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Bevezetés

Aminosav-&heztetett stringens Escherichia coli torzsek.savas
extraktumédbdl két, addig ismeretlen szerkezeti foszforilezett ve-
gyiiletet mutattak ki vékonyréteg-kromatogréfids médszerrel, melye-
ket MS I illetve MS II-nek neveztek el /60/, Az MS I keletkezésé-
nek és leboml&sének kinetik&djdbdl arra kdvetkeztettek, hogy az RNS
felhalmozédads lehetséges inhibitoraként résztvesz a stringens védlasz-
ban /61/, Elvégezték az MS I izoldlésAt, és kémiai valamint enzima-
tikus hidrolizisek eredményei alapjén kimutattdk, hogy az a guano~
zin tetrafoszfétja, pontosabban a guanozin 5’-difoszfat 3°’- vagy
2'-difoszfét /ppGpp/ /62/, KésSbbiekben kimutatték, hogy a ppGpp
guanozin 5'-difoszf4tbdl és adenozin 5’-trifoszfatbél keletkezik
pirofoszfét transzfer 4ltal /63,64/, és ez lehet8séget adott a
mésik pirofoszfét csoport helyének pontos megillapitéséra, Ugyan-
is ]‘-P32-adenozin 5'-trifoszfdtot hasznélva és a keletkezd ppGpp-¥
cink-aktivalt éleszt8-pirofoszfatdzzal hidrolizélva olyan radio-
aktiv guanozindifoszfatot kaptak, amely novényi 3’-foszfomonoészteriz
hatdsira teljesen elveszitette radioaktivitését /63/,

EbbS1 kdvetkezik, hogy a ppGpp pontos szerkezete guanozin 3°5’-
di-pirofoszfét, s ezt kés8bb NMR-spektroszképifval is alétémazz-
tottédk /65/.

A guanozin 3’,5'-di-pirofoszfét egyre névekvd /de nagyrészt

még tisztlzatlan/ biolégiai jelentdségén kiviil kémiailag is érdekes

szokatlan szerkezete miatt, mivel a ribéz két hidroxilcsoportjat is



észterezi pirofoszforsav, s igy egy kiilonleges nukleotid-anhidrid-
nek tekinthetd, A molekula két kiilsnboz8 stabilitésu pirofoszfét
csoporttal rendelkezik, A 3'-pirofoszféat kdtés - a szomszédos cisz
téréllédsu hidroxilcsoport jelenléte miatt - konnyen hasad 2’,3’-~
ciklusos foszforsavdiészter intermedieren keresztiil /32/.

Munkémban a guanozin 3’,5'~di-pirofoszfat és 2',5°-izomerje

szintézisét prébdltam megvaldésitani, mivel a munka indulésakor még
nem volt ismeretes, melyik izomer a biolégiailag aktiv vegyiilet,
Ezért guanozinbdél kiindulva olyan szintézist terveztem, amely alkal-
mas mindkét tiszta izomer el8411itdsédra, A ribonukleozid 3'-
pirofoszfétok szintézisére eddig két mbédszer ismert /29,51/
/mindkét médszerrel adenozin 3'-pirofoszfétot szintetizéltak/, mig
szémos eljérést ismeriink az 5'-pirofoszfétok el84llitéséra /66,67/.
A ribonukleozid 3’,5'-di-pirofoszfétok és a megfeleld 2’,5'-izome-
rek szintézisét azonban eddig még nem végezték el,

A tervezett szintézis vézlatdt a 3',5'-izomerre felirva a kivet=-
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A guanozin 2’/3’/,5'-difoszfAt el158411it4sét a guanozin piro-
foszforilkloridos foszforilezésével /18/ terveztem megvaldsitani,
Az izomerek szétvdlasztésdra az analég inozinszérmazékok szétvé-
lasztéséra hasznélt ioncseréld oszlopkromatogréfiés médszert véalasz-
tottam /13/,

A szintézis mlsodik 1lépésében a guanozin 2’,5°- illetve 3’,5'-
difoszf4t alkoholos hidroxilcsoportjénak védését tiiztem ki célul,
A védés azért sziikséges, mert ellenkezd esetben a kovetkez8 1épés
guanozin 5’-pirofoszfét 2°’,3’-ciklofoszfét képz8déshez vezetne
/50/., A véd8csoport kivAlasztlséndl a kovetkezd szempontokat kell
figyelembevenni: a védési reakcid kdzben a kiindulési anyag izome-
rizdciéja ne kovetkezzen be, a pirofoszfét szintézis koriilményei
kozott a védScsoport stabil legyen, valamint eltévolitésénédl a mAr
meglevd pirofoszfét kotések hasadésa a lehetd legkisebb mértékben
kovetkezzék be, A fenti kdvetelmények indokolték az -etoxietil
csoport hasznédlatédt, melyet az oligoribonukleotid szintéziseknél
mér sikerrel alkalmaztak, A védett szérmazék elkészitése a nukleo-
tid-komponens alkoholos hidroxilcsoportja és az etilviniléter ko=
20tti savkatalizélt addiciés reakciét vAlasztottam, Amennyiben e
reakcidé sorén acilvéndorlés nem kdvetkezik be, ez egyben a végter-
mék izomermentességét is biztositja,

A harmadik lépésben a két kiilonbdzd helyzetii pirofoszfét cso=-
port felépitését azonos médon, egyidejiileg, a Michelson-féle anion-
cserés mddszerrel /39/ széndékoztam elvégezni, A védScsoport enyhe

savas hidrolizise utén lenne nyerhetd a végtermék, Ha a mésodik



1épésben izomerizécié nem kovetkezett be, a végtermék a kiindulési

difoszfét csoportjaival azonos helyzetii két pirofoszfét csoportot

tartalmaz; pirofoszfét véndorlés helyett ugyanis minden esetben

csak a molekula 2',3'-ciklofoszféton keresztiili lebomlédsa kdvetkez-

het be /32/.

Ribonukleozid 2°'/3'/,5°-difoszfétok szintézisére haszndlt médsze-

rek attekintése

A ribonukleozid 2'/3'/,5'-difoszfétok /11/ olyan vegyiiletek,

melyekben a ribonukleozid ribéz csoportjénak primer és valamelyik

szekunder alkoholos hidroxilcsoportjAt ortofoszforsav észteresiti.

E vegyiiletek szintézise a kiinduldsi anyagok, de kiilénGsen az ész=-

terkctést kialakité médszerek tekintetében sokféle lehet, A kiin-

dulési anyag sok esetben ribonukleozid /I/, de lehet ribonukleoZia

2',3'~ciklofoszfat /III/ is,
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A  foszfétészter kotést kialakité médszerek nagyon sokfélék
lehetnek, a II, szintézise szempontjébél vald csoportositésuk elég
nehézkes, A mbédszerekben kozds, hogy a nukleozid-O-P kotés kialaki-
tésa utédn a primer temékelegy valamilyen tovabbi feldolgozdsa sziik-
séges, s ezalatt els8sorban hidrolizis vagy hidrogenolizis, foszfit
tipusu reagens alkalmazdsa esetén oxid&cié értend8, ezenfeliil III,-
61 kiinduld szintézisek esetén a 2’.3'-ciklofoszfét gyiirii sav-
vagy béziskatalizdlt hidrolizise /1,2/ is sziikséges, A termékelegy<
b5l legtibb esetben ioncseréld oszlopkromatogrdfiit alkalmazva nye-
rik ki II,-t,

Pirimidin ribonukleozid 2'/3’/,5'-difoszfétok szintézisére alkal-
mas az un, polifoszforsavas médszer /3/ uridint /Id/ eagy citidint
/Ie/ foszforsav és foszforpentoxid keverékével kezeltek,

Savas hidrolizis és ioncseréld oszlopkromatogréfia utén Ba-sé alak-
ban izolélték IId,-t és IIe,-t, Ez a mbédszer a purin ribonukleozi-
dokra nem alkalmazhaté az N-glikozidos kotésiik sa;érzékenysége miatt,

A ribonukleozidok alkoholos hidroxilcsoportjait dibenzilfoszfo-

kloriddttal is szoktdk foszforilezni, Az els8dlegesen képzddd foszfor-

sav triészter tipusu vegyiilet benzil csoportjai katalitikus hidrogé-

nezéssel eltévolithatdk:



ahol R-OH: nukleozid vagy nukleozidszérmazék

-Bz: -CH206H5

Adenozint dibenzilfoszfokloridédttal foszforileztek és a termék-
elegyb31l hidrogenolizis és ioncseréld oszlopkromatogréfia utén kap-
ték IIa,-t /4,5,6/. A difoszf4t izomereket anioncseréld oszlopon és
papirkromatogrdfids médszerrel /5/ elvélasztotték egymastél,
Ugyanebb8l a reakcibelegybdl adenozin 2',3’,5’-trifoszfétot /IV/

is izoldltak /5/.

Adenozin 2°’,3'~-ciklofoszfét /IIla/ és dibenzilfoszfokloridét
reakcifjébél képz8d8 adenozin 5’-dibenzilfoszfét 2°’,3’-ciklofosz-
f4t hidrogenolizise és hidrolizise utén szintén IIIa,-t nyertek /7/.

Diciklohexilkarbodiimid és [ -cimnoetilfoszfét keverékét alkalmazva

foszforilez8szernek /8/, adenozin 2’,3'-ciklofoszfétbél kiindulva
a képz8d8 adenozin 5°'-/ p-cianoetil/;foszfét 2’,.3'-ciklofoszfét /Va/
lugos hidrolizise utén kapték Ila,-t /7/, Ugyanezzel a mbédszerrel

IIb,-t is eld4llitotték /9/.
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az adenozin 2°’,3"~ciklofoszféat reakciéja utén kapott adenozin 5°-
benzilfoszfit 2'.3’-ciklofoszféf /VI/ benzilfoszfit csoportjét klé-
rozték, majd enyhe bézikus hidrolizissel adenozin 5'-benzilfoszfét
2’,3'-ciklofoszfétot /VII/ kaptak, Lugos hidrolizissel a ciklofosz~-
f&t gyiirit kinyitottédk, majd VIII-bé1l a benzilcsoportot hidrogenoli-

zissel eltévolitva kaptak IIa,-t /10/:
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Foszforoxiklorid és foszfortriklorid egymés uténi alkalmazésé-
val valamennyi f3& ribonukleozidbél el84llitott&k a megfeleld di-

foszfAtokat /11/, A nukleozidot el8szdr trimetilfoszfédt jelenlé-
tében foszforoxikloriddal reagéltatva 5'-helyzetben szelektiven
foszforilezték /12/, majd a reakcibSelegyhez az intermedier izolé-
l4sa nélkiil foszfortrikloridot adtak, A foszfortriklorid és a
2°/3'/-OH koz6tt végbemend reakcié utén a reakcibelegyben levd
nukleozid 5’-fgszf0dikloridét 2'/3*/-foszfodikloriditet /IX/ kevés
viz jelenlétében kldérozték, majd hidrolizis és ioncseréld oszlop-
kromatogréfia utén kaptak II,~-t, Az inozin esetében ioncseréld

oszlopkromatografidval IIc,-t izomerjeire is szétvalasztotték /13/,

)
Ct—p-0 B
« 0
0 0
~———"
H, PCL,
IX. :
A primer és szekunder alkoholos hidroxilcsoportok PCl,-al szem-

3
beni kiilonboz8 reaktivitdsa és a képz8dd 5'-illetve 2°'/3’/-foszfo-

dikloriditok kozotti stabilitésbeli kiilonbség miatt végezték el
el8sz6r az 5'-0H szelektiv foszforilezését, A 2'/3'/-foszfodiklo~
riditok ugyénis viszonylag stabilak a reakcid koriilményei kozdtt,
azonban a kialakuldsukhoz sziikséges hosszu idd alatt a kevésbé sta-
bil, elsGdlegesen képz8d8 5°-foszfodikloridit elbomlik, s a reagen-

sek egyilittes alkalmazésa nem vezetett eredményre,



Trifenilfoszfit é€s a ribonukleozidok alkoholos hidroxilcsoport-

jai koz6tt végbemend reakcid is felhasznélhatd nukleozid 2°'/3’/,5°-
difoszfétok szintézisére, Adenozin és trifenilfoszfit vizmentes ko-
riilmények kozott végbemend savkatalizdlt reakciéja ut&n lugos hidro-
lizist alkalmazva adenozin 2'/3’/,5’-difoszfitet /X/ kaptak, amelyet
semleges KMnO4 oldattal adenozin 2'/3'/,5’-difoszf4ttd oxidAalték,
Melléktermékként adenozin 2',3'S’~trifoszfitet is izolaltak, amelyet
hasonlé médon alakitottak At adenozin 2’,3’,5'-trifoszfatték /IV/,
Oxidécib eldtt és utén is ioncseréld oszlopkromatogréfidt kellett

alkalmazni /14/,
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A nagyon reakcibéképes pirofoszforilklorid jé1 alkalmazhatd
a ribonukleozidok foszforilezésére, Alkoholos hidroxilcsoportot
tartalmazé vegyiiletekkel foszforsavészterdiklorid képzddése kozben

reagdl, s ez foszforsavmonoészterré hidrolizélhaté /15/,

0 0

I i i
R—0OH + B0, R—0-P—w 2 R—O—f—nu

& OH

A nukleotidkémidban eldszor a ribonukleozid 5'-foszfétok szin-
tézisére haszndlték fel megfelelden védett ribonukleozid szérmazékbdl

kiindulva /16/, Ribonukleozidok borfitkomplexeit pirofoszforilklorid-
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dal foszforilezték, s savas hidrolizis és ioncseréld oszlopkromatog-
ré&fia utén az eldédllitani kivént ribonukleozid 5’-foszféatok mellett
jelentds mennyiségben kaptak nukleozid 2’/3’/,5’-difoszféitokat is

