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Roviditések jegyzéke

ATP: adenozin-trifoszfat

CAMP= ciklikus adenozin-monofoszfat
cGMP= ciklikus guanozin-monofoszfat
DCC-= diciklohexil-karbodiimid

DNS= dezoxiribonukleinsav

DPAP= 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenon
Ekv.= ekvivalens

Fmoc= 9-fluorenil-metoxikarbonil

hA: homoadenozin

hU: homouridin

LNS: lakatolt-nukleinsav

NAD= nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADP= nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
PNS= peptid-nukleinsav

PRNS: peptid-ribonukleinsav

RNS= ribonukleinsav

TBDMS= terc-butil-dimetilszilil



1. Bevezetés
A nukleozid- és nukleinsavanalogok jelentds terapias potenciallal rendelkeznek. Munkank soran

cisztein nukleozidokhoz kapcsolasaval olyan vegyiileteket allitottunk elé, amelyek nemcsak monomer
formaban rendelkezhetnek érdekes bioldgiai tulajdonsagokkal, hanem oligomerizalva éket Gj tipusa
nukleinsavanalogokat nyerhetiink. Kiilonboz6 stratégiakat dolgoztunk ki a peptidszintézis alapanyagéul
szolgaldo monomerek eldallitasara, és ezeket végigvittiik 2 komplementer nukleozidon: adenozinon és

uridinen, valamint oligopeptideket is eléallitottunk.

A fotokatalitikus tioladdicid egy elényds tulajdonsagokkal rendelkezd reakcid, amit széles
korben hasznalnak a ,klikk” kémiaban, a kémiai bioldgiaban és a szénhidratkémidban, viszont
mindeddig nem kisérleteztek vele a nukleozidkémidban. Szadmtalan reakciokoriilményt vizsgalva
kiilonb6zo telitetlen nukleozidszarmazékokon nagyon érdekes felfedezéseket tettiink a reakcio
hozamanak és szelektivitasanak befolyasoldsara, valamint nagyszamu uj, figyelemreméltd bioldgiai

aktivitassal rendelkez6 vegyiiletet allitottunk eld.

2. Irodalmi el6zmények

2.1. Természetes nukleozidok és nukleozidszarmazékok

A nukleozidok és szadrmazékaik valtozatos bioldgiai feladatokat latnak el: részt vesznek a
jelatviteli folyamatokban (cAMP, cGMP), a sejtek energiahaztartasaban (ATP, NADH) vagy névények
esetében a fotoszintézisben (NADP).

2.2. Természetes nukleinsavak

A természetes nukleinsavakban egy cukor-foszfat lanchoz kapcsolodnak a nukleobazisok. A
nukleinsav két legfontosabb tulajdonsaga a gerinc milyensége, ami természetes nukleinsavak esetén egy
sokszorosan negativ toltésii, polianionos vaz, valamint a bazisok sorrendje. A megfeleld bazissorrendii
nukleinsavak, amelyekben egymassal szemben olyan bazisok talalhatdak, amelyek donor és akceptor
csoportjai megfeleld pozicidban vannak hidrogénkotések kialakitdsahoz, rendkiviil erdsen képesek
egymashoz kotodni, kétszalt strukturakat képezve. A bazisok sorrendje tehat meghatarozza, hogy egy
adott nukleinsav milyen szekvencidju masik nukleinsavhoz tud hibridizalni. A nukleinsavakat
szerkezetiik és funkcioik alapjan két f6 csoportra oszthatjuk. A DNS felel a genetikai informacid hossza

tava taroldséaért a sejtmagban, mig az RNS sokkal szélesebb kort funkciokkal rendelkezik.
2.3. Szintetikus nukleinsavanalogok

A természetes nukleinsavak a nukledzokkal szembeni érzékenységiikbol kdvetkezd alacsony
féléletidejiik miatt kevéssé alkalmasak biologiai felhasznalasra, pl. géncsendesitésre. Ezért a
gyakorlatban (mind kisérleti, mind terapias céllal) olyan szintetikus nukleinsavanaldgokat hasznalnak,
amik a természetes nukleinsavakhoz képest valamilyen modositast tartalmaznak. A valtoztatas érintheti
a bazist, a cukor-komponenst vagy az internukleotid kotést. A modositas f6 célja a stabilitas ndvelése,

de fontos szempont a kotddés megfeleld erdssége, a vegylilet sejtbe vald bejutasi képességének

5



ndvelése, valamint hogy a szarmazék alkalmas legyen tripla hélix képzésre, ill. képes legyen aktivalni
az RNdaz-okat. Természetesen ugyanazon a molekuldn beliil tobbféle modositas is eléfordulhat. A
legfontosabb ilyen szarmazékok a foszforotioat tipusu nukleinsavak, az LNS-ek, a 2’-O-alkilcsoportot

tartalmazo6 szarmazékok, valamint a peptid-nukleinsavak.

