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Bevezetés

Aminosav-éheztetett stringens Escherichia coli törzsek.savas 

extraktumából két, addig ismeretlen szerkezetű foszforilezett ve- 

gyületet mutattak ki vékonyréteg-kromatográfiás módszerrel, melye

ket MS I illetve MS II-nek neveztek el /60/. Az MS I keletkezésé

nek és lehomlásánek kinetikájából arra következtettek, hogy az RNS 

felhalmozódás lehetséges inhibitoraként résztvesz a stringens válasz

ban /61/. Elvégezték az MS I izolálását, és kémiai valamint enzima- 

tikus hidrolízisek eredményei alapján kimutatták, hogy az a guano- 

zin tetrafoszfátja, pontosabban a guanozin 5*-difoszfát 3*- vagy 

2*-difoszfát /ppGpp/ /62/. Későbbiekben kimutatták, hogy a ppGpp 

guanozin 5*-difoszfátból és adenozin 5*-trifoszfátból keletkezik 

pirofoszfát transzfer által /63,64/, és ez lehetőséget adott a 

másik pirofoszfát csoport helyének pontos megállapitására. Ugyan- 

is -adenozin 5*-trifoszfátot használva és a keletkező ppGpp-t;

cink-aktivált élesztő-pirofoszfatázzal hidrolizálva olyan radio

aktiv guanozindifoszfátot kaptak, amely növényi З’-foszfomonoészteráz 

hatására teljesen elveszítette radioaktivitását /63/.

Ebből következik, hogy a ppGpp pontos szerkezete guanozin 3*5’- 

di-pirofoszfát, s ezt később NMR-spektroszkópiával is alátámasz

tották /65/.

A guanozin 3',5’-di-pirofoszfát egyre növekvő /de nagyrészt 

még tisztázatlan/ biológiai jelentőségén kivül kémiailag is érdekes 

szokatlan szerkezete miatt, mivel a ribóz két hidroxilcsoportját is
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észterezi pirofoszforsav, s Így egy különleges nukleotid-anhidrid- 

nek tekinthető. A molekula két különböző stabilitású pirofoszfát

csoporttal rendelkezik. A 3*-pirofoszfát kötés - a szomszédos cisz 

térállásu hidroxilcsoport jelenléte miatt - könnyen hasad 2*.3*- 

ciklusos foszforsavdiészter intermedieren keresztül /32/.

Munkámban a guanozin 3’.5*-di-pirofoszfát és 2*.5*-izomerje 

szintézisét próbáltam megvalósítani, mivel a munka indulásakor még 

nem volt ismeretes, melyik izomer a biológiailag aktiv vegyület.

Ezért guanozinból kiindulva olyan szintézist terveztem, amely alkal

mas mindkét tiszta izomer előállítására. A ribonukleozid 3'- 

pirofoszfátok szintézisére eddig két módszer ismert /29*51/

/mindkét módszerrel adenozin 3*-pirofoszfátot szintetizáltak/, mig 

számos eljárást ismerünk az 5*-pirofoszfátok előállítására /66,67/.

A ribonukleozid 3*,5*-di-pirofoszfátok és a megfelelő 2*,5*-izome- 

rek szintézisét azonban eddig még nem végezték el.

A tervezett szintézis vázlatát a 3*.5*-izomerre felirva a követ

kező ábrán foglaltam össze.
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A guanozin 2*/3*/,5*-difoszfát előállítását a guanozin piro- 

foszforilkloridos foszforilezésével /18/ terveztem megvalósítani.

Az izomerek szétválasztására az analóg inozinszármazékok szétvá

lasztására használt ioncserélő oszlopkromatográfiás módszert válasz

tottam /13/.

A szintézis második lépésében a guanozin 2*,5*- illetve 3*»5’- 

difoszfát alkoholos hidroxilesöpörtjának védését tűztem ki célul.

A védés azért szükséges, mert ellenkező esetben a következő lépés 

guanozin 5*-pirofoszfát 2*.3*-ciklofoszfát képződéshez vezetne 

/50/. A védőcsoport kiválasztásánál a következő szempontokat kell 

figyelembevenni: a védési reakció közben a kiindulási anyag izome- 

rizációja ne következzen be, a pirofoszfát szintézis körülményei 

között a védőcsoport stabil legyen, valamint eltávolításánál a már 

meglevő pirofoszfát kötések hasadása a lehető legkisebb mértékben 

következzék be. A fenti követelmények indokolták az -etoxietil 

csoport használatát, melyet az oligoribonukleotid szintéziseknél 

már sikerrel alkalmaztak. A védett származék elkészítése a nukleo-

tid-komponens alkoholos hidroxilcsoportja és az etilviniléter kö

zötti savkatalizált addiciós reakciót választottam. Amennyiben e 

reakció során ácilvándóriás nem következik be, ez egyben a végter

mék izomermentességét is biztositja.

A harmadik lépésben a két különböző helyzetű pirofoszfát cso

port felépítését azonos módon, egyidejűleg, a Michelson-féle anion- 

cseres módszerrel /39/ szándékoztam elvégezni. A védőcsoport enyhe 

savas hidrolízise után lenne nyerhető a végtermék. Ha a második
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lépésben izomer&záció nem következett be, a végtermék a kiindulási 

difoszfát csoportjaival azonos helyzetű két pirofoszfát csoportot 

tartalmaz; pirofoszfát vándorlás helyett ugyanis minden esetben 

csak a molekula 2*.3’-ciklofoszfáton keresztüli lebomlása következ

het be /32/.

Ribonukleozid 2,/3*/.5,-difoszfátok szintézisére használt módsze-

rek áttekintése

A ribonukleozid 2’/3 */,5*-difoszfátok /11/ olyan vegyületek,

melyekben a ribonukleozid ribóz csoportjának primer és valamelyik 

szekunder alkoholos hidroxilcsoportját ortofoszforsav észteresiti. 

E vegyületek szintézise a kiindulási anyagok, de különösen az ész

terkötést kialakitó módszerek tekintetében sokféle lehet. A kiin

dulási anyag sok esetben ribonukleozid /I/, de lehet ribonukleozid

2’.3,-ciklofoszfát /III/ is.

0
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A # foszfátészter kötést kialakító módszerek nagyon sokfélék 

lehetnek, а II. szintézise szempontjából való csoportosításuk elég 

nehézkes. A módszerekben közös, hogy a nukleozid-O-P kötés kialakí

tása után a primer temékelegy valamilyen további feldolgozása szük

séges, s ezalatt elsősorban hidrolízis vagy hidrogenolizis, foszfit 

tipusu reagens alkalmazása esetén oxidáció értendő, ezenfelül III.- 

ból kiinduló szintézisek esetén a 2*.3’-ciklofoszfát gyűrű sav

vagy báziskatalizált hidrolízise /1,2/ is szükséges. A termékelegy- 

ből legtöbb esetben ioncserélő oszlopkromatográfiát alkalmazva nye

rik ki II.-t.

Pirimidin ribonukleozid 2’/3V»5*-difoszfátok szintézisére alkal

mas az un. polifoszf or savas módszer /3/ uridint /Id/ Víagy citidint 

/le/ foszforsav és foszforpentoxid keverékével kezeltek.

Savas hidrolízis és ioncserélő oszlopkromatográfia után Ba-só alak

ban izolálták Ild.-t és Ile.-t. Ez a módszer a purin ribonukleozi- 

dokra nem alkalmazható az N-glikozidos kötésük savérzékenysége miatt.

A ribonukleozidok alkoholos hidroxilcsoportjait dibenzilfoszfo- 

kloridáttal is szokták foszforilezni. Az elsődlegesen képződő foszfor

sav triészter tipusu vegyület benzil csoportjai katalitikus hidrogé- 

nezéssel eltávolithatók:
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ahol R-OH: nukleozid vagy nukleozidszármazék

-Bz: -ch2c6h5

Adenozint dibenzilfoszfokloridáttal foszforileztek és a termék-

elegyből hidrogenolizis és ioncserélő oszlopkromatográfia után kap

ták Ila.-t /4,5,6/. A difoszfát izomereket anioncserélő oszlopon és 

papirkromatográfiás módszerrel /5/ elválasztották egymástól. 

Ugyanebből a reakcióelegyből adenozin 2’,3*,5’-trifoszfótot /IV/ 

is izoláltak /5/.
0

OH
P 40

Adenozin 2*.З’-ciklofoszfát /Illa/ és dibenzilfoszfokloridát 

reakciójából képződő adenozin 5’-dibenzilfoszfát 2'.З’-ciklofosz- 

fát hidrogenolizise és hidrolízise utón szintén IIIa.-t nyertek /7/. 

Diciklohexilkarbodiimid és jb-cianoetilfoszfát keverékét alkalmazva

foszforilezőszernek /8/, adenozin 2*.3*-ciklofoszfátból kiindulva 

a képződő adenozin 5*-/ ß-cianoetil/-foszfát 2*.3*-ciklofoszfát /Va/ 

lúgos hidrolízise után kapták Ila.-t /7/, Ugyanezzel a módszerrel 

Ilb.-t is előállították /9/.
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A benzilfoszforossav és difenilfoszforsav vegyes anhidrid.je és

az adenozin 2*.З’-ciklofoszfát reakciója után kapott adenozin 5*- 

benzilfoszfit 2*.З’-ciklofoszfát /VI/ benzilfoszfl t csoportját kló

rozták, majd enyhe bázikus hidrolízissel adenozin 5’-benzilfoszfát 

2',3’“Ciklofoszfátot /VII/ kaptak, Lugos hidrolízissel a ciklofosz- 

fát gyűrűt kinyitották, majd VlII-ból a benzilcsoportot hidrogenoli- 

zissel eltávolitva kaptak Ila.-t /10/:
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Foszforoxiklorid és foszfortriklorid egymás utáni alkalmazásá

val valamennyi fő ribonukleozidból előállították a megfelelő di- 

foszfátokat /11/. A nukleozidot először trimetilfoszfát jelenlé

tében foszforoxikloriddal reagáltatva 5*-helyzetben szelektíven 

foszforilezték /12/, majd a reakcióelegyhez az intermedier izolá

lása nélkül foszfortrikloridot adtak. A foszfortriklorid és a 

2’/3’/“0H között végbemenő reakció után a reakcióelegyben levő

nukleozid 5*-foszfodikloridát 2*/3*/-foszfodikloriditet /IX/ kevés

viz jelenlétében -klórozták, majd hidrolízis és ioncserélő oszlop- 

kromatográfia után kaptak II.-t. Az inozin esetében ioncserélő 

oszlopkromatográfiával Ilc.-t izomerjeire is szétválasztották /13/.

0
Вa-p-o

оce
/

о0
H, PCC^

IX.
A primer és szekunder alkoholos hidroxilcsoportok PCl^-al szem

beni különböző reaktivitása és a képződő 5*-illetve 2*fö'/-foszío- 

dikloriditok közötti stabilitásbeli különbség miatt végezték el 

először az 5’-0H szelektiv foszforilezését. A 2*/3’/-foszfodiklo- 

riditok ugyanis viszonylag stabilak a reakció körülményei között, 

azonban a kialakulásukhoz szükséges hosszú idő alatt a kevésbé sta

bil, elsődlegesen képződő 5*-foszfodikloridit elbomlik, 

sek együttes alkalmazása nem vezetett eredményre.

s a reagen-
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Trifenilfoszfit és a ribonukleozidok alkoholos hidroxilcsoport- 

jai között végbemenő reakció is felhasználható nukleozid 2'/3'/»5’- 

difoszfátok szintézisére. Adenozin és trifenilfoszfit vizmentes kö

rülmények között végbemenő savkatalizált reakciója után lúgos hidro

lízist alkalmazva adenozin 2*/3*/»5'-difoszfitet /X/ kaptak, amelyet 

semleges KMnO^ oldattal adenozin 2*/3V»5*-difoszfáttá oxidálták. 

Melléktermékként adenozin 2*,3’5*-trifoszfitet is izoláltak, amelyet 

hasonló módon alakítottak át adenozin 2’,3*,5*-trifoszfátták /IV/. 

Oxidáció előtt és után is ioncserélő oszlopkromatográfiát kellett

alkalmazni /14/.

0
fifi HO-P-O

0 и
, > h*'

но он

■ но^ но-1 о
\ К М nOi</

олЛ, нго о
Н, Р02Нг

1-0- X.

