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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest para anomerow 3-azydo-2,3-dideoksy-D-rybo-heksopiranozydow
metylu i para anomeréw 3-amino-2,3-dideoksy-D-rybo-heksopiranozydéw metylu do zastosowania jako
nienukleozydowy (tj. zawierajacy jedynie glikon i grupe metoksylowa jako aglikon) inhibitor odwrotne;j
transkryptazy wirusa HIV-1.

Szybka replikacja wirusa HIV-1 (Human immunodeficiency Virus zwany ludzkim wirusem zespotu
nabytego braku odpornosci) i btedy popetnione podczas tego procesu powodujg szybki jego wzrost, a to
jest powodem trudnosci zwigzanych z farmakoterapia. Jak dotad wiadomo, ze jedyng opcja kontroli oraz
zapobiegania progresji choroby jest terapia antywirusowa. Niestety, HIV-1 wykazuje opornos¢ na do-
stepne leki, ktére dodatkowo wykazujag sie duzg toksycznoscia. Dlatego poszukiwanie coraz to nowych
farmaceutykéw o lepszym indeksie terapeutycznym, mniejszej toksycznosci i wiekszej selektywnosci
ciagle jeszcze stanowi wyzwanie.

Miejscami dziatania znanych lekow sa trzy enzymy wirusowe: odwrotna transkryptaza (RT), inte-
graza (IN) i proteaza (PR). Do tej pory znane sg dwa rézne typy inhibitoréw RT, jakimi sg analogi nu-
kleozydow (NRTI — Zidovudine) i nienukleozydow (NNRTI — Nevirapine), ktore blokuja aktywnos¢ poli-
merazy w RT. Ciagle jednak prowadzone sg badania majace na celu lepsze zrozumienie struktury
i funkcji RT oraz mechanizméw inhibicji, co skutkowa¢ moze powstaniem lepszych lekow, a w szcze-
golnosci takich, ktére beda skuteczne przeciwko obecnym lekoopornym szczepom wirusa HIV-1.

Odwrotna transkryptaza (RT) wirusa HIV-1 jest wielofunkcyjnym enzymem niezbednym do repli-
kacji tego wirusa. RT skfada sie z dwdch podjednostek: p66 oraz pS51. Enzym posiada DNA- oraz RNA-
zalezna aktywnos$¢ polimerazy DNA oraz aktywnos¢ rybonukleazy H. Za aktywno$¢ polimerazy oraz
rybonukleazy H odpowiedzialna jest podjednostka p66, natomiast podjednostka p51 petni role struktu-
ralng. Odwrotna transkryptaza HIV-1 stuzy temu retrowirusowi do przepisywania swojego materiatu ge-
netycznego w postaci RNA na czasteczke DNA, ktéra jest wbudowywana przez jego integraze do ma-
teriatu genetycznego gospodarza, jakim jest jedna z komorek ludzkiego uktadu odpornosciowego.

Tenofowir (TFO) jest zwigzkiem organicznym, znany takze pod nazwa PMPA, czyli R-9-(2-(fos-
foranometoksypropylo)adenina, zaliczany jest do klasy lekow antyretrowirusowych jako nukleotydowy
analog bedacy inhibitorem odwrotnej transkryptazy. Tenofowir podawany jest w postaci proleku — dizo-
proksylu tenofowiru. In vivo prekursor ulega przemianie do substancji czynnej — tenofowiru — analogu
monofosforanu nukleozydu (nukleotydu). Potaczenie kowalencyjne RT z tenofowirem stanowi zakon-
czenie primera DNA nalezgcego do kompleksu RT i jako fosfonianowy inhibitor primera DNA kompleksu
RT stanowi jego analog nukleotydu. Wsréd znanych lekéw przeciwretrowirusowych jest réwniez azydo-
tymindyna AZT, ktéra réwniez ma dziatanie inhibujace wzgledem odwrotnej transkryptazy HIV i stanowi
pochodna nukleotyddéw ze szkieletem dideoksypiranozylu.

Arabinozydy cytozyny i innych zwigzkédw maja praktyczne zastosowanie przeciwbiataczkowe,
a arabinozyd adeniny przeciwdziata zapaleniu mézgu wywotywanemu przez Herpes. Nukleozydy za-
wierajace reszte sacharydowa w postaci 2-deoksy-beta-D-rybo-heksofuranozylu sa stabo poznane, jed-
nak ze wzgledu na podobienstwo do naturalnie wystepujacych nukleozydow 2-deoksy-D-rybo-furano-
zylu (nukleozydy 2-deoksy-D-erytro-pentofuranozylu) znajduja sie w centrum zainteresowania. W po-
rownaniu do zwiazkow stanowigcych przedmiot wynalazku, znane sa pento-D-rybo-furanozydy, czyli
pentozy, a nie heksozy, ktére maja zastosowanie np. jako ,modyfikatory” antybiotykéw czy zwigzkow
0 dziataniu terapeutycznym czy tez jako np. nosniki lekdw o dziataniu cytotoksycznym. Epimery o kon-
figuracji D-arabino sa znane i opisywane juz od lat 80-tych XX w., ale majg zastosowanie np. w terapii
nowotworéw. Znane sa nitrozoureidowe pochodne sacharydow o konfiguracji D-arabino, ktére zostaty
zbadane pod wzgledem toksycznosci i skutecznosci przeciwnowotworowe]. Szczegdlne wiasciwosci
wykazuje 3-(2-chloroetylo)-2,3-dideoksy-3-nitrozoureido-alfa-D-arabino-heksopiranozyd metylu, o udo-
wodnionej wzmozonej aktywnosci w stosunku do nowotwordow biataczki L1210, czerniaka B16 i raka
ptuc.

Wynalazek dotyczy 4 zwigzkdw: dwoch par anomerdéw 3-amino-2,3-dideoksy-D-rybo-heksopira-
nozyddéw metylu i 3-azydo-2,3-dideoksy-D-rybo-heksopiranozyddéw metylu, pokazanych na wzorze 1,
stanowiacych dideoksyheksopiranozowe analogi azydotymidyny AZT, pokazanych na odrebnych wzo-
rach 1a—1d do zastosowania jako inhibitor odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1.

Szczegodtowo wedtug wynalazku opracowano zwiazki do zastosowania jako inhibitor odwrotne;
transkryptazy wirusa HIV-1:
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3-azydo-2,3-dideoksy-alfa-D-rybo-heksopiranozyd metylu, w opisie oznaczany skrétowo jako

ARN3OMe.
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3-amino-2,3-dideoksy-alfa-D-rybo-heksopiranozyd metylu, w opisie oznaczany skrotowo jako
ARNH20Me.
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3-azydo-2,3-dideoksy-beta-D-rybo-heksopiranozyd metylu, w opisie oznaczany skrétowo jako
BRN3OMe.
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Wzor 1d
3-amino-2,3-dideoksy-beta-D-rybo-heksopiranozyd metylu, w opisie oznaczany skrétowo jako
BRNH20OMe.

