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BEVEZETES

A nukleozid-foszfodiamidatok neve sokszor még a
nukleotidkémigban jaratosak szamara is idegeniil hang-
zik. Olyan vegyiiletcsaladd ez, amelynek meglehetdsen
kis sz&mu képviseldje ismeretes, és még azok sem tul
hosszu ideje. A kezdeti tapasztalatok azonban arra mu-
tattak, hogy e vegyliletek a nukleotidkémiai szintézis
értékes intermedierjei lehetnek.

A rendelkezésre 4116 kevés adat indokolta, hogy
az irodalom feldolgozasanal azokat az analdg szerkezeti
vegylileteket is figyelembe vegyem, amelyeknek észtere-
sit® csoportja nem nukleozid, hanem valamilyen mas,
egyszeriibb alkohol. Az igy fellelhetd bOséges adathalmaz
nemcsak tampontokat adott a tovabbi munk&hoz, hanem le-
ﬁet6vé tette az el®allitasi mdédszerek rendszerezését is.

A legegyszeriibb szerkezeti, amméniab6l levezethetd
nukleozid-5’'-foszfodiamid&tok néhany tagjanak szintézisétl
Simoncsits Andras és Tomasz Jend valdsitottdk meg elo-
sz6r. Mbdszerik egyszerii, gyors megoldast kin&l, amely
kidolgozva egy altalanos nukleozid-5'-foszfodiamidat szin-
tézis alapja lehet.

Célom az volt, hogy ezt az eljarast alapul véve

- megjavitsam annak hatédsfokat,
- megvizsgaljam a reakcidsort befolyasold ténye-

zBket és a mellékreakcidkat,



- eldallitsam a négy fO ribonukleozid amménié—
bdél szarmazd foszfodiamididt-szarmazékat, va-
lamint

- uj N-szubsztitualt nukleozid-5'-foszfodiami-
datok eldallitasaval megallapitsam a mddszer
alkalmazhatdésagi korét.

A munkam soran létrejdtt vegyliletsorozat alkalmas
modellként jo lehetOséget adott a szubsztitualatlan és a

kildnbozd mértékben szubsztitudlt foszfodiamidat-csoport

kémiai stabilit&si viszonyainak vizsgalatara.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A diamidofoszfat-észterek eldallitasara szolgald

szintézisek rendszerezése

A nukleozid-5'-foszfodiamidatok a diamidofoszfor-
sav észterei. El1Ballitéasukra elvben mindazok a mddsze-
rek alkalmazhatdk, melyeket az egyszerii alkoholok diami-
dofoszfat-észtereinek eldallitésara kidolgoztak. Célsze-
ri eldszdr ezeket a mbédszereket Attekinteniink.

A diamidofoszfat-észterek szamos képviseldje -
els8sorban A. Michaelis munk&ja nyomén2 - mar régodta
ismert. A késdbbi ndvényvéddszer-kutatédsok is jelentOsen
hozz&jarultak e teriilet fejlodéséhez. A létrejdott elja-
rasok sbkaséga3 néhany alapvetd reakcidutra vezethetd
vissza, ami lehetOséget nyujt a rendszerezésre.

A diamidofoszfat-észterek eldallitasa két P-N és
egy P-0O-C kOtés kiépitését jelenti. A szintéziseket a
kotések kialakitasanak sorrendje alapjan célszerii cso-
portositani. Az éls6 csoportba sorolhatdk azok a moéd-
szerek, melyekben elOszdr a két P-N kdtést alakitjék
ki, mig a masodikba azok, melyek soran elOszdr a
P-0-C kOtést hozzak létre. A tovabbiakban az elsd cso-

portot N-nel, mig a masodikat O-val jeldlom.



A P-N kbtések kialakitdsa az esetek dontd tObb-

ségében az (I) &ltaldnos séma szerint torténik.

(I)
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R, R’ = H, alkil vagy aril X = halogén

Az ammdénia vagy az amin két egymidst kdvetd lépésben
nukleofil tamadast hajt végre a halogénatomok -1
effektusa a&ltal pozitivan polarozott foszforatomon.

A P-0-C kapcsolat létrehozasat mind az N mind
az O csoportbeli szintézisekben elvileg kétféleképpen
lehet megvalésitani4. Ennek alapjan elvégezhetd a
médszereknek egy madsfajta csoportositédsa is. Az egyik
csoportba azok a folyamatok kerililnek, melyek soran
valamilyen foszfat-arion hajt végre nuklecfil tamadéast
egy pozitiv polarozottsadgu szénatomon (II). A masik
csoportba, ahova a szintézisek zOme tartozik, azokat
az eljarasokat sorolhatjuk, amelyek soran valamely
alkoholos hidroxilcsoport vagy alkoholation intéz nuk-
leofil tamadéast egy pozitivan polarizalt foszforato-

mon (III).



A két csoportot a tovabbiakban a foszfatkomponens
nukleofil, illetve elektrofil szerepére utalva n, ill.
e betiivel jeldldm. A reakcidutak altalanos egyenletei

a kovetkezOképp irhatdk fel.

(IL) .

Y, 2

Cl,;: Br

A kdtések kiépitésének sorrendje és a P-0-C
kbtés kialakitédsi médja figyelembevételével tehat a
diamidofoszforsav-észterek szintézisére felhasznal-
hatdé reakcidutakat a kbvetkezd négy csoportba sorol-

hatjuk: /N-n/, /N-e/, /O-n/, /O-e/. Az irodalmi pél-

dak a négy parhuzamos lehetOség kozliil harom reakcidut

dltaladnos felhasznaldsardél tanuskodnak. Az /O-n/ cso-



portnak megfeleld eljaréds, bar elvileg lehetséges,

legjobb tudomésom szerint maig is kihasznalatlan.

1.2. Diamidofoszfat-észterek eldallitasa

Az [N-n/ csoportba tartozd eljéréasok szama vi-

szonylag kicsi. A szintézisek els® lépéseként a meg-
feleld diamidofoszforsavat hozzak létre. E célra al-
talédnosan hasznélt eljaréas az (I) reakcid szerint ké-
szitett savkloridok hidrolizise, amelyet legjobban az

aromas diamidofoszforsavak eldadllitasa (IV) példéz.

4 NH, + POCIy (IV)
N —~
el
+
H
g VI NaOH Ho ‘N——"—-ou
| — NaCl —Na*
N
74
R H /N
o -
R
R
R = HS, CH5'6 Cl7

A diamidofoszforsavat a masodik lépésben valamilyen
alkilhalogeniddel reagaltatjak. Példaként Cheymol és

. . Bl . . .
munkatadrsai munkajat érdemes kiemelni, akik foszforsav-



-bisz(dialkilamid)-ok tetrametilamménium séi és alkil-
halogenidek egymasrahatéséval készitették el a szd-

banforgd vegylileteket, igy az etilfoszfat-dimorfolida-

Lot (V).
(V)
o
I, N
—0 | 'N[CH,;), + C HsBr ——» 0 N—P-OC,Hg +(CH;),N*Bf
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Az [N-e/ csoportba tartozd eljarédsok elsd lépése

a diamidofoszforil-halogenid klorid vagy -bromid)
eldallitasa. Ezt a legtdbb esetben (IV) reakcidéval ana-
16g médon hajtjdk végre. A reakcidsor mésodik lépése,

a lugos hidrolizis, ilyenkor természetesen elmarad. A
diamidofoszforil-halogenidek alkoholokkal nem, vagy csak
igen lassan reagalnak, viszont alkalialkoholatokkal az
dtalakuléas készségesen végbemegyg. A folyamatot inert
olddészerekben vagy az illetd alkohol feleslegébenlo

hajtjék végre. Tercier aminok hatésara az észterképzési



reakcid szabad alkoholokkal is lejatszddik.

Az [N-e/ csoportban a foszfodianilidatok és a
foszfodimorfolidatok szintézise bizonyult a legfonto-
sabbnak. Zetzsche és Blittiker a (IV) reakcid elsd
lépésének megfelelden készitett dianilidofoszforil-
-kloridot piridin jelenlétében egy és tObbértéki
alkoholokkal reagaltatta, és egy, ill. tobb dianilido-
foszforil-csoportot tartalmazd észtereket kapottll.
Montgomery és Turnbull t&bb kiildnbozd tipusu dimorfoli-

dofoszfat-észter szintézisét a (VI) reakcidut szerint

valbsitotta meglz.

40 NH + POCly

(V1)

O

Mg HEONRH N

N——pP—Ci + HO—R > O N——P—OR

C e

R = alkilcsoport

Tercier bazisként a sztérikusan gatolt 2,6-lutidin
volt a legmegfelel®bb.

Az [O-e/ csoportba sorolhatdé szintézisek elsd

lépése a P-0O-C észterkOtés létrehozasa, amit altaléban



foszforil-klorid segitségével tercier bazis jelen-
létében hajtanak végre (III).

Ilymbédon aktivalt dikloérfoszfat-észter szarmazékokat
kapnék, melyek ammodniaval, primer vagy szekunder ami-
nokkal készségesen reagalnak, és foszfodiamidatokkéa
alakulnak at (I).

Az aminolizis egyarant elvégezhetd az észterkép-
zést kOvetden kGzvetleniil a reakcidelegyben vagy az
izolalt diklérfoszfattal. Audrieth és Toy eredményeil3
szerint mind a két ut jarhatd, bar az eldbbi megoldas-
sal gyengébb hozamok érhetdk el, és nehézkes a termék
izolalésa is. Az aminolizist leginkéabb indifferens
oldészerekben (kloroforml3, éterl4, benzolls) hajtottéak
végre. Néhany esetben az atalakulast vizes kdzegben jat-
szattdk le, amit a dikloérfoszfat-szarmazék viszonylag
gyenge hidroliziskészsége tesz lehetdvé. Ilyenkor mellék-
reakcidként a hidrolizis is fellép. Ennek ellenére az
N-metil-szubsztitualt diamidofoszforsav-észterek eld-

13’14. Az ammd-

&llitasaban 85% korili hozamokat értek el
nidbol szarmazdé diamidatok szintézisét kbzel 100 %-os
termeléssel tudtdk megvaldsitani azdltal, hogy az
ammonolizist cseppfolyds amménidaban vitték végbe16

A P~N kOtések szintézisének két egymast koévetd 1lé-
pése (I) térben és idOben elvalaszthatd egymastdl. Két ek-

vivalens ammdénia vagy amin jelenlétében csak (I) reakcid

elsd lépése jatszddik le, és csak ujabb két ekvivalens



ammdénia, illetve amin hozz&adé&sa uté&n megy teljesen
végbe. Ha a mésodik lépésben alkalmazott amin, ill.
amménia kiilonbbzik az elsd lépésben hasznalttdl, ak-
kor aszimmetrikus foszfodiamidatok jonnek létre. Caven
mar 1902-ben szintetizadlta ezek elsd képviselSjétl7,
az etilfoszfamidat-anilidatot. Az ilyen tipusu vegyl-
letek érdekessége, hogy kiralis foszforatomot tartal-
maznak, vagyis két enantiomerjiik létezik.

Az |/N-e/ és az [O-e/ csoportbeli szintézisek

Osszehasonlitadsara j6 lehet®séget kinal Sturtz és munka-

tarsai munkéjals, mivel a 2-propinil-(N,N,N’,N'-
-tetrametil)-foszfodiamiddtot mind a két uton eldalli-

tottak (VII).

(VII)
POCI
3
o
SNy a(CHz)oNH
& —7;?» c|/P—-O— CHy-C=CH e
HO-CH4 C=CH
CH3N o
|
\!P— O-CHZ—CECH
(CH3)N
POCI3 (CH3)2N \h)
+ A—— p— cj —Neo-CHzCCH
88 % 95%
(cHz)on O
3) (cH )N
2 P—N(CH3),

(CH3z)N



A két moédszer kézﬁl'a gyakorlatban egyszeriisége
és jobb hozama miatt az /N-e/ csoportbeli bizonyult
megfeleldbbnek. A hozamok k&zti kiildnbség kiiléndsen
az észterkotés kiépitésében szembetiind. A foszforil-
-kloriddal lejatszatott reakcid termelése majdnem
20 %-kal elmarad a bisz-(dimetilamido)-foszforil-
~kloriddal leﬁétszatott reakcidhoz képest. Ez a kiildnb-
ség altalanosithatd az /O-e/ és az [N-e/ csoportra
nézve. A foszforil-klorid trifunkcidés reagens, ezért
mar nyomnyi viz jelenlétében is mdéd nyilik di- és
triészterek, valamint kondenzalt foszfat-szarmazékok
keletkezésére is. Ez Osszetetté teszi a termékelegye-
ket és lerontja a hozamokat. A diamidofoszforil-klori-
dok haszndlata ezt a problémdt kikliszoboli, de csokkent
reakcidkészségiik miatt az alkoholokat alkalialkoholatta

alakitva kell reakcidba vinni, vagy a reakcitidd tete-

mes megndvekedésével kell szamolni.

1.3. Nukleozidok foszfodiamidadt-szarmazékai

1.3.1. /N-e/ és [0O-e/ csoportbeli szintézisek

A nukleozid-foszfodiamidatoknak, szemben az egy-
szeri alkoholokbdl szarmazdé diamidofoszfat-észterekkel,
viszonylag kis szamu képviseldje ismeretes. A legegy-
szeribb szerkezeti amménidbdl levezethetd nukleozid-

-foszfodiamidatok els® képvisel®inek eldallitéasa csak



1975-ben valdsult meg. Az irodalom emellett csak dimor-
folidatok, dianilidatok és diimidazolidatok szinté-
zisérdl tesz emlitést. Ezeknek a vegylileteknek a szin-
tézise az eltzd fejezetben leirt elvek alapjan torté-
nik. A nukleozidszarmazékok eldallitédsara hasznédlt mod-
szerek - egy kivétellel - vagy az /N-e/, vagy az /O-e/
csoportba tartoznak. Nukleozidokrél 1lévén szd, az eld-
zO0ekhez képest viszont ujabb feladatot jelent annak
biztositdsa, hogy a reakcid csakis a kivalasztott hid-
roxilcsoportot érintse, és valtozatlanul hagyja a tObbi
reakcidképes csoportot.

