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1. Bevezetés, irodalmi ézmények
1.1. Nukleinsavak

1.1.1. A nukleinsavak jelenésége, kutatasuk rovid torténete

A nukleinsavak kémiai szerkezetének felderitése uazddik szézad disfelében
klasszikus kémiai szerkezetbizonyito modszerekiémnt. Ezt kbvette annak felismerése, hogy
a nukleinsavak két fajtdja, a DNS (dezoxiribonukdaiv) és az RNS (ribonukleinsav) kozil a
DNS felebs a sejtek tulajdonséagainak orokitéséert. Az ezyémgimien bizonyito
baktériumkisérleteket 1944-ben Avery, MacLeod é€htty, majd virusokkal folytatott hasonlo
vizsgalatok eredményeit 1952-ben Hershey és Chadwdik@lta. 1953-ban az ordldés
folyamatanak kémiai mechanizmusat a Watson és Giitd bemutatott DNS kéits hélix
térszerkezet egyértetiran leirta, igy a nukleinsavak a biolégiai érdelds kozéppontjaba
kerultek. Az 1960-70-es evekre tisztazoédtak a DNS8llett az RNS dbb funkcioi és a
fehérjeszintézis mechanizmusa, azaz kiderilt, hemgyéb szervezetekben lezajlo folyamatok
irdnyitasa a nukleinsavakban kodolt informacioréteérjéket kodold génekre vezetheissza.

E felismerés jeleldségét mutatja, hogy olyan 0j tudomanyteriletektkeldek a bioldégian beldl

és mellett, mint a molekularis bioldgia, a genetigabiotechnoldgia és a genomika. Néhany
évtized leforgasa alatt robbanas$izégjlodésen ment keresztil a bioldgia, mely egyrészt a
nukleinsavak vizsgalatahoz nélkilozhetetlen akaligljarasok fefldésének, bioldgiai eszk6zok
(enzimek) felfedezésének és alkalmazasanak, valak@émiai modszerek kifejlesztésének
(nukleotidok, nukleinsavak kémiai és biokémiabadlitdsanak) volt kdszonhiet Az 1980-as
evekben értékeltek kémiai Nobel-dijjal tobb, még #70-es években DNS-szekvenalasra
kifejlesztett modszert, melyek eredményeként aedfarduléra (2000-2003) elkészilt a human
genom, azaz a teljes emberi génallomany feltérigqggezMindezek a hatalmas jelésédi
eredmények szinte azonnal éreztették hatasukatizadmanyok dsszes teruletén.

A bioldgia, biotechnologia és orvostudomany az gddihalmozott tudas birtokdban az
életfolyamatok részletesebb megismerésén, megartésma mar képes bizonyos valtoztatasok

elvégzesére is egyeskEinyekben, amely alapjaiban valtoztathatja meg/& @tkdznapjait.



1.1.2. A nukleozidok, nukleotidok, nukleinsavak sz&ezete és biologiai szerepe

A nukleinsavak eldgazast nem tartalmaz6 polimer roraklekuldk. Méretik a
nukleinsav funkcigjatol fuggen néhany tucat elemi egységtnukleotid) néhany szazmillidig,
molaris tdmeguk ennek megfaleh néhany ezeit néhanyszor tizmilliard Daltonig (atomi
tomegegyseégig) valtozhat. A sejtekben altaldbank (®@&zikus oldallancot tartalmazd)
fehérjékhez kototten fordulnakéelde ezekil oldhatosagi kilonbségek (kicsapas, extrakci@ és
megfeleb pH-n torté ioncserés oszlopkromatografias modszerekkel edgéilatok. A
nukleinsav-polimerek elemi alkotérészei a foszfersaD-ribdz vagy 2-dezoxi-D-ribdz cukor és
a pirimidin illetve purin heterociklus alapvazattgdmazo ugynevezett nukleobazisok. A polimer
molekulaban az emlitett harom alkotoré&dzé cukor és a foszforsav alakitja ki a lancot ugy,
hogy egy cukor 3’-hidroxilcsoportja €s a szomszédokor 5’-hidroxilcsoportja kozoétt egy
foszforsav foszfodiészter kotést létesit. Az igire@tt cukor-foszfat poliészter-lanc minden
egyes cukoregységének glikozidos szénatomjahoznegleobaziskapcsolodik N-glikozidos
kotéssel. Hidrolizissel a nukleinsav-polimerek azatran lathatd modon kisebb egységekre,
formailag a nukleinsav monomer egységeire, azaZentidokra bonthatok. A nukleotidok
maradék észtercsoportjanak hidrolizisével nuklemkatl és foszforsavat kapunk. A nukleozidok
savas hidrolizise pedig a fent emlitett pentéz@Ratib6zt vagy 2-dezoxi-D-ribdzt) és pirimidin,

illetve purin heterociklusokat tartalmazo6 nukleabékat eredményez.

R

KIRO Q). nukleinsavak
Fand ‘

R

ol ¢ 07%70 .
0'p-d _/oH Lugos vagy
—d _/OH l enzimatikus hidrolizis
JYF nukleotidok
o OH L
HO-P-C nukleobézis ugos vagy
OH L - 1 enzimatikus hidrolizis

R .
HPO, + QS on ‘foszforsav‘ + ‘nukleomdok‘

o Hol Savas hidrolizis

DNS: R=H R 2
RNS: R = OH g]: ' ‘cukor‘ + ‘nukleobézis‘

OH

HO

1. abra.A nukleinsavak lebontasanak termékei



1.1.3.A nukleozidok szerkezete

A nukleinsavak teljes lugos hidrolizisével nyethatukleozidok kétd alkotorésze egy
furan6zgyiriis szerkezdt 6t szénatomos cukor és az ahhéglikozid-kotéssel kapcsolodd
heterociklusos bazis. A pentdzrész RNS esetébahd2;IDNS esetében 2-dezoxi-D-rib6z, mig
a heterociklusos bazisok mindkét esetben pirimidagy purin alapvazat tartalmaznak. A
nukleinsavak § nukleobazis 6sszet&vaz adenin, guanin, citozin €s timin, illetve ak&Rben
timin helyett uracil talalhato. Ezen vegyuleteksszegzi a 2. abra. Az egysrsitett abrazolason

az attekinthdiség érdekében nincsenek feltlintetve a szénatomdddpezol6do hidrogének.

HO.
5:0: PH HON D B o
4 1
3 2
OH OH OH
D-rib6z (furanéz forma) 2-dezoxi-D-ribdz (furanéz forma)
NH, o] NH;
7N 5 A8 4
</N ‘\Nl </N | NH 5‘ N3 ‘ NH ‘ NH
8
N N/)Z N N/)\NHZ ° 1w/§0 ’}‘/&0 ’}'/&0
H 3 H H H H
Adenin Guanin Citozin Timin Uracil

2. dbra.A nukleinsavak cukor é$lhb nukleobazis 6sszeté&v

A nukleozidok a 2. abran lathatd pent6zoknak aeunlkhzisokkal alkototi-glikozidjai, melyek

formailag a 3. abran lathaté kondenzacios tipuakiciéival szarmaztathatok.

(X Y
+ 6
HO. posoc-es L\‘ o HO( 5 1N/§O
o ‘PH __H. H0 " 1
3 2
OH R
OH R NH, ,
7 6
SN N ~nt
4
< P 8¢ | B
Hoo i £ NTON HOL & N a™N” 2
OH H
Olfpmmmmmnt -H,0 P it
—_— 3 2
OH R OH R
DNS: R=H
cukor  +  nukleobazis —— nukleozid |
RNS: R= OH

3. dbra.Az N-glikozid kotés és a nukleozidok szamozasa



A nukleinsavakban éfordulé legfontosabb nukleozidok és elnevezésuhkaléit a kdvetkey

abran.

OH OH OH OH
2'-dezoxiadenozin 2'-dezoxiguanozin 2'-dezoxicitidin timidin
NH, o NH, o
“ﬁ ﬁ (X
NH
¢ 1 Aq LA
HO. J HO N )\NHZ HO. HO. N° "o
°
OH OH OH OH OH OH OH OH

adenozin guanozin citidin uridin

4. dbra.A nukleinsavakat alkoto legfontosabb nukleozidok

A cukorgyirt minden esetben furan6z szerkézés a D-sorozatbeli cukor abrazolasa a
szénhidratoknal megszokott modon torténik, azaz ¢dtagu gyiriben a 4’-szénatom
konfiguracioja az abrakon lathatd elrendezésbenldet jeldl, ha a gyriihoz képest felfelé all a
CH,OH-csoport. A monoszacharid 1’-szénatomjahoz kdpd#op-helyzetben a pirimidin vagy
purin heterociklusos nukleobazis. Ezt azzal jelkzaz abrazoladsban, hogy a cukadigy
sikjahoz képest a GBH-csoporttal azonos allasba keril, azaz az abr&ktbaté D-cukroknal
felfelé. A pirimidinek esetében a nukleobazis ahmtiklus 1-es nitrogénjéen, a purinoknal a 9-es
nitrogénen keresztil kapcsolédik a cukorhoz.

A természetes nukleinsavak az 6t riukleobazison kivil tovabbi nukleobazisokat is
tartalmaznak kisebb mennyiségben. Ezek tobbnyirerain, adenin és guanin hidroxilezett,
metilezett, kéntartalmd valamint 5,6-dihidro-szazéteai. Néhanyuk szerkezetét a 5. 4bra
mutatja be.

HN-CHs NH,

C
N \N ) N CH, Hs
¢ \ < g
[oN [oN NH2 HO.

NE-metil-2'-dezoxiadenozin  1-metil-2'-dezoxiguanozin 5-metil-2'-dezoxicitidin

o (o) S
fk Ho\fkNH KKNH

OH OH OH OH OH OH

5,6-dihidro-uridin 5-hidroxi-uridin 4-tio-uridin

5. abra.A nukleinsavakban kisebb mennyiségben talalhayélegukleozidok



1.1.4.A nukleotidok szerkezete

Nukleotidoknak nevezziik a nukleozidok olyan szaskait, amelyek cukorrészében
legalabb egy hidroxilcsoport foszforilezett, azawzforatom kapcsolddik legalabb az egyik
oxigénhez. Az @& szervezetekben talalhatd nukleotidok egy részekiemsavak felépitésében,
masik részik pedig a sejtek anyagcsere- és jahtfalyamataiban, mint kofaktorok jatszanak

szerepet. A 6. abrdn néhany példa lathaté nuklsatidkezetekre és elnevezésiikre.

NUKLEOTID

- NUKLEOZID N
NH, NH,

NUKLEOBAZIS
e .y oy
N N/ N N/
:O: (o)

NSy HO HO
: <)
HO-P-0_ & NT SN
OH & o r (? OH 9
3 > HO-P=0 0=P-OH
OH OH OH OH

adenozin-5'-monofoszfat (5'-AMP) 2'-dezoxiadenozin-3'-monofoszfat (3'-dAMP) adenozin-2'-monofoszfat (2'-AMP)

NH, NH, NH,

Ne S y B «a Nf Nf

N N N

0 </NfN/) S X, I
O O 1

Il
HO-P—-0-P-0 HO-P-0-P-0-P-0 o
OH OH OH OH OH o [ \&
Q O=P. >/_\(2.
/Do
OH OH OH OH HO OH
adenozin-5'-difoszfat adenozin-5'-trifoszfat adenozin-3',5"-ciklikus
(5'-ADP vagy ADP) (5'-ATP vagy ATP) monofoszfat (3',5'-cAMP vagy

cAMP)

6. abra.A nukleotidok szerkezete és elnevezése

A nukleozid-trifoszfatok a nukleinsavak bioszins&nek épételemei, melyeket a
megfeleb polimeraz enzim kapcsol 6ssze polimerlancokka rtanjtemplat) szal szekvenciaja
alapjan. A polimerizacios reakcidban az enzim ngnaz 53’ irAnyban halad a késziilj
szélon, azaz a 3’-szabad hidroxilcsoporthoz kaprsoktvetke& nukleotid egységet ugy, hogy

a beépit 5'-trifoszfat molekulabdl egy difoszforsavrész &gad (7. abra).
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nukleobazis

nukleobazis

nukleobazis

R:' o y OH OH
OH + HO-P-0-P-0h- ———— ‘
E*O OH OH ,/OH polimeraz enzim g OH
2'-dezoxinukleozid-5'-trifoszfat ‘
+ HyP,07

difoszforsav (pirofoszforsav)

DNS: R=H
RNS: R = OH

OH OH /OH polimeraz enzim 1 _ { OH

a-3%s-2'-dezoxinukleozid-5'*-trifoszfat +HyP,07

7. 4bra.A nukleinsavak enzimatikus felépitése nukleotidikb
1.1.5. A nukleinsavak elédleges szerkezete

A nukleinsavak el&dleges szerkezete a bazissorrend (szekvencia). ZEz2gyik
legfontosabb szerkezeti jellet)zigy egyértelmi leirdsa az éaltala hordozott informéacié miatt
feltétlentl szikséges. A 8. abran egy trinukleddithatd, melynek teljes szerkezete helyett a

feltlintetett egyszésitett 4brazolasi modokat, jeldléseket és elneedeészokas hasznalni.

adenin citozin guanin adenin citozin guanin

*OH *OH *OH
i i ; i P 0-P-OH
| o-p- = w L 0-p- -o-P-0_  [O-P-
HO. l-0-P-0. e} P 0, OH HO, O-P-0 i |
A OH OH NS : A OH OH OH
i
A c G 0 ¢ G
| [~OH [—OH -oH
HOH !
HO. b b i HO P. P P
!
dApdCpdG ! rAprCprGp
ApCpG 3 ApCpGp
ACG i ACGp
2'-dezoxiadenozil-(3' - 5%)-2'-dezoxicitidil-(3' - 5")- adenozil-(3' - 5")-citidil-(3' - 5)-guanozin-3'-foszfat

2'-dezoxiguanozin

8. dbra.A nukleinsavak etilleges szerkezete és abrazolasmaédjuk
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Mivel a nukleinsavak éaltaldban eldgazast nem tagab polimerek, a teljes, részletes
szerkezet feltiintetése a legtobb esetben felesleglegend a legegyszéibb, csak a
nukleobazisok egybés A, C, G, T és U béjelét tartalmazo6 bésor (szekvencia) leirdsa, ahol

egy beti az adott nukleobazist tartalmazé nukleotid egyisiedi.

1.1.6. A DNS masodlagos, harmadlagos és negyedlegmerkezete

A nukleinsavak masodlagos szerkezetén a molekukakzael$dleges szerkezet altal
meghatarozott, leginkabb masodlagos ékitk altal rogzitett, viszonylag stabil, allandé
szerkezetét értjuk, amely szerkezet szoros kapbsmlaall az adott nukleinsav bioldgiai
funkciojaval.

A nukleinsav polimerek efslleges, kémiai szerkezetének felderitése klasszikus
szerkezetbizonyit6 eljarasokkal az 1940-es évelexiidott be és ekkoriban bizonyitottak azt is,
hogy a nukleinsavak kdzul a DNS a sejtek Okigddiyaga. Azonban a DNS térszerkezetének
megismerése és bioldgiai funkcidja kozotti 6sszgéisgmegfejtéséhez tovabbi informaciokra
volt szikség. Mivel sokaig ugy gondoltak, hogy a®ben a négy nukleobazis valamiféle kozos
egységet (valamiféle tetranukleotidot) alkot, amedynétbdik a lancban, ezért a DNS
hidrolizistermékei kdzott talalhatd négyféle nukiémis mennyiségének kilbénbségeit valamiféle
mérési hibanak tekintettéek. Chargaff papirkromaibgs és fotometrikus vizsgalatai azonban
egészen pontosan kimutattak, hogy a kulodkEdéenyekidl izolalt DNS-hidrolizatumai mindig
az adott &lényre jellem® mennyiségi aranyokban tartalmazzak a négyféle enlidzist, de
mennyiségik nem egyenlViszont barmilyen @lénybsl szarmazo mintat vizsgalt, az adenin
mennyisége mindig megegyezett a timinnel, a guapedig a citozinnal (A = T és G = C,
Chargaff-szabélyok). Ezen kisérletek mellett spetkopiai adatok bizonyitottak, hogy a
nukleobazisok laktdm-laktim tautomer alakjai kozél DNS-ben a nukleozidoknal és
nukleotidokndal ismertetésre kefullaktam format veszik fel (10. &bra), valamint sike
rontgenkrisztallografiai felvételeket késziteni e@ssal parhuzamos DNS-szalakrol, melyek
hélix szerkezeét molekulara utaltak. A fenti tudomanyos kirako dgast a részletes adatok
elemzésével végul Watson és Crick illesztették éjsés 1953-ban publikaltak a DNS kett
hélix térszerkezetét, amely tokéletesen megmagiga@dDNS informacidhordozé és atordkit

tulajdonséagait. Az altaluk javasolt masodlagoslezast a 9. abran lathato.
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9. 4bra.A DNS ketts hélix szerkezete

A DNS szélai egymassal ellentétes irdnyokban fytnakzaz antiparallel
elhelyezkedégek. Ha fugglegesen helyezzik el a DNS-szalat, akkor az egykfslulil lefelé
5-3’ irdnyban halad, a masik feldlrlefelé 3'-5’ iranyban. A cukor-foszfat lanc cukészeinek
1’-szénatomjahoz, mint a légdskok, csaknem “vizszintesen” kapcsolédnak a nuidedsok. A
két parhuzamosan futdé lancon egyméassal szembénniéideobazisok kozott hidrogénkotések
biztositjak a kapcsolatot. A timin és adenin kox@tts, a guanin és citozin kdzott pedig harom
hidrogénkotés taldlhatd. Az &bran lathatdé moédon egymidinnel szemben mindig egy
purinbazis helyezkedik el, a béazisok kolcsbéndserghatirozzak egymast. Egy adeninnel
szemben mindig timin, guaninnal szemben mindig zaitotalalhaté. A kozottik kialakuld
hidrogénkotést Watson-Crick féle bazisparosodasmalezzik (10. abra). Ez az igen szelektiv
kotédés az oka annak, hogy a DNS &etszalbdl a replikacio soran ketgymassal tokéletesen
megegyeé kettés szali DNS tud képadni.
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10. abra.Watson-Crick bazisparok

A DNS masodlagos szerkezetének kialakitasdbantjsleszerepe van a kdzvetlenll a

nukleinsavhoz k&dé vizmolekuldknak, ezért jeledd az eltérés a viszonylag szaraz
koralmények kozott, illetve oldatban talalhaté reikbavak szerkezete kozott. A tényleges
térbeli elrendeddés fligg még a szekvenciatdl, valamint az oldafgtél-és ionefssegéil is.
Az igen sokféle véltozatos szerkezet abban kuldkbégymastél, hogy minden nukleotid-
egységen lehéség van egyrészt a cukidrglikozid kétése koruli rotacionak, azaz a nuklenba
elfordulasanak 9zin- és anti-konforméciok), valamint a cukorrész pentoizgye sem teljesen
sikalkatu, hanem tdbbféle, enyhén csavart konfoidhachet fel. Ezek dbb konformereit

mutatja a 11. abra.

o
’\\‘ N (0] O, /H
Y N H
N>\ N\ )N
GLIKOZIDKOTES KORUL, | Ho N—/ HO MN NoH
ROTACIOVAL LETREJOVO e} [e}
KONFORMACIOK
OH OH
szin-2'-dezoxiguanozin anti-2'-dezoxiguanozin
, 2'
5 3 - 5'
HOH,C.O l?ukleoba2|s HOH,C._4' nukleobézis
CUKORVAZ ” 1 . r
KONFORMACIOI 2 30
3'-endo (N) - konformer 2'-endo (S) - konformer

11. &bra.A nukleozidok konformaciéi

Oldatban a DNS tulnyomo része a Watson és Criek l&lirt B-DNS formaban van jelen.
Az ennél valamivel tomoérebb A-DNS forma a kevésimfrdtalt allapotban 1&v ketivs szalu
DNS-re, a DNS-RNS heteroduplexekre, valamint azse@yy RNS-ek dnmagukkal alkotott

RNS-RNS ketis szalu szakaszaira jellethZbben a formaban a késtspiral kbzepén egy Ureg
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helyezkedik el, mely a felulnézeti képen jol l&ksMasik jelends kulonbség a B-formatol, hogy
a nukleobazisparok alkotta lépg&sa spiral tengelyére miéeges sikkal majd 20°-os széget
zarnak be. A zegzugos lefutasu, a nukleobazisokat nsak a spiral kézepén szabdalyosan
elhelyezkedve, hanem a szélén is tartalmazé Z-DIglkompaktabb forma. Balmenetes &stt
szalat leginkdbb a metilezett nukleobazisokat lradad ketds szali DNS-ben talaltak meg.
Feltételezhéien ennek a szerkezeti elemnek a génszabalyozadietrjélenis funkcioja.
A DNS harmadlagos és negyedleges szerkezete ald@dN@ ketbs szal tovabbi

felcsavarodasat, valamint a DNS-hez nem kovalek&&uo fehérjékkel kialakitott szerkezetet
értjuk melyet minden esetben tovabbi masodlagogekik (hidrogénkotések, ionparképzés,

apolaris kélcsbnhatasok) stabilizalnak.

B-, A- és Z-DNS atlagos paraméterei

a hélix iranya jobbmenetes jobbmenetes balmenetes

a bazisparok szama menetenként 10 11 12
hélix-atméré (A) 13,7 25,5 18,4
menetemelkedés (A) 34 28,6 44.4
furandzgylrl konformacidja C2'-endo C2'-endo C2'-endo, 3'-endo
glikozidkotés konformacidja anti anti anti, szin

12. 4bra.A B, A és Z DNS szerkezete
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1.1.7. Oligonukleotidok szilard fazisu szintézise

A DNS oligomerek dallithsara az esetek tulnyomo részében Iépésenkénti
szintézisstratégiat alkalmaznak. Napjainkban agoolikleotidok dorit tobbségét szilard fazison
készitik és csak specialis esetekben (rovidebb verekdk, nagyobb lépték, mddositott
szerkezetek stb.) hasznalnak oldatfazisu szintézisdz alapvet eltérések az egyes eljarasok
kozott a foszfat-diészter kotés kialakitasdban aknnA DNS oligomerek szintézisére
alkalmazott foszforamidit illetveH-foszfonat modszerek kozos jellebpe, hogy a kapcsolas

intermedieren keresztil torténik.

A foszforamidit moédszer

Hatékonyséaga illetve gyorsasadga miatt a legeltefmbn alkalmazott eljaras. Szilard
hordozokeént leginkabb alkilamino csoportokkal detizalt fellletii kontrollalt porozitasu
Uvegport (CPG, controlled pore glass) hasznalnakhez borostyanksavamid illetve -észter
kotéssel kotik az efsnukleozidot. Egy-egy nukleozid kapcsolasa tobb ikétépésben zajlik,
melyek ciklikusan isméidnek a kdvetke¥ nukleotidok kapcsolasakor, ezért a modszer jol
automatizalhato. A szintetikus ciklust a 13. alranslélteti.

Egy nukleotid monomer épiégység hozzakapcsolasa a szilard hordozohoz kégitte
névekw polimerszalhoz egy négylépéses ciklusban tortédnitiklus lépései a kovetkék:

1. lépés (atmeneti védcsoport eltavolitds) az 5-0O-(4,4’-dimetoxitritil) (DMTr)
védscsoport eltavolitdsa a szilard hordozohoz kototinmr 5'-végébl. Ez egy éterkotés
vizmentes, savas kezeléssel (acidolizissel) ®éontasa.

2. lépés (kapcsolas)a kapcsolasi vagy kondenzéacids lépés, amelybfszioramidit
monomer és azH:-tetrazol aktivator (protontranszfer katalizatogvkréke a szilard fazishoz
kotott polimer szabad 5’-hidroxilcsoportjaval létozza a foszforossav-triészter kondenzacios
termeéket.

3. Iépés (lefedés, capping)nivel a kondenzaciés reakcido nem 100 %-0s hozanért
ahhoz, hogy ne képdjenek hibas (kimaradt nukleotid egységeket tamalim révidebb
szekvencigju) oligomerek, a kapcsolasi lépést Kiretegy ecetsavanhidridet és piridint
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tartalmazé acilez keverékkel az ék6 lépésben 1-2%-ban szabadon maradt hidroxilcsogedrto
ecetsavésztert képezve lefedjik, lezarjuk.

4. lépés (P(lIh—P(V)-oxidacio): enyhén bazikus, piridines jédoldhtttorténik a
foszforossav-trieszter (foszfit-triészter) oxiddaida kivant foszforsav-trieszterré (foszfat-
trieszterré).

A szintézis befejezéseamikor a polimer teljes hossza elkészilt, akkaralandd
védicsoportok eltavolitdsa és a szilard hordozoréktéripolimerlanc hasitasa egy Iépésben,
ammonias hasitassal torténik. A nukleobazisok \gdbcsoportjainak ammoénias hasitasa
hosszabb iét, 12-16 6rat vesz igénybe 55 °C-on. A teljes hasdgu oligonukleotidot a
rovidebb szalaktdl ioncserés kromatografiaval, ftottl féazisat HPLC-vel, vagy

gélelektroforézissel lehet elvalasztani.

DMTrO DMTrO

o B 1. vedocsoport
v eltavolltas
!
(e}

,_,.r'J (trlklorecetsav)

Z
NMO/ \N

N

2. kapcsolas
+ monomer
DMTrO. B2
© DMTrO.
o) B2 I/ //N
? N\
RO—P=0 0 1H-tetrazol
| [ (aktivator)
O.

I,/ H,O/ piridin

P
o Bl RO/ \o
T gl
(0]
4. oxidacio
J

3. lefedés
R =-CH,CH,CN Ac,0/ piridin
DMTr = 4,4'-dimetoxitritil
AcO.

