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1.Roviditésjegyzék

Absz.= abszolut

boc= tercier-butoxikarbonil

CAMP= ciklikus adenozin-monofoszfat

cGMP= ciklikus guanozin-monofoszfat

DBU= diazabiciklo-undec-2-én

deszt.= desztillalt

DKM= diklormetan

DIPEA= diizopropil-etilamin

DMF= dimetil-formamid

DNS= dezoxiribonukleinsav

DPAP= 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenon

EDC= 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
EDC.HCL= 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid-hidroklorid
Ekv.= ekvivalens

EtzN= trietilamin

Et;SiH= trietil-szilan

EtOAc= etil-acetat

Fmoc= 9-fluorenil-metoxikarbonil

HOBt= hidroxibenztriazol

MeOH= metanol



mRNS= messenger RNS (hirvivé RNS)
MIRNS= mikroRNS

NAD-= nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADP= nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
PNA= peptid-nukleinsav

PNS= peptid-nukleinsav

RNS= ribonukleinsav

TBS= tercier-butil-dimetilszilil

TFA= trifluorecetsav

THF= tetrahidrofuran

tritil= trifenil-metil

tRNS= transzfer RNS (szallito RNS)

TsCl= tozil-klorid (para-toluolszulfonsavklorid)

UPA= uridil-peptid antibiotikum



2. Bevezetés

A nukleozidok és szarmazékaik a természetben valtozatos biologiai funkciokat toltenek
be: részt vesznek a jelatviteli folyamatokban, a sejt energiatermelésében és kiilonbozo
enzimatikus 4talakitdsokban, bizonyos mikroorganizmusok &ltal termelt nukleozid
szarmazekok (uridil-peptidek) pedig antibakteridlis hatastiak. A nukleotidokbol felépiild
nukleinsavak a genetikai informécid taroldsaban, hordozasaban, valamint kiilonb6z6
szabalyozasi ¢és katalitikus folyamatokban vesznek részt.

A szintetikus nukleozid szdrmazékokat széles korben hasznaljak gyodgyaszati célokra
daganatellenes szerként (pl. 5-fluoruracil, citarabin), antibiotikumként, virusellenes szerként
(zidovudin), vagy antimikotikumként (5-fluorocitozin). Az elmult évtizedekben eldallitottak
szdmos olyan modositott nukleotidot, melyeket szintetikus nukleinsav analégokka
Osszekapcsolva olyan molekuldkat nyertek, amelyek egy jelenleg intenziven kutatott, nagy
terapids potenciallal bir6 modszer, a géncsendesités eszkozei lehetnek a jovoben. A
géncsendesités sordn egy hibas fehérje altal okozott betegség gyogyitasa a cél az adott hibas
fehérjét kodold gén miikodésének szelektiv gatlasdval. Ehhez meghatarozott szekvenciaju (a
fehérjét kodold génével, vagy az arrol atirodo mRNS-sel komplementer) szintetikus
nukleinsav anal6gokat hasznalnak, amelyek a természetes nukleinsavaknal jobb fizikai és
kémiai tulajdonsagokkal (pl. nagyobb stabilitas) rendelkeznek. Terapids szempontbodl igéretes
szarmazékok a peptid-nukleinsavak (PNS vagy PNA), melyekben egy polipeptid vazhoz (alt.
poli-aminoetilglicinhez) kapcsolodnak a nukleobazisok.

A tioladdicio fotokatalitikus, gyokos mechanizmusu reakcio, mely sordn egy terminalis
alkénre addicionalddik egy tiolcsoportot tartalmazo vegyiilet. A kivitelezés soran eldszor egy
UV  fény  hatasara  konnyen  hasadd  iniciatormolekulabol  (2,2-dimetoxi-2-
fenilacetofenon=DPAP) homolitikus kotéshasadassal szabadgyokok keletkeznek, melyek a
tiollal reagélva tiillgyokoket hoznak 1étre, €és ezek a gyokok reagalnak az alkénnel. A reakcio
rendkiviil eldnyds tulajdonsagokkal rendelkezik: nem igényel erélyes koriilményeket, sokféle
oldoszerrel kompatibilis, gyors, egyszerli a végrehajtasa és a feldolgozasa, a felhasznalhato
vegyliletek kore pedig igen szé€les. Korabban telitetlen szénhidratszarmazékokon — igy

rib6zbol képezett 4-exometilén szarmazékon - mar tesztelték a reakciot, €s teljes regio- €s



sztereoszelektivitast tapasztaltak; nukleozidon azonban még senki sem hajtott végre kordbban

tioladdiciot.

A célunk uridin rib6z komponensén képezett exometilén szarmazékra addiciondltatni
kiilonboz6 tiolokat, ily mddon ujfajta uridin szarmazékokat szintetizalni, amelyek potencialis
antimikrobas aktivitassal rendelkeznek. Terveink kozott szerepel tovabba tioladdicioval
cisztein-uridin konjugatumokat 1étrehozni, amelyekbdl peptidkémiai modszerekkel kémiai
szerkezetiiket tekintve teljesen Uj tipusi peptid-nukleinsavak épithetéek fel. Ezek a
szarmazékok egyrészt potencialis géncsendesitd agensek, masrészt - mivel szerkezeti
rokonsagot mutatnak az uridil-peptid antibiotikumokkal - antibakterialis hatassal is

rendelkezhetnek.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Természetes nukleozidok és szarmazékaik

A nukleotidok 3 f&6 komponensbdl allnak: egy nitrogéntartalmu, heterociklusos purin-
(adenin, guanin) vagy pirimidinvazas (citozin, DNS-ben timin, RNS-ben uracil) bazisbol, egy
ehhez B-N-glikozidos kotéssel kapcsolodo pentofuran6zbol (DNS-ben: 2°-dezoxiroboz, RNS-

ben: rib6z) és egy, a cukor 5’-hidroxilcsoportjat észteresitd foszforsavbol (1. abra).
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1. abra: A természetes nukleotidok felépitése

A természetes nukleotidokban 1év0 bazisok: adenin, guanin, citozin, timin, uracil.
Utobbi csak RNS-ben taldlhaté meg, a DNS helyette timint tartalmaz. Az ezekbdl
szarmaztatott nukleozidok (melyek a rib6éz komponenst is tartalmazzdk [-N-
ribofuranozidként): adenozin, guanozin, citidin, timidin, uridin. A nukleotidok elnevezése
pedig nukleozid-monofoszfatként torténik, pl. uridin-monofoszfat. A nukleotidok
szénatomjainak szdmozdsa sordn a bdzis szénatomjait a normal mdédon szdmozzuk, mig a

szénhidrat komponens szénatomjai megkiilonboztetésiil 1°-5’ szdmozast kapnak.

A nukleinsavak nukleotidokbdl épiilnek fel olyképpen, hogy az egyik nukleotid 5’

szénatomjahoz kapcsolodo foszforsav észteresiti a kovetkezd nukleotid 3’ szénatomjihoz



kapcsolodo hidroxilcsoportot, kialakitva igy a molekula sokszorosan negativ toltésii cukor-
foszfat gerincét (2. abra). A molekula fizikai-kémiai tulajdonsagait elsésorban ez a gerinc
hatarozza meg, mig a biologiai funkcionalitasért az ehhez a vazhoz kapcsolddo nukleobazisok
sorrendje, az un. bazisszekvencia a felelds. A nukleinsavak két alapvetd csoportjat
kiilonboztetjik meg: a DNS-ben 2’-dezoxi-D-riboz talalhatd, mig az RNS-t felépitd
nukleotidok cukor komponense D-riboz.
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2. abra: A természetes nukleinsavak szerkezete

A nukleinsavak sokféle biologiai funkcioval rendelkeznek. A stabilabb DNS felelds a
genetikai informaciok (a sejt genomja) tarolasaért és tovabbadasaért. Az RNS-ek sokrétii
feladatokat latnak el a génmiikddés szdmos szintjén: a DNS-ben kodolt informécio a
transzkripcidé soran mRNS-re irddik at. Eukariotakban az mRNS ezutén altalaban atesik egy
¢érési folyamaton, mely soran tobbek kozott vagy autokatalitikusan, vagy mas RNS molekulak
(ribozimek) 4&ltal katalizdlva bizonyos szakaszok (intronok) kivagoédnak beldle. Az érett
mRNS ezutan a sejtmagbol a citoplazmaba transzportalodik, ahol a fehérje €s ribonukleinsav
Osszetevoket is tartalmazd riboszomaval Osszekapcsolodva megindul a fehérjeszintézis, a
transzlaci6. Az aktivalt aminosavakat, amelyekbdl a fehérjék felépiilnek, a tRNS-ek szallitjak

a transzlacid helyére. A mikro RNS-ek kiilonleges kisméreti RNS molekuldk, melyek



megfeleld érési folyamatok utdn egy fehérjekomplexbe (RISC komplex) beépiilve képesek

cres

kapcsolodas gatlasa altal [1-2].