' /17/. Guanozinbél és inozinbél kiindulva csaknem kvantitative nyer-
ték a megfeleld 2'/3'/,5'-difoszfétokat /18/, A nukleozid 2'/3'/,5’-
difoszfatok izomerekre vald szétvAlasztéslt preparativ méretekben
csak néhéiny esetben végezték el /5,13/, Tiszta izomerek eld4llité-
sénak mésik lehetséges utja az izomerkeverék difoszfétok &talakité-
sa nukleozid 5’-foszfat 2’,3’-ciklofoszfdtt4d - pl, a klérhangyasav=-
~etilészteres mbédszert alkalmazva - majd a ciklofoszféat-gyiirii spe-

cifikus, enzimatikus nyitésa /19/,

Ribonukleozid 2’(2'(,2’-difoszfétok alkoholos hidroxilcsoportijénak

savlabilis csoporttal vald védésére felhasznllhatd médszerek

A ribonukleozid 2'/3’/,5'-difoszf4t alkoholos hidroxilcsoport-
Jjét a pirofoszfat kotések felépitése elStt védeni kell, Védés nél-
kiil az alkalmazott pirofoszfédt szintetizé&lé médszer /leirésa a ké-
sdbbiekben/ nukleozid 5’~-pirofoszfdt 2’,3’-ciklofoszfét képz8désé-
hez vezetne /50/, mivel az els8dlegesen képz3dd XI, tipusu anhid-
rid intramolekuldrisan foszforilezné a szomszédos cisz hidroxil
csoportot, E reakciét fel is haszndljék nukleozid 2',3’-ciklofosz-

fatok szintézisére /31/.
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Az alkoholos hidroxil védésére olyan védodcsoportot kellett
vidlasztani, melynek eltdvolitédsédndl a mar meglevd pirofoszfat ko-
tés hasaddsa a lehetd legkisebb mértékben kovetkezik be, Lugos ko-
zegben eltdvolithatd véddcsoport nem alkalmas, mivel az eltévolités
koriilményei és a felszabaduld cisz hidroxilcsoport jelenléte kidvet-
keztében a pirofoszfat kdtés kdnnyen hidrolizal sitagu ciklofosz-
fat gyliri 4tmeneti fellépése kdzben /32/, Ezért az alkoholos hidroxil-
csoport védésére enyhén savas koriilmények kozott eltdvolithatd cso-
portot kell alkalmazni, Ilyen védScsoportokat a nukleozidok teriile-
tén példéul az oligoribonukleotidok szintézisében alkalmaznak leg-
gyakrabban a nukleotid-komponens 2’-OH-jénak védésére,

A nukleozidok alkoholos hidroxilcsoportjai viniléterekkel sav-
katalizdlt reakciéban acetd} tipusu vegyiilet /XII/ képz8dése koz-

ben reagélnak,

e

- oR
"=C—0R + N-OH —""  Sen—c”
- | -

I >N
. xH
N - OH: nukleozid, vagy alkoholos hidroxilcsoporttal rendelke-
20 nukleozidszérmazék,

A XII, tipusu vegyliletek savas kozegben labilisak, és a kiin-

duldsi nukleozidszarmazékra hidrolizélnak,
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Elgszor a dihidropiran /XIV/ és az uridin 3',5'~-ciklofoszfat
/XI1I/ koz6tti reakcidét irték le /20,21/, A képz8ddd 2'-O-tetrahid-
ropiraniluridin 3*,5’-ciklofoszfétot /XV/ az elsd oligoribonukleo-
tid szintézis egyik kiindulési anyagénak, a nukleotidkomponens
5'<0-tritil-2’-0O-tetrahidropiraniluridin 3’-foszfitnak az el8dlli-

tasira haszniltdk,

0 u

l \\ 0- e
O==D\\\ + l —_—

| 0 OH 0

OH

XA XV X\ ~—

A tetrahidropiranilezési reakcidét kés8bb szémos esetben fel=-
haszndltak nukleozid- és nukleotidszArmazékok, pl, az 5'=O-acetil-
nukleozid 3’-foszfatok /22/ és a 3',5’-di-O-acetilnukleozidok /23/
2'-OH-j4nak védésére, A reakcidét vizmentes, alkoholos hidroxilcso-
portot nem tartalmazé oldészerekben, savkatalizdtor /HC1l, p-toluol-
szulfonsav, trifluorecetsav/ jelenlétében hajtjédk végre, A tetra-
hidropiranil csoport eltdvolitdsa hig ecetsavval, piridinium vagy
ammonium formdju szulfonsav-gyantdkkal /22/ vagy 0,01 N HCl-al /23/
torténhet, A tetrahidropiranil csoport természetesen nemcsak a 2'-
-0H védésére hasznidlhatd,

A 4-metoxi 5,6,-dihidropirént /XVI/ hasonlé médon, alkalmaz-
tédk nukelozid vagy nukelotidszdrmazékok 2’ vagy 5’ /vagy pindkettd/

alkoholos hidroxiljainak védésére /24,25/,
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ocH,
= ) N—=0_ //™\
N—OH =+ — >< 0
~0 cHp” N —"

L XV

A XVII, szérmazék 4-metoxitetrahidropiranil csoportja konnyeb-

ben eltévolithaté, mint a tetrahidropiranil csoport.

A tetrahidropiranil szérmazékokn4l labilisabb véddcsoportot ke-
restek az oligoribonukleotidszintézisben a 2’-OH védésére, hogy a
védScsoport savas hidrolizisénél a mdr kialakitott internukleotid
kotés izomerizécidja minél kisebb mértékii legyen, A 2'~i0-/1"-alkoxi-
etil/ szérmazékokbdl az l-etoxietil csoport kdnnyebben téavolithatd
el, mint a megfeleld tetrahidropiranil védScsoport, Izoléléshoz és
a tovabbi szintetikus lépésekben valé alkalmazishoz elegendd sta-
bilitéssal a 2'-0-/1"-etoxietil/ szérmazékok rendelkeznek /26/.

Az l-etoxietil védGcsoport kialakitdsAt a megfelelden védett nuk-
leozid 3'-foszfat 2'-OH-ja és az etilviniléter savkatalizilt reak-
cibéjéval végzik el /27,28/.

//CH3

N—0 —C_
0C,He

o)

N—OQH + CH==CH— 0CH

Az alkoholos hidroxilcsoport regenerdlésa hig ecetsavas kozeg-
ben /5-10 %~o0s/, szobahdmérsékleten 1-2 6ra alatt végezhetd el,

Az l-etoxietil csoportot felhasznéljék a nukleozid 3'-fosz=
fatok 2’- és 5°-OH-jénak egyidejii védésére is, s a kapott szérma-
zékokat oligoribonukleotid szintézisekben, valamint az adenozin

3'-pirofoszfdt szintézisében alkalmazték /29/,
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A heterociklusos bazisok és az etilviniléter kozott végbemend
reakcidkkal nem sokat foglalkoztak, Adenozin 3’~-foszfatbél kiindulva

6 2' 05!

hosszabb reakciéidd utén N, O , -trisz /1"-etoxietil/-adenozin

3'~foszfat /XVIII1/ képz8dését irték le /28/,

/OC)-HS
NH— CH

T
N= /\>
oo L

CH—0

HJC/ 0 \f

0

Ho—ﬁ:>=0 CH—ch,
OH  OCHg
Xvil.
XVIII-at is felhaszndltdk oligonukleotid szintézisben, mivel

az aminocsoport az alkoholos hidroxilokndl kdnnyebben regenerélhaté,
Egyértelmii reakcidé c€1j4b61 azonban egyéb esetekben az adenozin-,
guanozin, és citidinszérmazékok aminoc;oportjét az etoxietilezési
reakcié eldtt szelektiv szubsztituciés médszerrel, N-dimetilamino-
metilén szdrmazékok elkészitésével védik /30/, majd az aminocsopor-
tot lugos hidrolizissel regeneréljék /29/,

Nukleozid 2'/3'/,5°'-difoszfAtok alkoholos hidroxiljénak vinilé-
ter tipusu vegyliletekkel vald reakciéjét nem végezték el, A fent le-
irt védScsoportok koziil erre a célra a hig savas kozegben legkdnnyeb-
ben eltdvolithaté l-etoxietil csoportot alkalmaztam: s igy elvégeztem
a 2°-0-/1"-etoxietil/gunaozin-3',5'-difoszfét, a 3'-0-/1"-etoxietil/-
guanozin 2’,5'-difoszfét és a 2°/3'/-0-/l-etoxietil-uridin 3’/2'/,55—

-difoszfé4t szintézisét,
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A nukleotid koenzimek felosztédsa és szintézisﬁkre hasznédlt mdédszerek
vazlatos Attekintése

A guanozin 3’,5'-di-pirofoszfét kémiailag a nukleotid koenzimek
kiilonleges példdjaként foghatd fel,

A nukleotid koenzimek /vagy nukleotid anhidridek/ kémiai szempont-
bél a nukleozid 5’-foszfdtok vegyes anhidridjei., Csoportositdsuk a
nukleozid 5'-foszfétot acilezd sav szerkezete alapjén torténhet
/33/3

/1/ A nukleozid 5'~foszfitot foszforsav vagy pirofoszforsav aci-

lezi: nukleozid 5’~difoszfdtok és nukleozid 5’-trifoszfatok

/2/ A pirofoszforsav aszimmetrikus diészterei, melyekben a nuk-

leozid 5’-foszfatot kiilonbozd foszforsavmonoészterek acile-
zik,

/3/ A nukleozid 5'-foszfdtot karbonsavak, o -aminosavak vagy kén-

sav acilezi,

A nukleotid koenzimek szintézisére sokféle médszert dolgoztak ki,
s midr a hatvanas évek elejére lényegében valamennyi addig ismert
nukleotid koenzim tobbféle szintézisét is megvaldsitotték,

A tovéabbiakban a legf3bb médszerek vézlatos ~ els8sorban a nuk-

leozid 5’-~difoszfétok példdjén bemutatott osszefoglaldsa kdvetkezik,

Foszfokloriddtos mdédszer

A savkloridbdl és sav s8jébél kiindulé vegyes-anhidrid szintézis

elvileg két uton valdésithaté meg:
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0 0
| |
RO—Iﬁ:D—C(+ HO—#—O B Ro—t?—o—llb-—o B
OR OR \k/ov R OR 1/0
(p)
1
Hb Q HO Q
XIX. ®X - XX\.
0 Hal kot
| |
RO—F}—OH + CC—E?—O\ B B
0 OR \/0: | /0_\(!
HO Q HO Q
KX WX XX |V

Az A médszer szerint el8szdr az adenozin 5'«difoszfét /XXIV,
B=adenozin, Q=OH/ szintézisét valésitottdk meg a benzil-adenozin
5-monofoszfatbdl /XX, B=adenozin, R=benzil, Q=0H/ és dibenzilfosz-
foklorid&tbél /XIX, R=zbenzil/ kapott tetraszubsztitudlt pirofosz-
fat /XXI, B=adenozin, R=zbenzil, Q=O0H/ katalitikus hidrogénezése
révén /34/, |

A B mbédszer kiinduldsi anyagai a benzil-nukleozid 5°’-foszfoklo-
ridét /XXIII, R=zbenzil/ és dibenzil foszf4t /XXII, R=benzil/, mely-
re példa a benzil-2',3'-O-izopropilidénuridin 5’-foszfoklorid&tbsl
illetve benzil-3’-0O-benziltimidin 5’-foszfoklorid&tbdl és dibenzil-
foszf&tbél kiinduld uridin 5'-difoszféat /XXIV, B=uridin, Q=O0H/, il-
letve timidin S5'-difoszfét /XXIV, B=T, Q=H/ szintézis /35,36/.

