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A taldlmany targya\ eljaras nukleozidok sziloxan-hiddal
tdrténd Ssszekapcsolasdxa, amelynek sorén egy 3'-szilile-
zett-5'-védett nukleozid egy véddcsoport nélkiili nukleo-
ziddal reagdltatunk. A szililezett és a véddcsoport nélkiili
nukleozid lehet monomer nukleozid vagy egy oligonukleotid
vagy oligonukleotid analég teR?inélis nukleozidja. A

talalmény kiterjed a sziloxdn-hiddal &sszekdtdtt nukleozido-
\
kat tartalmazé oligonukleotid analégok eldallitaséra, amely-

nek sorén egy 5'-védett nukleozidQF bifunkcionlis szililezd

reagenssel szililezlink, a 3'—szilii$zett nukleozidot véds-
\

csoport nélkiili nukleoziddal reagélé@tjuk bazis katalizis

jelenlétében, és ezeket a lépéseket ;\kivént oligonukleotid
\
analég eldallitasaig ismételjiik. \
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A talidlmany targya eljaras nukleozidok szilox&n-hiddal
t38rténd Osszekapcsoldsira, amelynek sorédn egy 3'-szililezett
nukleozidot egy véddcsoport nélkiili nukleoziddal reag&lta-
tunk. A talalmany kiterjed legalabb egy sziloxannal Ossze-
x8tdétt, nukleozidot tartalmazé oligonukleotidok eldallita-
séra.

A nukleinsavak, az RNS és DNS, a természetben eldforduld
oligonukleotidok. A jelen esetben az oligonukleotid
kifejezés alatt nukleozidok homopolimer vagy heteropolimer
szekvencidjat értjiik, amelyekben a nukleozidokat foszfodi-
észter-hidak koétik O&ssze.

A kémiai technolébgia fejlddésével toSbb szaz nukleozidbdl
vagy bazisbbl 4116 oligonukleotidok szintetikus eldallitésa
valt lehetségessé (Oligonucleotide Synthesis: A Practical
Approach. M.J. Gait, IRL Press, Washington,D.C. USA (1984)).
A szintetikus oligonukleotidok fontos tudom&nyos és terépiés
szerepet jatszanak. A szintetikus oligodezoxinukleotidok
példaul széles kdrben alkalmazhatdék a rekombindns DNS tech-
nika teriiletén. Az utdédbbi években kimutattak, hogy a szinte-
tikus oligonukleotidok terdpids célbdél antiszenz szerként
alkalmazhatdék a gén kifejezddés gatlasara (Uhlman E. és Pey-
man A.: Chemical Reviews, 90(4), 544-583 (1990)).

Az antiszenz szer olyan vegylilet, amely a megcélzott
nukleinsav, igy RNS vagy DNS, nukleotid szekvenciajahoz
kétddik vagy hibridizalédik, és igy gatolja annak funkcid-
jat. Mivel az antiszenz szerek akdr az RNS-sel, ak&r a DNS-

~sel hibridizalédnak, a gén kifejezddést az &tiras, az RNS



feldolgozas vagy leforditas szintjén gatoljak.
Jelenleg azonban az antiszenz szerek gyakorlati, tu-
dom&nyos és teripids alkalmazdsat kiildnbdz8d technikai prob-

8, 303-304

1ém&k gatoljak (Klausner A.: Biotechnology,
(1990) ; Armstrong L.: Business Week, 1990. m&rcius 5.).
Problémat jelent példaul

(1) az endogén nukledzok &ltal okozott bomlés,

(2) az elddllitas magas kdltsége,

(3) a cél nukleinsavval térténd szekvencia specifikus

hibridiz&las hiéanya,

(4) a kirdlis foszforatom miatt az egységesség hianya

és

(5) a kivant célmolekulédhoz tdrténd elszallitds nehéz-

ségei, példaul az egyes komponensek elégtelen
oldédasa, a membran transzport és a celluléaris
nyomonkdvetés elégtelensége miatt.

