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1. Irodalmi elé6zmények

Az Onszerve&ds képességekkel rendelkez molekulak széles kdrben
felhasznalhatéak a szupramolekularis kémia, orvaSinia, szerkezeti biologia és a
nanotechnoldgiai alkalmazasok terén. A guanozinekwdék kozott létrejod hidrogénhid-
kotésekkel illetve alkalifém-kationnal stabilizd®-kvartett makrociklust é5z6r 1962-ben
azonositottdk 5’-guanozin monofoszfat aggregac@jat®90-ben, Guschlbauer, Chanton és
Thiele ,Négyszalu nukleinsav szerkezetek 25 évbl: a guanozin gélelt a telomer
DNS-ig” cimmel dsszefoglald cikket tettek kdzzé,edyben ramutattak az 1962-bebsdor
azonositott G-kvartettek fontossagara. Az 1980-esklien, a DNS-ben kialakulo G-
kvartettek Ujra a figyelem kdzéppontjaba kerlltetelmerib igéretes bioldgiai aktivitdsuk
miatt. Napjainkban sem csokkent a G-kvartett szatak iranti fokozott érdeétlés. Tobb
ezer publikacid és dsszefoglald jelent meg a Gikttak szerkezetével illetve funkcojukkal
kapcsolatban, beleértve néhanytki osszefoglaldt is. A G-tetradok azonositasa oOta,
elméleti szamolasokra és kisérleti eredményekrepoala, nagyszamu kvadruplex
szerkezetet azonositottak. Az (] szerketetek szantaksitast tartalmaznak kezdve a guanin
nukleobazison tortén valtoztatasoktdl egészen a teljes monomer egységpttesitéséig.
Minden esetben bebizonyosodott, hogy a kationokyomagfontos szerepet jatszanak a
kialakult kvadruplex szerkezetek stabilitdsdbanékbédve a tapadd tetrad szerkezetek
k6zzé, valamint negativ toltéssel rendetkemolekuldk kolcsonhatasa a kvadruplex
szerkezetekkel tovabb ndvelheti a szerkezet siddnli. Az emlitett esetek mindegyikében a
kialakuld kvadruplex szerkezet elektromos szempargemleges volt. A toltéssel rendelkez
kvadruplex szerkezetek fontosak lehetnek nemcskill@nbdz ionok megkotése céljabdl,
hanem U0 lehéségeket nyithnak a magasabb rérarerkezetek tervezése terén is (nano-
drotok).

Az eddigi megallapitdsok szerint a G-kvartett seeetek a legmegfeldbb
molekuldk a tapad6é kdlcsonhatasok kialakulasara eimig guanin egységek &sr
kdlcsbnhatassal kapcsolédnak egymashoz, ami egyndlg sikbeli alakot biztosit a
szerkezetnek. Mas purin alapu tetramereket is &lgg (adenin, inozin), de ezek a
szerkezetek minden esetben gyengebb kblcsonhatdsoledmaztak, illetve kevésbé sikbeli
alkattal rendelkeztek. A kevésbé sikbeli alkatdkaladsa érthétezekben a szerkezetekben
mivel a nukleobazisok csak egy hidrogénkotésselcs@pdnak egymashoz ezekben a
tetramerekben, ami nagyobb flexibilitast illetvesiékalkattol eltéé szerkezetet biztosit a

molekulanak.



Tobb mint harminc évvel az 5-GMP gélek azonositatmn, a G-kvartettek igen
fontos szerepet kaptak a DNS G-kvadruplexek biaioglentisége miatt. A nukleinsav G-
kvadruplexek szerkezetének feltdrasa rohamosapdieiglt az elmult évtizedben, amelynek
koszonheien napjainkban szamos G-kvadruplex szerkezete édeser Ezek az adatok
gazdag informacioforrasként szolgalnak a nem koal&blcsonhatasokrol, amelyek a

guaninban gazdag nukleinsavak onszefdézét katalizaljak.