2.4. Peptid-nukleinsavak

A peptid-nukleinsavakat (PNS) 1991-ben fejlesztették ki Nielsen és mtsai. Az eredeti PNS-
ekben a nukleinsavak polianionos cukor-foszfat gerincét semleges oligo N-(2-aminoetil)-glicin vazra
(AegPNS) cserélték, amelyben az aminoetil rész aminocsoportja €s a kdvetkez6 monomer karboxilja
kozott alakitanak ki amidkotést, mig a glicin nitrogénjéhez egy metilénkarbonil hidon keresztiil
kapcsolodnak a nukleobazisok. Azota az alap AegPNS-en kiviil kifejlesztettek szamtalan varianst,
tobbek kozott olyanokat is, melyek tartalmazzak az egész nukleozidot (PRNS), nem csak a bazist. A
PNS alapvaz tehat akiralis, aciklikus, elektromosan semleges, és nem tartalmaz szénhidrat komponenst.
Ezek a valtoztatasok kézzelfoghatd elényokkel jarnak. A semleges oligo-aminoetilglicin szal és a
komplementer nukleinsav vaza kozott nincs a kotddést csokkentd elektromos taszitds, mint a
sokszorosan negativ toltésti foszfatészter gerincek kozott. Ennek megfeleléen a peptid-nukleinsavak
DNS-ekhez is kivaloan, RNS-ekhez pedig még jobban kétddnek, rendkiviil stabil duplexeket képezve;
ugyanakkor a szelektivitas is magasabb foku. Minthogy nem foszfatészterkotések kapcesoljak Gssze a
monomereket, a PNS-ek rezisztensek a nukledzokkal szemben, rdadasul a benniik 1évé amidkotés nem
a szervezetben leginkabb el6forduld a-peptidkotés, ezért a peptidazoknak is nagymértékben ellendllnak.

Savakra ¢és gyenge bazisokra sem érzékenyek, ami kiilondsen elény0s a szintézis soran.

2.5. Nukleozidanalog gyogyszerek

A nukleozidok fentebb targyalt, sokrétii biologiai szerepei lehet6vé teszik, hogy szarmazékaikat
a gyogyaszat kiillonboz6 teriiletein hasznaljuk. Ennek alapja elsGsorban az, hogy olyan vegyiileteket
allitanak el6, melyek a természetes nukleozidokkal vald szerkezeti rokonsag miatt képesek
kolcsonhatasba 1épni a szamos nukleozid-felismerd enzim valamelyikével, és annak mitkodését
befolyasolni, vagy beépiilni a szintetizal6dd természetes nukleinsavakba. Kisérleti céllal szamos
kiilonb6z6 nukleozidalapu vegyiiletet allitottak mar el6 valtozatos bioldgiai hatasokkal, a klinikumban
azonban a tumor- (trifluridin, citarabin, 5-fluoruracil stb.) és virusellenes kemoterapiaban van nagy
jelentsége az ilyen szarmazékoknak. Utobbiak kozé tartoznak tobbek kozott herpesz- (aciklovor,

ganciklovir), HIV (zidovudin, didanozin) ill. koronavirusellenes (favipiravir, remdezivir) anyagok.

2.6. Tioladdicio
Mivel a PhD munkam soran az egyik legfontosabb szintetikus moédszer volt, attekintem a

tioladdicid, mas nével tiol-én kapcsolas (TEC) vagy tio-klikk reakci6 tulajdonsagait.

Altalaban a tioladdiciét az un. ,klikk” reakciok kozé soroljak. Ezek a reakciok viszonylag

egyszerlien és gyorsan, j0 hozammal, atomhasznosulassal és szelektivitassal végrehajthatoak, és



kompatibilisek reaktansok €s oldoszerek széles korével. A TEC reakcidkat 2 csoportra oszthatjuk: tiolok
Michael addicidja elektronhidnyos C-C kettds kotésre katalizator jelenlétében tiolaton keresztiil,
valamint gyokos mechanizmust addicio, mely esetben ,,anti-Markovnyikov” termékek keletkeznek.
Mivel a dolgozat alapjaul végzett munka keretei kdzott az utdbbival foglalkoztam, az aldbbiakban csak

azt targyalom.

