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1. Az értekezés elozményei és célkitiizései

A nukleozidok és nukleotid-analégok hosszu és gazdag multra tekintenek vissza
az orvosi kémia teriiletén. A természetben eléforduld nukleozidok egyediilallo
kiinduldpontot jelentenek a gyogyszertervezésben, mivel részt vesznek szamos
kulcsfontossdgu bioldgiai folyamatban, valamint azért is, mert nélkiilézhetetlen
¢épitékovei mind a DNS, mind az RNS szintézisének. A nukleinsavaknak
polianionos foszfodiészter gerinciik miatt magas a nukleazokkal szembeni
érzékenységiik, valamint alacsony a sejtpenetracios készségik, ezért a
természetes oligonukleotidok biologiai alkalmazhatosaga korlatozott. A
foszfodiészter kotés  helyettesitése  lehetGséget teremt  mesterséges
oligonukleotidok eldallitasara, és azok jobb tulajdonsagainak kihasznalasara.
A morfolino egy olyan nukleozidbol szarmaztatott vegyiilet, mely a riboz gytiri
helyett tetrahidro-1,4-oxazin (morfolin) vazat tartalmaz, és hozza 2-es
pozicidoban kapcsolddik a nukleobazis N-glikozidos kdtéssel. Ezen vegylileteket
elényos fizikai-kémiai, bioldgiai és metabolikus tulajdonsagai miatt gyakran
alkalmazzak az orvosi kémia teriiletén. Doktori munkam soran olyan nukleozid-
analogok szintézisével foglalkoztam, melyekben jelen volt a morfolin gytirii (1.
abra):

- nukleozid-morfolino dimerek és oligomerek szintézise (1-111)

- fluortartalmu morfolingy(riis szarmazékok eldallitasa (1V)

- morfolingylir(it tartalmaz6 potencialis glikoziltranszferaz inhibitorok

szintézise (V)
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1. abra A tervezett célvegyiiletek szerkezete

2. Az alkalmazott vizsgalati modszerek

A szintetikus munka soran a reakcié elérehaladasat vékonyréteg-
kromatografiaval ellendriztiikk, a nyerstermékek tisztitasat egy vegyiilet
kivételével Flash oszlopkromatografidval végeztiik, a 48-as vegyiilet tisztitasat
vastagrétegen hajtottuk végre. A szerves fazisokat Na,SOy-on szaritottuk, majd
szlrést kovetden csokkentett nyomason, rotacios vakuum beparlo segitségével
koncentraltuk 40-50 °C-os vizfiirdén. Az eldallitott vegyiiletek azonositasara
fajlagos forgatoképesség meghatarozast, egy- és két dimenzids (*H-'H COSY,
!H-BC HSQC és H-"*C HMBC) NMR spektroszkopiat, valamint MALDI-
TOF, és ESI-QTOF tomegspektroszkopiat alkalmaztunk.

3. Az értekezés 1j tudomanyos eredményei
3.1 Morfolino-nukleozid kimérak

Di-, és oligonukleotidokat allitottunk el6 kiilonb6z6 bazisszekvenciakkal, mely

vegyiiletekben a rib6z 5-0s szénatomja és a morfolin gylirii nitrogénje
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kozvetleniil kapcsolodik egymashoz. Tovabba ezen vegyiiletekben a nitrogén

egy tercier alkil-amin része, mely bazikus tulajdonsagt, igy megkonnyitheti a

sejtbe vald bejutast. A szintézist a megfeleloen védett nukleozid-dialdehidek és
5’-amino nukleozidok reduktiv aminalasi gylrzarasi reakcidjaval és az azt
kovetd védocsoport eltavolitassal valositottuk meg.

