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Értekezésemet az MTA Szegedi Biológiai Központjának

Biofizikai Intézetében készítettem.

Köszönetét mondok Dr. Tornász Jenő tudományos főmunka­

társnak, akinek szakmai irányítása jelentős segítséget 

jelentett a munkám során felmerülő problémák megoldásá­

ban .
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A transzláció 2’-5' oligo A rendszer általi szabá-
2,3,4,5lyozását vázlatosan az alábbi séma foglalja össze:

ATP

2'-5’ oligo A szintetázkettő« szálú RNS

2-5’ foszfodiészteráz
p p pA2’(p5 A 2')n Ainaktív endonukleáz ATP + AMP

m RNS degradációaktív endonukleáz

i szerepe e séma szerint az interferon antivirális hatá­

sának kifejezésében abban áll, hogy az interferon kezelés 

hatására megnövekedett 2'-5' oligo A szintetáz szint és a 

virus replikációja során keletkező kettős szálú RNS ha­

tására 1 és magasabb tagszámú homológjai képződnek, ami 

a latens endonukleáz aktiválásához és preferáltan a vi- 

rális mRNS-ek degradálásához vezet. E regulációs rendszert 

a 2'-5' oligoadenilátokat lebontó 2'-5' foszfodiészteráz 

enzim teszi teljessé. így állandó képződés hiányában i

v 50 perc/.

vagy enzimatikus^ eljárásokkal szin­

tetizált i in vitro fehérje szintetizáló rendszerekben a 

protein bioszintézis gátlását okozza /ID^Q = 10

vegyület sejten belüli élettartama rövid /t 

37,38,39,40
1/2

Kémiai

-8 M /;
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megfelelő bejuttatási technikák alkalmazásával in vivo,

intakt sejtekben szintén i antivirális, illetve protein
*,-9,15szintézis gátló hatását észlelték

1 vegyület enzimatikus szintézise során a 2'-5' oligo A 

szintetáz kettős szálú RNS-hez való erős kötődését felhasz­

nálva poli I-poli C-vel derivatizált cellulóz oszlopon

immobilizált szintetáz segítségével végzik az ATP polimeri-

zálását.

p p pA2’(p5’A2’)n_-|A + n pp.(n+1) ATP /n= 2-15/

Kémiai szintézissel lehetőség nyilik 1 5'-trifoszfát
7származékainak ,csoportot nem tartalmazó un. "core" 

mint a ribózon, az adenin bázison, az internukleotid fosz-

vala-

fátcsoporton, illetve az 5'-terminális trifoszfát csoporton
8módosított származékainak szintézisére is .

Az elkészített nagyszámú analóg vegyület lehetővé tette 

a 2-5’ oligo A regulációs rendszerben szereplő enzimek 

szubsztrát specifitásának felderítését.

Antivirális kemoterápikumként is felhasználható 1 ana­

lóg előállításának érdekében végzett szintetikus munka 

elsősorban két probléma megoldását célozza:

1./ A 2'-5' foszfodieszterázzal szemben megnövelt

stabilitású és

2.1 megnövelt lipofilitásu - analógok szintézisét.
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Csoportunk a Szegedi Biológiai Központ - Biofizikai 

Intézetében 1980 óta foglalkozik 2'-5f oligoadenilátok 

szintézisével és biológiai tesztelésével. E kutatási terü­

lethez csatlakozva - munkám célja elsődlegesen i termé­

szetes vegyület egyszerű szintézisének kidolgozása volt.

A molekula 5'-trifoszfát csoportjának kiépítésére, egy 

a csoportunkban korábban, nukleozid 5'-trifoszfátok szin­

tézisére kidolgozott eljárás alkalmazását kíséreltem meg, 

amely a monomerekkel nyert eredmények ismeretében I vegyü­

let uj analógjainak szintézisét is lehetővé teszi.

A dolgozat általános részében nukleozid 5'-trifosz­

fátok szintézisének a jelenlegi preparativ gyakorlatban 

elterjedten használt módszereit tekintem át, kiemelve 

azon eljárásokat amelyek triribonukleozid difoszfátok 5'- 

-trifoszfátjainak szintézisére is kiterjeszthetők. A 3. 

fejezetben 1 vegyület előállítására az irodalomban leirt 

eljárásokat ismertetem. Kiemelten foglalkozom továbbá a nem 

védett nukleozidok 5'-OH csoportjának szelektiv foszforile- 

zésére alkalmas Yoshikawa módszerrel, mivel az e dolgozat­

ban leirt szintézisek főleg erre az eljárásra épülnek.

i Ia f *j
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g Nukleozid 5'-trifoszfátok szintézis problémáinak átte-

kintése

Nukleozidból kiinduló nukleozid 5'-trifoszfát /2/ szinté­

zis két egymást kővető foszforilezési lépés megvalósitását 

igénylii

1.1 A Pa-0-C^ észter kötés kialakítását 

2./ A Pa-0-Pß anhidrid kötés kialakítását

R
-OH
-H

ßA második lépés során a Pa-0-P 

vált nukleotid származék /5/ és anorganikus pirofoszfát kö­

zötti reakcióban történik. - A Pa-0-C^ kötés kialakítására 

használt foszforilező ágenstól függően az első lépés vagy egy 

nukleozid 5'-foszfát /£/ szintézise, amelynek utólagos ak­

tiválásával történik a pirofoszfát általi nukleofil támadás­

ra alkalmas P-X kötés létrehozása /В ut/ - vagy a foszfori­

lező ágens megfelelő megválasztásával | aktivált származék 

egy lépéses szintézisét végzik el /А ut/.

kötés létrehozása egy akti-
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A út

В út

О О
if II

PPj = НО-Р-О-Р-ОН 
О" О"

4

Az alábbiakban 2 szintézisére alkalmazott eljárásokat £ 

aktivált származék tipusai szerint csoportosítva tekintem

át.

gil Anioncsere módszer [X = CPhO)^PC0)0-]

Az eljárás alapjául az a tény szolgál, hogy pirofoszfor- 

sav származékokon történő nukleofil szubsztitúció során a nuk-

leofil ágens azon a foszforatomon támad, amelyről a reakció 

során az erősebb savnak megfelelő anion távozik.1^



7

11 2Ennek megfelelően a P ,P -difenil-P -nukleozidil-5 

-pirofoszfát /£/, amelyet difenilklórfoszfát és nukleozid-

О
R

-OH
-H

-5'-foszfát /4/ reakciója során keletkezik /13 ut/, mind 

nukleozid 5'-trifoszfátok 12.1, mind egyéb nukleotid anhió- 

ridek szintézisének általánosan használható kiindulási

anyaga. £ dioxánban tercier bázis jelenlétében stabil te­

hát az aktiválás során szimmetrikus anhidridek nem képződ­

hetnek, a nukleofil partner piridines Oldatának hozzáadása 

után a pirofoszfát-difenilfoszfát anioncsere szobahőmérsék­

leten 30 perc alatt lejátszódik.

17 [X = HR 'ÍsÍ=CR'-0-]2+2. Imidoil-foszfát módszer

Protonált diciklohexil-karbodiimid és foszforsav mono­

észterek reakciója során keletkező imidoil-foszfátok /2/
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erélyes foszforilező szerek, amelyek 4-vel szimmetrikus 

pirofoszforsav diésztert /£/, illetve egyéb nukleofil 

ágenssel a megfelelő aszimmetrikus nukleotid anhidridet 

adják. Mivel e reakcióban § képződésének visszaszorítá­

sa a pirofoszfátot - amely szintén aktiválódik DCC hatá­

sára - nagy feleslegben kell alkalmazni, a termékelegyek 

jelentős mennyiségű anorganikus polifoszfátot tartalmaznak, 

ami g izolálását nehézkessé teszi, ezért jelenleg 2 

imidoilfoszfát elsősorban a foszfamidátos nukleotid

anhidrid szintézis kiindulási anyagául szolgáló nukleozid

szintézisére szolgál /2.3.2. fejezet/.5'-foszfamidátok

Elméletileg érdekes a Smith és Khorana által megvalósi-
1 fitott nukleozid 5'-trifoszfát szintézis. E módszer sze­

rint nukleozid 5'-foszfátot piridinben ortofoszforsav 

és DCC nagy feleslegével reagáltatva tributilamin jelenlé­

tében nukleozid 5'-difoszfát és kevés nukleozid 5'-poli- 

foszfát mellett főtermékként 2 képződött. 2 képződését 

mint a reakció főirányát úgy értelmezték, hogy 4-ből, a 

difoszfát és a trifoszfát egymást követő képződése után, 

a £-ből keletkező y-imidoil foszfát /2./ gyürüzárással cik-

ad /10/, amely az alkalmazott 

körülmények között nem reagál tovább, a reakcióelegy 

feldolgozása során pedig a lineáris trifoszforsav ész­

terré lg/ hidrolizál.

likus trimetafoszfátot
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с6н5

IQ vegyület nukleozid 5'-trifoszfátból DCC-vel történő

intramolekuláris ciklizással történő kialakítása is elvégez-
31. Szerkezetét P NMR spektrumának felvételével iga-

59hetö

zolták.

módszer [X = R^HÍnÍ-]2^3 Foszfamidát

A nukleozid 5'-foszfamidátok képviselik a nukleotid

anhidridek szintézisére legáltalánosabban használt aktivált 

nukleotid származékokat. Mind A, mind В utón történő szin­

tézisükre számos módszert dolgoztak ki. 2 szintézisre el­

sősorban az ammóniából /2.3.1 fejezet/, morfolinból 

/2.3.2. fejezet/, imidazolból /2.3.3 fejezet/ levezethető 

származékaik használatosak.

Щ/ [X = NHtl2.3.1. Nukleozid 5'-foszfamidátok

oиNH2-P-0-CH2

R1 R

11
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A-uton haladó első szintézisüket Khorana 2',3' védett 

nukleozidok fenil foszfodikloridáttal történő foszfo-

rilezésével, majd az ammonolizis után kapott 12. diész-
19teramid lúgos hidrolízisével végezte.

Védetlen nukleozidok régioszelektiv foszforilezése10,11

során nyert nukleozid-5'-foszfodikloridátok /4.fejezet/
20ammonolizise nukleozid 5'-foszfodiamidátokat /11/ ad, 

amelyek egyik P-N kötése szelektiven hidrolizálható. A 12 

aktivált nukleotid származék, 5'-foszfodiamidátokon ke­

resztül történő szintézisére kidolgozott eljárást eredménye­

sen használták diribonukleozid foszfátok 5' trifoszfátjainak
21szintézisére is.

12 vegyület В utón haladó szintézise a nukleotid, DCC

és ammónia oldatának formamidban történő hevítésével - 2
22aktivált származék ammonolizisével is elvégezhető, 

járás során 12 guanidiniumsóként keletkezik.

Az el-

2.3.2 Nukleozid 5 '-foszfomorfolidátok /14/ X = -Né о 
---------------------------------------------------------------------------------- — \______ /

4 /
Mind oldhatóság, mind reaktivitás szempontjából a

előnyösebbnek bizo-szubsztituálatlan foszfamidétoknál

nyúltak a nukleozid 5'-foszfomorfolidátoki

^ 2314 .B utón haladó első szintézisét Moffat valósította meg.
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A nukleotid és morfolin refluxált terc.-butanolos olda­

tához, DCC ugyanezen szolvensben készített oldatát cse­

pegtetve ii morfolinoguanidinium-sóként közel kvantita­

tív termeléssel keletkezik, ^^-bol vízmentes DMSO, vagy 

DMF-ben bisz-tri-n-butil-ammonium pirofoszfát 3-5-szörös 

moláris feleslegével /60°С,5 ó/ nukleozid-5'-trifoszfátok 

60-85 % termeléssel állíthatók elő.

14 aktivált foszfát származék dezoxiribooligonukleotidok 

5'-foszfát végcsoportján is kialakítható - mezitoil- 

karbonsav-klorid és az 5'-foszfát terminálisu oligonukle- 

otid reakciója során keletkezett vegyes anhidrid /15/

amminolizise révén.

T = Timinil — 1

Az 5'-foszfát terminális aktiválásának ezen módja pppTpTpT
25szintézise során került alkalmazásra.

Nukleotidok és 5'-foszfát terminálisu dezoxioligonukleotidok 

5'-foszfomorfolidátjainak szintézisére egyaránt használható 

a trifenil-foszfin dipiridil-szulfid kondenzáló ágens.

A lejátszódó folyamatok a monomer példáján be­

mutatva az alábbi sémával irhatok le.



I
12

+P + P-S
3

ГЛ
/—\ нO N-p-0-CH2

о NH
\/В

о

OH R

14

Ezzel az eljárással kapcsolatban kiemelendő, hogy a fosz­

forsav diészterek /internukleotid kötés/ nem lépnek reakció­

ba az alkalmazott körülmények között, ez a reakció tehát 

a DCC-vel, illetve mezitilénkarbonsavkloriddal történő

aktiválással szemben - elvileg alkalmas oligoribonukleotidok
275'-foszfomorfolidátjainak szintézisére is.

14 A utón haladó szintézise a 11 diamidátokhoz hasonló pre- 

kurzorokbóli nukleozid 5'-foszfodimorfolidátokból nem le-
28 diészter amidát tipusu /13/ intermedierekenhetséges,

keresztül - monofunkciós foszforilező ágensek; morfolino-
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-észter-foszfokloridátok /1!|/ felhasználásával azonban 

számos szintézist megvalósítottak.

ои
— P —Cl

0R-,

1 5

-CH2CBr3a

b

c

Morfolino tribrómetil foszfokloridát /15а/ védetlen nukleo-
29zidok regioszelektiv foszforilezését is lehetővé teszi, 

mig 15_b-c foszforilező ágensek használata esetén a nukle- 

ozid, illetve szabad 5'-OH terminálisu védett oligonukleotid 

2'/3'/OH csoportjainak védésére van szükség.

16_a-c diészter-amidátokról a 2,2,2-tribrómetil csoportot 

reduktiv B-eliminációval hasitják, /Zn-Си/, a 2,4 diklór- 

fenil csoportot és a 4-nitro fenil csoportot lúgos hidrolí­

zissel, vagy amennyiben 1Ц. struktúra egy oligonukleotid 

5'-terminálisán szerepel - eltávolítását az internukle-

otid kötés aril védocsoportjainak deblokkolására használt 

113 3reagenssel; N ,N ,N ,N -tetrametilguanidinium syn-4-nitro- 

-benzaldoximáttal végzik.
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15a foszforilező ágens felhasználására pppA2'p5'A2'p5'A 

szintézisében a 3. fejezetben látunk példát.

