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1. BEVEZETES, CELKITUZES

Az utdbbi évek interferon hatasmechanizmusra vonatkozd
kutatasai a természetben eddig egyediil 4116, 2'-5’ internuk-
leotid kotést tartalmazd oligoriboadenilatok felfedezéséhez
vezettek.l Egy az interferon altal indukéalt 2’-5’ oligo A
szintetaz [ATP : (2’'-5") OLIGO(A)-adenilil transzferéaz
EC 2.7.7.19] enzim kettds szalu RNS-vel vald aktivalas hata-
sdra ATP-bOl 2'’-5'-internukleotid kotést és a molekula 5’
végén trifoszfat csoportot tartalmazd oligoriboadenilatokat
készit, amelyek f& komponense az 5’'-O-trifoszforil-adenilil-
-[2’'-5']-adenilil-[2'~-5'}adenozin [/1/, és természetes funk-
cidéjuk egy latens endonukledz [RNazL] aktivalasa - és igy a

mRNS degradadcidjan keresztiil a protein bioszintézis gétlésa.l
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A transzlacié 2’'-5'" oligo A rendszer altali szaba-

lyozasat vazlatosan az aldbbi séma foglalja 6ssze:2’3’4’5
ATP
kettés szalu RNS > | - 2'- 5 oligo A szintetaz
2-5’ foszfodiészteraz
inaktiv endonukleaz PP PA2(P5SA2),A > ATP + AMP

aktiv endonukleaz ————3> m RNS degradacié

l szerepe e séma szerint az interferon antivirdlis hatéa-
sanak kifejezésében abban all, hogy az interferon kezelés
hatdsara megndvekedett 2’-5’ oligo A szintetdz szint és a
virus replikacidja soran keletkezd kettds szalu RNS ha-
tasara 1 és magasabb tagszdmu homoldgjai képzddnek, ami

a latens endonukledz aktivadlaséhoz és preferaltan a vi-
ralis mRNS-ek degradalasahoz vezet. E reguldcids rendszert
a 2'-5’ oligoadenilatokat lebontd 2'-5' foszfodiészteraz
enzim teszi teljessé. Igy allandd képzOdés hianyadban 1
vegylilet sejten beliili élettartama révid /tl/2 v 50 perc/.

Raniay37r38,39,40

vagy enzimatikus6 eljarasokkal szin-
tetizalt 1 in vitro fehérje szintetizdld rendszerekben a

protein bioszintézis gatlasat okozza [IDg, = 10" M/;



megfeleld bejuttatdsi technikak alkalmazéasaval in vivo,
intakt sejtekben szintén 1 antiviralis, illetve protein
szintézis gatld hatasat észleltékg’ls.

1 vegyiilet enzimatikus szintézise sordn a 2’'-5' oligo A

szintetdz kettds szalu RNS-hez vald erds kdtddését felhasz-

nalva poli I-poli C-vel derivatizalt celluldz oszlopon

immobilizalt szintetdz segitségével végzik az ATP polimeri-

zalasat.
(n+1) ATP ——> pppPA2'(p5'A2')n_4A + n pp, /n=2-15/

Kémiai szintézissel lehetO8ség nyilik 1 5'-trifoszfat
csoportot nem tartalmazdé un. "core" szérmazékainak7, vala-
mint a ribdzon, az adenin bazison, az internukleotid fosz-
fatcsoporton, illetve az 5’-termindlis trifoszfat csoporton
médositott szarmazékainak szintézisére iss.

Az elkészitett nagyszamu analdg vegyiilet lehetdvé tette
a 2-5 oligo A regulécids rendszerben szerepld enzimek
szubsztrat specifitadsanak felderitését.

Antivirdlis kemoterdpikumként is felhasznalhatd 1 ana-
16g eldallitasanak érdekében végzett szintetikus munka
elsGsorban két probléma megoldasat célozza:

1./ A 2’-5'" foszfodieszterdzzal szemben megndvelt

stabilitasu és

2./ megndvelt lipofilitéasu - analdgok szintézisét.



Csoportunk a Szegedi Bioldgiai K&zpont - Biofizikai
Intdzetében 1980 &ta foglalkozik 2’-5' oligoadenilatok
szintézisével és bioldgiai tesztelésével. E kutatasi terii-
lethez csatlakozva - munkam célja elsddlegesen 1 termé-
szetes vegylilet egyszerii szintézisének kidolgozasa volt.

A molekula 5’-trifoszfat csoportjanak kiépitésére, egy

a csoportunkban kordbban, nukleozid 5’-trifoszfatok szin-
tézisére kidolgozott eljaras alkalmazasat kiséreltem meg,
amely a monomerekkel nyert eredmények ismeretében 1 vegyi-
let uj analdgjainak szintézisét is lehetdvé teszi.

A dolgozat altaldnos részében nukleozid 5’-trifosz-
fatok szintézisének a jelenlegi preparativ gyakorlatban
elterjedten hasznalt mdédszereit tekintem at, kiemelve
azon eljarasokat amelyek triribonukleozid difoszfatok 5'-
-trifoszfatjainak szintézisére is kiterjeszthetdk. A 3.
fejezetben 1 vegylilet eldallitasara az irodalomban leirt
eljarasokat ismertetem. Kiemelten foglalkozom tovabba& a nem
védett nukleozidok 5’-0OH csoportjanak szelektiv foszforile-
zésére alkalmas Yoshikawa mddszerrel, mivel az e dolgozat-

ban leirt szintézisek fOleg erre az eljarasra épililnek.




2 Nukleozid 5'-trifoszfatok szintézis problémainak &atte-

kintése

Nukleozidbdl kiinduld nukleozid 5’-trifoszfat [2/ szinté-
zis két egymast kovetd foszforilezési 1lépés megvaldsitasat
igényli:

Y4 A Pa—O-Cs' észter kotés kialakitasat

2.1 & P%0-pP anhidrid kStés kialakitisat
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A mésodik lépés soran a Pa-O—PB kotés létrehozasa egy akti-
valt nukleotid szarmazék /5/ é&s anorganikus pirofoszfat ko&-
GMEEL roakcifban tSrtentk. = A PO0-07 kbtas kialakfbdaiea
hasznalt foszforilez® &genstdl fliggben az elsd lépés vagy egy
nukleozid 5’'-foszfat /4/ szintézise, amelynek utdlagos ak-
tivalasaval térténik a pirofoszfat dltali nukleofil tamadas-
ra alkalmas P-X k&tés létrehozdsa [B ut/ - vagy a foszfori-
lezd agens megfeleld megvalasztadsaval 5 aktivalt szarmazék

egy lépéses szintézisét végzik el /A ut/.
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Az alabbiakban 2 szintézisére alkalmazott eljarasokat 5

aktivalt szarmazék tipusai szerint csoportositva tekintem

at.

2.1 Anioncsere mbddszer [X = CPhO)zP(O)O—]

Az eljaras alapjaul az a tény szolgdl, hogy pirofoszfor-

sav szarmazékokon t&rténd nukleofil szubsztitucid soran a nuk-

leofil 4gens azon a foszforatomon témad, amelyrdl a reakcid

3 % G : % i
soran az eroOsebb savnak megfeleld anion tavozik.



Ennek megfelelden a Pl,pl-difenil-p?-nukleozidil-5'-

-pirofoszfat /6/, amelyet difenilkldérfoszfat és nukleozid-

-5'-foszfat [4/ reakcidja sorén keletkezik /B ut/, mind
nukleozid 5’'-trifoszfatok [2/, mind egyéb nukleotid anhid-
ridek szintézisének &altaléanosan hasznalhatd kiindulési
anyaga. 6 dioxénbah tercier bazis jelenlétében stabil te-
hat az aktivalas sorédn szimmetrikus anhidridek nem képzdd-
hetnek, a nukleofil partner piridines ©¢ldaténak hozzaadéasa
utdn a pirofoszfat-difenilfoszfat anioncsere séobah6mérsék-

leten 30 perc alatt lejatszddik.

2,2 Imidoil-foszfst médszerl’ [X = HR'N=CR’-0-]

Protonalt diciklohexil-karbodiimid és foszforsav mono-

észterek reakcidja soran keletkezd imidoil-foszfatok 12]
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erélyes foszforilezd szerek, amelyek 4-vel szimmetrikus
pirofoszforsav diésztert [8/, illetve egyéb nukleofil
dgenssel a megfeleld aszimmetrikus nukleotid anhidridet
adjak. Mivel e reakcidban 8 képzddésének visszaszoritéa-
sa a pirofoszfatot - amely szintén aktivalddik DCC hata-
sdra - nagy feleslegben kell alkalmazni, a termékelegyek
jelentds mennyiségli anorganikus polifoszfatot tartalmaznak,
ami 2 izolalasat nehézkessé teszi, ezért jelenleg 7
imidoilfoszfat elsOsorban a foszfamididtos nukleotid
anhidrid szintézis kiindulasi anyagdul szolgidld nukleozid
5’-foszfamidatok szintézisére szolgal [2.3.2. fejezet/.
Elméletileg érdekes a Smith és Khorana &ltal megvaldsi-
tott nukleozid 5’-trifoszfat szintézis.18 E médszer sze-
rint nukleozid 5’-foszfatot piridinben ortofoszforsav
és DCC nagy feleslegével reagadltatva tributilamin jelenlé-
tében nukleozid 5’-difoszfat és kevés nukleozid 5’-poli-
foszfat mellett fOtermékként 2 képzddstt. 2 képzddését
mint a reakcidé fdirdnyadt ugy értelmezték, hogy 4-bdl, é
difoszfat és a trifoszfat egymast kdvetd képzddése utén;
a 2-bdl keletkezd y-imidoil foszfat /9] gylirizdrdssal cik-
likus trimetafoszfdtot ad /l0/, amely az alkalmazott
kdrilmények kozdtt nem reagdl tovabb, a reakcidelegy
feldolgozasa soréan pedig a linedris trifoszforsav ész-

terré /2/ hidrolizal.
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10 vegylilet nukleozid 5’-trifoszfatbdl DCC-vel t&rténd
intramolekuldris ciklizdssal t8rténd kialakitasa is elvégez-

~59 %
hetd™ . Szerkezetét 3.lP NMR spektrumanak felvételével iga-
zoltak.

2.3 Foszfamidat mbdszer [X = RzHﬁ-]

A nukleozid 5'-foszfamiddtok  képviselik a nukleotid
anhidridek szintézisére legadltalanosabban hasznalt aktivalt
nukleotid szarmazékokat. Mind A, mind B uton tSrténd szin-
tézisilikre szamos mdédszert dolgoztak ki. 2 szintézisre el-
sOsorban az amméniabdl /2.3.1 fejezet/, morfolinbdl
[2.3.2. fejezet/, imidazolbdl [2.3.3 fejezet/ levezethetd

szarmazékaik hasznialatosak.

2.3.1. Nukleozid 5’'-foszfamidatok {121 X = NHgl

0
i - 0—P-O—CH B
NH;~P—0-CH, B NHpy-P—O0-CH, 8 | -



A-uton haladd elsd szintézisliket Khorana 2’,3’ védett
nukleozidok fenil foszfodikloridattal tdrténd foszfo-

rilezésével, majd az ammonolizis utan kapott 13 diész-

teramid lugos hidrolizisével végezte.19

Védetlen nukleozidok régioszelektiv foszforilezéselo’ll

soran nyert nukleozid-5’-foszfodikloridatok [4.fejezet/

ammonolizise nukleozid 5’-foszfodiamidatokat [1ll/ adrzo

amelyek egyik P-N kOtése szelektiven hidroliz&lhatdé., A 12

aktivalt nukleotid szarmazék, 5’'-foszfodiamidatokon ke-
resztiil t8rténd szintézisére kidolgozott eljarast eredménye-
sen hasznaltédk diribonukleozid foszfatok 5’ trifoszfatjainak

! Dy z 21
szintézisére is.

(I

2 vegylilet B uton haladd szintézise a nukleotid, DCC
és amménia oldatédnak formamidban t&rténd hevitésével - 27
aktivalt szadrmazék ammonolizisével is elvégezhet6.22 Az el-

jaras soradn 12 guanidiniumsdként keletkezik.

Fi X
2.3.2 Nukleozid 5'-foszfomorfoliddtok /[l4/ [X = —Q_jq
Mind oldhatbésag, mind reaktivitas szempontjabdl a
szubsztitudlatlan foszfamidatoknal eldny&sebbnek bizo-

nyultak a nukleozid 5’-foszfomorfolidatok:

a0,
(0] NI';OCH
S T B
N et 2
OH R

=

s

14 B uton haladd elsd szintézisét Moffat valdsitotta meg.23



A nukleotid és morfolin refluxdlt terc.-butanolos olda-
tdhoz, DCC ugyanezen szolvensben késziteﬁt oldatat cse-
pegtetve 14 morfolinoguanidinium-sdként ko&zel kvantita-
tiv termeléssel keletkezik. 14-b31 vizmentes DMSO, vagy
DMF-ben bisz-tri-n-butil-amménium pirofoszfat 3-5-szdr8s
molaris feleslegével /60°C,5 8/ nukleozid-5'-trifoszfatok
60-85 % termeléssel allithatdk eld.

14 aktivalt foszfat szadrmazék dezoxiribooligonukleotidok
5'-foszfat végcsoportjan is kialakithatd - mezitoil-
karbonsav-klorid és az 5’-foszfat terminidlisu oligonukle-

otid reakcidja soran keletkezett vegyes anhidrid /15/

amminolizise révén.24
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Az 5'-foszfat terminidlis aktivaladsdnak ezen mdédja pppTpTpT
szintézise soran keriilt alkalmazésra.25
Nukleotidok és 5'-foszfat termindlisu dezoxioligonukleotidok
5'-foszfomorfoliddtjainak szintézisére egyarant hasznéihaté
a trifenil-foszfin dipiridil-szulfid kondenzald &agens.

A lejatszddd folyamatok a monomer példajan be-

mutatva az aldbbi sémaval irhatdk le.
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Ezzel az eljarassal kapcsolatban kiemelendd, hogy a fosz-
forsav diészterek [internukleotid k&tés/ nem lépnek reakcid-
ba az alkalmazott koriilmények k6z6tt, ez a reakcid tehat

a DCC-vel, illetve mezitilénkarbonsavkloriddal t&rténd
aktivalassal szenben - elvileg alkalmas oligoribonukleotidok
5'-foszfomorfolidatjainak szintézisére is.27

14 A uton haladd szintézise a 1l diamidatokhoz hasonld pre-
kurzorokbél: nukleozid 5’-foszfodimorfoliddtokbdl - nem le-

hetséges,28 diészter amidat tipusu /1l3/ intermediereken

keresztiil - monofunkcids foszforilezd &gensek: morfolino-



-észter-foszfokloridatok [/1l5/ felhaszndladsaval azonban

szamos szintézist megvaldsitottak.

o
O N g Ci (o} ﬁ o-C
vl = N-P-0-CH, B
NAN |
15
= OH R
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Morfolino tribrdémetil foszfokloridat [;gg/ védetlen nukleo-

zidok regioszelektiv foszforilezését is lehetdvé teszi,29

ozid, illetve szabad 5’-OH termindlisu védett oligonukleotid

2’ [3" |OH csoportjainak védésére van szﬁkség.30

1l6_a-c diészter-amidatokrdl a 2,2,2-tribrdémetil csoportot

reduktiv B-eliminédcidéval hasitjdk, /[Zn-Cu/, a 2,4 dikldr-
fenil csoportot és a 4-nitro fenil csoportot lugos hidroli-
zissel, vagy amennyiben 16 struktura egy oligonukleotid
5’-termindlisan szerepel - R, eltavolitasat az internukle-
otid kotés aril véddcsoportjainak deblokkolasédra hasznalt

p Rl e e

reagenssel: N~ ,N”,N” ,N -tetrametilguanidinium syn-4-nitro-

~benzaldoximattal végzik.