A 14-22 dinukleotid analégok szintézis¢hez tritil (Trt)-védett uridin-,
ribotimidin-, inozin-, adenozin-, citidin- és guanozin-szarmazékok (la-e)
oxidativ hasitasaval képeztik a megfelelé szekodialdehideket (2a-e). Ezzel
parhuzamosan 2',3'"-izopropilidén-uridinbdl, ribotimidinbdl és adenozinbol (3a-
c) allitottuk eld a nukleozid-5'-aminokat (4a-c) harom lépésben. A szintetikus
protokoll kulcslépése a 2a-e dialdehidek gyiiriizaro kettds reduktiv aminalasa
4a-c aminokkal, natrium-cianobérhidrid (NaCNBH3) redukaldszerrel, ecetsav
jelenlétében, ami az 5-13 védett dinukleotid analogokat eredményezte. A szabad
szarmazékokat (14-22) az izopropilidén és tritil véddcsoportok egyidejii
eltavolitasaval nyertiikk 90%-0s trifluor-ecetsav (TFA) és trietil-szilan (EtsSiH)
alkalmazasa mellett (2. abra).

A védett UmA dimer (7) esetében tapasztalt rosszabb hozam miatt
optimalizalasi reakcidkat hajtottunk végre, vizsgaltuk az amin mennyiségének,
a redukalészer mennyiségének és mindségének, valamint a sav és oldoszer
mindségének a hatasat, ¢és a 12 optimalizaldsi reakcido kozil a
legmegfelelébbnek a 1.5 ekv. amin, 2.5 ekv. NaCNBHs, TFA (1.0 ekv.)
alkalmazasa bizonyult etanolban, igy a kezdeti 31%-0t 62%-ra javitottuk. A
nem optimalizalt reakciok esetében melléktermékek képzddtek, melyek

1étrejottére reakcidomechanizmust javasoltunk.
5
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2. abra A morfolin6-nukleozid dimerek szintézise
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A 2b ¢és 23 reaktansokbol kiindulva kidolgoztunk egy hatékony, un. egyfazék
modszert a szabad szarmazék eléallitasara a védett termék izolalasa nélkiil (3.
abra). A reduktiv aminalasi 1épés utan a reakcioelegyet beparoltuk, és tisztitas

nélkiil végeztiik el a védécsoportok eltavolitasat. Igy a vart 24-es dimert 51%-

o
HO 2\!4
N NH
1a. EtOH, EtN, © N
o) NaCNBH;, TFA O N o)

N ;
HoN ¢ rt, 3 6ra N ¢
2 K@/NWNH 1b. beparlas \\G/N 7 NH
2+ \_/ N= 2. TFA-H,0 9:1 \_/ N_<NH
N H 4 N < 2
3 Et3SiH, rt, 2 dra HO OH

51% kép lépésre
23 TmG 24

0S dsszhozammal izolaltuk.

3. abra Egyfazék reakcid

Eldallitottunk egy olyan nukleozil-morfoliné-dinukleotid-szarmazékot (30),
amely alkalmas DNS-oligonukleotidokba valé beépitésre szilard fazist
automatizalt modszerrel. E cél elérése érdekében a tritil véddcsoportot
dimetoxitritilre (DMTr), a ribonukleozidot pedig 2'-dezoxinukleozidra
cseréltiik (4. abra). A DMTr-védett 25-6s nukleozidot 26-os dialdehiddé
oxidaltuk, majd reduktiv aminalési-ciklizalasnak vetettiik ala a timidinb6l nyert
29-es  5-amino-szarmazékkal, ami a 30 dinukleotid célvegyiiletet

eredményezte.
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4. abra 2’-Dezoxi dimer szintézise szilard fazisu oligonukleotid szintézishez

Kiterjesztettiilk modszeriinket nagyobb tagszamu oligomerek szintézisére is.
Eloszor a 34-es dinukleotid-szarmazékot allitottuk el a 33-as 5'-azido-
dialdehid 4b-vel végzett kett6s reduktiv aminalasaval (5. abra). A 34 vegyiilet
azido funkcigjat katalitikus hidrogénezéssel aminna alakitottuk. Az igy nyert
35-0s dimer amino épitéelem és 2b dialdehid reduktiv aminalasi ciklizacios
reakcidja jO hozammal eredményezte a 36 trinukleotidot. A 36
védbesoportjainak egylépéses eltavolitasaval pedig megkaptuk a szabad 37

(TmUmrT) szarmazékot.
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5. abra Morfolind-nukleozid trimer szintézise

A nagyobb tagszamu oligomerek eléallitasara szolgalo eljaras hatékonysaganak

"o

tovabbi tanulmanyozasara sikeresen elGallitottunk egy tetramert egy dimer

amin (42) és egy dimer dialdehid (44) reduktiv aminociklizalasaval (6. abra).
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6. abra 7°-Azido funkcionalizalt tetramer szintézise

A morfolino-nukleozid kimérak sejtpenetracios képességének
tanulmanyozasahoz fluoreszcens konjugatumot (48) allitottunk el6 a 7’-azido
dimer (43) és propargil csoporttal funcionalizalt BODIPY (47) Cu(l)-jodid-

katalizalta cikloaddicids reakcidjaval (7. abra).