A nagyon reakcióképes pirofoszforilklorid jól alkalmazható 

a ribonukleozidok foszforilezésére. Alkoholos hidroxilcsoportot 

tartalmazó vegyületekkel foszforsavészterdiklorid képződése közben 

reagál, s ez foszforsavmonoészterré hidrolizálható /15/,

00
HjO R —0 — P -OHR-ow + Р,оэсеч R-0- P-CfI Ia ом

A nukleotidkémiában először a ribonukleozid 5*-foszfátok szin

tézisére használták fel megfelelően védett ribonukleozid származékból 

kiindulva /16/, Ribonukleozidok boráükomplexeit pirofoszforilklorid-
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dal foszforilezték, s savas hidrolízis és ioncserélő oszlopkromatog-

ráfia után az előállítani kívánt ribonukleozid 5’-foszfátok mellett

jelentős mennyiségben kaptak nukleozid 2'/3*/»5*-difoszfátokat is 

/17/. Guanozinból és inozinból kiindulva csaknem kvantitative nyer

ték a megfelelő 2’/3’/,5’-difoszfátokat /18/. A nukleozid 2*/3’/,5*- 

difoszfátok izomerekre való szétválasztását preparativ méretekben 

csak néhány esetben végezték el /5,13/. Tiszta izomerek előállítá

sának másik lehetséges útja az izomerkeverék difoszfátok átalakítá

sa nukleozid 5*-foszfát 2*.3*-ciklofoszfáttá _ pl. a klórhangyasav- 

-etilészteres módszert alkalmazva - majd a ciklofoszfát-gyürü spe

cifikus, enzimatikus nyitása /19/.

Ribonukleozid 2*/3*/.5*-difoszfátok alkoholos hidroxilcsoportjának

savlabilis csoporttal való védésére felhasználható módszerek

A ribonukleozid 2,/3’/,5’-difoszfát alkoholos hidroxilcsoport- 

ját a pirofoszfát kötések felépítése előtt védeni kell. Védés nél

kül az alkalmazott pirofoszfát szintetizáló módszer /leírása a ké

sőbbiekben/ nukleozid 5’-pirofoszfát 2*.3*-ciklofoszfát képződésé

hez vezetne /50/, mivel az elsődlegesen képződő XI. tipusu anhid- 

rid intramolekulárisan foszforilezné a szomszédos cisz hidroxil

csoportot, E reakciót fel is használják nukleozid 2’.З’-ciklofosz- 

fátok szintézisére /31/.
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XI.

Az alkoholos hidroxil védésére olyan védőcsoportot kellett 

választani, melynek eltávolításánál a már meglevő pirofoszfát kö

tés hasadása a lehető legkisebb mértékben következik be. Lugos kö

zegben eltávolítható védőcsoport nem alkalmas, mivel az eltávolítás 

körülményei és a felszabaduló cisz hidroxilesöpört jelenléte követ

keztében a pirofoszfát kötés könnyen hidrolizál öttagú ciklofosz- 

fát gyűrű átmeneti fellépése közben /32/* Ezért az alkoholos hidroxil- 

csoport védésére enyhén savas körülmények között eltávolítható cso

portot kell alkalmazni. Ilyen védőcsoportokat a nukleozidok terüle

tén például az oligoribonukleofcidok szintézisében alkalmaznak leg

gyakrabban a nukleotid-komponens 2*-0H-jának védésére.

A nukleozidok alkoholos hidroxilcsoportjai viniléterekkel sav

katalizált reakcióban acetál tipusu vegyület /XII/ képződése köz

ben reagálnak.

0Ri/+)C=C—OR 4- N-OH CH— C
0M

xil.
N - OH: nukleozid, vagy alkoholos hidroxilcsoporttal rendelke

ző nukleozidszármazék.

A XII. tipusu vegyületek savas közegben labilisak, és a kiin

dulási nukleozidszármazékra hidrolizálnak.
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Először a dihidropirán /XIV/ és az uridin 3*.5*-ciklofoszfát 

/XIII/ közötti reakciót Írták le /20,21/. A képződő 2*-0-tetrahid- 

ropiraniluridin 3**5*-ciklofoszfátot /XV/ az első oligoribonukleo- 

tid szintézis egyik kiindulási anyagának, a nukleotidkomponens 

5»_0-tritil-2*-0-tetrahidropiraniluridin 3*-foszfátnak az előállí

tására használták.

U
0-

Htt'0=P
0 OH 0

OH
XIV.XIII.

A tetrahidropiranilezési reakciót később számos esetben fel

használták nukleozid- és nukleotidszármazékok, pl. az 5*-0-acetil- 

nukleozid 3*-foszfátok /22/ és a 3**5*-di-0-acetilnukleozidok /23/ 

2*-0H-jának védésére. A reakciót vízmentes, alkoholos hidroxilcso- 

portot nem tartalmazó oldószerekben, savkatalizátor /НС1, p-toluol- 

szulfonsav, trifluorecetsav/ jelenlétében hajtják végre. A tetra- 

hidropiranil csoport eltávolítása hig ecetsavval, piridinium vagy 

ammonium formájú szulfonsav-gyantákkal /22/ vagy 0.01 N HCl-al /23/ 

történhet. A tetrahidropiranil csoport természetesen nemcsak a 2’- 

-0H védésére használható.

A 4-metoxi 5.6.-dihidropiránt AVI/ hasonló módon, alkalmaz

ták nukelozid vagy nukelotidszármazékok 2* vagy 5* /vagy mindkettő/ 

alkoholos hidroxiljainak védésére /24,25/.
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осн3
N-0й1+) ОN —ОН -Ь снро

XVI. xvu.

А XVII. származék 4-metoxitetrahidropiranil csoportja könnyeb

ben eltávolitható, mint a tetrahidropiranil csoport.

A tetrahidropiranil származékoknál labilisabb védőcsoportot ke

restek az oligoribonukleotidszintézisben a 2’-OH védésére, hogy a 

védőcsoport savas hidrolizisénél a már kialakított internukleotid 

kötés izomerizációja minél kisebb mértékű legyen. A 2*«äO-/ln-aUsoxi- 

etil/ származékokból az 1-etoxietil csoport könnyebben távolítható 

el, mint a megfelelő tetrahidropiranil védőcsoport. Izoláláshoz és 

a további szintetikus lépésekben való alkalmazáshoz elegendő sta

bilitással a 2*-0-/l"-etoxietil/ származékok rendelkeznek /26/.

Az 1-etoxietil védőcsoport kialakítását a megfelelően védett nuk- 

leozid 3*-foszfát 2*-0H-ja és az etilviniléter savkatalizált reak

ciójával végzik el /27,28/.

CHj
/

Kj — OH + CH — 0СдН5 KI— о — СИ
oc,Hr

Az alkoholos hidroxilcsoport regenerálása hig ecetsavas közeg

ben /5-10 %~os/, szobahőmérsékleten 1-2 óra alatt végezhető el.

Az 1-etoxietil csoportot felhasználják a nukleozid 3*-fosz

fátok 2*- és 5*—OH-jának egyidejű védésére is, s a kapott szárma

zékokat oligoribonukleotid szintézisekben, valamint az adenozin 

З'-pirofoszfát szintézisében alkalmazták /29/.
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A heterociklusos bázisok és az etilviniléter között végbemenő

reakciókkal nem sokat foglalkoztak. Adenozin 3,-foszfátból kiindulva
6 2* 5*hosszabb reakcióidő után N , 0 , 0 -trisz /l"-etoxietil/-adenozin

3*-foszfát /XVIII/ képződését Írták le /28/.

/

iI I
OH 00^5- 

XVIII.
XVIII-at is felhasználták oligonukleotid szintézisben, mivel 

az aminocsoport az alkoholos hidroxiloknál könnyebben regenerálható. 

Egyértelmű reakció céljából azonban egyéb esetekben az adenozin-, 

guanozin, és citidinszármazékok aminocsoportját az etoxietilezési 

reakció előtt szelektiv szubsztituciós módszerrel, N-dimetilamino- 

metilén származékok elkészítésével védik /30/, majd az aminocsopor- 

tot lúgos hidrolízissel regenerálják /29/.

Nukleozid 2*/3'/»5*-difoszfátok alkoholos hidroxiljának vinilé- 

ter tipusu vegyületekkel való reakcióját nem végezték el. A fent le

irt védőcsoportok közül erre a célra a hig savas közegben legkönnyeb

ben eltávolítható 1-etoxietil csoportot alkalmaztam; s igy elvégeztem 

a 2*-0-/lr,-etoxietil/gunaozin-3*.5*-difoszfát, a 3’-0-/l"-etoxietil/- 

guanozin 2’.5*-difoszfát és a 2*/3*/-0-/l-etoxietil-uridin 3’/2*/,5*- 

-difoszfát szintézisét.
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A nukleotid koenzimek felosztása és szintézisükre használt módszerek

vázlatos áttekintése

A guanozin 3*»5*-di-pirofoszfát kémiailag a nukleotid koenzimek 

különleges példájaként fogható fel*

A nukleotid koenzimek /vagy nukleotid anhidridek/ kémiai szempont

ból a nukleozid 5*-foszfát‘ok vegyes anhidridjei, Csoportositásuk a 

nukleozid 5*-foszfátot acilező sav szerkezete alapján történhet

/33/:
/1/ A nukleozid 5*-foszfátot foszforsav vagy pirofoszforsav aci-

lezi: nukleozid 5*-difoszfátok és nukleozid 5'-trifoszfátok

/2/ A pirofoszforsav aszimmetrikus diészterei, melyekben a nuk

leozid 5*-foszfátot különböző foszforsavmonoészterek acile-

zik*

/3/ A nukleozid 5*-foszfátot karbonsavak, cL -aminosavak vagy kén

sav acilezi*

A nukleotid koenzimek szintézisére sokféle módszert dolgoztak ki, 

s már a hatvanas évek elejére lényegében valamennyi addig ismert 

nukleotid koenzim többféle szintézisét is megvalósították*

A továbbiakban a legfőbb módszerek vázlatos - elsősorban a nuk

leozid 5*-difoszfátok példáján bemutatott összefoglalása következik.

Foszfokloridátos módszer

A savkloridból és sav sójából kiinduló vegyes-anhidrid szintézis 

elvileg két utón valósítható meg:
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ßR0— Р —О- Р-0вRO-P-Ct + НО- III ОOR

Х)Х. хх I.

Hí/ kaiО
ВRO-P-OH + се—Р— О

OROR

НО аНО Q.
XXII- XXIVхх ш.

Az _А módszer szerint először az adenozin 5’-difoszfát /XXIV, 

B=adenozin, QrOH/ szintézisét valósították meg a benzil-adenozin 

5*-monofoszfátból /XX, B=adenozin, R=benzil, QrOH/ és dibenzilfosz- 

fokloridátból /XIX, Rrbenzil/ kapott tetraszubsztituált pirofosz- 

fát /XXI, Bradenozin, Rrbenzil, QrOH/ katalitikus hidrogénezése

révén /34/,

A JB módszer kiindulási anyagai a benzil-nukleozid 5*-foszfoklo- 

ridát /XXIII, Rrbenzil/ és dibenzil foszfát /XXII, Rrbenzil/, mely

re példa a benzil-2*,3*-0-izopropilidénuridin 5’-foszfokloridátból 

illetve benzil-3*-0-benziltimidin 5*-foszfokloridátból és dibenzil-

foszfátból kiinduló uridin 5*-difoszfát /XXIV, Bruridin, QrOH/, il

letve timidin 5’-difoszfát /XXIV, BrT, QrH/ szintézis /35,36/.

Mindkét módszer hátránya, hogy а XXI, tetraszubsztituált piro- 

foszfát intermedier és a rendszerben jelenlevő anionok között vég

bemenő un. kicserélődéses reakciók miatt alacsony a termelés. Ezek 

a kicserélődéses mellékreakciók visszaszorithatók az adott körülmé

nyek között, jóval stabilabb triszubsztituált pirofoszfát interme

dierek alkalmazásával, E módosítást mindkét útra /А,В/ elvégezték, 

így a lí módszer monobenzilfoszfátból és XXIII. nukleotidkomponens-
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Ъб1 /36/, mig az _A módszer nukleozid 5*-foszfátokból és dibenzil- 

foszfokloridátból indul ki /37/. Jelentős az A, módszerre végrehaj

tott módositás, mivel közvetlenül nukleozid 5’-foszfátból indul ki, 

s ioncserélő oszlopkromatográfia nélkül nagy tisztaságú termékeket 

szolgáltat. Egyetlen hátránya a labilis diíbenzilfoszfokloridát hasz

nálata.