A fentebb leirt valtozatos biologiai szerepek elldtdsara a nukleinsavakat az a
tulajdonsaguk teszi alkalmassa, hogy a cukor-foszfat gerinchez kapcsolodd bazisok
mindegyike csak meghatarozott masik bazissal képes hidrogénhidakkal kotddni (az adenin
timinnel ill. RNS-ben uracillal, a guanin citozinnal), ennek kovetkeztében egy nukleinsav
templatrdl nagy pontossaggal lehet komplementer nukleinsavat szintetizalni. A baziparosodas
szabalyai (3. abra) miatt pedig egy adott bazissorrendii nukleinsav csak vele komplementer
nukleinsavval képes hibridizalni, ez teszi lehetdvé a nukleinsavak altal kozvetitett specifikus
felismerési mechanizmusokat, pl. a miRNS a sajat szekvenciajaval komplementer szakaszt

képes a gatolni kivant mRNS-en felismerni.
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3. abra: A bazisparosodas alapjai

A nukleinsavak felépitésén kiviil bizonyos nukleozidszdrmazékok mas funkcidval is
rendelkezhetnek. Lehetnek pl. enzimek kofaktorai a katabolikus (NAD) ill. anabolikus
(NADP) folyamatokban, masodlagos hirvivé molekulak (cAMP, cGMP), biokémiai markerek

(ADP), energiatarold molekuldk (ATP). Bizonyos mikroorganizmusok altal termelt Un. uridil-



peptidek (pl. pacidamycinek, muraymycinek) szamottevd antibakteridlis hatéssal

rendelkeznek, elsésorban Pseudomonas aeruginosa ellen (4. abra).
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4. abra: A pacidamycin D szerkezete

3.2. Mesterséges nukleozidszarmazékok

A szintetikus nukleozid-, nukleotid- és nukleobazis-szarmazékokat széles korben
hasznaljak a gyodgyaszatban, elsdsorban virus-, tumor- és gombaellenes szerként, valamint
antibakterialis szerként, ezen feliil szdmos kutatds folyik ilyen hatasokkal rendelkezd

nukleozidanalogok kifejlesztésére.

A virusellenes nukleozidszarmazékok (5. abra) a virus, vagy a gazdasejt enzimei altal
végzett foszforilalast kovetden valnak aktivvd. Ezek a szarmazékok (pl. acyclovir,
penciclovir, ganciclovir, vidarabin) a viralis DNS szintézist kompetitiv modon gétoljak, vagy
pedig az ¢épiil6 DNS lancba beépiilve ,.elrontott” nukleotidként ldncterminacidt okoznak.
Kiilonleges képviseldi ennek a teriiletnek a nukleozid reverz transzkriptdz inhibitorok (NRTI-
k), melyek a retrovirusokra (pl. HIV) jellemz6, az RNS-bdl allo virdlis genomrol mint
templatrol DNS-t szintetizalo reverz transzkriptaz enzim miikodését gatoljak. A gatlo hatas
alapja, hogy ezek a vegyiiletek nem rendelkeznek 3’-hidroxilcsoporttal, ezért lancterminaciot
okoznak a szintetizal6d6 DNS lancba beépiilve (pl. didanozin, zidovudin, lamivudin,

stavudin) [3-5].
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5. abra: Néhany antivirdlis hatast nukleozidszarmazék

A tumorellenes hatdsu  nukleozidszarmazékok (6. 4abra) a tumorellenes
kemoterapeutikumokon beliil az antimetabolitok kozé tartoznak. Az antimetabolitok a sejt
anyagcsere folyamatait gatoljak. A rakos sejtek a gyors osztdodasok miatti megndvekedett
nukleozid anyagcseréjiik miatt nagyobb mennyiséget vesznek fel ezekbdl az anyagokbol, mint
az egészséges sejtek. A nukleozid tipust antimetabolitok hatdsmechanizmusuk alapjan a
kovetkezd csoportokra oszthatéak: a purin antagonistdk (fludarabin, cladribin) az AMP és
GMP szintézist gatoljak, a pirimidin antagonistak (floxuridin, doxifluridin) a timidilat-
szintetazt gatoljak, a dezoxicitidin anal6gok (citarabin, gemcitabin) a DNS szintézist gatoljak
[3, 5].
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6. abra: Néhany tumorellenes hatasti nukleozidszarmazék.
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Gombacllenes hatassal rendelkezik az 5-fluorocitozin (7. abra), mely a gomba DNS- és

fehérjeszintézisét gatolja.

Antibakterialis hatassal rendelkezé nukleozidszarmazékok (7. abra) a showdomycin, és
az uridil-peptid antibiotikumok (UPA-k), melyek természetes eredetiick, viszont napjainkra
mar tobb félszintetikus ill. szintetikus UPA-t is elballitottak (pl. 3’-hidroxipacidamycin D),

melyek az eredeti vegyliletekhez képest megnovelt antibakterialis hatassal rendelkeznek [5-7].
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7. abra: Gombaellenes és antibakteridlis hatasu nukleozidszarmazékok

3.3. Szintetikus nukleinsavanalégok

Az elmult évtizedekben szdmos szintetikus nukleinsavanalogot fejlesztettek ki, melyek
a természetes nukleinsavaktdl az Oket alkotd nukleotidok emlitett 3 komponense (bazis,
cukor, foszforsav) koziil barmelyikben kiilonbozhetnek (1. tablazat), igy tartalmazhatnak a
természetben eléforduld bazisok helyett kiillonb6zd szintetikus bazisokat, pl. diaminopurint,

crer

a polianionos sajatsagu cukor-foszfat gerinc helyett pedig semleges csoportok alkotta véazat.
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Természetes nukleinsavak Szintetikus analégok
Pentofuranéz D-ribofuranozid (RNS) Glicerin
2-dezoxi-D-ribofuranozid Hexopiran6zok
(DNS) :
Pentopiran6zok
Bazis Timin (DNS) Diaminopurin
Uracil (RNS) Tiouracil
Adenin Pszeudoizocitozin
Guanin
Citozin
Vaz Polianionos cukor-foszfat Dimetilén-szulfon
gerinc hidak
Polipeptid vaz

1. Tablazat: Szintetikus nukleinsavanalogok €s természetes nukleinsavak 6sszehasonlitasa.

A szintetikus nukleinsavanalégok legfontosabb felhasznalasi teriilete a jovOben a
géncsendesitd terapia lehet. A géncsendesitésre elméletileg modositatlan oligonukleotidok is
alkalmasak lennének, azonban a sejtekben jelenlévé nukledzok, miatt ezen vegyiiletek
féléletideje rendkiviil rovid, igy kevéssé alkalmasak terapias hatés kifejtésére; ezen probléma
kikiiszobolésére kiilonbozd kémiai modositasokat hajtanak végre a molekuldkon. A
valtoztatasok befolyasoljak az oligonukleotid stabilitasat (a cél a nukleazrezisztencia
novelésével a féleletidd novelése), a sejtbe valod bejutast, a hibridizacios képességet (amelyet
kvantitative az Gin. Tm ponttal jellemezhetiink, ami az a hémérséklet, ahol a kialakult

duplexek fele mar denaturdlodott; minél magasabb a Tm, anndl stabilabb a dupla hélix), az

13



RNéz H aktivalo képességet, a testben valo eloszlast, a vivoanyagokkal valdé kompatibilitast

(a semleges vazat tartalmazo vegytiletek tobbféle hordozoval kompatibilisek) [8].

A fent emlitett problémak kikiiszobolése végett szamos modositott oligonukleotidot
fejlesztettek ki (8. abra). Az egyik lehet6ség az internukleotid kotés cseréje foszfatészterrdl
foszforotioat, vagy foszforamidit kotésre, ami a nukleazrezisztenciat jelentésen noveli, de
tobb problémat is okoz (pl. fehérjékkel wvald aspecifikus interakcidok). A riboéz 2’
hidroxilcsoportjanak alkildldsa noveli a nukleaz rezisztenciat és a Tm pontot, viszont ezek a
szarmazékok nem képesek aktivalni az RNéaz H-t. Alkilcsoportként ebben az esetben
legtobbszor metil- esetleg allil-, vagy metoxietilcsoport szerepel. A ,,locked” vagy ,,lakatolt”
metilénhid koti Ossze a 4’ szénatommal. A lakatolt nukleinsavak a moddositatlan
oligonukleotidokhoz képest joval stabilabb duplexet képeznek. Végrehajtottak modositasokat
a bazison is, ezek koziil a legjelentdsebbek a pirimidinen 5 helyzetben vald szubsztituciok,
mert ezek a hibridizaciot nem befolyasoljak. Féleg halogenid-, alkil-, 1-alkenil- és 1-
alkinilcsoportokat épitettek igy be a bazisokba. Ezen szarmazékok tulajdonsagai az 5

helyzetben 1év6 szubsztituensek méretétdl és hidrofobicitasatol fliggenek [2,9].

14
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8. abra: Néhany modositott oligonukleotid szerkezete

A modositott oligonukleotidok kiilonleges csoportjat képezik a peptid-nukleinsavak
(PNS vagy PNA). Ezekben a szdrmazékokban a természetes nukleinsavakkal ellentétben a
nukleobazisok nem egy sokszorosan negativ toltésti cukor-foszfat gerinchez, hanem egy
semleges peptidvazhoz kapcsolodnak kozvetlenill, vagy egy rovid Osszekotdé hidon, pl.
acetilcsoporton keresztiil. Tobbféle peptid-nukleinsavat is kifejlesztettek (9. abra). Ezek
gerince felépiilhet tobbféle aminosavbol, pl. lizinbdl, vagy argininbdl is, de a legelterjedtebb
szarmazékok poli-aminoetilglicin vazat tartalmaznak (aegPNA). Ez utobbi vegyiiletek
tartalmazzak a legegyszerlibb, nem ciklikus, akiralis, toltés nélkiili véazat, és jelenlegi
elterjedtségiiket €s a tobbi PNS-hez viszonyitott dominancidjukat jelzi, hogy bizonyos

szakirodalmak kifejezetten csak ezeket a szarmazékokat tekintik peptid-nukleinsavnak.
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Természetes nukleinsavakkal képezett duplexeik és triplexeik rendkiviil stabilak, azonban a

sejtbe valo bejutasuk kismértéki [2,8].