10
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7. abra 5’-Azido-dimer reakcidja funkcionalizalt BODIPY -vel

Immortalizalt Caco-2 (kolorektdlis adenokarcinoma) intesztinalis epitél
sejtvonalon végezett fluoreszcens mikroszkopos vizsgalattal megéllapitottuk,
hogy a BODIPY-nukleotid dimer konjugatum (48) bejutott a citoplazmaba, a
sejtmagba viszont nem. A sejtmagok a mikroszkopos képeken kékre vannak

festve, a BODIPY konjugatum pedig zoldre festi a citoplazmat.

3.2 N-fluoralkil-morfolinék- a nukleozid analégok vj tipusa

Els6ként allitottunk eld fluortartalmit morfolind szarmazékokat fluorozott etil-,
¢s propilaminok, valamint nukleozid-dialdehidek reduktiv aminalasi ciklizacios
reakcigjaban. A szintézisek soran 5’-OTrt-uridin- (2a), és 5°-OTrt-NHTrt-
adenozin-dialdehideket (2d) reagaltattunk kereskedelmi forgalomban kaphato
2-fluoretil- (49a), 2,2-difluoretil- (49b), 2,2,2-trifluoretil- (49c), és 3,3,3-
trifluorpropil- (49d) aminokkal. A mono-, és a difluor-etilaminok alkalmazasa

sordn kozepes ¢és jo hozamokkal mentek végbe a reakciok (8. abra).

11
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8. abra N-fluoralkil-morfolinok eldallitasa reduktiv aminalasi ciklizacios

reakcidval

A 2,2 2-trifluoretil-aminnnal (49c-HCI) végzett reakciok soran az irodalmi
protokollt alkalmazva a vart termék nem képz6dott (9. abra), ellenben etoxi-

(50cb), és hidroxilcsoportot (50ca) tartalmazd, és eliminacios (50cc)

termékeket izolaltunk.

NaHCOg3 TrtO

TrtO NaCNBH3; 0. .NB TrtO TrtO TrtO
O._NB NH,.HCI AcOH \[ ]' O ,NB o0._NB 0._NB
e J B ety
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_ y (17 6ra) _ . . . .
2a NB = uracil 50c NB = uracil 50ca NB = uracil 50cb NB = uracil 50cc NB = uracil

2d NB = adenin™T" 49¢-HCI

(29%-jégecet)
51c NB = adeninVHT"
(46% jégecet)

9. abra Védett dialdehidek és trifluor-etilamin reakcioi

Az 50c eldallitasa céljabol optimalizalasi reakciokat hajtottunk végre,
NaCNBHoa/jégecet kombinaciot alkalmazva 29%-0s hozammal izolaltuk 50c-t,
de a legjobb koriilménynek a NaCNBH3/ZnCl; kombinacio adodott (71%).
Adenozin esetében jégecet (2.5 ekv.), és feleslegben alkalmazott redukaloszer
(NaCNBHs, 2.0 ekv.) jelenlétében 46%-o0s hozammal izolaltuk a vart terméket
(51c) (9. abra).

12
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A 3,3,3-trifluorpropil-amin (49d-HCI) esetében jégecet alkalmazasa mellett
mindkét dialdehidbdl jo hozammal izolaltuk a vart termékeket (50d, 51d) (10.
abra).
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e, e o r
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CF 1 éjszaka
3
(17 é6ra) CF3
2a NB = uracil 50d NB = uracil (49%)
2d NB = adenin™T 49d-HCl 51d NB = adenin™T" (63%)

10. abra: 3,3,3-Trifluorpropil-amin tartalmt morfolinok szintézise

90%-0s TFA és Et3SiH redukaldszer alkalmazasa mellett kivaldé hozammal

allitottuk el a 8 fluoros morfolin6t szabad formaban (52a-d, 53a-d) (11. abra).
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11. abra Szabad N-fluoralkil-morfolinok szerkzete
13
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A nukleozil-morfolino hibridek szintézise soran kidolgozott egyfazék szintézist
alkalmaztuk a legrosszabb hozamokat produkald 2,2,2-trifluor-etilamin-
hidroklorid (49c-HCl) esetében is mind uridin-, mind pedig adenozin-
dialdehidekkel, és igy kivalo hozammal nyertik a fluoros morfolind

végtermékeket (12. abra).

