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Az értekezés elozményei, célkitiizések

Az MTA Kozponti Kémiai Kutato Intézete Bioorganikus Kémiai Osz-
talyan tobb mint két evtizede folynak bazis €s cukorrészen modositott nukleo-
zidok és nukleotidok szintézisével és biokémiai vizsgalataval kapcsolatos kuta-
tasok. E munka korabbi szakaszaban szamos 0j S-szubsztitualt 2'-dezoxiuridin
eldallitasara kertlt sor, amelyek koziil a legjobb antiherpetikus aktivitassal ren-
delkez6 S-1zopropil analog Hevizos néven gyogyszerként is bevezetésre kertilt.

A kismolekulak (nukleozidok) utan a 80-as évek elejétdl vilagszerte egyre
inkabb az un. "antisense" oligonukleeotidok kertiltek az érdeklddés kozéppontja-
ba. Ezek a ~15-25 nukleotidegységbdl allo, a virus (vagy onkogén) célszekven-
ciaval komplementer bazisszekvenciaju, modositott oligomerek specifikus modon
gatoljak a korokozok szaporodasat. 1985-t6] osztalyunkon is nagy intenzitassal
folyik az ilyen tipusu Ioligomerek szintézise vés. biokémiai tulajdonsagainak ta-
nulmanyozasa. Ebbe a munkaba bekapcsolodva célul tiztiik ki olyan 0j nukleo-
zidok szintézisét, amelyek az emlitett oligomerek alkotoelemeiként elonydsen
befolyasoljak azok biologial aktivitasat, masrészt - mint potencialis antiviralis
agensek - onmagukban 1s hatasosak lehetnek.

Ertekezésem harom 6 részre tagolodik: 1, optikailag aktiv karbociklusos
nukleozidok szintézise, 2, 8-szubsztitualt 2'-dezoxiadenozin analdégok eldallitdsa,
3, sztereokémiaillag egységes, modositott dinukleotidok és ezek 3'-aktiv

foszfitjainak szintézise.
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Alkalmazott vizsgalati modszerek

Szintetikus munkam soran a modern preparativ szerves kémia makro- €s
félmikro-modszereit alkalmaztam. A reakciok kovetésére vékonyrétegkromato-
grafias vizsgalatokat hasznaltam.

Egyes intermedierek és végtermékek tisztitasa ismert elvalasztastechnikai
modszerekkel (szaraz oszlop flash kromatografia, gravitacios szilikagél oszlop-
kromatografia) tortént.

Uj vegyiiletek szerkezetigazolasat modern szerkezetvizsgald modszerek-
kel (UV, IR, CD, MS, 'H, I13C és 31P NMR spektroszkopiaval valamint réntgen-

diffrakcios analizissel) végeztem.

Uj tudomdnyos eredmények

1. Optikailag aktiv karbociklusos nukleozidok szintézise

1.1 A (+)-karbociklusos timidin elsd sztereospecifikus szintézise

A timidin karbociklusos analdgja, a (+)-karba-timidin (14) szintézisét a
prosztaglandin-kémiabol (+)-G-lakton néven ismert telitetlen biciklusos laktonbol
(1) kiindulva kivantuk megvalositani. Az 1 laktonbdl el6szor preparalnunk kellett
a (+)-(1R,2S,4R)-4-amino-2-hidroxi- 1 -ciklopentan-metanolt (13), ami az 9sszes
karba-2'-dezoxiribonukleozid szintézisének karbociklusos prekurzora.

Az 1-b0l regio- és sztereoszelektiv savkatalizalt formaldehid addicioval
(Prins reakcio) kaptuk a dihidroxi laktont (2), amelyet a kovetkezd lépésben di-
benzil éterré (3) alakitottunk at. A 3 hidroxilezése majd a kapott hidroxi-lakton
(4) reduktiv hasitdsa utan j6 hozamal izolaltuk az 5 triolt, amelynek vicinalis diol

funkciojat dioxolan formaban (6) védtik. A szabad 4-szekunder hidroxi csopor-
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tot ezutan inverzioval azidora cseréltik. Az izopropilidén védocsoport eltavolita-
sa es a kapott szabad vicinalis diol (8) perjodatos hasitasa utan csaknem kvanti-
tativ hozammal preparaltuk a 9 aldehidet. A 9 kromsavas oxidacidja €s a kapott
karbonsav (10) reakcidja jodbenzol diacetat - jod reagenssel a 11 jodvegyilet
képzodéséhez vezet. A 11 tributilonhidrides redukcidja utan csak ~20%-o0s ho-
zammal kaptuk a 12 amino-vegyiiletet, amelynek elsddleges oka egy nemvart
intramolekularis nukleofil szubsztitucio, amely egy kondenzalt aziridin gylrt ki-
alakulasahoz vezetett. A 12 debenzilezése utan a kivant amino diol kulcsinterme-
dierhez (13) jutottunk. A 13 acilezése B-metoxi-metakriloil izocianattal vizes am-
momas gylriizaras utan ~60%-0s bruttd hozammal szolgaltatta a (+)-karbatimi-

dint (14), amely korabban csak racém formaban volt ismert.