A gyokos mechanizmusu reakeid soran altalaban egy iniciatormolekula hatasara gyok képzodik
a tiolbol. Az elektrofil tiil gyok addicional a kettés kotésre, igy egy széngyokot eredményez, ami egy
Ujabb tiolmolekulabdl hidrogént elvonva ismét egy kéngyokot képez, és a folyamat kezdddik eldlrdl. A
legjellemz6bb lanclet6rd 1épés a diszulfidképzés 2 tiilgyok rekombinalddasaval. A tiilgyok reakcidja az
alkénnel gyors és reverzibilis 1épés, hogy melyik iranyba tolodik el, az a kettdskotés elektronsiirtiségétol,
a kéngyok és a keletkezd széngyoOk stabilitasatol, valamint a koriilményektol fiigg. A reakcio
elérehaladasa szempontjabol kulcsfontossagi, hogy a széngydk hidrogénabsztrakcidja gyorsabb legyen,
mint a bomlasa. Napjainkban rendkiviil elterjedtek a fotoaktivalt tioladdiciok, ami esetében kiilonb6zo
hullamhossziisagu elektromagneses sugarzas okozza az iniciator bomlasat. A 2,2-dimetoxi-2-
fenilacetofenon (DPAP) UV fény hatasara hoz létre gyokoket. A fotoinicialt gyokos reakciokon kiviil a
fotoredox aktivalasu modszerek is rendkiviil elterjedtek. Ezekben iniciator helyett valamilyen
katalizatort hasznalnak, ami fény hatdsara gerjesztett allapotba keriil, és ez az aktivalt katalizator
oxidalja a tiolt gyokkationnd, amibdl deprotondlodassal keletkezik a kivant tiilgyok, ami aztan a fentebb
ismertetett utvonalon keresztiil reagél az alkénnel, a katalizator pedig kiilonb6z6 modokon (pl. oxigénnel
valo reakcié altal) visszaalakul a kiindulasi allapotaba. Fémkatalaizatorokat (pl. trisz-(bipiridin)-
ruténium-(11)-kloridot) vagy titandioxidot is hasznalnak, de egyre elterjedtebbek az organokatalizatorok

is, mint pl. a 9-mezitil-10-metilakridinium sok, eozinsarga, vagy bengalrdzsa.

A felhasznalhat6 tiol és alkén partnerek széles kore, az enyhe koriilmények és a szabadon
megvalaszthaté oldészer miatt a tioladdicio rendkiviil széles korben elterjedt modszer a szintetikus
kémidban. Hasznaljak tobbek kozott dendrimerek eldallitasara a polimerkémidban és a
szénhidratkémidban. A szénhidratkémian beliill hasznalhatd glikokonjugatumok eldallitasara, és
intramolekuléris reakcioval vald tiocukorszintézisre is. Végeztek tioladdiciot szénhidratok exo- és
endociklikus kettds kotésére kiilonbozo tiolokkal, beleértve alifas és aromas tiolokat, tiocukrokat,
merkaptoalkoholokat. Endoglikalok esetében a hozam és a sztereoszelektivitas mértéke fligg az alkén
szerkezetét6l, 2-szubsztitualt glikalokbol altalaban kivald szelektivitassal 1,2-cisz-a-tioglikozidok
keletkeznek. Mind a tiilgyok addicioja, mind a hidrogénabsztrakcio axialis iranybol kedvezményezett
(tehat transz-diaxidlis addici6 torténik). Hogy melyik axialis irdny kedvezményezett, az a
konforméaciotol is fiigg, a konformaciot pedig a koriilmények pl. a hdmérseklet, vagy az oldoszer is

befolyasolhatja, ezért a szelektivitas is befolyasolhato ezek valtoztatasaval.



3. Célkitiizés
PhD munkam célja volt olyan 1j, médositott nukleozidszarmazékok eléallitasa tioladdicioval,

melyek egyrészt kiillonb6zo biologiai vizsgalatoknak (pl. sejtéletképességi vagy antiviralis vizsgalat)

vethetoek ala, valamint amelyek 6sszekapcsolhatoak wjfajta peptid-nukleinsavakka.

