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Roviditések jegyzéke

3C NMR: szén NMR

'H NMR: proton NMR

'H-BC HMBC: proton-szén heteronukledris tobbkotéses korrelacids spektroszkopia
(heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy)

'H-13C HSQC: proton-szén heteronuklearis egyszeres-kvantum korrelacios spektroszkopia
(heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy)

'H-'H COSY:: proton-proton korrelacids spektroszkopia (correlation spectroscopy)

2D NMR: two-dimensional nuclear magnetic resonance, kétdimenziés magneses
magrezonancia

3JHH: haromkotéses proton-proton csatolasi allando

3TC: L-2’,3’-didezoxi-3’-tiacitidin, lamivudin

5’-DFUR: 5’-dezoxi-5-fluoruridin, doxifluridin

5-azaC: 5-azacitidin, azacitidin

5-FU: 5-fluoruracil

6-MP: 6-merkaptopurin

6-TG: 6-tioguanin

A: adenin

ABC: abacavir, abakavir

absz.: abszolut, vizmentes

ACV, -MP, -DP, -TP: aciklovir, -monofoszfat, -difoszfat, -trifoszfat

AIBN: 2,2’-azo-bisz-(i-butironitril)

AIDS: acquired immune deficiency syndrome, szerzett immunhianyos tiinetegyiittes

ALL: akut limfoid leukémia, akut limfoblasztos leukémia (acute lymphoblastic leukemia)
AM1: Austin modell 1, egy szemiempirikus modszer

AMD: age-related macular degeneration, idéskori makuladegeneracio

AML: akut mieloid leukémia (acute myeloid leukemia), akut mielogén leukémia

ara-C: citozin-arabinozid, citarabin

AZA: azatioprin

AZT, -MP, -DP, -TP: zidovudin (ZDV), 3’-azido-3’-dezoxi-timidin, -monofoszfat, -
difoszfat, -trifoszfat

BSA: N,O-bisz(trimetilszilil)-acetamid

C: citozin



cc.: koncentralt, tomény

CDV: cidofovir

CLL: kronikus limfoid leukémia (chronic lymphocytic leukemia), B-sejtes kronikus
limfocitas leukémia (B-CLL)

CML: kronikus mieloid leukémia (chronic myelogenous leukemia), kronikus mielogén
leukémia

CMV: citomegalovirus (HHV-5)

d4T: 2°,3’-didehidro-2",3’-didezoxi-timidin, stavudin

DBU: 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undec-7-én

DDI: didanozin, 2’,3’-didezoxi-inozin

dFdC: 2°,2’-difluor-2’-dezoxicitidin, gemcitabin

DFT: density functional theory, siiriségfunkcional elmélet
DIPEA: N,N-diizopropiletilamin

DMAP: 4-dimetilamino-piridin

DMF: N,N-dimetil-formamid

DMSO: dimetil-szulfoxid

DMSO-dg: hexadeutero-dimetil-szulfoxid

DMTr: 4,4’-dimetoxitritil

DNS: dezoxiribonukleinsav

dsDNS: duplaszalt (double stranded) DNS

dsRNS: duplaszalta (double stranded) RNS

ekv.: ekvivalens

ESI: electrospray ionization, elektrospray ionizacio

ETV: entekavir

FDA: Food and Drug Administration, Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési
Hivatal

Fmoc: fluorenylmethyloxycarbonyl, fluorenil-metiloxi-karbonil
FT: tegafur

FTC: 2’-dezoxi-5-fluor-3’-tiacitidin, emtricitabin

FUDR: 5-fluor-dezoxiuridin, floxuridin

G: guanin

GCV: ganciklovir

GMP: guanosine monophosphate, guanozin-monofoszfat

HBYV: hepatitisz B virus



HCV: hepatitisz C virus

HFIP: 1,1,1,3,3,3-hexafluor-izopropanol

HHYV: human herpeszvirus

HIV: humén immundeficiencia virus, human immunelégtelenség virus
HMDS: hexametil-diszilazan

hnRNS: heteronuklearis-RNS

HPV: human papillomavirus

HSV-1 TK: herpesz simplex virus 1 (HHV-1) timidin-kinaz
HTLV: human T-limfotrop virus, human T-nyiroksejt virus
HX: hipoxantin

IBU: izobutiril

IBX: 2-j6doxibenzoesav

kat.: katalitikus mennyiségii

LDA: litium-diizopropil-amid

LDL: low-density lipoprotein, alacsony stiriiségii lipoprotein
LNS: ,,lakatolt” nukleinsav, locked nucleic acid (LNA)

m/z: tdmeg/toltés

MALDI: matrix-assisted laser desorption ionization, matrix segitette 1ézer deszorpcios
10niz4cio

mC: 5-metilcitozin

mCPBA: m-chloroperbenzoic acid, m-klorperbenzoesav
MMTr: 4-monometoxitritil

MRNS: messenger-RNS, hirvivé-RNS

MS: mass spectrometry, tomegspektrometria

MSz.: molekulaszita

NDP: nucleoside diphosphate, nukleozid-difoszfat

NMR: nuclear magnetic resonance, magneses magrezonancia
NOE: nuclear Overhauser effect, mag Overhauser hatas
NRTI/NtRTI: nukleozid analdég reverz-transzkriptaz inhibitor/nukleotid analég reverz-
transzkriptaz inhibitor

OPLS: optimized potentials for liquid simulations

PA: phenylacetyl, fenilacetil

PCV: penciklovir

PEG: poli(etilén-glikol)



PMO: phosphorodiamidate morpholino oligomer, foszforodiamidat morfolind oligomer
PPMO: peptide-conjugated phosphorodiamidate morpholino oligomers, peptidhez-
konjugalt foszforodiamidat morfoliné oligomer

QqTOF: quadrupole time of flight, kvadrup6l repiilési analizator

R¢: retencios faktor

RNS: ribonukleinsav

rRNS: riboszomalis-RNS

RT: reverz-transzkriptaz

rt: room temperature, szobahdmérséklet

snRNS: small nuclear-RNS, kisméreti nuklearis-RNS

SPOS: solid-phase oligonucleotide synthesis, szilardfazist oligonukleotid szintézis

T: timin

TBAF: tetra-n-butilammoénium-fluorid

TBD: 1,5,7-triazabiciklo[4.4.0]dec-5-én

TBDMS: terc-butil-dimetilszilil

TBDPS: terc-butil-difenilszilil

TES: trietil-szilil

THEF: tetrahidrofuran

TMP: thymidine monophosphate, timidin-monofoszfat

TMS: trimetil-szilil

TNF-a: tumor nekrozis faktor a

TOF: time of flight, repiilési id6 (analizator)

Trisz: trisz-(hidroximetil)-amino-metan

tRNS: transzfer-RNS, szallito-RNS

U: uracil

VEGF: vascular endothelial growth factor, vaszkularis endotelialis novekedési faktor
VLDL: very low-density lipoprotein, nagyon alacsony stirliségii lipoprotein

VMD: visual molecular dinamics, egy molekulamodellezd és megjelenitd szamitogépes
program

VRK: vékonyréteg-kromatografia



1. Bevezetés

Az origindlis gyogyszerfejlesztésben nagy hangsulyt fektetnek ujabb és hatékonyabb
gyogyszermolekulak fejlesztésére, mely folyamat soran igen nagy jelentdsége van a kémiai
szintézisnek ¢és a szerkezetmeghatarozasnak is. Manapsag az aktiv hatdéanyagok jelentds
része szerves vegylilet, melynek nagy hanyada pedig szintetikus vagy félszintetikus
szarmazek. Ezek ismeretében mar gyogyszerészhallgatd koromban a szerves kémia és a
manapsag mar hozza elengedhetetleniil sziikséges analitikai eljarasok felkeltették az
érdekléodésemet. Nem elhanyagolhat6 azonban a betegségek ismerete, azok kialakuldsanak
oka, megnyilvanuldsa, hatdsmechanizmusa és igy gyogyszeres kezelése, a gyodgyszerek
applikacidja, melynek ismerete a gyogyszerhatdstan €s gyogyszertechnoldgia témakorébe
tartozik. Ugy gondolom, mindezeknek a tantirgyaknak, illetve tudoméanyagaknak egy jo
Osszekotd kapocsa lehet a gyogyszerészi kémia, hiszen a vegyiiletek megtervezése a
farmakologiai ismeretek alapjan torténik, nagyrészt szintetikus eljarassal késziilnek,
elengedhetetlen a szerkezetazonositasuk, és nagyon fontos a megfelelé formulalasuk.

Ezen okokbdl hataroztam el magam, hogy bekapcsoldédom a Debreceni Egyetem Gyogy-
szerészi Kémiai Tanszékén torténd kutatdsokba. A tanszéken, valamint elédjében, az MTA
Antibiotikumkémiai Kutatécsoportban nagy multra tekint vissza kiillonb6z6 antibakterialis
¢s daganatellenes antibiotikumok (glikopeptidek, makrolidok, B-laktdmok, antraciklin-
glikozidok) és azok szarmazékainak szintézise, félszintetikus modositasa, valamint
szerkezetigazolasa. Az elmult években Uj kutatasi témak indultak a nukleozidkémia
teriiletén, melyeknek célja bioldgiailag aktiv vegyiiletek eldallitasa, mivel sok betegség
kialakulasdban a nukleinsav-szintézis, replikécio, transzkripcio, illetve transzlacio szintjén
érhetd el terdpids eredmény, mely a betegségek megelézésében, kordaban tartasaban,
tiineteinek kezelésében vagy akar teljes gydgyitdsdban nyilvanul meg.

Hazéankban a daganatos megbetegedések masodikként szerepelnek a betegségi haldlokok
kozottr A HIV-fertézottek és az AIDS-betegek szama megkozelitéleg a duplajara
novekedett az elmult tiz év alatt. Szerencsére az AIDS-ben elhunytak szdma a husz évvel
ezel6ttihez képest 40%-ara csokkent.? Napjainkban szamos nukleozid, illetve nukleotid
analog gyogyszermolekulat alkalmaznak a tumorellenes vagy az antiviralis terdpiaban, sot
néhany moddositott oligonukleotid szarmazék genetikai eredetli betegségek kezelésében is
igéretesnek bizonyult. Csaktgy, mint az antibakterialis hatast vegyiileteknél, a
daganatellenes ¢és antivirdlis kemoterapeutikumokndl is el6fordulhat rezisztencia

kialakuldsa, aminek kovetkeztében sziikséges 1) hatéanyagok szintézise.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Nukleinsavak

A bioldgiai informdaciot (genom) prokariotakban és eukariotadkban a DNS hordozza, mig
virusokban az o6rokitdanyag lehet DNS és RNS is. Az informéacidéaramlas DNS-rol RNS-re
torténd transzkripcioval, majd az RNS-rél fehérjére torténé transzlacioval zajlik.® Ez a

centralis dogma elve, ami a retrovirusok felfedezésével részben megddlt, ott ugyanis RNS-

A nukleinsavak makromolekularis biopolimerek, melyek épitéegységei a nukleotidok. Egy
nukleotid monomer nukleozidbol és foszfatészterbdl all, a nukleozidot pedig tovabb
bonthatjuk egy szénhidrat komponensre ¢és egy heterociklusos bazisra.

A DNS-ben a monoszacharid rész a 2’-dezoxi-D-ribofurandz, a bazisok pedig a timin,
adenin, citozin és guanin. RNS-ben D-ribofurandz talalhato és a bazisok a timin (melyet

uracil helyettesit) kivételével azonosak, mint a DNS-ben.?
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1. abra DNS- és RNS-részlet szerkezeti képlete

A nukleozidok 5°-3° irdnyban foszfodiészter kotéssel Osszekapcsolodva alkotjdk a
nukleinsavakat (elsédleges szerkezet). (1. abra) Az igy kialakult DNS szal egy masik
komplementer széllal antiparallel lefutdsban kettds hélixet képezve alakitja ki a DNS
masodlagos szerkezetét. A kettds hélixet, amire a B-forma jellemzd fiziologiasan, a

bazisok kozotti hidrogénkotések (kettd, illetve harom) stabilizaljak, a Watson-Crick



bazisparosodas® (2. abra A) timin (uracil) és adenin, valamint citozin és guanin kozott
RNS-RNS lancok kozott is létrejéhet.6 Egy szokatlan jelenség a Hoogsteen bazisparosodas
(2. abra B),” amely a triplaszala DNS-ben timin-adenin-timin koézott, illetve protonalt

citozin-guanin-citozin kozott alakul ki.?
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2. abra Watson-Crick, illetve Hoogsteen bazisparosodas

A hélix az atiras soran letekeredik topoizomerazok altal katalizalt reakciokban, és a szensz
széallal komplementer lanc szintézise torténik a DNS-fliggd DNS-polimerdz és egyeb
enzimek (ligaz, endonukleaz) segitségével.® Szamos nukleozid analdg gydgyszermolekula
polimeraz enzim gatlasaval fejti ki hatasat (lasd késobb).

Az RNS-nek tobb fajtaja ismeretes: a mRNS, a tRNS, a rRNS, a hnRNS és a snRNS. A
DNS szensz szalarol torténd transzkripcidé sordn a DNS fliggé RNS-polimeraz
kozremiikddésével szintetizalddik a mRNS, melyrdl a rRNS-rdl leflizddve, a tRNS altal
szallitott aminosavakbol a transzlacio alatt megy végbe a fehérjeszintézis.™ Jelen dolgozat
témaja azonban nem teszi sziikségessé a kiillonb6zé RNS-ek funkcidjanak részletesebb

ismertetését.

2.2. Nukleozid, illetve nukleotid tipusu gyogyszermolekulak
Hatdsmechanizmusukat tekintve valtozatosak ezek a molekuldk. A sejtek szaporodasat
kiilonb6z6 pontokon gatolhatjak, mint példaul replikacio, transzkripcid, transzlacio, illetve

egyéb biologiai funkciok. Mindegyik vegyiiletben k6zos az, hogy a heterociklusos bazist

10



¢s/vagy a szénhidrategységet szoktdk modositani. A moddositott szarmazékok vagy
monomerként, vagy oligomerként keriilnek felhasznalasra. A vegyiiletek eldallitasa kémiai
szintézissel torténik, igy igen jelentds feladat harul a gyogyszerkémikusokra egy 1Uj

hatoanyag kifejlesztése soran.

2.2.1. Citotoxikus hatéanyagok
Ezeket a vegyiileteket mds néven antimetabolitoknak is nevezziik, mert a nukleinsavak
bioszintézisét gatoljak."* Hatasukat ugy fejtik ki, hogy a szervezetben aktivalodva
(foszforilaz, kindz altal) valamilyen célponttal alakitanak ki kdlcsonhatast, leggyakrabban
enzimekkel (DNS-polimeraz, ribonukleotid-reduktaz), illetve beépiilnek a DNS-be és/vagy
RNS-be lancterminaciot, -torést, -karosodast okozva.'? Gatoljak a sejtproliferaciot, ezaltal
a sejt elpusztul.
tumorsejt nagyon hasonld felépitésii a normalisan funkcionald sejtekkel, igy azokat is
elpusztithatja. Ez okozza a nukleinsav anyagcserére hatd gyogyszervegyiiletek jelentds
toxikus mellékhatasait. Mindezek ellenére jelenleg igen széleskoriien alkalmazzak az
antimetabolitokat a tumorterapidban és immunszupressziv szerként.
Kémiai szerkezetiiket tekintve hadrom tipusba szoktak besorolni dket:

e antifolatok (pl. metotrexat),

e purin antagonistak (pl. 6-merkaptopurin),

e pirimidin antagonistak (pl. citarabin).

A kovetkezOkben a nukleozid, illetve nukleotid analdg vegyiileteket ismertetem.

2.2.1.1. Purin antagonistak

A 6-merkaptopurint (6-MP) (1) ALL fenntart6 kezelésében, mig a 6-tioguanint (6-TG) (2)
DNS-be lanctorést okoznak.'* El8bbi prodrugja az azatioprin (AZA) (3), melyet
immunszupressziv kezelésben: autoimmun gyulladasos bélbetegségek (Crohn-betegség,
kolitisz ulceroza), reumatoid artritisz, vesetranszplantacio esetén alkalmaznak inkabb.*

A fludarabin-foszfatot (4), a kladribint (5) és a pentosztatint (6) elsdsorban hajas-sejtes
leukémia, CLL és Hodgkin-limfoma kezelésére hasznaljak.”®> Mig a klofarabint (7)

crer
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3. abra Purin analég antimetabolitok

2.2.1.2. Pirimidin antagonistak

Az uracil szarmazék tegafur (FT) (9), floxuridin (FUDR) (10), doxifluridin (5’-DFUR)
(11) és kapecitabin (12) a metabolizmus soran mindegyik az 5-fluoruracilla (5-FU) (13)
alakul a szervezetben. Ezeknek a prodrugoknak a kifejlesztése a konnyebb adagolast, jobb
biohasznosithatosagot ¢és a korhazi koltségek csokkenését eredményezte. Az 5-FU a
timidilat-szintazt gatolja, tovabba beépiil a DNS-be és az RNS-be is. Foként metasztatikus
colorectalis daganatok kezelésében alkalmazzak.®

A citozin szarmazékok koziil a citarabint (ara-C) (14) ALL-as, AML-as, CML-as és non-
Hodgkin-limfémas betegek kezelésre hasznaljak.® A DNS-polimeraz gatlasaval fejti ki
daganatellenes hatasat.”> A gemcitabin (dFdC) (15) emlé-, petefészek-, hasnyalmirigy- és
nem-kissejtes tiidodaganatok esetében jelentds remisszios értékeket elredményezett.21 Ribo-
nukleotid-reduktaz inhibitorként funkcional csakagy, mint a 4, 5, 7 és 8.2 Az azacitidint
(5-azaC) (16) és a decitabint (17) AML-ban, ALL-ban és myelodysplasias szindromaban

alkalmazzék a klinikumban. Hatasukat a DNS-metiltranszferaz gatlasaval fejtik ki.?
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4. abra Pirimidin analog antimetabolitok
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2.2.2.  Antiviralis vegyiiletek

A virusok a legkisebb bioldgiai organizmusok, melyek genommal rendelkeznek. ,,Fert6z6
genetikai informdacioként” is nevezhetjiik 6ket. Onalléan nem képesek szaporodni, csak
egy gazdasejt sejtkészletét felhasznalva.?* Ezen okok miatt az antiviralis terapia, hasonléan
a daganatelleneshez, sok mellékhatassal jar, illetve jarhat. A kezelés soran azonban elonyt
jelent, hogy a virusok rendelkeznek sajat genommal (DNS vagy RNS) és enzim készlettel
(polimerazok, kindzok, protedzok, integrazok), melyek a gyogyszeres terapia soran
célpontként szolgalhatnak.

Orokitdanyag szempontjabol két osztilyba sorolhatéak a virusok: DNS-, illetve RNS-
virusok.® DNS-virus példaul a wvariola virus, vaccinia virus, herpeszvirusok,
papillomavirusok, hepatitisz B virus, stb. RNS-virus pedig a rotavirus, a rubeolavirus,
flavivirus, hepatitisz C virus, coronavirus, kanyard virus, mumpsz virus, influenzavirus,
lyssavirus, Ebola- és Marburg-virus, poliovirus, retrovirusok (HIV, HTLV), rhinovirus,
sth.?°

Altalaban a virusfajok alapjan szoktak rendszerezni az aktiv hatdéanyagokat, azon beliil
pedig tamadaspont és kémiai szerkezet szerint. A dolgozat témajat tekintve inkabb kémiai
szerkezet alapjan, egy kémiai csoportot részletezek a tovabbiakban. Kémiai szempontbol a
nukleozid/nukleotid analég gyogyszermolekulak is két szerkezeti csoportra oszthatdak,

mint az antineoplasztikumoknal.

2.2.2.1. Purin analégok

Talan mindkoziil a legismertebb a HHV-1 és -2 ellenes aciklovir (ACV) (18), melynek egy
oralisan adagolva jol felszivodo prodrugja a valaciklovir (19). Elséként valasztando szer -
herpeszvirusok ellen.”” Guanozin analog, annak kompetitiv antagonistaja. Az elso
aktivacios 1épése a fertdzott sejtekben kovetkezik be, a virdlis timidin-kinaz altal, ezutan
pedig trifoszfatta alakulva a virdlis DNS-polimeraz beépiti a virus DNS-ébe, ahol a 3’-vég
hidnya révén lancterminaciot okoz.”® 18 az els6 szarmazék, melynek kevés mellékhatésa
jelentkezik, a kordbbi vegyiiletekkel szemben, ami azzal magyarazhat6, hogy a
herpeszvirus timidin-kinazanak és DNS-polimerazanak sokkal nagyobb affinitast
szubsztratja, mint a human sejtek hasonlo enzimeinek.?® Ezek miatt alkalmazésa

biztonsagosabb.
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5. 4bra Az aciklovir hatismechanizmusa®

Szintén a-herpeszvirusok okozta fertézések indikacidja a penciklovir (PCV) (20)
alkalmazasa, melynek prodrugja a famciklovir (21). Hatasa hasonlo az acikloviréhez, de
nem okoz lancterminaciot, illetve aciklovirrezisztencia esetén hatasos lehet.?’

A penciklovirhez hasonl6 szerkezetli és hatasmechanizmust a ganciklovir (GCV) (22),
aktiv észtere a valganciklovir (23), melynek jelentds csontvelé-toxicitasa miatt 6
indikaciéja csak az aktiv CMV-fertézés kezelése.*

Nukleozid/nukleotid analog reverz transzkriptdz inhibitorok (NRTI/NtRTI) a didanozin
(DDI) (24), abakavir (ABC) (25), adefovir (26) (adefovir-dipivoxil, 27), tenofovir (28)
(tenofovir-dizoproxil, 29), entekavir (ETV) (30), melyek mind a HIV-1 és a -2 ellen is
aktivak. Ezenkiviil 26, 28 és 30 HBV okozta fertézésekben is hatasos. Jelent6s
mellékhatdsaik vannak, és gyakori a virdlis rezisztencia veliik szemben, ezért
kombinaciokban alkalmazzak.*!

Tovabbi guanozin anal6g a ribavirin (31) és a viramidin (32), melyek DNS- (HBV, HHV)
és RNS-virusok (influenza, RSV, HCV) ellen is hatisosak egyarant.>® QOsszetett
hatasmechanizmusuk van: az inozinmonofoszfat-dehidrogenaz inhibicioja révén kozvetve
gatolja a viralis nukleinsavszintézist, RNS-polimeraz inhibitor, immunmoduldns hatast,
stb. 31-et a-interferonnal kombinalva is alkalmazzak,* 32 jelenleg klinikai III. fizisban

van.®*
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6. abra Purinvazas antiviralis vegyiiletek

2.2.2.2. Pirimidin analégok
A zidovudin (AZT) (33), stavudin (d4T) (34), lamivudin (3TC) (35) és emtricitabin (FTC)

(36) lancterminator nukleozid analdg reverz transzkriptdz inhibitorok és a HIV

Leginkabb HHV-1-3 ellenes hatasu vegyiiletek az idoxuridin (37), a brivudin (38), a
trifluridin (39) és az epervudin (40). A timidin kompetitiv antagonistai ezek a bazison
modositott szarmazékok. Szelektiv toxicitasuk alacsony, ezért helyi kezelésre alkalmazzak
6ket.*® 40 magyar fejlesztésti hatanyag. Otvés és munkatarsai szintetizaltdk 1975-ben, és
1988-ban keriilt forgalomban Hevizos® néven.*

A citozin szarmazék cidofovir (CDV) (41) széles spektrumt nukleotid analoég antiviralis
gyogyszervegylilet. Foszfonat csoportja révén kinazoktol fiiggetleniil aktivalodik, gatolja a
virus DNS-polimerazat, és lancterminatorként is funkciondl. Hatdsos HPV, human

poxvirus, adenovirus, polyomavirus és minden HHV ellen is.%

15



e R S o
C O SN bt T g el

N3 HO'

34
33 37:R=1
NHz 40: R = i-Pr Br
SN 39: R=CF, §
PN R
HO.° o o KS/NHZ o ©
\/ 11y, T\
o e T bt
0
41 TOH o) HO
35:R=H 38
36:R=F
7. abra Pirimidinvazas antiviralis vegyiiletek
CHa CHs
- (@) - (@]
OuaN_ wn %, Ho F'? © N//KN]i
-
AR o o T
N3 N3
AZT
HN 23 AZT-MP
N
7 0 TMP kinaz
N N,,,’ 7 l
\=N [08' 0~P~d CH,
/s 4 o
3 0 HO\P\ = (0]

0 P
P N s NH
Q HO O/\Q’
o N 0 U/N"b )
_

0o

AZT-DP

e B s
Y= Waan:
O
HoN o CH, J NDP kinaz
/ O

lancterminacio

8. 4bra A zidovudin hatismechanizmusa®

2.3. Konformaciosan stabilizalt nukleozid szarmazékok
A természetes nukleozidokban a furan6z gyﬁrﬁ sosem sikalkatd, hanem boriték vagy
nevezziik, melynek tobb formdja jelentkezik a pszeudorotacios ciklus soran.’ Leginkébb

kétfajta f6 konformacios allapot van egyensulyban: C2’-endo (S-tipus, déli tipus) és a C3’-
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endo (N-tipus, északi tipus). (9. abra) Az N-tipus a ribonukleozidoknal fordul eld, ami az
A-RNS, az S-tipus a 2’-dezoxiribonukleozidoknal, ami a B-DNS dupla hélixét alkotja.*®

OH OH
B B
R HO
OH R
, DNS:R=H "
C2'-endo RNS: R = OH C3'-endo

9. abra Nukleozidok konformacios egyensﬁlya38

A kiilonbdzd konformacids allapotok nagy szerepet jatszanak a nukleozidok biologiai
funkcioi sordn. Az elmult két évtizedben ennek a jelenségnek a hasznositdsa vezetett oda,
hogy kiilonb6zé konformacidosan rogzitett nukleozid, illetve nukleotid szdrmazékokat
allitottak eld, melyek biologiai vizsgalata soran szamos megfigyelést és eredményt
kozoltek: az enzimekhez vald kt')t('idést,39 az enzimatikus stabilitést,40 a hibridizélciét,41 a
duplex stabilitast** befolyasolja a furanozbol levezethetd szubsztitualt tetrahidrofuran

gyiri korlatozott konformacioja.
2.3.1. ,Lakatolt” nukleinsavak (LNS, Locked Nucleic Acid, LNA)

2.3.1.1. Szintetikus atalakitasok

Az LNS olyan nukleozid szarmazék, melyben egy 2°-0,4’-C-CH,-athidalassal N-tipusu
rogzitett konformaciot alakitottak ki. Az els6 LNS-t 1997-ben Imanishi és csoportja
allitotta el6,** és nem sokkal késébb t6lik fiiggetleniil Wengel és csoportja is
megszintetizalta 1998-ban.*

Modositott nukleozid szarmazékok eldallitasanal eldszeretettel indulnak ki olcsé szénhidrat
szarmazékokbol. Az LNS szintézishez sziikséges 3-O-benzil-4-C-hidroximetil-1,2-O-
izopropilidén-a-D-ribofuran6z (49) eléallitasat 1,2:5,6-di-O-izopropilidén-a-D-
inverzidjaval a megfeleld allofuran6z (45) szarmazékot allitjak eld, amelynek utana a
szabad hidroxil-csoportjat benzilezik, aztan parcialisan hasitjak az 5,6-izopropilidén-ketalt
80%-o0s ecetsavval. Kovetkezd lépésben a vicinalis diolt metaperjodatos oxidacioval
aldehiddé (48) oxidaljak C-C kotés felhasadasa kdzben. Az igy keletkezett vegyiilet formil-
csoportjara eldszor aldol-addicid torténik, majd a formil-csoport a formaldehid feleslegtdl

lagos kdzegben Cannizzaro-reakcioban primer hidroxilla redukalodik.

17



OH OH

HO o

Omn
T
Om
T

10. abra 3-O-benzil-4-C-hidroximetil-1,2-O-izopropilidén-o-D-ribofuranoz elgallitasa
Reakciokériilmények: i) aceton, H'; ii) DMSO, P,Os; iii) NaBH,, 80% EtOH; iv) BnBr, NaH, absz. THF; v)
80% AcOH; vi) NalO,, H,0; vii) 37%-0s HCHO-oldat, 1 N NaOH-oldat, 1,4-dioxan*®*’

Wengel és munkatarsai 49 egyik primer helyzetii hidroxil-csoportjat NaH jelenlétében
szelektiven benzilezték, majd a madasik primer OH-csoportot acetilezték. A kovetkezd
lépésben  80%-os ecetsavval hidrolizaltdk a  ketal-véddcsoportot, és  ismét
ecetsavanhidriddel acetatésztert képeztek az anomer és a 2-es helyzetli hidroxil-
csoportokbol (50). Ezutan a bazisokat, illetve megfeleléen védett bazisokat BSA-dal
aktivalva, modositott Vorblriiggen-reakci(')ban,48 TMSOTf Lewis-sav katalizator
jelenlétében N-glikozilezési reakciot hajtottak végre. A kapott nukleozid szarmazékokrol
(51) natrium-metoxiddal eltavolitottak az acetil-védécsoportokat (52), és p-toluol-
szulfonatot képezve nukleofil szubsztitucios reakcidoban kialakitottdk intramolekularisan a
ciklikus étert (53). A benzil-védécsoportot tobbféleképpen is eltavolitottak (54): katalitikus
hidrogénezéssel, katalitikus transzferhidrogénezéssel, illetve bor-trikloriddal. Majd végiil a
szabad primer OH-csoportbol DMTr-étert (55) képeztek, a szekunder hidroxil-csoportbol
pedig cianoetil-diizopropil-foszforamiditet (56), igy eléallitva a szilardfazisa

oligonukleotid szintézishez a monomereket.
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11. abra ,,Lakatolt” nukleozid monomerek szintézise |.

Reakciokoriilmények: 1) a) NaH, BnBr, absz. DMF, b) Ac,0, absz. CsHsN, ¢) 80% AcOH, d) Ac,0, absz.
CsHsN; ii) nukleobazis, BSA, TMSOTT, absz. MeCN vagy absz. CI(CH,),Cl; iii) NaOMe, MeOH; iv) a)
TsCl, absz. CsHsN, b) NaH, absz. DMF; v) Pd(OH),/C, EtOH, H, vagy 1,4-ciklohexadién, 10% Pd(OH),/C,
MeOH vagy BCls, CH,Cl,, hexan; vi) DMTrCl, absz. CsHsN; vii) DIPEA, NC(CH,),OP(CI)N(i-Pr),, absz.
CH.CI,®

Imanishi és kutatocsoportja két ,lakatolt” nukleozidot allitott el ribonukleozidbol
kiindulva, Wengeléktdl eltéréen. (12. abra) Uridinbél (58) kiindulva Moffaték®® szerint
eléallitottak a 2°,3’-O-ciklohexilidén-4’-C-hidroximetil-uridint (59), melybdl utana p-
toluol-szulfonatot képeztek, és trifluorecetsavval eltavolitottak a ciklohexilidén-ketalt (60).
Ezutan benzaldehiddel cink-klorid jelenlétében reagaltatva benzilidén-acetalt (61)
képeztek, melybdl reduktiv gylriinyitassal 3’-O-benzil szarmazékot (62) allitottak eld. A
tovabbiakban nukleofil szubsztiticioval kialakitottdk az athidalt éterkotést (63),
redukcidval eltavolitottak a Bn-véddcsoportot (64), majd dimetoxitritil-étert (65) képeztek
a primer hidroxil-csoportbol. Ezt a vegyiiletet tovabbi harom 1épésben atalakitva
(acetilezés, triazol szarmazék képzése €s ammonolizis) megkaptak a DMTr-védett citozin

»lakatolt” nukleozid szarmazékot (68).
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12. abra ,,Lakatolt” nukleozid monomerek szintézise I1.
Reakciokoriilmények: i) @) TSOH, ciklohexanon, rt, 1 éjszaka, b) IBX, absz. MeCN 80 °C, 2,5 6ra; ¢) 37%-0S
HCHO-oldat, 2 N NaOH-oldat, 1,4-dioxan; ii) a) TsCl, absz. CsHsN, 110 °C, b) 98% F;CCOOH, rt; iii)
PhCHO, ZnCl,, rt; iv) NaCNBHg, TiCly, absz. MeCN, rt; v) NaHMDS, absz. THF, rt; vi) H,, 10%Pd-C,
MeOH, rt; vii) DMTrCl, DMAP, absz. CsH;sN, rt; viii) Ac,0, absz. CsHsN; xi) p-CIC¢H,O(O)PCl,, 1,2,4-
triazol, absz. CsHsN, rt; x) cc. NHs-oldat, 1,4-dioxan, rt***°

2.3.1.2. Bioldgiai tulajdonsagok
A B-D-LNS (57) tekinthet? a ,,sziilének™ a 2’-heteroatom,4’-C-athidalt nukleozidok kozott.