1l5a foszforilezd agens felhaszndlasara pppA2’'p5’A2’p5’A

szintézisében a 3. fejezetben latunk példat.

2.3.3 Nukleozid 5'’-foszfoimidazolidatok

Mint az eldzbekben lattuk nukleozid 5’-foszfomorfoli-
datok szintézisére szamos alternativat dolgoztak ki -
annak érdekében, hogy a morfolidat mdédszert ki lehessen
terjeszteni olyan nukleotid szarmazékok aktivalasara is,
amelyekre a mdédszer eredeti valtozata: 14 DCC-vel t&rténd
szintézise, nem alkalmazhatd. A foszfamidatos nukleotid-
anhidrid szintézis egy masik iranyu tovabbfejlesztését a

nukleozid 5’'-foszfoimidazoliddatok [l7/ bevezetése jelentet-

tern

EN—(:;— 0—-CH, B o
“ {°j ]
OH R
L 12

Cramer és mtsai 17-t B-uton nukleotid és karbonil-di-
-imidazol reakcidéjaval allitottak el6.31 E mbédszer Hoard
és Ott altal mdédositott valtozata oligodezoxinukleotid-

és oligoribonukleotid 5’-foszfatok aktivalasara is alkal-

mas32 [3. fejezet/. A nukleotid komponens és imidazol vi-
zes kbzegben l-etil=-3-/3'-dimetilaminopropil/-karbodiimiddel

pH=6-on t&rténd kondenzacidjaval l7-vegylilet szintén jo

termeléssel eldallithats. >



E mdédszer oligoribonukleotidok aktivaladsara is felhasznal-
hatd az interribonukleotid k&tés izomerizacidja, illetve
hasadasa nélkiil.

17 A uton haladdé szintézise sorédn 2'/3’/ védett nukleozi-

dot triimidazolilfoszfinoxiddal [19/ foszforileztek, a

B -@ ~ N-P-o—cH, s
™) ~ &)

—-u=0

=
e
b

kapott nukleozid 5’'-foszfodi imidazolidat [20/ egyik P-N
kotése pH = 8-on végzett hidrolizissel szelektiven elha-

sithatd és 17 k6zel kvantitativ termeléssel keletkezett.34

2.4 Tioészteres eljarasok [X = RS -]

Nukleozid 5'-S-etil foszforotiodtok /[2la/, amelyeket
S-etilfoszforotioat piridiniumsdjénak és 2'/3’/ védett
nukleozidok DCC-jelenlétében végzett kondenzéciéjéval35
- vagy nukleozid 5’'-S-metilfoszforotiodtok /2lb/, amelye-
ket 2’ /3’| védett nukleozid 22 foszforilezd agenssel tor-
ténd foszforilezésével36 majd az aril véddcsoport hidroli-

zisével allitanak eld,

0
R3S—g-°-c”b B sl
o 0 ] a~< H-o-p-ci
2  —CjzHs =, écu3
OR, OR; b -CHy



s T e

vizmentes piridinben I, jelenlétében egy jod-szulfdénium

szarmazékon /;;/ keresztlil reaktiv metafoszfat észterré

alakulnak /;é/,

o
+ | I
I-S—P—0-CH, ) P—0—CH, B
e o it
Ry O 0 o
OR, Ro ORy ORz
24

A Iz—vel torténd oxidacidt anorganikus pirofoszfat jelen-

létében vezetve nukleozid 5’-trifoszfatok 60-70 %$-o0s ter-

meléssel keletkeznek.
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3. pppA2'p5'A2'p5'A [/1/ szintézismbédszereinek attekintése
pA2'p p 1

1l kémiai szintéziséhez egy triribonukleozid difoszfat
molekula 5’ termindlisan kell kialakitani a pirofoszfat
anionnal vald reakcidra alkalmas aktivalt 5'-foszfat szar-
mazékot. Ennek megfelelden ebben az esetben a 2. fejezet-
ben ismertetett; nukleozid-5'-trifoszfatok szintézisére
fennalld A és B alternativa a trimer felépitésére valasz-
tott szintézisuttdl fiiggben - két kilénbdzd mdédon valdsit-
haté meg.

4 A Pa-O—CS, k6tés kiépitése monomer szinten tOrténik
és megfelelBen védett 5’'-foszfat csoportot tartalmazd mono-
mer épitd tagot alkalmaznak a trimer szintézise soran.

2 A P%0-c° k&tés kiépitése a szabad 5'-hidroxil cso-
portot tartalmazd részlegesen védett trimer molekuldn t&r-
ténik.

Az ily médon addédd négy lehetséges szintézis ut mind-
egyike megvaldsitasra keriilt, az egyes eljarasokat az
5'-trifoszfat csoport kiépitésére hasznalt mdédszerek alap-

jan csoportositva e fejezetben ismertetem.

7 .
= ST Pa-O-C5 k6tés kiépitése monomer szinten

[A.1l. eljaras/

1l vegylilet van Boom és mtsai &ltal megvaldsitott szin-
tézisének37 kiindulasi anyaga 3'-0-/4-metoxi-tetrahidro-

piran-4—il/—N6-p—anizoil-adenozin /;2/ [3:1. abrajl. 2

(%

5’ hidroxil csoportjat 2,2,2-tribrdém etil morfolino foszfo-



kloridattal /l5a/, majd 2'OH csoportjat o-klérfenil-
foszfoditriazolidattal /%l/ foszforilezve nyerték a tri-
észter szintézis els® kapcsolasi lépésének foszfat kom-
ponensét [28/. 28-val triizopropilbenzolszulfonil-3-
-nitro-1,2,4-triazol [TPSNT] kondenzaldé agens jelenlé-
tében szelektiven foszforilezték 25 5’-OH csoportjat. Az
igy nyert 29 dimer vegyiiletbdl ismét 27 foszforilezd &agenst
alkalmazva szintetizaltdk a masodik kapcsolasi lépés fosz-
fat komponensét /30/, amelynek 2’,3'-O-metoxi metilidén-NG-
-p-anizoil adenozin /31/ termindlis taggal TPSNT jelenlété-
ben végzett kapcsolasa szolgdltatta 32 védett trimert.

32 vegyliletrdl elsS lépésben aktivalt Zn-vel a
2,2,2-tribroém etil csoportot tavolitottdk el, reduktiv
B-elimindcidval. Az igy nyert 5'<foszfomorfolidadt funkciéds
csoportot tartalmazd trinukleotid szarmazékot bisz-tri-n-
-butilamménium pirofoszfat 0.5 M-os dimetilformamidos olda-
tadval reagdltatva épitették ki a molekula 5’-trifoszfat
csoportjat [/2.3.2. fej./; majd az N6—anizoil és az o-klor-
fenil véddcsoportokat lugos hidrolizissel [cc NH4OH, 706,
25°C], a metoximetilidén és metoxitetrahidropiranil védo-
csoportokat savas hidrolizissel [0.01 N HCl; 2 d6ra] ta-
volitottdk el. A deblokkolads utolsd lépésében a metoxi-
metilidén csoport‘savas hidrolizise soran keletkezett
[2"] 3'-O-formil észtereket hig amménids kezeléssel hidro-

1lizalték és l-t DEAE-Sephadex oszlopon végzett ioncserés

kromatografiaval izolaltak.
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7
I 2. A POL—O—C5 kotés kiépitése monomer szinten

/[B.1l. eljaréas/

Az Tkehara és mtsai altal megvaldsitott szintézis38

5’—O—foszfodianilido—3'-O—/o-nitrobenzil/—N6—benzoil—
-adenozin-2'-0-p-kldérfenilfoszfat 1233 [
5’—O-monometoxitritil-3'—O-/o-nitrobenzil/—N6—benzoil—
-adenozin-2'-0-p-kldrfenilfoszfat [134] és
3’-0—/o—nitrobenzil]—2'—O,NG—dibenzoil-adenozin 1351

monomer épitdtagok felhaszndlasaval tortént.

0
@—NH —P-0-CH, &2 MeoTro—cH, HO —CH, i3

R_Q_OQ%’

ﬁ%
(E

o 0—-pP-0 (o) 0-P—0 Cl 0 OB
! o ! 6 \ / i "
il CHp CH,
: = N02 NO2 NO,
ABl 3 Ns-benzolladeninil-g \/‘
Bz : benzoil

MeOTr: metoxitritil

34 foszfat és 35 hidroxil komponens mezitilén szulfe-
nil-3-nitro-1,2,4-triazol /MSNT/ kondenzald &gens jelenlété-
ben végzett kapcsolasa; majd a monometoxitritil véddcsoport
eltavolitasa utén nyerték az 5’-OH termindlisu védett di-
mert /;g/, amelynek 33 védett 5’'-foszfat csoportot tartal-
mazd monomer foszfat komponenssel t6rténd kapcsoldsa szol-

galtatta 37 védett trimer vegyliletet. /3.2 &brz/.
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37-r0l az 5'-foszfat véddcsoportokat izoamil-
nitrittel a p-kldérfenil és benzoil véddcsoportokat lu-
gos hidrolizissel eltavolitva /cc. NH,OH;5 &, GOOC/
5'-0-foszforil-3-0-/o-nitrobenzil/-adenilil-/2'-5"/-3"-
-0-/o-nitrobenzil /-adenilil-/2'-5'/-3'-0-/o-nitrobenzil /-
-adenozint /38/ kaptak.

38 vegyiilet 5’-foszfat csoportjanak aktivalasara és az
5'-trifoszfat csoport kiépitésére a 2.3.3. fejezetben is-
mertetett Hoard-Ott eljarast alkalmazték, majd az o-nitrobenzil
véddcsoportokat fotolizissel tavolitottdk el, és 1 terméket
‘ioncserés kromatografiaval tisztitottéak.

14
33 A POL—O—C5 kotés kiépitése trimer szinten /B.2. eljaras/

1l vegylilet 5’-trifoszfat csoportjanak Torrence és mtsai
altal megvalésitott39 kiépitési mdédja soréan a szintézis ki-
induléasi anyaga 32a védett trimer. /3.3 &bra/.

Az Rl védocsoport savas hidrolizissel tdrténd hasitéasa
utadn nyert szabad 5'-hidroxil termindlisu 39b-t bisz-
-2,2,2-triklér-etilfoszfokloridittel /41/, tetrahidrofuran-
ban -70°C-on foszforilezték.

(Cl3CH0),—P—CI

g

Oxidacid /IZIHZO/ utan a védett 5'-foszfat csoportot tar-
talmazd trimert /33¢/ 75 %-os termeléssel izolalték, 39¢
vegyliletrdl a 2,2,2-trikldér etil csoportokat reduktiv B

eliminacidval, aktivalt cinkkel, a terc.-butil-dimetil szilil
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csoportokat tetrabutil-amméniumfluoriddal tavolitottak
el. Az igy nyert 5’-foszforil-adenilil-/2'-5’/-adenilil-
-/2'-5'[-adenozin [4Q/ 5'-foszfat csoportjanak aktivita-
sat és az 5'-trifoszfat csoport kiépitését a Hoard-Ott
eljards alkalmazasaval végezték, és l-t ioncserés kroma-
tografids tisztitds utdn 39b-re vonatkoztatott 20 %-o0s

termeléssel nyerték.

’ -
3.4. A POL-O—C5 kdtés kiépitése trimer szinten [A.2 eljaras/

40

1 Reese és Jones altal leirt szintézise soran 42

I

védett trimert a foszfotriészter mdédszer alkalmazasaval
2'-5' iradnyu szintézissel épitették fel.
Ry 5’-0H véddcsoportot szelektiv lugos hidrolizissel
/0.2 M NaOH, 30 sec, OOC/ eltavolitva nyerték a foszfori-
lezés kiinduldsi anyagaul szolgald 5’-0OH termindlisu védett
trimert /é%g// 3.4. abra/.
42b vegyliletet 2,4-dikldérfenil-S-metiltio foszfokloridattal
[22]/ piridinben foszforilezték, és az igy kapott 42c¢c-t
70 %-os termeléssel izolaltéak.

42¢c-rS1 a 2,4-dikldérfenil és az O-kldérfenil véddcso-
portokat Nl,Nl,N3,N3-tetrametil guanidinium-
-benzaldoximattal, az N6—benzoil csoportokat lugos hidroli-
zissel /cc. NH,OH, 24 o5, ZOOC[ a metoxitetrahidro-piranil
és metoxi-metilidén csoportokat savas hidrolizissel /O,01lN

HCl, 6 6/ tavolitottdk el. A deblokkoléas befejezd lépése

a 2'/3"/-0-formil észterek hidrolizise volt. /pH = 9, 10 perc/.
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Az igy nyert 5’'-S-metil foszfotiodt funkcids cso-
portot tartalmazd trimert /g;/ tetra-tri-n-butilammdénium-
pirofoszfat piridines oldatéaval I, jelenlétében reagaltat-
va 1 40 %-os termeléssel keletkezett [/2.3.4. fej./

1-t kromatografias tisztitds utan 42b-re vonatkoztatott

25 %-o0s termeléssel izolaltak.



4 A Yoshikawa foszforilezés. Nukleozid 5’'-foszfodiklorida-

tok szintetikus alkalmazéidsa

Yoshikawa és mtsai 1967-ben 2’,3'-0 izopropilidén
nukleozidok foszforilkloriddal t&6rténd foszforilezése soran
figyelték meg eldszdr, hogy trialkil foszfatok hozzaadéasa
a reakcidelegyhez a reakcidt tercier béazis jelenléte nélkiil
is jelentGsen meggyorsitotta; nem védett nukleozidok /;/
POC13-val trimetil, illetve trietil foszfat olddszerben
t6rténd foszforilezése a reakcid primer termékeiként kelet-
kezd nukleozid 5'-foszfodikloridatok /[44/ hidrolizise utan
fotermékként jo termeléssel a megfeleld nukleozid 5’'-foszfa-

tokat [5/ szolgéltatta.lo'll

(0}
l
(o)

\ :o: l l ; ; l - | :o: ’
POCI3 /(MeO);3PO |, _H0 (4=1)
OH R

|eo
H
(8]

A trialkil foszfatok szerepét a POCl3-val valdé kol-
csOnhatas soradn keletkezd trialkoxi foszforadn szarmazék-

nak /g;/ a POC13-hez viszonyitott megndvekedett reaktivi-

tasaval magyaraztak.

| Il =
RO— :If—o—lla—cu c R:CH3— , CaHg-
OR Cl

H
(4]



Mivel az eljaréds soran alkalmazott reakcid koriil-
mények rendkivil egyszeriiek; 2’'/3’[-OH, illetve bazis
véddcsoportok alkalmazasara nincs sziikség; a foszfori-
lezd agens o0lcsd - e mbédszer mind a természetes nukle-
ozidok, mind a mbédositott szerkezetli ribdzt vagy béazist

tartalmazd nukleozid analdgok foszforilezésnek standard
22,13;14,41%

eljarasava valt.