"Anhidrid-kicserélődéses" módszer

A módszer a savanhidridek anion-kicserélődéses reakcióját /38/ 

használja fel. Ennek lényege, hogy egy aszimmetrikus /vagy szimmet

rikus/ pirofoszfát-származék nem stabil olyan anion jelenlétében, 

melyből levezethető sav a pirofoszfát származék komponenseiből szár

maztatható savak bármelyikénél vagy mindkettőnél gyengébb. A jelen

levő anion nukleofil támadása eredményeként a pirofoszfátszármazék- 

ból a legstabilabb- azaz a legerősebb savnak megfelelő - anion válik 

szabaddá, miközben uj pirofoszfát kötés képződik. A kicserélődés 

feltétele, hogy a nukleofil támadással szemben a pirofoszfátszárma- 

zékot negativ töltés ne stabilizálja.

A cserereakcióban képződő uj pirofoszfáton pedig védő negativ 

töltés létrehozása biztosítja, hogy további anionkicserélődéses 

akciók ne menjenek végbe.

A módszert úgy alkalmazták pirofoszfát kötés szintézisére /39/, 

hogy egy foszforsavmonoészter /pl. nukleozid 5*-foszfát/ és difenil- 

foszfokloridát reakciójával egy piüofoszforsavtriésztert /XXV/ hoz

nak létre, mely erős bázis /trialkilamin/ jelenlétében, negativ töl

tése folytán, viszonylag stabil:

re-
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ОООо (г)нгРОцRjN tffo—p—о—р —ON
‘w 1о0 о

tfo—p-ct + НО— P-ON ptricf i и

о00 (г)t-1
xxv.

ООО
г)00 —Р — Ос-)о — Р— О—P-ON +

I I
он о 00

Сг)

XXIV.

N: nukleozid 

fit fenil
R: alkil /általában n-butil, n-oktil/#

Gyengén bázikus közegben /piridin/ viszont XXV. disszociáció

jának visszaszorulása következtében ortofoszfát anionnal könnyen 

támadható, s difenilfoszfát anion szabadul fel nukleozid 5*-di- 

-foszfát /XXIV/képződése közben, ugyanis a difenilfoszforsav a 

nukleotidoknál és a foszforsavnál is erősebb sav. Ezzel a módszer

rel a nukleozid 5*-difoszfátokon kivül igen sok, egyéb nukleotid 

koenzim szintézisét is elvégezték /40/.

A kiindulási anyagok és a módszer egyszerűségét figyelembevéve, 

ez látszik legjobb pirofoszfát szintetizáló módszernek.

Karbodiimides módszer

A módszer alapja, hogy adott foszforsavmonoészter karbodiimidek- 

kel pircfbszforsavdiészterré kapcsolható össze /41/. Két különböző 

foszforsavmonoészterből kiindulva a reakcióban elvileg háromféle 

termék keletkezhet, két szimmetrikus és egy aszimmetrikus pirofoszfát. 

Nukleotid koenzimek szintézisére a módszer akkor használható, ha
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az aszimmetrikus származék irányába halad a reakció, s ez az egyik 

komponens nagy feleslegével érhető el. így elsősorban nukleozid 5*- 

-di- és trifoszfátok szintézisére alkalmas nukleozid 5*-foszfátból

és ortofoszforsavból kiindulva /42,43,44/, amikor ortofoszforsav 

felesleg alkalmazásával visszaszorítható a dinukleozidpirofoszfát- 

hoz vezető mellékreakció, viszont nagy mennyisgében keletkeznek an

organikus polifoszfátok. A módszer előnye, hogy egyszerű kiindulási 

anyagok szükségesek /a nukleotidkomponens hidroxiljainak és amino- 

csoportjának védése szükségtelen/, hátránya viszont, a kísérleti 

nehézségek /heterogén'reakcióelegy/, valamint a komplex termékelegy 

miatti rossz termelés»

Foszforamidátos módszer

A módszer kiindulási anyagai a foszforsavmonoészterek amid tipu- 

su származékai, az un. foszforamidátok /XXVI/, A foszforamidátos 

pirofoszfátszintézisek a foszforamidát és foszforsav ill. foszfor- 

savmono- vagy diészterek protonkatalizált reakciójával hajthatók vég

re:
0000

1-Г RO—P —0 — P— OR, + HnR,Rx
i I 40 — P — OR^RO—P—OH +

I
0R3 OR,OH

A sebességmeghatározó lépés a nitrogénatom protonálódása, s ezt az 

amidátot képező bázis erőssége szabja meg. Lehetséges mellékreak

ciók: foszforamidát hidrolízise, s az abból származó foszforsavészter 

és a foszforamidát, illetve két molekula foszforamidát szimmetrikus
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pirofoszfáttá való átalakulása*

A reakció végrehajtható nukleotid 5’-foszfátok /XXVII, R^=H, 

R^snukleozid/ és a reakciópartnerből készített foszforamidátok 

/XXVI/ reakciójával /45/, de legtöbbször nukleozid 5'-foszfor- 

amidát /XXVI, Rsnukleozid/ és foszforsav /XXVII, R^=R^=H/ vagy fosz- 

forsavmonoészterek /XXVII, R^=H/ reagáltatásával. Az utóbbi módon 

először a ribonukleozid 5*-difoszfátokat /XXVII, R=nukleozid, R^, 

R^=H/ készítették el /45,46,4?/* Az egyszerű nukleozid 5*-fosz- 

foramidátoknál /XXXVI, Rsnukleozid, R^sR^sH/ jobban alkalmazhatók 

a reaktívabb nukleozid 5’-foszforomorfolidátok /48/, valamint a 

nukleozid 5*-foszforoimidazolidátok /49/*

Guanozin foszforilezése pirofoszforilkloriddal

Guanozin /I b/ és pirofoszforilklorid reakcióját oldószer 

nélkül, hidegen, tízszeres mól-feleslegü pirofoszforilkloridot 

használva /18/ végeztem el guanozin 2*/3V,5’-difoszfát /II Ъ/ 

nyerése céljából* A reakció lezajlása után a pirofoszforilklorid 

feleslegtől éteres kicsapással választottam el a foszforilezés primer 

termékét, melynek P-Cl kötéseit hidrolizáltam. A hidrolízis erősen 

savas körülmények között/рН1/ ment végbe 0°C-on.

0
qHO-P-0

0И 0
*, PiOjCC,

02, Ня0 £
И, Р0ьиг

lb. )l. b XX IX .
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H, POjHl Н, POjHj.
ххх.

A termékelegy fenti komponenseinek elválasztását Dowex 1x8 

/Cl”/ gyantából készült oszlopon, pH=2,6-on NaCl-HCl oldatokkal vég

zett elucióval, lépcsőzetes technikát alkalmazva végeztam el. Az 

elució menetét Я = 260 nm-en végzett extinkcióméréssel és vékonyréteg- 

kromatográfiával követtem. Kevés elreagálatlan guanozin és a guano- 

zin-monofoszfátok után először a guanozin 2*.5'-difoszfát /Ilb 

majd a guanozin 3’,5'-difoszfát /Ilb^/ eluálódott az oszlopról.

Az izomerek szétválasztása csaknem teljes mértékben sikerült. Az e- 

luens NaCl koncentrációját növelve, az oszlopról a gunozin 5*-mo- 

nofoszfát 2’.3*-ciklofoszfát /XXIX/, a guanozin 5*-pirofoszfát 2*/3’/- 

-monofoszfát /XXX/ és a guanozin 5*-trifoszfát 2’/3V-monofoszfát 

/XXXI/ eluálódott. Ezek mennyisége a foszforilezés időtartamától 

és - különösen a ciklusos származéké - a primer termék hidrolízisé

nek körülményeitől függ.

xxx \.

Guanozin 2\5*- és 3*.5’-difoszfát /IIb1 és ПКУ

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

ban/ jellegzetes guanozin spektrum /53/. Foszforanalizis /54/ alap

ján a guanintfoszfor arány = 1:2. Alakalikus foszfatázzal végzett 

hidrolízis után molekulánként két foszforatom mérhető vissza anor

ganikus foszforként, s ennek alapján megállapítható, hogy mindkét
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foszforatom foszforsavmonoészter szerkezet tagja« Savas közegben 

mindkét tiszta izomerből a helyzetizomerek egyensúlyi elegye állít

ható elő /55/«
Ezután a helyzetizomerek azonosítását kellett elvégezni« A. szol

vensben végzett vékonyréteg-kromatográfia alapján valószinüp hogy 

a nagyobb Rf értékű izomer a guanozin 2*, 5*-dif oszfát /Ilb^/. 

Ugyanebben a kromatográfiás rendszerben ugyanis a guanozin 2’- 

-monofoszfát /XXXIII/ és a guanozin 3*-monofoszfát /XXXII/ közül 

az előbbi Rf értéke a nagyobb, s valőszinü, hogy az elválasztás 

hasonló módon történik a 2’/3*/»5*-clifoszfát izomereknél is /52/.

Az azonosítást megbízható módon enzimatikus módszerekkel végeztem el« 

Alkalikus foszfatáz hatására - mely a nukleozidok 2’-, 3’- és 5*- 

-hidroxiÍjainak foszforsavmonoésztereit egyaránt hidrolizája - 

a guanozin 2*,5’-difoszfátnak feltételezett izomer hidrolízis inter- 

medierjei guanozin 2'-monofoszfát /XXXIII/> és guanozin 5’-monofoszfát 

/XXXIV/, mig a másik izomer esetében guanozin 3*-monofoszfát /XXXII/ 

és guanozin 5'-monofoszfát /XXXIV/ voltak.

Az izomerek azonosítását a későbbiek során bizonyított szerkezetű 

guanozin 5’-monofoszfát 2'.З’-ciklofoszfát /XXIX/ Tx RNase-os hidro

lízisével is elvégeztem. Az enzim a guanozin származékok 2'.З’-cik

lof oszfát részletét specifikusan hidrolizálja 3*-foszfátra. A gua

nozin 5’-monofoszfát 2».3’-dklofoszfátból T^-RNase-os hidrolízissel 

kapott termék rétegkromatográfiásan azonos volt a feltételezés sze

rinti guanozin 3*,5*-difoszfáttal.



- 23 -

О
НО sНО-Р-ОI

оон о,
űlkali kus

I
■fosz-fatói НО Оно о

II но— Р= оНО— Р=0
IIII . bL XXXlH онон

О
но—О н(к

он оо

но ононно 1.ь.XXX IV.
но- НОх

о

alkali kvs 
•f(?sz|cHc»í

ОНО
I

О— р—он
I
ОН хххц.

Guanozin 5*-pirofoszfát 2*/3*/-monofoszfát /XXX/

Rétegkromatográfiás viselkedés szempontjából hasonló a guanozin 

2*/3V»5*-difoszfáthoz, az A szolvensben kromatografálva két fol

tot mutatott, de az Rf értékek valamivel nagyobbak.

Az anyag a guanozinra jellemzó ultraibolya spektrummal rendel

kezik, A spektrumból számított molekulasúly és a foszforanalizis 

alapján molekulánként három foszforatomot tartalmaz.

Savas kezelés hatására az előzőekben igazolt szerkezetű guano

zin 2V3*/,5'“difoszfát keletkezett az 5*-helyzetü pirofoszfát kö

tés hasadása révén /56/, Lugos közegben a vegyület stabil,

Alkalikus foszfatázzal végzett hidrolízis végterméke guanozin,

A hidrolízis intermedierjei közül rétegkromatográfiás módszerrel 
a guanozin 5*-difoszfátot /XXXIX/ is kimutattam.

Az anyag rétegkromatográfiásan azonos volt a későbbiekben a Michel-
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son-féle anioncserés módszerrel előállított /50/ guanozin 5*-pirofosz- 

fát 2*.3’-ciklofoszfát /XLVI/ lúgos hidrolízisének termékével.

Az izomerekre való szétválasztást nem oldottam meg, igy az izome

rek azonosítását sem végeztem el. Az A szolvensben végzett rétegkro- 

matográfia alapján valószínű, hogy a guanozin 5*-pirofoszfát 2’-mono- 

foszfát a nagyobb K^. értékű, mivel ugyanebben a rendszerben a guanozin 

2’/3’/-monofoszfátok illetve a guanozin 2*/3’/»5*-difoszfátok közül 

a 2*- illetve a 2’,5*-izomer rendelkezik nagyobb Rf értékkel.