A nukleozid-5'-foszfeodimorfolidatok szintézise19

az [N-e/ csoportba sorolhatd. A P-N kapcsolatot foszfo-
ril-kloridbdél és morfolinbdél a (VI) reakcid elsd lépésé-
vel azonos mdédon képezték ki, majd az igy kapott dimor-
folidofoszforil-kloridot 293’ helyzetben izopropilidén-
csoporttal védett uridinnal, citidinnel és ezek analdg-
jaival reagadltattdk. A piridines oldatban, magasabb ho-
mérsékleten végrehajtott reakcidé j6 termeléssel szolgal-
tatta a 2%3'-0O-izopropilidén-nukleozid-5'-foszfodimor-
folidatokat.

Foszfodianilidat-szarmazékok elddllitasara szintén

/|N-e/ csoportbeli eljarést haszndltak. Zielinski és

20 (VIII a),

21,22

munkatarsai 2’-dezoxiribonukleozidokbél
Ohtsuka és munkatarsai pedig ribonukleozidokbdl
(VIII b) indultak ki. Mindkét eljarasban 3’ helyzeti

foszfodianilidat-csoportot épitettek ki.



(VIII)
B
(o] MTr—oO B
” o H* HO o
NH—"-‘—-CI + > .

NH

OH R (o] R

H
MTr R B

|
a/ | CHz0 c_<i::> —H timinil-1
2
é uracilil-1l
6
] CH (N"-b i1- in)il-
" CH30_<:::>~C ) ) enzoil-adenin)il-9
" NO; (N"-benzoil-citozin)il-1
2 .
(N"-izobutiril-guanin)il-9
Az 5’ védGcsoportot ecetsavas kezeléssel, mig a 2’
véddcsoportot ultraibolya-fénybesugarzédssal t&volitotték
el. Az NMR- és UV-spektrumok tanuséga szerint21 a di-
anilidofoszforil-klorid a nukleozidok bazisénak nitro-
génatomjaival is reakcidba lép, de az igy létrejott
k6tések el is bomlanak az ecetsavas kezelés soran.
5'-foszfodianilidat-szarmazékot (VIII) reakcidhoz

27 3"
hasonld mddon N, O , O

dulva alakitottak k123.

-tribenzoil-citidinb®l kiin-

& tigidin=5"=fossfoil inldasslifhs 16811 ithearti™"

F. Cramer és munkatérsai szamoltak be. A timidin-5'-
-diklérfoszfatot imidazollal reagaltatték, (/O-e/ csoport),
de a diklorfoszfat-szadrmazék szintézisérdl nem tettek
emlitést. A reakcidt vizmentes kézegben hajtottak végre,
mert az imidazollal képzett savamid kOtés gyengébb nukle-

ofil &gensekkel, igy vizzel szemben sem ellen&lld.



a/

b/

HO

Az ammbénidbdl szarmazd nukleozid-foszfodiamidatok
els® szintézisét Simoncsits A. és Tomasz J. valdsitotta
meg; A szintézisek az /O-e/ csoportba sorolhatdk. Védet-
len és 2’ ,3'-0-izopropilidén-csoporttal védett guanozin-
bdél indultak ki, az észterkdtést pirofoszforil-klorid
segitségével hoztak létre. Az igy nyert aktivalt kozti
terméket ammdéniumhidroxiddal reagéaltattdk (IX). A védett
szarmazékbdl 2’ ,3'-0-izopropilidén-guanozin-5'-foszfo-
diamidatot kaptak (IX a). A védetlen guanozinbdl pedig
guanozin-2'3"'-ciklofoszfat-5'-foszfodiamidat keletkezett
(IX b). Ez ugy értelmezhetd, hogy a pirofoszforil-klorid
a 2’ illetve a 3’ OH-csoporttal is reakcidba lép, amit a
vicindlis cisz hidroxilcsoport részvételével gylrizaras
kovet. Az igy kialakuld 2',3'-kldérciklofoszfat kldératomja

ammdénia hatasara lecserélddik, de a ciklofoszfamidat vizes

k6zegben nem stabil, ezért ciklofoszfattad alakul at.

(IX)
) o 0
¢ Cl—p—0—P—0 ® HN-P-0
o P,04Cl4 | | o NHOH 20 | Q
———e @ o —— NN,
0o
| 0| D o_ 0
R R R
= R R"
Ny T d L4
7N 7N / N\
HC”  “CHy HaC™  CHy H,C' CH,
S XA
H, H P\\ /P\
c’ o HO Yo

G = guaninil-9



1.3.2. A P-0-C k&tés kiépitése régioszelektiv foszfori-

lezéssel

A timidin-5’-foszfodiamidat szintézisel, jéllehet
ugyancsak az /O-e/ csoportba tartozik, munka&n szempont-
jabdl kiemelt jelentOGségii, ezért célszeri kiildn tar-
gyalni.

Az eljaras kiindulasi anyaga védetlen timidin volt.
Az észterkdtést trimetil-foszfatos oldatban foszforil-
-klorid alkalmazdsaval hoztdk létre. Az elsd lépésben
kialakult aktivalt 5’-foszfat-szarmazékot kdzvetleniil a
reakcidelegyben amméniumhidroxiddal kezelték, és timi-
din-5'-foszfodiamidatot izolaltak. .

A trialkil-foszfatok, amint azt Yoshikawa é&s munka-
tdrsai 1969-ben kézzétettékzs, barmely tercier bazis je-
lenléte nélkiil elSsegitik a foszforil-kloriddal t&rténd
foszforilezést, és helyettesithetik a korabban nagy
feleslegben haszndlt reagens egy részét is. A trialkil-
~foszfatok hasznilatanak ennéi is nagyobb eldnye az,
hogy jelenlétiikber a ribonukleozidok foszforilezése
90-95 %~o0s régioszelektivitassal az 5’ OH-csoporton
kovetkezik be. A dezoxicitidin és a dezoxiinozin foszfo-
rilezése azonban csak 73, illetve 64 %-o0s szelektivi-
tédssal ment végbe. Az Atalakulas soran HC1l szabadul fel.
A szerzOk feltevése szerint az igy létrejott savas ko-
zeg gatolja meg a szekunder hidroxilcsoportok reakcidba

lépését. Hogy ezt a hatast fokozzak, néhany kisérletben



kis mennyiségli vizet (a nukleozidra szé&mitott 0.5-2
ekvivalenst) adagoltak a reakcidelegyhez. Ezaltal cse-
kély mértékben ndtt az 5’ helyzeti foszforilezés rész-
arénya.

A nukleozidok foszforil-kloriddal tOrténd szelek-
tiv foszforilezésének mechanizmusat az eddigi kutata-

sok25,26

sem tudtdk teljesen tisztézni. Valdsziniinek
latszik azonban, hogy a szelektivitéds biztositéséahoz
nem elegendd® csupan a savas kOzeg, hanem fontos szere-
pet jétszik a trialkil-foszfat és a foszforil-klorid
k6lcsbnhatasa is. Ezért Yoshikawa és munkatarsai felté-
telezték, hogy az aktiv foszforilezd agens a két anyag

egymasrahatadsaként alakul ki a (X) egyenlet szerint25.

(X)

RO (o]} RO 0

N / Nz 1] n
RO—-P=0 + 0=P<CI T — RO;P——O—FI’—CI Cl
RO Cl RO Cli

R = metil, etil

Valdsziniisithetd az is, hogy a foszforilezés primer
terméke diklorfoszfat-észter szerkezetii, de egyes
szerz0k azt sem zarjak ki, hogy ez a primer termék az

alabbi trimetoxifoszforén—szérmazék27, amely a foszforil-



-klorid és trialkil-foszfat ionos adduktjébdél alakult
ki azaltal, hogy a foszforilezés sorén nem a trimetoxi-

~foszforil, hanem egy kloridion volt a téavozd csoport.

— —
OR o}
by 1] 8
RO—P=—0—P—0 o
o ]
OR o]
OH R
R = OH vagy H B = barmely bazis

Véleményem szerint ez utdbbi feltételezés valdszinili-
sége kicsi, de a madr kialakult diklérfoszforsav-észter
a trialkil foszfattal (X) reakcidhoz hasonld folyamat-
ban létrehozhatja a fentebb bemutatott trimetoxifoszfo-
ran szerkezetet. A (X) reakcidban kialakuld ionos addukt
létezése széles korben elfogadotta valt, de legjobb
tudomdsom szerint létezését maig sem igazolték.

A Yoshikawa—foszforilézés.alkalmazésa két, kozvet-
leniil egymds utdn végrehajtott reakcidlépésben elér-
hetdvé teszi a nukleozid-5'-foszfodiamidatokat. Ez a mbéd-
szer egyszeriisége folytadn alapjat képezheti t&bb uj

nukleozid-5'-foszfodiamidat szintézisének.

1.3.3. Oxido-redukcids kondenzacid

A nukleozid-5'-foszfodiamidatok el®allitéasanak

létezik egy, az eldzBektdl teljesen eltérd megkdzelité-

se28. A kiinduléasi anyag ebben az esetben nem a nukle-



ozid, hanem a megfeleld nukleotid. Egy gyenge oxid&lo-
szer és egy gyenge redukidlodszer keverékének segitsé-
gével valtjak ki a kondenzacidt a nukleotid foszfat-
csoportja és az amin k&zdtt. E kondenzécids lépésben
egy molekula viz keletkezik, ennek alkotdelemeit
veszik fel a reagensek - a redukaldszer az oxigént, az
oxidalészer a két hidrogént - és ezaltal segitik eld a
kondenzéciodt.

Trifenil-foszfin és di-(2-piridil)-diszulfid ele-
gyének segitségével 5’'-foszfodianilidat-széarmazékokat

60-65 %-0s termeléssel tudtak el6éllitani29 (X1).

o}
o il B
OH
OH R

Y

(X1)

B R
timinil-1

(N6—benzoil—adenin)il—9 H
(N4-benzoil—citozin)il—l OH
(Nz-izobutiril—guanin)il—9 OH

A teljes reakcid két egymast koSvetd kondenzécibs

lépésen keresztiil zajlik le, ezért a reakcidelegyben



mindig jelen van a k&zti termék, a megfeleld mono-
anilidat-szarmazék is. Az eljaréas elsOGsorban foszfodianili-
datok elBallitasara alkalmas, a foszfodimorfolidatok szin-

tézisében csak gyengébb konverzidt tudtak elérni.

1.4. A diamidofoszfat-észterek kémiai sajatségai

l1.4.1. Savkatalizalt hidrolizis

A diamidofoszfat-észterek nitrogénatomjai a karbon-
savamidok nitrogénjéhez képest jobban megdrzik béazikus
tulajdonsagukat, mert a tetraéderes konfigurécidju fosz-
foratomon keresztiil egyszerii pn-pn konjugécidé nem ala-
kulhat ki30. A nitrogénatomok béazicitasa folytén savas
korilmények kozdtt a P-N kdtések meglehetBsen bomléko-
nyak3l. A diamidofoszforsav-szadrmazékok sav hatéséara hid-

rolitos &talakuldson mennek keresztiil, melynek eredménye-

képpen amménia és a megfeleld foszfat-szarmazékok kelet-

keznek3.
(XTL)
Qo lp NR L Qo L‘ o} o ~ QO g o~
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A reakcid egyes lépései csak néhany esetben is-
mertek, de igen valdsziniinek tlinik, hogy minden fosz-
fodiamidit-szarmazék a (XII) egyenletnek megfeleld
két lépésben hidrolizal. Erre a mechanizmusra egyik
kbzvetlen bizonyitékot a szubsztitudlatlan nukleozid-
~5'~foszfodiamidatok (R = H) szolgaltattak. Kiméletes
kérilmények kozdtt (0.01 N HCl) az egyik amido-csoport
szelektiven lehasithatél, igy a (XII) egyenletben fel-
tiintetett k&zti termék, nukleozid-5'-foszfamidit, ke-
letkezik, amely izolalhatd, vagy erélyesebb savas beha-
tédssal (1.0 N HCl) tovabbalakithatd nukleozid-5'-fosz-
fatta.

Az N-szubsztitudlt-foszfodiamidatok kdrében hasonlod
szelektiv hidrolizisre csak egy példat ismeriink. A fenil-
-foszfodimorfolidatot hidrogén formadju kationcseréld
gyanta segitségével 60 %-ban tudtdk fenil-foszfomorfolidatta

alakitani12

. A tobbi vizsgalt esetben a hidrolizis kozvet-
leniil foszfat-szarmazékot eredményezett annak ellenére,
hogy az amidofoszfat-észterek joél ismert, stabil vegyil-
letek. Ennek kulcsa az amidatok stabilitési viszonyaiban
keresendd. Az adenozin-5'-foszfomorfolidat félélettartama
0.1 N kénsavban, szobah®mérsékleten 5 pechz, mig a fosz-
fodimorfolidatok hidroliziséhez 100 °C-on 2 éraig tartd
0.1 N sésavas kezelés volt szﬁkségeslg. Az els® amido-

—-csoport hidrolizisét tehat csak olyan erélyes koriilmények

ko6zt lehet kivaltani, amelyek kOzO0tt a masodik P-N k&tés



nagy sebességgel felhasad, igy a k&zbiils® allapot
nem is detekt&lhatd.

A foszfodiamidatok savkatalizalt hidrolizisének
részletes mechanizmusdt tudomédsom szerint még nem ta-
nulmanyoztédk. A foszfamiddtok hidrolizisérdl ellenben
ismert, hogy a savkoncentracid ndvekedésével a reakcid-
sebesség erOteljesen n63o, ami arra utal, hogy a foszfa-
midadt protondlt alakjénak hidroliziskészsége messze
fellilmulja a protonédlatlan alakét. A reakcidt tehéat sa-

vas kdzegben (XIII) eldegyensuly eldzi meg.

QO_LI_OH (XIII)
o
o Ht (o]
Q0—P—0~ — QO—-'F!-— OH
H*NR, “HY - H*rlmz

Q = H, alkil, aril

Az erOsen savas tartomanyban létezd kationos forma

és a pH 1-7 tartomanyban dominadns ikerionos alak a

P-N kO6tés heterolizise utjén monomolekuléaris folyamat-
ban hidrolizél33. Ha viszont a nitrogénatom bazicitasat
egy erdsen elektronvonzd csoport lecsdkkenti, nagy

mértékben csbkken az N-protondlddés esélye is.