A termék /5/ izolalédsa a reakcidelegy savas vagy
semleges hidrolizise uté&n ioncserés oszlopkromatografia-
val, vagy 44 intermedier vizmentes éterrel t&rténd kicsa-
pasa és 44 savas hidrolizise utan a szabad sav kristalyo-
sitésaval tdrténhet.%?

Amennyiben az ioncserés kromatografia soran a POCl3
feleslegébdl keletkezd anorganikus foszfat és 5 nem valaszt-
hatd szét, az anorganikus foszfat eltavolitasara aktiv szén
oszlopot alkalmaznak43. A foszforilezési reakcid szelek-
tivitasaval kapcsolatos problémékat a kdvetkezd fejezet-
ben részletesen ismertetem.

A Yoshikawa foszforilezés mdédositott foszfat csoportot
tartalmazdé nukleotid szarmazékok szintézisére is kiterjeszt-

hetd. 4-1 reakcid soran tiofoszforilkloridot /PSC13/ alkal-

mazva nukleozid-5’-foszfotiodtok keletkeznek /ggg/44.

S
T
RO-p—0-CH, 8 L]
. (o} o a: H
b: P(0O)(OH)O™

e | c:  P(O)(OH)OP(0)(OH)O™

a6



>
[l

6a-bdl készithetd - kiralis pa atomot tartalmazd

46b-c szadrmazékok enzimreakcidk sztereokémiidjanak vizs-

gdlata soradn nyertek felhasznélést45.
Nukleozid 5’'-foszfodikloridatok /44/ in situ ammoni-
lizise nukleozid 5’-foszfodiamidatok HA7a-e/ szintézisét

tette 1ehet6vé.20’

%
Ry—P—0—CH, B
Ry o
B R
OH R
Ry a: adenilil-9 OH
47(a—e) NH, b: citozinil-1 OH
NH(CH3)
- g c: guanilil-1 OH
— N(CH3), d: uracilil-1l OH
50a . £ o3t T
RS P(_\O e: timinil-1 H

intermedierek. Egyik -NH, csoportjuk szelektiv szubsztitu-

? S o 6 y
alhatdésaga nukleozid 5'-foszfamidatok 205 ’47; valamint

Pl_/Nukleozid-5'-/pl-amino trifoszfatoki8s49+50

szintézi-
sének alapjaul szolgadlt. 44 ammonolizise N-alkil aminokkal
is elvégezhetd, ily mdédon adenozin 5’-/N,N’-dimetil/foszfo-
diamidatot /éggliadenozin 5’-/N,N,N’ ,N’'-tetrametil/ foszfo-
diamidatot /49a/ és adenozin 5’—foszfodimorfolidétot'/QQ

411itottak eld.>l

al/



l1-8=-D-arabino furanozil-citozin foszforilezése
soran nyert 5'-foszfodikloridat szarmazék /51/ in situ
alkoholizisével majd ezt kdvetd hidrolizissel az 1-8-D-
arabino furanozil-citozin 5’-alkil foszfatjait 52/

$11dtottak al18.2%

cu—:la—o-cﬂ2 C l=to—€r::—o—cu2 L
cl o 1, ROH o o C: citozinil -1
27,0 < “0,7 R: Etil
77 n-Butil
51 52

44 intermedier [R = OMe; H] lugos hidrolizisével
/pH = 13/ a 3'-0OH csoport intramolekuldris részvételével

lejatsz6dd folyamat sorédn 3,5’ ciklofoszfat gyiiri 53

Al ihats ki P2

CHy 8
tles
O=P
.d\o
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5 A Yoshikawa foszforilezés szelektivitasanak vizsgalata

5.1. Bevezetés

Dawson 1977-ben kritikailag felililvizsgdlta a Yoshikawa

médszerrel tdrténd foszforilezést és a termékelegy 31P

NMR spektroszkdpids analizisével kimutatta54, hogy az
5’-monoszubsztitualt szarmazékok valdban minden esetben
a reakcid fotermékei [/60-90 %/, azonban az adott nukle-
0zidtdl és a reakcid koriilményektdl filiggben /POCl3 feles-
leg, reakcid6idd/ a termékelegy 2’/3’/ monofoszfatot és
5!, 2'/3'| difoszfatot is tartalmazhat.

Az aszelektivitasbdl eredd mellékreakcid ribonukle-
ozidok esetén /3, R = OH a reakcid preparativ felhaszna-
lasat nem korlatozza. A cisz a OH csoport jelenléte miatt
2',3" kldérciklofoszfat, majd a reakcidelegy semleges hid-
rolizise soran 2’,3’ ciklofoszfat keletkezik, amely az
5'’-foszfattdl ioncserés kromatografiasan kdnnyen elvalaszt-

haté /5.1-1/.

r N
\ ( s \ ( - \_ ( (5.1—1)
(o] = O\P/O O\PIO
72S %S Spa=
0=P-Cl , H o” “a g
N 7/

Dezoxiribonukleozidok Ig, R = H/ foszforilezése soran

azonban az aszelektiv foszforilezés soran keletkezd 3'-



-foszfat és 5’'-foszfat izomerek elvalasztisa ioncserés

kromatografidval csak purin béazist tartalmazd nukleozidok

e E probléma altalanos megol-

esetén valdsithatd meg.
déasara safhill a 3'-foszfomonoészteraz aktivitassal ren-
delkezd Py nukleaz enzim preparativ felhasznalasat ja-

Vasolta.56

5.2. A foszforilezés szelektivitdsanak vizsgalata a 3’

és 5’'-foszfodiamidatok kromatografids elvalasztasaval.

5-alkil és 5-Fluor 2’-dezoxiuridin 5’'-foszfatok szinté-

zZise.

A foszforilezés primer termékelegyének ammonolizise20

soran keletkezd nukleozid foszfodiamidat izomerek tulaj-
donsé&gainak vizsgalata egy alternativ eljaras kidolgozasat
tette lehet6vé55 a Yoshikawa foszforilezés alkalmazaséra
olyan nukleozidok esetében is, ahol az izomer monofoszfatok

kromatografias elvalasztasa nem lehetséges. Az 5-alkil és

nukleozidok metabolizmusdnak vizsgalata sordn nyertek fel-
hasznélést.56'57

5-Fluor-2’~-dezoxiuridint /54a/; 2'-dezoxiuridint
[54b/; timidint /534¢/, 5-izopropil-2'-dezoxiuridint /34d/
2,2-szeres molaris feleslegii POCl3-va1 trimetil foszfatban

foszforileztem /5-1 &bra/, a reakcibdelegy in situ ammonoli-

zise?© utan a fotermékként képz6dd nukleozid 5'-foszfo-
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diamidatok 55/a-d/ [/50-80%/ mellett, elreagdlatlan nuk-

leozidot [54a-d/, a Yoshikawa foszforilezés aszelekti-

vitasbdl szarmazé 3'-foszfodiamidatokat 56/a-d/, 3'-5'-
-bisz[foszfodiamidatokat] 57/a-d/, valamint az ammono-
lizist kisérd hidrolitikus mellékreakcidkbdl szarmazd
csekély mennyiségli foszfamiditokat tartalmazd reakcid-
elegyet nyertem.

Az ionos melléktermékek eltavolitdsat DE—32HCO§
oszlopon, majd a vizzel eludlddd t&ltés nélkiili 54-57/a-4d/
tovabbi szepardlasat megoszldsos kromatografidval végeztem
el.

A timidin /54¢/, timidin 3’'-foszfodiamidat /36¢/,
timidin 5’'-foszfodiamidat /53¢/ és a timidin 3’,5'-bisz

[ foszfodiamidat] /27c/ kromatografias elvalasztédsa soréan

nyert elucidés diagrammot mutatja be az 5.2. &bra.

e e N
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5.2, dbra. 1 mmél timidin foszforilezése soran nyert 24-07
- vegyliletek elvdlasztéasa. Oszlop: Whatmann CC-31
celluldéz /2,2x40 cm/ Eluens: nBuOH:EtOH:0.1 M

TEAB [pH = 7.5/ = 16:2:5

(e}



Azonos méretii kromatografias oszlop alkalmazéasa
1 mmél 54a, 0.5 mmél 54b, illetve 0.1 mmél 54¢ nukle-
ozidok foszforilezése sordn keletkezett termékelegy
elvalasztasat tette lehetdvé. Az elucids sorrend vala-
mennyi vizsgalt esetben a timidinhez hasonldéan: nukle-
ozid > 3’'-izomer > 5’-izomer > 3’,5’ diszubsztitudlt
termék volt. A termékelegyek Osszetételét és az egyes
vegyililetek jellemzd Re értékeit az 5.1 Tablazatban

tiintettem fel.

5.1. Tablazat

R a a b c d
vegylilet % Rf % Rf % Rf % Rf
gg 18.6 6.7 19,1 26 .6
0.63 0.50 0.66 0.67
< 63.4 81.3 69 .5 Sl
0.26 0.20 0.28 0.88
56 G5 2.4 4.4 8.6
0.31 0.21 @335 0.45
22 Fb 6.3 542 11.4
0.13 0.09 0.12 0.18
45 rendszer |kisérleti rész/

1

1[853}

vékonyrétegkromatografids azonositasa és 31

maik alapjan igazoltam.

5-57 [a-d/ vegyliletek szerkezetét hidrolizis termékeik

P NMR spektru-



Lugos hidrolizis /O.1] M NaOH, 5 perc, 2OOC/ - nukle-
ozid foszfodiamidatok ismert tulajdonsdgainak megfeleld-
en2O - valamennyi vizsgalt vegylilet esetén egyediili
termékként a kiindulasi nukleozidot adta. 57 diszubsz-

titualt szarmazékok lugos hidrolizise 55 és 56 mono-

szubsztitualt intermediereken keresztiil haladt.

% i ol:i':f o‘l:i':(
1} —
NH2—|:9—O—CH2 oJ\/B/ Ho—cn2 01:5( NHz—F;—O—C'*z HO c"'z

NH, Sl Ty B PR
O l'l H OH H OH H
0=P-NH2 OSF"—NHQ
H H
2 NHy
114 56 85 54
gg és 56 monoszubsztitualt szarmazékok diaminofoszforil

csoportjanak helyzetét a savas hidrolizis /pH = 1.0 12 &/
soran keletkezett nukleozid monofoszfat izomerek 3lP NMR
spektrumai alapjan allapitottam meg.
Az irodalmi adatokkal egyezésben58 a 3’ izomerek & érté-
kei az 5’ izomerekhez viszonyitva 0.5-0.6 ppm-vel maga-
sabb térerdsség felé eltolddva jelentkeztek. Az NMR ada-
tokat a kisérleti részben tlintettem fel.

A 3’ izomer mentes 5’-foszfodiamidatok /56 a-d/ savas

hidrolizisét preparativ léptékben 50 %-os CH,COOH-val

3
végeztem /5 06, SOOC/ /5.1. &bra/. Beparladas utadn a meg-

feleld 5'-monofoszfatokat /58 /a-d/ DE-32[HCOS] oszlopon



trietilamménium hidrogénkarbonat linedris gradien-
sével izolaltam, 56-ra vonatkoztatott 95-98 %¥-os ter-

meléssel.

5.3. Az eredmények alkalmazéasa

55 a-d vegyliletek izoldlasé&nal kdvetett eljarést
alkalmaztam a 3’'-dezoxiadenozin /ggg/ és 2'-dezoxiade-

nozin [59b/ Yoshikawa foszforilezése soran nyert termék-

elegy izomer Osszetételének meghatarozasara is. A foszfo-
rilezési reakcidkat a 6.1. dbran feltlintetett mdédon vé-
geztem. A termékelegy ammonolizise utdn a t&ltés nél-
kiill termékek megoszliasos kromatografias elvalasztasa-

val megallapitottam, hogy 59

¢ és 59b esetén 2’ illetve
3’ szubsztitudlt melléktermékek a foszforilezés soran
0.5 %-nal kisebb aranyban képzddtek, e dezoxiribonukleo-
zidok esetén tehdt a Yoshikawa foszforilezés nagyfoku
szelektivitassal hajthatd végre.

Az 5’ és 3’ [ill. 2’/ diamidatok elvalaszthatdsagat
a szelektiv foszforilezések esetén, a meghosszabbitott
reakcididdvel nyert diszubsztitudlt szarmazékok parcidlis
lugos hidrolizise soran keletkezd 3’ illetve 2’ izomert
tartalmazé kromatografiads kontroll felhaszndlasaval

ellend®riztem.



6 Nukleozid 5'-trifoszfatok nukleozid 5’'-foszfodikloridat

intermedieren keresztiil haladd szintézise

6.1. Bevezetés

Adenozin 5'-trifoszfat y-foszfat csoportjanak DCC-vel
torténd aktivitasat kévetden az o és y foszfat csoport
részvételével intramolekuldris kondenzacid jatszddik le
és a folyamat soradn adenozin 5'-trimetafoszfat l6tal ke-

Tetioziy 8001

()}
-
o

H

6la ciklikus anhidrid tributilamménium séja DMF-ben
vizmentes koriilmények k&zott stabil, alkoholok, illetve
aminok jelenlétében a gylirii felnyiladasdhoz vezetd nukle-
ofil tamadas minden esetben 6la két, nem k&zvetleniil ade-
nozinhoz koétott P atomjainak valamelyikén tdrténik

[B/y/] pozicidk] és a Pa-O—PB/Y/ anhidrid k&tés hasadasa

soradn y-szubsztitudlt ATP szarmazékok keletkezneksg.

6la vegyiilet hidrolizise kvantitative ATP-t ad.59’60

g; ciklikus trimetafoszfat észter szintézisére alter-

no

nativ utat kinil a P% atomon két reakcid képes szubsztituenst

tartalmazd aktivalt nukleotid szarmazék bifunkcids nukleofil



dgenssel: pirofoszfat anionnal torténd reakcidja. Mivel
nukleozid 5'-foszfodikloridatok a megfeleld nukleozidbdl
a Yoshikawa foszforilezéssel egy lépésben jo termeléssel
nyerhetdk, e reakcidé ily mdédon a 4. fejezetben felsorolt
vegyliletek mellett nukleozid 5’-trifoszfatok szintézisé-
nek alapjédul is szolgdlhat. E szintézis lehetOséget elo-
sz®r adenin bazist tartalmazd ribo, illetve dezoxiribo-
nukleozidok 5’'-trifoszfatjainak szintézisével igazol-

tam62

. Az alabbiakban eldszdr e vegyliletek elBallitéasat,
majd a reakcid mechanizmusanak vizsgalatat és e reakcid-

tipus Adltaldnositdsanak lehetOségeit ismertetem.