A stabil, a nukledzokkal szemben rezisztens, olcsdn
eld4llithatd, és a célszekvencidhoz konnyen elsz&allithaté és
azzal kénnyen hibridiz&416d6 antiszenz szerek eldallitasanak
egyik lehetséges médja az internukleozid kotések mdébdositésa.

A jelen esetben "oligonukleotid analdég" kifejezés alatt
nukleozidok vagy analdgjai olyan homopolimer vagy hetero-
polimer szekvencidjat értjlik, amelyek foszfodiésztertdl
eltérd nukleozid kozotti kotéseket tartalmaznak.

Altalsban két oligonukleotid analég tipus ismert. Az
elsd tipus mddositott foszfat kotéseket, a masodik tipus

nem-foszfat kétéseket tartalmaz (la4sd Uhlman E. idézett



miive) .

A nem-foszf&t tipusu internukleozid kétésekre pé&ldaként
emlithetdk a sziloxan, karbamat, karboxi-metil-é&szter, acet-
amidat, karbonat és tioéter kdtések (lasd Uhlman E. idézett
nmiive) .

A taldlmany vonatkozadsdban elsdsorban a sziloxan kdtések
vagy hidak lényegesek.

A nukleozidok k&zdtt sziloxdn-hid kdétéseket tartalmazd
dimer &s hexamer nukleozidok és ezek eldillitasa ismert
(Ogilvie K.K. és Cormier J.F.: Tetrahedron Letters, 26(35),
4159-4162 (1985); Cormier J.F. é&s Ogilvie K.K.: Nucleic
Acids Research, 16(10), 4583-4594 (1988)).

Az ismert eljarédsok szerint egy 5'-védett nukleozidot
egy szililezd reagenssel reagdltatnak, majd a kapott 3'-
-szililezett nukleozidot egy védett nukleoziddal kapcsoljak,
és igy teljes egészében védett, 3',5'-szilil-hidat tartal-
mazd dinukleozidot kapnak. A véd&csoportot az egyik ter-
mindlis nukleozidrdél eltavolitva tovabbi, védett nukleozi-
dokkal végzett kapcsoldsi ciklusokkal 4llitj&k eld a kivant
lancot.

Ennél az eljarasnal bizonyos hatranyok jelentkeznek.
Nukleozid polimer szintézise sor&n a kivant végterméket
mintegy 35-46 %-os kitermeléssel kapjak. Az alacsony ki-
termelés nemkivant melléktermékek kialakulas&nak, igy 3',3'-
-szimmetrikus dimer kialakul&s&nak k&szdnhetd (Uhlman E.
idézett milve), ami a nukleozid épitdelemek Snkonjugacidija

miatt kovetkezik be. Jelentds veszteséget okoz tovabba a



polimer véddcsoportjainak eltavolitaésa.

A taldlmény értelmében a nukleozid egységeket ugy
kapcsoljuk 6ssze sziloxan-hiddal, hogy megakadalyozzuk a
3',3'-dimer kialakulasat. Az eljaras értelmében egy
szililezett nukleozidot véddcsoport nélkiili nukleoziddal
reagdltatjuk gatolt bazis katalizis jelenlétében. A
véddcsoport nélkiili nukleozid alkalmazdsa az Ogilvie és
Cormier &ltal javasolt eljarassal Osszehasonlitva azzal az
eldnnyel jar, hogy nd a kivant végtermék kitermelése, és a
szintézis hatékonysaga (ezdltal csdkkennek a kdltségek).

A talalmdny szerinti eljarast eldnydsen sztérikusan
gatolt bazis katalizis jelenlétében hajtjuk végre, ami
minimdlis szintre csdkkenti a nemkivénatos 3!',3'-szimmet-
rikus dimerek kialakuléasat.