Ezért pl. benzolszulfonil-csoporttal szubsztitualt fosz-
famidatok esetében még 8 M HClO4—ben sem tapasztalhatd
savkatalizis34. A forditott kinetikus izotépeffektus,
vagyis a reakcidsebesség megndvekedése nehézvizben a
vizben mért értékhez képest, amelyet a foszfamiddtok hid-

33,35,36 _ _.on-

rolizise soran to6bb izben tapasztaltak
ciét bevezetd protonadlddési lépésre utal. Nagyon valdszi-
niinek 1latszik, hogy a foszfodiamidatok hidrolizisét ugyan-

csak hasonld protondldédéds vezeti be.

1.4.2. Lugos hidrolizis

A diamidofoszfat-észterek luggal szemben viszonylag
jo stabilitast mutatnak. Ez azonban csak a teljesen szubsz-
titualt amido-csoportokat tartalmazd vegyliletekre igaz.
Amennyiben az amido-nitrogénhez legaldbb egy hidrogén is
kapcsoldédik, akkor a vegylilet lug hatasara a megfeleld al-
koholra és diamidofoszfatra bomlik.

Ezt a jelenséget az N—-alkil-diamidofoszforil-fluori-
dok hidrolizisének wvizsgélata soran tapasztalték e16526r37
Az egymashoz kémiailag igen hasonld szarmazékok lugos hid-
roliziskészségében igen komoly eltérések adbdtak. Magya-
razatképpen sztérikus hatdsokat tételeztek fel. F.H.
Westheimer mutatott ra, hogy itt a hidrolizis mechanizmu-
sanak megvaltozéasardl van 52638. Minden olyan diamidofosz-
foril-fluorid, amely anomalisan nagy sebességgel reagalt

lugban, legalabb egy amidhidrogént tartalmaz. Ezaltal mbéd



nyilik egy elimindcids-addicids mechanizmusra, amelynek
k6zbiilsd éilapota a feltételezett monomer metafoszfat-
ion (POS) analdgja. Bizonyitékként Osszehasonlitottdk

a teljesen szubsztitualt (N,N,N’,N’-tetrametil)-diamido-
foszforil-klorid és a csak két szubsztituenst hordozd
(N,N’-dipropil)-diamidofoszforil-klorid lugos hidrolizi-
sét. Az utdbbi vegylilet Atalakulasadnak sebessége az eldbbi-
re vonatkoztatva t&bb mint négymillidészorosnak adédott39.
Mas nukleofilekkel hasonld mértékii eltérést nem tapasztal-
tak, ami kizérj; a sztérikus gatlas feltételezését. A
k6zelmultban a metafoszfat intermedier 1étét un. harom
fazis teszt segitségével sikeriilt bizonyitani is40
Ugyanakkor teljesen szubsztitudlt amido-csoportokat tar-
talmazb foszfodiamidat szarmazékok esetében szabalyos

41, illetve SNZ42 mechanizmust talaltak.

SNl
Mindezek alapjan joggal tételezték fel, hogy az
amménidbdl szarmazd nukleozid-5’'-foszfodiamidatok feltiind
lugérzékenységének hasonld magyarédzata lehetl. Ezek a ve-
gyliletek ui. 0.1 N NaOH hatidsara 5 perc alatt szobahOmér-
sékleten teljes egészében nukleozidda és diamidofoszfattéa

bomlanak. A hidrolizis szintén elimindcibés-addicids

mechanizmus (XIV) szerint jatszodhat le.



(XIV)
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A hidroxidion hataséra az amid-protonok egyike
disszocial. A szabad elektronpér egy uj n kOtést 1lé-
tesit a foszforatommal a nukleozidil-anion lehasadéa-

sa kOzben. Az igy létrejott metafoszfimidat-amidat a

t6bbi metafoszfat szarmazékhoz hasonléan38 igen reak-
tiv, vizaddicidéval azonnal stabilizaloddik.

A foszfodiimidazolidat-észterek enyhén lugos
k&6zegben a tobbi foszfodiamidat-szarmazéktdl eltérden
viselkednek, nem alkohollad és diamidofoszfatta bomla-
nak, hanem egy imidazolid-csoport tavozéasaval foszfo-
imidazolidat-észterekké alakulnak24. Ennek magyaréazata
feltételezhetben az imidazolgyliri jellegzetes proton-fel-
vevo és -leadd képességében keresendd. Az amid-nitrogén
egy annuléris tautomer &atalakulés folytadn még enyhén

lugos kbzegben is protonalt allapotba keriilhet (XV).

(XV)
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1.4.3. A foszfodiamidat-szarmazékok szintetikus alkal-

mazasai

A diamidofoszfat-észtereket az esetek tulnyomd
tObbségében nem célvegyliletként, hanem szintetikus inter-
medierként hoztak létre. Ezért kémiai tulajdonsagaikrdl
részletesebben a szintézisekben bet6ltdtt szerepiik ad-
hat felvilagositast. Ezek az eljarasok a szdébanforgd
vegylletek két jellegzetes tulajdonsagara épitenek: a/
a két amido-csoport szubsztituenseitdl filiggben eltérd
mértékben, de &ltaldban készségesen vesz részt kiildnféle
nukleofil szubsztitucidkban, b/ az amido-csoportok meg-
szilintetik a foszfat-csoport disszocidcidit, és lehetet-
lenné tesznek mindennemii ionos kdlcsbnhatast, ami a sza-
bad foszfat-észterek esetében fellelhet®.

a/ Nukleofil szubsztitucidk

A savkatalizalt hidrolizist, amely diamidofoszfat-

~-észterekbdl foszfat-észterekhez vezet, gyakran alkal-
maztadk foszfat-észterek el6éllitésérall’12’19. Ennek

oka, hogy a diamidofoszforil-halogenidek a foszforil-cso-
port bevitelére sokkal hat&sosabb reagensnek bizonyultak,
mint a foszforil-klorid. A morfolido-csoportokat hidrogén
formaju kationcseréld gyantalz, vagy 0.1 N HCllg, mig az
anilido-csoportokat ecetsavas f62ésll segitségével ta-
volitottak el. Ez utdbbihoz azonban mellékreakcidk, igy

acilvandorlas és defoszforilezddés is térsultak43.



Az amménidbdél szadrmazd nukleozid-5'-foszfodiami-
datokrdl kiméletes savas kezeléssel az egyik amido-cso-
port szelektiven lehasithatél. Ilymbédon nukleozid-5'-
—-foszfamidatok keletkeznek, amelyek viszont a pirofosz-
fat-szintézis lehetséges alapanyagai44. Ezt a leheto-
séget hasznaltdk ki a guanozin-2',3’-ciklofoszfat-5'-
—trifoszfétl valamint a purinvazas nukleozidokat tar-
talmazd diribonukleozid-monofoszfatok di- és trifoszfat-
-szérmazékainak45 elkészitése soran. '

A gyengébben b&dzikus aminokbdl szarmazd foszfodiami-

dat-észterek amido-csoportjai vizen kiviil ma&s nukleofil

partnerrel is lecserélhetOk. A szubsztitucids készséget

tekintve a foszfodiimidazolidatok messze felililmuljdk a
vegylletcsoport t&bbi tagjét46. Erdsebben bazikus aminok
vagy amménia hatasara foszfodiamidat észterek (XVI), al-
koholok jelenlétében di- é&s triészterek (XVII), foszfa-
tok vagy foszfat-észterek hozzdadadsaval pedig piro- és
trifoszfat-szarmazékok (XVIII) jonnek létre. A folyamatok
két egymast kdvetd szubsztitucidbdl &llnak, a kOzbilsd ter-
mékek minden esetben elkiilonithetdk. Az elagazdo foszfat-
-lancot tartalmazd pszeudo-ATP szintézisét a (XVIII)
egyenlet (R = adenozinil-5’ maradék, R’’’ = H)-szerint

tudtak megval()sitani47
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A nukleozid-5'-foszfodiamidatok szubsztitucidja
segitségével két nukleozid-5'-trifoszfat-analdg -
szintézisét valdsitottdk meg A Pl-(adenozin—S')—
—Pl—amidp—trifoszfét és a Pl—(timidin—S’)—Pl—amido—

o -

-trifoszfat eloallitésa48 a (XIX) egyenlet szerint

tOortént.
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- 28 -

b/ A foszfiat-csoport védése

A szabad foszfatdisszocidcidk az oligonukleotid
egységek szintézise soran pirofoszfat-szarmazékok kép-
z0déséhez vezetd mellékreakcidkat okoznak, ezért védé-
siik sziikséges.

Zielifiski, Ohtsuka és munkatarsaik az oligonukle-
otid blokk szintézisének kezdetén foszfat-helyett kdz-
vetleniil foszfodianilidat-csoportot épitettek be a 3’
helyzetbe, és csak a blokk elkésziilte utadn tették sza-
badda a 3'-foszfat-termindlist, hogy eziltal alkalmassa
valjék egy masik oligomerrel vald 6sszekapcsolésra20_22.
Az anilido-csoportokat egy izoamil-nitrittel végrehaj-
tott nitrozaldsi reakcid segitségével tavolitotték el.

E mbédszer széleskdrii alkalmazdsadnak hatidrt szab az a tény,
hogy az anilido-csoportok lehasitdsa folyaman esetenként
a nukleozidok részleges dezamindldodasa is bekdvetkezik.

A szubsztitudlatlan foszfodizmidat-csoportot timi-
dilat dimerek szintézisében alkalmaztdk védett foszfat-
ként az 5’-helyzetben49. Kiméletes savas hidrolizissel
5’-foszfamidit-, erélyesebb savas kodriilmények kdzdtt
pedig S5’'-foszfat termindlisu dimert nyertek. Az elObbi
szarmazék eldnye, hogy kézvetleniil felhasznidlhatd a piro;
foszfat szintézisekben. A foszfodiamidat-csoport nem
tekinthetd azonban idedlis véddcsoportnak, mert a kap-
csolaskor jelenlévdo foszfat-komponens hatdsdra létrejdhet

egy (XIX) tipusu &talakulas is.



2. Néhany nukleozid-5'-foszfodiamidat elBallitésa

2.1. A szintézisut

A nukleozid-5’-foszfodiamidatok P-0-C kOtését
a Yoshikawa é&s munkatérsai altal kidolgozott regio—
szelektiv foszforilezés25 segitségével épitettem ki
az els® lépésben, tehat ez az eljérds az [O-e/ csoport-
ba sorolhatdé. A védetlen nukleozidokat (la-e) fosz-
foril-kloriddal trimetil-foszfatban reagdltattam, majd

az igy keletkez® nukleozid-5’'-diklérfoszfatokat

(2a-e) izolalas nélkil, 7-0 N amméniumhidroxiddal vittem
reakcibdba.
0 (0]
B [l 1]
HO o e CF—T—O o FbN—?—O 0
| NH4OH
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(CH30)3PO
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OH R OH R OH
1 2 3
B R
a/ adenilil-9 OH
b/ citozinil-1 OH
c/ guanilil-9 OH
d/ uracilil-1 OH

e/ timinil-1 H



Ezzel a reakcidsorral &llitottam eld a négy £f0
ribonukleozid (;g;g) (adenozin, citidin, guanozin,

uridin) és a timidin (;g) 5'-foszfodiamidat szarmazé-

Elvégeztem harom adenozin sorba tartozd, N-szubsz-
tituédlt foszfodiamidéat szarmazék szintézisét is. Ebben
az esetben a foszforilezés elsGdleges termékét (2a)
amméniumhidroxid helyett in situ metilamin, dimetilamin,
morfolin vizes oldatéval reagéltattam, igy adenozin-5'-
(N,N’-dimetil)-foszfodiamidatot (4), adenozin-5'-
(N,N,N’,N-tetrametil)-foszfodiamidatot (5), illetve ade-

nozin-5’'-foszfodimorfolidatot (g) kaptam.

0
I A HC | A0
N==0N o N-P-Oy N N—P-O
' 7 /| o)
N HL N
/7 \ & %
CHz H CH; CHs [ j
OH OH OH OH N OH OH
4 2 6
NH2
N AN
N
e
N

I
Az egyes szintézisek termelési adatait és a termékek

olvadéspontjat a Kisérleti részben talalhatdé 9. tabla-
zatban tilintettem fel.

2:1.1." A Yoshikawa—foszforilezés25

A nukleozid-5-foszfodiamidatok eldallité&sahoz a

nukleozid 1 mmol-jéra szémitott 2.2 mmol foszforil-

1311



~kloridot és 22 mmol trimetil-foszfatot haszniltam
fel. A trimetil-foszfat a reakcid szempontjabdél igen
kedvezd oldhatdésagi kOriilményeket biztositott, mert az
oldhatatlan nukleozid az Atalakulads eldrehaladtaval
fokozatosan felolddédott, végilil homogén oldatot kaptam.
A foszforilezés sebességét igen erdsen befolya-
solta a nukleozid bazicitédsa. A reakcididbket, a nuk-
leozidok bazisanak els® protonaldédaséara vonatkozd PK_
értékeket és a konverzidkat az 1. tablazatban tiintettem
fel.

1. Tablazat

Nukleozid pKaSO Reakcib- Konverziéa/

ido

(6ra) (%)
citidin (1b) 4.15 1 99
Adenozin (lad 3.5 1 97
Guanozin (1g) 1.6 2 91
Uridin (1d) - 7 86
Timidin (le) - 7 80

a/ a foszforilezésre vonatkoztatva

Minél bazikusabb tehat egy nukleozid, annal gyorsabban
foszforilezddik, és annal magasabb konverzid érhetd el.

A reakci6idd tovabbi ndvelése nem volt célszerild, mert a
meghosszabbitott idotartam alatt foként a tObbszbrds fosz-
forilezés részaranya novekedett, és ezaltal a hozam alig

valtozott.



Az adenozin- és a timidin-5'-foszfodiamidat

(

W

a,e) eldallitasa kapcsén megvizsgéltam a mddszer

kidolgozéi altal javasolt vizadagolas hatasat. Ennek

eredményeit a 2. tébléazat tartalmazza.

