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BEVEZETÉS

A nukleozid-foszfodiamidátok neve sokszor még a

nukleotidkémiában járatosak számára is idegenül hang­

zik. Olyan vegyületcsalád ez, amelynek meglehetősen 

kis számú képviselője ismeretes, és még azok sem túl

hosszú ideje. A kezdeti tapasztalatok azonban arra mu­

tattak, hogy e vegyületek a nukleotidkémiai szintézis 

értékes intermedierjei lehetnek.

A rendelkezésre álló kevés adat indokolta, hogy

az irodalom feldolgozásánál azokat az analóg szerkezetű 

vegyületeket is figyelembe vegyem, amelyeknek észtere- 

sitő csoportja nem nukleozid, hanem valamilyen más, 

egyszerűbb alkohol. Az igy fellelhető bőséges adathalmaz 

nemcsak támpontokat adott a további munkához, hanem le­

hetővé tette az előállítási módszerek rendszerezését is.

A legegyszerűbb szerkezetű, ammóniából levezethető

-foszfodiamidátok néhány tagjának szintézisét^ 

Simoncsits András és Tornász Jenő valósították meg elő-

nukleozid-5'

szőr. Módszerük egyszerű, gyors megoldást kinál, amely 

kidolgozva egy általános nukleozid-5'-foszfodiamidát szin­

tézis alapja lehet.

Célom az volt, hogy ezt az eljárást alapul véve

- megjavítsam annak hatásfokát,

- megvizsgáljam a reakciósort befolyásoló ténye­

zőket és a mellékreakciókat,
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- előállítsam a négy fő ribonukleozid ammóniá­

ból származó foszfodiamidát-származékát, va­

lamint

- uj N-szubsztituált nukleozid-5'-foszfodiami-

dátok előállításával megállapítsam a módszer

alkalmazhatósági körét.

A munkám során létrejött vegyületsorozat alkalmas 

modellként jó lehetőséget adott a szubsztituálatlan és a

különböző mértékben szubsztituált foszfodiamidáfcsoport

kémiai stabilitási viszonyainak vizsgálatára.
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1. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1.1. A diamidofoszfát-észterek előállítására szolgáló

szintézisek rendszerezése

A nukleozid-5'-foszfodiamidátok a diamidofoszfor-

sav észterei. Előállításukra elvben mindazok a módsze­

rek alkalmazhatók, melyeket az egyszerű alkoholok diami-

dofoszfát-észtereinek előállítására kidolgoztak. Célsze­

rű először ezeket a módszereket áttekintenünk.

A diamidofoszfát-észterek számos képviselője -
~ 2 elsősorban A. Michaelis munkája nyomán - már régóta

ismert. A későbbi növényvédőszer-kutatások is jelentősen

hozzájárultak e terület fejlődéséhez. A létrejött eljá-
3

rások sokasága néhány alapvető reakcióutra vezethető

vissza, ami lehetőséget nyújt a rendszerezésre.

A diamidofoszfát-észterek előállítása két P-N és

egy p-o-c kötés kiépítését jelenti. A szintéziseket a 

kötések kialakításának sorrendje alapján célszerű cso­

portosítani. Az első csoportba sorolhatók azok a mód­

szerek, melyekben először a két P-N kötést alakítják

ki, mig a másodikba azok, melyek során először a

P-O-C kötést hozzák létre. A továbbiakban az első cso­

portot N-nel, mig a másodikat O-val jelölöm.
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A P-N kötések kialakítása az esetek döntő több­

ségében az (I) általános séma szerint történik.

(I)

Ff
I I

О ,^'IN-H IN-HО О
II К IIR RЬ + 4--- P — P P/ 4 /.XRNR X

/; \ , 

RNR’ RNR’X X

R, R' = H, alkil vagy aril X = halogén

Az ammónia vagy az amin két egymást követő lépésben 

nukleofil támadást hajt végre a halogénatomok -I 

effektusa által pozitivan polározott foszforatomon.

A P-O-C kapcsolat létrehozását mind az N mind 

az 0 csoportbeli szintézisekben elvileg kétféleképpen 

lehet megvalósítani^. Ennek alapján elvégezhető a 

módszereknek egy másfajta csoportositása is. Az egyik

csoportba azok a folyamatok kerülnek, melyek során

valamilyen foszfát-anion hajt végre nukleofil támadást

egy pozitiv polározottságu szénatomon (II). A másik

csoportba, ahová a szintézisek zöme tartozik, azokat

az eljárásokat sorolhatjuk, amelyek során valamely

alkoholos hidroxilcsoport vagy alkoholátion intéz nuk­

leofil támadást egy pozitivan polarizált foszforato­

mon (III).
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A két csoportot a továbbiakban a foszfátkomponens 

nukleofil, illetve elektrofil szerepére utalva n, ill. 

e betűvel jelölöm. A reakcióutak általános egyenletei 

a következőképp irhatok fel.

(II) .

О оII IIлP—О “f" Y —C— > -p-o—c-n
I

(in)

О о
Ik II— P-i-Z + но с—е > —р-о—С—

I

Y, Z = CI, Вг

A kötések kiépítésének sorrendje és а P-O-C 

kötés kialakítási módja figyelembevételével tehát a

diamidofoszforsav-észterek szintézisére felhasznál­

ható reakcióutakat a következő négy csoportba sorol­

hatjuk: /N-п/, /N-е/, /О-n/ , /О-e/. Az irodalmi pél­

dák a négy párhuzamos lehetőség közül három reakcióut 

általános felhasználásáról tanúskodnak. Az /О-n/ cső-
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portnak megfelelő eljárás, bár elvileg lehetséges, 

legjobb tudomásom szerint máig is kihasználatlan.

1.2. Diamidofoszfát-észterek előállitása

Az /N-п/ csoportba tartozó eljárások száma vi­

szonylag kicsi. A szintézisek első lépéseként a meg­

felelő diamidofoszforsavat hozzák létre. E célra ál­

talánosan használt eljárás az (I) reakció szerint ké­

szített savkloridok hidrolízise, amelyet legjobban az

aromás diamidofoszforsavak előállitása (IV) példáz.

NH2 + POCIo (IV)

NaOH

- NaCI

A diamidofoszforsavat a második lépésben valamilyen 

alkilhalogeniddel reagáltatják. Példaként Cheymol és
Q

munkatársai munkáját érdemes kiemelni, akik foszforsav-
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-bisz (dialkilamid)-ok tetrametilammónium sói és alkil-

halogenidek egymásrahatásával készítették el a szó-

banforgó vegyületeket, igy az etiltoszfát-dimorfolidá-

tot (V).

(V)

о
/~~Л I!

Чсн3]4 +c2H5Br

Az /N-е/ csoportba tartozó eljárások első lépése

a diamidofoszforil-halogenid (-klorid vagy -bromid) 

előállítása. Ezt a legtöbb esetben (IV) reakcióval ana­

lóg módon hajtják végre. A reakciósor második lépése, 

a lúgos hidrolízis, ilyenkor természetesen elmarad. A 

diamidofoszforil-halogenidek alkoholokkal nem, vagy csak

igen lassan reagálnak, viszont alkálialkoholátokkal az 

átalakulás készségesen végbemegy . A folyamatot inert 

oldószerekben vagy az illető alkohol feleslegében-*-0 

hajtják végre. Tercier aminok hatására az észterképzési
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reakció szabad alkoholokkal is lejátszódik.

Az /N-е/ csoportban a foszfodianilidátok és a

foszfodimorfolidátok szintézise bizonyult a legfonto­

sabbnak. Zetzsche és Büttiker a (IV) reakció első

lépésének megfelelően készitett dianilidofoszforil- 

-kloridot piridin jelenlétében egy és többértékü

alkoholokkal reagáltatta, és egy, ill. több dianilido-

foszforil-csoportot tartalmazó észtereket kapott1"*". 

Montgomery és Turnbull több különböző tipusu dimorfoli-

dofoszfát-észter szintézisét a (VI) reakcióut szerint
12valósította meg

ГЛH + POCI34 оw (VI)

HO— R

R = alkilcsoport

Tercier bázisként a sztérikusan gátolt 2,6-lutidin

volt a legmegfelelőbb.

Az /О-e/ csoportba sorolható szintézisek első

lépése a P-O-C észterkötés létrehozása, amit általában
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foszforil-klorid segítségével tercier bázis jelen­

létében hajtanak végre (III).

Ilymódon aktivált diklórfqszfát-észter származékokat 

kapnak, melyek ammóniával, primer vagy szekunder ami- 

nokkal készségesen reagálnak, és foszfodiamidátokká

alakulnak át (I).

Az aminolizis egyaránt elvégezhető az észterkép­

zést követően közvetlenül a reakcióelegyben vagy az
- 13izolált diklórfoszfáttal. Audrieth és Toy eredményei

szerint mind a két ut járható, bár az előbbi megoldás­

sal gyengébb hozamok érhetők el, és nehézkes a termék

izolálása is. Az aminolizist leginkább indifferens
14 1513oldószerekben (kloroform , éter , benzol ) hajtották

végre. Néhány esetben az átalakulást vizes közegben ját­

szatták le, amit a diklórfoszfát-származék viszonylag

gyenge hidroliziskészsége tesz lehetővé. Ilyenkor mellék­

reakcióként a hidrolizis is fellép. Ennek ellenére az

N-metil-szubsztituált diamidofoszforsav-észterek elő-
13,14állításában 85% körüli hozamokat értek el . Az ammó­

niából származó diamidátok szintézisét közel 100 %-os

termeléssel tudták megvalósítani azáltal, hogy az 

ammonolizist cseppfolyós ammóniában vitték végbe"^.

A P-N kötések szintézisének két egymást követő lé­

pése (I) térben és időben elválasztható egymástól. Két ek­

vivalens ammónia vagy amin jelenlétében csak (I) reakció

első lépése játszódik le, és csak újabb két ekvivalens
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ammónia, illetve amin hozzáadása után megy teljesen

végbe. Ha a második lépésben alkalmazott amin, ill. 

ammónia különbözik az első lépésben használttól, ak­

kor aszimmetrikus foszfodiamidátok jönnek létre. Caven
17már 1902-ben szintetizálta ezek első képviselőjét ,

az etilfoszfamidát-anilidátot. Az ilyen tipusu vegyü-

letek érdekessége, hogy királis foszforatomot tartal­

maznak, vagyis két enantiomerjük létezik.

Az /N-е/ és az /Q-е/ csoportbeli szintézisek

összehasonlitására jó lehetőséget kinál Sturtz és itiunka-

mivel a 2-propini1-(N,N,N',N'-társai munkája

-tetrametil)-foszfodiamidátot mind a két utón előállí­

tották (VII).

(VII)

POCl3

C.JÍ
P—о

4 [c
— CH2-C=CH

85%72%
Cl

HO-CH^-CECH

[CH3}2N о

\ll
P-O-CHjC^CH

/
CCH3>,N

Сснз]гмPOCI3

NaO-CH Tciay
2 P-Cl 95%88% /

[ch3]2n 0 Cch3]2n\ll
p-n[ch3]2
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A két módszer közül a gyakorlatban egyszerűsége 

és jobb hozama miatt az /N-e/ csoportbeli bizonyult 

megfelelőbbnek. A hozamok közti különbség különösen 

az észterkötés kiépítésében szembetűnő. A foszforil- 

-kloriddal lejátszatott reakció termelése majdnem

20 %-kal elmarad a bisz-(dimetilamido)-foszforil-

-kloriddal lejátszatott reakcióhoz képest. Ez a különb­

ség általánosítható az /О-e/ és az /N-е/ csoportra

nézve. A foszforil-klorid trifunkciós reagens, ezért

már nyomnyi viz jelenlétében is mód nyilik di- és

triészterek, valamint kondenzált foszfát-származékok

keletkezésére is. Ez összetetté teszi a termékelegye-

ket és lerontja a hozamokat. A diamidofoszforil-klori-

dok használata ezt a problémát kiküszöböli, de csökkent 

reakciókészségük miatt az alkoholokat alkálialkoholáttá

alakitva kell reakcióba vinni, vagy a reakcióidő tete­

mes megnövekedésével kell számolni.

1.3. Nukleozidok foszfodiamidát-származékai

1.3.1. /N-е/ és /О-e/ csoportbeli szintézisek

A nukleozid-foszfodiamidátoknak, szemben az egy­

szerű alkoholokból származó diamidofoszfát-észterekkel,

viszonylag kis számú képviselője ismeretes. A legegy­

szerűbb szerkezetű ammóniából levezethető nukleozid-

-foszfodiamidátok első képviselőinek előállitása csak
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1975-ben valósult meg. Az irodalom emellett csak dimor-

folidátok, dianilidátok és diimidazolidátok szinté­

ziséről tesz emlitést. Ezeknek a vegyületeknek a szin­

tézise az előző fejezetben leirt elvek alapján törté­

nik. A nukleozidszármazékok előállitására használt mód­

szerek - egy kivétellel - vagy az /N-е/, vagy az /О-e/

csoportba tartoznak. Nukleozidokról lévén szó, az elő­

zőekhez képest viszont újabb feladatot jelent annak 

biztosítása, hogy a reakció csakis a kiválasztott hid-

roxilcsoportot érintse, és változatlanul hagyja a többi 

reakcióképes csoportot.
19A nukleozid-5'-foszfodimorfolidátok szintézise

az /N-е/ csoportba sorolható. A P-N kapcsolatot foszfo-

ril-kloridból és morfolinból a (VI) reakció első lépésé­

vel azonos módon képezték ki, majd az igy kapott dimor- 

folidofoszforil-kloridot 2\3' helyzetben izopropilidén- 

csoporttal védett uridinnal, citidinnel és ezek analóg­

jaival reagáltatták. A piridines oldatban, magasabb hő­

mérsékleten végrehajtott reakció jó termeléssel szolgál­

tatta a 2 ',3 ' -0-izopropilidén-nukleozid-5 '-foszfodimor-

folidátokat.

Foszfodianilidát-származékok előállitására szintén

/N-е/ csoportbeli eljárást használtak. Zielinski és
20munkatársai 2'-dezoxiribonukleozidokból (VIII a), 

21,22Ohtsuka és munkatársai pedig ribonukleozidokból 

(VIII b) indultak ki. Mindkét eljárásban 3'helyzetű

foszfodianilidát-csoportot épitettek ki.



(VIII)

timinil-1

uracilil-1
(N^-benzoil-adenin)il-9

4
(N -benzoil-citozin)il-1

2
(N -izobutiril-guanin)il-9

Az 5' védőcsoportot ecetsavas kezeléssel, mig a 2'

védőcsoportot ultraibolya-fénybesugárzással távolitották
21el. Az NMR- és UV-spektrumok tanúsága szerint a di-

anilidofoszforil-klorid a nukleozidok bázisának nitro­

génatomjaival is reakcióba lép, de az igy létrejött

kötések el is bomlanak az ecetsavas kezelés során.