Mindkét médszer hétrénya, hogy a XXI, tetraszubsztitudlt piro-
foszfat intermedier és a rendszerben jelenlevd anionok kozott vég~
bemend un, kicserélddéses reakcidk miatt alacsony a termelés, Ezek
a kicserélédéses mellékreakcidk visszaszorithaték az adott koriilmé-
nyek kozott, jéval stabilabb triszubsztitullt pirofoszfit interme-
dierek alkalmazfslval, E médositést mindkét utra /A,B/ elvégezték,

Igy a B médszer monobenzilfoszfdtbél és XXIII, nukleotidkomponens-
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b81 /36/, mig az A médszer nukleozid 5’-foszfétokb6l és dibenzil-
foszfokloridtbdél indul ki /37/, Jelentls az A médszerre végrehaj-
tott médositds, mivel kdzvetleniil nukleozid 5'-foszfétbé1l indul ki,
s ioncseréld oszlopkromatogréfia nélkiil nagy tisztaségu termékeket
szolgéltat, Egyetlen hAtrédnya a labilis dibenzilfoszfokloridédt hasz-

nélata,

"Anhidrid-kicserélédéses”" médszer

A mbédszer a savanhidridek anion-kicserélddéses reakcibjat /38/
hasznélja fel, Ennek lényege, hogy egy aszimmetrikus /vagy szimmet-
rikué/ pirofoszfét-szérmazék nem stabil olyan anion jelenlétében,
melybdl levezethetd sav a pirofoszfét szdrmazék komponenseibdl szér-
maztathaté savak barmelyikénél vagy mindkettdnél gyengébb, A jelen-
levd anion nukleofil témadésa eredményeként a pirofoszfétszérmazék-
bél a legstabilabb- azaz a legerSsebb savnak megfeleld - anion vAlik
szabaddd, mikozben uj pirofoszfat kotés képzddik, A kicserélddés
feltétele, hogy a nukleofil témadéssal szemben a pirofoszfétszérma-
zékot negativ toltés ne stabilizélja,

A cserereakcidban képzd8dd uj pirofoszféton pedig véd8 negativ
t51%és létrehozésa biztositja, hogy tovébbi anionkicserélddéses re-
akciék ne menjenek végbe,

A mbédszert ugy alkalmazték pirofoszfét kotés szintézisére /39/,
hogy egy foszforsavmonoészter /pl, nukleozid 5°'-foszfat/ és difenil-
foszfokloridét reakcidjéval egy pivofoszforsavtriésztert /XXV/ hoz-
nak létre, mely erds bézis /trialkilamin/ jelenlétében, negativ tol-

tése folytén, viszonylag stabil:
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ﬁ ﬁ RN [ | H,PO,"
do—pP—Ct + HO—P—ON — #o—p—0—p —ON P
| |
OQS 9) 0¢ 9)
AKX\
o 0
=) " “ - ‘I) _ 0(‘)
D—P—0—P—ON + P0 ‘
oH 0 0
(e}
KX V.

N: nukleozid
P2 fenil
R: alkil /4ltaldban n-butil, n-oktil/,

Gyengén bazikus kozegben /piridin/ viszont XXV, disszociédciéd-
jénak visszaszoruldsa kovetkeztében ortofoszfat anionnal kdnnyen
tamadhaté, s difenilfoszfdt anion szabadul fel nukleozid 5'-di-
-foszfat /XXIV/képzOdése kdzben, ugyanis a difenilfoszforsav a
nukleotidokndl és a foszforsavndl is erdsebb sav, Ezzel a mbédszer-
rel a nukleozid 5’-difoszfatokon kiviil igen sok, egyéb nukleotid
koenzim szintézisét is elvégezték /40/,

A kiinduldsi anyagok és a mbédszer egyszeriiségét figyelembevéve,

ez latszik legjobb pirofoszfit szintetizdld médszernek,

Karbodiimides médszer

A médszer alapja, hogy adott foszforsavmonoészter karbodiimidek-
kel pirdoszforsavdiészterré kapcsolhatéd ossze /41/, Két kiilonbozé
foszforsavmonoészterb8l kiindulva a reakcidéban elvileg hdromféle
termék keletkezhet, két szimmetrikus és egy aszimmetrikus pirofoszfit,

Nukleotid koenzimek szintézisére a médszer akkor haszndlhaté, ha
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az aszimmetrikus szdrmazék irénydba halad a reakcid, s ez az egyik
komponmens nagy feleslegével érhetd el, Igy elsdsorban nukleozid 5°-
=di- és trifoszfdtok szintézisére alkalmas nukleozid 5’-foszfatbdl
és ortofoszforsavbdél kiindulva /42,43,44/, amikor ortofoszforsav
felesleg alkalmazéséval visszaszorithaté a dinukleozidpirofoszfat-
hoz vezetd mellékreakcié, viszont nagy mennyisgében keletkeznek an=-
organikus polifoszfétok, A mbdszer eldnye, hogy egyszerii kiindulési
anyagok sziikségesek /a nukleotidkomponens hidroxiljainak és amino~
csoportjénak védése sziikségtelen/, hAdtranya viszont, a kisérleti
nehézségek /heterogén’ reakcidelegy/, valamint a komplex termékelegy

miatti rossz termelésy
Foszforamiddtos médszer

A médszer kiinduldsi anyagai a foszforsavmonoészterek amid tipu~
su szdrmazékai, az un, foszforamiddtok /XXVI/, A foszforamidétos
pirofoszfétszintézisek a foszforamiddt és foszforsav ill, foszfor-

savmono- vagy diészterek protonkatalizdlt reakcidjéval hajthaték vég-

re:
i ° Do
5 @
Ro—b—on + b—p—op, " RO—P—0—P— 08 + HNAR,
!
tlxuml OR, OH  OR,

A sebességmeghatirozé 1épés a nitrogénatom protondlédésa, s ezt az
amiddtot képezd bazis er8ssége szabja meg, Lehetséges mellékreak-
cibk: foszforamiddt hidrolizise, s az abbdl szérmazé foszforsavészter

és a foszforamiddt, illetve két molekula foszforamiddt szimmetrikus
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pirofoszf4ttd valé 4talakulésa,

A reakcié végrehajthaté nukleotid 5°’-foszféatok /XXVII, R_=H,

3
R4=nuk1eozid/ és a reakciépartnerb8l készitett foszforamid&tok
/XXV1/ reakcidjéval /45/, de legtobbszor nukleozid 5'-foszfor-
amiddt /XXVI, R=nukleozid/ és foszforsav /XXVII, R3= 4=H/ vagy fosz-
forsavmonoészterek /XXVII, R3=H/ reagiltatdsaval, Az utébbi médon
eldszor a ribonukleozid 5'~difoszfétokat /XXVII, R=nukleozid, R3,
R4=H/ készitették el /45,46,47/, Az egyszerii nukleozid 5'-fosz-
foramidédtokndl /XXXVI, R=znukleozid, R,=R,
a reaktivabb nukleozid 5'-foszforomorfoliddtok /48/, valamint a

=H/ jobban alkalmazhaték

nukleozid 5'-foszforoimidazoliddtok /49/,

Guanozin foszforilezése pirofoszforilkloriddal

Guanozin /I b/ és pirofoszforilklorid reakcidjét oldészer
nélkiil, hidegen, tizszeres mél-feleslegii pirofoszforilkloridot
hasznélva /18/ végeztem el guanozin 2'/3'/,5'-difoszfat /II b/
nyerése céljdb6l, A reakcié lezajldsa utén a pirofoszforilklorid
feleslegtdl éteres kicsapédssal vélasztoytam el a foszforilezés primer
termékét, melynek P-Cl kotéseit hidrolizdltam, A hidrolizis erS8sen

savas koriilmények kdzstt/pHl/ ment végbe 0°C-on,

: 1
Mo G H0—P—0 9 HO—E—O G
W 0 ! OH /0 H W/O
< ; ", pJ_O;CCL, +
HO od LMD o 0o 0\p/0
H‘ DOqu, 0/ \OH

i.b. . nb. XX IX.
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HI po}HL H‘ p03Hl
XXX XXX .

A termékelegy fenti komponenseinek elvélasztédsé&t Dowex 1 x 8
/C1™/ gyantébél késziilt oszlopon, pH=2,6-on NaCl-HC1l oldatokkal vég-
zett elucidbéval, lépcsbzetes technikat alkalmazva végeztem el, Az
elucié menetét A= 260 nm-en végzett extinkcidméréssel és vékonyréteg-
kromatogréfiéval kdvettem, Kevés elreagélatlan guanozin és a guano-
zin-monofoszfétok utén eldszor a guanozin 2’,5'~difoszfét /IIb2/
majd a guanozin 3’,5'-difoszfét /IIbl/ eluéldédott az oszloprél,
Az izomerek szétvilasztédsa csaknem teljes mértékben sikeriilt, Az e-
luens NaCl koncentréciéjat ndvelve, az oszloprél a gunozin 5'-mo-
nofoszfét 2',3’-ciklofoszfét /XXI1X/, a guanozin S5'-pirofoszféit 2'/3'/-
-monofoszfat /XXX/ és a guanozin 5’'-trifoszfét 2°'/3'/-monofoszfét
/XXXI/ eludlédott, Ezek mennyisége a foszforilezés id8tartamétdl
és - kiilonosen a eiklusos szdrmazéké - a primer termék hidrolizisé-

nek koriilményeit8l fiigg,

Guanozin 2?,5'- és 3°,5’-difoszfdt /IIb, és IIbZ/

1
Ultraibolya spektrumuk /pH=1,7 és 11 értékeken, vizes oldatok-

ban/ jellegzetes guanozin spektrum /53/, Foszforanalizis /54/ alap-
jén a guanin:foszfor arény = 1:2, Alakalikus foszfatézzal végzett
" hidrolizis ut&n molekulénként két foszforatom mérhetd vissza anor-

ganikus foszforként, s ennek alapjén megéllapithaté, hogy mindkét
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foszforatom foszforsavmonoészter szerkezet tagjae. Savas kdzegben
mindkét tiszta izomerb8l a helyzetizomerek egyensulyi elegye 411it-
haté eld /55/.

Ezutén a helyzetizomerek azonositédsdt kellett elvégezni, A. szol-
vensben végzett vékonyréteg-kromatogrédfia alapjén valésziniip hogy
a nagyobb Rf értékii izomer a guanozin 2’,5’-difoszfét /IIbz/.
Ugyanebben a kromatogrdfids rendszerben ugyanis a guanozin 2°’-
-monofoszfit /XXXIII/ és a guanozin 3’-monofoszfit /XXXII/ koziil
az eldbbi R, értéke a nagyobb, s valdszinii, hogy az elvalasztés
hasonlé médon torténik a 2'/3'/,5’-difoszfét izomereknél is /52/,

Az azonositist megbizhaté médon enzimatikus médszerekkel végeztem el,
Alkalikus foszfatdz hatdsfra - mely a nukleozidok 2’-, 3’~ és 5°'-
-hidroxiljainak foszforsavmonoésztereit egyardnt hidroliz4ja -

a guanozin 2',5’-difoszfédtnak feltételezett izomer hidrolizis inter-
medierjei guanozin 2’-monofoszfiat /XXXIIIA és guanozin 5’-monofoszfét
/XXXIV/, mig a mésik izomer esetében guanozin 3’-monofoszfét /XXXII/
és guanozin 5’-monofoszfat /XXXIV/ voltak, -

Az izomerek gzonositdsdt a késdbbiek sorén bizonyitott szerkezetii
guanozin 5’-monofoszfit 2?,3’-ciklofoszfat /XXIX/ T1 RNase-o0s hidro-
lizisével is elvégeztem, AZ enzim a guanozin szérmazékok 2',3’-cik-
lofoszfat részletét specifikusan hidrolizdlja 3’-foszf4tra, A gua-
nozin 5’-monofoszfit 2?,3'~-dklofoszfatbsl TI-RNase-os hidrolizissel
kapott termék rétegkromatogrdfidsan azonos volt a feltételezés sze-

rinti guanozin 3’,5'-~difoszféttal,
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Guanozin 5’-pirofoszfat 2'/3’/-monofoszfit /

Rétegkromatogréfids viselkedés szempontjabdl hasonlé a guanozin
2'/3'/,5'-difoszfadthoz, az A szolvensben kromatografélva két fol-
tot mutatott, de az Rf értékek valamivel nagyobbak,

Az anyag a guanozinra jellemz3 ultraibolya spektrummal rendel-
kezik, A spektrumbdl szémitott molekulasuly és a foszforanalizis
alapjén molekulénként hérom foszforatomot tartalmaz,

Savas kezelés hatédséra az eldzdekben igazolt szefkezetﬁ guano-
zin 2'/3’/,5'-difoszf4t keletkezett az 5°-helyzetii pirofoszfat ko-
tés hasadédsa révén /56/., Lugos kizegben a vegylilet stabil,

Alkalikus foszfatézzal végzett hidrolizis végterméke guanozin,
A hidrolizis intermedierjei koziil rétegkromatogrifiés médszerrel
a guanozin 5’-difoszfatot /XXXIX/ is kimutattam,

Az anyag rétegkromatogrédfidsan azonos volt a késSbbiekben a Michel-
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son-féle anioncserés mbédszerrel elddllitott /50/ guanozin 5’-pirofosz-
fat 2',3’-ciklofoszfét /XLVI/ lugos hidrolizisének termékével,