2. Tablazat

A vizadagolds hatdsa a foszforilezésre

Nukleozid POCl3 H20. Reiggié— Konverzid
(1 mmol) (mmol) (mmol) (6ra) (%)
Adenozin (la) 2.2 0 1 97
8 3 6 98
Timidin (le) 2.2 o} 7 80
41

A viz hatdsdra a reakcidk jelentOsen lelassultak,

a téblazatban feltiintetett konverzidkat ugyanakkor csak

majdnem négyszeresére ndvelt reagensfelesleggel sikeriilt

elérni. Mivel tapasztalataim szerint a termékOsszetétel-

ben a viz hatasara jelent®s valtozas nem tortént, viszont

a foszforil-klorid feleslege erOsen megnehezitette a

termék izolalasat, ezért kisérleteimben. nem alkalmaztam

vizadagolast. A reakcidk szelektivitasa igy is teljesen

megfelelt a Yoshikawa és munkatarsai &altal megadott

mértéknekzsh



2.1.2. Az aminolizis

A foszforilezés elé6dleges termékének aminolizise
vizes kOzgben is jé hatasfokkal ment végbe. A viszony-
lag lomhén hidrolizald diklérfoszforil-szarmazékok (2)
a viznél lényegesen nukleofilabb amméniaval, illetve
aminokkal pillanatszeri hGtermeld &talakulasban vettek
részt.

Az ammonolizishez, illetve az aminolizishez alkal-
mazandd optimalis amménia-, illetve aminkoncentracid
meghatarozasat harom parhuzamos sarzs Osszehasonlitéasa-
bdl &llapitottam meg. Az adenozin-5’'-dikldrfoszfatot
(2a) 1.0; 7.0 és 14.0 N ammdniumhidroxidban reagdltattam
el. Az elsd esetben 74 %, a masodikban 85 %, mig a har-
madik esetben 83 % termeléssel tudtam a (3a) végtermé-
ket i1zolélni. Ezért a tovabbi kisérletekben 7.0 N ammbd-
niumhidroxid, illetve amin oldatokat hasznaltam fel.

Az amménidbdl és az erdsen bazikus aminokbdl job

termeléssel keletkeztek a megfeleld foszfodiamidatok (

1w

-6).
A vizes oldatban végrehajtott aminolizisnek azonban hatéart
szab az alkalmazni kivant amin alacsony nukleofilitéasa

és vizoldékonysaga. A kidolgozott eljaras szerint meg-
prdébalkoztam adenozin-5'-foszfodianilidéat el6éilitéséval
is, de sikerteleniil. A (2a) k&zti termék atalakitasat

7.0 N vizes anilinban (pKa: 4.70) jatszattam le, de az
dtalakulds tSbb termékbdl 4116 &sszetett elegyet ered-

ményezett, mert a lassu aminolizis mellett a kompetitiv



2.1.2. Az aminolizis

A foszforilezés elsddleges termékének aminolizise
vizes kbzgben is jo hatasfokkal ment végbe. A viszony-
lag lomhén hidroliz&alé diklérfoszforil-szarmazékok (2)
a viznél lényegesen nukleofilabb amméniaval, illetve
aminokkal pillanatszeri hOtermeld atalakulésban vettek
részt.

Az ammonolizishez, illetve az aminolizishez alkal-
mazandd optimalis ammdénia-, illetve aminkoncentracid
meghatarozasat harom parhuzamos sarzs Osszehasonlitasa-
bbél allapitottam meg. Az adenozin-5’-diklérfoszfatot

(2a) 1.0; 7.0 és 14.0 N amméniumhidroxidban reagaltattam

liw

el. Az elsd® esetben 74 %, a masodikban 85 %, mig a har-
madik esetben 83 % termeléssel tudtam a (3a) végtermé-
ket izoldlni. Ezért a tovabbi kisérletekben 7.0 N ammd-
niumhidroxid, illetve amin oldatokat hasznaltam fel.

Az ammdénidbdél és az erdsen bazikus aminokbdl jo
termeléssel keletkeztek a megfeleld foszfodiamidatok (3-6).
A vizes oldatban végrehajtott aminolizisnek azonban hatéart
szab az alkalmazni kivant amin alacsony nukleofilitasa
és vizoldékonysaga. A kidolgozott eljaras szerint meg-
probalkoztam adenozin-5'~-foszfodianilidat el6éilitéséval
is, de sikerteleniil. A (2a3) kozti termék atalakitasat
7.0 N vizes anilinban (pKa: 4.70) jatszattam le, de az
atalakulas t5bb termékbdl 3116 Ssszetett elegyet ered-

ményezett, mert a lassu aminolizis mellett a kompetitiv



reakcidk is érvényre jutottak. Az anilinhoz hasonléd
gyengén bazikus vagy sztérikusan erSsen gatolt aminok-
bdl szarmazd foszfodiamidatok eldallitadsara tehéat csak

a vizmentes k&zegben végrehajtott aminpolizis alkalmas.

2.1.3. A termékek szerkezetének igazolasa

A nukleozid-5’'-foszfodiamidatok (3-6) kémiai szer-
kezetét tOmegspektrometria, ultraibolya- és 13C NMR-
spektroszkdpia segitségével valamint kémiai lebonté-
sokkal igazoltam.

A molekulasuly pontos meghatdrozasat a nukleozid-
-5’'~foszfodiamidatok trimetilszilil-szarmazékain kellett
elvégezni, mert a szubsztitudlatlan diamidofoszforil-

-csoportot tartalmazd vegyliletek (3aze) a nagyfelbontasu

tOmegspektrum felvételi korilményei k&zbtt elbomlottak.
Az igy nyert molekulasulyok joé pontossdggal megegyeznek
a szamitott értékekkel.

A nukleozid-szarmazékok UV-spektruma pH fiiggd, mi-
vel a kromofdorok kiilénbdz® pH-tartomanyban ionizalédd
csoportokat tartalmaznak. Ezért a 3-6 vegyliletek spektru-
mat a nukleotidkémidban szokasos mdédon 3 pH-értéken,
2.0; 7.0 és 11.0, regisztraltam. Az igy kapott ultraibo-
lya abszorpcibés spektrumok gyakorlatilag megegyeztek a
megfeleld nukleozidok azonos korililmények kozt felvett
spektrumévalso, ami a kromofdér szubsztitualatlansagara

utal.



A é, 23 g vegylletek 13C NMR-spektrumainak elem-

zése teljes egészében aldtédmasztotta a molekuldk fel-
tételezett szerkezetét. |

A tOmeg-, az ultraibolya- és l3C NMR spektrumok
jellemz® adatait a Kisérleti részben tal&dlhatd 9; 10;
illetve 11. tébléazat tartalmazza.

Kémiai lebontasok. A termékek, melyek ioncserés visel-

kedésiik alapjadn bizonyithatdan szabad ionos disszocidcid-
val nem rendelkeztek, 1.0 N HCl hatdsara negativ t&ltési
vegylletekké alakultak, amelyeket vékonyréteg-kroma-
tografidsan a megfeleld nukleozid 5’'-foszfatjaként (26aze)
azonositottam. 3a-e termékek esetében ammdénia keletke-
zését is kimutattam Nessler-reagens segitségével. 4, 5,

6 vegyliletek hidroliz&tuméban a Nessler-reagens hatéaséara

fehér csapadék keletkezett. A savas behaté&ssal kapott

anyagokat Escherichia coli alkalikus foszfatédzzal kezel-

tem. Az enzimes emésztés eredményeképpen minden esetben

a megfeleld kiindulédsi nukleozidot (la-e) kaptam vissza.

2.2. Mellékreakcidk, melléktermékek

A nukleozid-5'-foszfodiamidatok reakcidelegyében
a fotermék és az elreagédlatlan nukleozid mellett mindig
megtaldlhaték voltak bizonyos melléktermékek. Az ade-
nozin-5’'-foszfodiamidat (3a) kapcséan elvégeztem a reak-

cibelegy teljes analizisét. Az oszlopkromatografiéas



elvadlasztas utdn vékonyréteg-kromatografiaval és le-
bontédsokkal azonositottam az egyes vegylileteket,
mennyiségi megoszlasukat pedig UV abszorpcidémérés alap-
jadn hatdroztam meg, és igy a kOvetkezd mennyiségi meg-
oszléast kaptam:

1/ Adenozin-5'-foszfodiamidat (3a) 86.0 %
2/ Adenozin (la) 2.9 %

3/ Adenozin-5’'-foszfodiamidat-2’,3’'-

ciklofoszfat (13a) 0.4 %
4/ Adenozin-2'3’-ciklofoszfat (l4a) 2.3 %
5/ Adenozin-2'(3')-foszfat (l6a) 2.0 %
6/ l-Metil-adenozin-5'-foszfodiamidat (22) 0.5 %
7/ Adenozin-5'-foszfamidat (25a) | 5.2 %
8/ Adenozin-5’'-foszfat (26a) 0.7 %

Mas nukleozidokbdl kapott reakcidelegyekben a
melléktermékek ardnya mas és mas, de tipus szerint meg-
taldlhatd volt benne minden egyes, itt felsorolt vegyi-
let. Az egyes anyagok eredetének vizsgdlata kozben be-
bizonyosodott, hogy a melléktermékek harom kiilénbdzd
tipusu mellékreakcid, aszelektiv foszforilezés, bazis-

metilezés és hidrolizis, eredményeképpen jottek létre.

2.2.1, A foszforilezés aszelektivitasa

A felsorolasban szerepld elsd harom melléktermék

(13a, 14a, l6a) koz0s szerkezeti vonésa a 2,3’ helyzet-



ben 1évd foszfat- vagy ciklofoszfat-csoport. Ezek a
szarmazékok tehdt csakis a foszforilezés aszelektivi-
t&4sabdl szarmazhattak, ami a mddszer eredeti leirdséa-
nak25 ismeretében varhatd is volt. A 3a vegylilet eld-
allitédsa soran az aszelektiv foszforilezés arénya

4.7 %-nak adbdott.

A

|

3,

=

4, 16 melléktermékek keletkezéséhez vezetd
utat a kovetkezd atalakulési séma szemlélteti. A ribonukle-
ozidok szekunder hidroxilcsoportjanak foszforilezésekor
2’,3’-klércik1§foszfétok (2, 1) kéletkeznek, mert az

elsd lépésben létrejovd dikldérfoszfat (7,8) azonnal tovéabb-
alakul a vicinalis helyzetii hidroxilcsoport hatasara
végbemend intramolekuldaris szubsztituciébanSI. A klér-
ciklofoszfat szarmazék (9,10) ammonolizise &atmenetileg
2’,3’ ciklofgszfamidétot (11,12) eredményez, de a szubsz-

- titudlatlan amido-csoportot tartalmazd Sttagu foszfodi-

észter—-gyliriik vizes k&zegben instabilakl’sz. Ezért

|
=
-
=
{1 §)

vegyliletek helyett csak annak hidroliziséb®l szarmazd
2,3'-ciklofoszfat-szarmazékokat (13,14) lehetett izolal-
ni. A 13 és 14 vegyliletekben a foszfodiészter-gyliri fel-
nyilhat, ezért jelent meg a melléktermékek kdzt az ade-
nozin-2'-, illetve 3’'-foszfat is (;za.

Némiképp mdédosult a helyzet, amikor metilamint, di-
metilamint vagy morfolint haszndltam az aminolizishez.

Az N-szubsztitualt ciklofoszfamidok ugyanis joéval stabi-

labbak53 a szubsztitualatlanoknal, ezért ezekben az
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esetekben nem 13-16 vegyliletekkel analdg szerkezetil
melléktermékek, hanem N-szubsztituadlt ciklofoszfa-
midok létrejottére kell szamitani. Dimetilaminnal vég-
rehajtott aminolizis utén példaul 5 fOtermék mellett
adenozin-5'-(N,N,N’ ,N-tetrametil)-foszfodiamidat-2',3"'-
(N,N-dimetil)-ciklofoszfamidat (1l7) keletkezése var-

hatdé, ezt a vegyliletet azonban nem izol&ltam.

HaC Q
I
“N—P—0 5 A
e’
7\
CH; CH,
0
\P/
7\
N O
7\
HsC"  CHg

A = adeninil-9

A szelektiv foszforilezés kidolgozdi mbdszerii-
ket elsGsorban a ribonukleozidok k&rében alkalmaztak.
A dezoxiribonukleozidok foszforilezésének szelektivi-
tasardl az 5’ és a 3’ izomer rossz elvalaszthatdséaga
miatt csak a 31p ymMr technika segitségével sikeriilt
pontos véalaszt kapn154. Ezek szerint a 2’ hidroxil-
csoport hiédnya miatt a reakcid irdnyitottsdga gyengébb,

a Yoshikawa—-foszforilezés25 azonban a védett nukleozi-

dok hasznélatéval szemben - termelés és egyszeriliség



tekintetében - még igy is eldnydsebb.

A timidin (lg) aszelektiv foszforilezése sorén sem
13-16 vegyiilleteknek megfeleld szerkezetl melléktermékek
keletkezésével kell szadmolni, mivel nincs vicinédlis
hidroxilcsoport, amely a ribonukleozidokné&l megismert
moédon részt vehetne az atalakuldsban. A 3’ helyzetben
bek&vetkezd reakcid 3’'-foszfodikloridatokat eredményez

S|

lioo

+12), amelyek ammdénia haté&sdra varhatbéan stabil timi-
din-3’'-foszfodiamidattd (21), illetve ennek 5'-foszfo-
diamidat-szarmazékava (20) alakulnak at, amint azt be

is bizonyitottékss.

¥ T [ ]
HO 0 POClIg i 0 NHgoH O 0
- i sl
(MeO)3PO
& ? ;
CI—I|°=O H2N—l|3=0
Cl NH,
le 18 R = P(0)Cl, 20 R’ = P(0)(NH,),
12 R = H 21l R" = H

T = +timinil-1

2.2.2. Metilezés a bazison

Az adenozin-5’'-foszfodiamidat (32) reakcidelegyét
vékonyréteg-kromatografidsan vizsgdlva mindig feltlint
egy nagy Rf-fel mozgd anyag, amelyrdl ioncserés tulaj-

donségai alapjéan kideriilt, hogy a semleges pH-tartomany-



ban kationos természetii. A vegyiilet UV-spektruma

(10. tabléazat) erdsen eltért az adenozinétdl, viszont
igen j6 egyezést mutatott az l—metil—adenozinévalso.