Nukleozid 5'- főszfoimidazölidátok2.3.3

Mint az előzőekben láttuk nukleozid 5'-foszfomorfoli-

dátok szintézisére számos alternatívát dolgoztak ki - 

annak érdekében, hogy a morfolidát módszert ki lehessen

terjeszteni olyan nukleotid származékok aktiválására is, 

amelyekre a módszer eredeti változata: 14 DCC-vel történő 

szintézise, nem alkalmazható. A foszfamidatos nukleotid-

anhidrid szintézis egy másik irányú továbbfejlesztését á

nukleozid 5'-foszfoimidazolidátok /1.11 bevezetése jelentet­

te .

N=^ 9
о

LTC
ül

Cramer és mtsai 12“t B-uton nukleotid és karbonil-di-
31-imidazol reakciójával állították elő.

és Ott által módosított változata oligodezoxinukleotid-

és oligoribonukleotid 5'-foszfátok aktiválására is alkal- 

32 /3. fejezet/. A nukleotid komponens és imidazol vi­

zes közegben l-etil-3-/3'-dimetilaminopropil/-karbodiimiddel

pH=6-on történő kondenzációjával 12-vegyület szintén jó 

termeléssel előállítható.^

E módszer Hoard

mas
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E módszer oligoribonukleotidok aktiválására is felhasznál­

ható az interribonukleotid kötés izomerizációja, illetve

hasadása nélkül.

17 A utón haladó szintézise során 2'/3'/ védett nukleozi- 

dot triimidazolilfoszfinoxiddal /19/ foszforileztek, a

kapott nukleozid 5'-foszfodi imidazolidát /20.1 egyik P-N 

kötése pH = 8-on végzett hidrolízissel szelektiven elha-
34sitható és IZ közel kvantitatív -termeléssel keletkezett.

2.4 Tioészteres eljárások [X = RS -]

Nukleozid 5'-S-etil foszforotioátok /21^1r amelyeket 

S-etilfoszforotioát piridiniumsójának és 2'/3'/ védett
35nukleozidok DCC-jelenlétében végzett kondenzációjával

- vagy nukleozid 5'-S-metilfoszforotioátok /life/, amelye­

ket 2'/3'/ védett nukleozid 22 foszforilezo ágenssel tör­

ténő foszforilezésével^ majd az aril védocsoport hidrolí­

zisével állítanak elő,

R3
-C2H5
-CH3

SCH3

22
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vízmentes piridinben I2 jelenlétében egy jód-szulfónium 

származékon 12AI keresztül reaktiv metafoszfát észterré 

alakulnak /24/.

A I2~vel történő oxidációt anorganikus pirofoszfát jelen­

létében vezetve nukleozld 5'-trifoszfátok 60-70 %-os ter­

meléssel keletkeznek.
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3. pppA2'p5'A2'p5'A /1/ szintézismódszereinek áttekintése

I kémiai szintéziséhez egy triribonukleozid difoszfát 

molekula 5' terminálisán kell kialakítani a pirofoszfát

anionnal való reakcióra alkalmas aktivált 5'-főszfát szár­

mazékot. Ennek megfelelően ebben az esetben a 2. fejezet­

ben ismertetett; nukleozid-5'-trifoszfátok szintézisére

fennálló A és В alternativa a trimer felépítésére válasz­

tott szintézisuttól függően - két különböző módon valósít­

ható meg.

1 A Pa-0-C5f kötés kiépítése monomer szinten történik

és megfelelően védett 5'-foszfát csoportot tartalmazó mono­

mer épitő tagot alkalmaznak a trimer szintézise során. 
n 5 ’2 A P —0—C kötés kiépítése a szabad 5'-hidroxil cso­

portot tartalmazó részlegesen védett trimer molekulán tör­

ténik .

Az ily módon adódó négy lehetséges szintézis ut mind­

egyike megvalósitásra került, az egyes eljárásokat az 

5'-trifoszfát csoport kiépítésére használt módszerek alap­

ján csoportosítva e fejezetben ismertetem.

a 5' •3.1. A P —0—C kötés kiépítése monomer szinten

/А.1. eljárás/

I vegyület van Boom és mtsai által megvalósított szin- 

37 kiindulási anyaga 3'-0-/4-metoxi-tetrahidro- 

piran-4-il/-N6-p-anizoil-adenozin /||/ /3.1. ábra/. 2|

5' hidroxil csoportját 2,2,2-tribróm etil morfolino foszfo-

tézisének
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kloridáttal /a/, majd 2'ОН csoportját o-klórfenil- 

foszfoditriazolidáttal /2.2/ foszforilezve nyerték a tri- 

észter szintézis első kapcsolási lépésének foszfát kom­

ponensét /22/- 2§~val triizopropilbenzolszulfonil-3- 

-nitro-1,2,4-triazol [TPSNT] kondenzáló ágens jelenlé­

tében szelektiven foszforilezték 2.2 5'-0H csoportját. Az 

igy nyert 22 dimer vegyületből ismét 2.2 foszforilező ágenst 

alkalmazva szintetizálták a második kapcsolási lépés fosz­

fát komponensét /2Q/, amelynek 2',3'-O-metoxi metilidén-N^- 

-p-anizoil adenozin /21/ terminális taggal TPSNT jelenlété­

ben végzett kapcsolása szolgáltatta 22 védett trimert.

22 vegyületről első lépésben aktivált Zn-vel a 

2,2,2-tribróm etil csoportot távolították el, reduktiv 

8-eliminációval. Az igy nyert 5 ' -főszfomorfolidát funkciós 

csoportot tartalmazó trinukleotid származékot bisz-tri-n- 

-butilammónium pirofoszfát 0.5 M-os dimetilformamidos olda­

tával reagáltatva építették ki a molekula 5'-trifoszfát
g

csoportját /2.3.2. fej./; majd az N -anizoil és az o-klór- 

fenil védőcsoportokat lúgos hidrolízissel [cc NH^OH, 70 ó, 

25°C], a metoximetilidén és metoxitetrahidropiranil védő-

HCl; 2 óra] tá­

volították el. A deblokkolás utolsó lépésében a metoxi­

metilidén csoport savas hidrolízise során keletkezett 

/2'/ З'-O-formil észtereket hig ammóniás kezeléssel hidro- 

lizálták és i~t DEAE-Sephadex oszlopon végzett ioncserés 

kromatográfiával izolálták.

csoportokat savas hidrolízissel [0.01 N
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ex 5 *A P -0-C kötés kiépítése monomer szinten3.2.

/В.1. eljárás/

3 8Az Ikehara és mtsai által megvalósított szintézis 

5'-0-főszfödianilidő-3'-0-/o-nitrobenzil/-N^-benzoil- 

-adenozin-2'-O-p-klórfenilfoszfát lAlh 

5'-0-monometoxitritil-3'-0-/o-nitrobenzil/-N^-benzoil- 

-adenozin-2'-O-p-klórfenilfoszfát /31/ és 

3'-0-/o-nitrobenzil/-2'-0,N^-dibenzoil-adenozin /2|/ 

monomer épitőtagok felhasználásával történt.

MeOTrO—CH2

ABz: N®-benzoil adeninil-9 
Bz : benzoil 
MeOTr: metoxitritil

31 foszfát és 3£ hidroxil komponens mezitilén szulfo- 

nil-3-nitro-l,2,4-triazol /MSNT/ kondenzáló ágens jelenlété­

ben végzett kapcsolása; majd a monometoxitritil védöcsoport 

eltávolítása után nyerték az 5'-0H terminálisu védett 

mert /l|/z amelynek 31 védett 5'-foszfát csoportot tartal­

mazó monomer foszfát komponenssel történő kapcsolása szol­

gáltatta 37 védett trimer vegyületet. /3.2 ábra/.

di-
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1Ж

1, karbonildiimidazol

2, Н2Р207-~
3, hvMSNT

3.2. ábra
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12.-ről az 5'-foszfát védőcsoportokat izoamil- 

nitrittel,a p-klórfenil és benzoil védőcsoportokat lú­

gos hidrolízissel eltávolitva /cc. NH.0H;5 ó, 60°C/

5'-0-főszfőri1-3-0-/o-nitrobenzil/-adenilil-/2'-5'/-3'- 

-0-/o-nitrobenzil/-adenilil-/2 f-5'/-3'-0-/o-nitrobenzil/- 

-adenozint /21/ kaptak.

38 vegyület 5'-foszfát csoportjának aktiválására és az 

5'-trifoszfát csoport kiépítésére a 2.3.3. fejezetben is­

mertetett Hoard-Ott eljárást alkalmazták, majd az o-nitrobenzil 

védőcsoportokat fotolizissel távolitották el, és i terméket 

ioncserés kromatográfiával tisztították.

A Pa-0-C3 kötés kiépítése trimer szinten /В.2. eljárás/3.3.

1 vegyület 5'-trifoszfát csoportjának Torrence és mtsai 

által megvalósított39 kiépítési módja során a szintézis ki­

indulási anyaga 22§ védett trimer. /3.3 ábra/.

Az védőcsoport savas hidrolízissel történő hasítása 

után nyert szabad 5'-hidroxil terminálisu 22k_t bisz- 

-2,2,2-triklór-etilfoszfokloridittel /41/, tetrahidrofurán­

ban -70°C-on foszforilezték.

(CI3CH20)2-P-CI
41

Oxidáció /П^/^О/ után a védett 5'-foszfát csoportot tar­

talmazó trimert /2§.g/ 75 %-os termeléssel izolálták. 39c 

vegyületről a 2,2,2-triklór etil csoportokat reduktiv 8 

eliminációval,aktivált cinkkel, a tere.-butil-dimetil szilil



23

яло-сн2 д
о

TBDMS-0

TBDMS-
Iо=р-о-сн2 А-А ОСС13СН2

i-TBDMSTBDMS-

39

R1 А= adeniniI-9
а: МеОТг

b: Н

TBDMS= -Si-С-СНз 
СН3 СН3

с: Р(0)(0СН2СС13)2

1, Zn/Си
2, F ”

1, karbonildiimidazo!
2, Н2Р207"Эс 1

40

3.3. ábra
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csoportokat tetrabutil-ammóniumfluoriddal távolitották 

el. Az igy nyert 5'-foszforil-adenilil-/2'-5'/-adenilil- 

-/2'-5'/-adenozin /4Q/ 5'-foszfát csoportjának aktivitá­

sát és az 57-trifoszfát csoport kiépítését a Hoard-Ott 

eljárás alkalmazásával végezték, és I~t ioncserés kroma­

tográfiás tisztítás után 39b-re vonatkoztatott 20 %-os 

termeléssel nyerték.

3.4. A Pa-0-C~* kötés kiépítése trimer szinten /А.2 eljárás/

40I Reese és Jones által leirt szintézise során 

védett trimert a foszfotriészter módszer alkalmazásával 

2'-5' irányú szintézissel építették fel.

R-^ 5'-OH védőcsoportot szelektiv lúgos hidrolízissel 

/0.2 M NaOH, 30 sec, 0°C/ eltávolitva nyerték a foszfori- 

lezés kiindulási anyagául szolgáló 5'-0H terminálisu védett 

trimert /42^// 3.4. ábra/.

iglg vegyületet 2,4-diklórfenil-S-metiltio foszfokloridáttal

/2g/ piridinben foszforilezték, és az igy kapott 4|.p-t

70 %-os termeléssel izolálták.

i^g-ről a 2,4-diklórfenil és az O-klórfenil védőcso- 

113 3portokat N ,N ,N ,N -tetrametil guanidinium-

az N^-benzoil csoportokat lúgos hidrolí­

zissel /cc. NH^OH, 24 ó, 20°C/ a metoxitetrahidro-piranil 

és metoxi-metilidén csoportokat savas hidrolízissel /0,01N 

HCl, 6ó/ távolitották el. A deblokkolás befejező lépése 

a 2'/3'/-0-formil észterek hidrolízise volt. /pH = 9, 10 perc/.

áll

-benzaldoximáttal,
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r1o-ch2

МТНР-0

1,oximát 
2, NH4OH H2P2°72c
3,H+

4,NH40H

3.4. ábra.
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Az igy nyert 5'-S-metil foszfotioát funkciós cso­

portot tartalmazó trimert /4J/ tetra-tri-n-butilammónium- 

pirofoszfát piridines oldatával I2 jelenlétében reagáltat- 

va I 40 %-os termeléssel keletkezett /2.3.4. fej./

I-t kromatográfiás tisztítás után i^-re vonatkoztatott 

25 %-os termeléssel izolálták.
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á A Yoshikawa foszforilezés. Nukleozid 5'-főszfodikloridá-

tok szintetikus alkalmazása

Yoshikawa és mtsai 1967-ben 2',3'-0 izopropilidén

nukleozidok foszforilkloriddal történő foszforilezése során

figyelték meg először, hogy trialkil foszfátok hozzáadása 

a reakcióelegyhez a reakciót tercier bázis jelenléte nélkül 

is jelentősen meggyorsította; nem védett nukleozidok /^/ 

POCl^-val trimetil, illetve trietil foszfát oldószerben 

történő foszforilezése a reakció primer termékeiként kelet­

kező nukleozid 5'-foszfodikloridátok /14/ hidrolízise után

főtermékként jó termeléssel a megfelelő nukleozid 5'-foszfá-
10,11tokát /^/ szolgáltatta.

HO-CH в
P0CI3 / (MeOhPO , 0°c

3

A trialkil foszfátok szerepét a POCl^-val való köl­

csönhatás során keletkező trialkoxi foszforán származék­

nak /4§./ a POCl-^-hez viszonyított megnövekedett reaktivi­

tásával magyarázták.

R=CH3- f C2Hg-Cl

45
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Mivel az eljárás során alkalmazott reakció körül­

mények rendkívül egyszerűek; 2'/3'/—OH, illetve bázis 

védőcsoportok alkalmazására nincs szükség; a foszfori- 

lező ágens olcsó - e módszer mind a természetes nukle-

ozidok, mind a módosított szerkezetű ribózt vagy bázist

tartalmazó nukleozid analógok foszforilezésnek standard
12,13,14,41eljárásává vált.

A termék /^/ izolálása a reakcióelegy savas vagy 

semleges hidrolízise után ioncserés oszlopkromatográfiá­

val, vagy 4i intermedier vízmentes éterrel történő kicsa­

pása és 44 savas hidrolízise után a szabad sav kristályo­

sításával történhet.