A taldlmany targya tehét eljaras nukleozidok sziloxan-
-hiddal torténd Osszekapcsoldsira, amelynek soran egy
3'-szililezett-5'-védett nukleozidot véddcsoport nélkiili
nukleoziddal reagdltatunk gatolt bazis katalizis jelenlé-
tében.

A sziloxan-hid a

R

-0-S8i-0-

R
képlettel abrazolhatdé, ahol

R jelentése egym&std6l fliggetlenilil 1-6 szénatomos alkil-
csoport, elénydsen metilcsoport vagy izopropilcsoport.
Szililezett nukleozidként és/vagy véddcsoport nélkiili

nukleozidként alkalmazhatdk monomer nukleozidok, vagy egy



oligonukleotid vagy oligonukleotid analég 3'- vagy 5'-ter-
mindlis nukleozidja. Monomer nukleozidként eldnydsen al-
kalmazhaté a timidin, N6-benzoil-dezoxi-adenozin, N4-
-benzoil-dezoxi-citidin és N2-jizobutil-dezoxi-guanozin.

A 3'-szililezett-5'-védett nukleozid és a véddcsoport
nélkiili nukleozid reakcibéjat eldnydsen semleges vagy lugos,
aprotikus oldészerben végezziik. Lugos, aprotikus oldbészer-
ként eldnydsen alkalmazhaté a 2,6-di-terc-butil-4-metil-
-piridin acetonitril és dimetil-formamid elegyben felvett
oldata.

A talalmany targya tovabba eljar&s szilox&n-hiddal
Osszekdtdtt nukleozidokat tartalmazé oligonukleotid analégok
eldallitasira, amelynek soré&n

a) egy 5'-védett nukleozidot bifunkcionalis szililez&-

szerrel szilileziink,

b) a 3'-szililezett-5'-védett nukleozidot egy védd-

csoport nélkiili nukleoziddal reagaltatjuk, és

c) az a) és b) lépéseket a kivant oligonukleotid ana-

16g eldallitasaig ismételjik.

Bifunkciondlis szililezdszerként eldnydsen alkalmazhatdk
az (I) altalanos képletii vegyililetek,

R
-Rl1 - si - Rl -

R
a képletben

R jelentése egymastdl fliggetleniil 1-6 szénatomos alkil-
csoport és

Rl jelentése lehasaddé csoport.



El8nydsen alkalmazhaték azok a szimmetrikus szililez&szerek,

amelyek képletében

R jelentése izopropilcsoport vagy metilcsoport és

Rl jelentése lehasadécsoport, igy klératom vagy -SO,CF3
képletii csoport.

AKAr 5'-védett nukleozidként, akar véddcsoport nélkiili
nukleozidként eldnydsen alkalmazhaté a timidin, N6-benzoil-
-dezoxi-adenozin, N4-benzoil-dezoxi-citidin vagy N2-izobu-
til-dezoxi-guanozin.

Az a) és b) lépést eldnydsen lugos, aprotikus olddészer-
ben, els&sorban 2,6-di-terc-butil-4-metil-piridin acetonit-
ril és dimetil-formamid elegyében, els&sorban 1:1 térfogat-
arinyu elegyében felvett oldatédban végezziik.

A taldlmany kiterjed tovabba sziloxdn-hiddal &sszekdtdtt
nukleozidokat tartalmazdé oligonukleotid analégok szilard
fazisu szintézisére, amelynek sorén

a) egy 5'-védett nukleozidot a szilard hordozdhoz k&-

tiink,

b) a megkdtdtt nukleozid véddcsoportjat eltavolitjuk,

c) a véddcsoport nélkiili nukleozidot 3'-szililezett-5'-

-védett nukleoziddal reagdltatjuk bazis katalizis
és semleges vagy lugos, aprotikus oldészer jelenlé-
tében,

d) a reag&latlan nukleozidokat blokkoljuk,

e) a b), c) és d) lépést a kivant hosszusagu oligonuk-

leotid analdg eldallitasaig ismételjiik, és

f) az oligonukleotid analégot eltavolitjuk a szilard



hordozé6rél.
Az oligonukleotid analégban a nukleozidokat 8sszekdtd
sziloxan-hid a (II) Altalanos képlettel abrazolhatéb.
R
[nukleozid] - éi - [nukleozid] (I1)