Az illetd anyag mennyisége 0.4-1.0 % k&zdtt volt az
egyes kisérletekben. A nukleozid-5'-foszfodiamidatok-
nal hasznalt savas és enzimatikus lebontéast alkalmaz-
va erre a vegyliletre, olyan anyagot kaptam, amely min-
den tekintetben megegyezett az l-metil-adenozinnal. Mind-
ezek alapjan arra kOvetkeztettem, hogy a szdbanforgd
melléktermék l-metil-adenozin-5'-foszfodiamidat (22).

Ez 6sszhangban van Jones és munkatérsai eredményeive156,
akik azt taldltdk, hogy a nukleozidok metilezddése
el®sz6r mindig a legnagyobb elektronsiirliségli nitregén-
atomon kovetkezik be, é€s ez az adenozinnal az l-es
helyzetben 1évd.

Az endociklusos nitrogénen szubsztitualt amino~-N-
-heterociklusok &atrendezddési készséée Dimroth-atrende-
z6dé557 néven ismeretes, melynek soradn az exociklusos
amino-csoporton szubsztitudlt N-heterociklusok kelet-
keznek. Lug hatidsdra ez az Atrendezddés az l-metil-ade-
nozin esetében is végbemegy, NG—metil—adenozin (23),
keletkezikss.

A (3a) szarmazék eldallitésa soran kapott vegyi-
letben (22) hig lugos kdzeg hatasdra a foszfodiami-
dat-csoport tavozasaval parhuzamosan ugyéncsak lét-
rejott ez az atrendezOdés. N6-metil—adenozin (23)
keletkezett. Az atrendezddés, amint azt kinetikai

mérések59 és 15N jelblés60 segitségével bizonyitottak,



gylirlifelnyilést k6vetd rotacidn és ismételt gylirii-

zarason keresztiil jatszd6dik le az aldbbi mechanizmus

szerint.
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R = (5'-diamidofoszforil)-ribozil-1"
vagy ribozil-1'

R’ = ribozil-1'

A vékonyréteg-kromatogramok tanusdga szerint a
metilezés minden egyes felhaszndlt nukleozid esetében
eldfordult. Legnagyobb mértékben a citidin, legkisebb
mértékben pedig az uridin esetében, ami megfelel a nuk-
leozidok ismert metilezddési hajlaménak. A metilezés az
uridinndl és a citidinnél a 3-as, a guanozinnal a 7-es
nitrogénatomon vérhatéGl.

Yamauchi és munkatarsai részletesen megvizsgaltéak
a trimetil-foszfatnak a nukleozidokra kifejtett hatasat®l™©3,
A 12 oras, 37OC—on, vizes oldatban végrehajtott reakcidban
PH 7-en 9 %, pH 9.8-on pedig 8 % l-metil-adenozin kelet-

kezett a trimetil-foszfat hatasara adenozinbdl. Ez tehat

a metilezett melléktermékek keletkezésének egyik lehet-



séges magyarazata. Feltételezésem azonban az volt,

hogy az észlelt mértéki metilezést az adott korilmények
kozott (1 ora, OOC) nem okozhatta csupén a trimetil-
-foszfat. A Yoshikawa—foszforilezé525 soran foszforil-
~kloridbbl és trimetil-foszfatbdl (X) reakcibd-szerint
létrejovd komplex (24), nemcsak a foszforilcsoport le-
hasadédsaval, hanem a metilcsoport lelépésével is tud
stabilizadldédni. Feltételeztem, hogy ennek a szerkezet-
nek a metilezési készsége nagyobb, mint a trimetil-

~-foszfaté.

iz H4CO 0 e
/N SN TN [ /N N N‘VCH3 Q ﬁ
< , ) 4 H3CO;P——O—IT—C| ————e>< [ ) + CH30-—||:’~O—I!:’-CI
S =
T N HaCO ¢ o T N OCH;Z Cl
" la 24 R
2a

R = (5'-diklérfoszforil)-ribozil-1’ vagy ribozil-1'

Annak elddntésére, hogy a metilezés csak az elss,
vagy mindkét uton lehetséges, ellen®rzd kisérletet vé-
geztem. Az adenozin-5’'-foszfodiamidat (3a) szintézisének
lépéseit ugy hajtottam végre, hogy POCl;-t nem adtam a
reakcibdelegybe. Feltételezve, hogy ez a bazison lezajlod
valtozasokat nem befolyasolja, adenozin (la) helyett
a trimetil-foszfatban j6l1 01d6d6 2',3'-0-izopropilidén-

—adenozint haszndltam. Az ilymdédon keletkezett metilezett



anyagot ioncserés kromatografia segitségével elvalasz-
tottam, spektrdlisan azonositottam, mennyiségét abszorp-
cibmérés alapjan meghataroztam. |

Ez a kisérlet mind&ssze 0.055 % l-metil-szarmazékot
eredményezett, szemben a szokasos 0.4-1.0 %-kal.
Ezaltal beigazoldédott, hogy a nukleozid-5’'-foszfodiami-
datok elBallitédsa sorén létrejodvd metilezett mellékter-
mékek legnagyobb hadnyada a foszforil-klorid és a trimetil-
-foszfat egyilittesének hatdséra jon létre, és hogy ez a
foszforilezd elegy erélyesebb metilezd készséggel rendel-

kezik, mint a trimetil-foszfat egymaga.

2.2.3. Aminolizis helyett hidrolizis

A vizes kOzegben kivitelezett ammono-, ill. amino-
lizis szikségszerii kompetitiv reakcidéja a hidrolizis.
Ezért a melléktermékek harmadik csoportjaba ezek a
vegyiiletek tartoznak, amelyek a nukleozid-5’-diklérfosz-
fatok (2) hidroliziséb®l szarmaznak. A két P-Cl kotés
egyikének hidrolitikus hasadasakor nukleozid-5'-foszfa-
midatok (25), mindkettd hidrolitikus hasadasakor pedig

nukleozid-5'~-foszfatok (26) keletkeznek.
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Az erOsebben nukleofil aminok a hidrolitikus mel-
lékreakcidkat hattérbe szoritjak, ezért az N-szubszti-
tualt foszfodiamidatok (4, 5, &) mellett az ilyen tipusu

melléktermékek jéval kisebb mennyiségben fordulnak eld.

2.3. A termékek izolalésa

A diklorfoszfat-észtereknek kozvetleniil a reakcid-
elegyben végrehajtott aminolizise a reakcid kivitelezé-
sében komoly egyszerilisitést tesz lehetdvé, viszont vala-
mivel nagyobb elvalasztédstechnikai problémat jelent a
fOGtermék izoladldsa sordn. A nehézséget elsOsorban a
foszforil-klorid feleslegének aminolizisébdl szarmazd
foszforil-triamid, diamido-foszfat, amido-foszfat, piro-

foszfat-szarmazékok, foszfat és klorid jelenléte okozza.
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A nukleozid-5'-foszfodiamidatok tisztitdsara
oszlopkromatografias eljarasokat taldltam célraveze-
tdnek. Az elBallitott vegylletek k&zdtt igen komoly
oldékonységbeli és polaritésbeli kiildnbségek vannak.

A purin-szarmazékok (3a,g) még vizben is rosszul ol-
dédnak,mig az N~szubsztituédlt foszfodiamidatok

(4, 5, 8) vizben, etanolban, s&t acetonban is jo
oldékonysagot mutatnak. Ezért az Osszes anyagra érvé-
nyes kromatografias médszert nem sikeriilt kidolgozni.
Az elvilasztasokat harom kiilonbz® rendszerben tudtam
megvaldsitani.

Az amménidbdél szdrmazd nukleozid-5'-foszfodiami-
datok ko&ziil a pirimidin-bazissal rendelkezdk (3b, 'd, &)
megtisztitdsira szilikagélen végrehajtott adszorpcids
oszlopkromatografia volt alkalmas. Az elucids sorban
a metilezett melléktermék, és az elreagalatlan nukleozid
egyiitt jelent meg, majd ezt kdvette a fotermék. A nuk-
leozidok aszelektiv foszforilezésébdl és a foszfodiklo-
ridatok (2b, d, &) hidroliziséb®l szarmazd vegyiiletek

(13, 14, 16 b,d) és (

N

2

[LL\S]
oy

» b,d,e) nagy polaritasuk
miatt igen erOsen kotddtek a szilikagélhez. A timidin

(le) aszelektiv foszforilezése folytén.keletkez6 3=
~foszfodiamidat-szarmazékok (20,21) a fdtermékkel egylitt
elualédtak az oszloprdl. A végsd kristdlyosités soran
azonban ezeket a szennyezO anyagokat is sikeriilt el-
tavolitani.

Az N-szubsztitudlt adenozin-5'-foszfodiamidatok

(4, 5, 6) oldhatbébsédga lehetdvé tette volna a szilika-



gélen végzett adszorpcids kromatografiat, de a fdtermék
és a POC13—b61 keletkez®d szubsztitudlt amido-foszfatok
rossz elvaldsa ezt a prdbalkozast meghiusitotta. Ehelyett
a C. A. Dekker altal kidolgozott médszer64 vezetett ered-
ményre. Az elvalasztas hidroxil formadban 1évd erds anion-
cseréld gyantédn tortént. Ebben a rendszerben a gyanta

€s a nukleozid-szarmazékok szabad hidroxilcsoportjai k&-
z8tt kialakuld erds hidrogénhidas és ionos kOlcsOnhatéas
tartja vissza az egyes anyagokat az oszlopon, kdvetke-
zésképpen a tObb hidroxilcsoportot tartalmazdé molekuléak
késBbb eludlddnak. Az effluensben elsdként a pozitiv tdl-
tésli metilezett szarmazék és az aszelektiv foszforilezés
terméke jelent meg. Ezt kOvette a két szekunder hidroxil-
csoportot tartalmazd fotermék, majd ezutln kbvetkezett

a nukleozid (la), amelyet megndvelt metanol-koncentraciod
mellett lehetett eludlni. A hidrolizisbdl szarmazd anya-
gok anionos természetiiek, ezért ezeket az oszlop igen
erOsen megkdtdtte.

A purinvazas foszfodiamidatok (3a,c) izolalasara az
adszorpcidés  kromatografia rossz oldhatésaguk miatt, a
Dekker—-féle elvélasztés64 pedig lugos k&zegben mutatott
instabilitadsuk miatt volt alkalmatlan. Ebben az esetben
egy moédositott Dekker-elucid bizonyult megfeleldnek. A
formidt-ciklusu erds anioncseréld gyanta és a purinvéazas

nukleozidszarmazékok kozdtt fellépd masodlagos kotderdk



elegend®ek voltak ahhoz, hogy joé elvaléast hozzanak
létre. Az elucids sorrend az eldzGhbz hasonlbdan ala-
kult: metilezett melléktermék, fotermék, nukleozid.
Az Osszes tObbi melléktermék anionos, ezeket csak
sbgradiens segitségével lehetett eludlni.

A termékeket a vékonyréteg-kromatografias ellen-
Orzések szerint tisztdn tudtam kinyerni. Az izolalast

kristalyositascsal fejeztem be.



3. A NUKLEOZID-5'-FOSZFODIAMIDATOK TULAJDONSAGAI

3.1. Az adenozin-sorozat oldhatdsaga

A nukleozid-szarmazékok oldhatbésagi viszonyait
nagy mértékben bazisuk min®sége szabja meg. Ezért oko-
zott meglepetést az adenozinbdl eldallitott 5’-foszfo-
diamidatok sorozata (la, 4, 3, &), amelyben a vizoldé-
konysagot tekintve igen komoly kiilonbségek adodtak
(3. téablazat).

3. tablazat

Adenozin-5'-foszfodiamidatok vizoldékonysaga 25°C-on

Vegylilet ia 4 2 6
Vizoldékonysag
mg/ 1 ml viz 6-8 900-950 1400-1500 1400-1500

" A megszokottdl eltérBen - az alkilcsoportok szamanak
és méretének ndvekedésével a vizoldékonysag ugrasszerien
megndtt. Az "anomalis" oldhatbésagot valdsziniileg a ribbdz
vagy a ribbéz és a bazis egymashoz viszonyitott konforma-
cibéjanak megvaltozasa okozza, amelyet az alkil-szubsztitucid
hozott létre. Ennek kideritése azonban kildn vizsgalat fel-

adata65.



3.2. A nukleozid-5’-foszfodiamidatok kémiai stabilitasa

3.2.1. Szubsztitudlatlan és szubsztitudlt szarmazékok

savkatalizalt hidrolizise

A diamidofoszfat-észterek kémiai tulajdonséagairdl
rendelkezésre alldé adatok azt mutatjak, hogy a P-N és
a P-O kOtések stabilitasat a N-atom szubsztitucidja és
az alkoholkomponens igen nagy mértékben befolyasolja. Abban
a reményben, hogy e tekintetben hasznos informacidkhoz jut-
hatok, hidrolitikus vizsgalatokat végeztem. Munkam soréan
kialakult a kilonbdzd nukleozidokat tartalmazd, szubsz-
tituédlatlan (3a-e), valamint a kiil&nb8zd alkil-szubsz-
tituenst hordozd adenozin sorbeli nukleozid-5’-foszfo-
diamidatok sorozata. A két homoldg sorozaton beldl 3jo
Osszehasanlitasi lehetOség adddott.

A szubsztituadlatlan szarmazékok (3a-e) hidrolizisét
0.1 N sdésavban hajtottam végre. A kisérleteket Mexck-
-készrétegen végzett vékonyréteg-kromatografia segitsé-
gével értékeltem ki. Autentikus kontrollanyagokkal valéd
Osszehasonlitds utjan azonositottam a termékeket, és a
foltintenzitéasok alapjén becsliltem a hidrolizalt minta
szdzalékos Osszetételét. Az igy nyert adatok természete-
sen csak kvalitativ kiértékelést tettek lehetdvé.