Azébta tobbféle valtozatat [B-D-xilo-LNS (69), a-L-LNS (70), a-L-xilo-LNS (71), B-L-LNS
(72), a-D-LNS (73), B-L-xilo-LNS (74), a-L-xilo-LNS (75), 2’-tio--D-LNS (76), 2’-amino-
B-D-LNS (77), foszforotioat-B-D-LNS (78), metilfoszfonat-B-D-LNS (79)] allitottak mar
el5.*” (13. abra)
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13. abra Kiilonb6z6 tipusu ,lakatolt” nukleinsavak szerkezeti képlete

Fluiter és munkatarsai megvizsgaltak a B-D-LNS, az amino-p-D-LNS, a tio-B-D-LNS és az
a-L-LNS tulajdonsagait antiszensz oligonukleotidokba beépitve szamos in vitro €s in vivo
biolégiai kisérletben.® A B-D-LNS az N-tipusu konformécioja miatt A-forma duplexet
alakit ki a komplementer DNS-sel és majdnem szabalyos A-format (dsRNS természetes
formaja) a komplementer RNS-sel. Az a-L-LNS és a DNS kozott kialakuld kettés hélix B-
formaju,> csakugy, mint a természetes dsDNS, mig RNS-sel alkotott duplexe egy A- és B-
forma® kozotti szerkezetet alakit ki, mely nagyon hasonld az RNéaz H természetes
szubsztratjahoz.>*

A vizsgalatok adatai megerdsitették, hogy a farmakokinetikai paraméterek érdekesen
valtoztathatdoak a megfeleld6 LNS kémia megvalasztasaval. Kiilonbozé biodisztribucids
mintazatot eredményezett az amino- és a tio-B-D-LNS in vivo hasznalata. Osszefoglalva: az
LNS-tartalmu  oligonukleotidok nagy hatékonysaggal haszndlhatéak antiszensz
oligonukleotidokként. Az a-L-LNS bizonyult a legigéretesebbnek, j6 hatékonysaggal és
specificitassal parosodott a komplementer szallal.>!

Az LNS potencialja, hogy terapias eszkdz legyen, abban rejlik, hogy nagy affinitassal
képes hibridizalni a komplementer RNS-hez, illetve sSDNS-hez anélkiil, hogy a
szekvencia-specificitasat elvesztené. Az LNS-tartalmti oligonukleotidok hibridizacios

tulajdonsagait kiértékelték kiilonb6z6 szekvencia-osszetételti oligomereket vizsgalva, pl.
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teljes LNS, LNS-DNS keverékek, LNS-RNS keverékek és LNS-foszforotioat DNS
keverékek.*’

Végiil az a-L-LNS stabil triplexképz6 lehetéségét is megvizsgaltak eltéréen tervezett
triplexképz6 oligonukleotidokat hasznalva. Fiziologias pH-n stabil triplexet alakitott ki, és
eltéréen a teljesen modositott LNS triplextdl, a teljesen modositott a-L-LNS stabil triplexet
tudott kialakitani pH = 6,8-n, habar Kisebb stabilitassal, mint a részlegesen modositott
triplexképzd oligonukleotidok.*’

Az LNS-tartalmu oligonukleotidok hatasos antiszensz vegyiiletek lehetnek, mivel kitlinden
kotddnek a megfeleld komplementer szalhoz, és képesek blokkolni az RNS processzalo
enzimeket. Jelentés RNaz H aktivaciot eredményeznek, de csak ha tgynevezett ,,gapmer”-
ként hasznaljak dket. EQy LNS gapmer egy kdzponti DNS vagy foszforotiodt DNS magbol
all, amelyet mindkét végérél LNS hatarol.*’

Mikoézben az RNaz H a dsDNS-hez és DNS-RNS hibridhez is k6t6dik, felismeri az utobbit
¢s megkezdi az RNS hidrolizisét. Az RNaz H aktivalodas tanulmanyozasa LNS gapmerek
és LNS keverékek (LNS monomereket DNS monomerekkel Gsszekeverve) segitségével
ellentmond6 eredményeket hozott: egyes esetekben kivaltott RNaz H aktivaciot, késdbbi
vizsgalatok ellentétes eredményeket mutattak.*’

Az LNS oligomerek RNaz H aktivitast kivalto hatasanak hianya annak tulajdonithato, hogy
az LNS konformacios valtozast okoz a hélix geometridjaban. Hajlamosak A-tipusu hélix
geometriat felvenni, mikozben az RNaz H-nak olyan felismerési elemre van sziiksége,
melynek a bardzda szélessége az A-tipusit RNS ¢és a B-tipusu DNS ko6zott van.>

Egy oligonukleotid hatékonysaga, hogy kivaltsa az RNaz H 4ltali hasitast, 6sszefiiggésbe
hozhat6 azzal, hogy milyen az affinitasa a cél RNS-hez.>® Az, hogy az a-L-LNS RNaz H
aktivaciot tud kivaltani, bebizonyitotta, hogy a ,lakatolt” furanéz konformacié nem
Osszeférhetetlen az RNaz H aktivitassal. A dezoxiribonukleotidot utanozza, és igy egy o-L-
LNS-RNS hibrid hasonlit egy DNS-RNS duplexre. Ennek kovetkeztében egy ilyen hibrid
ki tudja valtani az RN4z H hasitést, habar kisebb sebeséggel, mint egy természetes DNS-
RNS kettds spiral esetében.’’ Tovabbi kinetikai vizsgalatokbol kideriilt, hogy az LNA
gapmerek valtjak ki legnagyobb hatékonysaggal az RNS hasitasat.”’

2.3.2. Egyéb bi- és triciklusos nukleozid szarmazékok
Tarkoy ¢és munkatarsai a ’90-es évek elején kidolgoztdk egy biciklusos 2’-

dezoxiribonukleozid analdg szintézisét abbol a célbol, hogy a DNS-ben talalhatod

crer
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A szintézis sordn inkabb egy atlagos biciklusos vegyiiletbdl indultak ki, nem a természetes
2’-dezoxiribonukleozidokbol.  Racém  80-at™  Wittig-Horner-reakcioban trietil-
foszfonoacetattal reagaltatva 81 a,fB-telitetlen észter szarmazék E/Z-keverékét allitottak eld,
melybdl katalitikus mennyiségli erés bazissal (pl. TBD: 1,5,7-triazabiciklo[4.4.0]dec-5-én
vagy DBU: 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undec-7-¢én) kezelve a termodinamikusan stabilabb 82
B,y-izomert nyerték. Ezutan m-klérperbenzoesavval (NCPBA) sztereoszelektiv reakcidban
exo-epoxidot (83) allitottak el6. Kis mennyiségben az endo-epoxid is keletkezett, de
konnyen izolalni tudtdk oszlopkromatografias tisztitas utan a két izomert. A (+) és (-)
izomereket enzimatikus hidrolizis utan elvalasztottak egymastdl Ggy, hogy sertésmaj
hidrolazzal kezelve a (-)-etilészter hidrolizisét érték el, és izolaltak a szabad savat (84). Az
epoxid gylriit sztereoszelektiven felnyitottak, és a karboxil-csoportot primer alkoholla
redukaltak litium-aluminium-hidriddel. 85 primer hidroxil-csoportjat Dess-Martin-
reagenssel formil-csoportta oxidaltak, majd ezutan 86-ot H'-ioncseréld gyantaval kezelve
eltavolitottak az izopropilidén-védéesoportot, és pszeudomonoszacharidot képeztek,

amibdl ecetsavanhidrid segitségével 87 diasztereomerkeveréket allitottak eld. (14. abra)
HsC HsC
CH; CH3 CHj CHj
o< o< o< o<

O , ) ) 0 O
d i ii iii
o X~ COOEt COOEt o COOEt

o)
(+)-80 (%)-81 (+)-82 (+)-83
l iv
H, c 3C CH3 H3C CH3
AcO H
o) VII viii O
OAc
3 COOH
OAc HO
87 86 (-)—85 84

14. abra Biciklusos pszeudomonoszacharid eléallitasa
Reakcidkorilmények: i) (EtO),P(O)CH,COOEt, NaH, absz. THF, 0 °C-rt, 1 6ra; ii) TBD, absz. CH,Cl,, rt,
24 ora; iii) mMCPBA, CH,Cl,, 0 °C — rt, 64 6ra; iv) sertésmaj észteraz, 0,1 M NaH,PO,, pH = 7,75, rt, 1,5
ora; V) LiAlH,, absz. Et,0, -30 °C — reflux, 6 ora; vi) Dess-Martin-reagens, absz. CH,Cl,, rt, 1 ora; vii)
H,0, IR-120(H"), 0 °C, 1,5 6ra; viii) Ac,0, absz. CsHsN, DMAP, 0 °C — rt, 3 6ra

Modositott Vorbriiggen-reakcioban, szililezd reagenseket (HMDS, TMSCI, BSA) ¢és
Lewis-savakat (SnCl; pirimidin bazisok és TMSOTT purin bazisok esetén) hasznalva,
eldallitottak a biciklusos nukleozid szdrmazékokat. A szintézis soran anomerkeverékek

(88-91) keletkeztek. NaOH-os kezelés utin a guanin szarmazék esetén sikeriilt
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oszlopkromatografiasan elvalasztani az o- és [-anomereket (100a, 100B). A tobbi
szarmazéknal TBDMS-véddécsoport bevitele utan volt erre lehetdségiik. Végiil a szilil és az
amino-védbcsoportok fluoriddal, illetve ammoniaval torténd eltavolitasa utan izolaltak a

biciklusos nukleozid analogok a- és B-anomerjeit (92a, 960, 99a, 92, 96, 99p). (15.
abra)

87
‘ i J ii l iii ‘iv
AcO H AcO H AcO H AcO H
.0 .0 0 .0
%:‘/\}AT cBz Bz @:)AGBU
(E)Ac 6Ac 6Ac (E)Ac

Tv X w !

R'O R'O H R'O H
O RS z (e} R3 B (6] R3
~/ R L/ R
OR2 OR? OR?
vi(C 92B:R'=R?=R*=H,R3=T v Cgm R'=R?=R%=H, R3= AP? i
938: R'=TBDMS, R2=R*=H,R3=T Vii_ 98p: R' = TBDMS, R? = R*= H, R3 = AB?
nga R'=R?2=R3=H,R*=T 3 i 998: R'=R?=R*=H,R%=A

93a: R'=TBDMS,R2=R3=H,R*=T

C 97a: R'"=R2=R3=H, R*= ABZz ) ,
vi viii\VI"- 98a: R' = TBDMS, R? = R®=H, R* = AB?
99a: R"=R?=R3=H,R*=A
1008: R'=R%?=R*=H, R3—G'BU> vi
101p:R'=R2=R*=H,R%=G
1000: R'=R?=R3=H R4—G'BU> vi
1010 R1=R2=R3—H, R*=G

C94[3 R'=R?=R*=H, R3= C"*
viii \Vi'- 958: R = TBDMS, R? = R*= H, R®= C52
968:R'=R?=R*=H,R%=C
__C94a R'=R?=R3=H, R*= C"* v
viii (V"™ 950: R' = TBDMS, R? = R®=H, R*= CB?
96a: R"=R?2=R3=H,R*=C
15. abra Biciklusos nukleozid szarmazékok eléallitasa
Reakciokoriilmények: i) T, HMDS/TMSCI, SnCl,, absz. MeCN, 0 °C — 55 °C, 70 perc; ii) C®, BSA, SnCl,,
absz. MeCN, rt, 0,8 6ra; iii) A%, BSA, TMSOTT, absz. MeCN, 80 °C, 2 6ra — 1t, 3 6ra; iv) G'®Y, BSA,
TMSOTT, absz. MeCN, tt, 16 6ra — 40 °C, 6 6ra; v) 0,2 M NaOH, THF:MeOH:H,0 = 5:4:1, 0-2 °C, 30-75
perc; vi) TBDMSOTHT, absz. CsHsN, 0 °C, 30-45 perc; vii) TBAF3 H,0, 55 °C, 17 éra-17 nap; viii) cc. NHs-
oldat, 55-60 °C, 2-5 6ra

A 2’-dezoxiribonukleozidokban B-DNS esetén a ribofuranézgyﬁrﬁ C2’-endo

crer

flexibilis biciklusos molekulakban a C1’-exo konformacié a kedvez6 (16. abra), amit

rontgenkrisztallografiaval és NMR-mérésekkel deritettek fel.
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B o : 0
o e =
OH HO OH OH
C2'-endo C1'-exo

16. abra 2’-dezoxiribonukleozid és biciklusos analégjanak konformacidja

Steffens és Leumann szerint, ha mindkét foszfatészter tercier alkoholbdl képzbédne, akkor
az sokkal ellendllobb lenne a nukleazoknak. Tovabba az alkil molekularészlettel
kiegészitve a nukleotid szarmazékot, a sejtpermeabilitasa is ndvekedhetne.®

Tarkoyékhez hasonldan eldallitottak 86-0t, melybdl sav katalizatorral és metanollal 102
metil-pszeudoglikozidot képezték. Ezutan a szekunder hidroxil-csoportot oxidaltak, és 103
ketocsoportjat erds bazis segitségével torténd enolizacid utan szilil-véddcsoporttal lattak el.
Végill 104 kettds-kotésének ciklopropanalasat Simmons-Smith moédszerrel®® hajtottak
végre. (17. abra)

HO . 0 H
i :-0 i :-0
86 — > OMe — OMe
OH OH
102 103
J i
TBDMSO TBDMSO |4
-0 iv :-0
H OMe =<=—— OMe
OH OH
105 104

17. abra Triciklusos pszeudomonoszacharid eléallitasa
Reakcidkorilmények: i) Amberlyst 15, MeOH, rt, 18 ora; ii) Dess-Martin-reagens, absz. CH,Cl,, rt, 2 6ra;
iii) a) LDA, absz. THF, -74 °C, 15 perc, b) TBDMSCI, absz. THF, -74 °C, 2 6ra; iv) CH,l,, Ag-Zn, absz.
Et,0, 34 °C, 3 6ra

A glikozilezési reakcidkat Vorbriiggen szerint hajtottdk végre, TMSOTf-ot hasznéalva
Lewis-savként, amivel sokkal jobb hozamot és szelektivitast értek el, mint SnCls-ot
alkalmazva. Az anomer keverékeket a timin (106a, 106p) és a citozin (108a, 108f)
szarmazeékok esetében a tercier hidroxil-csoport parcialis deszililezése utan, az adenin
(107a, 107B) és a guanin (1090, 109B) szarmazékok esetében mar a glikozilezés utan
oszlopkromatografiasan elvalasztottak. Az a-anomerekb6l (106-109a) Vorbriiggen-

reakcioval Gjra anomerkeverék allithatdo el6, amib6dl ismét tisztan nyerheté a -anomer
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(106-1098). A guanin szarmazéknal még egy pluszlépést jelentett az N,N-difenil-

karbamoil-védécsoport elézetes eltavolitisa NaNO,-tel. Végiil fluoridos kezelés utan a

TBDMS-védocsoportot  is

crer

hasitottak.

(18.

abra) Az

105

izolalt termékek anomer-

l |
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\ ii
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! R?

H

107B: R' = APz R?=H
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£
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18. abra Triciklusos nukleozid szarmazékok eléallitasa
Reakciokoriilmények: i) a) T, BSA, TMSOTH, absz. MeCN, rt, 17 6ra — 81 °C, 6 6ra, b) TBAF, THF, tt, 1
perc; ii) A®%, BSA, TMSOTHf, absz. CI(CH,),Cl, 83 °C, 7 éra; iii) TBAF, THF, rt, 5 6ra; iv) TBAF, THF, rt, 4
ora — 50 °C, 1 6ra; v) a) C®, BSA, TMSOTf, absz. MeCN, 0 °C, 1 éjszaka, b) TBAF, THF, rt, 3 perc; Vi)
G'BUPPC BSA, TMSOTT, absz. MeCN, 50 °C, 3 6ra; vii) HFEt;N, THF, 9 h; viii) (a) telitett NaNO,-oldat,
DMSO, 60 °C, 10 h, (b) HFEt;N, THF, 8 h*3°

Szilardfazist oligonukleotid szintézishez DMTr-véddcsoport bevitelére volt sziikség, utana

(118-121) képeztek. (19. Szelektiv
dimetoxitritilezést hajtottak végre a sztérikusan kevésbé zsufolt tercier OH-csoporton, amit

pedig foszforamidit szarmazékokat

abra)

a NOE-keresztcstucsok alapjan igazoltak. Tovabba a mérésekbdl azt is megallapitottak,

hogy a ciklopropil molekularészlet exo konfiguracioju.
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DMTrO DMTrO

AP H H H
XE‘/\O)_ i =0, i -0 118:B=T
H : ° B H : 119: B = A®?

OH OH O“P/N(ipr)z 120: B = CB2

1108:B=T 114:B=T & 121: B = G'BY
111p: B = AB? 115: B = ABZ NG >
112B: B = CB*? 116: B = CB?
113p: B = G'BY 117: B = G'BY

19. abra Triciklusos pszeudomonoszacharid SPOS-hez sziikséges épitéelemeinek eléallitasa
Reakciokoriilmények: i) DMTrOTf, absz. CsHsN, rt, 4-12 6ra; ii) DIPEA, NC(CH,),OP(CI)N(i-Pr),, absz.
MeCN, rt, 1-10 6ra*®®

Végiil rontgenkrisztallografiaval és molekulamodellezésb6l nyert adatok alapjan
megfeleld gylri C2’-endo konformaciot vesz fel a 111B-nal, és C3’-endo konformaciot
vesz fel a 108a esetén, ellentétben a hasonld uton eldallitott biciklusos szarmazékkal,
amibol arra kovetkeztettek, hogy a ciklopropan gylrii nagymértékben hatdssal van a

konformaciora. (20. abra)

OH OH OH HO
B —
— B
OH HO
C2'-endo
on ‘ HO X
B _ ino)
— — B
K%/ —N H A
HO HO B OH
C3'-endo C3'-endo

20. abra 2’-dezoxiribonukleozid és triciklusos analégjanak konformaciéja

Foszforamidit-kémiat alkalmazva, mind a biciklusos, mind a triciklusos szarmazékok
oligomerizalhatdéak, igy tanulmanyoztdk kiilonb6zé bi- és triciklusos nukleotidokat
tartalmaz6 oligomerek bioldgiai tulajdonsagait.

A triciklusos DNS analdg duplexek termodinamikailag sokkal stabilabbak voltak, mint a
hasonl6 biciklusos szarmazéké, amit a ciklopropil gylirli bevitelével magyaraztak.
Ezenkiviil a biciklusos DNS szal a degradaldé exo- és endonukledazoknak szubsztratja,
viszont a triciklusos DNS csaknem teljesen ellenallt a kigyoméreg 3’-exonukledznak.®
Nielsen és munkatarsai az ezredfordulon kiilonféle athidalt nukleozid szarmazékokat

szintetizaltak. 2°-0,3’-C-CH,-athidalast és 2’-0,3’-C-(CH,),-athidalast tartalmazo timin
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szarmazékokat allitottak e16.°%% (21. abra) Védett ulozbol (122) szelektiv Grignard-
reakcioval ribo-konfiguracioju termékeket allitottak eld, majd eltavolitottak F-nal a szilil-
védbesoportot, és benzil-étereket (123, 124) képeztek a szabad hidroxil-csoportokbol.
Ezutan ecetsavval elhidrolizaltdk az izopropilidén-védécesoportot, és acetilezés utan
modositott  Vorbriiggen-reakcioban,”®  timin szarmazékokat szintetizaltak, illetve
eltavolitottak az acetil-csoportot (125, 126).

Metéanszulfonilezéssel és lugos hidrolizissel inverzidt hajtottak végre a 2’-pozicidoban, ami
arabino-konfiguraciot eredményezett. A tovabbiakban a 3’-hidroximetilén szarmazékot
(127) a vinil-csoport, 3’-hidroxietilén szarmazékot (128) az allil-csoport Lemieux-Johnson

1,%> majd redukciéjaval allitottak eld. Ujabb mezilezés utan, NaH jelenlétében

oxidacidjava
nukleofil szubsztiticids reakcidban alakitottak ki az intramolekularis éterkotést. 129 és 130

szarmazékokat a benzil-védécsoportok katalitikus hidrogénezésével allitottak el6.

o)

i-ii
TBDMSO/\;J "ng(CHg,—’ BnO
¢ O Th,
122
126: n =1
CHs CHs l Vii-iX  CH,
/4&]40 HO //Kfo //KFO
N Xiii-xv O ii

NH <«— "

(

129:n=0
130:n =1 127:n=0
128:n=1

21. abra 2°-0,3’-C-CH,-, illetve 2°-0,3’-C-(CH;),-athidalast tartalmazé timin szarmazék szintézise
Reakcidkoriilmények: i) H,C=CHMgBr vagy H,C=CHCH,MgBr, absz. Et,0, absz. THF; ii) n-BuyNF, THF;
iii) BnBr, NaH, absz. DMF; iv) 80% AcOH, majd Ac,0, absz. CsHsN; v) T, BSA, absz. MeCN, TMSOTT;
vi) NaOMe, MeOH; vii) MsCl, absz. CsHsN; viii) NaOH, EtOH:H,0; ix) NalQy, kat. 0sO,, THF:H,0, majd
NaBH,, THF:H,0; x) MsCl, absz. CsHsN; xi) NaH, absz. DMF; xii) H,, Pd(OH),/C, EtOH; xiii) DMTrCI,
absz. CsHsN; xiv) NC(CH;),OP(CI)N(i-Pr),, DIPEA, absz.CH,Cl,; xv) SPOS

Dimetoxitritilezés és foszforamidit szarmazék képzése utan szilardfazisu oligonukleotid
szintézissel kiilonb6zd ardnyban beépitették timidin tetradekamerekbe, és vizsgaltak a
tulajdonsagaikat a komplementer egyszali DNS-sel és RNS-sel szemben. A teljesen

modositott nukleozidokbol allo oligomernél (132) jelentds olvadaspont névekedést mértek,
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ami azt jelenti, hogy a modositott oligomer és RNS duplex sokkal stabilabb, mint a DNS-
RNS duplex. Ezenkiviil kigyéméreg foszfodiészterazzal (3’-exonukledz) szemben is
ellenallobb volt a moédositott szarmazék.®® 131-nél azonban olvadaspont csokkenést
mértek, és egyaltalan nem kotédott a komplementer DNS-szalhoz.*

Mindkét tipusu biciklusos nukleozidnal az O4’-endo (E-tipus, keleti tipus) konformaciot
rt')ntgendiffrakciéval,66 NMR-mérésekkel®”  és  molekuladinamikai — szamitasokkal®
alatdmasztottak.

3’-C,5’-C-(CHy)2- és 3°-C,5’-C-HC=CH-athidalast tartalmazo timin szarmazék szin-
tézisével is foglalkoztak.®® (22. abra) 43-bol kiindulva az ulozbol (44) ismét egy szelektiv
Grignard-reakcioval allo-konfiguracidju vegyiiletet nyertek, majd szelektiven eltavolitottak
az izopropilidén-védbcsoportot (133). Metaperjodatos oxidacio utan ismét Grignard-
reakcio kovetkezett, ami utan a két vinil-csoport gylirlizardsos metatézis reakciojaval, |.
generacidos Grubbs-katalizatorral kialakitottak a triciklusos szarmazékot. A reakcioban
azonban diasztercomer keveréket (136, 137) kaptak, melyet benzilezés utan elvalasztottak
egymastol és a katalizator szennyezddéstdl is. 137, 138 és 139 szerkezetét NOE-
mérésekkel igazoltak, és acetilezés (140) utan 136-ét is. 136-ot Luche ké’)riilmé:nyek68

kozott atalakitottdk 137 szarmazékka, igy a késObbiekben csak ezzel a szarmazékkal

végezték a tovabbi transzformaciokat.

RO, B o RO, H o

-nIIO ¥ “'”O

CH; + XCH3

or O CcH 5RO CH
3 3

137:R=H )vii viii 136:R=H

139: R=Bn 138: R =Bn viii
140: R = Ac

22. abra 3’-C,5°-C-(CHy),- és 3’-C,5°-C-HC=CH-athidalast tartalmaz6 timin szarmazék szintézise .
Reakciokoriilmények: i) a) CrO3, Ac,0, absz. CsHsN, absz. CH,Cl,, b) H,C=CHMgBr, absz. Et,0, absz.
THF, c) 80% AcOH; ii) NalO,4, H,0:MeOH; iii) H,C=CHMgBr, absz. THF; iv) 1. generaci6s Grubbs
katalizator, absz. CH,Cl,; v) PCC, absz. CH,Cl,; vi) NaBH,, CeCl;7 H,O, MeOH; vii) BnBr, NaH, absz.
DMF; viii) Ac,0, absz. CsHsN>2
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139 izopropilidén-csoportjanak eltavolitasa és acetilezés utan, 140-nel modositott
Vorbriiggen-reakcioban®® timint glikozileztek, majd 141-b6l dezacetilezés utan 142-t
szelektiven debenzilezve 145, illetve Katalitikusan hidrogénezve 146 ribotimidin
szarmazékokat szintetizaltak. 142-b6l 143-on keresztiil gyokos dezoxigénezéssel 144, majd

katalitikus hidrogénezéssel 147 timidin analogokat allitottak eld. (23. abra)

o. H o H
N N
Y o BnO, "1 o Y o
N — \" k N —
/. CHy = _/, CHs
OBn OAc OBn R
140 141:R=Acy i ( 143:R = OC(S)OC4Fs
142: R=H 144: R=H
vii lviii l ix
o H o_ H
N
N K N
—., 3 CH3
oH ©H OH
145 146 147

23. abra 3’-C,5°-C-(CH,),- és 3°-C,5’-C-HC=CH-athidalast tartalmazo timin szirmazék szintézise II.
Reakciokoriilmények: i) 80% AcOH; ii) Ac,0, absz. CsHsN; iii) T, BSA, TMSOTT, absz. MeCN; iv)
NaOMe, MeOH; v) FsC;OC(S)CI, DMAP, absz. CH,Cl,; vi) AIBN, BusSnH, absz. PhH; vii) BCls, hexan,
absz. CH,Cly; Viii) Ha, PA(OH),/C, MeOH; ix) H,, Pd(OH),/C, ciklohexa-1,4-dién, MeOH>®

Nielsen és munkatarsai a tovabbiakban egy igen érdekes triciklusos analdgot is
eléallitottak.*® (24. abra) 43-bol kiindulva 133-at szintetizaltak, melynek primer OH-
csoportjat elészor tritilezték (148), majd a két szabad hidroxil-csoportbdl benzil-étert (149)
képeztek. Ezutan ecetsavval eltavolitottdk a tritil-, illetve az izopropilidén-
véddcsoportokat, és kdzben metil-glikozidot (150) képeztek. A kovetkezd 1épésben
dimetanszulfonatot allitottak eld, és kromatografia soran sikeriilt a két anomert (151a,
151P) elvalasztaniuk egymastol. A vinil-csoport dihidroxilalasa OsO,4 és N-metilmorfolin-
N-oxid segitségével egy nagyon bonyolult keveréket eredményezett, amibdl aztan
feltehetéen sztérikus okok miatt, 152a és 1528 triciklusos szarmazékokat allitottak eld
kiilon-kiilon, nukleofil szubsztitucios reakcioban NaH jelenlétében. A két tiszta anomerbdl
modositott Vorbriiggen-reakcioban timint glikozilezve azonban ismét keverékek (153a,
1538) képzodtek. A benzil-csoport eltavolitasa utan sikeriilt kromatografiasan
elvalasztaniuk a két anomert (1540, 154p), és megallapitottak, hogy a 154p a fotermék.
Molekulamodellezéssel és NMR-mérésekkel (NOE alapjan) sikeresen megallapitottak a
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ebben az esetben azzal magyaraztak, hogy a 2°,3’-helyzetben tetrahidrofurdnnal kondenzalt
gylirt boriték konformaciot vesz fel.
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24. abra Triciklusos timin szirmazék szintézise
Reakciokoriilmények: i) TrCl, absz. CsHsN; ii) BnBr, NaH, absz. DMF; iii) 20% HCl-oldat, MeOH; iv)
MsCI, absz. CsHsN; v) 0sO,4, N-metilmorfolin-N-oxid, CsHsN:H,0:t-BuOH; vi) NaH, absz. DMF; vii) T,
BSA, TMSOTf, absz. MeCN; viii) H,, Pd(OH),/C, EtOH

2.4. Morfolino nukleozid szarmazékok

2.4.1. Szintézis

A ribonukleozidok kémiai atalakitasanal gyakran hasznéljék a2 é 3 hidroxil-csoport

crer

O _p o)
RO/\Q‘ — =RO _.RO/\<7_7‘ RO/\S
HO  “OH o A "’OH ;‘
. - \/O
o oIoH o
S o + o O M* -H20 Ox /O m*
M+
HO “OH i

25. abra Ribonukleozidok metaperjodatos oxidaciéjanak mechanizmusa

room

Khym,™ illetve késébb Read és Brown' egy kétlépéses eljarast dolgozott ki adenozinbdl
(155) morfolind szarmazék eldallitasara. Metaperjodatos oxidacido utan a keletkezd
szekodialdehidet (156) metil-aminnal reagaltatva és reduktiv koriilményeket alkalmazva

eléallitottak egy N-4’-metil-morfolino szarmazékot (157). (26. abra)
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26. abra Elso morfolino eloallitasa

Reakciokoriilmények: 1) NalOy; ii) H3CNHj; iii) Ra-Ni, H,

A 20. szazad végén Stirchak, Summerton és Weller olyan oligonukleotid szarmazék
szintézisérol irtak, melyben a furanoz egységet és a foszfatészter gerincet is
modositottak.”? A ribofurandz tetrahidrofuran gylriijét morfolin gytirivel helyettesitették,
¢és olyan szarmazékot allitottak el6, melyet a primer OH-csoportjanal és a morfolin NH-
csoportjanal  kiilonb6zé kotéseken keresztiil oligomerizalni lehet. A megfeleld
ribonukleozid (158) metaperjodatos oxidacioja utain ammonium-tetraboratot alkalmazva,
szekodialdehid (159) és biszhemiaminal (160) intermediereken Kkeresztiil, reduktiv

aminalassal alakitottak Ki a morfolin gytiriis szarmazékot (161). (27. abra)

HO HO OH OH
\\GAB i KSO B i KOIB i K[OJ’B
7 Z: HO™ "N~ "OH N
HO  OH o o N

H
158 159 160 161
158-161: B = U, CBz ABz GPA

27. abra Morfolino szintézise

Tobbféle 6sszekotdlancot [karbonil (162), szulfonil (163), foszforil (164)] (28. abra) is
kiprobaltak, de végiil figyelembe véve a célszekvencidhoz vald kotddést, a szintézis
koltségét, illetve egyszerliségét, a kémiai stabilitast, a vizoldékonysagot és az RNS-hez
valo affinitasat, a foszforodiamidat-kotést valasztottak alapul a morfolindk

oligomerizaciojahoz.”

;‘\o
Y’f er %r

No =0, N-CH,
Z = alkil, O-alkil, S-

//S
Y alkil, NH, NH(alkil),
NH(O-alkil), N(alkil),,
]/ ]/ ]/ N(alkil)(O-alkil)
163 //
f 0"y X \f
28. abra Morfolinok osszekotélancai
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A morfolinok oligomerizéaciojdhoz el6szor sziikség van a szekunder amin védelmére, ezt
tritil-csoporttal valositottak meg (165). Kovetkezd 1épésben aktivaltak a monomert N,N-
dimetilfoszforamid-dikloriddal (166), és utana kapcsoltak egy masik monomerrel, melyet
elétte szilard hordozohoz rogzitettek (167). Megfeleld szamu ciklus utan savas kezeléssel
eltavolitottak az utols6 monomer tritil-védécsoportjat (168), majd lehasitottak a
hordozordl. (29. abra) Az igy eléallitott oligomereket foszforodiamidat morfolind

oligomernek (PMO: phosphorodiamidate morpholino oligomer) nevezziik.

C
N(CH3>2 \[ ],
161—>K[ ]’ L k[ ]’ K[ ]’ v 1 N(CH)
O’ ~0

Oo.__B

167
165
166 168K[Nj/

H
29. abra Morfoliné oligomerizacios reakcioja
Reakciokoriilmények: i) TrCl, EtzN, absz. DMF; ii) Cl,(O)PN(CHj3),, N-etilmorfolin, N-metilimidazol, absz.
CH,Cly; iii) Et;N, absz. DMF; iv) 2% AcOH, F;CCH,0H"

2.4.2. Bioldgiai tulajdonsagok

Ahhoz, hogy bioldgiai hatast valthasson ki a morfolind oligomer a sejtben,
elengedhetetleniil sziikséges, hogy vizoldékony legyen. A vizoldékonysagot a
foszfodiészterrel Osszekotott nukleinsavak esetében az anionos gerinc biztositja. A
morfolind oligomerek azonban nemionos gerinccel rendelkeznek. A j6 vizoldékonysagot a
foszforodiamidat-kétés alkalmazasaval tudtak elérni.”