Az izomerekre valé szétvAlasztlst nem oldottam meg, igy az izome-
rek azonositését sem végeztem el, Az A szolvensben végzett rétegkro-
matogrédfia alapjén valészinii, hogy a guanozin 5’-pirofoszfdt 2’-mono-
foszfat a nagyobd Rf értékii, mivel ugyanebben a rendszerben a guanozin
2'/3’ /-monofoszfétok illetve a guanozin 2?/3'/,5'-difoszfétok kodziil

a 2’- illetve a 2’,5’~izomer rendelkezik nagyobb Ro értékkel,

Guanozin 5'-trifoszfét 2'/3’/-monofoszfit /XXXI/

Az anyag szerkezetét lebontési termékeinek rétegkromatogréfiés
azonositésa révén igazoltam, Savas kdzegben guanozin 5°’-pirofoszfét
2 /3 /-monofoszfdton /XXX/ keresztiil guanozin 2'/3'/,5’-difoszfétra
/IIb/ hidrolizAlt, lugos kdzegben stabil, Alkalikus foszfatéz guanozin-

ra hidrolizélta:

N 00
I S S O I
HO ‘(?)H 0-P=0-P=0 G HO—P—0—P—0 G
OH OH \\ :o: (
OH OH o\\\\/
H®
U] 0 0
——— 0
XXX H, POH XXX, T
e H, PO H,
alkaliltus
{oszfata
0
- I HY
HO-\\ G A Ho—;lj—o q
" y 0~
HO OH 0 0
,\—’\,.—/
H, POH,

Lb. 0,
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Guanozin 5’-m6nofoszfét 2',3%’-ciklofoszfat /XXIX/

Ultraibolya spektruma hérom pH értéken /1, 7,11/ hasonld volt a
guanozinéhoz, Foszforanalizis és a spektrumbdl szémitott molekulasuly
alapjén molekulénként két foszforatomot tartalmaz, Savas és lugos hid-
rolizise egyarént guanozin 2°'/3’/,5’-difoszfétot eredményezett, mig
alkalikus foszfétéz guanozin 2',3'-ciklofoszfatra hidrolizé&lta,

T, RNase hatdsédra guanozin 3’,5’-difoszfétra hidroliz4lt,

0 0
| \ I
~0< G HO—P—0 G

g
0| \ o—| OH 0 |
g \\:;7 H <<zii; \\\:;7 T, RNose
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T |

)
OH 0 N P 0 OH

|
H, POLH, 0/9\ oM 0="D—0n
XX\ X OH b,

Wb,

olkalikus
{oszfqiéz
HO %
\\/0 l
0 \p/o'
07 o
b

A_foszforilezés primer termékének szerkezete

Guanozin és pirofoszforilklorid reakcidja sorén keletkezd primer
termékelegyb8l savas hidrolizissel kapott vegyiiletek /IIb, XXIX, XXX,
XXXI/ szerkezete alapjén arra a kdvetkeztetésre jutottam, hogy‘a gua-
nozin 5°-OH-ja mindig reagél, mikozben a 2'- és 3’-OH koziil csak az e-

gyik észteresithetd, A termékelegyb8l guanozin 2',3’,5’-trifoszfétot nem
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lehetett izol4lni, Ugyanakkor az adenozin dibenzilfoszfokloridatos
/5/ valamint trifenilfoszfitos foszforilezése /14/ utén a termék-
elegybdl izoldltak adenozin 2,3’,5’-trifoszfdtot, Ilyen tipusu szér-
mazék valdsziniileg azért nem nyerhetS a pirofoszforilkloridos fosz-
forilezéssel, mert a 2'- vagy 3'-OH-t csak &tmenetileg észterezi
diklérfoszforsav, s az igy képz8d8 XXXV szdrmazék 2'/3’/-foszfoklo-
ridat részlete a szomszédos hidroxilcsoporttal ciklusos klérfoszfor—
savdiészterré alakul, Az igy keletkezd XXXVI primer termék savas
hidrolizise utén f8leg guanozin 2'/3'/,5'-difoszfat keletkezik,

A melléktermékekben az 5’°~0H-t pirofoszforsav vagy trifoszforsav
észterezi, a 2'/3'/-0H-t pedig a ciklusképz8dés kovetkeztében csak
ortofoszforsav, A fenti mechanizmust igazolja, az is, hogy a ter-
mékelegybll guanozin 5’-monofoszfat 2°,3’-ciklofoszfét is izoldl-
haté, s ez valdsziniileg a foszforilezés primer termékének tokéletlen

hidrolizisébdl szarmazik,

[0 0 N
i Il IFIJ q
HO\\ G X—P—0_ G X—P—p ;
/O>I t /0\/ « _—
\\. LN + \——\-( _—
O OH 0 OH HO 0
0=p—ct (t=p=0
l.b. e .. XXXV, Qe
| _
0 0 0
(l? . i ] ]
X—P—0 § X; (- (—P-0- ce~&|>—0—lP-—O-
|
e 0 ] e e e
o\p/o
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rd s / rd i
A guanozin 3’,5’-difoszfdt 2’-OH-jénak védése

A guanozin 3’,5'-difoszfét bisz-tri-n-butilammoniumséjét vizmen=-
tes @imetilformamidban oldva ekvimolaris mennyiségii p-toluolszulfon-
sav katalizdtor jelenlétében nagy feleslegii etilviniléterrel reagiltat-

tam szobahbmérsékleten,

0

0 i \
Ho—r:;—o y HO—P—0 N
; )
/o OH /0
CH=CHOC,Hs
0 O A VS 0 0
|
_ HO— p=0 Ch—CH
HO—p —0 0—p : >
OH OH OC;_HA’
b, XXXV

A reakcibelegyben el8szor a kivdnt 2’-0-/1"-etoxietil/-guanozin
3*,5'~difoszf4t /XXXVIII/ mutathatd ki rétegkromatogrifidval,
Jelentls mennyiségii kiinduldsi anyag is jelen volt még, mikor a reak-
cié tovédbbhaladédsit észleltem, Két melléktermék keletkezett, melyek
spektrdlis /ultraibolya/ tulajdonsigokbdl itélve a guaningyiirii szub-
sztitucids szdrmazékai, s belSliik nem volt regenerdlhatd a kiindulédsi
IIbl. A reakciét ugy vezettem, hogy ezek a melléktermékek a reakcié le-
dllitdsakor még csak kis mennyiségben legyenek jelen, mert a terméke-

legy oszlopkromatogrdfiids feldolgozdsa alkalmasabb IIb, és XXXVIII,

1l
mint XXXVIII és a melléktermékek elvilasztésira,

® A szintézis tovabbi lépéseiben ugyanazt a médszert alkalmaztam mind-
két izomerre, Ezért a dolgozat elméleti részében az egyszeriiség ked-
véért, csak a guanozin 3',5’-di-pirofoszfithoz vezetd 1lépéseket i-
rom le,
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A kivant &4talakulds utén a reakcié ledllitdsa a savkatalizator
semlegesitasdvel tortént, Az etilviniléter felesleg eltavolitésa
utédn a termékelegyet vizes oldat formijédban DEAE-celluléz!ﬂ/HCOE/
oszlopra ontottem fel, Az anyagok eludlfsdt - linedrgradiens eluci-
6s technikat alkalmazva - trietilammoniumbikarbonit oldattal végez-
tem el, E18sz6r a két melléktermék eludldédott az oszloprdél, majd a
kivdnt XXXVIII, végiil a kiindulési IIb,. A kivant 2’-0-/1"-etoxi-
etil/guanozin 3?,5%’-difoszf4atot bisz-trietilammoniumséd forméjﬁban

nyertem ki a megfeleld frakcidk szlrazra pérlésa, a maradék metano-

los oldésa, majd éteres kicsapédsa utdn,.

A 2'-0-/1"-etoxietil/guanozin 3',5'-difoszfidt vizsgélata

Az anyag ultraibolya spektruma jellegzetes guanozin spektrum,

Lugos kozegben stabil, de enyhén savas kozegben /10 %-os CH,COOH/

3

rovid idd alatt egy 1épésben kvantitative visszaalakithaté IIb -é,

1
Mivel a savas hidrolizis utén IIb2 nem keletkezett, az etoxietilezé-
si reakcid sorén izomerizécié nem jétszdédott le,

Alkalikus foszfatdz hatdséra két 1lépésben hidrolizédl, s az elsd
1lépés jéval gyorsabban jatszédik le, mint a mésodik, Erdekes, hogy
az elss lépésben keletkezd anyagbdél savas hidrolizissel csak guano-
zin 3’-monofoszfat /XXXII/ keletkezik, guanozin 5’-monofoszféat
/XXXIV/ nem, Tehdt alkalikus foszfatdiz hatdsira el8szor XXXVIII
5’-0OH-ja vdlik szabadd&d és 2'-0-/1"-etoxil/guanozin 3'-monofoszfit
/XL/ keletkezik, Az alkalikus foszfatézos hidrolizis végterméke, a

2'-0-/1"=etoxietil/guanoczin /XLI/ savas kdzegben guanozinra bomlikg

* DEAE: dietilaminoetil
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A 2°-0-/1"~etoxietil/guanozin 3’,5'-difeszfAtbé1 kiindulva a

Michelson-féle "anhidrid-kicserél8déses" médszert alkalmaztam arra,

hogy egy molekulén beliil egyidejilileg két pirofoszfat kotést épitsek
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A szintézis elvégzését megnehezitette, hogy a difenilfoszfori-
lezési reakcid rétegkromatogréfids kodvetése kontrolhidny és a reak-
cidtermékek labilitésa miatt nem lehetséges, Ezért izoldlds nélkiil,
kozvetleniil reagidltattam a termékelegyet ortofoszféttal; majd ismét
izo0l414s nélkiil végeztem el a véddcsoport eltdvolitdsédt, Csak e hé-
rom egymést kovetS lépés lezajlésa utén tudtam a szintézist rétegkroma-
togrédfifsan ellendrizni, Az egyes lépések koriilményeit kiilon-kiilon
valtoztatva kideriilt, hogy az elsd 1épés, a difenilfoszforilezés ko-
riilményei befolyédsoljék dontSen a szintézis sikerét, Sikeriilt e reak-
cid optimélis idejét megéllapitani, melynél rovidebb reakcié nem elég-
a pirofoszfat-triészter tipusu csoportok kialakitéséhoz, hosszabb
idd utén pedig- valdsziniileg a védScsoport lassu eltévozdsénak kovet-
kezményeként - a reakcié a guanozin 5’-pirofoszfét 2°’,3’-ciklofoszfét
képz6désének irdnydban halad, A reakcid sikere fiigg a difenilklérfosz-
fét, a- jelenlev$ tri-n-okkilamin és XXXVIII arényé4tél is, Az ortofosz-
fattal végzett cserereakcidé illetve a véd8csoport eltévolitdsénak
ideje /nagy ortofoszfét felesleg ill, 10 %os CHBCOOH alkalmazésa e-
setén/ nem befolyasolja ilyen érzékenyen a szintézis végeredményét,

A 2°-0-/1"-etoxietil/guanozin 3*,5'-difoszfédtot tetra-tri -nok-
tilammoniumséva alakitva és vizmentes dioxénban oldva tri-n-oktilamin
jelenlétében difenilklérfoszféttal reagéltattam szobahdmérsékleten,

1 éra reakcid utén a homogén oldathoz nagy feleslegii, piridinben ol-
dott mono-tri-n-butilammoniumortofoszfétot adtam, A homogén oldatot

30 perc utdn beplroltam, s a maradékot 10 %-os CH,COOH-ban oldva vé-

3
geztem el a védocsoport hidrolizisét, A hidrolizis annyi ideig tartott,

mig hasonld koriilmények kozdtt a hasonld XXXVIII szérmazék 2°’-OH-ja
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szabaddd nem vdlt, A termékelegy komponenseit semlegesités és éteres
extrakcié utdn BEAE-celluléz /HCO3-/ oszlopon, trietilammoniumbi-
karbondt linedr gradiens eluciéval vAlasztottam el egymlstdl, Az
elucié sorrendje: egy nem azonositott anyag utédn a guanozin 5°’-mo-
nofoszfét 2',3'-ciklofoszfat /XXIX/, a guanozin 2'/3'/,5'-difoszfét
/IIb/, a guanozin 5'-pirofoszfit 2',3’~ciklabszfat /XLIV/, a guano-
zin 5’-pirofoszfét 2'/3’/-monofoszfat ¥ /XXX/, végiil a guanozin
3?,5’-di-pirofoszfat /XRIV/ eludlédott az oszloprél, A kivant XLIV-
et a rétegkromatogrdfidsan homogén frakcibkbdl trietilammoniumsé for-

ndjéban izol&ltam, vagy nadtriumsédva alakitottan,

Ve

A _guanozin 3',5'-di-pirofoszfét vizsgélata

Ultraibolya spektruma jellegzetes gunaozin spektrum, Foszfora-
nalizis eredményei alapjin a guanozinifoszfor arény kozelitSleg
134 volt,