5'-foszfodianilidát-származékot (VIII) reakcióhoz

, 0^ -tribenzoil-citidinből kiin-2'hasonló módon N, 0
23dúlva alakítottak ki

24A timidin-5'-foszfodiimidazolidát előállításáról

F. Cramer és munkatársai számoltak be. A timidin-5'-

-diklórfoszfátot imidazollal reagáltatták, (/О-e/ csoport),

de a diklórfoszfát-származék szintéziséről nem tettek

emlitést. A reakciót vízmentes közegben hajtották végre,

mert az imidazollal képzett savamid kötés gyengébb nukle-

ofil ágensekkel, igy vizzel szemben sem ellenálló. f\ %
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Az ammóniából származó nukleozid-foszfodiamidátok

első szintézisét Simoncsits A. és Tornász J. valósította 

megf A szintézisek az /О-e / csoportba sorolhatók. Védet- 

len és 2',3'-O-izopropilidén-csoporttal védett guanozin- 

ból indultak ki, az észterkötést pirofoszforil-klorid

segítségével hozták létre. Az igy nyert aktivált közti

terméket ammóniumhidroxiddal reagáltatták (IX). A védett 

származékból 2',3'-O-izopropilidén-guanozin-5'-foszfo- 

diamidátot kaptak (IX a). A védetlen guanozinból pedig 

guanozin-2 ',3 ' - ciklofoszfát-5 '-főszfödiamidát keletkezett

(IX b). Ez úgy értelmezhető, hogy a pirofoszforil-klorid 

a 2' illetve a 3' OH-csoporttal is reakcióba lép, amit a 

vicinális cisz hidroxilcsoport részvételével gyürüzárás 

követ. Az igy kialakuló 2',3'-klórciklofoszfát klóratomja

ammónia hatására lecserélődik, de a ciklofoszfamidát vizes

közegben nem stabil, ezért ciklofoszfáttá alakul át.

P2°3CI4 ^ NH4OH
nh2

R

R’R

X
H3C CH3

\ / 
/c\

H3c c H3
a/

Cl о
Ы H, H

G = guaninil-9
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1.3.2. A P-O-C kötés kiépítése régioszelektiv foszfori-

lezéssel

A timidin-5 '-foszfodiamidát szintézise"*", jóllehet 

ugyancsak az /О-e/ csoportba tartozik, munkán szempont­

jából kiemelt jelentőségű, ezért célszerű külön tár­

gyalni .

Az eljárás kiindulási anyaga védetlen timidin volt.

Az észterkötést trimetil-foszfátos oldatban foszforil-

-klorid alkalmazásával hozták létre. Az első lépésben

kialakult aktivált 5'-foszfát-származékot közvetlenül a

reakcióelegyben ammóniumhidroxiddal kezelték, és timi­

din-5 ' -foszfodiamidátot izoláltak.

A trialkil-foszfátok, amint azt Yoshikawa és munka-
25 , bármely tercier bázis je­

lenléte nélkül elősegítik a foszforil-kloriddal történő

helyettesíthetik a korábban nagy 

feleslegben használt reagens egy részét is. A trialkil- 

-foszfátok használatának ennél is nagyobb előnye az, 

hogy jelenlétükben a ribonukleozidok foszforilezése 

90-95 %-os régioszelektivitással az 5' OH-csoporton

társai 1969-ben közzétették

foszforilezést, és

következik be. A dezoxicitidin és a dezoxiinozin foszfo­

rilezése azonban csak 73, illetve 64 %-os szelektivi­

tással ment végbe. Az átalakulás során HC1 szabadul fel. 

A szerzők feltevése szerint az igy létrejött savas kö­

zeg gátolja meg a szekunder hidroxilcsoportok reakcióba 

lépését. Hogy ezt a hatást fokozzák, néhány kísérletben
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kis mennyiségű vizet (a nukleozidra számitott 0.5-2 

ekvivalenst) adagoltak a reakcióelegyhez. Ezáltal cse­

kély mértékben nőtt az 5' helyzetű foszforilezés rész­

aránya.

A nukleozidok foszforil-kloriddal történő szelek-

tiv foszforilezésének mechanizmusát az eddigi kutatá- 

25,26 sem tudták teljesen tisztázni. Valószinüneksok

látszik azonban, hogy a szelektivitás biztositásához

nem elegendő csupán a savas közeg, hanem fontos szere­

pet játszik a trialkil-foszfát és a foszforil-klorid

kölcsönhatása is. Ezért Yoshikawa és munkatársai felté­

telezték, hogy az aktiv foszforilező ágens a két anyag
2 5egymásrahatásaként alakul ki a (X) egyenlet szerint

/Cl
+ 0 = P-CI СГ

R — metil, etil

Valószinüsithető az is, hogy a foszforilezés primer 

terméke diklórfoszfát-észter szerkezetű, de egyes

szerzők azt sem zárják ki, hogy ez a primer termék az
27alábbi trimetoxifoszforán-származék , amely a foszforil-
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-klorid és trialkil-foszfát ionos adduktjából alakult 

ki azáltal, hogy a foszforilezés során nem a trimetoxi- 

-foszforil, hanem egy kloridion volt a távozó csoport.

cr

B = bármely bázisR = OH vagy H

Véleményem szerint ez utóbbi feltételezés valószinü- 

sége kicsi, de a már kialakult diklórfoszforsav-észter 

a trialkil foszfáttal (X) reakcióhoz hasonló folyamat­

ban létrehozhatja a fentebb bemutatott trimetoxifoszfo- 

rán szerkezetet. A (X) reakcióban kialakuló ionos addukt

létezése széles körben elfogadottá vált, de legjobb

tudomásom szerint létezését máig sem igazolták.

A Yoshikawa-foszforilezés alkalmazása két, közvet­

lenül egymás után végrehajtott reakciólépésben elér­

hetővé teszi a nukleozid-5'-foszfodiamidátokat. Ez a mód­

szer egyszerűsége folytán alapját képezheti több uj

nukleozid-5'-foszfodiamidát szintézisének.

1.3.3. Oxido-redukciós kondenzáció

A nukleozid-5'-foszfodiamidátok előállitásának

létezik egy, az előzőektől teljesen eltérő megközelité- 

2 8 . A kiindulási anyag ebben az esetben nem a nukle-se
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ozid, hanem a megfelelő nukleotid. Egy gyenge oxidáló­

szer és egy gyenge redukálószer keverékének segítsé­

gével váltják ki a kondenzációt a nukleotid foszfát­

csoportja és az amin között. E kondenzációs lépésben 

egy molekula viz keletkezik, ennek alkotóelemeit 

veszik fel a reagensek - a redukálószer az oxigént, az 

oxidálószer a két hidrogént - és ezáltal segitik elő a

kondenzációt.

Trifenil-foszfin és di-(2-piridil)-diszulfid ele-

gyének segítségével 5'-foszfodianilidát-származékokat
2960-65 %-os termeléssel tudtak előállítani (XI) .

-ÍS-

(XI)

timinil-1
(N^-benzoil-adenin)il-9

4
(N -benzoil-citozin)il-l 

2
(N -izobutiril-guanin)il-9 OH 

A teljes reakció két egymást követő kondenzációs

lépésen keresztül zajlik le, ezért a reakcióelegyben
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mindig jelen van a közti termék, a megfelelő mono-

anilidát-származék is. Az eljárás elsősorban foszfodianili-

dátok előállítására alkalmas, a foszfodimorfolidátok szin­

tézisében csak gyengébb konverziót tudtak elérni.

1.4. A diamidofoszfát-észterek kémiai sajátságai

1.4.1. Savkatalizált hidrolízis

A diamidofoszfát-észterek nitrogénatomjai a karbon- 

savamidok nitrogénjéhez képest jobban megőrzik bázikus 

tulajdonságukat, mert a tetraéderes konfigurációjú fosz­

foratomon keresztül egyszerű pit-pn konjugáció nem ala­

kulhat ki^°. A nitrogénatomok bázicitása folytán savas 

körülmények között a P-N kötések meglehetősen bomléko- 

nyak . A diamidofoszforsav-származékok sav hatására hid- 

rolitos átalakuláson mennek keresztül, melynek eredménye­

képpen ammónia és a megfelelő foszfát-származékok kelet­

keznek^ .

(XII)

о
H + H+

5» QO— P-O"-h2n+r2 * -H2N+R2 I
OHNR2

Q,R = H, alkil, aril
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A reakció egyes lépései csak néhány esetben is­

mertek, de igen valószínűnek tűnik, hogy minden fosz- 

fodiamidát-származék a (XII) egyenletnek megfelelő 

két lépésben hidrolizál. Erre a mechanizmusra egyik 

közvetlen bizonyitékot a szubsztituálatlan nukleozid- 

-5'-foszfodiamidátok (R = H) szolgáltattak. Kíméletes 

körülmények között (0.01 N HCl) az egyik amido-csoport 

szelektiven lehasitható^, igy a (XII) egyenletben fel­

tüntetett közti termék, nukleozid-5'-foszfamidát, ke­

letkezik, amely izolálható, vagy erélyesebb savas beha­

tással (1.0 N HCl) továbbalakitható nukleozid-5'-fosz­

fáttá.

Az N-szubsztituált-foszfodiamidátok körében hasonló

szelektiv hidrolízisre csak egy példát ismerünk. A fenil- 

-foszfodimorfolidátot hidrogén formájú kationcserélö

gyanta segítségével 60 %-ban tudták fenil-foszfomorfolidáttá
12alakítani . A többi vizsgált esetben a hidrolízis közvet­

lenül foszfát-származékot eredményezett annak ellenére,

hogy az amidofoszfát-észterek jól ismert, stabil vegyü-

letek. Ennek kulcsa az amidátok stabilitási viszonyaiban

keresendő. Az adenozin-5'-foszfomorfolidát félélettartama
320.1 N kénsavban, szobahőmérsékleten 5 perc

fodimorfolidátok hidrolíziséhez 100 °C-on 2 óráig tartó
190.1 N sósavas kezelés volt szükséges

, mig a fosz-

. Az első amido-

-csoport hidrolízisét tehát csak olyan erélyes körülmények

közt lehet kiváltani, amelyek között a második P-N kötés
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nagy sebességgel felhasad, igy a közbülső állapot

nem is detektálható.

A foszfodiamidátok savkatalizált hidrolízisének

részletes mechanizmusát tudomásom szerint még nem ta­

nulmányozták. A foszfamidátok hidrolíziséről ellenben

ismert, hogy a savkoncentráció növekedésével a reakció-

30, ami arra utal, hogy a foszfa-sebesség erőteljesen nő 

midát protonált alakjának hidroliziskészsége messze 

felülmúlja a protonálatlan alakét. A reakciót tehát sa­

vas közegben (XIII) előegyensuly előzi meg.

о
II (XIII)

QO —P—OH

nr2

о H + о
II II

QO-P-O'J
h+nr2

QO—P-OH
4-H + htnr2

Q = H, alkil, aril

Az erősen savas tartományban létező kationos forma

és a pH 1-7 tartományban domináns ikerionos alak a

P-N kötés heterolizise utján monomolekuláris folyamat- 

33 . Ha viszont a nitrogénatom bázicitásátban hidrolizál

egy erősen elektronvonzó csoport lecsökkenti, nagy 

mértékben csökken az N-protonálódás esélye is.
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Ezért pl. benzolszulfonil-csoporttal szubsztituált fosz-

famidátok esetében még 8 M HClO^-ben sem tapasztalható 

34 . A fordított kinetikus izotópeffektus, 

vagyis a reakciósebesség megnövekedése nehézvízben a

savkatalizis

vizben mért értékhez képest, amelyet a foszfamidátok hid-
33,35,36rolizise során több Ízben tapasztaltak 

ciót bevezető protonálódási lépésre utal. Nagyon valószi-

a reak-

nünek látszik, hogy a foszfodiamidátok hidrolízisét ugyan­

csak hasonló protonálódás vezeti be.

1.4.2. Lugos hidrolízis

A diamidofoszfát-észterek lúggal szemben viszonylag 

jó stabilitást mutatnak. Ez azonban csak a teljesen szubsz­

tituált amido-csoportokat tartalmazó vegyületekre igaz. 

Amennyiben az amido-nitrogénhez legalább egy hidrogén is 

kapcsolódik, akkor a vegyület lúg hatására a megfelelő al­

koholra és diamidofoszfátra bomlik.

Ezt a jelenséget az N-alkil-diamidofoszforil-fluori-
37dók hidrolízisének vizsgálata során tapasztalták először

Az egymáshoz kémiailag igen hasonló származékok lúgos hid-

roliziskészségében igen komoly eltérések adódtak. Magya­

rázatképpen sztérikus hatásokat tételeztek fel. F.H.

Westheimer mutatott rá, hogy itt a hidrolízis mechanizmu-
38sának megváltozásáról van szó''*'. Minden olyan diamidofosz-

foril-fluorid, amely anomálisan nagy sebességgel reagált

lúgban, legalább egy amidhidrogént tartalmaz. Ezáltal mód



23

nyílik egy eliminációs-addiciós mechanizmusra, amelynek 

közbülső állapota a feltételezett monomer metafoszfát- 

ion (PO^) analógja. Bizonyítékként összehasonlították 

a teljesen szubsztituált (N,N,N',N'-tetrametil)-diamido-

foszforil-klorid és a csak két szubsztituenst hordozó

(N,N'-dipropil)-diamidofoszforil-klorid lúgos hidrolízi­

sét. Az utóbbi vegyület átalakulásának sebessége az elobbi-
39re vonatkoztatva több mint négymilliószorosnak adódott 

Más nukleofilekkel hasonló mértékű eltérést nem tapasztal­

tak, ami kizárja a sztérikus gátlás feltételezését. A

közelmúltban a metafoszfát intermedier létét un. három
40fázis teszt segítségével sikerült bizonyítani is 

Ugyanakkor teljesen szubsztituált amido-csoportokat tar­

talmazó foszfodiamidát származékok esetében szabályos
4241 mechanizmust találtak.V , illetve Sn2 

Mindezek alapján joggal tételezték fel, hogy az

ammóniából származó nukleozid-5'-foszfodiamidátok feltűnő 

lugérzékenységének hasonló magyarázata lehet^. 

gyületek ui. 0.1 N NaOH hatására 5 perc alatt szobahőmér­

sékleten teljes egészében nukleoziddá és diamidofoszfáttá

Ezek a ve-

bomlanak. A hidrolízis szintén eliminációs-addiciós

mechanizmus (XIV) szerint játszódhat le.
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(XIV)

ООо о
\ II£rr^N

IIIIII он-
H2N-P—ОН -1- HONsHN=P ~ONsH2N—P-ONs s

I - H20
nh2nh2 nh2 nh2

Ns = 5'-nukleozidil maradék

A hidroxidion hatására az amid-protonok egyike

disszociál. A szabad elektronpár egy uj n kötést lé­

tesít a főszforatommal a nukleozidil-anion lehasadá-

sa közben. Az igy létrejött metafoszfimidát-amidát a
38többi metafoszfát származékhoz hasonlóan igen reak­

tiv, vizaddicióval azonnal stabilizálódik.