Wedtug wynalazku, zastosowanie medyczne wyzej wymienionych zwigzkow dotyczy zastosowa-
nia jako inhibitor odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1.

~ ~
N3 O\ N H2 0\ N3 N Hz
ARN3OMe ARNH20Me BRN30OMe BRNHZOMe

Wzér 1. Zwigzki wedlug wynalazku

Zwiazki te wedtug wynalazku maja zastosowanie w przytaczaniu sie do miejsca aktywnego en-
zymu wirusa HIV — odwrotnej transkryptazy — hamujac w ten sposéb proces replikacji wirusa w zainfe-
kowanej komorce. Zastosowanie tych zwiazkéw obejmuje wiec dziatanie jako nukleozydowe inhibitory
odwrotnej transkryptazy wirusa HIV na podobienistwo dziatania AZT. Doktadnie cztery zadokowane
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zwiazki — czyli zwiazki przytaczone do odwrotnej transkryptazy HIV-1 — stanowia pochodne azydowe
(ARN3OMe i BRN3OMe) i aminowe (ARNH20OMe i BRNH20OMe), ich zadokowane struktury zostaty
przedstawione na Fig. 3—6 wraz z ich orientacjg wzgledem miejsca aktywnego enzymu HIV-1. Struktury
komplekséw zostaty uzyskane na drodze dokowania molekularnego modeli tych analogéw do znanej
struktury krystalograficznej odwrotnej transkryptazy HIV-1 przedstawionej na Fig. 1 — stan techniki.

Na Fig. 1 zostata przedstawiona ta struktura enzymu, ktéra nastepnie zostata uzyta podczas pro-
cedury dokowania wszystkich zwigzkéw wedtug wynalazku — zamiennie opisywanych jako analogi AZT.
Motywacja do wyboru wiasnie tej struktury enzymu byly nastepujace przestanki: a) jest to kompletna
struktura odwrotnej transkryptazy, nie brakuje w niej zadnych wspotrzednych atomow, b) zawiera ona
oryginalng sekwencje odwrotnej transkryptazy ludzkiego wirusa HIV-1, to znaczy nie zawiera mutac;ji.
Zostat wykorzystany fragment kwasu nukleinowego skfadajacy sie z mci wzorca o sekwencji nukleoty-
dowej: 5-ATGGTCGGCGCCCGAACAGGGACTGTG-3' oraz z nici primeru o sekwencji nukleotydowe;j:
5-ACAGTCCCTGTTCGGGCGCC-3'.

Obecnos¢ fragmentu kwasu nukleinowego w tej strukturze jest potrzebna do analizy zwigazkow
wediug wynalazku, poniewaz sam enzym, bez kwasu nukleinowego, nie mogtby petni¢ swej roli biolo-
gicznej. Dodatkowo, obecnos$¢ fragmentu kwasu nukleinowego oraz inhibitora (w strukturze krystalicz-
nej wystepuje inhibitor — tenofowir) w centrum aktywnym w strukturze krystalicznej enzymu zapewnia,
ze mamy do czynienia z forma aktywna tej czasteczki enzymu. Obecnos¢ inhibitora w centrum aktyw-
nym informuje takze o tym, gdzie doktadnie w strukturze biatka znajduje to centrum (bez potrzeby jego
szukania), jest to korzystne gdyz na ogét konkretne potozenie centrum aktywnego w danym biatku nie
jest jednoznaczne. Dodatkowym uzasadnieniem wykorzystania akurat tej struktury jest fakt, ze zostata
ona opisana w prestizowym czasopismie (Nature Structural & Molecular Biology 11, 469-474 (2004),
https://www.nature.com/articles/nsmb760).

W zwigzku z powyzszym w celu opracowania nowych zwigzkéw majacych zastosowanie w terapii
zakazen wirusem HIV-1 — jako inhibitoréw odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1 dokonano badanh w za-
kresie modelowania molekularnego oraz syntezy tych nowych zwigzkéw. Modelowanie molekularne po-
legajace na dokowaniu struktur nowych zwiazkéw o funkcji hamowania aktywnosci odwrotnej transkryp-
tazy HIV-1 (RT) zostato wykonane na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii UG-GUMed, w Pra-
cowni Symulacji Uktadow Biomolekularnych, zas synteze zwigzkow przeprowadzono w Katedrze Che-
mii Bionieorganicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Dokowanie molekularne miato dwa
cele: potwierdzenie in silico mozliwosci bezposredniego oddziatywania badanych analogéow AZT z cen-
trum aktywnym enzymu RT, oraz ilosciowe oszacowanie entalpii swobodnej AG oddziatywania kazdego
analogu z centrum aktywnym RT. Ujemne warto$ci entalpii swobodnej $wiadczg o mozliwosci sponta-
nicznego tworzenia sie takich komplekséw w przyrodzie. Wykazano, Zze badane zwiazki oddziatuja
z centrum aktywnym odwrotnej transkryptazy HIV-1, blokujac jednoczesnie to centrum aktywne, stano-
wiac konkurencje dla standardowych nukleotydéw. Kazdy badany analog AZT wykazuje charaktery-
styczny dla siebie profil oddziatywania (zestaw reszt aminokwasowych i nukleotydow, z ktérymi bezpo-
$rednio oddziatuje) doktadnie w centrum aktywnym enzymu RT. Na podstawie podobienstwa struktu-
ralnego tych zwigzkéw do AZT oraz mozliwosci ich oddziatywania z centrum aktywnym enzymu RT
oparto ich postulowane wtasciwosci biologiczne tj. wiazanie do kwasu nukleinowego za posrednictwem
wiazan kowalencyjnych, blokowanie jego rozbudowy, hamowanie dziatania odwrotnej transkryptazy
HIV-1 i w konsekwencji utrudnianie lub catkowite uniemozliwienie tworzenia nowych czastek wirusa.
Kazdy z badanych analogow ma potencjalne miejsce fosforylacji warunkujacej ich wbudowywanie
w strukture kwasu nukleinowego. Opracowane zwigzki stanowiag analogi AZT — inhibitora RT. Doktadne
wyniki badania przedstawiono w dalszej czesci opisu.

Przeprowadzono dokowanie molekularne czyli wielokrotne losowe przytaczanie dokowanej cza-
steczki do RT i wybieraniu takich konformacji, ktére maja najnizsza entalpie swobodna AG. Ze wzgledu
na zastosowang metode dokowania (algorytm genetyczny wykorzystujacy teorie Lamarcka) kazda ko-
lejna znaleziona konfiguracja kompleksu byta lepiej zoptymalizowana i bardziej przypominata rzeczywi-
ste kompleksy wystepujace w przyrodzie. Struktur biopolimeréw nie zmieniano, ligandy mogty, w ogra-
niczonym stopniu, zmienia¢ swojg konformacje (ksztatt). W ligandach zachowano w kazdym przypadku
konformacije pierscieni. W trakcie dokowania zmieniano przede wszystkim potozenie i orientacje liganda
wzgledem nieruchomego biopolimeru.