Alkalikus foszfataz XLIV-et guanozinra /Ib/ hidrolizdlta, s a
hidrolizis utdn anorganikus foszfitként molekulénként négy foszfor-
atom volt visszamérhetd,

Lugos kdzegben XLIV guanozin 5’-pirofoszfat 2°,3’-ciklofoszfit
/XLV1/ intermedieren keresztiil guanozin 5’-pirofoszfét 2'/3’/-mono-
foszfétra /XXX/ hidroliz4lt, .s a reakcié sorén molekulénként egy

foszforatom szabadult fel anorganikus foszfatként,

*Valészinﬁleg XXX-al egyiitt guanozin 5’-monofoszfit 3’-pirofoszfét
is eludlddik, mivel egy ilyen frakciébél kinyert anyag lugos keze-
1és utén részben 4talakult guanozin 2'/3'/,5'-difoszfittd,
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Savas kézegben /0,5 N HC1l/ szobahSmérsékleten guanozin 5’-piro-

foszfdt 2?,3’~ciklofoszfédton /XLVI/ keresztiil eldszdr guanozin 5'-

pirofoszfat 2°/3'/-monofoszfitra /XXX/, majd guanozin 2'/3'/,5’-di-

foszfatra hidroliz4lt, 1 N HCl-ben 100°C-on, 8 percig végzett

hidrolizis utdn - mikor a glikozidos - és pirofoszfdt k&tések hasa=-

désa kdvetkezik be- /56/ - molekulénként 2,2 foszfor szabadult fel

anorganikus foszfatként,
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Az eldzbekben leirt médszert alkalmazva, gyakorlatilag azonos

médon elvégeztem a guanozin 2',5'-di-pirofoszfdt /XLV/ &s az uri-

din 2°/3'/,5’-di-pirofoszf4t /LIII/ szintézisét is,
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Bzek részletesebb szintézisét a kisérleti részben irtam le,

Médszerek és anyagok

Vékonxrétegkromatogréfia

Rétegs Celluléz MN3OO: Kieselgel HF254 =82
Szolvenss A ¢ telitett /NH4/2SO4 ¢ 0,1 M CH3C00Na s 0,05 M NazB‘._O7 H
izopropanol = 60:19:19:2 /5/
B 3 n-propanol : cc NH,OH : H,0 =11 : 7 : 2 /57/
Rétegs polietilénimin-celluléz /polygram Cel 300 PEI/UV254, Mache-
rey-Nagel/
Szolvens: C : 1,5 M KH,PO,

D:2 MPHNaCl

o0

E: 0,1 M RaCl

0,05 M NaCl

@ -]
L

¢t 0,5 M KH2P04



Guanozin

szadrmazékok Rf értékei

Vizsgdlt

guanozin
guanozin
guanozin
guanozin
guanozin

guanozin

guanozin
guanozin
guanozin

guanozin

vegyiilet

/Iv/

3?,5'=difoszf4t /IIbI/

2?,5'-difoszfat /IIb2/

2' . 3'=ciklofoszfat /IIIb/

5'-monofoszfédt 2?,3'-ciklofoszfat /XXIX/
S5'-pirofoszfit 2'/3'/-monofoszfat /XXX/

5'«trifoszfat 2'/3?/-monofoszfat /XXXI/
3'-monofoszfat /XXXI1/

2'-monofoszfat /XXXII1/

5%-monofoszfat /XXXIV/

3?-0~/1"~etoxietil/ guanozin 2',5’-difoszfat /XXXVII/
2'=0~/1"-etoxietil/ guanozin 3?,5’-difoszfét /XXXVIII/

guanozin

5'-difoszfat /XXXIX/

2'=-0-/1"-etoxietil/guanozin 3’-monofoszfit /XL/
2?=-0-/1"-etoxietil/ guanozin /XLI/
3'=0=/1"-etoxietil/ guanozin 2'-monofoszfat /XLII/
3°-0-/1"-etoxietil/ guanozin /XLIII/

guanozin
guanozin

guanozin

3?,5%=di-pirofoszfat /XLIV/
2',5'~di-pirofoszfét /XLV/

5'-pirofoszfat 2°,3'-ciklofoszfat /XLVI/

Uridinszérmazékok R, értékeil

bl

Vizsgélt

vegylilet

uridin /Id/

uridin 2'/3'/,5'/~-difoszfat /I1d/
uridin 2’,3"-ciklofoszfdat /IIId/
2'/3/=0=/1"=etoxietil/ uridin /XLVII/

2'/3* /=-0=-/1"~etoxietil/uridin 3?/2'/-monofoszfat/XLVIII/
2 /3 /=0=-/1"=etoxietil/uridin 3*/2'/,5'-difoszfat /XLIX/

uridin 2°/3®/-monofoszfit /L/

uridin 5'~pirofoszfét 2?,3'-ciklofoszféat /LI/
uridin 5'-pirofoszféat 2’,/3®/-monofoszfét /LII/
uridin 2'/3'/,5'-di-pirofoszféat /L;II/

0,26
0,58
0,66
0,28
0.45

0,65
0,71

0,42
0.51
0,50
0,27
0,40
0,47

0.79
0,36
0,77
0.91
0,71
0,48
0e.52
0,42
0.28

0,63
0,31
0.31
0.62
0.39

0.22

0.43
0.43
0.40
0,45
0,45
0.36
0,66
0,86
0,66
0.86

0.35

0,54
0.54

0,57
0,37
0,24

0,69
0,69
0453

Q.22
0,22
0,51

0,37
0,37

0.23
0,14

0,45
0,45
0,45

0.14
0.14
0,32

0, 06
0,06
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Ultraibolya spektrumok

Késziilék: CARY-15

Az anyagok spektrumait 20-60 mg/l koncentrédcidéju vizes oldatban
vettem fel, guanozin szédrmazékok esetében pH=zl,7 és 11 értékeken,
mig az uridin szadrmazékoknil pH=7 és ll-en,

Osszehasonlité oldat mindig a megfeleld vizes puffer volt,
Pufferek: pH=1 0.1 N HC1

pH=% 0,02 M Na HPQ# - NaH2P04

2
pH=11 0,002 K NaOH
Az egyes anyagok spektrdlis jellemz8it elS&llitdsuk utén irtam le,

A spektrumok jellemzésére haszndlt adatok: l'max’ A /om/,

min

E E .

A spektrumokbdl a guanozin 5'-trifoszfit illetve az uridin 5°-
monofoszfat moldris extinkcidés koefficiensei alapjén /53/ szémitot-
tam molekulasulyokat,

FSszforanalizis

/H. Eibl és W,E, Lands médszere szerint /54/;

Enzimek

Alkalikus foszfatdz~ / calf intestine; SIGMA Chemical Company;
illetve Escherichia coli, Worthington, 27 EU/mg/.

T1 RNase /SIGMA/

Beparlas: Rotapor késziilékkel, 30—35°C-on, csokkentett nyomdson
tortént,
Széritds: a kiinduldsi guanozin és uridin széritésa Fischer-pisz-

tolyban, toluol reflux hdmérsékletén, csokkentett nyomédson, P205
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felett, a nukleotid jellegii termékek és a p-toluolszulfonsav szé-

ritédsa szobahOmérsékleten, csdkkentett nyomédson P205 felett tortént,

Guanozin /Reanal/
ultraibolya spektrumainak pH =1 pH =7 pH = 11

jellemzése

A max /nm/ 256 252 258
)-min /nu/ 228 223 230
E 250 0.97 1,18 0,91
260
E 280 0,69 0,68 0659
260
E 050 0,29 0,12

Uridin /Reanal/

ultraibolya spektruma 1

pH = 7 pH

)_max 262 261

A min 230 242

E 222 Q.75 0,83
260
E 280 0,36 0,29

260

Pirofoszforilklorid
E184l11itésa /58/ szerint az

P4°10 + 4PCl5 -------- » 2P203CI4 + 4POC13 reakcié alapjén,

568 g /2 mol/ P401°, 700 g /8 mol/ PCl, és 800 ml CCL, ®legyéhez

3 4
CLe-gézt vezettem reflux mellett, Mikor az elegy tobb gézt nem nyelt

el, gézbevezetés nélkiil 30 percig forraltam, Hidegen sziirtem, a sziir-

letb8l kb, 120°C-ig ledesztilléltam a POCl; és CCLy-et, majd vékuun-
desztilléciéval a pirofoszforilkloridot,
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Fdparlatot 120-135°C kozott vettem, Termelés: 290 ml, A piro-
foszforilkloridot légmentesen lezért edényben, 0°C-on térol-
tam.

A mono-tri-n-butilammoniumpirofoszf4t piridines oldatét
85 %~os Hy
t4b61 készitettem tobbszori beparléds és piridinben valé ol-

PQ4 és tri-n-butilamin ekvimoléaris, diox&nos olde-

dds utén, Az etilvinilétert /Fluka/ hasznflat eldtt /59/ sze-
rint tisztitottam, Az éter, dimetilformamid és piridin hasz-
nédlat eldtt P205-r61, a dioxdn fém Na melletti refluxoléds u-
tén ndtriumrdl desztillédlva, A difenilklérfoszfét /Ega-Chemie/,
trimetilamin, tri-n-butilamin- tri-n-oktilamin /Fluka/, DEAE-
celluléz /Whatman DE1ll/ és a Dowex ioncseréld gyantdk /Fluka/
keredkedelmi anyagok, A guanozin 2’,3’-ciklofoszfét és az u-
ridin 2’,3'-ciklofoszfét /19/ szerint késziilt kromatogréfiés

kontroll céljabél,

Guanozin foszforilezése

14 ml /100 mM/ -12°C-ra hiitstt P05

frissen széritott guanozint adtam, A reakcidelegyet jéges—vi-

Clhfhoz 2,83 g /10 mM/

2es hiités mellett 3 6rdig, majd szobahdmérsékleten 1 6réig
kevertem, 8 ml abszolut éterrel felkeverve 300 ml absz, éter-
be ontottem, A kivdlt ragacsos anyagot porré dorzstltem, sziir-
tem, 300 ml jeges vizzel hidroliz&ltam 30 percig /pH <1/,

majd 90 ml 2 N NaOH-dal semlegesitettem /pH= 7,5/, Az olda-
tot desztillélt vizzel 1800 ml-re higitva 3x52 cme-es Dowex

1x8 /C17/ 200/400 mesh gyant&bdl késziilt oszlopon folyattam atg
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560 ml/6ra sebességgel, Ezutin a gyantét 0,003 N HCl-dal mos=-
va /~12 liter/ pH=2,6-ra savanyitottam le, Az eluciét 1épcsd-
zetesen novekvd NaCl koncentrécidju NaCl-HC1l pufferekkel végez-
stem pH=2,6~0n, 75-ml-es frakciékat vettem ezeket azonnal 1 N
NaOH-dal semlegesitettem, Az eluciét * =260 nm-en §égzett
extinkciéméréssel és vékonyrétegkromatografiaval kovettem,

Az oszlopra 120 000 T0D26°! anyagmennyiséget vittem fel, az
elucié sorédn Gsszesen 105 000 TOD260 anyagmennyiség volt visz-
szanyerhetd az oszloprél az alkalmazott eludlészerekkel, Az u-
tébbi szizalékdban adtam meg téblazatosan az egyes pufferek

dltal leszoritott anyagmennyiségeket:

Eluélé puffers % anyag

1/ 0,003 N HC1 262 Ib

2/ 0,003 N HC1 + 0,1 M NaC} 1,2 IXXII, XXXIII, XXXIV
3/ 0,003 N HC1 + 0,2 M NaCl 73,0 IIbl R IIb2
4/ 0,003 N HC1 + 0,5 M NaCl 23,0  XXIX, XXX, XXXI

A 3, puffer hatéséra eludlt a kivént guanozin 2'/3'/,5'-di-
foszfdt, Az elucid sorén részlegesen szétvdlt izomerjeire, 28
#=a kromatogréfiésan homogén 2°,5°, mig 51 %-a 3’,5'-izomer
volt,

A 4, puffer hatésdra eldszsr XXIX és XXX, majd XXXI eludlt,
Mivel eldzetesen nem torekedtem XXIX és XXX egyméstél vald el-
vélasztdséra, ezeket csak néhény kromatogréfidsan homogén frak-

cibébbél izoldltam,

®00D = E x térfogat /ml/

260 260
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Guanozin 2',5’-difoszfat /IIb. /