A foszfodiimidazolidát-észterek enyhén lúgos

közegben a többi foszfodiamidát-származéktól eltérően

viselkednek, nem alkohollá és diamidofoszfáttá bomla­

nak, hanem egy imidazolid-csoport távozásával foszfo-
24imidazolidát-észterekké alakulnak'“^. Ennek magyarázata

feltételezhetően az imidazolgyürü jellegzetes proton-fel­

vevő és -leadó képességében keresendő. Az amid-nitrogén

egy annuláris tautomer átalakulás folytán még enyhén

lúgos közegben is protonált állapotba kerülhet (XV).

(XV)

h2o

Q = H, alkil, aril
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1.4;3. A foszfodiamidát-származékok szintetikus alkal­

mazásai

A diamidofoszfát-észtereket az esetek túlnyomó

többségében nem célvegyületként, hanem szintetikus inter­

medierként hozták létre. Ezért kémiai tulajdonságaikról 

részletesebben a szintézisekben betöltött szerepük ad­

hat felvilágositást. Ezek az eljárások a szóbanforgó

vegyületek két jellegzetes tulajdonságára épitenek; a/ 

a két amido-csoport szubsztituenseitol függően eltérő 

mértékben, de általában készségesen vesz részt különféle

nukleofil szubsztitúciókban, b/ az amido-csoportok meg­

szüntetik a foszfát-csoport disszociációit, és lehetet­

lenné tesznek mindennemű ionos kölcsönhatást, ami a sza­

bad foszfát-észterek esetében fellelhető.

a/ Nukleofil szubsztitúciók

A savkatalizált hidrolízist, amely diamidofoszfát-

-észterekből foszfát-észterekhez vezet, gyakran alkal-
11,12,19mázták foszfát-észterek előállítására . Ennek

oka, hogy a diamidofoszforil-halogenidek a foszforil-cso-

port bevitelére sokkal hatásosabb reagensnek bizonyultak,

mint a foszforil-klorid. A morfolido-csoportokat hidrogén
12 19formájú kationcserélő gyanta , vagy 0.1 N HC1 , mig az

11anilido-csoportokat ecetsavas főzés segítségével tá­

volították el. Ez utóbbihoz azonban mellékreakciók, igy
43acilvándorlás és defoszforileződés is társultak
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Az ammóniából származó nukleozid-5'-foszfodiami-

dátokról kíméletes savas kezeléssel az egyik amido-cso- 

port szelektíven lehasitható'''. Ilymódon nukleozid-5'-

-foszfamidátok keletkeznek, amelyek viszont a pirofosz-
4 4lehetséges alapanyagai . Ezt a lehető­

séget használták ki a guanozin-2', 3'-ciklofoszfát-5'- 

-trifoszfát^ valamint a purinvázas nukleozidokat tar­

fát- szintézis

talmazó diribonukleozid-monofoszfátok di- és trifoszfát-
45 elkészítése során.-származékainak

A gyengébben bázikus aminokból származó foszfodiami-

dát-észterek amido-csoportjai vizen kívül más nukleofil

partnerrel is lecserélhetők. A szubsztituciós készséget

tekintve a foszfodiimidazolidátok messze felülmúlják a
46vegyületcsoport többi tagját Erősebben bázikus aminok 

vagy ammónia hatására foszfodiamidát észterek (XVI), al­

koholok jelenlétében di- és triészterek (XVII), foszfá­

tok vagy foszfát-észterek hozzáadásával pedig piro- és

trifoszfát-származékok (XVIII) jönnek létre. A folyamatok 

két egymást követő szubsztitúcióból állnak, a közbülső ter­

mékek minden esetben elkülöníthetők. Az elágazó foszfát-

-láncot tartalmazó pszeudo-ATP szintézisét a (XVIII) 

egyenlet (R = adenozinil-5' maradék, R itt = H)- szerint
47tudták megvalósítani



27
CXVD

о о
II IIhnr’2

RO — P—lm >- RO—p —nr2

nr’2nr’2

(XVII)

R-OH

(XVIII)

R', R r t / - H, alkil

A nukleozid-5'-foszfodiamidátok szubsztitúciója 

segitségével két nukleozid-5'-trifoszfát-analóg -

A P^-(adenozin-5')-szintézisét valósították meg .
1 11-P -amido-trifoszfát és a P -(timidin-5')-P -amido-

48-trifoszfát előállítása а (XIX) egyenlet szerint

történt.

(XIX)
оооо
IIII IIН 2 Р2 Оу

NsO—Р— О — Р—О — Р—ОНNsO —Р—NH2

nh2 О"оnh2

Ns — adenozin-5'-, timidin-5'-maradék
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Ь/ A foszfát-csoport védése

A szabad foszfátdisszociációk az oligonukleotid 

egységek szintézise során pirofoszfát-származékok kép­

ződéséhez vezető mellékreakciókat okoznak, ezért védé­

sük szükséges.

ZieliAski, Ohtsuka és munkatársaik az oligonukle­

otid blokk szintézisének kezdetén foszfát-helyett köz­

vetlenül foszfodianilidát-csoportot épitettek be a 3' 

helyzetbe, és csak a blokk elkészülte után tették sza­

baddá a З'-foszfát-terminálist, hogy ezáltal alkalmassá
20-22váljék egy másik oligomerrel való összekapcsolásra 

Az anilido-csoportokat egy izoamil-nitrittel végrehaj­

tott nitrozálási reakció segitségével távolitották el.

E módszer széleskörű alkalmazásának határt szab az a tény, 

hogy az anilido-csoportok lehasitása folyamán esetenként 

a nukleozidok részleges dezaminálódása is bekövetkezik.

A szubsztituálatlan foszfodiamidát-csoportot timi-

dilát dimerek szintézisében alkalmazták védett foszfát- 
_ 49kent az 5'-helyzetben . Kiméletes savas hidrolízissel 

5'-foszfamidát-, erélyesebb savas körülmények között 

pedig 5'-foszfát terminálisu dimert nyertek. Az előbbi 

származék előnye, hogy közvetlenül felhasználható a piro- 

foszfát szintézisekben. A foszfodiamidát-csoport nem 

tekinthető azonban ideális védőcsoportnak, mert a kap­

csoláskor jelenlévő foszfát-komponens hatására létrejöhet 

egy (XIX) tipusu átalakulás is.
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2. Néhány nukleozid-5'-foszfodiamidát előállítása

2.1. A szintézisut

A nukleozid-5'-foszfodiamidátok P-O-C kötését

a Yoshikawa és munkatársai által kidolgozott regio-
25 segítségével építettem ki 

az első lépésben, tehát ez az eljárás az /О-e/ csoport­

ba sorolható. A védetlen nukleozidokat (la-e) fosz- 

foril-kloriddal trimetil-foszfátban reagáltattam, majd 

az igy keletkező nukleozid-5'-diklórfoszfátokat 

(2|!r§) izolálás nélkül, 7*0 N ammóniumhidroxiddal vittem 

reakcióba.

szelektiv foszforilezés

\
0
II DCl—P-0
IP0CI3 NH40H

Cl3-
(ch3o)3po

0 "c

i g

В R

a/ adenilil-9 

b/ citozinil-1 

с/ guanilil-9 

d/ uracilil-1 

e/ timinil-1

OH
OH
OH
OH
H
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Ezzel a reakciósorral állítottam elő a négy fő 

ribonukleozid (4^-d) (adenozin, citidin, guanozin, 

uridin) és a timidin (1ц) 5'-főszfodiamidát származé­

kát (.|§-g).

Elvégeztem három adenozin sorba tartozó, N-szubsz- 

tituált foszfodiamidát származék szintézisét is. Ebben

az esetben a foszforilezés elsődleges termékét (2a) 

ammóniumhidroxid helyett in situ metilamin, dimetilamin, ill. 

morfolin vizes oldatával reagáltattam, igy adenozin-5'- 

(N,N'-dimetil)-foszfodiamidátot (4), adenozin-5'- 

( N,N,N',N-tetrametil)-foszfodiamidátot (^), illetve ade- 

nozin-5'-foszfodimorfolidátot (£) kaptam.

О HA fi
N-P-0 
f I

A / 4H3C\ II
/NT° N0. V_yH H3CN N/ \ / \

CHo H CH3 CH3
OH OH

Az egyes szintézisek termelési adatait és a termékek

olvadáspontját a Kísérleti részben található 9. táblá­

zatban tüntettem fel.

252.1.1. A Yoshikawa-foszforilezés

A nukleozid-5-foszfodiamidátok előállításához a

nukleozid 1 mmol-jára számított 2.2 mmol foszforil-
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-kloridot és 22 mmol trimetil-foszfátot használtam

fel. A trimetil-foszfát a reakció szempontjából igen 

kedvező oldhatósági körülményeket biztosított, mert az

oldhatatlan nukleozid az átalakulás előrehaladtával

fokozatosan feloldódott, végül homogén oldatot kaptam.

A foszforilezés sebességét igen erősen befolyá­

solta a nukleozid bázicitása. A reakcióidőket, a nuk-

leozidok bázisának első protonálódására vonatkozó pKa

értékeket és a konverziókat az 1. táblázatban tüntettem

fel.

1. Táblázat

50 a/Reakció­
idő

(óra)

KonverzióNukleozid ?Ka
(%)

(lb)Citidin 4.15 1 99

(il>Adenozin 973.5 1

(lg)Guanozin 1.6 2 91

(ld) 86Uridin 7

dt) 80Timidin 7

а/ a foszforilezésre vonatkoztatva
Minél bázikusabb tehát egy nukleozid, annál gyorsabban 

foszforileződik, és annál magasabb konverzió érhető el.

A reakcióidő további növelése nem volt célszerű, mert a

meghosszabbitott időtartam alatt főként a többszörös fosz­

forilezés részaránya növekedett, és ezáltal a hozam alig

változott.
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Az adenozin- és a timidin-5'-foszfodiamidát

(läfg) előállítása kapcsán megvizsgáltam a módszer 

kidolgozói által javasolt vízadagolás hatását. Ennek

eredményeit a 2. táblázat tartalmazza.

2. Táblázat

A vízadagolás hatása a foszforilezésre

KonverzióReakció­
idő

(óra)

Nukleozid pocij 

(mmol)

H„02
(%)(1 mmol) (mmol)

97Qa) 1Adenozin 2.2 О

988 3 6

80(lg) 7Timidin 2.2 О

7 418 3

A viz hatására a reakciók jelentősen lelassultak,

a táblázatban feltüntetett konverziókat ugyanakkor csak 

majdnem négyszeresére növelt reagensfelesleggel sikerült

elérni. Mivel tapasztalataim szerint a termékösszetétel­

ben a viz hatására jelentős változás nem történt, viszont

a foszforil-klorid feleslege erősen megnehezítette a

termék izolálását, ezért kísérleteimben■ nem alkalmaztam

vízadagolást. A reakciók szelektivitása igy is teljesen

megfelelt a Yoshikawa és munkatársai által megadott
25mértéknek
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2.1.2. Az aminolizis

A foszforilezés elsődleges termékének aminolizise 

vizes közgben is jó hatásfokkal ment végbe. A viszony­

lag lomhán hidrolizáló diklórfoszforil-származékok (^) 

a viznél lényegesen nukleofilabb ammóniával, illetve 

aminokkal pillanatszerü hőtermelő átalakulásban vettek 

részt.

Az ammonolizishez, illetve az aminolizishez alkal­

mazandó optimális ammónia-, illetve aminkoncentráció 

meghatározását három párhuzamos sarzs összehasonlításá­

ból állapítottam meg. Az adenozin-5'-diklórfoszfátot 

(gl) 1.0; 7.0 és 14.0 N ammóniumhidroxidban reagáltattam 

el. Az első esetben 74 %, a másodikban 85 %, mig a har­

madik esetben 83 % termeléssel tudtam a (|^) végtermé­

ket izolálni. Ezért a további kísérletekben 7.0 N ammó-

niumhidroxid, illetve amin oldatokat használtam fel.

Az ammóniából és az erősen bázikus aminokból jó

termeléssel keletkeztek a megfelelő foszfodiamidátok (3-6). 

A vizes oldatban végrehajtott aminolizisnek azonban határt 

szab az alkalmazni kivánt amin alacsony nukleofilitása

és vizoldékonysága. A kidolgozott eljárás szerint meg­

próbálkoztam adenozin-5'-foszfodianilidát előállításával

is, de sikertelenül. A (2§) közti termék átalakítását 

7.0 N vizes anilinban (pK: 4.70) játszattam le, de aza

átalakulás több termékből álló összetett elegyet ered­

ményezett, mert a lassú aminolizis mellett a kompetitiv
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2.1.2. Az aminolizis

A foszforilezés elsődleges termékének aminolizise 

vizes közgben is jó hatásfokkal ment végbe. A viszony­

lag lomhán hidrolizáló diklórfoszforil-származékok (g.) 

a viznél lényegesen nukleofilabb ammóniával, illetve 

aminokkal pillanatszerü hőtermelő átalakulásban vettek 

részt.

Az ammonolizishez, illetve az aminolizishez alkal­

mazandó optimális ammónia-, illetve aminkoncentráció 

meghatározását három párhuzamos sarzs összehasonlításá­

ból állapítottam meg. Az adenozin-5'-diklórfoszfátot 

(2a) 1.0; 7.0 és 14.0 N ammóniumhidroxidban reagáltattam 

el. Az első esetben 74 %, a másodikban 85 %, mig a har­

madik esetben 83 % termeléssel tudtam a (^§) végtermé­

ket izolálni. Ezért a további kísérletekben 7.0 N ammó-

niumhidroxid, illetve amin oldatokat használtam fel.

Az ammóniából és az erősen bázikus aminokból jó

termeléssel keletkeztek a megfelelő foszfodiamidátok (3-^). 

A vizes oldatban végrehajtott aminolizisnek azonban határt 

szab az alkalmazni kivánt amin alacsony nukleofilitása 

és vizoldékonysága. A kidolgozott eljárás szerint meg­

próbálkoztam adenozin-5'-foszfodianilidát előállításával

is, de sikertelenül. A (2§) közti termék átalakítását

4.70) játszattam le, de az7.0 N vizes anilinban (pK :a

átalakulás több termékből álló összetett elegyet ered­

ményezett, mert a lassú aminolizis mellett a kompetitiv
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reakciók is érvényre jutottak. Az anilinhoz hasonló 

gyengén bázikus vagy sztérikusan erősen gátolt aminok-

ból származó foszfodiamidátok előállítására tehát csak

a vízmentes közegben végrehajtott aminolizis alkalmas.

2.1.3. A termékek szerkezetének igazolása

A nukleozid-5'-foszfodiamidátok (l-§) kémiai szer­

kezetét tömegspektrometria, ultraibolya- és ^ 

spektroszkópia segítségével valamint kémiai lebontá-

C NM Iz­

sókkal igazoltam.

A molekulasúly pontos meghatározását a nukleozid- 

-5'-foszfodiamidátok trimetilszilil-származékain kellett

elvégezni, mert a szubsztituálatlan diamidofoszforil-

-csoportot tartalmazó vegyületek (l§r§) a nagyfelbontású 

tömegspektrum felvételi körülményei között elbomlottak. 

Az igy nyert molekulasulyok jó pontossággal megegyeznek

a számított értékekkel.