Na podstawie badan doswiadczalnych opracowano i zsyntezowano nowe zwiazki — cztery po-
chodne 3-azydo- i 3-amino-2,3-dideoksy-D-rybo-heksopiranozydy metylu, ktére stanowig analogi AZT.
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Na podstawie badan naukowych wymodelowano ich oddziatywanie z czasteczka odwrotnej transkryp-
tazy HIV-1, a tym samym dziatanie jako inhibitoréw RT HIV-1.

Wynalazek opisano blizej w przyktadach wykonania oraz zobrazowano na rysunku na ktérym,
poszczegolne figury przedstawiaja:
Fig. 1.A: schematyczne przedstawienie struktury trzeciorzedowej kompleksu odwrotnej transkryptazy
HIV — RT HIV-1,
Fig. 1.B: centrum aktywne odwrotnej transkryptazy HIV (zrodto, strona WWW: https://www.rcsb.
org/structure/1t03),
Fig. 2: wyniki badania mutagennosci — liczba kolonii bakteryjnych wyhodowanych na ptytkach wraz
z wartosciami odchylen standardowych,
Fig. 3: przestrzenne potozenie zwigzku oznaczanego jako ARN3OMe w miejscu aktywnym enzymu
RT HIV-1,
Fig. 4: przestrzenne potozenie zwigzku oznaczanego jako BRN3OMe w miejscu aktywnym enzymu
RT HIV-1,
Fig. 5: przestrzenne potozenie zwiazku oznaczanego jako ARNH20OMe w miejscu aktywnym enzymu
RT HIV-1,
Fig. 6: przestrzenne potozenie zwiazku oznaczanego jako BRNH20Me w miejscu aktywnym enzymu
RT HIV-1,
Fig. 7: przestrzenne potozenie AZT w miejscu aktywnym enzymu jako poréwnanie do wtasciwosci wy-
nalazku.

Przyktad 1
Sposob otrzymywania nowych zwigzkéw i potwierdzenie ich otrzymania

a) otrzymywanie 3-azydo-2,3-dideoksy-alfa-D-rybo-heksopiranozydu metylu i 3-azydo-2,3-di-
deoksy-beta-D-rybo-heksopiranozydu metylu

Nawazke 3,4,6-tri-O-acetylo-1,5-anhydro-2-deoksy-D-arabino-heks-1-enitolu (3 g, 0,01 mola)
rozpuszczono w 1,4-dioksanie (15 ml) i nie przerywajac mieszania dodano katalityczng ilos¢ HgSO4
(0,15 g) i roztwor H2SO4 (5 mM, 60 ml). Catos¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez kolejne
2 godziny. Po tym czasie (caty substrat powinien ulec rozpuszczeniu) do mieszaniny reakcyjnej wpro-
wadzono azydek sodu (7,1 g, 0.1 mola) i lodowaty kwas octowy (15 ml). Po trzech godzinach (kon-
trola TLC) catg mieszanine reakcyjna przelano do rozdzielacza i ekstrahowano jg za pomoca CHClIs
(3 x 50 ml). Potaczone ekstrakty chloroformowe przemywano nasyconym roztworem NaHCO3 (do od-
czynu zasadowego) i kolejno woda (do odczynu obojetnego), a na koncu suszono za pomoca MgSOa.
Po odparowaniu do sucha otrzymano mieszanine czterech izomerycznych 4,6-di-O-acetylo-3-azydo-
-2,3-dideoksy-D-heksopiranoz (3,95 g) w postaci oleju.

W kolejnym etapie syntezy cata porcje nierozdzielonej mieszaniny zwigzkdw rozpuszczono
w chlorku metylenu (70 ml), a nastepnie dodano do catosci suchg s-kolidyne (12 ml) i chlorek metylo-
sulfonylu (3,5 ml, 0.04 mola) i tak otrzymang mieszanine reakcyjna mieszano prze 0,5 godziny w tem-
peraturze pokojowej. Po tym czasie wprowadzono do cato$ci metanol (12 ml) i mieszanie kontynuowano
przez kolejne 3 godziny (kontrola TLC). Po zakonczeniu reakcji cata mieszanine reakcyjna przelano do
rozdzielacza i rozcienczono ja CH2Clz (20 mL). Otrzymany roztwér przemywano kolejno HCI (1M), na-
syconym roztworem NaHCQOs i na koncu woda. Otrzymane ekstrakty chloroformowe potaczono i su-
szono za pomocg MgSOa. Po odparowaniu do sucha otrzymano mieszanine czterech izomerycznych
4,6-di-O-acetylo-3-azydo-2,3-dideoksy-D-heksopiranozydéw metylu (4,1 g) w postaci oleju. Do jej roz-
dzielenia zastosowano chromatografie kolumnowa, w ktorej fazg stacjonarng stanowit zel krzemionkowy
(Silica Gel 60, 0.08 mm, E. Merck), a eluentem byt uktad czterochlorek wegla: aceton (3 : 1 v/v). W wy-
niku rozdziatu otrzymano dwie frakcje stanowigce dwie dwusktadnikowe mieszaniny: 4,6-di-O-acetylo-
-3-azydo-2,3-dideoksy-D-heksopiranozydow metylu (1,88 g frakcji 1 i 2,0 g frakc;ji Il).

a1) Do roztworu frakgji | (1,88 g) w absolutnym metanolu (80 mL) dodano $wiezo przygotowany
roztwor metanolanu sodu (1 M, 0,9 ml). Po uptywie 0,5 godziny (kontrola TLC) roztwor zobojetniono za
pomocg odpowiedniej porcji zywicy Dowex-50Wx8 (H™), ktora kolejno odsaczono, a otrzymany roztwor
odparowano do niewielkiej objetosci. Do tak otrzymanego stezonego roztworu dodawano powoli por-
cjami mieszanine octanu etylu i n-heksanu (1 : 3 v/v) (40 mL). Po wytraceniu i odsaczeniu krystalicznego
zwigzku stanowigcego D-arabino-izomer otrzymany roztwdr odparowano do sucha uzyskujgc 3-azydo-
-2,3-dideoksv-B-D-rybo-heksopiranozyd metylu (BRN3OMe) (0,8 g) w postaci syropu.


https://www.rcsb

6 PL 240 353 B1

a2) Do roztworu frakcji 1l (2,0 g) w absolutnym metanolu (80 mL) dodano $wiezo przygotowany
roztwor metanolami sodu (1 M, 0,9 ml). Po uptywie 0,5 godziny (kontrola TLC) roztwor zobojetniono za
pomocg odpowiedniej porcji zywicy Dowex-50Wx8 (H™), ktéra kolejno odsaczono, a otrzymany roztwor
odparowano do niewielkiej objetosci. Do tak otrzymanego stezonego roztworu dodawano powoli por-
cjami mieszanine octanu etylu i n-heksanu (1 : 3 v/v) (40 mL). Otrzymano w ten sposoéb 3-azydo-2,3-
-dideoksy-a-D-rybo-heksopiranozyd metylu (ARN3OMe) (0,7 g) w postaci syropu.