Nagyon fontos szempont, hogy a biologiai kornyezetben stabil legyen. A PMO-k
kolcsonhatasait megvizsgaltak szdmos bontd enzimmel: ellendllonak bizonyultak DNaz I
(egyszalu és kétszaltit DNS-t hasito endonukleaz), DNaz II (az 5° oxigén és a foszfor kozott
hasitja a DNS-t), RN4z A (a pirimidinek 3’ oldalan hasit), RN4z T1 (a guanin 3’ oldalan
hasit), nukledz P1 (az egyszali RNS-t és DNS-t hasitja), foszfodiészteraz (RNS és DNS 3’
exonukleaz), mungdbab nukleaz (az egyszali RNS-t és DNS-t hasitja) €s benzonaz (az
egyszalu és kétszalu, linearis, cirkularis és szuperhélix RNS-t, illetve DNS-t hasitja)
enzimekkel szemben. Tovabbd immunisak voltak pronaz E-re, proteindz K-ra és sertésmaj
észterdzra, illetve a szérum és maj homogenizatum degradalé enzimjeire.”

In vitro vizsgalva morfolind antiszensz oligomert, ragcsaldé TNF-o mRNS-ét célozva,

annak ellenére, hogy kevéssé jutott be a sejtbe, nagy aktivitast mutatott, nagy
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hatékonysaggal és specificitassal kotoédott. A biztatdé eredmények utan in vivo kisérletben
megvizsgaltak a toxicitasat egy 20 tagu oligomernek. Az alkalmazott dozis nem okozott
jelentds toxicitast, azonban egy hosszabb, kéthetes id6szak utan testsulygyarapodast és
nyugtalansagot valtott ki.”

3’-végen szensz, illetve antiszensz siRNS-be morfolinot beépitve hatdsos és szérum
exonukleazokkal szemben rendkiviil stabil oligomert allitottak el6. Az eredmények alapjan
a morfolind tartalmt siRNS tovabbi felhasznalast képezhet a gén‘terépiaib'cln.76

A PMO-k szintén endocitozissal jutnak be a sejtbe, de nagyon alacsony az aktivitasuk,
mert habar az endoszomakban nem bomlanak le,77 csapdaba esnek, és nem jutnak ki
onnan, vagy csak nagyon kismértékben. A probléma megoldasara a Gene Tools és a
Sarepta Therapeutics (korabban: AVI BioPharma) olyan morfolin6-peptid konjugatumokat
allitottak eld, amelyek képesek a sejtpenetraici(')ra.78 Utobbi egy 3’-, (169) illetve 5°-
helyzetben (170) arginin tartalmu oligopeptidet tartalmazé morfolinot allitott eld, melyet
elneveztek PPMO-nak. Két elonye van az alap morfolindval szemben: az oligopeptid
molekularészlet serkenti az endoszomaba vald felvételét és a kiszabadulasat.”® A Gene
Tools tgynevezett Vivo-Morpholino-ja (171) egy a 3’-helyzetben oktaguanidin-dendrimert
tartalmaz6 morfolind szarmazék.®® (30. abra)
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30. abra PPMO-k és Vivo-Morpholino

R = arginin, X = 6-aminohexansav, 3 = p-alanin, B = nukleobazis
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Genetikai betegségek kezelésében is igéretesnek tlinik a morfolindk haszndlata. A
Duchenne-féle izomsorvadas velesziiletett, drokletes betegség, melyet az emberi disztrofint
kodold gén mutacidja vagy hianya okozza. Nagyon sulyos betegség, ami fizikai és mentalis
leéptiléssel is jé.l’.81 Egy lehetséges kezelési mod lenne sztérikusan gatld oligomerek
hasznalata, amely megvaltoztatna a splicing menetét, mell6zné az exonokat, hogy
eltavolitsak a korai stop kodonokat, vagy javitana a framshift mutaciok miatt eltolédott
olvasast. Szamos Duchenne-féle izomdisztrofiadban szenvedé egér modellt Kifejlesztettek,
amik koziil az elsé és a legnépszeriibb az mdx egér, amely egy korai stop kodont tartalmaz
a 23-as exonban. Mddositatlan antiszensz morfolind alkalmazasa ennck a betegségnek a
kezelésére jelenleg klinikai kiprobalas alatt van, azonban ez a tipusu oligomer nem jut be a
szivbe hatasos koncentracidban, és nincs hatassal a disztrofin splicingra.78 Néhany
splicingot mddosit6 PMO a disztrofin moddositott formdainak expressziojat indukalta
egerekben, kutyakban és emberekben.®?

Ezenkiviil bizonyos morfoliné oligomer a c-myc génre hatva a vaszkularis endotelialis
sejtek proliferacigjat is gatolja, amely kiilonben resztendzist okozhat.™

Mindezek mellett egyes fert6zd betegségek kezelésében is jelentds eredményeket értek el
morfolind oligomerek alkalmazasaval. Allatkisérletes vizsgalatokban dengue-virus, Zaire
Ebola-virus ¢és influenzavirus ellen igen jo aktivitast mutattak, gatoltak a virusok

replikaciojat.”®

2.5. Moadositott oligonukleotid szarmazékok a terapiaban

Az els6 médositott oligonukleotid gyogyszerhatoanyag a fomivirsen (Vitravene®) (172)
(31. abra) volt, melyet a National Institutes of Health fedezett fel és eleinte az ISIS
Pharmaceuticals engedélyeztetett és fejlesztett ki, késébb pedig a Novartis forgalmazta.®
172-t az AIDS-betegek CMV feliilfert6zés okozta retinitiszére alkalmaztak intravitrealis
84

injekci6 formajaban.” Olyan antiszensz oligodezoxinukleotid szarmazék, melyben a

foszfatdiészter gerincet foszforotioat helyettesiti, aminek kovetkeztében ellenallobb az

crer

soran keletkez6 mMRNS-hez komplementerként kotédik.® 1998-ban hagyta jova az FDA,*

de a Novartis felfiiggesztette a forgalmazasat 2002-ben az Eurdpai Unioban.®
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31. Abra Fomivirsen szerkezetének részlete
Kékkel jelolve a natrium-foszforotioat molekularészlet. A teljes szerkezetét csak a bazissorrenddel jeldlom:

5°-G-C-G-T-T-T-G-C-T-C-T-T-C-T-T-C-T-T-G-C-G-3".%°

crers

FDA gyorsitott eljarasban elfogadta az eteplirsen (Exondys 51%) (173) (32. abra) nevii, a
Sarepta Therapeutics (korabban: AVI BioPharma) altal eléallitott antiszensz PMO

szarmazékot.®’

B(n) B(30)

(@]
HOV\OPLN O/H o/H
N(CHa); N(CHs);
- 173 — 29

32. abra Az Eteplirsen szerkezete

B(1-30); C-T-C-C-A-A-C-A-T-C-A-A-G-G-A-A-G-A-T-G-G-C-A-T-T-T-C-T-A-G*®

Szintén egy Oroklott betegség a spindlis izomatrofia, amely a gerincveldben talalhato
mozgatod idegsejtek elsorvadasat eredményezi.89 2004-ben megindult a kezelésére egy
antiszensz terapia kifejlesztése, és a kovetkezd években egy antiszensz oligonukleotidot
fejlesztett ki az lonis Pharmaceuticals licencszerz6désben a Biogen-nel. A vegyiiletet
nusinersennek (Spinraza™) (174) (33. abra) nevezték el, melyet 2016 decemberében az
FDA jovahagyott e betegség kezelésére.® Szintén foszforotioat szarmazék, viszont nem
DNS, hanem RNS analég, melyben a 2’-hidroxil-csoportbol 2-metoxietil-étert képeztek.

Réadasul egy nem természetes nukleinsavalkoto bazist (5-metilcitozint) is tartalmaz.
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33. abra A nusinersen szerkezetének részlete
Kékkel a natrium-foszforotioat és pirossal a metoxietil molekularészletek vannak megjeldlve. A teljes

szerkezetét csak a bazissorrenddel jeldlém: 5°-T-mC-A-mC-T-T-T-mC-A-T-A-A-T-G-mC-T-G-G-3°.%

2013 januarjaban az FDA engedélyezte a mipomersen (175) (34. abra) nevii antiszensz
oligonukleotid szarmazékot. Kynamro® néven keriilt forgalomba, homozigota familiaris

hiperkoleszterinémia kezelésére alkalmaznak.®*
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34. abra A mipomersen szerkezetének részlete
Kékkel a natrium-foszforotioat és pirossal a metoxietil molekularészletek vannak megjeldlve. A teljes
szerkezetét csak a bazissorrenddel jelolom: 5°-G*-mC*-mC*-T*-mC*-dA-dG-dT-dmC-dT-dG-dmC-dT-dT-
dmC-G*-mC*-A*-mC*-mC*-3’; * = 2°-0-(2-metoxietil), m = 5-metil, d = 2’-dezoxi.*

Az apolipoprotein B-100-at kddolé6 mRNS-hez kotédik, aminek kovetkeztében ribonukleaz

H aktivaciot valt ki, igy elmarad a transzlacio és a fehérjeszintézis. Mivel ez a fehérje a
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fokomponense az LDL-nek és a VLDL-nek, igy azok szintje csdkkeni fog.” Szerkezete
hasonl6 a nusinersenhez, de 2’-dezoxiribofuran6z szénhidrategységet is tartalmaz.

Habar még nincs forgalomban, de igéretes szernek nyilvanult klinikai III. fazisban (2016.
december) hipertrigliceridémia, familiaris kilomikronémia szindréma ¢&s familiaris
részleges lipodisztrofia kezelésére a volanesorsen (176) (35. abra). Az lonis
Pharmaceuticals (korabban ISIS Pharmaceuticals) fejlesztette ki a kémiailag a
mipomersenhez hasonl6 szerkezetli oligomert. A koleszterinszintet csokkenti, méghozza
ugy, hogy az apolipoprotein C3 (apo-Clll) mRNS-énck antiszensz szalaként gatolja a

transzlaciot.*
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35. abra A volanesorsen szerkezetének részlete
Kékkel a natrium-foszforotioat és pirossal a metoxietil molekularészletek vannak megjeldlve. A teljes
szerkezetét csak a bazissorrenddel jelolom: 5°-T*-A*-T*-T*-T*-dmC-dG-dA-dmC-dmC-dT-dG-dT-dT-
dmMC-T*-T*-mC*-G*-A*-3; * = 2°-O-(2-metoxietil), m = 5-metil, d = 2’-dezoxi.*®

Nem antiszenszként fejti ki hatasat, de szintén oligonukleotid szarmazék a pegaptanib
(Macugen®) (177) (36. abra). Hatasat a VEGF antagonizalasaval fejti ki, aptamerként
kotédik hozza.® 2004 decemberében hagyta jova az FDA iddéskori makuladegeneracid
(AMD) terapiajara,”’ ¢és a Pfizer a forgalmazoja. RNS analog molekula, amely 2’-
helyzetben hidroxil-, metoxi- vagy fluor-szubsztituenst tartalmazo nukleozidokbol all, és
5’-helyzetben 6sszekotélancon keresztiil egy metoxipegilalt lizint tartalmaz, illetve a 3°-

Jo

végen egy 3’°-3’-foszfodiészter kotésti timidint.
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36. abra A pegaptanib szerkezetének részlete
Kékkel a metoxi-PEG, lilaval a fluor és pirossal a metoxi molekularészletek vannak megjeldlve, n~900. A
teljes szerkezetét csak a bazissorrenddel jel6lom: 5°-dFC-G*-G*-A-A-dFU-dFC-A*-G*-dFU-G*-A*-A*-
dFU-G*-dFC-dFU-dFU-A*-dFU-A*-dFC-A*-dFU-dFC-dFC-G*-3°-3°dT; * = 2°-O-metil, d = 2’-dezoxi, F =

2’-fluor.®

2.6.  Trisz-(hidroximetil)-amino-metan reakcioja Kkiilonbozé aldehid és keton
szarmazékokkal®

Senkus mar 1945-ben eléallitott a trisz (178) és formaldehid 1:2 aranyu kondenzacios
reakcidjaval egy biciklusos szarmazékot, az 5-hidroximetil-3,7-dioxa-1-azabiciklo-
[3.3.0]oktant (179). A vizelvonast és igy az egyensulyi reakcio eltolasat Dean-Stark
késziilékkel biztositottak.’® (37. abra)

NH /NN
e} HO 2 o o)
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37. abra Formaldehid és trisz kondenzacios reakciéja

Reakcidkoriilmények: PhH, reflux

Harminc évvel késébb Broadbent és munkatarsai® mar triciklusos szarmazékok
eloallitasaval foglalkoztak. (38. abra) Szintén Dean-Stark késziiléket alkalmazva trisz és
hexan-2,5-dion (1:1 arany) toluolban, ecetsav katalizalta reakcioban 63%-0s hozammal

cléallitottak  az  1,7-dimetil-4-hidroximetil-2,6-dioxa-10-azatriciklo-[5.2.1.0***]dekant
(180).
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38. abra Hexan-2,5-dion és trisz kondenzaciés reakcidja

Reakcidkoriilmények: AcOH, PhMe, reflux, 8 ora

Giovenzana ¢és kutatocsoportja'®  sztochiometrikus aranyn  glioxal és trisz  2:2

crer

»glytham”-nak (181). (39. abra) A reakcid j6 hozammal (91%) ¢és teljes

crer

sztereoszelektivitdssal ~ ment  végbe. A vegyiilet relativ = konfigurdciojat

rontgenkrisztallografidval sikeriilt meghatarozniuk.
o 0 o
HO — HQ o)
Owo + 178 —— N N SN ;\lﬁ\\
5—< OH
O (0]
181

39. abra ,,Glytham” eldallitasa

Il

Reakciokorilmények: H,0, 1 ora, rt

A ciklokondenzacios reakciot megkisérelték végrehajtani glioxallal és szerinollal (182),
illetve glioxallal és 2-amino-2-metil-propan-1,3-diollal (183) is. (40. abra) Utobbival
lejatszodott a ciklokondenzacid, de sokkal hosszabb volt a reakcioidd, és kozepes
hozammal (51%) izolaltak a terméket (185). A szerinollal viszont komplex reakcioelegyet
kaptak, polimerizacios termékekkel, melyeket a trisz és a 2-amino-2-metil-propan-1,3-diol
enolizaciora hajlamos a-diketonokkal valé reakcidjaban szintén tapasztaltak. 184-et nem

tudtak izolalni.
o 0 o

HO NH; — o&
R

Owo + \_’_\ —» R N N R

N~
R OH D R\&%/LN

o 0
182: R = H 184: R = H
183: R = CH, 185: R = CH,

40. abra Szerin és 2-amino-2-metil-propan-1,3-diol reakcidja glioxallal

Reakciokorilmények: H,O, 10 nap, rt

178-at és 183-at 1,2-difeniletan-1,2-dionnal (benzil) ekvimolarisan reagaltatva nem 2:2,

hanem 1:1 ciklokondenzaciét tapasztaltak. (41. abra) Csak egykristaly rontgen-
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diffrakcioval tudtak megallapitani 187 szerkezetét, ami alapjan kideriilt, hogy a tercier
hidroxil-csoport exo térallast. Szerinollal ismét komplex reakcioelegyet kaptak, és nem
tudtak izolalni 186-ot.

PP Ph OH
Ph HO  NH, th HN
®) + ___ - O (@) — Ph
0 o NH = 0 o
Ph R j)
183: R=H R R
178: R = OH 186:R=H

187: R=0OH

41. abra Szerin és 2-amino-2-metil-propan-1,3-diol reakcidja glioxallal
Reakciokorilmények: H,O:MeOH, 2 6ra, 40 °C

2.7. Célkitiizés

Doktori munkam soran olyan nukleozid szarmazékok eldallitasat tlztik ki célul,
melyekben ribonukleozidokbol kiindulva 2°,3’-helyzetben a szekunder hidroxil-
csoportokat gytiriifelnyilas kozben aldehiddé oxidaljuk metaperjodatot alkalmazva. Az igy
kapott szekodialdehid szarmazékokat ezutan trisz-(hidroximetil)-amino-metannal (178)
reagaltatva kondenzacids reakcioban egy teljesen U triciklusos szdrmazékot allitunk eld. A
reakcié soran harom 1j kiralitdscentrum generalodik, aminek kovetkeztében 2°
diasztereomer keletkezhet.

A szintézishez kidolgozzuk a megfelelé véddcsoportok bevitelét, és a triciklizacid utan
annak eltavolitasat. Vizsgaljuk a reakcid sztereoszelektivitasat, a reaktansok €s reagensek
véddcsoport kompatibilitasat, illetve hogy az alkalmazott véddcsoportok befolyasoljak-e a
sztereoszelektivitast. A koztitermékek és  végtermékek  szerkezetigazoldsdhoz
tomegspektrometrids és NMR-spektroszkdpids méréseket, illetve konformacios és NMR
szamitasokat végziink. Tovabba sziikséges legalabb egy szadrmazékrol egykristaly
rontgendiffrakciés mérés, melyeknek eredményeit Osszehasonlitva a vegyliletek pontos
szerkezete reményeink szerint meghatarozhat6. A véddcsoportot nem tartalmazo, szabad
szarmazeékok  hidroxil-csoportjuk  révén beépiilhetnek nukleinsavakba, lanctorést
okozhatnak, polimerdz vagy egyéb enzimgatloként funkciondlhatnak, ezért kooperacioban
biologiai vizsgalatoknak kivanjuk aldvetni, tanulmdnyozni citotoxikus és antiviralis

hatasukat.
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3. Metodikak

3.1. Altalanos médszerek és anyagok

Az alapanyagok ¢és oldoszerek a Sigma-Aldrich-t6l, a MOLAR-t6l, TCI-tol, Alfa Aesar-t6l
¢s a VWR International Kft-t6l szarmaztak.

Az cléallitott vegyiileteket flash kromatografias technikaval tisztitottam, amihez
allofazisnak 0,040-0,063 mm szemcseméretli Kieselgel 60 tipusu szilikagélt (Merck Kft.)
hasznaltam. A reakciokat vékonyréteg-kromatografiasan, Kieselgel 60 Fass lemezeken
(Merck Kft.) kovettem. A foltokat UV-lampa alatt 254 nm-en detektaltam, és ammonium-
molibdenat — kénsav tartalmu, illetve 5%-os kénsavas etanolos eldhivoszerrel, hdpuska
segitségével hivtam eld.

A vegyiiletek optikai forgatoképességét Perkin-Elmer 241 automata polariméterrel

hataroztuk meg szobahdmérsékleten.

3.2. Tomegspektrometria

A MALDI-TOF-MS mérések pozitiv reflektron modban torténtek BIFLEX III
tomegspektrométerrel (Bruker, Németorszag). 2,5-dihidroxibenzoesavat (DHB) hasznaltak
matrixként és F3CCOONa-ot kationizald segédanyagként DMF-ban. Az ESI-TOF-MS
spektrumokat microTOF-Q tipusit QqTOFMS tomegspektrométerrel (Bruker) végezték
pozitiv ion modban MeOH-os oldatban, szintén F3CCOONa-ot hasznalva kationizalo

segédanyagként.

3.3. NMR-spektroszkopia

A 'H NMR (360, 400 és 500 MHz) és *C NMR (90, 100 és 125 MHz) spektrumok
felvételét Bruker DRX-360, DRX-400, illetve Bruker Avance II 500 tipusa
spektrométerekkel, 25 °C-on végeztiik. A kémiai eltolodasok Me,Si-hoz (0.00 ppm *H-nal)
vagy az oldoszer csucsokhoz (CsDsN: 7.22, D,O: 4.79, DMSO-ds: 2.50 ppm 1H-né1,
CDClg: 77.16, DMSO-dg: 39.52, CsDsN: 135.91 ppm, CDsOD: 49.00 *C-nal) lettek
kalibralva. A 'H NMR jeleinek multiplicitasat az altalanosan elfogadott roviditésekkel
jeloltem: s, szingulett; d, dublett; dd, dupla dublett; ddd, dupla dupla dublett; dt, dupla
triplett; t, triplett; td, tripla dublett; g, kvartett; qd, kvadrupla dublett; m, multiplett. A teljes
jelhozzarendelést *H-'H COSY, 'H-C HSQC ¢és 'H-*C HMBC 2D NMR-mérések
segitségével végeztem el. Az NMR-spektrumok felvétele soran TopSpin® szoftvert

hasznaltunk, kiértékelésiik MestreNova™ programmal tortént.
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3.4. Rontgenkrisztallografia

A rontgenkrisztallografidhoz megfeleld 242 kristalyat forrd i-PrOH-bol atkristalyositassal
nyertem. Az adatgyiijtés mikrofokuszalt zart sugarforrassal és Pilatus 200K detektorral
felszerelt Synergy, Dualflex diffraktométerrel (Rigaku Oxford Diffraction) tértént, 20 °C-
on, Cu-Ka besugarzast (A=1.5418 A) alkalmazva. A szerkezet megfejtése direkt
modszerekkel és teljes matrixa legkisebb négyzetes finomitassal F>-re tortént SHELXL-
2016/4-gyel*® WinGX*™ alatt. A krisztallografiai szamitasok PLATON'® és Mercury™®®
programmal, a CIF-fajl szerkesztése pedig publCIF-et'” hasznalva és manudlisan

torténtek.

3.5. Szamitasi paraméterek

A vegyes torzios szog alacsony frekvenciaju konformacios kereséseket Macromodel
10.8.011 szoftverrel végeztik OPLS (optimized potentials for liquid simulations)®®
erbteret  hasznalva CHCls-0s  implicit  oldoszer modellel.’® A geometriai
ujraoptimalizalasokat B3LYP/6-31+G(d,p) szinten hajtottuk végre vakuumban, az NMR
szamitasokat mMPWI1PW91/6-311+G(2d,p) szinten™® végeztik el Gaussian 09
programmal.***  250-nél a DFT optimalizalas el6tt egy kiegészit6 AMI1 szintii
optimalizalasra és a tritil fenil-csoportjainak a leklaszterezésére volt sziikség, hogy
csokkentsiik az OPLS konformerek eredeti szamat (846). A Boltzmann-populaciokat
B3LYP/6-31+G(d,p) energiak alapjan becsiiltiik meg. A szamitott *C-NMR adatok | =
185.4855-tel és S = -1.0306-tal, a "H-NMR adatok | = 31.8996-tal és S = -1.0734-gyel

lettek korrigailva.112 Az eredmények megjelenitése VMD szoftvercsomaggal tortént.

3.6. Kisérletek részletes leirasa

Metaperjodatos anioncserélé gyanta el6allitasa™*

40 g NaOH-ot oldottam 3 I desztillalt vizben, majd hozzdadtam 200 g Amberlite IRA-400
20-50 mesh CI” formaju anioncseréld gyantat, és 2 oran at szobahémérsékelten kevertettem.
Ezutan vizzel semlegesre mostam, és hozzaadtam 233 g NalO4 5 l-es vizes oldatahoz.
Egyéjszakds kevertetés utan a gyantat kiszlirtem zsugoritott iivegszliron vakuumban,
mostam vizzel, és vakuum szaritészekrényben P,Os és KOH {0lott egy éjszakan at
szaritottam szobahOmérsékleten. Szaritds utan a gyantat sotét helyen taroltam a

tovabbiakban.
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42. abra Nukleozidok és triciklain6k NMR-asszignacié szempontjabdl relevians atomjainak szimozasa

5°-O-terc-butildimetilszilil-uridin (188)**

N0
O N
TBDMSO/\Q’ o
Ho onH©

6,0 g (24,57 mmol) uridint (58) oldottam 60 ml absz. DMF-ban, majd 3,35 g (49,14 mmol,
2,0 ekv.) imidazolt és 3,88 g (25,74 mmol, 1,05 ekv.) terc-butildimetilszilil-kloridot adtam
hozzé. Egyéjszakas kevertetés utan a reakcidelegyet jeges vizre Ontottem, a szilard anyagot
kiszlirtem, és egy éjszakan at vakuum szaritoszekrényben P,Os és KOH f616tt szaritottam.
A szilard nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 98:2 — 95:5 — 9:1)
tisztitottam. 5,40 g, (61%) fehér szilard habszerii anyagot kaptam termékként (188). R¢=
0.45 (CH,Cly/MeOH 9:1); *H NMR 360 MHz (CD;0D) ¢ = 8.01 (d, J = 8.1 Hz, 1H, uracil
CH-6), 5.91 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-17), 5.63 (d, J = 8.1 Hz, 1H, uracil CH-5), 4.16-4.10 (m,
2H, H-2’, H-3"), 4.04 (dd, J = 4.6, 2.3 Hz, 1H, H-4"), 3.99 (dd, J = 11.7 Hz, 2.3 Hz, 1H, H-
5’a), 3.85 (dd, J = 11.7 Hz, 2.3 Hz, 1H, H-5’b), 0.96 (s, 9H, TBDMS t-Bu 3 x CHj3), 0.15
(2 x s, 6H, TBDMS 2 x Si-CHs); *C NMR 90 MHz (CD30D) 6 = 175.2, 166.1 (2C, uracil
CO-2, CO-4), 142.2 (1C, uracil CH-6), 102.2 (1C, uracil CH-5), 90.5, 86.0, 76.3, 71.0 (4C,
C-1’, C-2, C-3’, C-4’), 63.7 (1C, C-5°), 26.4 (3C, TBDMS t-Bu 3 x CHj3), 19.3 (1C,
TBDMS t-Bu Cgy), -5.4. (2C, TBDMS 2 x Si-CH3); ESI-TOF-MS: m/z szamitott
C15H26N2NaOgSi [M+Na]" 381,146; mért 381,145.
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5°-O-tritil-uridin (191)*°
=N\_0
0N
o’ ™
Ho  oH©
2,50 g (10,24 mmol) uridint (58) oldottam 30 ml absz. CsHsN-ben, majd hozzaadtam 4,28
g (15,36 mmol, 1,5 ekv.) trifenilmetil-kloridot, és egy ¢&jszakan at kevertettem a
reakcidelegyet. Ezutan az olddszert vakuumban leparoltam, a nyersterméket oldottam
EtOAc-ban, és desztillalt vizzel extrahaltam. A szerves fazist vizmentes szilard Na,SO4-0n
megszaritottam, a szaritészert kiszirtem, majd az oldatot beparoltam. A nyersterméket
flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 98:2 — 95:5 — 9:1) tisztitottam. Termékként
(191) 4,13 g (83%) fehér szilard habszerii anyagot kaptam. Ri= 0.46 (CH,Cl,/MeOH 9:1);
'"H NMR 360 MHz (CDCls) d = 10.48 (s, 1H, NH), 7.98 (d, J = 8.1 Hz, 1H, uracil CH-6),
7.40 (d, J=7.2 Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H), 7.29 (t, J = 7.4 Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H), 7.23 (dt, J =
7.4,42Hz,3H,3x Tr Ar-H), 5.89 (d, J= 2.4 Hz, 1H, H-1"), 5.56 (s, 1H, OH), 5.31 (d, J =
8.1 Hz, 1H, uracil CH-5), 4.45-4.42 (m, 1H), 4.35 (s, 1H, OH), 4.16-4.14 (m, 1H), 3.61 (d,
J = 6.8 Hz, 1H), 3.50 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H-5’a,b); *C NMR 90 MHz (CDCls) ¢ = 164.1,
151.4 (2C, uracil CO-2, CO-4), 143.4 (3C, 3 x Tr Ar-C), 140.5 (1C, uracil CH-6), 128.8,
128.2, 127.5 (15C, 15 x Tr Ar-CH), 102.4 (1C, uracil CH-5), 90.5, 83.6, 75.5, 69.7 (4C, C-
1’, C-2°, C-3°, C-4°), 87.7 (1C, Tr Cg), 62.2 (1C, C-5°); ESI-TOF-MS: m/z szamitott
CagH2sN2NaOg [M+Na]* 509,169; mért 509,167.

5°-O-tritil-inozin (192)'"’

—N
o N 0
o~
et NH
HO oH N

2,15 g (8,00 mmol) inozint (189) szuszpendaltam 25 ml absz. CsHsN és 25 ml absz. DMF
elegyében, majd hozzaadtam 2,68 g (9,60 mmol, 1,2 ekv.) tritil-kloridot. Masnap 15 ml
absz. DMSO-t és 0,67 g (2,40 mmol, 0,3 ekv.) tritil-kloridot adtam még hozza. Ezutan 2,24
g (8,00 mmol, 1,0 ekv.) tritil-kloridot adtam hozza két részletben, mikézben 60 °C-ra
melegitettem. A reakcidelegyet beparoltam, a maradékot CH,Cly-nal higitottam, majd
desztillalt vizzel és telitett sOs vizzel extrahaltam. A szerves fazist vizmentes Na,SO4-0n
megszaritottam, a szaritdszert kiszlirtem vakuumban, €s az oldatot beparoltam. A
nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Clo/MeOH 15:1 — 11:1 — 9:1) tisztitottam.
1,58 g, (39%) sargasfehér habszerti szilard anyagot kaptam termékként (192). Ri= 0.32
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(CH,Cl,/MeOH 9:1); *H NMR 360 MHz (DMSO-dg) 6 = 12.40 (s, 1H, NH), 8.23 (s, 1H,
hipoxantin CH), 8.02 (s, 1H, hipoxantin CH), 7.47-7.19 (m, 15H, 15 x Tr Ar-H), 5.95 (d, J
= 4.5 Hz, 1H, H-1"), 5.61 (s, 1H, OH), 5.26 (s, 1H, OH), 4.62 (s, 1H), 4.28 (s, 1H), 4.11
(dd, J = 8.9, 4.7 Hz, 1H), 3.31-3.20 (m, 2H, H-5’a,b); *C NMR 90 MHz (DMSO-dg) 6 =
156.6, 148.2, 124.6 (3C, hipoxantin C-4, C-5, CO-6), 145.8 (1C, hipoxantin CH), 143.6
(3C, 3 x Tr Ar-C), 128.3, 127.9, 127.0 (15C, 15 x Tr Ar-CH), 88.0, 83.1, 73.4, 70.2 (4C,
C-1°, C-2°, C-3", C-4"), 86.1 (1C, Tr Cg) 64.0 (1C, C-5’); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott
CagH26N4NaOs [M+Na]* 533,180; mért 533,4

5°-O-tritil-ribotimidin (194)''
CHj
oY
o ™
HO  on©
2,50 g (9,68 mmol) ribotimidint (193) oldottam 20 ml absz. CsHsN-ben, majd hozzaadtam
3,24 g (11,62 mmol, 1,2 ekv.) trifenilmetil-kloridot, és egy éjszakan at kevertettem a
reakcioelegyet. Ezutan az olddszert vdkuumban lepéaroltam, a maradékot oldottam 400 ml
EtOAc-ban, és 2 x 50 ml desztillalt vizzel, majd 50 ml telitett sos vizzel extrahaltam. A
szerves fazist vizmentes szilard Na,;SO4-on megszaritottam, a szaritoszert kisziirtem, majd
az oldatot beparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 96:4 —
9:1) tisztitottam. Termékként (194) 3,64 g (75%) fehér szilard anyagot kaptam. Ri= 0.27
(CH,Cl,/MeOH 95:5); *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 = 11.38 (s, 1H, NH), 7.51 (s, 1H,
timin CH-6), 7.41 (d, J =7.5 Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H), 7.35 (t, J = 7.5 Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H),
7.28 (t, J=7.1Hz, 3H, 3x Tr Ar-H), 5.83 (d, J =5.1 Hz, 1H, H-1"), 5.48 (s, 1H, OH), 5.18
(s, 1H, OH), 4.21 (s, 1H), 4.14 (s, 1H), 3.99 (dd, J = 7.0, 4.2 Hz, 1H, H-4"), 3.28 (dd, J =
10.6, 4.3 Hz, 1H, H-5’a), 3.20 (dd, J = 10.5, 2.4 Hz, 1H, H-5b), 1.45 (s, 3H, timin CH3);
3C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 6 = 163.7, 150.7 (2C, timin CO-2, CO-4), 143.5 (3C, 3 X
Tr Ar-C), 135.9 (1C, timin CH-6), 128.3, 128.0, 127.2 (15C, 15 x Tr Ar-CH), 109.6 (1C,
timin C-5), 88.1, 82.8, 73.2, 70.1 (4C, C-1°, C-2’, C-3’, C-4’), 86.5 (1C, Tr C), 63.8 (1C,
C-5°), 11.7 (timin CHs); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott CaoHogN,NaOs [M+Na]”
523,185; mért 523,23.
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6-N-benzoil-adenozin (195)**°

—N
(@) N/_ NHBz
o~
s % N
HO on NS

10,00 g (37,42 mmol) adenozinrdl (155) leparoltam 30 ml absz. CsHsN-t, majd
szuszpendaltam 200 ml absz. CsHsN-ben, és argon atmoszféra alatt kevertettem. 47,5 ml
(374,2 mmol, 10 ekv.) klortrimetilszilant csepegtettem hozza, 1 6ra mulva pedig
hozzéadtam 16,93 g, (74,84 mmol, 2,0 ekv.) benzoesav-anhidridet. Egyéjszakas kevertetés
utan az elegyet behtitttem 0 °C-ra, 100 ml vizet, majd 80 ml cc. NHz-oldatot adtam hozza,
és 1 oran keresztiil kevertettem, illetve hagytam felmelegedni szobahdmérsékletre. Az
oldoszert vakuumban leparoltam, a kapott szilard anyagot hideg vizzel eldorzsoltem,
vakuumban kiszlirtem hideg vizzel, és Et;0O-rel mostam. A szilard terméket vakuum
szaritoszekrényben szaritottam P,Os és KOH felett egy éjszakan at. 13,39 g (96%) fehér
szilard anyagot kaptam termékként (195). Ri= 0.28 (CH,Cly/MeOH 9:1); 'H NMR 400
MHz (DMSO-ds) 6 = 11.22 (s, 1H, NH), 8.77 (s, 1H, adenin CH), 8.74 (s, 1H, adenin CH),
8.06 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 2 x Bz Ar-H), 7.65 (t, J = 7.3 Hz, 1H, Bz Ar-H), 7.56 (t, J = 7.6
Hz, 2H, 2 x Bz Ar-H), 6.06 (d, J = 5.8 Hz, 1H, H-1"), 5.58 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 5.26 (d, J =
4.9 Hz, 1H), 5.15 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.67 (dd, J = 11.1 Hz, 5.6 Hz, 1H), 4.21 (dd, J = 8.5
Hz, 4.6 Hz, 1H), 4.01 (q, J = 3.6 Hz, 1H), 3.71 (dt, J = 11.7, 4.6 Hz, 1H, H-5"a), 3.60 (ddd,
J=10.6, 5.6, 4.3 Hz, 1H, H-5’b); **C NMR 100 MHz (DMSO-ds) 6 = 165.7 (1C, Bz CO),
152.3, 150.4, 133.4, 125.9 (4C, adenin C-4, C-5, C-6, Bz Ar-C), 151.7 (1C, adenin CH),
132.5, 128.5 (5C, 5 x Bz Ar-CH), 87.6, 85.7, 73.7, 70.4 (4C, C-1’, C-2°, C-3’, C-4), 61.4
(1C, C-5°); ESI-TOF-MS: m/z szamitott C17H;7NsNaOs [M+Na]" 394,113; mért 394,109.