A nukleozid-származékok UV-spektruma pH függő, mi­

vel a kromofórok különböző pH-tartományban ionizálódó 

csoportokat tartalmaznak. Ezért a 3-§. vegyületek spektru­

mát a nukleotidkémiában szokásos módon 3 pH-értéken,

2.0; 7.0 és 11.0, regisztráltam. Az igy kapott ultraibo­

lya abszorpciós spektrumok gyakorlatilag megegyeztek a

megfelelő nukleozidok azonos körülmények közt felvett
50spektrumával , ami a kromofór szubsztituálatlanságára

utal.
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13А I vegyületek

zése teljes egészében alátámasztotta a molekulák fel-

C NMR-spektrumainak elem­

tételezett szerkezetét.
13A tömeg-, az ultraibolya- és C NMR spektrumok

jellemző adatait a Kisérleti részben található 9; 10;

illetve 11. táblázat tartalmazza.

Kémiai lebontások. A termékek, melyek ioncserés visel­

kedésük alapján bizonyithatóan szabad ionos disszociáció­

val nem rendelkeztek, 1.0 N HCl hatására negativ töltésű

vegyületekké alakultak, amelyeket vékonyréteg-kroma- 

tográfiásan a megfelelő nukleozid 5'-foszfátjaként (2£§-g) 

azonosítottam. 2a-§ termékek esetében ammónia keletke­

zését is kimutattam Nessler-reagens segítségével. 4,

£ vegyületek hidrolizátumában a Nessler-reagens hatására 

fehér csapadék keletkezett. A savas behatással kapott

anyagokat Escherichia coli alkálikus foszfatázzal kezel­

tem. Az enzimes emésztés eredményeképpen minden esetben 

a megfelelő kiindulási nukleozidot (1ц-§) kaptam vissza.

2.2. Mellékreakciók, melléktermékek

A nukleozid-5 '-foszfodiamidátok reakcióel'egyében

a főtermék és az elreagálatlan nukleozid mellett mindig

megtalálhatók voltak bizonyos melléktermékek. Az ade- 

nozin-5'-foszfodiamidát (3a) kapcsán elvégeztem a reak- 

cióeiegy teljes analízisét. Az oszlopkromatográfiás

. V - ■

{* \ l)
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elválasztás után vékonyréteg-kromatográfiával és le­

bontásokkal azonosítottam az egyes vegyületeket, 

mennyiségi megoszlásukat pedig UV abszorpciómérés alap­

ján határoztam meg, és igy a következő mennyiségi meg­

oszlást kaptam:

1/ Adenozin-57-foszfodiamidát (Зц)

2/ Adenozin (I§)

3/ Adenozin-57-foszfodiamidát-2',3'- 

ciklofoszfát (Il§)

4/ Adenozin-2' 3'-ciklofoszfát (14§)

5/ Adenozin-2'(3')-foszfát (16§)

6/ l-Metil-adenozin-5'-foszfodiamidát (2^)

7/ Adenozin-5'-foszfamidát (25a)

8/ Adenozin-5'-foszfát (2£§)

86.0 %

2.9 %

0.4 %

2.3 %

2.0 %

0.5 %

5.2 %

0.7 %

Más nukleozidokból kapott reakcióelegyekben a

melléktermékek aránya más és más, de tipus szerint meg­

található volt benne minden egyes, itt felsorolt vegyü- 

let. Az egyes anyagok eredetének vizsgálata közben be­

bizonyosodott, hogy a melléktermékek három különböző 

tipusu mellékreakció, aszelektiv foszforilezés, bázis- 

metilezés és hidrolízis, eredményeképpen jöttek létre.

2.2.1. A foszforilezés aszelektivitása

A felsorolásban szereplő első három melléktermék 

(ül' iái' ===) közös szerkezeti vonása a 2',3' helyzet-
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ben lévő foszfát- vagy ciklofoszfát-csoport. Ezek a

származékok tehát csakis a foszforilezés aszelektivi-

tásából származhattak, ami a módszer eredeti leirásá- 

25 ismeretében várható is volt. A 2é vegyület elő- 

állitása során az aszelektiv foszforilezés aránya

nak

4.7 %-nak adódott.

A 13, 14, 16 melléktermékek keletkezéséhez vezető

utat a következő átalakulási séma szemlélteti. A ribonukle-

ozidok szekunder hidroxilcsoportjának foszforilezésekor 

2',3'-klórciklofoszfátok (£, IQ) keletkeznek, mert az 

első lépésben létrejövő diklórfoszfát (2,2) azonnal tovább­

alakul a vicinális helyzetű hidroxilcsoport hatására 

végbemenő intramolekuláris szubsztitúcióban^"*". A klór- 

ciklofoszfát származék (9,10) ammonolizise átmenetileg 

2',3' ciklofoszfamidátot (II/12) eredményez, de a szubsz-

■ tituálatlan amido-csoportot tartalmazó öttagú foszfodi-
1,52észter-gyűrűk vizes közegben instabilak . Ezért II, lg 

vegyületek helyett csak annak hidrolíziséből származó

2,3'-ciklofoszfát-származékokat (12,14) lehetett izolál­

ni. A 12 és 11 vegyületekben a foszfodiészter-gyürü fel­

nyílhat, ezért jelent meg a melléktermékek közt az ade- 

nozin-2'-, illetve З'-foszfát is (16a).

Némiképp módosult a helyzet, amikor metilamint, di- 

metilamint vagy morfolint használtam az aminolizishez.

Az N-szubsztituált ciklofoszfamidok ugyanis jóval stabi-
53labbak a szubsztituálatlanoknál, ezért ezekben az
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Iá R' = H

15 R' = P(O)(NH2)2* 
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II R' = H
•'Nem volt jelen kimutatható mennyiségben.
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esetekben nem 13-16 vegyületekkel analóg szerkezetű 

melléktermékek, hanem N-szubsztituált ciklofoszfa-

midok létrejöttére kell számítani. Dimetilaminnal vég­

rehajtott aminolizis után például ^ főtermék mellett 

adenozin-5 ' - (N ,N ,N ' ,N'-tetrametil )-foszfodiamidát-2 ' , 3 ' - 

(N,N-dimetil)-ciklofoszfamidát (17) keletkezése vár­

ható, ezt a vegyületet azonban nem izoláltam.

0H3<k II
N—P —О A

0/H3C N
/ \ 

CH3 CH3
0 о
\ /

p
N О

/ \
H3C CH3

17

A = adeninil-9

A szelektiv foszforilezés kidolgozói módszerü­

ket elsősorban a ribonukleozidok körében alkalmazták.

A dezoxiribonukleozidok foszforilezésének szelektivi­

tásáról az 5' és a 3' izomer rossz elválaszthatósága 

31 P NMR technika segítségével sikerült 

5 4pontos választ kapni . Ezek szerint a 2' hidroxil-

miatt csak a

csoport hiánya miatt a reakció irányitottsága gyengébb,
2 5 azonban a védett nukleozi-a Yoshikawa-foszforilezés

dók használatával szemben - termelés és egyszerűség
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tekintetében - még igy is előnyösebb.

A timidin (I§) aszelektiv foszforilezése során sem 

13-ig. vegyületeknek megfelelő szerkezetű melléktermékek 

keletkezésével kell számolni, mivel nincs vicinális 

hidroxilcsoport, amely a ribonukleozidoknál megismert 

módon részt vehetne az átalakulásban. A 3' helyzetben 

bekövetkező reakció 3'-foszfodikloridátokat eredményez 

(i§,l£), amelyek ammónia hatására várhatóan stabil timi- 

din-3'-foszfodiamidáttá (21), illetve ennek 5'-foszfo- 

diamidát-származékává (20) alakulnak át, amint azt be
55is bizonyították

P0Ci3 NH4OH
(MeOlgPO

Cl—p=0 h2n—P=0
Cl nh2

ii I§ R = P(0)C12 

19 R = H

20 R' = P(0) (NH2)2= =

21 R' = HT = timinil-1

2.2.2. Metilezés a bázison

Az adenozin-5'-foszfodiamidát Q§) reakcióelegyét 

vékonyréteg-kromatográfiásan vizsgálva mindig feltűnt 

egy nagy Rf-fel mozgó anyag, amelyről ioncserés tulaj­

donságai alapján kiderült, hogy a semleges pH-tartomány-
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ban kationos természetű. A vegyület UV-spektruma

(10. táblázat) erősen eltért az adenozinétól, viszont

igen jó egyezést mutatott az 1-metil-adenozinéval"*0. 

Az illető anyag mennyisége 0.4-1.0 % között volt az 

egyes kísérletekben. A nukleozid-5'-foszfodiamidátok-

nál használt savas és enzimatikus lebontást alkalmaz­

va erre a vegyületre, olyan anyagot kaptam, amely min­

den tekintetben megegyezett az 1-metil-adenozinnal. Mind­

ezek alapján arra következtettem, hogy a szóbanforgó 

melléktermék l-metil-adenozin-5'-foszfodiamidát (22).

Ez összhangban van Jones és munkatársai eredményeivel****, 

akik azt találták, hogy a nukleozidok metileződése 

először mindig a legnagyobb elektronsürüségü nitrogén­

atomon következik be, és ez az adenozinnál az 1-es

helyzetben lévő.

Az endociklusos nitrogénen szubsztituált amino-N-

-heterociklusok átrendeződési készsége Dimroth-átrende-

ződés**^ néven ismeretes, melynek során az exociklusos

amino-csoporton szubsztituált N-heterociklusok kelet­

keznek. Lúg hatására ez az átrendeződés az 1-metil-ade-
g

nozin esetében is végbemegy, N -metil-adenozin (22), 

keletkezik"’**.

A (3§) származék előállítása során kapott vegyü- 

letben (|2) hig lúgos közeg hatására a foszfodiami- 

dát-csoport távozásával párhuzamosan ugyancsak lét-
g

rejött ez az átrendeződés. N -metil-adenozin (22) 

keletkezett. Az átrendeződés, amint azt kinetikai 

mérések**** és jelölés**0 segítségével bizonyították,
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R = (5'-diamidofoszforil)-ribozil-l' 
vagy ribozil-1'

R' = ribozil-1'

A vékonyréteg-kromatogramok tanúsága szerint a

metilezés minden egyes felhasznált nukleozid esetében

előfordult. Legnagyobb mértékben a citidin, legkisebb

mértékben pedig az uridin esetében, ami megfelel a nuk-

leozidok ismert metileződési hajlamának. A metilezés az

uridinnál és a citidinnél a 3-as, a guanozinnál a 7-es
6 1nitrogénatomon várható

Yamauchi és munkatársai részletesen megvizsgálták
61-63a trimetil-foszfátnak a nukleozidokra kifejtett hatását 

A 12 órás, 37°C-on, vizes oldatban végrehajtott reakcióban 

pH 7-en 9 %, pH 9.8-on pedig 8 % 1-metil-adenozin kelet­

kezett a trimetil-foszfát hatására adenozinból. Ez tehát

a metilezett melléktermékek keletkezésének egyik lehet-
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séges magyarázata. Feltételezésem azonban az volt,

hogy az észlelt mértékű metilezést az adott körülmények 

között Cl óra, 0°C) nem okozhatta csupán a trimetil-
25-foszfát. A Yoshikawa-foszforilezés során foszforil-

-kloridból és trimetil-foszfátból (X) reakció-szerint

létrejövő komplex (g|.), nemcsak a foszforilcsoport le- 

hasadásával, hanem a metilcsoport lelépésével is tud 

stabilizálódni. Feltételeztem,hogy ennek a szerkezet­

nek a metilezési készsége nagyobb, mint a trimetil-

-foszfáté.

ll
R = (5'-diklórfoszforil)-ribozil-l' vagy ribozil-1'

Annak eldöntésére, hogy a metilezés csak az első, 

vagy mindkét utón lehetséges, ellenőrző kísérletet vé­

geztem. Az adenozin-5'-foszfodiamidát (3a) szintézisének 

lépéseit úgy hajtottam végre, hogy POCl-^-t nem adtam a 

reakcióelegybe. Feltételezve, hogy ez a bázison lezajló

változásokat nem befolyásolja, adenozin (Ifp helyett 

a trimetil-foszfátban jól oldódó 2',3'-O-izopropilidén-

-adenozint használtam. Az ilymódon keletkezett metilezett
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anyagot ioncserés kromatográfia segítségével elválasz­

tottam, spektrálisan azonosítottam, mennyiségét abszorp­

ciómérés alapján meghatároztam.

Ez a kisérlet mindössze 0.055 % 1-metil-származékot

eredményezett, szemben a szokásos 0.4-1.0 %-kal.

Ezáltal beigazolódott, hogy a nukleozid-5'-foszfodiami- 

dátok előállítása során létrejövő metilezett mellékter­

mékek legnagyobb hányada a foszforil-klorid és a trimetil- 

-foszfát együttesének hatására jön létre, és hogy ez a 

foszforilező elegy erélyesebb metilező készséggel rendel­

kezik, mint a trimetil-foszfát egymaga.

2.2.3. Aminolizis helyett hidrolízis

A vizes közegben kivitelezett ammono-, ill. amino­

lizis szükségszerű kompetitiv reakciója a hidrolízis. 

Ezért a melléktermékek harmadik csoportjába ezek a 

vegyületek tartoznak, amelyek a nukleozid-5'-diklórfosz- 

fátok (g.) hidrolíziséből származnak. A két P-Cl kötés 

egyikének hidrolitikus hasadásakor nukleozid-5'-foszfa- 

midátok (2j|), mindkettő hidrolitikus hasadásakor pedig 

nukleozid-5'-foszfátok (2§) keletkeznek.
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О
II

NsO—Р—NH2
NH4OH ClО о

II II
NsO-Р—Cl NsO—P—NH2

0~NH4OH

25=.=

a/ adenozil-5' maradék О
IIhl citidinil-5' " 

с/ guanozinil-5' "
d/ uridinil-5' 
e/ timidinil-5' "

NsO—P—0~
OH

26==r

Az erősebben nukleofil aminok a hidrolitikus mel­

lékreakciókat háttérbe szorítják, ezért az N-szubszti- 

tuált foszfodiamidátok (4, 5, £) mellett az ilyen tipusu 

melléktermékek jóval kisebb mennyiségben fordulnak elő.

2.3. A termékek izolálása

A diklórfoszfát-észtereknek közvetlenül a reakció-

elegyben végrehajtott aminolizise a reakció kivitelezé­

sében komoly egyszerüsitést tesz lehetővé, viszont vala-

problémát jelent amivel nagyobb elválasztástechnikai 

főtermék izolálása során. A nehézséget elsősorban a

foszforil-klorid feleslegének aminoliziséből származó

foszforil-triamid, diamido-foszfát, amido-foszfát, piro-

foszfát-származékok, foszfát és klorid jelenléte okozza.
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A nukleozid-5'-foszfodiamidátok tisztítására

oszlopkromatográfiás eljárásokat találtam célraveze­

tőnek. Az előállított vegyületek között igen komoly 

oldékonyságbeli és polaritásbeli különbségek vannak.