A kilonb6z® nukleozidot tartalmazd vegyliletek (3a-e)
hidroliziskészségében az altalam hasznalt mdédszerrel kii-
16nbséget kimutatni nem tudtam. Mindegyik vegyiilet a (XII)
egyenletnek megfelel®en két lépésben hidrolizalt. Az iro-

dalmi adattall egyezOen 0.1 N sbsavban, 5 perc alatt az el-



s® amido-csoport szinte teljes mértékben lehasadt,
s6t 5-10 %$-ban a maésodik amido-csoport lehasadasa

is bekdvetkezett. Igen szembedtld volt a két P-N
kStés stabilitasbeli kiildnbsége, mert egy Ora eltel-
tével a foszfat-szarmazék (26a-e) mennyisége csak

20 %-nak addédott.

Az adenozin-sorozat (3a, 4, 3, &) tagjait hasonld
médszerrel vizsgadltam. A hidrolizis végsd terméke min-
den esetben az adenozin-5'-foszfat (12) volt. A szubsz-
titualt foszfodiamidadtok (4, 5, &) hidrolizisének azon-
ban ugyanugy két lépésben kell lejatszddnia, mint ahogy

a szubsztitu&latlanok esetében tOrtént.

0 0]
HC I +
/N—T—O——Ado O—-P-0—Ado
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26ba
/\ ﬁ H Il Ado = adenozinil-
0 N—P-O0—Ado —— | "O0—P-0—Ado
L A

-5’-maradék




4 vegylilet hidrolizise soran sikeriilt is meg-
taldlni az els®Bdleges terméket, az adenozin-5'~(N-metil)-
-foszfamidatot (27), az analég 28 és 23 szarmazékot azon-
ban még nyomnyi mennyiségben sem tudtam kimutatni.

Mivel az adenozin-sorozat (3a, 4, 5, &) egyes tag-
jainak hidroliziskészségében igen komoly eltéréseket ta-
pasztaltam, ezért a kisérletek soran valtoztattam a sav-
koncentracidt, a hOmérsékletet és a reakcididdt. Az
eredményeket a 4. tablazat tartalmazza.

A tdblazatbdl két érdekes tendencia tilinik ki:

1/ Az alkilszubsztituensek szamanak és méretének ndveke-
désével a foszfodiamiddtok savval szembeni stabilité-
sa igen erOsen megndvekedett.

2/ Az alkilszubsztituensek hatasara az egyik amido-
csoport szelektiv hidrolizélhatdésaga lecsdkkent, ill.
teljesen megsziint.

Az els® hatésért részben a N—atomok zsufoltsaga ko-
vetkeztében fellépd sztérikus gatlas lehet a felelds.

A szubsztitualatlan, vagy az amido-nitrogénen leg-
alabb egy hidrogénatomot tartalmazdé foszfodiamidatok
(3a, 4) els® amido-csoportjanak nagyfoku savérzékenységét
viszont egy més mechanizmussal lezajléd félyamat okozhat-
ja.

A kdzti termékek, a foszfamidadtok szintjén, egyér-
telmiien érvényes az az Osszefliggés, minél béazikusabb tu-

lajdonsagu az aminkomponens, anndl konnyebben protonalédik



4, tablazat

A 3a, 4, 5, & adenozin-5'-foszfodiamidat 25°C-on végzett sav-

.= . ..z 2y s oz - . P
kataliz&lt hidrolizisének termékei és azok sz&zalékos megoszlasa

HCl kon- Reakcid- 3a 4 5 6
centracid ids o - - B
2 Ter- Ter- Ter- Ter-
(N) (6ra) mék % mék 3 mék 5 mék 8
0.1 5 perc 25a 90 _b/ - -
262 S
0.1 1 25a 80 27 15 - -
262 20 262 15
0.1 3 25a 70 21 30 - -
26a 30 262 30
0.1 7 25a 60 21 40 26a 10 -
26a 40 262 40
0.1 27 26a 100 26a 100 26a 70 26a 5
0.5 27 26a 100 26a 100 26a 90 26a 10
0.5 72 26a 100 26a 100 26a 100 26a 70
1 24 26a 100 26a 100 26a 100 26a 60
1 1¢ Ade- 100 Ade- 100 Ade- 100 Ade- 100
nin nin nin nin

a/ Az Osszes UV abszorbedld anyag %-aban

b/ - = semmi valtoz&s nem észlelhetd

c/ SOOC—on



a beldle szarmazd amido-csoport (XIII), kOvetkezésképp
annal nagyobb sebességgel hidrolizél32. Ennek megfeleld-

en az alkilszubsztitucid csBkkenti a k&zti termékek sta-

()

bilitasat 28 és_22 intermedierek mar 0.1 N HCl hatasara

is gyorsan elhidrolizaltak, ezért nem volt lehetséges

ezek kimutatasa 5 és 6 hidrolizisében.

3.2.2. Nukleozid-5'-foszfamidatok clBallitédsa fluoridion

katalizis segitségével

A nukleozid-foszfamidatok a pirofoszfatszintézisek
fontos intermedierjei44. ElGallitasukra a nukleozid-5'-
foszfodiamidatok savas hidrolizisén keresztiil igen egy-
szerli méd adédottl. Ebben a hidrolizisben azonban elke-
riilhetetlen 5-10 % foszfat-szarmazék (26) keletkezése is.

A szubsztitu&latlan nukleozid-5'-foszfodiamidatokkal
végzett koradbbi vizsgdlatok az mutattak, hogy az egyik
amidocsoport szelektiv hidrolizisét a fluoridionok erdsen
katalizéljék66. Célszeriinek lattam a fluoridionok hatéséat
behatdébban megvizsgalni, mert ez alapjat képezhette egy
nagyobb szelektivitdsu, enyhébb kdriilmények kdzbtt végre-
hajthatd nukleozid-5’-foszfamidat szintézisnek.

Jencks és Gilchrist vizsgalatai alapjan tudjuk, hogy
a foszfamidatok fluoridionok jelenlétében fluorofoszfatokat
képeznek67. Ezért a fluorid-katalizalt hidrolizis mellék-

termékeként nukleozid-5’-fluorofoszfat (ég) keletkezését

vartam,



5. tablazat

A fluoridion hatasa az adenozin-5'-foszfodiamidat

hidrolizisére (25°C-on, 0.1 M acetdt-pufferben, pH 5.0)

Fluoridion- Reakci6idd Termék Mennyisége
koncentracid (éra) (2)2
(M)
0 1 25a <5
0.1 1 25a 40
0 3 252 <5
0.1 3 25a 70
0 5 25a <5
0.1 5 25a 85
30a <s
0 252 5
0.1 25a 90
30a 5
0.01 2 25a 10
0.01>/ 2 25a 70
0.01 4 25a 15
0.01>/ 4 252 85
0.01 6 25a 20
0.01°/ 6 25a < 95
a/

az Osszes UV-abszorpcid %-aban

b/ 1 M acetat-puffer, pH 4.0



A reakcidban a nettd tOltéssel nem rendelkezd fosz-
famidat forma atalakuldsa a monoanion formadban 1évo-
nél gyorsabb67, tehé&t e mellékreakcid visszaszoritéasa
érdekében minél kisebb fluorid~koncentricid és minél

magasabb pH alkalmazaséra kellett t&rekednem.

0

1] pH 4-5 _ 9 = 9
HaN—f—ONs ————+ “0—P—ONs ———— ~0~{—ONs

-

NH, NH \\ OH

3 25 \ 28
a/ adenozinil-5'-maradék o m e T 0=~P=0Ns
b/ citidinil-5’- " F'
c/ guanozinil-5’'- "
d/ uridinil-5’'- " 30

e/ timidinil-5'- N

Az optiméalis fluoridion-koncentrdci6, pH és reak-
cididd meghatadrozésara 3a vegylilettel végeztem kisér-
leteket, melyek eredménye az 5. tadblazatban lathatb.

A fluoridion segitségével 3-4 nagysagrenddel kisebb
hidrogénion-koncentrdcid mellett tudtam elvégezni az at-
alakitast, mint egyébként. A 3b-e foszfodiamidat-szar-
mazékok esetében az eredmény az eldzdvel azonos volt.
Minden vegyiiletnél 6 6ra alatt 0.01 M NaF jelenlétében
PH 4-en szinte kvantitativ konverzidét tudtam elérni.

A foszfamidat—~foszfat adtmenet ezen a pH-n igen lassu,
és a fluorid ezt egyaltaldn nem, vagy csak igen csekély
mértékben segiti eld, a vékonyrétegeken a foszfat-szar-

mazék 26a-e foltja még nyomokban sem tiint fel. 30 mellék-

termék 0.1 M NaF koncentracidéndl megjelent ugyan, de



ennek mennyiségét 0.0l M-os oldat hasznalta a kimutat-
hatésdgi szint alid csdkkentette.

Megvizsgadltam a szubsztituadlt foszfodiamidatok
(4, 5, 6) katalizdlt hidrolizisét is. Ennek eredményét

a 6. tablazatban tlintettem fel.

6. Tablazat

Szubsztitudlt nukleozid-5’'-foszfodiamidatok hidrolizise

acetat-pufferben, pH 4, 50°C-on 7 6ras reakcididdvel.

Puffer [F] 4 5 6

koncent-

racid

(M) (M) Ter- %a/ Ter- %a/ Ter- %a/

mék mék mék

0.1 O %gg <5% - b/

0.1 0.01 gl 28 5 -
26a

1 0.1 217 50 28 40 -
262 1o 26a 0
208 5 309a 10

al

az Osszes UV abszorbeald anyag %-aban

bl_ semmilyen &talakulds nem mutathatd ki.

Az adenozin-5'-foszfodimorfolidat (6) stabilitasat
a F egyaltalan nem befolyasolta, viszont 4 és 5 szar-
mazék esetében lehetdvé tette az 5’'-foszfamidattéa

(

fieo

7, 28) torténd bomlast, ami egyébként csak alig



- 58 -

vagy egyaltalén nem kivitelezhet®d, mert ezek a termé-
kek csak ilyen enyhe koriilmények k&zétt (pH 4)
létképesek.

A fluorid-katalizis segitségével tehdt nagy szelek-
tivitasu (k6zel 100%) foszfodiamidat - foszfamidat at-
alakuléds érhetd el. Egyes szubsztitudlt foszfodiamida-
tok esetében F  hatdsara ugyancsak jarhatdva valik ez

az ut.

3.2.3. A nukleozid-5'~foszfodiamidétok viselkedése lugos

kozegben

Az adenozin-sorozat lugos k&zegben mutatott stabili-
tasat az el®zbekhez hasonld mbédszerrel vizsgaltam. Ezek

exedménye a 7. tablazatban talalhatd.

7. Tablazat

Az adenozin-sorozat lugos hidrolizise

NaOH HOmér- Reak- 3 4 2 6

koncent- séklet cid- Ter- Ter- Ter- Ter-

racio o 1do mék %a/ mék %a/ mék mék
(N) ey (éra)

0.1 25 5 perc 1a = 80 =P/ - -

0.1 25 10 perc la 100 - - _

0.5 25 72 la 100 la 20 - -

1 25 24 la 100 la 25 - -

1 80 1 la 100  la 5 - -

14 50 5 la 100 - - -

(NH, OH) -

az Osszes Uy-abszorpcid %-aban



Az adenozin-5'-foszfodiamidat (3a) 0.1 N lug
hatasara nagy sebességgel adenozinnad bomlott. A t8bbi
szubsztitudlatlan foszfodiamidat (3b-g) 0.1 NaOH-ban 250C—on,
10 perc alatt teljes egészében szintén a kiindulési nuk-
leozidda alakult a4t. Nagyobb lugkoncentracid mellett
az adenozin-5'-(N,N-dimetil)-foszfodiamidat is adenozinna
alakult at. A teljesen szubsztitudlt foszfodiamidat-
-szarmazékokat (3, 6) azonban még 1 N NaOH-ban 80°c-on
sem lehetett reakcidra késztetni.

Ezek a tapasztalatok j6l egybevagnak azzal a felté-
telezéssel, hogy a szubsztitudlatlan foszfodiamidatok egy
monomer metafoszfat-szerkezeten keresztiil elimin&cids-
addicids mechanizmussal hidroliz&lnak a (XIV) reakcid-
egyenlet szerint38. Ennek a mechanizmusnak feltétele leg-
alabb egy amido-nitrogénhez kapcsolddd proton, ami az elsd
lépésben disszocidl. Ez 3a és 4 vegyliletek esetében adott,

az

it

és a 6 szarmazékndl azonban hidnyzik. Ezért a telje-
sen szubsztitudlt foszfodiamidat~szarmazékok csak egyéb
disszociativ vagy bimolekuléds mechanizmussal tudnanak hid-
rolizalni, ami ebben az esetben nem kedvezményezett. Ez
okozza 3 és 6 szdrmaz€k luggal szembeni nagyfoku stabili-

tasat.
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OSSZEFOGLALAS

Munkam lényege a kdvetkezOkben foglalhatdé Ossze:
A Yoshikawa-féle szelektiv foszforilezés és in situ
végrehajtott ammonolizis Osszekapcsoldsa utjan egy-
szerii, "egy fazék" mbédszert dolgoztam ki a nukleozid-
-5'-foszfodiamidatok nukleozidbdl kiinduld szintééi-
sére. ElBallitottam a négy f0 ribonukleozid és a timi-
din 5’'~foszfodiamidat-szarmazékat.
Vizsgaltam a mdédszer alkalmazhatdsigénak kb6rét, és
ennek soradn harom N(P)- szubsztitualt adenozin-5'-
—-foszfodiamidatot szin£etizéltam.
Részletesen megvizsgiltam a szintézis soran fellépd
melléktermékeket, és megallapitottam, hogy azok harom
kiildnbdz8 mellékreakcidban - aszelektiv foszforilezés,
metilezés és hidrolizis - jottek létre.
Tanulmanyoztam a nukleozid-5’-foszfodiamidatok savas
és lugos hidrolizisét. Fluoridion - katalizis segit-
ségével enyhén savas kdzegben kivitelezhetd eljarast
dolgoztam ki a nukleozid-5'-foszfamidatok eldallita-

Sara.