6.2. Adenozin 5'-trifoszfat /62a/; 2'-dezoxiadenozin 5'-

-trifoszfat [/62b/ és 3'-dezoxiadenozin 5’-trifoszfat

/|62c/ szintézise

Adenozint /5

a/; 3'-dezoxiadenozint [53¢/ a Yoshikawa
médszer szerint POCl,-val trimetilfoszfatban 0°C-on;
2'-dezoxiadenozint /5%b/ az eljaras mddositasaval -20°c-on
foszforileztem /6.1. &dbra/. Az 5’-monoszubsztitudlt termé-
kek /60 /a-g// maximdlis ardnyu képzOdéséhez sziikséges reak-
cididdt a reakcidelegy elhidrolizalt mintdinak vékony-
rétegkromatografias analizisével allapitottam meg. Az alkal-
mazott reakcid kérilmények /[30% POCl3 felesleg, 1.5 6/ so-
ran az 5'-monofoszfatokra /64 /a-g// elérhetd hozamok
80-90 % kozdtt voltak.

Nukleozid 5'-trifoszfatok §2/a-g/ szintézise sorén az

5'-foszfodikloridatok hidrolizise helyett, a reakcidelegy-



hez 4-szeres molaris feleslegli bis-tri-n-butilamménium
pirofoszfat 0.5 M-os dimetilformamidos oldatat adtam,

majd 1 perc 4llas utdn a reakcidelegyet 1.0 M-os trietilam-
ménium bikarbonat oldattal hidrolizadltam. A termékek
izoladlasat ioncserés oszlopkromatografiaval DE—32[HCO3]
oszlopon végeztem. Az elucids diagrammokat 6.2 abréan
tiintettem fel.

A reakcid fOterméke minden esetben a 0.25-0.30 M
s6koncentracidonal eludldédd nukleozid 5'-trifoszfat
62/a-¢c/ /IV peak/ volt. A termékelegyek ezenkiviil elre-
agadlatlan nukleozidot [/I/, illetve a 2’-dezoxiadenozin
foszforilezése esetén adenint [/Ia/; adenozin esetében a
2" /3" |OH foszforilez®désébdl adddd adenozin 2’3’ ciklo-
foszfatot [/II/, a foszfodikloridat intermedier hidrolizisé-
bdl levezethetd 5’'-monofoszfatot 64/a-c/ /III/ - valamint
csekély mennyiségben - nem vizsgalt szerkezeti - 0.3 M-nal
magasabb sdkoncentridcidndl eludlddd melléktermékeket tar-
talmaztak. A termékelegyek szazalékos Osszetételét a 6.2
abran tintettem fel.

A vizsgalt vegyliletek szerkezetének igazoldsat vékony-
rétegkromatografidsan autentikus kontroll anyagok felhasz-
nadlasaval végeztem. 62/a-g/ vegyliletek alkalikus foszfa-
tdzzal végzett enzimatikus hidrolizisének egyediili UV
abszorbeald terméke a kiindulasi nukleozid volt, tehat a
heterociklusos bazis modifikacidja a reakcid soran nem

kdvetkezett be. A hidrolizis soran keletkezd anorganikus
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6.2. &bra: 62/a-g/ izolalésa DE—32[HCO§] oszlopkromatogra-



foszfat és nukleozid mdélardnya 62a esetén 2.98:1, 62b
esetén 2.96:1 az elméleti 3:1 ardnynak megfeleld volt,

mig 62¢c esetén e vegylilet e

P NMR spektruménak felvé-
telével igazoltam azt, hogy a termékek anorganikus

polifoszfat szennyezést nem tartalmaznak.

6.3. A reakcid mechanizmusanak vizsgadlata

Az eldzd fejezetben leirt reakcid menetét ATP szinté-
zise soran részletesebben is megvizsgdltam. Megallapitot-
tam, hogy 6Qa pirofoszfattal t6rténd reakciéja utan 1.0 M-os
TEAB helyett morfolint adva a reakcidelegyhez /6.1 ab-
ra B ut/ az analdg reakcidban hidrolizis soran képzddd
ATP-vel azonos termeléssel P3—morfolino-Pl-[adenozin—S']—

-trifoszfat /63a/ keletkezik.

Jlon

3a-t Dowex lx8[HCO§] oszlopon, trietilamméniumhidro-
génkarbondt linedris gradiensével izoldltam. Savas hidro-
lizise /0.1 M HC1l, 30 perc, ZOOC/ soradn kvantitative
ATP keletkezett. Alkalikus foszfatdzzal 63a nem hidroli-
zdlhatd, ami a molekuldn 1évd sav labilis szubsztituens
Y.helyzetét igazolta. Tovabbi szerkezetigazolasul szol-
galt, hogy 63a kromatogrdfiads viselkedése megegyezett az
ATP-b31l DCC-vel tOrténd aktivalassal és ezt kdvetd amino-
lizissel elBallitott anyag tulajdonségaival.63
Az a tény, hogy a belépd morfolino csoport y pozicidba
keril egyértelmiien igazolja, hogy 60a é€s a pirofoszfat

anion reakcidja soran 6la ciklikus trimetafoszfat észter



jott létre, 62a és 63a vegyliletek azonos termeléssel
vald képzOdése /6.1. abra A ill. B ut/ pedig arra utal,
hogy a gyiirlizdrds az alkalmazott reakcidékdriilmények so-
ran teljesen végbement.

6la ciklikus trimetafoszfat észter kialakulésanak
értelmezése Cramer és mtsai fenilfoszfodikloridattal
végzett kisérletei alapjan lehetsége564. Vezetd képességi
titralasokkal kimutattadk, hogy fenilfoszfodikloridat
dimetilformamiddal 1:1 mdélaranyu komplexet képez /64/.
64 imidoilfoszfat kialakuldsa a komponensek egyesitésekor

pillanatszeriien tdrténik.

o
il CHa\ + i o
Cl—P—O-R + (CH,),N-CHO ~—> N=CH-0-P-0-R R= CgHs
¢ S cl
84
10
-O—Z;OR'. Bazis R=CgHg ,H
2,
Hy0
0
Y
R—0—P

64 a foszforsavészterek és karbodiimidek reakcidi soran
keletkezd imidoilfoszfatokhoz hasonldéan /2.2. fejezet/
erélyes foszforilezd agens.

Foszforsavval, illetve foszforsav észterrel vald reakcidja
soran tercier amin jelenlétében mar rovid reakcididd

[5=10 perc/ sorédn is jo termeléssel pirofoszforsav mono-



észter /R’ = H; R = C6H5/ illetve pirofoszforsav di-

észter [R’ CGHS/ keletkezett, mig DMF tavollétében

a fenilfoszfodikloridat és a foszfat anionok kdzotti
reakcidé két nagysagrenddel lassabban ment végbe.

Az altalam vizsgalt reakcidban a fentiek analdgidjara
szintén 64 /R = adenozin 5’-il/ imidoil foszfat képzd-
dése valdsziniisithetd. E vegylilet és a pirofoszfat
anion reakcidja utdn, a masodik P-Cl kotés aktivalasa
soran létrejdvo a-imidoil ATP [/65/ - a 2.2. fejezetben
ismertetett y-imidoil ATP-hez hasonld intramolekularis

ciklizalasa vezet 6la kialakulasahoz.

o (o} (o}
I ] ]
HO—P—0—P—0—P—-0—CH, A
1 i 1
(o i o 3 <|) o
CH
n,
NT OH OH
CH3" “CHy
85

Egy 65-h6z hasonld,az a foszfor atomon aktivalt P-X kotést

tartalmazd ATP szarmazék intramolekularis ciklizalasat

adenozin 5'[(R)a180] trifoszfat adenozin 5’'[(S)a-tio] tri-

foszfatb6l kiinduld szintézise soran is megfigyeltékss.

s

\

-“p—0Ado 1
Ho_';!_o_g-%' Brp/H20"®  (o-0'®)aTP + (Y -0'0)ATP

- —

A P-S k&tés Brz-val tOrténd aktivadladsa soran, a reakciot

H2180-ban végezve a 18O 1:4 aranyban oszlott meg a termék

/3lp NMR/. /y—olsl ATP

o és y foszfat csoportjai k&zdtt
képzGdése ez esetben szintén 6la intermedieren keresztiil

t6rtént.




6.4 Alkalmazasi lehetOségek

Az eldzd fejezetben 62 a-¢ vegyliletek szintézisének
példéajan bemutatott eljaras - a 2. fejezetben ismertetett
csoportositéds szerint az A csoportba tartozik; tehat az
aktivalt nukleotid szarmazék szintézise a nukleozidbdl
kiindulva egy lépésben tO8rténik. Ez esetben azonban a 2.
fejezetben ismertetett eljarasoktdl eltérden a bifunk-
cidésan aktivalt nukleotid szarmazék /60 a-g/ és a piro-
foszfat anion reakcidja soran elsd lépésben ciklikus tri-
metafoszfat észter képzddik, amelynek vizes trietilamménium
hidrogénkarbonadt [pH = 7.5/ oldattal tdrténd hidrolizise
adja a terméket. ATP /62a/; 2'dATP /62b/; 3'dATP /[g2¢c/
szintézise soran a nukleozid trifoszfatok, a Yoshikawa
foszforilezés termékelegyeinek hidrolitikus feldolgozasa
soradn nyert 5’'-monofoszfatokkal megkdzelitden azonos hozam-
mal képzddtek, tehat © mddszer a nukleozid trifoszfatok szin-
tézisére egyik leggyakrabban haszndlt megoldas; amely a
nukleozid szelektiv foszforilezését a Yoshikawa médszer-
rel, majd az izolalt 5’-monofoszfatok aktivalasat végzi
/2. fejezet, B ut/ - jelentds egyszeriisitésének tekinthetd.

Az alkalmazott r&vid reakcididd alatt a termék difoszfat-
td bomlidsa nem kdvetkezik be - amely a PB—O—Pa kotés kiala-
kulasanak szokasos korlilményei k&zdtt elkeriilhetetlen -

tehat a termékelegyek egyszeriibbek a morfolidatos, imidazoli-

datos eljaras termékelegyeinél.



Az eljaras preparativ alkalmazasanal tekintettel
kell lenni, a nukleozid 5'-foszfodikloridat kialaki-
tédsara hasznalt Yoshikawa foszforilezés melléktermé-
keire. Ribonukleozidok esetén a 2’ /3’ /OH foszforile-
z€sébsbl 2’ /3" klorciklofoszfat keletkezik /5. feje-
zet /[, amelybdl a reakcid soréan keletkezd 2'/3’/ ciklo-
foszfat |/ 6.2. abra A/II csucs/ egyszeriien elvalaszt-
hatd a terméktdl.

Dezoxiribonukleozidok foszforilezése soran - az
eljaras alkalmazasanak alapfeltétele, csakugy mint 5'-
-monofoszfatok szintézésénél, az Yoshikawa foszforilezés
szelektivitdsa az adott nukleozid esetén, vagy a 3’ és
5' trifoszfatok kromatografias elvalaszthatdsaga.

E moédszert a 6.3 fejezetben leirt vegylileteken kiyﬁl,
eddig guanozin, /[E/-5-/2-brémvinil/-uridin; /E/-5-/2-
-brémvinil/2’-dezoxiuridin 5’-trifoszfatjainak szintézisé-
re alkalmaztuk laboratdériumunkban.

A reakcidé 3'-0 csoportjan polimer hordozdéhoz k&tdtt timidin
5’-trifoszfétjénak szintézisére ugyancsak alkalmazhatdénak
bizonyult.

Irodalmi példak ismeretesek 5-amino-4-imidazolkarboxamid-

—ribozid—5’-trifoszfét66, és 5 szubsztituidlt 2’'-dezoxiuridin

illetve 2'-dezoxicitidin szérmazékok67

5'-trifoszfatjainak
szintézisére is. Ez utdbbi esetben tiszta 5'-trifoszfatokat
HPLC-vel izolaltak.

E példak alapjéan valdészinli, hogy az eljaras kiterjeszt-

hetd a legt8bb - Yoshikawa reakcidval foszforilezhetd nuk-

leozid - 5'-trifoszfatjanak szintézisére is.



Az alabbiakban a dolgozat célkitiizésének megfe-
lelden;az eljards pppA2’'p5'A2’'p5’'A szintézisére vald

felhasznalasaval foglalkozom.



7 pppA2’'p5'A2'p5'A /1/ szintézise

7.1. Bevezetés, szintézisterv

PPPA2'p5'A2'p5’'A 5'-trifoszfat csoportjanak kiépi-
tésére az eldz0 fejezetben ismertetett trifoszfat szinté-
zist alkalmaztam.

A Yoshikawa foszforilezés nem védett dinukleozid
foszfatok 5’-0OH csoportjanak foszforilezésére is kiter-
jeszthet668’6952éi esetben nukleozidok foszforilezéséhez
hasonldan bazis illetve 2’ /3’ /OH véddcsoportok alkalmaza-
sara nincs szilikség, viszont az interribonukleotid k&tés
izomerizalédasanak elkeriilése érdekében - az internuk-
leotid kotés melletti cisz o OH csoport védése sziikséges.

POCl3 hatadsara az internukleotid k&tés is foszfori-
lezddik és diészter- diklérfoszfat vegyes anhidrid kép-

26dik %! /66a-p/.

S e N e N
(o} O\/O O o

1
H 0 Ry

£ i
O=p—-0 C=P-R P =
g 6CH2 0% “o-cH,~ 0=pP-0".H
66 57
fa. | R2
o ?
-0-P-Cl
5 e Cl

E reakcidé végtermékei aszerint kiilénb&znek, hogy lehetd-

ség nyilik e a cisz o OH csoport részvételével 67 ciklikus



triészter kialakuldsara. Igy diribonukleozid foszfatbdl
kiindulva /R1 = OH/ a termék 67 hidrolizisébdl keletke-
z0 2'-5" illetve 3'-5’' internukleotid k&tésii izomereket

tartalmaz 1l:1 aranyban, mig R, = H esetben a kiindulasi

1
internukleotid k&tés regeneralddik a feldolgozas soran.
Lanchasadashoz vezetd degradécidt sem 67, sem 66a hidro-
lizise soran nem észleltek.