Potwierdzenie struktury otrzymanego zwigzku a2):

Wiasciwosci otrzymanego zwiazku:

3-azydo-2,3-dideoksy-alfa-D-rybo-heksopiranozyd metylu (akronim ARN3OMe) (MW = 203,2)
Wriasciwosci fizyczne:

Pomiar skrecalnosci optycznej wykonano za pomoca polarymetru. Roztwdr analizowanego
zwiazku rozpuszczono w odpowiednim rozpuszczalniku, uzyskujac zadane stezenie. Kolejno przenie-
siono go do rurki polarymetrycznej i wykonano pomiar za pomoca polarymetru. Obliczono i zmierzono
takie parametr jak: temperatura topnienia, wartos¢ skrecalnosci optycznej mierzong w chloroformie
znana metoda.

t.t. = 100-102 (heksan:aceton); [a]o+252° (¢ 1,0 chloroform); [a]o+210° (¢ 1,0 metanol); Rf 0,32 (cyklo-
heksan: octan etylu 1 : 1); Rf 0,13 (n-heptan: octan etylu 1 : 2);

Charakterystyka spektroskopowa:

Obecnosc¢ charakterystycznych grup obecnych w syntezowanych zwigzkach wykazano znang
metoda za pomoca spektroskopii IR.
IR: (chloroform) & [cm™"]: 3629, 3564 (OH), 2127 (Ns); (chloroform) & [cm™]: 3411 v(OH), 2104 v(N3);
(film) 9 [cm™"]: 3413,78 v(OH), 2933,66 L(CH2), 2104,85 v(N3), 1434,00 5(CH2)+ 5(OCH)+ §(CCH);
1374,51 3(OCH)+ 3(COH)+ 3(CCH); 1337,19 §(CCH)+ 3(OCH); 1190,21 v(CO)+ uv(CC); 1130,64 v(CO);
984,76 v(CO)+ v(CC);

Molowe wspdtczynniki ekstynkcji zostaty wyznaczone znang metoda.
UV: M [M-.cm™"]: €270 38,99 (woda); £27° 42,90 (HCI); €254 1 45,55 (NaOH);

Struktura otrzymanych zwiazkow potwierdzona zostata za pomoca spektroskopii 'H i '*C NMR (COSY
i HSQC).

"H NMR (300 MHz, CDCla), & [ppm]: 4,73 (d, 1H, J12a =4 Hz, H-1); 4,10 (q, 1H, J3.2¢ = 4 Hz, J32a = 4 Hz,
J3a =4 Hz, H-3); 3.85-3.72 (m, 4H, H-4, H-5, H-6, H-6"); 3.37 (s, 3H, CH3-0); 2.22 (m, 1H, J2e,2a = 15 Hz,
J2es =4 Hz, H-2e); 2.01 (m, 1H, J2a2e = 15 Hz, J2a,1= 4 Hz, J2a3 = 4 Hz, H-2a).

3C {"H} NMR (700 MHz, CDCl3), & [ppm]: 96,66 (C-1); 67,83 (C-5); 67,56 (C-6); 62,75 (C-4); 58,40
(C--3); 55,50 (OCH3); 32,37 (C-2);

Wartosci pKa zostaly wyznaczone znana metoda.

State deprotonowania (woda) pKa: 4,11; 10,21; 13,52 (met. spektrofotometryczna); 2,94; 7,37; 11,87,
12,34 (met. potencjometryczna).

Wartosci logpn dla trzech jondw metali zostaty wyznaczone jedynie przez autoréw patentu
State trwatosci log Bn: [Cu?* < ARN3OMe] 3,22; 4,12; 6,19; [Ni?* « ARN3OMe] 1,51; 3,37; 5,39; [VO**
< ARN3OMe] 4,69; 8,02; 13,22.

Wyniki potwierdzajgce czystos¢ otrzymanych zwiazkéw zostaty wykonane znang metoda.

Analiza elementarna dla C7H13N30s (MW = 203,2):
wyznaczona: C 41,38; H 6,45; N 20,68. Znaleziona: C 41,13; H 6,57; N 20,52; znaleziona: C 39,87;
H 6,54; N 19,85.
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Potwierdzenie struktury otrzymanego zwigzku a1):
Wiasciwosci otrzymanego zwiazku:
OH

“O/\%
0

N3
3-azydo-2,3-dideoksy-beta-D-rybo-heksopiranozyd metylu (akronim BRN3OMe) (MW = 203,2)
Wiasciwosci fizyczne:

Pomiar skrecalnosci optycznej wykonano za pomoca polarymetru. Roztwér analizowanego zwiazku roz-
puszczono w odpowiednim rozpuszczalniku, uzyskujac zadane stezenie. Kolejno przeniesiono go do
rurki polarymetrycznej i wykonano pomiar za pomocg polarymetru.

olej; [a]o+10° (¢ 0,7 chloroform); [a]o-27° (¢ 0,7 metanol); Rf 0,28 (cykloheksan: octan etylu 1 : 1),
Rf 0,23 (n-heptan: octan etylu 1 : 2);

Charakterystyka spektroskopowa:

Obecnos¢ charakterystycznych grup obecnych w syntezowanych zwigzkach wykazano za pomocag
spektroskopii IR znang metoda.

IR: (chloroform) & [cm™]: 3411 v(OH), 2098 v(Na); (film) J§ [cm™]: 3398,34 vL(OH), 2933,41 L(CH2),
2103,92 v(N3), 1433,35 J(CH2)+3(OCH)+3(CCH); 1374,30 &(OCH)+3(COH)+3(CCH); 1336,69
3(CCH)+ §(OCH); 1190,91 v (CO)v (CC); 1130,65 v(CO); 984,76 v (CO) v (CC);

Molowe wspdtczynniki ekstynkcji zostaty wyznaczone znang metoda.
UV: Mnml [M-1. cm-"): €266 384,25 (woda); £267 400,45 (HCI); £254 145,55 (NaOH);

Struktura otrzymanych zwiazkéw potwierdzona zostata za pomoca spektroskopii 'H i '*C NMR (COSY
i HSQC) znang metoda.

'H NMR (300 MHz, CDCIs), § [ppm]: 4,67 (dd, 1H, J12e = 2 Hz, J12a = 9 Hz, H-1); 4,13 (g, 1H,
Jaz2e= 3,5 Hz, J32a = 3.5 Hz, J34 = 3.5 Hz, H-3); 3.90-3.79 (m, 3H, H-4, H-6, H-6'); 3.68 (m, 1H, H-5);
3,49 (s, 3H, CHs30); 2,12 (ddd, 1H, J2e2a = 14 Hz. J2e1 = 2 Hz, J2e3 = 3.5 Hz, H-2e); 1,77 (ddd, 1H,
J2a.26= 14 HZ, J2a.1 =9 HZ, J2a,3 =35 HZ, H-Za).