5. KISERLETI RESZ

Anyagok
A nukleozidokat (Sigma) felhaszniléas eldtt 130 Pa

nyomason 110°C-on 8 8ran keresztiil szaritottam. A fosz-
foril-kloridot, a trimetil-foszfatot és a morfolint a
felhaszndlast megeldzden 130 Pa nyomason ledesztillaltam.
A 7.0 N metilamin~ és dimetilamin-oldatot a kereskedelmi
40 %-0s vizes oldatbdl készitettem. A kromatografiis
kontrollanyagok (Sigma), a kromatografiads oszloptdltetek

(Serva) és az Escherichia coli alkalikus foszfataz

(Sigma) kereskedelmi termékek voltak. 1l3a vegyiiletet ade-
nozinbdél kiindulva, P203Cl4-dal foszforilezve és ezt
kOvetBen ammonolizalva készitettem az analdg guanozin-

-szarmazék elEéllitésénakl megfelelden (IXb).

Médszerek

Az oldatok beparlasat 130-260 Pa nyomason, 30%c-o0s viz-
flirddrdl rotacids gyorbeparld (Rotavapor, Bilichi) segitsé-
gével végeztem.

A termékek olvadaspontjat Koffler-blokkon mértem
(9.téblézat ), a megadott értékek korrigadlatlanok.

A vékonyréteg-kromatogrdfids elvalasztasokat HPTLC
készrétegeken (Silica Gel 60 Fooyr Merck) az Sy
[l-propanol-chH4OH—H20-ll:7:2], az S2 [kloroform-metanol-

-7:31, az S3 [kloroform-metanol-4:6] futtatd-elegyekben,



PEI-celluldz anioncseréld készrétegeken (Polygram
Cel 300 PEI/UV254, Macherey, Nagel+Co) az S4 {0.1 M NaCl]
elegyben és sajat készitésli (celluldz-szilikagél-8:2)

rétegeken az Sg [l-butanol-etanol-H,0-16:2:5] futtatd-

2
szerben ‘kifejlesztve hajtottam végre. A rétegeken az
anyagokat UV-fényelnyelésiik alapjdn 254 nm hullamhosszu-
sagu fényben (Desaga UVIS) detektaltam. Az Rf—értékeket

a 12. tablazat foglalja Ossze.

Az oszlopkromatografias elvalasztasokat 254 nm-en tor-
ténd folyamatos abszorpcidémérés alapjan kdvettem (ISCO
UA-5 monitor). Az oszlopkromatografids rendszerek jellem-
z0it a 8. tablazat tartalmazza. A termékek és mellékter-
mékek mennyiségi meghatdrozisa az UV-fényelnyelés maxi-
mumanak megfeleld hulldmhosszon mért extinkcid (Spektromom
203) és az illetd anyag € nax értéke alapjan tortént.

Az UV-abszorpcids spektrumokat Unicam SP 1800 spektro-
fotométeren harom pH-értéken (1.0; 7.0; 11.0) regiszt-
raltam (10. tablazat). A 13C NMR spektrumok felvétele
D,0-ban, Varian XL-100/15 NMR spektrométer segitségével
tortént. A belsd referenciavegyﬁlet dioxan volt, de a
megadott értékgk TMS-re vonatkoznak (GC(dioxén)= 67.71 ppm)
(11. tablazat). A tomegspektrometrias méréseket egy AEI
MS-902 kettds fdokuszolasu késziiléken, 3 ppm pontossaggal,
10 O00-es felolddképességgel, 70 eV-on, 200 ?C-on végez-
ték (9. tablazat). A vizsgidlandd anyagok szililezése Miller
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és munkatarsai eljarasa alapjan tortént.



A savas lebontasokat az anyag 0.025 M-os oldatéaval

[

(100 ul) 1 N sésavban 25°c-on végeztem 3a-g, 4 és

1=

3
esetében 4, 5 és 6 esetében 72 Oran keresztil. A fel-
szabaduld ammdéniat Nessler-reagenssel mutattam ki. A

szubsztitualt aminok a Nessler-reagenssel fehér-csapa-

dékot adtak. Az Escherichia coli alkalikus foszfatazos

emésztéseket 1.0 abszorpcids egységnyi (260 nm) vizsga-
landd, anyaggal 0.3 egység enzim segitségével 1 odra
hosszat 37°Cc-on 10 ek MO Lo M NaHCOB—NaZCO3 pufferben

(pH 10.6) hajtottam végre.

Adenozin-(3a), citidin- (3D, guanozin-(3¢), uridin-(34) és

timidin-5'-foszfodiamidat (3e) eldallitasa

1 mmol nukleozidot (la-g) 2.5 ml (22 mmol) (CH,0);PO-ban
szuszpendaltam. 10 perces keverés és jeges hiités utan 2.2

mmol (200 upl) POCl,-t csepegtettem hozza. A légnedvesség-

3

t81 elzarva jéghiités kdzben kevertettem. A reakcididdk:

és és 7 ora.

[l
1]

li
o

1 ora, 2 ora,

Il
1
=
fjeh
=
1™

A P-N kbtések létrehozasa

A foszforilezés soran kapott oldatot kb. 2 perc alatt
intenziv keverés kdzben 7.0 N NH4OH oldatéba csepegtettem,
amelyet eldzdleg jéggel 2°C-ra hiitdttem le. 5 perc eltel-

tével az elreagdlatlan ammdénidt vizsugar-szivattyu segit-



ségével leszivattam. Az oldatot folytatdlagosan be-
paroltam, hogy a trimetil-foszfat eltédvozzék. 3¢ eseté-

ben a beparlast csak a kezdddd kristalyosodasig végez-

tem.

Adenozin-5’'-(N,N’'-dimetil)-foszfodiamidat (4), adenozin-

-5’-(N,N,N’ ,N’~tetrametil)-foszfodiamidat (§5), adenozin-

-5'-foszfodimorfolidat () elBallitasa

Az eljadras azonos az eldzdekkel, kivéve az ammonoli-
zist, amely soran 7.0 NH4OH helyett 4 esetében 7.0 N
metilamin, 5 esetében 7.0 N dimetilamin és 6 esetében

7.0 N morfolin vizes oldatat alkalmaztam.

A termékek izolalasa

liw
o
flw
[{oN)

és

1w

' e esetében a bepadrlasi maradékot kevés
etanol egylittes beparlasaval vizmentesitettem. 3e ese-
tében a vizmentes maradékot 10 ml metanolban oldottam
(250C), az oldhatatlan sdkat kiszlirtem és 2 ml metanollal
atmostam. A metanolos oldatot ~2 ml térfogatra beparoltam.
A beparolt anyagot 5 ml metanolban 25°C-on (3b, 34),

7 ml vizben 40°C-on (3a), 80 ml vizben 40-50°C-on (3¢)

és 5ml 30% metanol-viz elegyben 25°C-on (4, 3, §) oldottam
fel. Az igy kapott oldatokat kromatogrédfids oszlopra vit-

tem. Az oszlopkromatografia médjat és eredményeit a

8. tablazat tartalmazza.



8. Tablazat

A termékek oszlopkromatografids izolalasa

Vegyli- Oszlop Eluens Eluciéds Frakcio- Termék
let toltet méret sebesseg térfogat helyea/
(cm) (ml/h) (ml)
3a Dowex 1x8 AG 15-25
}» 200-400 mesh 64x2.0 deszt.viz 32 8
3¢ (HCOO ™) 28-41
3b CHCl3-MeOH 46-66
8:2 (450 ml)
Szilikagél 6:4 (1065 ml)
3d 100-200 um 32x1.4 9:1 (315 ml) 120 15 24-46
I. aktivitas®? 8:2 (360 ml)
3e :2 (300 ml) 40-50
6:4 (520 ml)
4 Dowex 1x2 AG 23-45
) 200-400 mesh 53x1.6 HZO—MeOH 7:3 32 16 20-33
3 (OH™) 23-46

a . , .
/ frakcidszamban kifejezve

S9



A megfeleld frakcidkat beparoltam. A szervetlen
sOk eltavolitasa végett az anyagokat deszt. vizben
oldva 32x1.4 cm-es DEAE-celluldz (HCOS) (Whatman DE-32)
anioncseréld oszlopon engedtem &t 10 ml/h sebességgel,
majd az effluenst beparoltam. Ismételt feloldassal és
beparlassal a hidrogénkarbonatokat is eltavolitottam.

és 3¢ vegylileteket 5, illetve 25 ml deszt. vizbdl,

i
{1V

Heo

e terméket 3 ml metanolbdl kristalyositottam at, mig

a tObbi szarmazék 60 ml éter hatdsara kristalyosodott.

Foszforilezés viz hozzaadasaval

1 mmol adenozint (la) vagy timidint (le) 25 ml
(CH3O)3PO—ban szuszpendaltam. Jéggel behiitdttem, és ke-
(8 mmol) és 54 ul H

verés kdzben 730 ul POC1 0 (3 mmol)

3 2
eldre elkészitett, behiitdétt elegyét csepegtettem a
szuszpenzidba. A reakcidelegyet a levegd sebességének

kizardsaval la esetében 6, le esetében pedig 7 o6ra hosszat

kevertettem. A tovabbi feldolgozas azonos 3a, illetve

Il

e eldallitasa kapcsan leirtakkal.

A 3a vegylilet szintézise sordn keletkezd melléktermékek

azonositasa

A 3a vegylilet oszlopkromatografids tisztitasa soran
kapott elsd csucsot tartalmazd frakcidkat (11-14) Ossze-
gylijtve beparoltam. Az anyag 1O abszorpciés egységét

(260 nm) az ismertetett mdédon savas, majd ezt kdvetlen



alkalikus foszfatadzos emésztésnek vetettem ala. A
savas hidrolizis utan Nessler-reagens segitségével
amménia keletkezését mutattam ki. A lebontdsok ered-
ményeképpen egyetlen termékként l-metil-adenozint
kaptam, amelyet vékonyréteg-kromatografidval azonosi-
tottam. A 1l1l-14 frakcidbdl nyert anyagot 0.1 N NaOH
hatasédnak vetettem ald 1 6rdn keresztil, ilymédon
N6-metil adenozin (23) keletkezett.

A 3a reakcibelegyét egy 32x1.4 cm-es DEAE-celluléz
(HCOg) (DE-32 Whatman) oszlopra vittem és trietilammé-
nium-hidrogénkarbondt 0-0.3 M lineadris gradiensével
10 ml/h sebességgel elualtam. Az igy izolalt anyagokat

, 26a vékonyréteg-kromatografiaval,

|1+
lip

3

(=
llw

4

=
I

6

N
{is}]

’ ’ ’ é

autentikus kontrollanyagokkal vald Osszehasonlitds ut-
jén azonositottam. 1l3a vegylilet s?vas lebontasa soran
adenozin-2'(3’), 5'-difoszfat és ammdénia keletkezett.

A hidrolitikus vizsgadlatokat a vizsgalandd anyag
0.025 M-os oldataban, a 4-7 tablazatokban megadott kOril-

mények kdzdtt végeztem.

A metilezés médjadnak megdllapitdsat célzd kisérletet

0.5 mol 2',3'-0O-izopropilidén-adenozinbdl kiindulva 3a
vegyllet eldallitasaval azonos mdédon végeztem, de el-
hagytam a POCl3 adagolasat. Az izolalas 32x1.4 cm
CM-celluldz (NH;) (CM-32, Whatman) oszlopon tdrtént. Az
eluens 600-600 ml 0.01-0.2 M NH,C1 (pH 5) linearis
gradiense volt. Elucids sebesség 40 ml/h, frakcidtérfogat

20 ml.



9. tablaz

A nukleozid-5’'-foszfodiamidatok kitermelése, olvaddspontja és trimetilszilil-szarmazékuk

at

tOmegspektrometrids adatai

Vegyiilet Kit?rmelés Olvgdéspont A TMS—sgérmazékok . Molekulasuly ]
%) (7e) Osszegképlete szamitott- talalt
3a 85 186-9 C25H56N705815P 705.2927 705.295
3b 42 . 115-7 C24H56N506815P 681.2815 681.279
3¢ 68 250% C,gHs gN70(S1 P 793.3272 793.325
3d 38 94-7 C24H55N4O7815P 682.2655 682.267
3e 63 100-3 CyoHy o406 SH P 608.2467 608.245
4 73 99-102 C27H6ON7OSSi5P 733.3240 733.325
5 89 78-9 CoqHygN;0sS1i,P 617.2763 617.278
6 91 105-7 CyHg,N-0,Si P 701.2974 701.294
a/

elbomlik



10. tablazat

A nukleozid-5'-foszfodiamidatok UV-spektrumdnak jellemzd adatai

A a . E,a0 Eouo Esso Esvo E,go Esso

.. max min
Vegyilet pH (nm) (nm) Esso Eseo0 Ess0 Ezso Es6o E,so
la 2 257.5 228.5 0.24 0.47 0.84 0.66 0.18 0.06
7 260 226 0.21 0.43 0.79 0.64 0.12 0.01
11 260 226 0.21 0.43 0.78 0.64 0.12 0.01
4 2 257 229 0.23 0.45 0.86 0.67 0.26 0.03
7 260 226 0.17 0.40 0.78 0.66 0.16 0.01
11 260 227 0.18 0.40 0.78 0.65 0.15 0.01
) 2 257 . 229 0.22 0.45 0.86 0.67 0.20 0.03
7 260 227 0.17 0.39 0.78 0.68 0.17 0.0l
11 260 227 0.18 0.40 0.78 0.66 0.16 0.01
6 2 257 228 0.23 0.48 0.85 0.68 0.21 0.01
. 7 260 227 0.17 0.39 0.77 0.67 0.18 0.01
11 260 227 0.18 0.39 0.77 0.66 0.18 0.01
22 2 258 233 0.35 0.42 0.79 0.72 0.27 0.07
- 7 258 232.5 0.32 0.42 0.80 0.68 0.24 0.05
11 258.5 232 0.31 0.39 0.76 0.71 0.34 0.28
ib 2 280 241 0.5%9 0.28 0.46 1.69 1.99 1.46
7 271 226.5; 250 1.04 0.92 0.84 1.21 0.95 0.33
11 271 226.5; 250 1.09 0.94 0.86 1.16 ‘0.88 0.28
1lc 1 255-6 227 0.27 0.63 0.95 0.76 0.69 0.44
7 253 223 0.37 0.78 1.13 0.81 0.64 0.25
11 . 254-67 231 : 0.37 0.54 0.87 0.97 0.59 0.10
id 2 " 262 230 0.23 0.42 0.78 0.82 0.34 0.05
7 262 230 0.24 0.43 0.78 0.81 0.33 0.04
11 261.5 241 0.85 0.71 0.84 0.79 0.28 0.04
le 2 266.5 234 0.30 0.33 0.64 1.05 0.68 0.20
7 267 234.5 0.30 0.33 0.65 1.04 0.68 0.20
11 267 244 1.08 0.72 0.74 1.04 0.63 0.22
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11. t&blazat