RO
[_2_ R=H & Eﬁ R=H -7 R’,R':Me:C:
3 R=Ph(H 6 RR=Me, (< 8 R'=H
x‘v/o
/I\\.-»-N
_1& T
RO
EQR-PhEH3 ﬁ — 9 X=H
13R=H L10 x= o



1.2 A (+)-karba-2'-dezoxiadenozin sztereospecifikus szintézise.

1.2.1 A (+)-(1R,2S,4R)-4-amino-2-hidroxi- 1-hidroximetil-ciklopentan (13)

javitott szintézise.

Az 1—13 4atalakitas az 1. fejezetben ismertett modon nagyon alacsony
brutté hozammal szolgaltatta a cimben szerepld kulcsvegytiletet. Tekintve, hogy
a 13 tobbiranyu felhasznalasa a szobanforgd prekurzor nagyobb mennyiségben
torténd eldallitasat tette szikségesseé, igy célul tiztik ki a tejes szintézis racionali-
zalasat €s a bruttd hozam novelését.

Az eredeti szintézis benzil védése helyett, az elsd lépésben tetrahidropira-
nileztik a 2 laktondiolt, majd a laktongylr(i felnyitasa €s a karbonsav é€szteresi-
tése utan a 4-hidroxi csoportot mezilatta (16) alakitottuk, gy hogy az intermedi-
ereket nem izolaltuk. Az azido csoport bevitelét itt meziloxi—azid cserével valo-
sitottuk meg, majd a 17 észter lagos hidrolizise utan kapott szabad karbonsavat
(18) a mar korabban alkalmazott karboxi—jod cserével a 19 jodmetil vegytiletté
alakitottuk at. A 19 oxidacidja m-klérperbenzoesavval a 2-OTHP csoport nem-
vart lehasadasat €s egy biciklusos termék képzodését eredményezte, amelynek
szerkezetét ¢s keletkezésének feltételezett mechanizmusat a késdbbiekben
(1.4. fejezet) részletezzitk. Az emlitett mellékreakcid elkertlése céljabol a THP
védocsoportokat a masodik lépésben acetilre cseréltiikk. Az igy kapott diacetii
vegyulet (21) reakcioja m-klorperbenzoesavval szamottevo mellekreakcid nélkiil,
~70%-0s hozammal szolgaltatta a 22 hidroximetil intermediert. A 22 oxidacidja
majd a kapott 23 dekarboxilezése utan a 24 jodvegyiiletek keverékét kaptuk. A
transz és cisz 1izomerek kromatografias elvalasztasa utan csak a, mintegy 6tszoros
mennyiségl, tiszta transz jodvegyuletet dezacetileztik. A sztereokémiailag egy-
séges 25 katalitikus hidrogénezésével ~60%-os termeléssel preparaltuk a kivant
(+)-13-t. Igy az el6z6 11 lépéses szintézis bruttd 1,3%-0s hozamat a viszonylag

nagy veszteségekkel jaro 1épések kikiiszobolésével 10,6%-ra javitottuk.



1.2.2. A (+)-karba-2'-dezoxiadenozin szintézise

A (+)-13 felhasznalasaval, ugyancsak elséként, harom Iépésben szinteti-

zaltuka 2'-dezoxiadenozin optikailag aktiv, karbociklusos analogjat (26). Az elso

Iépés a 13 kondenzacioja az S-amino-4,6-diklorpirimidinnel. Ezt kovette a purin-

gyurtzaras majd az igy kapott 6-kloér-purin nukleozid ammonolizise a kivant

(+)-karba-2'-dezoxiadenozint (26) szolgaltatta.
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A (+)-G-laktonbdl (1) kiindulva eldallitottuk a 2',3'-didezoxitimidin kar-

bociklusos analogjat, amely a természetes nukleozidok didezoxi analdgjainak



figyelemreméltd anti-HIV aktivitasa alapjan potencialis antiretroviralis szernek
tekinthetd.