13. abra.Oligonukleotidok szilard fazisu szintézise
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A H-foszfonat moédszer

A masik modern, bar kevésbé elterjedt médszer naggkben hasonlit azéabre. A H-
foszfonat moédszer esetében a kialakuld foszfitatigsstabilitasa a szintézis korilményei kozott
jO, ezért az oxidaciét nem szikséges minden ciklusblvégezni, hanem a teljes lanchossz
elérése utan egyszerre az egész lancon. A médsafinfye a rugalmassaga: az oxidalésiert

flggoen igen sokféle internukleotid foszfaton médosiatirmazék allithaté &l
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1.2. Onszervetidé rendszerek

1.2.1. Magasabb rend onszerve#dé rendszerek, G-kvartettek, G-kvadruplexek

A molekularis dnszervérés kozponti szerepet jatszik szamos meghatardyganfiatban
a bioldgia illetve a szupramolekularis kémia terdnguanozin molekulak kozoétt létrejév
hidrogén-hid kotésekkel illetve alkalifém-kationrsthbilizalt G-kvartett makrociklust &dz6r
1962-ben azonositottdk 5’-guanozin monofoszfat egggiojabol. Napjainkban a G-kvartettek
szamos tudomanyagban tortek felszinre, kezdverezadi bioldgiatol az orvosi kémian illetve
a szupramolekularis kémian at egészen a nanoteigiaig>

1990-ben, Guschlbauer, Chanton és Thiele ,Négyszdkieinsav szerkezetek 25 évvel
késsbb: a guanozin gélekt a telomer DNS-ig” cimmel 6sszefoglalé cikket editkozzé'
amelyben ramutattak az 1962-befisebr azonositott G-kvartettek (14. abra) fontossagéz
1980-as években, a DNS-ben kialakul6 G-kvartetijek @ figyelem kdzéppontjaba keriltek a
felmerib igéretes bioldgiai aktivitAsuk miatt. Napjainkbaem csokkent a G-kvartett
szerkezetek iranti fokozott érdékés. Tobb ezer publikaciéo és o6sszefoglald jeleng mes-
kvartettek szerkezetével illetve funkcéjukkal kapathan, beleértve néhany ab

osszefoglalét ist

a) H R b)

14. dbra.G-kvartett szerkezetek

A G-kvartett egy hidrogén-hidakkal stabilizalt kolew, amely képes kulonbéXationok
megkotésére és tokéletes modellként szolgal a midliek dnszerveéxés, illetve nem kovalens

szintézisek tudomanyaban. A molekularis 6nrefidég terillete harom részre oszthato:
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1) biomimetikus tanulméanyok
2) nem kovalens kolcsdnhatasok alapjainak tanuloZisa

3) U] Osszetett rendszerek szintézise

Biol6giai Szintetikus
Onszervezddés rendszerek
c\ / D
A molekularis 6nszervezddés
A alapjainak tanulmanyozasa E
B / \F
Modell rendszerek Alkalmazéasok: nanotechnolégia,

anyagtudomany, orvostudomany

15. abra.A molekuléris dnszervézlés tanulmanyozasa

A 15. dbra az emlitett terlletek kozotti kapcsdlaszemlélteti. A molekuléris
onszerve&dés kulcsfontossagu része a természetes és daintetndszereknek és ezen jelenség
megértésére szolgalé modellek gyakran a terméseeffigyelésébl sziletnek A-Gt)** A
modell célja, hogy leegysZeitsen szamunkra egy komplex rendszert, megengezhed egy
specifikus kolcsbnhatas vizsgélatat, amely kuldsfssagu lehet az ©nszergdeés
szempontjabdl §-at). A modell rendszer vizsgélatdbdl nyert alapvétforméaciok pedig
lehetvé teszik az eredeti rendszer megértéSéit], illetve 0j szintetikus rendszerek épitését és
ezek alkalmazasaf. A G-kvartett tokéletes modellként szolgal a molékis 6nszerveslés

alapjainak a megértésére illetve ezek felhaszn@asa

1.2.2. Nem kovalens kélcsdnhatasok altal stabilizdlipofil G-kvadruplexek

A G-kvartett szerkezeti felépitése kihangsulyozzakat a kulonb&k nem kovalens
kolcsbnhatasokat, amelyek a guanozin dnszédésgenek folyamatét ,katalizaljak”. Kulonk®z
alkéliféem illetve alkali-foldfém kationok jelenldtén az 5'O-terc-butil-dimetil-szilil-2’,3’- O-
izopropilidén-guanozin (Gl) egy apolaros oldoszerekben stabil, kristalyosfiigs-kvadruplex
szerkezetté rendédik. A G-kvadruplex, tobb G-kvartett szerkezet félgges “tapado”
kolcsbnhatasabol felépitett macrociklus. Az elmakhany év folyaman szamos lipofil

szerkezdt G-kvadruplex molekula kristalyszerkezetét azomosik 48 A 16. abran feltiintetett
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szerkezet 1)16X3K"xCs'x4pik (pik= pikrat anion), szerves oldoszerben egy 26x30x30 A
mérefi és tobb mint 8500-as molekulatonieggységes stabil szerkezetet alkot, amely 24
komponenstl tevsdik 6ssze? Az igy kialakult ()16%3K*xCs'x4piK lipofil G-kvadruplex

funkcioja: egy onszervédott ionofér, amely képes vizes kozéglkilonbozd sokat kivonni

szerves oldészerek szamara.

(0]
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16. abra.Egy lipofil G-kvadruplex kialakuldsa (M > 8500)

A nem kovalens kdlcsonhatasok kialakulasat és drikydex szerkezet létrejottét harom
rendesddési szintre lehet felosztani (17. 4bra). Adasinten négy G1) molekula hidrogén-hid
kolcsbnhatasok segitségével egy sik alkatu G-kettalkot. A masodik szinten a kialakult sik
alakti G-kvartettek “tapadd” kolcsdnhatas segitgégékapcsolodnak egymashoz, 3,3 A
tavolsagot tartva minden G-kvartett réteg kozott Kikalkati G-kvartett réteg kozé egy kation
ekebdik be, amely kation-dipol kdlcsthatast Iétesitlny® (1) molekulaval, stabilizalva ezzel a
hidrogénkotések segitségével kialakult kvartetriezzeteket illetve fokozva a rétegek kozotti
“tapadd” kolcsonhatast, kialakitva ezzel egy sta@hiszimmetrikus GxK oktamer szerkezetet.
A harmadik szinten négy pikrat molekula hidrogéékeék segitségével kapcsolddik a szabad
aminocsoportokhoz. Az igy képdott nukleobazis-anion hidrogénkéotések két bhebskvartett
szerkezeteti egységet kapcsolnak ossze jsszInmetrikus hexadekamer [334M*x4pik
szerkezetében, amely stabil szilard halmazallapotiietve oldatban ¥’ A képzdott

szerkezet emlitésre méltd jellegzetessége a melddalsejében egymastol 3,3 A tavolsagra egy
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vonalban elhelyezkéd kationok, amelyek egy bélsioncsatornat képeznek. A szerkezet
belsejében l&v kationok kozotti elektrosztatikus taszitast, avarkett oxigén atomjai illetve a
rétegek kozotti aromas tapadd kolcsonhatas mirmdlgi A kialonbéé nem kovalens
kolcsbnhatasok (hidrogénkotések, kation-dipol ésn vaer Waals kdlcsonhatasok)
egyuttnikodésének eredménye a szerkezetileg és szteredlagmis stabil lipofil G-
kvadruplexek. Ezen nem kovalens kdlcsonhatasok teggyliete kulcsfontossagu jelleépe a
guanozin dnszervédéseknek a biologiaban és a szintetikus kémiabyger&gt.

L. szint: G-kvartett kialakuldsa hidrogénketésekkel
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III. szint: hexadekamer G-loradruplex, anion-nukleobdzis hidrogénkité seldel
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17. 4bra.A kvadruplex szerkezet kialakulaséanak harom Iéjjése
1.2.3. A guanozin-5’- monofoszfat 6nszervédésének tanulmanyozasa
A guanozin szarmazékok kozismerten nehezen kesdelhwilekuldk laboratoriumi
koralmények kozott. A guanozin 6nszergdese nem meglégelenség: a molekulaban talalhato

hidrogéndonor és -akceptor atomok illetve a molekalomas felllete, idedlis aromas tapado
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kolcsonhatés kialakitasataAz onszervedds rendszerek ezen alapéetulajdonsdga mar az
1960-as években megalapozdodott, amikor Gellert @skatarsai beszamoltak a 3'-GMP) €s
5-GMP (3) (18. abra) molekulakbdl all6 rétegek kialakuléamamelyek hidrogénkotéssel
stabilizalt tetramereldd épultek fel. Diffrakciés modszerek segitségévelgdllapitottak, hogy a
guanin molekula N1-H illetve N2-H hidrogén donoomjai egy szomszédos guanin N7 és 06
atomjaival kapcsolodnak 0ssze. A kialakulé G-kwaneakrociklus sikbeli elrendédési és 8
hidrogénkotéssel stabilizaloédik. A hidrogénkotéssehbilizalt G-kvartettek hélix formaba
rendesdnek, amelyben minden G-kvartett egység 3,25 Alségpa helyezkedik egymastol.
Ezek az eredmények megegyeznelkokbsdiffrakcios adatokkal, amelyeket guanozin agalo

és poliguanilsav vizsgélatakor észleltek. Rovid w&lteltével ezen eredmények kozlése utan
Fresco és munkatarsai beszamoltak arrol, hogyigyaolilsav oldatban tdbbszalu hélixet alkot,
ami ebben az esetben is arra engedett kovetkezbhetgy a hidrogénkotésekkel stabilizalt G-

kvartettek aromas tapado kolcsbnhatéassal stalpdlizalkialakuld poliguanilat makrociklust.

o)
/N NH y NH
¢ A < 1
N N~ NH, ﬁ N7 “NH,
HO o o—h—0 o
. o)
0—P—0  OH OH OH
3-GMP (2) 5-GMP (3)

18. abra.G-kvartett épitkdvek

Az 1970-1980-as években két kulcsfontossagu fetteste kertlt sor a guanozin
onszerveédésével kapcsolatban:

1. Az 5-GMP @) nem minden kortlmeények kozott képez gélt. Bazik@silmények
kozott az 5-GMP 8) dianionos formaban van jelen és kisebb Onszédr szerkezeteket
képez, amelyek vizsgélata NMR-spektroszképias nevdsizvalt lehatvé

2. Az alkalifémek kozil kulonosen a*Kés a Nikationok képesek stabilizalni a
kialakult komplexeket! A kationokkal kialakitott kdlcsénhatasok értbet, hiszen a G-kvartett-

nek négy oxigénatomja a szerkezet belsejében Hedgidzel. A kationok megkotése nélkul a
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kialakult ciklikus elrendeimés elektronikusan kedvgtien lenné? ezért a kationokkal vald
kolcsdnhatéas kulcsfontossagu szerepet jatszik sa@dtt stabilizacidjaban.

A guanozin onszervédésével kapcsolatos elméleteket kiloritbézerkezetvizsgalati
mobdszerek tamasztjak ala: rontgen diffrakciés méedz cirkularis dikroizmus spektroszkopia
(CD), elektrospray tomegspektrometiig? illetve szilard fazisi NMR-spektroszképia. Az
[1]16x3K*/Cs™*4piK lipofil G-kvadruplex illetve a [d(GGGGTTTTGGGG)bzekvencidji DNS
kvadruplex molekula kristalyszerkezetének a vizsgal soran megallapitottdk, hogy a
szerkezetek belsejében a stabilzaféidhiok “szendvics” formaban vannak elhelyezketf/@:?
Az emlitett szerkezetek NMR spektroszkopids vizgior érdekes szupramolekularis
sztereokémiai jelenségekre lettek figyelmesek. HKdtalis G-kvarett (GxM*) tapado
kolcsonhatasabdl kialakuld szerkezet, a kialaktd@gdd” kdlcsonhatas orientacidjatdl illetve a
kozponti tengely kordli relativ forgatas iranyatéliggéen, legkevesebb hat lehetséges
diasztereomer szerkezetettel rendelkezik. Az 5’-GM& NMR-spektroszkopias vizsgalataibdl,
csak két stabil diasztereomer jelenléte volt azithat, ami az onszervéds folyamatok magas
fokG  sztereoszelektivitasat  bizonyitja. Ugyancsak MRNspektroszkopids  vizsgalat
eredményeként megemlitbethogy a 5-GMPxN& szerkezet NMR-spektrumaban jol
azonosithato elkilondlt jelei voltak a monomernskag o6nszervédott struktiranak, ami a
szerkezet kinetikai stabilitAsat bizonyitja. A3]gkNa oktamer szerkezef®Na NMR-
spektroszkopias vizsgélata soran*Nenok gyors “ki-be” mozgéasat igazoltak, amelyek-10
10°/sec sebességgel mozogtak a szerkezetben, ami #atya igazolja, hogy a kialakult
szerkezeteknek nem kell teljes mértékben disszocetihoz, hogy elengedjék a stabilizalo
kationt.

A nem kovalens szerkezetek Onszefidesének folyamata fontos szerepet jatszik az
anyagtudomanyok és a nanotechnoldgia tétékz 5'-GMP (3) kitiind modellvegyiiletként
szolgél az 6nszervédés folyamatanak tanulméanyozas&ra. Magasabb koncentracié mellett az
5’-GMP (3) monomerBl valamint, a d(GGGGGG) hexanukleotidbdl kialak@&P oligomerek
egyarant folyadékkristalyokat képeznek vizes oldaff* Az emlitett oligomerek CD és
rontgen diffrakcios vizsgalatai igazoltéak a G-kedrtartalma helikalis szerkezetek kialakulasat.
Az a tény, hogy az oOnszendlttt G-kvadruplexek vizes oldatban folyadékkristdiya
rendeddnek, fontos szerepet jatszik az anyagtudomanyoka@éetechnoldgiai alkalmazasok

terén.
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1.2.4. Nukleinsav G-kvadruplexek. Szerkezet és azositas

Azok a DNS és RNS oligonukleotidok amelyek guaninbgazdag szekvenciaval
rendelkeznek (kromoszémalis telomer, gén promdééeiok, RNS rekombinacios szakds?)
képesek G-kvadruplex képzésre, és ezen szerkehemdkionalis szerepe az Gélsejtekben
hosszu idn &t vitatott volt. Az elmult néhany évtizedbenrapd NMR-spektroszkopiés illetve
rontgendiffrakciés tanulmany sziletett a kilonboz-kvadruplex szerkezetdhr Az
oligonukleotidokbdl kialakult G-kvadruplex szerkézde egymastol a lanc hosszusagaban és
orientaciojaban kulonboznek. A kulonbzkvadruplex szerkezeteket mindig kationok
stabilizaljak és négy kulonallo, kéttvagy akar egyetlen szalbdl is kialakulhatnak. NMR-

spektroszkopias vizsgalatok igazoljak, hogy a guasm gazdag oligonukleotid szekvenciak

négy parhuzamos szalbél allé kvadruplexet képeghekabra)*2
a) 3 3 b ° 4 5 4
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19. &bra.Négy (a), ket (b, c) vagy akar egy (d) oligonukleotid szalbd@lakulé kvadruplex szerkezetek

A [d(TGGGGT)) kvadruplex molekula, Naionokkal stabilizalt kristalyszerkezetében
(20. abra) két elkulondlt hélixet taldlunk, amelyakgy G-kvartettet tartalmaznak, az 5'-
végeknél o©sszekapcsolddva azonos orientacioval regic G-kvartettbl allé “oszlopot”

alkotnak.
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20. dbra.Egy nyolc G-kvartetttl 4ll6 “oszlop” szerkezet
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A kialakult négyszali DNS-ben hét, egy egyenes éremihelyezked kollinearis Na
iont taladlunk, amelyek egy ioncsatornat hoznakeléds az igy képrott szerkezet sokban
hasonlit a 1)16x3K"xCsx4pik molekulabdl képadott lipofil G-kvadruplex szerkezetre (16.
abra). A tetraplex DNS szerkezetében a Mmok beékeldnek a G-kvartettek kozzé, vagy
kollinearisak a G-kvartett szerkezetekkel. A katibnegymashoz valé kozelsé@ébered
elektrosztatikus taszitast a G-kvartettek oxigémgai minimalizaljak.Ab initio kvantumkémiai
szamitasok segitségével megéllapitottak, hogy araBdtt oxigénatomjai és a kation kozott
toltésvandorlas van. Egyéb, a kialakult szerkezetwégzett szamitasok azt mutattak, hogy
elsssorban a karbonil-kation kétési entalpia fééeh szerkezet stabilizalasaért, hattérbe szoritva
ezzel a hidrogénkotéseket és az aromas tapadéckblesist® Tovabbi molekuladinamikai
szimulaciés szamitasok alatamasztottdk, hogy a d@Bkkiplex DNS csak a Ndonok
jelenlétében stabil, a stabilizal6 Nanok eltavolitisa a rendszer azonnali 0sszeomlaséa
okozza®* Egy guaninban gazdag szekvenciaju oligonukleoBdG Hoogsten kélcsénhatas
alapjan hajiszerkezetté képes alakulni (19. &bra, b, c). A akidt hajtiszerkezet
dimerizacibéjaval egy bimolekularis, két hurokkahdelke® G-kvadruplex szerkezetet kapunk.
A hurkok kétféle orientacioval rendelkezhetnek, et killonb6s szerkezeteket eredményeznek:
1) “oldals6” hurok, amely 6sszekéti a szomszeédaos parhuzamos szalakat (19. abra, b).

2) ,atlos” hurok, amely keresztezi a kialakult Gaklwuplex szerkezetet, 0sszekdtve a nem
parhuzamos szalakat (19. ébra, c).

A tetramolekularis G-kvadruplex szerkezetek a kuptirx nukleinsavak legegys#éb
csoportjaba tartoznak. NMR-spektroszkopias és talisgrafiai médszerek bizonyitottak, hogy
a tetramolekularis G-kvadruplexekben a szalak pamos elhelyezkedésk és a guanin-
glikozidos kotések minden esetberanti-konformacioval rendelkeznek. Két szal
0sszefonddasabol keletkebimolekularis G-kvadruplexek esetében nagyobb &ztopoldgiai
variacioval taldlkozhatunk. Egy klasszikus bimolékis G-kvadruplex szerkezetet a 21. abra

szemléltet.
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21. abra Egy klasszikus bimolekularis G-kvadruplex szegtez

Az unimolekularis G-kvadruplexek egyetlen szalbdkalnak ki és harom hurokkal
rendelkezhetnek (19d és 22. abra). A bimolekul&Biskvadruplex szerkezetek esetében
eléfordulé hurkok mindegyike megjelenhet az unimolékig G-kvadruplex szerkezetekben. A
guanin-egységekben gazdag emberi telomer szekvefs(TTAGGG)] vizes oldatban Na
ionok jelenlétében antiparallel szerkezététkvadruplex szerkezetet eredményez egy “atlés” és
két “oldals6” hurokkal. K-ionok jelenlétében az emlitett guanin egységekigmzdag

szekvencia, képes mas bonyolultabb szerkezeteldreireadni.
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22. dbra.Egy unimolekularis G-kvadruplex szerkezet

A G-kvadruplexek kationflidyg szerkezetek és alkali illetve alkali-fém kationakk
stabilizalodnak. A K- és Na-kationok gyakoriak az élsejtekben, ezért a G-kvadruplexek
tanulmanyozasaban ezekre a kationokra iranyul malggbb figyeleni” A DNS és RNS G-
kvadruplexek esetében altaldban a-ithok a kedvezményezett kationok a *Nanokkal

szemben, mivel a Kkationok méretiikél adodoan kénnyebben beébdhek egy G-oktamerbe.
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Hasonl6an az oligonukleotidokhoz, moddositott vaalingerek is képesek a G-kvadruplex
képzésre. A nukleinsavakkal ellentétben a peptithingavak nem tartalmaznak cukor-foszfat
lancot, helyetteN-(2-aminoetil)glicin alapvézzal rendelkezriékA DNS-sel ellentétben a
semleges PNS hibridizaciojat illetve 6nszefidfisének folyamatat nem destabilizaljak a szalak
kozott felle@ elektrosztatikus kolcsonhatasok. A PNS-molekullidalemazasa DNS analizisre
nemcsak nagyobb érzékenységre és specifitasraangjtiehetséget, hanem a PNS-szalak
kivalo homérséklet-, pH- és bioldgiai stabilitdssal is rdkeenek. CD (cirkularis dikroizmus)
spektroszkopias illetve fluoreszcens rezonancilt@etranszfer (FRET) vizsgélatok igazoltak a
DNS és PNS 1:1 ardnya keverééklkialakuld PNS-DNS, stabil szerkezét hibrid G-
kvadruplex kialakulaséat (23. abra).
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[4 3
Hibrid PNS, DINS,

23. 4bra.PNS-DNS, hibrid G-kvadruplex szerkeZét

Bizonyos esetekben, a guaninban gazdag szekvenoekkivant masodlagos
szerkezetekké rend@&thetnek. A DNS-szekvenalas illetve a polimeraz rdakcié (PCR)
Onszerveédések miatt. Az ilyen jelldg problémak kikiiszébolése kémiailag modositott
nukleobéazis alkalmazésaval torténhet. A modosimtkleobazisok képesek ugyan a G-C
Watson-Crick féle béazisparosodasra, de ezek a ezetdk nem képesek Onszeibaitt
szerkezetek kialakitadsara. A guanin egységek 7zdgeanin 4) egységekre vald cseréje (ami
az N7 atom eltavolitdsat jelenti) olyan rendszéalitasahoz vezet, amely nem képes stabil G-
kvadruplexet képezriff Hasonlé jelenséget tapasztaltak a 6-tioguanB) egységek
alkalmazésakor (24. abra).
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OH OH OH OH

7-dezazaguanin (4) 6-tioguanin (5)

24. dbra.Kvadruplex szerkezetek kialakitdsara nem képedpsitott nukleobazisok

Molekuladinamikai szamitasok igazoltdk, hogy ad@tianin egységeket tartalmazé DNS nem
képes G-kvadruplex szerkezetek kialakitasara, nsiv@6-on €% kén atom tul nagy a stabil G-
kvartettek kialakitdsashoz.

1.2.5. A G-kvadruplex szerkezetek azonositasa: a Kartett szélei alapjan

A G-kvartett szélein elhelyezkédhidrogén donor (MH és G-H) illetve akceptor
atomok (N) mind a szerkezet azonositasara szolgalo részelafita, a, b). Ezek az azonosito
helyek, amelyek a kialakult G-kvadruplex egész l&t&n az “arkok” mentén helyezkednek el,
képesek viz, kulonbézionok, aminosav-oldallancok és egyéb nukleobaziswgkotésére.
NMR-spektroszkdpidval azonositottak olyan hexanmgehéptamer szerkezeteket, amelyekben
két vagy harom adenin nukleobazis hidrogénkotdsgetsolédik egy G-kvartetthez (25. abta).

25. abra.G-kvartett-adenin kélcsdnhatas, hexamer és heptsreekezetekben
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A G-kvadruplex szerkezetek azonositasa: azonositagbél

A kristalyszerkezetek nagyon sok informacioval gablak a G-kvadruplexek
onszerveddésével, illetve azonositasukkal kapcsolatban. Rv&iruplex fellletén négy arkot
talalunk, amelyek magukba foglaljdk a-B, N,-H és N atomokat. A vizmolekulak az egész
szerkezetre kiterjéd hidrogénhid kdlcsonhatasokat létesitenek a guagiységek széleivel,
illetve a cukor-foszfat vazzal, kialakitva ezzelyggl elrendezett hidratacios gerincet a G-
kvadruplex arkaban.

A G-kvadruplex szerkezetek azonositasa: azonositéheérjekbol

A DNS és RNS oligonukleotidok, mas néven aptamek&lgesek olyan masodlagos
térbeli szerkezetet felvenni, amely nemkovalenkegél kdlcsénhatasokon keresztil egy adott
célvegyiilet megkotésére alkalmds célvegyiiletek lehetnek makromolekulak (pl. f¢&kéy, de
kis molekulatomeg vegyuletek is (pl. metabolitok, toxinok).

A legfontosabb DNS-fehérje kdlcsdnhatasok:

1) elektrosztatikus kdlcsdnhatasok

2) van der Waals kélcstnhatasok

3) vizmolekulakkal valé hidrogénkétések kialakitasa

4) nukleobazis-peptid kélcsbnhatas

A G-kvadruplex szerkezetek azonositasa: G-kvadruple aptamerek, szerkezetazonositas
kis molekulak segitségével

Kis molekuldk képesek létrehozni DNS és RNS aptakstrés a G-kvartett szerkezetek
gyakran részét képezik az aptamer szerkezeteknpkrf&innek hasonlé molekulafellileti részei
vannak, mint a G-kvartettnek és szamos biofizikeivie biokémiai tanulmany igazolta a porfirin
és a G-kvadruplexek kozotti kélcsonhatasokat iletzt, hogy az emlitett aptamerek G-

kvadruplex szerkezetté szergenek porfirin molekulék jelenlétébéh.
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1.2.6. Telomeraz inhibitorok: DNS G-kvadruplexeketstabilizalo kis molekulak

A telomer a kromoszémat alkoté DNS-szal két végdidlhatd rovid, tdbbszorésen
ismétbdo szakasz (embernél és allatoknadl a TTAGGG kod igiigt tobb ezerszer). A
telomerdz gatlasanak egyik lebstge az enzim-szubsztrat kdlcsonhatasok blokkokasdg
ugyanis az egyszali DNS egy telomerdz szubsztr&@;ksadruplex DNS nem. Az emberi
telomerben ismé&id6 5-TTAGGG-3' szakasz képes intramolekularis G-kwgdexek
kialakitasara, amelyek ionos korilmények kozothitd és gatoljdk a telomerazikbdesét. A
telomeréz géatlasa tehat az egyszalu DNS és a kial@kkvadruplex szerkezet k6zotti egyensuly
valtakozasatdl fugg. Nagy affinitasu kis molekuldegkotése hatékony stratégia lehet a G-
kvadruplexek stabilizalasara (26. abra). Azéeieszamoldé 1997-ben jelent meg, amely egy
antrakinon szarmazék DNS G-kvadruplex-me¢kés telomerazgatlé hatasat targyéaftahz
elmult évtizedben tébb szaz kis molekulanal tapdisit hasonlo telomerazgatlo hatast, viszont
nyitott maradt a kérdés az aromas molekuldk és & @MNkvadruplex kozotti kdlcsonhatassal
kapcsolatban. NMR-spektroszkopias, szaldiffrak@ésrontgenkrisztallogréfias vizsgéalatok azt
igazoltak, hogy a telomeréaz inhibitorok aromas-asrftapadd” kdlcsdnhatassal kapcsolédnak a

G-kvadruplex szerkezetek két széléhez.
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26. abra.Nagy affinitast kis molekulak kolcsonhatasa G-kumtdiex szerkezetekKel

1.2.7. Guanozin Onszervdiések az anyagtudomanyokban, bioszenzorok tervezéss

nanotechnolégia
A nanotechnolégia egyik viragzé terllete nagyméreekfligg a megfelél molekulak

nanométer, illetve mikrométer skalan valé elhelgésé***> A négyszali G-kvadruplex

molekula idedlis szerkezetnek bizonyult az adotapeterek kdzott. A kristalyszerkedesMP
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(2, 3 és poliguanilsav szaldiffrakcios vizsgalatai igiak, hogy ezek a molekulak aromas-
aromas tapadé kolcsdnhatassal 0sszekapcsolt Geltvarfid” szerkezetté szervémek. A
kialakult polimerek rendkivil stabilak voltak: 8@-ta felmelegitve illetve 8 M tiokarbamid
oldatban oldva sem sikerllt denaturalni a szerkedé®tt Marsh és Henderson elnevezte az
emlitett szerkezeteket G-drétoknak (G-wirfshelyesen meghatarozva ezzel a folyamatos,
parhuzamos elhelyezkedé®NS szuperstruktirakat (27. abra).

G-drétel

27. 4bra.DNS szuperstruktarak: G-drétok, feloomlott G-didfo

Atomer6-mikroszképia (AFM) segitségével analizalhatova talal a d(GT.Gy)
oligomerlsl kialakulé G-drotok, amelyek 10-1000 nm hosszuségés 18-25 A szélesdéak. A
kationok jelenléte a G-drotokban, a G-kvartett keeetekhez hasonléan nélkil6zhetetlen a
megfeleb stabilitas biztositasa érdekében.finokat adva a rendszerhez, egy sokkal hosszabb
és kevésbé 6sszenyomhato szerkezet keletkezgilexddNS-hez képest.