6-N-benzoil-5°-O-terc-butildimetil-szilil-adenozin (196)*%

—N
0 N/_ NHBz
TBDMSO/\Q’ 7
s %, NN
HO OH Y

5,00 g (13,46 mmol) 195-6t oldottam 50 ml vizmentes CsHsN-ben, és 5 g 4 A-6s
molekulaszitat, és katalitikus mennyiségii 4-(dimetilamino)piridint adtam hozza. Egy ora
kevertetés utan 3,65 g (24,22 mmol, 1,8 ekv.) terc-butildimetilklorszilant adtam hozza, €s
egy ¢éjszakan at kevertettem. Mdasnap a molekulaszitat Celite®-en kiszilirtem, és mostam
CHCl3-mal. Az oldoszert leparoltam, és a maradékot oldottam CHClz-ban. A szerves fazist

elészor 10%-0s NaHSO4-oldattal, majd telitett NaHCOs-oldattal extrahaltam, vizmentes
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Na,SO,4-on megszaritottam, utana a szilard anyagot kiszlirtem. A szlrletet beparoltam, és a
nyersterméket flash kromatografiaval (CH,CI./EtOAC 6:4 — 1:1, CH,Cl,/MeOH 9:1)
tisztitottam. 5,45 g (83%) fehér szilard habos anyagot kaptam termékként (196). R= 0.52
(CH,Cl,/MeOH 9:1); *H NMR 400 MHz (CDCls) 6 = 9.56 (s, 1H, NH), 8.55 (s, 1H, adenin
CH), 8.40 (s, 1H, adenin CH), 7.97 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 2 x Bz Ar-H), 7.53 (t, J = 7.4 Hz,
1H, Bz Ar-H), 7.45 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 2 x Bz Ar-H), 6.19 (d, J = 5.1 Hz, 2H, H-1°, OH),
4,78 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 4.70 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.48 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 4.25 (dd, J =
5.7, 2.7 Hz, 1H), 3.92 (dd, J = 11.2, 2.3 Hz, 1H, 5’a), 3.82 (dd, J = 11.3, 2.1 Hz, 1H, H-
5°b), 0.85 (s, 9H, TBDMS t-Bu 3 x CHs), 0.05, 0.04 (2 x s, 6H, TBDMS 2 x Si-CH3); °C
NMR 100 MHz (CDCl3) 0 = 165.1 (1C, Bz CO), 151.2, 149.1, 133.4, 122.5 (4C, adenin C-
4, C-5, C-6, Bz Ar-C), 132.9, 128.7, 128.0 (5C, 5 x Bz Ar-CH), 89.0, 86.0, 75.9, 71.2 (4C,
C-1’, C-2’, C-3’, C-4’), 63.1 (1C, C-5), 26.0 (3C, TBDMS t-Bu 3 x CHj3), 18.4 (1C,
TBDMS t-Bu Cy), -5.3, -5.4 (2C, TBDMS 2 x Si-CHs); ESI-TOF-MS: m/z szamitott
C23H31NsNaOsSi [M+Na]* 508,199; mért 508,191.

2-N-benzoil-guanozin (198)**

—N
Rl NH

Ho ' on NN
NHBz

10,00 g (35,30 mmol) guanozinrél (197) leparoltam 30 ml absz. CsHsN-t, majd
szuszpendaltam 200 ml absz. CsHsN-ben, és argon atmoszféra alatt kevertettem. 44,8 ml
(353,0 mmol, 10 ekv.) klortrimetilszilant csepegtettem hozza, 1 6ra mulva pedig
hozzéadtam 15,97 g, (70,60 mmol, 2,0 ekv.) benzoesav-anhidridet. Fél nap kevertetés utan
az elegyet lehiitottem 0 °C-ra, 100 ml vizet, majd 80 ml cc. NHs-oldatot adtam hozza, és 1
oran keresztiil kevertettem, illetve hagytam felmelegedni szobahdmérsékletre. Az olddszert
vakuumban leparoltam, a kapott szilard anyagot hideg vizzel eldorzsoltem, vakuumban
kiszlirtem, majd hideg vizzel és Et;O-rel mostam. A szilard terméket vakuum
szaritoszekrényben szaritottam P,Os és KOH felett egy éjszakan at. 10,92 g (80%) sargés
fehér szilard anyagot kaptam termékként (198). Ri= 0.70 (CH,Cl/MeOH 8:2); *H NMR
(400 MHz, DMSO-dg) 0 = 12.35 (s, 1H, NH), 11.97 (s, 1H, NH), 8.33 (s, 1H, guanin CH-
8),8.06 (d,J=7.5Hz, 2H, 2x Bz Ar-H), 7.68 (t, J=7.1 Hz, 1H, Bz Ar-H), 7.57 (t, J=7.5
Hz, 2H, 2 x Bz Ar-H), 5.92 (d, J = 5.8 Hz, 1H, H-1"), 5.51 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 5.20 (d, J =
4.0 Hz, 1H), 5.06 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 4.55-4.45 (m, 1H), 4.16 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 3.93 (d,
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J=3.1Hz, 1H), 3.61 (td, J = 11.7, 7.0 Hz, 2H, H-5’a,b); *C NMR 100 MHz (DMSO-dg) &
= 169.1 (1C, Bz CO), 155.1, 149.0, 148.3, 132.2, 120.6 (5C, guanin C-2, C-4, C-5, CO-6,
Bz Ar-C), 133.2, 128.6 (5C, 5 x Bz Ar-CH), 86.4, 85.5, 74.0, 70.4 (4C, C-1°, C-2’, C-3,
C-4%), 61.3 (1C, C-5’); ESI-TOF-MS: m/z szamitott Ci7H17NsNaOg [M+Na]* 410,108;
mért 410,107.

2-N-benzoil-5’-O-terc-butildimetil-szilil-guanozin (199)

_N
TBDMSO/\U Z
~_NH
HO  OH
NHBz

4,93 g (12,73 mmol) 198-at oldottam 30 ml vizmentes CsHsN-ben, és 5 g 4 A-6s
molekulaszitat és katalitikus mennyiségli 4-dimetilamino-piridint adtam hozza. Egy ora
kevertetés utan 2,30 g (15,27 mmol, 1,2 ekv.) terc-butildimetilklorszilant adtam hozza, és
egy ¢jszakan at kevertettem. Masnap 960 mg (6,37 mmol, 0,5 ekv.) terc-
butildimetilklérszilant adtam hozzd, és még egy éjszakan at kevertettem. Harmadik nap
576 mg (3,82 mmol, 0,3 ekv.) terc-butildimetilklorszilant adtam hozza, és tovabbi egy
éjszakan 4t kevertettem. Kovetkez6 nap a molekulaszitat Celite®-en kisziirtem, és mostam
CH,Cl,-nal. Az oldoszert leparoltam, és a maradékot oldottam CH,Cly-ban. A szerves
fazist 10%-0s NaHSO;-oldattal, telitett NaHCO3-oldattal extrahaltam, vizmentes NaySO,-
on megszaritottam, majd a szilard anyagot kiszlirtem. A szlirletet beparoltam, és a
nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/aceton 8:2 — 7:3 — 6:4, CH,Cl,/MeOH
95:5) tisztitottam. 5,12 g (80%) tortfehér szilard habos anyagot kaptam termékként (199).
R= 0.48 (CH,Cly/MeOH 9:1); 'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 = 12.31 (s, 1H, NH), 10.61
(s, 1H, NH), 7.89 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 2 x Bz Ar-H), 7.85 (s, 1H, guanin CH-8), 7.46 (t, J =
7.4 Hz, 1H, Bz Ar-H), 7.34 (t, J = 7.7 Hz, 2H, 2 x Bz Ar-H), 5.99 (s, 1H, OH), 5.95 (d, J =
5.2 Hz, 1H, H-1"), 4.82 (s, 1H OH), 4.55 (s, 1H), 4.32 (s, 1H), 4.13 (d, J = 2.4 Hz, 1H),
3.67 (dd, J = 32.0, 9.2 Hz, 2H, H-5’a,b), 0.74 (s, 9H, TBDMS t-Bu 3 x CHj3), -0.07, -0.09
(2 x s, 6H, TBDMS 2 x Si-CHs); **C NMR 100 MHz (CDCl3) ¢ = 168.8 (1C, Bz CO),
156.0, 148.6, 148.3, 131.7, 120.5 (5C, guanin C-2, C-4, C-5, CO-6, Bz Ar-C), 133.7,
128.9, 128.3 (5C, 5 x Bz Ar-CH), 88.6, 86.0, 76.2, 71.7 (4C, C-1’, C-2°, C-3’, C-4’), 63.4
(1C, C-57), 26.0 (3C, TBDMS t-Bu 3 x CH3), 18.5 (1C, TBDMS t-Bu Cy), -5.3, -5.4 (2C,
TBDMS 2 x Si-CHg); ESI-TOF-MS: m/z szamitott C3HziNsNaOgSi [M+Na]™ 524,194;
mért 524,191.

49



4-N-benzoil-citidin (201)**

o N@NHBZ
Ho
HO\\ "///OH ©
10,00 g (41,12 mmol) citidinrél (200) leparoltam 30 ml absz. CsHsN-t, majd
szuszpendaltam 200 ml absz. CsHsN-ben, és argon atmoszféra alatt kevertettem. 52,2 ml
(411,2 mmol, 10 ekv.) klortrimetilszilant csepegtettem hozza, 1 6ra mulva pedig
hozzaadtam 18,61 g, (82,24 mmol, 2,0 ekv.) benzoesav-anhidridet. Fél nap kevertetés utan
az elegyet behiitottem 0 °C-ra, és 100 ml vizet, majd 80 ml cc. NHs-oldatot adtam hozza,
és 1 oran keresztiil kevertettem, illetve hagytam felmelegedni szobahémérsékletre. Az
oldoszert vdkuumban leparoltam, a kapott szilard anyagot hideg vizzel eldorzsoltem,
vakuumban kiszlirtem, hideg vizzel és Et;O-rel mostam. A szildrd terméket vakuum
szaritoszekrényben szaritottam P,0s5 és KOH felett egy éjszakan at. 10,44 g (73%) fehér
szilard anyagot kaptam termékként (201). R= 0.34 (CH,Cly/MeOH 9:1); *H NMR (400
MHz, DMSO) ¢ = 11.26 (s, 1H, NH), 8.52 (d, J = 7.1 Hz, 1H, citozin CH-6), 8.02 (d, J =
7.4 Hz, 2H, 2 x Bz Ar-H), 7.64 (t, J = 7.3 Hz, 1H, Bz Ar-H), 7.53 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 2 x
Bz Ar-H), 7.35 (s, 1H), 5.84 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-1°), 5.54 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 5.21 (s,
1H), 5.08 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 4.10-3.98 (m, 2H), 3.96 (s, 1H), 3.71 (dd, J = 59.3, 11.4 Hz,
2H, H-5’a,b); *C NMR 100 MHz (DMSO-ds) 6 = 167.6, 163.0, 154.6, 132.8, (4C, citozin
CO-2, C-4, Bz Ar-C, Bz CO), 145.3, 133.3, 128.5 (6C, citozin CH-6, Bz Ar-CH), 96.1,
90.3, 84.3, 74.7, 68.7 (5C, citozin CH-5, C-1’, C-2°, C-3’, C-4’), 60.0 (1C, C-5°); ESI-
TOF-MS: m/z szamitott C15H17N3sNaOg [M+Na]* 370,102; mért 370,102.

4-N-(N’,N’-dimetilaminometilén)-citidin (202)'*

CHj

o Nﬂ/NV’

Ho Ty
SV

S
N Z

HO  ©OH

N\
CHs

5,00 g (20,56 mmol) citidint (200) szuszpendaltam 50 ml absz. DMF-ban és argon
atmoszférat alkalmazva kevertettem 15 percig az elegyet, majd hozziadtam 5,46 ml (41,12
mmol, 2,0 ekv.) N,N-dimetilformamid-dimetilacetalt. Egyéjszakas kevertetés utan az
olddszert vakuumban leparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH
9:1 — 8:2) tisztitottam. Az izolalt anyagot forr6 EtOH-bol atkristalyositottam. Termékként
(202) 1,93 g (32%) fehér szilard anyagot kaptam. Ry= 0.29 (CH,Cl,/MeOH 8:2); *H NMR
(360 MHz, CDCl3) ¢ = 8.63 (s, 1H, N,N-dimetilformamidin CH), 8.10 (d, J = 7.2 Hz, 1H,
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citozin CH-6), 5.96 (d, J = 7.2 Hz, 1H, citozin CH-5), 5.81 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-1), 5.41
(d, J = 4.5 Hz, 1H), 5.13 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 5.02 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.02- 3.92 (m, 2H),
3.88 (s, 1H), 3.76-3.53 (m, 2H, H-5’a,b), 3.17 (s, 3H, N,N-dimetilformamidin CHj3), 3.04
(s, 3H, N,N-dimetilformamidin CHs); *C NMR (90 MHz, DMSO-dg) 6 = 171.2, 155.4
(2C, citozin CO-2, C-4), 157.9 (1C, formamidin CH), 142.7 (1C, citozin CH-6), 101.5,
89.7, 84.1, 74.4, 69.2, (5C, citozin CH-5, C-1°, C-2°, C-3°, C-4’), 60.3 (1C, C-5"), 40.9,
34.8 (2C, N,N-dimetilformamidin 2 x CHs); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott
C12H1gN4NaOs [M+Na]* 321,117; mért 321,24.

6-N,5°-O-bisztritil-adenozin (206)'%

=N
o N/_ NHTr
TrO/\Q‘ 72 )
s % NN
HO OoH

1,34 g (5,00 mmol) adenozint (155) és 4,18 g (15,00 mmol, 3 ekv.) tritil-kloridot
szuszpendaltam 30 ml absz. CsHsN-ben, és a reakcioelegyet 60 °C-on kevertettem egy
¢jszakan at. Masnap leparoltam az oldoszert, és toluolt paroltam le a nyerstermékrol, majd
300 ml CH,Cly-ban oldottam. A szerves fazist 10%-0s NaHSO;-oldattal, telitett NaHCOs-
oldattal extrahaltam, és vizmentes Na,SO4-on megszaritottam. A szaritdszert kiszlirtem, és
az oldatot beparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/aceton 9:1 —
85:15) tisztitottam. 2,38 g (63%) fehér szilard anyagot kaptam termékként (206). Ri= 0.39
(CH.Cl,/aceton 85:15); *H NMR 500 MHz (DMSO-ds) 6 = 8.37 (s, 1H, adenin CH), 7.85
(s, 1H, adenin CH), 7.47 (s, 1H, NH), 7.36-7.20 (m, 30H, 30 x Tr Ar-H) 5.95 (d, J = 4.6
Hz, 1H, H-1"), 5.51 (s, 1H, OH), 5.24 (s, 1H, OH), 4.77 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 4.33 (d, J = 4.9
Hz, 1H), 4.09 (q, J = 4.2 Hz, 1H), 3.24 (d, J = 4.3 Hz, 2H, H-5’a,b); *C NMR 125 MHz
(DMSO-ds) 0 = 153.6, 148.4, 121.0 (3C, adenin C-4, C-5, C-6), 144.9, 143.6 (6C, 6 X Tr
Ar-C), 151.2, 140.6 (2C, adenin CH-2, CH-8), 128.6, 128.2, 127.8, 127.7, 127.0, 126.6
(30C, 30 x Tr Ar-CH), 88.3, 83.1, 72.7, 70.3 (4C, C-1’, C-2’, C-3°, C-4’), 86.0 (1C, OTr
Cqy) 70.4 (1C, NTr Cy), 63.9 (1C, C-5°); ESI-TOF-MS: m/z szamitott CagHa1NsNaO4
[M+Na]" 774,306; mért 774,302.
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5°-O-tritil-citidin (207)'?®

o 't
o~ A
ST 0

N

HO  ©OH
Els6é moddszer: 243 mg (1,00 mmol) citidint (200) szuszpendaltam 5 ml absz. CsHsN-ben,
majd hozzaadtam 697 mg (2,50 mmol, 2,5 ekv.) trifenilmetil-kloridot, és egy éjszakan at
60 °C-on kevertettem. Mdasnap beparoltam a reakcidelegyet, és a nyersterméket flash
kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 95:5 — 9:1) tisztitottam. Termékként (207) 261 mg
(54%) fehér szilard habszer(i anyagot kaptam.
Maisodik modszer: 2,50 g (10,28 mmol) citidint (200) szuszpendaltam 30 ml absz. CsHsN-
ben, majd hozzaadtam 3,15 g (11,31 mmol, 1,1 ekv.) trifenilmetil-kloridot. Masnap 15 ml
absz. CsHsN-t és 10 ml absz. DMF-ot, illetve 1,15 g (4,11 mmol, 0,4 ekv.) tritil-kloridot
adtam az elegyhez. Négy nap utdn az oldoszert vakuumban leparoltam, a beparolt anyagot
Et,0O-rel eldorzsoltem. A szilard anyagot vakuumban kiszlirtem, majd desztillalt vizzel és
Et,O-rel mostam. A nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 95:5 — 9:1 —
8:2) tisztitottam. Termékként (207) 3,96 g (79%) fehér szilard habszerli anyagot kaptam.
R¢= 0.19 (CH,Cly/MeOH 9:1): *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 = 7.75 (d, J = 7.4 Hz, 1H,
citozin CH-6), 7.40 (d, J =7.2 Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H), 7.36 (t, J = 7.5 Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H),
7.29 (t, J =7.0 Hz, 3H, 3 x Tr Ar-H), 7.17 (d, J = 20.0 Hz, 2H, NH_), 5.79 (d, J = 2.9 Hz,
1H, H-1"), 5.53 (d, J = 7.4 Hz, 1H, citozin CH-5), 5.45 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 5.07 (d, J = 6.5
Hz, 1H), 4.10 (dd, J = 12.0, 6.5 Hz, 1H), 4.00-3.93 (m, 2H), 3.30-3.22 (m, 2H); *C NMR
(100 MHz, DMSO-dg) ¢ = 165.6, 155.1 (2C, citozin CO-2, C-4), 143.5 (3C, 3 x Tr Ar-C),
140.9 (1C, citozin CH-6), 128.3, 128.0, 127.2, (15C, 15 x Tr Ar-CH) 93.8, 89.9, 81.6, 74.1,
69.3 (5C, citozin CH-5, C-1°, C-2’, C-3’, C-4’), 86.3 (1C, OTr Cy), 63.0 (1C, C-5"); ESI-
TOF-MS: m/z szamitott CogH27N3NaOs [M+Na]* 508,185; mért 508,184,

2°,3’-di-O-trimetilszilil-5°-O-tritil-citidin (208)
0]

5 Y\E/NHZ
TrO/\g M=
TMSO\\$ @OTMS
570 mg (1,17 mmol) 207-r6l leparoltam 10 ml absz. CsHsN-t, majd ugyanannyiban
feloldottam, és argon atmoszféra alatt kevertettem negyed oraig a reakcidelegyet. Fél ora
alatt hozzacsepegtettem 1,49 ml (11,74 mmol, 10,0 ekv.) trimetilszilil-kloridot, majd egy

ora mulva hozzaadtam 491 mg (1,76 mmol, 1,5 ekv.) tritil-kloridot. Egyéjszakas kevertetés
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utan telitett NaHCOgs-oldatot adtam a reakcidelegyhez, ¢és egy oOra kevertetés utan
beparoltam. A maradékot CH,Cl,-nal higitottam, és 10%-0s NaHSO4-oldattal, majd telitett
NaHCOs-oldattal extrahaltam. A szerves fazist vizmentes szilard Na,SO4-0n
megszaritottam, a szaritoszert kisziirtem, az oldatot vékuumban beparoltam. A
nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 100:3) tisztitottam. 320 mg (43%)
narancsbarna szilard habszerti terméket (208) izolaltam. R= 0.70 (CH,Cl,/MeOH 9:1); H
NMR (400 MHz, CDCl3) ¢ = 8.32 (d, J = 7.4 Hz, 1H, citozin CH-6), 7.57 (d, J = 7.0 Hz,
6H, 6 x Tr Ar-H), 7.52-7.39 (m, 9H, 9 x Tr Ar-H), 6.02 (s, 1H, H-17), 5.48 (d, J = 7.4 Hz,
1H, citozin CH-5), 4.33 (m, 3H), 3.84 (dd, J = 10.9, 1.8 Hz, 1H, H-5’a), 3.47 (dd, J = 10.9,
2.6 Hz, 1H, H-5’b), 0.33, 0.15 (2 x s, 18H, TMS 6 x Si-CH3); *C NMR (100 MHz,
CDCl3) ¢ = 166.0, 155.9 (2C, citozin CO-2, C-4), 143.3, (3C, 3 x Tr Ar-C), 141.4, (1C,
citozin CH-6) 129.0, 128.0, 127.5, (15C, 15 x Tr Ar-CH), 94.2, 91.2, 81.6, 76.5, 69.9 (5C,
citozin CH-5, C-1°, C-2’, C-3°, C-4’), 87.5, (1C, OTr Cy), 61.7 (1C, C-57), 0.5, 0.2 (6C, 2 x
TMS CHa); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott CssHs3N3NaOsSi; [M+Na]™ 652,264; mért
652,4.

4-N,5°-O-bisztritil-citidin (209)

o Nﬂ/ NHTr
ro’ A
‘ "’/’OH o

S
N

HO
2,00 g (8,22 mmol) citidint (200) szuszpendaltam 20 ml absz. DMF-ban, majd hozzaadtam
4,65 g (16,68 mmol, 2,03 ekv.) tritil-kloridot, 0,02 g 4-dimetilamino-piridint, 2,8 ml (19,98
mmol, 2,43 ekv.) EtsN-t, és 50 °C-on kevertettem a reakcioelegyet. 1,88 ml (13,47 mmol,
1,64 ekv.) EtsN-t és 1,81 g (6,50 mmol, 0,79 ekv.) tritil-kloridot adtam hozza 2 nap mulva,
majd megismételtem 4 és 7 nap mulva is. 10 nap mulva beparoltam az elegyet, CH,Cl,-nal
meghigitottam. A szerves fazist 10%-0S NaHSOj-oldattal, telitett NaHCOs-oldattal
extrahdltam, vizmentes Nap,SO4-on megszaritottam, majd a szilard anyagot kiszlirtem. A
szlirletet beparoltam, és a nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 98:2 —
97:3 — 95:5) tisztitottam. Termékként (209) 1,81g (30%) sargasbarna szilard anyagot
kaptam. Ri= 0.36 (CH,Cl,/MeOH 95:5); *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 = 8.51 (s, 1H,
NH), 7.62 (d, J = 7.3 Hz, 1H, citozin CH-6), 7.48-7.09 (m, 30H, 30 x Tr Ar-H), 6.16 (d, J
= 7.3 Hz, 1H, citozin CH-5), 5.70 (d, J = 3.1 Hz, 1H, H-1"), 5.36 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.04
(s, 1H), 4.03 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.95-3.86 (m, 2H), 3.24 (s, 2H); *C NMR (100 MHz,
DMSO-dg) 6 = 163.3, 154.0 (2C, citozin CO-2, C-4), 144.6, 143.5 (6C, 6 x Tr Ar-C),
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128.8, 128.3, 128.0, 127.5, 127.1, 126.3 (30C, 30 x Tr Ar-CH), 96.2, 89.5, 81.8, 73.8, 70.2,
(5C, citozin CH-5, C-1°, C-2’, C-3’, C-4"), 86.3 (1C, OTr Cg), 70.4 (1C, NTr Cy), 63.3 (1C,
C-5°); MALDI-TOF-MS: m/z szdmitott C47H41N3NaOs [M+Na]* 750,294; mért 790,208.

2-N,5°-O-bisztritil-guanozin (210)*?*

/:N
S N~ NH
NHTr
5,00 g (17,65 mmol) guanozint (197) szuszpendaltam 50 ml absz. DMF-ban, majd
hozzaadtam 10,00 g (35,87 mmol, 2,0 ekv.) tritil-kloridot, 0,05 g 4-dimetilamino-piridint,
6,00 ml (43,05 mmol, 2,4 ekv.) EtsN-t, és 50 °C-on kevertettem a reakcioelegyet. 4,00 ml
(29,00 mmol, 1,6 ekv.) EtzN-t adtam hozza 2 nap mulva, majd 10,00 g (35,87 mmol, 2,0
ekv.) tritil-kloridot és 6,00 ml (43,05 mmol, 2,4 ekv.) Et3N-t 4 nap mulva is. 1 hét utan 10
ml EtsN-t és 10 ml MeOH-t adtam hozza, majd 30-30 percig kevertettem az elegyet.
Vékuumban beparoltam, és absz. PhMe-t paroltam le réla. A nyersterméket flash
kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 98:2 — 95:5) tisztitottam. Termékként (210) 6,70 g
(49%) halvany barna habszerti szilard anyagot kaptam. Ri= 0.24 (CH,Cl,/MeOH 95:5): *H
NMR (400 MHz, CDCl3) 0 =11.13 (s, 1H, NH), 7.70 (s, 1H, guanin CH-8), 7.43-7.04 (m,
30H, 30 x Tr Ar-H), 5.32 (d, 1H, H-1"), 4.20-4.09 (m, 1H), 4.00 (s, 2H), 3.58 (s, 1H), 3.25
(ddd, J = 15.3, 10.4, 4.4 Hz, 2H, H-5’a,b), 3.03 (s, 1H), 2.01 (s, 1H); *C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 = 158.4, 151.6, 149.5, 117.9 (4C, guanin C-2, C-4, C-5, CO-6), 144.2, 143.7 (6C,
6 x Tr Ar-C), 128.9, 128.7, 128.0, 127.3, 127.1 (30C, 30 x Tr Ar-CH), 89.6, 84.0, 74.4,
71.4 (4C, C-1°, C-2’, C-3°, C-4°), 87.1 (1C, OTr Cg), 71.2 (1C, NTr Cy), 64.1 (1C, C-5");
ESI-TOF-MS: m/z szamitott C4gHs41NsNaOs [M+Na]* 790,301; mért 790,290.

Uridin (58)

O N

HO/\g i

Ho  on©

122 mg (0,25 mmol) 5’-O-tritil-uridint (191) hozzaadtam 2,5 ml hexafluor-izopropanol,
9,0 ml (0,05 mmol, 0,20 ekv., Cu(OTf),;) 100 mg Cu(OTf),/50 ml MeNO; koncentracioju
torzsoldat és 150 pl (0,95 mmol, 3,8 ekv.) EtsSiH elegyéhez. Vékonyréteg-
kromatografiaval kovettem a reakciot. 5 perc utan elfogyott a kiindulasi anyag. Telitett

NaHCOgs-oldatot adtam a rekcidelegyhez ¢és beparoltam. A nyersterméket flash
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oszlopkromatografiaval (CH,Cl/MeOH 85:15 — 8:2) tisztitottam. Termékként (58) 56 mg
(92%) fehér szilard anyagot izolaltam. Ri= 0.14 (CH,Cl,/MeOH 9:1); *H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6 = 7.89 (d, J = 8.1 Hz, 1H, uracil CH-6), 5.79 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H-17), 5.67
(d, J =8.1 Hz, 1H, uracil CH-5), 4.04 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 3.98 (t, J = 4.4 Hz, 1H), 3.87 (q,
J =3.3 Hz, 1H), 3.63 (dd, J = 12.2 Hz, 3.0 Hz, 1H, H-5a), 3.60-3.54 (m, 1H, H-5’b); *C
NMR (100 MHz, DMSO-dg) ¢ = 163.5, 151.0 (2C, uracil CO-2, CO-4), 141.1 (1C, uracil
CH-6), 102.0 (1C, uracil CH-5), 87.9, 85.5, 73.7, 70.1 (4C, C-1’, C-2’, C-3’, C-4’), 61.0
(1C, C-5°); ESI-TOF-MS: m/z szamitott CoH1oN2NaOg [M+Na]" 267,059; mért 267,055.