2. Célkitiizések

A xantinszarmazékok meghatarozé szerepet jatszaswdmos enzim illetve
enzimatikus rendszer intracellularis anyagcsergafolataiban mint szubsztrat és/vagy
koztitermékek. Eddig nem vizsgaltak, hogy milyelajdonsagokkal rendelkeznek a 9- és 3-
szubsztitualt xantinszarmazékok az esetlegeseakkidl magasabb refidtetramer illetve
kvadruplex szerkezetekben.

1. A QUILD program keretein belll elvégzett szamépes molekulamodellezési és
siiriségfunkciondl-elmélet szamitasok (DFT) alapjan ene®ixantin (a 3-szubsztitualt
xantinok egyik legegyszeribb képvige), a 9-metilguaninhoz és 9-metilhdgysavhoz
hasonloan, igéretes tetrad és kvadruplexkéqmatsagokkal rendelkezik a magasabhbiend
szerkezetek kialakulasa esetén. A feltételezettskitihatasok vizsgalatahoz a 3-metilxantin
szintézisét, majd az @llitott célvegyllet MS és NMR karakterizalasatveatem a
magasabb reridinszervedds rendszerek kialakulasanak igazolasa céljabol.

2. A 3-metilxantinra elvégezett igéretes molekuldelie@zési szamitasokat alapul
véve olyan 3-szubsztitualt xantin-heterociklustaimnazd dezoxi-ribonukleinsav (DNS) és
peptidnukleinsav  (PNS) monomerek szintézisét téemz amelyek kozvetlendl
felhasznalhatéak 3-szubsztitualt xantintartalmi DES PNS oligomerek szilard fazisu
szintézisére. A szilard fazisu szintézis segitsélgéallitott 3-szubsztitualt xantintartalmu
DNS és PNS oligomerek vizsgalatara MS és NMR spskkopias modszerek alkalmazésat
terveztem, amelyek segitségével igazolhatoak auBsztitualt xantintartalmd, magasabb
rendi 6nszerveddsé rendszerek kialakulasa. Hasonl6éan a guanin kvektéts kvadruplexek
szerkezetek kialakulasahoz, varhatdoan a 3-szubdittikantinok dominans H-tautomer

formaja ebseqiti a tetramer illetve kvadruplex szerkezetelakiulasat.



3. Sajat eredmények targyalasa

Jelen dolgozatban bemutattuk, hogy a xantintartabrg€rkezetekben két alacsony
potencialgatu hidrogénkotés kialakulasara van &gt a szomszédos xantin egységek
kozott, valamint azt, hogy a természetbeéfaetiulo higysav képes a tetramer képzésre
xantin segitségével illetve nélkile. Kovetkezteéglen a kialakuld rendszer egy pozitiv
toltéssel fog rendelkezni, amiésrkdlcsénhatas kialakulasaval jar.

A xantin és a huagysav természetbeifdulé nukleobazisok (1. abra), amelyek
ebben az esetben egy adott alapvazhoz (cukor-tpg2INS) vald lehetséges kapcsolodasi
modot modelleznek, azonban a xantin N(7)-en prdtdodmajanak (XaH) kiemelt szerepe

van a kialakulé rendszerekben.
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1. abra A 9-metilxantin (Xa) és 9-metilhlgysav (Ua) 86 pk, értékei. A kisérleti pKértékek dlt betivel a

becsilt elméletei értékek szogletes zardjelbemmit a pk; értékek aldhizott karakterrel jeldltem.

Tovabba vizsgaltuk a 3-szubsztitualt xantinok (puwkzarmazékok) magasabbrénd
szerkezetekbe valo Onszertdeésének képességeit. 6Ebtes szamitogépes elméleti
szamitdsokat alapul véve, a 3-szubsztitualt xaktitmminans HA-tautomer formaja lehévé
teszi, hogy a kialakult tetrad szerkezetben a szédos xantin egységek két
hidrogénkotéssel kapcsoldédjanak egymashoz, hasordéguanin tetradok kialakulasahoz.
Ezek alapjan feltételeztik, hogy a kialakul6 mabghs&ndi szerkezetben, a xantin egységek
kozott ebs kolcsonhatasok, és teljesen sik alkatl szerkalag&ul ki gazfazisban is. Az
emlitett vizsgalatok elvégzéséhez a legegydsteipurin modellt, a 3-metilxantint (2. 4bra)
valasztottuk kationokkal és kationok nélkil. Elniékzamitogépes vizsgalatokkal kezdve,
majd kisérletileg megvalositva, megvizsgaltuk az@bsztitualt xantinok- tetramer illetve

oktamerképé sajatsagait.



