Cel naukowy projektu

Celem projektu jest rozpoznanie zakresu zastosowan nitrondw fosfonianowych w reakcji Kinugasy z alkinami pochodnymi
nukleozasad z zamiarem opracowania optymalnych warunkéw syntezy nowych 4-fosfonylowanych f-laktaméw o ogélnym
wzorze 1 i zbadanie ich whasciwosci przeciwwirusowych, a takze przeciwnowotworowych (okoto 50 nowych 4-fosfonylowanych
B-laktamow). Te zwigzki sg azetydynowymi analogami nukleotyddw z grupy oksetanocyn 2, ktorych aktywnos$é
przeciwwirusowa jest dobrze udokumentowana. Ponadto obecnos¢ pierscienia B-laktamowego w zwigzkach 1 uzasadnia celowosé
zbadania wtasciwosci przeciwbakteryjnych dla kilku zréznicowanych strukturalnie potgczen.
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Nowatorstwo projektu polega na tym, ze w zaproponowanych strukturach p-laktamowych fosfonianowych analogow
nukleozydéw 1 w pozycji C4 znajduje sie ugrupowanie dialkoksyfosfonylowe, ktérego obecnosé pozwala unikna¢ pierwszego i
zarazem najtrudniejszego etapu wewnatrzkomorkowej fosforylacji, a dodatkowo ugrupowanie to zapewnia dostateczng
biodostepnos¢ zwiazkéw 1. Mimo ze znane sg w literaturze nieliczne przyktady analogéw nukleozydéw zawierajacych w miejscu
ugrupowania cukrowego pierscien azetydynowy, to do tej pory nie otrzymano odpowiednich analogéw nukleotydéw
zawierajacych fragment 4-(fosfonylo)azetydynonowy. Dlatego zaproponowalismy oryginalng strategie syntezy, stanowiaca
alternatywe dla stosowanych do tej pory reakcji, polegajaca na uzyciu N-podstawionych C-(dialkoksyfosfonylo)nitronéw w
reakcji Kinugasy z odpowiednio sfunkcjonalizowanymi acetylenami.

Powyzsze cele zamierzamy zrealizowac przez:

1. szczegb6towe zbadanie wptywu istotnych parametréw (struktura substratéw i ich proporcje, rodzaj i ilos¢ katalizatoréw,
rozpuszczalniki, temperatura) na wynik reakcji Kinugasy;

2. ustalenie optymalnych warunkéw badanej reakcji i zsyntetyzowanie probek czystych p-laktaméw o wzorze 1 w ilosci
okoto 30-40 mg (kazdego);

3. wykonanie badari aktywnosci przeciwwirusowej otrzymanych zwigzkow (oznaczenie ECsg) wobec szerokiej gamy DNA i
RNA wiruséw (ponad 20 wiruséw) w prestizowym europejskim centrum badar Rega Institute for Medical Research,
Leuven, Belgia.

4. réwnocze$nie z badaniami aktywnosci przeciwwirusowej oznaczona zostanie cytotoksyczno$¢ (wyrazona jako MCC lub
CCyq) zsyntetyzowanych zwigzkéw w stosunku do uzytych niezainfekowanych linii komérkowych;

5. wykonanie badan aktywnosci cytostatycznej zsyntetyzowanych zwigzkow (oznaczenie 1C5g) wobec nastepujacych linii
komérkowych: biataczki mysiej (L1210), ludzkiej biataczki limfocytéw T (CEM) oraz raka szyjki macicy (HelLa);

6. okreslenie relacji miedzy budows i aktywnoscig biologiczng (przeciwwirusowa i przeciwnowotworowa) 4-
fosfonylowanych B-laktaméw o wzorze ogélnym 1.

Opracowane zostang metody syntezy nowych 4-fosfonylowanych analogéw nukleozydéw zawierajacych ugrupowanie -
laktamowe o wzorze 1, co z kolei wymagac¢ bedzie zoptymalizowania warunkéw syntezy N-podstawionych C-
(fosfonylo)nitronéw. Ustalona zostanie aktywno$¢ przeciwwirusowa i przeciwnowotworowa oraz zaleznos$¢ struktura-aktywnos¢
(SAR). Mamy nadzieje, ze w efekcie koricowym projektu zaproponowane zostang réwniez struktury wiodace w tej nowej klasie
analogéw nukleotyddw, a to z kolei w przysztosci pozwoli na ich praktyczne zastosowanie. Wyniki przeprowadzonych badan
zostang opublikowane w czasopismach naukowych z zakresu chemii organicznej i chemii medycznej oraz przedstawione w
postaci komunikatdw konferencyjnych.