2°,3°-di-O-terc-butildimetilszilil-5°-O-tritil-uridin (211)*%

TBDMSO\\s ZI/OTBDMS

5,0 g (10,28 mmol) 191-et feloldottam 30 ml absz. DMF-ban, hozzaadtam 5,18 g (76,05
mmol, 7,4 ekv.) imidazolt, és 0 °C-ra behiitéttem az oldatot. Ezutan 4,95 g (32,84 mmol,
3,2 ekv.) terc-butildimetilszilil-kloridot adtam a reakcidelegyhez, és egy éjszakan at
kevertettem az oldatot. Masnap az olddszert leparoltam, a maradékot EtOAc-ban
feloldottam, és 10%-0s NaHSOs-oldattal, telitett NaHCOg3-oldattal, majd telitett sos vizzel
extrahaltam. A szerves fazist vizmentes Na;SOg-tal megszaritottam, a szaritdszert
kiszlirtem, az oldatot beparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (i-hexan/aceton
85:15 — 8:2) tisztitottam. Termékként (211) 6,39 g (87%) fehér szilard habszerii anyagot
kaptam. Ri= 0.42 (i-hexan/aceton 7:3); *H NMR (360 MHz, CDCl3) 6 = 9.25 (s, 1H, NH),
8.14 (d, J = 8.1 Hz, 1H, uracil CH-6), 7.38-7.25 (m, 15H, 15 x Tr Ar-H), 5.84 (d, J =1.3
Hz, 1H, H-1"), 5.26 (dd, J = 8.1 Hz, 1.7 Hz, 1H, uracil CH-5), 4.19 (m, 3H), 3.71 (d, J =
10.8 Hz, 1H, H-5’a), 3.37 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H-5"b), 0.90, 0.77 (2 x s, 18H, TBDMS t-
Bu 6 x CH3), 0.17, 0.10, 0.02, -0.07 (4 x s, 12H, TBDMS 4 x Si-CHz); *C NMR (90 MHz,
CDCls) 0 = 163.5, 150.4 (2C, uracil CO-2, CO-4), 143.1 (3C, 3 x Tr Ar-C), 140.5 (1C,
uracil CH-6), 129.1, 128.1, 127.7 (15C, 15 x Tr Ar-CH), 102.1 (1C, uracil CH-5), 89.9,
83.0, 76.3, 70.9 (4C, C-1’, C-2°, C-3°, C-4’), 87.9 (1C, Tr Cy), 62.0 (1C, C-5°), 25.9 (6C,
TBDMS t-Bu 6 x CHj3), 18.1 (2C, TBDMS 2 x t-Bu Cy), -4.0, -4.3, -4.8 (4C, TBDMS 4 x
Si-CHs); ESI-TOF-MS: m/z szamitott C4oHs4N2NaOgSi, [M+Na]™ 737,342; mért 737,340.
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2°,3°-di-O-terc-butildimetilszilil-uridin (212)'%°

TBDMSO\\\\‘ ",//OTBDMS

179 mg (0,25 mmol) 211-et hozzaadtam 2,5 ml hexafluor-izopropanol, 2 ul (0,016 mmol,
0,065 ekv.) BF3Et,O és 150 ul (0,94 mmol, 3,8 ekv.) EtsSiH elegyéhez. Vékonyréteg-
kromatografiaval kovettem a reakciot. 5 perc utdn elfogyott a kiinduldsi anyag. Telitett
NaHCOs-oldatot adtam a rekcidelegyhez ¢és beparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval (i-hexan/aceton 8:2) tisztitottam. Termékként (212) 104 mg (88%)
fehér szilard anyagot kaptam. Ri= 0.27 (i-hexéan/aceton 7:3); *H NMR (360 MHz, CDCl3) ¢
=8.74 (s, 1H, NH), 7.73 (d, J = 8.1 Hz, 1H, uracil CH-6), 5.84 (d, J = 8.0, 1H, uracil CH-
5), 5.58 (d, J =5.3 Hz, 1H, H-1"), 4.67 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 4.29 (t, J = 3.9 Hz, 1H), 4.21 (s,
1H), 4.05 (d, J = 12.2 Hz, 1H, H-5a), 3.86-3.81 (m, 1H, H-5’b), 3.12 (d, J = 4.7 Hz, 1H),
1.03,0.99 (2 x s, 18H, TBDMS t-Bu 6 x CHg), 0.21, 0.20, 0.18, 0.15 (4 x s, 12H, TBDMS
4 x Si-CHs); *C NMR (90 MHz, CDCls) ¢ = 163.9, 150.6 (2C, uracil CO-2, CO-4), 143.1
(1C, uracil CH-6), 102.1 (1C, uracil CH-5), 93.6, 86.0, 74.0, 71.6 (C-1°, C-2°, C-3’, C-4’),
61.5 (1C, C-5"), 26.0, 25.9 (6C, TBDMS t-Bu 6 x CHj3), 18.2, 18.1 (2C, TBDMS 2 x t-Bu
Cq); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott C21H4N2NaOgSi; [M+Na]* 495,232; mért 495,233,

1,2;3,4-di-O-izopropilidén-6-dezoxi-6-tritiltio-galaktopiranoz (225)

TrS
HsC_ O e
H3C><O 7 IOIIO
=O7LCH3
H5;C

205 mg (0,74 mmol) 226-ot feloldottam 3 ml absz. CH,Cl, és 0,5 ml absz. CsHsN
elegyében, és hozzaadtam 310 mg (1,11 mmol, 1,5 ekv.) trifenilmetil-kloridot, majd argon
atmoszféra alatt egy ¢&jszakan at kevertettem a reakcioelegyet. Masnap CH,Cly-nal
higitottam az elegyet, és eloszor 10% NaHSOs-oldattal, majd telitett NaHCOj3-oldattal
extrahaltam. A szerves fazist vizmentes Na,SOz-on megszaritottam, a szaritoszert
kisziirtem, majd az oldatot beparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (i-
hexan/Et,0 98:2 — 95:5 — 9:1) tisztitottam. 324 mg (84%) fehér habszer(i szilard anyagot
kaptam termékként (225). Ri= 0.53 (i-hexan/aceton 8:2); [a]p: -70.3 (¢ 0,11; CHCls); *H
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NMR (360 MHz, CDCls) d = 7.42-7.14 (m, 15H, 15 x Tr Ar-H), 5.44 (d, J = 5.0 Hz, 1H,
H-1), 4.52 (dd, J = 7.9 Hz, 2.3 Hz, 1H, H-3), 4.23 (dd, J = 5.0 Hz, 2.4 Hz, 1H, H-2), 4.10
(dd, J = 7.9 Hz, 1.8 Hz, 1H, H-4), 3.63 (td, J = 7.0 Hz , 1.5 Hz, 1H, H-5), 2.50 (ddd, J =
27.4 Hz, 12.2 Hz, 7.1 Hz, 2H, H-6a,b), 1.48, 1.39, 1.32, 1.29 (4 x s, 12H, 4 x izopropilidén
CHs); *C NMR (90 MHz, CDCl3) § = 145.0 (3C, 3 x Tr Ar-C), 129.9, 128.0, 126.8 (15C,
15 x Tr Ar-CH), 109.3, 108.7 (2C, 2 x izopropilidén Cg), 96.5 (1C, C-1), 72.0, 71.0, 70.6,
67.5 (4C, C-2, C-3, C-4, C-5), 67.1 (1C, Tr Cy), 32.2 (1C, C-6), 26.3, 26.1, 25.0, 24.7 (4C,
4 x izopropilidén CHs); ESI-TOF-MS: m/z szamitott C3;H34NaOsS [M+Na]* 541,202; mért
541,203.

1,2;3,4-di-O-izopropilidén-6-dezoxi-6-tio-galaktopiranéz (226)

HS
HsC_ O e
HC O - "'//O
Lo,
H5;C

130 mg (0,25 mmol) 225-6t hozzaadtam 2,5 ml hexafluor-izopropanol, 2 ul (0,016 mmol,
0,065 ekv.) BF3Et,0 és 150 ul (0,94 mmol, 3,8 ekv.) Et3SiH elegyéhez. Vékonyréteg-
kromatografiaval kovettem a reakciot. 5 perc utdn elfogyott a kiinduldsi anyag. Telitett
NaHCOs-oldatot adtam a rekcidelegyhez és beparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval (i-hexan/Et,O 95:5) tisztitottam. Termékként (226) 50 mg (72%)
szintelen szirupszer(i anyagot kaptam. Ri= 0.41 (i-hexan/aceton 95:5); [o]p: -74.1 (c 0,16;
CHCI3); *H NMR (360 MHz, CDCls) 6 = 5.53 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H-1), 4.63 (dd, J = 7.9
Hz, 2.4 Hz, 1H, H-3), 4.35 (dd, J = 7.9 Hz, 1.8 Hz, 1H, H-4), 4.32 (dd, J = 5.0 Hz, 2.4 Hz,
1H, H-2), 3.79 (td, J = 7.0 Hz, 1.6 Hz, 1H, H-5), 2.81-2.63 (m, 2H, H-6a,b), 1.62 (dd, J =
9.7 Hz, 7.5 Hz, 1H, SH), 1.55, 1.44, 1.35, 1.34 (4 x s, 12H, 4 x izopropilidén CH3); *C
NMR (90 MHz, CDCls) ¢ = 109.5, 108.8 (2C, 2 x izopropilidén Cg), 96.7 (1C, C-1), 71.4,
71.1, 70.7, 70.0 (4C, C-2, C-3, C-4, C-5), 26.2, 26.1, 25.0, 24.6 (4C, 4 X izopropilidén
CHa), 24.5 (1C, C-6); ESI-TOF-MS: m/z szamitott C1,H,0NaOsS [M+Na]™ 299,093; mért
299,089.
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1,6-didezoxi-1,6-ditio-mannit (228)*%’

OH OH
‘. _SH

HS I
OH OH

350 mg (0,50 mmol) 1,6-didezoxi-1,6-bisztritiltio-mannitot (227) hozzaadtam 0,5 ml
hexafluor-izopropanol, 12,5 ul (0,20 mmol, 0,2 ekv.) BF3Et,O és 300 ul (1,88 mmol, 3,8
ekv.) Et3SiH elegyéhez. Miutan VRK-val kovetve a reakciot a kiindulasi anyag elfogyott
(kb. 5 perc), az olddszert leparoltam, és a nyersterméket Et,O-rel eldorzsdltem. A szilard
anyagot kiszlirtem, Et,O-rel mostam. Termékként (228) 96 mg (89%) fehér szilard anyagot
kaptam. Ri= 0.08 (i-hexan/aceton 1:1); [o]p: +7.9 (c 0,30; MeOH): *H NMR (360 MHz,
DMSO-dg) 0 = 4.74 (s, 2H), 4.24 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.53 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 2.85-2.79
(m, 2H), 2.53 (dd, J = 12.7 Hz, 5.7 Hz, 2H), 1.99 (t, J = 7.8 Hz, 2H, 2 x SH); *C NMR (90
MHz, DMSO-dg) 0 = 71.2, 70.7 (4C, C-2, C-3, C-4, C-5), 29.1 (2C, C-1, C-6); ESI-TOF-
MS: m/z szamitott CsH14NaO,S; [M+Na]* 237,023; mért 237,022,

Uracil-triciklané (235)
Y
HO/\[OJ’ N T NH
O
@)

\j_q

Véddcsoport nélkiil: 244 mg (1,00 mmol) uridint (58) oldottam 20 ml MeOH-ban,
hozzaadtam 1,0 g IO -formaji anioncseréld gyantat, €és egy ¢€jszakan at sotétben
kevertettem. Masnap a gyantat Celite™ rétegen kisziirtem, és MeOH-lal mostam, majd az
oldatot beparoltam. A nyersterméket 100 ml absz. MeOH-ban oldottam, és 250 mg 3 A
molekulaszitat adtam hozza. Fél ora kevertetés utan 182 mg (1,50 mmol, 1,5 ekv.) triszt
adtam a reakcidelegyhez. Egyéjszakas kevertetés utan a molekulaszitat Celite® rétegen
kisziirtem, és MeOH-lal mostam, majd az oldoszert leparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval (EtOAc/MeOH 95:5) tisztitottam. 190 mg (58%, 2 1épésre) fehér
szilard habot izolaltam termékként (235).

Deszililezés: 167 mg (0,38 mmol) 236-ot oldottam 3 ml absz. THF-ban, és 570 ul TBAF-
oldatot (1,5 ekv., 1,0 M THF-os oldat) adtam hozza. 2 ora kevertetés utan az oldatot
beparoltam, és a nyersterméket flash kromatografiaval (EtOAc/MeOH 95:5) tisztitottam.
59 mg (48%) fehér szilard habot kaptam termékként (235).
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Detritilezés: 342 mg (0,60 mmol) 237-et hozzaadtam 342 mg (2,51 mmol, 4,2 ekv.) ZnCls,
6 ml hexafluor-izopropanol, 3 ml MeNO, és 600 ul (3,76 mmol, 6,3 ekv.) Et;SiH
elegyéhez. 2 6ra utan telitett NaHCO3-oldatot adtam a reakcidelegyhez, majd beparoltam.
A nyersterméket flash oszlopkromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 9:1 — 8:1 — 85:15 — 8:2)
tisztitottam. 129 mg (66%) fehér szilard habot kaptam termékként (235).

R¢= 0.45 (CH,Cl,/MeOH 85:15): *H NMR (400 MHz, D,O + CD3s0D) 6 = 7.78 (d, J = 8.1
Hz, 1H, uracil CH-6), 6.04 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H-1"), 5.88 (d, J = 8.1 Hz, 1H, uracil CH-5),
477 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-2"), 4.70 (d, J = 4.1 Hz, 1H, H-8"), 4.15 (dd, J = 3.9, 1.3 Hz,
1H, H-9%), 4.00 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-6’a), 3.93-3.86 (m, 2H, H-4’a,b), 3.85-3.71 (m, 3H,
H-6’b, H-12"a,b), 3.69 (s, 2H, H-13"a,b); **C NMR (100 MHz, D,O + CD;0D) J = 166.6
(1C, uracil CO-4), 152.3 (1C, uracil CO-2), 142.6 (1C, uracil CH-6), 103.8 (1C, uracil CH-
5), 90.8 (1C, C-2), 89.1 (1C, C-8’), 79.1 (1C, C-17), 75.9 (1C, C-9°), 75.6 (1C, C-57), 73.0
(1C, C-4%), 72.2 (1C, C-6), 63.6 (1C, C-13°), 62.7 (1C, C-12°); ESI-TOF-MS: m/z
szamitott C13H17N3NaO7 [M+Na]" 350,096; mért 350,093.

12°-O-terc-butildimetilszilil-uracil-triciklané (236)
o)

=

O. _N_ _NH
TBDMSO/\[ j’ e
. O

HO
3,00 g (8,37 mmol) 188-at oldottam 100 ml MeOH-ban, hozzaadtam 12,0 g 104 -formaja
anioncserélé gyantat, és egy éjszakan at sGtétben kevertettem. Masnap a gyantat Celite®™
rétegen kisziirtem, és MeOH-lal, illetve CH,Cl;-nal mostam, majd az oldatot beparoltam.
A nyersterméket 200 ml absz. MeOH-ban oldottam, és 3,0 g 3 A molekulaszitat adtam
hozza. Fél ora kevertetés utan 1,52 g (12,56 mmol, 1,5 ekv.) triszt adtam a
reakcioelegyhez. Egyéjszakas kevertetés utan a molekulaszitat Celite® rétegen kiszlirtem,
és MeOH-lal, illetve CH,Cl,-nal mostam, majd az oldészert leparoltam. A nyersterméket
flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 95:5) tisztitottam. Termékként (236) 2,64 g, (72%,
2 lépésre) fehér szilard habot izolaltam. R= 0.31 (CH,Cl,/MeOH 95:5); *H NMR 400
MHz (CDCl3) 6 = 9.72 (s, 1H, NH), 7.56 (d, J = 8.1 Hz, 1H, uracil CH-6), 6.15 (d, J =4.1
Hz, 1H, H-1°), 5.74 (dd, J = 8.2, 0.8 Hz, 1H, uracil CH-5), 4.79 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-8°),
4.68 (d, J = 4.2 Hz, 1H, H-2"), 4.05 (dd, J = 5.1, 1.6 Hz, 1H, H-9’), 3.93 (d, J = 8.9 Hz,
1H, H-4’a vagy H-6’a), 3.90-3.78 (m, 5H, H-4’a vagy H-6’a, H-4’b, H-6’,b, H-12a,b),
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3.67 (s, 2H, H-13’a,b), 0.90 (s, 9H, TBDMS t-Bu 3 x CHs), 0.08, 0.07 (2 x s, 6H, TBDMS
2 X Si-CHs3); *C NMR 100 MHz (CDCls) 6 = 163.5, 150.5 (2C, uracil CO-2, CO-4), 140.0
(1C, uracil CH-6), 102.9 (1C, uracil CH-5), 90.5 (1C, C-2"), 87.6 (1C, C-8°), 77.8 (1C, C-
1°), 75.3 (1C, C-5°), 74.7 (1C, C-97), 72.0, 71.4 (2C, C-4°, C-6"), 63.7 (1C, C-13°), 62.9
(1C, C-12%), 25.9 (3C, TBDMS t-Bu 3 x CHj3), 18.4 (1C, TBDMS t-Bu Cy), -5.3 (2C,
TBDMS 2 x Si-CH3); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott C1oH31NsNaO;Si [M+Na]* 464,18;
mért 464,27.

12°-O-tritil-uracil-triciklané (237)

2,00 g (4,13 mmol) 191-et oldottam 100 ml MeOH-ban, hozzaadtam 8,0 g 104 -formaju
anioncserélé gyantat, és egy éjszakan at sGtétben kevertettem. Masnap a gyantat Celite®
rétegen kisziirtem, és MeOH-lal, illetve CH,Cl,-nal mostam, majd az oldatot beparoltam.
A nyersterméket 100 ml absz. MeOH-ban oldottam, és 2,0 g 3 A molekulaszitat adtam
hozza. Fél ora kevertetés utan 747 mg (6,17 mmol, 1,5 ekv.) triszt adtam a
reakcioelegyhez. Kovetkez6 nap 249 mg (2,06 mmol, 0,5 ekv.) triszt adtam még a reakcid
elegyhez. Még egy éjszakés kevertetés utan a molekulaszitat Celite™ rétegen kisziirtem, és
MeOH-lal, illetve CH,Cl;-nal mostam, majd az oldoészert leparoltam. A nyersterméket
flash kromatografiaval (CH,Cl/MeOH 98:2 — 98:3 — 97:3) tisztitottam, és termékként
(237) 1,78 g (76%, 2 lépésre) fehér szilard habos anyagot izolaltam. Ry= 0.42
(CH,Cl/MeOH 95:5); *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 = 9.77 (s, 1H, NH), 7.48 (d, J = 8.2
Hz, 1H, uracil CH-6), 7.43 (d, J = 7.3 Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H), 7.29 (t, J=7.4 Hz, 6H, 6 x Tr
Ar-H), 7.23 (t, J = 7.2 Hz, 3H, 3 x Tr Ar-H), 6.14 (d, J = 4.7 Hz, 1H, H-1°), 5.67 (d, J =
8.2 Hz, 1H, uracil CH-5), 4.80 (d, J = 4.6 Hz, 1H, H-8"), 4.68 (d, J = 4.7 Hz, 1H, H-2’),
4.21 (9, J = 4.4 Hz, 1H, H-9), 3.87 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H-6’a, H-4’a), 3.78 (d, J = 8.9 Hz,
1H, H-6’b), 3.77 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-4’b), 3.64 (d, J = 5.5 Hz, 2H, H-13"a,b), 3.38 (d, J
= 4.3 Hz, 2H, H-12’a,b), 2.90 (t, J = 5.8 Hz, 1H, OH); **C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 =
163.4 (1C, uracil CO-4), 150.5 (1C, uracil CO-2), 143.5 (3C, 3 x Tr Ar-C), 139.9 (1C,
uracil CH-6), 128.7, 128.0, 127.3 (15C, 15 x Tr Ar-CH), 103.0 (1C, uracil CH-5), 90.3
(1C, C-2°), 88.4 (1C, C-8), 87.1 (1C, Tr Cy), 77.7 (1C, C-1°), 75.3 (1C, C-57), 73.9 (1C,
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C-9), 72.0 (1C, C-4’), 71.3 (1C, C-6), 63.7 (1C, C-13), 63.6 (1C, C-12’); ESI-TOF-MS:
m/z szamitott CapH31N3NaO7 [M+Na]" 592,206; mért 592,205.

13°-O-acetil-12°-O-tritil-uracil-triciklanoé (238)

400 mg (0,70 mmol) 237-et oldottam 2,5 ml absz. CsHsN-ben, majd hozzaadtam 133 pl
(1,40 mmol, 2,0 ekv.) ecetsavanhidridet. Egyéjszakas kevertetés utan telitett NaHCO3-
oldatot adtam az elegyhez, és egy oran at kevertettem. Ezutan beparoltam a reakcidelegyet.
2 X H,O-zel, 2 x 10%-0s NaHSO;-oldattal és 2 x telitett NaHCOgz-oldattal extrahaltam. A
szerves fazist vizmentes Na,SO4-on megszaritottam, a szaritdszert kisziirtem, majd az
oldatot beparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/aceton 9:1 — 85:15
— 8:2) tisztitottam. 418 mg (97%) fehér szilard habszer(i anyagot kaptam termékként
(238). Ri= 0.44 (CH.Cly/aceton 8:2); *H NMR (400 MHz, CDCl3) § = 9.39 (s, 1H, NH),
7.44 (d,J=7.3Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H), 7.36 (d, J = 8.2 Hz, 1H, uracil CH-6), 7.30 (t, J = 7.3
Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H), 7.24 (t, J = 7.2 Hz, 3H, 3 x Tr Ar-H), 6.16 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-1"),
5.72 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H, uracil CH-5), 4.77 (d, J = 4.1 Hz, 1H, H-8), 4.63 (d, J =5.2
Hz, 1H, H-2"), 4.22 (dt, J = 8.5, 4.1 Hz, 2H, H-13’a, H-9’), 4.15 (d, J = 11.4 Hz, 1H, H-
13°b), 3.94 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-6’a), 3.85 (dd, J = 20.0, 9.1 Hz, 2H, H-4’a,b), 3.73 (d, J =
9.1 Hz, 1H, H-6’b), 3.41-3.34 (m, 2H, H-12’a,b), 2.05 (s, 3H, COCHz); *C NMR (100
MHz, CDCI3) ¢ = 170.7 (1C, COCHg), 163.0 (1C, uracil CO-4), 150.5 (1C, uracil CO-2),
143.5 (3C, Tr Ar-C), 139.6 (1C, uracil CH-6), 128.8, 128.0, 127.4 (15C, 15 x Tr Ar-CH),
103.2 (1C, uracil CH-5), 90.6 (1C, C-27), 88.8 (1C, C-8°), 87.1 (1C, Tr Cy), 77.3 (1C, C-
1’), 73.8 (1C, C-9%), 72.8 (1C, C-5°), 72.7 (1C, C-4"), 71.9 (1C, C-6"), 66.0 (1C, C-13"),
63.7 (1C, C-12°), 20.8 (1C, COCHpg); ESI-TOF-MS: m/z szamitott CszsH33N3NaOg
[M+Na]" 634,217; mért 634,216.
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Hipoxantin-triciklané (239)
N0
H

(o] N
« " N=/

HO
Védocsoport nélkiil: 268 mg (1,00 mmol) inozint (189) oldottam 50 ml MeOH-ban,
hozzdadtam 1,0 g IO4-formdji anioncseréld gyantat, és egy ¢&jszakan at sotétben
kevertettem. Masnap a gyantat Celite™ rétegen kisziirtem, és MeOH-lal mostam, majd az
oldatot bepéroltam. A nyersterméket 20 ml absz. MeOH-ban oldottam, és 270 mg 3 A
molekulaszitat adtam hozza. Fél ora kevertetés utan 182 mg (1,50 mmol, 1,5 ekv.) triszt
adtam a reakcioelegyhez. Egyéjszakas kevertetés utan a molekulaszitat Celite® rétegen
kiszlirtem, és MeOH-lal mostam, majd az olddszert leparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval (CH,Cl,/n-PrOH 8:2 — 7:3) tisztitottam. 132 mg (38%, 2 1épésre)
fehér szilard anyagot izolaltam termékként (239).
Deszililezés: 153 mg (0,33 mmol) 240-et oldottam 4 ml absz. THF-ban, 657 ul TBAF-
oldatot (2,0 ekv., 1,0 M THF-os oldat) adtam. Egyéjszakas kevertetés utan az oldatot
beparoltam, ¢s a nyersterméket flash kromatografiaval (EtOAc/MeOH 85:15) tisztitottam.
65 mg (56%) fehér szilard port kaptam termékként (239).
Detritilezés: 297 mg (0,50 mmol) 241-et hozzaadtam 297 mg (2,18 mmol, 4,4 ekv.) ZnCl,,
10 ml hexafluor-izopropanol, 5 ml MeNO; és 503 ul (3,15 mmol, 6,3 ekv.) Et;SiH
elegyéhez. 2 ora utan telitett NaHCOs-oldatot adtam a reakcidelegyhez, majd beparoltam.
A nyersterméket flash oszlopkromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 85:15 — 8:2) tisztitottam.
101 mg (58%) fehér szilard anyagot kaptam termékként (239).
Ri= 0.47 (CH.Cl/MeOH 8:2); *H NMR (400 MHz, D,O + CDs;OD) ¢ = 8.37 (s, 1H,
hipoxantin CH-8), 8.20 (s, 1H, hipoxantin CH-2), 6.10 (d, J = 6.3 Hz, 1H, H-1"), 5.17 (d, J
= 6.3 Hz, 1H, H-2"), 4.83 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H-8’), 4.37 (dd, J = 7.4, 4.4 Hz, 1H, H-9),
4.03 (dd, J = 15.7, 9.2 Hz, 3H, H-6’a, H-4’a,b), 3.93-3.80 (m, 3H, H-12’a,b, H-6’b), 3.81-
3.72 (m, 2H, H-13’a,b); *C NMR (100 MHz, D,O + CDs0OD) & = 159.2 (1C, hipoxantin
CO0-6), 149.3 (1C, hipoxantin C-4), 147.3 (1C, hipoxantin CH-2), 124.7 (1C, hipoxantin C-
5), 90.5 (1C, C-2), 89.6 (1C, C-8), 79.6 (1C, C-17), 76.0 (1C, C-9°), 75.6 (1C, C-5"), 73.1
(1C, C-4’), 72.1 (1C, C-5"), 63.7 (1C, C-13°), 62.9 (1C, C-12’); MALDI-TOF-MS: m/z
szamitott C14H17NsNaOg [M+Na]”™ 374,108; mért 374,12.
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12°-O-terc-butildimetilszilil-hipoxantin-triciklano (240)
N0
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1,90 g (4,97 mmol) 190-et oldottam 150 ml MeOH-ban, hozzaadtam 7,6 g 104 -formaju
anioncseréld gyantat, és egy é&jszakan at sotétben kevertettem. Masnap a gyantat Celite®
rétegen kiszlirtem, és MeOH-lal mostam, majd az oldatot beparoltam. A nyersterméket 80
ml absz. MeOH-ban oldottam, és 2,0 g 3 A molekulaszitat adtam hozza. Fél 6ra kevertetés
utan 903 mg (7,46 mmol, 1,5 ekv.) triszt adtam a reakcidelegyhez. Egyéjszakas kevertetés
utdn a molekulaszitat Celite® rétegen kisziirtem, és MeOH-lal mostam, majd az oldészert
leparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Clo/MeOH 95:5) tisztitottam.
Termékként (240) 1,20 g (52%, 2 1épésre) fehér szilard anyagot izolaltam. R= 0.31
(CH,Cly/MeOH 9:1); *H NMR 500 MHz (DMSO-dg) = 8.32 (s, 1H, hipoxantin CH-8),
8.08 (s, 1H, hipoxantin CH-2), 5.99 (d, J = 6.3 Hz, 1H, H-1"), 5.19 (d, J = 6.3 Hz, 1H, H-
2%), 5.09 (s, 1H, OH), 4.71 (d, J = 3.1 Hz, 1H, H-8"), 4.09 (td, J = 5.6, 3.2 Hz, 1H, H-9’),
3.86 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-6’a), 3.84 (s, 2H, H-4’a,b), 3.76-3.72 (m, 3H, H-6’b, H-12’a,b),
3.57-3.48 (m, 2H, H-13"a,b), 0.83 (s, 9H, TBDMS t-Bu 3 x CHg), 0.02, 0.01 (2 x s, 6H,
TBDMS 2 x Si-CHs); *C NMR 125 MHz (DMSO-ds) d = 156.5 (1C, hipoxantin CO-6),
148.2 (1C, hipoxantin C-4), 146.3 (1C, hipoxantin CH-2), 124.0 (1C, hipoxantin C-5), 88.8
(1C, C-2"), 88.0 (1C, C-8”), 77.1 (1C, C-17), 74.5 (1C, C-57), 74.4 (1C, C-9°), 72.3 (1C, C-
4”),71.6 (1C, C-6), 63.9 (1C, C-13"), 63.1 (1C, C-127), 25.7 (3C, TBDMS t-Bu 3 x CHj3),
18.0 (1C, TBDMS t-Bu Cy), -5.4 (2C, TBDMS 2 x Si-CHj3); ESI-TOF-MS: m/z szamitott
C20H31NsNaOgSi [M+Na]* 488,194; mért 488,192,

12°-O-tritil-hipoxantin-triciklané (241)
P
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1,00 g (4,97 mmol) 192-t oldottam 50 ml MeOH-ban, hozzaadtam 4,0 g 10, -formaju

anioncserélé gyantat, és egy éjszakan at sotétben kevertettem. Masnap a gyantat Celite®™
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rétegen kiszlirtem, és MeOH-lal mostam, majd az oldatot beparoltam. A nyersterméket 80
ml absz. MeOH-ban oldottam, és 1,0 g 3 A molekulaszitat adtam a reakcidelegyhez. Fél
ora kevertetés utan 357 mg (2,95 mmol, 1,5 ekv.) triszt adtam a reakcioelegyhez.
Egyéjszakas kevertetés utan a molekulaszitat Celite® rétegen kisziirtem, és MeOH-lal,
illetve CH,Cl,-nal mostam, majd az oldoszert leparoltam. A nyersterméket flash
kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 95:5) tisztitottam. Termékként (241) 492 mg (42%, 2
1épésre) fehér szilard anyagot izolaltam. Ri= 0.33 (CH,Cl/i-PrOH 8:2); *H NMR (500
MHz, CsDsN) 6 = 8.67 (s, 1H, hipoxantin CH-8), 8.42 (s, 1H, hipoxantin CH-2), 7.67 (d, J
=7.5Hz,6H,6 x Tr Ar-H), 7.34 (t, J = 7.7 Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H), 7.25 (t, J=7.3 Hz, 3H, 3
x Tr Ar-H), 6.93 (s, 1H), 6.71 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-1°), 5.56 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-2"),
5.24 (d, J =4.2 Hz, 1H, H-8°), 4.98 (s, 1H), 4.67 (q, J = 4.6 Hz, 1H, H-9"),4.27 (d,J = 8.6
Hz, 1H, H-4’a), 4.17-4.08 (m, 3H, H-4’b, H-6’a,b), 4.03 (q, J = 11.0 Hz, 2H, H-13’a,b),
3.68-3.61 (m, 2H, H-12"a,b); *C NMR (125 MHz, CsDsN) § = 158.4 (1C, hipoxantin CO-
6), 149.8 (1C, hipoxantin C-4), 147.0 (1C, hipoxantin CH-2), 144.9 (3C, 3 x Tr Ar-C),
129.7, 128.8, 128.0 (15C, 15 x Tr Ar-CH), 126.4 (1C, hipoxantin C-5), 91.5 (1C, C-2°),
89.9 (1C, C-8), 87.7 (1C, Tr Cq), 79.0 (1C, C-17), 76.3 (1C, C-5), 75.1 (1C, C-9°), 73.6
(1C, C-4’), 73.2 (1C, C-6"), 65.4 (1C, C-13°), 65.3 (1C, C-12’); MALDI-TOF-MS: m/z
szamitott C33H3NsNaOg [M+Na]* 616,217; mért 616,38.

13’-O-acetil-12’-O-tritil-hipoxantin-triciklané (242)
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100 mg (0,17 mmol) 241-et oldottam 2 ml absz. CsHsN-ben, majd hozzaadtam 31,8 pul
(0,34 mmol, 2,0 ekv.) ecetsavanhidridet. Egyéjszakds kevertetés utan telitett NaHCO3-
oldatot adtam az elegyhez, és egy oran at kevertettem. Ezutan beparoltam a reakcioelegyet.
A nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 100:0 — 98:2 — 95:5)
tisztitottam. 91 mg (86%) fehér szilard anyagot kaptam termékként (242). R= 0.36
(CH,Cly/MeOH 95:5); *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 = 8.21 (s, 1H, hipoxantin CH-2),
8.01 (s, 1H, hipoxantin CH-8), 7.46 (d, J = 7.3 Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz,
6H, 6 x Tr Ar-H), 7.24 (d, J = 7.2 Hz, 3H, 3 x Tr Ar-H), 6.16 (d, J = 6.2 Hz, 1H, H-1°),
5.01 (d, J = 6.1 Hz, 1H, H-2"), 4.83 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H-8"), 4.37 (dd, J = 7.8, 4.8 Hz,
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1H, H-9°), 4.21 (dd, J = 24.2, 11.4 Hz, 2H, H-13’a,b), 3.95 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-6’a) 3.93
(9, J = 9.1, 2H, H-4’ab), 3.76 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-6’b), 3.44-3.34 (m, 2H, H-12’a,b),
2.05 (s, 3H, COCHs); *C NMR (100 MHz, CDCls) § = 170.7 (1C, COCHs), 159.3 (1C,
hipoxantin CO-6), 149.1 (1C, hipoxantin C-4), 143.6, (3C, 3 x Tr Ar-C) 128.7, 128.0,
127.3 (15C, 15 x Tr Ar-CH), 124.5 (1C, hipoxantin C-5), 90.8 (1C, C-2"), 89.5, (1C, C-8”)
87.1 (1C, Tr Cy), 78.0 (1C, C-1°), 74.1 (1C, C-9°), 72.9 (1C, C-5°), 72.7 (1C, C-4’), 71.9
(1C, C-6”), 66.0 (1C, C-13), 63.9 (1C, C-127), 20.8 (1C, COCH3); MALDI-TOF-MS: m/z
szamitott CssH3sNsNaO7 [M+Na]* 658,228; mért 658,164.

Timin-triciklané (243)
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Védbéesoport nélkiil: 517 mg (2,00 mmol) ribotimidint (193) oldottam 50 ml MeOH-ban,
hozzaadtam 2,0 g IO -formaji anioncseréld gyantat, €s egy ¢€jszakan at sotétben
kevertettem. Masnap a gyantat Celite® rétegen kisziirtem, és MeOH-lal mostam, majd az
oldatot beparoltam. A nyersterméket 50 ml absz. MeOH-ban oldottam, és 600 mg 3 A
molekulaszitat adtam hozza. Fél ora kevertetés utan 363 mg (3,00 mmol, 1,5 ekv.) triszt
adtam a reakcidelegyhez. Egyéjszakas kevertetés utdn a molekulaszitat Celite® rétegen
kiszlirtem, és MeOH-lal mostam, majd az olddszert leparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval (CHCI3/MeOH 95:5) tisztitottam. 362 mg (53%, 2 1épésre) fehér
szilard habot izolaltam termékként (243).