4. Modszerek

A reakciokat vékonyréteg-kromatografids modszerrel kovettiik. A termékek tisztitasat flash
oszlopkromatografiaval hajtottuk végre. A vegyiiletek szerkezetét egy- és kétdimenzios *H, *C, COSY
¢s HSQC NMR mérésekkel, illetve MALDI-ToF és ESI MS mérésekkel igazoltuk. Az optikai

forgatoképességeket szobahdmérsékleten mértiik automatikus polariméterrel.

A fotoinicialt tiol-én addicios reakciokat borszilikat edényben hajtottuk végre, a besugarzast 75
W teljesitményli higanylampaval végeztiilk, a maximalis emisszidos hullamhossz 365 nm volt. A
higanylampat kiviilr6l vizhiitéses immerzios kopennyel védtiik. A mintdkat 10-50 mL {rtartalmua
borszilikat lombikokba tettiik, és a lampatol legfeljebb 2 cm-re helyeztiik el. A mintakat nem kevertettiik
a besugarzasok alatt. Az alacsony hdmérsékleten végrehajtott reakciok esetében a lombikot hiitéflirdébe

helyeztiik.

5. Az értekezés Uj tudomanyos eredményei

5.1. Nukleozidok tioladdicioi

Ahogy azt fentebb emlitettem, a szénhiratkémiaban nagy hagyomanya van a tioladdici6 sokrétii
felhasznalasanak. Habar furandzgytirlis exometilén szdrmazékokon hajtottak végre tioladdiciokat,
korabban még senki nem probalta ki, hogyan viselkednek kiilonb6z6, a cukorgyiiriin telitetlen kotést
hordoz6é nukleozidok a tioladdicid6 koriilményei kozott. A korabbi eredmények alapjan
szénhidratszarmazékokon a fotoinicialt tioladdici6 altalanosan alkalmazott koriilményei kozott, nem tal
nagy tiolfelesleggel, szobahémérsékleten jo hozamot és kivald sztereoszelektivitast lehetett elérni.
Ennélfogva ez a reakcio kivalo modszernek tiint arra, hogy kiilonb6z6 merkaptanokat kiilonb6zo
nukleozidszarmazékokkal Osszekapcsolva szdmos 10j vegyiiletet allitsunk el6, ami — ismerve a
modositott nukleozidok széleskorti felhasznalhatosagat — nagy mennyiségli potencialisan biologiailag
aktiv, 0 vegyilet szintézisét is jelentené. Munkam soran teszteltem a nukleozidok tiol-én
kapcsolasaiban rejlé lehet6ségeket és korlatokat, optimalizaltam a koriilményeket az egyes tiolokra és
alkénekre, és létrehoztam egy vegyiiletkonyvtarat az 0j, szénhidratrészen modositott nukleozid-
analogokbol. A Gyogyszerészi Kémiai Tanszék kooperacios kapcsolatainak kdszonheten az eldallitott
szarmazékok egy része kiilonbozo biologiai kisérletekbe (sejtviabilitasi, virusellenes, antibakteridlis,

malariaellenes) lett bevonva.



5.1.1. Uridin és ribotimidinszarmazékok tioladdicios reakcioi
Megfelelden védett uridinbél és a ribotimidinbél exometilén csoportot tartalmazo

szdrmazékokat allitottam eld, majd tanulméanyoztam ezek tioladdicids reakcioit.

5.1.1.1. 4’-Exometilén uridin és ribotimidin szdarmazékok tioladdicios reakcioi

Az uridinbdl eldallitott 4’-exometilénen el6szor egy egyszerl tiollal: n-propilmerkaptannal
teszteltiik a tioladdiciot. Szénhidratos irodalmi analdgia alapjan jo6 hozamra és teljes D-ribo
szelektivitasra szamitottunk. Azonban 3 ekv. tiol alkalmazasa mellett is csak 60%-0s hozamot sikeriilt
elérni, raadasul 2:1 aranyban képz6dott a D-ribo és az L-lixo izomer. Megvizsgaltunk mas inicialasi
modszereket is a konverzid javitasa érdekében, azonban a hozamok mindegyik esetben, elmaradtak a
fotoinicialt modszer kitermelésétdl. Tobbek kozott AIBN-inicidlta reakciot is végeztink. Az AIBN
magas homérsékleten hasad gyokokre, ezért a reakciot 120 °C-on hajtottuk végre. Ebben az esetben
1,5:1 volt a D-ribo:L-lixo arany, ami arra utalt, hogy a magasabb hémérséklet ront a
sztereoszelektivitason. A tanszéken parhuzamosan folytak kisérletek pirazonil endoglikdlokon, és azok
azt mutattak, hogy a hiités jelentdsen javitja a konverziot, ezért kiprobaltuk, hogy mi torténik, ha
lehiitjiik a reakcioelegyet. -30 °C-on tolulban, mindossze 2 ekv. tiol hasznalata mellett fotoinicialt
koriilmények kozott 88%-os sikeriilt elérni, és a fétermék ribo vegyiilet aranya megduplazodott a
szobahdmérsékletli reakcioéhoz képest. -80 °C-on, egyébként az el6zdvel azonos koriilményeket