Tobb mint harminc évvel az 5-GMP gélek azonositdisam, a G-kvartettek igen fontos
szerepet kaptak a DNS G-kvadruplexek biol6giai n@eege miatt. A nukleinsavak
szerkezetének feltdrasa rohamosan felgyorsult rilelevtizedben, amelynek koészonbest
napjainkban szadmos G-kvadruplex szerkezete isnseretézek az adatok gazdag
informacioéforrasként szolgalnak a nem kovalens ddmhatasokrol, amelyek a guaninban

gazdag nukleinsavak onszergdeseét katalizaljak.
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1.3.N-Alkilguanin-szarmazékok [I, I1]

A guanin a dezoxi-ribonukleinsavakban illetve rib&leinsavakban jelenlévaltalanos
purin nukleobazis. A DNS és RNS-ben megtalalhaghikbzilezett szarmazékain tal, a guanin
eléfordul N-alkilezett formdban is. A DNS és RNS molekulakéttkbo mutagén illetve
karcinogén hatasoknak kitéve, exogén guanin szd&ko#z keletkeznek: 7-metilguanin, 7-
etilguanin, akrolein-2’-dezoxiguanin adduktumok .(Z8ra), ugyanakkor akl-alkilguaninok
endogeén korilmeények kozott is léteznek, sokoldaérepeket betdltve. A ribonukleinsavak
kalondsen nagyszdmu modositott nukleobazist taszhak, mint a wyosine és wybutosin,
amelyek mindketten guanozin szarmazékok, valammeaofil és hipertermofil élényekben a

tRNS funkcidinak kibvitésért feledsek, fokozva a dmérséklet-toleranciajukat és megndovelve

LI,

ezzel a sejtek élettartamat.
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28. abra.N-Alkilguanin-szarmazékok
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A 7-metilguanin szarmazékok, un. ,zaroszerkezeteliirvivd RNS metabolizmusaban
fontos szerepet jatszanak, a hitviRNS-t a sejtmagtdl a citoplazmaig szallitjak, wailat
kontrollaljdk a hirvié RNS stabilitasat. A guanin szarmazékok a termbsmetebforduld
szarmazeékaikkal egydtt, illetve a virusd@ajatsdgokkal rendelk&zacyclovir, ganciclovir és
penciclovir megjelenésével, amelyek hatdsos gyd@ygkza herpesz (herpes simplex, HSV) és a
baranyhimé (varicella zoster, VZV) virusfefzéseknek, nagymértékben megnoveltékNaz
alkilguaninok értékét. AN-alkilguaninok szintézisét és tulajdonsagait egyzéfoglald cikkben
tekintettik at [I]. AzN-alkilguaninok tovabba nagyon sok esetben tokéletedellvegylletkent
szolgalnak kulonbdy anyagok kolcsOnhatdsaiban, példaul a rakellenésahgagként ismert
ciszplatin és szarmazékainak kdlcsonhatasa a midlddkal és nukleotidokkal. AzN-
alkilguaninok fém-komplexeinek egy fontos csalajarakellenes ciszplatin komplex stb.) az
»N-alkilguaninok atmenetifém-komplexei” cim 0Osszefoglalé cikkinkben részletesen
megtalalhato [I1].
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1.4. Purin alkaloidok

1.4.1. Xantin alkaloidok (koffein, teofillin, teobromin)

A purin alkaloidok a purin nukleotidok méasodlagosetabolitjai;’ tébb mint 100
kiilonb6 novényfajpan megtalalhatodk’® A metilxantinok, mint a koffein (1,3,7-
trimetilxantin), teobromin (3,7-dimetilxantin) és efil-hiagysav, mind a purin alkaloidok
csoportjdba tartoznak (29. 4bra), és megtalalhaad@éban, kdvéban és szamos alkoholmentes
uditsben is.

O Rs O Rs
Risy N Risgs ’7\'/
A 2 o, Al o9=o
T TN
R, R, Ra
Xantin és metilxantinok Hugysav és metilhlgysavak
Szerkezetek Trividlis nevek R R, R; R4 0-2
Xantin és metilxantinok
xantin H H H - -
1-metilxantin CH, H H - -
3-metilxantin H CH, H - -
7-metilxantin H H CH, - -
1,3-dimetilxantin teofillin CHs; CHs; H - -
1,7-dimetilxantin paraxantin CHs; H CHs; - -
3,7-dimetilxantin teobromin H CHs; CHs; - -
1,3,7-trimetilxantin koffein CH, CH, CH, - -
Hugysav és metilhlgysavak
Hugysav H H H H -
1,3,7-trimetilhigysayv CHs CHs CHs H -

1,3,7,9-tetrametilhlgysay  theacrine CHs; CHs; CH; | CH; -
0?,1,9-trimetilhtigysav] liberine CH;, H H CH; | CHs

0?1,7,9-tetrametilntigysay metylliberine CH, H CH; | CH; | CH;

29. dbra.A xantin és hugysav vazon alapul6 purin alkaloierkezetek
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A koffeint elészor tedbdl és kavébdl izolaltak az 1820-as évegkfelében, de a koffein
bioszintézise illetve a koffein metabolizmusa eg@és2000-ig ismeretlen volt. A Kkoffein
szerkezetének a feltérképezése a XIX. szazad végéietett meg és Hermann Emil Fischer
német kémikus nevéhe#ztidik, aki ebszor irta le a koffein teljes szintézisét, amelgrees

része volt Fischer 1902-ben Nobel-dijjal jutalmanatinkdssaganak.
1.4.2. A koffein bioszintézise

A Kkoffein bioszintézisét illetve annak kulonkibatjait, el$sorban a kavéban illetve a
teandvényekben mar nagyon régota vizsgaljak. Aeng,thogy a koffein elfogyasztasa karos
hatdssal van az emberi szervezetre, illetve a thkefett termékek iranti megnovekedett igény
némileg serkeiteg hatott a kutatasokra. Ashihara és Su2ukijd Schulthess és munkatarsai
el izben irtak le a koffein bioszintézisét. A 30. &@brfeltintetett két alternativ reakciout
(szaggatott vonal) a kdvécserjében és a tea nokieyelejatszodd szintetikus folyamatokat

szemléltett?

o CHs

8 IE )
...... > &)
o)\N N O)\N N o)\N
)_| / H

:
:
2

|
N RP i RP .
XMP TMeXMP 17dMexan s
: e (para -Xan)
* X
o /CH3
saH P N SAM o HCS
\ - @ - - -
o)\ o)\ o)\ / o)\ / o)\
Xao 7-Me-Xao 7-Me-Xan 3,7-diMe-Xan 1,3,7-triMe-Xan

(teobromin) (koffein)
R-P=3-D-ribofuran6z-5'-foszfat
30. abra.A koffein bioszintézisének lépései, a xantozirtéloffeinig. Az egyes |épéseket katalizalé enzimek:

(SAM) S-adenozil-L-metionin, (SAHB-adenozil-L-homocisztein, (1) 7-metilxantozinszinta
(2) N-metilnukleozidaz; (3) teobrominszintaz; (4) koffsrintaz:
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A koffein bioszintézise négy lépésben foglalhatézés amelytl harom metilezés, egy
pedig nukleozidaz reakcié. A koffein xantin alapéizat a purin nukleotidok szolgéltatjak. A
koffein bioszintézisének diglancinditd) |épése A-metiltranszferdz enzim segitségével térén
xantozin metilezése. Radioizotopokkal jelzett Keték illetve azN-metiltranszferdz enzim
szubsztratspecifitasa alapjan arra lehet kovetkdzteogy a koffeinhez vez&tfé Gtvonal a
kbvetked: xantozin— 7-metilxantozin— 7-metilxantin— teobromin— koffein.

Annak ellenére, hogy ezek az informaciok nagyréskiavébol Coffea arabica és a
teabdl Camelia sinensjsszarmaznak, a megkéwbizonyitékokbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy
a koffein bioszintézisének a mechanizmusa mas gartalmu névényekben is hasonld, mint
példaul: a matellex paraguariensig? és a kakadTheobromacacag.>*>*

A koffein bioszintézisének az éldépésében a 7-metilxantozinééllitdsara kerul sor
xantozinbél kiindulva. A metilezési reakci6t 7-nbedintozinszintaz  (xantozih-
metiltranszferdz) katalizalja. A 7-metilxantozingAzt kodold géneket &dzor kavebol C.
arabica) izolaltak>>*® A bioszintézis masodik |épése egy nukleozidBzmetiinukleozidaz)
segitségével torténik, amely katalizalja a 7-matibozin hidrolizisét. A kavebadl izolalt 7-
metilxantozinszintazzal kapcsolatos részletes szetkvizsgalatok szerint a bioszintézisseds
masodik lépéseben lejatsz0dd metilezés és a nudtlebasitas egyméashoz tartoznak és egy

enzim katalizaljagket >’

A koffein bioszintézisének az utolso két [épégpt BAM-specifikusN-
metiltranszferdz enzim katalizalja, amely nem azoa el§ |épést katalizaldN-metiltranszferaz
enzimmel. NatiWN-metiltranszferaz aktivitast azonositottak nyersészlegesen tisztitott tea és
kavé novenyi kivonatokban. A bioszintézis utolsd k&pését a koffeinszintdz nievenzim
katalizalja, amely a koffein &hllitdsaért feléls 7-metilxantinbdl, teobrominon keresztul. A
rekombinans teobrominszintdz aktivitasa specifikas 7-metilxantin teobrominna val6
atalakitasaban. A rekombinans koffeinszintaz kggaeaxantint, teobromint és 7-metilxantint is
hasznositani a koffein @illitdsara (30. abra). Annak ellenére, hogy a par a legaktivabb
szubsztratja az emlitett rekombindns enzimnek, ckalatozott mennyisdg paraxantin
szintetizalédik a novényi sejtekben, tehat Be vivo modon ebdllitott koffeinszintaz,
elssdlegesen a koffein édllithsaert feléls (7-metilxantinbol teobrominon keresztil). A
teobromint tartalmaz6 kakaon és kinai tean radiopuk segitségével elvégzett kisérletek azt
igazoljak, hogy az emlitett ndvényekben a teobroosiak korlatozott mennyiségben alakul at

koffeinné. Nyers teakivonatbdl C( ptilophyllg azonositottdk és izolaltdk azt al-

37



metiltranszferaz enzimet, amely csak a 7-metilxatebbrominna valé atalakulasat kataliz&fja.
Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a teobromint taréald (felhalmozd) novényekben egy

specifikus teobrominszintaz enzim van jelen, ankégirolag a teobromin szintéziséért fétel

1.4.3. A koffein bioszintéziséhez sziikséges xantdpirras

A xantozin a purin alkaloidok szintézisénekéetzubsztratja, legalabb négy kilonb6z
aton allithato € és hasznosithato a koffein bioszintézisédeamovapurin bioszintézigde novo
at), az adenin és guanin nukleotidok bomlasanak (WMP-ut és GMP-ut) és & adenozil-L-
metionin (SAM)-ciklus (31. &bra).

De novo purin szintézis

NH, NH, 2
NZ N N SN N NH — N NH N NH
Sy — {1y == <7 = (A = {7

X pZ pZ j—
N i ﬁ N N ﬁ' N N ﬁ N N o N N o
Adenin Ho—z;o—l o HO_Z;O—| o Ho—z;o—l o HO—l o
OH OH OH OH OH OH OH OH
T / AMP IMP XMP / Xantozin
NH, o)
N B N N
</ | N </ | NH </ | NH
pZ = pZ
N N) o N N)\NHZ N N)\NHZ
HO. 1l HO
:o: HO—P—0 :o: :o:
OH
OH  OH OH  OH OH OH Purin alkaloidok
Adenozin GMP Guanozin
SAM-ciklus

31. 4bra.A koffein bioszintéziséhez sziikséges xantozbdlétasdnak fontosabb Utjai: SAM ciklusbdl felszaiig

adenozinbol (SAM-Ut)de novapurin szintézisde novaodit), AMP-Ut és GMP-(t.

A purin nukleotidok dlallitasa ade novo szintézis eredménye nem purin alapu
prekurzorok segitségével, azaz szén-dioxid, 1Oiftetrahidrofolat, 5’-foszforibozil-1-

pirofoszfat, glicin, glutamin, és aszpartat révénténik. A xantozinhoz vezétfé utvonal a
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kovetked: IMP — XMP — xantozin, amelyet az IMP-dehidrogenaz és 5’-nuidéa enzimek
katalizalnak. Az IMP-dehidrogenaz géatolja annalkeazimnek a rikbdését, amely a tea és kave
levelekben végbemérkoffein-bioszintézist korlatozza. A bioszintézishez szilkséges xantozin
egy része de novoszintézisutban keletkézadenin és guanin nukleotidokbdl szarmazik. Létezik
néhany potencialis Ut az AMRslkiindulé xantozin edallitasra, de az AMP> IMP — XMP —
xantozin irany a dominans. Mindhdrom enzimet, ameetyatalakulast katalizélja, az AMP-
deaminaz, IMP-dehidrogenaz és az 5’-nukleotidazineskzet azonositottak és izolaltdk
tealevelekbl.®® Egy masik Gt a bioszintézishez sziikséges xanteffallitasara guanin
nukleotidokbdl kiindulva a GMP- guanozin— xantozin Gtvonal. A szintézisben résztev
guanozin-dezaminaz enzim aktivitdsat igazoltaknssjtes tealevelek kivonataban, de a GMP-
dezaminaz aktivitasat nem sikeriilt feltérképéZiit. A GMP-deaminaz enzim hianyabdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a GMB IMP — XMP — xantozin szintézis utvonal a névényekben
nem niikddik.

A SAM (Sadenozil-L-metionin) a Kkoffein bioszintézisének nafharom metilezési
reakciéjaban a metil donor szerepét tolti be. Ailemtsi folyamatok soran a SABladenozil-L-
homociszteinné (SAH) alakul, majd homociszteinnéadsnozinna hidrolizalodik. Az emlitett
ciklusban felszabadult adenozin kdzvetlen/kozvetettion adeninen keresztil atalakul adenozin
monofoszfattd (AMP). Az igy keletkezett AMP a kaffdioszintéziséhez szilkséges xantozinna

alakul.

1.4.4. A koffein metabolizmusa

A koffein szamos fiatal névény levelében és éretjgitimolcsokben keletkezik ésoickl
felnalmozddik az emlitett ndvenyi szervezetekostiise soran. A koffein szerkezetében szérepl
harom metilcsoport eltavolitdsa a xantin keletkézésedményezi, amely a természetben egy
lassu folyamat részét képezi. A kavélevelekbe lenffein metabolizmuséat ézr 1965-ben
Kalberer kozolté? A koffein metabolizmusénak @lsfeltérképezése 6ta szamos kisérletet
végeztek 'C-izotéppal jelzett purin alkaloidokk&l®® amelyek eredményeképpen
megallapitottdk, hogy a koffein metabolizmusanakéaltja a koffein — teofillin — 3-
metilxantin — xantin atalakulas. A koffein metabolizmusaban #&g xantin, a purin
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metabolizmusanak fontosabb |épéseiben tovabb bondldgysavon keresztil szén-dioxidra és

ammoniara, majd allantoinra és allantoéatra (32a)abr

5-Acetilamino-6-formilamino-
3-metiluracil

5-Acetilamino-6-amino
3-metiluracil
2315

1,7-Dimetilhtigysav -1 1414
o
Xantozin Z-Metibxantin 11732 Paraxantin
57717548l 255551 —|
? 2.1.1.15¢ O 32225 [e) 11312 2.1.1.1
7-Metilxantozin 11312
2.1.1.160 1.14.14.1]
1.13.12 2.1.1.160f Koffein
1.13.12 |
1.17.32
1175
113.12
: ¢ [me] :1:1,,3,7.Tm.
' 7-Metilhigysav O 3,7-Dimetilhtigysav O h
TEE gy T
T 111312 | 1.13.12 1.13.12 Y 368 Trimeti
: 3-Metilxantin ¢ allantoin
1
|
Soia Glioxilat '
10X 1
B S
N-Metil
higysav
N,N-Dimetilhtigysav
H 1-Metilxantin
— FERETY o ENENEE

o) Enzimek:

1-Metlhlgysay | 11312 - oxidoreduktéz

1.14.141 - oxidoreduktaz

1.17.3.2 - oxidoreduktaz (xantin-oxidéz, Schardinger enzim)
1.7.33 - oxidoreduktaz (higysav-oxidaz,

1175 - oxidoreduktaz (koffein-oxidaz)

2.1.1.160 - metiltranszferdz (koffein-szintaz)

21.1.159 - metiltranszferaz (teobromin-szintaz)

2315 - aciltranszferaz (N-acetiltranszferaz)

2.1.1.158 - metiltranszferaz (xantozin-metiltranszferaz)
32225 - dlikozildaz (N-metilnukleozidaz)

32. abra.A koffein metabolizmusanak folyamatébreéia

A koffein metabolizmusa altaldban a koffein, tdofilé valo atalakulasaval keddik,
amelyet azN’-demetilaz enzim katalizal. A teofillin sokkal ggabban bomlik szén-dioxidra,
mint a koffein, ezzel is bizonyitva, hogy a koffei@ofillinné valé bomlasa a meghatarozo
atvonal a koffein metabolizmusaban, illetve magyatét ad arra a tényre, hogy miért

halmozédik fel nagy koncentraciéban a koffein egy@sényekben(. sinensis, C. arabig&®
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33. abra.A koffein metabolizmuséanak Utjai. A koffein tllnyomészt xantinné és 3-metilxantinna bomlik teoféin

keresztll. Az igy kéid6tt xantin tovadbb bomlik a purin metabolizmus ififi@vetve széndioxidra és ammoniara.
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2. Celkitiizések

A xantinszarmazékok meghataroz6 szerepet jatszsw@kos enzim illetve enzimatikus
rendszer intracellularis anyagcsere-folyamataibam szubsztrat és/vagy koztitermékek. Eddig
nem vizsgaltak, hogy milyen tulajdonsagokkal rekéehek a 3-szubsztitualt xantinszarmazékok

az esetlegesen kialakulé6 magasabb idattamer illetve kvadruplex szerkezetekben.

1. A QUILD program keretein belll elvégzett szamé@des molekulamodellezési és
siriiségfunkcional-elmélet szamitasok (DFT) alapjanrae®ixantin, a 9-metilguaninhoz és 9-
metilhigysavhoz hasonloan, igéretes tetrdd- ésrupbekképsd sajatsagokkal rendelkezik a
magasabbreridszerkezetek kialakulasa esetén. A feltételezétskahatasok vizsgalatahoz a 3-
metilxantin szintézisét, majd azoéllitott célvegyilet MS és NMR karakterizélasavéeatem a

magasabb reridonszervedds rendszerek kialakulasanak és igazolasanak céljabol

2. A 3-metilxantinra elvégezett igéretes molekuldsallezési szamitasokat alapul véve
olyan 3-szubsztitualt xantin-heterociklust tartabdia dezoxi-ribonukleinsav (DNS) és
peptidnukleinsav (PNS) monomerek szintézisét téevezamelyek kdzvetlendl felhasznélhatéak
3-szubsztitudlt xantintartalmi DNS és PNS oligorkeseilard fazisu szintézisére. A szilard
fazisu szintézis segitségévebdlitott 3-szubsztitualt xantin-tartalmi DNS és Pbl§jomerek
vizsgalatara MS és NMR spektroszkopias modszerddalmbzasat terveztem, amelyek
segitségével igazolhatbak a 3-szubsztitualt xartedini, magasabb reinddnszerveds
rendszerek kialakuldsa. Hasonl6an a guanin kvartettvadruplex szerkezetek kialakulasahoz,
varhatdéan a 3-szubsztitualt xantinok domindHstadutomer formaja ékeqiti a tetramer illetve

kvadruplex szerkezetek kialakulasat.
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3. Sajat eredmeények targyalasa
3.1. Elszmények [Il]

3.1.1. Semleges és pozitivan toltott Uj purin tetraer szerkezetek

Az dnszervedds képességekkel rendelkemolekulak, széles korben felhasznalhatéak a
szupramolekularis kémia, orvosi kémia, szerkezelbgia és a nanotechnologiai alkalmazasok
terén’* A G-tetradok azonositasa 6ta, elméleti szamolasékrkisérleti eredményekre alapuld
nagyszamu kvadruplex szerkezetet azonositottak. Upzszerkezetek szamos modositast
tartalmaznak, kezdve a guanin nukleobazison tériéttoztatasoktol egészen a teljes monomer
egység helyettesitéséig. Minden esetben bebizodgtisohogy a kationok nagyon fontos
szerepet jatszanak a kialakult kvadruplex szerkézstabilitasaban, beékelve a tapado tetrad
szerkezetek kdzze, valamint negativ toltéssel dkade molekuldk kdlcsdnhatadsa a kvadruplex
szerkezetekkel tovabb novelheti a szerkezet dfaddli. Az emlitett esetek mindegyikében a
kialakulé kvadruplex szerkezet elektromos szempinsemleges volt. A tdltéssel rendelkez
kvadruplex szerkezetek fontosak lehetnek nemcsakildnb6z ionok megkdtése céljabal,
hanem Uj lehéségeket nyitnak a magasabb rérsderkezetek tervezése terén is (nano-drotok).
Az eddigi megallapitasok szerint a G-kvartett seeetek a legmegfeldb molekulak a tapado
kolcsbnhatasok kialakulasara mivel a guanin egység®s kolcsonhatassal kapcsolédnak
egyméashoz, ami egy optimalis sikbeli alakot biztasi szerkezetne?. Mas purin alapt
tetramereket is vizsgaltak, de ezek a szerkezeiekan esetben gyengébb kdlcsdnhatasokat
tartalmaztak, illetve kevésbé sikbeli alkattal relkdztek’® A kevésbé sikbeli alkat kialakulasa
ertheb ezekben a szerkezetekben, mivel a nukleobazisak asgy hidrogénkétéssel
kapcsolédnak egyméashoz ezekben a tetramerekbemagywbb flexibilitast illetve a sikalkattol
eltés szerkezetet biztosit a molekulanak. Jelen tanwibem bemutatjuk, hogy a xantin
tartalmu szerkezetekben két alacsony potencidlgédgénkotés kialakulasara van leisgtg a
szomszédos xantin egységek kdzétt, valamint agly adermészetbenddrduld hugysav képes
a tetramer képzésre xantin segitségével illetvéiite* Kovetkeztetésképpen a kialakuld
rendszer egy pozitiv téltéssel fog rendelkezni, as kdlcsdnhatas kialakulasaval jar. EIméleti
szamitogépes szamitasokra alapozva, olyan kvameitiszerek kialakulasat feltételezzuk,

amelyek pozitiv toltéssel, illetve toltés nélkul alinak ki xantin illetve hagysav
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szarmazékokbdl. Az elvarasainknak megtidal a kialkuld szerkezetek képesek kulordhoz
anionokkal val6é kolcsonhatasra, valamint a monokiekézotti két ebs hidrogénkotés
kialakulasa sikalkatot kblcsondzhet a szerkezetekfidegjobb tudomasunk szerint ez azéels
olyan tetramer amelyben, a pozitiv toltés a tetraszerkezethez tartozik, nem pedig a kézponti

fémionhoz.

3.1.2. 9-Metilxantin (Xa) és 9-metilhugysav (Ua) momerek, dimerek és tetramerek

Az elméleti szamitogépes molekulamodellezési etdiriségfunkcional-elmélet
szamitasokat a QUILD program keretein belll védezfixantin és a hugysav természetben
eléfordulé nukleobazisok (34. abra), amelyek ebberesatben egy adott alapvazhoz (cukor-
foszfat, PNS) valé lehetséges kapcsoldédasi modottiefteznek, azonban a xantin N(7)-en

protonalt forméajanak (XaH kiemelt szerepe van a kialakul6 rendszerekben.

11.4640.1
Q 1.74 9 ., [763]
10.5
[11.80] HNT 6 37\ [9.56] HNT 6 o
Py Al sey—H Py | =o
3 N 3 N
0Z N | 07 >N {
H CH, H CHs
6.3 5.1040.05
[7.50] [12.98]
Xa Ua

34. dbra A 9-metilxantin (Xa) és 9-metilhigysav (Ua) p#6 plg értékei. A kisérleti pKértékek dlt betiivel a

becsiilt elméletei értékek szogletes zarbjelbemmit a pk, értékek alahtzott karakterrel jeloltent’

A 35. 4bra a kialakult optimalizalt dimer szerkeket szemlélteti (kbtési energiakkal és
a megfeled hidrogénkdtés-tavolsagokkal), amelyek a kialakklértett szerkezetek édleges
kolcsbnhatasait képviselik. A feltiintetett p&rtekek alapjan a vizsgalt toltéssel rendelkez

strukturak efsen savas korilmények kdzott alakulhatnak ki.
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35. dbra.A tetramer szerkezetek kialakuldsdhoz sziikségaemdr kélcsdnhatdsok (a szamitott kotési enegiak
zarbjelben vannak, kcal/mol), valamint az optimdtihidrogénkétés-tavolsagok a proton és az akcéywtieroatom

kozott.

Amint az a 35. abran is lathatd, a dimer szerké&bete kialakuld kotési energidk igen
igéretesek, kilonbtsen az alacsony potencialgatddedhidak jelenlétében. Az egyedili kivétel
a XaH-XaH" kélcsonhatas mivel ebben az esetben a kétési enésga kolcsonhatasi energia is
pozitiv. Figyelembe véve a XdkKa és a XaF-XaH" dimerek kozotti nagy kotésienergiabeli
kulénbséget, egyszemagyarazatot talalunk a XakaH" dimerek esetében kapott eredményre,
mivel ebben az esetben a hidrogénkotések nem tlkdjapenzalni a molekulan belil kialakuld
elektrosztatikus taszitd det. Az ) dimer szerkezetek tovabwéltakozé hidrogénkotéseket
tartalmaznak (proton donor és akceptor mindkét mmarben), ellentétben a G-G dimerekkel.
Az emlitett valtakoz6 hidrogénkotéselésgitik a sikalkat kialakulasat, ami nagyon forgos
kvadruplex szerkezetek kialakuldsa szempontjabidelna sik alkatl tetramerek hatékonyabbak
a tapadd kolcsonhatadsok kialakitdsdban. A kapotéskénergia-értékeknek koszonkext a

legstabilabb kvadruplex szerkezet az Xa$ az Ua molekulak kotott alakulhat ki, de az Ua

45



molekulakbdl képadott tetramer szerkezet is igéretes. Adbblemlitett esetekben a kialakuld

kvadruplex szerkezetek kétszeresen pozitiv toltéssalelkeznek, az utdbbi pedig semleges

marad. Nyitott maradt viszont a kérdés, hogy a (Naldzerkezetek stabilizalhat6ak-e negativ
ionok kolcsonhatasa révén

A 36. abran lathatd tetramerek az emlitett dimerlszetekbl épultek fel. Egyesek
kozuluk csak egy féle monoméit(Ua)s, (Xak, (XaH")4] épiilnek fel hasonléan a G-tetramer

szerkezetekhez, viszont vannak olyan szerkezetek|yak két kilonbd& monomer egyséket
tartalmaznak.
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36. dbra A vizsgalt tetramer szerkezetek. A zaréjelbers lExamok a szamitott kdtési energiat mutatjak (kuoaly

Az dssztoltéseknek kdszonbienh, +4, +2, és zérus toltéssel rendelikdeamplexeket, valamint 8
6, és 4 hidrogénkotést tartalmazo szerkezeteketikkp

A 37. abra a tetramer szerkezetélkbszarmaztathatd alternativ fragmentalodast

szemlélteti, amely minden esetben két kulobdimer fragmens kozotti kdlcsdnhatasra lett
kiszamolva. otfé

Kétféle fragmentalédasi lebmget kulonbdztetink meg, (AB)+(CD) és
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(AD)+(BC) tipusok, a 37. abran feltiintetett A, B, & D régiok alapjan. A (XaHXa), tetramer

fragmentalddasi analizise soran a kovetkerdményeket kaptuk: az (AB)+(CD) esetén 1,36
kcal/mol valamint a (AD)+(CD) esetén -19,92 kcallrkdlcsonhatasi energia értékeket kaptunk.
A pozitiv kdlcsonhatési energia értékek, ellentétbedimerek vizsgalatakor kapott ertékekkel

(35. abra) egyérteltien azt mutatjak, hogy ennek a tetradnak a kialakukiedvedtlen. Ezek a
tények azt mutatjdk, hogy az AD és BC dimer fragee&nkozott afs kolcsdnhatds van
(semleges és protonalt formabandéxantin k6zott), de a hidrogénkotések nem eléigpak
ahhoz, hogy kompenzalni tudjak az AB és CD dimekékott (mindketd pozitiv toltéssel

rendelkezik) kialakul6 elektrosztatikus taszitast.

o} " H
HsC
AHaC\N/(N~H o I B AHBC\N/Q@ H B Ar \N/QNG;DH__O h CBH3
NN CHs N—H1~"Q CHs NN /
~g-{H™ aH\ 4N ~o--{H” H
o)\ \ w0 o)\N ° N0 O)\N\ N
VIS no hS no g | H
NG . N N~ e
(@] U _H-F IV
< Juan" Ua |\ _ o [ ual R TO=<(XaH "\ — h wH XaH")
N =~ H N — I Xa = H
nd T Vot N < N No-- FH=NG N N N/Ko- =N
A Pomayte  wd ]
o H H
D CcC D cC D C
(Xa-Ua), |(XaH*"-Ua), | (XaH*"-Xa), (Va), G,
(AB)+(CD) -22.67 -3.53 1.36 -23.40 -46.79
(AD)+(BC) -5.54 -18.63 -19.92 -23.40 -46.79

37. dbra Dimer fragmentéaciok. Az A, B, C és D monomeré&itialakult dimer szerkezetek, a dimerek kozotti

kolcsonhatési energiat a tablazat szemlélteti.