NH NH NH
NB NB NH NB
N H,N N )I\ N
H,N ”
(e} (e} (e}
(e} O (0}
[VaVaVaVa v [VaVaVavav) [VaVaVaVaV)
AegPNA LysPNA ArgPNA

9. abra: Néhany peptid-nukleinsav szerkezete

3.4. Géncsendesités

A géncsendesités egy gén mukodésének szelektiv gatlasat jelenti. A természetes
géncsendesités a mikro RNS-ek (miRNS) és kis interferadld6 RNS-ek (siRNS) altal valosul
meg. Elébbiek célja a sejt sajat génmiikddésének szabdlyozdsa, mig utobbié a korokozok
elleni védelem, pl. a viralis gének kifejezddésének gatlasa altal. A mesterséges géncsendesités
céljat tekintve ma még elsOsorban kisérleti, de a jovében fontos terapids alkalmazast nyerhet.
A géncsendesités segitségével ugyanis lehetdvé valik betegséget okozd mutans gének
,»Kikapcsolasa”, ill. virusok szaporodasanak gatlasa. Jellegébdl fakaddan a géncsendesitésben

elsésorban daganatos és virusos megbetegedések ellen rejlik nagy potencial.

A géncsendesités gyakorlati megvalositasanak alapjat az adja, hogy mint az fentebb
emlitésre keriilt, a nukleinsavak a bazissorrendjiikkel komplementer nukleinsavakkal
specifikusan képesek hibridizalni. Ez lehetdvé teszi, hogy megfeleld méretii oligonukleotidok
meghatdrozott szekvencidju szakaszokat felismerjenek egy nukleinsav molekuldn, ¢és

hozzékotédjenek, majd kiilonb6z6 mechanizmusokkal gatoljadk annak miitkodését.

Egy gén miikodése tobb szinten gatolhatd, ennek megfelelden tobbféle modszer 1étezik

géncsendesitésre. Az anti-gén stratégia 1ényege, hogy a gén transzkripciojat, vagy iniciacidjat
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gatoljuk. Ehhez olyan oligonukleotidra van sziikség, amely a célgén egy megfeleld
szakaszanak szekvencidjaval komplementer és képes a DNS-sel tripla hélixet képezni. A
modszer elénye, hogy egyetlen oligonukleotid molekula kotodése elég lehet a sikeres
géncsendesitéshez, hatranya, hogy a csendesitd agenst be kell juttatni a sejtmagba. Az
antiszenz elv lényege, hogy a mar atirodott RNS érési folyamatait (splicing, capping,
poliadenilalas), vagy a transzlaciot gatoljuk egyszalu oligonukleotidokkal. Az antiszenz
molekula kettdsszali adduktumot képez a célzott mRNS-sel, igy egyrészt sztérikusan gatolja
annak Osszekapcsolodasat a riboszémaval és ezaltal a transzlaciot, masrészt a kettdsszalu
nukleinsav aktivalja az RNaz H-t, ami lebontja az mRNS-t. Ha az antiszenz molekulan
megfeleld kémiai modositasokat végeznek, akkor a géncsendesitdé agens maga nem
degradalodik, tehat a célmolekula lebomlasa utdn ujabb mRNS-sel kapcsolodhat dssze. A
ribozimekkel végzett géncsendesités soran azt haszndljuk ki, hogy a ribozimek képesek a
nukleotidok kozotti kotések hidrolizisét - és ezaltal bizonyos szekvencidji nukleinsavak
bejuttatott rovid (altalaban 15-25 nukleotid) oligonukleotidok egy fehérjekomplexbe
(siRISC= small interfering RNS Induced Silencing Complex) beépiilve a célzott mRNS RISC
komplex altali felismerését és a komplex egyik tagja (az argonaute fehérje) altali lebomlasat

idézik el8 [1-2].

3.5.Tioladdicio

A tioladdicio6 az Un. click reakciok kozé tartozik. Az elnevezés nem egy bizonyos tipusu
reakciot jelol, hanem egy Osszefoglalo kifejezés mindazon reakcidkra, amelyekkel
egyszerlien, gyorsan ¢és regio- €s sztereoszelektiven lehet szén-heteroatom kotést kialakitani.
Az elébbieken kiviil feltétel még, hogy a reakcio kivitelezése és feldolgozasa, valamint a
termék izolalasa egyszerli legyen. A tioladdicids reakciok termikusan és fotolitikusan is
aktivalhatok. A fotokatalitikus reakcid viszonylag gyorsan (egy ciklus 20 perces és altalaban
legfeljebb 3 ciklus sziikséges) végrehajthatdé enyhe koriilmények kozott. Nem igényel sem
fémkatalizist sem abszolut korilményeket ¢&s gyakorlatilag barmilyen oldoszerrel

kompatibilis. [10-11].

17



A reakci6 soran egy alkén kettds kotésére addicionalodik egy tiolbdl keletkezett

tiillgyok. A tiilgyok keletkezését inicidtor hasznalataval segitjik eld. Erre a célra

leggyakrabban 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenont hasznalnak, ami a hasado iniciatorok kozé

tartozik. A reakcid sordn 365 nm hullamhossz UV foton hatdsara az iniciator homolitikus

kotéshasadason esik at. Az igy keletkezett szabadgyokok a tiollal reagalva abbdl tiilgyokot

hoznak létre, és ezek a tiilgyokok reagalnak az alkénnel (10. abra)

O ome 0 OMe
hV . Mph N . Ph
PhMeO Ph e

o MeO

O
/ -
.kP; R-SH R-Se + H)J\Ph

Me- + R1-SH —— > R1-S° + MeH

Ry +Ry-S¢ R1/S\/\R2

s
R SN"NR, + Ri-SH——= RN R, +R-S-

10. abra: A tioladdicié soran lejatszodo folyamatok

e
)J\Ph \'V'e-

A tioladdicio legnagyobb elonye, hogy - mivel sokféle olddszerrel kompatibilis, ezért

szamos reaktans felhasznalhaté - segitségével sokféle tiol és alkén Osszekapcsolhato

egymassal, valtozatos szerkezetli konjugatumokat eredményezve.

Korabban ribofuranozidbodl képezett exometilén szarmazékokon mar tanulmanyoztidk a

tioladdiciot, és teljes regio- és sztereoszelektivitast tapasztaltak (11. abra) [12].
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11. abra:Tioladdicio telitetlen ribofurandzszarmazékon
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4. Célkitiizés

A kutatds célja kettds: egyrészt 5° helyzetben moddositott uridinszarmazékokat
szeretnénk elodallitani, szintetikus eszkozként a tioladdicidt hasznalva, masrészt tavlati célként
az ezzel a moddszerrel Iétrehozott ciszteinil-uridin  konjugatumokbol konvencionalis
peptidkémiai modszerekkel 1) tipust peptid-nukleinsavak eléallitasat tervezziik (12. abra).
Ehhez eldszor el6 kell allitani a rib6z komponensen 4’ helyzetben telitetlen kotést tartalmazo
uridinszarmazékot, amelyre a kiilonb6z0 tiolok addicionaltathatoak. Az igy eldallitott
modositott nukleozidok potencialisan tumor-, virus-, gomba-, ill. baktériumellenes hatassal
rendelkezhetnek. Ha pedig ciszteint kapcsolunk az uridinhez, akkor ezeket a konjugatumokat
oligomerizalva teljesen 1j tipusu peptid nukleinsavakat allithatunk el. A hagyomanyos PNS-
ekben ugyanis a polipeptid (jellemzden poliaminoetilglicin) vazhoz kapcsolddnak
kozvetleniil, vagy egy rovid 6sszekotd hidon, pl. acetilcsoporton keresztiil, a bazisok, mig az
altalunk tervezett szarmazékokban egy policisztein vazhoz kapcsolddnak a nukleozidok. Ezek
az 0j tipusu cisztein-nukleinsavak tehat a természetes nukleinsavakban megtalalhaté cukor
komponenst is tartalmazzak, igy azok szerkezetét jobban imitaljdk. Ezektdl a szarmazékoktol
azt varjuk, hogy alkalmazhatéak lesznek géncsendesitésre, tovabbd potencidlis
antibiotikumként is tekinthetiink rajuk, mivel szerkezeti rokonsagot mutatnak az uridil-peptid
antibiotikumokkal, melyekben egy szubsztitualt oligopeptidhez kapcsolodik egy

uridinszarmazék.
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5. Elért eredmények

”r

5.1. Az uridin exometilén szarmazékainak eloallitasa

A tioladdicié végrehajtasdhoz eldszor eld kellett allitani a megfelelé alként, ami ebben

az esetben 4’ telitetlen uridinszarmazékok eldallitasat jelentette. Két modszert alkalmaztunk.

El6szor az 5° hidroxilcsoportot egy jobb tavozdcsoportra, jodra cseréltiik, majd 2°,3’
helyzetben acetileztiik az uridint. Ezutan bazisként DBU-t hasznalva hidrogén-jodidot
eliminaltunk, igy 2°,3’-diacetilezett exometilén szarmazékot kaptunk (13. abra) [13-14]. Ez a
moddszer azonban rendkiviil rossz konverzidval és alacsony hozammal ment, ezért egy masik

utvonalat is kiprobaltunk.