CHs

2. dbra.7H-3-Metilxantin egységeldd 6sszedllt tetrad szerkezet, kationok nélkiil éokakkal (kat: Na', K*,
NH/.

3.1. Elméleti szamitogeépes vizsgalatok

Elméleti szamitdégépes szamitasokra alapozva, dlyartett rendszerek kialakuldséat
feltételeztik, amelyek pozitiv toltéssel illetvétés nélkil alakulnak ki xantin (3-metilxantin,
9-metilxantin) illetve hugysav szarmazékokbdl. Avadeasainknak megfelékn a kialakulo
szerkezetek képesek kuloniBoanionokkal valé kdlcsbnhatasra, valamint a moneer
kozotti két ebs hidrogénkotés kialakulasa sikbeli alkatot kolésbret a szerkezeteknek.

A QUILD program Kkeretein belll, szamitégépes molakodellezési és
siriségfunkcional-elmélet szamitasokat (DFT) vegeztilkmetilxantinra, a 3-szubsztitualt
xantinok csaladjanak egyik legegys#as képvisedjére. A négy 3-metilxantin monomer
egységbl kialakuld tetrad szerkezetben a szamitott hidn&gé&si energia: -66,1 kcal/mol
(1. tblazat). A kialakult tetrddok kozul a kézgdamion nélkili tetradszerkezet is stabilnak
bizonyult gazfazisban, valamint a kalonBdationok hasonld hatast gyakoroltak a kialakult
szerkezetekre, mint a guanin tetradok esetébereze&sen a natriumionok igyekeztek a
kialakult tetrad sikjAban maradni, viszont a kalita ammadnium ionok a tetrad sikjan kivul
helyezkedtek el.



Kation Klaszter Exslcsonhatas  Ebomias Exotes
Na' tetrad + ion -100.30 3.69 -96.61
oktad + ion -135.78 10.56 -125.22
K* tetrad + ion -73.09 2.75 -70.34
oktad + ion -106.27 456 -101.71
NH.* tetrad + ion -75.58 3.75 -71.83
oktad + ion -103.20 439 -98.81
kationok €9y monomer -73.62 752  -66.10

nélkil €gyseg

tetrad + tetrad 51.84  4.80  -47.04

1. tAblazatKo6tési energiak a 3-metilxantin tetrad és oktaatlezzetekben, tapadd kdlcsdnhatasi energiak a

kialakul6 tetrad és oktad szerkezetek kozott, ioté&i energiak.

Na'- ion jelenlétében kialakul6 oktad szerkezet voieginkabb sik alkat( szerkezet,
valamint a kozponti fémionok nélkili szerkezeteka a legelhajlottabbak. Minden esetben
az oktad szerkezetekben é&{BMX), komplex bizonyult a leginkabb sik alkatunak. Azamk
szerkezetet kialakitd két réteg kozott kozel konépelyezkedtek el a kationok, és minden
aggregatum esetén a kialakuld két réteg kozotorélfias szoge megkodzélieg 17°. A
rétegek kozotti emlitett tavolsag nagyon hasonlth ronden kialakulé komplex szerkezet
esetében, igy egyik fémion illetve az Niem befolyasolja az optimalis tapadasi tavolsagot.
A tetrdd és oktad szerkezetek esetében kapott etinetedmények késztettek a (3MX8s
(BMX)g szerkezetek kisérleti vizsgalatara a megbelaltionok jelenlétében illetve kationok
nélkal.