R
A szildrd fazisu eljarasban a talalmény szerinti bazis

katalizist eldnydsen gatolt bazissal, elsdsorban 2,6-di-
-terc-butil-4-metil-piridinnel végezziik. Altaléban egy
bizis, igy imidazol is jelen van a szililezett kdztitermék
stabilizilasa érdekében. Az emlitett bazis eldsegiti tovabba
a kitermelés javitasat. Aprotikus oldészerként eldnySsen al-
kalmazhatd® az acetonitril és dimetil-formamid elegye, elsd-
sorban mintegy 1:1 térfogataranyu elegye. A kapott oligonuk-
leotid analég eltdvolitasat a szildrd hordozérdl eldnySsen
vizes amménidval végezziik izopropanolban é&s acetonitrilben.

Mint fent emlitettiik, a sziloxdn-hiddal &sszekapcsolt
nukleozidokat ugy szintetiz&ljuk, hogy egy 3'-szililezett-
-5'-védett nukleozidot egy véddcsoport nélkiili nukleoziddal
reagdltatunk.

A taldlmany értelmében sziloxan-hid alatt

R

-0=-S8i-0-

R
4ltalanos képleti dialkil-szilil kapcsolécsoportot értiink,

ahol
R jelentése egymastdl fliggetleniil 1-6 szénatomos alkilcso-

port.
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A taldlminy szerint eldnydsen olyan dialkil-szilil kap-
csolbécsoportot épitiink ki, amelynek fenti képletében
R jelentése izopropilcsoport vagy metilcsoport.

A kiindulasi anyagként alkalmazott 3'-szililezett-5'-
-védett nukleozid a szok&sos médon eldallithaté. Eldnydsen
ugy jarunk el, hogy egy 3'-hidroxil-5'-védett nukleozidot
egy bifunkciondlis szililezd reagenssel reagdltatunk lugos,
aprotikus oldatban. Az 5'-szénatomon taldlhaté hidroxilcso-
port blokkolasara alkalmazott véddcsoportot a sav stabili-
tasa alapjan vAalasztjuk ki. Véddcsoportként barmely szokasos
véddcsoport alkalmazhatd, ezen bellil eldnyds a tritilcso-
port, elsdsorban monometoxi-tritilcsoport és dimetoxi-tri-
tilcsoport, ahol kiiléndsen eldnyés a dimetoxi-tritilcsoport
(DMT) .

A taldlm&ny szerinti elj&rds soréan bifunkciondlis szili-
lezdszerként eldnydsen (I) &ltalédnos képleti

R
-R1 - éi - Rl - (1)

R
vegyliletet alkalmazunk, a képletben

R jelentése egymastdl fliggetleniil 1-6 szénatomos alkil-
csoport,

Rl jelentése lehasaddé csoport.

Eldnydsen szimmetrikus (I) &ltalanos képletii szililezd

reagenst alkalmazunk, ahol

R jelentése izopropilcsoport vagy metilcsoport,

Rl jelentése klératom vagy -SO,CF3 képletii csoport.

A reakcidkdzegként szolgdld lugos, aprotikus oldatként
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eldnydsen valamely proton akceptort, igy bazist tartalmazd
aprotikus oldészert haszndlunk. Ennek sor&n barmely szok&sos
bazis és oldészer felhasznalhatd, ahol bézisként eldnybsen
alkalmazhaték a gatolt bazisok, igy a 2,6-di-terc-butil-4-
-metil-piridin, mig oldészerként eldnydsen alkalmazhatdé a
dimetil-formamid (DMF) és az acetonitril (CH3CN) elegye.