3C {H} NMR (700 MHz, CDClz), & [ppm]: 96,70 (C-1); 67.79 (C-5); 67,51 (C-6); 62,57 (C-4); 58,31 (C-3);
55,41 (OCHzs); 32,34 (C-2);

LRMS (CI,NH3) m/z 221 [M + NH4*], 204 [M + H*]; FDMS m/z 203 [M*].

Wartosci pKa zostaly wyznaczone znana metoda.

State deprotonowania (woda) pKa: 1,79; 9,43; 11,08; 12,21 (met. spektrofotometryczna); 4,01; 11,46;
12,47 (met. potencjometryczna).

Wartosci logpn dla trzech jondw metali zostaty wyznaczone znang metoda.

State trwatosci log Bn: [Cu?* <+~ BRN3OMe) 2,23; 4,82; 7,57; [Ni* « BRN3OMe] 2,12; 4,74; 7,52; [VO?*
< BRN3OMe] 3,69; 7,73; 11,91.

Wyniki potwierdzajgce czystos¢ otrzymanych zwiazkéw zostaty wykonane znang metoda.

Analiza elementarna dla C7H13N30s (MW = 203,2):

wyznaczona: C 41,38; H 6,45; N 20,68; znaleziona: C 41,70; H 6,42; N 20,52; znaleziona: C 41,60;
H 6,59; N 20,17.

b) Sposdb otrzymywania 3-ammo-2,3-dideoksy-alfa-D-rybo-heksopiranozydu metylu

Nawazke 3-azydo-2,3-dideoksy-alfa-D-rybo-heksopiranozydu metylu (0,7 g, 3,44 mmola) rozpuszczano
w 20 ml suchego metanolu i dodawano katalityczng ilos¢ 10% Pd/C (40 mg). Przez tak przygoto-
wany roztwdr przepuszczano poczatkowo argon (10 minut) i kolejno wodor (z butli). Przebieg reakcji
kontrolowano chromatograficznie (TL w uktadzie octan etylu: eter naftowy 1 : 2 v/v). Po zakonczeniu
reakcji odsaczono wegiel aktywny, a otrzymany metanolowy roztwér odparowano do sucha otrzymujac
3-amino-2,3-dideoksy-alfa-D-rybo-heksopiranozyd metylu (0,65 g; 89%) w postaci syropu.
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Potwierdzenie otrzymanego zwiazku b):

OH

4
“"m
NH
2 O\

3-amino-2,3-dideoksy-alfa-D-rybo-heksopiranozyd metylu (akronim ARNH20Me)
Wriasciwosci fizyczne:

Pomiar skrecalnosci optycznej wykonano za pomoca polarymetru. Roztwér analizowanego zwiazku roz-
puszczono w odpowiednim rozpuszczalniku, uzyskujac zadane stezenie. Kolejno przeniesiono go do
rurki polarymetrycznej i wykonano pomiar za pomoca polarymetru. Wartos¢ skrecalnosci optycznej zo-
stata zmierzona znang metoda.

olej, [a]o+71°C (c 0,6 metanol); Rf 0,22 (chloroform: metanol 1 : 2);

Charakterystyka spektroskopowa:

Obecnos¢ charakterystycznych grup obecnych w syntezowanych zwiazkach wykazano za pomoca
spektroskopii IR znanga metoda.

IR: 9 [cm"]: 3335 L(OH, NH2), 1604 v(NH); (film) § [cm™"]: 3368,05 v(NH), 3303,14 v(NH2), 2931,33
v(CHz), 1585,49 3(NH), 1432,00 5(CH2)+3(OCH)+3(CCH); 1362,51 3(OCH)+5(COH)+5(CCH); 1315,76
3(CCH)+ 3(OCH); 1208,28 v (CO)+ v (CC); 1126,88 v (CO); 973,62 v (CO)+v (CC);

Molowe wspédtczynniki ekstynkcji zostaly wyznaczone znang metoda.
UV: hml [M-.cm"]: s297 50,20 (NaOH); £306 63,57 (HCI); £3' 26,42 (woda);

Struktura otrzymanych zwiazkéw potwierdzona zostata za pomoca spektroskopii 'H i '*C NMR (COSY
i HSQC) znang metoda.

"H NMR (500 MHz, CD3OD), & [ppm]: 4,77 (d, 1H, J12a = 5,86 Hz, H-1); 4,03 (dd, 1H, Ja5 = 9,28 Hz, H-
-4); 4,02 (m, 1H, Js6 = 5,86 Hz, Jse = 3,42 Hz, H-5); 3,46 (s, 3H, OCH3); 3,41 (m, 1H, H-6"); 3,36 (m,
1H, J34 = 2,93 Hz, H-3); 3,02 (dd, 1 H, Jss = 12,21 Hz, H-6), 2,62 (szerokie, 1H, OH); 2,40 (dd, 1H,
J2e3= 1,96 Hz, H-2e); 1,70 (dq, 1H, J2a2e = 14,6 Hz, J2a3 = 3,9 Hz, H-2a).

3C {"H} NMR (500 MHz, CD30D), & [ppm): 97,89 (C-1); 74,73 (C-4); 69,71 (C-5); 55,58 (OCH?3); 52,96
(C-3); 46,54 (C-6); 32,12 (C-2).

Wartosci pKa zostatly wyznaczone znang metoda.

State deprotonowania (woda) pKa: 3,18; 7,90; 9,85; 12,29 (met. spektrofotometryczna); 4,59; 8,78; 9,93;
10,32 (met. potencjometryczna).

Wartosci logpn dla trzech jondw metali zostaty wyznaczone znang metoda.
State trwatosci log Bn: [Cu?* « ARNH20Me] 4,89; 7,89, 11,11; [Ni* « ARNH20Me] 3,37; 4,85; 6,06;
[VO?* « ARNH20Me] 4,47; 9,82; 10,22.

Wyniki potwierdzajgce czystos¢ otrzymanych zwiazkéw zostaty wykonane znang metoda.

Analiza elementarna dla C7H1sNO4 (MW = 177,10):
wyznaczona: C 47,45; H 8,53; N 7,90. Znaleziona: N 7,91; znaleziona: C 46,18; H 8,58; N 7,01.

c) Sposob otrzymywania 3-amino-2,3-dideoksy-beta-D-rybo-heksopiranozydu metylu

Nawazke 3-azydo-2,3-dideoksy-beta-D-rybo-heksopiranozydu metylu (0,8 g, 3,93 mmola) roz-
puszczano w 20 ml suchego metanolu i dodawano katalityczng ilos¢ 10% Pd/C (40 mg). Przez tak
przygotowany roztwdr przepuszczano poczatkowo argon (10 minut) i kolejno wodoér (z butli). Przebieg
reakcji kontrolowano chromatograficznie (TLC w uktadzie octan etylu: eter naftowy 1 : 2 v/v). Po zakon-
czeniu reakcji odsgczono wegiel aktywny, a otrzymany metanolowy roztwér odparowano do sucha
otrzymujac 3-ammo-2,3-dideoksy-beta-D-rybo-heksopiranozyd metylu (0,7 g; 96%) w postaci syropu.