Hasonlé adatokat kaptunk a (X&Hda), tetramer vizsgalata esetén: -3,53 kcal/mol és6318,
kcal/mol kélcsonhatasi energiak az AB+CD illetve/2+BC fragmentélodasok esetén. Az Ua

monomer N(7)-H atomja és az Xahnhonomer O(2) atomjai kdzott kialakulé hidrogénlebté

nagyon gyenge, ami

a H(7)---O(2) atomok kozottizonglag nagy kotéstavolsaggal

magyarazhaté (2,13 A) (35. abra). Annak ellenéreglenéleti szamitasok alapjan a kialakult
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dimer szerkezetek igéretes kblcsonhatasokat tatiakita modellezett tetramer szerkezetekben,
minden esetben a vartnal gyengébb kolcsonhatabaiktleztek, mint a G-tetradok esetében. Az
alacsony potencialgatu hidrogénkotéseknek koszéahet tetramerekben extra kélcsénhatasok
alakultak ki a dimer szerkezetek kozott, valaminpaitiv toltéssel rendelkézszerkezetek
képesek voltak kulonbdzanionokkal val6é kélcsénhatasra.

Az targyalt elméleti szamitogépes vizsgalatok eradyminek a kisérleti (MS, NMR) igazolasa

jelenleg folyamatban van.

3.2. 3-Szubsztitualt xantinok [IV]

3.2.1. 3-Szubsztitudlt xantinok mint igéretes kvadrplexképzo molekulak

Azok a kvadruplex szerkezetek, amelyek legkeves@blhetrad vagy tetramer szerkezet
JLapadd” kdlcsdnhatasabol alakulnak ki, illetve dhithdd kationok segitségével stabilizalodnak
(Na", K*, NHg"), kiulénbos optoelektronikai sajatsagokkal rendelikeszupramolekularis
rendszerek alap épélemei lehetneR'® Eddig szamos valtozatos alakzatot javasoltak a
kialakult guanin rendszereknek, és minden esetis#rl&tileg vizsgaltdk a kialakult kvadruplex
szerkezeteket. Mas purinvazas (adenin, hipoxdhtih§*®® és pirimidinvazas (uracil, timin,

citozin)?°

molekuldk esetében is végeztek szamitogépedsérlkti vizsgalatokat, amelyben az
emlitett molekuldk kvadruplexképpzsajatsagait vizsgaltak. A szamitégépes modellexes
kisérletek azt mutattak, hogy minden esetben aaludt tetrad szerkezetekben az egyméssal
szomszédos heterociklusok kozoétt csak egy staldlizi@rogénkotés alakult ki, amely gyengébb
kolcsbnhatast és kevésbé sik alkatot kolcsonzdtiakakult szerkezeteknek, mint a guanin
tetradok esetében.

A jelen tanulmanyban a 3-szubsztitualt xantinokrifpisszarmazékok) magasabbrénd
szerkezetekbe valdé Onszergdesének képességeit vizsgaltuk. A 3-szubsztitualtinok
dominans HA-tautomer formaja lehété teszi, hogy a kialakult tetrdd szerkezetberoanszédos
xantin egysegek két hidrogénkotéssel kapcsolddjaggknashoz, hasonléan a guanin tetradok
kialakuldsahoz. Ezek alapjan feltételeztik, hogkiadakul6 magasabb refidszerkezetben, a

xantin egységek kozottés kdlcsonhatasok, és teljesen sik alkatu szerledalatl ki gazfazisban
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is. Az emlitett vizsgélatok elvégzéséhez a legegyibb purin modellt, a 3-metilxantint
valasztottuk (38. abra) kationokkal és kationokakl

H
)a\ _HO%

Ng >N \r
H3C_N3 6 —
1

38. abra.7H-3-Metilxantin egységeldd sszeallt tetrad szerkezet, kationok nélkiil éokakkal (kat: Na', K,
NH,").

A xantin, a 9-es helyzetben glikozilezett nuklegaiid nukleotidjai és alkilezett
szarmazékai meghatarozé szerepet jatszanak szampsn eés enzimatikus rendszer
intracellularis anyagcsere folyamataiban, mint sztiatok illetve koztitermékek. A xantin
mindkét enzim, a xantin-oxiddz és a xantin-dehidrdg enzimek szubsztratja, a hugysav
kepzdéséenek koztiterméke illetve a purin nukleotidoktabelizmusanak végterméke (1.4.
fejezet). A 3-metilxantin, a metilxantin alkaloidok(koffein, teofillin, teobromin)
metabolizmusanak koztiterméke, amelyeket légugdmigek, tgymint kronikus tbldetegség és
asztma kezelésére is alkalmaziak.

A 3-szubsztitualt xantinok magasabb réndendszerekbe valéo oOnszergdeseének
lehetségeit eddig még nem vizsgéltak. Elméleti szamfiégévizsgalatokkal kezdve, majd
kisérletleg megvalositva, megvizsgaltuk a 3-sztibgdt xantinok- tetramer illetve
oktamerképé sajatsagait. Az elméleti szamitasok kovetkeztétédapul véve, 3-metilxantint
allitottunk eb,’”*® majd a magasabb reindzerkezetek kialakulasanak a vizsgélatara nane-ESl
MS tdmegspektroszkopias és oldatfazisi NMR modkeeteasznaltunk.
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3.2.2. ElIméleti szamitogépes vizsgalatok

A QUILD prograni®'® keretein belil szamitégépes molekulamodellezési és
siriségfunkcional-elmélet szamitdsokat (DFT) végeztanR-metilxantinra, a 3-szubsztituélt
xantinok csaladjanak egyik legegys#ay képvisaedjere. A kialakult, optimalizalt tetramer és
oktamer szerkezeteket kationokkal és kationok jétemélkil a 39. dbra szemlélteti. A négy 3-
metilxantin monomer egységb kialakul6 tetrdd szerkezetben a szamitott hidn&géesi
energia: -66,1 kcal/mol (1. tablazat).

kation klaszter Relcsonhatas Epomias Evstes
tetrad + ion -100.30 3.69 -96.61
Na'
oktad + ion -135.78 10.56 -125.22
tetrad + ion -73.09 2.75 -70.34
K+
oktad + ion -106.27 4.56 -101.71
tetrad + ion -75.58 3.75 -71.83
NH,"
oktad + ion -103.20 4.39 -98.81
”egz m§2°mer -73.62 7.52 -66.10
kationok gyseg
nelkdl tetrad + 51.84 4.80 47.04
tetrdd

1. tdblazatKotési energiak (kcal/mol) a 3-metilxantin tete€sloktad szerkezetekben, tapado kdlcsdnhatasiiékerg

a kialakul6 tetrad és oktad szerkezetek kdzottkimesi energiak.

e
— ==
F= X
i\;’éfc%{( . . _© %é)<
=
7\\2%;1)'(@ J\&'%

39. dbra.3-Metilxantinbdl kialakulé optimalizalt tetrad (baldal) és oktad (jobb oldal) szerkezetek, kationélkil
(a) illetve kationokkal (b: Nac: K', d: NH,")
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A kialakult tetrddok kozul a kdzponti fémion nélkiietrad szerkezet is stabilnak
bizonyult gazfazisban, valamint a kulonbokationok hasonlé hatast gyakoroltak a kialakult
szerkezetekre, mint a guanin tetradok esetébengzetesen a natrium ionok igyekeztek a
kialakult tetrad sikjdban maradni, viszont a kéliésnammonium ionok a tetrad sikjan kival
helyezkedtek el. Az eltérion radiuszoknak koszonlbein a Na (1,02 A) és K (1,38 A) ionok
esetében a kialakult szerkezetek éttbkivoltak illetve a hasonld, tetrad sikon kiviltiopumok
a K és NH' ionok esetében megmagyarazzak a gazfazisbanitfedédl kation kotésienergia-
sorrendet. A megallapithaté stabilitasi sorrend NaNH," = K™, valamint a 3-metilxantin tetrad
(BMX),4 szerkezet és a kationok kozotti kotési energi®,6-QNd), -71,8 (NH) és -70,3
kcal/mol (K).

Na’ ion jelenlétében kialakulé oktad szerkezet volkeginkabb sik alkat( szerkezet,
valamint a kdzponti fémionok nélkili szerkezet valteghajlottabb. Minden esetben az oktad
szerkezetekben 16M3MX), komplex bizonyult a leginkabb sik alkatun&z oktad szerkezetet
kialakitd két réteg kozott kdzel kbzépen helyezekdel a kationok, €s minden aggregatum
esetén a kialakuld két réteg kozotti elfordulasgsezinegkdzelileg 17°. A rétegek kozotti
emlitett tAvolsdg nagyon hasonlé volt minden kialdkkomplex szerkezet esetében, igy egyik
fémion illetve az NH' sem befolyasolja az optimélis tapad6 tavolsagot. kialakult
klaszterekben a 2. tabldzatban feltintetett ‘defsdrogénkotések (N1H---O6) sziurke héttérrel
vannak feltintetve, valamint a “kidlshidrogénkotések (N7H---O2) a sotétszirke és ggstatt
vonallal jelolt rész kdzott talalhatdéak. A kissé€éghajlott” szerkezetekben a kialakult ,kéils
hidrogénkotések minden esetben nagyon kodzel abtakoptimalis lineéaris elhelyezkedies
kotésekhez. Az emlitett kidlshidrogénkotéseknek egy sik alkatl szerkezetbeaskeskellene
lineéris orientacioval rendelkezniik, ami a karth@@i=0O) és az N-H csoportok kotésszogeivel
magyarazhato.

A kation-kotési kolcsonhatdsok éssége a kétrétégoktamer szerkezetek és a tetrad
szerkezetek esetében is azonosak voltak: NAH;" =~ K*. Megjegyzend azonban, hogy két
(B3MX), egység kozott kialakuld tapadd kotési energia -4Kkgal/mol, ami efsebb
kolcsbnhatasnak bizonyult, mint a megféledpadd kotési energia a 9-metilguanin egységlekb
kialakul6 oktamer klaszter szerkezet (9M@setében (-35,4 kcal/mol). A tetrad és oktad
szerkezetek esetében kapott elméleti eredményedtekiek a (SMX) és (B3MX) szerkezetek

kisérleti vizsgalatara a megfdldtationok jelenlétében illetve kationok nélkul.
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N
N\ 2 ~NZ_ N
N "\l/go,_—H
CHs
szimmetria dy oy d, as
Klaszterek (tetrad rétegek) | (da) (@) (da) (@)
BMX), C, - 173 170 174 175
*é (3MX),+Na' Cs - 1.75 165 1.77 176
£ @MX)K Cs - 1.79 168 175 173
- . 1.76 170 175 172
(BMX)4+NH, G 182 (@167 (178) (175)
(felss) 1.70 169 178 173
(BMX)sg Cs
(als6) 1.70 171 177 174
(felss) 1.70 164 175 178
(BMX)g+Na’ Cs
< (als6) 171 163 175 178
S (felss) 172 167 1.80 176
S (BMX)g+K* C,
(als6) 172 167 181 176
) 171 167 1.81 175
) (fels) 172y (@e8) (181 (176)
(8MX)g+NH, = . 1.72 167 1.82 175
(als6)

@71 (169 (1.81) (175)

2. tablazat A 3-metilxantin (3MX) klaszterekben a heteroatosrhédrogének kozotti hidrogénkétések

kotéstavolsaga (A) és kotésszoge

A ,belsd” hidrogénkodtések (N1---O6) a szerkezetben sziudtérrel vannak feltintetve, a ,kdls
hidrogénkotések (N7H---O2) a sziirke hattér és rkesaizaggatott vonal kézott helyezkednek el. Oswgihan a G
szimmetriaju esettel (Kat NH,"), a G-szimmetrikus klaszterekben (katNa', K*, kation nékiil)d, = d; (a ,belss”
hidrogénkotések megegyeznek, N1H---O6£s d, (a ,kilss” hidrogénkétések azonosak, N70---H). Az oktad
szerkezeztekben a magasabb {elss alacsonyablalsd) fekvédi tetrad rétegek esetében, a kdtéstavolsagok és a

kotésszdgek némileg kilénbdznek.
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3.2.3. A 3-metilxantin eballitasa

N
) NH
g <Nj|\):/)\NH2 = 0 il
— (I -
OH OH N N NH, N N~ o
Hal

6 7 / 8 \
" (@] Bn\ Bﬂ\ (@]
<N | NH d <N | NH <N:f‘\ N CHs
N\ N\ N\
N ,I\I/&O N ,I\I/go N ,I\,/&O
CHg CHs CHg
10 9a 9b

40. dbra.3-metilxantin eballitasa, reakciokorilmények: DMSO, benzil-bromid, 36% HCI, 24 6ra, (70-99%),
AcOH, NaNQ, 55 °C, 12 6ra, (50-90%). vizm. DMF, KCQOs; CHsl, 50 °C, (16%), [NaOH, kD, CH;l,
szobaldmérséklet, (32%)]d. AcOH, H-Cub&/autoklav, 75 bar, 90 °C, (46-90%)

A 3-metilxantin (0) szintézise guanozinbol két lépésben a 7-benzilxabéllitasaval
indult Bridson médszere szerifit. A szintézis el [épésében guanozin-hidratbé) kiindulva
benzil-bromid felhasznalasavabéllitottam a 7-benzilguanin-hidrokloridof)( A kiindulbanyag
rossz oldhatésaga miatt az alkilezési reakcié dirsetiifoxidban tortént 24 6ran keresztil
szobalbmérsékleten, majd a szénhidréat rész sdsavas hidmlitan termékként kicsapodott a 7-
benzilguanin-hidroklorid {). Az igy eballitott hidrokloridot felhasznalva a kovetkelépésben
eléallitottam a 7-benzilxantint8]. A hidroklorid rossz oldhatésaga miatt a diazidélreakcio
vizes-ecetsavban végeztem 50 °C-on natrium-niglhasznalasaval, majd vissdare és
kevertetve a reakcidelegyet szobatersékleten, egy éjszaka alatt kicsapodott a kitenték.
Az igy keletkezett terméket8) foszfor-pentoxid és natrium-hidroxid folott téwemi,
oldészernyomok eltavolitdsa érdekében. A@akiltott 7-benzilxantin kiinduléanyagként szolgalt
az alkilezett szarmazéRd) eloallitasaban.

A 8 vegyllet alkilezésének optimalizaldsara tobb pkazéas is tortént. AZA mddszer
esetében az alkilezési reakcié vizmentes dimatihtéonidban, kalium-karbonat segitségeével
hajtottam végre 50 °C-on 24 6ra alatB anddszer esetében viszont az alkilezést vizesundtri

hidroxid oldatban szobé&mérsékleten végeztem a megféleimennyisé§ metil-jodid

53



hozzdadasara. Mindkét modszer esetében megfigyeait a bisz-alkilezett szarmazék
keletkezése9b) (14-15% mindkét ékllitasi modszer esetében) amely megnehezitettedatk
termék feldolgozasat, illetve kromatogréafias elsatasat. Amint a 3. tdblazatbdl is kideriB a
eléallitdsi modszer jobbnak bizonyult mind a kiinduigag konverzigjat, mind pedig a kivant

termék 0a) keletkezését tekintve.

9a (%) 9b (%) Elnem reagalt kiindulasi anyag (%)
A alkilezési modszer 16 15 69

B alkilezési médszer 31 15 54

3. tablazatAz alkilezési reakciok termelédg&iit

A 9a termék folyadékkromatografias elvalasztasdhoz av/29% EtOAc-DCM eluens
rendszer bizonyult a legalkalmasabbnak, ugyanisembh rendszerben teljes mértékben
elkulonithed volt a 9a termék a9b mellektermékil. A xantin 7-N védelmére a megfeaiel
védscsoport stratégia kialakithsa igazi kihivast jedéinta szintézis soran. A guanin
szarmazékokndl a 4-nitrobenzil illetvep4netoxibenzil védcsoportok eltavolitasara sikerrel
hasznélt eljaras, a xantin esetében nem volt optinfa benzil védcsoport eltavolitdsa @zor
egy H-Cub& folyamatos folyadékaramu hidrogénezésziilék segitségével tértént 90 °C-on és
100 bar H nyoméason. Az H-CulSekésziilék alkalmazasakor a kiinduléanyag konveazidjzel
100% volt a kivant termék keletkezése kbzben, vishatranyt jelentett a hidrogériezészilék
kis kapacitasa (max. redukalhato kiinduléanyag d@f) 1 ml/perc aramlasi sebesség), ezért az
H-Cub® késziilékben alkalmazotthoz hasonlé reakciékoriymién reprodukalasara
kényszerlltink  laboratériumi  koérdlmények  kozétt. yeth, vagy ehhez hasonlo
reakcidékorulményeket (90 °C, 75 bag &tm., 24 6ra) autoklav hasznalataval sikerultdsiizani,
amelynek koszonhén a kiindulbanyag kozel 100%-o0s konverziojavabakitottam a
debenzilezett szarmazékot 10f. A nyers debenzilezett szarmazék tisztitasat
oszlopkromatografias modszerrel végeztem 20 vivVIQONHDCM eluens rendszert felhasznélva,

majd a megtisztitott termeket 90 °C-on \dlzétkristalyositottam.
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3.2.4. Tomegspektroszkopias eredmények

A 3MX egységekBl a magasabb refidtetrad szerkezetek kialakulasat kisérletileg
elészor tomegspektroszkopias eljardssal, egy nano-ESiforrassal ellatott Q-TOF
tomegspektométer segitségével vizsgaltuk. Annanéie, hogy csak NHionokat tartalmazé
vizes-metanolos rendszerben dolgoztunk az ;/Ntdduktumok detektalasa céljabol, a
tomegspektrumban megjeteregintezivebb cslicsszéria tartalmazott 8&aK adduktumokat is,
valoészinlleg a hasznalt boroszilikat kapillarisifetlén bekovetkezett ioncsere miatt (41.4bra).
Az igy kapott eredmények tokéletesen megegyezneklragleti szamolasok eredményeivel,
amelyek szerint a Naionok kotdtek a legefsebben a kialakult tetrad szerkezethez. Erdekes
moédon a cslcsintenzitdsok novekedését figyeltiik mddalakult adduktumok [3MX+N3]
[(BMX)+Na]’, [(BMX)s+Na]" és [(BMX)+Na]" sorozataban, ellentétben a ,hagyomanyos”
esettel, amikor nincs tetrad képt2s.

ey g
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T Y
80 N .
N N/l*o oktad
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) 3 el
;EE = + =
N 60| M=166.0491 - =
: : 3
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Ky Lz T 5 2 [BM+Nal*
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41. abra.A 3-metilxantin (3MX) nano-ESI-Q-TOF tdmegspektram
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Tovabba, a tomegspektrumban a [(BMMYa]' csucs folott egy magasabb
tomegtartomanyban a kovetkez legintenzivebb cslcssorozat, a [(3M¥ation]
adduktumokhoz tartozik, ami a négy 3MX egys#dialakulo tetrad megndvekedett stabilitasat
tikrozi. Az 1012 és 1041 kozottn/z tartomanyban, nagyon kis intenzitasu jelek (1-4%)
figyelnebek meg, amelyek a [BMX32Na], [(BMX)ix+Na+K]", [(BMX)e+NH,]"

adduktumokhoz tartoznak. (lehetséges még a [(IMXY] és a [(BMX)}+K]™ klaszterek
kialakulasa is, 42. abra).

[BMHNH,J*
o 1014.2943
10142708
[BMHK]*
T 1035.2184
10142473 10351347

£

‘; [12M+2Na]?* (és [EM+Na]* is létezhet)

it 1019.2669

= 10153042

]

% - 1013.2198 |

e

£ 5 1038.2388

1017 2670 [+ +

> 10197614 [12M+Na+K]
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B 1027.7590

e
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42. abra.A 3-metilxantin (3MX) nano-ESI-Q-TOF tdmegspektrainaz 1012-1041 m/z értékek kdzotti nagyitott
tartomany
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3.2.5. Multinuklearis NMR spektroszképias vizsgalabk

Teljes koti *H, °C, >N NMR-spektroszképias vizsgalatokat végeztiink aedilrantin
(3MX) esetében, deuteralt dimetil-szulfoxidban (~mg/500 ul, DMSO-d;, 300 K) standard
HMBC technika alkalmazéséaval. Az igy kapott adaatéamasztjdk a 3MX tautomer formait,
amelyet a 43. dbra szemléltet. A tdmegspektrosakdgzsgalatok eredményeként kapott adatok
megebsitéseként (3MX)x kation” aggregatumok (n = 4, 8; katior NH,", Na', K*), néhany
tovabbi NMR-spektroszkopias vizsgalatra kerilt d0iffuzios NMR-spektroszkopias (DOSY)
médszert alkalmaztun®™®’ az oldatban keletkezett aggregatumok molekulat@nef az
azonositasara, amelyhez referenciaként tetramkrshasznaltunk, annak szférikus szerkezete
és inertsége miatt. Deuteralt dimetil-szulfoxid ailthn, 300 K-en dolgozva, a (3MX)
aggregatumra jellendz667 Da molekulatomeg helyett 920 Da molekulatdrhagenositottunk.
Az elméleti és gyakorlati (mért) értekek kozott dalbbség, valdsziibeg a kialakult 3MX
klaszterek és az alkalmazott oldoszer aggregaakjénlajdonithatéan. Abban az esetben,
amikor 0,4 ekv. kélium-pikratot adtunk a rendszerleelatszolagos molekulattmeg névekedéset
tapasztaltuk 1130 Da-ra. Tovabb novelve a hozzéadbtim-pikrat mennyiségéet 1,04 ekv.-re, a
molekulatdmeg 1300 Da-ra emelkedett. Ezekkel edlben, megnovelve &imérsékletet 315 K-
re, a molekulatdmeg 710 Da-ra cstkkent. Megemlétehdgy a diffizibs NMR-spektroszkopias
technika alkalmazésakor 10-15% hiba jelentkezhpielyet tobbszori meéréssel igazoltunk.
Egyéb oldoszerek (viz, dimetil-formamid, metanolpr&form) alkalmazasa esetén a 3MX
oldhatésdga minimalisra csokkent, tovdbbd nem mplsnk asszociaciora jelledz
molekulatdmegeket hig vizes-dimetilszulfoxid § 78,4 (viz),e = 46,45 (DMSO)] alkalmazasa
esetén sem. A kialakult intramolekularis hidrogédtékek azonositdsa céljabol deuteralasi
izotopeltolédast mértink az akceptor karbonil rikeme viszont a molekulan bell ,versérig
intramolekularis kétések miatt ez nem volt szidd@fis. Az NH protonok kémiai eltolodasanak a
hémérsékletfliggését vizsgalva megallapitottuk, hogkapott értékek a hidrogénkotésekre
jellemzs értékeksl nem kilénboztek lényegesen (N7H = -4,5 ppb/K, NiH6,1 ppb/K).
Tovabbi egydimenzios NOESY vizsgalatokat végezvéenjgs magnesezettség-transzfert
észleltink az N7H és a vizmolekulak kozott, ameaid az N1H esetében elhanyagolhato volt.
Kovetkeztetésképpen azt feltételeztik, hogy a kidéa (3MX), szerkezetekben a ,béls
hidrogénkotéseknek (N1H---O6) 6gebbnek kell lenniik, mint a kil (N7H---02)
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hidrogénkotéseknek. Ez a feltételezés Osszhanglzan av gazfazisban elvégzett elméleti
vizsgalatok eredményeivel, amelyek szerint a kigtakbelss” hidrogénkodtések minden esetben

rovidebbek a ,kul§” hidrogénkotéseknél (2. tablazat).

Atom Csoport Becsiilt*C 3¢ H BN 3¢
szama kémiai (kisérleti) (kisérleti) (kisérleti)  deuterélasi
eltolédas (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) izotép
eltolédas (ppb)
2 C 151.2 151.05 - - -87
4 C 149.4 149.56 - - 0
5 C 106.9 106.69 - - -150
6 C 154.7 154.05 - - -36
8 CH 140.5 140.42 8.008 - 0
12 Ch 28.8 28.62 3.371 - 0
1 NH - - 11.074 153.35 -
7 NH - - 13.480 159.89 -
9 N - - - 234.45 -
3 N - - - 112.86

3. tablazatA 3MX NMR adatai. Oldészer: DMSOgd T = 300 K, referencia: TMS = 0 ppm, 5 mg 3-
metilxantin 500 puL DMSO-g+ kb. 5 ekv. HO.

Csatolasok (Hz) Hozzarendelés
7.6 e
12 ZJneno
<4 S
<4 Znscn
90.5 lJlNH,N

4. tablazat A 3MX N HMBC vizsgalatai soran mériN-'H csatolasok

A homonuklearis NOE-naR® koszoénhdten az elvégzett egydimenzids NOESY
kisérletek soran csak egy kisebb NOE kélcsonhagslhett meg az N1H és N3GHsoportok
kozott, valamint egy nagyobb, intramolekularis lsiiichatds az N7H és a C8H atomok kozott.
Stacionarius fazist’C {*H} heteronuklearis NOE-t alkalmazva, 14% és 44%ekeronuklearis
NOE kolcsonhatast észleltink a C6 és C2 atomoktktalbban az esetben, ha az N1H telitett
volt, viszont ezek az atomok nem mutattak ,aktstitéaz N7H és C-5 kolcsdnhatasakor, ebben
az esetben a két kotés heteronuklearis NOE intigjakt7%-kal ndvekedett. TovabbiN, *C
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HMBC moddszerek alkalmazasaval nem tapasztaltunktolésakat az intermolekularis

hidrogénkotések kozott.