A talalmany szerinti eljaras sordn nukleozidként
alkalmazhaték oxinukleotidok és dezoxinukleotidok. Az ilyen
nukleozidok purin &s pirimidin részét az exociklikus amino-
csoporton kivént esetben védjiik. Az exociklikus aminocsoport
véd&csoportjaként az adenin és citozin esetében eldnydsen
benzoilcsoportot, mig a guanin esetében elénydsen izobutil-
csoportot alkalmazunk. A guanin kivant esetben az 06 pozi-
ciéban is védhetd.

A talalmany szerinti eljdrashoz 3'-szililezett nukleo-
zidként alkalmazhatd valamely nukleozid monomer vagy egy
oligonukleotid vagy oligonukleotid analdég 3'-termindlis
nukleozidja. A talalminy szerinti eljaréds soran az 3' és 5'
helyzetben véddcsoport nélkiili nukleozidként alkalmazhatd
valamely nukleozid monomer vagy egy oligonukleotid vagy
oligonukleotid analég 5'-termindlis nukleozidja, ahol mind a
3'-terminalis nukleozid, mind az 5'-termindlis nukleozid
véddcsoport nélkiil 411. Oligonukleotid analégként tetszlle-
ges tipusu internukleozid kétéseket tartalmazd analégok
felhasznalhatdk.

A talalmany szerinti eljards felhasznalhatd olyan oligo-

nukleotid analégok eld&llit&sara, amelyek a nukleozidok
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k3z8tt csak sziloxan k&téseket tartalmaznak. Az ilyen
oligonukleotid analégok eldallitasat médositott folyadék-
fazisu vagy szildrd fazisu szintézissel (lasd Gait idézett
miive) végezziik.

Az eldnyds folyadékfazisu eljardsnidl egy monomer 3'-
-szililezett-5'-védett nukleozidot egy elsd monomer védd-
csoport nélkiili nukleoziddal reagaltatunk, majd a szilil-
csoporttal 8sszekapcsolt (3' -5') és 5' helyzetében védett
dinukleozid terméket (nukleozid dimer) egy bifunkcionélis
szililezd reagenssel és egy masodik véd&csoport nélkiili
monomer nukleoziddal reagdltatjuk, amikoris szililcsoporttal
dsszekapcsolt &s 5' helyzetében védett trimert (trinukle-
o0zid) kapunk. A lanc meghosszabbitasdhoz a fenti lépéseket a
kivant hosszusagu oligonukleotid analég (nukleozid polimer)
eldallitasaig ismételjik.

Egy alternativ és eldny®ds valtozat értelmében a lanc
meghosszabbit&sihoz az 5'-védett, szililcsoporttal Gssze-
kapcsolt polimert izol&ljuk, az 5' véddcsoportot eltavolit-
juk, és a véddcsoport nélkiili monomer nukleozid helyett az
ilyen, véddcsoport nélkiili nukleozid polimert alkalmazzuk.
Ennél a megolddsnal a lanc meghosszabbitadsa sokkal gyorsabb
és sztdchiometrikusan hatékonyabb (péld&ul trimer + dimer
vagy trimer + trimer).

Egy masik eldnyds megvalésitdsi méd szerint a nukleozi-
dok k&zdtt sziloxdn-hiddal Osszekapcsolt oligonukleotid
analégokat médositott, szildrd féazisu szintézissel &allitjuk

eld, amelynek soradn a taldlmény szerinti Osszekapcsoléasi
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eljarast alkalmazzuk.

A szilard fazisu szintézis kezdeti lépésében egy 5'-vé-
dett nukleozidot kapcsolunk valamely szildrd hordozdanyag-
hoz, eldnybsen szabalyos zsugoritott iliveg (CPG) hordozdhoz.
A nukleozidot a CPG hordozdhoz eldnydsen egy szukcinat
hiddal kapcsoljuk a nukleozid 3'-helyzetii hidroxilcsoportjan
keresztiil. A nukleozidnak a szildrd hordozéhoz tdrténd hoz-
zdkapcsolasdhoz azonban barmely ismert eljaras felhasznal-
haté. A CPG hordozéhoz kapcsolt 5'-védett nukleozid a keres-
kedelmi forgalomban hozzaférhetd.