1.EtOH NaHCOj3,
Et;N, NaCNBH,, TFA  OH

e 0 NH,.HCI rt, 3 éra O. .NB
k; Z’NB k 2. beparlas
+ [
7 N\ CF .
g o 3 3.TFA-H,0 9:1 N
Et3SiH, rt, 2 6ra
CF3
2a NB = uracil 52c NB = uracil (65%-két Iépésre)
2d NB = adenin™T"  49¢-HClI 53¢ NB = adenin™"T" (67%-két Iépésre)

12. abra Egyfazék szintézisek

3.3 Potencialis glikoziltranszferdz inhibitorok szintézise tio-click
reakciokkal

Potencialis donor-szubsztrat analog glikoziltranszferaz inhibitorokat allitottunk
el6, mely vegyiiletekben a riboz gytriit morfolinoval, a foszfatészter kotést
pedig egy tioéter-linkerrel helyettesitettiik, melyben a kén és a szénhidrat rész
anomer szénatomja a-glikozidos kotéssel kapcsolodnak egymashoz, mint a
természetes donor-szubsztratumokban.

A megfelel6 a-glikozidos UDP-cukor analogok eldallitasa érdekében a 58, 62
¢s 66 o-glikozil-tiolokat a megfelelé 2-szubsztitualt glikalokra torténd
fotoinicialt HSAc-addicioval, majd szelektiv S-dezacetilezéssel allitottuk eld

(13. abra). Iniciatorként 4-metoxiacetofenon (MAP) és DPAP szinergikus

crcr

14
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Szelektiv S-dezacetilezés utan a kapott glikozil-a-1-tiolokat tiol-én kapcsolasi
reakcionak vetettiik ala uracil-N-allil-morfolinéval (56), melyet tritil csoporttal
védett uridin-dialdehid (2a) és allil-amin (54) reduktiv aminalasi reakcidjaban,
majd az azt kovetd véddcsoport eltavolitassal nyertiink. A fotoinicialt
tioladdicios reakciok optimalizalt korilmények kozott (TFA és DPAP
jelenlétében, -80 °C-on 3x30 perc besugarzas UV-fénnyel, Amax = 365 nm) a
vart morfoliné-tiocukor konjugatumokat (59, 63 és 67) eredményezték. A
Zemplén-féle dezacetilezés utan j6 6sszhozammal kaptuk a 60-0S, 64-as és 68-

es 1j UDP-cukor anal6gokat.

15
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92% MeOH 60 R = H (73%)
17 ora, rt
i) HSAc, toluol
DPAP, MAP, -80°C \[ j’ T
OAc hv, 3x30 perc OAc  MeOH/CH,Cl,
77% (o) TFA, DPAP
e . — ’*i?coéﬁ : éﬁ
i) NaOMe AcHN hv, -80°C AcHN
NHAc MeOH, 30 perc SH 3 x 30 perc
61 0°C 71% NaOMe ( 63 R = Ac
98% 62 MeOH | 64 R=H (68%)
17 éra, rt
o
OH =
i) HSAc, toluol O NTNH
OAS oA DPAP, MAP, -80°C 56
hv, 3x30 perc AcO _OAc MeOH/CH,Cl, RO OR
0, 75% o  TFA DPAP
AcO = S —
B AcO >
OAc ii) NaOMe AcO hv, -80 °C
65 MeOH, ng perc SH 3 x 30 perc
0° 67% NaOMe
93% 66 o Me 67 R =Ac

17 ra, it~ B8R =H (72%)