Mivel védetlen adenilil-/2’'-5'/-adenilil-/2'-5"/-
-adenozin foszforilezésénél a fentiek szerint - a teljes
izomerizacid miatt az 5'-0O-foszforilezett, 2'-5' internuk-
leotid kOtést tartalmazd termék varhatd hozama <25 % - mun-
kam soradn a 3'-0H csoportjain a Yoshikawa foszforilezés ko-
rilményei k&z6tt stabil o-nitrobenzil éter véddcsoporto-

kat70

tartalmazd vegyiilet: 3’-0O-/o-nitrobenzil/-adenilil-
-/2'-5"[-3"-0-/o-nitrobenzil /-adenilil=-/2'~5"/-3"-0-/0-
-nitrobenzil/-adenozin [78¢c/ foszforilezését vizsgaltam.
A 3'-0 védGcsoport a szintézis utolsd lépésében - az
5'-trifoszfat termindlis kialakitdsa utdn - fotolitikusan
tavolithatd el. 78¢c vegyliletet a ribooligonukleotid szinté-
zis foszfotriészter médszerével38 szintetizaltam.
Az alkalmazott szintézis stratégia ennek megfelelden
az alabbi lépésekbdl all:
1./ A foszfotriészter mdédszer védett monomerjeinek szinté-
zise [7.2. fejezet/
2./ A INB/ 2'p5'A[NB2'p5'A/NB/ [18¢c/ szintézise [7.3. fe-
jezet/
3./ 18¢c parcidlisan védett trimer foszforilezése: [7.4.

fejezet/



2. Védett monomerek szintézise

A triészter mbédszer kiindulasi vegylileteit a 7.1 ab-
ran Osszefoglalt reakcid sorozat alapjan allitottam eld.

Adenozint piridinben benzoilklorid feleslegével ben-
zoileztem, majd az alkoholos hidroxil csoportokrdél a ben-
zoilcsoportokat lugos hidrolizissel tavolitottam el7l. Az
igy nyert N6—benzoil—adenozin /[68/ mono alkilezését o-nit-
rofenil diazometénnal /69/ katalitikus mennyiségi on/II/
klorid jelenlétében vizmentes DMF-ben végeztem72. Az
eljaras soran a 2’-/3’ [-0-o-nitrobenzilezett izomerek
[10 és 71/ megkdzelitdleg l:1 aradnyban képzddtek. A to-
vabbi atalakitasokhoz felhasznalt 7Q vegyliletet az izomer-
keverék etanolmentes kloroformbdl végzett frakcionalt kris-
tadlyositéssal nyertem. A 3’—o—nitrobenzil—N6—benzoil-ade—
nozin kristdlyositassal t6rténd eldallitasa - az irodalom-
ban leirt oszlopkromatografids eljarassal szemben - jelen-
tOsen leegyszerilisitette a kiinduldsi anyag szintézisét.
11-t az anyalugbdl szilikagél oszlopkromatografiaval izo-
laltam. Az o-nitrobenzil csoportok helyzetét 70 és 71
vegyliletekben vékonyrétegkromatografiads tulajdonsagaik és

a lH NMR spektrumok &sszehasonlitésa alapjan allapitottam

meg72. 10 és 71 fotolizise /A = 366 nm/ kvantitative a
kiinduldsi 68-t szolgdltatta.
A kristadlyositéssal nyert 70 vegyliletbdl ezt kdvetden

piridinben monometoxitritilkloriddal 5’-O-monometoxitritil-

—N6—benzoil-3'—o—/o—nitrobenzil/—adenozint 112/ készitettem,



CHyN,
Bz NO
HO-CH, A 2 HO—CH, ABZ
0 /'snCly.2H,0 o
69
OH OH ONB OH

&
[+ ]
s

B
MeOTrO—CH2 A .
o
ONB OH
72

|

[

B
MeOTrO—CH, A

(o)

ONB O

o=i_-o—®—cu

~
H

Tk . abra

HO-CH, ABZ
o)
+
OH ONB
71
MeOTrO—CH, P
o)
ONB OBz
15
HO—CH, aBZ2
o
ONB OBz
6



amit szilikagél oszlopkromatografiaval izolaltam. 12
szolgalt a védett foszfat komponens /74/ és hidroxil
komponens /76/ szintézisének kdézvetlen prekurzordul. 76
eldallitasahoz 72-t elsO lépésben piridinben 2.5-szeres
feleslegli benzoil kloriddal acileztem. Az eljaras

soran mind a 2’'-0OH mind a 6NH2 csoport benzoilezddott,
a kapott 5’-OH-monometoxitritil-3’-0-/o-nitrobenzil/-

6,N6-tribenzoil—adenozin /75/ 5'-OH véddcsoport-

-2'-0,N
jat 80 %-os CH3COOH-val eltavolitva nyertem 76-vegyiile-
tet, amit szilikagél oszlopkromatografidsan izolaltam.
74 foszfat komponens szintéziséhez 72-t p-kldérfenil-
foszfoditriazolidattal [/73/ vizmentes piridinben foszfo-

73, majd a reakcidelegy hidrolizise74 utan 74-t

rileztem
kloroformos extrakcidval és szilikagél oszlopkromatogra-

fidval tisztitottam.

7.3. A /NB/2'p5'A/NB/2'p5’A/NB/ 18c szintézise

I

8c vegyiilet szintézisének menetét a 7.2. &bran muta-
tom be. E1sS lépésben 76 lanczardtag és 74 foszfat kompo-
nens l.3-szoros feleslegének piridinben végzett kapcsola-
saval 77a védett dimert dllitottam eld. Kapcsold agensként
'triizopropil benzol szulfonil-klorid /TPSCl/ és N-metil-
imidazol 1:3 mélaéényu keverékét alkalmaztam, az Efimov
altal dezoxiribooligonukleotidok szintézisére kidolgozott

15

eljaras szerint ~. A 76 hidroxil komponens kvantitativ

foszforilezéséhez sziikséges reakcididd 1 déra volt.
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A 77a védett dimert izoldlas nélkiil detritileztem
[2 % p-toulolszulfonsav, kloroform:metanol = 7:3, 30
perc/76, majd a szabad 5'-OH termindlisu dimert /Z7b/
szilikagél oszlopkromatografiaval izol&ltam.

17b és 74 a dimer szintézisnél leirtak szerint
megismételt kapcsoladsa szolgadltatta 78a védett trimer
vegyliletet. A reakcidelegy vékonyrétegkromatografias
analizise ez esetben 1 O0ras reakcididd utédn még 5-10 %
elreégélatlan hidroxil komponens jelenlétét mutatta.

Mivel J7b €és 18a Rf értékei /S6/ egymashoz nagyon
kbzeliek, a reakcidelegy szilikagél oszlopkromatografiaja
utdn nyert 78a trimer kevés 77b-t tartalmazott szennye-
zésként - aminek tovabbi eltadvolitédsara - tekintettel
arra, hogy a teljes deblokkolas utani termékek egy foszfat
disszocidcidval kiilénboznek - nem tdrekedtem.

A termék p-klorfenil és benzoil csoportjainak egyideji
lehasitasara a Narang altal bevezetett76 egyszeri el-
jarast valasztottam, 78a-t piridin cc NH,OH = 1:1 elegy-
ben 5 6rat 60°C-on hevitettem, majd 78b izolalasa nélkil

a monometoxitritil csoportot savas hidrolizissel /80 %-os

1

CH4COOH, 2 éra, 20°C/ tévolitottam el. 78c DE-32[HCO]]
oszlopon vald tisztitdsa utén nyert termék vékonyréteg-
kromatografidsan homogén volt SB; S4 rendszerekben [Kisér-
leti rész/, azonban S, rendszerben [szilikagél/ .ButOH:EtOH:

H,O0 = 16:2:5/ nyomnyi mennyiségii, a terméknél nagyobb

Rf—vel vandorld szennyezddést tudtam kimutatni. A termék



végsd tisztitdsat ezért preparativ vékonyrétegkromatog-
rafiadval is elvégeztem /S2 rendszer/ és tiszta 78c-t
liofilizett bisz-trietilammdéniumsdéjaként 16 monomer OH

komponensre vonatkoztatott 36 %-o0s termeléssel izolaltam.

18c enzimatikus lebontédsa foszfodieszteraz I
enzimmel a 3’'-0H szubsztituens jelenléte miatt nem le-
hetséges, ezért az enzimatikus hidrolizist az o-nitro-
benzil csoportok fotolitikus eltavolitdsa utdn végeztem
el?7A véddcsoportok teljes eltavolitdsa utéan kapott
adenilil-/2’-5"/-adenilil-/2’'-5'/-adenozint /79| DEAE-

-Sephadex oszlopon tisztitottam /7.3. &abra/.
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7.3. abra., 6 uMoél 78c deblokkoldsa soran nyert 79 oszlop-
kromatografias tisztitdsa. Oszlop: DEAE-Sephadex
[HCO3], Gradiens: 600-600 ml 0,05-0,4 M TEAB.
Termelés: 4.37 ymdél /72,8 %/.



19 vegyllet foszfodieszteraz I enzimmel kvantitative
adenozinnd és adenozin 5’-foszfattd hidrolizalt. A termé-
kek mélardnya [pA:A = 2:1/ az enzim hasitédsi helyeinek
ismeretében egyértelmiien igazolja 79 trinukleoziddifosz-
fat szerkezetét.

Az interribonukleotid k&tések meglétét igazolja, hogy 79
lugos hidrolizise /0.5 M NaOH, 15 0, 25°c/ adenozint és
adenozin 2'/3’/ foszfatot adott. Az interribonukleotid
kotések 2’'-5' helyzetét bizonyitja, hogy 79 T, RNazzal
szemben - amely enzim 3’-5’ interribonukleotid k&téseket

78,37

hasit rezisztensnek bizonyult.

végiil 78¢c -t

P NMR spektruma /G:[dioxén:DZO = 2:1/ = 0.68 ppm
[s]; O.71 ppm /s// alatadmasztja a deblokkolt vegylilet lebon-
tasos szerkezetigazoladsaval nyert eredményeket. 78c szer-

kezet igazolasat az alabbi séma foglalja Ossze.

A(NB)2'p5°’A(NB)2’p5’A(NB)

78¢
PDE L
lhv ————> 2 pA + A
OH™ e
A2'p5’A2'p5A > 2A2(3)p + A
19 Tp RNz,
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7.4. A/NB/2'p5’A/NB/2'p5"'A/NB/ [/78c/ foszforilezésének

vizsgalata

7.4.1. pA/NB/2'p5’A/NB/2'p5'A/NB/ [8Qa/ szintézise

ElsG lépésben 3’0OH csoportjain o-nitrobenzil éter
véddcsoportokat tartalmazd triribonukleozid difoszfat
[18¢/ POCl,-val valé foszforilezésének optimdlis kisérleti
kdriilményeit dllapitottam meg. A bevezetésben emlitett
reakcidt: védetlen adenilil/2’/3'/-5'/ adenozin trietil-
—amméniumsdjanak foszforilezését POCl, 27-szeres molaris
feleslegével végezték. 2 O6ras reakcid iddt alkalmazva
az 5’'-0 foszforilezett A2'p5'A-t és A3’'p5’A-t 65 %-o0s
termeléssel izolaltak.

E reakcidkdriilményeket megndvelt feleslegli POCl,-t és
hosszabb reakcididdt alkalmazva 78¢c vegylilet esetén is al-
kalmazhaténak taldltam. 78¢ bisz trietilamméniumsdjat
POCl3 35-szoros molaris feleslegével trimetilfoszfatban
0°c-on foszforileztem /7.4. abral/.

A reakcid menetét a reakcidelegy 0.2 Mélos trietilammé-
nium hidrogénkarbondt pufferral elhidrolizalt mintdinak
vékonyrétegkromatografids analizisével k&vettem /S3 rend-
szerben/. 3.5 6ra utdn a kiinduldsi vegylilet elreagalt

és S3 rendszerben egy a 78¢c-nél kisebb Re-vel vandorld
termék jelent meg. A reakcidé terméket: 80a vegyliletet

DE 32[HCO§] oszlopon TEAB puffer linedris gradiensével

izolaltam.
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A termékben foszforsavmonoészter csoport meglétét iga-
zolja, hogy 80a foszfomonoészterdzzal kvantitative 78c
kiindulasi vegyliletté alakithatdé. Az o-nitrobenzil vé-
dScsoportok eltadvolitdsa utadn nyert 8la; 79 vegylilethez
hasonldéan /7.3. abra/ DEAE-Sephadex oszlopkromatografia
soran egyetlen csucsként elualdédott, ami arra utal, hogy
izomerizacid a foszforilezés és a deblokkolas sordn nem
kbévetkezett be.
8la-ban az internukleotid koétés 2'-5’ helyzetét igazolja,
hogy e vegylilet foszfomonoészterdzzal a kiindulédsi 78¢
fotolizisekor kapott termékkel azonos vegyiiletté alakit-

hatdé [/79/ - amely T, RNadzzal nem hidroliz&dlhatd tovéabb.

2
A foszforsavmonoészter csoport helyzetére, azaz a foszfori-
lezés szelektivitasara 8la foszfodiészterdz I-vel vald
teljes hidrolizadlhatdsdgabdl lehetett kdvetkeztetni. A
hidrolizis egyediili terméke adenozin 5’'-foszfat volt, mig
aszelektiv foszforilezés soran keletkezd A2'p5'A2'p5’'A2'p-
b3l p5’'A2’'p-nek is kellett volna keletkeznie az enzimatikus

hidrolizis soran.

80a szerkezetigazoldsat az alabbi séma foglalja Ossze:

pA(NB)2'p5S'A(NB)2’pS'ANB) ——ME__  A(NB)2'p5’A(NB)2p5'A(NB)
80a 78¢
lhv
ikt PME ek are g
« PDET PA2p5’'A2'p5'A ; A2p5'A2p5S'A
81a 79



7.4.2. pppA/NB/2'p5'A[NB/2'p5'A[NB/ [80b/ és

PPPA2'p5'A2'p5'A [1/ szintézise

80b szintézisének kiinduldsi anyaga 80a szintézisé-

hez hasonldéan 78¢c részlegesen védett trimer volt. 78c-t

ot

POCl3-val trimetilfoszfatban foszforileztem eldz

lloo
1]

-
fejezetben ismertetett szintézisének megfelelden /[7.4.
abra/.

Az 5'-trifoszfat csoport kialakitdsadt a foszforilezés
sordn keletkezd 5’-foszfodikloridat termindlisu trimer
és tri-n-butilamménium pirofoszfat in situ reakcidjaval
és a termékelegy ezt kdvetd hidrolizisével végeztem az
adenozin 5’-trifoszfiat - 6. fejezetben ismertetett -
adenozinbdél kiinduld egylépéses szintézisének analdgidjara.
80b-t ioncserés oszlopkromatografiaval DE-32[HCO§] oszlopon
trietilamménium hidrogénkarbondt linedris gradiensével

izoladltam. A 7.5. &bra 20 uMo 1 18¢c foszforilezése soran

nyert termékelegy oszlopkromatogrdfids feldolgozasat mu-

tatja be.
E (260 nm) TEAB(mol/1)
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1 /,l 0.6
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7.5. abra. pppA/ONB/2'p5’A[ONB/2'p5'A/ONB/ izolédlésa.
Oszlop: DE-32[HCO,] [1.5%x60 cm/. Elucids
sebesség: 78 ml/6fa. Frakcidtérfogat: 19.5 ml.
Gradiens: 1000-1000 ml 0,2-0,7 M TEAB.



52-62 frakcidk vékonyrétegkromatogradfidsan homogén 80b-t
[12 yM61, 60%/ , 46-52 frakcidk 80b és a 5’-difoszfat
termindlisu trimer keverékét tartalmaztik.