alkalmazva mar 5:1 diaszteromer aranyt sikeriilt elérni, mig a hozam érdemben nem véltozott.

Miutan optimalizaltam a koriilményeket, és sikeriilt mind a hozamon, mind a szelektivitason sokat
javitani, a tovabbiakban csak a legjobbnak bizonyult fotoiniciaciés mddszert alkalmaztam a nukeozidok
tioladdicios rekcioiban. Els6ként uridin-4’-exometiléneket reagaltattam -80 °C-on kiilonb6z6 tiolokkal,
beleértve alkiltiolokat, aminosavszarmazékokat és tiocukrokat. Primer tiolok esetében altalaban jo, vagy
kivalo hozamot és sztereoszelektivitast lehetett elérni és mindig a ribo izomer volt a fétermék. t-Bultil-
merkaptan esetében viszont hiités hatasara a lixo izomer arany novekedett meg, ami a szelektivitas
csokkenését eredményezte (3:1 ribo:lixo aranyrol 2:1-re). 1-Tiocukrok reakcidja soran pedig érdekes
modon a tiol partner konfiguracioja is befolyasolta a reakcio sztereokémiai kimenetelét, 1-tiomannézzal
D-ribo, mig gliiko- és galakto-konfiguracioju tiolokkal L-lixo szelektivitassal mentek végbe a reakciok.

A ribotimidin 4’-exometilén esetében nem volt jelentds eltérés az uridinszarmazékok reakcidihoz

képest.

5.1.1.2. 3’-Exometilén uridin és ribotimidin szarmazékok tioladdicios reakcioi

alakitottam ki, majd ezeken a szdrmazékokon folytattam a tioladdicios reakcid tanulmanyozasat. A 4’-
exometilének esetében tapasztaltak miatt elészor -80 °C-on hajtottam végre tioladdiciokat. Egyszerii
alkiltiolokat reakcidiban azt tapasztaltam, hogy az alkillanc novekedésével (feltehetéen a hosszabb

alkilldinc a nagyobb elektronkiildd képessége miatt stabilizalja az elektrofil tiil gyokot) csokken a



reaktivitas. gy a -80 °C-on til alacsony, vagy zéro konverzié miatt magasabb hdmérsékleten végeztem
a reakciokat. Azonban a n-butilmerkaptan reakcidi azt mutattak, hogy a tGl magas hémérséklet
jelentésen rontotta a szeteroszelektivitast. Az emlitett reakciok esetében -80 °C-on nem volt érdemi
konverzio, -40 °C-on 62%-os hozammal és 20:1 D-xilo:D-ribo izomerarannyal képz6dtek a terméket,
mig 0 °C-on a hozam mar nem nétt jelentdsen, a szteroszelektivitas viszont a felére csokkent. A
legnagyobb szénlanct oktil- és dodecil-merkaptanok esetében 0 °C-on is rendkiviil alacsony hozamot
sikeriilt elérni. A tiolecetsav meglepGen kis reaktivitast mutatott az addicios reakcioban (0 °C-on is csak
26%-os kitermelés), ennek kdze lehet a tiol savassagahoz, ami miatt gydokképzodés helyett hajlamosabb
lehet a deprotonalddasra. A MesNa (merkapto-etanszulfonsav-natriumso) az alkiltiolokhoz hasonléan

viselkedett.