Potwierdzenie otrzymanego zwigzku c):
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3-amino-2,3-dideoksy-beta-D-rybo-heksopiranozyd metylu (akronim BRNH20OMe)
Wriasciwosci fizyczne:

Wartos¢ Rf zostata wyznaczona znang metoda.
Rf 0,23 (metanol);

Charakterystyka spektroskopowa:

Obecnos¢ charakterystycznych grup obecnych w syntezowanych zwigzkach wykazano za pomocag
spektroskopii IR znang metoda.

IR: (film) & [em]: 3352,33 u(NH), 2923,45 v(CH2), 1450,17 §(CH2)+5(OCH)+3(CCH); 1377,92
3(OCH)+3(COH)+3(CCH); 1209,81 v (CO)+v (CC); 1128,84 v(CO);

Molowe wspdtczynniki ekstynkcji zostaty wyznaczone znang metoda.
UV: Mnml [M-".cm-]: 284 68,67; £39° 89,54 (HCI); £27' 65,28; £2° 66,79 (NaOH); £3°7 68,69 (woda);

Struktura otrzymanych zwiazkéw potwierdzona zostata za pomoca spektroskopii 'H i '*C NMR (COSY
i HSQC) znana metoda

"H NMR (700 MHz, CDCls), & [ppm]: 4,75 (td, 1H, J1.2a = 8,69 Hz, J12¢ = 2,39 Hz, H-1); 3,92 (dd, 1 H,
Jee = 11,72 Hz, H-6), 3,82 (dd, 1H, H-6'); 3,71 (m, 1H, Js6 = 7,74 Hz, Jss = 5,06 Hz, H-5); 3,63 (dd, 1H,
Jas=9,10 Hz, H-4); 3,53 (s, 3H, OCHa); 3,43 (m, 1H, J34 = 4,25 Hz, H-3); 1,96 (dq, 1H, J2e;3 = 1,69 Hz,
H-2e); 1,80 (dq, 1H, J2a2e = 12,7 Hz, J2a3 = 4,02 Hz, H-2a); 1,62 (szerokie, 1H, NH);

3C {"H} NMR (700 MHz, CDsOD), & [ppm]: 98,80 (C-1); 74,20 (C-5); 68,3 (C-4); 63,90 (C-6); 56,50
(OCHa); 47,40 (C-3); 37,50 (C-2).

Wartosci pKa zostaly wyznaczone znanga metoda.

State deprotonowania (woda) pKa: 4,26; 9,26; 11,01 (met. spektrofotometryczna); 7,70; 9,04; 12,33
(met. potencjometryczna).

Wartosci logpn dla trzech jondw metali zostaty wyznaczone znang metoda.

State trwatosci log Bn: [Cu?* < BRNH20Me] 5,79; 8,28; 10,84; [Ni?* < BRNH20Me] 2,02; 4,37; 7,03;
[VO?* « BRNH20Me] 4,06; 9,32; 16,02.
Wyniki potwierdzajgce czystos¢ otrzymanych zwigzkéw zostaty wykonane znang metoda.

Analiza elementarna dla C7H1sNOs (MW = 177,10): wyznaczona: C 47,45; H 8,53; N 7,90. znaleziona:
C 46,42; H 8,53; N 7,09.

Przyktad 2
Badanie wtasciwosci biologicznych opracowanych zwiazkow

Przygotowanie preparatéw i piytek:

Sprzety laboratoryjne, probéwki Eppendorfa, szalki Petriego, gtaszczki byly wysterylizowane,
a roztwory jatowe. Podczas przeprowadzania badan stosowano aseptyki, by nie zakazi¢ bakterii
oraz pozywek. Roztwory (pozywki bakteryjne, nocna kolonia Salmonella, histydyna z biotyna) sporza-
dzano wediug typowych procedur. Do przeprowadzenia badan przygotowano nastepujace roz-
twory: roztwor D-(+)-glukozy, roztwor agaru bakteriologicznego, roztwér chlorku sodu NaCl, miesza-
nine sktadnikdéw mineralnych (uwodniony siarczan(VI) magnezu MgS0s-H20, kwas cytrynowy HOOC-
CH2-C(OH)(COOH)-CH2-COOH, wodorofosforan(V) potasu K2HPQ4, wodorofosforan(V) sodowo-amo-
nowy czterowodny NaNH4sHPO4-4H20), roztwor odpowiedniej pozywki bakteryjnej dla tych bakterii np.
Nutrient Broth z dodatkiem ampicyliny, roztwory badanych zwigzkow ARN3OMe, ARNH20Me,
BRN3OMe i BRNH20OMe.

W celu przygotowania podtoza agarowego mieszano roztwér agaru, mieszanine sktadnikéw mi-
neralnych oraz roztwér glukozy. Nastepnie catos¢ wylewano na ptytki umieszczone pod laminatem. Za-



10 PL 240 353 B1

szczepienie kolonii bakteryjnej wykonano 12 godzin przed posiewem. Do roztworu Nutrient Broth z am-
picylina dodano pobrang kolonie bakteryjna S. typhimurium i hodowano je w wytrzasarce-inkubatorze
ES-20 np. firmy Grant-bio w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem 100 rpm.

Tabela 1. Zestawienie liczby sktadnikéw w kolejnych posiewach bakteryjnych.

. * Csacharydu | VH:O[ul] | V sacharydu VNaCl | Vbakterii | V catkowita

- [ug/ plytkg] L I ) [ul] [u]]
. 1 2000 -——- 300 : 150 300 750
| 2 5 ]OOO 15.0 150 B 150 300 | 750
3 500 225 75 150 300 750
4 | 300 2557 o 45 150 I 300 A 7;0

5 f 60 210 90 (10x)* | 150 00 | 750

6 | 4 294 6 (10x)* 150 30 0 750

7 K - 300 150 300 750

8 3 K+ 282 18 DOX 150 300 750 1

*(10x) oznacza 10-krotne rozciericzenie poprzedniego roztworu sachavydu.

W celu przygotowania posiewdw bakteryjnych mieszano sktadniki pozywki w odpowiedniej kolej-
nosci: wode, roztwor NaCl, roztwor badanego sacharydu na koricu nocna kolonie bakterii. Dla badanych
zwiazkéw wykonano taka samg procedure testu mutagennosci: dwie proby kontrolne (ujemng i dodat-
nig) oraz szesc¢ posiewow dla roznych stezen sacharydu w roztworze w zakresie 4-2000 ng/ptytke (Ta-
bela 1). Dla danego stezenia sacharydu (prébki nr 1-8) wykonano po trzy oddzielne posiewy (kazdy na
oddzielnej ptytce). llosci kolonii dla kolejnych prébek usredniano z trzech ptytek. Do kontroli pozytywne;
(K+) zamiast roztworu sacharydu dodawano doksorubicyne (DOX), antybiotyk przeciwnowotworowy
wywotujacy mutacje powodujace wytwarzanie histydyny w bakteriach Sa/monella. Do kontroli negatyw-
nej (K-) nie dodawano ani badanych zwigzkéw, ani doksorubicyny.