0
CH, 17%
(B) —srrrig e - - T
N AL TH*
6 N/
H—e! s 3;1\4) 44%
14% 44% NT N o
| CHj;
® b e I R .
® Cc-2
c-6
| |C-4 c-8 C-5

43. abra.A 3MX stacionarius fazist’C {*H} heteronukleéris NOE spektruma, az N7H (A) és Natbimok

besugarzasa (B

Osszegzésként megallapithatjuk, hogy a DOSY NMR ktspezkdopias modszer
segitségével igazolni lehetett a (3MX) kat” és a lehetséges (3Mg) kaf (kaf = K*, kation
nélkul) klaszter szerkezeteket deuteralt dimetilHexid felhasznaladsaval, viszont nehéz volt
egyeértelntien bizonyitani a molekulan belll kialakuld hidrogétikdlcsdnhatasokat, a ,gyenge”
onszerveddott szerkezetek dinamikus természete miatt. Ahhoagy ndvelni tudjuk a
kolcsbnhatasokat a 3-metilxantinbdl kialakuld 6meeesdos tetrad/kvadruplex szerkezetekben, a
xantin 3-as helyzetében &vmetil szubsztituens helyett mas szubsztituensénlgét is
vizsgalnunk kell. Az emlitett vizsgalatok kivitetese céljabol, 3-szubsztitualt xantin tartalmu
DNS és PNS monomerek szintézisét terveztik (148d.3.3.2.7. fejezetek), majd az elkészilt
monomerek beépitését oligomerekbe, illetve ezek 8dSNMR vizsgalatat magasabb rénd
onszerve&ds rendszerek kialakulasanak igazolasa céljabol.
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3.2.6. A 3-szubsztitualt xantin tartalmi DNS monomeés oligomerek szintézise

El6zetes molekulamodellezési szamitasok alapjan, dinxaeterociklust tartalmazo
dezoxi-ribonukleinsav (DNS) illetve peptidnukleins@NS) oligomerek olyan extra hidrogén-
hid kotéseket tartalmazhatnak, melyelés@thetik a kép@dé PNS-DNS duplexek, illetve
triplexek kozoétti kolcsonhatast. A feltételezett ldsbnhatasok vizsgalatahoz olyan xantin
tartalmd PNS és DNS monomer egységeket tervezt@mielyek kdzvetlenll felhasznalhatok
DNS és PNS oligomerek szilard-fazisu szintézis@r@antintartalmi DNS éhllitdsa esetében
foszforamidit-stratégidhoz igazodtunk. A 3-metilkian magasabb reriid szerkezetekben
bizonyitott tetramer- illetve kvadruplexképz sajatsagaibol kiindulva, 3-szubsztitualt
xantintartalmi DNS/PNS monomerek és oligomeréélBtasat, majd az igy kapott molekulak
MS-és NMR-karakterizalaséat terveztik, az esetlegdsalakuld magasabb reindszerkezetek
kialakuldsanak igazolaséra. A 3-szubsztitualt-xatdrtalmi DNS monomeil9) eléallitasa 7-

benzilxantin 8) eldallitasaval indult két Iépésben Bridson médszeesistz "
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44. dbra.A 3-szubsztituélt xantin tartalmd DNS monomeiéadlitasa, reakiokorilmények: DMSO, benzil-bromid,
36% HCI, 24 éra, (70-99%). AcOH, HO, NaNQ, 55 °C, 12 6ra, (50-90%}). 1. MeOH, 1% HCI/MeOH,
Ag>CO;, 30 perc, 2. piridinp-toluoil-klorid, 12 dra, AcOH, telitett HCI/AcOH, @l gaz, 30 percd. vizm. dioxan,
55% NaH, Ar atm., 45 °C, 2 0Ora, (269%),vizm. dioxan, autoklav, Pd(OF)L00 bar, 90 °C, 24 éra, (98%),40%
MeNH,/H,O, MeOH, 45 °C, 12 6ra, (94%), 4,4'-DMTr-Cl, TEA, piridin, 3 éra, (34%). 2-cianoetilN,N,N',N"-

tetraizopropilfoszfordiamidit, vizm. DCM H:tetrazol, Ar atm., 4 6ra, (93%).
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A glikozil-halogenid (4) elballitasa 2-dezoxi-D-rib6zbol indult harom 1épéshan.elss
lépésben 2-dezoxi-D-rib6zboll) kiindulva eballitottam a metil-glikozidot X2), amelyet kis
mértéki stabilitdsa miatt azonnal felhasznéltam a kovéikézpésben. A metil-glikozid
eléallitasa s6savas metanolban szdaérsékleten 20 perc alatt lejatszodott, majd aofgtizas
utdn az instabil metil-glikozidop-toluoil-kloriddal kezeltem piridinben O °C-on 24ram
keresztil, igy eljutottam a toluoilezett metil-glikidhoz (3). A kovetked l|épésben a
toluoilezett metil-glikozid felhasznalasavabéllitottam az instabil glikozil-halogenidet4). A
reakcié szobatmérsékleten 30 perc alatt lejatszodott sdésavasadsn,in situ eloallitott
sésavgaz reakcidelegybe vald bevezetésének hatiB@erc utan kicsapodott a kivant glikozil-
klorid (14). Az igy eballitott glikozil-kloridot 24 éran keresztll exskiktorban szaritottam,
majd leve@n valé bomlékonysaga miatt 24 éra utan maradéktafathasznaltam a kovetké&z
lépéshez, megétve ezzel a levédg nedvességtartalmara rovid éid belil megjeled
bomlastermekekek kialakulasat.

A glikozil-klorid (14) és a 7-benzilxantin8] kapcsolasi reakciojanak optimalizaldsara
tobb kisérlet is tortént. A kapcsolasi reakcid nadgsitasanal minden esetben gondot okozott a
megfeleb olddszer kivalasztasa, figyelembe véve a kiindwégok rossz oldékonysagat. A
kapcsolasi reakciot vizmentes dioxanban végeztefb-&S natrium-hidrid felhasznalasaval
argon atmoszférdban dolgozva. A reakcié fokozaglydimet igényelt a kiindul6 anyagok
tisztasagara illetve vizmentességére nézve, ezglikaril-klorid eléallithsa minden esetben a
kapcsolasi reakcio &t max. 24 éraval tortént, elkerlilve ezzel a botaldsékek megjelenését.
A 7-benzilxantin 8) felhasznalasanal figyelembe kellett venni, hogyparadék ecetsav- illetve
viznyomok a kapcsolasi reakcid folyaman nem kivanelléktermékek kialakulasasat
eredményezhetik, mérsékelve ezzel a kivant terméklakuldsat. Az optimalis
reakcidokorilmények biztositasa esetén a kapcs@akcio 45 °C-on 2 éra alatt lejatszédik, majd
a megfelab feldolgozast kbvéen a nyers terméket oszlopkromatografias médszgtssgével
tisztitottam 20 v/v% EtOAc—DCM felhasznalaséaval.

A kapcsolasi reakcioban &lllitott terméklidl (15) valé benzil védcsoport eltavolitas
tobb téren is igazi kihivast jelentett szamunkranegfeleb reakciokorilmények biztositasa
szempontjabdl. A debenzilezési reakcié optimalisrukiiényeinek a megvalasztasanal
figyelembe kellett venni a keletkézermék rossz oldékonysagat illetve a magas nyo@sas

hémérsékleti tényaiket. Szamos kisérlet tortént a redukcié optimafigdsa, valtoztatva az
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alkalmazott oldoszert, a katalizatort, a nyomdstvé Fimérsékletet, majd ezeket alapul véve a
debenzilezési reakcié vizmentes dioxanban, pakadiidroxid (Pd(OHYC, 20 % Pd)
katalizator valamint egy 100 ml—es autoklav fellm@dasaval valosult meg. A04) vegyulet
debenzilezésénél alkalmazott reakciokorulményetobitasa (bmérséklet, nyomas, katalizator)
lehetve tette a kiinduldbanyad.p) kozel 100%-o0s konverzigjat, a kivant termék)(keletkezése
kozben, majd a megfetelfeldolgozas utan a nyers terméket oszlopkromatwamodszer
segitségével tisztitottam 30 v/iv% EtOAc—DCM elumrglszer alkalmazasaval. A debenzilezési
reakcidé soran, a korabban feltintetett reakciokdéinlyek kozott, a benzil csoport redukcidja
mellett, a cukorrészen l8vp-toluoil védicsoportok aromas @i is részben telidtek. A
feltételezett telitett mellektermék keletkezésé(18) vegyulet MS-MS toémegspektrumabol
sikertlt azonositani.

A megtisztitott debenzilezett termék6| kiinduléanyagként szolgalt a detoluoilezési
reakciéban, amelyet metanolban, 40%-0s viz/metilasagitségével végeztem 35 °C—-on 24 6ran
keresztil. A reakcioi@l lejarta utan vékonyréteg alapjan megbizonyosodéakiindul6anyag
terméket oszlopkromatografidval tisztitottam 10 %/vMeOH-DCM eluens rendszer
felhasznéalasaval.

A tisztitott termeék 17) tritilezési reakcioja 4,4’-dimetoxitritil-kloridfelhasznélasaval
piridinben valdsult meg, trietil-amin hozzaadasawal tritilezési reakciohoz minden esetben
frissen eballitott 4,4’-dimetoxitritil-kloridot hasznéltam,llieeriilve ezzel a bomlastermékeékb
kialakuld6 nem kivant melléktermékek megjelenésétreakcid 3 éra alatt szob&heérsekleten
teljesen lejatszodik. Mivel a tritilezési reakciordn minden esetben feleslegben hasznaltuk a
4,4’-dimetoxitritil-kloridot, illetve a kiinduléangg (L7) 7-es nitrogénje a debenzilezési reakcio
utdn szabadda valt, ezért a keletkaermék szerkezete nem volt teljesen egyéfieldz
alkalmazott szerkezetvizsgalatok alapjan (MS, NMRjgallapithatdé volt, hogy a keletkezett
termék bisz-tritilezett szarmazék, a cukorrész i8réxilcsoportjara illetve a xantin 7- es
nitrogénjére 4,4’-dimetoxitritil véstcsoport kertlt. A xantin reaktiv 7- es nitrogénjéws 4,4'-
dimetoxitritii csoport a 3-szubsztitualt xantin tEmuU oligomerek szintézise soran
védscsoportként szolgalt, elkerlilve ezzel az oligonmntézis soran keletkézmelléktermékek
kialakuldsat. A bisz-tritilezett1®) nyers terméket, a megfedefeldolgozast kévéen gyors

oszlopkromatografias moédszer segitségével tistitgt trietil-amin tartalmu eluens rendszer
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felhasznalasaval, ezzel is megakadalyozva a saildagélen tortéf 4,4’-dimetoxitritil csoport
hidrolizisét, majd a tisztitott bisz-tritilezetrteeket argon atmoszféra alatt taroltam.

A bisztritilezett szarmazékl®) foszfitilezési reakcidjat az altalanosan alkalotb2-
cianoetil-(\N,N-diizopropilamino)-foszfokloridit reagens helyett -cianoetilN,N,N’,N*-
tetraizopropilfoszfordiamidit reagens felhasznalasdajtottam végre, amely végul elvezetett a
védett foszforamidit monomerl9) keletkezéséhez. A foszfitilezési reakciot mindesetben
frissen desztillalt vizmentes diklor-metanban végez H-tetrazolt felhasznalva aktivatorként,
argon atmoszféra alatt. A foszfitilezési reakciolstmérsékleten 2 ora alatt lejatszodott. A
keletkezett nyersterméket feldolgozas nélkil gymsslopkromatografias modszer segitségével
tisztitottam kevés dezaktivalt szilikagélen 30 peatatt, elkerlilve ezzel a nemkivant
bomlastermékek kialakulasat. Az igy megtisztitotsz8bsztitualt xantin tartalmd DNS
monomert {9) a folyadékkromatografias tisztitas utan vizmerdestonitril illetve dietil-éter

segitségével szaritottam, majd argon atmoszfétla-ata°C-on taroltam.

3-Szubsztitualt xantintartalmd DNS oligomerek szinézise

Szilard fazisu szintézist alkalmazva JiXilletve T3XT, szekvenciajd model DNS
oligomereket Allitottam &l foszforamidit modszer segitségével, egy ExpedR@98tipusu
szintetizator felhasznélasaval (X = 3-(2’-dez@xb-ribofuranozil)xantin monomer egyseg). A
gyantardl valé hasitds utan a nyers DNS oligomeisktitasat Shimadzu tipust HPLC,
LiChrosper RP Select B oszlopot felhasznédlva ClgtiGegitségével végeztem. A tisztitott
TX4T illetve T3XT, oligomerek tritil-védettek voltak, amelyeket naB81-Q-TOF
tomegspektrometrids technikaval vizsgaltunk Micresna MALDI Q-TOF  Premier
tomegspektrométer segitségével. Agaditott oligomerek magasabb rendzerkezetekbe valo

onszerved&désének tovabbi MS és NMR vizsgalatai jelenlegdoigtban vannak.
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3.2.7. A 3-szubsztitualt xantin/timintartalmi PNS nonomerek és oligomerek szintézise
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45. abra.A 3-szubsztitualt xantin/timin tartalmd PNS monoreallitasa,reakciokorilményeka. DMSO, benzil-
bromid, 36% HCI, 24 6ra, (70-99%), AcOH, HO, NaNG, 55 °C, 12 6ra, (50-90%%, vizm. DMF, KCQO;, etil-
bromacetat, 45 °C, 12 o6ra, (34%), 5% HCI, THF, 60-80 °C, 24 6ra, (95%8, f. vizm. DMF, KCO;, etil-
bromacetat, szobémérséklet, 4 6ra, 2 M NaOH, 90 °C, 20 perc, 4 M HZbbalimérséklet, 30 perc, (70%4),
DCM, terc-butil-brémacetét, 0 °C, 24 6ra (669%h), DCM, DIPEA, Fmoc-OSu, szobamérséklet, 12 6ra (88%i),
vizm. DMF, DCM, DIPEA, HOBT, HBTU, szob&mérséklet, 48 o6ra, (41%)j. DCM, TFA, HO,
szobalbmeérséklet, 6 6ra, (51%).

A 3-szubsztitudlt xantintartalmd PNS monome&®o)( elédllitdsa 7-benzilxantin 8]
eléallitasaval indult két 1épésben Bridson médszewrisz' ™ A 7-benzilxantin §) alkilezési
reakcidjanak optimalizalasara tobb kisérlet isédirt A kiinduléanyag rossz oldhatésaga miatt az
alkilezési reakcio minden esetben vizmentes dirf@tihamidban, kalium-karbonat illetve etil-
brémacetéat alkilez agens felhasznélasaval tortént. A reakcio 45 °@4idra alatt lejatszodott,
de minden esetben megfigyeldieolt elhanyagolhaté mennyisg&disz-alkilezett melleéktermek
keletkezése, ami a nyerstermék oszlopkromatogréfiastasasat megnehezitette. A keletkezett
nyersterméket, a megfetefeldolgozast kovéen oszlopkromatogréafias modszerrel tisztitottam
max. 30v/v % EtOAc-DCM eluens rendszer felhaszidéid@s A nyerstermék tisztitasara az
emlitett eluens rendszer bizonyult a legoptimalseix a 3-mono-20d) illetve a 3,7-bisz-

alkilezett Q0b) szarmazék kromatografias elvalasztasa esetén.
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A tovabbiakban a 208 mono-alkilezett termék hidrolizisét végeztem al, 7-
benzilxantin-3-il-ecetsav 2() eldallitasa céljabdl. A hidrolizist minden esetben
tetrahidrofuranban végeztem 5 m/m %-os vizes soOfdat felhasznaldsaval, 85 °C-on 24 6ran
keresztll. A vizes sOsav oldat hozzaadasara a téadyag kicsapddott az oldatbdl, de a
megfeleb reakcioldmeérséklet elérésekor Gjra beoldddott, és kozel 108%onverzioval a
kivant ©termék Q1) keletkezését eredményezte. A Kkeletkezett termékeakcidelegy
szobaldmérsékletre valo visszatésekor kicsapodott, amely megkonnyitette a termék
feldolgozasat. A kidmt termék esetében a kozel 100%-o0s atalakulas méatt volt szikség
oszlopkromatografias tisztitasra, ezért ebben atbes a Z1) terméket atkristalyositottanm-(
hexan).

A PNS vaz dléllitasa etilén-diaminbd6l2Q) kiindulva két Iépésben tortént. A szintézis
elss lépéseben az etilén-diamin aminocsopotgét-butil-bromacetéattal reagaltattam vizmentes
diklor-metan felhasznalaséaval. A reakcio 0 °C-air® alatt, majd szob&meérsékletre melegitve
12 ora alatt lejatszodott, a megféldéeldolgozas utan az igy kapott nyersterméR&) egyldl
felhasznaltam a kovetkézeakciolépéshez.

Az elallitott terc-butil-észter 23) szabadon maradt primer aminocsoportjat 9-
fluorenilmetil-szukcinimidil-karbonattal kezeltemizmentes diklor-metanban, N,N-diizopropil-
etilamin jelenlétében 12 o6ran keresztll szdipadrsékleten, majd a kivant terméR4) a
megfeleb feldolgozast kdveéen -20 °C-on valod tarolas kdzben 12 oOra alatt &ikiyosodott. Az
igy ebdllitott kristalyos PNS vaz2#@) a tovabbi szintézisek soran a 3-szubsztitudlttiman
tartalmi PNS monomer alapvazat képezte.

A monomerszintézis utolso két lépésében dalkott PNS vaz Z4) és a 7-benzilxantin-
3-il-ecetsav 21) kapcsolasi reakcidja a védett (Fmoc, beneitc-butil) xantin tartalmi PNS
monomert 25) eredményezte. A reakcid minden esetben vizmediegtil-formamid és
vizmentes diklor-metan elegyében jatszodott le ayfetels kapcsoldészerek (HOBt, HBTU,
DCC) jelenlétében. A kapcsolasi reakcio 48 oOrat alabbalimérsékleten a kivant terméRrgj
keletkezését eredményezte. A megtelelfeldolgozast kovéen a nyersterméket
oszlopkromatografias moddszerrel tisztitottam 20v/VEtOAc-hexan eluens rendszer
felhasznélasaval.

A monomerszintézis utolso 1épésében28) (védett xantintartalmd PNS monomélb

terc-butil-csoport hidrolizist &vetsen eballitottam a 26) xantintartalmi PNS monomert
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(benzil-, Fmoc-védett). A szintézist diklor-metanbazobalimérsékleten hajtottam végre a
megfeleb mennyiséq trifluor-ecetsav és viz hozzaadasara.tekc-butil-csoport hidrolizise
minden esetben 6 O6ra alatt jatszodott le kdzel 108%onverzidval, a kivant terméig)
keletkezése kozben, amelyet oszlopkromatogréafiddse@rel tisztitottam 20v/v% 2-propanol-
hexan eluens rendszer felhasznéalasaval.

A timin tartalmid PNS monomer3{) szintézise timinbl (27) kiindulva két lépéshen
tortént. Az el§ Iépésben a timin alkilezésére kerllt sor etil-baéatat illetve kalium-karbonat
felhasznalasaval, majd ezt kdten az alallitott észter 28) hidrolizise tértént meg a timin-1-il-
ecetsav 29) eldallitasa céljabdl. Az igy ééllitott timin-1-il-ecetsav kristalyos, ezért ebban
esetben nem volt szikség tovabbi tisztitasra.

A timin tartalmd PNS monomer szintézis utolso éftédsében az @llitott PNS vaz 24)
és a timin-1-il-ecetsav2@) kapcsolasi reakcioja a védett (Fméexc-butil) timin tartalmd PNS
monomert 80) eredmeényezte. A reakcio vizmentes dimetil-fornthés vizmentes diklor-metan
elegyében jatszdédott le a megféletapcsoloszerek (HOBt, HBTU, DCC) jelenlétében. A
reakcié 48 Ora alatt szob@&hérsékleten a kivant terméBQj) keletkezését eredményezte. A
megfeleb feldolgozast kovéen a nyers terméket oszlopkromatografidas modszesetitottam
2viv% MeOH-DCM eluensrendszer felhasznalaséaval.

A timin tartalmd PNS monomer szintézis utolsé I&hen a védett timin tartalmi PNS
monomerBl (30), terc-butil-csoport hidrolizist kovéen eballitottam a 81) timin tartalmi PNS
monomert (Fmoc-védett). A szintézist diklér-metdmbazobatimérsékleten végeztem a
megfeleb mennyisé trifluor-ecetsav és viz hozzaadaséaraere-butil-csoport hidrolizise 6 ora
alatt jatszodott le kdzel 100%-0s konverzidval eaki termék 31) keletkezése kdzben, amelyet
oszlopkromatografia segitségével tisztitottam, 10%v MeOH-DCM eluens rendszer

felhasznalasaval.
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Peptid-nukleinsav (PNS) oligomerek szintézise

véddcsoport hasitas
HoN ayantérdl val hasitas

Piperidin
DMF

O’W‘NH a HATU
DIPEA/Lutidin
. - DMF/NMP
lefedés b. HOBT/DCC
Ecetsavanhidrid
Lutidin
DMF FmocHN

46. abra.Peptid-nukleinsav (PNS) oligomerek szintézise

Napjainkban széamos 0sszefoglalot taldlhatunk a PNSgomer szintézis
reakciokorilmeényeinek optimalizalaséara, de tul ®olyes befolyasolhatja a szintézis megfélel
kivitelezését (a szilard hordozo természete, a mmamo illetve a monomer esetleges
védscsoportjai, megfelél mennyiségek, kapcsolészerek stb.) ahhoz, hogy zegign
osszefoglaljuk a PNS-oligomerszintézis optiméali@kmokoriiményeit’® A kozelmdltban
kozzétett PNS oligomer szekvenciak nem tartalmaznenin nukleobazist vagy csak néhany
kozuluk, ami azt érzékelteti, hogy az ilyen jellegonomerek szintézise igen nehézkes, illetve a
guanin nukleobazis jelenléte az oligomerekben magytékben cstkkenti ezek oldhatésagat. A
PNS oligomerek éhlitasara minden esetben az &ltalanos peptidsdekéel alkalmazott
szilard fazisu peptidszintézist hasznaltuk. Ez ledé@nos modszer leh@até teszi mind az Fmoc-
mind pedig a Boc-kémia alkalmazasat a megietptanta kivalasztasaval. A mi esetinkben
Fmoc-stratégiat hasznéltunk, mivel a medléantin-PNS (x) iletve t-PNS (t) monomerek

Fmoc-védcsoporttal voltak ellatva. A megfetegyanta kivalasztasanal figyelembe kellett venni

67



a PNS oligomer épikoveinek meglédy védicsoportjait illetve oldallanc védsoportjait, a
monomerek oldhatésagat, a gyanta medfetelzzadaséat az alkalmazott oldészerben, illetve a
kapcsoloszerek természetét. Az Fmoc-védett PNSoroky épidkoveinek kapcsolasanal
alkalmazott  kapcsoloszerek  kdézil a HOBT/DCC illetveHATU/DIPEA/Iutidin
kapcsolo/aktivaloszerek bizonyultak optimalisnak. gxilard féazisu szintézis segitségével
eléallitott 3-szubsztitualt xantintartalmustxmodell PNS oligomer szintézisénel (x = 3-xantinil
PNS monomer) az Fmoc-kémidban alkalmazott altal&@dscsoport hasitasi, aktivalasi illetve
kapcsolasi  koérilményeket alkalmaztam. A nemkivantelléktermékek megjelenéseét
megakadalyozva minden éftem kapcsolasanal ecetsavanhidrides “lefedéstélratkztam,
amivel elkeriilhet volt egy nemkivant szekvencia kialakuldsa. A gggditvalo hasitds utan a
nyers PNS oligomer tisztitAsat Shimadzu tipust HPLiChrosper RP Select B oszlopot
felhasznalva C18 toltet segitségével végeztem. satitott txyt-oligomert nano-ESI-Q-TOF
tomegspektrometrids  technikaval vizsgéltuk MicrosnasMALDI Q-TOF  Premier
tomegspektrométer segitségével. Az igyaktitott PNS oligomerek 4-metoxibenzil illetve 4-
nitrobenzil védcsoporttal voltak ellatva, valamint az elkészligomerekkel elvégzett analitikai
vizsgalatok az emlitett védsoportok jelenlétében torténtek. A xantin 7N-ervéléd-
metoxibenzil és 4-nitrobenzil védsoportok eltavolitaséra tett kisérletek mind moaomind
pedig oligomer szinten, korabban kudarcba fulladtak benzil védcsoporttal ellatott 3-
szubsztitualt xantin tartalmd PNS oligomerek sdildazisu szintézise, benzil w&tboport
eltavolitasa, majd az elkészilt védetlen PNS olgak MS és NMR vizsgdalatai magasabb

rendi szerkezetek kialakulasanak igazolasa céljabahlegefolyamatban vannak.
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4. Kisérleti rész

4.1. Altalanos kisérleti rész

Az NMR spektrumok felvétele Bruker DRX 400 és DRBOSkésziilékkel tortént'd:
400,13 MHz, 500,13 MHZ3C: 100,61 MHz, 126 MHZ'P: 202 MHz). A mérésekhez hasznalt
deuteralt oldészerek a kovetkek voltak: dimetil-szulfoxid: DMSO+] acetonitril: CQCN,
kloroform: CDC}. A spektrumok leirasandl felhasznalt roviditésekfelcserélhet atomok; d:
dublett; s: szingulett; br. s: széles szingulett; dupla dublett; ddd: dupla dupla dublett; t:
triplett; pt: pszeudo triplett és m: multiplett. AYMR spektrumok kiértékeléséhez ACDLabs
NMR Manager 6.0 — 12.0 szofvereket hasznaltam.

A rutin tdmegspektrumok Finnigan TSQ 7000, a nagibdntasu mérések Waters
Premier Q-TOF készulékkel keészultek ESI (elektragprionizacids) technikaval.A
reakcidtermékek elvalasztasa és tisztitAsa Merdsedgel 60 (0,040-0,063 mm) tipusu allé
fazissal toltott oszlopon, valamint Personal OPLC™5 (tulnyomasos rétegkromatografia)
segitségével torténtek.