Amennyiben az ioncserés kromatográfia során a POCl^ 

feleslegéből keletkező anorganikus foszfát és §. nem választ­

ható szét, az anorganikus foszfát eltávolítására aktiv szén
43oszlopot alkalmaznak

tivitásával kapcsolatos problémákat a következő fejezet­

ben részletesen ismertetem.

. A foszforilezési reakció szelek-

A Yoshikawa foszforilezés módosított foszfát csoportot 

tartalmazó nukleotid származékok szintézisére is kiterjeszt­

hető. 4-1 reakció során tiofoszforilkloridot /PSCl^/ alkal-
44mazva nukleozid-5 -foszfotioátok keletkeznek /4§.§/

R1
Ha:

b: P(0)(OH)0" 
с: Р(0)(0Н)0Р(0)(0Н)СГ
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A i§á_ból készíthető - királis pa atomot tartalmazó 

származékok enzimreakciók sztereokémiájának vizs­

gálata során nyertek felhasználást^^.

Nukleozid 5'-foszfodikloridátok /44/ in situ ammoni-

lizise nukleozid 5'-foszfodiamidátok 4Z§r§/ szintézisét
20,tette lehetővé.

В R

a: adenilil-9 

b: citozinil-1 

c: guanilil-1 

d: uracilil-1 

e: timinil-1

OH
47(a-e) NH2 OH

NH(CH3)248 a OH
49a n(ch3)2 OHo,50a H

áZZéri^./. vegyületek sokoldalúan használható szintetikus 

intermedierek. Egyik

álhatósága nukleozid 5'-foszfamidátok 

P"*-- /Nu]<:leozid-5 ' -/Р^-amino tri foszfátok^' ^ 

sének alapjául szolgált, 44 ammonolizise N-alkil aminokkal 

is elvégezhető, ily módon adenozin ó'-Zl^N'-dimetil/foszfo- 

diamidátot /á§§/ adenozin 5'-/N,N,N',N'-tetrametil/ foszfo- 

diamidátot /4|gl és adenozin 5'-foszfodimorfolidátot /50а/
51 =="állítottak elő.

-NH2 csoportjuk szelektiv szubsztitu-
20,46,47 ; valamint

szintézi-
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1-ß-D-arabino furanozil-citozin foszforilezése 

során nyert 5'-foszfodikloridát származék /^1/ in situ 

alkoholizisével majd ezt követő hidrolízissel az 1-ß-D- 

arabino furanozil-citozin 5'-alkil foszfátjait/^/

állították elő.

íci-p-o-ch2 c
оCl 1, ROH C= citozinil -1 

R= Etil 
n-Butil

2,H20

51

intermedier [R = OMe; H] lúgos hidrolízisével 

/pH =13/ a З'-OH csoport intramolekuláris részvételével 

lejátszódó folyamat során 3',5' ciklofoszfát gyűrű 

alakítható ki.^
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EREDMÉNYEK

£ A Yoshlkawa foszforilezés szelektivitásának vizsgálata

5.1. Bevezetés

Dawson 1977-ben kritikailag felülvizsgálta a Yoshikawa

31pmódszerrel történő foszforilezést és a termékelegy
54NMR spektroszkópiás analízisével kimutatta"'*, hogy az

5'-monoszubsztituált származékok valóban minden esetben

a reakció főtermékei /60-90 %/, azonban az adott nukle-

ozidtól és a reakció körülményektől függően /POCl^ feles­

leg, reakcióidő/ a termékelegy 2'/3'/ monofoszfátot és 

5', 2'/3' / difoszfátot is tartalmazhat.

Az aszelektivitásból eredő mellékreakció ribonukle-

a reakció preparativ felhaszná-ozidok esetén /Д, R = OH 

lását nem korlátozza. A cisz a OH csoport jelenléte miatt

2',3' klórciklofoszfát, majd a reakcióelegy semleges hid­

rolízise során 2',3' ciklofoszfát keletkezik, amely az 

5'-foszfáttól ioncserés kromatográfiásan könnyen elválaszt­

ható /5.1-1/.

Wо о
(5.1-1)->

0=P-CI H
Cl

Dezoxiribonukleozidok /3, R = Н/ foszforilezése során 

azonban az aszelektiv foszforilezés során keletkező 3'-
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-foszfát és 5'-foszfát izomerek elválasztása ioncserés

kromatográfiával csak purin bázist tartalmazó nukleozidok
54,55esetén valósítható meg. E probléma általános megol­

dására Safhill a 3'-foszfomonoészteráz aktivitással ren­

delkező P^ nukleáz enzim preparativ felhasználását ja­

vasolta. 56

5.2. A foszforilezés szelektivitásának vizsgálata a 3'

és 5'-foszfodiamidátok kromatográfiás elválasztásával.

5-alkil és 5-Fluor 2'-dezoxiuridin 5'-foszfátok szinté­

zise .

20A foszforilezés primer termékelegyének ammonolizise 

során keletkező nukleozid foszfodiamidát izomerek tulaj­

donságainak vizsgálata egy alternativ eljárás kidolgozását
55tette lehetővé a Yoshikawa foszforilezés alkalmazására

olyan nukleozidok esetében is, ahol az izomer monofoszfátok

kromatográfiás elválasztása nem lehetséges. Az 5-alkil és 

5-Fluor-2'-dezoxiuridin 5'-foszfátok /58_a-d/ a pirimidin

nukleozidok métábólizmusának vizsgálata során nyertek fel- 

56,57használást.

5-Fluor-2'-dezoxiuridint /§!§/; 2'-dezoxiuridint

timidint /54q/, 5-izopropil-2'-dezoxiuridint /54d/

2,2-szeres moláris feleslegü POCl^-val trimetil foszfátban

foszforileztem /5-1 ábra/, a reakcióelegy in situ ammonoli- 

20 után a főtermékként képződő nukleozid 5'-foszfo-zise
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О
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I
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diamidátok 5.2/й~Й/ /50-80%/ mellett, elreagálatlan nuk- 

leozidot /54a~d/, a Yoshikawa foszforilezés 

vitásból származó 3'-foszfodiamidátokat 5jL/i-á// 3'-5 '- 

-bisz[foszfodiamidátokat] 52lä-Ült valamint az ammono- 

lizist kisérő hidrolitikus mellékreakciókból származó

aszelekti-

csekély mennyiségű foszfamidátokat tartalmazó reakció- 

elegyet nyertem.

Az ionos melléktermékek eltávolítását DE-32HC03 

oszlopon, majd a vizzel eluálódó töltés nélküli 54-57/а-d/ 

további szeparálását megoszlásos kromatográfiával végeztem

el.

A timidin /51е// timidin 3'-foszfodiamidát /5§s// 

timidin 5'-foszfodiamidát /55g/ és a timidin 3',5'-bisz 

[foszfodiamidát] /52p/ kromatográfiás elválasztása során 

nyert eluciós diagrammot mutatja be az 5.2. ábra.

//

5.2. ábra. 1 mmól timidin foszforilezése során nyert 54-52 0.
vegyületek elválasztása. Oszlop: Whatmann CC-31 

cellulóz /2,2x40 cm/ Eluens: nBu0H:Et0H:0.1 M 

TEAB /pH = 7.5/ = 16:2:5
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Azonos méretű kromatográfiás oszlop alkalmazása 

1 mmól 5 4a,/ 0.5 mmól 54b, Illetve 0.1 mmól 54c nukle- 

ozidok foszforilezése során keletkezett termékelegy

elválasztását tette lehetővé. Az eluciós sorrend vala­

mennyi vizsgált esetben a timidinhez hasonlóani nukle- 

ozid > З'-izomer > 5'-izomer > 3' ,5' diszubsztituált 

termék volt. A termékelegyek összetételét és az egyes 

vegyületek jellemző értékeit az 5.1 Táblázatban 

tüntettem fel.

5.1. Táblázat

b dR a c
R a Rfvegyűlet Rf% % % Rf %Rf

Iá 18.6 6.7 19.1 26.6
0.670.63 0.50 0.66

63.4 81.3 51.1II 69.5
0.28 0.880.26 0.20

II 6.5 2.4 4.4 8.6
0.21 0.450.31 0.35

IZ 7.6 6.3 11.45.2
0.180.13 0.09 0.12

aS-^ rendszer /kísérleti rész/

||-|2 /§-á/ vegyületek szerkezetét hidrolízis termékeik
31vékonyrétegkromatográfiás azonosítása és 

maik alapján igazoltam.

P NMR spektru-
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trietilammónium hidrogénkarbonát lineáris gradien­

sével izoláltam, 5£-ra vonatkoztatott 95-98 %-os ter­

meléssel .

5.3. Az eredmények alkalmazása

ЁЁ Í“É vegyületek izolálásánál követett eljárást 

alkalmaztam a З'-dezoxiadenozin /^§.c/ és 2'-dezoxiade- 

nozin /äife/ Yoshikawa foszforilezése során nyert termék- 

elegy izomer összetételének meghatározására is. A foszfo- 

rilezési reakciókat a 6.1. ábrán feltüntetett módon vé­

geztem. A termékelegy ammonolizise után a töltés nél­

küli termékek megoszlásos kromatográfiás elválasztásá­

val megállapítottam, hogy és §.9^ esetén 2' illetve

3' szubsztituált melléktermékek a foszforilezés során

0.5 %-nál kisebb arányban képződtek, e dezoxiribonukleo- 

zidok esetén tehát a Yoshikawa foszforilezés nagyfokú 

szelektivitással hajtható végre.

Az 5' és 3' /ill. 2'/ diamidátok elválászthatóságát 

a szelektiv foszforilezések esetén, a meghosszabbított 

reakcióidővel nyert diszubsztituált származékok parciális 

lúgos hidrolízise során keletkező 3' illetve 2' izomert

tartalmazó kromatográfiás kontroll felhasználásával

ellenőriztem.
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6 Nukleozid 5'-trifoszfátok nukleozid 5'-foszfodikloridát

intermedieren keresztül haladó szintézise

6.1. Bevezetés

Adenozin 5'-trifoszfát у-foszfát csoportjának DCC-vel 

történd aktivitását követően az a és у foszfát csoport

részvételével intramolekuláris kondenzáció játszódik le

és a folyamat során adenozin 5'-trimetafoszfát /§.Iä/ ke- 

59,60,61letkezik

61a ciklikus anhidrid tributilammónium sója DMF-ben 

vízmentes körülmények között stabil, alkoholok, illetve 

aminok jelenlétében a gyűrű felnyilásához vezető nukle- 

ofil támadás minden esetben két, nem közvetlenül ade-

nozinhoz kötött P atomjainak valamelyikén történik 

[ 3 /Y / poziciók] és a Pa-0-P^^ anhidrid kötés hasadása
59során y-szubsztituált ATP származékok keletkeznek

59,6061a vegyület hidrolízise kvantitative ATP-t ad.

£1ц ciklikus trimetafoszfát észter szintézisére alter­

nativ utat kinál a Pa atomon két reakció képes szubsztituenst

tartalmazó aktivált nukleotid származék bifunkciós nukleofil
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ágenssel: pirofoszfát anionnal történő reakciója. Mivel 

nukleozid 5'-foszfodikloridátok a megfelelő nukleozidból 

a Yoshikawa foszforilezéssel egy lépésben jó termeléssel 

nyerhetők, e reakció ily módon a 4. fejezetben felsorolt 

vegyületek mellett nukleozid 5'-trifoszfátok szintézisé­

nek alapjául is szolgálhat. E szintézis lehetőséget elő­

ször adenin bázist tartalmazó ribo, illetve dezoxiribo-

nukleozidok Б'-trifoszfátjainak szintézisével igazol­

tam^2. Az alábbiakban először e vegyületek előállítását, 

majd a reakció mechanizmusának vizsgálatát és e reakció- 

tipus általánosításának lehetőségeit ismertetem.

6.2. Adenozin 5'-trifoszfát /£2a/; 2'-dezoxiadenozin 5'- 

-trifoszfát /§_2hI és 3'-dezoxiadenozin 5 '-trifoszfát 

/62c/ szintézise

Adenozint /|i|/; 3'-dezoxiadenozint /|is/ a Yoshikawa 

módszer szerint POCl^-val trimetilfoszfátban 0°C-on;

2'-dezoxiadenozint l§.%h.l az eljárás módosításával -20°C-on 

foszforileztem /6.1. ábra/. Az 5'-monoszubsztituált termé­

kek /£Q /a-с// maximális arányú képződéséhez szükséges reak­

cióidőt a reakcióelegy elhidrolizált mintáinak vékony­

rétegkromatográfiás analízisével állapítottam meg. Az alkal­

mazott reakció körülmények /30% POCl^ felesleg, 1.5 ó/ so­

rán az 5'-monofoszfátokra /|4 Ig-glI elérhető hozamok 

80-90 % között voltak.

Nukleozid 5 '-trifoszfátok §.21 ^-Ql szintézise során az 

5'-foszfodikloridátok hidrolízise helyett, a reakcióelegy-
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hez 4-szeres moláris feleslegü bis-tri-n-butilammónium 

pirofoszfát 0.5 M-os dimetilformamidos oldatát adtam, 

majd 1 perc állás után a reakcióelegyet 1.0 м-os trietilam- 

mónium bikarbónát oldattal hidrolizáltam. A termékek

izolálását ioncserés őszlopkromatográfiával DE-32[HC03]

oszlopon végeztem. Az eluciós diagrammokat 6.2 ábrán

tüntettem fel.

A reakció főterméke minden esetben a 0.25-0.30 M

sókoncentrációnál eluálódó nukleozid 5'-trifoszfát

62/а-с/ /IV peak/ volt. A termékelegyek ezenkívül elre- 

agálatlan nukleozidot /I/, illetve a 2'-dezoxiadenozin 

foszforilezése esetén adenint /la/; adenozin esetében a

2'/3'/OH foszforileződéséből adódó adenozin 2'3' ciklo-

foszfátot /II/, a foszfodikloridát intermedier hidrolízisé­

ből levezethető 5'-monofoszfátot §á/|-g/ /III/ - valamint 

csekély mennyiségben - nem vizsgált szerkezetű - 0.3 M-nál 

magasabb sókoncentrációnál eluálódó melléktermékeket tar­

talmaztak. A termékelegyek százalékos összetételét a 6.2

ábrán tüntettem fel.