Kolejno roztwory inkubowano przez 4 godziny w wytrzasarce (predkos¢ wytrzasania 220 rpm,
temperatura 37°C). Po inkubacji roztwory wirowano przez 4 minuty z predkoscia 13,4 rpm (wirdwka
miniSpin Eppendorf), zlewano supernatant i zawieszano w wodnym roztworze chlorku sodu. Ponownie
wirowano, zlewano supernatant i zawieszano bakterie w mieszaninie skfadajacej sie z H20, NaCl, hi-
stydyny i biotyny. Roztwory wysiewano na wczesniej przygotowane pozywki agarowe wykonujac posiew
standardowy przy pomocy kulek szklanych. Dla kazdej z osmiu prébek wykonano trzy ptytki. Po nanie-
sieniu bakterii ptytki inkubowano w zaciemnionym pomieszczeniu w czasie 48 godzin w temperaturze
37°C.

Przebieg oznaczenh

Do oceny potencjalnych wiasciwosci mutagennych i genotoksycznych substancji chemicznych
stosowane sg testy in vivo i in vitro wykonywane na zwierzetach, bakteriach lub komoérkach hodowla-
nych. Mutagennos$¢ dwoch par anomeréw sprawdzano za pomoca referencyjnego testu Amesa polega-
jacego na ocenie zdolnosci wywotywania przez badane zwigzki mutacji powrotnej (rewersji) w komor-
kach auksotroficznych szczepow Salmonella typhimurium. Komérki bakteryjne, w ktérych wystapita mu-
tacja powrotna, w przeciwienstwie do komorek mutantow S. typhimurium, wykazujg zdolnos$¢ do wzrostu
na podtozu minimalnym pozbawionym czynnika wzrostowego, w tym wypadku histydyny i biotyny. Brak
zdolnosci do syntezy tych aminokwaséw sprawia, ze komaérki nie moga rosnaé na pozywce minimalne;
zawierajacej jako zrédto wegla glukoze i zestaw soli mineralnych, dopdki histydyna i biotyna nie zostanag
dodane do podtoza wzrostowego.
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Mutagen, dziatajac na taki szczep, wywotuje mutacje powrotna (rewersje mutacji istniejacej) do
formy ,dzikiej” — prototroficznej, przywracajac komoérkom zdolno$¢ do syntezy histydyny i biotyny oraz
wzrostu.

Test mutagennosci, przeprowadzono z wykorzystaniem szczepu bakterii Salmonella typhimurium
TA102, w ktérych mozna odwréci¢ mutacje, prowadzgcg do uzaleznienia sie szczepu bakterii od obec-
nosci histydyny w srodowisku. Bakterie hodowano na pozywce minimalnej z dodatkiem glukozy, histy-
dyny, biotyny i ampicyliny. Na 12 godzin przed posiewem bakterii zaszczepiona zostata hodowla nocna
w pozywce Nutrient Broth z dodatkiem ampicyliny. Bakterie Salmonella utrzymywano przez 4 h w tem-
peraturze pokojowej, a nastepnie przez 8 h hodowano w Environmental Saker-Incubator ES-20 w tem-
peraturze 37°C z wytrzasaniem 100 rpm. Dla kazdego badanego zwiazku wykonano dwie proby kon-
trolne: dodatnia (gdzie jako wzorcowy mutagen zastosowano antybiotyk przeciwnowotworowy doksoru-
bicyne (DOX), ujemna oraz szes¢ prob dla réznych stezen kazdego badanego zwigzku. Roztwory sto-
sowane w badaniach (histydyna z biotyna, pozywki bakteryjne, nocna kolonia Salmonella) sporzadzano
wedtug typowej procedury.

Kolonie bakterii, jakie wyrosty na wszystkich pozywkach, byty okragte i miaty barwe jasnozéita.
Ich rozmieszczenie byto ro(wnomierne co wskazywato na poprawno$¢ wysiewania S. typhimurium przy
zachowaniu zasad aseptyki w pracy z bakteriami (na zadnej z wykorzystywanych ptytek z pozywkami
nie pojawity sie inne kolonie bakteryjne). Ptytki kontroli ujemnej (K-), nie zawierajgce mutagennej dok-
sorubicyny ani monosacharydu, posiadaty niewielka ilos¢ kolonii. Brak histydyny uniemozliwia dyna-
miczny rozwdj bakterii. Pojawienie sie kilku kolonii w tej kontroli, byto spowodowane tym, Zze niewielka
ilos¢ Salmonelli ma zdolno$¢ do samoistnego mutowania i uzyskania zdolnosci do syntezy histydyny.
W kontroli pozytywnej (K+), gdzie znajdowata sie bardzo duza ilo$¢ kolonii bakterii dodano DOX
(0,1 ug/ptytke). Wywotat on mutacje powodujac u bakterii mozliwo$¢ samodzielnej syntezy histydyny.
Warunki prowadzenia eksperymentow byty takie same dla kazdego sacharydu. Réznice w wyro$nietych
koloniach mozna wytlumaczy¢ tym, ze badania przeprowadzono w dtugim przedziale czasowym, co
byto niekorzystne dla wzrostu spoczywajacych bakterii.

Wyniki

Liczbe wyrosnietych kolonii bakteryjnych, dla rozpatrywanych steZzeh badanych zwigzkow przed-
stawiono w postaci diagramow jako usrednienie ilosci kolonii z trzech préb, co pokazano na fig. 2.

Z przeprowadzonych badan wynika, Ze zadne zsyntezowane zwiazki nie wykazywaty wtasciwosci
mutagennych w badanym przedziale stezen. llosci kolonii bakteryjnych byty na poziomie kontroli ujem-
nej, co pokazano na fig. 2.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze: a) ARN3OMe nie wykazywat wtasciwosci mutagennych
w badanym przedziale stezen. llosci kolonii bakteryjnych byly na poziomie kontroli ujemne;;
b) BRN3OMe nie wykazywat wiasciwosci mutagennych w badanym przedziale stezen. llosci kolonii
bakteryjnych byty na poziomie kontroli ujemnej; c) ARNH20OMe nie wykazywat wiasciwosci mutagen-
nych w badanym przedziale stezen. llosci kolonii bakteryjnych byty na poziomie kontroli ujemnej;
d) BRNH20OMe nie wykazywat wtasciwosci mutagennych w badanym przedziale stezen. llosci kolonii
bakteryjnych byty na poziomie kontroli ujemne;.