Guanozin 5'-trifoszfát 2’/3’/-roonofoszfát /XXXI/

Az anyag szerkezetét lebontási termékeinek rétegkromatográfiás 

azonosítása révén igazoltam. Savas közegben guanozin 5*-pirofoszfát 

2*/3*/-monofoszfáton /XXX/ keresztül guanozin 2’/3*/»5*-difoszfátra 

/Ilb/ hidrolizált, lúgos közegben stabil. Alkalikus foszfatáz guanozin- 

ra hidrolizálta:

00 00
HO-P-O-P- 0 

OH Öh SHO-P- O-P-0I I
OH OH 0

H<4’

XXXI xxx.

alkaíi kvs 
{osifata#-

И0 HO-
0

но OH

l-b
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Guanozin S’-monofoszfát 2*.3*-ciklofoszfát /XXIX/

Ultraibolya spektruma három pH értéken /1, 7*11/ hasonló volt a 

guanozinéhoz. Foszforanalizis és a spektrumból számított molekulasúly 

alapján molekulánként két foszforatomot tartalmaz. Savas és lúgos hid

rolízise egyaránt guanozin 2V3’/»5’-difoszfátot eredményezett, mig 

alkalikus foszfatáz guanozin 2*.3*-ciklofoszfátra hidrolizálta.

Tj RNase hatására guanozin 3*»5'-difoszfátra hidrolizált.

00

И0Н0 0
H, P0jH2

n.b.
**ix' i

oltab
Josi^aiái

5но.
0

\

0

0 ^ '"OH
Hi.b.

A foszforilezés primer termékének szerkezete

Guanozin és pirofoszforilklorid reakciója során keletkező primer 

termékelegyből savas hidrolízissel kapott vegyületek /lib, XXIX, XXX, 

XXXI/ szerkezete alapján arra a következtetésre jutottam, hogy a gua

nozin 5’-0H-ja mindig reagál, miközben a 2’- és З’-OH közül csak az e- 

gyik észteresithető, A termékelegyből guanozin 2*,3’,5*-trifoszfátot nem
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lehetett izolálni* Ugyanakkor az adenozin dibenzilfoszfokloridátos 

/5/ valamint trifenilfoszfitos foszforilezése /14/ után a termék-

elégyből izoláltak adenozin 2*,3*,5*-trifoszfátot. Ilyen tipusu szár

mazék valószinüleg azért nem nyerhető a pirofoszforilkloridos fosz- 

forilezéssel, mert a 2*- vagy 3*-0H-t csak átmenetileg észterezi 

diklórfoszforsav, s az igy képződő XXXV származék 2*/3 V-foszfoklo- 

ridát részlete a szomszédos hidroxilcsoporttal ciklusos klórfoszfor- 

savdiészterré alakul* Az igy keletkező XXXVI primer termék savas 

hidrolizise után főleg guanózin 2*/3V,5’-difoszfát keletkezik,

A melléktermékekben az 5*-0H-t pirofoszforsav vagy trifoszforsav 

észterezi, a 2*/3*/-0H-t pedig a ciklusképződés következtében csak 

ortofoszforsav, A fenti mechanizmust igazolja, az is, hogy a ter- 

mékelegyből guanozin 5’-monofoszfát 2*.3*-ciklofoszfát is izolál

ható, s ez valószinüleg a foszforilezés primer termékének tökéletlen 

hidrolíziséből származik*

00
ЯЯ X—P-05 X- P-о.но II оa aо

\WW?4
+■

HO 0HO OH 0 OH
II a- p=o0=P-a
IIl-b. XXXV. aa

0о 0u
Ct- P-O-P-0-a- a-p-o-X:

I

a cece

XXXVI .
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A guanozin У»5*~difoszfát 2*-0H-jának védése*

A guanozin 3*,5*-difoszfát bisz-tri-n-butilammoniumsóját vízmen

tes dimetilformamidban oldva ekvimoláris mennyiségű p-toluolszulfon-

katalizátor jelenlétében nagy feleslegü etilviniléterrel reagáltatsav

tam szobahőmérsékleten.

00
9 9HO-P-0но- p— 0I

OH OH 00
\

0
CHj^CHOCxHg
И**' t DMTOH 00 I II но— p=0 СН-СНг

Óh ocjHy
но—p=o

он
w b< XXXVlil.

A reakcióelegyben először a kívánt 2’-0-/l"-etoxietil/-guanozin 

3*,5*-difoszfát /XXXVIII/ mutatható ki rétegkromatográfiával.

Jelentős mennyiségű kiindulási anyag is jelen volt még, mikor a reak

ció továbbhaladását észleltem. Két melléktermék keletkezett, melyek 

spektrális /ultraibolya/ tulajdonságokból Ítélve a guaningyürü szub- 

sztituciós származékai, s belőlük nem volt regenerálható a kiindulási 

Ilb^, á reakciót úgy vezettem, hogy ezek a melléktermékek a reakció le

állításakor még csak kis mennyiségben legyenek jelen, mert a terméke- 

legy oszlopkromatográfiás feldolgozása alkalmasabb IIb1 és XXXVIII, 

mint XXXVIII és a melléktermékek elválasztására.

A szintézis további lépéseiben ugyanazt a módszert alkalmaztam mind
két izomerre. Ezért a dolgozat elméleti részében az egyszerűség ked
véért, csak a guanozin У,5*-di-pirofoszfáthoz vezető lépéseket i- 
rom le.
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A kívánt átalakulás után a reakció leállítása a savkatalizátor 

semlegesitásável történt. Az etilviniléter felesleg eltávolítása 

után a termékelegyet vizes oldat formájában DEAE-cellulóz*-/HCO^/ 

oszlopra öntöttem fel. Az anyagok eluálását - lineárgradiens eluci- 

ós technikát alkalmazva - trietilammoniumbikarbonát oldattal végez

tem el. Először a két melléktermék eluálódott az oszlopról, majd a 

kivánt XXXVIII, végül a kiindulási Ilb^ A kivánt 2*-0-/l»-etoxi- 

etil/guanozin 3*,5*-difoszfátot bisz-trietilammoniumsó formájában 

nyertem ki a megfelelő frakciók szárazra párlása, a maradék metano- 

los oldása, majd éteres kicsapása utám.^

A E’-O-Zl^-etoxietil/guanozin 3*.5*-difoszfAt vizsgálata

. Az anyag ultraibolya spektruma jellegzetes guanozin spektrum. 

Lugos közegben stabil, de enyhén savas közegben /10 ^-os CH^COOH/ 

rövid idő alatt egy lépésben kvantitative visszaalakítható Ilbj-é. 

Mivel a savas hidrolízis után Ilb,, nem keletkezett, az etoxietilezé- 

si reakció során izomerizáció nem játszódott le.

Alkalikus foszfatáz hatására két lépésben hidrolizál, s az első 

lépés jóval gyorsabban játszódik le, mint a második. Érdekes, hogy 

az első lépésben keletkező anyagból savas hidrolízissel csak guano

zin 3*-monofoszfát /XXXII/ keletkezik, guanozin 5’-monofoszfát 

/XXXIV/ nem. Tehát alkalikus foszfatáz hatására először XXXVIII 

5*-0H-ja válik szabaddá és 2*-0-/1и-е1ох11^иапог1п 3*-monofoszfát 

/XL/ keletkezik. Az alkalikus foszfatázos hidrolízis végterméke, a 

2*-0-/l"-etoxietil/guanozin /XLI/ savas közegben guanozinra bomlik:

* DEAE: dietilaminoetil



- 29 -

О sq ноНО —P- о.
о..оон

\ alUai' Uns 
foSJ-faiá ?

aLkali kus

-főzi-fai ál HO ООО I
НО—^=0 CH-CHj

Ьн OC.Hs 

xxxvm.

CH—CHj’S

I ОС,Н5

XLI.

юх-os cH3co0h40%-os CHjCOoH40%-os CH^COoH
0

QHOQ но. IHO— P - о
I 0l^°-JOH V-?

0 OH HO OH
II

ho-p=oHO —P=0 II OHOH

I. b.II.b, XXX'I.

A guanozin 3*.5*-di-pirofoszfát szintézise

A 2*-0-/l'*-etoxietil/guanozin 3* ^'-difeszfátból kiindulva a 

Michelson-féle "anhidrid-kicserélődéses" módszert alkalmaztam arra,

bogy egy molekulán belül egyidejűleg két pirofoszfát kötést épitsek

ki:
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A szintézis elvégzését megnehezítette, hogy a difenilfoszfori- 

lezési reakció rétegkromatográfiás követése kontrolhiány és a reak

ciótermékek labilitása miatt nem lehetséges. Ezért izolálás nélkül, 

közvetlenül reagáltattam a termékelegyet ortofoszfáttal, majd ismét 

izolálás nélkül végeztem el a védőcsoport eltávolitását. Csak e há

rom egymást követő lépés lezajlása után tudtam a szintézist rétegkroma- 

tográfiásan ellenőrizni. Az egyes lépések körülményeit külön-külön 

változtatva kiderült, hogy az első lépés, a difenilfoszforilezés kö

rülményei befolyásolják döntően a szintézis sikerét. Sikerült e reak

ció optimális idejét megállapitani, melynél rövidebb reakció nem elég- 

a pirofoszfát-triészter tipusu csoportok kialakításához, hosszabb 

idő után pedig- valószinüleg a védőcsoport lassú eltávozásának követ

kezményeként - a reakció a guanozin 5'-pirofoszfát 2',3*-ciklofoszfát 

képződésének irányában halad. A reakció sikere függ a difenilklórfosz- 

fát, a-jelenlevő tri-n-okfcilamin és XXXVIII arányától is. Az ortofosz

fáttal végzett cserereakció illetve a védőcsoport eltávolításának 

ideje /nagy ortofoszfát felesleg ill. 10 %-os CH^COOH alkalmazása e- 

setén/ nem befolyásolja ilyen érzékenyen a szintézis végeredményét.

A 2*-0-/l"-etoxietil/guanozin 3*,5*-difoszfátot tetra-tri -nok- 

tilammoniumsóvá alakitva és vízmentes dioxánban oldva tri-n-oktilamin

jelenlétében difenilklórfoszfáttal reagáltattam szobahőmérsékleten.

1 óra reakció után a homogén oldathoz nagy feleslegü, piridinben ol

dott mono-tri-n-butilammoniumortofoszfátot adtam. A homogén oldatot 

30 perc után bepároltam, s a maradékot 10 %-os CH^COOH-ban oldva vé

geztem el a védőcsoport hidrolízisét, A hidrolízis annyi ideig tartott, 

mig hasonló körülmények között a hasonló XXXVIII származék 2’-0H-ja



- 31 -

szabaddá nem vált« A termékelegy komponenseit semlegesités és éteres 

extrakció után BEAE-cellulóz /HCO^ / oszlopon, trietilammoniumbi- 

karbonát lineár gradiens elucióval választottam el egymástól. Az 

elució sorrendje! egy nem azonosított anyag után a guanozin 5’-mo

noi oszfát 2’.3*-ciklofoszfát /XXIX/, a guanozin 2V3V»5*-difoszfát 

/lib/, a guanozin 5*-pirofoszfát 2*.3*-ciklafcszfát /XLIV/, a guano

zin 5*-pirofoszfát 2V3V-monofoszfát * /XXX/, végül a guanozin 

3’,5*-di-pirofoszfát /XBIV/ eluálódott az oszlopról. A kivánt XLIV- 

et a rétegkromatográfiásan homogén frakciókból trietilammoniumsó for

májában izoláltam, vagy nátriumsóvá alakítottam.

A guanozin 3*.5*-di-pirofoszfát vizsgálata

Ultraibolya spektruma jellegzetes gunaozin spektrum. Foszfora- 

nalizis eredményei alapján a guanozintfoszfor arány közelítőleg 

1*4 volt.

Alkalikus foszfatáz XLIV-et guanozinra /1Ъ/ hidrolizálta, s a 

hidrolízis után anorganikus foszfátként molekulánként négy foszfor

atom volt visszamérhető.

Lugos közegben XLIV guanozin 5*-pirofoszfát 2*.3*-ciklofoszfát 

/XLVI/ intermedieren keresztül guanozin 5*-pirofoszfát 2*/3V-mono- 

foszfátra /XXX/ hidrolizált, is a reakció során molekulánként egy 

foszforatom szabadult fel anorganikus foszfátként.

Valószinüleg XXX-al együtt guanozin 5*-monofoszfát З’-pirofoszfát 
is eluálódik, mivel egy ilyen frakcióból kinyert anyag lúgos keze

lés után részben átalakult guanozin 2V3*/,5’-difoszfáttá.