A vizsgált vegyületek szerkezetének igazolását vékony- 

rétegkromatográfiásan autentikus kontroll anyagok felhasz­

nálásával végeztem. §_2.lä-Ql vegyületek alkalikus foszfa- 

tázzal végzett enzimatikus hidrolízisének egyedüli UV 

abszorbeáló terméke a kiindulási nukleozid volt, tehát a

heterociklusos bázis modifikációja a reakció során nem

következett be. A hidrolízis során keletkező anorganikus



1, POCI3/(MeO)3PO
-20°С 1.5ó(R2*H) 

0°С 1.5ó (R2=0H)
Н2Р2°7 •2 Bu3NH+/ DMF 

60 sec. 0°C

59

IR1 R2

it*a OH OH 
OH H 
H OH

A 1 M
b

H20c I

A = Adeninil-9

6.1 Ábra
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9

5

50

-L Ja_ JL JÍI ÍV 
0.5% 4.5% 86%A . 4%

В 11% 2%

C 19%

3% 79%

4% 70%

6.2. ábra: §2/§-g/ izolálása DE-32[HCO~] oszlopkromatográ- 

fiával.

V
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foszfát és nukleozid mólaránya 62a esetén 2.98:1, 62b

esetén 2.96:1 az elméleti 3:1 aránynak megfelelő volt,
31mig §.2.Q esetén e vegyület

telével igazoltam azt, hogy a termékek anorganikus 

polifoszfát szennyezést nem tartalmaznak.

P NMR spektrumának felvé-

6.3. A reakció mechanizmusának vizsgálata

Az előző fejezetben leirt reakció menetét ATP szinté­

zise során részletesebben is megvizsgáltam. Megállapítot­

tam, hogy pirofoszfáttal történő reakciója után 1.0 M-os

helyett morfolint adva a reakcióelegyhez /6.1 áb­

ra В ut/ az analóg reakcióban hidrolízis során képződő
3 1ATP-vel azonos termeléssel P -morfolino-P -[adenozin-5']- 

-trifoszfát l§.2.ül keletkezik.

ilfk-t Dowex lx8[HC0^] oszlopon, trietilammóniumhidro- 

génkarbonát lineáris gradiensével izoláltam. Savas hidro­

lízise /0.1 M HC1, 30 perc, 20°C/ során kvantitative 

ATP keletkezett. Alkalikus foszfatázzal gga nem hidroli- 

zálható, ami a molekulán lévő sav labilis szubsztituens 

у helyzetét igazolta. További szerkezetigazolásul szol­

gált, hogy kromatográfiás viselkedése megegyezett az

ATP-ből DCC-vel történő aktiválással és ezt követő amino-
6 3lizissel előállított anyag tulajdonságaival.

Az a tény, hogy a belépő morfolino csoport у pozícióba 

kerül egyértelműen igazolja, hogy és a pirofoszfát

anion reakciója során glj| ciklikus trimetafoszfát észter

TEAB
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jött létre, |g.§ és 63$| vegyületek azonos termeléssel 

való képződése /6.1. ábra A ill. В ut/ pedig arra utal, 

hogy a gyürüzárás az alkalmazott reakciókörülmények so­

rán teljesen végbement.

ciklikus trimetafoszfát észter kialakulásának 

értelmezése Cramer és mtsai fenilfoszfodikloridáttal
64végzett kísérletei alapján lehetséges4'". Vezető képességi 

titrálásokkal kimutatták, hogy fenilfoszfodikloridát 

dimetilformamiddal 1:1 mólarányu komplexet képez /§1/.

§.:| imidoilfoszfát kialakulása a komponensek egyesítésekor 

pillanatszerüen történik.

o сн3ч+
сн3/Cl—P—0—R + (CH3)2N-CHO Cl R- C6H5N

Cl
64

1, o
R’= C6H5 , H, Bázis0-

2,
h2o

R-O-P-O-P
4- 4-

-0-R

64 a foszforsavészterek és karbodiimidek reakciói során

keletkező imidoilfoszfátokhoz hasonlóan /2.2. fejezet/ 

erélyes foszforilező ágens.

Foszforsavval, illetve foszforsav észterrel való reakciója

során tercier amin jelenlétében már rövid reakcióidő 

/5-10 perc/ során is jó termeléssel pirofoszforsav mono-
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észter /R' = Н; R = CgH^/ illetve pirofoszforsav di-

észter /R' = С^Н^/ keletkezett, inig DMF távollétében

a fenilfoszfodikloridát és a foszfát anionok közötti

reakció két nagyságrenddel lassabban ment végbe.

Az általam vizsgált reakcióban a fentiek analógiájára 

szintén |4 /R = adenozin 5'-il/ imidoil foszfát képző­

dése valószinüsitheto. E vegyület és a pirofoszfát 

anion reakciója után, a második P-Cl kötés aktiválása 

során létrejövő a-imidoil ATP /§§/ - а 2.2. fejezetben 

ismertetett y-imidoil ATP-hez hasonló intramolekuláris 

ciklizálása vezet 61a kialakulásához.

0 0 0ц и ц
но-p-О-P-о-P-0-сн2 А

i ; оо~

он он

65

Egy £§-höz hasonló,az a foszfor atomon aktivált P-X kötést 

tartalmazó ATP származék intramolekuláris ciklizálását 

adenozin 5 ' [ (Rja^O] trifoszfát adenozin 5'[(S)a-tio] tri-
65foszfátból kiinduló szintézise során is megfigyelték

s4
И ?\ 0-;P-OAdo

Ho-p-o-p-o
0 ( а -o18)ATP + ( У -o18)ATPВг2/Н2018

A- A-
A P-S kötés Br2~val történő aktiválása során, a reakciót

180 1:4 arányban oszlott meg a termék 

a és у foszfát csoportjai között /^p NMR/. /y-О^/ ATP 

képződése ez esetben szintén intermedieren keresztül

W VI I

18H2 0-ban végezve a

történt.

47/s.Щ *
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6.4 Alkalmazási lehetőségek

Az előző fejezetben §2 vegyületek szintézisének

példáján bemutatott eljárás - a 2. fejezetben ismertetett 

csoportositás szerint az A csoportba tartozik; tehát az 

aktivált nukleotid származék szintézise a nukleozidból

kiindulva egy lépésben történik. Ez esetben azonban a 2. 

fejezetben ismertetett eljárásoktól eltérően a bifunk- 

ciósan aktivált nukleotid származék /£Q §"£/ és a piro- 

foszfát anion reakciója során első lépésben ciklikus tri- 

metafoszfát észter képződik, amelynek vizes trietilammónium 

hidrogénkarbonát /pH = 7.5/ oldattal történő hidrolízise 

adja a terméket. ATP I §2ül ; 2'dATP //; 3'dATP I§2.0.1 

szintézise során a nukleozid trifoszfátok, a Yoshikawa 

foszforilezés termékelegyeinek hidrolitikus feldolgozása 

során nyert 5'-monofoszfátokkal megközelitően azonos hozam­

mal képződtek, tehát e módszer a nukleozid trifoszfátok szin­

tézisére egyik leggyakrabban használt megoldás; amely a 

nukleozid szelektiv foszforilezését a Yoshikawa módszer­

rel, majd az izolált 5'-monofoszfátok aktiválását végzi 

/2. fejezet, В ut/ - jelentős egyszerűsítésének tekinthető.

Az alkalmazott rövid reakcióidő alatt a termék difoszfát- 

tá bomlása nem következik be - amely a P^-0-Pa kötés kiala­

kulásának szokásos körülményei között elkerülhetetlen - 

tehát a termékelegyek egyszerűbbek a morfolidátos, imidazoli- 

dátos eljárás termékelegyeinéi.
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Az eljárás preparativ alkalmazásánál tekintettel 

kell lenni, a nukleozid 5'-foszfodikloridát kialakí­

tására használt Yoshikawa foszfőrilezés melléktermé­

keire. Ribonukleozidok esetén a 2'/3'/OH foszforile- 

zéséből 2'/3'/ klórciklofoszfát keletkezik /5. feje­

zet/, amelyből a reakció során keletkező 2'/3'/ ciklo- 

foszfát / 6.2. ábra A/II csúcs/ egyszerűen elválaszt­

ható a terméktől.

Dezoxiribonukleozidok foszforilezése során - az

eljárás alkalmazásának alapfeltétele, csakúgy mint 5'- 

-monofoszfátok szintézésénéi, az Yoshikawa foszforilezés

szelektivitása az adott nukleozid esetén, vagy a 3' és 

5' trifoszfátok kromatográfiás elválaszthatósága.

E módszert a 6.3 fejezetben leirt vegyületeken kivül,

eddig guanozin, /E/-5-/2-brómvinil/-uridin; /Е/-5-/2-

-brómvinil/2'-dezoxiuridin 5'-trifoszfátjainak szintézisé­

re alkalmaztuk laboratóriumunkban.

A reakció З'-O csoportján polimer hordozóhoz kötött timidin 

5 -trifoszfátjának szintézisére ugyancsak alkalmazhatónak

bizonyult.

Irodalmi példák ismeretesek 5-amino-4-imidazolkarboxamid- 

-ribozid-5' -trifoszfát*^ , és 5 szubsztituált 2'-dezoxiuridin
67illetve 2'-dezoxfcitidin származékok 5'-trifoszfátj ainak

szintézisére is. Ez utóbbi esetben tiszta 5'-trifoszfátokat

HPLC-vel izoláltak.

E példák alapján valószinü, hogy az eljárás kiterjeszt­

hető a legtöbb - Yoshikawa reakcióval foszforilezhető nuk­

leozid - 5'-trifoszfátjának szintézisére is.
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Az alábbiakban a dolgozat célkitűzésének megfe- 

lelően;az eljárás pppA2'p5'A2'p5'A szintézisére való 

felhasználásával foglalkozom.

*
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2 pppA2'p5' KI'p5'A /1/ szintézise

7.1. Bevezetés, szintézisterv

pppA2'p5'A2'p5'A 5'-trifoszfát csoportjának kiépí­

tésére az előző fejezetben ismertetett trifoszfát szinté­

zist alkalmaztam.

A Yoshikawa foszforilezés nem védett dinukleozid

foszfátok 5'-0H csoportjának foszforilezésére is kiter­

jeszthető^ ®^í2éz esetben nukleozidok foszforilezéséhez 

hasonlóan bázis illetve 2'/3'/OH védőcsoportok alkalmazá­

sára nincs szükség, viszont az interribonukleotid kötés

izomerizálódásának elkerülése érdekében - az internuk-

leotid kötés melletti cisz a OH csoport védése szükséges.

POCl^ hatására az internukleotid kötés is foszfori- 

leződik és diészter- diklórfoszfát vegyes anhidrid kép­

ződik21 /|§а-а/.

W
o=p-o“,h 
, Ó-CH2-

67

E reakció végtermékei aszerint különböznek, hogy lehető­

ség nyilik e a cisz a OH csoport részvételével |2 ciklikus
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triészter kialakulására. így diribonukleozid foszfátból

kiindulva /R, = ОН/ a termék 67-L ----

z5 2'-5' illetve 3'-5' internukleotid kötésű izomereket

hidrolíziséből keletke-

tartalmaz 1:1 arányban, mig = H esetben a kiindulási 

internukleotid kötés regenerálódik a feldolgozás során. 

Lánchasadáshoz vezető degradációt sem £2/ sem hidro­

lízise során nem észleltek.

Mivel védetlen adenilil-/2'-5'/-adenilil-/27-5'/-

-adenozin foszforilezésénél a fentiek szerint - a teljes 

izomerizáció miatt az 5'-O-foszforilezett, 2'-5' internuk­

leotid kötést tartalmazó termék várható hozama <25 % mun­

kám során a 3'-0H csoportjain a Yoshikawa foszforilezés kö­

rülményei között stabil o-nitrobenzil éter védőcsoporto- 

tartalmazó vegyület: 3'-0-/o-nitrobenzil/-adenilil- 

-/2'-5'/-3'-0-/o-nitrobenzil/-adenilil-/2' -5'/-3'-0-/o- 

-nitrobenzil/-adenozin /2§е/ foszforilezését vizsgáltam.

A 3r—0 védőcsoport a szintézis utolsó lépésében - az 

5'-trifoszfát terminális kialakítása után - fotolitikusan

kát

távolítható el. 2§£ vegyületet a ribooligonukleotid szinté-
3 8zis foszfotriészter módszerével szintetizáltam.

Az alkalmazott szintézis stratégia ennek megfelelően 

az alábbi lépésekből áll:

1./ A foszfotriészter módszer védett monomerjeinek szinté­

zise /7.2. fejezet/

2.1 A /NB/ 2'p5'A/NB2'p5'А/NB/ /2§g/ szintézise /7.3. fe­

jezet/

3./ 2§S parciálisán védett trimer foszforilezése: II.A. 

fejezet/
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1_л/1. Védett monomerek szintézise

A triészter módszer kiindulási vegyületeit a 7.1 áb­

rán összefoglalt reakció sorozat alapján állítottam elő.

Adenozint piridinben benzoilklorid feleslegével ben-

zoileztem, majd az alkoholos hidroxil csoportokról a ben-
71zoilcsoportokat lúgos hidrolízissel távolítottam el

g
igy nyert N -benzoil-adenozin /£§/ mono alkilezését o-nit-

rofenil diazometánnal /§.£/ katalitikus mennyiségű ón/II/
72klorid jelenlétében vízmentes DMF-ben végeztem

. Az

. Az

eljárás során a 2'-/3'/-O-o-nitrobenzilezett izomerek 

/ZQ és 71 / megközelítőleg 1:1 arányban képződtek. A to­

vábbi átalakításokhoz felhasznált 7Q vegyületet az izomer­

keverék etanolmentes kloroformból végzett frakcionált kris-
g

tályositással nyertem. A З'-o-nitrobenzil-N -benzoil-ade­

nozin kristályosítással történő előállítása - az irodalom­

ban leirt oszlopkromatográfiás eljárással szemben - jelen­

tősen leegyszerűsítette a kiindulási anyag szintézisét. 

ZI-t az anyalugból szilikagél oszlopkromatográfiával izo­

láltam. Az o-nitrobenzil csoportok helyzetét ZQ és ZI 

vegyületekben vékonyrétegkromatográfiás tulajdonságaik és

a NMR spektrumok összehasonlítása alapján állapítottam 

72 • ZQ és Z1 fotolizise /X = 366 пт/ kvantitative ameg

kiindulási §§-t 'szolgáltatta.