Przyktad 3
Wyniki badania dokowania molekularnego zwigzkéw wedtug wynalazku

Anomery 3-azydo-2,3-dideoksy-D-rybo-heksopiranozyddéw metylu i anomery 3-amino-2,3-dideoksy-D-rybo-
-heksopiranozydow metylu (O-glikozydy) badano pod katem wiasciwosci biologicznych.

Ponizszy opis obejmuje wyniki dokowania dwdch par zsyntezowanych anomerow 3-amino-2,3-di-
deoksy-D-rybo-heksopiranozyddw metylu wedtug wynalazku w tej czesci opisywane jako: ARNH20OMe,
BRNH20OMe i ich azydowych prekursorow ARN3OMe, BRN3OMe, stanowigcych tacznie zwiazki wedtug
wynalazku zamiennie nazywane analogami AZT.

Wyniki zobrazowano na fig. 3—6.

Przeprowadzone zostato dokowanie molekularne obejmujace poszukiwanie 44000 niskoenergetycz-
nych konfiguracji kompleksow odwrotnej transkryptazy HIV z kazda z czterech zsyntezowanych pochod-
nych zilustrowanych na wykresie oraz takze dodatkowo dokowany byt (dla poréwnania) AZT - fig. 7.
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W sumie zostato uzyskane 220000 modeli struktur komplekséw. Dla kazdego z czterech zsyntezowa-
nych zwigzkow i dla AZT zostaty znalezione najnizej energetyczne (to znaczy charakteryzujace sie naj-
nizszg wartoscia entalpii swobodnej oddziatywania biatko-ligand) konformacje komplekséw. Ich zbiory
zostaty podzielone na rodziny zawierajace podobne wzajemne utozenia. Dla kazdej pochodnej deoksy-
sacharydu i dla AZT zostata wybrana jedna konformacja kompleksu do szczegotowej analizy. Wyniki
analizy zostaty podsumowane w Tabeli 2.

Tabela 2. Lista reszt aminokwasowych bezposrednio zaangazowanych w oddziatywanie z O-metylowymi

glikozydami.
ARN30OMe ARNH20Me BRN3OMe BRNH20Me AZT
AG=- 6,0 kcal/mol AG= -6,2 kcal/mol AG=-6,0 kcal/mol AG=-5,8 kcal’'mol AG=-10,0
kcal/mol
DNA
DAT 705 DA T 705 DA T 705 DAT 705 DAT 705
DT T 706 DT T 706 DT T 706 DT T 706 DT T 706
DG T 707 DG T 707 DG T 707 DGT 707 DG T 707
DG T 708 - - - DG T 708
- - - - DCT 709
- - - - DGT710
- - - - DCP 3818
- - - - DGP 819
- - - - DCP 820
DCP 821 DCP 821 DCP 821 DCP 3821 DCP 3821
biatko
TYRA 115 TYR A 115 TYR A 115 TYRA 115 -
- PRO A 157 PRO A 157 PRO A 157 -
TYR A 183 - TYR A 183 TYR A 183 -
MET A 184 MET A 184 MET A 184 MET A 184 MET A 184
- ASP A 185 ASP A 185 - -

W Tabeli 2 sa przedstawione reszty aminokwasowe wystepujace w miejscu aktywnym odwrotne;
transkryptazy HIV, ktére znajdujg sie w odlegtosci nie wiekszej niz 5A (angstreméw) od zadokowanej
pochodnej deoksysacharydu z grupa O-metylowa jako aglikonem. Zastosowane oraz uzywane ozna-
czenia literowe i numeryczne stanowia przyjeta arbitralng konwencje (zostaty wziete bezposrednio
z pliku struktur biatkowych o kodzie PDB: 1T03). Tabela 2 zawiera kolejno: entalpie swobodng AG od-
dziatywania dla najnizej energetycznej konfiguracji kompleksu, informacje o nazwie reszty aminokwa-
sowej lub nukleotydu, nazwie tancucha peptydowego lub nukleinowego oraz numerze reszty lub nukle-
otydu. W ostatniej kolumnie przedstawione sg listy reszt aminokwasowych i nukleotydéw znajdujacych
sie w odlegtosci nie wiekszej niz 5A (angstremow) od czgsteczki AZT, takze dokowanej (dla poréwnania
na Fig. 8). Warto zwrdci¢ uwage na nieco odmienny sposob dokowania AZT niz pozostatych zwigzkow
w tej grupie. Réznice wynikaja przede wszystkim z obecnosci w czgsteczce AZT wzglednie duzej grupy
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(tyminy) oraz trzech reszt fosforanowych. Kilka réznic mozna takze zaobserwowa¢ w grupie czterech
pochodnych deoksysacharydéw z grupa O-metylowg jako aglikonem. Zwigzek BRN3OMe oddziatuje
Z najwieksza liczba reszt aminokwasowych w miejscu aktywnym biatka, natomiast najmniej takich od-
dziatywan obserwujemy dla zwiazku ARN3OMe. Pozostate dwa kompleksy zachowujg sie podobnie
(z drobna réznica dla pojedynczych reszt aminokwasowych). Wszystkie niskoenergetyczne kompleksy
pochodnych deoksysacharydow (i AZT) charakteryzuja ujemne wartosci entalpii swobodnych oddziaty-
wania tych zwigzkéw z odwrotna transkryptaza HIV, co daje podstawy spontanicznego tworzenia kom-
pleksow oraz potwierdza na wykorzystanie tych zsyntezowanych O-glikozydow jako inhibitoréw bada-
nego enzymu.

Warto takze zwrdci¢ uwage na fakt, ze zaréwno ujemne wartosci entalpii swobodnych oddziaty-
wania wszystkich analogow z biatkiem jak i konfiguracje wszystkich kompleksoéw przypominajgce konfi-
guracje tenofowiru z odwrotng transkryptaza HIV $wiadcza o mozliwosci spontanicznego tworzenia sie
tych komplekséw w przyrodzie jak i o0 mozliwosci wykorzystania badanych analogéw jako inhibitoréw
badanego enzymu.

Zastrzezenia patentowe

1. 3-azydo-2,3-dideoksy-alfa-D-rybo-heksopiranozyd metylu o wzorze strukturalnym:

HO

&)
-
o

N3 N

do zastosowania jako inhibitor odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1.
2. 3-azydo-2,3-dideoksy-beta-D-rybo-heksopiranozyd metylu o wzorze strukturalnym:

OH
HO S0

!

O\
N3

do zastosowania jako inhibitor odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1.
3. 3-amino-2,3-dideoksy-alfa-D-rybo-heksopiranozyd metylu o wzorze strukturalnym:

OH
“0%
NH
2 O\

do zastosowania jako inhibitor odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1.
4. 3-amino-2,3-dideoksy-beta-D-rybo-heksopiranozyd metylu o wzorze strukturalnym:

do zastosowania jako inhibitor odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1.
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Rysunki
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