A purin-származékok még vízben is rosszul ol­

dódnak, mig az N-szubsztituált foszfodiamidátok

£) vízben, etanolban, sőt acetonban is jó 

oldékonyságot mutatnak. Ezért az összes anyagra érvé­

nyes kromatográfiás módszert nem sikerült kidolgozni. 

Az elválasztásokat három különböző rendszerben tudtam

(á' I'

megvalósítani.

Az ammóniából származó nukleozid-5'-foszfodiami-

dátok közül a pirimidin-bázissal rendelkezők (1Í2, á/ f|)
u

megtisztítására szilikagélen végrehajtott adszorpciós 

oszlopkromatográfia volt alkalmas. Az eluciós sorban 

a metilezett melléktermék, és az elreagálatlan nukleozid 

együtt jelent meg, majd ezt követte a főtermék. A nuk- 

leozidok aszelektiv foszforilezéséből és a foszfodiklo-

ridátok (2b, d/ j§) hidrolíziséből származó vegyületek 

(12/ iá' II fe/d) és <i5, II' nagy polaritásuk
miatt igen erősen kötődtek a szilikagélhez. A timidin 

(i^) aszelektiv foszforilezése folytán keletkező 3'-

(2Q,21) a főtermékkel együtt 

eluálódtak az oszlopról. A végső kristályosítás során 

azonban ezeket a szennyező anyagokat is sikerült el-

-főszfodiamidát-származékok

távolítani.

Az N-szubsztituált adenozin-5'-foszfodiamidátok

(i, 2/ £) oldhatósága lehetővé tette volna a szilika-
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gélen végzett adszorpciós kromatográfiát, de a főtermék 

és a POCl^ból keletkező szubsztituált amido-foszfátok 

rossz elválása ezt a próbálkozást meghiúsította. Ehelyett
64a C. A. Dekker által kidolgozott módszer vezetett ered­

ményre. Az elválasztás hidroxil formában lévő erős anion-

cserélő gyantán történt. Ebben a rendszerben a gyanta

és a nukleozid-származékok szabad hidroxilcsoportjai kö­

zött kialakuló erős hidrogénhidas és ionos kölcsönhatás

tartja vissza az egyes anyagokat az oszlopon, követke­

zésképpen a több hidroxilcsoportot tartalmazó molekulák 

később eluálódnak. Az effluensben elsőként a pozitiv töl­

tésű metilezett származék és az aszelektiv foszforilezés

terméke jelent meg. Ezt követte a két szekunder hidroxil­

csoportot tartalmazó főtermék, majd ezután következett

a nukleozid (!§)/ amelyet megnövelt metanol-koncentráció 

mellett lehetett eluálni. A hidrolízisből származó anya­

gok anionos természetűek, ezért ezeket az oszlop igen

erősen megkötötte.

A purinvázas foszfodiamidátok izolálására az

adszorpciós kromatográfia rossz oldhatóságuk miatt, a
64Dekker-féle elválasztás pedig lúgos közegben mutatott

instabilitásuk miatt volt alkalmatlan. Ebben az esetben

egy módosított Dekker-elució bizonyult megfelelőnek. A 

formiát-ciklusu erős anioncserélő gyanta és a purinvázas 

nukleozidszármazékok között fellépő másodlagos kötőerők
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elegendőek voltak ahhoz, hogy jó elválást hozzanak

létre. Az eluciós sorrend az előzőhöz hasonlóan ala­

kult: metilezett melléktermék, fötermék, nukleozid.

Az összes többi melléktermék anionos, ezeket csak

sógradiens segítségével lehetett eluálni.

A termékeket a vékonyréteg-kromatográfiás ellen­

őrzések szerint tisztán tudtam kinyerni. Az izolálást

kristályosítással fejeztem be.
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3. A NUKLEOZID-5'-FOSZFODIAMIDÁTOK TULAJDONSÁGAI

3.1. Az adenozin-sorozat oldhatósága

A nukleözid-származékok oldhatósági viszonyait

nagy mértékben bázisuk minősége szabja meg. Ezért oko­

zott meglepetést az adenozinból előállított 5'-foszfo-

6), amelyben a vizoldé-diamidátok sorozata (la, 4/ 5, 

konyságot tekintve igen komoly különbségek adódtak 

(3. táblázat).

3. táblázat

Adenozin-5'-foszfodiamidátok vizoldékonysága 25°C-on

4 I IVegyület il

Vizoldékonyság 
mg/ 1 ml viz 6-8 900-950 1400-1500 1400-1500

A megszokottól eltérően - az alkilcsoportok számának 

és méretének növekedésével a vizoldékonyság ugrásszerűen

megnőtt. Az "anomális" oldhatóságot valószinüleg a ribóz 

vagy a ribóz és a bázis egymáshoz viszonyított konformá­

ciójának megváltozása okozza, amelyet az alkil-szubsztitució 

hozott létre. Ennek kiderítése azonban külön vizsgálat fel-
65adata
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3.2. A nukleozid-5'-foszfodiamidátok kémiai stabilitása

3.2.1. Szubsztituálatlan és szubsztituált származékok

savkatalizált hidrolízise

A diamidofoszfát-észterek kémiai tulajdonságairól

rendelkezésre álló adatok azt mutatják, hogy a P-N és

a P-0 kötések stabilitását a N-atom szubsztitúciója és 

az alkoholkomponens igen nagy mértékben befolyásolja. Abban 

a reményben, hogy e tekintetben .hasznos információkhoz jut­

hatok, hidrolitikus vizsgálatokat végeztem. Munkám során

kialakult a különböző nukleozidokat tartalmazó, szubsz­

tituálatlan Q§-§)/ valamint a különböző alkil-szubsz- 

tituenst hordozó adenozin sorbeli nukleozid-5'-foszfo­

diamidátok sorozata. A két homológ sorozaton belül jó

összehasonlitási lehetőség adódott.

A szubsztituálatlan származékok Qa-^) hidrolízisét 

0.1 N sósavban hajtottam végre. A kísérleteket Merck- 

-készrétegen végzett vékonyréteg-kromatográfia segítsé­

gével értékeltem ki. Autentikus kontrollanyagokkal való

összehasonlítás utján azonosítottam a termékeket, és a

foltintenzitások alapján becsültem a hidrolizált minta 

százalékos összetételét. Az igy nyert adatok természete­

sen csak kvalitatív kiértékelést tettek lehetővé.

A különböző nukleozidot tartalmazó vegyületek (!§-§) 

hidroliziskészségében az általam használt módszerrel kü­

lönbséget kimutatni nem tudtam. Mindegyik vegyület a (XII) 

egyenletnek megfelelően két lépésben hidrolizált. Az iro­

dalmi adattal^" egyezően 0.1 N sósavban, 5 perc alatt az el-
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so amido-csoport szinte teljes mértékben lehasadt,

sót 5-10 %-ban a második amido-csoport lehasadása

is bekövetkezett. Igen szembeötlő volt a két P-N

kötés stabilitásbeli különbsége, mert egy óra eltel­

tével a foszfát-származék (2£§-g) mennyisége'csak 

20 %-nak adódott.

Az adenozin-sorozat (3§, 4, I, £) tagjait hasonló 

módszerrel vizsgáltam. A hidrolízis végső terméke min­

den esetben az adenozin-5'-foszfát (IS) volt. A szubsz- 

tituált foszfodiamidátok (1, |, §.) hidrolízisének azon­

ban ugyanúgy két lépésben kell lejátszódnia, mint ahogy 

a szubsztituálatlanok esetében történt.

0 О
н3сч I!н+

N-P-O—Ado О—P—0—Ado/
H N N/ \ / \ 

H3C HH3C H
H +

á 22

о о он3сч II
N-P-0—Ado

II н +h* II
“0-Р-0—Ado О—Р—О—AdoIН3С онЛ N

/ \
Н3С СНз Н3С сн3

н*
I 28 ill

Í О
/“Л IIн + Ado = adenozinil- 

-5'-maradék
О N-P-O—Ado О—P—0—Ado\_V I I

N

I 2|
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4 vegyület hidrolízise során sikerült is meg­

találni az elsődleges terméket, az adenozin-5'-(N-metil)- 

-foszfamidátot (22)/ az analóg 2§ és 22. származékot azon­

ban még nyomnyi mennyiségben sem tudtam kimutatni.

Mivel az adenozin-sorozat (Зц, 4, 5/ §) egyes tag­

jainak hidroliziskészségében igen komoly eltéréseket ta­

pasztaltam, ezért a kísérletek során változtattam a sav­

koncentrációt, a hőmérsékletet és a reakcióidőt. Az

eredményeket a 4. táblázat tartalmazza.

A táblázatból két érdekes tendencia tűnik ki:

1/ Az alkilszubsztituensek számának és méretének növeke­

désével a foszfodiamidátok savval szembeni stabilitá­

sa igen erősen megnövekedett.

2/ Az alkilszubsztituensek hatására az egyik amido-

csoport szelektiv hidrolizálhatósága lecsökkent, ill.

teljesen megszűnt.

Az első hatásért részben a N-atomok zsúfoltsága kö­

vetkeztében fellépő szférikus gátlás lehet a felelős.

A szubsztituálatlan, vagy az amido-nitrogénen leg­

alább egy hidrogénatomot tartalmazó foszfodiamidátok 

(2ц, 4) első amido-csoportjának nagyfokú savérzékenységét 

viszont egy más mechanizmussal lezajló folyamat okozhat­

ja-

A közti termékek, a foszfamidátok szintjén, egyér­

telműen érvényes az az összefüggés, minél bázikusabb tu­

lajdonságú az aminkomponens, annál könnyebben protonálódik
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4. táblázat

£ adenozin-5'-foszfodiamidát 25°C-on végzett sav-A á, Sf

katalizált hidrolízisének termékei és azok százalékos megoszlása3

HC1 kon­
centráció 

(N)

Reakció­
idő

(óra)

4 Iül £
Ter­
mék

Ter­
mék

Ter­
mék

Ter­
mék% % % %

b/0.1 5 perc Ili 90
5Iái

o.i 80 íz1 Ili 15

IáiIái 20 15

0.1 70 IZ3 25a” zz = 30
30 IáiIái 30

0. 1 107 IZ 40 2£!Ili 60
40 40Iái Iái

0.1 527 2£ц . 100 26a 100 26a— — 70 2£§

0. 5 27 Iái 100 Iái 100 ||a 90 2|a 10

O. 5 72 Iái 100 Iái loo 2§§ 100 26aZI — 70

1 24 Iái 100 Iái loo 2§é 100 Iái 60

icí Ade-
nin

100 Ade-
nin

100 Ade- 
nin

100 Ade- 100 
nin

a/ Az összes UV abszorbeáló anyag %-ában 

hl - = semmi változás nem észlelhető 

с/ 80°C-on
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a belőle származó amido-csoport (XIII), következésképp
32annál nagyobb sebességgel hidrolizál . Ennek megfelelő­

en az alkilszubsztitució csökkenti a közti termékek sta­

bilitását 28 és_2£ intermedierek már 0.1 N HC1 hatására 

is gyorsan elhidrolizáltak, ezért nem volt lehetséges 

ezek kimutatása jj és £ hidrolizisében.

3.2.2. Nukleozid-5'-foszfamidátok előállitása fluoridion

katalizis segítségével

A nukleozid-foszfamidátok a pirofoszfátszintézisek
44fontos intermedierjei . Előállításukra a nukleozid-5 -

foszfodiamidátok savas hidrolízisén keresztül igen egy­

szerű mód adódott'*'. Ebben a hidrolízisben azonban elke­

rülhetetlen 5-10 % foszfát-származék (£|.) keletkezése is. 

A szubsztituálatlan nukleozid-5'-foszfodiamidátokkal

végzett korábbi vizsgálatok az mutatták, hogy az egyik

amidocsoport szelektív hidrolízisét a fluoridionok erősen 

66katalizálják . Célszerűnek láttam a fluoridionok hatását 

behatóbban megvizsgálni, mert ez alapját képezhette egy 

nagyobb szelektivitásu, enyhébb körülmények között végre­

hajtható nukleozid-5'-foszfamidát szintézisnek.

Jencks és Gilchrist vizsgálatai alapján tudjuk, hogy

a foszfamidátok fluoridionok jelenlétében fluorofoszfátokat 

képeznek*^ . Ezért a fluorid-katalizált hidrolízis mellék- 

termékeként nukleozid-5'-fluorofoszfát (|g) keletkezését 

vártam.
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5. táblázat

A fluoridion hatása az adenozin-5'-foszfodiamidát

hidrolízisére (25°C-on, 0.1 M acetát-pufferben, pH 5.0)

Reakcióidő
(óra)

Termék Mennyisége
(%)a

Fluoridion-
koncentráció

(M)

1 Ili < 50
0. 1 1 Ili 40

3 Ili < 50
0. 1 Ili 703

5 Ili < 50
850.1 Ili5

IQi < 5
7 Ili 50

0.1 7 Ili 90
5IQi

100.01 2 Ili
Ь/ Ili 700.01 2

4 150.01 Ili
b/' 8540.01 Ili

200.01 6 Ili
b/ < 950.01 6 Ili

a/ az összes UV-abszorpció %-ában
Ь/ 1 M acetát- puffer, pH 4.0
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A reakcióban a nettó töltéssel nem rendelkező fosz-

famidát forma átalakulása a monoanion formában lévő- 

6 7nél gyorsabb , tehát e mellékreakció visszaszoritása

érdekében minél kisebb fluorid-koncentráció és minél

magasabb pH alkalmazására kellett törekednem.

О Оff
H2N-P-0Ns

pH 4-5 II
“O-P-ONs “0— p—ONs\F" \nh2 nh2 OH\

\
\ 261 II \

\ О\
\ F- II

a/ adenozinil-5'-maradék 
b/ citidinil-5'- 
с/ guanozinil-5'- "
d/ uridinil-5'- "
e/ timidinil-5'-

Az optimális fluoridion-koncentráció, pH és reak­

cióidő meghatározására 3a vegyülettel végeztem kísér­

leteket, melyek eredménye az 5. táblázatban látható.

-►“0— P-ONs
F
lg

A fluoridion segítségével 3-4 nagyságrenddel kisebb 

hidrogénion-koncentráció mellett tudtam elvégezni az át­

alakítást, mint egyébként. A 3b-^ foszfodiamidát-szár- 

mazékok esetében az eredmény az előzővel azonos volt. 

Minden vegyületnél 6 óra alatt 0.01 M NaF jelenlétében 

pH 4-en szinte kvantitatív konverziót tudtam elérni.

A foszfamidát--foszfát átmenet ezen a pH-n igen lassú, 

és a fluorid ezt egyáltalán nem, vagy csak igen csekély 

mértékben segiti elő, a vékonyrétegeken a foszfát-szár­

mazék foltja még nyomokban sem tűnt fel. IQ mellék-

termék 0.1 M NaF koncentrációnál megjelent ugyan, de

Г"S;
' i

■ m. :
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ennek mennyiségét 0.01 M-os oldat használta a kimutat-

hatósági szint alá csökkentette.

Megvizsgáltam a szubsztituált foszfodiamidátok 

(4/ |/ |) katalizált hidrolízisét is. Ennek eredményét 

táblázatban tüntettem fel.a 6.