- 32 -

Savas közegben /0.5 N НС1/ szobahőmérsékleten guanozin 5*-piro- 

foszfát 2*.3*-ciklofoszfáton /XLVI/ keresztül először guanozin 5*- 

pirofoszfát 2*/3*/-monofoszfátra /XXX/, majd guanozin 2’/3*/»5*-cli- 

foszfátra hidrolizált. 1 N HCl-ben 100°C-on, 8 percig végzett 

hidrolízis után - mikor a glikozidos - és pirofoszfát kötések hasa

dása következik be- /56/ - molekulánként 2,2 foszfor szabadult fel 

anorganikus foszfátként.
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Az előzőekben leirt módszert alkalmazva, gyakorlatilag 

módon elvégeztem a guanozin 2*,5*-di-pirofoszfát /XLV/ ás az uri-

yI. b •

azonos

din 2*/3V,5*-di-pirofoszfát /Lili/ szintézisét is.
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Io=p—он н, O=p-OHI
о iоI

Io=p-ou 0 = P-0HI IOH OH
X LV. Lilt.

Ezek részletesebb szintézisét a kísérleti részben Írtam le«

Kísérleti rész

Módszerek és anyagok

Vékonyrétegkromatográfia

Réteg: Cellulóz MN^qqJ Kieselgel HF254 ~ ® s 2

Szolvens: A : telitett /SE^/^О^ : 0.1 M CH^COONa : 0*05 M Na^Oy : 

izopropanol = 60:19:19:2 /5/

В : n-propanol : cc NH40H : HgO = 11 : 7 : 2 /57/

Réteg: polietilénimin-cellulóz /polygram Cel 500 PEI/ÍJV 

rey-Nagel/

Mache-254’

Szolvens: C 1,5 M KH2P04

D : 2 M NaCl

E : 0.1 M NaCl

P : 0.05 M NaCl

G 0.5 M kh2po4
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Guanozin származékok R„ értékeif

C БVizsgált vegyület 

guanozin /Ib/
guanozin 3*,5*-difoszfát /Ilb^/
guanozin 2* ,5*-difoszfát /Ilb^/
guanozin 2*.3*-ciklofoszfát /Illb/
guanozin 5*-monofoszfát 2*.3*-ciklofoszfát /XXIX/
guanozin 5*-pirofoszfát 2*/3*/-monofoszfát /XXX/

DВA

0.650.26
0.58
0.66
0.28
0.45
0.65
0.71

0.63
0.31
0.31
0.62
0.39

0.54 0.37
0.54 0.37

0.28
0.57

0.37 0.230.22

0.140.24guanozin 5*-trifoszfát 2*/3*/-monofoszfát /XXXI/ 
guanozin 3*-monofoszfát /XXXII/ 
guanozin 2*-monofoszfát /XXXIII/ 

guanozin 5*-monofoszfát /XXXIV/
3*-0-/1"-etoxietil/ guanozin 2» ,5*-difoszfát /XXXVII/
2*-0-/1"-etoxiéti1/ guanozin 3*,5*-difoszfát /XXXVIII/ 
guanozin 5*-difoszfát /XXXIX/ 
2*-0-/l,,-etoxietil/guanozin 3*-monofoszfát /XL/ 
2*-0-/l"-etoxietil/ guanozin /ХЫ/
3'-0-/1 ”-e toxi etil/ guanozin 2*-monofoszfát /ХЫ1/
3*-0-/l"-etoxietil/ guanozin /ХЫ11/
guanozin 3*,5*-di-pirofoszfát /XLIV/
guanozin 2*t5*-di-pirofoszfát /XLV/
guanozin 5*-pirofoszfát 2*.3*-ciklofoszfát /XLVI/

0.06
0.06

0.43
0.43
0.40
0.45
0.45
0.36
0.66
0.86
0.66
0.86

0.42
0.51
0.50
0.27
0.40
0.47

0.69 0.45
0.450.69
0.450.53

0.14 

0.14 

0.32

0.22
0.22
0.510.55 0.35

Uridinszármazékok R„ értékeif

Vizsgált vegyület 

uridin /Id/
uridin 2*/3V,5V-difoszfát /Ild/ 

uridin 2*.3*-ciklofoszfát /Ilid/
2*/3V-0-/l”-etoxietil/ uridin /XLVII/ 
2*/3*/-0-/l”-etoxietil/uridin 3*/2*/-monofoszfát/XLVIII/ 
2*/3V-0-/l"-etoxietil/uridin 3*/2*/,5*-difoszfát /ХЫХ/ 
uridin 2*/3*/-monofoszfát /L/
uridin 5*-pirofoszfát 2*.3*-ciklofoszfát /Ы/ 

uridin 5*-pirofoszfát 2*,/3*/-monofoszfát /Ы1/ 

uridin 2V3V, 5*-di-pirofoszfát /Lili/

GВ F

0.79
0.36
0.77
0.91
0.71
0.48
0.52
0.42
0.28

0.92
0.50

0.33

0.05
0.40
0.23
0.12
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Ultraibolya spektrumok

Készülék: CARY-15

Az anyagok spektrumait 20-60 mg/l koncentrációjú vizes oldatban 

vettem fel, guanozin származékok esetében pH=l,7 és 11 értékeken, 

mig az uridin származékoknál pH=7 és 11-en.

Összehasonlitó oldat mindig a megfelelő vizes puffer volt«

0.1 N HC1Pufferek: pH=l

0.02 M Na2HP04 - NaH^PO^ 

0.002 N NaOH

pH=?
pH=ll

Az egyes anyagok spektrális jellemzőit előállításuk után Írtam le. 

A spektrumok jellemzésére használt adatok: % , Я /пт/,minmax

E
260

E 290 
2bÖ

* E 28o,
2S0

A spektrumokból a guanozin 5*-trifoszfát illetve az uridin 5*- 

monofoszfát moláris extinkciós koefficiensei alapján /53/ számítot

tam molekulasúlyokat.

Foszforanalizis

/Н. Eibl és W.E, Lands módszere szerint /54/;

Enzimek

Alkalikus foszfatáz" / calf intestine; SIGMA Chemical Company; 

illetve Escherichia coli, Worthington, 27 EU/mg/.

Tx RNase /SIGMA/

Bepárlás: Rotapor készülékkel, 30-35°C-on, csökkentett nyomáson 

történt*

Szárítás: a kiindulási guanozin és uridin szárítása Fischer-pisz- 

tolyban, toluol reflux hőmérsékletén, csökkentett nyomáson, P^O^
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felett, a nukleotid jellegű termékek és a p-toluolszulfonsav szá

rítása szobahőmérsékleten, csökkentett nyomáson PgOj. történt.

Guanozin /Reanal/
ultraibolya spektrumainak pH = 1
j ellemzése

pH = 11pH = 7

258256 252Я max /пт/ 

Я min /пт/ 228 230223

1.18 0.910.97Е 25° 26Ö
0.69 0.68 0.59Е 28о

2^о
0.12Е 290 

2Ьо
0.50 0.29

Uridin /Reanal/ 
ultraibolya spektruma pH = 7 pH s 11

262 261Я max

242230A. min
E 0.830.7525o

26o
E 280 0.36 0.29

2<x>

Pirofoszforilklorid
t •

Előállítása /58/ szerint az

+ 4PC1_
5P4°lo ■> 2P203C14 + 4P0C13

568 g /2 mól/ P40lo, 700 g /8 mól/ PCl^ és 800 ml CCL4 elegyéhez 

CLg-gázt vezettem reflux mellett. Mikor az elegy több gázt nem nyelt 

el, gázbevezetés nélkül 30 percig forraltam. Hidegen szűrtem, a szür- 

letbol kb. 120°C-ig ledesztilláltam a POCl^ és CCL4-et, majd vákuum- 
desztillációval a pirofoszforilkloridot.

reakció alapján.
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Főpárlatot 120—135°C között vettem« Termelés: 290 ml« A piro— 

foszforilkloridot légmentesen lezárt edényben, 0°C-on tárol

tam«
A mono-tri-n-butilammoniumpirofoszfát piridines oldatát 

85 ?6-os H^PO^ és tri-n-butilamin ekvimoláris, dioxános olda

tából készítettem többszöri bepárlás és piridinben való ol

dás után« Az etilvinilétert /Fluka/ használat előtt /59/ sze

rint tisztítottam« Az éter, dimetilformamid és pírildin hasz

nálat előtt PgO^-ról, a dioxán fém Na melletti refluxolás u- 

tán nátriumról desztillálva« A difenilklórfoszfát /Ega-Chemie/, 

tri-etilamin, tri-n-butilamin- tri-n-oktilamin /Fluka/, DEAE- 

cellulóz /Whatman DE11/ és a Dowex ioncserélő gyanták /Fluka/ 

keredkedelmi anyagok« A guanozin 2*.3*-ciklofoszfát és az u- 

ridin 2*.3,-ciklofoszfát /19/ szerint készült kromatográfiás 

kontroll céljából«

Guanozin foszforilezése

14 ml /100 mM/ -12°C-ra hütött p2°3C14“hoz 2,83 g /10 mM/ 

frissen szárított guanozint adtam« A reakcióelegyet jeges-vi

zes hűtés mellett 3 óráig, majd szobahőmérsékleten 1 óráig 

kevertem, 8 ml abszolút éterrel felkeverve 300 ml absz, éter

be öntöttem« A kivált ragacsos anyagot porrá dörzsöltem, szűr

tem, 300 ml jeges vízzel hidrolizáltam 30 percig /pH <1/, 

majd 90 ml 2 N NaOH-dal semlegesítettem /pH= 7,5/« Az olda

tot desztillált vizzel 1800 ml-re higitva 3x52 cm-es Dowex 

1x8 /Cl / 200/400 mesh gyantából készült oszlopon folyattam át$
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560 ml/óra sebességgel* Ezután a gyantát 0.003 N HCl-dal mos

va / ~12 liter/ pH=2.6-ra savanyítottam le. Az eluciót lépcső

zetesen növekvő NaCl koncentrációjú NaCl-HCl pufferekkel végez- 

.tem pH=2.6-on. 75-ml-es frakciókat vettem(ezeket azonnal 1 N 

NaOH-dal semlegesítettem. Az eluciót X =260 nm-en végzett 

extinkcióméréssel és vékonyrétegkromatográfiával követtem.

Az oszlopra 120 000 T0D2go* anyagmennyiséget vittem fel, az 

eluciő során összesen 105 000 T0DggQ anyagmennyiség volt visz- 

szanyerhető az oszlopról az alkalmazott eluálószerekkel. Az u- 

tóbbi százalékában adtam meg táblázatosán az egyes pufferek 

által leszorított anyagmennyiségeket:

Eluáló puffer:

1/ 0.003 N HCl 

2/ 0.003 N HCl + 0.1 M NaCl 

3/ 0.003 N HCl + 0.2 M NaCl 

4/ 0.003 N HCl + 0.5 M NaCl

% anyag

2.2 Ib

1.2 XXXII, XXXIII, XXXIV

73.0 IIbx , IIb2 

XXIX, XXX, XXXI23.0

А 3. puffer hatására eluált a kívánt guanozin 2*/3V,5*-di- 

foszfát. Az elució során részlegesen szétvált izomerjeire, 28 

%-a kromatográfiásan homogén 2*,5*, mig 51 %-a 3*,5*-izomer 

volt.

A 4. puffer hatására először XXIX és XXX, majd XXXI eluált. 

Mivel előzetesen nem törekedtem XXIX és XXX egymástól való el

választására, ezeket csak néhány kromatográfiásan homogén frak

cióból izoláltam.