A kristályosítással nyert 7Q vegyületből ezt követően 

piridinben monometoxitritilkloriddal 5'-O-monometoxitritil- 

^-benzoil-З'-О-/o-nitrobenzil/-adenozint /22.1 készítettem,-N
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amit szilikagél oszlopkromatográfiával izoláltam. 22 

szolgált a védett foszfát komponens /24/ és hidroxil 

komponens 11§.I szintézisének közvetlen prekurzorául. 2ü 

előállításához 21-t első lépésben piridinben 2.5-szeres 

feleslegü benzoil kloriddal acileztem. Az eljárás 

során mind a 2'-OH mind a 6NH2 csoport benzoileződött, 

a kapott 5'-OH-monometoxitritil-3'-0-/o-nitrobenzil/- 

-2'-0,N^,N6-tribenzoil-adenozin /22/ 5'-OH védőcsoport­

ját 80 %-os CH^COOH-val eltávolitva nyertem 7|-vegyüle- 

tet, amit szilikagél oszlopkromatográfiásan izoláltam.

24 foszfát komponens szintéziséhez 22-t p-klórfenil-

foszfoditriazolidáttal /22/ vízmentes piridinben foszfo-
73 74rileztem , majd a reakcióelegy hidrolízise után 2i~t

kloroformos extrakcióval és szilikagél oszlopkromatográ-

fiával tisztítottam.

2i2. А /т^'рБ'А/т^'рБ’А/Ш/ ZSs szintézise

Zli vegyület szintézisének menetét a 7.2. ábrán muta­

tom be. Első lépésben IJg lánczárótag és 24 foszfát kompo­

nens 1.3-szoros feleslegének piridinben végzett kapcsolá­

sával 22l védett dimert állítottam elő. Kapcsoló ágensként 

triizopropil benzol szulfonil-klorid /TPSC1/ és N-metil- 

imidazol 1:3 mólarányu keverékét alkalmaztam, az Efimov

által dezoxiribooligonukleotidok szintézisére kidolgozott
75eljárás szerint . A 22 hidroxil komponens kvantitatív 

foszforilezéséhez szükséges reakcióidő 1 óra volt.
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0=р—О"
d>R2

76 74

R1 =MeOTr
R2=4-klórfenil
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Rl=H
R2=4-klórfenil 
R3= Benzoil

74

R-|= MeOTr 
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R3= Benzoil

FI, = MeOTr 
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A 22§ védett dimert izolálás nélkül detritileztem

/2 % p-toulolszulfonsav, klorofornumetanol =7:3, 30 

perc/76 , majd a szabad 5'-0H terminálisu dimert llljgl 

szilikagél oszlopkromatográfiával izoláltam.

22fe és 2i a dimer szintézisnél leirtak szerint 

megismételt kapcsolása szolgáltatta 2§ä védett trimer 

vegyületet. A reakcióelegy vékonyrétegkromatográfiás 

analizise ez esetben 1 órás reakcióidő után még 5-10 % 

elreagálatlan hidroxil komponens jelenlétét mutatta.

Mivel 22b és 2§ä R* értékei /S,/ egymáshoz nagyon 

közeliek, a reakcióelegy szilikagél oszlopkromatográfiája 

után nyert 2§i trimer kevés 22b-t tartalmazott szennye­

zésként - aminek további eltávolítására - tekintettel 

arra, hogy a teljes deblokkolás utáni termékek egy foszfát 

disszociációval különböznek - nem törekedtem.

A termék p-klórfenil és benzoil csoportjainak egyidejű
7 6lehasitására a Narang által bevezetett 

járást választottam, 2§é-t piridin cc NH^OH = 1:1 elegy- 

ben 5 órát 60°C-on hevitettem, majd 2§l2 izolálása nélkül 

a monometoxitritil csoportot savas hidrolízissel /80 %-os 

CH3C00H, 2 óra, 20°C/ távolítottam el. 2§S DE-32[HCO~] 

oszlopon való tisztítása után nyert termék vékonyréteg- 

kromatográfiásan homogén volt S^; S4 rendszerekben /Kísér­

leti rész/, azonban S3 rendszerben /szilikagél/ .ButOH:EtOH: 

H20 = 16:2:5/ nyomnyi mennyiségű, a terméknél nagyobb 

R^-vel vándorló szennyeződést tudtam kimutatni. A termék

egyszerű el-
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végső tisztítását ezért preparativ vékonyrétegkromatog- 

ráfiával is elvégeztem /S2 rendszer/ és tiszta 28g-t 

liofilizett bisz-trietilammóniumsójaként monomer OH

komponensre vonatkoztatott 36 %-os termeléssel izoláltam.

7§g enzimatikus lebontása foszfodieszteráz I 

enzimmel а З'-ОН szubsztituens jelenléte miatt nem le­

hetséges, ezért az enzimatikus hidrolízist az o-nitro-

benzil csoportok fotolitikus eltávolítása után végeztem 
77 „el. A védőcsoportok teljes eltávolítása után kapott 

adenilil- /2 '-5 '/-adenilil-/2 '-5 '/-adenozint /22./ DEAE- 

-Sephadex oszlopon tisztítottam /7.3. ábra/.

TEAB(M)(260 nm)

■0.3

0.2

■0.1

7.3. ábra. 6 yMól 28c deblokkolása során nyert 22 oszlop­
kromatográfiás tisztítása. Oszlop: DEAE-Sephadex 

[HC0~], Gradiens: 600-600 ml 0,05-0,4 M TEAB. 
Termelés: 4.37 ymól /72,8 %/.
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22 vegyület foszfodieszteráz I enzimmel kvantitative 

adenozinná és adenozin 5'-foszfáttá hidrolizált. A termé­

kek mólaránya /pA:A = 2 ti/ az enzim hasitási helyeinek 

ismeretében egyértelműen igazolja 22 trinukleoziddifosz- 

fát szerkezetét.

Az interribonukleotid kötések meglétét igazolja, hogy 22 

lúgos hidrolízise /0.5 M NaOH, 15 ó, 25°C/ adenozint és 

adenozin 2'/3'/ foszfátot adott. Az interribonukleotid

kötések 2'-5' helyzetét bizonyltja, hogy 22 T^ RNázzal

szemben - amely enzim 3'-5' interribonukleotid kötéseket 
78,37hasit rezisztensnek bizonyult.

P NMR spektruma /6: /dioxán:D20 = 2:1/ = 0.68 ppm 

/s/; 0.71 ppm /s// alátámasztja a deblokkolt vegyület lebon- 

tásos szerkezetigazolásával nyert eredményeket. 22£ szer­

kezet igazolását az alábbi séma foglalja össze.

31Végül 22c

A(NB)2’p5’A(NB)2’p5’A(NB)

78c
PDE 1 2 pA + Ahv
OH

2 A2’(3’)p + AA2’p5’A2’p5’A

79 T2 RNáz^
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7.4. A/NB/2/p5,A/NB/2/p5'A/NB/ /2§£/ fősz forilezésének 

vizsgálata

7.4.1. pA/NB/2/p5/A/NB/2/p5>A/NB/ IgQül szintézise

Első lépésben 3'0H csoportjain o-nitrobenzil éter 

védocsoportokat tartalmazó triribonukleozid difoszfát 

11&.Q.I POCl^-val való foszforilezésének optimális kisérleti 

körülményeit állapítottam meg. A bevezetésben emlitett 

reakciót: védetlen adenilil/2'/3'/-5'/ adenozin trietil- 

-ammóniumsójának foszforilezését P0C13 27-szeres moláris 

feleslegével végezték. 2 órás reakció időt alkalmazva 

az 5'-0 foszforilezett A2'p5'A-t és A3'p5'A-t 65 %-os 

termeléssel izolálták.

E reakciókörülményeket megnövelt feleslegü POCl^-t és 

hosszabb reakcióidőt alkalmazva vegyület esetén is al­

kalmazhatnak találtam. 2§g bisz trietilammóniumsóját 

POCl^ 35-szoros moláris feleslegével trimetilfoszfátban 

0°C-on foszforileztem /7.4. ábra/.

A reakció menetét a reakcióelegy 0.2 Mólos trietilammó- 

nium hidrogénkarbonát pufferral elhidrolizált mintáinak 

vékonyrétegkromatográfiás analízisével követtem /S3 

szerben/. 3.5 óra után a kiindulási vegyület elreagált 

és S3 rendszerben egy a 2§g-nél kisebb Rf-vel vándorló 

termék jelent meg. A reakció terméket: vegyületet

DE 32[HC03] oszlopon TEAB puffer lineáris gradiensével 

izoláltam.

rend-



POCI3/(MeO)3PO 3.5ó 0°С

0.2 М ТЕ AB (|СШ 

(Bu3N)2PP/dMF / 0.5 М ТЕ AB (80b,

I

ui
VO

I

78c

80a NB 81aH H

О О 
II II 

HO-P-O-P-80bI NB H 1l_ A-o
R11

A1

7.4. ábraI
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A termékben foszforsavmonoészter csoport meglétét iga­

zolja, hogy 8Qa foszfomonoészterázzal kvantitative 

kiindulási vegyületté alakítható. Az o-nitrobenzil vé­

dőcsoportok eltávolítása után nyert 2ä vegyülethez

hasonlóan /7.3. ábra/ DEAE-Sephadex oszlopkromatográfia 

során egyetlen csúcsként eluálódott, ami arra utal, hogy 

izomerizáció a foszforilezés és a deblokkolás során nem

következett be.

8i^-ban az internukleotid kötés 2'-5' helyzetét igazolja, 

hogy e vegyület foszfomonoészterázzal a kiindulási 2§£ 

fotolizisekor kapott termékkel azonos vegyületté alakit- 

- amely T2 RNázzal nem hidrolizálható tovább.

A foszforsavmonoészter csoport helyzetére, azaz a foszfori­

lezés szelektivitására foszfodiészteráz I-vel való

teljes hidrolizálhatóságából lehetett következtetni. A 

hidrolízis egyedüli terméke adenozin 5'-foszfát volt, mig 

aszelektiv foszforilezés során keletkező A2'p5'A2'p5'A2'p- 

ből p5'A2'p-nek is kellett volna keletkeznie az enzimatikus 

hidrolízis során.

ható /2|/

szerkezetigazolását az alábbi séma foglalja össze:

PME A(NB)2p5’A(NB)2p5’A(NB)pA(NB)2’p5’A(NB)2’p5’A(NB)

78c80a

J hv
pA2’p 5’A 2’p5’A PME A2’p5’A2’p5’APDE IPA

81a 79
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7.4.2. pppA /NB / 2 ' p5 ' A /NB/2'p 5 ' A /NB / /8Q£/ és 

pppA2'p5'A2'p5'А /1/ s zintézise

80b szintézisének kiindulási anyaga szintézisé­

hez hasonlóan 1§.Q részlegesen védett trimer volt. 78c-1 

POCl^-val trimetilfoszfátban foszforlleztem előző 

fejezetben ismertetett szintézisének megfelelően /7.4. 

ábra/.

Az 5'-trifoszfát csoport kialakítását a foszforilezés 

során keletkező 5'-foszfodikloridát terminálisu trimer

és tri-n-butilammónium pirofoszfát ln situ reakciójával 

és a termékelegy ezt követő hidrolízisével végeztem az

adenozin 5'-trifoszfát - 6. fejezetben ismertetett - 

adenozinból kiinduló egylépéses szintézisének analógiájára. 

§Qfe-t ioncserés oszlopkromatográfiával ОЕ-ЗгЕНСО^] oszlopon 

trietilammónium hidrogénkarbonát lineáris gradiensével 

izoláltam. A 7.5. ábra 20 yMól 2|g föszforilezése során 

nyert termékelegy oszlopkromatográfiás feldolgozását mu­

tatja be.

E(260nm)

5.0-

7.5. ábra. pppA/ONB/2'p5'A/ONB/2'p5'A/ONB/ izolálása.
Oszlop: DE-32[HCO^] /1.5x60 cm/.Eluciós 
sebesség: 78 ml/óra. Frakciótérfogat: 19.5 ml. 
Gradiens: 1000-1000 ml 0,2-0,7 M TEAB.
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52-62 frakciók vékonyrétegkromatográfiásan homogén 80b-t 

/12 yMól, 60%/ , 46-52 frakciók 80b és a 5'-difoszfát 

terminálisu trimer keverékét tartalmazták.

8Qb foszfomonoészterázos emésztése egyedüli UV 

abszorbeáló termékként a kiindulási 2§g-t adta. /А fel­

használt foszfomonoészteráz: Escherichia coli alkálikus 

foszfatáz а Р-0-Р/0//0H/„ pirofoszfát kötést is elhasit-

j./"

A foszfomonoészterázos emésztés vékonyrétegkroma­

tográfiás követésével /S^ rendszer/ kimutattam, hogy a 

2§g-hez vezető hidrolizis két intermedieren keresztül 

haladt, melyek közül az apolárosabb termék §Q§; 5'-mono- 

foszfáttal azonos.

PMEp p p A(NB) 2’p 5’A(NB)2’p5’A(NB) p p AiNB)2’p 5’A(NB)2’p 5'A(NB)

80b
PME

PME pA(NB)2’p5’A(NB)2’p5’A(NB)A(NB)2’p5’A(NB)2’p5’A(NB)

8078c

E reakció során nyert ppA/NB/2'p5'A/NB/2'p3'A/NB/ szol­

gált az elució 47-52 frakcióinak azonosításához.
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8Qb 5'-trifoszfát csoportjának meglétét egyértelműen 

31P NMR spektrum igazolja /7.6. ábra/.37e ve gyű let

7.6. ábra. 80b ^P NMR spektruma. 6 /ppm/ /dioxán: D~0=2j1/= 
0.30 /S /; 0.13 /s/; -8,83 /d/, j = 18.4 Hz /PY //?
-9 58 /dl, j = 18.9 Hz /Ра/; -20.80 /t/ j = 19.2 Hz 
/РР/.

Az internűkleotid kötések foszforilezodése során létre­

jövő vegyes anhidrid / §.§Jg R-^= ONB/ és a pirofoszfát anion 

reakciójából levezethető vegyület a foszforsav diészter -
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foszforsav vegyes anhidridek ismert hidrolízis érzékeny­

ségével összhangban^0

az internukleotid kötés regenerálódása közben elbomlik.