A megfeleld frakcibk Osszedntése utdn kapott, semlegesitett
oldatot kétszeresére higitva 1,4x14 cm-es Dowex 1x8 /C1™/
200/400 mesh oszlopon folyattam &t, majd vizes mosds utén
1 M LiCl oldattal /50 ml/ eluéltam, Az oldatot szérazra pé-
roltam, a maradékot 100 ml 13l metanol:aceton eleggyel £é1
6rédig Al1lni hagytam, Sziirtem, kétszer 50 ml metanol-aceton
eleggyel C1~ mentesre mostam, SzAritds utén 860 mg fehér a-

nyagot kaptam, Termelés a kiindulési guanozinra szémitva 15,5 %,

1 /29 ' 41
Guanozin 2'/3 4,5 difoszfAat ZIIb1 és IIba/

Hasonlé médon, mint a IIb2 esetében, 634 mg fehér anyagot
kaptam, mely vékonyrétegkromatogréfia dlapjén kb, 1l:1 ardnyban

tartalmazta a két izomert, Termelés 11,5 %,

Guanozin 3',5'-difoszfat (;Ibzl

Az eldz8ekhez hasonldan 1665 mg kromatografidsan homogén,

kloridmentes anyagot kaptam, Termelés:3l %,

Spektrélis tulajdonsdgok

Az izomerek ultraibolya spektrumai gyakorlatilag azonosak,
igy csak az izomer-keverék spektrumédnak adatait adtam meg, va-
lamint a guanozin 5'-trifoszfdt moléris extinkcids koeffici-

ensei alapjén szémitott molekulasulyokats
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pH=1 pH =7 pH = 11
X max /am/ 256 253 257
Xmin /nm/ 228 253 229
O,
E 222 0,91 1,16 93
abo 6 0,61
E 280 0’68 0. ? L 4
260
B g%Q 0,50 0,27 0,12
260
Mi1p 550 536 532
1
M, €% 1m, 545 555 548
Mnb2 554 565 545
Feszforanalizis

IIbl-re C1°H13Li4N5011P2‘4H20 /M=539/ alapjan szémitott
P%=11,50, +talélt=11,47
IIbz-re C10313L14§5011P2°5H20 /M=557/ alapjén szémitott

P%=11,13, taldlt=11,05
Savas kezelés:

IIb1 illetve IIb2 1-1 mg-j&t 0,1 ml HCl-ban oldottam, szo-
bahdmérsékleten 1 napig 411ni hagytam, Vékonyrétegkromatogwéfia
szerint /A szolvens/ mindkét oldat hozzavet8legesen azonos: arény-
ban tertalmazta a két izomert,

Hidrolizis alkalikus foszfatfizzals
A kovetkezd oldatokat készitettem el,
a/ IIb1 S5¢4 illetve IIb2 56 mg-jat 1 ml 0,01 M Na,CO.,-NaHCO

2°73 3
pufferban /pH=10,4/ oldottam;
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b/ 10 mg alkalikus foszfatdzt /calf intestine/ 1 ml ugyanilyen
pufferban oldottam, |

A két o0ldatbél 0,1-0,1 ml-t Ssszemérve az elegyet 37°C-on tar-
tottam, 1 perc utén rétegkromatogrédfia szerint /A szolvens/ IIbl-.
b8l guanozin 3’-monofoszfite mig IIb2-b61 guanozin 2’-monofoszfat
keletkezett guanozin 5'-monofoszfat és guanozin mellett, 10 perc
utdn kromatogrdfidsan csak guanozin volt kimutathaté, Ugyanilyen
koriilmények kozotti, 1 6rds hidrolizis utén az oldatokhoz 0,2

ml 10 %~os triklérecetsavat adtam, majd az op&los oldatot 30 per-
cig 5000/perc fordulattal centrifugaltam, A feliiluszé 40 Pl—jébﬁl

anorganikus foszformeghatarozédst végeztem, IIb, szamitott foszfor=-

1
tartalménak 97 %-4t, mig IIb2 95 %-4t mértem vissza anorganikus fosz-

forként,

Guanozin 5’-monofoszfét 2’,3’~ciklofoszfdt /XXIX/

A difoszfatok utén a 4, eludld puffer hatdsira XXIX és XXX
egymlstdl részlegesen elkiiloniilve eludlt, s az izoldlést csak
hérom, rétegkromatogrédfiésan homogén frakciébdl végeztem el,

A 220 ml térfogatu oldatot /0D26°:= 1500/ kétszeresére hi-
gitva és semlegesitve 0,9x8 cm-es Dowex 1x8 /CL™/ 200/400 mesh
gyantébdl késziilt oszlopon folyattam 4t, majd vizes mosés uténv
XXIX-et 1 M LiCl oldattal /30 ml/ eludltam, Szarazra parlés
utén 50 ml metanol-aceton /1:6/ eleggyel 41lni hagytam, 30 per=-
cig, majd a kapott csapadékot sziirtem, s metanol-aceton eleggyel

kloridmentesre mostam, 52 mg fehér anyagot kaptam szérités utén,

Foszforanalizis

CIOHIZLiBNSOloPa‘BHZO-ra /M=500/ szémitott P%=12,40, taldlt=12,52,
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Ultraibolya spektrume pEH =1 pH =7 pH = 11
max 256 252 258
) 228 222 230
min
250 0.90
E e 0.91 1.1%7 9
E -g%% 0.68 0.68 0.60
E %%% 0.50 0,29 0.12
M 517 505 503

Savas és lugos hidrolizis:

1 mg anyagot O,1 ml 1 N HCl-ban oldottam, Az anyag szobahdmérsék-
leten, 30 perc utdn vékonyrétegkromatogrédfia szerint /A,B/ teljesen
guanozin 2'/3'/,5'-difoszfatra hidrolizé&lt, 0,1 N NaOH=-ban ugyanilyen

korilmények kozott 5 Ora utén szintén teljes &talakulds tortént,

Hidrolizis Tl RNase-als

2 mg anyagot oldottam 0,2 ml 0,2 M Tris-HCl pufferben /pH=7,5/ s

hozzéadtam 20 ul T, RNase oldatot / 0,5 E U/, 37°C-on, néhény éra

1
utdn rétegkromatogréfidsan /A/ guanozin 3*,5%-difoszfat volt kimutat-
hat6é, 1 nap utén az 4talakulds csaknem teljes,
Hidrolizis alkalikus foszfatézzdl:

1 mg anyagot és 1 mg alkalikus foszfatézt /calf intestine/ 0,1 ml
pH=10,4—es pufferben oldottam, 37°C-on, 1 6ra utén XXIX teljesen guano=-

zin 2’,3'-ciklofoszf4tra hidrolizilt, /IIIb/,

fuanozin 5°~pirofoszfat 2°/3'/monofoszfdt /XXX/
A 4, eludlé puffer hatdséra XXIX utén XXX eludlt az oszloprél,

Néhéany rétegkromatogréfidsan homogén frakcid &sszeontésével ka-
pott 210 m1 oldatot semlegesités utdn /0D260= 2000/ 20 ml-re

péroltam be, majd 100 ml metanolt adtam hozz&, Lassu csapadék—
képz3dés indult meg, 5 6ra 4114s utén sziirtem, 50 m1 5 : 1 metanol-
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-viz eleggyel, majd 25 ml metanollal mostam, Széritds utén 95 mg

fehér anyagot kaptam,

Ultraibolya spektrum: pH =1 pH = 7 pH = 11
1 max 256 253 256
A min 228 222 229
E 250 0.91 1,14 0,96
260
E 280 0,68 0,66 0,63
260
E 290 0,50 0.29 0,17
260 '
M 815 801 6 79¢C

Foszforanalizis: C1°H13Na5N5014P3° 9 Hao-ra /M=797/ szémitott
P#=11,69, taldlt=11,60

Savas, lugos kezelés:

2 mg anyagot 0,2 ml 1 N HCl-ban ,2 napig &11lni hagytam szobahd-
mérsékleten, Bzalatt kvantitative guanozin 2?/3'/,5'-difoszféttd a-
lakult /A,B,C szolvens/, Lugos kdzegben /0,1 N NaOH/ az anyag sta-
bil volt,

Hidrolizis alkalikus foszfatézzal:

2773
ben, majd O,1 mg O,1 ml ilyen pufferban oldott alkalikus foszfa-

1 mg anyagot feloldottam 0,1 ml Na,CO -NaHCO3 /pH=10,4/ puffer-

tézt /calf intestine/ adtam hozzé, 37°C-on, 1 6ra utén egyéb ter=
mékek mellett guanozin 5'-difoszfét is észlelhetd volt kromatogré-

fiésan /A,B szovens/, 4 éra utén pedig kvantitative guanozinra hid-

rolizédlt,



Guanozin 5'-trifoszfét 2'/3' -monofoszfét XXI

XXIX és XXX utdn XXXI elkiildniilve eludlt az oszloprél, A

300 ml térfogatu /OD 1200/ oldatot semlegesités utén kéte

260~
szeresére higitva 1x10 cm-es Dowex 1x8 /Cl™/ 200/400 mesh osz-
lopon folyattam &t, és vizes mosés utén 1 M LiCl oldattal /40
ml/ eludltam, Az oldatot szérazra péroltam, s 50 ml metanol-
-aceton eleggyel /1:1/ felszuszpenddlva sziirtem, 50 ml metanol-
~aceton eleggyel kloridmentesre mostam, SzAritds utén 66 mg
anyagot kaptam,

Ennél az anyagnél csak kromatogréfiids é&s lebontési késrlete=-
ket végeztem, Vékonyrétegkromatogrédfis szerint /C,D/ az anyag
homogén, 1 mg anyagot O,1 ml 1 N HCl-ban oldva, 4 6ra utén fé-
leg XXX volt kromatografidsan kimutathaté kevés kiindulési
XXXI és IIb mellett /C szolvems/. 1 nap utén gyakorlatilag tel-
jesen IIb-vé alakult, 10 mg/ml koncentraciéju lugos oldatban
/0¢1 N NaOH/ 1 nap utén az anyag vAltozatlan maradt, Alkalikus
foszfatéz /calf intestine/ hatéséra ~ 1 mg anyag + 1 mg enzim
0.1 ml 0,01 M Na,CO, - NaHCO; pufferben oldva /pH=10,4/, 37°C-
on tartva - 3 6ra alatt kvantitative guanozinnd alakult &t

/E szolvens/,

Guanozin 5’-pirofoszfit 2, 3'-ciklofoszfdt ZXLVIZ

55 mg /0,1 mM/ guapozin 2'/3'/,5%=difoszfét Li-sét 2 ml
vizben oldva 1x5 cm~es Dowex 50x8 /H+/ 50/100 mesh oszlopon
folyattam 4t, majd a vizes mosés utén kapott oldatot szérazra
péroltam, A kapott szabad savat 5 ml metanolban szuszpendéltam,
hozzdadtam 0,17 ml tri-n-oktilamint /0,4 mM/, s néhény perc me-

legités utédn tiszta oldatot kaptam, Szérazra pérlds, alkoholban
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oldds, bepdrlds utén az olajos maradékhoz 0.6 ml abszolut di-
oxant, 80 pl difenilklérfoszfétot /0,4 mM/, 90 pl tri-n-oktil-
amint /0,2 mM/ adtam, Az opAlos oldat 0,2 ml dimetilformamid
hozzéadéséra kitisztult, 3 6ra rézas utin beparoltam az ele=-
gyet, a maradékhoz 0,8 ml 0,5 mélos, piridinben oldott mono-
~tri-n-butilammoniumortofoszfdtot adtam, A sdrgls oldatot 1
6ra 4114s utén bepéroltam, 10 ml vizben szuszpendilva és
chH4OH-da1 semlegesitve heterogén elegyet kaptam, amelybdl a
szabad aminokat 2x5 ml éterrel vald extrahdléssal tavolitottam
el, A homogén, vizes oldatot 1,4x30 cm~-es DEAE-celluléz /HCO3-/
oszlopra ontottem fel, Az elucié 250 ml viz- 250 ml 0,5 M
EtBNoH2C03 linedr gradienssel tértént, 20 percenként 10 ml-es
frakcidkat vettem, a 30-38, frakciét dsszedntottem, szérazra
parlés, 1 ml metanolban oldds és 20 ml éterrel vald kicsapés,
szllrés és szAritds utédn 62 mg anyagot kaptam trietilammonium-
s6 forméjéban,

1l mg anyag O,1 ml 0,1 M HCl-ban oldva szobahdmérsékleten
1 6ra utédn teljesen XXX-4 alakult, 1 nap utén kb, fele arénybanu
tartalmazott XXX-at és IIb-t az oldat,

1l mg anyag 0,1 ml O,1 N NaOH-ban oldva szobahdmérsékleten
1 éra alatt kb, 20 %~ban alakult 4t XXX-4, 1 nap utén az &4t~
alakulés teljes volt,