*T0D 26o x térfogat /ml/26o = E
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Guanozin 2*.5*-difoszfát /lib./

A megfelelő frakciók összeöntése után kapott, semlegesített 

oldatot kétszeresére hígítva 1,4x14 cm-es Dowex 1x8 /Cl“/ 

200/400 mesh oszlopon folyattam át, majd vizes mosás után 

1 M LiCl oldattal /50 ml/ eluáltam, Az oldatot szárazra pá

roltam, a maradékot 100 ml 1;1 metanol:aceton eleggyel fél 

óráig állni hagytam. Szűrtem, kétszer 50 ml metanol-aceton 

eleggyel Cl“ mentesre mostam. Szárítás után 860 mg fehér a- 

nyagot kaptam. Termelés a kiindulási guanozinra számítva 15*5 %•

Guanozin 2f/3*/.5*-difoszfát /Ilt^ és IIb_/

Hasonló módon, mint a Ilbg esetében, 634 mg fehér anyagot 

kaptam, mely vékonyrétegkromatográfia alapján kb, 1:1 arányban 

tartalmazta a két izomert. Termelés 11,5

Guanozin 3*.5*-dlfoszfát /Ilb,/

Az előzőekhez hasonlóan 1665 mg kromatográfiásan homogén, 

kloridmentes anyagot kaptam. Termelésül

Spektrális tulajdonságok

Az izomerek ultraibolya spektrumai gyakorlatilag azonosak, 

igy csak az izomer-keverék spektrumának adatait adtam meg, 

lamint a guanozin 5*-trifoszfát moláris extinkciós koeffici

ensei alapján számított molekulasúlyokat:

va-
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pH s 11pH r 7pH s 1

257256/nm/ 253X max

229Imin /nm/ 228 253

1.16 0.930.91E гЪо 
26Ő

0.610.670.68E 28o
2^0

0.120.50 0.27E 290 
26o

536 532550M

“ilbj " IIb2 

MIIb.

és 548545 555

545554 565

Faszforanalizis

Ilbj-re С1оН15Ы4Н501;1Р2в4Н20 /М=539/ alapján számított 

P%=11,50, találtsll.47

CloH13Li4N5011P2*5H20 /М=557/ alapján számított

P55=11.13, talált=11.05

Ilbg-re

Savas kezelés:

1-1 mg-ját 0.1 ml HCl-ban oldottam, szo-IIb1 illetve IIb2 

bahőmérsékleten 1 napig állni hagytam. Vékonyrétegkromatogváfia

szerint szolvens/ mindkét oldat hozzávetőlegesen azonos; .arány

ban tartalmazta a két izomert.

Hidrolizis alkalikus foszfatázzal:

A következő oldatokat készítettem el. 

a/ 11^ 5.4 illetve IIb2 5.6 mg-ját 1 ml 0.01 M NagCO^-NaHCO^ 

pufferban /рН=10,4/ oldottam;
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Ь/ 10 mg alkalikas foszfatázt /calf intestine/ 1 ml ugyanilyen 

pufferban oldottam,

A két oldatból 0,1-0,1 ml-t összemérve az elegyet 37°C-on tar

tottam, 1 perc után rétegkromatográfia szerint /А szolvens/ libá

ból guanozin 3*-monofoszfát9 mig Ilbg-böl guanozin 2*-monofoszfát 

keletkezett guanozin 5*-monofoszfát és guanozin mellett, 10 perc 

után kromatográfiásan csak guanozin volt kimutatható. Ugyanilyen 

körülmények közötti, 1 órás hidrolízis után az oldatokhoz 0,2 

ml 10 %-os triklórecetsavat adtam, majd az opálos oldatot 30 per

cig 5000/perc fordulattal centrifugáltam, A felüluszó 40 jil-jéből 

anorganikus foszformeghatározást végeztem, Ilb^ számított foszfor- 

tartalmának 97 %-át, mig Ilbg 95 5&-át mértem vissza anorganikus fosz

forként.

Guanozin 5*-monofoszfát 2*,3*-ciklofoszfát /XXIX/

A difoszfátok után a 4, eluáló puffer hatására XXIX és XXX 

egymástól részlegesen elkülönülve eluált, s az izolálást csak 

három, rétegkromatográfiásan homogén frakcióból végeztem el,

A 220 ml térfogatú oldatot /^260 - 1500/ kétszeresére hí

gítva és semlegesítve 0,9x8 cm-es Dowex 1x8 /CL"/ 200/400 mesh 

gyantából készült oszlopon folyattam át, majd vizes mosás után 

XXIX-et 1 M LiCl oldattal /30 ml/ eluáltam. Szárazra párlás 

után 50 ml metanol-aceton /1:6/ eleggyel állni hagytam, 30 per

cig, majd a kapott csapadékot szűrtem, s metanol-aceton eleggyel 

kloridmentesre mostam, 52 mg fehér anyagot kaptam szárítás után.

Foszforanalizis

C2OH12I,i3N50loí>2e^H20“ra /**=500/ számított P%=12,40, találtal2,52,
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pH = 11pH = 7pH SS 1Ultraibolya spektrum: 

max 

min

E Ш
_ 28oE URe m

258256 252
228 230222

0.901.170.91
0.600.680.68

0.120.50 0.29
503505517M

Savas és lúgos hidrolízis:

1 mg anyagot 0,1 ml 1 N HCl-ban oldottam* Az anyag szobahőmérsék

leten, 30 perc után vékonyrétegkromatográfia szerint /А,В/ teljesen 

guanozin 2*/3*/,5*-difoszfátra hidrolizált. 0.1 N NaOH-ban ugyanilyen 

körülmények között 5 óra után szintén teljes átalakulás történt.

Hidrolizis BNase-al:

2 mg anyagot oldottam 0.2 ml 0.2 M Tris-HCl pufferben /рН=7,5/ s

0.5 E U/. 37°C-on, néhány órahozzáadtam 20 ul HNase oldatot / 

után rétegkromatográfiásan /А/ guanozin 3*t5*-difoszfát volt kimutat

ható, 1 nap után az átalakulás csaknem teljes.

Hidrolizis alkalikus foszfatázzál:

1 mg anyagot és 1 mg alkalikus foszfatázt /calf intestine/ 0.1 ml 

pHslO,4-es pufferben oldottam. 37°C-on, 1 óra után XXIX teljesen guano

zin 2*.3*-ciklofoszfátra hidrolizált. /ШЬ/.

guanozin 5*-pirofoszfát 2*/3*/monofoszfát /XXX/

A 4. eluálő puffer hatására XXIX után XXX eluált az oszlopról. 

Néhány rétegkromatográfiásan homogén frakció összeöntésével ka

pott 210 ml oldatot semlegesítés után /0D^qs 2000/ 20 ml-re 

pároltam be, majd 100 ml metanolt adtam hozzá. Lassú csapadék
képződés indult meg. 5 óra állás után szűrtem. 50 ml 5 : 1 metanol-
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—viz eleggyel, majd 25 ml metanollal mostam« Szárítás után 95 mg 

fehér anyagot kaptam«

Ultraibolya spektrum: pH a 11pH = 7pH 3 1

256256 253* max 

7- min

S 25o

228 229222

0.961.140.91
26o

0.630. 660.68E 28o
26o

0.170.290.50E 29o
26o

801 ó815 790M

CloH13Na5N5Ol4P3* 9 HgO-ra /Нз?97/ számított 

№11.69,

Foszforanalizis:

találtsll.60

Savas,lúgos kezelési

2 mg anyagot 0*2 ml 1 N HCl-ban ,2 napig állni hagytam szobahő

mérsékleten. Ezalatt kvantitative guanozin 2*/3*/,5*-difoszfáttá a- 

lakult /AtB,C szolvens/. Lugos közegben /0.1 N NaОН/ az anyag sta

bil volt.

Hidrolízis alkalikus foszfatázzal:

1 mg anyagot feloldottam 0*1 ml NSgCOj-NaHCO^ /рН=10.4/ puffer

ben, majd 0.1 mg 0.1 ml ilyen pufferban oldott alkalikus foszfa- 

tázt /calf intestine/ adtam hozzá. 37°C-on, 1 óra után egyéb ter

mékek mellett guanozin 5*-difoszfát is észlelhető volt kromatográ

fiásan /A,B szovens/, 4 óra után pedig kvantitative guanozinra hid- 

rolizált.
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Guanozin 5*-trifoszfát 2*/3*/-monofoszfát /XXXI/

XXIX és XXX után XXXI elkülönülve eluált az oszlopról. A 

300 ml térfogatú /°D260~ oldatot semlegesités után két

szeresére higitva 1x10 cm-es Dowex 1x8 /Cl“/ 200/400 mesh osz

lopon folyattam át, és vizes mosás után 1 M LiCl oldattal /40 

ml/ eluáltam. Az oldatot szárazra pároltam, s 50 ml metanol- 

-aceton eleggyel /1:1/ felszuszpendálva szűrtem. 50 ml metanol- 

-aceton eleggyel kloridmentesre mostam. Szárítás után 66 mg 

anyagot kaptam.

Ennél az anyagnál csak kromatográfiás és lebontási késrlete- 

ket végeztem. Vékonyrétegkromatográfia szerint /C,D/ az anyag 

homogén. 1 mg anyagot 0.1 ml 1 N BCl-ban oldva, 4 óra után fő

leg XXX volt kromatográfiásan kimutatható kevés kiindulási 

XXXI és Ilb mellett /С szolvens/. 1 nap után gyakorlatilag tel

jesen Ilb-vé alakult. 10 mg/ml koncentrációjú lúgos oldatban 

/0.1 N NaOH/ 1 nap után az anyag változatlan maradt. Alkalikus

foszfatáz /calf intestine/ hatására - 1 mg anyag + 1 mg enzim

- NaHCO^ pufferben oldva /р1Ы0,4/, 3?°C-0.1 ml 0.01 M Na2C03 

on tartva - 3 óra alatt kvantitative guanozinná alakult át 

/Е szolvens/.

Guanozin 5*-nirofoszfát 2*.3*-ciklofoszfát /XLVI/

55 mg /0.1 mM/ guanozin 2*/3V,5*-difoszfát Li-sót 2 ml 

vizben oldva 1x5 cm-es Dowex 50x8 /Н+/ 50/100 mesh oszlopon 

folyattam át, majd a vizes mosás után kapott oldatot szárazra 

pároltam. A kapott szabad savat 5 ml metanolban szuszpendáltam, 

hozzáadtam 0.17 ml tri—n—oktilamint /0.4 mM/, s néhány perc me

legítés után tiszta oldatot kaptam. Szárazra párlás, alkoholban
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oldás, bepárlás után az olajos maradékhoz 0,6 ml abszolút di— 

oxánt, 80 pl difenilklórfoszfátot /0,4 mM/, 90 pl tri-n-oktil- 

amint /0,2 mM/ adtam. Az opálos oldat 0,2 ml dimetilformamid

3 óra rázás után bepároltam az ele- 

gyet, a maradékhoz 0,8 ml 0,3 mólos, piridlnben oldott mono- 

-tri-n-butilammoniumortofoszfátot adtam, A sárgás oldatot 1 

óra állás után bepároltam, 10 ml vizben szuszpendálva és 

ccNH^OH-dal semlegesítve heterogén elegyet kaptam, amelyből a 

szabad aminokat 2x3 ml éterrel való extrahálással távolítottam 

el, A homogén, vizes oldatot 1,4x30 cm-es DEAE-cellulóz /HCO^”/ 

oszlopra öntöttem fel. Az elució 230 ml viz- 230 ml 0,5 H 

^tyiaHgCO^ lineár gradienssel történt, 20 percenként 10 ml-es 

frakciókat vettem, a 30-38, frakciót összeöntöttem, szárazra 

párlás, 1 ml metanolban oldás és 20 ml éterrel való kicsapás, 

szűrés és szárítás után 62 mg anyagot kaptam trietilammonium- 

só formájában,

1 mg anyag 0,1 ml 0,1 M HCl-ban oldva szobahőmérsékleten 

1 óra után teljesen XXX-á alakult, 1 nap után kb, fele aránybanu 

tartalmazott XXX-at és Ilb-t az oldat,

1 mg anyag 0,1 ml 0,1 N NaOH-ban oldva szobahőmérsékleten 

1 óra alatt kb, 20 ^-ban alakult át XXX-á, 1 nap után az át

alakulás teljes volt,

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

0,1 ml pH=10.4-es pufferben /0,01 M NagCO^ - ЫаВСО^/ oldottam, 

37°C-on, 3 óra állás után teljesen guanozin 2*,3*-ciklofoszfát- 

ra bomlott.

hozzáadására kitisztult.
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2*-0-»/lt,~etoxietil/ guanozin 3* .5*-difoszfát /XXXVIII/

508 mg /0*94 mM/ guanozin 3*,5*-difoszfát Li-sót 10 ml 20 ?^-os 

piridinben oldottam, majd 1.5x1.5 cm-es Dowex 50x8 /piridinium/ 

oszlopra öntöttem, az oszlopot 15o ml 20 %-os piridinnel mostam. 