6. Táblázat

Szubsztituált nukleozid-5'-foszfodiamidátok hidrolízise

acetát-pufferben, pH 4, 50°C-on 7 órás reakcióidővel.

[F ]Puffer
koncent­
ráció

4 II

a/ a/ a/(M)(M) %% Ter­
mék

Ter­
mék

%Ter­
mék

b/0.1 2&a <5%0

0.1 0.01 27 5 II 5

Ili 5

1 22 50 II
lo 2§i
5 IQi

400.1

Ili 0

IQi 10

a / az összes UV abszorbeáló anyag %-ában
b / - = semmilyen átalakulás nem mutatható ki.

Az adenozin-5'-foszfodimorfolidát (6) stabilitását 

egyáltalán nem befolyásolta, viszont | és | szár­

mazék esetében lehetővé tette az 5'-foszfamidáttá 

(22/ 2§) történő bomlást, ami egyébként csak alig

a F
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vagy egyáltalán nem kivitelezhető, mert ezek a termé­

kek csak ilyen enyhe körülmények között (pH 4) 

létképesek.

A fluorid-katalizis segítségével tehát nagy szelek-

tivitásu (közel 100%) foszfodiamidát — foszfamidát át­

alakulás érhető el. Egyes szubsztituált foszfodiamidá-

tok esetében F hatására ugyancsak járhatóvá válik ez

az ut.

3.2.3. A nukleozid-5'-foszfodiamidátok viselkedése lúgos

közegben

Az adenozin-sorozat lúgos közegben mutatott stabili­

tását az előzőekhez hasonló módszerrel vizsgáltam. Ezek

eredménye a 7. táblázatban található.

7. Táblázat

Az adenozin-sorozat lúgos hidrolízise

Hőmér- Reak­
ció­
idő 

(óra)

NaOH 
koncent- séklet 
ráció

áI I §
Ter­
mék %

Ter­
mék %

Tér- Ter­
mék méka / a/

(°C )(N)

_b /0.1 8025 5 perc

0.1 25 10 perc 100

0. 5 7225 100 il 20I§
1 2425 100 25

1 80 1 100 iii! 5

14 50 5 100ii(nh4oh)

a/
az összes uy-abszorpció %-ában
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Az adenozin-5'-foszfodiamidát (Дц) 0.1 N lug 

hatására nagy sebességgel adenozinná bomlott. A többi 

szubsztituálatlan foszfodiamidát 0.1 NaOH-ban 25°C-on,

10 perc alatt teljes egészében szintén a kiindulási nuk-

leoziddá alakult át. Nagyobb lugkoncentráció mellett

az adenozin-5'-(N,N-dimetil)-foszfodiamidát is adenozinná

alakult át. A teljesen szubsztituált foszfodiamidát- 

-származékokat (|, §.) azonban még 1 N NaOH-ban 80°C-on 

sem lehetett reakcióra késztetni.

Ezek a tapasztalatok jól egybevágnak azzal a felté­

telezéssel, hogy a szubsztituálatlan foszfodiamidátok egy

monomer metafoszfát-szerkezeten keresztül eliminációs-

addiciós mechanizmussal hidrolizálnak a (XIV) reakció-
38egyenlet szerint . Ennek a mechanizmusnak feltétele leg­

alább egy amido-nitrogénhez kapcsolódó proton, ami az első 

lépésben disszociál. Ez és 1 vegyületek esetében adott, 

az 5 és a I származéknál azonban hiányzik. Ezért a telje­

sen szubsztituált foszfodiamidát-származékok csak egyéb 

disszociativ vagy bimolekulás mechanizmussal tudnának hid- 

rolizálni, ami ebben az esetben nem kedvezményezett. Ez 

okozza I és I származék lúggal szembeni nagyfokú stabili­

tását.



60

4. ÖSSZEFOGLALÄS

Munkáin lényege a következőkben foglalható össze: 

a/ A Yoshikawa-féle szelektiv foszforilezés és in situ

végrehajtott ammonolizis összekapcsolása utján egy­

szerű, "egy fazék" módszert dolgoztam ki a nukleozid-

-5'-foszfodiamidátok nukleozidból kiinduló szintézi­

sére. Előállítottam a négy fő ribonukleozid és a timi-

din 5'-foszfodiamidát-származékát.

b/ Vizsgáltam a módszer alkalmazhatóságának körét, és

ennek során három N(P)- szubsztituált adenozin-5'-

-foszfodiamidátot szintetizáltam.

с/ Részletesen megvizsgáltam a szintézis során fellépő

melléktermékeket, és megállapítottam, hogy azok három 

különböző mellékreakcióban - aszelektiv foszforilezés,

metilezés és hidrolízis - jöttek létre, 

d/ Tanulmányoztam a nukleozid-5'-foszfodiamidátok savas 

és lúgos hidrolízisét. Fluoridion - katalízis segít­

ségével enyhén savas közegben kivitelezhető eljárást 

dolgoztam ki a nukleozid-5'-foszfamidátok előállítá­

sára.
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5. KÍSÉRLETI rész

Anyagok

A nukleozidokat (Sigma) felhasználás előtt 130 Pa 

nyomáson 110°C-on 8 órán keresztül szárítottam. A fosz- 

foril-kloridot, a trimetil-foszfátot és a morfolint a

felhasználást megelőzően 130 Pa nyomáson ledesztilláltam.

A 7.0 N metilamin- és dimetilamin-oldatot a kereskedelmi

40 %-os vizes oldatból készítettem. A kromatográfiás 

kontrollanyagok (Sigma), a kromatográfiás oszloptöltetek 

(Serva) és az Escherichia coli alkálikus foszfatáz 

(Sigma) kereskedelmi termékek voltak. vegyületet ade-

nozinból kiindulva, P202Cl4-dal foszforilezve és ezt 

követően ammonolizálva készítettem az analóg guanozin- 

-származék előállításának^ megfelelően (IXb).

Módszerek

Az oldatok bepárlását 130-260 Pa nyomáson, 30°C-os víz­

fürdőről rotációs gyorbepárló (Rotavapor, Büchi) segítsé­

gével végeztem.

A termékek olvadáspontját Koffler-blokkon mértem 

(9 .táblázat ), a megadott értékek korrigálatlanok.

A vékonyréteg-kromatográfiás elválasztásokat HPTLC 

készrétegeken (Silica Gel 60 ^254' Мегс^) az si 

[l-propanol-ccNH4OH-H20-ll:7:2], az S2 [kloroform-metanol­

étól, az S^ [kloroform-metanol-4:6] futtató-elegyekben,
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PEI-cellulóz anioncserélő készrétegeken (Polygram 

Cel 300 PEI/tTV^^, Macherey, Nagel+Co) az [0.1 M NaCl] 

elegyben és saját készitésü (cellulóz-szilikagél-8:2) 

rétegeken az [l-butanol-etanol-^O-lő:2:5] futtató­

szerben kifejlesztve hajtottam végre. A rétegeken az 

anyagokat UV-fényelnyelésük alapján 254 nm hullámhosszú­

ságú fényben (Desaga UVIS) detektáltam. Az R^-értékeket 

a 12. táblázat foglalja össze.

Az oszlopkromatográfiás elválasztásokat 254 nm-en tör­

ténő folyamatos abszorpciómérés alapján követtem (ISCO 

UA-5 monitor). Az oszlopkromatográfiás rendszerek jellem­

zőit a 8. táblázat tartalmazza. A termékek és mellékter­

mékek mennyiségi meghatározása az UV-fényelnyelés maxi­

mumának megfelelő hullámhosszon mért extinkció (Spektromom

értéke alapján történt.203) és az illető anyag emax
Az UV-abszorpciós spektrumokat Unicam SP 1800 spektro­

fotométeren három pH-értéken (1.0; 7.0; 11.0) regiszt­

ráltam (10. táblázat). A NMR spektrumok felvétele

D20-ban, Varian XL-100/15 NMR spektrométer segitségével 

történt. A belső referenciavegyület dioxán volt, de a 

megadott értékek TMS-re vonatkoznak (6 = 67.71 ppm)C(dioxán)
(11. táblázat). A tömegspektrometriás méréseket egy AEI

MS-902 kettős fókuszolásu készüléken, 3 ppm pontossággal, 

10 000-es feloldóképességgel, 70 eV-on, 200 °C-on végez­

ték (9. táblázat). A vizsgálandó anyagok szililezése Miller
68és munkatársai eljárása alapján történt.
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A savas lebontásokat az anyag 0.025 M-os oldatával 

(100 pl) 1 N sósavban 25°C-on végeztem !§-§/ i és llg 

esetében 4, § és 6 esetében 72 órán keresztül. A fel­

szabaduló ammóniát Nessler-reagenssel mutattam ki. A 

szubsztituált aminok a Nessler-reagenssel fehér-csapa­

dékot adtak. Az Escherichia coli alkálikus foszfatázos

emésztéseket 1.0 abszorpciós egységnyi (260 nm) vizsgá­

landó, anyaggal 0.3 egység enzim segítségével 1 óra 

hosszat 37°C-on 10 yl 0.1 M NaHC03-Na2C03 pufferben 

(pH 10.6) hajtottam végre.

Adenozin-(lg), citidin- (|ö, guanozin- Qg), uridin-Qg) és

timidin-5'-foszfodiamidát (3e) előállítása

A_P-0-C_kötés_kiépitése

1 mmol nukleozidot (lg-§) 2.5 ml (22 mmol) (CH30)3P0-ban 

szuszpendáltam. 10 perces keverés és jeges hűtés után 2.2 

mmol (200 yl) POCl-^-t csepegtettem hozzá. A légnedvesség­

től elzárva jéghütés közben kevertettem. A reakcióidők: 

lg és 1 óra, lg 2 óra, és lg 7 óra.

A P-N kötések létrehozása

A foszforilezés során kapott oldatot kb. 2 perc alatt 

intenziv keverés közben 7.0 N NH^OH oldatába csepegtettem, 

amelyet előzőleg jéggel 2°C-ra hütöttem le. 5 perc eltel­

tével az elreagálatlan ammóniát vizsugár-szivattyu segit-

if I "
\l * I tiI fi
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ségével leszivattam. Az oldatot folytatólagosan be­

pároltam, hogy a trixnetil-foszfát eltávozzék. 2Q eseté­

ben a bepárlást csak a kezdődő kristályosodásig végez­

tem.

Adenozin-5'-(N,N'-dimetil)-foszfodiamidát (^), adenozin-

-5(N,N,N',N'-tetrametil)-foszfodiamidát (j|), adenozin-

-5'-foszfodimorfolidát (|) előállítása

Az eljárás azonos az előzőekkel, kivéve az ammonoli- 

zist, amely során 7.0 NH^OH helyett 1 esetében 7.0 N 

metilamin, 5 esetében 7.0 N dimetilamin és £ esetében 

7.0 N morfolin vizes oldatát alkalmaztam.

A termékek izolálása

ДЬ» 2á és 3e esetében a bepárlási maradékot kevés 

etanol együttes bepárlásával vizmentesitettem. ese­

tében a vizmentes maradékot 10 ml metanolban oldottam 

(25°C), az oldhatatlan sókat kiszűrtem és 2 ml metanollal 

átmostam. A metanolos oldatot ~2 ml térfogatra bepároltam. 

A bepárolt anyagot 5 ml metanolban 25°C-on (lb, 22)/

7 ml vizben 40°C-on Qa), 80 ml vizben 40-50°C-on (lg) 

és 5ш1 зо% metanol-viz elegyben 25°C-on (4, 2/ 

fel. Az igy kapott oldatokat kromatográfiás oszlopra vit­

tem. Az oszlopkromatográfia módját és eredményeit a 

8. táblázat tartalmazza.

6) oldottam



8. Táblázat

A termékek oszlopkromatográfiás izolálása

Frakció­
térfogat

Termék
helye

Eluciós
sebesség
(ml/h)

EluensOszlopVegyü-
a/méret

(cm)
töltetlet

(ml)

15-25Dowex 1x8 AG 

200-400 mesh 

(HCOO-)
83264x2.0 deszt.viz

28-41

I46-66 ♦CHCl3-MeOH 

8:2 (450 ml) 

6:4 (1065 ml)

CTi
U1

Szilikagél 
100-200 ym 

I. aktivitás^

I
24-469:1 (315 ml) 

8:2 (360 ml)
151203d 32x1.4

8:2 (300 ml) 

6:4 (520 ml)
40-50If J

23-45I Dowex 1x2 AG
20-33
23-46

32 16H-O-MeOH 7:353x1.6200-400 mesh 

(OH-)
I 2
g

al frakciószámban kifejezve
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A megfelelő frakciókat bepároltam. A szervetlen

sók eltávolítása végett az anyagokat deszt. vizben 

oldva 32x1.4 cm-es DEAE-cellulóz (HCO^) (Whatman DE-32) 

anioncserélő oszlopon engedtem át 10 ml/h sebességgel, 

majd az effluenst bepároltam. Ismételt feloldással és 

bepárlással a hidrogénkarbonátokat is eltávolitottam. 

lg és lg vegyületeket 5, illetve 25 ml deszt. vizből,

3e terméket 3 ml metanolból kristályosítottam át, mig 

a többi származék 60 ml éter hatására kristályosodott.

Foszforilezés viz hozzáadásával

1 mmol adenozint (I§) vagy timidint (1§) 25 ml 

(CH-^O^PO-ban szuszpendáltam. Jéggel behütöttem, és ke­

verés közben 730 yl POCl-j (8 mmol) és 54 yl H20 (3 mmol) 

előre elkészített, behütött elegyét csepegtettem a 

szuszpenzióba. A reakcióelegyet a levegő sebességének 

kizárásával ig esetében 6, lg esetében pedig 7 óra hosszat 

kevertettem. A további feldolgozás azonos lg, illetve 

lg előállítása kapcsán leírtakkal.

A 3a vegyület szintézise során keletkező melléktermékek
azonosítása

A 3g vegyület oszlopkromatográfiás tisztítása során 

kapott első csúcsot tartalmazó frakciókat (11-14) össze­

gyűjtve bepároltam. Az anyag 10 abszorpciós egységét 

(260 nm) az ismertetett módon savas, majd ezt követően
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alkálikus foszfatázos emésztésnek vetettem alá. A

savas hidrolízis után Nessler-reagens segítségével

ammónia keletkezését mutattam ki. A lebontások ered­

ményeképpen egyetlen termékként 1-metil-adenozint 

kaptam, amelyet vékonyréteg-kromatográfiával azonosí­

tottam. A 11-14 frakcióból nyert anyagot 0.1 N NaOH 

hatásának vetettem alá 1 órán keresztül, ilymódon 

N^-metil adenozin (22) keletkezett.

A 3a reakcióelegyét egy 32x1.4 cm-es DEAE-cellulóz 

(HCO^) (DE-32 Whatman) oszlopra vittem és trietilammó- 

nium-hidrogénkarbonát 0-0.3 M lineáris gradiensével 

10 ml/h sebességgel eluáltam. Az igy izolált anyagokat 

12§/ ül/ ül' III' ül vékonyréteg-kromatográf iával, 

autentikus kontrollanyagokkal való összehasonlitás ut­

ján azonosítottam. I2é vegyület savas lebontása során
<

adenozin-2'(3'), 5'-difoszfát és ammónia keletkezett.