(0] 0 (0]
BRI oy Cy
HO N X0 Pyridine N Xg DBU o N X0
o o ——
2, Ac,O CH,Cl
HO 1 OH (20%) AcO  OAc (52%) AcO 3 OAc

13. abra: Acetilcsoportokkal védett exometilén-uridin eldallitasa

A masodik esetben eldszor 2°,3° helyzetben izopropilidéneztiik az uridint, majd az 5’
hidroxilcsoportot tozileztiik, végiil kalium-terc-butilattal p-toluolszulfonsavat elimindltunk

(14. abra) [15-17].
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14. abra: Izopropilidén-csoporttal védett exometilén-uridin eléallitasa

5.2. Tioladdiciok

Elészor az acetilezett exometilén-szarmazékon probaltuk ki a tioladdiciot (15. abra)
tiolként N-boc-ciszteint hasznalva, és azt tapasztaltuk, hogy a sztereoizomer keverék
keletkezett. Végrehajtottuk a tioladdiciot 1-tiogliikoz-peracetattal is, azonban ebben az
esetben sem tapasztaltunk érdemi sztereoszelektivitast. A vart és kivanatos D-ribo izomer

mellett azzal 6sszevethetd mennyiségli L-lixo izomer 1s képzddott.
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15. abra: Az acetilezett exometilén szdrmazékon elvégzett tioladdiciok

Az acetilcsoportok helyett izopropilidéncsoportokkal védett 6 szarmazékkal is
végrehajtottuk a tioladdiciot (16. abra). Azt gondoltuk ugyanis, hogy mivel ez a szarmazék
két egymassal kondenzalt gytrit tartalmaz, a furan6zgyiirii konformacidja jobban rogzitett,
ezért a reakcio ily moédon sztereoszelektivvé tehetd. Ezt a feltételezésiinket erdsitette az is,
hogy a kutatds egyik elézményeként szolgald reakcioban (11. abra) is izopropilidénezett
ribofuranozid szarmazékot hasznaltak [12]. A reakcio rendkiviil gyorsan és jo konverzioval
ment végbe. A terméket oszlopkromatografiaval tisztitottuk etil-acetat tartalmt eluenssel, és
azt tapasztaltuk, hogy a termék egy része elbomlott. A tanszéken korabban szerzett
tapasztalatok alapjan feltételeztik, hogy a termék egy része szulfoxid-szarmazékka
oxidalodott, az etil-acetat tartalmu eluens hatisara [18]. A bomlasterméket és a tioladdicios
terméket oszlopkromatografiaval egy etil-acetat mentes eluenssel elvalasztottuk, majd
mindkét anyagot megvizsgaltuk. A MALDI-ToF tomegspektrometria eredményei
megerdsitették a feltételezésiinket, hogy szulfoxid bomlastermék keletkezett. Az NMR
vizsgalat pedig feltarta azt is, hogy a tioladdici6 terméke ebben az esetben is sztereoizomerek
keveréke volt, am az eredeti termékaranyt az utdlagos oxidacios reakcid miatt nem tudtuk
meghatarozni. Megismételtiik tehat a reakciot, majd etil-acetit mentes eluenssel

megtisztitottuk a produktumot. Az NMR vizsgélatok szerint ebben az esetben is ~1:1 ardnyu
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diasztereomer elegy keletkezett. A tioladdicid tehat ebben az esetben sem bizonyult

sztereoszelektivnek.

Y
éﬁ; o7
AcO +

AcO

11

O
OAc | NH
hv o )§
DPAP AcO s o N (@]
toluol . AcO \§ ?
» AcO
(87%)
%
11
(0]
NH
OAc 0 (‘\/g
o] Il N~ >0
EtOA A0 S o
t c
2L
12

16. abra: Az izopropilidén-uridin telitetlen szdrmazékan végrehajtot tioladdicid és a termék

oxidacidja etil-acetat tartalmt oldatban

Tovabbi tioladdiciokat hajtottunk végre tiolként N-acetilciszteint, glutationt ¢és

kaptoprilt hasznalva (17. abra). A reakcié minden esetben jo konverzioval ment végbe, de a

termékek megtisztitdsa azok rossz kromatografilhatosdga miatt rendkiviil nehézkes volt. Az

NMR vizsgalatok adatai alapjan minden tiol esetében diasztereomer-keveréket eredményezett

az addicio.
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17. abra: Tovabbi végrehajtott tioladdiciok

A tioladdici6 végrehajtasa utan a kovetkezd l1épés a véddcsoportok eltavolitasa. Erre
eddig a 11 szarmazék esetében keriilt sor (18. abra). Eldszor az uridin komponensrél
tavolitottuk el az izopropilidén csoportot trifluorecetsavas hidrolizissel, majd a glikoz
komponenst dezacetileztik Zemplén féle moddszerrel (vizmentes metanolban natrium-

metilattal).
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18. abra: A véddcsoportok eltavolitasa.

5.3. Peptid-nukleinsavak szintézise

5.3.1. Szintézisutvonal kivalasztasa

A modositott nukleozidok eldallitasan kiviil a kutatas tavlati célja volt olyan cisztein-
uridin konjugitumok szintézise, melyekbdl konvenciondlis peptidkémiai moddszerekkel uj
tipusi peptid nukleinsavak allithatoak eld (12. dbra). A tioladdici6 azonban erre
alkalmatlannak bizonyult, az érdemi sztereoszelektivitads hidnya miatt. Olyan moddszert kellet
tehat talalnunk, amellyel sztereoszelektiv modon lehet a ciszteint az uridinnel dsszekapcsolni.
Ilyen modszer a  bazisindukdlta nukleofil  szubsztiticid, melyet kordbban

nukleozidszarmazékokon mar sikeresen alkalmaztak (19. abra) [19].

NH, NH,

N B
- .y o Y

Cl NaOH, 100°C  H,N
SH + o - o}

///

HoN

HO OH HO OH

19. abra: Irodalmi referencia nukleozidon végrehajtott nukleofil szubsztiticiora.
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A kivant termékek eldallitdsdhoz 5° helyzetben aktivalt nukleozidszarmazékot kell
eldallitani, majd ehhez hozzakapcsolni a ciszteint, melynek amino- és karboxilcsoportjat
szintén megfeleld véddcsoportokkal kell ellatni, majd az igy létrehozott monomerek egyik
felének az amino- a masik felének a karboxilcsoportjat kell felszabaditani. Ezutan a megfeleld
szarmazékok peptidkémiai modszerekkel Osszekapcsolhatdéak, majd az egyik véddcsoport

eltdvolitasa utdn a dimer Gjabb monomerek hozzakapcsolasaval bévithetd oligomerekké.
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20. abra: A szintézis megtervezett utvonala Gjfajta peptid-nukleinsavak eléallitasara
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5.3.2. Alkalmazott védocsoportok

A szintézisttvonal megtervezése utdn az alkalmazand6 konkrét véddcsoportokat is ki
kellett valasztani (21. abra). Mivel a peptidszintézis 1épései soran mindig csak az egyik
véddcsoportot kell eltavolitani, un. ortogondlis véddcsoportokra volt sziikség, tehat olyan
véddcsoportokra, amelyek egymads jelenlétében szelektiven hasithatéak a tobbi véddcsoport
¢érintetlentil hagyasaval. Védelmet igényel az uridin 2’ és 3’ hidroxilcsoportja, valamint a
cisztein amino- és karboxilcsoportja. Végiil az alabbi védécsoportok mellett dontéttiink: az
aminocsoportot 9-fluorenil-metoxikarbonil (Fmoc) véddcsoporttal lattuk el, mely bazikus
kozegben hasithatd le, a karboxilcsoportot allilészter forméjdban védtik, amelybdl
palladiumkomplex ¢s valamilyen nukleofil segitségével szabadithat fel a karboxilcsoport, a
cukor hidroxilcsoportjait pedig tercier-butil-dimetilszilil (TBS) csoportokkal éteresitettiik,
melyek fluoridionokkal hasithatoak.

O
\\—\ NH

© |

Allil O\/Q/
S

g O
HN
ot

o &8
_Si Si

9 X A
.Q tercier-butil-dimetilszilil

9-fluorenil-metoxikarbonil

21. abra: Alkalmazott véddcsoportok
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5.3.3. A konjugaciora alkalmas reaktansok eldallitasa

A nukleofil szubsztitucid végrehajtasahoz el kell latni a megfelelé véddcsoportokkal az

uridint és a ciszteint, valamint 5 helyzetben aktivalni kell a nukleozidot.

A védett cisztein eléallitasara a kereskedelmi forgalomban kaphat6 20 S-tritil-N-Fmoc
szarmazékbol keriilt sor (22. abra). Eloszor allileztiik a karboxilcsoportot allil-bromiddal,

majd eltavolitottuk az S-tritil véddcsoportot.

HOOC _\——ooc _\—ooc
O:< P ALl =< TFA O=<
o) o)
>

DIPEA Et3SiH

-0 a8 -

20 21 22

22. abra: Védett ciszteinszarmazék eldallitasa

Az uridint a 23. abran lathat6 séma szerint derivatizaltuk: el6szor az uridin valamennyi
hidroxilcsoportjat szilileztiik. Ezt kdvette az 5° helyzetben 1év6 hidroxilcsoport deszililezése
trifluorecetsavas hidrolizissel. Végiil az igy kapott szabad hidroxilcsoportot egy jobb
tavozocsoportra, jodra cseréltiik [13]. Az igy kapott 25 szarmazékkal mar elvégezhetd a

nukleofil szubsztitciod.
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23. abra: Védett uridinszarmazék eldallitdsa.