A szintézis kulcslépése a Hg(OAc), nagyfoku regio- és sztereoszelekti-
vitassal lejatszodd addicidja a1 kettos kotésére. Az acetoximerkuri csoport
reduktiv eliminacioja és az egyidejlileg végbemend dezacetilezddés utan a 27
hidroxi-laktonhoz jutottunk, amelybdl kétszeres inverzioval az eredeti OH-val
azonos térallasu azido-laktont (28) kaptunk. A laktongylrG felnyitasa, a szekun-
der OH csoport THP védése és a szokasos jodos dekarboxilezés utan a 31 jod-
metil vegyiilethez jutottunk. A m-klorperbenzoesavas jod—hidroxi csere elott ez
esetben 1s célszeri volt a savérzékeny THP véddcsoport lecserélése acetilre. A
primer OH csoport kialakitasa utan acetil-vandorlast figyeltiink meg, ami azon-
ban a tovabbi atalakitasokat nem befolyasolta. A teljes dezacetilezés €s a primer
OH tritilezése utan az eliminalanddé 2-OH-t mezileztik. Az igy kapott védett
azido-diol (34) detritilezése, majd a meziloxi csoport két 1épésben lejatszodo re-
duktiv eliminacioja, végul az azido csoport redukciodja utan sztereokémiailag egy-
séges 4-amino-ciklopentan-metanolhoz (37) jutottunk. Ebbdl az 1.1. fejezetben

leirt modon, két 1épésben preparaltuk a (-)-carba-2',3'-didezoxitimidint (38).
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1.4, Ciklopentan részen modositott karbociklusos timin nukleozidok szintézise

Az el6z6 fejezetekben szerepld 19 €s 33 intermedierekbdl kiindulva négy
tovabbi optikailag aktiv, karbociklusos timin nukleozidot allitottunk eld.
1.4.1. A 19 m-klérperbenzoesavas oxidacioja a vart 22 helyett a 19a intermedi-
eren keresztil csaknem kvantitativ hozammal szolgaltatta a 39 diszubsztitualt

2-oxabiciklo[2.2.1]heptant

( OTHP OTHP

A 39 felhasznalasaval harom Iépésben allitottuk el6 a (+)-karba-3'-O,6'-metilén-

timidint (42).

1.4.2. A 19 jodmetil vegytiletet NaBH -del redukalva az S-metil analog (43)
~60%-o0s termeléssel preparalhato. A veéddcsoportok eltavolitasa €s az azido
funkc16 redukcidja utan kapott amin-prekurzor (45) acilezésével az eddigiekkel

azonos modon allitottuk eld a (+)-(6'S)-karba-6'-metil-timidint (46).
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1.43. Az 1.3. fejezetben szereplé 33 acetilezett azido-diol dezacetilezésével
majd az azid redukciojaval egy olyan ciklopentilaminhoz (48) jutottunk, amely-
ben a primer ¢s szekunder OH csoportok cisz térallasuak egymashoz képest. Eb-
bol a timin bazis kiépitésével igen jo (~80%-0s) hozammal kapjuk a (+)-karba-

timidin (14) 3'-epimerjét, a (-)-karba-3'-epi-timidint (49).
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A 49-bdl tritilezés majd egy inverzidval lejatszodd6 OH—1 csere utan az
51 keépletli 2-dezoxi-jodvegyiiletet izolaltuk. Az 51 reakcidja DBU-val, forro

benzolban, 2'.3'-O-anhidro szarmazék (52) kialakulaséhoz vezet, amelynek de-



tritilezése utan a karbociklusos (+)-2',3'-O-anhidro-timidint (53) izolaltuk az utol-

sO ket Iépésre szamitott igen jo hozammal.

2. 8-Szubsztitualt 2'-dezoxiadenozin analégok szintézise

2.1 8-(1-alkin-1-il)-2'-dezoxiadenozinok eldallitasa

A 2'-dezoxiadenozinokbo6l konnyen preparalhato 8-bromvegytlet (54) €s
kilonbozo terminalis alkinok palladium-katalizalta kapcsolasaval négy, 0) 8-alki-
nil-dA analdgot (55, 56, 57, 58) allitottunk el6. Tapasztalataink szerint a 3',5'-

szabad 54-bdl kiindulva a kapcsolasok foként a hosszabb szénlancu szarmazeékok

(57 és 58) esetében eredményeztek magas (80 -90%-0s) kitermelést.

S8
[§S]

(2)-8-(1-alken-1-1l)-2'-dezoxiadenozinok eldallitasa

Az 56, 57 és 58 alkinil vegytletek Lindlar katalizator jeleniétében végre-
hajtott katalitikus hidrogénezése a megfeleld cisz alkenil szarmazékok (59, 60 és
61) mint dominans fétermékek képzodéséhez vezetett.