3.2. A 3-metilxantin eballitasa
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3. abra. 3-metilxantin eballitasa, reakcidkérilmények: DMSO, benzil-bromid, 36% HCI, 24 6ra, (70-99%),
b. AcOH, NaNQ, 55 °C, 12 6ra, (50-90%, vizm. DMF, KCOs, CHl, 50 °C, (16%), [NaOH, kD, CHjl,
szobahdmérséklet, (32%}], AcOH, H-Cub&/autoklav, 75 bar, 90 °C, (46-90%)

A 3-szubsztitudlt xantin szintézise guanozinbdl K§tésben a 7-benzilxantiB)(
eléallitasaval indult Bridson mddszere szerint. A bagsabb jelley NH csoport metilezése
KoCO; jelenlétében a 3-metil96) ill. az 1,3-dimetil-szarmazékok9ly) képzddeéseét
eredmeényezte. A 7-benzil-3-metilxantin debenzilezé&gazi kihivast jelentett. A szokasos
hidrogénezési reakciokorilmények nem vezettek aritivermék képiéséhez. Veégul
Pearlman-katalizator (Pd(OHE) reagens mennyiséglkalmazasa magasiiérsékeleten
€s nyomason a 3-metilxantilQ) keletkezését eredményezte. Alternativ modszerkent
benzil védcsoport eltavolitisa H-CuBefolyamatos aramlast reaktor segitségével is
megvaldsithatdé enyhébb reakciokionények ill. kisebb mennyiség katalizator

alkalmazasaval.
3.3. Tomegspektroszkopias eredmények

A 3MX egységekbl a magasabb refidtetrad szerkezetek kialakulasat kisérletileg
elészor tomegspektroszkopias eljarassal, egy nano-B8&forrassal ellatott Q-TOF
tomegspektométer segitségével vizsgaltuk. Annaknéie, hogy csak NA ionokat
tartalmazo vizes-metanolos rendszerben dolgoztunk Néd,; -adduktumok detektalasa
céljabol, a tomegspektrumban megjélefegintezivebb cslcsszéria tartalmazott*-Na

adduktumokat is, valoszinileg a hasznalt borostilikapillaris fellletén bekévetkezett



ioncsere miatt. Az igy kapott eredmények tokéletevegegyeznek az elméleti szamolasok
eredményeivel, amelyek szerint a *Naionok kotdtek a legeisebben a kialakult
tetradszerkezethez. Erdekes mddon a csucsintenkzitésekedését figyeltiik meg a kialakult
adduktumok [3MX+Na], [(3MX)2+Na]’, [(BMX)s+Na]" és [(BMX)+Na]" sorozataban,

ellentétben a ,hagyomanyos” esettel, amikor nietswtképédés (4. abra).
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4. dbra A 3-metilxantin (3MX) nano-ESI-Q-TOF tdmegspektra

Tovabba, a tomegspektrumban a [(3MNXYa]' csics folétt egy magasabb
tomegtartomanyban a kovetkez legintenzivebb cslicssorozat, a [(3MRation]
adduktumokhoz tartozik, ami a négy 3MX egysidghkialakuld tetrdd megndvekedett
stabilitasat tukrozi.

3.4. Multinukleéaris NMR spektroszkopia vizsgalatok

Telies koti *H, °C, ®™N NMR spektroszképias vizsgalatokat végeztink a 3MX
esetében, deuterdlt dimetil-szulfoxidban (~ 5 m@/pl) DMSO-a;, 300 K) standard HMBC
technika alkalmazasaval. Az igy kapott adatok alasztjak a 3MX tautomer formait. A
tomegspektroszkopias vizsgalatok eredményekénttkapatok megésitésekent (3MX)x
kation aggregatumok (n = 4, 8; katior= NH;, Na, K%), néhany tovabbi NMR-

spektroszkopias vizsgalatra kerilt sor. DiffuziOMRI spektroszkédpias (DOSY) modszert



