidaza 5-rybonukleoty-
dowa pochodzgca z ludzkich limfocytow [4].

Przeprowadzono szereg eksperymentéw majacych na celu poznanie mecha-
nizmu wewnatrzkomoérkowej aktywacji amidofosfomonoestréw [21]. Badania
z wykorzystaniem techniki HPLC-ESI'-MS/MS wykonano na pochodnej AZT (21,
Schemat 7), w ktérej fosforylowy atom tlenu zostat zastapiony izotopem tlenu O*.
Pronukleotyd ten inkubowano z komérkami CEM i analizowano powstale produkty
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w réznych przedzialach czasowych. Obecnos¢ monofosforanu 22a wskazywala, iz
nastepuje katalizowana enzymatycznie hydroliza wigzania P-N (Schemat 7, droga
a). Jednakze wewnatrzkomdrkowa konwersja pochodnej 21 do monofosforanu 22b
moze réwniez przebiegal poprzez defosforylacje katalizowang najprawdopodob-
niej przez fosfataze (Schemat 7, droga b) i nastepcza fosforylacja prowadzaca do
zwiazku 22b. Podwyzszony poziom wewnatrzkomoérkowego AZT i prawie zupelny
zanik [*O]-AZT-MP (22a) dowodzil, iz tworzaca sie monofosforanowa pochodna
AZT (22b) jest szczegdlnie podatna na defosforylacje katalizowang 5’-nukleoty-
dazami. W przeciwienstwie do komérek CEM, eksperymenty przeprowadzone na
komérkach PBMCs wykazaly wyzszy poziom ['*O]-AZT-MP (22a), natomiast ilo§¢
AZT byta w nich niemal niewykrywalna. Powodem obserwowanego zréznicowania
jest nizszy poziom ekspresji 5’-nukleotydazy w komdrkach PBMCs w stosunku do
komdrek CEM.
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Schemat 7. Aktywacja pronukleotydéw o strukturze amidofosfomonoestrow
Scheme 7. The activation of the phosphoramidate monoester pronucleotides

Na szczego6lng uwage zastuguja zsyntezowane w Zespole Kraszewskiego N-ary-
loamidofosforanowe pochodne AZT [22]. Jakkolwiek wszystkie te zwigzki wyka-
zywaly aktywnos¢ anty-HIV, to pochodne aminopirydynylowe posiadaly zaréwno
najwyzsza aktywnos¢ przeciwwirusowa (EC,, < 0.002uM) jak i bardzo niska cyto-
toksycznos¢ (CC,, >>200uM).
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3. AKTYWACJA AMIDOFOSFORANOWYCH PRONUKLEOTYDOW
PRZEZ BIALKO HINT

Prowadzone w ostatnich latach badania metabolizmu amidofosforanowych
pochodnych nukleozydow wskazujg, iz enzymem odpowiedzialnym za ich hydro-
lize jest rodzina biatek Hint (ang. histidine triad nucleotide binding protein) o aktyw-
nosci fosforoamidazy nukleozydowej. Obecnos¢ w kazdym sekwencjonowanym do
tej pory genomie enzymow posiadajacych aktywno$¢ biatka Hint $wiadczy, ze biatka
te wystepuja we wszystkich organizmach. Jakkolwiek biatko Hint zostalo opisane po
raz pierwszy w 1997 roku to substraty dla tego bialka i mechanizm jego dzialania
zaproponowano dopiero w 2002 roku [23].

W laboratorium Brennera wykazano, ze enzym wyizolowany zaréwno z droz-
dzy, jak i komorek ssaczych hydrolizuje adenozyno-5’-O-amidofosforan (AMP-
-NH,) i AMP-N-¢-(N-a-acetylolizynometyloester) do AMP. Byl to pierwszy dowod
swiadczacy o tym, ze biatko Hint posiada aktywnos¢ fosforoamidazowa i moze by¢
ono enzymem odpowiedzialnym za aktywacj¢ pronukleotyddéw o strukturze ami-
dofosforanéw w warunkach in vivo. Powstata rowniez hipoteza, ze Hint w procesie
ewolucji rozwinal sie jako enzym spontanicznie hydrolizujacy adenylowane biatka,
regulujac w ten sposob ich funkgje in vivo.