Az N-szubsztitudlt adenozin-5’'-foszfodiamidatok

C NMR

kémial eltolddasai (ppm) és kapcsolasi allanddi (Hz)

4 2 6
c-2 153.69 153.80 153.84
c-4 149.61 149.68 149.71
c-5 : 119.45 119.56 119.52
c-6 156.23 156.35 156.37
c-8 140. 47 140. 49 140.63
c-1° 88.77 89.03 89.09
c-2' 75.00 74.77 74.29
c-3" 70.89 70.65 70. 46
c-4" 83.83 83.49 82.99
c-5' 65.14 64.84 64.99
P-N-CH, 27.15 36.75 3
36.59
P-N-CH, - - 44.95
44.85
P-N-CH,~CH,~0 - - 67.55
- 67.48"
3y 8.21 8.67 8.48
2
Iems 5.02 4.74 4.67
23
NG <0.3 0.82 1.57
]
35 i} - 3.75

PNCC




12. tablazat

Vékonyréteg-kromatografias Rf—értékek

Vegylilet Szolvens

Neve Sq Sy S3 S4
Adenozin-5'-fosz-
fodiamidat 3a 0.64  0.09  0.30  0.59
Adenozin la 0.72 0.57 0.65 0.57
Adenozin-5’-fosz-
fodiamidat-2’,3'- :
-ciklofoszfat 13a 0.59 0.07 0.32
Adenozin-2'(3'),5'-
difoszfat 0.19 0.05
Adenozin-2',3’
ciklofoszfat l4a 0.58 0.45  0.35
Adenozin-2'(3')-
~foszfat 16a 0.49 0.10
l1-Metil-adenozin-
-5'~foszfodiamidat ;; 0.58 0.92
1-Metil-adenozin 0.65 0.12 0.17 0.95
Adenozin-5’-foszfa-
midat 25a 0.52 0.15  0.40
Adenozin-5'-foszfat 262 0.45 0.11
Adenozin-5'~(N,N’~-
~dimetil)-foszfodi-
amidat é 0.69 0. 36 0.54 0.77
Adenozin-5'-(N-metil)-
-foszfamidat 27 0.63 0.05 0.41
Adenozin-5’~-
(N,N,N’,N'-tetrametil)
-foszfodiamidat 3 0.73 0.56 0.68 0.83
Adenozin-5'-(N,N-
~dimetil)-foszfamidat ;é 0.68 0.07
Adenozin-5'-foszfo-
dimorfolidat 6 0.68  0.47  0.61  0.84
Citidin-5’-foszfo-
diamidat 3b 0.47 0.26  0.80
Citidin ;g 0.59 0.26 0.60 0.75
Citidin-5'-foszfa-
midat 25b 0.46 0.12  0.53
Citidin-5'-foszfat 26b 0.31 0.18



Vegyllet Szolvens

Neve Szama S

Guanozin-5’'-foszfo-

diamidat ;g 0.47 0.52
Guanozin ;g 0.62 0.52
Guanozin-5'-foszfa-

midat 25¢ 0.32 0.25
Guanozin-5'-foszfat 26¢ 0.27 0.08
Uridin-5'~foszfo-

diamid&at 3d 0.44 0.20 0.51 0.87
Uridin 1d 0.51 0.64 0.80 0.8l
Uridin-5'-foszfami-

dat 25d 0.41 0.57
Uridin-5'-foszfat 26d - 0.48 0.15
Timidin-5'-foszfo-

diamidat ;g 0.64 0.18 0.58 0.85 0.28
Timidin le 0.72 0.83 0.89 0.95

Timidin-3’,5’-difosz-
fotetramidat

1158
o
O

.12

Timidin-3’'~foszfo-

diamidat .35

1IN
=
o

Timidin-5’-foszfami-
dat 0.58 0.64

Timidin-5’'-foszfat 0.44 0.19

I~ 1INy
oy i
D HO
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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.

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
nucleosides' and the preparation of P'-(nucleoside 5'-)P'-
amino-triphosphates.”> The synthesis of 5-pyrophos-
phate and S-triphosphate derivatives of purine
diribonucleoside monophosphates was accomplished also
via phosphordiamidate intermediates.’

Hitherto, of the phosphordiamidates 3, merely the
synthesis of thymidine 5'-phosphordiamidate (3e) has
been reported in detail.' 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 S5'-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 S'-phosphordichloridates (2) were

o

||
CI—P-O-CH,
POCK/(MeOXP O &

0

HO-CH, B

HO R HO

1 2

B R
: adeninyl-9 OH
: citosinyl-1 OH
: guaninyl-9 OH
: uracilyl-1 OH
: thyminyl-1 H

oQ0oo0

prepared from nucleosides (1) according to Yoshikawa’s
method* and were transformed in situ into the phos-
phordiamidates with an excess of 7.0 N NH,OH (for 3),
aqueous CH3;NH; (for 4a), (CH5),NH (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
different 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, 3¢, 3d, 4a, Sa
and 6a might be suggested on the basis of a comparative
tlc 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-reaction® (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 (MeO)5PO, the solvent of the Yoshikawa-reaction in
alkali (11).° 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."”’

N
R'—P-O-CH, B

R'H/H,0 I S
0, 5min
R HO R
R1
3 NH:
4a NH(CHa)
5a N(CHs).
6a N O
N2/

Scheme 1.
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7: adeninyl-9 H
8: adeninyl-9 P(O)(NH.)-

9: adeninyl-9 NH:
10: adeninyl-9 OH
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Scheme 2.

Column 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 1x 8 column {HCOO~
form} with deionized H,O 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 CHCls—
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 Dekker® was
adapted. An additional purification on a DEAE-cellulose

column {HCO;  form} was essential in each case to
remove last traces of Cl™ ions which hindered the crys-
tallization of the products. Every phosphordiamidate was
obtained in tlc 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
HCl, at room temperature as expected on the basis of the
sensitivity of P-N bonds against acid.'® The acid

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

Method of isolation®

Mass spectrometric data of TMS derivativesb

Yield Melting
Compound Column Peak position oint Molecular weight
(2) 2
chromatographic expressed in (9) Formula Al arad Pound
system fraction number
5a o1 15-25 85 186-9 C,sHs6N705SisP 705.2927 705.295
3b c28 46-66 42 115-7 C24HsNs0sSisP 681.2815 681.279
3c c15 28-41 68 2504 C28Hs58N706Si6P 793 .3272 793.325
3d C2a 24-46 38 94-7 C24HssNuO7S1sP 682.2655 b8 2820
3e cey 40-50 63 100-3 C22Hy9sN4OsS1uP 608.2467 608 24
4a c3 23-45 73 99-102 C27HsoN7055isP 733.3240 b=
sa 03 20-33 89 78-9 C,3Hy sN705S8i3P 617.2763 617.278
6a 23-46 91 105-7 C27Hs2N707S13P 701.2974 701.294

o

For details see Experimental, Column Chromatography

\ : 9
2 The detailed mass spectrometric behaviour of the TMS derivatives will be published elsewhere”.

€ A column of 1.6x53 cm was used.

g With decomposition.
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Table 2. '*C Chemical shifts (ppm) and coupling constants (Hz)* of the phosphordiamidates 4a, 5a and 6a

4a sa ba
Cc-2 153:569 153.80 153.84
Cc-4 149.61 149.68 149.71
Cc-5 11945 119.56 119,52
Cc-6 156,23 156.35 156537
c-8 140.47 140.49 140.63
c-1’ 88.77 89.03 89.09
c-2' 70.89 70.65 70.46
c-3' 75.00 74.77 74.29
c-4"' 83.83 83.49 82,99
C=5" 65.14 64.84 64.99

P-N-CH3 27.15 e 2
TR T
f;N—CHz—gﬁz-O = = 2;:22
2JPC4' 8521 8.67 8.48
2JPC5' 5.02 4.74 4,67
- PNC <0.3 0.82 157
PNCC = ] 375

a i
For details see Experimental

hydrolysis of the phosphordiamidates 3 was accom-
panied by the release of NH; as demonstrated by
Nessler reagent. The substituents attaching to the amide
nitrogens of the phosphordiamidates 4a, 5a and 6a were
identified by '*C 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."'

EXPERIMENTAL

Materials. Nucleosides (Sigma) were dried over P,Os at
1 mmHg and 110° for 8 hr POCls, morpholine and (MeO);PO (at
1 mmHg) were freshly distilled. 7.0 N aqueous solns of CH;NH,
and (CH;),NH were prepared from the commercial 40% ones. All
other chemicals were of reagent grade. Compound 8 was pre-
pared from adenosine by P,0;Cl, and subsequent aminolysis as
reported in detail for the analogous guanosine derivatives.' 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
Kofler 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. ®*C NMR spectra were obtained in D,O 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."

Column chromatography was performed in the following sys-
tems: Cl, column: Dowex 1x8 (AG, 200400 mesh, Serva,
HCOO™ form, 2.0 x 64 cm), eluent: deionized H,O, elution rate:

32 ml/hr, fraction volume: 8 ml; C2a, C2B8 and C2y, column:
silica gel (100-200um, Serva, activated at 300° for 3 hr, 1.4X
32 cm), stepwise elution with the eluents: a, CHCl,-MeOH (9:1,
315 ml, 8:2, 360 ml), B, CHCl;-MeOH (8:2, 450 ml, 6:4, 1065 ml)
and y, CHCL,-EtOH (8:2, 300 ml, 6:4, 520 ml), elution rate:
120 ml/hr, fraction volume: 15 ml; C3, column: Dowex 1 X 2 (AG,
200400 mesh, Serva, OH-form, 1.6 X 53 cm), eluent: H,O-MeOH
(7:3), elution rate: 32 ml/hr, fraction volume: 16 ml; C4a and
C4p, column: DEAE-cellulose (DE 32, Whatman, HCO;~ form,
1.4 X 32cm), eluents: a, deionised H,O, elution rate: 10 ml/hr,
fraction volume: Sml, B, deionised H,O (90 ml) then a linear
gradient of H,0-0.3M aqueous triethylammonium hydro-
gencarbonate, pH 7.5 (1000 ml), elution rate: 30 ml/hr, fraction
volume: 10 ml.

Tlc was performed on precoated hptlc chromatoplates (Silica
Gel 60 F,s4, Merck) in the solvent systems: S1, 1-PrOH-conc
NH,OH-H,0 (11:7:2), S2, CHCl;-MeOH (7:3); S3, CHCl;-
MeOH (4:6) and on precoated PEI—cellulose chromatosheets
(Polygram Cel 300 PEI/UV,s4, Macherey, Nagel + Co) in the soln
S4, 0.1 M NaCl. Spots were detected by UV absorption, Ry
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 A unit of the substrate and 0.3 unit of
Escherichia coli alkaline phosphatase in 10l of 0.1 M NaHCO,
buffer, pH 10.6, at 37°, for 1 hr. Hydrolyses were followed by tlc.

General procedure for the synthesis of the phosphordiamidates
3, 4a, 5a and 6a. The whole procedure was performed at 0°.
POCI; (2001, 2.2 mmol) was added to a well-stirred suspension
of the nucleoside (1.0 mmol) in (MeO);PO (2.5 ml). Stirring was
continued with the exclusion of atmospheric moisture for 1 hr (1a
and 1b), or 2hr (Ic), or 7 hr (1d and 1e). The resulting soln was
poured into 7.0 N NH,OH (for 3), or 7.0 N aqueous CH;NH, (for
4a), or (CH),NH (for 5a), or morpholine (for 6a) {I0 ml in each
case} with stirring. After standing 5 min, the soln was evaporated
to dryness. The residue was dissolved in deionised H,O at 40-50°
(7ml for 3a, 16 ml for 3¢) or H,0-MeOH (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
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Table 3. R; values of compounds

Rf values in the systems

Compound
S1 S2 53 54

la 0T 20 57 0.65 0.57
3a 0.64 0.09 0.30 ©259
2 0.58 0.45 0.35
8 0.59 0.07 OF82
9 057 OeES 0.41
10 0.45 051
! 0.58 0.92
1-Methyladenosine 0.65 0.12 O 17, 0.95
1b 0.59 0.26 0.60 0.75
3b 0.47 0.26 0.80
Cytidine 5’'-phosphate (6= 0.18
lc 0.62 0.52
3c 0.47 0..52
Guanosine 5’-phosphate 0247 0.08
14 0.51 0.64 0.80 0.81
3d 0.44 0.20 0.51 0.87
Uridine 5’-phosphate 0.48 0.15
le 0.720 0,83 0.89 0.95
3=e 0.64 0.18 0.58 0.85
Thymidine 5’-phosphate 0.44 0.19
4a 0.69 0.36 0.54 (o) 581/
5a 0734 4:0,56 0.68 0.83
6a 0.68 0.47 0.61 0.84

separation. For details of separation see Table 1. Appropriate
fractions containing the product were pooled and evaporated to
dryness. The residue was dissolved in deionised H,O (15 ml for
3a and 3¢, 2ml 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 H,O. The residues of the phosphordiami-
dates 3a and 3¢ were recrystallised from hot H,O, 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 C1 was pooled and evaporated. The
UV spectra of the compound at pHs 1.0, 7.0 and 11.0 closely
resembled those of I-methyladenosine.”* The compound was
quantitatively converted to 1-methyladenosine by acid hydrolysis
and subsequent incubation with Escherichia coli alkaline phos-
phatase as detected by tlc comparison with an authentic spe-
cimen.

An aliquot (about 20%) of the mixture was separated in the
system C4p. The first peak eluted by the gradient contained, 7, 8
and 9, while the second one the phosphate 10 as detected by tlc
comparison with authentic specimens.
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