80b foszfomonoészterédzos emésztése egyediili UV
abszorbedld termékként a kiinduldsi 78c-t adta. /A fel-

hasznalt foszfomonoészteraz: Escherichia coli alkalikus

foszfataz a P—O-P/O//OH/2 pirofoszfat kdtést is elhasit-

ooy
38liV.
A foszfomonoészterdzos emésztés vékonyrétegkroma-

tografias kévetésével /S3 rendszer/ kimutattam, hogy a

I~

8c-hez vezetd hidrolizis két intermedieren keresztiil

haladt, melyek k&zlil az apolarosabb termék 80a; 5’-mono-

foszfattal azonos.

PP PA(NB)2'p5'A(NB)2p5’ANB) —EME ©DA(NB)2'P5'A(NB)2'p 5 A(NB)

80b
R PME

A(NB)2'p5'A(NB)2p5'A(NB) «——DME_  LA(NB)2pS'A(NB)2p5'A(NB)

78¢ 0

E reakcidé soran nyert ppA/NB/2'p5’A/NB/2'p3’A/NB/ szol-

gdlt az elucid 47-52 frakcidinak azonositédsihoz.



80b 5’'-trifoszfat csoportjdnak meglétét egyértelmiien

3
vegylilet 31P NMR spektrum igazolja /7.6. ébra/.7

7.6. abra. 80b 3lP NMR spektruma. § /ppm/ /dioxan: D20=2:1/=
0.30 /s/; 0.13 [s/; -8,83 [d/, J = 18.4 uz /BY/;
7983})8 /d/, 3 = 18.9 Hz [P%/; -20.80 [t/ g = 19.2 Hz
P L]

Az internukleotid kOtések foszforilezddése soran létre-
j6vs vegyes anhidrid /66b R;= ONB/ és a pirofoszfat anion

reakcidjabdl levezethetd 82 vegylilet a foszforsav diészter -



foszforsav vegyes anhidridek ismert hidrolizis érzékeny-
ségével 6sszhangban80 - a termékelegy feldolgozasa soran

az internukleotid kotés regenerdaldodasa kdzben elbomlik.

(o)
'O\Il o
/P-—O\ ,O 1}
0\ /P—O—P—OR
_ -0 or
o5
82

80b 31P NMR spektrumé&ban a 0.30 és 0.13 ppm-nél jelentkezd

két jel szubsztitudlatlan internukleotid k&tések jelenlé-
tét igazolja.

80b o-nitrobenzil csoportjainak fotolitikus eltavoli-
tadsa sorén nyert terméket - [l/ DEAE-Sephadex oszlopon
TEAB linedris gradiensével izolaltam.

1l 5'-trifoszfatcsoportjadnak megléte a védett 80b 31p R
spektrumdbdl kdvetkezik. [Az 5’-trifoszfat termindlis a
fotolizis koriilményei soradn nem valtozik/.

Ll foszfodiészterdz I-vel végzett hidrolizisének egyetlen
UV abszorbedld terméke adenozin 5’-foszfat. Ez a kisérlet
igazoljé, hogy nem t&rtént bazis modifikacidé az 5'-tri-
foszfat termindlis kiépitése soran.

l internukleotid k&téseinek 2'-5’ helyzetét igazolja,

hogy a foszfomonoészteriazos emésztés utan a T2RNézzal

szemben rezisztens 79-vegylilet keletkezik.

p p pANB)2'p5’'A(NB)2'p 5’A(NB)

80b
hv
PME
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1 vegylilet szerkezetének kdzvetett igazolasat jelen-
tik az elvégzett bioldgiai kisérletek eredményei. 1 kal-
ciumfoszfatos koprecipitacids technikaval BHK sejtbe jut-

tatva lO_7

M-os koncentradcidéban a Sindbis-virus szaporo-
dasat 70 %-osan gatolta - ami 1 gatld hatdsidra ko&zdlt iro-

9
dalmi értékkel megegyezik.

7.4.2.1. Az eljaras értékelése

5'-0-trifoszforil-adenilil-/2’-5'/-adenilil-/2'-5" /-
~adenozin [1l/ eldzd fejezetben ismertetett szintézise
soran a Pa_o_CS' k6tés kiépitése a trimer molekuldn tdr-
ténik és a foszforilezés elsddleges termékeként keletkezd
5’-foszfodikloridat termindlisu intermedier szolgal a
trifoszfat csoport kiépitésének kiinduldsi anyagaként -
tehat e szintézis a 3. fejezetben valasztott csoportosi-
tads szerint az A.2. csoportba tartozik.

Az ugyancsak e csoportba tartozd 22 foszforilezd
agenssel szemben ez esetben az egyszerii foszforil-
kloriddal to6rténik az aktivalt 5'-foszfat csoport kiépi-

r’
tése és a PO‘-O—C5 valamint a POL—O-PB

kotések egyilittesen
60 %-0s hozammal alakithatdk ki, szemben a 22 alkalmaza-
sdval elért 25 %-o0s termeléssel.

Az eljaras preparativ szempontbdl az o-nitrobenzil

védbcsoportok hidrogenolitikus eltdvolitasaval egyszerii-

sithetd.



8. Az eredmények Osszefoglalédsa

A Yoshikawa reakcid - azaz nem védett nukleozidok
POCl,-val trialkilfoszfatokban tdrténd foszforilezése -
fétermékeként keletkezd nukleozid 5’-foszfodikloridatok
hidrolitikus bontdsa nukleozid 5’'-foszfatok eldallitéasa-
ra széleskOriien haszndlt: mind természetes mind médosi-
tott szerkezetli nukleozidok foszforilezésére alkalmas
eljaras. Munkamban az e foszforilezési mdédszer primer
termékeként keletkezd nukleozid 5’-foszfodikloridatok
szintetikus felhaszndladsanak néhany lehetOségét vizsgal-
tam.

1./ A foszforilezés primer termékelegyének ammono-
lizisével és az igy kapott nukleozid 5’'-foszfodiamidatok
és 3'-foszfodiamidatok kromatografids elvalasztasaval a
foszforilezés szelektivitadsanak vizsgdlatat végeztem el
5-Fluoro és 5-Alkil dezoxiuridin szarmazékok, 2’-dezoxi-
adenozin és 3'-dezoxiadenozin esetében.

Médszert dolgoztam ki 5-Fluoro és 5-Alkil 2'-dezoxiuridin
5'-foszfatoknak a megfeleld 5-foszfodiamidatokon keresz-
til tOrténd eldallitéasara.

2./ Adenozin, 2’-dezoxiadenozin és 3'’-dezoxiadenozin
esetében igazoltam, hogy a nukleozid 5’'-foszfodikloridatok
a megfeleld nukleozid 5’-trifoszfatok szintézisének alkal-
mas kiinduldsi anyagai - igy lehetdvé valt egy nukleozid-
b6l kiinduld egyszerii, jo hozamu nukleozid 5'-trifoszfat

szintézis kidolgozéasa.



3./ Fenti médszer oligoribonukleotidok foszforile-
zésére vald kiterjesztésével - egy az interferon hatas-
mechanizmusdban kulcsszerepet jatszd természetes vegyil-
let: 5'-0O-trifoszforiladenilil /2'-5’/ adenilil [2'-5'])

adenozin /pppA2’'p5’'A2'p5’'A/ szintézisét végeztem el.



9. KISERLETI RESZ

Anxagok:

A nukleozidokat felhasznalas eldtt 110 °C-on csdkken-
tett nyomadson foszforpentoxid felett 4-6 O6rat szaritottam.
Adenozin, 2’'-dezoxiadenozin; 2’-dezoxiuridin, timidin,
5-fluor-2’'-dezoxiuridin kereskedelmi termékek /[Sigma/ vol-
tak.

A 3'-dezoxiadenozint irodalmi eljaréas alapjén81 szinteti-
zaltam, az 5—izopropil-2;-dezoxiuridint a Kbzponti Kémiai
Kutatdéintézet Nukleotid Kémiai Kutatd csoportjaban allitot-
tak eld.

A foszforil kloridot; trimetilfoszfatot, morfolint
1 Hgmm nyomason desztillaltam. A dimetilformamidot és a
piridint foszforpentoxidrdl tdrténd desztillacidval viz-
mentesitettem. Az abszolutizalt olddszereket molekulaszi-
tin /4 ]/ taroltam.

A benzoil klorid /Lachema-Brno/, hidrazinhidrat /Carlo
Erba/, p-toulol szulfonsav klorid /Reanal/, o-nitrobenzal-
dehid [Merck/, 1,2,4-Triazol /Fluka/, N-metilimidazol /EGA/,
triizopropilbenzol-szulfonsav klorid /Fluka/ monometoxi-
tritil klorid /EGA/ - kereskedelmi termékek voltak. A p-
-klérfenil foszfodikloridét irodalmi eljaras szerint ké-
szﬁlt76.

A szerkezetigazolasokhoz felhasznalt enzimek:
Escherichia coli alkalikus foszfataz /EC 3.1.3.1/, T

2
Ribonukleaz [EC 2.7.7.17], Foszfodiészteraz I [EC 3.1.4.1]/



/Sigma/, az oszlopkromatografids ioncseréldk: DOWEX 1x8,
200-400 mesh /Serva/, DOWEX 50x8, 200-400 mesh /Serval/,
DEAE celluldéz, DE-32 /Whatman/, DEAE-Sephadex A-25 /Sigma/,
megoszlisos kromatografidhoz hasznalt hordozd: celluldz

CC 31 /whatman/, az adszorpcids kromatografidhoz hasznalt
szilikagél: Kieselgel 60, 40-63 yu [Merck/ kereskedelmi

termékek voltak.

Modszerek:

Az oldatok beparlasat 1 Hgmm nyomason 30 Oc-os viz-
flirdordl rotacids beparldn [Rotavapor, Bilichi/ végeztem.
Az oszlopkromatografias elvalasztasok nyomonk&vetése az
anyagok UV fényelnyelése alapjan /[Spektromom 303/, illetve
az egyes frakcidk vékonyrétegkromatografids analizise
alapjan tortént.
Az abszorpcids spektrumokat Cary-15 spektrofotométeren

regisztraltam. A L

P NMR spektrumok felvétele JEOL FX 60
spektrométeren /55-58 vegyliletek/, illetve Brucker-250 FT
spektrométeren tdrtént /78c, 80b vegyiiletek/ 24,2 MHz,
illetve 101,2 MHz frekvencidn. A megadott kémiai eltold-
dasok 85 %-os H PO, kiils® standardra vonatkoznak.

Az o-nitrobenzil védOcsoportokat tartalmazd vegylile-
tekkel csOkkentett megvilagitas mellett dolgoztam.

Az anorganikus foszfat meghatarozasat Eibl és Lands

- 3 - 83
modszere szerint végeztem ~.
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Az enzimatikus hidroliziseket a vizsgalt anyagok 50
n méljaval végeztem /37°C, 2 6/. Az alkalikus foszfatazt
/0.1 egység/ 10 ul 0.5 M /NH4/2CO3 oldatban [/pH = 9.5/,
a foszfodieszterdz I-t /0.1l egység/ 10 pl 0.1 M natrium-
karbondat - natriumhidrogén karbonat pufferben [pH = 10.4/
aT, ribonukleazt /5 egység/ 0.1 M amméniumacetat [pH = 4.5/
pufferban alkalmaztam. Az enzimatikus hidrolizisek terméke-
it autentikus kontrollanyagokkal /Sigma/ vald vékonyré-
tegkromatografids Osszehasonlitassal azonositottam.
A vékonyrétegkromatografias vizsgalatokat sajat készitési
celluldz: szilikagél = 8:2 rétegeken, szilikagél készré-
tegeken [Silica Gel 60 Foggr Merck/, celluldz készrétege-
ken [cellulodz F254, Merck/ és PEI celluldéz anioncseréld
készrétegeken [Polygram Cel 300 PEI/UV254, Macherey-Nagel/
végeztem. A rétegeken az anyagokat UV-fényelnyelésiik
alapjan 254 nm hulldmhosszusagu fényben [Desaga UVIS/ de-
tektaltam.
Az alkalmazott kromatografids rendszerek:
Sl : n.butanol:etanol:0.1 M TEAB = 16:2:5 [/celluldz-szilika-

gél = 8:2/

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

0)]
N
.. .

n-propanol:ccNH,OH:H,0 = 11:7:2/szilikagél

4]
=S
'

n.butanol:ecgtsav:Hzo = 5:3:2/celluldz

0

kloroform:etanol = 10:1/szilikagél

kloroform:etanol = 97:3/szilikagél

etanol:1 M amméniumacetat = 5:2/szilikagél

~
.

kloroform:metanol = 8:2/szilikagél

(0]
.



0,25 M NH4HCO3/PEI
10° 0.3 M NaCl /PEI
11° 0.5 M NaCl/PEI

12° 1.5 M NaCl/PEI

m n » n 0w

133 tel. /NH4/ZSO4:1 M natriumacetit:i.propanol = 80:18:2/
[celluldz-szilikagél = 8:2
S,4% n.propanol:ccNH,OH:H,0 = 11:7:2/celluldéz-szilikagél =
8:2 |
Az Rg értékeket az 5.1 és 9.1 tdblazat foglalja Ossze.
Az ioncserés oszlopkromatografias elvalasztdsokndl hasz-
83

nalt trietilamménium-hidrogénkarbonat, pH = 7.5 puffer

szerint késziilt.



9,1. tablazat

Rétegkromatografias Re értékek

Vegyl-
B o ke fEC Te s Te iR By UL e Bio Wiie
59a 0.64 0. 12 0.58 0.58 0.80
59b 0.58 0.80
Zgg 0.58 0.80
64a 0.44 0.56 0.22 0.24 0.60
62a 0.10 0.12 0.0 6.29 0.40
62b 0.25 0.38
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 0.05 0.0 0.44
75 0.58
76 0.43
77a 0.34
- 0.29
170 0.19
- 0.15
78a 0.22
e 0.20

0.19
B 0.22 0.73°0.81 0.0 0.15
79 0.58 0.41 0.68 0.55
80a 0.63

80b 0.48



Vegyi-

& v, (B, By Bk B ? Sq 1o "1 71> Bia Bag
szama
1 0.31 0.10
A2’ /3" [p 0.39
0.28
PPA 0.16 Os3l
pPpA2'p5'-
-A2’p5'A  0.35 0.24
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5-Fluoro-2'-dezoxiuridin 5’'-foszfodiamidat /55a/

54a /246 mg, 1 mmdl/ j6l1 kevertetett trimetil-
foszfatos oldatdhoz /2.5 ml/ 0°C-on frissen desztillalt
f?szforil kloridot 10.2 ml 2.2. mmél adtam. A keverte-
tést 0°C-on 24 6rat folytattam, majd 7.0 M-os amménium-
hidroxid oldatot /10 ml/ adtam a reakcibdelegyhez és az
oldatot szarazra paroltam.
A parlasi maradékot deszt. vizben oldottam és az oldatot
DEAE-celluldz [HCOE] oszlopon /1.6x53 cm/ bocsatottam

at [elucibs sebesség 20 ml/perc/frakcid/.

dott. E frakcidkat egyesitettem és szarazra paroltam. A

parlasi maradékot n. butanol/etanol/0.1 M trietilamménium

hidrogénkarbonidt, pH = 7.5 16:2:5 elegyével ekvilibralt

celluldéz [/Whatmann CC-31/ oszlopra vittem fel. Az elucidt

ugyanezen szolvenssel végeztem /elucids sebesség: 4.5 ml/

20 perc/frakcid/.