Znaczenie projektu

Znane leki przeciwwirusowe majg znacznie ograniczony zakres zastosowari, a dla wielu wiruséw nie odkryto jeszcze
odpowiednich terapeutykdw. Problem jest w najwyzszym stopniu komplikowany przez mozliwo$¢ szybkiej mutacji wirusow.
Mimo udokumentowanych osiggnie¢, poszukiwania nowych zwigzkéw o aktywnosci przeciwwirusowej wcigz stanowig bardzo
wazny obszar badan z zakresu chemii medycznej.

Prace nad strukturalnymi analogami nukleozydéw i nukleotyd6w sg waznym kierunkiem badari zmierzajacych do odkrycia
skutecznych chemoterapeutykéw. Ustalenie mechanizmu dziatania takich analogow, ktéry w wiekszosci przypadkéw polega na
ingerowaniu w proces wydtuzania fancuchow DNA, jak i RNA, spowodowato zintensyfikowanie prac nad ta grupg zwigzkdéw.
Oprocz acyklicznych analogéw nukleotyddw stanowigcych najwazniejszg grupe lekdw przeciwwirusowych (m.in. acyklowir,
adefowir, tenofowir oraz cidofowir), otrzymano réwniez inne aktywne pochodne, w strukturze ktorych w miejsce fragmentu
cukrowego wprowadzono inne ugrupowania hetero(cykliczne), nie tylko piecio- ale takze tr6j- i czterocztonowe. PierScienie
czterocztonowe nasladujace fragment cukrowy znajdujg sie w oksetanocynach, ktore stanowig wazng grupe zwiazkow o
udokumentowanym dziataniu przeciwwirusowym. Wyodrebniona ze zrédet naturalnych oksetanocyna A hamuje infekcje
wywotane przez HIV-1, podczas gdy jej tymidynowy analog A-732209 wykazuje aktywno$¢ przeciwko wirusom HSV-1, HSV-2
iVZV.

WSsrod zwigzkow zawierajgcych w swojej strukturze uktad B-laktamowy znalezé mozna réwniez przyktady substancji o
aktywnosci przeciwnowotworowej, przeciwgruzliczej, antymalarycznej, przeciwzapalnej, analgetycznej i dziatajace jako
inhibitory trombiny itd.

W trakcie realizacji tego projektu otrzymane zostang nowe 4-fosfonylowane analogi nukleozydéw o wzorze ogélnym 1, jako
analogi oksetanocyn. Oczekujemy odkrycia zwigzkéw o wyjatkowych wiasciwosciach biologicznych (przeciwwirusowych,



przeciwnowotworowych i przeciwbakteryjnych), co pozwali w przysztosci na ich terapeutyczne zastosowanie.
Koncepcja i plan badan

Realizacja celéw projektu wymaga zbadania zakresu zastosowan fosfonylowanych nitronéw 5 w reakcji Kinugasy z alkinami
pochodnymi nukleozasad 6, tj. szczegdtowego ustalenia wptywu istotnych parametréw (struktura substratow i ich proporcije,
rodzaj i ilo$¢ katalizatoréw, rozpuszczalnik, temperatura) na przebieg reakcji Kinugasy i na podstawie tych wynikéw
zoptymalizowania warunkéw syntezy zr6znicowanych strukturalnie 4-fosfonylowanych -laktaméw 1, a nastepnie
zsyntetyzowania laktamow 1 z N-podstawionych C-fosfonylowanych nitronéw 5 i odpowiednich alkinéw 6, pochodnych
naturalnych i modyfikowanych nukleozasad.
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Planujemy uzycie co najmniej czterech C-fosfonylowanych nitronéw 5 zaktadajac modyfikacje ich struktury zaréwno w czesci
ugrupowania dialkoksyfosfonylowego (problem biodostepnosci), jak réwniez w obrebie podstawnika przy atomie azotu (R’ = Me,
Bn; — lipofilowos¢).

Planujemy uzycie co najmniej 15 alkindw 6, pochodnych naturalnych nukleozasad (m.in. adeniny, uracylu, tyminy, cytozyny)
oraz analogéw nukleozasad (m.in. 5-bromouracyl, chinazolino-2,4-dion (benzuracyl), 6-chloropuryna, 2-amino-6-chloropuryna,
6-azauracyl), a takze odpowiednio wyselekcjonowanych podstawionych pochodnych etynylobenzenu (jako niepolarnych
izosterow nukleozasad).

Zostanie zsyntetyzowane co najmniej 30-40 mg kazdego kofcowego produktu o wysokiej czystosci.

Badania wiasciwosci przeciwwirusowych i przeciwnowotworowe zostang wykonane w zespole prof. Jana Balzariniego i prof.
Dominika Scholsa w KU w Leuven (the Rega Institute for Medical Research).

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan aktywnosci biologicznej zostanie przeprowadzona analiza zaleznosci
struktura—aktywnosc.