A reakciok lefutasat vékonyréteg-kromatografiavalvéttem. [Kieselgel 60, 0,2 mm,
(MERCK),]. A kromatogramok éhivasara HSOJ/EtOH (20 v/v%) és ninhidrin/etanol (5
m/v%) reagenseket hasznaltam. A szengéspdeket 0,5 perces 200-300 °C-on toétén
melegitéssel hivtamdl

Az R; értékek megallapitasa 254 - 365 nm hullamhossaisagfényben észlelt foltok
alapjan tortént. A vékonyréteg lapok kifejlesztés2h kdvetkek oldoszerelegyeket hasznaltuk:
diklérmetan; etil-acetat/diklormetan; metanol/dikietan; etil-acetat/hexan; 2-propanol/toluol;

n-hexan/etil-acetat/diklor-metan/trietil-amin; bntd/ecetsav/viz és acetonitril/metanol/viz.
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4.2. Anyagok és modszerek
4.2.1. A 3-metilxantin eballitasa

7-Benzilguanin hidroklorid (7)

o
N
</ | NH Bn (@)
/)\ )
NN TNk N NH
DMSO, <\ |
benzil-bromid N /)\
— N~ NH,
OH OH cc.HCd,
70-99% Ha
6 7

Egy 1 L-es gdmblombikba guanozin-hidraté) (20,00 g, 70,61 mmol) mértem majd
vizmentes dimetil-szulfoxidban (120 ml) szuszpetatialés 10 percen keresztil ultrahangoztam.
Amikor beoldddott, benzil-bromidot (21,12 ml, 30,80 176,52 mmol, 2,5 ekv.) csepegtettem
hozz4 efteljes kevertetés mellett. Az igy kapott reakciggtt 24 oOran keresztil
szobalbmérsékleten magneses kevesegitségével kevertettem. A reakcidsrehaladaséat
vékonyréteg-kromatografias (VRK) modszerrel kovettea reakcidid lejarta utan tomény
s6savat (50 ml) csepegtettem az elegyhez. 30 pkettéeel lassi csapadékkivalas volt
eszlelhed, majd 12 oOra szob&mérsékleten vald kevertetés utan kivalt a sargéérfezin
termék ). Az igy kapott reakcioelegyet hideg metanolrad(5tl) 6ntéttem, majd 60-120 percre
mélyhitébe helyeztem. A kivalt fehér sZircsapadékot kisztem, majd jéghideg metanollal
mostam, és exszikkatorban szaritottaOgp (19,16 g, 99%). Az analitikai vizsgalatok soran
kapott adatok (MS, NMR) teljes mértékben megegyeateirodalomba foglaltakkaf”

7-Benzilxantin (8)

Bn O Bn O
\ \
<Nf NH ACOH, H,0, N | NH
LA, T QALK
~
N N NH; 50-90% N N ©
Hal
7 8
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Egy 1 L-es lombikba 7-benzilguanin hidroklorida®) (20,00 g, 72,18 mmol) mértem
majd 96%-0s ecetsav (404 ml) és viz (44 ml) eleggéitheth magneses kevérsegitségével
120 °C-ra melegitettem és 1 Oran keresztidteiesen kevertettem. A reakcidelegyet
visszaliitottem 50 °C-ra majd ételjes kevertetés mellett lassan hozzacsepegtettedtrium-
nitrit (18,05 g, 261,59 mmol, 3,6 ekv. 44 ml vizben oldvags oldatat. A reakcié nagyon heves,
barna nitrozus &rok keletkezése figyelhétmeg. Kis id elteltével (1-2 6ra) csapadékkivalas
indult meg, majd 12 éra szokiahérsékleten vald kevertetés utan teljesen kividtraék. Az igy
kapott terméket kismtem, jeges vizzel mostam (100 ml), majd exszikifo szaritottam
(P05, KOH/NaOH). Az igy keletkezett termék 13,96 g (§0%z analitikai vizsgalatok soran
kapott adatok (MS, NMR) teljes mértékben megegyeateirodalomba foglaltakkaf”

3-Metil-7-benzilxantin (9a)

szobahomérséklet,

Bn\ i a.) K,COg, Vizm. DMF, ™ i Bn\ i
<N | NH 0 Ol 4 " <N | NH <Nf N CHs
\N H/go b) NaOH, HO, Ct ! \N ll\j/go \N [I\j/go
CHg CHg
8 9a 9b

(A.) Modszer

Egy 250 ml-es lombikba 7-benzilxantir®)((0,90 g, 3,71 mmol) és kalium-karbonatot
(0,61 g, 4,46 mmol, 1,2 ekv.) mértem, majd vizmentimetil-formamidban (20 ml)
ultrahangoztam az oldatot. A kapott heterogén riéakegyet 1 6ran keresztil 45-50 °C-on
fithet magneses kevérsegitségével ételjesen kevertettem. Ezek utdn metil-jodidot (023
0,52 g, 3,71 mmol, 1 ekv.) vizmentes dimetil-forndlman (20 ml) heves kevertetés mellett
lassan hozzacsepegtettem az oldathoz, majd eztdeiva reakcidelegyet 24 éran keresztil 45-
50 °C-on kevertettem. A reakcio 6ethaladasat VRK modszer segitségével étietem:
(hexan:EtOAc:MeOH-50:40:10). A reakcio soran egynnidvant melléktermék, az 1,3-dimetil
szarmazek9qb) keletkezése volt medfigyellietmelyet oszlopkromatografias médszerrel sikerilt
elvalasztani a termékt A reakcidid lejarta utan az oldatot bepéaroltam, majd etandlkstive

acetonitrillel parolva a maradék dimetil-formamidig megszabadultam. A bepérlasi maradékot
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vizben (500 ml) oldottam, majd etil-acetattal (581@l) extrahaltam. A kapott szerves fazist
szaritottam (Ng8Q,), sdirtem, majd szarazra paroltam vakuumbeparlé segiség A
nyersterméket oszlopkromatografias modszer se@iségtisztitottam, 5-20 v/v% EtOAc-
CH.CI, eluens rendszer felhasznéldsaval. A megtisztigsthék Qa) (155 mg, 16%) illetve
melléktermék 9b) (150 mg, 14 %). A tisztitds soran elért termedésealapul véve,
megallapithaté volt, hogy a kiindulasianya&) fagy része elreagélatlanul maradt (0,62 g, 2,55
mmol, 68%).

3-metil-7-benzilxantin (9a} Olvadaspont.: 274.2-277.2 °C (irodalom: 272-275. €3I-MS
(m/z): 256.65 (100, [M+H). A 'H NMR értékek teljes mértékben megegyeztek az lowdan
ismerttel*%*

1,3-dimetil-7-benzilxantin (9b} Olvadaspont: 158.2-159.2 °C (irodalom: 158.6-153€3 ESI-

MS (m/z): 270.66 (100, [M+H). A *H és'°C NMR adatok teljes mértékben megegyeztek az

irodalomban ismerttéf1%

(B.) Modszer

7-Benzilxantint 8) (0,90 g, 3,71 mmol) feloldottam vizben (12 ml)r&drium-hidroxid
oldatban (1 M, 4,50 ml, 1,2 ekv.) ultrahang illetvelegités segitégével (20 perc, 50 °C). A
kapott heterogén elegyet egy peptid-razéedénybe (1) téltottem és metil-jodidot (0,23 ml,
0,53 g, 3,71 mmol, 1 ekv.) csepegtettem hozza, maghkcidelegyet 2 6ran keresztil intenziven
razogattam egy peptid-rdzopad segitségével. A i@al@drehaladasat VRK modszer
segitségével kovettem. AA.) modszerben leirtakhoz hasonléan ebben az esetlmeagielent
az 1,3-dimetil szarmazék, melyet kromatografias walasztottam el a termékt A reakcioid
lejarta utan az elegyet vizzel higitottam (500 miigjd etil-acetéttal (5x100 ml) extrahaltam. A
szerves fazist szaritottam (#$), sZirtem, majd szarazra paroltam. A nyerstermék tézait
oszlopkromatografias moédszer segitségével toreat) vivde EtOAc-CHCI, eluensrendszert
felnasznélva. A tisztitott terméled) (0,30 g, 31%), melléktermélolf) (0,15 g, 14 %) illetve
elreagélatlan kiinduléanya@)((0,48 g, 1,99 mmol, 53%). Az analitikai vizsgalkadatai {H,
13C NMR, MS) megegyeztek dzmddszer esetén kapott értékekkel.
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3-Metilxantin (10)"*®

B“\ Q 1,4 dioxan vagy H ?
<N | NH ACOH, 24 h, 90 OC: <N | NH
\N N/g o 75;30;)3 \N N/g o
ICH3 vagy_autoklév (IEH3
9a 10

(A.) Médszer

3-Metil-7-benzilxantint 9a) (0,50 g, 1,95 mmol) feloldottam 1,4-dioxanban &0
vagy ecetsavban (50 ml), majd Pd(QHatalizatort (0,96 g, Pearlman- katalizator) meérte
hozza, és a reakcioelegyet atmostam egy magnesesikel ellatott autoklavba (100 ml).
Az autoklavot feltdltéttem hidrogénnel (75-100 bamgjd egy fithett magneses kevér
segitségevel a reakcidelegyet 24 oran keresztflC96n kevertettem. A 24 6ra elteltével a
reakcidelegyet lesetem, majd a dSkletet szarazra paroltam acetonitrillel valé begsrl
segitségével. VRK modszer segitségével megallapioi{hexan:EtOAc:MeOH-50:40:10),
hogy a kiinduléanyag teljes mértékben elreagalad termeék keletkezését eredményezve. A
nyers terméket oszlopkromatografias modszer seggited megtisztitottam (20 v/iv% MeOH-
CH.Cly). A keletkezett, megtisztitott terméketlOf (150 mg, 46%) forré vizi
atkristalyositottam. Olvadaspont >300 °C. ESI-MS/Zm 167 ([M+H]), *H, 2C és™N
NMR adatok, lasd 3.2.5ejezet (3, 4. tablazatok).

(B.) Mbdszer

3-Metil-7-benzilxantint 9a) (25 mg) feloldottam 15 v/v% ecetsav-etil-acetab (ml)
elegyében. A redukcihoz hasznalt H-CUbesaktor (ThalesNano, Budapest, Hungary,
http://www.thalesnano.com/products/h-cubkatalizator oszlopa Pearlman-katalizatorral lett
megtdltve (Pd(OH)JC, 20 % Pd, Alfa Aesar kat. sz. 042578, 20 mgka#alizatort 15 percig H

atmoszféraban (100 bar)éektivaltam. A debenzilezési reakcidé folyamatos &olgkaramban

tortént, 90 °C-on, 100 barHhyomason, 1 ml/perc aramlasi sebesség mellete&ep keresztl.
A reakcioidd lejartdval, VRK modszer segitségével megallagitott (eluens:
hexan:EtOAc:MeOH-50:40:10), hogy a kiinduldanyadjete egészében elreagélt, a kivant

fotermék keletkezését eredményezve. Az H-Cubmyamatos folyadékarami hidrogétez
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reaktorban hasznalt katalizator t6bb alkalommdidstnalhato. A keletkezett nyerstermeéket (20-
25 mg) OPLC segitségével megtisztitottam (elueds/ 2% MeOH-CHCI,) majd az igy kapott
tiszta terméket10) forrd vizkdl atkristalyositottam (14,58 mg, 90%). Az analitikézsgalatok
adatai tH, *°C NMR, MS) teljes mértékben megegyezteldanddszer esetén kapott adatokkal.

4.2.2. A 3-szubsztitualt xantin tartalmi DNS monomeeléallitasa

Metil-2-dezoxi-D-ribofuranozid (12)***

OH  MeOH, 1% HCI/MeCH, = OMe
HO HO

szobahdmérséklet, HO

25 min
11 12

Egy 1 L-es gbmblombikba 2-dezoxi-D-rib6Atl (13,60 g 101,44 mmol) mértem, majd
metanolban (243 ml) feloldottam. Ezek utan 1% H@&MH-t (27 ml) csepegtettem hozza, majd
20 percen keresztll szolfgmhérsékleten ételjesen kevertettem magneses kévagitségével.
A reakcidid lejarta utan ezist-karbonatot (5,00 g, 29,78 mmaéljitem az elegyhez és tovabbi 5
percen keresztil ételjesen kevertettem. Az igy kapott oldatot {eszm, majd szérazra
bepéaroltam acetonitril segitségével. A reakciérehenetelét VRK mobdszer segitségével
ellendriztem. A beparlasi maradékot (15,03 g) amely €gga olajszét folyadék(12), azonnal

felhasznaltam a kovetkéiépéshez.

Metil-2-dezoxi-3,5-di-O-(p-toluoil)-D-ribofuranozid (13)***

OMe  piridin, 0T, Ove
HG p-toluoil-korid, TolO
HO

szobahdmérséklet, N
12 6ra
12 13

Az eloz6 1épésidl kapott sargas olajszers#anetil-glikozidot (L2) (15,03 g) feloldottam

piridinbe (80 ml), majd jegesiteést alkalmazva 0 °C-raitbttem az elegyet. Ezutan a bt
elegyhez lassan hozzacsepegtetetoluoil-kloridot (29,00 ml, 34,00 g, 199,30 mmalekv.),
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majd 1 oran keresztil O °C-on tartva az elegyeife§esen kevertettem. A reakcidelegyet
fokozatosan melegitettem fel szobatérsékletre, majd tovabbi 12 6ran keresztiil ketterre A
reakcidid lejarta utan az elegyet jégre (300 ml) oOntéttenajdmdietil-éterrel (3x100 ml)
extrahaltam. Az éteres fazist vizzel (100 ml), 1sbbkav oldattal (100 ml) illetve 10 m/v%
natrium-hidrogénkarbonat oldattal (100 ml) extréd@l A szerves fazist szaritottam (8@)),
sZirtem majd acetonitril segitségével szarazra pamltareakcid, VRK maodszer alapjan teljes
mértékben a kivant termékel3) eredményezte: (10 v/v% 2-propanol-toluol). Az ldikai

vizsgalatok adatai teljes mértékben megegyeztetodalomban ismerttel.

2-Dezoxi-3,5-diO-(p-toluoil)- a-D-ribofuranozil-klorid (14) ***

ACOH,
OMe  Hal/AcOH nwd
TolO ——— TolO

R H,SOy,, HCl, R
TolO 30 perc TolO
13 14

Az el6z6 lepéslsl kapott toluoilezett metil-glikozidot 13) (38,99 g) feloldottam
jégecetben (40 ml) egy 250 ml-es gdbmblombikba, nsaghvval telitett ecetsav oldatot (80 ml)
ontottem hozza. Tomény kénsav és tomény sisav sidatségével, sosav gazt allitottard el
majd szaritas utan bevezettem a reakcioelegybgyeségneses keuesegitségével ételjesen
kevertettem. A reakcié 30 perc alatt lejatszédattbatémersékleten, 10 perc reakcididitan
csapadékkivalas volt megfigyelldetA kapott csapadékot Ar atmoszféra alatt &itam, majd
vizmentes dietil-éterrel (200 ml) mostam, végulkétirban szaritottam {0s/NaCOs). A
szaritott terméket1d) [16,00 g, 41,22 mmol, (41%, 3 lépésre szamitwR$zikkatorban
taroltam, illetve 48 6ran belll felhasznaltam a dttres |épéshez, elkerlilve ezzel a leteg
nedvességtartalmara megjelemomlastermékek kialakulasat. Al4) vegyllet esetében a

nedvesseégtartartalomra valo érzékenysége miattdrémt szerkezetvizsgélat.
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7-Benzil-3-[3',5’-di-O-(p-toluoil)- B-D-ribofuranozil]-xantin (15)

@ Bn )\ | />
wa '\/‘ vizm. dioxan, O N N
HN NaH,
Tolo + | > —_ .
| )\ 4 26ra, 45T,
O H N Ar atm. TolO

TolO
14 8 15

7-Benzil xantint 8) (3.11 g, 12.84 mmol) feloldottam vizmentes 1dxdnban (50 ml)
egy 250 ml-es gémblikba, majd natrium-hidridet (64§, 25.69 mmol, 2 ekv., 55-60%) mértem
hozz& és egyithe®® magneses kewvérsegitseégével 30 percen keresztul 45 °C-ditehesen
kevertettem. A sOképzés utan toluoilezett-glikdddaridot (14) (5,00 g, 12.84 mmol, 1 ekv.)
feloldottam vizmentes 1,4-dioxanban, majd Ar atrfé@rszalatt lassan hozzacsepegtettem a mar
elokészitett elegyhez és a reakcioelegyet intenziertetés mellett 2 6ran keresztil 45 °C-on
kevertettem. A reakcibiillejarta utdn az elegyet beparoltam szarazraaegtatban (500 ml)
feloldottam, majd az elegyet 10%-0s citromsav o&dat(250 ml), telitett natrium-
hidrogénkarbonét oldattal (250 ml), végul teligibldattal (250 ml) extrahaltam. Az igy kapott
szerves fazist szaritottam (0,), sZirtem, majd bepéaroltam széarazra. VRK moddszer
segitségével megdllapithatd volt, hogy a kiindw@annagy része elreagalt a kivant termék
keletkezése kdzben (eluens: 10 viv% EtOAcCH). A nyersterméket oszlopkromatogréfias
modszer segitségével tisztitottam (20 v/v% EtOAGTIL). A tiszta termék témegd ) 2,00 g
(3,36 mmol, 26%), amorf hab.

'H NMR (500 MHz, DMSO#dg) § ppm 2,36 (s, 3 H, C¥t 2,39 (s, 3 H, Ch); 2,90 (m, 0,2 H, H-
2’a* mellék rotamer); 3,06 (m, 0,2 H, H-2’'b* mellé&tamer); 3,34 (dddlya2,=13,0 HZ,J2:4 1-
=6,7 Hz,J»53=6,3 Hz, 0,8 H, H-2'a*& rotamer); 4,44 (m, 1 H, H-5'a); 4,52 (dil; 3 =11,0 Hz,
Jy 5a= Josp =6,1 Hz,1 H, H-4’); 4,62 (m, 0,8 H, H-5’bdf rotamer); 4,97 (m, 0,2 H, H-5b
mellék rotamer); 5,47 (s, 2 H, BnGH5,53 (m, 0,3 H, H-3' mellék rotamer); 5,87 (m7 ™, H-
3’ f6 rotamer); 6,66 (pt)y 2a=J1 2 =6,7 Hz, 0,3 H, H-1' mellék rotamer); 6,71 (t;2a =1 21
=6,7 Hz, 0,7 H, H-1' § rotamer); 7,27 (m, 2 H, arom.); 7,35 (m, 7 H, ajom,86 (m, 4 H,
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arom.); 8,21 (s, 0,7 H, H-& frotamer); 8,26 (s, 0,2 H, H-8 mellék rotamer);3#1(br. s., 0,2 H,
NH mellék rotamer); 11.37 (br. s., 0,71 H, Ni&drotamer). H-2'b & rotamert vizjel takarja el.

13C NMR (126 MHz, DMSOdg) 5 ppm 21,5 (Els); 21,5 ((Hs); 34,3 (C-2'); 49,3 (BnE.); 64,3
(C-5"); 74,7 (C-3’); 81,0 (C-1"); 83,1 (C-4'); 10%4,(C-5); 126,7 (arom. Cq); 126,9 (arom. CQ);
127,9 (arom.); 128,4 (arom.); 129,0 (arom.); 129129,7 (arom., C-8); 137,0 (Bn Cq); 144,1
(CHsCq); 144,4 (CHCq); 148,5 (C-4); 150,6 (C-2); 154,9 (C-6); 165,80)C 165,9 ().
CaaH30N407, MS (ESI):m/z595 (100%, [M + HI).

3-[3",5'-Di- O-(p-toluoil)- B-D-ribofuranozil]-xantin (16)

Pes) 8%,

N O N
autoklav, dioxan,
Pd(OH),
TolO > Tolo
A 24 6ra, 90 T, A
TolO 100 bar, Tolo
15 16

(15) (1,20 g, 2,01 mmol) feloldottam 1,4-dioxanban (10, majd az oldatot atmostam
egy kisebb mérétautoklavba (100 ml). Az ékészitett oldathoz Pd(OHKkatalizatort (1.20 g,
Pd(OH)/C, 20 % Pd, Pearlman-katalizator) mértem, majehaszert feltoltottem hidrogénnel és
egy fithett magneses kevéisegitségével 24 éran keresztil 90 °C-on keventetéereakcioid
lejarta utan az elegyet ldgfrem, majd acetonitriles beparlas segitségévebhgramparoltam. A
reakcié lejatszodasat VRK moddszer igazolta, a kiidédnyag teljes mennyisége elreagalt a
kivant termék keletkezése kozben (5 viV% MeOHCH. A nyerstermeket
oszlopkromatografias modszer segitségével tistaiftgt (30 v/iv¥% EtOAc-CLCI, ). A tiszta
termék tomegel) 1,00 g (1,98 mmol, 98%), amorf hab. MS (E®i)z505 (100%, [M + HI),
527 (20 %, [M + NaJ), 543 (8 %, [M + KJ).

77



3-(B-D-Ribofuranozil)-xantin (17)

H

o) o
PR, PR,
N~ N N~ N

40% MeNHy/H,O
TolO ——— HO
MeOH, 12 6ra, R
Tolo 45¢C HO
16 17

16 Nukleozidot (1,00 g, 1,98 mmol) feloldottam metdyam (20 ml) ultrahang
segitségével, majd ehhez az elegyhez 40%-o0s viegkamin oldatot (20 ml) csepegtettem. Az
elokészitett reakcidelegyet egitie® magneses kevésegitségével 24 oran keresztil, 45 °C-on
kevertettem. A reakcibitllejarta utan az elegyet beparoltam szarazra, awgtbnitriles beparlas
segitségével aeakcidelegyben maradt vizet is eltavolitottam. VRKgitségével nyomon
kovetheb volt a kiinduléanyag teljes mérteélelreagalasa, a kivant termék keletkezése mellett,
(10 vIv% MeOH-CHCI,). A keletkezett nyersterméket oszlopkromatografits tisztitottam,
(20 viv% MeOH-CHCL,). A tiszta termék tdmege: 0.50 g (1,86 mmol, 94&shorf hab.'H
NMR (500 MHz, DMSO¢e) d ppm 1,95 (dddJza 2=13,3 Hz,Jpa1-=7,2 Hz,J253=4,6 Hz, 0,7
H, H-2’a* {6 rotamer); 2,84 (dddlp 25=13,3 Hz,Jo» 1 =7,2 Hz,J2 3 =6,1 Hz, 0,7 H, H-2’b*
rotamer); 4,14 (m, 1 H, H-5'a*); 4,37 (m, 1 H, HB5%); 4,87 (m, 0,3 H, H-3' mellék rotamer);
5,35 (m, 0,6 H, H-3'§ rotamer); 6,49 (pt)r 2a =Jv2pb =7,2 Hz, 0,4 H, H-1' mellék rotamer);
6,55 (pt,J1’ 22 =d1'2p =7,2 Hz, 0,7 H, H-1’ 6 rotamer); 8,02 (s, 0,6 H, H-8 fotamer); 8,06 (s,
0,3 H, H-8 mellék rotamer); 11,26 (br. s., 1 H, N A H-2’a - H-2’b mellék rotamerereket
szennyeédés, a H-4 protont vizjel takarja el. Hidroxilcsapé a spektrumban nem latszédnak.
13C NMR (126 MHz, DMSOds) & ppm 36,9 (C-2’ rotamer); 37,2 (C-2' rotamer); 615’
rotamer); 62,7 (C-5’ rotamer); 71,4 (C-3’ rotamer},7 (C-3' rotamer); 83,1 (C-1" rotamer);
83,9 (C-1’ rotamer); 87,1 (C-4’ rotamer); 87,9 (Crdtamer); 108,5 (C-5 rotamer); 108,7 (C-5
rotamer); 129,5 (C-8 rotamer); 129,7 (C-8 rotam&4)7,26 (C-4 rotamer); 147,35 (C-4 rotamer);
150,9 (C-2 rotamer); 151,1 (C-2 rotamer); 154,%JCE 0H1:N4O0s, MS (ESI):m/z269 (100%,
[M+ H] ™), 537 (20 %, [2M + H]), 559 (35 %, [2M + Nal).
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N’, 5’-O-Di-(4,4'-dimetoxitritil)- 3-( p-D-ribofuranozil)-xantin (18)

o DMTr
H /
HN N HN N
2 L
N
DMTr-Cl, TEA,
pmdm
HO DMTrO
szobahomerseldet A

2-3 6ra N

17 Vegyiletet (0,40 g, 1,492 mmol) feloldottam pinden (10 ml) egy 100 ml-es
gomblombikban, majd frissen kristalyositott 4,4rditoxitritil-kloridot (1,26 g, 3.73 mmol, 2.5
ekv.) csepegtettem hozza piridinben (10 ml). Az ékészitett reakcidelegyhez trietilamint
(0.52 ml, 0.38 g, 3.73 mmol, 2.5 ekv.) mértem é3rdn keresztil szobameérsékleten
intenziven kevertettem. VRK segitségével megaltapdt volt a kiinduléanyag teljes mérték
elreagalasa a bisztritilezett szarmazék keletkekégben. A reakcioidl lejarta utan az elegyet
bepéaroltam szarazra acetonitril segitségével, madjdparlasi maradékot etil-acetatban oldottam
(200 ml) és 5% natrium-hidrogénkarbonat oldatte€d0(Iml), vizzel (100 ml) illetve telitett
séoldattal (100 ml) extrahaltam. A szerves fazétrigottam (NgSQy), szirtem, végul acetonitril
segitségével szarazra bepéaroltam. A nyerstermélats goszlopkromatogréafiaval tisztitottam,
kevés szilikagélt, illetve 5-10% trietilamint tdr@z0 eluenst felhasznalva
(hexan:EtOAc:DCM:TEA-10:4,5:4,5:1) megelve ezzel a szilikagél savassagara bekodvétkez
nem kivanatos 4,4’-dimetoxitritil hasadast. A kkésett tiszta termék 0.45 ¢8) (0.51 mmol,
34%), amorf habH NMR (500 MHz, DMSOdg) dppm 2,06 (m, 1 H, H-2’a*); 2,93 (ddd,
Job2a=12,4 Hz,Jpn1°=6,4 Hz,Jo3 =6,3 Hz, 1 H, H-2'b*); 3,18 (dJs:a4 = Jsb4 =4,65 Hz, 2 H,
H-5'a, H-5'b); 3,68 (s, 3 H, CkJ; 3,69 (s, 3 H, Ch); 3,74 (s, 6 H, 2 x C}J; 3,89 (ddJs 3 =10,0
Hz, Jy 54 = Jasb =4,65 Hz, 1 H, H-4"); 4,41 (m, 1 H, H-3); 5,13 (dn3=4,9 Hz, 1 H, Okt
6,61 (pt,Jy 2a= Jv 21 =6,4 Hz, 1 H, H-1'); 6,76 - 7,40 (m, 27 H, arom-8) 10,69 (s, 1 H, NN
13C NMR (126 MHz, DMSOds) 5 ppm 36,5 (C-2'); 54,9 (Ch); 55,0 (CH); 64,2 (C-5); 71,0
(C-3Y); 75,6 (N arom.Cq); 82,9 (C-4); 85,2 (N aroi®q); 85,3 (C-1'); 109,1 (C-5); 112,9
(arom.); 113,0 (arom.); 126,4 - 130,4 (arom., C483,5 (arom. Cq); 135,8 (arom. Cq); 135,9
(arom. Cq); 141,7 (arom. Cq); 144,9 (arom. Cq);,84€-4); 150,1 (C-2); 152,2 (C-6); 157,9
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(CqOCH); 158,3 (QJOCHp). CsaHagN4Og, MS (ESI):m/z303 (100%, [DMTIT), 879 (25 %, [M
+ Li] ).
A termékil 2D NMR méreések is késziltek (COSY, HSQC, HMBO\EESY).