5.3.4. Monomerek szintézise

Az elballitott 22 és 25 szarmazékokbol végeztiik el a nukleofil szubsztiticiot (24. abra).
Tobbféle bazist is kiprobaltunk (pl. NaHCOsz, NayCOgs), végiil a CsCO3; bizonyulta

legalkalmasabbnak [20]. A reakcié mechanizmusabol fakadoan polaros aprotikus oldoszer a

legmegfeleldbb, ezért DMF-et hasznaltunk.
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24. abra: Védett monomer szintézise.
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5.3.5. Dimerizalas

A dimerizadlashoz a 26 monomerbdl elészor olyan szadrmazékokat kellett

eléallitani, amelyek tartalmaznak szabad amin-, vagy karboxilcsoportot. A szabad

aminocsoportot tartalmazo szarmazékot a 26 vegylilet 5% pirrolidin tartalmi DMF-es oldattal

valo kezelésével kaptuk meg (25. abra A). Az allilcsoportot tetrakisz-trifnilfoszfin-

palladiummal tavolitottuk el nukleofilként p-toluolszulfinat-natrium sdjat hasznalva (25. abra

B).
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25. abra: Oligomerizalasra alkalmas vegyiiletek eldallitasa.
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A 27 és 28 vegyiileteket a peptidkémidban elterjedt mddszerrel kapcsoltuk 0ssze
(26. abra), a karboxilcsoport aktivalasra 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidet (EDC)

¢és 1-hidroxibenztriazolt (HOBt) hasznaltunk. Ily modon sikeresen eldallitottuk az els6

dipeptidet [21].
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26. abra: Dimerizalas.
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6. Kisérleti rész

A reakciok lefutasat vékonyréteg kromatografiasan kovettiik, a termékek tisztasagat is
igy ellendriztiik. Oszlopkromatografias tisztitashoz ¢€s elvalasztashoz Szilika gél 60 (Merck
0.063-0.200 mm) oszloptdltetet alkalmaztunk. A szerves oldatokat csokkentett nyomason, 40
°C-os vizfiird6 alkalmazasaval paroltuk be. Az optikai forgatoképesség mérések Perkin-Elmer
241 fényelektromos polariméteren, szobahémérsékleten torténtek. Bruker DRX-360 (*H
360.13 MHz, °C 90.56 MHz) és Bruker DRX-400 (*H 400.13 MHz, **C 100.03 MHz)
spektrométeren késziiltek, CDCl;, CD3OD vagy D,0O oldoszerben, MesSi belsé standard
alkalmazasaval (MesSi: 0.00 ppm *H; CDCls: 77.00 ppm *3C). A hasznalt oldészereket az
egyes vegyliletek leirasanal adjuk meg. A MALDI-TOF MS mérések BIFLEX III (Bruker)
tomegspektrométeren pozitiv reflektron modban torténtek. A matrix  2,4,6-trihidroxi-

acetofenon (THAP) telitett MeCN-es oldata volt

5°-dezoxi-2’,3’-di-O-acetil-5’-jod-uridin (2) [13]

15 g (61,5 mmol) uridint feloldottunk 150 ml dioxanban. Hozzdadtunk 10 ml (123
mmol= 2 ekv.) piridint, 24,2 g (92,25 mmol= 1,5 ekv.) PPhs-t és 23,4 g (92,25 mmol= 1,5
ekv.) l-ot és szobahdn kevertettiik egy éjszakan at. Masnap hozzaadtunk 8 ml MeOH-t és
14,3 ml telitett Na,S,03-oldatot (10 g Na,S,03), majd beparoltuk.

A beparolt nyersterméket 150 ml piridinben oldottuk, majd hozzaadtunk 29 ml (307
mmol= 5 ekv.) ecetsavanhidridet, és szobahdn keveretttik egy éjszakan at. Maésnap
beparoltuk, majd a nyersterméket felvettiik 250 ml CHCls-ban és extrahdltuk 150 ml 0,5 M
HCl-loldattal. A fazisokat szétvalasztottuk, a vizes fazist tovabbi 250 ml CHCls-mal
extrahaltuk, végiil az egyesitett szerves fazist beparoltuk. A reakcidé lefutasat VRK-val
kovettik nyomon (CHCI3/MeOH: 12/0,5, UV detektilds ¢€s kénsavas elOhivés). A
nyersterméket oszlopkromatografiaval tisztitottuk CHCl3/MeOH: 25/1 eluensben.

'"H NMR (360 MHz, CDCls) § 7.57 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.08 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 5.85 (dd, J =
8.1, 1.7 Hz, 1H), 5.38 (t, J = 6.4 Hz, 1H), 5.22 (dd, J = 6.5, 4.4 Hz, 1H), 4.08 (g, J = 4.3 Hz,
1H), 3.52 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 2.14 (s, 3H), 2.10 (s, 3H). *C NMR (91 MHz, CDCls) &
169.71, 163.09, 150.49, 140.31, 103.76, 87.12, 80.68, 73.29, 72.39, 20.63, 20.47, 5.80.
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Kitermelés: 20%
1-(2°,3’-di-O-acetil-p-D-eritro-pent-4’-enofuranozil)-uracil (3) [14]

1,9 g (4,3 mmol) (2)-t 15 ml acetonitrilben feloldottunk, majd 0 °C-ra hiitéttiik.
Hozzaadtunk 1,34 ml (10,8 mmol= 2,5 ekv.) DBU-t, és Ar alatt kevertettiik egy éjszakan at.
Masnap a reakcioelegyet tomény ecetsavval semlegesitettilkk és beparoltuk. Ezutan a
nyersterméket 150 ml CHCls-ban felvettiik és 3x50 ml telitett NaHCO3 oldattal extrahaltuk. A
szerves fazist megszaritottuk, majd beparoltuk. A reakcid lefutdsat VRK-val kovettiik
nyomon (kloroform/MeOH:12/0,5, UV detektalds ¢s kénsavas eldhivas Rf=0,22). A
nyersterméket flash kromatografidval tisztitottuk (kloroform/MeOH: 12/0,1)

'H NMR (360 MHz, CDCl3) 8 9.68 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.27 (d, J = 5.7 Hz, 1H),
5.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 5.40 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 4.71 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.48 (d, J = 2.7 Hz,
1H), 2.16 (s, 3H), 2.11 (s, 3H). *C NMR (91 MHz, CDCl3) § 169.81, 169.67, 162.99, 156.19,
150.41, 139.23, 104.01, 90.12, 88.07, 72.61, 69.44, 20.75, 20.46.

Kitermelés: 52%0

2°,3’-O-izopropilidén-uridin (4) [15]

5 g (20,5 mmol) uridin szuszpendalva 250 ml absz. acetonban. Szobahdn csepegtetés
kozben hozzacsepegtetve 2,5 ml cc. HySO,4 Kevertetés 1 o6ran at szobahdn, molekulaszitan,
CaCly-es cs6 alatt. A reakciot VRK-n kovettiik (DKM/Aceton: 6/4, UV detektalas és kénsavas
eléhivas, Rf= 0,45) és mivel 1 ora alatt nem tapasztaltunk valtozast, 20 cm® 2,2-
dimetoxipropant adtunk hozza, majd egy ¢jszakan at kevertettik szobahdn. Madsnap
trietilaminnal semlegesitettiik, leszlirtiikk, majd beparoltuk az oldatot. A nyerstermék barna
szirup, melybdl a szennyezOk egy része hexanos mosassal lett eltdvolitva. A szirupbol allas
kozben kikristalyosodott a termék, melyet kevés MeOH hozzaadasaval szuszpendaltunk, majd

tivegszlirdn kiszlrtiink és hexdnnal mostunk.

Kitermelés: 69 %.
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2°,3’-O-izopropilidén,-5’-O-(p-toluol)szulfonil-uridin (5) [16]

1,99 g (4) (7 mmol) oldva absz. piridinben. Hozzaadtunk 1,58 g (8,3 mmol= 1,2 ekv.)
p-toluolszulfonsavkloridot, majd kevertettiik szobahén. A reakciot VRK segitségével
monitoroztuk (DKM/aceton: 6/4, UV detektalas + kénsavas elohivas, Rf=0,75) és mivel 3 6ra
mulva csak kb. 50 % volt a konverzié még 0,6 ekv. TsCl-ot adtunk hozza. Ujabb 2 6ra mulva
4 cm® deszt. vizet adtunk a reakcioelegyhez és egy &jszakan at kevertettiik. Méasnap az oldatot
beparoltuk sliri barna sziruppa, amit feloldottunk 150 ml EtOAc-ban, majd 3x100 ml deszt.

vizzel extrahéltuk. A szerves fazist MgSOg4-en szaritottuk, majd beparoltuk.

Kitermelés: 63 %

1-(2°,3’-O-izopropilidén-B-D-eritro-pent-4’-enofuranozil)-uracil (6) [17]

1,89 g (5) (4,3 mmol) oldva 10 ml absz. THF-ben. Hozzaadva 1,23 g (11,18 mmol= 2,6
ekv.) kalium-terc-butilat. Kevertetés szobahdn fél o6rdig. A reakciot VRK-val kovettik
nyomon (DKM/aceton: 6/4, UV detektalas és kénsavas el6hivas, Rf= 0,66). Fél 6ra mtlva 30
ml vizet adtunk a reakcidelegyhez, majd jégecettel semlegesitettiik. Ezutan DKM-nal
extrahaltuk, majd a szerves fazist MgSOs-en szaritottuk és beparoltuk. A tisztitas
oszlopkromatografiaval DKM/aceton: 9/1 eluensben tortént. MALDI-ToF: m/z szamitott:
C12H14N>NaOs [M+Na]*: 289.08, mért: 289.19.

'H NMR (400 MHz, CDCl3)  9.99 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.75 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
5.68 (s, 1H), 5.32 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 5.04 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 4.58 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.39
(d, J = 2.3 Hz, 1H), 1.51 (s, 3H), 1.39 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & 163.85, 162.88,
150.32, 142.83, 114.00, 102.79, 96.67, 87.13, 83.06, 79.72, 26.68, 25.46.