Dalsze badania prowadzone w Laboratorium Wagnera dotyczace zalezno-
$ci pomiedzy aktywnoscig biatka Hint a struktura amidofosforanéw wykazaly,
iz zwiazki zawierajace niezatloczone przestrzennie grupy aminowe oraz grupe
hydroksylowa w pozycji 2 zaréwno w « i  konfiguracji, powinny by¢ tatwo bioak-
tywowane przez Hint [24]. Jednakze autorom opierajgcym swoje badania gtéwnie
na analizie *'P NMR nie udato si¢ jednoznacznie potwierdzi¢, iz L-fenyloalanylo-
amidofosforanowa pochodna AZT wykazujaca aktywno$¢ przeciwwirusowa oraz
przeciwnowotworows jest substratem dla ludzkiego hHint1. Stad tez nastepne prace
wykonane przy uzyciu bakteriofagéw T7 z zastosowaniem fagowej ekspozycji pep-
tydoéw (ang. phage display), chromatogratii powinowactwa i kinetyki stanu stacjo-
narnego dowiodly, iz jest wysoce prawdopodobnym, ze hHintl odpowiada za bio-
aktywacje amidofosforanowych pochodnych AZT w komérkach PBMCs oraz CEM
[25]. Autorzy poréwnywali szybko$¢ z jaka hHintl hydrolizuje amidofosforanowe
pochodne adenozyny oraz AZT zawierajace reszty estru metylowego L-tryptofanu
badz grupe 3-indoilowa (23 i 24, Rys. 4). Zaobserwowano, iz w przypadku zwigzkow
zawierajacych fragment tryptofanu amidofosforanowa pochodna 23a byta 32-krot-
nie lepszym substratem dla enzymu niz analog 24a, natomiast usuniecie fragmentu
karboksymetylowego w obrebie aminokwasu (23b, 24b) zwiekszalo blisko milion
razy selektywno$¢ enzymu. Wyniki te sg zgodne z wczesniejszymi danymi mowia-
cymi o tym, ze pronukleotydy pochodne rybonukleotydéw purynowych stanowia
lepsze substraty dla rHint1.
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Rysunek 4. Struktury amidofosforanowych substratow dla enzymu Hint
Figure 4. Structures of phosphoramidate substrates for Hint enzyme

McGuigan poszukujagc przyczyny braku aktywnosci przeciwwirusowej
i przeciwnowotworowej zsyntezowanych pronukleotydéw pochodnych 2’-f-D-
arabionourydyny przeprowadzit eksperymenty majace na celu poznanie wewnatrz-
komorkowego metabolizmu amidofosfodiestréw [26]. Badanie wykonane na suro-
wym ekstrakcie linii komdérek nowotworowych CEM wykazalo, iz pronukleotydy
zawierajace reszte L-alanylowa oraz L-glicylowg ulegaly konwersji do odpowied-
nich amidofosfomonoestrowych zwiazkéw posrednich, natomiast analog zwiera-
jacy reszte D-alaniny takiej przemianie nie podlegal. Autorzy wykluczyli réwniez
mozliwo$¢ rozszczepienia wigzania P-N w tworzacej sie¢ amidofosfomonoestrowej
pochodnej nukleozydu przez karboksyesteraze. Wykorzystujac metode dokowania
molekularnego probowano okresli¢ konformacje zwiazku posredniego 25 (Rys. 5),
ktéra umozliwitaby wigzanie ugrupowania fosforanowego z miejscem katalitycznym
Hint-1. Konformacja amidofosfomonoestru, w ktorej zasada pirymidynowa dobrze
dopasowywala sie do hydrofobowej kieszeni enzymu, nie umozliwiala wigzania sie
grup hydroksylowych pierscienia cukrowego z reszta kwasu asparaginowego znaj-
dujacego si¢ w miejscu aktywnym enzymu. Natomiast w przypadku konformeréw
zdolnych do tworzenia wigzan wodorowych miedzy fragmentem cukrowym pro-
nukleotydu a resztg kwasu asparaginowego obserwowano wypychanie czasteczki
amidofosfomonoestru na zewnatrz hydrofobowej kieszeni enzymu.

25

Rysunek 5. Struktura amidofosfomonoestrowego substratu dla enzymu Hint
Figure 5. Structures of phosphoramidate substrates for Hint enzyme
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Dane te wskazywaly jednoznacznie, iz hydroliza wigzania P-N w L-alanylowej
pochodnej amidofosforanu AraU nie jest tak wydajna jak w przypadku AMP, co
moze by¢ jedng z przyczyn niskiej aktywnosci przeciwwirusowej oraz cytotoksycz-
nosci badanej grupy pronukleotydéw.