Detritilezés: 350 mg (0,60 mmol) 244-et hozzaadtam 350 mg (2,57 mmol, 4,3 ekv.) ZnCly,
6 ml hexafluor-izopropanol, 3 ml MeNO, és 600 ul (3,76 mmol, 6,3 ekv.) Et;SiH
elegyéhez. 1 ora utan telitett NaHCOs3-oldatot adtam a reakcioelegyhez, majd beparoltam.
A nyersterméket flash oszlopkromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 95:5 — 9:1 — 85:15)
tisztitottam. 112 mg (55%) fehér szilard habot kaptam termékként (243).

Ri= 0.50 (CH,Cl,/MeOH 85:15); *H NMR 400 MHz (D,0 + CD;0D) § = 7.59 (d, J = 1.0
Hz, 1H, timin CH-6), 6.02 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H-1"), 4.78 (d, J = 4.5 Hz, 1H, H-2"), 4.71
(d, J=4.3 Hz, 1H, H-8"), 4.17 (dt, J = 5.2, 3.9 Hz, 1H, H-9°), 4.00 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H-
6’a), 3.90 (s, 2H, H-4’a,b), 3.81 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H-6’b), 3.86-3.73 (m, 2H, H-12"a,b),
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3.71 (s, 2H, H-13"a,b), 1.88 (d, J = 0.7 Hz, 3H, timin CHs); *C NMR 100 MHz (D,O +
CDs0D) ¢ = 167.0 (1C, timin CO-4), 152.5 (1C, timin CO-2), 138.0 (1C, timin CH-6),
113.0 (1C, timin C-5), 90.7 (1C, C-2°), 89.1 (1C, C-8°), 79.0 (1C, C-1°), 75.8 (1C, C-9"),
755 (1C, C-5%), 73.0 (1C, C-4), 72.2 (1C, C-6"), 63.5 (1C, C-13"), 62.7 (1C, C-12°), 12.4
(1C, timin CHs); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott C14H10N3sNaO; [M+Na]* 364,112; mért
364,21.

12°-O-tritil-timin-triciklano (244)
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1,30 g (2,60 mmol) 194-et oldottam 100 ml MeOH-ban, majd hozzaadtam 5,2 g 104-
form4ju ioncserélogyantat, és egy éjszakan at sotétben kevertettem. Mdésnap a szilard
anyagot Celite®-n kisziirtem, a szlrletet MeOH-lal mostam. A szerves olddszert
vakuumban leparoltam. A kapott szilard anyagot 70 ml absz. MeOH-ban feloldottam, és
1,3 g 3 A-6s golyds molekulaszitat adtam hozza. Fél ora kevertetés utan 474 mg (3,91
mmol, 1,5 ekv.) poritott trisz-(hidroximetil)-aminometant adtam hozza. Kovetkez6 nap a
szilard anyagot Celite®-n kiszlirtem, MeOH-lal és CH,Cl,-nal mostam, majd a szerves
oldészert vakuumban leparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH
98:2 — 97:3) tisztitottam. Termékként (244) 976 mg (64%, 2 1épésre) fehér szilard
anyagot kaptam. Ri= 0.35 (CH,Cl,/MeOH 95:5); *H NMR 400 MHz (CDCls) 6 = 9.64 (s,
1H, NH), 7.45 (d, J = 7.4 Hz, 6H, 6 X Tr Ar-H), 7.29 (t, J = 7.4 Hz, 7H, 6 X Tr Ar-H, 1 x
timin CH-6), 7.23 (t, J = 7.2 Hz, 3H, 3 x Tr Ar-H), 6.14 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-1"), 4.76 (d,
J=4.0Hz, 1H, H-8%),4.71 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-2"), 4.24 (q, J = 4.4 Hz, 1H, H-9’), 3.88
(d, J =8.9 Hz, 2H, H-4’a, H-6a), 3.80 (d, J = 8.9 Hz, 1H H-4’b), 3.76 (d, J = 8.9 Hz, 1H,
H-6’b), 3.64 (d, J = 5.7 Hz, 2H, H-13’a,b), 3.36 (d, J = 4.6 Hz, 2H, H-12’a,b), 2.86 (t, J =
5.9 Hz, 1H, OH), 1.87 (s, 3H, timin CHs); *C NMR 100 MHz (CDCls) § = 163.8 (1C,
timin CO-4), 150.7 (1C, timin CO-2), 143.6 (3C, 3 x Tr Ar-C) 135.4 (1C, timin CH-6),
128.7, 128.0, 127.3 (15C, 15 x Tr Ar-CH), 111.5 (1C, timin C-5), 90.3 (1C, C-2’), 88.7
(1C, C-8°), 87.0 (1C, Tr Cy), 77.7 (1C, C-1"), 75.3 (1C, C-5°), 74.0 (1C, C-9°), 72.0 (1C,
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C-4%), 71.3 (1C, C-6"), 63.8 (1C, C-12°), 63.6 (1C, C-13"), 12.6 (1C, timin CH3); MALDI-
TOF-MS: m/z szémitott Cs3H33NsNaO;7 [M+Na]* 606,222; mért 606,41.

12°,13’-di-O-acetil-timin-triciklano (245)
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110 mg (0,32 mmol) 244-et oldottam 1 ml absz. CsHsN-ben, majd hozzaadtam 122,0 pl
(1,28 mmol, 4,0 ekv.) ecetsavanhidridet. Egyéjszakas kevertetés utan 100 ul telitett
NaHCOs-oldattal fél oran at kevertettem az oldatot. 30 ml CH,Cly-nal higitottam az
elegyet, és 2 x 5 ml 10%-0s NaHSOy-oldattal, aztan 2 x 5 ml telitett NaHCOj3-oldattal
extrahdltam. A szerves fézist vizmentes Na;SOs-on megszaritottam, a szaritdszert
vakuumban szlirtem, majd az oldatot beparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval
(i-hexan/aceton 7:3 — 6:4) tisztitottam. 100 mg (73%) fehér szilard habszer(i anyagot
kaptam termékként (245). Ri= 0.51 (i-hexan/aceton 1:1); *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 =
9.70 (s, 1H, NH), 7.17 (d, J = 1.0 Hz, 1H, timin CH-6), 6.19 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H-1°),
4.63-4.57 (m, 2H, H-2’, H-8’), 4.32-4.17 (m, 4H, H-12’a,b, H-13’a, H-9’), 4.10 (d, J =
11.5 Hz, 1H, H-13"b), 3.98 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-6’a), 3.80-3.75 (m, 3H, H-4’a,b, H-6’b),
2.08, 2.06 (2 x s, 6H, 2 Xx COCHg), 1.91 (s, 3H, timin CHj); **C NMR (100 MHz, CDCl3) 6
= 170.6 (1C, 12’-OCOCHj3), 170.5 (1C, 13’-OCOCHj3), 163.7 (1C, timin CO-4), 150.5
(1C, timin CO-2), 135.2 (1C, timin CH-6), 112.0 (1C, timin C-5), 90.7 (1C, C-2’), 87.7
(1C, C-8%), 77.4 (1C, C-17), 72.8 (1C, C-5°), 72.3 (1C, C-9°), 72.3 (1C, C-4’), 72.1 (1C, C-
6’), 65.1 (1C, C-13’), 63.5 (1C, C-12°), 20.8, 20.7 (2C, 2 x COCHj3), 12.5 (1C, timin CHa);
MALDI-TOF-MS: m/z szamitott C1gH,3N3NaOg [M+Na]"™ 448,133; mért 448,307.

6-N,12°-O-bisztritil-adenin-triciklané (246)%
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1,29 g (1,71 mmol) 206-ot oldottam 30 ml MeOH és 20 ml CH,Cl, elegyében, majd
hozzéadtam 5,2 g 104 -formaju ioncseréldgyantat, €s egy éjszakan at sdtétben kevertettem.
Masnap a szilard anyagot Celite®-n kisziirtem, a sz{ir6t MeOH-lal és CH,Cl,-nal mostam.
A szerves olddszert vakuumban leparoltam. A kapott szilard anyagot 50 ml absz. MeOH-
ban feloldottam, és 1,3 g 3 A-6s golyds molekulaszitat adtam hozza. Fél 6ra kevertetés
utan 311 mg (2,57 mmol, 1,5 ekv.) poritott trisz-(hidroximetil)-aminometant adtam hozza,
és egy éjszakan 4t kevertettem. Az ezt kovetd napon a szilard anyagot Celite®-n kisziirtem,
MeOH-lal és CH,Cl,-nal mostam, majd a szerves olddszert vakuumban leparoltam. A
nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/aceton 95:5) tisztitottam. 786 mg (55%)
fehér habszerti szilard anyagot kaptam termékként (246). Ri= 0.34 (CH,Cl,/MeOH 98:2);
'H NMR (400 MHz, CDCls) § = 8.06 (s, 1H, adenin CH-2), 7.97 (s, 1H, adenin CH-8),
7.44 (d, J=7.3 Hz, 6H, 6 x OTr Ar-H), 7.33 (d, J = 7.8 Hz, 6H, 6 x NTr Ar-H), 7.30-7.17
(m, 18H, 18 x Tr Ar-H), 7.10 (s, 1H, NH), 6.12 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H-1"), 5.11 (d, J = 6.0
Hz, 1H, H-2"), 4.75 (d, J = 3.1 Hz, 1H, H-8"), 4.33 (q, J = 4.7 Hz, 1H, H-9°), 3.87 (q, J =
8.9 Hz, 2H, H-4’a,b) 3.84 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-6’a), 3.69 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-6’b), 3.57
(qd, J =11.5,5.9 Hz, 2H, H-13’a,b), 3.41-3.31 (m, 2H, H-12’a,b), 2.81 (t, J = 5.9 Hz, 1H,
OH); *C NMR (100 MHz, CDCls) ¢ = 154.2 (1C, adenin C-6), 152.8 (1C, adenin CH-2),
148.9 (1C, adenin C-4), 145.0 (3C, 3 x NTr Ar-C), 143.7 (3C, 3x OTr Ar-C), 129.1, 128.7,
128.0, 128.0, 127.3, 127.0 (30C, 30 x Tr Ar-CH), 120.8 (1C, adenin C-5), 90.4 (1C, C-27),
89.2 (1C, C-8), 87.0 (1C, OTr Cy), 78.2 (1C, C-1"), 75.1 (1C, C-5°), 74.2 (1C, C-9°), 72.1
(1C, C-4°), 715 (2C, C-6’, NTr C), 64.1 (1C, C-12’), 63.4 (1C, C-13’); MALDI-TOF-
MS: m/z szamitott Cs,HssNsNaOs [M+Na]™ 857,343; mért 857,33.

Adenin-triciklano (247)%

HON[OTFMNHZ

83 mg (0,10 mmol) 246-ot feloldottam 1,5 ml MeNO,, hexafluor-izopropanol (0.5 ml) és
120 pl (0,76 mmol, 7,6 ekv.) Et3SiH elegyében, majd hozzaadtam 109 mg (0,80 mmol, 8,0
ekv.) ZnCl,-ot. Egyéjszakas kevertetés utan telitett NaHCOj3-oldatot adtam az elegyhez és
beparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (CH2Cl/MeOH 95:5 — 9:1 — 85:15)
tisztitottam. 22 mg (63%) fehér szilard anyagot izolaltam termékként (247). Ri= 0.34
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(CH,Cl,/MeOH 85:15); *H NMR 500 MHz (DMSO-dg) 6 = 8.40 (s, 1H, adenin CH-8),
8.15 (s, 1H, adenin CH-2), 7.35 (s, 2H, NHy), 5.97 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H-1°), 5.24 (d, J =
6.9 Hz, 1H, H-2"), 4.69 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-8), 4.09 (td, J = 5.8, 2.3 Hz, 1H, H-9"),
3.88-3.83 (m, 3H, H-6’a, H-4’a,b,), 3.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-6’b), 3.56 (d, J = 5.8 Hz,
2H, H-12’a,b), 3.54 (d, J = 3.6 Hz, 2H, H-13’a,b); *C NMR 125 MHz (DMSO-dg) § =
156.1 (1C, adenin C-6), 152.9, (1C, adenin CH-2), 149.3 (1C, adenin C-4), 139.0 (1C,
adenin CH-8), 118.6 (1C, adenin C-5), 88.8 (2C, C-2’, C-8), 77.2 (1C, C-17), 75.0 (1C,
C-9°), 74.5 (1C, C-5°), 72.4 (1C, C-4°), 71.4 (1C, C-6"), 63.9 (1C, C-13"), 61.7 (1C, C-
12°); ESI-TOF-MS: m/z szamitott C14H1sNgNaOs [M+Na]" 373,124; mért 373,121.

4-N-(4,4’-dimetoxitritil)-citidin (248)'%°

o Nf}/ NHDMTr
o 0
 on©®

N Z

HO
243 mg (1,00 mmol) citidint (200) szuszpendaltam 5 ml absz. CsHsN-ben, és argon gaz
bevezetése mellett 952 ul (7,50 mmol, 7,5 ekv.) trimetilklérszilant adtam az elegyhez. Egy
oras kevertetés utan 406 mg (1,20 mmol, 1,2 ekv.) dimetoxitritil-kloridot adtam hozza, és
egy ¢éjszakan at kevertettem. Kovetkez6 nap 2 ml vizmentes DMF-ot és még 102 mg (0,30
mmol, 0,3 ekv.) dimetoxitritil-kloridot adtam a reakcioelegyhez. Négy nap kevertetés utan
a reakcidelegyhez telitett NaHCOs-oldatot adtam és beparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 95:5 — 93:7 — 9:1 — 8:2) tisztitottam.
Termékként (248) 447 mg (82%) tort fehér szilard habszerii anyagot izolaltam. R= 0.18
(CH,Cl/MeOH 95:5); *H NMR (360 MHz, DMSO-dg) 6 = 8.39 (s, 1H, NH), 7.74 (d, J =
7.5 Hz, 1H, citozin CH-6), 7.24 (t, J = 8.3 Hz, 5H, 5 x DMTr Ar-H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz,
4H, 4 x DMTr Ar-H), 6.83 (d, J = 8.5 Hz, 4H, 4 x DMTr Ar-H), 6.25 (d, J = 7.3 Hz, 1H,
citozin CH-5), 5.67 (s, 1H), 5.25 (s, 1H), 5.08 (s, 2H), 3.91 (s, 2H), 3.77 (s, 1H), 3.72 (s,
6H, 2 x DMTr OCHs), 3.54 (d, J = 20.1 Hz, 2H, H-5"a,b); *C NMR (90 MHz, DMSO-ds)
0 =163.3, 157.4, 154.3, 145.1, 137.0 (7C, citozin CO-2, C-4, 5 x DMTr Ar-C), 140.1 (1C,
citozin CH-6), 129.9, 128.5, 127.4, 126.0, 112.7 (13C, 13 x DMTr Ar-CH), 96.3, 88.8,
84.3, 73.6, 69.7, (5C, citozin CH-5, C-1°, C-2’, C-3°, C-4’), 69.4 (1C, NDMTr C,), 60.8
(1C, C-57), 55.0 (2C, 2 x DMTr OCHzs); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott C3oH31N3NaO;
[M+Na]" 568,206; mért 568,492.
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4-N-(4,4’-dimetoxitritil)-5-O-tritil-citidin (249)

@NHDMTr
o__N !
N
TrO/\Q‘ 77/
—, 4

S
N

HO  OH
370 mg (0,68 mmol) 248-at oldottunk 4 ml absz. CsHsN-ben, és 246 mg (0,88 mmol, 1,3
ekv.) tritil-kloridot adtam hozza. Egyéjszakas kevertetés utan 132 mg (0,48 mmol, 0,7
ekv.) tritil-kloridot és 1 ml vizmentes CsHsN-t adtam még hozza. Kovetkez6 nap 189 mg
(0,68 mmol, 1,0 ekv.) tritil-kloridot és 1 ml absz. CsHsN-t adtam hozza, és tovabbi két
napig kevertettem. Ezutan még 189 mg (0,68 mmol, 1,0 ekv.) trifenilmetil-Kloridot és 2 ml
absz. CsHsN-t adtam hozza. A kdvetkezé nap 189 mg (0,68 mmol, 1,0 ekv.) tritil-kloridot
adtam hozza, ¢és még egy ¢&jszakan at kevertettem az oldatot. Kovetkezé nap a
reakcioelegyhez telitett NaHCOgs-oldatot adtam ¢és beparoltam. A parlatot EtOAc-ban
oldottam, majd desztillalt vizzel, 10%-0s NaHSO;-oldattal, telitett NaHCOs-oldattal,
telitett s6s vizzel extrahdltam. A szerves fazist vizmentes Na,SOg-tal megszaritottam, a
szaritoszert  kiszlitem, az  oldatot bepéaroltam. @A  nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval (CH,Cl/MeOH 97:3 — 96:4 — 95:5) tisztitottam. 365 mg (68%)
fehér szilard habot kaptam termékként (249). Ri= 0.24 (CH,Cly/MeOH 95:5); *H NMR
(360 MHz, CDCI; + CD30D) ¢ = 7.83 (d, J = 7.7 Hz, 1H, citozin CH-6), 7.26 (d, J = 7.1
Hz, 6H, 6 x Tr Ar-H), 7.19-7.10 (m, 14H, 5 x DMTr, 9 x Tr Ar-H), 7.04 (d, J = 8.9 Hz,
4H, 4 x DMTr Ar-H), 6.77 (d, J = 8.9 Hz, 4H, 4 x DMTr Ar-H), 5.73 (d, J = 1.6 Hz, 1H,
H-17),4.75 (d, J = 7.7 Hz, 1H citozin CH-5), 4.34 (dd, J = 7.0, 5.2 Hz, 1H, H-3"), 4.17 (dd,
J=5.0,14Hz, 1H, H-2°), 4.09 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H-4"), 3.73 (s, 6H, 2 x DMTr OCHj3),
3.45 (ddd, J = 33.0, 11.1, 2.3 Hz, 2H, H-5’a,b); *C NMR (90 MHz, CDCl; + CD;0D) ¢ =
165.6, 158.7, 156.3, 144.2, 143.2, 136.2, 135.7 (5C, citozin CO-2, C-4, 5 x DMTr Ar-C),
140.9 (1C, citozin CH-6), 130.0, 129.9, 128.6, 128.5, 128.3, 127.9, 127.4, 127.2, 113.6,
113.5 (28C, 13 x DMTr Ar-CH, 15 x Tr Ar-CH), 95.2, 91.7, 83.5, 75.5, 69.3, (5C, citozin
CH-5, C-1’, C-2°, C-3°, C-4’) 87.4 (1C, OTr Cg), 70.1 (1C, NDMTr Cy), 61.6 (1C, C-5’),
55.2 (2C, 2 x DMTr OCHjs); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott C4gHssN3sNaO; [M+Na]”
810,316; mért 810,15.
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4-N,12°-O-bisztritil-citozin-triciklané (250)
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1,00 g (1,37 mmol) 209-et oldottam 75 ml MeOH és 25 ml CH,Cl, elegyében, majd
hozzéadtam 4,0 g 104 -formaja ioncseréldgyantat, €s egy éjszakan at sdtétben kevertettem.
Masnap a szilard anyagot Celite®™-n kisziirtem, a szlir6t MeOH-lal és CH,Cl,-nal mostam.
A szerves oldoszert vakuumban leparoltam. A kapott szilard anyagot 50 ml absz. MeOH-
ban feloldottam, és 1 g 3 A-6s golyds molekulaszitat adtam az oldathoz. Fél 6ra kevertetés
utan 249 mg (2,06 mmol, 1,5 ekv.) poritott trisz-(hidroximetil)-aminometant adtam hozza.
Kovetkez6 nap még 166 mg (1,37 mmol, 1,0 ekv.) poritott trisz-(hidroximetil)-
aminometant adtam hozzd, és még egy ¢éjszakdn at kevertettem. Az ezt kovetd napon a
szilard anyagot Celite®-n kiszlirtem, MeOH-lal és CH,Cl,-nal mostam, majd a szerves
oldészert vakuumban leparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH
98:2 — 97:3) tisztitottam. Termékként (250) 726 mg (65%, 2 1épésre) sargasfehér habszeri
szilard anyagot izolaltam. Ri= 0.46 (CH,Cl,/MeOH 95:5); 'H NMR (400 MHz, CDCl3) ¢ =
7.35 (dd, J =7.8, 1.4 Hz, 7H, citozin CH-6, 6 x Tr Ar-H), 7.33-7.13 (m, 24H, 24 x Tr Ar-
H), 6.93 (s, 1H) 6.18 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H-1"), 5.00 (d, J = 7.7 Hz, 1H, citozin CH-5), 4.77
(d, 3 =5.9 Hz, 1H, H-8"), 4.64 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-2’), 4.11 (dt, J = 5.8, 3.8 Hz, 1H, H-
9%), 3.90-3.81 (m, 3H, H-6"a,b, H-4’a), 3.77 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-4’b), 3.66-3.57 (m, 2H,
H-13’a,b), 3.37-3.27 (m, 2H, H-12’a,b), 2.17-1.95 (m, 1H); *C NMR (100 MHz, CDCls) &
= 165.6 (1C, citozin C-4), 155.3 (1C, citozin CO-2), 143.9, 143.6 (6C, 6 x Tr Ar-C), 140.7
(1C, citozin CH-6), 128.8, 128.7, 128.5, 127.9, 127.7, 127.2 (30C, 30 x Tr Ar-CH), 95.2
(1C, citozin CH-5), 90.5 (1C, C-2"), 87.8 (1C, C-8’), 87.0 (1C, OTr Cy), 78.6 (1C, C-1"),
75.3 (1C, C-5°), 73.7 (1C, C-9°), 72.1 (1C, C-4°), 71.7 (1C, C-6"), 71.1 (1C, NTr Cg), 64.0
(1C, C-13°), 63.5 (1C, C-12’); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott Cs;HssN4NaOg [M+Na]"
833,332; mért 833.4.
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4-N-(4,4’-dimetoxitritil)-12°-O-tritil-citozin-triciklané (251)
m/NHDMTr
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330 mg (0,42 mmol) 249-et oldottam 15 ml MeOH ¢és 15 ml CH,Cl, elegyében, majd
hozzdadtam 1,3 g 104 -formaju ioncseréldgyantat, €s egy éjszakan at sdtétben kevertettem.
Masnap hozzdadtam még 1,3 g IO, -formdju ioncseréldgyantat, és egy éjszakan at sotétben
tovabb kevertettem. Harmadik nap 1,3 g 104 -formaji ioncserélégyantat adtam még az
elegyhez, és egy éjszakan at sotétben kevertettem. Négy nap utan a szilard anyagot
Celite®-n kiszlrtem, a szir6t MeOH-lal és CH,Cl,-nal mostam. A szerves olddszert
vakuumban leparoltam. A kapott szilard anyagot 25 ml absz. MeOH-ban feloldottam, és
330 mg 3 A-6s golyés molekulaszitat adtam hozza. Fél éra kevertetés utan 102 mg (0,84
mmol, 2,0 ekv.) poritott trisz-(hidroximetil)-aminometant adtam hozza, és egy éjszakan at
kevertettem. Masnap a szilard anyagot Celite®-n kiszlirtem, MeOH-lal és CH,Cl,-nal
mostam, majd a szerves oldoszert vakuumban leparoltam. A nyersterméket flash
oszlopkromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 98:2 — 97:3 — 96:4) tisztitottam. Termékként
(251) 258 mg (71%, 2 1épésre) fehér szilard habot izolaltam. R= 0.44 (CH,Cl,/MeOH
95:5); '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7.36 (dd, J = 7.6, 2.1 Hz, 7H, citozin CH-6, 6 x Tr
Ar-H), 7.32-7.16 (m, 14H, 9 x Tr Ar-H, 5 x DMTr Ph Ar-H), 7.12 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz, 4H,
DMTr H3COCgH4- Ar-H), 6.80 (dd, J = 8.8, 0.8 Hz, 4H, DMTr H3COCgH4- Ar-H), 6.20
(d, J = 3.8 Hz, 1H, H-1"), 5.04 (d, J = 7.7 Hz, 1H, citozin CH-5), 4.77 (d, J = 5.8 Hz, 1H,
H-8°), 4.65 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-2’), 4.12 (dt, J = 5.6, 3.9 Hz, 1H, H-9’), 3.89-3.82 (m,
3H, H-6’a,b, H-4’a), 3.77 (dd, J = 8.4, 3.9 Hz, 1H, H-4’b), 3.73 (s, 6H, 2 x DMTr OCH3),
3.66-3.58 (m, 2H, H-13"a,b), 3.34-3.29 (m, 2H, H-12"a,b); **C NMR (100 MHz, CDCls) ¢
= 165.5 (1C, citozin C-4), 158.8 (2C, 2 x DMTr H3COC¢H4- Ar-C), 155.4 (1C, citozin CO-
2), 144.6 (1C, DMTr Ph Ar-C), 143.6 (3C, 3 x Tr Ar-C), 140.6 (1C, citozin CH-6), 136.3,
136.1 (2C, 2 x DMTr H3COCgH,4- Ar-C), 130.0, 129.9 (4C, 4 x DMTr H3COCgH,4- Ar-
CH), 128.7, 127.9, 127.2 (15C, 15 x Tr Ar-CH), 128.6, 128.4, 127.5 (5C, 5 x DMTr Ph Ar-
CH), 113.7 (4C, 4 x DMTr H3COCgH4- Ar-CH), 95.3 (1C, citozin CH-5), 90.5 (1C, C-2°),
87.8 (1C, C-8), 86.9 (1C, OTr Cy), 78.6 (1C, C-1"), 75.3 (1C, C-5’), 73.7 (1C, C-9), 72.1
(1C, C-4%), 71.7 (1C, C-6), 70.3 (1C, NDMTr Cgy), 63.9 (1C, C-13°), 63.5 (1C, C-127),
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55.3 (2C, 2 x DMTr OCHz); ESI-TOF-MS: m/z szamitott Cs3HsoN;NaOg [M+Na]”
893,353; mért 893,347.

4-N-tritil-citozin-triciklané (252)
’/\( NHTr
|
HON[OJ’ N \[( N
., O

247 mg (0,30 mmol) 250-¢et feloldottam 3 ml hexafluor-izopropanol, 1,5 ml MeNO, és 364
ul (2,28 mmol, 7,6 ekv.) Et3SiH elegyében. Majd 333 mg (2,44 mmol, 8,0 ekv.) ZnCl,-ot
adtam az elegyhez. 5 ora utan telitett NaHCO3-oldatot adtam a reakcidelegyhez, majd
beparoltam. A nyersterméket flash oszlopkromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 95:5 — 93:7)
tisztitottam. 97 mg (56%) tortfehér szilard habszerii anyagot kaptam termékként (252). Ri=
0.40 (CH,Cl,/MeOH 9:1); *H NMR (400 MHz, CDCl; + CD30D) ¢ = 7.29 (dt, J = 23.5,
6.9 Hz, 16H, citozin CH-6, 15 x Tr Ar-H), 6.09 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-1°), 5.16 (d,J = 7.7
Hz, 1H, citozin CH-5), 4.62 (dd, J =5.3, 2.4 Hz, 1H, H-2"), 4.57 (d, J = 4.6 Hz, 1H, H-8"),
4.04 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-9’), 3.88 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-6’a), 3.78 (ddd, J = 15.6, 13.5,
6.0 Hz, 4H, H-4’a,b, H-6’b, H-12"a), 3.65 (dd, J = 12.3, 4.5 Hz, 1H, H-12"b), 3.59 (s, 2H,
H-13’a,b); *C NMR (100 MHz, CDCl; + CDs0D) 6 = 165.5 (1C, citozin C-4), 155.7 (1C,
citozin CO-2), 143.5 (3C, 3 x Tr Ar-C), 141.3 (1C, citozin CH-6), 128.6, 128.3, 127.5
(15C, 15 x Tr Ar-CH) 95.9 (1C, citozin CH-5), 90.5 (1C, C-2’), 88.1 (1C, C-8”), 79.3 (1C,
C-1°), 74.8 (1C, C-9°), 74.7 (1C, C-5"), 71.9 (1C, C-4"), 71.3 (1C, C-6’), 70.9, 63.4 (1C, C-
13%), 62.1 (1C, C-12°); ESI-TOF-MS: m/z szamitott CsH3NsNaOg [M+Na]* 591,222;
mért 591,224,

Citozin-triciklano (253)
(\(NHz
|
HOA[OJ’NTN
., O

244 mg (0,28 mmol) 251-et feloldottam 2,8 ml hexafluor-izopropanol, 1,4 ml MeNO; és
340 wl (2,13 mmol, 7,6 ekv.) EtsSiH elegyében. Majd 305 mg (2,24 mmol, 8,0 ekv.)

ZnCly-ot adtam az elegyhez. 7 ora kevertetés utan Et,O-t adtam a reakcioelegyhez, és a
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szilard anyagot kiszlrtem, majd flash oszlopkromatografiaval (MeCN/MeOH/H,0 90:5:5
— 85:7.5:7.5 — 8:1:1 + 0,1% cc. NHs-oldat) tisztitottam. 24 mg (26%) tortfehér szilard
anyagot izolaltam termékként (253). Ri= 0.25 (MeCN/MeOH/H,0 8:1:1 + 0,1% cc. NHs-
oldat); *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 = 7.50 (d, J = 7.5 Hz, 1H, citozin CH-6), 7.42-
7.18 (m, 2H, NH,), 5.93 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-1), 5.75 (d, J = 7.5 Hz, 1H, citozin CH-5),
5.01 (s, 1H, H-13°-0OH), 4.92 (s, 1H, H-12’-OH), 4.27 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-2"), 4.15 (d, J
=1.5Hz, 1H, H-8’), 4.08 (td, J = 5.9, 1.6 Hz, 1H, H-9°), 3.99 (dd, J = 12.5, 8.7 Hz, 2H, H-
4’ab vagy H-6a,b), 3.62 (d, J = 5.8 Hz, 2H, H-12"a,b), 3.57 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-4’a,b
vagy H-6’a,b), 3.54 (s, 2H, H-13’a,b); *C NMR (100 MHz, DMSO-dg) § = 165.5 (1C,
citozin C-4), 154.3 (1C, citozin CO-2), 142.6 (1C, citozin CH-6), 93.5 (1C, citozin CH-5),
85.7 (2C, C-2°, C-8°), 79.0 (1C, C-1"), 77.0 (1C, C-9°), 74.3 (2C, C-4’, C-6), 73.6 (1C, C-
5%), 63.8 (1C, C-13), 60.6 (1C, C-12°); ESI-TOF-MS: m/z szémitott Ci3H1sNsNaOg
[M+Na]" 349,112; mért 349,112,

2-N,5°-O-bisz(4,4>-dimetoxitritil)-guanozin ~ (254)**° és  2-N-(4,4’-dimetoxitritil)-
guanozin (255)
/=N =N
e D
DMTrO 4 HO 4

S % N S % N
HO  OH ﬁ/ HO  OH ﬁ/
254 NHDMTr 255 NHDMTr

2,12 g (7,50 mmol) guanozint (197) szuszpendaltam 40 ml absz. CsHsN-ben, argon gazzal
atoblitettem a lombikot, és 7,14 ml (56,25 mmol, 7,5 ekv.) TMSCIl-ot adtam hozza. 1 6ra
kevertetés utan 3,65 g (9,00 mmol, 1,2 ekv.) dimetoxitritil-kloridot adtam hozz4, és egy
¢éjszakan at kevertettem. Masnap 10 ml absz. DMF-ot, 7,14 ml (56,25 mmol, 7,5 ekv.)
TMSCI-ot adtam még hozza, és 1 o6ran at kevertettem. Ezutan hozzaadtam 762 mg (2,25
mmol, 0,3 ekv.) DMTrCI-ot, és két napig kevertettem. Végiil 1,27 g (3,75 mmol, 0,5 ekv.)
DMTrCl-ot és 40 ml absz. DMF-ot adtam még hozza, amitdl beoldodott a szilard anyag.
Masnap telitett NaHCOs-oldattal 2 6ran keresztiil kevertettem, majd beparoltam. EtOAc-
ban feloldottam a maradékot, és desztillalt H,O-zel, 10 %-0s NaHSOs-oldattal, telitett
NaHCOgs-oldattal, majd telitett sos vizzel extrahdltam. A szerves fazist vizmentes NaySOy-
on szaritottam, a szaritoszert kiszlirtem, az oldatot vdkuumban beparoltam. Ezutdn a
nyersterméket (kb. 8,0 g) 30 ml absz. THF-ban feloldottam, ¢s 30 ml 1 M TBAF-oldatot
adtam hozza. 1 6ra mulva beparoltam, majd EtOAc-ban feloldottam, és H,O-zel, majd sos

vizzel extrahdltam. A szerves fazist vizmentes Na;SO4-on megszaritottam, a szaritoszert
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kiszlirtem, az szirletet beparoltam. A maradékot flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH
98:2 — 97:3 — 95:5 — 93:7 — 9:1 — 8:2 — 7:3) tisztitottam. Termékként 3,11 g (254:
47%) sargasfehér habszerll szilard anyagot és 1,32 g (255: 30%) tortfehér szilard habszerti
anyagot kaptam.