A 3’-helyzetii kettOskotésen végzett addicioknal szobahémérsékleten és hidegen is magasabb
foku szelektivitast tapasztaltunk, mint a 4’-szarmazékok esetében. Meglepé modon mindig a D-xilo
izomer volt a fétermék, vagyis a tioladdicid konfiguracios inverziét eredményezett a kiindulasi
nukleozid C3’-helyzetében. Ez két szempontbodl is meglepd. Egyrészt az irodalomban van példa
alapjan azt vartuk, hogy a D-ribo konfiguracio lesz a kedvezményezett. Masrészt, mig a 4’-exometilénen
az 1-tiocukrok addicidi ellentétes szteroszelektivitdssal mentek végbe, mint a nyilt lancu tiolokkal
végzett addiciok, a 3’-exometilén addicioindl sehol sem figyeltiink meg ellentétes szelektivitast. Habar
a sztereoszeletivitas mértéke tiolonként és homérsékletenként eltért, mindig a D-xilo izomer képz6dott

nagyobb mennyiségben. Mindezekb6l lathatd, hogy ez a modszer alkalmas valtozatos D-xilo

crcr

A 3’-modositott D-xilofuranozil nukleozidszarmazékok egy részén a Biotechnologiai és
Mikrobiologiai Tanszéken sejtéletképességi vizsgalatokat végeztek HaCaT egészséges és SCC-VII
tumoros sejtvonalakon. Az alkillincot hordozd vegyiiletek, a dodecillancot tartalmazd vegyiilet
kivételével, citosztatikus hatast mutattak 10-30 uM-os koncentracioban, a tumoros sejtekre nézve enyhe

szelektivitassal.

Széles spektrumu antiviralis vizsgalatok torténtek a belgiumi Rega Intézetben. Néhany vegyiilet
kivalo6 antiviralis hatast mutatott vakciniavirus, sargalazvirus és human koronavirus (229E torzs) ellen.
Utobbiak koziil kiilonésen a p-glilkdz-peracetatot és o-mannoz-peracetatot hordozo vegyiiletek
érdekesek, ugyanis azok gyakorlatilag nem mutattak citotoxicitast. Human CoV 229E koronavirus ellen
a gliikoztartalmu szarmazék ECso= 8 uM értékkel rendelkezett, mig a mannoztartalmi analogja ez ellen
a virus ellen nem mutatott aktivitast. Eszerint a nukleozidhoz kapcsol6dd szénhidrat konfiguracidja

meghatarozé az antiviralis hatas szempontjabol.
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5.1.1.3. 2°-Exometilén uridin és ribotimidin szarmazékok addicios reakcioi

Kétféle védocsoportot hordozd 2’-exometilént allitottam eld uridinbdl és ribotimidinbdl: 3°,5°-
helyzetben TBDMS-csoportot tartalmazo, valamint 3°,5’-szililénacetallal védett szairmazékokat. Az
elébbi esetben egyszerti alkiltiolok (PrSH, BuSH) és tiocukrok reakcidi soran is jelentds arabino
szelektivitast tapasztaltunk mind szobah6én, mind -80 °C-on. Alkiltiolok esetében a szililénacetallal
védett vegyiiletek addicioi hasonlé eredményt hoztak, mig a tiocukrok esetében jelentésen romlott a

szelektivitds, ami arra utal, hogy a véddcsoportok is képesek befolydsolni a sztereoszelektivitast.

5.1.2. Adenozinszarmazékok tioladdicioi

Az uridin és ribotimidin addiciéi utdn a purinvazas adenozin tioladdiciés reakcidit
tanulmanyoztam. A 2’°,3’-izopropilidéncsoporttal védett adenozin 4’-exometilénen csak néhany
ismertetem. Fotoinicialt koriilmények kozott, -80 °C-on 1:3 aranyban képz6dott a D-ribo és az L-lixo
termék, ami megfelel az analdog uridin-exometilén esetében tapasztalt aranynak. Az igy kapott

adenozinszarmazék kivald hatast mutatott plazmodium ellen (66,15 nM ICsp érték Pf3D7 ellen)..

5.2. Ciszteinil nukleinsavak szintézise

A PhD munkam egyik célkitiizése volt olyan nukleozidszarmazékok szintézise, amelyek
alkalmasak lehetnek 10j tipusu peptid-nukleinsavak eléallitasara. Ehhez tervbe vettiik aminosav-
nukleozid konjugatumok eldallitasat, melyek peptidkémia moddszerekkel Gsszekapcsolhatdak
egymassal, és igy olyan peptidgerincli nukleinsavanaldégokat kapunk, melyek a ,klasszikus™ peptid-
nukleinsavakkal ellentétben nemcsak a nukleobazist, hanem a nukleozid furandzgylriijét is
tartalmazzak. A monomer egységek szintéziséhez mind a nukleozid-, mind az aminosav részen
megfeleld védbécsoportokat tartalmazo ciszteinil-nukleozidokat kell elballitani, amire — a cisztein
tiolcsoportja miatt - egy alkalmas modszer lehet a tioladdicio. A masik lehetséges metodus a megfeleld
pozicioban jo tavozdcsoportot tartalmazd nukleozidon végrehajtott nukleofil szubsztitucio. Mindkét

reakcioutat kiprobaltam, hogy 0sszehasonlithassuk a teljesitoképességiiket, elényeiket, hatranyaikat.