Bisz-5’-0O,7-N-(4,4 -dimetoxitritil)-3-(2’-dezoxi- -D-ribofuranozil)xantin-3’- O-il-(O-2-
cianoetil)-N,N-diizopropil-foszforamidit (19)

bisz-amidit reagens,
vizm. DCM
DMTrO » DMTrO

1-H tetrazol, Ar atm., K
HO szobahomérséklet
4 6ra

%N)TQHCN

/O/

~

18 Vegyiletet (350 mg, 0,40 mmol) feloldottam foszfemtoxidrél frissen desztillalt
vizmentes diklormetanban (15 ml) Ar atmoszférat alatjd az dikészitett elegyhez bisz-amidit
reagenst (0,24 ml, 0,13 g, 0,44 mmol, 1,1 ekv.)pegtettem. Az igy ékészitett
reakcidelegyhez veégul Httetrazolt (14,00 mg, 0,20 mmol, 0,5 ekv.,) mértemajd egy
magneses kevérsegitségevel 2 6ran keresztll kevertettem Ar atféos alatt. A reakcioidl
lejarta utan VRK modszer alapjan a reakcioelegylmeég lHven maradt elreagalatlan
kiinduléanyag, ezért tovabbi bisz-amidit reage®13 ml, 0,12 g, 0,40 mmol, 1 ekv.,) illetve
1H-tetrazolt (14,00 mg, 0,20 mmol, 0,5 ekv.) mértenmekegyhez. Ujabb 2 6ra reakcididtan,
VRK alapjan megéllapithato volt, hogy a kiindul6agyteljes mértékben elreagalt a vart termék
keletkezése kozben. A reakcididlejarta utan az elegyet beparoltam, majd gyors-
oszlopkromatografias mddszer segitségével tistaftgtkevés szilikagélen 5-10% trietil-amint
tartalmazé eluens (hexan:EtOAc:DCM:TEA-20:4,5:4)5:kegitségével. A megtisztitott
nedvessegre érzékeny terméket vizmentes acetmagitségével 45 °C-on szarazra paroltam,
majd Ar atmoszféra alatt -20°C-on taroltam. A Kedeett tiszta termék 400 md9) (0,37
mmol, 92%), amorf hab!P NMR (202 MHz, CBCN) & ppm 13,0 (FH-foszfonat); 16,2 [P(V)];

80



148,5 és 148,9 [P(Ill) diasztereomereRfP, 'H és *C NMR alapjan a kivant termék
azonosithato, oligonukleotid szintézishez felhabaid, am a jelen lévszennyeédések miatt a
'H ésC NMR spektrumok nehezen értékeliek. Gs1HgsNeOsP, MS (ESI):m/z 303 (100%,

[DMTr] ), 1079,5 (35 %, [M + N&).

4.2.3. A 3-szubsztitualt xantin/timintartalmid PNS nonomerek eballitasa

Etil-(7-benzil-3-xantinil)-acetat (20a)

=0 =0 =0
KoCOs,

<Nf NH vizm DMVF, <N | NH <Nf N~ cookt

[ — . +
\N /& brémecetsav- \N /& \N /&
H o etilészter, N O N o
24 6ra, 45 T k
COOEt COOEt
8 20a 20b

Egy 500 ml-es gbmblombikba 7-benzilxantir@) (6,00 g, 24,78 mmol) és kalium-
karbonatot (4,00 g, 29,74 mmol, 1,2 ekv.) mértenajdmultrahang segitségével vizmentes
dimetil-formamidban (100 ml) feloldottam. A kapdigterogén oldatotithet® magneses kevér
segitségével 1 oran keresztil 45 °C-on mechanikuskk segitségével ételjesen kevertettem.
A sOképzés utan azdadlészitett reakcidelegyhez etil-brom-acetéatot (3r014,55 g, 27,26 mmol,
1,1 ekv.) csepegtettem vizmentes dimetil-formamdigB00 ml) 1 6ran keresztil, intenziv
kevertetés mellett. A reagens hozzdadasa utaregyel24 6ran keresztil 45 °C-on kevertettem.
A reakcioid lejarta utdn, VRK modszer segitségével megbizamjagn a kiinduldbanyag
jelentss részének az elreagalasardl, illetve a kivantdkrkeletkezesét, majd 50%-0s ecetsav
oldatot (20,5 ml) csepegtettem az elegyhez, a rdar&dlium-karbonat semlegesitése céljabal.
Az igy kapott reakcioelegyet beparoltam, majd aztié&ciés maradékot etanollal illetve
acetonitrillel paroltam a maradék dimetil-formareitBvolitasa céljabol. Ezek utan etil-acetatban
oldottam (500 ml), majd vizzel (200 ml) és telitedttrium-klorid oldattal (200 ml) extrahaltam.
A szerves fazist szaritottam (&), sZirtem, majd acetonitril segitségével szarazra p@rolt
A reakcio soran egy nem kivant melléktermeék, a-blkitezett szarmazégz0b) keletkezése volt

megfigyelhed, ami nehezebbé tette a kivant termeék tisztitddatkapott nyers termeket
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oszlopkromatografias modszer segitségével tisitot (20 viv% EtOAc-ChBCl,). A
megtisztitott észter 3,00(g0a) (9,13 mmol, 37%) illetve bisz-alkilezett szarma&280 g(20b)
(7,23 mmol, 29%), valamint az atalakulatlan kiinghriyag 2,03 ¢8) (8,38 mmol, 34%). Az
analitikai vizsgalatok adatai’f, *C NMR, MS) megegyeztek az irodalomban szefrepl
adatokkaf'®* MS (ESI):m/z328 (100%, [M + HJ), 367 (8 %, [M + K], 679 (30 %, [2M +
Na']).

7-Benzil-xantin-3-il-ecetsav (21)

Bn o Bn
NH 5% HdA, THF

N NH
LA, wwe s SALK

24 6ra

L N

COOEt COCH
20a 21

Egy 250 ml-es gomblombikba20a észtert (3,00 g, 3,04 mmol) feloldottam
tetrahidrofuranban (20 ml), majd 5 %-o0s s6savoldét00 ml) mértem hozz4. A vizes oldat
hozzdadéasara a kiinduléanyag kicsapddott, de aited&gy 80 °C-ra valdo melegitése utan Gjra
beoldddott. Az igy ékeészitett elegyetiithett magneses kevérsegitségevel 24 6ran keresztil
80 °C-on intenziven kevertettem. A 24 ora eltelt@termeék fehér csapadékkent kivalt, majd a
reakcidelegyet visszétbttem szobabmérsékletre. A terméket vakuum segitségévelikism,
majd mostam jéghideg vizzel, illetve hideghexannal. VRK szerint a kiinduléanyag teljes
mértékben atalakult az altalunk vart termekR#),((CHsCN : MeOH : HO-5 : 4 : 1). A tiszta
termék 2.60 g (8.65 mmol, 95%). NMR (500 MHz, DMSOsdg) & ppm 4,56 (s, 2 H, H-1'a, H-
1'b); 5,45 (s, 2 H, BnChj; 7,08 - 7,56 (m, 5 H, arom.); 8,22 (s, 1 H, H-8),29 (s, 1 H, N§
13,11 (br. s., 1 H, OH*C NMR (126 MHz, DMSOd) & ppm 42,8 (C-1'); 49,1 (BnB,);
106,0 (C-5); 127,7 (arom.); 128,0 (arom.); 128, bifa C-8); 136,8 (arom. Cq); 149,5 (C-4);
150,6 (C-2); 154,7 (C-6); 169,1 QOH). C4H12N4O4, MS (ESI):m/z301 (100%, [M + H]).*%
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terc-Butil-2-((2-aminoetil)amino)acetat (23§

DCM, brémecetsav- H O
tercbutilészter \)J\
N
NI > N O—t-Bu
"IN H 0T, 246ra H
22 23

Egy 500 ml-es gomblombikba etilén-diamir22) (30,04 ml, 449,36 mmol, 8 ekv.)
mértem és diklor-metanban (200 ml) oldottam, majdakcidelegyet jegedités segitségével 0
°C-ra Hitottem. A lelitott elegyhez, heves kevertetés meltett-butil-bromacetéatot (8,30 ml,
56,17 mmol) csepegtettem diklor-metanban (40 ndyén keresztil. A reagens hozzaadasa utan
a reakcioelegyet lassan szobatgérsékletre melegitettem majd 12 6ran kereszt@niiven
kevertettem. A 12 oOra elteltével a reakcioelegyiezel (3x150 ml) extrahdltam, majd az igy
keletkezett szerves fazist szaritottam B@,), sdirtem és végul acetonitril segitségével szarazra
beparoltam. A beparlas utan visszamaradt termék@t €gytsl felhasznaltam a kovetkéz
lépéshez. A keletkezett termék 6,50 g (37,30 mB®Eo).

terc-Butil-2-(N-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)karbonil)amino)etil)amino)acetat (24)

szobahGmérséklet,
12 6ra

(@] (@]
HNT N H\)J\O—t—Bu ngocugSEA > FrooNT N H\)J\O—t—Bu
23 24

Az elézé lepésben éRllitott terc-butil-észtert 23) (5,00 g, 28,73 mmol) feloldottam
diklér-metanban (200 ml) egy 500 ml-es gomblombikb@ajdN,N-diizopropil-etilamint (4,75
ml, 3,52 g, 27,29 mmol, 0.95 ekv.) csepegtettemzaozAz ebkészitett elegyhez 9-
fluorenilmetil-szukcinimidil-karbonatot (9,20 g, 2B mmol, 0,95 ekv.) csepegetettem diklor-
metanban (50 ml) 2 éran keresztil, intenziv kevéstenellett. A reagens hozzdadasa utan az
elegyet 12 6ran keresztul szobBatérsékleten kevertettem. A 12 6ra reakaididtan a
reakcidelegyet 1 M-os HCl-oldattal (3x200 ml), \@kz¢200 ml), vegul telitett séoldattal (200 ml)
extrahaltam. A szerves fazist szaritottam @), sZirtem majd beparoltam a szerves fazis 50

%-at és 12 oran keresztul -20 °C-on taroltam. kiis elteltével a termék kristdlyosodasa volt
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megfigyelheb, majd 12 6ra kristalyosodas utan a kivalt termédstiirtem és jéghideg diklor-
metannal (200 ml) mostam. A tiszta végterm24) (10,00 g (25,28 mmol, 88 %). Az analitikai

vizsgalatok adatai, telies mértékben megegyeznéiodalomban szerepladatokkaf*?

terc-Butil-2-(N-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)karbonil)amino)etil)-2-(7-benzil-2,6-dioxo-1H-
purin-3(2H,6H,7H)-il)acetamido)acetat (25)

B o
\
Bn o N NH
C
\ vizm. DV, \ /g

o)
" R AL
NH DCM, DIPEA N~ Yo
N y
<\ | /g + EmoeNT N o-tBu ——————> o
N HOBT, HBTU, o
Nk O szobahdmérséklet,
48 6ra \)J\
N
COOH FrocHN” " O~tBu
21 24 25

Egy 250 ml-es gomblombikb21 savat (1,50g, 4,99 mmol) feloldottam vizmentes
dimetil-formamidban (50 ml), majd HOBT-t (1,52 g99 mmol, 2 ekv.) és HBTU-t (3,79 g,
9,99 mmol, 2 ekv.) mértem az elegyhez és magnesessksegitségevel ételjesen kevertettem.
Ezek utan 24) (1,97 g, 4,99 mmol, 1 ekv.) feloldottam diklor-t@aeban (50 ml) majd telitett
natrium-hidrogénkarbonéat oldattal (20 ml) extradt A kapott szerves fazist szaritottam
(N&SQy), szirtem, majdN,N-diizopropil-etilamint (1,74 ml, 9,99 mmol, 2 ekwkepegtettem
hozz4 és az oldatot intenziv kevertetés melledsda hozzacsepegtettem asbkeészitett
reakcidéelegyhez, majd 48 odran keresztul szébeisékleten kevertettem. VRK alapjan a
reakcioid lejarta utan a kiinduléanyag jelést része elreagalt a kivant termék keletkezése
kozben. Ezek utan a reakcidelegyet beparoltam, mdjdparlasi maradekot feloldottam diklor-
metanban (300 ml) és 1 M sdsav-oldattal (300 reljtett natrium-hidrogénkarbonéat oldattal
(300 ml), vegul telitett sooldattal (300 ml) exta#tam. A kapott szerves fazist szaritottam
(NaSOy), sairtem, majd acetonitril segitségével szarazra bégaano A nyerstermek tisztitasat
oszlopkromatografias moddszer segitségével végefRimv/iv% EtOAc-nexan). A tisztitott
termék 25) 1,38 g (2,03 mmol, 41 %), amorf hdbl NMR (500 MHz, DMSO€s) & ppm 1,33
(s, 6 H,t-Bu CH; f6 rotamer); 1,44 (s, 3 H;Bu CH; mellék rotamer); 3,06 (m, 0,7 H, Fmoc
NHCH,*CH,;N mellék rotamer); 3,26 (m, 2 H, Fmoc NH&EH,*N); 3,45 (m, 1,4 H, Fmoc
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NHCH,*CHN f6 rotamer); 3,87 (m, 1 H, Fmoc_@HH,); 4,20 (m, 2 H, CHCOOBuU); 4,27 (m,
0,7 H, Fmoc CHCHmellék rotamer); 4,29 (m, 1,3 H, Fmoc CH&I rotamer); 4,67 (s, 0,6 H,
xantinil CH, mellék rotamer); 4,82 (s, 1,1 H, xantinil € rotamer); 5,40 (s, 2 H, BnGH
7,32 (m, 10 H, arom., Fmoc NH7,64 (d,J=7,3 Hz, 2 H, arom.); 7,84 {@=6,4 Hz, 2 H, arom.);
8,10 (s, 0,5 H, H-8 rotamer); 8,1 (s, 0,5 H, H-8mer); 11,25 (br. s., 1 H, N#).**C NMR
(126 MHz, DMSO#dg) 6 ppm 27,9 tBu CHg); 42,8 (Fmoc NHEI,CH:N); 47,0 (Fmoc EICHy);
47,4 ((H,COOBuU); 49,2 (Fmoc NHCKCH2N); 49,5 (xantinil-GH,); 50,3 (BnGHy); 65,8 (Fmoc
CHCH, rotamer); 65,9 (Fmoc CH& rotamer); 81,45t{Bu Cq rotamer); 82,5t{Bu Cq
rotamer); 106,4 (C-5); 120,4 (arom.); 125,4 (arom?7,4 - 129,0 (arom., C-8); 137,1 (Bn Cq);
141,1 (arom. Cq); 144,2 (arom. Cq); 150,3 (C-4)1,35C-2); 155,2 (C-6); 156,5 (FMocOO
rotamer); 156,9 (Fmoc@O rotamer); 167,0 (xantinil GIEO); 167,4 (xantinil CHCO rotamer);
168,4 (GOOtBu rotamer); 168,8 (OOtBu rotamer). G/H3zgNgO7;, MS (ESI): MS (ESI)m/z679
(100%, [M + H]%), 701 (20 %, [M + Na]).

terc-Butil-2-(N-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)karbonil)amino)etil)-2-(7-benzil-2,6-dioxo-1H-
purin-3(2H,6H,7H)-il)acetamido)ecetsav (26)

N o N Yo
o DCM, TFA H,O o
\)(JD\ szobahGmérsékiet, Q
N. 6 ora N\)J\
FmocHN™ " o—t-Bu FmocHN™ " OH

25 26

Egy 250 ml-es gomblombikba5 észtert (1,30 g, 1,91 mmol) mértem és feloldottam
diklér-metanban (130 ml) majd ehhez az oldathdluti-ecetsavat (27,69 ml) és vizet (1,37 ml)
csepegtettem és intenziv kevertetés mellett 6 &efasztil szobaimeérsekleten kevertettem.
VRK modszer alapjan a reakcididejarta utan a kiinduléanyag teljes mértékbena&idt az
altalunk vart termékké. A kapott elegyet bepéarojtanajd ismételt acetonitriles bepérlassal
eltavolitottam a  reakcidéelegyben  maradt  trifluoetsavat. A  nyersterméket

oszlopkromatografiaval tisztitottam, (20 v/v% 24paool-hexan). A megtisztitott terméRgj:
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0,60 g (0,96 mmol, 50%), amorf habl NMR (500 MHz, DMSOdg) & ppm 3,28 (m, 2 H, Fmoc
NHCH,CH,*N); 3,46 (m, 2 H, Fmoc NHCKCH:N); 3,94 (m, 1 H, Fmoc C8H,); 4,14 - 4,37
(m, 4 H, CHCOQBuU, Fmoc CHCH); 4,68 (s, 0,6 H, xantinil CHmellék rotamer); 4,83 (s, 1,2
H, xantinil CH f6 rotamer); 5,40 (s, 2 H, BnGH 7,32 (m, 10 H, arom., Fmoc_NH7,64 (d,
J=7,32 Hz, 2 H, arom.); 7,84 @=6,41 Hz, 2 H, arom.); 8,08 (s, 0,54 H, H&rbtamer); 8,11
(s, 0,40 H, H-8 mellék rotamer); 11,23 (br.s., kBNH-1 mellék rotamer); 11,25 (br.s., 0,69 H,
NH-1 3 rotamer).”*C NMR (126 MHz, DMSOds) & ppm 42,9 (Fmoc NHB,CH,N); 47,0
(Fmoc_CHCHy); 47,2 (GH,COOBuU); 47,9 (Fmoc NHCECHN); 49,3 (BnCH?*); 49,4 (xantinil
CH*); 65,8 (Fmoc CHEI, rotamer); 65,9 (Fmoc CH4; rotamer); 106,4 (C-5); 120,4 (arom.);
125,5 (arom.); 127,4 - 129,1 (arom., C-8); 137,h@H); 141,0 (arom. Cq); 144,1 (arom Cq.);
150,2 (C-4); 151,1 (C-2); 155,2 (C-6); 156,9 (Fn©@©OO); 167,0 (xantinil CHCO rotamer);
167,3 (xantinil CHCO rotamer); 170,9 [COOLH); rotamer]; 171,2 [COOEH); rotamer].
Cs3H30NeO7, MS (ESI):m/z623 (100%, [M + H]), 645 (20 %, [M + Na]).

Timin-1-il-ecetsav (29)

@) ) @)
2M NaOH,
HN CHg KoCOg, vizm. DMF, HN CHg 20 perc, 90 C HN CHs
)\ | brémecetsav-etilészter )\ | 4AMHCA - O)\ |
O N

O N szobahdmérséklet 30 perc N

T

COOEt COOH
27 28 29

Egy 500 ml-es gdmblombikba timin27) (29,00 g, 229,93 mmol) és kalium-karbonatot
(31,77 g, 229,93 mmol, 1 ekv.) mértem, majd 200 vigmentes dimetil-formamidban
feloldottam ultrahang flkid segitségével. A sOképzés utan a heterogén eleggtiez
brémacetétot (25,43 ml, 38,40 g, 229,93 mmol, 1,gkgepegtettem &eljes kevertetés mellett.

A reakcioelegyet szobé&meérsékleten kevertettem 4 6ran keresztil, majdeagyet lesértem és
szarazra paroltam, amig egy fehér &zfaljesen szaraz desztillaciés maradékot kaptam. A
maradékot vizes natrium-hidroxid oldattal kezelts80 ml 2 M) 20 percen keresztil forralas
mellett. Ezek utdn az elegyet 0 °C-rétditem, majd 30 percen keresztil vizes sésavoldat
hozzadadasa utan (500 ml, 4 M) intenziven kevertettd timin-1-il-ecetsavat, ami fehér
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csapadék formdjaban keletkezett, tg#ggm, majd mostam hideg vizzel és exszikkatorban
széritottam (foszfor-pentoxid). A keletkezett feligistalyos termék 29) 29,23 g (70%). Az
analitikai vizsgalatok eredményefH, *C NMR, MS) telies mértékben megegyeznek az

irodalomban leirttat*311°

terc-Butil-2-(N-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)karbonil)amino)etil)-2-(5-metil-2,4-dioxo-3,4-
dihidropirimidin-1(2H)-il)acetamido)acetéat (30)

o
o CHs
o HN |
HN CHz H \)J\ vizm. DMF, O)\
N DCM, DIPEA N
)\ I o™ OtBu —— — »
o N HOBT, HBTU, o}
k szobahdmérséklet, O
48 6ra
COOH N\)J\
FmocHN” O-tBu
29 24 30

Egy 250 ml-es gomblombikba9 savat (2,00 g, 10,86 mmol) feloldottam vizmentes
dimetil-formamidban (100 ml), majd HOBt-t (3,30 21,72 mmol, 2 ekv.) és HBTU-t (8,25 g,
21,72 mmol, 2 ekv.) mértem az elegyhez és magn&sesid segitségével ételjesen
kevertettem. Ezek utév vegyuletet (4,30 g, 10,86 mmol, 1 ekv.) feloldottdiklor-metanban
(100 ml), majd telitett natrium-hidrogénkarbon&laital (20 ml) extrahaltam. A kapott szerves
fazist szaritottam (N&Qy), sirtem, majdN,N-diizopropil-etilamint (3,78 ml, 21,72 mmol, 2
ekv.) csepegtettem hozzé és az oldatot intenzierketés mellett lassan hozzacsepegtettem a
reakcioelegyhez, majd 48 oOran keresztil széiednsékleten kevertettem. VRK alapjan a
reakcidid lejarta utan a kiinduldanyag jelést része elreagalt a kivant termek keletkezése
kozben. Ezek utan a reakcidelegyet beparoltam, mdjdparlasi maradékot feloldottam diklor-
metanban (300 ml) és 1 M sdsavoldattal (300 mliyetenatrium-hidrogénkarbonat oldattal (300
ml), végul telitett sdoldattal (300 ml) extrahaltafnkapott szerves fazist szaritottam §8@y),
sZirtem, majd acetonitril segitségével szarazra bépano A nyerstermék tisztitasat
oszlopkromatografids modszer segitségével végeZewv% MeOH - DCM eluens rendszer
felnasznélasaval. A tisztitott termé®0J: 2,50 g (4,44 mmol, 41%). Az analitikai vizsgalat
adatai tH, 1*C NMR, MS) megegyeznek az irodalomban foglalt akleab*°
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2-(N-(2-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)karbonil)amino)etil)-2-(5-metil-2,4-dioxo-3,4-
dihidropirimidin-1(2H)-il)acetamido)ecetsav (31)

o

o)
HN | e HN)j/ s
o)\ N O)\

DCM, TFA, H,O
(@] S — . (@)
o szobahdmérsékiet o
e \% N\)J\ Gora e % N\)J\
FmocHN O—t-Bu FmocHN OH
30 31

Egy 500 ml-es gdmblombikbe80 vegyuletet (2,10 g, 3,73 mmol) mértem és
ultrahangfird segitségével feloldottam diklor-metanban (200 mijd ehhez az oldathoz
trifluor-ecetsavat (43,61 ml) és vizet (2,42 migpsgtettem és intenziv kevertetés mellett 6 6ran
keresztil szobdmérsékleten kevertettem. VRK alapjan a reakdidittjarta utan a
kiinduléanyag teljes mértékben atalakult az alteluart termékké. A kapott elegyet beparoltam,
majd ismételt acetonitriles beparlassal (20x50 eitivolitottam a reakcidelegyben maradt
trifluor-ecetsavat. A nyers terméket oszlopkromedfigval tisztitottam, 10 v/iv% MeOH-DCM
eluens rendszer felhasznélasaval. A megtisztiesthék 81) 0,97 g (1,91 mmol, 51%). Az
analitikai vizsgalatok eredményei'H, °C NMR, MS) megegyeznek az irodalomban

foglaltakkal’°
4.2.4. DNS oligonukleotid szintézis

Szilard fazisu oligomer szintézist alkalmazva, nmbd@NS oligomer szekvenciakat
allitottam eb foszforamidit modszer segitségével, egy Exped®@®98tipusu szintetizator
felhnasznélasaval. A felhasznalt szilard hordozdtiadidlt porozitasu tveg (CPG) volt, melynek
porusmérete 500 A, kapacitasa 40-50 umol/g.

A szokasos foszforamidit szintézis négy lépésdssiiban felhasznalt reagensek:
1. Atmeneti védécsoport eltavolitds a dezoxirib6z 5-DMTr atmeneti védsoportjanak
eltavolitasa 3% triklorecetsavat tartalmazé dikigtannal tortént (kb. 1200-1500 pl, 60-90 s)
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2. Kapcsolas a szaraz acetonitrillel alaposan lemosott osaldmril a monomer (ebben az
esetben a 3-szubsztitualt xantin-és timin-tartaimonomerek) 0,1 M-os szaraz acetonitriles
oldatabdl 80-100 ul, valamint az aktivatorként Imddz 1H-tetrazol 0,45 M-0s széaraz
acetonitriles oldatabdl 100-150 ul. Kapcsolasi3®-300 s.
3. Lefedés (capping) lépésaz elreagalatlan 5'-hidroxil csoportok lefedéde KO00-400 pl
ecetsavanhidrid-tetrahidrofuran (1:9 v/iv%) és tatteofuran-piridinN-metilimidazol 8:1:1
(VIvIiv%) elegyek keverékével torténik (30 s).
4. Oxidéacia a P(Il1)-P(V) oxidacids lépés 0,02 M-os jod olddtortéent (tetrahidrofuran-piridin-
viz 89,6:10:0,4 vIviv%), kb. 300 ul, 30 s alatt.

A kivant szekvencia elérése utan az elkészult ngkgemer szilard hordozoérdl tortén
hasitasa vizes 25%-0s ammanium-hidroxid oldattaétd 55°C-on egy éjszakan at (16 h).
A szilard hordozorél valo hasitast kodenh a nyers oligomerek tisztitasat PolyPak oszlopay
HPLC-vel (Shimadzu tipusd HPLC, LiChrosper RP SeBoszlop, C18 toltet, eluens A: 0,1 M
TEAACc vizben pH=7,0, eluens B:ACN, gradiens 0-50%®Bperc alatt) végeztem.

4.2.5. PNS oligomer szintézis

Az éltalanos szilard fazisu peptidszintézis segésél eballitott txst modell PNS
oligomer ebéllitasanal az Fmoc-kémidban alkalmazott altalaacsoport hasitasi, aktivalasi
illetve kapcsolasi korulményeket alkalmaztam. A PNBgomerek minden esetben kézi
peptidszintézis segitségével késziltek, egy ha#lesyitett peptid razopad illetve Merrifield
edény felhasznalaséaval, illetve szilard hordozékémoc-védett Rink-amide-MBHA gyantat
alkalmaztam, amelynek boritottsdga 0,50 mmol/g. Zlasl fazisu szintézis lépései és a

felnasznélt reagensek a kovetélez
Szilard hordoz6: Rink-amide-MBHA gyanta (0,50 mmol/g boritottsags, &g, 0,0125 mmol)
1. Fmoc csoport hasita20%-os piperidin (1,50 ml, 25 perc), mosas dikfetmamid (10 ml)

illetve diklér-metan (10 ml) segitségével, majd yamfa duzzasztasa diklormetan-dimetil-
formamid elegyében (10-10 ml).
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2. Fmoc-Gilicin kapcsolas Fmoc-glicin (11,14 mg, 0,0375 mmol, 3 ekv.), HATW4,25 mg,
0,0375 mmol, 3 ekv.), DIPEA (6,53, 4,84 mg, 0,0375 mmol, 3 ekv.) illetve lutidin,34 pl,
4,01 mg, 0,0375 mmol, 3 ekv.) diklér-metan és dilkfetmamid (5-5 ml) oldataban 15 perc
szobaldméseékleten valo éhktivalas utdn, hozzacsepegtettem a duzzasztotttayesz, majd 2
oran keresztul szobamérsékleten razattam. A reakcididejarta utan mostam: dimetil-
formamid (10 ml), diklérmetan (10 ml). A negatiwhidrin teszt utdn Fmoc-csoport hasitasa
kovetkezett a mar emlitett reakciokorilmeények kfyzdajd a gyanta duzzasztasa diklor-metan

és dimetil-formamid (10-10 ml) elegyében.