Kitermelés: 71 %

2°,3’-di-O-acetil-5’-S-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-gliikopiranozil)-5’-tio-uridin és 1-[2°,3’-
di-O-acetil-5’-S-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-gliikopiranozil)-5’-tio-a-L-lixofuranozil]-
uracil (10)
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90 mg (0,29 mmol) (3)-at, 158 mg (1,5 ekv.) 1-tiogliikdz-peracetatot és 7,4 mg (0,1
ekv.) DPAP-t oldottunk toluol/MeOH 5/1 aranyu elegyében. A reakcioelegyet 20 percig
besugaroztuk UV fénnyel (Amax=365 nm), majd beparoltuk. A reakcio lefutdsait VRK-val
kovettiik nyomon, a termék kétfoltos (kloroform/MeOH: 99/1, UV detektalas, ill. kénsavas
eléhivas Rf;=0,27, Rf,=0,32). A termék sztercoizomerek keveréke volt, melyeket
oszlopkromatografiaval valasztottunk el kloroform/MeOH: 99/1 eluensben. A nagyobb
mennyiségben keletkezett izomerbdl (Rf;=0,27) 40 mg-ot (21%) sikeriilt megtisztitani.
Annak eldontésére, hogy a f6étermék D-ribo vagy L-lixo izomer, a vizsgalatok még

folyamatban vannak.
A fétermék NMR adatai:

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.47 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.05 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 5.84 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 5.43 — 5.31 (m, 2H), 5.26 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 5.15-5.04 (m, 2H), 4.56 (d, J = 9.9
Hz, 1H), 4.37 — 4.33 (m, 1H), 4.26 (dd, J = 12.4, 4.8 Hz, 1H), 4.16 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 3.78
(dd, J = 10.1, 2.5 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 14.1, 4.6 Hz, 1H), 3.11 (ddd, J = 30.3, 14.1, 4.6 Hz,
2H), 3.07 (dd, J = 14.1, 4.6 Hz, 1H), 2.14 (s, 3H), 2.09 (s, 9H), 2.05 (s, 3H), 2.03 (s, 3H). *C
NMR (101 MHz, CDCl3) § 195.23, 170.80, 170.22, 169.73, 169.62, 162.95, 150.43, 139.94,
128.94, 128.39, 82.07, 81.73, 77.48, 77.16, 76.84, 73.65, 72.41, 72.07, 69.55, 68.24, 62.13,
51.48, 29.78, 20.74, 20.62, 20.46.

2°,3’-O-izopropilidén-5’-S-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranozil)-5’-tio-uridin és 1-
[2°,3°-O-izopropilidén-5°-S-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranozil)-5’-tio-a- L -

lixofuranozil]-uracil (11); és a 11 vegyiilet S-oxid szarmazéka (12)

133 mg (6)-ot (0,5 mmol), 364 mg 1-tiogliikoz-peracetatot (Immol= 2 ekv.) és 13 mg
DPAP-t (0,05 mmol= 0,1 ekv) oldottunk 10 ml toluolban. 2x20 percig besugaroztuk UV
fénnyel (Amax=365 nm), majd beparoltuk. A reakcido lefolydsat VRK-val kovettiik
(DKM/aceton: 8/2, UV detektalas ¢és kénsavas el6hivas, Rf= 0,45). A nyersterméket
hexan/EtOAc: 4/6 eluenssel, oszlopkromatografiaval tisztitottuk, azonban azt tapasztaltuk,

hogy a termék egy része elbomlott és a MALDI és NMR adatok alapjan a (12) oxidalt
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szarmazek keletkezett. A (11) és (12) anyagokat oszlopkromatografiaval valasztottuk el
egymastol DKM/aceton: 8/2 eluenssel. MALDI-ToF (11): m/z szamitott: CysH34N2NaO14S
[M+Na]*: 653.16, mért: 653.21. MALDI-ToF (12): m/z szamitott: CosH34sNoNaO15S [M+Na]™:
669.16, mért: 669.20.

A reakciot megismételtiik azzal a moddositassal, hogy az oszlopkromatografia soran
kizarolag DKM/aceton:8/2 eluenst hasznaltunk, igy elkeriilve az oxidacidt. A kitermelés igy

87%-nak adodott.
(11) NMR adatai:

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 9.90 (s, 1H), 9.85 (s, 1H), 7.30 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.24 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 5.59 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 5.36 (s, 1H), 5.28-5.20 (m, 3H), 5.17-5.00 (m, 5H),
4.82 (dd, J = 6.4, 3.9 Hz, 1H), 4.66 (dd, J = 10.5, 6.7 Hz, 1H), 4.56 (dd, J = 12.0, 10.1 Hz,
2H), 4.29 (dt, J = 14.5, 7.3 Hz, 1H), 4.20 (tt, J = 10.8, 5.3 Hz, 2H), 4.13 (d, J = 12.3 Hz, 2H),
3.75 - 3.63 (M, 2H), 3.12 — 3.00 (m, 2H), 2.93 (dd, J = 13.8, 6.6 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 13.9,
6.5 Hz, 1H), 2.06 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.99 (s, 6H), 1.98 (s, 6H),
1.52 (s, 3H), 1.49 (s, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.31 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) § 170.85,
170.75, 170.24, 169.47, 163.92, 163.71, 150.91, 150.10, 143.75, 142.78, 114.46, 113.15,
102.69, 102.37, 96.96, 95.04, 87.14, 85.69, 85.42, 84.35, 83.57, 83.32, 82.84, 81.23, 77.48,
77.16, 76.84, 75.88, 75.80, 73.89, 73.66, 69.84, 69.64, 68.19, 62.04, 31.76, 29.68, 28.93,
27.05, 26.29, 25.22, 24.85, 20.77, 20.71, 20.61, 14.13,

(12) NMR adatai:

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 9.53 (s, 1H), 9.38 (s, 5H), 7.38 , 7.36 (2s, 5H), 7.28 (s, 1H),
5.77 (2s, 5H), 5.70 (s, 5H), 5.32 — 5.21 (m, 10H), 5.16, 5.14 (2s, 5H), 5.04 (s, 10H), 4.92 —
4.84 (m, 1H), 4.72 — 4.60 (m, 10H), 4.54 (s, 2H), 4.51 (s, 2H), 4.36-4.38 (2s, 1H), 4.26,4.24
(2s, 5H), 4.21,4.23 (2s, 5H), 3.88 (m, 1H), 3.82 — 3.73 (m, 5H), 3.51 (s, 1H), 3.50 (s, 1H),
3.48 (s, 1H), 3.46 (s, 1H), 3.37 (s, 1H), 3.35 (s, 1H), 3.33 (s, 1H), 3.32 (s, 1H), 2.64 (s, 1H),
2.18,2.17 (s, 2H), 2.10 (s, 20H), 2.07 (s, 20H), 2.05 (s, 20H), 2.03 (s, 20H), 1.88 (s, 15H),
1.56 (s, 25H), 1.36 (s, 30H), 1.26 (s, 80H), 0.87 (m, 20H). **C NMR (101 MHz, CDCls) &
170.85, 170.75, 170.24, 169.47, 163.92, 163.71, 150.91, 150.10, 143.75, 142.78, 114.46,
113.15, 102.69, 102.37, 96.96, 95.04, 87.14, 85.69, 85.42, 84.35, 83.57, 83.32, 82.84, 81.23,

38



77.48, 77.16, 76.84, 75.88, 75.80, 73.89, 73.66, 69.84, 69.64, 68.19, 62.04, 31.76, 29.68,
28.93, 27.05, 26.29, 25.22, 24.85, 20.77, 20.71, 20.61, 14.13.

1-[2°,3’-O-izopropilidén-5’-S-(N-acetil-ciszteinil)-)-5’-tio-B-D-ribo és a-L-lixofuranéz-5’-
il]-uracil (14)

133 mg (6)-ot (0,5 mmol), 163 mg N-acetil-ciszteint (1 mmol= 2 ¢kv.) és 13 mg DPAP-
t (0,05 mmol= 0,1 ekv) oldottunk 4 ml toluol és 4 ml MeOH elegyében. 20 percig sugaroztuk
be UV fénnyel ((Amax=365 nm), majd beparoltuk. A reakcié lefolydsat VRK-val kovettiik
nyomon (DKM/MeOH: 7/3, UV detektéalas és kénsavas-molibdenatos el6hivas, Rf= 0,55).

A vegyiilet tisztitasa folymatban van.

S-[1-(5’-dezoxi-2°,3’-O-izopropilidén-B-D-ribo  és a-L- lixofuranoz-5’-il]-uracil]-

kaptopril (16)

133 mg (6)-ot (0,5 mmol), 130 mg kaptoprilt (7,5 mmol= 1,2 ekv.) és 13 mg DPAP-t
(0,05 mmol= 0,1 ekv.) oldottunk 10 ml MeOH-ban. 2x20 percig besugaroztuk UV fénnyel
(Amax=365 nm), majd beparoltuk. A reakcié lefolyasat VRK-val kovettiik (DKM/MeOH: 8/2,
UV  detektalds és  kénsavas-molibdenatos eldhivas, Rf= 0,48). A terméket
oszlopkromatografiaval tisztitottuk DKM/MeOH:8/2 eluenssel. MALDI-ToF: m/z szamitott:
C21H20N3NaOgS [M+Na]™: 506.16, mért: 506.09.