- a termékelegy feldolgozása során

31IQfe
két jel szubsztituálatlan internukleotid kötések jelenlé­

tét igazolja.

o-nitrobenzil csoportjainak fotolitikus eltávolí­

tása során nyert terméket • /1/ DEAE-Sephadex oszlopon

TEAB lineáris gradiensével izoláltam.
311 5'-trifoszfátcsoportjának megléte a védett 8Ob P NMR

spektrumából következik. /Az 5'-trifoszfát terminális a

P NMR spektrumában a 0.30 és 0.13 ppm-nél jelentkező

fotolizis körülményei során nem változik/.

1 foszfodiészteráz I-vel végzett hidrolízisének egyetlen 

UV abszorbeáló terméke adenozin 5'-foszfát. Ez a kísérlet

igazolja, hogy nem történt bázis modifikáció az 5'-tri­

foszfát terminális kiépítése során.

i internukleotid kötéseinek 2'-5' helyzetét igazolja, 

hogy a foszfomonoészterázos emésztés után a T2RNázzal 

szemben rezisztens 2i-vegyület keletkezik.

p p pA(NB)2’p5’A(NB)2’p5’A(NB)

80b

hv
PMEPDE IpA p p pA2’p5’A2’p5’A A2’p5’A2’p 5’A

1 79
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I vegyület szerkezetének közvetett igazolását jelen­

tik az elvégzett biológiai kísérletek eredményei, i kal- 

ciumfoszfátos koprecipitációs technikával BHK sejtbe jut-
_7

tatva 10 M-os koncentrációban a Sindbis-virus szaporo­

dását 70 %-osan gátolta - ami 1 gátló hatására közölt iro-
9dalmi értékkel megegyezik.

7.4.2.1. Az eljárás értékelése

5'-0-trifoszforil-adenilil-/2'-5'/-adenilil-/2'-5'/- 

-adenozin /I/ előző fejezetben ismertetett szintézise
о/ 5 *során a P —0—C kötés kiépitése a trimer molekulán tör­

ténik és a foszforilezés elsődleges termékeként keletkező 

5'-foszfodikloridát terminálisu intermedier szolgál a 

trifoszfát csoport kiépítésének kiindulási anyagaként - 

tehát e szintézis a 3. fejezetben választott csoportosí­

tás szerint az A.2. csoportba tartozik.

Az ugyancsak e csoportba tartozó 22 foszforilező 

ágenssel szemben ez esetben az egyszerű foszforil- 

kloriddal történik az aktivált 5'-foszfát csoport kiépi-

valamint a Pa-0-P^ kötések együttesen 

60 %-os hozammal alakíthatók ki, szemben a gg alkalmazá­

sával elért 25 %-os termeléssel.

5'tése és a Pa-0-C
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8. Az eredmények összefoglalása

A Yoshikawa reakció - azaz nem védett nukleozidok

POClo-val trialkilfoszfátokban történő foszforilezése3
főtermékeként keletkező nukleozid 5'-foszfodikloridátok

hidrolitikus bontása nukleozid 5'-foszfátok előállításá­

ra széleskörűen használt: mind természetes mind módosí­

tott szerkezetű nukleozidok foszforilezésére alkalmas

eljárás. Munkámban az e foszforilezési módszer primer

termékeként keletkező nukleozid 5'-foszfodikloridátok

szintetikus felhasználásának néhány lehetőségét vizsgál­

tam.

1./ A foszforilezés primer termékelegyének aramono- 

lizisével és az igy kapott nukleozid 5'-foszfodiamidátok 

és 3'-foszfodiamidátok kromatográfiás elválasztásával a 

foszforilezés szelektivitásának vizsgálatát végeztem el

és 5-Alkil dezoxiuridin származékok, 2'-dezoxi-5-Fluoro

adenozin és 3'-dezoxiadenozin esetében.

Módszert dolgoztam ki 5-Fluoro és 5-Alkil 2'-dezoxiuridin 

5'-foszfátoknak a megfelelő 5-foszfodiamidátokon keresz­

tül történő előállítására.

2./ Adenozin, 2'-dezoxiadenozin és 3'-dezoxiadenozin 

esetében igazoltam, hogy a nukleozid 5'-foszfodikloridátok 

a megfelelő nukleozid 5'-trifoszfátok szintézisének alkal­

mas kiindulási anyagai - igy lehetővé vált egy nukleozid- 

ból kiinduló egyszerű, jó hozamú nukleozid 5'-trifoszfát 

szintézis kidolgozása.
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3.1 Fenti módszer oligoribonukleotidok foszforile- 

zésére való kiterjesztésével - egy az interferon hatás- 

mechanizmusában kulcsszerepet játszó természetes vegyü- 

let: 5'-0-trifoszforiladenilil /2'-5'/ adenilil /2'-5' / 

adenozin /pppA2'p5'A2'p5'А/ szintézisét végeztem el.
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9. kísérlett rész

Anyagok:

A nukleozidokat felhasználás előtt 110 °C-on csökken­

tett nyomáson foszforpentoxid felett 4-6 órát szárítottam. 

Adenozin, 2'-dezoxiadenozin; 2'-dezoxiuridin, timidin,

5-fluor-2'-dezoxiuridin kereskedelmi termékek /Sigma/ vol­

tak .
81A 3'-dezoxiadenozint irodalmi eljárás alapján

/
záltam, az 5-izopropil-2'-dezoxiuridint a Központi Kémiai 

Kutatóintézet Nukleotid Kémiai Kutató csoportjában állítot­

ták elő.

szinteti-

A foszforil kloridot; trimetilfoszfátot, morfolint

1 Hgmm nyomáson desztilláltam. A dimetilformamidot és a

piridint foszforpentoxidról történő desztillációval viz-

mentesitettem. Az abszolutizált oldószereket molekulaszi­

tán /4 2/ tároltam.

A benzoil klorid /Lachema-Вгпо/, hidrazinhidrát /Carlo 

p-toulol szulfonsav klorid /Reanal/, o-nitrobenzal-Erba/,

dehid /Merck/, 1,2,4-Triazol /Fluka/, N-metilimidazol /EGA/,

triizopropilbenzol-szulfonEav klorid /Fluka/, monometoxi- 

tritil klorid /EGA/ - kereskedelmi termékek voltak. A p- 

-klórfenil foszfodikloridát irodalmi eljárás szerint ké-
76szült

A szerkezetigazolásokhoz felhasznált enzimek:

Escherichia coli alkalikus foszfatáz /ЕС 3.1.3.1/, T2 

Ribonukleáz /ЕС 2.7.7.17/, Foszfodiészteráz I /ЕС 3.1.4.1/
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/Sigma/, az oszlopkromatográfiás ioncserélők: DOWEX 1x8, 

200-400 mesh /Serva/, DOWEX 50x8, 200-400 mesh /Serva/,

DEAE cellulóz, DE-32 /Whatman/, DEAE-Sephadex A-25 /Sigma/, 

megoszlásos kromatográfiához használt hordozó: cellulóz 

CC 31 /Whatman/, az adszorpciós kromatográfiához használt 

szilikagél: Kieselgel 60, 40-63 у /Merck/ kereskedelmi

termékek voltak.

Módszerek:

Az oldatok bepárlását 1 Hgmm nyomáson 30 °C-os víz­

fürdőről rotációs bepárlón /Rotavapor, Büchi/ végeztem.

Az oszlopkromatográfiás elválasztások nyomonkövetése az 

anyagok UV fényelnyelése alapján /Spektromom 303/, illetve 

az egyes frakciók vékonyrétegkromatográfiás analízise 

alapján történt.

Az abszorpciós spektrumokat Cary-15 spektrofotométeren

P NMR spektrumok felvétele JEOL FX 60 

spektrométeren /§|.-|§ vegyületek/, illetve Brucker-250 FT 

spektrométeren történt ll§.Q.f vegyületek/ 2 4,2 MHz,

illetve 101,2 MHz frekvencián. A megadott kémiai eltoló­

regisztráltam. A

dások 85 %-os H^PO^ külső standardra vonatkoznak.

Az o-nitrobenzil védőcsoportokat tartalmazó vegyüle-

tekkel csökkentett megvilágitás mellett dolgoztam.

Az anorganikus foszfát meghatározását Eibl és Lands 

módszere szerint végeztem^.
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Az enzimatikus hidrolíziseket a vizsgált anyagok 50 

n móljával végeztem /37°C, 2 ó/. Az alkalikus foszfatázt 

/0.1 egység/ 10 yl 0.5 M /NH^^COg oldatban /pH = 9.5/, 

a foszfodieszteráz I-t /0.1 egység/ 10 yl 0.1 M nátrium­

karbonát - nátriumhidrogén karbonát pufferben /pH = 10.4/ 

a T2 ribonukleázt /5 egység/ 0.1 M ammóniumacetát /pH = 4.5/ 

pufferban alkalmaztam. Az enzimatikus hidrolízisek terméke­

it autentikus kontrollanyagokkal /Sigma/ való vékonyré­

tegkromatográfiás összehasonlítással azonosítottam.

A vékonyrétegkromatográfiás vizsgálatokat saját készitésü 

cellulóz: szilikagél =8:2 rétegeken, szilikagél készré-

, Merck/, cellulóz készrétege-tegeken /Silica Gel 60 F 254
ken /cellulóz Merck/ és PEI cellulóz anioncserélo

készrétegeken /Polygram Cel 300 PEI/UV^^, Macherey-Nagel/ 

végeztem. A rétegeken az anyagokat UV-fényelnyelésük

alapján 254 nm hullámhosszúságú fényben /Desaga UVIS/ de­

tektáltam.

Az alkalmazott kromatográfiás rendszerek:

S-^ : n .butanol :etanol :0.1 M TEAB = 16:2:5 / cellulóz-szilika- 

gél = 8:2/

S2 : n.butanol:etanol:H20 = 16:2:5/szilikagél 

Sg : n-propanol:ccNH^OH:H20 = 11:7:2/szilikagél 

S^ : n.butanol:ecetsav:H20 = 5:3:2/cellulóz 

S^ : kloroform:etanol = 10:1/szilikagél 

Sg : kloroform:etanol = 97 :3/szilikagél 

S^ : etanol:l M ammóniumacetát = 5:2/szilikagél 

Sg : kloroform:metanol = 8:2/szilikagél
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S9 í 0.25 M NH4HC03/PEI 

S10s 0.3 M NaCl /РЕ1 

Si;Li 0.5 M NaCl/PEI 

S12; 1.5 M NaCl/PEI

S-^: tel. /NH4/2S04:1 M nátriumacetát:i.propanol = 80:18:2/ 

/cellulóz-szilikagél = 8:2

: n.propanol:ccNH40H:H20 = 11:7:2/cellulóz-szilikagél =

*

S14
8:2

Az Rf értékeket az 5.1 és 9.1 táblázat foglalja össze.

Az ioncserés oszlopkromatográfiás elválasztásoknál hasz-
83nált trietilammónium-hidrogénkarbonát, pH = 7.5 puffer 

szerint készült.
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9.1. táblázat

Rétegkromatográfiás értékek

Vegyü-
let S S S S S S S S ss s s s2 3 4 7 85 6 9 10 “11 12 “13 “14száma

0.6459a 0.12 0.58 0.58 0.80= ====

59b 0.58 0.80

59c 0.58 0.80= = =

64a 0.44 0.56 0.22 0.24 0.60

62a 0.10 0.12 0.400.0 6.29

62b 0.380.25

62c 0.28 0.38

63a 0.16 0.84 0.61

68 0.31

70 0.63= =

71 0.57

72 0.74==

74 0.440.05 0.0

75 0.58

76 0.43

77a 0.34
0.29

77b 0.19
0.15

78a 0.22
0.20
0.19

0.22 0.73 0.81 0.1578c 0.0===
79. 0.58 0.41 0.68 0.55

!Ql 0.63

8Qb 0.48
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Vegyü-
Slet S S S S SS S S s s s s2 3 4 875 6 9 10 “11 “12 “13 “14száma

I 0.31 0.10

A2'/3'/p 0.39
0.28

0.16ppA 0.31

ppA2'p5'- 

- A2'p5'A 0.35 0.24
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5-Fluoro-2'-dezoxiuridin 5'-foszfodiamidát /||§/

|4§ /246 mg, 1 mmól/ jól kevertetett trimetil- 

foszfátos oldatához /2.5 ml/ 0°C-on frissen desztillált 

foszforil kloridot 10.2 ml 2.2. mmól adtam. A keverte-
f

tést 0°C-on 24 órát folytattam, majd 7.0 M-os ammónium- 

hidroxid oldatot /10 ml/ adtam a reakcióelegyhez és az 

oldatot szárazra pároltam.

A párlási maradékot deszt. vizben oldottam és az oldatot 

DEAE-cellulóz [HCO^] oszlopon /1.6x53 cm/ bocsátottam 

át /eluciós sebesség 20 ml/perc/frakció/.

54-57a vegyületek keveréke 10-30 frakció között eluáló- 

dott. E frakciókat egyesitettem és szárazra pároltam. A 

párlási maradékot n. butanol/etanol/0.1 M trietilammónium 

hidrogénkarbonát, pH = 7.5 16:2:5 elegyével ekvilibrált 

cellulóz /Whatmann СС-31/ oszlopra vittem fel. Az eluciót 

ugyanezen szolvenssel végeztem /eluciós sebesség: 4.5 ml/ 

20 perc/frakció/.

12-31 frakciókban; ||ц 42-50 frakciókban; |||^ 52-80 

frakciókban és Ъ2.% 124-160 frakciókban eluálódott.

A termékelegy összetételét az 5.1. táblázatban tüntettem 

fel. A megfelelő frakciók bepárlása után az anyagok só- 

mentesitését vizzel való ismételt bepárlással végeztem el. 

31P NMR /D20, pD•= 7.0/H3P04/:

6 = 20.61 /Ili/; 19,79 /Ili/; 19.79 és 20.24 ppm /két 

egyenlő intenzitású jel /5Zä/

12 órás állás után /pD = 1.0/ a hidrolízis termékek

spektrumai:
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31P NMR /D20, pD = 1.0/Н3Р04/

6 = -0.16 /55§/; -0.89 /§.§.§/; -0.26 és -0.93 ррш /két 

egyenlő intenzitású jel /57a/

5-Fluoro-2 '-dezoxiuridin 5' - foszfát /1§^/

Az előző folyamat során nyert |>^-t /0.45 mmól/

50 %-os vizes ecetsavban /45 ml/ oldottam és az oldatot 

50 °C-on 5 órát tartottam, majd szárazra pároltam.

Az ecetsav nyomokat vizzel való ismételt bepárlással 

távolítottam el. A párlási maradékot deszt.vizben oldottam,

majd DEAE-cellulóz [HCO^] oszlopra /1.6x53.0 cm/ kötöttem 

fel. Az eluciót viz és 0.2 M trietilammónium hidrogén­

karbonát oldat lineáris gradiensével végeztem.