A hidrolitikus vizsgálatokat a vizsgálandó anyag 

0.025 M-os oldatában, a 4-7 táblázatokban megadott körül­

mények között végeztem.

A metilezés módjának megállapitását célzó kísérletet

0.5 mól 2',3'-O-izopropilidén-adenozinból kiindulva 

vegyület előállításával azonos módon végeztem, de el- 

hagytam a POCl^ adagolását.

CM-cellulóz (NH^) (CM-32, Whatman) oszlopon történt. Az 

eluens 600-600 ml 0.01-0.2 M NH^Cl (pH 5) lineáris 

gradiense volt. Eluciós sebesség 40 ml/h, frakciótérfogat 

20 ml.

Az izolálás 32x1.4 cm



9. táblázat

A nukleozld-5'-foszfodiamidátok kitermelése, olvadáspontja és trimetllszllil-származékuk

tömegspektrometriás adatai

Kitermelés Olvadáspont 
(°C)

A TMS-származékok 
összegképlete

MolekulasúlyVegyület (%) számított• talalt

M 85 186-9 C25H56N7°5SÍ5P 705.2927 705.295

42 . 115-7

250a

681.2815C24H56N5°6Si5P 681.279

68 793.3272C28H58N7°6SÍ6P 793.325

M 38 94-7 682.2655 682.267C24H55N4°7SÍ5P
63 100-3 608.2467C22H49N4°6SÍ4P 608.245

á 73 99-102 733.3240 733.325C27H60N7°5Sl5P
89I 78-9 617.2763 617.278C23H48N7°5SÍ3P

I 91 105-7 C27H52N7°7SÍ3P 701.2974 701.294

a / elbomlik



10. táblázat

A nukleozid-5'-foszfodiamidátok UV-spektrumának jellemző adatai

EE270 E2 8 О^240^230 ^250 2 9 0X X . mm
(nm)

max
(nm)Vegyület E2 6 о^2 6 0pH ^260 ^2 6 О^2 60^260

0.06
0.01
0.01

0.18
0.12
0.12

il 2 228.5 0.47
0.43
0.43

0.84
0.79
0.78

0.66
0.64
0.64

257.5 0.24
0.21
0.21

7 260 226
11 260 226

0.03
0.01
0.01

0.67
0.66
0.65

0.26
0.16
0.15

2 0.45 
0. 40 
0.40

0.86
0.78
0.78

4 257 229 0.23
0.17
0.18

7 260 226
11 260 227

0.03
0.01
0.01

0.86
0.78
0.78

0.67
0.68
0.66

2 0.45
0.39
0.40

0.20
0.17
0.16

5 257 • 229 0.22
0.17
0.18

7 260 227
11 260 227

0.68
0.67
0.66

0.01
0.01
0.01

2 0.48
0.39
0.39

0.85
0.77
0.77

0.21
0.18
0.18

§ 257 228 0.23
0.17
0.18

7 227260
11 260 227

0.07 
0.05 
0. 28

0.27
0.24
0.34

2 258 0.42 
0.42 
0. 39

0.79
0.80
0.76

0.72
0.68
0.71

233 0.35
0.32
0.31

22
7 258 232.5

11 258.5 232

1.46
0.33
0.28

0.28
0.92
0.94

1.69
1.21
1.16

1.99
0.95
*0.88

2 280 0.46
0.84
0.86

lfe 241 0.59
1.04
1.09

7 226.5;250 
226.5;250

271
11 271

0.44
0.25
0.10

1 0.76 
0. 81 
0.97

0.69
0.64
0.59

lg 255-6 227 0.27
0.37
0.37

0.63
0.78
0.54

0.95
1.13
0.87

7 253 223
11 254-67 231

0.78
0.78
0.84

0. 82 
0.81 
0.79

0.34
0.33
0.28

0.05
0.04
0.04

2ld 262 230 0.23
0.24
0.85

0.42
0.43
0.71

ZZ —
1 262 2 30

11 261.5 241

0.68
0.68
0.63

0.20
0.20
0.22

2 1.05
1.04
1.04

Ü 266.5 0.33 
0. 33 
0.72

0.64
0.65
0.74

234 0.30 
0. 30 
1.08

7 267 234.5
11 267 244
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11. táblázat

13Az N-szubsztituált adenozin-5'-foszfodiamidátok C NMR

kémiai eltolódásai (ppm) és kapcsolási állandói (Hz)

á § 6

153.84153.69 153.80C-2
C-4 149.61 149.68 149.71

119.52
156.37
140.63

89.09

C-5 119.45 119.56
C-6 156.23 156.35
C-8 140.47 140.49

89.03
74.77

C-l'
C-2'
C-3'
C-4'
C-5'

88.77
75.00
70.89
83.83

74.29
70.65
83.49

70.46
82.99

64.84
36.75
36.59

65.14 64.99
27.15P-N-CH3

44.95
44.85
67.55
67.48'
8.48

P-N-CH 2

P-N-CH2-CH2-0

3 J 8.21 8.67PC-4 '
2 J 4.74 4.675.02PC-5'
2 J 0.82 1.57<0.3PNC
3J 3.75PNCC
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12. táblázat

Vékonyréteg-kromatográfiás R^-értékek

SzolvensVegyület

Száma SS SSNeve 42 31

Adenozin-5'-fosz- 
fodiamidát
Adenozin
Adenozin-5'-fosz- 
fodiamidát-2' , 3 ' - 
-ciklofoszfát
Adenozin-2'(3'),5'- 
difoszfát
Adenozin-2 ' , 3' 
ciklofoszfát
Adenozin-2'(3' )- 
-foszfát
1-Metil-adenozin- 
-5'-foszfodiamidát
1-Metil-adenozin
Adenozin-5'-főszfa- 
midát
Adenozin-5'-foszfát
Adenozin-5'-(N,N'~ 
-dimetil)-foszfodi- 
amidát
Adenozin-5'-(N-metil)- 
-foszfamidát
Adenozin-5'-
(N,N,N',N'-tetrametil)
-foszfodiamidát
Adenozin-5'-(N,N- 
-dimetil)-foszfamidát
Adenozin-5'-foszfo- 
dimorfolidát
Citidin-5'-foszfo­
diamidát
Citidin
Citidin-5'-foszfa- 
midát
Citidin-5'-foszfát

0.59
0.57

0.64
0.72

0.300.09
0.57

U
0.65il

Ш 0.07 0.320.59

0.19 0.05

0.58 0.45 0.35iái
0.49 0.10iái
0.58
0.65

0.9222
0. 12 0.17 0.95

0.40
0.11

0.52 0.15iái
0.45iái

0.69 0.54 0.774 0.36

0.63 0.410.0511

0.68 0.830.73 0.56I
0.07ü 0.68

0.840.68 0.47 0.61§
0.800.263b 0.47

— “
0.750.60lb 0.59 0.26

0.53
0.18

0.46 0.12

Ш 0.31
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SzolvensVegyület

SzámaNeve S S S S S1 42 3 5

Guanozin-5'-foszfo- 
diamidát
Guanozin
Guanozin-5'-foszfa- 
midát
Guanozin-5'-foszfát
Uridin-5'-foszfo- 
diamidát
Uridin
Uridin-5'-foszfami- 
dát
Uridin-5'-foszfát
Timidin-5'-főszfo- 
diamidát
Timidin
Timidin-3',5'-difosz- 
fotetramidát
Timidin-3'-foszfo- 
diamidát
Timidin-5'-foszfami- 
dát
Timidin-5'-foszfát

0.47 0.52
0.62is 0.52

0.3225c 0.25
0.08Ш 0.27

0.44 0.20 0.51 0.87
0.51 0.64 0.80 0.81

M
ld

0.41 0.5725d̂
0.48 0.15Ш

0.85 0.280.18 0.58
0.83 0.89

0.64
0.72 0.95

0.1220

0.3521

0.58 0.64Ili
0.44 0.19Ili
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Adenozin-5'-(N,N#-dimetil)-foszfo- 

diamidát
4

0
H3C II 

N-P-0
H3c I

Adenozin-5'-(N, N, N',N'-tetrametil)- 

-foszfodiamidát
Л А0

АH3C CH3
он он

Adenozin-5'-foszfodimorfolidátg

1 Ribonukleozid-2'(3')/ 5'-bisz- 

(diklórfőszfát)
/В = A, C, G, U; R = P(0)Clo/2

8 Ribonukleozid-2' 3' -diklórfoszfát 

/В = A, C, G, U; R = Н/

Ribonukleozid-5'-diklórfoszfát-2',3'-
-klórciklofoszfát
/В = A, C, G, U; R = P(0)C1-/

I

2
Ribonukleozid-2',3'-klórciklofoszfát 

/В = A, C, G, U; R = H/
10



KÉPLETMUTATÓ

Rövidítések: A = adenilil-9

C = citozinil-1

G = guanilil-9

U = uracilil-1

T = timinil-1

Kégletg|Y
В = A, R = OH

Szám

il Adenozin

lb Citidin В = C, R = OH

ii Guanozin В = G, R = OH

ld Uridin В = U/ R = OH

ii Timidin В = T, R = H

Adenozin-5'-diklórfoszfát В = A, R = OHII
Citidin-5'-diklórfoszfátШ В = C, R = OH

Guanozin-5'-diklórfoszfátZq В = G, R = OH

Uridin-5'-diklórfoszfátIá В = U, R = ОН

Timidin-5'-diklórfoszfátII В = T, R = H

0Adenozin-5'-foszfodiamidát3a В = A, R = OH
H2N-P-0

Citidin-5'-foszfodiamidát3b В = C, R = OH
NH2

Guanozin-5'-foszfodiamidátZq В = G, R = OH

Uridin-5'-foszfodiamidát3d В = U, R = OH

Timidin-5'-foszfodiamidát3e В = T, R = H
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Ribonukleozid-57-foszfodiamidát-27,37- 

-ciklofoszfamidát
11=r=

/ В = A, C, G, U; R7 = P(0)(NH2)2/

Ribonukleozid-27,37-ciklofoszfamidát 
/В = А, С, G, U; R' = Н/

II

Ribonukleozid-57-foszfodiamidát-2737- 

-ciklofoszfát
13

/В = A, C, G, U; R7 = P(0)(NH2)2/

Ribonukleozid-27,37-ciklofoszfát 

/В = A, C, G, U; R7 = H/
iá

Ribonukleozid-57-foszfodiamidát-27(37)- 

-foszfát
15

Rto в
0/R = A, C, G, U; R7 = P(0)(NH2)2/

Ribonukleozid-27(37)-foszfát 

/В = A, C, G, U; R7 = Н/
16

/ H

Adenozin-5'-(N,N,N7 ,N7-tetrametil)- 

-foszfodiamidát-27,37-(N,N7 dimetil)- 

-ciklofoszfamidát

17
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Timidin-3',5'-bisz(diklórfoszfát) 
/R = P(0)Cln/

Ш
2

Timidin-3'-diklórfoszfátil
/ R = Н/

Timidin-3',5'-di(foszfodiamidát)20
/R' = P(0)(NH2)2/

Timidin-3'-foszfodiamidát 

/R' = H/
21

l-Metil-adenozin-5'-foszfodiamidát22

623 N -Metil-adenozin

24 Diklórfoszforiloxi-trimetoxifoszfó-
H3C0nium klorid

H„C03

H3C0
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Adenozin-5'-foszfamidát /В = A, R = ОН/ 

Citidin-5'-foszfamidát /В = C, R = OH/ 

Guanozin-5'-foszfamidát /В = G, R = OH/ 

Uridin-5'-foszfamidát

ül
2E&

Ili
m /В = U/ R = OH/

Timidin-5'-foszfamidát /В = T,Ili R = Н/

Adenozin-5'-foszfát26a /В = A, R = ОН/

Citidin-5'-foszfát26b /В = C, R = ОН/=====

Guanozin-5'-foszfátIli /В = G, R = OH/

Uridin-5'-foszfát26d /В = U, R = ОН/===

Timidin-5'-foszfát /В = T, R = Н/Ili

нэс о
\ II

N-P-0Adenozin-5'-(N-metil)-foszfamidát27==

\ И28 Adenozin-5'-(N,N-dimetil)-foszfamidát N-P-0==

Adenozin-5'-foszfomorfolidát29==

Adenozin-5'-fluorfoszfát /В = A, R = ОН/12a
Citidin-5'-fluorfoszfát /В = C, R = ОН/IQb
Guanozin-5'-fluorfoszfát /В = G, R = ОН/Ili
Uridin-5'-fluorfoszfát /В = U, R = ОН/3Qd

Timidin-5'-fluorfoszfát /В = T, R = Н/
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Abstract—A one-flask method is reported for the preparation of the 5'-phosphordiamidate of adenosine (3a), 
cytidine (3b), guanosine (3c), uridine (3d) and thymidine (3e), and also for that of adenosine 5'-(N,N'-dimethyl) 
phosphordiamidate (4a), adenosine 5'-(N,N,N',N'-tetramethyl) phosphordiamidate (5a) and adenosine 5'-phosphor- 
dimorpholidate (6a). The method is based on the aminolysis of nucleoside 5'-phosphordichloridates performed in 
situ by NH4OH, or aqueous amine solutions, respectively.

prepared from nucleosides (1) according to Yoshikawa’s 
method4 and were transformed in situ into the phos- 
phordiamidates with an excess of 7.0 N NH40H (for 3), 
aqueous CH3NH2 (for 4a), (CH3)2NH (for 5a) and mor­
pholine (for 6a), respectively, at 0° for 5 min (Scheme 1).

Besides the main product, 3 and some unreacted start­
ing material, 1, the reaction mixtures always contained 
dilferent by-products in small quantities (altogether 
<5%). For example, in the synthesis of the phosphor­
diamidate, 3a, the following by-products were identified: 
adenosine 2',3'-(cyclic) phosphate (7), adenosine 2',3'- 
(cyclic) phosphate 5' phosphordiamidate (8), adenosine 
5'-phosphoramidate (9), adenosine 5-phosphate (10) and 
1-methyladenosine 5'-phosphordiamidate (11) (Scheme 2).