'H NMR (400 MHz, MeOD) § 7.70 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 5.82 — 5.64 (m, 3H), 5.53 (d, J = 11.0
Hz, 1H), 4.90 (s, 58H), 4.40 (s, 6H), 4.25 — 4.13 (m, 1H), 3.70 (d, J = 26.6 Hz, 8H), 3.61 (s,
3H), 3.47 (dd, J = 13.7, 5.4 Hz, 3H), 3.37 (s, 1H), 3.33 (dt, J = 3.3, 1.6 Hz, 5H), 3.21 — 3.04
(m, 3H), 3.03 — 2.91 (m, 5H), 2.91 — 2.79 (M, 6H), 2.79 — 2.70 (m, 2H), 2.66 (dd, J = 13.2, 5.4
Hz, 4H), 2.24 (dd, J = 23.6, 4.5 Hz, 8H), 2.14 — 1.95 (m, 12H), 1.90 (d, J = 3.9 Hz, 4H), 1.62
—1.44 (m, 8H), 1.44 — 1.28 (m, 20H), 1.26 — 1.04 (m, 18H), 0.98 — 0.83 (m, 3H).
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v-L-glutamil-[S-[1-(5’-dezoxi-2°,3’-O-izopropilidén-B-D-ribo és a-L-lixofuranéz-5’-il]-
uracil]-L-ciszteinil]-L-glicin (18)

133 mg (6)-ot (0,5 mmol), 184 mg glutationt (0,75 mmol= 1,2 ekv.) és 13 mg DPAP-t
(0,05 mmol= 0,1 ekv.) oldottunk 7,5 ml deszt. viz és 7,5 ml DMF elegyében. 3x20 percig
besugaroztuk UV fénnyel (Amax=365 nm), majd beparoltuk. A reakcio lefutasat VRK-val
kovettik nyomon (DKM/MeOH/H,O: 8/5/1, UV detektalas és kénsavas-molibdenatos
eléhivas, Rf= 0,43). A terméket oszlopkromatografidval tisztitottuk eluensként
DKM/MeOH/H,0: 8/5/1-et hasznalva. MALDI-ToF: m/z szamitott: CpH3;NsNaOq;S
[M+Na]": 596.16, mért: 596.12.

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.81 (s, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.72 (t, J = 9.9 Hz, 3H), 5.77 (s,
2H), 5.65 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 5.60 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 5.56 (s, 1H), 5.14 (d, J = 5.7 Hz, 1H),
5.01 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 4.90 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 4.72 (s, 2H), 4.41 (d, J = 25.1 Hz, 4H), 4.08
(d, J = 3.1 Hz, 2H), 3.46 (d, J = 21.7 Hz, 27H), 2.98 (s, 3H), 2.76 (d, J = 43.7 Hz, 9H), 2.51
(s, 6H), 2.35 (d, J = 41.8 Hz, 6H), 1.97 (d, J = 33.9 Hz, 6H), 1.47 (s, 6H), 1.42 (s, 4H), 1.28
(s, 10H).

5°-dezoxi-5’-S-(-p-D-gliikopiranozil)-uridin (19)

40 mg (11)-et 5 ml DKM-ben oldottunk, ezutan 3 ml 10% TFA-oldatot adtunk hozza és
szobahOn kevertettiilk egy ¢€jszakdn at, majd beparoltuk. A reakciot VRK segitségével
monitoroztuk (DKM/MeOH:95/5, UV detektalas és kénsavas el6hivas, Rf=0,43).

Az igy kapott terméket absz. MeOH-ban oldottuk, majd 3 csepp NaOMe oldatot adtunk
hozzd ¢és egy ¢jszakan 4t kevertettik. A reakcid lefolyasat VRK-val kovettik
(DKM/MeOH/H,0: 8/5/1, UV detektalas és kénsavas eldhivas, Rf= 0,66).

N-(9-fluorenil-metoxikarbonil)-S-tritil-cisztein-allil-észter (21)

0,69 g (1,17 mmol) (20)-t oldottunk 7,5 ml absz. DMF-ben, majd 0 °C-ra hiitve
hozzaadtunk 0,2 ml (2,3 mmol) allil-bromidot és 0,41 ml (2,3 mmol) DIPEA-t. Az elegyet 16

oran at kevertettik szobahdn. A reakcid6 végbemenetelét VRK-val ellendriztiik
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(hexan/EtOAc:9/1). Az elegyet 20 ml EtOAc-tal meghigitottuk, majd 4x20 ml deszt. vizzel,
1x20 ml telitett vizes NaCl oldattal és 1x10 ml telitett NaHCOQO3 oldattal extrahaltuk. A szerves
fazist Na,SOg4-en szaritottuk, majd az oldatot lesziirtiik és beparoltuk. A nyersterméket

oszlopkromatografiaval tisztitottuk, eluensként hexan/EtOAc 9/1-et hasznalva.

Kitermelés: 85%

N-(9-fluorenil-metoxikarbonil)-cisztein-allil-észter (22)

625 mg (1 mmol) (21)-et oldottunk 10 ml absz. DKM-ben, lassan hozzacsepegtettiink
806 ul (5 mmol) Et3SiH-t, majd 5 perc alatt hozzacsepegtettiink 372 pl (5 mmol) TFA-t. Az
elegyet 2 oran 4t kevertettikk szobahdén. VRK-val kdvettiik nyomon a reakcio lefolyasat
(hexan/EtOAc: 3/1). Az elegyet beparoltuk, majd oszlopkromatografiaval tisztitottuk (eluens:
DKM/hexan:9/1)

2,3°,5°-tri-O-(t-butil-dimetilszilil)-uridin (23)

2,44 g (10 mmol) uridint 30 ml DMF-ben oldottunk, és 0 °C-ra hiitéttiik. Hozzdadtunk
5,1 g (74,9 mmol) imidazolt és 9 g (57,9 mmol) terc-butil-dimetilszilil-kloridot. Ar alatt
kevertettiik egy éjszakan at 0 °C-on. A reakciot VRK-val monitoroztuk (hexan/EtOAc:8/2,
UV detektalas és kénsavas el6hivas, Rf= 0,36). Az elegyet 300 ml EtOAc-tal meghigitottuk,
majd 3x70 ml deszt. vizzel extrahaltuk. A szerves fazist Na,SOs-en szaritottuk, majd

beparoltuk. A nyersterméket flash kromatografidval tisztitottuk hexan/EtOAc:8/2 eluensben.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 9.99 (s, 1H), 8.18 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.98 (s, 1H), 5.82 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 4.22 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.20 (s, 2H), 4.13 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 3.89 (d, J = 11.6
Hz, 1H), 1.11 — 0.97 (m, 27H), 0.4 — 0.09 (m, 18H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & 163.94,
150.55, 140.47, 101.94, 89.19, 84.37, 76.25, 70.64, 61.74, 26.11, 25.93, 25.87, 18.57, 18.16,
18.06, -4.11, -4.43, -4.76, -4.79, -5.30, -5.51.

Kitermelés: 75%
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2°,3’-di-O-(t-butil-dimetilszilil)-uridin (24)

4,4 g (7,5 mmol) (23)-at feloldottunk 80 ml THF-ben, majd hozzaadtuk 20 ml TFA és
20 ml deszt. viz elegyét. Ar atmoszféraban kevertettiik 0 °C-on 6 6ran 4t. A reakciot VRK-val
kovettiik nyomon (hexan/aceton:8/2, UV detektalas+ kénsavas eldhivas, Rf= 0,22). Miutan a
reakcié végbement, 300 ml telitett NaHCO3 oldattal meghigitottuk a reakcioelegyet, majd
2x150 ml EtOAc-tal extrahaltuk. Ezutan a szerves fazisokat egyesitettiik, és telitett NaHCO3
oldattal, majd telitett NaCl oldattal extrahaltuk. Az etil-acetatos oldatot Na,SO4-en szaritottuk,
majd beparoltuk. A tisztitas flash kromatografiaval tortént hexan/aceton:8/2 eluenssel. [a]p= -

27,56 (c= 0,0762 g/100 ml, CHCl5).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 9.84 (s, 1H), 7.85 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 5.87 (d, J = 7.5 Hz, 1H),
5.65 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.65 (s, 1H), 4.31 (s, 1H), 4.23 (s, 1H), 4.09 (d, J = 11.7 Hz, 1H),
3.93 - 3.77 (m, 1H), 3.45 (s, 1H), 1.04 (s, 9H), 1.02 (s, 9H), 0.42 — 0.08 (m, 12H). **C NMR
(101 MHz, CDCls) & 163.95, 150.59, 143.08, 102.13, 93.62, 86.03, 73.98, 71.61, 61.52,
25.94, 25.90, 18.18, 18.05.

Kitermelés: 90%0

5°-dezoxi-5’-jod-2,3’-di-O-(t-butil-dimetilszilil)-uridin (25)

2,84 g (6 mmol) (24)-et, 0,96 ml (12 mmol) piridint és 2,3 g (9 mmol) PPhs-t oldottunk
70 ml 1,4-dioxanban, majd hozzaadtunk 2,3 g (9 mmol) I,-ot és Ar atmoszféra alatt szobah6n
kevertettiik. A reakcio lefutasit VRK-val monitoroztuk (hexan/aceton: 8/2, UV detektalas,
kénsavas molibdendtos el6hivas, Rf= 0,3). Mivel masnap a konverzi6 még nem volt
megfelel: hozzdadtunk még 3 mmol I»-ot és 3 mmol PPhs-t és tovabb kevertettiik.
Harmadnap hozzaadtunk 3,2 MeOH-t, és lesziirtiikk a csapadékos oldatot. A szlirlethez ezutan
hozzaadtunk 480 ml 10%-0s Na,S,03 oldatot, majd 3x250 ml EtOAc-tal extrahaltuk. Ezutan a
szerves fazisokat egyesitettiik és telitett NaCl oldattal extrahaltuk, majd Na;SOs-en
szaritottuk. Végiil beparoltuk. A nyersterméket flash kromatografidval tisztitottuk

hexan/aceton: 85/15 eluenssel. [a]p= +4,47 (c= 0,0894 g/100 ml, CHCl5).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 9.78 (s, 1H), 7.72 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.92 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz,
1H), 5.79 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.60 (t, J = 4.5 Hz, 1H), 4.14 (q, J = 4.8 Hz, 1H), 4.08 (t, J =
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4.4 Hz, 1H), 3.67 (dd, J = 11.1, 5.3 Hz, 1H), 3.49 (dd, J = 11.1, 4.8 Hz, 1H), 1.06 (s, 9H),
1.02 (s, 9H), 0.29 (s, 3H), 0.26 (s, 3H), 0.22 (s, 3H), 0,19 (s, 3H). *C NMR (101 MHz,
CDCl3) & 163.61, 150.24, 141.73, 102.48, 91.99, 82.88, 74.95, 74.17, 25.97, 25.91, 18.13,
18.10.