13. abra UDP-cukor anal6gok szintézise

Az utobbi tiol-én modszert kiterjesztettiik guanozin-difoszfat-mannoz ¢€s
citozin-monofoszfat szialsav morfolingyiiriis mimetikumainak szintézisére. A
korabban kialakitott szintetikus utat kdvetve az N-allil-guanin-morfolinét (70)
a 2f guanozin-szekodialdehidbdl két 1épésben allitottuk eld, beleértve a kettds
reduktiv aminalast allil-aminnal (54) és a kapott 69-es detritilezését. A 70-es

szarmazékra torténd tioladdicid hatékonyan végbement az o-1l-tiomanndz
16



Huddakné Debreczeni Nora: Morfolingyiiriis nukleozid analogok szintézise

szarmazékkal (71) a 72-es guanin-morfolino-tiomannozid konjugatumot
eredményezve 67%-0s kitermeléssel, amelybdl Zemplén koriilmények kdzott
végrehajtott dezacetilezéssel allitottuk el6 a szabad GDP-mannéz analogot (73)

(14. abra).

N o]
oTrt =
N

4

S =

¢} 2 NHTrt
54 NaCNBHj3| EtOH, rt AcO OAc o
AcOH 62% Ac}\)&]ﬂ\ HO (/N
C!
TFAH,0 HO NP ° N\g/_( NH
N 12 ( 71 SH —
ot AP EtsSiH Ne? - Sh N N—<NH

o}

—_— p—

o} N\g/\{NH t2 o N]’ N=( MeOH/CH,Cl,  AcO— OAC 2

N=( 62% NH,  TFA, DPAP  AcO .0
N \ Tt -80°C,hv  AcO
ﬁ ‘ 3x30 perc s

72

\ 69

70 67%

MeOH (17 6ra)

rt
NaOMe |1 éjszaka
98%

HO AN
O N
NP
N=
N =
HO OH NH,
HO -0
HO
S
73

14. abra GDP-cukor analog szintézise

A CMP-szidlsav mimetikum szintéziséhez a megfeleld citozin-N-allil-
morfolin6t (75) allitottuk el6 a citidinbol szarmaztatott dialdehidbél (2e) és az
54-es allil-aminbdl. A tioladdicids 1épésben a 75-6t a 76-0s a-2-tioszialsavval
reagaltattuk -80 °C-on, UV-besugarzassal, hogy a vart morfoliné-tipusu

tioszialozidot (77) allitsuk eld, melybdl Zemplén koriilmények kozotti
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dezacetilezést kovetéen a szabad CMP-szialsav analogot (78) kaptuk meg (15.
abra).

54 NHTH
oTit /\(NHTN NaCNBH; T /\( OH (\\(NHZ
NH AcOH K[ ], \Y( TPAMZ0 \[O N\“/N
3
I

KSO NW
o/ Z\; o EtOH, t, 2 6ra N
1 éjszaka H 89% H
176
2e (17 ora), rt ‘ ‘
75

62%

74
MeOH/CH,Cl,
COOMe | TFA, DPAP
\/w -80 °C, hv
AcHN 4x30 perc
AcO OAc 53%

\[ Y Y
(o] (o]

N N

NaOMe
OH MeOH
HO COOMe -— COOMe
t,1 éjszak;
A;ﬂmfs 1 giozaka Am
S (17 ora)
HG OH 67% AcO  0OAc

15. abra CMP-cukor analdg szintézise

18



Huddkné Debreczeni Nora: Morfolingyiiris nukleozid analégok szintézise

4, Az eredmények hasznosithatosaga

- Az altalunk eldallitott nukleozid-kimérakat a jovoben RNS, illetve DNS
oligomerbe kivanjuk beépiteni, és vizsgalni a hibridizacios képességeiket

a komplementer szalakkal.

- Az irodalomban kozolt nukleozid analégoknak igazoltan lehet virus-,
parazita-, illetve tumorellenes hatasuk, ezért a jovOoben az altalunk
eléallitott fluoros morfolindk antiviralis, malaria ellenes, valamint

citotoxikus hatdsat kivanjuk mevizsgalni.

- Az eddig eldallitott potencialis GT inhibitorok korét boviteni szeretnénk,
tovabba egylittmiikodés keretében vizsgalni szeretnénk glikozidaz-gatlo

hatasukat Leloir glikozil-transzferazok ellen.
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