1 mg XLVI-ot és 0,5 mg alkalikus foszfatézt /calf intestine/

0,1 ml pH=10,4~es pufferben /0,01 M Na2C03 - NaBCO3/ oldottam,

37°C-on, 3 éra 8114s utén teljesen guanozin 2?,3’-ciklofoszfét-

ra bomlott,



- 46 =

2'~0~/1"~etoxietil/ guanozin 3',5°'~difoszfat VIII

508 mg /0,94 mM/ guanozin 3',5'-difoszfat Li-sét 10 ml 20 %-os
piridinben oldottam, majd 1,5x1,5 cm-es Dowex 50x8 /piridinium/
oszlopra ontottem, az oszlopot 150 ml 20.%Fos piridinnel mostam,
Hozzéadval4?75 ml /2 mM/ tri-n-butilamiont és 150 ml alkoholt,

a homogén oldatot bepdroltam, majd alkohollal és dioxénnal egy-
szer-egyszer bepéroltam, A kapott olajos anyagot 15 ml vizmentes
dimetilformamidban oldva 6 ml /63 mM/ etilvinilétert és 190 ng
p-toluolszulfonsavat adtam, SzobahSmérsékleten, 14 érai &llés
utdn 0,5 ml tri-n-butilaminnal &4llitottam le a reakciét, A ho=-
mogén, halvAnysirga elegybdl az atilviniléter felesleget elté-
volitottam, majd az elegyet vizzel 50 ml-re higitottam, Az ol-
datot 2,4x70 cm-es DEAE—celluléz/HCOB-/ oszlopra ontottem s az
oszlopot vizzel mostam, Az elucidét 2000 ml viz 2000 ml 0,4 M
Et3N‘H3CO3 linear gradienssel végeztem, 20 ml-es frakcidkat
vettem 15 percenként, A XXXVIII-at tartalmazé 127-142 frakciékat
/E260 > 8/ egyesitve szérazra paroltam, a maradékot 2 ml alko-
holban oldottam, s XXXVIII-at 30 ml- éterrel csaptam ki, Szii-
rés, szdritds utén 221 mg fehér, higroszkdpos anyagot kaptam
bisz-trietilammoniumsé form#hban, Termelés 29 %, az anyag ré-

tegkromatogrédfidsan /A, B/ homogén,

614H23N5012P2 . 2C6H15N i 5H20 -ra szamitott M = 807,
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Ultraibolya spektrumok pH =1 pH =7 pH = 11
L 258
A max /nm/ 258 254 >
230
L o o. 1
E 250 0,89 1,1 9
260
E 280 0,66 0,66 0,61
260
0.1
E 2%9 0,50 - 0,32 9
260
12 400 13 700 11 900
M 811 826 787

Savas hidrolizis

1 mg XXXVIII-at O,1 ml 10 %-os CH,COOH-ban oldottam, s ebbdl

3
20 pl-es mintékat idSnként NH, OH-dal semlegesitettem és ezeket

kromatografdltam, 5 perc utén kb, fele arényban alakult &4t IIb, -é,

1

30 perc utdn a hidrolizis teljes,1 6ra utén is csak IIb, volt ki-

1

mutathaté, mig az izomer IIb, nem,

2
Lugos kezelés
1 mg XXXVIII-at 0,1 ml O,1 N NaOH~-ban oldottam, Szobahdmér-

sékleten, 20 6ra utén az anyag vAltozatlan maradt,

Hidrolizis alkalikus foszfatdzzal:

1 mg XXXVIII-et 50 pl 0,01 M NaacOB-NaHCO3 pufferben /pH=10,4/
oldottam, s hozzdadtam 1 mg, 50 pl ugyanilyen pufferben oldott
alkalikus foszfatézt /calf intestine/, A hidrolizist rétegkroma-
togréfidsan kovetve /B szolvens/ megéllapithatd, hogy 1 6éra utén
XZXVIII teljesen elbomlotf, s f0leg XL-é, s ez kismértékben

XLI-é alakult, 24 éra utén csak XLI volt jelen, 1 éra utén 20

pl-es mintédhoz 0,1 ml 10 %-os CHBCOOH-t adtam, s 30 perc utén



kromatografdlva XL — XXXII teljes Atalakuldst észleltem /A
szolvens/, mig a 24 6rés mint4bdl ugyanilyen koriilmények ko-

z6tt csak Ib volt kimutathatdé /A,B szolvens/,
!o0=/1"-ectoxietil/ guanozin 2’,5’'-difoszfat /XXXVII

. 382 mg /0,69 mM/ guanozin 2’,5’-difoszf4t Li-sét 7 ml 20
%-0s piridinben oldva 22 cw-es Dowex 50x8 /piridinium/ oszlop-
ra ontottem, majd az oszlopot 100 ml 20 %~os piridinnel mostam,
Az oldathoz 0,35 ml /1,5 mM/ tri-n-butilamint és 100 ml alko=-
holt adva beparoltam, majd alkohollal és dioxénnal bepédroltam,
A maradékot 11 ml dimetilformamidban oldva 4,5 ml /47 mM/etil-
viniléterrel reagiltattam 137 mg p~toluolszulfonsav jelenlété-
ben; szobahdmérsékleten, 14 Ora mulva a h#mogén, halvanyvoros
oldathoz 0,4 ml tri-n-butilamint adtam és az etilviniléter
felesleget beparoltam, Vizzel 50 ml-re higitva 2,4x55 cm-es
DEAE~-celluléz /Hco3‘/ oszlopra ontottem, Vizes mosés utdn az
eluciét 1500 ml viz~- 1500 ml 0,4 M Et3N0H2003 line4r gradiens-
sel végeztem, 16 ml-es frakcidkat szedtem 15 percenként,

A XXXVII-et kromatogrdfidsan homogénen tartalmazé 120-142,
frakcidkat /E260 > 7/ 6sszedntve szédrazra pAroltam, A maradé-
kot 2 ml alkoholban oldottam és 40 ml éterrel fehér csapadékot
vdlasztottam le, Szlirés, széritds utén 265 mg XXXVII-et kaptam
bisz-trietil-ammoniumsé formaban, Termelés: 47.4 %,
Ultraibolya spektruma gyakorlatilag azonos a XXXVIII-ével, A
spektrumbdél szémitott molekulasulyok dtlaga 815,

XXXVII savas és ezimatikus hidrolizisét ugyanolyan koriil-

mények kozott végeztem el, mint a XXXVIII-ét, s a két anyag
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hidrolitikus tulajdonsédgai megegyeznek,
Guanozin 3’,5’-di-pirofoszfdt /XLIV és XLV

1% mg /T0D26o=270, 20 pM/ XXXVII illetve XXXVIII-at trisz-
=trietilammoniumsé formdban 5 ml metanolban oldottam, és 30
pl /70 pM/ tri-n-oktilamint hozzdadva bepéroltam, majd vizmen-
tes dioxént, 15 pl difenilklérfoszfétot /72 pM/ és 20 nul tri-
-n~-oktilamint /47 pM/ adtam, a kapott homogén oldatot 1 érdig
szobahdmérsékleten, zért edényben 41lni hagytam, 1 éra utén
hozzdadtam 0,4 ml 0,5 M mono-tri-n-butilammoniumortofoszfét
piridines oldatat, 30 perc utén az elegyet beparoltam, a mara=-
dékhoz 0,8 ml 10 %~os CH3COOH-t adtam, 30 perc‘rézogatés
utén NH4OH-da1 semlegesitettem, s 10 ml vizes o0ldatbdl a tri-n-
-oktilamint 2x5 ml éterrel extrahdltam, A vizes oldatot 1,1x17
cm—-es DEAE-celluléz /HCO3-/ oszlopra ontottem, Vizes mosés utén
az eluciét 150 ml - viz - 150 ml 0,5 M trietilammoniumbikarbo-
ndt linedr gradienssel végeztem 21 ml/éra 4tfoly&si sebességgel,
20 percenként frakciét vdltva,
Guanozin 3’,5'-di-pirofoszfdt /XLIV/:

A megfeleld frakcidk egyesitése utdn az oldat TOD,, .=47

260~
/17,4 %~o0s termelés/ XLIV-et tartalmazott, Szérazra pérlés utén
a maradékot 1 ml metanolban oldottam és 10 ml abszolut éterrel

fehér csapadékot vélasztottam le, Centrifugdlds és szdritds utén

2,4 mg fehér, higroszkdépos anyagot kaptam, Termelés: 11,1 %,

Guanozin 2',5'-di-pirofoszfét /XLV/:
A rétegkromatogrdfidsan homogén frakcidk egyesitése utén kapott

oldat TOD26°=128 /48 %-os termelés/ XLV-6t tartalmazott, A fentiek;;ma“
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hez hasonléan 8,6 mg fehér, higroszkdépos anyagot kaptam, Ter-
melés 39.5 %, Az anyag egy részletét /3 mg/ 1 ml vizben oldottam,
és 0,1 N NaOH-dal a pH-t 8~-ra &llitottam, Az oldathoz 20 ml
metanolban oldott 10 mg NaJ-ot adtam, Centrifugdlas, metanolos
mosés és szArités utén 2,5 mg, nem higroszképos Na=sét kaptam,

A nétrium sévd valé alakités sordn az anyag rétegkromatografidsan

nem valtozott,

Spektrilis tulajdonségok pH =1 pHE = 7 pH = 11
lmax /om/ 257 252 256
Amin /nm/ 228 222 229

E 250 0,91 1,13 0,97
260
E 8 0,68 0,65 0,61
=2
E 290 0.51 0,28 0.16
£
12 400 13 700 11 900
MXLIV 1081 1074 1070
My 1y | 1098 1090 1086

Foszforanalizis
XLIV-re C10H17N5017P4 . 4C6H15N . 4520 alapjén szémolt M=1079,

P%=11,50 Talalt P%=11,0, Guanin: P= 1:3,83

XLV-re Cl°H17N5017P4 . 4C6H15N o 5H20 alapjén szémolt M=1097,

P%=11,30, Talalt P%=z11,10, Guanin: P=1:3,93

Hidrolitikus tulajdonségok vizsgélata:
a/ sav-labilités

XLIV illetve XLV, 0,5 N HCl-ben szobahdmémsékleten csaknem tel=-
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' jesenXXX4ra hidrolizdlt, s kevés IIb is kimutathatd az elegy-
ben /rétegkromatogrifia C,D rendszerben/, 24 6ra utén a
XXX =~===» IIb &talakulds it teljes,

1 N HCl-ben, 100°C-on, 8 percig tarté hidrolizis utén XLIV-
b31 anorganikus foszforként 6,32 % foszfortartalom volt vissza-

mérhet8 /2,2 foszforatom molekulénként/,

b/ luglabilités A

0.25 N NaOH~ban 25°C-on, 15 6ra utén rétegkromatografia
/C,B/ alapjén kvantitative XXX-ra hidrolizdlt, A hidrolizis
utédn anorganikus foszforként 2,8 %~ot mértem vissza /1 foszfor-

atom molekulédnként/,

¢/ hidrolizis alkalikus foszfatézzal

1 pM XLIV-hez O,1 M1 O,2 M trisz-HCl- /pH=8,9/ pufferben ol-
dott 1 EU alkalikus foszfatizt /Escherichia coli/ adtanm, 37°C-
on, & 4ra utdn XLIV kvantitative Ib-re hidrolizélt, /Rétegkro~
matogréfia E rendszerben/., A hidrolizis utdn az oldathoz 0,2 ml
10 %-o0s triklér-ecetsavat adtam és 30 percig 5000/perc fordulat-
szdmmal centrifugdltam, A tiszta feliilusz6bél mért foszfortar-

talom 12,07 % volt /4,2 foszforatom mobekulénként/.
Uridin 2°/3° 'wdifoszfat /IId

14 ml /100 uM/ P,0,Cl,~hez - 10°C-on 2,44 g /10 mM/ széritott
uridint adtam, majd +2°C-on 8 6réig kevertem a reakciéelegyet.
A homogén elegyet ezutdn 400 ml abszolut éterbe ontottem, a ki-

vélt anyagot porrddorzscltem, Sziirés, éteres mosds és étermen-

tesités utdn a fehér port 250 ml jeges vizzel hidroliz&ltam,
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30 percig /pHK1/, majd 2N LiOH-dal pH) 12-re lugositotiam az
oldatot, Egy éjjel &llni hagytam, a kivalt Li3P04—et sziirtem, a
sziirletet Dowex 50x8 /H'/ gyantdval semlegesitettem, Az oldatot
/T0D260=81 000/ 2,6 x 21 cm-es Dowex 1x8 /HCOO / 200/400 mesh
gyantédbdl késziilt oszlopra ontottem fel, Vizes mosds utén az

eluciét pH=4,3-on végeztem:

Eluéld oldat TOD260

vizes mosés 1360
1/ 0,01 N HCOOH + 0,05 M HCOONH4 16900
2/ 0,01 N HCOOH + 0,1 M HCOONH4 600
3/ 0,01 N HCOOH + O,4 M HCOONH4 51000

Az elucié sordn 100 ml-es frakcibkat szedtem, A 3, eludlé
pufferre lejott frakcidkbél /E26°‘> 10/ osszegyiijtott 1500 ml
oldatot /TOD26°=43 000/ NH4OH-da1 pH=8-ra lugositottam, majd
100 ml-re bepéroltam(l liter etanolt adtam hozzéd, A kivdlt fehér
csapadékot sziirtem, viz-etanol eleggyel /1:10/ majd etanollal
mostam, Szérités utén 1,82 g kromatogrédifésan homogén /B,G

szolven$/ uridin 2°/3’/,5'-difoszfdtot kaptam ammoniumsé formé-

jéban, Termelés: 36 %,

C9H26N6P2012 . 3H20-ra szémitott M=526 és P%=11,78,
taldlt P%=11,65
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Ultraibolya spektrum pH = 7 pH = 11

l max /nm/ 262 262

E 254 0. 74 0.78
6

E g, 0,35 0,30 .
260

€ UTP 10 000 8100

M 542 510

Uridin 5’-pirofoszfét 2',3°'-ciklofoszfat /LI/ és uridin 5°'-piro-
foszfat 2°',/3'/-monofoszfét /LI1/