alkalmaztunk az oldatban keletkezett aggregatumoleknlatomegeinek az azonositasara,
amelyhez referenciaként tetrametilszilant hasznkltazférikus szerkezete é€s inertsége miatt.
Deuterdlt dimetil-szulfoxid oldatban, 300 K-en dmtga, a (3MX) aggregatumra jellenéz
667 Da molekulattmeg helyett 920 Da molekulatomeapginositottunk. Az elméleti és
gyakorlati (mert) értékek kozotti kulonbség valosiigg a kialakult 3MX klaszterek és az
alkalmazott oldészer aggregaciojanak tulajdonitrat@ kialakult intramolekularis hidrogén
kotések azonositdsa céljabdl, deuteralasi izotdpelhst mértink az akceptor karbonil
részeken, viszont a molekulan belil ,vers&nigtramolekuléris kétések miatt ez nem volt
szignifikans. Tovabbi egydimenzidés NOESY vizsgdtatovégezve jelefis magnesezettség-
transzfert észleltink az N7H és a vizmolekulak kiyz&dmi viszont az N1H esetében
elhanyagolhaté volt. Kovetkeztetésképpen azt fkétik, hogy a kialakulé (3MX)
szerkezetekben a ,bélshidrogénkotéseknek (N1H---O6)6sebbnek kell lennitk, mint a
,KUIsS6” (N7H---02) hidrogénkotéseknek. Ez a feltételeigszhangban van a gazfazisban
elvégzett elméleti vizsgalatok eredményeivel, amlelyszerint a kialakulé ,bels
hidrogénkotések minden esetben rovidebbek a ¢kilglrogénkotéseknél. Osszegzésként, a
DOSY NMR spektroszkopias modszer segitségével igakehetett a (3MX) x kaf” és a
lehetséges (3MX%)x kaf (kaf' = K*, kation nélkiil) klaszter szerkezeteket deuteritedil-
szulfoxid felhasznaldsaval. Ahhoz, hogy ndvelni jukd a koélcsonhatasokat a 3-
metilxantinbdl kialakulé 6nszervéd6 tetrad/kvadruplex szerkezetekben, a xantin 3-as
helyzetében 1&y metilszubsztituens helyett mas szubsztituensednlgtét is vizsgalnunk
kell.

3.5. 3-Szubsztitualt xantin/timintartalmd DNS és PN monomerek és oligomerek

szintézise

A 3-metilxantinra elvégzett igéretes molekulamaaadki szamitasokat alapul véve
olyan 3-szubsztitudlt xantin-heterociklust tartahda dezoxi-ribonukleinsav (DNS) és
peptidnukleinsav  (PNS) monomerek szintézisét téemz amelyek kozvetlendl
felhasznalhatdéak 3-szubsztitualt xantintartalmi DES PNS oligomerek szilard fazisu

szintézisére



3.5.1. 3-szubsztitualt xantintartalmd DNS monomer g oligomerek szintézise
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5. &bra. A 3-szubsztitualt xantintartalmi DNS monomedéé&diitasa, reakiokorilményela. DMSO, benzil-
bromid, 36% HCI, 24 éra, (70-99%b, AcOH, HO, NaNQ, 55 °C, 12 6ra, (50-90%)%. 1. MeOH, 1%
HCI/MeOH, AgCOs, 30 perc, piridin, 2p-toluoil-klorid, 12 6ra, AcOH, telitett HCI/AcOH, €l gaz, 30 perc,
d. vizm. dioxan, 55% NaH, Ar atm., 45 °C, 2 éra,%®6e. vizm. dioxan, autoklav, Pd(OE)100 bar, 90 °C, 24
ora, (98%)f. 40% MeNH/H,O, MeOH, 45 °C, 12 6ra, (94%), 4,4'-DMTr-Cl, TEA, piridin, 3 6ra, (34%}.
2-cianoetilN,N,N',N-tetraizopropilfoszfordiamidit, vizm. DCM H:-tetrazol, Ar atm., 4 6ra, (93%).