/2000 ml, eluciós sebesség: 20 ml/20 perc/frakció/.

A legnagyobb intenzitású, 0.15 M puffer koncentrációnál 

eluálódó csúcsot bepároltam, majd az anyagot vizzel való 

ismételt bepárlással sómentesitettem.

A párlási maradékot vizben /1 ml/-ben oldottam.

Az oldat liofilezése után /0.231 g, 97 %/ bis-

-trietilammóniumsóként izoláltam.
31P NMR /D20, pD = 1.0/H3P04/: 6 = -0.26 ppm.
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2'-dezoxinukleozid 5'-főszfödiamidátok /55b, 55c, 55d/

E vegyületek szintézisét /0.5 mmól/, |4g /1 mmol/

és /0.1 mmól/-b6l kiindulva az vegyület szinté­

zisénél leirtak szerint végeztem el. 54b és 54c esetén a 

foszforilezés reakcióideje 7 óra volt. A termékelegyek 

összetételét az 5.1. táblázatban tüntettem fel.

2'-dezoxinukleozid 5'-foszfátok /58bx ^§c, |8d/

E vegyületek szintézisét ^5._brQ~b6l kiindulva 

szintézisénél leirtak szerint végeztem el.

Termelések: : 0.133 g /93 %/, |8g: 0.260 g /95 %/

|§á: 0.023 g /95 %/

31P NMR /D20, pD = 1,0 /H3P04/:Ő = -0.22 /|§£/, -0.28 

/5§g/, -0.30 ppm /|§á/•
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Bisz-tri-n-butilammónium pirofoszfát /0.5 M-os oldat

DMF-ben/

. 10 H20 /2.23 g; 5 mmól/ vizes oldatát 

/50 ml/ DOWEX 50x8 [H+] gyantával feltöltött oszlopon 

/30 ml/ csurgattam át. /V = 60 ml/ó/; majd az oszlopot 

desztillált vizzel /70 ml/ semlegesre mostam. Az osz­

lopról lejövő oldatot etilalkohol /20 ml/ és tri-n- 

-butilamin /2.38 ml; 10 mmól/ keverékébe csepegtettem; 

a szedő edényt jeges vizzel hütöttem. Bepárlás után az 

olajos párlási maradékot etilalkohollal /2x30 ml/ és 

DMF-vel végzett együttes bepárlással vizmentesitettem.

A párlási maradékot DMF-ben oldottam és 10 ml-es 

mérolombikban jelig töltöttem. Az oldatot molekula­

szita /4 &/ felett tároltam.

Na2P2°7

Adenozin 5 '-trifoszfát /|2.§/

^§._§-t /53.44 mg, 0.2 mmól/ trimetilfoszfátban /0.5 ml/ 

szuszpendáltam, majd jeges vizes fürdőben °C-ra hütöttem 

/30 perc/. Foszforil kloridot /24 yl; 0.264 mmól/ adtam 

a reakcióelegyhez és a kevertetést 0 °C-on 1.5 órát foly­

tattam.

Az intenziven kevertetett reakcióelegybe 0.5 M-os bisz- 

-tri-n-butilammónium pirofoszfát dimetilformamidos olda­

tának /2 ml/ és tri-n-butil amin /200 yl/ keverékét pipet-

táztam, majd 1 perc állás után a reakcióélegyet 1 M-os
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trietilammónium hidrogénkarbonát oldatra öntöttem /5 ml/. 

Az oldatot szobahőmérsékleten 20 percet kevertettem, majd 

bepároltam és a bepárlás megismétlésével TEAB mentesítet­

tem. A párlási maradékot desztillált vizben /10 ml/ fel­

oldottam és a DE-32[HCO^] oszlopra kötöttem /1.5x60 cm/.

Az eluciót 1000 ml viz és 1000 ml 0.4 M-os TEAB line­

áris gradiensével végeztem /6.2. ábra, А/./Átfolyási se­

besség: 60 ml/ó, frakció térfogat: 19 ml/.

A 66-85 frakciókban eluálódó kromatográfiásan homogén /S^/ 

§.2.ü~ t tartalmazó frakciókat egyesi tettem és szárazra párol­

tam.

Termelés 2550 0D/260 nm /86 %/.

3'-dezoxiadenozin-5'-trifőszfát 62c és 2'-dezoxiadnozin-

-5 ' -tri fősz fát 6.2.Ь

és gg^ előállítását, |9g-ből, illetve Sife-ből ki­

indulva a gg^-nál leirtak szerint végeztem el. bib foszfo- 

rilezését -20 °C-on 2 órás reakcióidőt alkalmazva végeztem. 

A termékelegyek összetételét a 6.2. ábrán tüntettem fel.

3 i-morfolino-P -[adenozin-5'-trifoszfát] /|1^/P

5i§-t /53.44 mg, 0,2 mmól/ trimetilfoszfátban /0.5 ml/ 

szuszpendáltam, majd jeges vizben О °C-ra hütöttem.

Foszforil kloridot /24 pl, 0.264 mmól/ adtam a reakcióelegy- 

hez és a kevertetést CaCl2-os csővel lezárt lombikban 0 °C-on 

1.5 órát folytattam. Az intenziven kevertetett reakció-
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elegybe 0.5 M-os bisz-tri-n-butilammónium pirofoszfát 

dime ti 1 formálni dós oldatának /2 ml/ és tri-n-butilamin 

/200 yl/ keverékét pipettáztam, majd 1 perc állás után 

a reakcióelegyhez morfolint /348 yl, 4 mmól/ adtam. A 

keletkező csapadékos oldatot 10 percig kevertettem, majd 

1 M TEAB hozzáadása után /4 ml/ szárazra pároltam. A 

bepárlást metanol /2x10 ml/ hozzáadásával megismételtem, 

majd a reakcióelegy vizes oldatát /10 ml/ D0WEX 1x8 [HCO^] 

oszlopra kötöttem. Az eluciót 1000 ml 1^0 és 100 ml 1 M 

TEAB lineáris gradiensével végeztem. 0.85 - 0.9 2 M

pufferkoncentrációnál eluálódott. A megfelelő frakciókat 

egyesitettem és bepároltam. Termelés 2457 0D/260 nm /82.5%/.
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N -benzoil adenozin /§§/

Piridinben /60 ml/ szuszpendált adenozinhez /5.04 g,

20 mmól/ jeges vizes hűtés és kevertetés közben benzoil- 

kloridot /16 ml, 138 mmól/ adtam. A reakcióelegyet 20 órát 

kevertettem, majd jeges vizre /1200 ml/ öntöttem. A kelet­

kezett fehér csapadékot kloroformba /3x400 ml/ ráztam át.

A kloroformos fázist vizzel /2x200 ml/ mostam, majd nát­

riumszulfáton szárítottam és bepároltam. A reakcióelegy

vékonyrétegkromatográfiás ellenőrzése /Benzol:Éter = 1:1,

=0.8/ N,N,02’,03'szilikagél/ egységes termékként /R^
5'

-pentabenzoil adenozin keletkezését mutatta. A pár--0

lási maradékot 40 ml piridinben feloldottam, majd további 

60 ml etilalkoholt adtam. A homogén oldathoz 2.0 N nátrium- 

hidroxid/etilalkohol elegyét /160 ml/ öntöttem, intenziv 

kevertetés közben. 7 perc után a reakcióelegyet Dowex 

50x8 /piridinium/ gyantával semlegesítettem. A gyantát 

leszűrtem és 20 %-os vizes piridinnel mostam. Az oldatot 

szárazra pároltam. A párlási maradékot etilalkoholból /800 ml/ 

átkristályositottam. 20 órás hűtőszekrényben való állás után 

a kivált színtelen kristályokat nuccsoltam, éterrel /200 ml/ 

mostam és csökkentett nyomáson foszforpentoxid felett szá­

rítottam.

A kromatográfiásan homogén, benzoesav mentes termék

súlya: 4,98 g. Termelés: 67 %.
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0-Nitrobenzaldehid-tozÍlhidrazon

O-nitrobenzaldehid /7.83 g, 51.6 mmól/ metanolban 

/15.6 ml/ készült oldatához jeges hűtés és kevertetés 

közben metanolban /4.7 ml/ oldott tozilhidrazidot 

/9.79 g, 52,4 mmól/ adtam. A reakcióelegyet 30 percet 

kevertettem, majd 1 órára -20°C-ra hütöttem le. A kivált

halványsárga kristályokat nuccsoltam, hideg metanollal 

/30 ml/ mostam és csökkentett nyomáson, foszforpentoxid 

felett szárítottam. Termelés: 14.7 g /90 %/.

O-nitrofenil diazometán /69/

O-nitrobenzaldehid-tozilhidrazont /19,2 g, 60 mmól/

2.0 M nátriumhidroxidban /60 ml/ feloldottam, majd a sötét­

piros oldatot 3 órán keresztül szobahőmérsékleten állni 

hagytam. A kivált narancssárga kristályokat leszivattam, 

vizzel /10 ml/ mostam, majd a nuccsnedves anyagot kloro­

formban /80 ml/ feloldtam. Az anyagban maradt viz a kloro­

formtól elvált. A fázisokat elválasztottam. A kloroformos 

fázist kb. 3-5 ml térfogatra bepároltam. Az igy kapott 

oldatot azonnal felhasználtam N^-benzoiladenozin alkile-

zéséhez.

N^-benzoil-3'-0-/о-nitrobenzil/-adenozin I1Q.I és 

N6-benzoil-2'-0-/o-nitrobenzil/-adenozin /II/

N6-benzoiladenozint /§§/ /4.0 g, 10.77 mmól/ és 

SnCl2x2H20-t /192 mg, 0,85 mmól dimetilformamidban
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/110 ml/ oldottam, majd az o-nitrobenziltozilhidra- 

zonból /19.2 g, 60 mmól/ frissen készített o-nitro- 

fenildiazometán kloroformos oldatát /3 ml/ adtam hozzá.

A reakcióelegyet, sötétben 22 órát 45°-on tartottam.

A reakció menetét vékonyrétegkromatográfiásan követtem 

/szilikagél, kloroform/etanol = 20/1/. 22 óra után a 

kiindulási /§.§/ már csak nyomokban volt jelen. A reak- 

cióelegy fö komponensként /jQl-t és a vele izomer 

ITLl-t tartalmazta. Az alkilezö ágens feleslegét mono­

klór ecetsav /360 mg/ metanolban készült /10 ml/ olda­

tával elbontottam, majd bepárlás; /40°/ után az olajos 

párlási maradékot piridinben /10 ml/ oldottam fel, és az 

oldatot n. hexánba csepegtettem /600 ml/. A hexánt 

dekantáltam, az olajos piridines oldatot szárazra párol­

tam és toulollal /30-30 ml/ való többszöri koevaporációval 

piridinmentesitettem. A párlási maradékot 10 ml diklórmetán- 

ban feloldottam és szilikagél oszlopra vittem. /Kieselgel 

200, 24x4 cm/. Diklórmetános mosás /1000 ml/ után llQl 

és 111./ keverékét 4 % etilalkohol tartalmú diklórmetánnal 

eluáltam. A megfelelő frakciókat egyesitettem és az olda­

tot etilalkohol /20 ml/ hozzáadása után bepároltam. A 

párlási maradék halványsárga hab, amit 100 ml etanol- 

mentes kloroformban feloldottam. Hűtőszekrényben való 

állás /20 óra/ után a kiváló fehér kristályokat, leszűrtem 

majd n.hexánnal mostam. Az anyalugot 50 ml-re való bepár­

lás után újra kristályosítottam. Termelés: /1,25 g, 23 %/.
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Az anyag izomer mentességét vékonyrétegkromatográfiásan, 

/Rf táblázat/ ellenőriztem.

Az anyalug ismételt oszlopkromatográfiával izomer­

mentes 71-t tudtam előállítani.= ==

1H NMR DMSO-dg: 7Q 6 = 6.25 /Н'/

21 6 = 6.15 /Н'/

= 6 HzJ1'2'

J1'2' = 6 Hz

72Irodalmi érték :

2Q 6 = 6.25 /Н'/

71 6 =

= 6 HzJ1'2' 

J1'2'6.12 /Н'/ = 6 Hz= =

N6-Benzoil-3'-0-/o-nitrobenzil/-5'-monométoxitritil

adenozin /72/

N^-Benzoil-37-O-/o-nitrobenzil/-adenozin llQl /0.99 g, 

1.95 mmól/ piridines oldatához /14 ml/ monométoxitriti1 

kloridot /1.04 g, 3.37 mmól/ adtam, és a reakcióélegyet 

16 órát 20°C-on tartottam. Ezután etilalkoholt /40 ml/ 

adtam hozzá és 30 perc állás után bepároltam. A bepárlást 

kloroform-toulol elegyben való oldás után többször megis­

mételtem és az ily módon piridinmentesitett párlási mara­

dékot kloroformban /50 ml/ oldottam és szilikagél oszlop­

ra vittem /Kieselgel 60, 40 g/.

A terméket kloroform:etanol = 20:1 szolvenssel eluál-

tam. A termék 900-1000 ml eluens térfogatnál jött le az

oszlopról. A megfelelő frakciókat összeöntöttem és bepárol­

tam. A kapott fehér hab súlya 1.32 g /86.7 %/.
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N6 ,N6,2f-O-tribenzoil-3'-O-/o-nÍtrobenzoil/-adenozin /2§/

N -benzoil-3'-0-/o-nitrobenzil/-5'-O-monometoxitritil- 

adenozint /22/ /0.388 g, 0.5 itunól/ feloldottam piridinben 

/970 ml/, majd benzoilkloridot /232 ml,2.25 mmól/ adtam 

hozzá. A reakció menetét vékonyrétegkromatográfiásan kö­

vettem. 3.5 óra után a reakcióelegy /Rf 

0.760/ egyetlen tritil pozitiv termékeket tartalmazott 

/25./. A reakciót metanol /3 ml/ hozzáadásával állítottam 

le, majd 1 óra állás után szárazra pároltam. A bepárlást 

kloroform-benzol elegyben való oldás után többször megis­

mételtem, majd az ily módon piridinmentesitett párlási 

maradékot kloroformban /3 ml/ oldottam és 20 ml 80 %-os 

ecetsavat adtam hozzá. 3 óra állás után az oldatot száraz­

ra pároltam és metanol-kloroform eleggyel megismételt 

bepárlással eltávolitottam az ecetsav maradékát. A párlási 

maradékot kloroformban /5 ml/ feloldottam és szilikagél 

oszlopra kötöttem fel /Kieselgel 60, 40 g/. Az oszlopot 

kloroformmal mostam /5000 ml/, majd a terméket kloroform:

metanol = 50:1 szolvenssel eluáltam. Az egyesitett frakció-
EtOH 
260 nm

1,5 % EtOH : CHC13 =

kát szárazra pároltam. Termelés: E = 9040 OD. /90,4 %/.