5.2.1. Ciszteinil-uridin monomerek el6allitasa tioladdicioval

Két ciszteinszarmazékot, az N-acetilciszteint és az Fmoc-ciszteint vontuk be a kisérletekbe. Az
Fmoc véddcsoport hasznalata altalanosan elterjedt a peptidkémiaban elsdsorban azért, mert a hasitasa
enyhe koriilményeket igényel. A nukleozidszarmazékok tioladdicios reakcidival kapcsolatban felgytilt
tapasztalatok alapjan -80 °C-on végeztiikk a fotoinicialt tioladdicidkat, és mindkét esetben kivald
hozammal és sztereoszelektivitassal képz6dott a kivant termék. Az igy kapott, Fmoc védett vegyiilet
alkalmas lenne szilard fazisu peptidszintézissel megvalositott oligomerszintézisre is, 4m az egyébként

figyelemreméltd, 91%-os izomertisztasag erre a célra nem volt elegendo.
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5.2.2. Ciszteinil-adenozin monomerek eléallitasa tioladdicioval

A ciszteinil-adenozint az izopropilidénezett 4’-exometilénbél terveztem el6allitani az
uridinszarmazék reakcidival analdg moddon. Mivel az 1-tioglikéz addicidja hasonld
sztereoszelektivitassal ment végbe telitetlen uridinen és adenozinon, azt vartuk, hogy ebben az esetben
is az uridinanalogéhoz hasonld hozamot és izomertisztasagot sikeriil elérni. Azonban ugyanolyan
koriilmények kozott 2:1 aranyban képzodott a D-ribo és az L-lixo termék, ami azt bizonyitja, hogy a
nukleobazis milyensége nagymértekben képes befolyasolni a szelektivitast. Mivel a kivant ciszteinil-

adenozinszarmazék eloallitasara a tioladdicido nem volt alkalmas, mas modszert kellett talalnunk.

5.2.3. Ciszteinil-adenozin és -uridin monomerek el6allitasa nukleofil szubsztitucioval
A masik modszer, ami alkalmas lehet a ciszteinil-nukleozidok eléallitasara: a tiolokkal végzett
nukleofil szubsztiticio, ehhez megfeleléen védett, 5’-helyzetben tavozdcsoportot tartalmazo

nukleozidokat kellett eléallitani.

2’,3’-Helyzetben TBDMS ill. izopropilidén csoportokkal ellatott 5’-jodszarmazékokat
szintetizaltam uridinb6l, melyekre kiilonb6z6, védett ciszteinszdrmazékokat kapcsoltam, majd az igy
nyert C-, és N-terminalis monomereket dipeptidekké kapcsoltam ossze. Eldallitottuk a 2°,3’-O-
izopropilidénezett, a ciszteinen N-Fmoc csoportot tartalmaz6 konjugatumot is, melyet aztan szilard

fazisu peptidszintézisre hasznaltunk.

Az adenozinbdl is eléallitottam az 5’-helyzetben jodot tartalmazé szarmazékot. Sajnos azonban
ezen a szarmazékon enyhe kortiilmények kdzott (Cs2COs, 0 °C) nem jatszodott le a nukleofil csere, mig
erélyes koriilmények (NaOH, 80 °C) kozott a kiinduldsi anyagok bomlasat figyeltik meg. A

peptidkapcsolasra alkalmas adenozil-cisztein monomert tehat ezen az itvonalon sem sikeriilt eldallitani.