A 3-(2’-dezoxif-D-ribofuranozil)xantin {5) szintézisét a natrium-sos glikozilezési
modszer szerint, 7-benzil-xantint8)( és 2-dezoxi-3,5-d®-p-toluoil-p-D-ribofuranozil-
kloridot (14) felhasznalva, acetonitril helyett dioxanban vétittam meg (5. abra). A magas
nyomasu debenzilezés elvezete@ debenzilezett glikozidig ill. egy tovabbi dezacdésr
reakci6 a veédetlenl1l7 nukleozidig. 4,4’-Dimetoxitritil-klorid folosleghe tortérd
felhasznalasa béazikus Kdmények kozott a N5-O-bisztritilezett szarmazékotl®)
eredményezte. A 2-cianoetoxi-bisg{N-diizopropilamino)-foszfinnal tortén foszfitilezesi
reakcio vegul elvezetett a védett foszforamidit oraer (9) keletkezéséhez. A 4,4'-
dimetoxitritil véddcsoport alkalmazéasa a 7-es helyizdten lehebvé tette a savasabb jelleg
NH-csoport védelmét, amely nem kivant mellékreakati@kozhatott volna az oligonukleotid
szintézise esetén. Az elkészilt 3-szubsztituaittimeartalmi DNS monomeéh szilard
fazisa szintézist alkalmazva, TK illetve T3XT, szekvenciaju model DNS oligomereket
allitottam eb foszforamidit modszer segitségével, egy Exped@@98tipusu szintetizator
felnasznalasaval. A gyantardl valé hasitas utageasnDNS oligomerek tisztitdsa Shimadzu
tipust HPLC, LiChrosper RP Select B oszlopot fethatia C18 toltet segitségével valdsult



meg. A szilard fazisu oligomer szintézis segitséyélkészilt 3-szubsztitualt xantintartalmu
DNS oligomerek analitikai vizsgalatai (MS, NMR), g@sabb renid szerkezetek

kialakulasanak igazolasa céljabdl jelenleg folydraatvannak.

3.5.2. 3-Szubsztitualt xantin/timintartalmi PNS mormmerek és oligomerek szintézise
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6. abra. A 3-szubsztitudlt xantin/timintartalmid PNS mononeéallitdsa, reakciokorilményela. DMSO,
benzil-bromid, 36% HCI, 24 6ra, (70-99%), AcOH, HO, NaNQ, 55 °C, 12 éra, (50-90%j¢, vizm. DMF,
K,CO;, etil-bromacetat, 45 °C, 12 ora, (349%),5% HCI, THF, 60-80 °C, 24 ¢ra, (95%8, f. vizm. DMF,
K,CO;, etil-bromacetat, szobahdmérséklet, 4 6ra, 2 M Na@D °C, 20 perc, 4 M HCI, szobah6mérséklet, 30
perc, (70%), g. DCM, terc-butil-bromacetat, 0 °C, 24 6ra (66%). DCM, DIPEA, Fmoc-Osu,
szobahdmérséklet, 12 6éra (88%),vizm. DMF, DCM, DIPEA, HOBT, HBTU, szobahdmérsetkl 48 ora,
(41%),j. DCM, TFA, HO, szobah8mérséklet, 6 6ra, (51%).

A 3-szubsztitualt xantintartalmi PNS monom@6)( eldallitasa 7-benzilxantin8j
eléallitdsaval indult két Iépésben Bridson modszerrisg majd a 20a) mono-alkilezett
termék hidrolizisét végeztem el, a 7-benzilxantitetsav 21) eldallitdsa céljabol. A 7-
benzilxantin-3-il-ecetsav2(l) és a PNS alapva24) kapcsolasi reakciojaval éllitottam a
25 észtert, amelyet aterc-butilcsoport hidrolizisével tovabbalakitottam avéimt 3-
szubsztitudlt xantintartalmid PNS monomer6)( A timintartalmit PNS monomer3Y)
eléallitdsa a leirtakkal megyegyemaddon tortént.

A 3-szubsztitualt xantin/timintartalmd PNS oligorakrszintézise és analitikai vizsgalatai
(MS, NMR) magasabb refid szerkezetek kialakulasanak igazolasa céljabdinlede

folyamatban van.
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