N6-benzoil-3f-0-/o-nitrobenzil/-5' -O-monometoxitritil-

-adenozin-2'-foszfát-p-klórfenilészter trietilammónium-

só /24/

A. Foszforsav-p-klórfenilészter-dikloridot /480.6 yl, 

absz. piridinben /8.2 ml/ oldottam keverés3.О mmó1/
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közben, majd 1,2,4-triazolt /464 mg, 6.75 mmól/ adtam a

reakcióelegyhez és a kevertetést szobahőmérsékleten

kalciumkloridos csővel lezárt lombikban 30 percet foly­

tattam.

g
В. N -benzoil-3'-0-/o-nitrobenzil/-5'-O-monometoxitritil- 

-adenozint /7|/ /1.168 g, 1.5 mM/ absz. piridinben /10 ml/ 

oldottam és az oldatot szárazra pároltam. A párlási maradé­

kot absz. piridinben /7.5 ml/ oldottam és az oldatot az 

A./ pontban leirt módon előkészített foszforilező ágens­

hez adtam.

A reakció menetét 10 % etilalkohol-kloroform rendszerben,

szilikagél rétegen követtem. 30 perc után 15 ml piridin 

5.1 ml trietilamin és 1.5 ml viz elegyének hozzáadásával

állítottam le a reakciót, majd 10 perc állás után telített*

Nátriumhidrogénkarbonát vizes oldatára /100 ml/ öntöttem a 

reakcióelegyet. Kloroformmal /2x100 ml/ extraháltam, majd 

a kloroformos fázist telitett nátriumhidrogénkarbonát oldattal 

/2x100 ml/ mostam, nátriumszulfáton szárítottam és 

toulol /20 ml/ hozzáadása után szárazra pároltam.

A párlási maradékot diklórmetánban /10 ml/ oldottam és 

szilikagél oszlopra /Kieselgel 60, 30 g/ vittem. A terméket 

10 % etilalkohol-diklórmetán szolvenssel eluáltam. A meg­

felelő frakciókat bepároltam, és 24-t fehér szilárd hab­

ként izoláltam. Termelés: 1.16 g /72 %/.
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N6-benzoil-3'-0-/o-nitrobenzil/-5'-O-monometoxitritil-

-adenilil-/2'-5'/-N^,,2'-0-tribenzoil-3'-0-/o-nitro-

benzil/-adenozin-p-klórfenilészter /22й/ és 

N^-benzoil-3'-0-/o-nitrobenzil/-adenilil-/2'-5'/-

-N6,N6,2'-0-tribenzoil-3'-0-/o-nitrobenzil/-adenozin-

-p-klórfenilészter /72b/

A kapcsolási reakció foszfát komponensének /21/

/643.2 mg, 600 уМ/ és hidroxil komponensének /2|/

/356.5 mg, 500 уМ/ absz. piridines oldatát /10 ml/ 

szárazra pároltam. A fehér habszerü párlási maradékot 

absz. piridinben /5 ml/ oldottam, majd az oldathoz 

TPSCI-t /454.2 mg, 1,5 mM/ és N-metilimidazolt /246 

yl, 3 mM/ adtam. A homogén oldatot 1 órát állni hagy­

tam, majd hűtés közben vizre /15 ml/ öntöttem. A fehér 

csapadékos oldatot bepároltam, majd diklórmetán 

/3x10 ml/ hozzáadásával a bepárlást megismételve, piri- 

dinmentesitettem. A reakcióelegy vékonyrétegkromatográfiás 

elemzése /72§/-re jellemző diasztereomerek jelenlétét 

mutatta /lásd táblázat/.

Az előző eljárás szerint nyert 72§ vegyületet kloroform­

ban /20 ml/ oldottam. Az opálos oldathoz 2 % p-toulol- 

szulfonsavat tartalmazó kloroform/metanol /7/3/ elegyet 

/30 ml/ adtam. A reakcióelegyet 30 percet szobahőmérsék­

leten hagytam állni, majd 5 %-os NaHCO^ oldattal /30 ml/ 

ráztam össze. A CO2 fejlődés megszűnése után a fázisokat
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szeparáltam, és a kloroformos fázist száritás 

/Na2S04/ után szárazra pároltam.

A párlási maradékot diklórmetánban oldottam, és ZZfe_t 

szilikagél /Kieselgel 60, 20 g/ töltetű oszlopra kötöt­

tem fel. A metoxitritanolt diklórmetánnal /700 ml/, majd 

72b-t 2 % metilalkohol-diklórmetánnal eluáltam. A 

kromatográfiásan homogén frakciókat egyesitettem és 

szárazra pároltam. ZZb-t szilárd fehér habként izolál­

tam. Termelés: 555,7 mg /333 yM/ 66.6 %.

N^-benzoil-3'-0-/o-nitrobenzil/-5'-0-monometoxitritil-

-adenilil-/2'-5'-N^-benzoil-3'-0-/o-nitrobenzil/-adenilil-

-/2'-5'/-N^,N^,27-O-tribenzoil-ó'-O-/о-nitrobenzil/-adeno-

zin-di-p-klórfenilészter /Z§é/ és

3'-0-/o-nitrobenzil/-adenilil-/2'-5 '/-3'-0-/o-nitrobenzil/-

-adenilil-/2'-5'/-3'-0-/о-nitrobenzil/-adenozin /Z§£/

A kapcsolási reakció foszfátkomponensének /24/ /462 mg, 

430 yM/ és hidroxil komponensének lllhl /557.7 mg, 333 yM/ 

absz. piridines oldatát /10 ml/ szárazra pároltam. A kapott 

sárgásfehér habot piridinben /3.3 ml/ oldottam, majd az ol­

dathoz TPSCl-ot /298 mg, 990 yM/ és N-metilimidazolt /158 yl, 

1.98 mM/ adtam. 1 órás állás után a reakcióelegyet hűtés 

közben deszt. vizre /15 ml/ öntöttem és a csapadékos olda­

tot bepároltam, majd diklórmetánnal /3x10 ml/ való ismételt

bepárlással piridin mentesítettem.

Vf
Ja

.Vf[ * 'Js

aSí’

ti
0'-
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A párlási maradékot diklórmetánban /5 ml/ oldottam 

és szilikagél oszlopkromatográfiával tisztítottam. 

/Kieselgel 60, 20 g/. Eluens: metilalkohol:diklórmetán 

= 98:2. A terméket /Ili/ tartalmazó frakciókat /amelyek 

kevés elreagálatlan Z2íü-t tartalmaztak/ bepároltam 

és az alábbi kétlépcsős eljárással deblokkoltam.

A párlási maradékot piridinben /20 ml/ oldottam, majd 

cc. NH^OH-t /20 ml/ adtam hozzá és 48 órát szobahőmérsék­

leten állni hagytam, majd ezt követően 5 órát 60°C-on 

hevitettem a jól lezárt lombikot.

Bepárlás után 7|^-t metanolban /3 ml/ oldottam és 80 %-os 

ecetsavat /25 ml/ adtam a reakcióélegyhez. A homogén ol­

datot szobahőmérsékleten 3 órát állni hagytam, majd száraz­

ra pároltam. Az ecetsav nyomokat vizzel történő koevaporá- 

cióval távolítottam el, majd a párlási maradékot piridin­

ben /3 ml/ oldottam és deszt. vizzel higitottam kezdődő 

opálosodásig. A Z§£-t tartalmazó oldatot DEtHCO^] oszlopra 

kötöttem fel. Az eluciót 1500 ml H20 - 1500 ml 0,4 M TEAB 

lineáris gradiensével végeztem. A Z8g-t tartalmazó frakció­

kat egyesitettem és szárazra pároltam.

A bepárlást metilalkohollal /5x10 ml/ megismételtem, majd 

a TEAB mentes anyagot 1:1 dioxán:H20-ban /2 ml/ feloldottam 

és liofilizáltam.

A termék súlya: 182 mg /118.7 yMól/. Termelés: 36 %.

Az igy nyert termékből nyomnyi mennyiségű /<1 %/ apolárosabb 

kontaminánst BuOH:EtOH:H20 16:2:5 rendszerben, szilikagél 

rétegen végzett preparativ vékonyrétegkromatográfiával 

távolítottam el.
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5 ' -O-foszforil-3' -O'- /o-nitrobenzil /-adenilil-/ 2'5 ' /-3' -

-О-/o-nitrobenzil/-adenilil-/2'-S'/-3'-0-/o-nitrobenzil/-

-adenozin - tetrakisz trietilamminiumsó /§Qa/

Liofilizált, P2°5 felett szárított 2§e~t /3.9 yMól,

5.97 mg/ trimetilfoszfátban /195 yl/ oldottam, majd jeges 

vizes fürdőben kevertetés közben 0°-ra hütöttem. poci3-t

/12.5 ül, 135 yMól/ adtam a reakcióelegyhez és a kever- 

tetést CaCl2~os csővel lezárt lombikban, 0°-on 3,5 órát

folytattam.

Az intenziven kevert reakcióelegybe 1 M-os TEAB-ot /2 ml/ 

pipettáztam, majd az oldatot 30 perc állás után szárazra 

pároltam. A párlási maradékot vizben /20 ml/ oldottam és 

0.05 M TEAB-vel ekvilibrált DE-32 HCO^ /1.5x30 cm/ oszlopra 

kötöttem fel. Az eluciót 600 ml 0.05 M TEAB és 600 ml

0.6 M TEAB lineáris gradiensével végeztem. /Frakciótérfo­

gat: 19.5 ml/, átfolyási sebesség: 78 ml/óra/. §Qé-t 

tartalmazó frakciókat /32-40/ bepároltam, majd TEAB mente­

sítettem. A kromatográfiásan homogén termék: 126 OD egység/ 

260 nm; a §Qfe-nél megállapított e 

70 %.

szerint: 2.73 yMól,260

5'-0-trifoszforil-3'-0-/o-nitrobenzil/-adenilil/2/-5'/-3'-

-0-/o-nitrobenzil/-adenilil-/27-5'/-3/-0-/o-nitrobenzil/-

-adenozin hexakisz tretilammóniumsó /§Qb/

Liofilizált, P203-felett exszikátorban 24 órát szárított
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78g-t /20 yMól, 30.64 mg/ trimetilfoszfátban /1 ml/ fel­

oldottam, majd jeges vizes fürdőben kevertetés közben 

0°C-ra hütöttem. Foszforilkloridot /64 yl, 691 yMól/ adtam 

a reakcióelegyhez és a kevertetést CaC^-es csővel le­

zárt lombikban 0°C-on 3.5 órát folytattam.

Az intenziven kevertetett reakcióelegybe 0.5 M-os bisz- 

-tri-n-butilammónium pirofoszfát dimetilformamidos oldatá­

nak /4 ml/ és tri-butilamin /0.4 ml/ keverékét pipettáz- 

tam, majd 1 perc után a reakcióelegyet 0.5 M-os TEAB ol­

datra öntöttem /30 ml/. Az oldatot szobahőmérsékleten

3 órát kevertettem, majd szárazra pároltam és a bepárlás 

megismétlésével TEAB mentesítettem. A párlási maradékot 

deszt. vizben /40 ml/ oldottam és az oldat pH-ját cc. 

NE^OH-val 7.5-re állítottam be, majd 0.2 M-os TEAB-val 

ekvilibrált DE-32[HC03] oszlopra kötöttem /1.5x60 cm/.

Az eluciót 1000 ml 0.2 M TEAB és 1000 ml 0.7 M TEAB

lineáris gradiensével végeztem. /Átfolyási sebesség:

78 ml/óra, frakciótérfogat: 19.5 ml/. Az 50-62 frakciók­

ban eluálódó kromatográfiásan homogén /S^/ §Qfe-t tartal­

mazó frakciókat egyesitettem és szárazra pároltam. A pár 

lási maradékot metilalkohollal végzett ismételt bepárlás- 

sal sómentesitettem, majd dioxánií^O = 1:1-ben oldva /2 ml/ 

liofilizáltam. Termelés: 24.73 mg /12.12 yMól/.

= 46200.e260nm
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Ade ni Ill - / 2 '-S' /-adenilil- /2' - 5 f / - adeno z i n /Z|/; 

5/-0-foszforil-adenilil-/2'-5'/-adenilil-/2'-5'/-

-adenozin I§Xgl és

5/-0-trifoszforil-adenilil-/2,-5W-adenilil-/2f-5//~

-adenozin /I/.

/Általános eljárás az о-nitrobenzil csoport eltávolí­

tására/ .

28Q, és 8Q]g vegyületet /2-2 yHól/ etilalkohol:viz =

1:1 elegyben feloldottam /120 ml/ és az oldatokat Desaga 

üvis UV-lámpa alatt 366 nm hullámhosszúságú UV fénnyel 

2 órát besugároztam.

Az oldatokat 5-10 ml-re bepároltam és DEAE-Sephadex [HCO^] 

/1.5x30 cm/ -oszlopra vittem fel. Az eluciót TEAB lineáris 

gradiensével végeztem. Az eluciók adatait az alábbi táblá­

zat tartalmazza.

TEAB-koncentráció Termelés*Vegyület Gradiens
/%/

7 9 * * 0.05 - 0.4 M 
600 - 600 ml

0.18 - 0.20 72.8

81a 0.1 - 0.5 M
600 - 600 ml

0.33 - 0.35 73.0

1 6.15 - 0.6 M 
500 - 500 ml

0.42 - 0.44 76 .0

*a termelés számításához felhasznált e értékek irodalmi 
adatok^

**7.3. ábra.
/



92

A megfelelő frakciókat egyesítettem és bepároltam. A ter­

mékek sómentesitését metanollal való ismételt bepárlással 

végeztem. A biológiai vizsgálatokhoz és enzimatikus hid­

rolízisekhez szükséges Na+ sókat,

tainak Dowex 50x8 /Na+/ formájú oszlopon /1x15 cm/ való 

átbocsátásával nyertem.

az anyagok vizes olda-
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