254: Ri= 0.35 (CH,Cl,/MeOH 95:5); *H NMR (400 MHz, CDCl; + CD3;0D) 6 = 7.60 (s,
1H, guanin CH-8), 7.36 (d, J = 7.4 Hz, 2H, 2 x DMTr Ar-H), 7.26 (d, J = 8.8 Hz, 6H, 6 x
DMTr Ar-H), 7.23-7.13 (m, 10H, 10 x DMTr Ar-H), 6.77 (t, J = 8.6 Hz, 8H, 8 x DMTr
Ar-H), 5.36 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-1"), 4.11 (dd, J = 8.0, 4.2 Hz, 1H, H-4"), 4.09-4.04 (m,
1H, H-2"), 4.00 (t, J = 4.4 Hz, 1H, H-3"), 3.74 (s, 6H, 2 x DMTr OCH3), 3.71 (2 x s, 6H, 2
X DMTr OCHjs) 3.31 (dd, J = 10.5, 3.3 Hz, 1H, H-5’a), 3.25-3.18 (m, 1H, H-5’b), 3.12 (s,
2H); **C NMR (100 MHz, CDCl; + CD30D) 6 = 158.5, 158.4, 157.7, 151.2, 149.9, 144.6,
144.4, 136.6, 136.3, 135.8, 117.7, (14C, guanin C-2, C-4, C-5, CO-6, 10 x DMTr Ar-C),
130.0, 129.9, 129.9, 128.5, 128.1, 128.0, 127.9, 127.1, 126.9, 113.3, 113.3, 113.2 (26C, 26
x DMTr Ar-CH), 89.1 (1C, C-1°), 86.5 (1C, ODMTr C,), 84.0 (1C, C-4’), 74.4 (1C, C-2°),
71.2 (1C, C-37), 70.3 (1C, NDMTr C), 63.7 (1C, C-5’), 55.2 (4C, 4 x DMTr OCHj3);
MALDI-TOF-MS: m/z szamitott CsHsNsNaOg [M+Na]* 910,343; mért 910,653.

255: Ri= 0.36 (CHCl,/MeOH 10:1); *H NMR (400 MHz, CDs0D) 6 = 7.88 (s, 1H, guanin
CH-8), 7.35-7.18 (m, 9H, 9 x DMTr Ar-H), 6.84 (d, J = 8.9 Hz, 4H, 4 x DMTr Ar-H), 5.34
(d, J = 4.7 Hz, 1H, H-1"), 4.00 (t, J = 4.9 Hz, 1H, H-2"), 3.90 (t, J = 5.2 Hz, 1H, H-3"),
3.86 (dd, J = 8.6, 4.8 Hz, 1H, H-4’), 3.75 (s, 6H, 2 x DMTr OCHg), 3.59 (dd, J = 12.1, 3.4
Hz, 1H, H-5"a), 3.52 (dd, J = 12.1, 4.7 Hz, 1H, H-5’b); *C NMR (100 MHz, CD30D) 6 =
159.9, 159.3, 152.5, 151.6, 146.5, 138.2, 118.3, (9C, guanin C-2, C-4, C-5, CO-6, 5 x
DMTr Ar-C), 138.8 (1C, guanin CH-8), 131.2, 131.2, 129.8, 128.8, 127.9, 114.1 (13C, 13
x DMTr Ar-CH), 89.8 (1C, C-1"), 86.0 (1C, C-4°), 74.5 (1C, C-2"), 71.3 (1C, C-3°), 62.9
1C, C-5°), 55.7 (2C, 2 x DMTr OCHjs); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott C3;H31NsNaOy
[M+Na]" 608,212; mért 608,35.

2-N,12’-O-bisztritiI-guanin-tricikléné (256)

s

HO
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1,00 g (1,30 mmol) 210-et és 298 mg (1,39 mmol, 1,07 ekv.) szilard NalOy4-ot oldottam 75
ml MeOH ¢és 25 ml H;O elegyében, majd egy ¢éjszakan at sotétben kevertettem. Masnap a
MeOH-t leparoltam, és a maradékhoz 250 ml CH,Cl,-t adtam. A szerves fazist 2 x 100 ml
desztillalt vizzel, majd 100 ml telitett sos vizzel extrahaltam. A szerves fazist vizmentes
Na,SO4-on megszaritottam, a szilard anyagot kiszlirtem, az oldatot beparoltam. A kapott
szilard anyagot 20 ml absz. MeOH-ban oldottam, és 1 g 3 A-6s golyés molekulaszitaval
kevertettem. Fél oOra kevertetés utan 236 mg (1,95 mmol, 1,5 ekv.) poritott trisz-
(hidroximetil)-aminometant adtam az elegyhez, és egy éjszakan at kevertettem. Kovetkezo
nap még 79 mg (0,65 mmol, 0,5 ekv.) poritott trisz-(hidroximetil)-aminometant adtam
hozz4, és még egy &jszakan at kevertettem. Az ezt kovetd napon a szilard anyagot Celite®-
n kisziirtem, MeOH-lal és CH,Cl,-nal mostam, majd a szerves oldoszert vakuumban
leparoltam. A nyersterméket flash kromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 97:3 — 96:4 — 95:5)
tisztitottam. Termékként (256) 806 mg (73%, 2 1épésre) tortfehér habszer(i szilard anyagot
izolaltam. Ri= 0.46 (CH,Cly/MeOH 9:1); *H NMR (400 MHz, CDCl3) = 11.73 (s, 1H,
NH), 8.06 (s, 1H, NH), 7.44 (d, J = 7.4 Hz, 6H, 6 x OTr Ar-H), 7.36 (d, J = 7.6 Hz, 6H, 6 X
NTr Ar-H), 7.28 (t, J = 7.5 Hz, 6H, 6 x OTr Ar-H), 7.21 (t, J = 7.2 Hz, 3H, 3 x OTr Ar-H),
7.08 (t, J=7.6 Hz, 6H, 6 x NTr Ar-H), 6.99 (t, J = 7.2 Hz, 4H, 3 x NTr Ar-H, 1 x guanin
CH-8), 5.36 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H-1"), 4.61 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-8"), 4.54 (d, J = 6.9 Hz,
1H, H-2%), 4.19 (dd, J = 6.8, 4.6 Hz, 1H, H-9’), 3.63-3.42 (m, 5H, H-6’a,b, H-4’a, H-
13’a,b), 3.33-3.14 (m, 3H, H-12’ab, H-4’b), 2.44 (s, 1H, OH); *C NMR (100 MHz,
CDCl3) ¢ = 159.3 (1C, guanin CO-6), 151.3 (1C, guanin C-2), 150.5 (1C, guanin C-4),
144.8 (3C, 3 x NTr Ar-C), 143.7 (3C, 3 x OTr Ar-C), 129.3, 128.7, 128.1, 127.7, 127.4,
126.5 (30C, 30 x Tr Ar-CH), 117.0 (1C, guanin C-5), 90.1 (1C, C-2°), 89.8 (1C, C-8°),
86.9 (1C, OTr Cy), 76.3 (1C, C-1), 75.0 (1C, C-5"), 73.8 (1C, C-9°), 71.9 (1C, C-4°), 71.0
(1C, NTr Cy), 70.7 (1C, C-6"), 64.0 (1C, C-12°), 63.7 (1C, C-13"); MALDI-TOF-MS: m/z
szamitott Cs;HssNgNaOg [M+Na]™ 873,338; mért 873,3.

2-N,12°-O-bisz(4, 4’—dimetoxitritiI)-guanin-tricikléné (257)
DMTrO/\[ ]’ \)\(

HO
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1,80 g (2,03 mmol) 254-et oldottam 30 ml CH,Cl; és 20 ml MeOH elegyében, majd
hozzdadtam 7,2 g 104-0S ioncseréléogyantat, és egy é&jszakan at sotétben kevertettem.
Masnap a gyantat Celite® rétegen kiszlirtem, CH,Cl,-nal és MeOH-lal mostam, majd az
oldatot beparoltam. A nyersterméket 75 ml absz. MeOH-ban oldottam, és 1,8 g 3 A
molekulaszitat adtam hozza. Fél ora kevertetés utan 491 mg (4,05 mmol, 2,0 ekv.) triszt
adtam a reakcioelegyhez. Egyéjszakas kevertetés utan a molekulaszitat Celite® rétegen
kisztirtem, CH,Cly-nal és MeOH-lal mostam, majd az olddszert leparoltam. A
nyersterméket flash oszlopkromatografiaval (CH,Cl/MeOH 98:2 — 97:3 — 95:5 — 9:1)
tisztitottam. 1,59 g (80%, 2 1épésre) fehér szilard habot izolaltam termékként (257). R=
0.21 (CH,Cl,/MeOH 95:5); *H NMR (400 MHz, CDCls) § = 7.45 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 2 x
DMTr Ar-H), 7.35-7.15 (m, 19H, 18 x DMTr Ar-H, 1 x guanin CH-8), 7.07 (t, J = 7.1 Hz,
2H, 2 x DMTr Ar-H), 6.81 (d, J = 8.9 Hz, 4H, 4 x DMTr Ar-H), 5.48 (d, J = 6.3 Hz, 1H,
H-1°), 4.64 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-8’), 4.60 (d, J = 5.7 Hz, 1H, H-2"), 4.22 (d, J = 2.7 Hz,
1H, H-9%), 3.73 (s, 6H, 2 x DMTr OCHj3), 3.66-3.38 (m, 11H, 2 x DMTr OCHs, H-13’a,b,
H-6’a,b, H-4’a), 3.35-3.19 (m, 3H, H-12’a,b, H-4’b); *C NMR (100 MHz, CDCls) 6 =
158.7, 144.7, 135.8, 135.8 (10C, 10 x DMTr Ar-C), 158.0 (1C, guanin CO-6), 151.4 (1C,
guanin C-2), 150.5 (1C, guanin C-4), 130.5, 130.1, 128.7, 128.2, 128.0, 127.8, 127.1,
113.3, 113.0 (26C, 26 x DMTr Ar-CH), 117.0 (1C, guanin C-5), 90.3 (1C, C-2’), 89.6 (1C,
C-8%), 86.4 (1C, ODMTr Cy), 76.5 (1C, C-17), 75.0 (1C, C-5°), 73.9 (1C, C-9°), 71.8 (1C,
C-4%), 70.9 (1C, C-6"), 70.2 (1C, NDMTr Cg), 63.9 (1C, C-12°), 63.8 (1C, C-13"), 55.3,
55.1, 55.0 (4C, 4 x DMTr OCHgs); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott CsgHs4NgNaO1g
[M+Na]" 993,380; mért 993,38.

2-N-(4,4’-dimetoxitritil)-guanin-triciklané (258) és guanin-triciklané (259)
NP
HO/\[OJ’NMH HO/\[ j’ \2\(
u N
O\j'\LJO NHDMTr \/j\J H,

HO HO
258 259

486 mg (0,50 mmol) 257-et feloldottam 5 ml hexafluor-izopropanol, 2,5 ml MeNO; és 607
ul (3,8 mmol, 7,6 ekv.) Et3SiH elegyében, majd hozzaadtam 545 mg (4,0 mmol, 8,0 ekv.)
ZnCly-ot. 5 ora kevertetés utan Et,O-t adtam az elegyhez, és a szilard anyagot kisziirtem. A

nyersterméket flash oszlopkromatografiaval (CH,Cl,/MeOH 9:1 — 8:2 — 7:3, majd
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MeCN/H,0 9:1 — 85:15 — 8:2) tisztitottam. 88 mg (258: 26%) narancssarga ¢és 37 mg
(259: 20%) tort fehér szilard anyagot izolaltam termékként.

258: Ri= 0.24 (CH,Clo/MeOH 9:1); *H NMR (400 MHz, CD;0D + CDCl3) 6 = 8.04 (s,
1H, guanin CH-8), 7.35 (d, J = 7.7 Hz, 2H, 2 x DMTr Ar-H), 7.31-7.24 (m, 7H, 7 x DMTr
Ar-H), 6.83 (d, J = 8.9 Hz, 4H, 4 x DMTr Ar-H), 5.46 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H-1"), 4.70-4.66
(m, 2H, H-2’, H-8"), 4.12 (td, J = 4.4, 2.5 Hz, 1H, H-9’), 3.80-3.65 (m, 12H, 2 x DMTr
OCHjs, H-4’a,b, H-6’a,b, H-12’a,b vagy H-13’a,b), 3.60-3.53 (m, 2H, H-12’a,b vagy H-
13’a,b); *C NMR (100 MHz, CDs;OD + CDCls) 6 = 159.1, 151.3, 145.5, 137.7, 137.3,
115.6, (9C, guanin C-2, C-4, C-5, CO-6, 5 x DMTr Ar-C), 130.9, 130.8, 129.3, 128.5,
127.3, 113.8, 113.7 (13C, 13 x DMTr Ar-CH), 90.9, 90.2, 77.5, 75.8 (4C, C-1°, C-2’, C-8’,
C-9%), 75.6, 73.2, 71.6, 71.0, 64.6, 63.1 (6C, NDMTr C,, C-4°, C-5’ C-6’, C-12°, C-13°)
55.6 (2C, 2 x DMTr OCHa); MALDI-TOF-MS: m/z szamitott C3sHssNgNaOg [M+Na]*
691,249; mért 691,28.

259: Ri= 0.38 (MeCN/H0 8:2); *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 = 10.77 (s, 1H, guanin
CONH), 7.95 (s, 1H, guanin CH-8), 6.64 (s, 2H, NH), 5.75 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H-1"), 5.11
(d, J=6.7 Hz, 1H, H-2’), 5.04 (s, 2H, 2 x OH), 4.64 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-8°), 4.01 (td, J =
5.6, 2.3 Hz, 1H, H-9), 3.88 (s, 2H, H-4’a,b,), 3.79 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-6’a), 3.68 (d, J =
8.7 Hz, 1H, H-6’b), 3.53 (s, 4H, H-13"a,b, H-12’a,b); **C NMR (100 MHz, DMSO-dg) 6 =
156.8 (1C, guanin CO-6), 154.1, (1C, guanin C-2), 151.2 (1C, guanin C-4), 116.3 (1C,
guanin C-5), 88.8 (1C, C-2), 88.7 (1C, C-8’), 76.6 (1C, C-17), 75.1 (1C, C-9°), 74.4 (1C,
C-5%),72.4 (1C, C-4"), 71.5 (1C, C-6”), 63.7 (1C, C-13"), 61.7 (1C, C-12’); MALDI-TOF-
MS: m/z szamitott C14H1sNgNaOg [M+Na]* 389,119; mért 389,19.
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4, Eredmények

Az aldbbiakban leirt eredmények nem mindegyike sajat munkam, de az attekinthetdség €s
egység kedvéért gy gondoltam, itt kell emlitést tennem réluk. A vegyiiletek koziil,
amelyeknek a kisérleti leirdsa szerepel az el6zd fejezetben, mindegyiket sajat magam
allitottam el6. A 227-es szarmazék Dr. Bakai Bereczki llona egyetemi adjunktus PhD
munkéjabol szarmazik.**” A 229,10 230,53 231 dr. Bege Miklés PhD hallgaté, a 190,
219,'% 216,13 218, 220,13 222 13" 224,13 232 13 2330 yegyiiletek elballitasa pedig
R6th  Jozsefné vegyésztechnikus nevéhez flizddnek. A 225-6s szaml szarmazék
eldallitasdhoz a kiindulasi 226-os vegyiilet Dr. Eszenyi Daniel egyetemi tanarsegédnek
koszonhets. 213,14 215,14 217,14 219, 221 szarmazékokért koszonettel tartozunk Dr.
Kovacs Lajosnak és Dr. Kupihar Zoltannak a SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézetébol.

A rontgenkrisztallografids meghatdrozast és az adatok kiértékelését Dr. Bényei Attila
egyetemi docens és Dr. Dyanne Cruickshank végezték.

A konformacids és NMR szamitasok elvégzése Dr. Mandi Attila tudomanyos munkatars

nagy jelentdségli munkéja volt.

4.1. Védocsoport stratégia

A szilardfazisu oligonukleotid szintézisben manapsag a primer hidroxil-csoport védelmére
a DMTr ¢és az amino-csoportot tartalmazd bazisok esetén valamilyen N-acil véddcsoportot
(adenozinnal ¢és citidinnél Bz, guanozinndl izobutiril), vagy az utdbbi idékben a
guanozinnal az NHj-csoport védelmére egyre gyakrabban alkalmazzak az N,N-dimetil-
aminometilént.* Ezeken kiviil kiilonbz6 monomerek szintézisénél az adott feladat soran
a reakcidkoriilményeket figyelembe véve dolgozzdk ki a védOcsoport stratégiat. Primer
OH-csoport védelmére leginkabb trifenilmetil (MMTr, Tr) és szilil (TBDMS, TBDPS)
véddcsoportokat alkalmaznak.

Kezdetben az uridinbdl, inozinbdl ¢és ribotimidinbdl véddcsoport nélkiil sikertilt
eléallitanom a tricikland szarmazékot, de ezeket majd a megfelel6 fejezetekben részletesen
targyalom. Mindenképpen elényds a véddcsoportok alkalmazésa a szintézisek soran, hogy
apolarisabba tegyiik a molekulakat, és ezaltal konnyebb legyen a tisztitasuk, valamint hogy
a konkuralé funkcids csoportokat kizarjuk, és elkeriiljiik a mellékreakciok lehetdségeét.

Munkam soran nagy kihivast jelentett a szintézissel kompatibilis véddcsoport megtalalasa.
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4.1.1. Primer hidroxil-védocsoportok alkalmazasa
Kezdetben TBDMS-véddéesoportot alkalmaztunk a primer-hidroxil csoportok védelmére az
uridin (58) és az inozin (189) esctében (43. abra), amely fluoridionnal szelektiven

hasithato.**® A szilil-éterek képzése 64%-0s (188)'° és 54%-0s (190)*** hozamokkal

O 0

-
O _N
HO WNH —— TBDMSO
Ho  on©

sikerilt.

W

0
HO  OH
58 188

43. abra Uridin és inozin primer hidroxil-csoportjainak szililezése

Reakciokoriilmények: TBDMSCI, imidazol, absz. DMF, 1 éjszaka, 188: 64%, 190: 54%

Mindkét vegyiiletnek eldallitottam az 5°-O-tritil védett szarmazékat is. Uridin esetében ez
jo hozammal (83%) sikertilt (191),116 inozin esetében azonban hosszabb reakci6idd,

melegités €s nagy feleslegii reagens alkalmazasa ellenére is csak rossz konverzioval, illetve

117

alacsony hozammal (39%) izolaltam a terméket (192),' amit az extrakcios feldolgozas

csak tovabb rontott. A ribotimidin (193) esetében szintén jo hozammal (75%) allitottam el6

a terméket (194).28 (44. abra)

CH; CH,

Lo

- -
HO i —— 1o N77/NH
0 e

0 0
HO  OH HO ©
193 194

,
8

44, abra Uridin, inozin és ribotimidin 5°-O-tritil szarmazékainak eléallitasa
Reakcidkoriilmények: i) TrCl, absz. CsHsN, rt, 1 éjszaka, 191: 83%, 194: 75%; ii) TrCl, absz. CsHsN, absz.
DMF, absz. DMSO, 60 °C, 4 nap, 192: 39%
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4.1.2. Amino-csoport védelme

A harom amino-csoportot tartalmazo6 ribonukleozid (adenozin, guanozin és citidin) NHo-
védelmére a leginkdbb hasznalatos benzoil-csoportot alkalmaztam el6szor. Az
irodalomban hasznalatos hasonlé reakciokoriilmények kozott eldallitottam mindharom N-
Bz nukleozid szarmazékot (195,° 198,*° 201'"%) atlagosan j6 hozamokkal. Ezek utan a
TBDMS-t vélasztottam primer hidroxil-véddcsoportnak, és jo hozamokkal (83% és 80%)
elBallitottam 195 és 198 5°-szilil-éter szarmazékait (196™%° és 199). (45. abra)

, NHBz
155 —— ROAQ'

195: R=H )ii
196: R = TBDMS

AQ‘W—»HOAQ’
HO' NQT’ “OH

197 NH, NHBz
198: R = H Vi
199: R = TBDMS

dﬁf\r/ f’xF/NHBz

@)
N
PN e
HO  on© HO  on©
200 201

45, abra Az adenozin, citidin és guanozin N-benzoilezése
Reakciokoriilmények: i) 1. TMSCI, 2. Bz,0, absz. CsHsN, rt, A, C: 1 éjszaka, G: 8 o6ra, 195: 96%, 198: 80%,
201: 73%; ii) TBDMSCI, absz. CsHsN, 4 A MSz., rt, 2-3 nap, 196: 83%, 199: 80%

A citidin szarmazék (201) szililezését mar nem hajtottam végre, mert idokozben 196
szarmazékbol Varga Szabolcs vegyészmérnok BSc hallgatd megkisérelte a triciklizaciot
oxidacio utan, és arra lettiink figyelmesek, hogy a Bz-véddcsoport nagymértékben
lehasadt, igy csak nagyon alacsony hozammal tudta izoldlni a vart terméket.*

A véddéesoport lehasadasa egyrészrdl azzal magyarazhato, hogy metanolos kozegben a trisz
NHz-csoportja nukleofilként megtdmadja a Bz karbonil szénatomjat, és transzamidéacio
torténik. (46. abra) Masrészrél metanolos kozegben a trisz jelenlétében bazis katalizalta

metanolizis is lejatszodhat. (47. abra)

81



HOX
=N H,N N N
o T\ H_co™N \—on e Hﬁ% oH
TBDMSO/\S Z‘ T . TBDMSO/\S Z‘ 7 o NI/ ow
7 N Na N NN H
o) O X X
l OH

=N 0
o NH .
N » o N
OH N OH
TBDMSO \%\\( ph)LNH OH <—— TBDMSO \%\\( %NH OH
<% N VAR PR
OH OH

46. abra A benzoil-csoport feltételezett transzamidacidja.
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47. abra A benzoil-véddcsoport feltételezett metanolizise

Ezek utan a citidin amino-csoportjat dimetil-formamidin formaban védtem. A terméket
(202)121 forr6 etanolos atkristalyositas utan csak rossz hozammal (32%) sikeriilt izolalni.
Kovetkez6 1épésben a primer OH-csoportot DMTr-lel védtem, azonban 203-at nem tudtam
izolalni oszlopkromatografias tisztitas utan. (48. abra) Az NMR spektrum alapjan lehasadt

a dimetil-amino-metilén-véddcsoport.

CH3 CH3
A//// "CHs /// "CHs
i OGN_ ||
200 — Ho/\<_7’ r +>DMTro/\<_7’ \77/
WS on© »//
202 © 203

48. abra N,N-dimetil-formamidin- és DM Tr-véddcsoport bevitele citidinre
Reakcidkoriilmények: i) (H3C),NCH(OCHa),, absz. DMF, rt, 1 éjszaka, 32%; ii) DMTrCl, absz. CsHsN, rt, 1
¢éjszaka
Felvet6dott az amino-csoport azidda valo konvertalasa is. Kozvetleniil probalkoztam az
adenozin (155) és a citidin (200) NHz-csoportjanak diazotranszfer reakcidjaval (204, 205),

eredménytelentil. (49. abra)
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49. abra Adenozin és citidin diazotranszfer reakcidja
Reakcidkoriilmények: i) Imidazol-1-szulfonil-azid-hidroklorid, K,COj3, CuSQO,, absz. DMF, rt, 1 éjszaka; ii)
TfN3, CuSQO,, absz. DMF, 1t, 1 éjszaka

Végiil arra kovetkeztettem, hogy az amino-csoportokat is tritil-védécsoporttal
legcélszerlibb védeni. Az adenozin (155) ditritilezését relative j6 hozammal (63%) sikeriilt
kiviteleznem. Ugyanezeket a koriilményeket alkalmazva citidinbdl csak —O-tritil
szarmazékot  (207)'%  sikeriilt  elallitani  kozepes (54%) hozammal. Mas
reakciokoriilményeket alkalmazva szintén csak monoszubsztitiiciot sikeriilt elérnem jo
hozammal (79%). Tovabbi reakcidban eldszor trimetilszilil-étert képezve reagéltattam ezt a
szarmazékot trifenilmetil-kloriddal, de nem a bisztritil szarmazékot, hanem a diszilil-éter
208-at tudtam izolalni. Az O,N-bisztritil-guanozint (210) is kézepes kitermeléssel (49%)
allitottam el8, hasonléan az irodalmi példahoz.** Ezek utin a citidin megfeleld
szarmazékat (209) azonban mar csak rossz hozammal (30%) tudtam izolalni hasonld

reakciokoriilmények kozott. (50. abra)

NHTF
iva ii
g e
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WNHR’
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RO RO

207.R—R‘—H i
208:R=TMSR'=H
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_N
iv O N/_ O
197 — > Tro/\Q' 7
HO N\Y

210 NHTr

50. abra Az adenozin, citidin és guanozin tritilezési reakcioi
Reakciokoriilmények: i) TrCl, absz. CsHsN, 60 °C, 1 éjszaka, 206: 63%, 207: 54%; ii) TrCl, absz. DMF,
absz. CsHgN, 207: 79%; iii) 1. TMSCI, 2. TrCl, absz. CsHsN, 43%; iv) TrCl, absz. DMF, absz. Et;N, DMAP,
50 °C, 7-10 nap, 209: 30%, 210: 49%
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4.2. Uj médszer kidolgozasa trifenilmetil-tipust védécsoportok eltavolitasara

A Tr-, MMTr- és DMTr-véddcsoportok eltavolitdsara altaldban valamilyen erds protikus
savat: HCL' HCOOH,"® AcOH,"™® TsOH,* F,CCOOH,”® CI;CCOOH,™
Cl,CHCOOH™ ¢s redukald segédanyagot: EtsSiH®® hasznalnak. A  szilardfazisu
oligonukleotid szintézisben a sokkal savérzékenyebb dimetoxitritil-véddcsoportot
alkalmazzak, melyet 2-3% CI3CCOOH vagy ClI,CHCOOH diklormetanos vagy toluolos
oldataval tavolitjak el (51. abra) A nagyon erélyes savas koriilmény viszont

depurinaciét okozhat a procedura soran, kiilonosen a 2’-dezoxiadenozin esetében. '

OCH;

OCH;

)J\CCI3 O
oY,

HO
+
O\\\‘
(@]
OCHj,
(@)
5

51. abra Dimetoxitritil védécsoport eltavolitasa triklorecetsavval-*°

A fent emlitett reakciokoriilmények azonban nagyon erélyesek a triciklusos vegyiileteink
szamara, igy egy Uj reagens kombinacio kidolgozasat kaptam feladatul. A protikus savak
mellett Lewis-savak, mint példaul a FeCl36 H,0,*® Yb(OTf)3,**" Ce(OTH)4,**® In(OTH)3,**
BCl3,™® ZnBr,,'® BFsEL0,'® MgBr,'® vagy TMSOTf/TESOTF® is alkalmasak
trifenilmetil-tipust  védécesoportok  eltavolitasara. Ugyanakkor az enyhe protikus sav
1,1,1,3,3,3-hexafluor-izopropanol  (pK, = 9,3) is hatékony a DMTr-véddcsoport
hasitasanal.'® Tovabba nem csak protikus, hanem Lewis-sav mellett is hasznalhato
redukalo segédanyagként a Et;SiH. ™%

Ezek koziil a reagensek koziil j6 néhany enyhe koriilményli, azonban szdmos esetben a
reakcididé meglehetdsen hosszii kimenetelli, ami mellékreakciok lejatszodasara ad
lehetdséget.

Az 1j ismereteknek a birtokaban kisérleteket végeztem tritil-védécsoport hasitasara Lewis-
savakat: MgBr,Et,0, Yb(OTf);, FeCl36 H,O, Cu(OTf),, BFsEt,0, ZnCl,, hexafluor-

izopropanollal és Et;SiH-nal kombinacioban alkalmazva. Legigéretesebbnek a Cu(OTf); és
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191

BF;Et;0 nyilvanult, melyekkel optimalizaltam a reakciokoriilményeket a
modellvegyiileten. (1. tablazat)
1-6: BF3Et,0
7-10: Cu(OTf),/MeNO,

o0 o °
o~ -~y
H(j ‘/’//OH © H(j "’//OH ©
191 58

Reagensek
Kisérletek HFIP Lewis-sav Et;SiH Detritile_ZéSi a0 Konverzié
(1 ml/0,1 mmol) (0,2 ekv.) (3,8 ekv.) (min)

1 + BF3Et,0 + 3 ~100%
2 - BF;Et,0 + 10 ~100%
3 + BF3Et,0 - 30 ~50%
4 +8 BF3Et,0 + 10 ~100%
5 + BF;Et,0° + 5-10 ~100%
6 - BF3Et,0 - 30 ~70%
7 + Cu(OTH), + 5 ~100%
8 - Cu(OTH), + 10 ~100%
9 + Cu(OTH), - 30 ~100%
10 - Cu(OTH), - 30 ~75-80%
11 + - + 30 ~5-10%

20,5ml /0,1 mmol; ° 0,05 ekv.

1. tablazat Detritilezési koriilmények optimalizalasa

A haromkomponensii reagens kombinacionk mechanizmusa feltételezhetéen az alkotd

komponensek szinergizmusa révén magyarazhatd. A gyenge protikus sav hexafluor-

izopropanol az 4taldban hasznalatos savakhoz hasonldéan protonalja a heteroatomot,

melynek kovetkeztében trifenilmetil-tipusu kation és szabad funkcids csoport (OH, NH,

SH) képzddik. Egy masik Gtvonalon a Lewis-sav koordinaldodva a heteroatomhoz szintén

hasitja a véddcsoportot, és az igy generalédo trifenilmetil-tipusu kationt a trietil-szilan

redukalja trifenilmetan szarmazékka eltolva az egyensulyt. (52. abra)
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52. abra A haromkomponensii detritilezé elegy feltételezett mechanizmusa

Az optimalizalast kovetden 0j reagens kombinacionk védocsoport-kompatibilitasat is
megvizsgaltuk, amihez azonban még tovabbi néhany vegyiiletet (211,'%° 225, 229, 232'%)
eld kellett allitani.

Ezutan a trifenilmetil-védOcsoportok  széles palettdjat  kezeltik 1) reagens
kombinacionkkal. Kiilonb6z6 szénhidrat és nukleozid szarmazékok, illetve egy cisztein
szarmazék O-Tr, O-DMTr, N-MMTr, N-Tr és S-Tr véddcsoportjait tavolitottuk el sikeresen
enyhe koriilmények kozott, rovid id6 alatt, preparativ 1éptékben. (53. abra)

Osszességében jo hozammal mentek végbe a véddcsoport-hasitasok. Mddszeriink tobbfajta
véddcesoporttal (OAc, izopropilidén ketal, TBDMS-éter, N-Bz, illetve N-i-PrCO, valamint
N-Fmoc) kompatibilis, és valtozatos szubsztratumokon alkalmazhat6. Emellett egy esetben
sem tapasztaltunk depurinéciot, ami szilardfazisu oligonukleotid szintézisekben a standard
DMTr-eltavolitasnal gondot szokott okozni. Es végiil, de nem utolsésorban a Lewis-sav
széleskorlien valtoztathatdo, ami &ltal mddszeriink hangolhaté az adott szubsztratum

»igényeihez” igazodva.
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53. abra Nukleozidok O- és N-detritilezése, illetve szénhidrat és aminosav szarmazékok O- és S-

detritilezése
Reakcidkoriilmények: A1) BF3Et,0 (0,2 ekv.), HFIP, Et;SiH; B1) Cu(OTf), (0,2 ekv.), HFIP, Et;SiH; A2)

BFyEt,0 (0,065 ekv.), HFIP, Et;SiH; B2) Cu(OTf), (0,065 ekv.), HFIP, Et;SiH; A3) BF3Et,0 (1,0 ekv.)
HFIP, Et;SiH



4.3. Triciklanok szintézise

Az irodalmi attekintésben részletesen lathattuk, hogy milyen véltozatosan modosithato a
ribonukleozidok szénhidrat egysége.

Metaperjodatos  oxidaciot kovetden keletkezett szekodialdehideket (159)  trisz-
(hidroximetil)-amino-metannal (178) reagaltatva egy uj tipust triciklusos nukleozid
analogot (234) allitottam elé. Az anellalt 3,7,10-trioxa-11-azatriciklo[5.3.1.0>**]-undekén
tartalmaz egy morfolin és két oxazolidin gytiriit, melyek magukban foglalnak egy kettds
O,N-acetalt. Az uj vegyiiletcsaladunkat a morfolindk utan elneveztiik triciklanoknak (234).
A 2.6-0s fejezetben olvashato, hogy igen valtozatos szerkezetli bi-, tri- és pentaciklusos
athidalt és anellalt heterociklusokat allitottak mar eld aldehidek, illetve ketonok és trisz
(178) reakciojaval, de a tricikland magjat alkotd heterociklusos vegyiiletet még nem irtak
le eddig.