Az elsd nukleozidnak a szildrd hordozdhoz tdérténd hoz-
z4kapcsolasat kdvetden a lanc meghosszabbitasat a kdvetkezd
lépések sorozatéval végezzik:

A megkdtdtt nukleozidrél eltavolitjuk az 5'-hidroxil-
csoport véddcsoportjat, hozzdadjuk az 5'-védett-3'-szili-
lezett nukleozidot és az aktivald reagenst, majd a reaga-
latlan lancot blokkoljuk.

A megkdtdtt nukleozid 5'-helyzetii hidroxilcsoportjat
blokkoldé véddcsoportot &altalaban savval, é6nyésen trikloér-
-ecetsavval tavolitjuk el.

Az aktivdlashoz a szililezett nukleozid hozz&adasat
aktivalészerként valamely gatolt bazis jelenlétében végez-
ziik. Az aktivalészerként eldnydsen alkalmazhatd gatolt
bazisokra, példaként emlithetd a 2,6-di-terc-butil-4-metil-
-piridin. 0ldészerként eldnydsen alkal%azhaté az acetonitril
és dimetil-formamid elegye. A reagalatlan lancot valamely

lezaré reagenssel, igy ecetsav-anhidriddel vagy N-metil-
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-imidazollal z&rjuk le, blokkoljuk.

A kivant oligonukleotid lanc el&allitésa utén a léancot
levalasztjuk a szildrd hordozérdl, és a véddcsoportokat a
szokasos médon eltdvolitjuk (lasd Gaits idézett miive).

A komplett lanc lehasit&sat a szil&rd hordozdérdl eld-
nydsen vizes amménia oldattal végezziikk izopropanolban és a-
cetonitrilben.

Az ismertetett szildrd fazisu szintézissel tetszdleges
hoszusigu, a nukleozidok k&z&tt szilox&n kdtéseket tartal-
mazé 3',5'-8sszekdtdtt nukleozid polimerek vagy oligonuk-
leotid analégok &llithaték eld.

Szakember szamara nyilvanvaldé, hogy barmely més oligo-
nukleotid szintézis mdédosithatdé analdg médon a nukleozidok
kdzdtt sziloxan kdtéseket tartalmazd oligonukleotid analdgok
eldillitdsa érdekében. Szakember szémira nyilvanvald to-
vabba, hogy a taldlmany szerinti eljards az ismert eljara-
sokkal kombin&lhatdé, mas tipusu internukleozid kdtéseket
vagy sziloxan kdtéseket és mas kotéseket egylittesen tar-
talmazd oligonukleotidok vagy oligonukleotid analdgok eld-
allitasa érdekében.

A taladlmany szerinti eljaras felhaszndlhatd tetszlleges
oligonukleozid szekvencidk eldallitasdhoz, amelyek olyan
bazisokat tartalmaznak, amelyek a természetes DNS és RNS
molekuldkban el&forduld bazisokat helygttesitve olyan oli-
gonukleotid analégokat képeznek, amelyek a kivant DNS vagy
RNS szegmenssel hibridizdlnak. Bazisként alkalmazhaté az

adenin (A), citidin (C), guanin (G), uracil (U), timin (T),
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valamint ezek médositott szarmazékai, példaul az 5-brém-
vagy 5-jéd-uracil, 5-metil-citozin, izocitozin (2-amino-4-
-oxo-pirimidin), izoguanin (2-oxo-6-amino-purin), inozin (6-
-oxo-purin), 5-vinil-uracil és 5-vinil-citozin.

A talalmany targyat kdzelebbrdl az alébbi példakkal
vilagitjuk meg anélkiil, hogy az oltalmi kor a példakra kor-

1la4tozddna.