5.2.4. Homonukleozid monomerek eldallitasa uridinb6l, adenozinbdl ill. citidinbol

Mivel a nukleofil szubsztiticio tal erélyes koriilményeket igényelt, a tioladdicio pedig az
adenozin esetében nem bizonyult elég sztereoszelektivnek, egy ij modszert dolgoztunk ki a ciszteinil-
nukleozid monomerek szintézisére. A megfeleléen védett uridin, adenozin és citidinszarmazékokat 5°-
helyzetben aldehiddé oxidalva, majd Wittig reakciot végrehajtva 5°-6’ telitetlen, lanchosszabbitott
alkéneket allitottam el6. Ezeken a szdrmazékon végrehajthatd az enyhe koriilményeket igényld
tioladdicio, és mivel a reakcid soran nem képzodik wj kiralitdscentrum, nem meriilnek fel
sztereoszelektivitasi problémak. Sajnalatos modon ezekben az esetekben a hozam jelentOsen
alacsonyabb volt, mint a 4’-exometilének esetében, és a reakciokoriilmények valtoztatasaval is csak

mérsékelt novekedést sikeriilt elérni.

5.2.5. Dimerizalas és oligomerizalas
A megfeleléen védett C-, és N-termindlisként funkciondlé monomerekbdl oldatfazist

peptidszintézissel dimereket allitottam el6. Uridinbdl egy, a hidroxilcsoportjain TBDMS csoportokkal
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védett homodimert allitottam eld. A lanchosszabitott monomerekbdl pedig hUhU, hAhA ¢és hAhU

dimereket szintetizaltunk.

Egy hosszabb oligomert is eléallitottunk szilard fazisa peptidszintézissel. Mivel a hatékony
kapcsolasi ciklusokhoz nagy feleslegben kell alkalmazni a monomert, ezért a rendelkezésre allo
izopropilidén, ill. Fmoc véddcsoportokat tartalmazd uridin-monomer egy pentamer hosszisagu
vegyiiletre volt elegendd. A szilard hordozo szerepét Wang gyanta t6lttte mig kapcesoloagensként DCC-
t és HOBt-t hasznaltam. A kész peptidet lehasitottam a gyantar6l, majd flash kromatografiaval és

gélsziiréssel el6tisztitottam. A végso tisztitas és karakterizalas HPLC-vel tortént.

6. Osszefoglalas

PhD munkam célja 10j, potencialisan bioldgiailag aktiv nukleozid- és nukleinsavszarmazékok
szintézise volt. Ehhez szintetikus modszernek a tiol-én kapcsolast valasztottuk. Nukleozidok
cukorgytiriijén a vildgon els6éként hajtottunk végre gyokos tioladdicidt. Vizsgaltam a hozam és a
metddussal. Tovabba tanulmanyoztam a tiol és az alkén szerkezetének hatasat, beleértve a kettdskotés
helyzetét, az alkalmazott véddcsoportokat és a nukleobdzis hatasat. Négy nukleozidot (uridin,
ribotimidin, adenozin, citidin) vontunk be a kisérletekbe, és tobb tucat 0j 2°-, 3’- és 5’-moddositott
szarmazékot allitottunk eld. A reakciokoriilmények optimalizalasa utan az esetek tobbségében jo vagy
kivalé hozamot és sztereoszelektivitast lehetett elérni. A hiitésnek altalaban meghatarozé szerepe van

mindkettd novelésében. Uridin és ribotimidin esetében ezzel a moddszerrel hatékonyan lehet nem-

--------

crcr

méltd citosztatikus hatast, mig a szénhidrat-csoportot hordozok virusellenes hatdst mutattak, az

adenozinszarmazékok pedig malariacllenes hatasiinak bizonyultak.

A cisztein-nukleinsavak mint teljesen 0j szerkezetli peptid-nukleinsavak szintézise soran komoly
problémat jelentett, hogy a tioladdicioval elballitott monomerek mindig tartalmaznak valamennyi
diasztereoizomert szennyezoként, mig az erélyesebb koriilményeket igénylé nukleofil csere nem
alkalmazhat6 minden nukelozidon. Végill egy alternativ tton, telitetlen homonukleozidok
tioladdicidival sikeriilt oligomerizaciora alkalmas ciszteinil-nukleozid monomert eléallitani minden
vizsgalt nukleozidbdl. Ebben az esetben az alacsony hozam jelentett kihivast, de a koriilmények
valtoztatasaval sikeriilt némi novekedést elérni a hozamban. Ez a médszer minden vizsgalt nukleobazis
esetén miikddéképesnek bizonyult, és tobb, peptidkapcsolasra alkalmas monomert is sikeriilt eldallitani
a segitségével, tovabba ezekbdl néhany dipeptidet szintetizalni. Végiil pedig szilard fazist szintézis

segitségével, hagyomanyos peptidkémiai modszerekkel eléallitottam egy ciszteinil-uridin pentamert.
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