54a 12-31 frakcidkban; 56a 42-50 frakcidkban; 55a 52-80

frakcidkban és 57a 124-160 frakcidkban elualddott.

A termékelegy Osszetételét az 5.1. tadblazatban tiintettem

fel. A megfeleld frakcidk beparlasa utan az anyagok so-

mentesitését vizzel vald ismételt beparléassal végeztem el.

31p amr /D,0, pD-= 7.0/H;PO,/:

§i=20.61 [§5al; 19,79 [56al+ 19.79 s 20.24 ppm [Ket
egyenld intenzitadsu jel /5Za/

12 6ras allas utédn /pD = 1.0/ a hidrolizis termékek

spektrumai:



31
P NMR /D,0, pD = 1.0/H;PO,/
§ = -0.16 /55a/; -0.89 [56a/; -0.26 &s -0.93 ppm /két

egyenld intenzitdsu jel /57a/

5-Fluoro-2'-dezoxiuridin 5’'-foszfat /58a/

Az eldzd folyamat soran nyert 55a-t /0.45 mmél/
50 %-o0s vizes ecetsavban /45 ml/ oldottam és az oldatot
50 °c-on 5 6rat tartottam, majd szadrazra paroltam.
Az ecetsav nyomokat vizzel vald ismételt beparlassal
tavolitottam el. A parléasi maradékot deszt.vizben oldottam,
majd DEAE-celluldz [HCOS] oszlopra /1.6x53.0 cm/ kétSttem
fel. Az elucidt viz és 0.2 M trietilamménium hidrogén-
karbonadt oldat linedris gradiensével végeztem.
[2000 ml, elucids sebesség: 20 ml/20 perc/frakcid/.
A legnagyobb intenzitasu 0.15 M puffer koncentracidnal
elualdédd csucsot beparoltam, majd az anyagot vizzel vald
ismételt beparlassal sOmentesitettem.
A parlasi maradékot vizben /1 ml/-ben oldottam.
Az oldat liofilezése utén 58a-t /0.231 g, 97 %/ bis-
-trietilamméniumsdként izolaltam.

31P NMR /DZO’ pD = l.O/H3PO4/: § = =-0.26 ppm.



2'-dezoxinukleozid 5'-foszfodiamiditok /55b, 55¢, 554/

E vegyliletek szintézisét 54b /0.5 mmél/, 54¢ /1 mmél/
és 54d /0.1 mm6l/-bd1l kiindulva az 55a vegyiilet szinté-
zisénél leirtak szerint végeztem el. 54b &s 54c esetén a
foszforilezés reakcidideje 7 6ra volt. A termékelegyek

Osszetételét az 5.1. tadblazatban tiintettem fel.

2'-dezoxinukleozid 5’'-foszfatok /58b, 58¢c, 58d/

E vegyliletek szintézisét 55_b-c-bdl kiindulva 58a

szintézisénél leirtak szerint végeztem el.

Termelések: S58b: 0.133.g9 /93 %/, 58¢c: 0.260 g /95 %/

l|n

8d: 0.023 g /95 %/

>p NMR /D,0, PD = 1,0 [H,P0,/:8 = -0.22 /58b/, -0.28

B
/58¢/+ -0.30 ppm /584/.
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Bisz-tri-n-butilamménium pirofoszfat /0.5 M-os oldat

DMF-ben /

Naszo7 g Ne ] HZO /2.23 g; 5 mmél/ vizes oldatat
/50 ml/ DOWEX 50x8 [H'] gyantaval feltdltdtt oszlopon
/30 ml/ csurgattam at. /V = 60 ml/6/; majd az oszlopot
desztillalt vizzel /70 ml/ semlegesre mostam. Az Osz-
loprdél lejbvd oldatot etilalkohol /20 ml/ és tri-n-
-butilamin /2.38 ml; 10 mmél/ keverékébe csepegtettem;
a szedO edényt jeges vizzel hiitéttem. Beparlas utén az
olajos parlasi maradékot etilalkohollal /2x30 ml/ és
DMF-vel végzett egylittes beparlassal vizmentesitettem.
A parléasi maradékot DMF-ben oldottam és 10 ml-es

mérdlombikban jelig t8ltdttem. Az oldatot molekula-

szita /4 X/ felett taroltam.

Adenozin 5'-trifoszfat /62a/

59_a-t /53.44 mg, 0.2 mmél/ trimetilfoszfatban /0.5 ml/
szuszpendaltam, majd jeges vizes filirdSben Oc-ra hiitsttem
/30 perc/. Foszforil kloridot /24 ul; 0.264 mmél/ adtam
a reakcidelegyhez és a kevertetést O Oc-on 1.5 6rat foly-
tattam.

Az intenziven kevertetett reakcidelegybe 0.5 M-os bisz-
-tri-n-butilamménium pirofoszfat dimetilformamidos olda-
tdnak /2 ml/ és tri-n-butil amin /200 ul/ keverékét pipet-

taztam, majd 1 perc allas utan a reakcidelegyet 1 M-os



S e

trietilamménium hidrogénkarbondt oldatra Ontdttem /5 ml/.
Az oldatot szobahOmérsékleten 20 percet kevertettem, majd
beparoltam és a beparlas megismétlésével TEAB mentesitet-
tem. A parlasi maradékot desztillalt vizben /10 ml/ fel-
oldottam és a DE—32[HCO§] oszlopra kétdttem /1.5x60 cm/.

Az elucidt 1000 ml viz és 1000 ml 0.4 M-os TEAB line-
aris gradiensével végeztem [6.2. &bra, A/./Atfolyasi se-
besség: 60 ml/6, frakcid térfogat: 19 ml/.

A 66-85 frakcidkban eludlddd kromatogrdafidsan homogén /S3/

lloy

2a-t tartalmazd frakcidkat egyesitettem és szadrazra parol-
tam.

Termelés 2550 OD/260 nm /86 %/.

3’'-dezoxiadenozin-5'-trifoszfat 62c és 2’'-dezoxiadnozin-

-5'-trifoszfat 62

oY
(o]
[O]

2C és

lloY

2b eldallitasat, 59c-bSl, illetve 59b-bdl ki-
indulva a 62a-nal leirtak szerint végeztem el. 59b foszfo-
rilezését -20 °C-on 2 b6ras reakcididdt alkalmazva végeztem.

A termékelegyek Osszetételét a 6.2, abran tilintettem fel.

P3—morfolino—Pl—[adenozin-S'—trifoszfét] /g;g/

59a-t /53.44 mg, 0,2 mmdél/ trimetilfoszfatban /0.5 ml/
szuszpendaltam, majd jeges vizben O ©c-ra hiitsttem.

Foszforil kloridot /24 ul, 0.264 mmdl/ adtam a reakcidelegy-
hez és a kevertetést CaCl,-os csGvel lezart lombikban O ©c-on

1.5 6rat folytattam. Az intenziven kevertetett reakcid-



elegybe 0.5 M-o0s bisz-tri-n-butilamménium pirofoszfat
dimetilformamidos oldatdnak /2 ml/ és tri-n-butilamin

/200 ul/ keverékét pipettaztam, majd 1 perc allas utéan

a reakcidelegyhez morfolint /348 pl, 4 mmél/ adtam. A
keletkezd csapadékos oldatot 10 percig kevertettem, majd
1 M TEAB hozzdadasa utédn /4 ml/ szarazra paroltam. A
bepédrlast metanol /2x10 ml/ hozzdadasaval megismételtem,
majd a reakcibelegy vizes oldatdt /10 ml/ DOWEX 1x8 [HCOE]
oszlopra kotottem. Az elucidét 1000 ml H,0 és 100 ml 1 M
TEAB linearis gradiensével végeztem. 63a 0.85 - 0.92 M

pufferkoncentracidénal elualddott. A megfeleld frakcidkat

egyesitettem és bepdroltam. Termelés 2457 OD/260 nm /82.5%/.



N6-benzoil adenozin /68/

Piridinben /60 ml/ szuszpendalt adenozinhez [5.04 g,
20 mmél/ jeges vizes hiités és kevertetés kdzben benzoil-
kloridot /16 ml, 138 mmél/ adtam. A reakcidelegyet 20 Orat
kevertettem, majd jeges vizre /1200 ml/ &nt&ttem. A kelet-
kezett fehér csapadékot kloroformba /3x400 ml/ raztam at.
A kloroformos fazist vizzel [2x200 ml/ mostam, majd nat-
riumszulfaton szaritottam és beparoltam. A reakcidelegy
vékonyrétegkromatografids ellendrzése [Benzol:Eter = 1l:1,
szilikagél/ egységes termékként /Rf = 0.8/ N,N,02’,O3',-
-05’-pentabenzoil adenozin keletkezését mutatta. A par-
lasi maradékot 40 ml piridinben feloldottam, majd tovabbi
60 ml etilalkoholt adtam. A homogén oldathoz 2.0 N natrium-
hidroxid/etilalkohol elegyét /160 ml/ &ntéttem, intenziv
kevertetés k&zben. 7 perc utadn a reakcidelegyet Dowex
50x8 [piridinium/ gyantdval semlegesitettem. A gyantéat
leszlirtem és 20 %$-o0s vizes piridinnel mostam. Az oldatot
szarazra paroltam. A parlasi maradékot etilalkoholbdél /800 ml/
atkristalyositottam. 20 6ras hiitdszekrényben vald &41llas utan
a kivalt szintelen kristdlyokat nuccsoltam, éterrel /200 ml/
mostam és cstkkentett nyomdson foszforpentoxid felett sza-
ritottam.
A kromatografidsan homogén, benzoesav mentes termék

sulya: 4,98 g. Termelés: 67 %.



O-Nitrobenzaldehid-tozilhidrazon

O-nitrobenzaldehid /7.83 g, 51.6 mmél/ metanolban
[15.6 ml/ készililt oldatdhoz jeges hiités és kevertetés
kb6zben metanolban /4.7 ml/ oldott tozilhidrazidot
[9.79 g, 52,4 mmél/ adtam. A reakcidelegyet 30 percet
kevertettem, majd 1 6rara -20°C-ra hiitéttem le. A kivalt
halvanysarga kristalyokat nuccsoltam, hideg metanollal
[30 ml/ mostam és csdkkentett nyomason, foszforpentoxid

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

O-nitrofenil diazometéan /gg/

O-nitrobenzaldehid-tozilhidrazont /19,2 g, 60 mmél/
2.0 M natriumhidroxidban /60 ml/ feloldottam, majd a sdtét-
piros oldatot 3 6réan keresztiil szobahOmérsékleten &llni
hagytam. A kivalt narancssarga kristédlyokat leszivattam,
vizzel /10 ml/ mostam, majd a nuccsnedves anyagot kloro-
formban /80 ml/ feloldtam. Az anyagban maradt viz a kloro-
formtdél elvalt. A fazisokat elvalasztottam. A kloroformos
fazist kb. 3-5 ml térfogatra bepdroltam. Az igy kapott
oldatot azonnal felhasznaltam N6—benzoiladenozin alkile-

zéséhez.

N6-benzoil-3'-O—/o—nitrobenzil[—adenozin [1Q/] és

N6-benzoil-2'—O—/o—nitrobenzil/—adenozin /l;/

N6-benzoiladenozint /68/ [4.0 g, 10.77 mmbl/ és

SnC12x2H20-t /192 mg, 0,85 mmél dimetilformamidban



/110 ml/ oldottam, majd az o-nitrobenziltozilhidra-

zonbdl [19.2 g, 60 mmdl/ frissen készitett o-nitro-
fenildiazometan kloroformos oldatat /3 ml/ adtam hozza.

A reakcidelegyet, sOtétben 22 orat 45°-on tartottam.

A reakcidé menetét vékonyrétegkromatografiadsan kdvettem
[szilikagél, kloroform/etanol = 20/1/. 22 6ra utédn a
kiindulési /68/ mar csak nyomokban volt jelen. A reak-
cidelegy fO komponensként [/7Q/-t é&s a vele izomer

[1l/-t tartalmazta. Az alkilezd agens feleslegét mono-
klér ecetsav /360 mg/ metanolban késziilt /10 ml/ olda-
taval elbontottam, majd beparlas; /400/ utan az olajos
parlasi maradékot piridinben /10 ml/ oldottam fel, és az
oldatot n. hexanba csepegtettem /600 ml/. A hexant
dekantaltam, az olajos piridines oldatot szarazra parol-
tam és toulollal /30-30 ml/ vald t8bbszdri koevaporacidval
piridinmentesitettem. A éérlési maradékot 10 ml diklérmetan-
ban feloldettam és szilikagél oszlopra vittem. /Kieselgel
200, 24x4 cm/. Diklérmetdnos mosas /1000 ml/ utan 1719/

és [7l]/ keverékét 4 % etilalkohoi tartalmu dikloérmeténnal
elualtam. A megfeleld frakcidkat egyesitettem és az olda-
tot etilalkohol /20 ml/ hozzdadadsa utan beparoltam. A
parlasi maradék halvanysarga hab, amit 100 ml etanol-
mentes kloroformban feloldottam. HiitGszekrényben vald
allas /20 6ra/ utén a kivald fehér kristdlyokat, leszlirtem
majd n.hexdnnal mostam. Az anyalugot 50 ml-re vald bepar-

las utdn ujra kristalyositottam. Termelés: [1,25 g, 23 %/.



Az anyag izomer mentességét vékonyrétegkromatografidsan,
/Rf tablazat/ ellendriztem.

Az anyalug ismételt oszlopkromatografiaval izomer-
mentes 71-t tudtam eldallitani.

1

H NMR DMSO-d.: 7
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N6—Benzoil-3’-O—/o—nitrobenzil/—s'—monometoxitritil

adenozin [72/

N6-Benzoil—3'-O-/o—nitrobenzil/—adenozin [7Q9/ [0.99 g,
1.95 mmél/ piridines oldatdhoz /14 ml/ monometoxitritil
kloridot /1.04 g, 3.37 mmdél/ adtam, és a reakcidelegyet
16 6rat 20°C-on tartottam. Ezutdn etilalkoholt [40 ml/
adtam hozza és 30 perc a4llas utan beparoltam. A beparléast
kloroform-toulol elegyben vald oldas utan tdbbszdr megis-
mételtem és az ily médon piridinmentesitett parléasi mara-
dékot kloroformban /50 ml/ oldottam és szilikagél oszlop-
ra vittem [Kieselgel 60, 40 g/.

A terméket kloroform:etanol = 20:1 szolvenssel elual-
tam. A termék 900-1000 ml eluens térfogatnal jott le az
oszloprdl. A megfeleld frakcidkat Osszedbntdttem és beparol-

tam. A kapott fehér hab sulya 1.32 g /86.7 %/.