Hozzáadva0,475 ml /2 mM/ tri-n-butilamiont és 150 ml alkoholt, 

a homogén oldatot bepároltam, majd alkohollal és dioxánnal egy

szeregyszer bepároltam. A kapott olajos anyagot 15 ml vízmentes 

dimetilformamidban oldva 6 ml /63 mM/ etilvinilétert és 190 mg 

p-toluolszulfonsavat adtam. Szobahőmérsékleten, 14 órai állás 

után 0.5 ml tri-n-butilaminnal állítottam le a reakciót. A ho

mogén, halványsárga elegyből az atilviniléter felesleget eltá

volítottam, majd az elegyet vizzel 50 ml-re hígítottam. Az ol

datot 2,4x7o cm-es DEAE-cellulóz/HCO^”/ oszlopra öntöttem s az 

oszlopot vizzel mostam. Az eluciót 2000 ml víz 2000 ml 0.4 M 

Et^N*H^C0j lineár gradienssel végeztem, 20 ml-es frakciókat 

vettem 15 percenként. A XXXVIII-at tartalmazó 127-142 frakciókat 

/Е2S0 ^ egyesítve szárazra pároltam, a maradékot 2 ml alko

holban oldottam, s XXXVIII-at 30 ml- éterrel csaptam ki. Szű

rés, szárítás után 221 mg fehér, higroszkópos anyagot kaptam 

bisz-tríetilammoniumsó formájában. Termelés 29 %% az anyag ré- 

tegkromatográfiásan /А, В/ homogén.

ei4H23N5°12P2 2C6H15N * 5HgO -ra számított M = 807.
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pH s 11pH = 7pH s 1Ultraibolya spektrumok
258254258X шах /пт/
230225229Я min /пт/

E 250 
260

0.911.100.89

0.610. 660.66E 280
250

0.190.320.50B£90 
260

11 90012 400 13 700

787826811M

Savas hidrolízis

1 mg XXXVIII-at 0.1 ml 10 %-os CH^COOH-Ъап oldottam, s ebből 

20 pl-es mintákat időnként NH^OH-dal semlegesítettem és ezeket 

kromatografáltam* 5 perc után kb. fele arányban alakult át Ilbj-é. 

30 perc után a hidrolízis teljesül óra után is csak Ilb^ volt ki

mutatható, mig az izomer Ilbg nem.

Lugos kezelés

1 mg XXXVIII-at o.l ml 0.1 N NaOH-ban oldottam. Szobahőmér

sékleten, 20 óra után az anyag változatlan maradt.

Hidrolízis alkalikus foszfatázzal:

1 mg XXXVIII-et 50 pl 0.01 M Na^Oy-NaHCO^ pufferben /рН=10.4/ 

oldottam, s hozzáadtam 1 mg, 50 pl ugyanilyen pufferben oldott 

alkalikus foszfatázt /calf intestine/. A hidrolizist rétegkroma- 

tográfiásan követve /В szolvens/ megállapítható, hogy 1 óra után 

XXXVIII teljesen elbomlott, s főleg XL-é, s ez kismértékben

XLI—é alakult. 24 óra után csak XLI volt jelen. 1 óra után 20 

pl-es mintához 0.1 ml 10 %-os CH^COOH-t adtam, s 30 perc után
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XXXII teljes átalakulást észleltem /Аkromatografálva XL 

szolvens/, mig a 24 órás mintából ugyanilyen körülmények kö

zött csak Ib volt kimutatható /A,B szolvens/«

3*-0-/ln-etoxietil/ guanozin 2*.5*-difoszfát /XXXVII/

382 mg /0.69 mM/ guanozin 2*,5*-difoszfát Li-sót 7 ml 20 

%-os piridinben oldva 22 ctf-es Dowex 50x8 /piridinium/ oszlop

ra öntöttem, 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 bepároltam, majd alkohollal és dioxánnal bepároltam.

A maradékot 11 ml dimetilformamidban oldva 4.5 ml /47 mM/etil- 

viniléterrel reagáltattam 137 mg p-toluolszulfonsav jelenlété

ben; szobahőmérsékleten. 14 óra múlva a homogén, halványvörös 

oldathoz 0.4 ml tri-n-butilamint adtam és az etilviniléter 

felesleget bepároltam. Vizzel 50 ml-re higitva 2.4x55 cm-es 

DEAE-cellulóz /HCO^”/ oszlopra öntöttem. Vizes mosás után az 

eluciót 1500 ml viz- 1500 ml 0.4 M Et^.HgCO^ lineár gradiens

sel végeztem, 16 ml-es frakciókat szedtem 15 percenként.

A XXXVII-et kromatográfiásan homogénen tartalmazó 120-142. 

frakciókat /Egg0 

kot 2 ml alkoholban oldottam és 40 ml éterrel fehér csapadékot 

választottam le. Szűrés, szárítás után 265 mg XXXVII-et kaptam 

bisz-trietil-ammoniumsó formában. Termelés: 47.4 #.

Ultraibolya spektruma gyakorlatilag azonos a XXXVIII-ével. A 

spektrumból számított molekulasulyok átlaga 815.

XXXVII savas és ezimatikus hidrolízisét ugyanolyan körül

mények között végeztem el, mint а XXXVIII—ét, s a két anyag

У 7/ összeöntve szárazra pároltam. A maradé-
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hidrolitikus tulajdonságai megegyeznek.

Guanozin 3* .5*-di-pirofoszfát /XUV és XLV/

15 mg /T0D260=2?0, 20 pM/ XXXVII illetve XXXVIII-at 

-trietilammoniumsó formában 5 ml metanolban oldottam, és 30 

pl /70 pM/ tri-n-oktilamint hozzáadva bepároltam, majd vízmen

tes dioxánt, 15 pl difenilklórfoszfátot /72 pM/ és 20 pl tri- 

-n-oktilamint /4? pM/ adtam, a kapott homogén oldatot 1 óráig 

szobahőmérsékleten, zárt edényben állni hagytam. 1 óra után 

hozzáadtam 0.4 ml 0.5 M mono-tri-n-butilammoniumortofoszfát 

piridines oldatát. 30 perc után az elegyet bepároltam, a mara

dékhoz 0.8 ml 10 %-os CH^COOH-t adtam, 

után NH^OH-dal semlegesítettem, s 10 ml vizes oldatból a tri-n- 

-oktilamint 2x5 ml éterrel extraháltam. A vizes oldatot 1.1x17 

cm-es DEAE-cellulóz /HCO^ / oszlopra öntöttem. Vizes mosás után 

az eluciót 150 ml - viz - 150 ml 0.5 M trietilammoniumbikarbo- 

nát lineár gradienssel végeztem 21 ml/óra átfolyási sebességgel, 

20 percenként frakciót váltva.

Guanozin 3*,5*-di-pirofoszfát ALIV/:

A megfelelő frakciók egyesítése után az oldat TOD 

/17*4 %-os termelés/ XLIV-et tartalmazott. Szárazra párlás után 

a maradékot 1 ml metanolban oldottam és 10 ml abszolút éterrel 

fehér csapadékot választottam le. Centrifugálás és száritás után 

2.4 mg fehér, higroszkópos anyagot kaptam. Termelés: 11.1 %.

trisz-

30 perc rázogatás

=47260

Guanozin 2*,5*-di-pirofoszfát /XLV/j

A rétegkromatográfiásan homogén frakciók egyesítése után kapott 

oldat T0DggQ=128 /48 %-os termelés/ XLV-öt tartalmazott. A fentiek^irr;
‘^4

Sr.OIE
5/ /v 4^
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hez hasonlóan 8.6 mg fehér, higroszkópos anyagot kaptam. Ter

melés 39.5 %, Az anyag egy részletét /3 mg/ 1 ml vízben oldottam, 

és 0.1 N NaOH-dal a pH-t 8-ra állítottam. Az oldathoz 20 ml 

metanolban oldott 10 mg NaJ-ot adtam. Centrifugálás, metanolos 

mosás és szárités után 2.5 mg» nem higroszkópos Na**sót kaptam.

A nátrium sóvá való alakítás során az anyag rétegkromatográfiásan 

nem változott.

pH в 11Spektrális tulajdonságok

Xmax /nm/

Яmin /nm/

pH s 1 pH = 7

256252257

228 229222

0.970.91 1.13Säa.26o
0.610.68 0.65E № 

26o
0.28 0.16E SS 0.51

12 400 13 700 11 900

10741081“xLIV

“XLV

1070

1098 10861090

Foszforanalizis

XLIV-re C. H,nNc0.nP, lo 17 5 17 4
№11.50

• 4CgH^^N • 4Н^0 alapján számolt M=1079» 

Talált №11.0. Guanin: P= 1:3.83

* 4C6H15N eXLV-re C1oH1?N5017P4 

№11.30. Talált №11.10, Guanin: P=l:3.93

5H,pO alapján számolt M=1097»

Hidrolitikus tulajdonságok vizsgálata: 

a/ sav-labilitás

XLIV illetve XLV. 0.5 N HCl-ben szobahőmérsékleten csaknem tel-
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jesenXXJWira hidrolizált, s kevés Ilb is kimutatható az elegy- 

ben /rétegkromatográfia C,D rendszerben/* 24 óra után a 

XXX---- -->> Ilb átalakulás it teljes.

1 N HCl-ben, 100°C-on, 8 percig tartó hidrolizis után XLIV- 

ből anorganikus foszforként 6.32 % foszfortartalom volt vissza- 

mérheto /2,2 foszforatom molekulánként/.

b/ luglabilitás

0.25 N NaOH-ban 25°C-on, 15 óra után rétegkromatográfia 

/0,0/ alapján kvantitative XXX-ra hidrolizált. A hidrolizis 

után anorganikus foszforként 2.8 %-ot mértem vissza /1 foszfor» 

atom molekulánként/.

с/ hidrolizis alkalikus foszfatázzal

1 pM XLIV-hez 0.1 Ml 0.2 M trisz-HCl- /рН=8.9/ pufferben ol

dott 1 EU alkalikus foszfatázt /Escherichia coli/ adtam. 37°C- 

on, 4 óra után XLIV kvantitative Ib-re hidrolizált. /Rétegkro

matográfia E rendszerben/. A hidrolizis után az oldathoz 0.2 ml 

10 9^-os triklór-ecetsavat adtam és JO percig 5000/perc fordulat

számmal centrifugáltam. A tiszta felüluszóból mért foszfortar

talom 12.07 % volt /4,2 foszforatom molekulánként/.

Uridin 2V3V.5,-difoszfát /Ild/

14 ml /100 mM/ PgO^Cl^-hez - 10°C-on 2.44 g /10 mM/ szárított

uridint adtam, majd +2°C-on 8 óráig kevertem a reakcióelegyet.

A homogén elegyet ezután 400 ml abszolút éterbe öntöttem, a ki

vált anyagot porrádörzsöltem. Szűrés, éteres mosás és étermen— 

tesités után a fehér port 250 ml jeges vizzel hidrolizáltam.
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30 percig /pH < 1/, majd 2N liOH-dal pH>12-re lugositottam az 

oldatot. Egy éjjel állni hagytam, a kivált Li^PO^-et szűrtem, a 

szürletet Dowex 50x8 /Н+/ gyantával semlegesitettem. Az oldatot 

/T0Ü2go=8l 000/ 2.6 x 21 cm-es Dowex 1x8 /НСОО-/ 200/400 mesh 

gyantából készült oszlopra öntöttem fel. Vizes mosás után az 

eluciót pH=4.3-on végeztem:

Eluáló oldat T0D26o 

1360

1/ 0.01 N HCOOH + 0.05 M HC00NH4 16900

2/ 0.01 N HCOOH + 0.1 M HC00HH4

3/ 0.01 N HCOOH + 0.4 M HC00NH4 51000

vizes mosás

600

Az elució soréin 100 ml-es frakciókat szedtem. A 3* eluáló 

pufferre lejött frakciókból /Egg0 > 10/ összegyűjtött 1500 ml 

oldatot /T0Dggo=A3 000/ NH^OH-dal pH=8-ra lugositottam, majd 

100 ml-re bepároltamf1 liter etanolt adtam hozzá. A kivált fehér 

csapadékot szűrtem, viz-etanol eleggyel /1:10/ majd etanollal 

mostam. Szárítás után 1.82 g kromatográifásan homogén /B,G 

szolvená/ uridin 2*/3'/t5*-difoszfátot kaptam ammoniumsó formá

jában. Termelés: 36 %.