LI eld4llitésa a guanozin 5’-pirofoszfit 2',3’-ciklofoszfaté-

hoz hasonlé médon tortént, LI egy részébdl lugos hidrolizissel
4llitottam eld LII-t, Ezeket az anyagokat az uridin 2'/3'/,5'-
di-pirofoszfdt /LII/ hidrolitikus tulajdonsigainak vizsgélaté-

nal kromatografids kontrollvegyiiletekként hasznéltam,

2’42'[-0—‘1"—etoxietil‘ uridin 3'/2°/,5'-difoszfét /XLIX/

'178 mg uridin 2'/3’/,5'-difoszfdt ammoniumsét /0,34 mM/ 2 ml
vizben oldottam, és 1x6 cm-es Dowex 50x8 /H+/ oszlopon folyattam
4t., A vizes mosés utén kapott 40 ml oldatot szdrazra pdroltam, A
maradékhoz 5 ml alkoholt és 160 pl /0,68 mM/ tri-n-butilamint

adva melegitésra homogén oldatot kaptam, Az oldatot szlrazra parol-
tam, majd az olajos maradékot 3 ml /31 mM/ etilviniléterrel 73

mg p~toluolszulfonsav jelenlétében reagéltattam, 3 napos reak-

cié utdn /szobahdmérsékleten/ a halvinyvorss oldat rétegkroma-

tografia szerint /B szolvens/ kiindulédsi anyagot nem tartalmazott,
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csak a kivdnt XLIX-t és két nem azonositott mellékterméket,

Az elegyhez 0,1 ml tri-n-butilamint adtam és az etilviniléter
felesleget eltévolitva vizzel 30 ml-re toltottem, Az oldatot
/TOD260 = 4200/ 1,5 x 50 cm=es DEAE-celluldz /HCOB-/ oszlopra
ontottem, Vizes mosds utédn az eluciét 500 ml viz- 500 ml 0,5 M
trietilammoniumbikarbondt linedr gradienssel végeztem, 16 ml-
es frakcidkat vettem 20 percenként, A kromatografidsan homogén
37=-45, frakcidkat /E260 7 10/ egyesitettem, a kapott oldatot
/T0D26°=2100, 50%/ szérazra paroltam, A maradékot 1 ml alko-
holban oldva XLIX-et 15 ml abszolut éterrel csaptam ki, Sziirés,
éteres mosds és szdritds utdn 94 mg anyagot kaptam bisz-tri-

etilammoniumsé formdban, Termelés: 38,2 %.

Ultraibolya spektrum Ph =7 pH = 11

) max /nm/ 262 261
,lmin /om/ 231 240
E250 0, 74 0,82
260 .

Eyg, 0.35 0,30
260

Eump 10 000 7 800

M 722 724

C13H2°N2013P2 . 206H15N ] 3H20 -ra szémitott M=730
Hidrolitikus tulajdonségok:

1 mg XLIX, O,1 ml 10 %~os CH3COOH-ban oldva 5 perc alatt kb,
fele arényban elbomlott uridin 2'/3'/,5’-difoszfétra, 30 perc

utén az 4talakulds teljes /B sz&lvens/, Lugos kdzegben /0,1 N
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NaOH, szobahdmérséklet, 1 nap/ XLIX, stabil,
| 1 mg XLIX, 0,1 ml oldatban /0,01 M Na,C0,-NaBCO, pH=10,4/
1 mg alkalikus foszfatdz fcalf intestine/ hatéséra 37°C-on 1

6ra alatt kvantitative elbomlott 2'/3’/=-0=/1"-etoxietil/ uridin
3? /2 /-monofoszféitra /XLVIE/, az elegyben ekkor kevés 2'/3'/-0-
~/1"-etoxietil/ uridin /XLVII/ is jelen volt, 24 6rés hidrolizis
utén a XLVIII---» XLVII &alakulds teljes, Az 1 6rds mintét

10 %-o0s CH

3

COOH-al 30 percig kezelve rétegkromatogrififdsan ke-
vés uridin /Id/ mellett féleg uridin 2'/3'/-monofoszfit /L/
mutathatdé ki /B szolvens/., A 24 6réds minta hasonld kezelése utén

az elegyben csak Id volt jelen,
Uridin 2'/3’ '—di-pirofoszfit /LIII

15 mg 2'/3'/=-0-/1"~etoxietil/ uridin 3'/2'/,5'-difoszfat

bisz~trietilammoniumsét /20 pM/ 5 ml metanolban oldottam /TOD26°_

205/, Hozzdadva 20 pl tri-n-butilamint /84 pM/ beparoltam, majd
alkohollal és diox&nnal bepéroltam, A maradékhoz 0,4 ml dioxént,
15 ul difenilklérfoszfatot /72 pM/ és 20 pl tri-n-butilamint
/84 pM/ adtam; A homogén oldatot szobahOmérsékleten 1 éridig
z&rt edényben 41lni hagytam, 1 éra utén az elegyet bepé&roltam,

a maradék olajat 2x10 ml éterrel kezelve dekantéltam, TOD26°=

=67 veszett el a deknatdldsndl/, A kapott csapadékrél a maradék
étert eltédvolitva olajos anyagot kaptam, melyhez 0,2 ml 0,5 mélos,
piridinben oldott mono-tri-n-butil-ammoniumortofoszfétot adtam,

A kapott oldatot 20 perc 4114s utdn beparoltam, a maradékot 0,4

ml 10 %-os CHBCOOH-al kezeltem, és 30 perc utén NH4OH-da1 semle=-
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gesitettem, Az oldatot 5 ml-re higitva 1,1x16 cm-es DEAE-cel-
1luléz /HCOB'/ oszlopra ontottem fel, Vizes mosés utén 150 ml
viz= 150 ml 0,5 M trietilammoniumbikarbonét linedr gradienssel
végeztem az elucidét, 7 ml-es frakcidkat vettem 20 percenként,

A 31-37, frakcidét egyesitve /T0D26°=33, 16,1 %/ szérazra pérol-
tam, a maradékot 1 ml metanolban oldottam, s 8 ml abszolut é-
terrel fehér csapadékot vdlasztottam le, Centrifugdlés és szé-

ritds utdn 3 mg anyagot kaptam, Termelés: 14,4 %,

Ultraibolya spektrum: pH =7 pH = 11

,lmax /on/ 262 261

1min /nm/ 230 236

E 250 0.75 0.80
260

E 280 0,34 0, 30
260

EUTP 10 000 8 100

M 1 040 1 028

C9H16N2018P# . 4C6H
P%=11,92,

15N . 4320 alapjén szémitott M = 1040 és
LIII, hidrolitikus tulajdonsigainak vizsgilatdt XLIV és XLV,-
éhez teljesen hasonl$ médon végeztem el, igy itt csak a foszfor-
analizis és a kiilonboz8 hidrolizisek ut4n felszabadult anorga-
nikus foszfortartalmaz adtam meg szdzalékosan, illetve uracil-

tartalomra vonatkoztatvag
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P% uracil 5 foszfor
Osszes foszfortartalom 11,56 1 s 3,88
Savlabil foszfortartalom 5484 1 ¢ 1,96
Luglabil foszfortartalom 3.22 1 : 1,08
Enzimlabil foszfortartalom 12,00 1 s 4,03

e

Osszefoglalés

A dolgozatban leirtam a guanozin 2',5'- és 3',5'-di-pirofosz-
fat, valamint az uridin 2'/3'/,5’-di-pirofoszfat szintézisét, A
szintézist guanozinbél illetve uridinbdl kiindulva a bevezetés—
ben vazolt szintézisterv alapjan valésitottam meg,

A szintézis elsé 1épésében a guanozin és uridint a pirofosz-
forilkloridos médszerrel foszforileztem, A termékelegybdl ion-
cseréld oszlopkromatogrdfidt alkalmazva nyertem ki a fétermék-
ként keletkez8 guanozin - illetve uridin 2'/3'/,5'-difoszfé-
tot, Az izomerkeverék guanozin 2'/3’/,5'-difoszfatot ioncseréld
oszlopkromatografidval sikeriilt kompenenseire szétvalasztani,

A tiszta izomerek szerkezetét alkalikus foszfatédzzal végzett
hidrolizisiik intermedierjeinek vékonyrétegkromatogréfids azono-
sitdsdval igazoltam, A guanozin foszfrilezésénél melléktermékek-
ként izoldltam a guanozin 5’-monofoszfét 2',3’-ciklofoszfétot,

a guanozin 5’-pirofoszfit 2'/3’ /-monofoszfitot és a guanozin
5'-trifoszfat 2'/3' /-monofoszfétot. A melléktermékek szerkeze-
te alapjén fel kellett tételeznem, hogy a foszforilezés elsdd-

leges terméke a guanozin 5'-diklérfoszfit 2’,3’-klérciklofosz-

fat,
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A mésodik lépésben a guanozin 2’,5'- illetve 3°,5'-difosz-
f4t, valamint az uridin 2'/3’/,5’-difoszfédt etilviniléteres
reakciéjénél komplex termékelegyekhez jutottam, Ezekbdl a ki-
vént,az alkoholos hidroxilcsoporton d-etoxietil csoporttal vé-
dett szirmazékokat, a 2’-0-/1"-etoxietil/ guanozin 3',5'-difosz-
fétot, a 3’-0-/1"-ectoxietil/ guanozin 2’,5'-difoszfdtot és a
2 /3 /=0~/1%-etoxietil/ guanozin 3'/2’/,5'-difoszfétot DEAE-
cellulézos oszlopkromatogrédfids frakcidndléssal kiilonitettem
el, A termékek szerkezetére - a 2'-0-/1"etoxietil/~ guanozin
3?,5'~difoszfdt példdjan bemutatva - a kovetkezSk alapjén ko-

vetkeztettem:

/a/ ultraibolya spektruma tipikus guanozin spektrumg

/b/ enyhén savas kdzegben egy lépésben, gyorsan a kiindulési
guanozin 3’,5'-difoszfdtra hidrolizdlt;

/c/ lugos kdzegben stabil,

/d/ alkalikus foszfatdz hatédséra két 1épésben hidrolizdlt, mind-
két lépésben egy foszfdt csoport vAlik szabaddd, A két 1é-
pés sebessége kiilonboz8, az elsd 1épés kb, egy nagységrend-
del gyorsabb, Az elsG lépésben keletkezd anyag savas kozeg-
ben gyorsan guanozin 3’monofoszfitra; mig a végtermék gua-

nozinra hidrolizélt,

A fentl reakcidk igazoljak azt is, hogy az etoxietilezési
reakcidé sordn a foszf4tcsoport izomerizicidja nem kivetkezett

be,

A szintézis harmadik 1épésében a két kiilosnbozd helyzetii pi-
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rofoszfitcsoport felépitését azonos mdédon, egyidejiileg, a Michel-

son-féle anioncserés médszerrel végeztem el, A védett difoszfat-

szdrmazékot tercier bAzis jelelétében difenilklérfoszfattal,
majd mono-tri-n-butilammoniumortofoszfat piridines oldataval
reagiltattam, Végiil az dl-etoxietil védScsoport enyhe savas ko=
rilmények kozotti hidrolizise és DEAE-celluldz oszlopkromatog-
rdfia utin nyertem a guanozin 2’,5’~ illetve 3',5’-di—pirofosz-
fdtot, valamint az uridin 3’/3'/,5’-di-pirofoszfétot, A végter-
mékek szerkezetét - a guanozin 3',5'-di-pirofoszfit példidjén
bemutatva -~ a kdovetkezSk igazoljék:

/a/ ultraibolya spektruma jellegzetes guanozin spektrum;

/b/ molekuldnként négy foszforatomot tartalmaz;

/c/ alkalikus foszfatéz guanozinra hidrolizdlja, s négy moleku-~
la anorganikus foszfdt szabadul fel molekulénként;

/d/ lugos kzegben guanozin 5’-pirofoszfét 2°,3’'-ciklofoszfiten
keresziiil guanozin 5'-pirofoszfat 2'/3'/-monofoszfédtra hid-
roliz4l, a hidrolizis utén anorganikus foszfétként molekulén-
ként egy foszforatom volt visszamérhetd;

/e/ savas kdzegben guanozin 5'-pirofoszfét 2',3'-ciklofoszféton
és guanozin 5'~pirofoszféit 2'/3’/-monofoszfiton keresztiil
guanozin 2’/3/,5'-difoszfdtra hidrolizélj

/t/ a foszformérések eredményei Gsszegezveé

1

Guanin : P

ﬁsszesgpsavlabilz Penz.’n.mlab:i.lzP

luglabil ¥

= 1,00 : 3.83 3 2,20 & 4,21 1,00
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