W Zakladzie Chemii Bioorganicznej CBMM PAN w Lodzi zsyntezowano ade-
nozyno-5’-O-(p-nitrofenylo)amidofosforan (26a) oraz adenozyno-5’-O-[N-g-(N-a-
Boc-lizynoamido)]amidofosforan (26b), ktore byly wykorzystane w Laboratorium
Brennera do badania oddziatywania z biatkiem Hint (Rys. 6).

26a 26b

Rysunek 6. Struktury substratéw dla enzymu Hint: AMP-pNA i AMP-N-¢-(N-a-Boc-lizynoamidu)
Figure 6. Structures of substrates for Hint enzyme: AMP-pNA and AMP-N-g-(N-a-Boc-lysinamide)

Zespol Brennera $ledzac hydrolize zwigzkéw 26a i 26b scharakteryzowal
centrum katalityczne biatka Hint i zaproponowal mechanizm jego dzialania [27].
Etap adenylacji enzymu prowadzi do rozerwania wigzania P-N w substracie nukle-
ozydyloaminokwasowym (Schemat 8, 26b). Znajdujaca si¢ w centrum aktywnym
seryna 107 pelnigca role kwasowo-zasadowego katalizatora protonuje atom azotu
adenylowanego biatka np. e-N lizyny. Utworzony zwiazek posredni enzym-substrat
(HINT-His112)-AMP w wyniku ataku czgsteczki wody na atom fosforu ulega prze-
ksztalceniu do AMP czemu towarzyszy uwolnienie czasteczki enzymu.

Zaproponowany mechanizm aktywnosci hydrolazowej biatka Hint jest zbiezny
z przebiegiem hydrolizy katalizowanej przez biatko FHIT, gdzie réwniez tworzy
sie kowalencyjny zwigzek posredni enzym-substrat [28]. Biatko FHIT nalezace do
jednej z podklas biatek HIT (bialka traidy histydynowej), wsrod ktérych znajduje
sie takze bialko Hint, jest enzymem hydrolizujgcym dinukleotydy polifosforanowe
Ap3A i Ap4A. Warto podkredlié, iz istniejg badania potwierdzajace, iz biatko FHIT
hydrolizuje wiazanie P-N w 5-O-amidofosforanie adenozyny oraz wigzanie P-F
w 5°-O-fluorofosforanie adenozyny [29]

Natomiast w 2007 roku w Zakladzie Chemii Bioorganicznej CBMM PAN
w Lodzi ustalono stereochemie rozszczepienia wigzania P-N w N-typtofanyloami-
dowej pochodnej tiofosforanu adenozyny [30]. Reakcja ta zachodzi z retencjg konfi-
guracji na atomie fosforu. Autorzy wykazali, iz hydrolizie wigzania P-N towarzyszy
enzymatyczna reakcja rozszczepienia wigzania P-S, przy czym szybkos¢ konwersji
AMPS do AMP jest wigksza niz szybkos¢ rozszczepienia wigzania P-N.
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Proponowany katalityczny mechanizm dziatania hydrolazy Hint
Proposed catalytic mechanism for Hint hydrolase

PODSUMOWANIE

Badania aktywnosci biologicznej amidofosforanowych pochodnych nukleozy-
doéw zawierajacych jako grupy maskujace reszty aminokwasowe, arylowe, sulfony-
lowe badz halogenoalkilowe wykazaly, ze moga one dostarcza¢ nukleozydy do wne-
trza komorek czyniac je obiecujacymi narzedziami wykorzystywanymi w terapiach
przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych. Jakkolwiek przeprowadzone dotych-
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czas badania metabolizmu amidofosforanowych pochodnych nukleozydéw wska-
zujg, iz enzymem odpowiedzialnym za aktywacje tych zwigzkow jest rodzina biatek
Hint o aktywnosci fosforoamidazy nukleozydowej to sam mechanizm wewnatrzko-
morkowej aktywacji pronukleotydéw nie zostal w pelni poznany. W wielu laborato-
riach badawczych prowadzone sg intensywne prace majace na celu zidentyfikowanie
wymagan substratowych enzymu odpowiedzialnego za rozerwanie wigzania P-N,
ktére pozwolityby konstruowa¢ amidofosforanowe proleki o mozliwie najwiekszej
efektywnos$ci uwalnia aktywnego monofosforanu nukleozydu.
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