C9H26N6P2°12 * 3H2°“ra számított M=526 és P%=11.78, 
talált P%=11.65
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pH = 11pH = 7Ultraibolya spektrum

262262X шах /пт/ 

Xmin /пт/ 237230

0.780.74E 25o
26Ó

0.300.35E 28o
2Üö

810010 000S UTP
542 510M

Uridin 5*-pirofoszfát 2*.3*-ciklofoszfát /Ы/ és uridin 5*-piro-

foszfát 2* ,/3* /-monofoszfát /Ы1/

LI előállítása a guanozin 5*-pirofoszfát 2*,3*-ciklofoszfáté- 

hoz hasonló módon történt. Ы egy részéből lúgos hidrolízissel 

állítottam elő Lll-t. Ezeket az anyagokat az uridin 2*/3*/»5*- 

di-pirofoszfát /Ы1/ hidrolitikus tulajdonságainak vizsgálatá

nál kromatográfiás kontrollvegyületekként használtam.

2*/3*/-0-/lt,-etoxietil/ uridin 3V2V.5*-difoszfát /ХЫХ/

178 mg uridin 2V3V»5’“difoszfát ammoniumsót /0.34 mM/ 2 ml 

vízben oldottam, és 1x6 cm-es Dowex 50x8 /Н+/ oszlopon folyattam 

át. A vizes mosás után kapott 40 ml oldatot szárazra pároltam. A 

maradékhoz 5 ml alkoholt és 160 jil /0.68 mM/ tri-n-butilamint 

adva melegitésra homogén oldatot kaptam. Az oldatot szárazra párol

tam, majd az olajos maradékot 3 ml /31 mM/ etilviniléterrel 73 

mg p-toluolszulfonsav jelenlétében reagáltattam. 3 napos reak

ció után /szobahőmérsékleten/ a halványvörös oldat rétegkroma— 

tográfia szerint /В szolvens/ kiindulási anyagot nem tartalmazott,



- 54 -

csak a kívánt XLIX-t és két nem azonosított mellékterméket.

Az elegyhez 0.1 ml tri-n-butilamint adtam és az etilviniléter 

felesleget eltávolitva vízzel 30 ml-re töltöttem. Az oldatot 

/T0D2go = 4200/ 1.5 x 50 cm-es DEAE-cellulóz /HCO^“/ oszlopra 

öntöttem. Vizes mosás után az eluciót 500 ml víz- 500 ml 0.5 M

trietilammoniumbikarbonát lineár gradienssel végeztem. 16 ml

es frakciókat vettem 20 percenként. A kromatográfiásan homogén 

37-45. frakciókat /Е^ Ю/ egyesítettem, a kapott oldatot 

/T0D2gQ=2100, 50%/ szárazra pároltam. A maradékot 1 ml alko

holban oldva XLIX-et 15 ml abszolút éterrel csaptam ki. Szűrés, 

éteres mosás és szárítás után 94 mg anyagot kaptam bisz-tri- 

etilammoniumsó formában. Termelés: 38.2 %.

Ultraibolya spektrum

Я max /та/

Amin /пт/

E25o

Ph = 7 pH SS 11

262 261

240231
0.74 0.82

26o

E28o 0.35 0.30
26o

í 10 000 7 800UMP
M 724722

Cj^Hg^gO^yPg • 2CgH^,Jí • 3HgO -ra számított M=730 

Hidrolitikus tulajdonságok:

1 mg XLXX. 0.1 ml 10 ^>os CH^COOH-ban oldva 5 perc alatt kb. 

fele arányban elbomlott uridin 2,/3’/»5,-clifoszfátra. 30 perc 

után az átalakulás teljes /В szolvens/. Lugos közegben /0.1 N
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Na OH, szobahőmérséklet, 1 пар/ XLIX, stabil,

1 mg XLIX, 0,1 ml oldatban /0,01 M Na^OyNaHCO-j, pHsl0.4/

1 mg alkalikus foszfatáz /calf intestine/ hatására 37°C-on 1 

óra alatt kvantitative elbomlott 2*/3V-{^/ln-etoxietil/ uridin 

3*/2*/-monofoszfátra /XLVEE/, az elegyben ekkor kevés 2*/3*/-0- 

_/l«'-etoxietil/ uridin /XLVII/ is jelen volt, 24 órás hidrolizis

után a XLVIII----> XLVII ^alakulás teljes. Az 1 órás mintát

10 %-os CH^COOH-al 30 percig kezelve rétegkromatográfiásan ke

vés uridin /Id/ mellett főleg uridin 2*/3V-aonofoszfát /L/ 

mutatható ki /В szolvens/, A 24 órás minta hasonló kezelése után

az elegyben csak Id volt jelen.

Uridin 2*/3*/. 5*-di-nirofoszfát /Lili/

15 mg 2V3V-0-/l"-etoxietil/ uridin 3’/2V,5*-difoszfát 

bisz-trietilammoniumsót /20 pM/ 5 ml metanolban oldottam /T0D^q_

205/, Hozzáadva 20 pl tri-n-butilamint /84 pM/ bepároltam, majd 

alkohollal és dioxánnal bepároltam, A maradékhoz 0,4 ml dioxánt,

15 ul difenilklórfoszfátot /72 pM/ és 20 pl tri-n-butilamint 

/84 pM/ adtam, A homogén oldatot szobahőmérsékleten 1 óráig 

zárt edényben állni hagytam, 1 óra után az elegyet bepároltam, 

a maradék olajat 2x10 ml éterrel kezelve deksmtáltam, TODg^s 

=67 veszett el a deknatálásnál/, A kapott csapadékról a maradék 

étert eltávolitva olajos anyagot kaptam, melyhez 0,2 ml 0,5 mólos, 

piridinben oldott mono-tri-n-butil-ammoniumortofoszfátot adtam,

A kapott oldatot 20 perc állás után bepároltam, a maradékot 0,4 

ml 10 %-os CH^COOH-al kezeltem, és 30 perc után NH^OH-dal semle-
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gesitettem. Az oldatot 5 ml-re higitva 1.1x16 cm-es DEAE-cel- 

lulóz /HCO^”/ oszlopra öntöttem fel. Vizes mosás után 150 ml 

viz- 150 ml 0.5 M trietilammoniumbikarbonát lineár gradienssel 

végeztem az eluciót. 7 ml-es frakciókat vettem 20 percenként.

A 31-37* frakciót egyesítve /ТОС^^гЗЗ, 16.1 %/ szárazra párol

tam, a maradékot 1 ml metanolban oldottam, s 8 ml abszolút é- 

terrel fehér csapadékot választottam le. Centrifugálás és szá

rítás után 3 mg anyagot kaptam. Termelést 14.4 $6.

Ultraibolya spektrum:

Д max /пт/ 

Xmin /пт/

pH = 7 pH = 11

262 261

236230

0.8oE 25o
26Ö

0.75

0.34E 28o 0.30
2ék>

í 8 10010 000UTP
M 1 040 1 028

C9H16N2°18P4 * ^IS® • 4HgO alapján számított M = 1040 és

P%=11.92.

Lili. hidrolitikus tulajdonságainak vizsgálatát XLIV és XLV.- 

éhez teljesen hasonló módon végeztem el, igy itt csak a foszfor- 

analízis és a különböző hidrolízisek után felszabadult anorga

nikus foszfortartalmaz adtam meg százalékosan, illetve uracil-

tartalomra vonatkoztatva:
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P % uracil : foszfor

1 г 3,88 

1 : 1.96

Összes foszfortartalom 11.56

5.84Savlabil foszfortartalom

1 : 1.08Luglabil foszfortartalom 3.22

1 : 4.03Enzimlabil foszfortartalom 12.00

Összefoglalás

A dolgozatban leírtam a guanozin 2’,5*- és 3*, 5*-di-pirofosz- 

fát, valamint az uridin 2*/3V»5*-di-pirofoszfát szintézisét. A 

szintézist guanozinból illetve uridinből kiindulva a bevezetés

ben vázolt szintézisterv alapján valósítottam meg.

A szintézis első lépésében a guanozin és uridint a pirofosz- 

forilkloridos módszerrel foszforileztem. A termékelegyből ion

cserélő oszlopkromatográfiát alkalmazva nyertem ki a főtermék

ként keletkező guanozin - illetve uridin 2V3*/,5’-difoszfá- 

tot. Az izomerkeverék guanozin 2,/3*/»5*-difoszfátot ioncserélő 

oszlopkromatográfiával sikerült kompenenseire szétválasztani.

A tiszta izomerek szerkezetét alkalikus foszfatázzal végzett 

hidrolízisük intermedierjeinek vékonyrétegkromatográfiás azono

sításával igazoltam. A guanozin foszfrilezésénél melléktermékek

ként izoláltam a guanozin 5'-monofoszfát 2*.3*-ciklofoszfátot, 

a guanozin 5*-pirofoszfát 2*/3’/-monofoszfátot és a guanozin

5 -trifoszfát 2*/3*/-monofoszfátot. A melléktermékek szerkeze
te alapján fel kellett tételeznem, hogy a foszforilezés elsőd

leges terméke a guanozin 5*-diklórfoszfát 2’.3*-klórciklofosz- 

fát.
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A második lépésben a guanozin 2*,5*- illetve 3*»5*-difosz- 

fát, valamint az uridin 2*/3*/»5*-difoszfát etilviniléteres 

reakciójánál komplex termékelegyekhez jutottam. Ezekből a ki- 

vánt,az alkoholos hidroxilcsoporton oí-etoxietil csoporttal vé

dett származékokat, a 2’-0-/l"-etoxietil/ guanozin 3’,5*-difosz- 

fátot, a 3*-0-/l,T-etoxietil/ guanozin 2* ,5*-difoszfátot és a 

2*/3*/“0-/l"-etoxietil/ guanozin 3,/2*/*5,-difoszfátot DEAE- 

cellulózos oszlopkromatográfiás frakciónálással különítettem 

el. A termékek szerkezetére - a 2*-0-/l,,etoxietil/- guanozin 

3*,5*-difoszfát példáján bemutatva - a következők alapján kö

vetkeztettem:

/а/ ultraibolya spektruma tipikus guanozin spektrum;

/Ь/ enyhén savas közegben egy lépésben, gyorsan a kiindulási 

guanozin 3*,5*-difoszfátra hidrolizált;

/с/ lúgos közegben stabil.

/d/ alkalikus foszfatáz hatására két lépésben hidrolizált, mind

két lépésben egy foszfát csoport válik szabaddá. A két lé

pés sebessége különböző, az első lépés kb. egy nagyságrend

del gyorsabb. Az első lépésben keletkező anyag savas közeg

ben gyorsan guanozin 3*nionofoszfátrai mig a végtermék gua- 

nozinra hidrolizált.

A fenti reakciók igazolják azt is, hogy az etoxietilezési 

reakció során a foszfátcsoport izomerizációja nem következett 
be.

A szintézis harmadik lépésében a két különböző helyzetű pi-
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rofoszfátcsoport felépitését azonos módon, egyidejűleg, a Michel- 

son-féle anioncseres módszerrel végeztem el, A védett difoszfát- 

származékot tercier bázis jeleiétében difenilklórfoszfáttal, 

majd mono-tri-n-butilammoniumortofoszfát piridines oldatával 

reagáltattam. Végül az Ы-etoxietil védőcsoport enyhe savas kö

rülmények közötti hidrolízise és DEAE-cellulóz oszlopkromatog- 

ráfia után nyertem a guanozin 2*,5*- illetve 3*,5*-di-pirofosz- 

fátot, valamint az uridin 3*/3V»5*-di-pirofoszfátot, A végter

mékek szerkezetét - a guanozin 3*,5’-di-pirofoszfát példáján 

bemutatva - a következők igazolják:

/а/ ultraibolya spektruma jellegzetes guanozin spektrum;

/Ь/ molekulánként négy foszforatomot tartalmaz;

/с/ alkalikus foszfatáz guanozinra hidrolizálja, s négy moleku

la anorganikus foszfát szabadul fel molekulánként;

/d/ lúgos közegben guanozin 5*-pirofoszfát 2*.3*-ciklofoszfáton 

keresztül guanozin 5*-pirofoszfát 2V3*/-monofoszfátra hid- 

rolizál, a hidrolízis után anorganikus foszfátként molekulán

ként egy foszforatom volt visszamérhető;

/е/ savas közegben guanozin 5'-pirofoszfát 2*,3,-ciklofoszfáton 

és guanozin 5*-pirofoszfát 2V3V-H»onofoszfáton keresztül 

guanozin 2*/3*/t5,-difoszfátra hidrolizál;

/f/ a foszformérések eredményei összegezve:

Guanin : P. :P : Penzimlabil^luglabil ® 

4.21

összes savlabil

: 3.83 : 2.20s 1.00 : 1.00
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