The formation of by-products of similar types during 
the synthesis of the phosphordiamidates 3b, 3c, 3d, 4a, 5a 
and 6a might be suggested on the basis of a comparative 
tic analysis of the appropriate peaks after column 
chromatographic separation of the mixtures. The for­
mation of by-products may be ascribed partly to the 
non-selectivity of the Yoshikawa-reaction5 (7 and 8), 
partly to the hydrolytic fission of P-Cl bonds of com­
pound 2 (9 and 10) and, finally to the methylating ability 
of (МеО)зРО, the solvent of the Yoshikawa-reaction in 
alkali (ll).6 To interpret the formation of the by-products 
7 and 8, the extreme lability of ribonucleoside 2'-(3’)- 
phosphoramidates and ribonucleoside 2',3'-(cyclic)- 
phosphoramidates should also be taken into account. 
Instead of these derivatives 2',3'-(cyclic) phosphates 
could always be isolated.17

Nucleoside 5'-phosphordiamidates derived from am­
monia (3) are useful synthetic intermediates. The selec­
tive substitution of one of their two amide groups under 
mild conditions rendered possible the elaboration of the 
synthesis of nucleoside 5'-phosphoramidates from 
nucleosides1 and the preparation of P1-(nucleoside 5'-)P‘- 
amino-triphosphates.2 The synthesis of 5'-pyrophos- 
phate and 5'-triphosphate derivatives of purine 
diribonucleoside monophosphates was accomplished also 
via phosphordiamidate intermediates.3

Hitherto, of the phosphordiamidates 3, merely the 
synthesis of thymidine 5'-phosphordiamidate (3e) has 
been reported in detail.1 This was performed according 
to the one-flask method summarised in Scheme 1. This 
method has now been improved and demonstrating its 
widespread applicability, been extended also to the 
preparation of some N(P)-alkylated adenosine 5'-phos- 
phordiamidates. The present paper describes the syn­
thesis of the 5'-phosphordiamidates of the four major 
ribonucleosides (3a-3d) and thymidine 5'-phosphordi- 
amidate (3e) according to an improved procedure, as well 
as, that of adenosine 5'-(N,N'-dimethyl) phosphordiami­
date (4a), adenosine 5’-(N,N,N',N'-tetrametil) phosphor­
diamidate (5a) and adenosine 5'-phosphordimorpholi- 
date (6a).

<

RESULTS AND DISCUSSION

The one-flask method has been elaborated for the 
synthesis of the phosphordiamidates 3, 4a, 5a, and 6a, as 
follows. Nucleosides 5'-phosphordichloridates (2) were

'i

о оt 1 11 r’-fHO-CHj в

Ü
HO R

Cl—P-O-CHj
С1з/меО)зРО I R’h/h;0 IPO R1Cl

o' 0", 5 m i n

HO R

R121 3 nh2 
4a NH(CH3) 
5a N(CH3)2RВ

a: adeninyl-9 OH 
b: citosinyl-1 OH 
c: guaninyl-9 OH 
d: uracilyl-1 OH 
e: thyminyl-1 H

6a

Scheme 1.
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?RÍ-P-O-R-O-CHj В В
Iö он

очр но он
Ао он

7,8 9,10 11

R2 R3В В
7: adeninyl-9 Н 
8: adeninyl-9 P(0)(NH2)2

9: adeninyl-9 NH2 
10: adeninyl-9 OH

Scheme 2.

IColumn chromatography was used for the isolation of 
the phosphordiamidates synthesised. The purine deriva­
tives 3a and 3c were separated from the by-products and 
the staring materials on a Dowex 1 x 8 column {HCOO 
form} with deionized H20 as eluent. The compounds 
were eluted in the order of methylated derivative > 
phosphordiamidate > nucleoside, while, the by-products 
of anionic nature were retained by the column. This 
method could not be applied to the isolation of the 
pyrimidine derivatives 3b, 3d and 3e, because of the 
overlapping of phosphordiamidate and nucleoside peaks. 
For this reason, the compounds 3b, 3d and 3e were 
isolated by employing a silica gel column and CHC13- 
MeOH mixtures as eluents. In these cases an order of 
elution of methylated derivative > nucleoside > phos­
phordiamidate was observed. For the isolation of the 
compounds 4a, 5a and 6a the method of Dekker8 was 
adapted. An additional purification on a DEAE-cellulose

column (НСОз form} was essential in each case to 
remove last traces of СГ ions which hindered the crys­
tallization of the products. Every phosphordiamidate was 
obtained in tic pure, crystalline form. The column 
chromatographic methods used for isolation, yields, m.ps 
and mass spectrometric data are tabulated (Table 1).

The structural assignments of the compounds syn­
thesised were based on the following observations. (1) 
The molecular weight of the TMS derivatives measured 
by mass spectrometry agreed well with the calculated 
one (Table 1). (2) The UV spectra at three different pH 
values closely resembled those of the parent nucleosides. 
(3) The behaviour on anion exchangers indicated the 
absence of phosphate dissociations. (4) All the phos­
phordiamidates were quantitatively converted to 
nucleoside 5'-phosphates upon hydrolysis with 1.0 N 
HC1, at room temperature as expected on the basis of the 
sensitivity of P-N bonds against acid.10 The acid

l

Table 1. Methods of isolation, yields, m.ps and mass spectrometric data of nucleoside 5'-phosphordiamidates

derivatives13 
Molecular weight

Found

Method of isolation3
Peak position 

chromatographic expressed in 
system fraction number

Mass spectrometric data of TMSMelting
point

( o)
YieldCompound Column (*i Formula %Calculated

J705.295705.2927C2 5H56N7O5SÍ5P1 86-9853a 1 5-25Cl
681.279681.2815C2 4H5 6N5O6SÍ5P1 1 5-7 

2 50d

423b C2ß 46-66
793.325Clc 793.3272C2 0H5 8N7O6SÍ6P683c 28-41
682.267682.2655C24H55N4O7SÍ5P38 94-73d 24-46C2ct
608.245608.2467C2 2^99N4O6SÍ4P3 e 63 100-3C2y 40-50
733.325733.3240C2 7^6 0N7O5SÍ5P99-1024a 23-45 73C3

617.278617.2763C2 3H4 8N7O5SÍ3P78-920-33 895a C3
701.294701.2974C27H52N7O7SÍ3P105-723-46 916a C3

a For details see Experimental, Column Chromatography

^ The detailed mass spectrometric behaviour of the TMS derivatives will be published elsewhere . 
C A column of 1.6x53 cm was used. 
d With decomposition.
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Table 2. I3C Chemical shifts (ppm) and coupling constants (Hz)a of the phosphordiamidates 4a, 5a and 6a

4a 5a

C-2 153.69 
149.61 
119.45 
156.23 
140.47 
88.77 
70.89 
75.00 
83.83 
65.14

153.80 
149.68 
119.56 
156.35 
140.49 
89.03 
70.65 
74.77 
83.49 
64.84

36.75
36.59

153.84 
149.71 
119.52 
156.37 
140.63 
89.09 
70.46 
74.29

82.99

64.99

C-4

05

06

08

C-1 ' 
C-2' 
03' 
C-4' 
05'

27.1 5P-N-CH 3

44.95
44.85

67.55
67.48

8.48 
4.67 
1 .57 
3.75

P-N-CH2

P-N-СНг -CH2-0
3JI PC4 ' 

PC 5' 
JPNC

8.21

5.02

<0.3

8.67

4.74

0.82

2J

3J
PNCC>

aFor details see Experimental

hydrolysis of the phosphordiamidates 3 was accom­
panied by the release of NH3 as demonstrated by 
Nessler reagent. The substituents attaching to the amide 
nitrogens of the phosphordiamidates 4a, 5a and 6a were 
identified by ,3C NMR spectroscopy (Table 2). (5) The 
phosphoridamidates 3 and 4a, but not 5a and 6a could be 
hydrolysed to nucleosides by 0.1 N and 1.0 N NaOH 
respectively, at room temperature. The rapid basic 
hydrolysis of those phosphordiamidates bearing at least 
one ionisable (P)N-H groups is well-known.11

32 ml/hr, fraction volume: 8 ml; C2a, C2ß and C2y, column: 
silica gel (100-200/xm, Serva, activated at 300° for 3hr, 1.4 x 
32 cm), stepwise elution with the eluents: a, СНСЬ-МеОН (9:1, 
315 ml, 8:2, 360 ml), ß, CHCI,-MeOH (8:2, 450 ml, 6:4, 1065 ml) 
and y, CHCl3-EtOH (8:2, 300 ml, 6:4, 520 ml), elution rate: 
120ml/hr, fraction volume: 15 ml; C3, column: Dowex 1 x 2 (AG, 
200-400 mesh, Serva, OH-form, 1.6 x 53 cm), eluent: H20-Me0H 
(7:3), elution rate: 32ml/hr, fraction volume: 16ml; C4a and 
C4ß, column: DEAE-cellulose (DE 32, Whatman, HC03 form, 
1.4x32cm), eluents: a, deionised H20, elution rate: 10ml/hr, 
fraction volume: 5 ml, ß, deionised H20 (90 ml) then a linear 
gradient of H2O-0.3M aqueous triethylammonium hydro- 
gencarbonate, pH 7.5 (1000 ml), elution rate: 30 ml/hr, fraction 
volume: 10 ml.

Tic was performed on precoated hptlc chromatoplates (Silica 
Gel 60 F254, Merck) in the solvent systems: SI, 1-PrOH-conc 
NH40H-H20 (11:7:2), S2, CHCl3-MeOH (7:3); S3, CHCI3- 
MeOH (4:6) and on precoated PEI-cellulose chromatosheets 
(Polygram Cel 300 PEI/UV254, Macherey, Nagel + Co) in the soln 
S4, 0.1 M NaCl. Spots were detected by UV absorption, Rf 
values are listed in Table 3.

Hydrolytic degradations were performed at room temp, using 
0.025 M solns of the phosphordiamidates in 1.0 N HCI, as well as, 
0.1 N and 1.0 N NaOH, respectively. Enzymic hydrolysis was 
carried out with 1.0 A260 unit of the substrate and 0.3 unit of 
Escherichia coli alkaline phosphatase in 10/xl of 0.1 M NaHC03 
buffer, pH 10.6, at 37°, for 1 hr. Hydrolyses were followed by tic.

General procedure for the synthesis of the phosphordiamidates 
3, 4a, 5a and 6a. The whole procedure was performed at 0°. 
POCI3 (200/xl, 2.2 mmol) was added to a well-stirred suspension 
of the nucleoside (1.0 mmol) in (MeO)3PO (2.5 ml). Stirring was 
continued with the exclusion of atmospheric moisture for 1 hr (la 
and lb), or 2 hr (lc), or 7 hr (Id and le). The resulting soln was 
poured into 7.0 N NH4OH (for 3), or 7.0 N aqueous CH3NH2 (for 
4a), or (CH3)2NH (for 5a), or morpholine (for 6a) {10 ml in each 
case} with stirring. After standing 5 min, the soln was evaporated 
to dryness. The residue was dissolved in deionised H20 at 40-50° 
(7 ml for 3a, 16 ml for 3c) or H20-Me0H (7:3) (5 ml for 4a, 5a 
and 6a), or was suspended in MeOH (5 ml for 3b, 3d and 3e). 
Then each mixture was subjected to column chromatographic

EXPERIMENTAL

Materials. Nucleosides (Sigma) were dried over P205 at 
1 mmHg and 110° for 8 hr P0C13, morpholine and (MeO)3PO (at 
1 mmHg) were freshly distilled. 7.0 N aqueous solns of CH3NH2 
and (CH3)2NH were prepared from the commercial 40% ones. All 
other chemicals were of reagent grade. Compound 8 was pre­
pared from adenosine by P203C14 and subsequent aminolysis as 
reported in detail for the analogous guanosine derivatives.1 The 
other adenosine derivatives used as control compounds, as well 
as Escherichia coli alkaline phosphatase were commercial 
products (Sigma).

Methods. M.ps are uncorrected and were determined on a 
Koffer apparatus. Evaporations were carried out using a rotary 
evaporator at 1 mmHg with a bath temp, of 30°. Absorption 
spectra were recorded on a Cary 15 spectrophotometer at pHs 
1.0, 7.0 and 11.0. I3C NMR spectra were obtained in D20 at 
25.16 MHz using a Varian XL-100/15 NMR spectrometer equip­
ped with disk accessory. Dioxane was employed as internal 
reference, but the reported chemical shifts referred to TMS 
(dioxane 67.71 ppm). Mass spectral measurements were carried 
out with an accuracy of 3 ppm at a resolving power of 10,000 by 
an AEI MS-902 double focusing instrument operating at 70 eV 
and 200°. For the silylation of the phosphordiamidates the 
method of Miller et al. was applied.12

Column chromatography was performed in the following sys­
tems: Cl, column: Dowex 1x8 (AG, 200-400 mesh, Serva, 
HCOO form, 2.0 x64 cm), eluent: deionized H20, elution rate:

i

\
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Table 3. Rf values of compounds

Rf values in the systems
Compound

SI S2 S3 S4

0.57 
0.59 
0.35 
0.32 
0.41 
0.11 
0.92 
0.95 
0.75 
0.80 
0.1 8 
0.52 
0.52 
0.08 
0.81 
0.87 
0.15 
0.95 
0.85 
0.19 
0.77 
0.83 
0.84

0.57
0.09

0.65
0.30
0.45
0.07
0.15

0.72 
0.64 
0.58 
0.59 
0.57 
0.45 
0.58 
0.65 
0.59 
0.47 
0.31 
0.62 
0.47 
0.27 
O. 51 
0.44 
0.48 
0.72 
0.64 
0.44 
0.69 
0.73 
0.68

1 a
3a

i
£
3,

la
11

0.17

0.60
0.26

0.12

0.26
1-Methyladenosine

ü
3b

Cytidine 5'-phosphate

is
3c

Guanosine 5'-phosphate
0.80

0.51

0.64
0.20

=ш I
♦

3d
Uridine 5'-phosphate I

0.89
0.58

0.83 
0.1 8

IS ■

<3e

Thymidine 5'-phosphate
0.54
0.68
0.61

0.36
0.56
0.47

4a
5a
6a

separation. For details of separation see Table l. Appropriate 
fractions containing the product were pooled and evaporated to 
dryness. The residue was dissolved in deionised H20 (15 ml for 
3a and 3c. 2 ml for the other compounds) and the soln was 
chromatographed in the system C4a. Fractions containing the 
phosphordiamidate (8-12) were pooled and evaporated to dry­
ness. Traces of hydrogencarbonates were removed by repeated 
co-evaporation with H20. The residues of the phosphordiami- 
dates 3a and 3c were recrystallised from hot H20, while that of 
3e from MeOH. The phosphordiamidates 3b, 3d, 4a, 5a and 6a 
crystallised upon standing under anhydrous ether. The acid 
hydrolysis of the phosphordiamidates—except that of 6a was 
quantitative within 4 hr. For the quantitative hydrolysis of com­
pound 6a about 48 hr was necessary. The phosphordiamidates 3 
were quantitatively hydrolyzed in 0.1 N NaOH for 5 min, but 
more than 3 days was required for the hydrolysis of phosphor­
diamidate 4a in 1.0 N NaOH.

Identification of by-products formed during the synthesis of the 
phosphordiamidate 3a. The first peak obtained during the column 
chromatographic separation of the mixture of the phosphor­
diamidate 3a in the system Cl was pooled and evaporated. The 
UV spectra of the compound at pHs 1.0, 7.0 and 11.0 closely 
resembled those of 1-methyladenosine.13 The compound was 
quantitatively converted to 1-methyladenosine by acid hydrolysis 
and subsequent incubation with Escherichia coli alkaline phos­
phatase as detected by tic comparison with an authentic spe­
cimen.

An aliquot (about 20%) of the mixture was separated in the 
system C4/3. The first peak eluted by the gradient contained, 7, 8 
and 9, while the second one the phosphate 10 as detected by tic 
comparison with authentic specimens.
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