A 60 és 61 Z-alkenil szarmazékok a 'H NMR spektrumok szerint 4 ill.
7%  transz izomert is tartalmaztak, mig az 59 teljesen tisztanak bizoﬁyult.
Ugyanakkor az 59 oszlopkromatografias tisztitasa soran 14% 8-propil-dA-t (63)
is izolaltunk, ami arra utal, hogy az oldallanc hosszanak csokkenésével a kettds

kotés telitése is konnyebbé valik.
2.3.  8-Alkl-2'-dezoxiadenozinok eléailitasa
Az alkinilvegytiletek 10%-0s Pd-C jelenlétében, atmoszférikus nyomason

veégrehajtott hidrogénezésével a megfeleld 8-n-alkil szarmazekokhoz (62, 63, 64

€s 65) jutottunk. A hozam minden esetben gyakorlatilag kvantitativ volt. Az alta-
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lunk alkalmazott modszer, amely lehet6vé teszi tetszdleges lanchosszasagu alke-
nil- és alkil-purin nukleozidok eldallitasat, kiilonosen a 4 C-atomosnal hosszabb
oldallancu analogok szintézisénél elényos, mivel ezeknél a lehetséges alternativ
modszerek (munt trialkilaluminium vagy tetraalkilon reagensek) alkalmazasa igen

nagy nehézsegekkel jarna.

N N NH NH2
YR L S-c=c-R )I\ R
Sy N e Niiee
H
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R R R'
59t 55 62 CoHs
51 NGty 52 n-G3Hy &4 n-CgHy
58 MGy 65 n-(7Hss
3.

Foszfitrészen modositott dinukleotidok és ezek aktiv 3'-foszfitjainak

szintézise

Antisense oligomerekbe torténd beépités céljabol célul thztik ki foszfor-

sztereokémiailag egységes foszfat-modositott dinukleotidok szintézisét.
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3.1.  Dinukleozid H-foszfonatok eldallitasa és kémiai stabilitasanak vizsgalata

Bazis védett 5'-O-dimetoxitritil-nukleozid-3'-H-foszfonatok (66) és 3'-O-
levulinil-nukleozidok (67) pivaloilklorid katalizalta kondenzacidjaval harom di-

nukleozid-H-foszfonatot allitottunk eld P-diasztereomerkeverék formaban.
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A 68 ¢s 69 diasztereomerkeverékek oszlopkromatografias szétvalasztasa
soran megallapitottuk, hogy a H-foszfonat-diészterek a 66 monészterektdl eltérd-
en alkohol és bazis jelenlétében bazis-katalizalta atészterezodést szenvednek,
aminek kovetkeztében mindkét H-foszfonat-diészter-kotés gyakorlatilag azonos
meértekben felhasad. Ezt bizonyitja, hogy kromatografia utan a kiindulasi 67 €s

66 defoszforilezddott bomlastermékét kozel azonos mennyiségben 1zolaltuk.

3.2, Dinukleozid foszforotioatok aktiv 3'-foszfitjainak szintézise

A 70 P-diasztereomerkeverék kénezése €s delevulinilezése, majd az Rp €s
Sp izomerek kromatografias szétvalasztasa utan csaknem kvantitativ termeléssel
kaptuk a 71 ¢s 72 sztereokémiailag egységes, 3'-szabad dinukleozid foszforotio-

atokat.



A T2-t tris=-(1,2,4-triazol- 1-il)-foszfinnal reagaltatva azt talaltuk, hogy a
reakcid egyiranyl és a kivant P-tioat-dimer-3'-H-foszfonat (73) képzddésehez
vezet.

A 72 reakcidja bisz-(diizopropilamino)-B-cianoetil-foszfittal ugyancsak
egyértelmilen a vart dinukleotid-3'-(diizopropilamino-B-cianoetil)-foszfit (74)
képzodését eredményezi.

Az elébbi két kisérlettel igazoltuk, hogy az oligomerek szintéziséhez fel-
hasznalhato 73 és 74 aktiv foszfitok a tiofoszfat részen védetlen dinukleotidokbol
is eléallithatok, mivel a foszfitilez6 reagensek kizarolag a 3'-OH csoporttal

reagalnak.
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Az eredmények gyakorlati jelentésége

A szintetizalt () karbociklusos és 8-szubsztitualt purin nukleozidok antiviralis
aktivitasanak wvizsgalata minden esetben megtortént. Kozuluk a (+)-karba-timidin és
dezoxiadenozin valamint a 8-heptinil-dezoxiadenozin bizonyult hatasosnak néhany human
herpeszvirus torzzsel szemben.

A sztereokémiaillag egységes foszforotioat dinukleotidok beépitése - a korabbi
vizsgalatok alapjan igen jelentos - anti-HIV aktivitassal rendelkezd oligomerbe, varhatolag

tovabb noveli annak biologiai hatékonysagat.
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