Kitermelés: 44%

N-(9-fluorenil-metoxikarbonil)-S-[5’-dezoxi-2°,3’-di-O-(t-butil-dimetilszilil)-uridin-5°-il]-

cisztein-allil-észter (26)

343 mg (0,89 mmol) (22)-t és 582 mg (1 mmol) (25)-6t oldottunk 8 ml absz. DMF-ben.
400 mg 4 A molekulaszitdval 0 °C-on Ar alatt kevertettiik, majd hozzdadtunk 487 mg
Cs,COs-t. Az elegyet 0 °C-on kevertettiik 2 oran at. A reakcio lefutasat VRK-val kovettiik
nyomon (hexan/aceton:7/3, UV detektalas és kénsavas el6hivas, Rf= 0,42). Miutan a reakcid
végbement: az elegyet ioncseréld gyantaval semlegesitettiik, livegszirdn leszlirtilk, majd

beparoltuk. A nyersterméket flash kromatografidval tisztitottuk eluensként hexéan/aceton:

85/15-6t hasznalva. [a]p= +18,68 (c= 0,36 g/100 ml, CHCI5).

'H NMR (360 MHz, CDCl3) 6 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.52 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 7.41 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.31 (dd, J = 14.5, 7.2 Hz, 2H), 5.91 (ddd, J = 22.7,
11.0, 5.8 Hz, 1H), 5.83 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 5.76 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.68 (d, J = 3.7 Hz, 1H),
5.32 (dd, J = 27.3, 13.7 Hz, 2H), 4.68 (d, J = 5.3 Hz, 3H), 4.50 — 4.33 (m, 2H), 4.25 (ddd, J =
18.2, 9.5, 4.5 Hz, 3H), 3.91 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 2.95 (s, 2H), 2.89 (s, 3H), 1.26 (s, 2H), 0.90
(d, J = 7.9 Hz, 18H), 0.08 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 12H). *C NMR (91 MHz, CDCls) & 174.12,
163.29, 150.17, 143.79, 141.40, 140.98, 131.34, 127.85, 127.18, 125.18, 120.10, 119.32,
102.53, 91.61, 83.59, 74.48, 73.61, 67.39, 66.52, 54.06, 47.19, 35.78, 34.88, 25.94, 25.87,
18.12.

Kitermelés: 83%

N-(9-fluorenil-metoxikarbonil)-S-[5’-dezoxi-2",3’-di-O-(t-butil-dimetilszilil)-uridin-5°-il]-
cisztein(27)

43



95 mg (0,113 mmol) (26)-ot oldottunk 0,716 ml THF-ben, majd szuszpendaltunk benne
7,6 mg Pd(PPhs)-t. Ezutan hozzaadtunk 28,5 mg 0,4 ml MeOH-ban oldott p-toluol-szulfinat-
Na-t. Az elegyet fél oran at kevertettiik szobahdn, majd ioncseréld gyantaval kezeltiik,
lesziirtiik, és a sziirletet beparoltuk. A reakciot VRK-val kovettiik nyomon (DKM/MeOH: 9/1,
UV detektalas ill. kénsavas-molibdenatos el6hivas, Rf= 0,3). A nyersterméket flash
kromatografiaval tisztitottuk (gradiens elicio DKM/MeOH: 99/1, 95/5). [a]p= +35,71 (c=
0,0140 g/100 ml, CHCl3)

Kitermelés: 81%

S-[5’-dezoxi-2,3’-di-O-(t-butil-dimetilszilil)-uridin-5’-il]-cisztein-allil-észter (28)

205 mg (0,24 mmol) (26)-ot oldottunk 1,83 ml DMF-ben, és hozzaadtunk 0,12 ml
pirrolidint. Az elegyet 15 percig kevertettik szobah6n, majd beparoltuk. VRK-val
monitoroztuk a reakcid lefutasat (hexan/aceton: 7/3, UV detektalas, ill. kénsavas eldhivas,
Rf=0,25). A nyersterméket flash kromatografiaval tisztitottuk (gradiens elticio: DKM/EtOAc:
8/2, 1/1). [a]p= +32,35 (c= 0,18 g/100 ml, CHCl5).

'H NMR (360 MHz, CDCls) § 7.71 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.12 — 5.96 (m, 1H), 5.89 (d, J = 8.1
Hz, 1H), 5.82 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.34 (dd, J = 17.2, 1.4 Hz, 1H), 5.26 (dd, J = 10.4, 1.1 Hz,
1H), 4.76 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 4.40 (t, J = 4.2 Hz, 1H), 4.33 (dd, J = 10.3, 5.2 Hz, 1H), 4.05 (t,
J = 4.8 Hz, 1H), 3.84 (dd, J = 6.9, 4.7 Hz, 1H), 3.21 — 2.93 (m, 4H), 1.38 (s, 3H), 1.03, 1.01
(2's, 2 x 9H), 0.22, 0.20 (2 s, 2 x 6H). *C NMR (91 MHz, CDCl3) § 173.66, 163.48, 150.26,
140.97, 131.75, 119.04, 102.51, 91.36, 83.52, 74.65, 73.62, 66.03, 54.65, 38.34, 34.86, 25.96,
25.88, 18.14, 18.10, -4.12, -4.49, -4.54, -4.62.

Kitermelés: 77%

N-(9-fluorenil-metoxikarbonil)-S-[5’-dezoxi-2°,3’-di-O-(t-butil-dimetilszilil)-uridin-5°-il]-
ciszteinil-S-[5’-dezoxi-2°,3’-di-O-(tercier-butil-dimetilszilil)-uridin-5’-il]-cisztein-allil-
észter (29)
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48 mg(0,078 mmol) (28)-at oldottunk 1 ml absz. DMF-ben, és Ar alatt kevertettiik 0 °C-
on. Az oldathoz hozzaadtunk 63 mg (0,078 mmol) (27)-et, 21 mg (0,1578 mmol) HOBt-t és
22 ul (0,1578 mmol) EtsN-t. Az elegyet fél oraig kevertettiik 0 °C-on, majd hozzaadtunk 30
mg (0,1578 mmol) EDC.HCI-t. Az clegyet egy éjszakan at kevertettiik, majd beparoltuk. A
reakcié monitorozasa VRK-val tortént (hexan/aceton:6/4, UV detektalas, kénsavas elohivas,
Rf= 0,42). A nyersterméket flash kromatografiaval tisztitottuk hexan/aceton: 7/3 eluenssel.

MALDI-ToF: m/z szamitott: CesH102NeNaO15S,Sis [M+Na]™: 1417.58, mért: 1417.63.

'H NMR (360 MHz, CDCl3) & 9.53 (s, 1H), 9.42 (s, 1H), 7.90 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.74 (d, J =
7.4 Hz, 2H), 7.60 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.50 — 7.37 (m, 4H), 6.18 —
5.97 (m, 2H), 5.85 (dd, J = 13.5, 8.1 Hz, 2H), 5.69 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 5.56 (d, J = 4.8 Hz,
1H), 5.48 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 5.40 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 5.01 (dd, J = 12.4, 5.4 Hz, 1H), 4.80
(s, 2H), 4.70 (dd, J = 10.0, 5.1 Hz, 2H), 4.57 (dd, J = 10.1, 7.5 Hz, 1H), 4.50 — 4.40 (m, 1H),
4.36 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 4.27 (ddd, J = 15.6, 7.2, 4.1 Hz, 2H), 4.10 (dd, J = 8.1, 3.9 Hz, 2H),
3.30 (dd, J = 13.9, 4.4 Hz, 1H), 3.25 — 3.13 (m, 2H), 3.12-2.94 (m, 4H), 1.88 (s, 2H), 1.40 (s,
5H), 1.05, 1.02 (2 s, 2 x 18H), 0.32 — 0.10 (m, 24H). *C NMR (91 MHz, CDCl3) & 142.23,
141.31, 127.75, 127.11, 125.16, 119.99, 119.27, 77.37, 77.02, 76.67, 25.83, 25.75, 18.03,
18.01, 17.92, -4.60.

Kitermelés: 25%
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7. Osszefoglalas

Osszegzésként tehat a cél egyrészt 5° helyzetben modositott uridinszarmazékok,
masrészt cisztein-uridin konjugatumok és késébb ezekbdl 1j tipusu peptid-nukleinsavak
eldallitasa volt tioladdicioval. A megfeleld telitetlen uridinszdrmazékok eldallitdsa utan tobb
tioladdiciot is végrehajtottunk kiilonbozd tiolokkal tobbféle véddcsoportot (acetil ill.
izopropilidén) tartalmazé uridin-4’exometilén szarmazékokon. Az irodalmi adatok alapjan
vart teljes sztereoszelektivitais nem valdsult meg, az addicidos reakciok minden esetben
sztereoizomer keveréket eredményeztek. Ettdl fliggetleniil az igy eldallitott 0j vegyiiletek
biologiai hatasainak vizsgélata rendkiviil érdekes eredményeket hozhat, ezért tobb szarmazék

antiviralis hatasanak vizsgalata is folyamatban van.

Tavlati célunk elérésére, azaz a cisztein alapu peptid-nukleinsavak szintézisére azonban a
tioladdici6 a sztereoszelektivitds hianya miatt nem volt alkalmas, ezért ennek a
végrehajtasahoz egy masik szintetikus kémiai modszer, a bazisindukalta nukleofil
szubsztitucido mellett dontottiink. Ezzel a modszerrel sikeriilt is a védett ciszteinil-uridint

eléallitani, majd a megfelelé véddcsoportok hasitidsa utan dimerizalni.
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