3. t-PNS kapcsolast-PNS (18,99 mg, 0,0375 mmol, 3 ekv.) HATU (148§, 0,0375 mmol, 3
ekv.), DIPEA (6,53ul, 4,84 mg, 0,0375 mmol, 3 ekv.) illetve lutidin,34 ul, 4,01 mg, 0,0375
mmol, 3 ekv.) diklérmetan és dimetil-formamid (5¥8) oldatdban 15 perc szolighésékleten
valo ebaktivalas utan, hozzacsepegtettem a duzzasztottt@ysz, majd 2 Oran keresztll
szobalbmérsékleten razattam. A reakcibidejarta utan mostam: dimetil-formamid (10 ml),
diklérmetan (10 ml), metanol (10 ml). A negativ mifrin teszt utdn Fmoc-csoport hasitasa
kovetkezett a mar emlitett reakciokorilmények ktjzogjd a gyanta duzzasztasa diklérmetan és

dimetil-formamid (10-10 ml) elegyében.

4. x-PNS kapcsolasx-PNS (23,42 mg, 0,0375 mmol, 3 ekv.) HATU (14,28, 1®,0375 mmol, 3
ekv.), DIPEA (6,53ul, 4,84 mg, 0,0375 mmol, 3 ekv.) illetve lutidin,34 pl, 4,01 mg, 0,0375
mmol, 3 ekv.) diklérmetan és dimetil-formamid (5¥8) oldatdban 15 perc szolighésékleten
valo ebaktivalas utan, hozzacsepegtettem a duzzasztott@jyaz, majd 2 oran keresztil
szobaldmérsekleten razattam. Mivel a tervezett szekveridom xantin-PNS egységet
tartalmazott ezért az x-PNS kapcsolasat haromsageatem el, az emlitett reakciokorilmények
betartdsaval. A reakcigdejarta utan mostam: dimetil-formamid (10 ml) dikinetan (10 ml),
metanol (10 ml). A negativ ninhidrin teszt utan Eresoport hasitasa kovetkezett a mar emlitett
reakciokorilmények kdzott, majd a gyanta duzzaazdfidor-metan és dimetil-formamid (10-10

ml) elegyében.

5.t-PNS kapcsolast-PNS (18,99 mg, 0,0375 mmol, 3 ekv.) HATU (148§, 0,0375 mmol, 3
ekv.), DIPEA (6,53ul, 4,84 mg, 0,0375 mmol, 3 ekv.) illetve lutidin,34 ul, 4,01 mg, 0,0375
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mmol, 3 ekv.) diklérmetan és dimetil-formamid (5¥8) oldatdban 15 perc szolighésékleten
valo ebaktivdlas utan, hozzacsepegtettem a duzzasztott@jyaz, majd 2 Oran keresztil
szobaldmérsékleten razattam. A reakcididejarta utdn mostam: dimetil-formamid (10 ml),
diklor-metan (10 ml), metanol (10 ml). A negatiwhidrin teszt utan az Fmoc-csoport hasitasa
kovetkezett a mar emlitett reakciokorilmények kbzédinden kapcsolasi Iépést kdgen
ecetsavanhidrides lefedést alkalmaztam (5% ecetbairad, 1,5 ml, 25 perc), az elreagéalatlan

aminocsoportok lefedése céljabadl.

6. elkészilt oligomer hasitasaz elkészult Fmoc-hasitottstoligomer gyantardl valé hasitasa
trifluorecetsav-diklor-metan (50% TFA-DCM, 10 ml, &a) elegyével tortént. A reakcidid

lejartaval az elegyet beparoltam acetonitril ségiésel, a beparlasi maradék dietil-éterrel vald
kicsapasa utan az elegyet l@sem, majd a lest oligomert (acetonitril:viz:ecetsav-1:1:1, 10

ml) beoldottam majd az igy kapott homogén oldatdilizaltam.
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5. Osszefoglalas

Az onszervedds képességekkel rendelkemolekulak, széles korben felhasznalhatéak a
szupramolekuléris kémia, orvosi kémia, szerkeZeldlgia és a nanotechnoldgiai alkalmazasok
terén. A G-tetrddok azonositasa 6ta, elméleti si@sukra és kisérleti eredményekre alapozva,
nagyszamu kvadruplex szerkezetet azonositottak. Upzszerketetek szamos maodositast
tartalmaznak, kezdve a guanin nukleobazison tériéttoztatasoktol egészen a teljes monomer
egység helyettesitéséig. Minden esetben bebizodgtisohogy a kationok nagyon fontos
szerepet jatszanak a kialakult kvadruplex szerkézstabilitasaban, beékele a tapadd tetrad
szerkezetek kdzzé, valamint negativ téltéssel dkade molekulak kdlcsdnhatasa a kvadruplex
szerkezetekkel tovabb novelheti a szerkezet diaddli. Az emlitett esetek mindegyikében a
kialakulé kvadruplex szerkezet elektromos szempanslemleges volt. A tdltéssel rendelkez
kvadruplex szerkezetek fontosak lehetnek nemcsa&kildnb6z ionok megkdtése céljabal,
hanem Uj lehéségeket nyitnak a magasabb rérsderkezetek tervezése terén is (nano-drotok).
Az eddigi megallapitasok szerint a G-kvartett seeekek a legmegfeldb molekulak a tapado
kolcsbnhatasok kialakuldsara, mert a guanin egységés kolcsbnhatassal kapcsolédnak
egymashoz, ami egy optimalis sikbeli alakot biztosi szerkezetnek. Mas purin alapu
tetramereket is megvizsgéltak (adenin, inozin)rdeden esetben ezek a szerkezetek gyengébb
kolcsonhatasokat tartalmaztak, illetve kevésbeéeddildlkattal rendelkeznek. A kevésbé sikbeli
alkat kialakuldsa érthét ezekben a szerkezetekben, hiszen a nukleobazisak egy
hidrogénkotéssel kapcsolédnak egymashoz ezekbetraamerekben, ami nagyobb flexibilitast
illetve a sikalkattol eltér szerkezetet biztosit a molekuldnak. Jelen dolgaratbemutattuk,
hogy a xantin tartalmu szerkezetekben két alacgmigncialgatu hidrogénkotés kialakulaséara
van lehefség a szomszédos xantin egységek kozott, valanzint reogy a természetben
eléfordulé hugysav képes a tetramer képzésre xantigitssgével illetve nélkile.
Kovetkeztetésképpen a kialakuldé rendszer egy poiiltéssel fog rendelkezni, amidéer
kolcsonhatas kialakulasaval jar. Elméleti szamipégészamitdsokra alapozva, olyan kvartett
rendszerek kialakulasat feltételeztik, amelyek pozdltéssel illetve toltés nélkil alakulnak ki
xantin (9-metilxantin) illetve hagysav szarmazeékdkbAz elvarasainknak megfeten a
kialakul6 szerkezetek képesek kulonthéanionokkal vald koélcsdnhatasra, valamint a

monomerek kozotti két é&s hidrogénkotés kialakuldsa sikbeli alkatot kolcsbet a
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szerkezeteknek. A legjobb tudoméasunk szerint eelgizolyan tetramer amelyben, a pozitiv
toltés a tetramer szerkezethez tartozik, nem peditgponti fémionhoz.

Jelen dolgozatban a 3-szubsztitudlt xantinok (pzérmazékok) magasabbrénd
szerkezetekbe valé OnszerGdésének képességeit vizsgaltuk. A 3-szubsztitualtimok
dominans HA-tautomer formaja lehété teszi, hogy a kialakult tetrdd szerkezetberoanszédos
xantin egységek két hidrogénkotéssel kapcsolodjaugknashoz, hasonléan a guanin tetradok
kialakulasahoz. Ezek alapjan feltételeztik, hogkiadakul6 magasabb refidszerkezetben, a
xantin egységek kozott@s kdlcsonhatasok, és teljesen sik alkatu szerledaletl ki gdzfazisban
is. Az emlitett vizsgélatok elvégzéséhez a legegiibb purin modellt, a 3-metilxantint
valasztottuk (lasd 3.2.1 fejezet, 38. abra) katikkab és kationok nélkil. A 3-szubsztitualt
xantinok magasabb retidendszerekbe valé 6nszerédésének lehéségeit eddig még nem
vizsgaltak. Elméleti szamitdégépes vizsgalatokkakdke, majd kisérletleg megvalositva,
megvizsgaltuk a 3-szubsztitualt xantinok- tetraittetve oktamerképz sajatsagait.

A QUILD program keretein belll, szamitogépes molakodellezési és
siriiségfunkcional-elmélet szamitasokat (DFT) végeztanR-metilxantinra, a 3-szubsztitualt
xantinok csaladjanak egyik legegys#als képvisedjére. A kialakult tetrddok kozil a kézponti
fémion nélkuli tetrdd szerkezet is stabilnak biadhygazfazisban, valamint a kulonigoz
kationok hasonlé hatast gyakoroltak a kialakultrlszeetekre, mint a guanin tetrddok esetében;
nevezetesen a natriumionok igyekeztek a kialakwtat sikjadban maradni, viszont a kalium- és
ammaoniumionok a tetrad sikjan kiviil helyezkedtekfeNa' ion jelenlétében kialakul6 oktad
szerkezet volt a leginkabb sik alkatu szerkezdgmiat a kozponti fémionok nélkili szerkezet
volt a leghajlottabb. Minden esetben az oktad sztekben 16y (3MX),4 komplex bizonyult a
leginkabb sik alkatinakAz oktdd szerkezetet kialakitd két réteg kozott ékdkdzépen
helyezkedtek el a kationok, és minden aggregatwetéesa kialakuld két réteg kozotti elfordulas
szoge megkozetiteg 17°. Megjegyzerid hogy két (3MX) egység kozott kialakuld tapadd
kotési energia -47,0 kcal/mol, amibeebb kdlcsdnhatasnak bizonyult, mint a megbelapado
kotési energia a 9-metilguanin egysédekhialakul6 oktamer klaszter szerkezet (9MG)
esetében (-35,4 kcal/mol). A tetrad és oktad szetkd esetében kapott elméleti eredmények
késztettek a (3MX) és (3MX} szerkezetek kisérleti vizsgalatara a megdel&htionok

jelenlétében illetve kationok nélkdil.
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Az elméleti szamitasok kovetkeztetéseit alapul y@vmetilxantint allitottunk &l (lasd
3.2.3. fejezet), majd a magasabb fesderkezetek kialakulasanak a vizsgalatara naneMES|
tomegspektroszkopias és oldatfazisit NMR médszefrasatnaltunk.

A 3MX egységekbl a magasabb refidtetrad szerkezetek kialakulasat kisérletileg
elészor tomegspektroszkopias eljaradssal, egy nano-ESiforrassal ellatott Q-TOF
tomegspektométer segitségével vizsgaltuk. Annanéie, hogy csak NHionokat tartalmazé
vizes-metanolos rendszerben dolgoztunk az ,-Bidtluktumok detektdlasa céljabdl, a
tomegspektrumban megjeteriegintezivebb csulcsszéria tartalmazott”™ Nalduktumokat is,
valoszirileg a hasznalt boroszilikat kapillaris feluletérkieetkezett ioncsere miatt (lasd 3.2.4.
fejezet, 41.4bra). Az igy kapott eredmeények toksken megegyeznek az elméleti szamolasok
eredményeivel, amelyek szerint a ‘Nanok kotdtek a legafsebben a kialakult tetrad
szerkezethez. Erdekes modon a csucsintenzitasokkedgsét figyeltik meg a kialakult
adduktumok [3MX+Na], [(BMX).+Na], [(BMX)s+Na]' és [(BMX)+Na]' sorozatdban,
ellentétben a ,hagyomanyos” esettel, amikor nincetratképédés. Tovabba, a
tomegspektrumban a [(BMX)Na] csucs folott egy magasabb tdmegtartomanyban a kemset
legintenzivebb cslicssorozat, a [(3MXation]” adduktumokhoz tartozik, ami a négy 3MX
egységBl kialakuld tetrad megnévekedett stabilitsat tigkriAz 1012 és 1041 kdzétin/z
tartomanyban, nagyon kis intenzitasu jelek (1-4%pydihettek meg, amelyek a
[(BMX) 12+2Na], [(BMX)1+Na+K]" és [(BMX)y+NH4]" adduktumokhoz tartoznak (lehetséges
még [(BMX)+NaJ és [(BMX)s+K]" klaszterek kialakulasa is, 3.2.4. fejezet, 42ajbr

Teljes kofi *H, 3C, **N NMR-spektroszképias vizsgélatokat végeztiink a 3d4%tében,
deuteralt dimetil-szulfoxidban (DMSQO5B00 K) standard HMBC technika alkalmazaséaval. Az
igy kapott adatok alatdmasztjak a 3MX tautomer #tnflasd 3.2.5. fejezet, 43. abra). A
tomegspektroszkopids vizsgalatok eredményeként tkamtatok megésitéseként (3MX) x
kation” aggregatumok (n = 4, 8; katios NH,", Na', K*), néhany tovabbi NMR-spektroszkdpias
vizsgalatra kerult sor. Diffuzios NMR-spektroszképi (DOSY) maoddszert alkalmaztunk az
oldatban keletkezett aggregatumok molekulatbmegeirez azonositdsara, amelyhez
referenciakent tetrametilszilant hasznaltunk. Deltedimetil-szulfoxid oldatban, 300 K-en
dolgozva, a (3MX) aggregatumra jellendz 667 Da molekulattomeg helyett 920 Da
molekulatdmeget azonositottunk. Az elméleti és gylaki (meért) ertékek kozott kildonbség,

valoszirileg a kialakult 3MX klaszterek és az alkalmazottdésizer aggregéaciojanak
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tulajdonithatéan. Abban az esetben, amikor 0,4 &llium-pikratot adtunk a rendszerhez, az
azonositott molekulatomeg noévekedését tapasztalt@k Da-ra. Tovabb ndvelve a hozzaadott
kalium-pikrat mennyiségét 1,04 ekv.-re, a molekitaeg 1300 Da-ra emelkedett. Ezekkel
ellentétben, megnovelve @mérsékletet 315 K-re, az azonositott molekulatoosgikkent 710
Da-ra. Megemlitent] hogy a diffaziés NMR-spektroszkopias technikaahthazdsakor 10-15%
hiba jelentkezhet, amelyet tobbszéri mérésekketaljank. Egyéb olddszerek (viz, dimetil-
formamid, metanol, kloroform) alkalmazésa eseté3iMX oldhatésaga minimalisra csokkent,
tovabba nem tapasztaltunk asszociaciora jeldemalekulattmegeket hig vizes-dimetilszulfoxid
[(e = 78,4 (viz),e = 46,45 (DMSO)] alkalmazasa esetén sem. A kiataknttamolekularis
hidrogén kotések azonositasa céljabol, deuter@idgipeltolédast mértink az akceptor karbonil
részeken, viszont a molekulan belll ,vers&ngmtramolekularis kotések miatt ez nem volt
szignifikans. Az NH protonok kémiai eltolodasanak hémérsékletfiiggéset vizsgalva
megallapitottuk, hogy a kapott értékek a hidrogédd@kre jellemz értékekdl nem kilonboztek
lényegesen (N7H = -45 ppb/K, N1H = -6,1 ppb/K).vdbbi egydimenziés NOESY
vizsgalatokat végezve, jelést magnesezettség-transzfert észleltiink az N7Hwézn@lekulak
kozo6tt, ami viszont az N1H esetében elhanyagolhalid Kovetkeztetésképpen azt feltételeztiik,
hogy a kialakuld (3MX) szerkezetekben a ,bélshidrogénkotéseknek (N1H---O6)sebbnek
kell lennitk, mint a ,kul§” (N7H---O2) hidrogénkotéseknek. Ez a feltételémszhangban van a
gazfazisban elvégzett elméleti vizsgalatok eredméey, amelyek szerint a kialakul6 ,béts
hidrogénkotések minden esetben rovidebbek a gkilglrogénkodtéseknél (lasd 3.2.2. fejezet, 2.
tablazat).

A homonukledris NOE-nak kdszontieh az elvégzett egydimenziéos NOESY kisérletek
soran csak egy kisebb NOE kdlcstnhatas figyélnetg az N1H és N3CHcsoportok kodzott,
valamint egy nagyobb, intramolekularis koélcsonhatés N7H és a C8H atomok kozott.
Stacionarius fazist’C {*H} heteronuklearis NOE-t alkalmazva, 14% és 44%ekeronuklearis
NOE kolcsonhatast észleltiink a C6 és C2 atomoktkdabban az esetben, ha az N1H telitett
volt, viszont ezek az atomok nem mutattak ,aktstitéaz N7H és C-5 kdlcsdnhatdsakor, ebben
az esetben a két kotés heteronuklearis NOE intigijakt 7%-al ndvekedett. TovabbiN, *C
HMBC moddszerek alkalmazasaval nem tapasztaltunktolésakat az intermolekularis

hidrogénkotések kozott.
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Osszegzésként megallapithatjuk, hogy a DOSY NMRispezkopids modszer
segitségével igazolni lehetett a (3MX) kaf és a lehetséges (3Mx} kaf (kaf = K™, kation
nélkil) klaszter szerkezeteket deuteralt dimetilfexid felhasznalasaval. Ahhoz, hogy novelni
tudjuk a kolcsdnhatasokat a 3-metilxantinbdl kialdk 6nszerve&ds tetrad/kvadruplex
szerkezetekben, a xantin 3-as helyzetébe héetil szubsztituens helyett mas szubsztituensek
jelenlétét is vizsgalnunk kell. Az emlitett vizsgtak kivitelezése céljabol, 3-szubsztitualt xantin
tartalmi DNS és PNS monomereket allitottunk élasd 3.2.6., 3.2.7. fejezetek), majd
megkezdtik az elkészilt monomerek beépitését obgekbe, illetve ezek MS és NMR
vizsgalatdt magasabb rdndonszerveddé rendszerek kialakuldsanak igazoladsa céljabdl. Az
elkészilt 3-szubsztitualt xantintartalmd DNS oligoek analitikai vizsgalatai (MS, NMR),
valamint a 3-szubsztitualt xantintartalmd PNS aligoek szilard fazisu szintézise és analitikai

vizsgalatai jelenleg folyamatban vannak.
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6. Summary

Higher-ordered structures, based on self-recognittmd self-assembly of simpler
molecules, are of potential interest in a varietyfields ranging from structural biology, to
medicinal chemistry, supramolecular chemistry, macltnology and molecular-scale devices.
The guanine (G) base present in nucleic acids Iskmewn for its ability to participate in the
formation of tetrads and quadruplex structureswalh as more complex motifs, owing to its
multiple hydrogen bonding pattern, stacking andbording capacity. Since the discovery of the
G tetrad, several other quadruplex structures hees reported, based on experimental results
or theoretical considerations. These new structooe®er a wide range of changes from small
modification in the guanine base to the completesstution of the whole monomeric building
block. It was also shown that in most of the casg®ns play a stabilizing role in the formation
of quadruplex strands by intercalating into theclstag tetrads. In these situations, quadruplex
structures were always neutral, and according taknawledge an intercalating anion has been
reported only in one case. Charged quadruplexesbeammportant not just because of the
intercalation of ions but they also provide newgioidities in the design of novel higher ordered
structures (e.g. nano-wires). It was also pointedtioat the G quartet is one of the most suitable
structures for stacking since guanine quartets@momgly bound (there are two H-bonds between
neighbouring molecules) and already posses a pkopatibrium structure. Other purine-based
tetramers (e.g. adenine or inosine) have also beastigated, however these structures have
been found less stable and they tend to adopt lamap geometries. This non-planarity is
understandable since the nucleobases in thesen&Bare connected to each other by only one
H-bond which yields a flexible structure. In theegent thesis, we point out that if one takes
xanthine instead of hypoxanthine (which was usedipusly to model inosine nucleoside), two
H-bonds can be formed between neighbouring xardhaydow-barrier hydrogen bond (LBHB).
Moreover, naturally occurring uric acid can be alsweolved in tetramer formation with or
without xanthine.

Consequently, the system will have an additionaitpe charge and this provides a very
strong interaction. Herein, based on theoreticalsm®erations we propose new quartet systems
possessing positive or zero charge, which are ceatpof xanthine (9-methylxanthine) and uric

acid derivatives. According to our expectation, sthesystems are capable to bind anions
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naturally. Moreover, since the monomers in theatttire connected through two H-bonds, they
can form strongly bonded, planar structures. To lawowledge, this is the first example of a

quartet in which the positive charge is supportgdhe tetramer structure itself, and not by an
additional intercalating ion. This opens new pa$isds in the design of novel nanostructures.

In this thesis, we propose 3-substituted xanthiag potential tetrad and quadruplex
forming purine derivatives. The dominar Tautomeric form of a 3-substituted xanthine can
bind to each neighboring xanthine moiety with twébehds in a tetrad, similarly to guanine.
Therefore, we have anticipated that these assembheuld yield strong interactions and a
planar geometry in gas phase. As the simplest m@&ieiethylxanthine (3MX) was chosen
for our computational and experimental studies (@&a3.2.1, Scheme 38) with or without
additional cation. However, the properties of 3sitbted xanthine derivatives in
tetrads/quadruplexes have not been investigatddrsaVe examine herewith the tetrad and
octad forming capacity of a 3-substituted xanthst@ting from theoretical studies prior to
experimental realization and detection.

First, computational investigations have beenfqrared for 3MX, as the simplest
representative of the family of 3-substituted xaméls, at BLYP-D/TZ2P level of dispersion-
corrected Density Functional Theory with ADF and IQD programs. The optimized tetrad
structures have been found to be bent even in dhdree case but cations show similar
behavior to guanine tetrads. Namely, sodium ioml$etio stay in the plane of the tetrad while
potassium and ammonium ions occupy an out-of-plao&tion. Regarding the octads, the
most planar structure was found with the sodium, iand the structure without any
intercalating ion has the most bent optimum. Incalées the (3M>X)complex turned to be
more planar in the octad structure. Cations havwnleund close to the midpoint between
the layers and the rotation of the two layers imads is ca. 17° in each aggregate. The
distances between the layers have also been faubhé wvery similar in each complex, thus
neither the metallic ions nor the WHaffect the optimum stacking distance. Note that th
pure stacking bond energy between two (3M¥trads is -47.0 kcal/mol. This is stronger
than the corresponding stacking energy of the oetan®-metylguanine cluster (9M&]-
35.4 kcal/mol). Together with the theoretical résufor tetrads, this prompted us to
investigate the existence of (3MxXand (3MX}) structures with or without intercalating

cations experimentally.
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Following the theoretical considerations, 3MX ha®ib synthesized (Chapter 3.2.3.) and
the formation of higher-ordered structures has bieeestigated in gas (nano-ESI-MS) and
solution phase (NMR). The tetrad formation of 3MXanfirst examined experimentally by mass
spectrometry using a Q-TOF instrument equipped waitlano-ESI ion source. Although only
NH," was intentionally added as an adduct forming ioad. methanol, the most intense peak
series in the mass spectrum contain$, [assibly due to an ion-exchange on the surfadbeof
borosilicate capillary (Chapter 3.2.4., Scheme 4lhis is in good accordance with the
calculations, where the sodium ion is bound masingly to the tetrad. Interestingly, the peak
intensities increased along the series of adducts i@f [3MX+Na], [(3MX)2+NaJ,
[(3MX)z+Na]’, and [(BMX)+NaJ’, in contrast to the “normal” case for compoundsfoaming
tetrads. Furthermore, beyond the [(3MX)la]” peak, the next most intense peak series in the
upper mass region belongs to the [(3Mb6at] peaks suggesting an increased stability of the
tetrad constructed by four 3MX molecules. In thgioa m/z 1012-1041 signals with very low
intensity (1-4%) could also be observed that cpoad to [(BMX)2+2Naf® and
[(BMX) 12+Na+K]** beyond the [(BMX3+NH,]*, (potentially [(3MX)+Na]’) and [(BMX)s+K]*
clusters (Chapter 3.2.4., Scheme 42).

Full *H, **C and™N NMR assignment of 3MX has been accomplished ustagdard
HMBC techniques in DMSO-«dsolution at 300 K. These data support the tautmnferm as
shown in Chapter 3.2.5. (Scheme 43). Since the tM&yssuggests (3MX3caf aggregates (n =
4, 8; cat = NH,", Na', K"), several additional NMR experiments were caroetl to disclose
these features. Diffusion ordered spectroscopy (POBas used to determine the apparent
molecular mass of the aggregates in solution. Astarnal mass reference, tetramethylsilane
was used because of its inertness and spherioatwte. As apparent MW, 920 Da was obtained
in DMSO-¢; solution at 300 K. For a (3MX)aggregate MW = 664 Da is expected and the
difference between the experimental and theoreticdles may be attributed to solvent
molecules associated to the clusters of 3MX. WhdreQuiv. of potassium picrate was added to
the solution, the apparent MW increased to 1130 Hdather increasing the potassium picrate
concentration to 1.04 equiv. did increase the appgaMW up to 1300 Da. To the contrary,
increasing the temperature to 315 K decreasedpparant MW to 710 Da. It should be noted,
that the DOSYs may have 10-15% error for the appdv®V as it was estimated from repeated

experiments. In other solvents (water, DMF, methacidoroform) the solubility was generally
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poor. We did not observe association e.g. in diwdg¢er-DMSO solutiong = 78.4 (water)g =
46.45 (DMSO)]. To observe the intermolecular H-bagdn the self-assemblies we measured
the deuteration isotope shifts on the acceptorarafls but this was not indicative because of the
concurrent two- and three-bond intramolecular é$feSimilarly, NH proton chemical shift
temperature dependences were not well above theptact limits for H-bonding (N7H = -4.5
ppb/K, N1H = -6.1 ppb/K). In selective transient IDOESY experiments we observed
significant magnetization transfer between N7H wader due to exchange while in the case of
N1H this transfer was negligible. Consequently,sippose that the ,internal” H-bonds (N1H---
6) in the (3MX), structures must be stronger than the ,externabiodds (N7H---O2). This was
also the case for the gas phase theoretical remdtsding to which the ,internal” H-bonds have
always been shorter than the ,external” ones (Gmaft2.2., Scheme 2). Concerning the
homonuclear NOEs from the same 1D NOESY experimemly a small NOE is seen between
N1H and the N3CEklgroup, and a stronger intramolecular effect betwld@H and C8H can be
observed. . Using steady stat®C{‘H} heteronuclear NOE, we observed 14% and 44%
heteronuclear NOE at C6 and C2, respectively, wi&H was saturated, while these carbons
were ,silent” when N7H was irradiated though at @& two-bond hetero NOE yielded 17%
enhancement. Furthermore, no couplings via intezmér H-bonds were detected in eitfidt

or 1*C HMBC experiments.

In summary, the DOSY experiments seem to supperptesence of (3MX3dcaf and
possibly of (3MX}ecaf (cat = none or K) clusters in DMSO-g solution. Our gas-phase
computational studies suggest that 3MX is a goodliciate for tetrad and quadruplex structures.
3MX has been synthesized and the existence of (3#dXf) and (3MX)ecaf (caf = NH;", Na,

K") aggregates in the gas phase has been indeedeth$®S). Detailed NMR studies have also
verified that the ,internal” H-bonds (N1H---O6)time (3MX), structures must be stronger than
the ,external” H-bonds (N7H.--O2). Clearly, to &sa@ stronger interactions in
tetrads/quadruplexes composed of 3-substitutechiaad, substituents in position 3 other than
methyl should be present to allow for further dtaation. To examine the predicted stronger
interactions, our aims was the preparation and axaion (MS, NMR) of 3-substituted xanthine
containing DNA and PNA monomers (Chapters 3.2.62.73) and their oligomers. The
preparation of 3-substituted xanthine containingARNigomers and the analytical (MS, NMR)

analysis of 3-substituted xanthine containing DNAligammers are in progress.
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