‘NG,NG;Z’—O-tribenZOil—3'—O—/o-nitrobenzoil[-adenozin 116/

N6-benzoil—3’-O-/o—nitrobenzil/—s’-O-monometoxitritil-
adenozint /72/ /0.388 g, 0.5 mmdél/ feloldottam piridinben
[970 ml/, majd benzoilkloridot (232 ml,2.25 mmél/ adtam
hozza. A reakcidé menetét vékonyrétegkromatografiasan ko-

vettem. 3.5 6ra utdn a reakcidelegy /Rf L5 % BEOH s CHCl3 =

0.760/ egyetlen tritil pozitiv termékeket tartalmazott
[15/. A reakcidét metanol /3 ml/ hozzdadasdval allitottam
le, majd 1 6ra allas utén szarazra paroltam. A beparlést
kloroform-benzol elegyben valdé oldds utén tébbézar megis-
mételtem, majd az ily médon piridinmentesitett parlasi
maradékot kloroformban /3 ml/ oldottam és 20 ml 80 %-os
ecetsavat adtam hozza. 3 6ra allas utan az oldatot szaraz-
ra paroltam és metanol-kloroform eleggyel megismételt
beparléassal eltavolitottam az ecetsav maradékadt. A parlasi
maradékot kloroformban /5 ml/ feloldottam és szilikagél
oszlopra kotottem fel [Kieselgel 60, 40 g/. Az oszlopot
kloroformmal mostam /5000 ml/, majd a terméket kloroform:

metanol = 50:1 szolvenssel eludltam. Az egyesitett frakcid-

EtOH

S T 9040 OD. /90,4 %/.

kat szarazra paroltam. Termelés: E

N6—benzoil-3’-0-/o—nitrobenzil/-s’-O-monometoxitritil-

—adenozin-2'-foszfat-p-klérfenilészter trietilamménium-

s6 124/

A. Foszforsav-p-klérfenilészter-dikloridot [480.6 ul,

3.0 mmél/ absz. piridinben /8.2 ml/ oldottam keverés



kézben, majd 1,2,4-triazolt /464 mg, 6.75 mmdl/ adtam a
reakcidelegyhez és a kevertetést szobahOmérsékleten
kalciumkloridos csovel lezart lombikban 30 percet foly-

tattam.

B. NG-benzoil—3'-O—/o-nitrobenzil/-s’-O-monometoxitritil-
-adenozint /72/ /1.168 g, 1.5 mM/ absz. piridinben /10 ml/
oldottam és az oldatot szarazra paroltam. A parlasi maradé-
kot absz. piridinben /7.5 ml/ oldottam és az oldatot az

A.|/ pontban leirt médon eldkészitett foszforilezd agens-
hez adtam.

A reakcid menetét 10 % etilalkohol-kloroform rendszerben,
szilikagél rétegen kovettem. 30 perc utdn 15 ml piridin

5.1 ml trietilamin és 1.5 ml viz elegyének hozzdadasaval
dllitottam le a reakcidt, majd lO'perc allas utan telitett
Natriumhidrogénkarbondt vizes oldatdra /100 ml/ 8ntdttem a
reakcidelegyet. Kloroformmal [2x100 ml/ extrahdltam, majd
a kloroformos fazist telitett nadtriumhidrogénkarbonat oldattal
[/2%x100 ml/ mostam, natriumszulfaton szaritottam és

toulol /20 ml/ hozzédadasa utadn szédrazra paroltam.

A parlasi maradékot dikldormetanban /10 ml/ oldottam és
szilikagél oszlopra [Kieselgel 60, 30 g/ vittem. A terméket
10 ¢ etilalkohol-diklérmetdn szolvenssel eludltam. A meg-
feleld frakcidkat beparoltam, és 74-t fehér szilard hab-

ként izoldltam. Termelés: 1.16 g [72 %/.



N6-benzoil—3’-Oe/o-nitrobenzil/—s'-O—monometoxitritil—
6

-adenilil-/2'-5'/-N6,N ,2'=-0-tribenzoil-3’'-0-/o-nitro-

benzil /[-adenozin-p-kldrfenilészter [77a/ és

N®-benzoil-3’-0-/o-nitrobenzil [-adenilil-/2'-5" /-

-N6,N6,2’—O—tribenzoil-3’-O—[o-nitrobenzil/—adenozin—

-p-klérfenilészter [77b/

A kapcsolasi reakcid foszfat komponensének 174/
[643.2 mg, 600 uM/ és hidroxil komponensének 116/
[356.5 mg, 500 uM/ absz. piridines oldatat /10 ml/
szadrazra paroltam. A fehér habszerii parlasi maradékot
absz. piridinben /5 ml/ oldottam, majd az oldathoz
TPSCI-t [454.2 mg, 1,5 mM/ és N-metilimidazolt /246
pl, 3 mM/ adtam. A homogén oldatot 1 6rat allni hagy-
tam, majd hiités k&zben vizre /15 ml/ &ntdttem. A fehér
csapadékos oldatot beparoltam, majd dikldérmetéan
/3x10 ml/ hozzdadasaval a beparlast megismételve, piri-
dinmentesitettem. A reakcidelegy vékonyrétegkromatografias
elemzése /1la/-re jellemzd diasztereomerek jelenlétét
mutatta /lasd R téblazat/.
Az eldzd eljaras szerint nyert 77a vegyliletet kloroform-
ban /20 ml/ oldottam. Az opdlos oldathoz 2 % p-toulol-
szulfonsavat tartalmazd kloroform/metanol /7/3/ elegyet
/30 ml/ adtam. A reakcidelegyet 30 percet szobahdmérsék-
leten hagytam &4l1lni, majd 5 %-os NaHCO3 oldattal /30 ml/

raztam Ossze. A co, fejlddés megsziinése utadn a fazisokat



szepardltam, és a kloroformos fazist szarités

/Nazso4/ utédn szarazra paroltam.

A parlasi maradékot dikldérmetanban oldottam, és 77b-t
szilikagél [Kieselgel 60, 20 g/ tdltetii oszlopra kotot-
tem fel. A metoxitritanolt dikldérmetdnnal /700 ml/, majd
77b-t 2 % metilalkohol-dikldérmetannal elualtam. A
kromatografiasan homogén frakcidkat egyesitettem és

szarazra paroltam. 77b-t szilard fehér habként izolal-

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

N6-benzoil—3'—o—/o—nitrobenzil/—5’—O-monometoxitritil-

—adenilil-/2'-5’-N°-benzoil-3’-0-/o-nitrobenzil/-adenilil-

6
—yptuEr 1 N® 5

,2"-0-tribenzo0il-3’-0-/o-nitrobenzil/-adeno-

zin-di-p-klorfenilészter [78a/ és

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

-adenilil-/2'-5’/-3"-0-/o-nitrobenzil /-adenozin [78c/

A kapesolasi reakcid foszfatkomponensének [(74/ /462 mg,
430 uM/ és hidroxil komponensének /[77b/ /557.7 mg, 333 uM/
absz. piridines oldatat /10 ml/ szarazra paroltam. A kapott
sdrgasfehér habot piridinben /3.3 ml/ oldottam, majd az ol-
dathoz TPSCl-ot /298 mg, 990 uM/ és N-metilimidazolt /158 ul,
1.98 mM/ adtam. 1 0ras allas utan a reakcidelegyet hiités
k6zben deszt. vizre /15 ml/ &ntbttem és a csapadékos olda-
tot beparoltam, majd dikldérmetdnnal /3x1lO ml/ vald ismételt

beparlassal piridin mentesitettem.




A parléasi maradékot dikldormetanban /5 ml/ oldottam
és szilikagél oszlopkromatografiaval tisztitottam.
/Kieselgel 60, 20 g/. Eluens: metilalkohol:dikldérmetan
= 98:2. A terméket /78a/ tartalmazd frakcidkat /amelyek
kevés elreagalatlan 77b-t is tartalmaztak/ beparoltam
és az alabbi kétlépcsOs eljarassal deblokkoltam.

A parlasi maradékot piridinben /20 ml/ oldottam, majd
ces NH4OH-t /20 ml/ adtam hozza és 48 O0rat szobah®mérsék-
leten 4llni hagytam, majd ezt k&vetden 5 Orat 60°C-on
hevitettem a j6l lezart lombikot.

Beparlas utan 78b-t metanolban /3 ml/ oldottam és 80 %-os
ecetsavat /25 ml/ adtam a reakcidelegyhez. A homogén ol-
datot szobahOmérsékleten 3 O6rat allni hagytam, majd szaraz-
ra paroltam. Az ecetsav nyomokat vizzel t8rténd koevapora-
cidval téavolitottam el, majd a parlasi maradékot piridin-
ben /3 ml/ oldottam és deszt. vizzel higitottam kezdddd
opalosodasig. A 78c¢c-t tartalmazd oldatot DE[HCOS] oszlopra

kotottem fel. Az elucidét 1500 ml H,O - 1500 ml 0,4 M TEAB

NN

linearis gradiensével végeztem. A 78¢c-t tartalmazd frakcid-
kat egyesitettem és szarazra paroltam.
A beparlast metilalkohollal /5x10 ml/ megismételtem, majd

a TEAB mentes anyagot 1l:1 dioxadn:H,O-ban /2 ml/ feloldottam

2
és liofilizaltam.

A termék sulya: 182 mg /118.7 uMoél/. Termelés: 36 %.

Az igy nyert termékbdl nyomnyi mennyiségli /<1 %/ apolarosabb
kontaminanst BuOH:EtOH:H,0 16:2:5 rendszerben, szilikagel

rétegen végzett preparativ vékonyrétegkromatografiaval

tavolitottam el.



CRRE - B

5'-0-foszforil-3'-0-/o-nitrobenzil /-adenilil-/2'5’/-3"-

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

-adenozin - tetrakisz trietilamminiumsd /80a/

Liofilizalt, PZOS felett szaritott 78c—t /3.9 uMbl,
5.97 mg/ trimetilfoszfatban /195 pl/ oldottam, majd jeges

vizes fiirddben kevertetés kdzben Oo—ra hiitottem. POCl,-t

3
[12.5 pl, 135 pyMoél/ adtam a reakcidelegyhez és a kever-
tetést CaClz—os csovel lezart lombikban, 0°-on 3,5 o6rat
folytattam.

Az intenziven kevert reakcidelegybe 1 M-os TEAB-ot [2 ml/
pipettéaztam, majd az oldatot 30 perc allas utdn szarazra
paroltam. A parlasi maradékot vizben [20 ml/ oldottam és
0.05 M TEAB-vel ekvilibralt DE-32 HCO3 /1.5x30 cm/ oszlopra
kotéttem fel. Az elucidét 600 ml 0.05 M TEAB és 600 ml

0.6 M TEAB linedris gradiensével végeztem. [Frakcidtérfo-
gats: 19.5 ml/, atfolyasi sebesség: 78 ml/6ra/. 80a-t
tartalmazé frakcidkat [/32-40/ bepadroltam, majd TEAB mente-
sitettem. A kromatografidsan homogén termék: 126 OD egység/

260 nm; a 80b-nél megallapitott e szerints: 2.73 puMol,

260
7y

5’'-0-trifoszforil-3’'-0-/o-nitrobenzil/-adenilil/2’'-5"/-3"~-

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

-adenozin - hexakisz tretilammdniumso /80b/

Liofilizalt, P205—felett exszikétogban 24 Orat szaritott



8c-t (20 uMdél, 30.64 mg/ trimetilfoszfatban /1 ml/ fel-
oldottam, majd jeges vizes filirdGben kevertetés kdzben
0°C-ra hiitéttem. Foszforilkloridot /64 pl, 691 uM6l/ adtam

a reakcidelegyhez és a kevertetést CaCl,-es csOvel le-

2
zart lombikban 0°C-on 3.5 6rat folytattam.

Az intenziven kevertetett reakcidelegybe 0.5 M-os bisz-
-tri-n-butilamménium pirofoszfat dimetilformamidos oldata-
nak /4 ml/ és tri-butilamin /0.4 ml/ keverékét pipettaz-
tam, majd 1 perc utadn a reakcidelegyet 0.5 M-os TEAB ol-
datra ontéttem /30 ml/. Az oldatot szobahOmérsékleten

3 orat kevertettem, majd szarazra paroltam és a beparlas
megismétlésével TEAB mentesitettem. A parlasi maradékot
deszt. vizben /40 ml/ oldottam és az oldat pH-jat cc.
NH,OH-val 7.5-re allitottam be, majd 0.2 M-os TEAB-val
ekvilibralt DE—32[HCO§] oszlopra kdtéttem /1.5x60 cm/.

Az elucidét 1000 ml 0.2 M TEAB és 1000 ml 0.7 M TEAB
linearis gradiensével végeztem. [Atfolyadsi sebesség:

78 ml/6ra, frakcidétérfogat: 19.5 ml/. Az 50-62 frakcidk-
ban elualdédd kromatografidsan homogén [S3/ 80b-t tartal-
mazé frakcidkat egyesitettem és szarazra paroltam. A par
lasi maradékot metilalkohollal végzett ismételt beparléas-
sal sOmentesitettem, majd dioxén:Hzo = l:1-ben oldva /2 ml/
liofilizaltam. Termelés: 24.73 mg /12.12 uMol/.

€o60nm 46200.



Adenilil-/2"-=5"[-adenilil-/[2"=5"[-adenozin [19/;

il=/2'=5"[-adenilil-/2"'-5"/~

-adenozin lgég/ és

5’~0-trifoszforil-adenilil-/2'-5"/-adenilil-/2'-5"/-

-adenozin /1

/.

tasara/.

N
(e}

g

oo

r £02

1:1 elegyben

és 80b vegyiiletet [2-2 pMdl/ etilalkohol:viz

feloldottam /120 ml/ és az oldatokat Desaga

Uvis UV-lampa alatt 366 nm hullamhosszusagu UV fénnyel

2 0rat besugaroztam.

Az oldatokat 5-10 ml-re bepdroltam és DEAE-Sephadex [HCOS]

/1.5x30 cm/ -oszlopra vittem fel. Az elucidét TEAB linearis

gradiensével végeztem. Az elucidk adatait az aldbbi tabla-

zat tartalma

ZZa.

TEAB-koncentraciod

Vegyiilet Gradiens Termelés®
/%]

185 0.05 - 0.4 M 0.18 - 0.20 72.8
o 600 - 600 ml

8la 0.1 - 0.5M 0.33 - 0.35 73.0
o 600 - 600 ml

1 6.15 - 0.6 M 0.42 - 0.44 76.0

500 - 500 ml .
*a termelés szamitdsihoz felhasznadlt e értékek irodalmi

adatok38,

ofs ofs -
#BY 3. Abra.
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A megfeleld frakcidkat egyesitettem és beparoltam. A ter-
mékek sOmentesitését metanollal vald ismételt beparlassal
végeztem. A bioldgiai vizsgadlatokhoz és enzimatikus hid-

rolizisekhez sziikséges Na+ sbkat, az anyagok vizes olda-

tainak Dowex 50x8 /Na+/ formaju oszlopon [1x15 cm/ vald

atbocsatasaval nyertem.
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