A szintézis soran harom uj kiralitascentrum generalodik, aminek kovetkeztében 2°

diasztereomer keletkezésére van lehetéség. (54. abra)

RO RO
ST S
I
g o o’ OH \ﬂq \ﬂq
159 13

178
R=H, TBDMS, Tr; B=U, T, HX, AT, CT"- PMTr GTr. DMTr

54. abra Triciklanok altalanos szintézise és szamozasa

A reakcidkndl azonban vékonyréteg-kromatografidsan minden esetben egy f6 termék
képzddését tapasztaltam elhanyagolhaté mennyiségli és nem izolalhaté melléktermékek
mellett. A 'H-NMR spektrumokban, altalaban a H-1 vagy néhany bazis CH, illetve NH
protonjanak kémiai eltolédasdhoz hasonld értéknél, koriilbeliil 3-7%-ban megfigyelhetd
volt valamilyen melléktermék, ami feltételezhetéen egy masik diasztereomer volt. Néhany
esetben gyenge, illetve kozepes hozammal sikeriilt izolalni a triciklané szarmazékokat, de
ez valoszinlileg a rossz oldékonysag kovetkezménye lehet. Ezek alapjan elmondhato, hogy
a reakcid nagyfoku diasztereoszelektivitdssal megy végbe. A pontos szerkezetmeg-
hatarozés igen nagy munkéval jart, melyet a tovabbiakban részletesen ismertetek.

Mindez azért fontos, mert a legtjabb iranyelvek alapjan a kiralis gydgyszermolekulakat
enantiomertiszta, illetve diasztereomer egységes formaban lehet csak torzskonyvezni és

forgalomba hozni.
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4.3.1. Uracil-triciklano

Elészor szabad uridinbdl (58) allitottam elé az elsé triciklusos nukleozid analdogot (235)
kozepes, 58%-0s hozammal (két 1épésre), de nagy diasztereoszelektivitassal. Majd ezek
utdn vizsgaltam, hogy kiilonb6zé véddécsoportok hogyan befolyasoljak a sztereo-
szelektivitast és a kitermelést. Sikeresen eldallitottam a TBDMS- és Tr-védett uracil-
tricikland szarmazékokat (236, 237) jelentds hozamnoveléssel (72% és 76%, két 1épésre
mindkét esetben). Végiil a TBDMS-védécsoportot TBAF-dal (ezt a reakciot és a kiindulasi
236-0s vegyiilet eldallitasat Hogye Fanni Kémia BSc hallgato is elvégezte164), a Tr-
csoportot pedig tovabb hangolva az altalunk kidolgozott reagens elegyet, a Lewis-savat
ZnCly-ra cserélve, annak segitségével tavolitottam el. Ezenkiviil a Tr-védett uracil-
tricikland szarmazékbol acetatésztert (238) képeztem, hatha az igy szintetizalt vegyiilet
kristalyosithatd lesz, azonban nem sikeriilt megfeleld mintat nyerni rontgendiffrakcios

méréshez. (55. abra)

AP AP

O.__N__NH O._N__NH
. HO e . RO g o
I, 1l Iv.vagy v i, ii 188
58 — & “, (0] - 0 Y, (@) -
oi’}\;o o° N "o 191
HO R'O
235 236: R =TBDMS,R'=H
237:R = Tr, R'=H ) iii
238:R=Tr,R'=Ac

55. abra Uracil-triciklano eléallitasa véddcsoport nélkiil és 5°-TBDMS és Tr védécsoportok
alkalmazasaval
Reakciokoriilmények: (i) 10,-0s gyanta, MeOH, tt, sotét, 1 éjszaka; (ii) 178, 3 A MSz., absz. MeOH, tt, 1
éjszaka, 235: 58% (2 1épésre 58-bol), 236: 72% (2 1épésre 188-bol), 237: 76% (2 1épésre 191-bol); (iii) Ac,O,
absz. CsHsN, 1t, 1 éjszaka, 97%; (iv) TBAF, absz. THF, rt, 1 éjszaka, 235: 48% (236-bol); (v) ZnCl,,
(F3C),CHOH, H3CNO,, Et3SiH, rt, 2 h, 235: 66% (237-b6l)

4.3.2. Hipoxantin-triciklano

Az inozinbdl eldallitott tricikland szarmazék (239) igéretes farmakonjeldlt lehetne, mivel a
didanozin gyogyszermolekulaban megtalalhato a hipoxantin bazis, illetve az Isoprinosine®-
ban (inozin-pranobex) kombinacidban is alkalmazzak.

Elészor megprobaltam a szabad szarmazékot (239) kozvetleniil inozinbdl (189) eléallitani.
Feltehet6en a rossz oldékonysagb6l adodoan csak alacsony hozammal (38%) sikeriilt
izolalni a vart terméket (239). Ezutan az uridinnél is bevalt TBDMS- és Tr-

véddcsoportokat alkalmazva is végrehajtottam a triciklizaciot kdzepes hozamokkal (52%
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¢és 42%). Mindkét véddcsoport eltavolitasa az uracil szarmazékkal anald6g mddon tortént, és
hasonlé hozamokkal (56% ¢és 58%) sikeriilt izolalni a terméket (239). A Tr-védett
hipoxantin-triciklano szarmazékbol (241) szintén acetatésztert képeztem. (56. abra) Az igy
kapott terméket (242) forr6 i-PrOH-bol atkristalyositva sikeriilt olyan mintat nyernem,

melybdl rontgenkrisztallografidval meghatarozhato lett a vegyiilet abszolut konfiguracioja.

_N _N
=N o =N o
T e RO N
i, i ], N/ _ vvagyv ]/ N
189 —_— O\\\\ N ,,//O O\\ N ,,//O

190
HO R'O
239 240: R =TBDMS, R'=H
241:R=Tr,R' = H ) i
242: R =Tr,R'=Ac

56. abra Hipoxantin-triciklané szintézise védécsoport nélkiili, TBDMS- és Tr-védett inozinbol
Reakciokoriilmények: (i) 10,-0s gyanta, MeOH, tt, sotét, 1 éjszaka; (ii) 178, 3 A MSz., absz. MeOH, tt, 1
éjszaka, 239: 38% (2 1épésre 189-bbl), 240: 52% (2 1épésre 190-bdl), 241: 42% (2 1épésre 192-bol); (iii)
AC,0, absz. CsHsN, rt, 1 éjszaka, 86%; (iv) TBAF, absz. THF, rt, 1 éjszaka, 239: 56% (240-bél); (v) ZnCl,,
(F3C),CHOH, H3CNO,, Et;SiH, rt, 2 h, 239: 58% (241-bdl)

4.3.3. Timin-triciklané

A tovabbiakban ribotimidinb6l (193) is elvégeztem a triciklusképzést. Véddcsoport nélkiil
¢s Tr-véddcsoport alkalmazdsaval is eldallitottam a timin tartalma triciklusos szér-
mazékokat (243 és 244), illetve a tritil-csoport eltavolitasat is sikeriilt véghez vinnem. A
szabad szarmazékbol (243) diacetatésztert képezve olyan szarmazékhoz (245) jutottam,
melyet szintén felhasznaltunk konformacios, illetve NMR szdmitasokhoz, ¢€és igy a

szerkezetmeghatarozashoz. (57. abra)
CHj, CH3

, O._N__NH O._N__NH
. RO/\[ ]’ bl i Tro/\[ ]’ il i
193 == N O Ny A O <L 104

RO%43.R=H Yiv HO 244
245: R = Ac

57. abra Timin-triciklané szintézise véddécsoport nélkiil és 5°-Tr-védécsoporttal
Reakciokoriilmények: (i) 104-0s gyanta, MeOH, rt, sotét, 1 éjszaka, (ii) 178, 3 A MSz., absz. MeOH, rt, 1
¢jszaka, 243: 53% (2 1épésre 193-bol), 244: 64% (2 1épésre 194-bdl); (iii) ZnCl,, (F3C),CHOH, H;CNO,,

EtsSiH, rt, 1 h, 55%; (iv) Ac,0, absz. CsHsN, 1t, 1 éjszaka, 73%
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4.3.4. Adenin-triciklano

Az amino-csoporttal rendelkez6 nukleozidok nagyon rossz oldékonysagat figyelembe véve
mindenképp szlikség volt valamilyen véddcsoport bevitelére. A véddcsoport stratégia
kidolgozasa soran a trifenilmetil-tipust védGcsoportok tiintek a legjobb valasztasnak, igy

az adenozin esetében a bisztritil szarmazékkal (206)'%

hajtottam végre az oxidaciot, majd a
triciklusképzést. A kapott védett szarmazék (246)%° véddcsoportjainak eltavolitasa utin

izolaltam a szabad adenin-triciklano szarmazékot (247).% (58. 4bra)

N N
5 '\/14 NHTr 5 '\/14 NH,
ii 1m0 4 N ii HO 4 N
206 ———» « " N=/ — > - " N=/
HO™ 246 HO™ 247

58. abra Adenin-triciklané szintézise 6-N,5’-O-bisztritil-adenozinon Kkeresztiil
Reakciokoriilmények: (i) 10,-0s gyanta, MeOH:CH,Cl, (3:2), rt, sétét, 1 éjszaka; (ii) 178, 3 A MSz., absz.
MeOH, tt, 1 éjszaka, 246: 55% (2 1épésre 206-bol); (iii) ZnCl,, (F;C),CHOH, H3CNO,, Et;SiH, rt, 24 h, 63%

4.3.5. Citozin-triciklano

A citozin szarmazéknal szintén a bisztritil-védelmet alkalmazva allitottam el6 a triciklusos
szarmazékot (250) jo hozammal (65%, két 1épésre). A tritil-véddcsoportok hasitisa azon-
ban csak az 5’-O-helyzetbdl sikeriilt, igy a savlabilisabb DMTr-csoport hasznalata mellett
dontottem. A vegyes N-DMTr és O-Tr védett citidinb6l (249) kiindulva 72%-0s hozammal
izolaltam a triciklusos szarmazékot (251), amibdél a jol bevalt reagens kombinaciot
alkalmazva eléallitottam a szabad citozin-triciklanot (253). (59. abra) Az alacsony hozam

(26%), a kozel 90%-os konverzio ellenére, a nagyon rossz oldékonysagnak tudhat6 be.
NHR' NHR'

@ NHR' /\K %\lr

o__n ! vy RO ON_N o oo O._N_N
R0 SN RO RO
HO  oH° o N "o o N7

O

_/200:R=R =H"; \j‘\/ \j‘J
n(zoe: R=R=Tr

HO HO
248:R=H, R =DMTr 250:R=R'=Tr 252:R=H,R' =Tr

249: R =Tr, R'= DMTr 251: R =Tr, R'= DMTr 253:R=R'=H
59. abra Citozin-triciklano szintézise O- és N-bisztritil (Tr és DMTr) véddcsoportok hasznalataval
Reakcidkdriilmények: (i) TrCl, DMAP, Et;N, absz. DMF, 50 °C, 10 nap, 209: 30%; (ii) TMSCI, DMTTCI,
absz. CsHsN, rt, 4 nap, 248: 82%; (iii) TrCl, absz. CsHsN, rt, 7 nap, 249: 68%; (iv) 104-0s gyanta,
MeOH:CH,CI, (209: 3:1, 249: 1:1), rt, sotét, 209: 1 éjszaka, 249: 3 nap; (v) 178, 3 A MSz., absz. MeOH, rt,
1 éjszaka, 250: 65% (2 1épésre 209-b61), 251: 72% (2 1épésre 249-bél); (vi) ZnCl,, (F3C),CHOH, H;CNO,,
Et;SiH, rt, 5 h, 252: 56% (250-b6l), 7h, 253: 26% (251-b6l)
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4.3.6. Guanin-triciklano

Guanozinnal eldszor szintén tritil-véddcsoportot alkalmaztam. A triciklusos szarmazékot
(256) jo hozammal (73%) allitottam el6, azonban a detritilezést kdvetéen nem sikeriilt a
vart terméket izolalni. Harom napos reakcidido utan valdszintsithetd, hogy a kettds O,N-
acetal hidrolizalt. Prébalkoztam a Tr-véddcsoportok Hp-nel torténd redukcidjaval Pd/C
katalizatorral, illetve natrium-naftalenidet alkalmazva, de nem sikeriilt eltavolitani a
véddcesoportokat.

Bizva a citozin szarmazék szintézisénél tapasztaltakban bisz(dimetoxitritil) szarmazékbol
(254)' is eléallitottam a védett guanin-triciklanot (257), amibél a reagens kombinaciot
alkalmazva, kozepes konverzio (kb. 50%) mellett, sajnos csak nagyon rossz hozammal
(20%) lehetett izolalni a szabad guanin-triciklanot (259). A reakcioban képz6dott még a

részlegesen dedimetoxitritilezett 258 szarmazék is. (60. abra)

HO  OH NY NHR' NHR'
NHR' \j~\/
197:R=R'=H; HO HO
ii < 210: R=R'=Tr 256:R=R'=Tr 258: R' = DMTr
254: R = R' = DMTr és 257:R =R'= DMTr 259:R'=H

255: R =H, R' = DMTr
60. abra Guanin-triciklané eléallitasa O- és N-bisztritil, illetve bisz(dimetoxitritil) védécsoportokkal
Reakciokoriilmények: (i) TrCl, DMAP, Et;N, absz. DMF, 50 °C, 7 nap, 210: 49%; (ii) TMSCI, DMTTrCI,
absz. DMF, absz. CsHsN, 4 nap, 254: 47%, 255: 30%; (iii) 210: NalO4, MeOH:H,0 (3:1) vagy 255: 10,-0s
gyanta, MeOH:CH,Cl, (2:3), rt, sétét, 1 éjszaka; (iv) 178, 3 A MSz., absz. MeOH, rt, 1 éjszaka, 256: 73% (2
1épésre 210-bol), 257: 80% (2 1épésre 254-bdl); (v) ZnCl,, (FsC),CHOH, H;CNO,, Et3SiH, rt, 5 h, 258: 26%,
259: 20% (257-bél)

4.4, Szerkezetmeghatarozas

A szokasos NMR technikak, mint példaul a *Juy csatolasi allandd mérése, nem volt
elegendd, hogy az ujonnan keletkezd harom sztereogéncentrum konfiguracidjat
meghatarozzuk. Végiil a rontgenkrisztallografia, illetve 2D NMR mérések (*H-'H COSY,
'H-BC HSQC, *H-*C HMBC és 'H-'H ROESY) eredményeit és a szamitott konformacios

izomerektdl szdrmazd sulyozott kémiai eltolodds értékeket Osszevetve sikeriilt

crer
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4.4.1. Rontgenkrisztallografia

242-t forrd i1-PrOH-bol atkristalyositva sikeriilt rontgenkrisztallografias méréshez meg-
feleld6 mintat nyernem. A tércsoport nem centroszimmetrikus, ami egyértelmiien
alatamasztja, hogy a minta diasztereomer egységes. Az aszimmetrikus egységhen
megtalalhatd mindkét 242 molekula abszolut konfiguracioja (1R,2S,5S,8R,9R). A
szerkezetet gyenge C-H-O ¢és C-H-N hidrogénkotések stabilizaljak. Hidrogén-kotések
vannak az i-PrOH molekulak és azok egyik OH-csoportja és a hipoxantin oxocsoportja
(096) kozott. Osszeségében a kdtéshossz és kdtéstavolsag adatok dsszhangban vannak a
vart értékekkel.'® N11 tavolsaga a C2-C5-C8 siktol a két molekulaban egyenként 0,497 A

166 alapjan a két

és 0,515 A. A szerkezet gyliri-hajtodasanak (puckering) analizise
oxazolidin gyliri (N11-C2-03-C4-C5 és N11-C8-07-C6-C5) boriték konformacidju O3 és
07 felé. A hattaghi morfolin gytirti (N11-C2-C1-010-C9-C8) nagyon fesziilt, C1-C2-N11-
C8 atomok egy sikban vannak, mig a C9 ¢és O10 atomok a sik ugyanazon oldalan
helyezkednek el, félszék konforméciora hasonlitva. C1-C2 atomok tavolsaga 1,516(7) A,
ami sp* szénatomokra utal. A C1-O10 és C1-C2-N11-C8 sikok kozotti szdg 58 °-os (52 °
az aszimmetrikus egységben 1évé masik molekulanal). A Cambridge-i szerkezeti
adatbankban (5.38 verzio, frissitve 2017. majus)'®’ kb. 2600 talalat van morfolin gyiirtit

tartalmazo vegyliletekre. Az elobb emlitett sik szogeinek hisztogramja demonstralja azt,

hogy az eldallitott vegyiilet 52-58 °-os szdgeivel meglehetdsen egyedi.

o

61. abra A rontgenkrisztallografiaval meghatarozott vegyiilet szerkezetének ORTEP-abraja

(Az aszimmetrikus egységben talilhato egyik molekula az oldészer molekulak elhagyasaval.)
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4.4.2. Konformaciés és NMR szamitasok

A szamitésok alapjan a vartnal flexibilisebb a triciklusos rendszerilink, ezért nem lehetett
megallapitani a szerkezetet hagyomanyos NMR-mérésekkel. A 237 ¢és 245 esetében a
lehetséges nyolc, 242 esetében a rontgenkrisztallografiaval meghatarozott és 250-nél a
rontgen alapjan feltételezett sztereoizomer DFT NMR szamitasokkal kapott korrigalt *H-
és °C-NMR adatait'*? osszevetettik az NMR-mérések soran kapott kisérletes kémiai
eltolodas értékekkel. 237 és 245 esetében a 8-8 izomerbdl a szamolt és a mért *H, illetve
B3C kémiai eltolodasok eltérése a D8 szerkezetet eredményezte, melynek konfiguracioja a
vegyiilet esetén eléggé meggy6ézbek voltak mar a *C-NMR adatok is, addig 237-nél a *H-
és a ®*C-NMR adatok egyiittes metszetébél sikeriilt meghatarozni a szerkezetet, ami a
rontgenméréssel meghatarozott vegyiilet szerkezetével megegyezett. 250 esetén csak a D8
szerkezetre lettek kiszamolva a kémiai eltolddas értékek, és az is jo egyezést mutatott.
Kovetkeztetésképpen elmondhatjuk, hogy a triciklandk konformacios és NMR szamitasai
utan a kapott szerkezetek megegyeztek a rontgenkrisztallografiaval meghatarozott 242

vegyiilet szerkezetével.

B B B B
TLL L XL
N o N NI

o) o) O o” N "o o) 0
RO™ RO RO™ RO
D1 D2 D3 D4
RO/\[OIB RO/\[O B Rro O]/B RO/\[O]’B
0" N Yo 0" N Yo 0" N "o 0" N "o
RO™ RO RO™ RO
D5 D6 D7 D8

62. abra A nyolc lehetséges sztereoizomer szerkezete és jelolése
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63. abra 237_D8, 245_D8, 250_D8 és 242_D8 legalacsonyabb energiaji konformerei és azok

Boltzmann-populaciéi

B

A-konformer C-konformer

B-konformer

34,5% 33 8% 25,1%
ERORTCHAEF F-konformer
D-konformer 16% 1,3%
2,8% ’

64. abra 242_D8 triciklusanak az Gjraoptimalizalt 686 OPLS konformer Boltzmann stlyozas és
Klaszterezés altal kapott leggyakoribb konformerei (A jobb dsszehasonlithatésag kedvéért csak a C-1°,

C-2°, C-8 és C-9’ szénatomokhoz kapcsolédé hidrogének vannak feltiintetve.)
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4.43. Mechanizmus

A triciklus képzbédése egy diasztereoszelektiv kaszkad reakcioként értelmezhetd. A
nagyfoku diasztercoszelektivitas a kovetkez6 mechanizmussal magyarazhato. (65. abra)
Elészor a trisz (178) amino-csoportja addicional a szekodialdehid egyik karbonilszenére
egy hemiaminalt képezve (il), majd ezutan vizkilépést (molekulaszita alkalmazasa
biztositja, mellyel eltolodik az egyensulyi reakcid) kovetden egy Schiff-bazis (i2)
keletkezik, melyre a-oldalrol tdmad az egyik hidroxil-csoport, és igy kialakul az els6
oxazolidin gytirt (i3). A kovetkezd 1épésben az oxazolidin gyiirii nitrogénje addicional a
masik formil-csoport karboniljara és ismét egy hemiaminal (i4) képzddik. Majd ezt
kovetden vizkilépés kdzben egy masik hidroxil-csoport oxigénje timad az iminium (i5)
szénatomjara, ¢s kialakul a masodik oxazolidin gy(r, igy tricikland szdrmazék képzddik
(234). Az o-oldali timadas az adott két sztereocentrum és azok szubsztituenseinek
sztérikus géatldsa miatt valosziniisithetd. C2° és C8 kiralitdscentrumanak kialakuldsa

[,'® ami 4ltalanosan alkalmazhatd

Osszhangba hozhat6 a polaris Felkin-Anh modelle
elektronegativ csoportot tartalmazo aldehidekre vagy ketonokra. A C2’ és a C5’ (vagy a

C8’ és a C5’) kiralitdscentruma feltételezhetden egyszerre alakul ki a végsod 1épésben.

RO B H. 5B ¢ B
N C on— Ay —— ey
150 AN OH .2+ ~OH
2 HO H,0 0
i OH H OH
OH “OH ! i2
178 l
B

0
S p o iy
o\ N ~—— Nt ) -— N N
H N O (@] O (e} OH (@] OH

O\)i/ H20 P
i5 i i
234 O HO A_. _
H/
R=H, TBDMS, Tr; B=U, T, HX, AT", CT"- DMTr_GTr. DMTr

65. abra A triciklus kialakulasanak feltételezett mechanizmusa

96



5. Megbeszélés

A szerves kémiai szintézisek soran a vegyiiletek funkcids csoportjainak variabilitdsa nem
minden esetben biztositja a reaktivitasbeli kiilonbségeket, ezért ortogonalis reakciok
végrehajtasakor elengedhetetlen a védécsoportok hasznalata. A véddécsoport stratégia, a
szénhidratkémiahoz hasonldan, a nukleozidkémiaban is igen nehéz és sokrétii.

Munkam soran Kidolgoztunk egy 1j modszert trifenilmetil-tipusi védécsoportok
eltavolitdsara. A korabban alkalmazott reakciokoriilmények nem egyszer igen erélyesek
(80%-o0s ecetsav, trifluorecetsav, stb.), illetve hossza reakciodidejiick, ami mellékreakciok
lejatszodasara ad lehetOséget. Modszeriink ujdonsaga abban rejlik, hogy enyhe
koriilmények kozott és gyorsan hasitja a tritil-, monometoxitritil- és dimetoxitritil-
véddéesoportokat, mind hidroxil-, merkapto-, valamint amino-csoportok védelme esetén.
Réadasul a Lewis-sav komponens tetszélegesen varialhatd a szubsztrat kémiai mindségét
figyelembe véve. Ezenkiviil szamos véddcsoporttal vagy funkcids csoporttal (acetatészter,
izopropilidén ketal, TBDMS-éter, fluorenilmetil-karbamat, benzamid, izobutiramid, illetve
feniltio-glikozid) kompatibilis, ami megnoveli az alkalmazhatosagi korét e reagens
kombinéacionak. Nagy eldénye, hogy a szilardfazisu oligonukleotid szintézisben hasznalatos
di- vagy triklérecetsavval ellentétben nem okoz depurinaciot. Ezek alapjan tgy gondolom,
hogy némi modszerfejlesztéssel €s optimalizalassal e téren is alkalmazhato lenne.

A nukleozidszintézisben jol bevalt véddcsoportokat alkalmaztam én is szintetikus munkdm
soran. A primer hidroxil-csoportokbol tritil-, illetve szilil-étereket képeztem, majd
eléallitottam a tricikland szarmazékokat. Bonyolultabb volt az amino-csoportok
védelmének kivitelezése, ugyanis az egyszeriien bevihetd benzoil-véddcsoport
inkompatibilis volt a triciklizacidés reakcioval. Kézenfekvé megoldasnak bizonyult az
amino-csoportok védelme trifenilmetil-tipusi védécsoportokkal. Azonban az N-benzoil
szarmazékok kialakitasaval ellentétben a tritil-csoportok bevitelénél és eltavolitasanal is
megmutatkoztak a reaktivitasbeli kiilonbségek az adenozin, a citidin és a guanozin
esetében. Jovoébeni tervként szerepelhet szilil-véddcsoportok alkalmazdsa az amino-
csoportok védelmére.

A tovabbiakban tritil-, illetve dimetoxitritil-védécsoportokat alkalmazva eléallitottam az
uridin, inozin, ribotimidin, adenozin, citidin €s guanozin tricikland analogokat. Az uridin
¢s az inozin esetében TBDMS-véddcsoport hasznalataval is. A szilil-védécsoport
eltavolitasa tetra-n-butilammoénium-fluoriddal nem okozott gondot. A tritil-éterek

hasitasara a reagens kombinacionk ,,finomitott” verziojat (bor-trifluorid-éterat helyett cink-

97



Kloridot) alkalmaztam. Habar a tritil-védécsoportok hasitdsa nem minden esetben ment
zokkendmentesen (rossz konverzio és alacsony hozam), végiil sikeresen eldallitottam a
szabad triciklané szarmazékokat, melyek nukleozid analdogok lévén daganatellenes ¢€s
antiviralis hatassal rendelkezhetnek. Emellett a purinszarmazékok purinerg-receptorokra
kifejtett hatasat is érdemes lehet tanulmanyozni.

A triciklizacidé soran harom 1j kiralitdscentrum kialakulasara volt lehetdség, ami nyolc
diasztereomer képzddését eredményezné. Viszont az Osszes reakcid soran egy fotermék
képzodését észleltiik, aminek kovetkeztében kijelenthetjiilk, hogy igen nagymértékii
diasztereoszelektivitassal megy végbe a triciklusképzés. A vegyliletek abszolut
szarmazékbol nyert egykristdly rontgenkrisztallografidss mérés, DFT NMR és
konformacios szamitasok, illetve kisérletes NMR-adatok (lH-lH CosY, H-Bc HSQC és
'H-13C HMBC) egyiittes alkalmazéasaval végiil kooperacioban meghataroztuk a vegyiiletek
pontos szerkezetét.

Tapasztalatainkat a kés6bbiekben alkalmazva szeretnénk kibdviteni ezeknek a triciklusos
szarmazékoknak a korét. Szekodialdehideket nem csak nukleozid-, hanem szénhidrat
szarmazekokbdl is eldallitunk, rdadasul a trisz helyettesithetd egyeéb vegytiletekkel (1,2,3-
triaminopropan, 1,2,3-triamino-2-metil-propan, szerinol, 2-metil-propan-1,2-diol ¢és -ditiol,
stb.). Ezenkiviil a hattagi morfolint tartalmazt triciklus héttagi oxazepin analdgja is
eldallithatd. Az igy szintetizalt vegyiiletek széleskorlien tanulmanyozhatéak biologiai
vizsgalatokban, kiilonb6z0 enzimek (glikozidaz, polimerdz), illetve membranfehérjék
(transzporterek)  inhibitoraként,  receptorok  (purinerg)  agonistajaként  vagy
antagonistjaként. S6t mi tobb, ha a szilardfazisi oligonukleotid szintézis
reakciokoriilményeit optimalizalnank, triciklandink beépithetéek lennének
oligonukleotidokba is, melyeknek alkalmazisa széleskorlien vizsgalhaté példaul

géncsendesitd folyamatokban is.
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6. Osszefoglalas / Summary

Doktori munkdm sordn 1) tipust heterotriciklust tartalmazo nukleozid analdogok eld-
allitasaval foglalkoztam. Bioldgiailag aktiv vegyiiletek eldallitasa volt a cél, mivel szamos
nukleozid-, illetve nukleotid analég gyogyszermolekulat alkalmaznak a daganatellenes és
antiviralis terapidban. Tovabba jelentds fejlédésnek indult az oligonukleotid szarmazékok
alkalmazasa ritka, genetikai, illetve anyagcserebetegségek (Duchenne izomdisztrofia,
spinalis izomatrofia, familidris hiperkoleszterinémia, hipertrigliceridémia, iddskori
makuladegeneracio, sth.) kezelésében, valamint gyogyitasaban.

Alapotletként szolgalt, hogy kiilonb6z6 konforméciosan korlatozott bi- és triciklusos
nukleozid szadrmazékokat allitottak mar eld, melyek koziill néhanynak biologiai
rogzitése kovetkeztében ellenallobbak lettek a degradald enzimekkel szemben, nagyobb
hatékonysaggal és specificitassal hibridizalodtak természetes nukleinsav szalakhoz, RNaz
H aktivaciot indukaltak.

Védoéesoport  nélkiili, illetve megfeleléen védett ribonukleozidokbol — kiindulva,
metaperjodatos oxidacioval szekodialdehideket allitottam eld, melyeket utdna Trisszel
reagaltattam. A kondenzacids reakcidoban egy 01 anellalt heterotriciklusos vézat alakitottam
ki a D-ribofurandzt helyettesitve. A keletkezd triciklusban harom 1j aszimmetriacentrum
képzOdott, aminek kovetkeztében nyolc diasztereomer kialakulasara volt lehetdség. A
reakciok azonban nagyfoku diasztereoszelektivitassal mentek végbe. A morfolind
nukleozidok mintédjara 1) vegyiileteinket elneveztiik triciklanoknak.

A szerkezetmeghatarozashoz az egyik szarmazéknak sikeresen meghataroztuk az abszoltt
konformacids analizisébdl nyert adatait Osszevetettik a kisérletes NMR kémiai eltolo-
dasokkal. Eredményként mind a négy szarmazek esetében azonos konfiguraciot kaptunk.

A szintézis soran olyan véddécsoportok alkalmazasa volt sziikséges, amelyek kompati-
bilisek a metaperjodatos oxidacioval, a triciklizacioval, és eltavolitasuk is lehetséges.
Figyelembe véve ezeket a kritériumokat egy uj modszert dolgoztunk ki trifenilmetil-tipusu
véddcesoportok eltavolitasdra. Haromkomponensii reagens kombindcionk egy Lewis-savat,
Et3SiH-t és hexafluor-izopropanolt tartalmaz, mely gyors és enyhe korilményi védo-
csoport-eltavolitast eredményez, és szamos véddcsoporttal kompatibilis és nagymértékben
hangolhat6. Alkalmazva az ) mddszeriinket, eldallitottam a szabad triciklané szarmazéko-

kat uridinbdl, inozinbdl, ribotimidinb6l, adenozinbdl, citidinbdl és guanozinbol.
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My PhD research focused on synthetizing a novel type of heterotricycle containing
nucleoside analogues. The aim was to produce some biologically active compounds, given
the fact that nucleoside or nucleotide analogue pharmacons are widely used in tumour and
antiviral therapy. Additionally, there has been a remarkable development in applying
oligonucleotide derivatives in the treatment and cure of rare, genetic, or metabolic diseases
such as Duchenne muscular distrophy, spinal muscular atrophy, familiar
hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, or age-related macular degeneration, etc.

The basic concept was inspired by the successful synthesis of different types of
conformationally restricted bi- and tricyclic nucleoside derivatives, with some of them well
researched in the various disciplines of biology. As a consequence of the conformational
restraint of the carbohydrate moiety, these compounds became more resistant against
degrading enzymes, hybridized with higher efficacy and specificity to natural nucleic acid
chains, and induced the activation of RNase H.

Unprotected or suitably protected ribonucleosides were oxidized by metaperiodate to
obtain secodialdehydes, which were reacted with Tris. In the condensation reaction, a new
anellated heterotricyclic skeleton was formed. With the three new stereogenic centers of
the tricycle, potentially eight diastereomers could evolve. However, the reactions were
accomplished with high diastereoselectivity. Following the morpholinos, our new
compounds were named tricyclanos.

To assign the structure of the tricyclanos, the absolute configuration of one of the
tricyclano derivatives was successfully determined by X-ray diffraction. Next DFT NMR
and conformationally calculations of three other compounds were compared with
experimental NMR chemical shifts. Finally, as a result all four derivatives were
homochiral.

During the synthesis, it was necessary to use suitable protecting groups, which are
compatible with metaperiodate oxidation, tricyclization, and are easily removable.
Considering these criteria, a new method was developed for the removal of
triphenylmethyl-type protecting groups. Our new three-component reagent system contains
a Lewis-acid, Et3SiH, as a reducing quenching agent and hexafluoroisopropanol as mild
protic acid. This reagent combination results in rapid and mild deprotection. Moreover, it is
compatible with several protecting groups and is widely tunable. With the application of
our novel method the tricyclano derivatives of uridine, inosine, ribothymidine, adenosine,

cytidine, and even guanosine were successfully synthetized.
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