1. példa
5'-0-Dimetoxi-tritil-3'-0-(5'-dimetil-szilil~-3'-0-

-acetil-timidil)-timidin

4,0 g (7,35 mmdl) 51'-0-dimetoxi-tritil-timidin 40 ml
CH,Cl,-ben &s 2,2 ml (16,16 mmél) trietilaminban felvett
oldatat lassan 0,948 g (0,89 ml, 7,35 mmol) diklér-dimetil-
-szilan 100 ml CH,Cl,-ben felvett olatdhoz fecskendezzlk -
-40 °C hdmérsékleten (szaraz jég és CH3CN), majd 3 éréan
keresztiil -40 °C hdmérsékleten kevertetjiik. Ezutédn 1,0 g
(3,5 mmdél) 3'-O-acetil-timidin és 2,2 ml (16,16 mndl) tri-
etilamin 25 ml CH,Cl,-ben felvett oldatat adjuk hozza, és a
reakcidelegyet 3 6ran keresztiil 0 °C hdmérsékleten kevertet-
jiik. A reakciét 25 ml 5 % vizes NaHCO3 hozzaadasaval le-
zarjuk. A vizes fézist kétszer 25 ml séoldattal mossuk, majd
natrium-szulfaton szaritjuk. A nyers terméket (5,3 g)
oszlopkromatografidsan, szilikagélen etil-acetat/hexan gra-

dienssel tisztitjuk.
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Kitermelés: 670 mg (22 %).

Rfg = 0,23 (EtOAc/hexan 7:3).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 9,02 (s, 1H, NH), 8,95
(s, 1H, NH), 7,64 (s, 1H), 7,50 (s, 1H), 7,41-7,27
(m, 9H), 6,84 (4, J=7,7 Hz, 4H), 6,38 (m, 2H), 5,19
(4, q=5,6 Hz, 1H), 4,61 (4, J=2,5 Hz, 1H), 4,4 (s,
2H), 3,87 (s, 2H), 3,79 (s, 6H), 3,39 (ABq, J=10,4
Hz,AYX = 67,3 Hz, 2H), 2,41-2,26 (m, 4H), 2,09 (s,
3H), 1,89 (s, 3H), 1,50 (s, 3H), 0,16 (s, 3H), 0,15
(s, 3H).

FABMS (TG/G, 5 % HOAc): (M+H)* = 884,6.

2. példa
5'~0-Dimetoxi-tritil-3'-0-(5'-0-diizopropil-szilil-

-timidil)-timidin

A médszer (gatolt bazis katalizis)

0,5 g (0,92 mmél) 5'-0O-dimetoxi-tritil-timidin és 47 mg
(0,23 mmdl) 2,6-di-terc-butil-4-metil-piridin 4 ml DMF-ben
felvett oldatat 0,2 g (1,0 mmdl) 2,6-di-terc-butil-4-metil-
-piridin és 0,30 ml (1,0 mmdl) diizopropil-szilil-bisz-tri-
fl14t 5 ml CH3CN-ben felvett oldat&hoz adagoljuk -40 °C h&-
mérsékleten. Az elegyet 30 percen keresztiil ezen a hdmérsék-
leten tartjuk, majd hagyjuk szobahdmérsékletre melegedni.
Hozz&adunk 70 mg (1,0 mmdél), majd 193 mg (0,8 mmdél) védd-

csoport nélkiili timidint. A reakcidelegyet 1 6ran keresztil

kevertetijiik, majd intenziv kevertetés kdzben 500 ml jeges
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vizhez csepegtetjilik. A kapott elegyet 30 percen keresztiil

kevertetjilk, majd szlirjiikk, a nyers terméket kromatografiasan

tisztitjuk.

Kitermelés: 70 %.

Rf =

0,45 (5 % MeOH/EtOAcC).

14-NMR (300 MHz, CDClj3): § = 9,85 (s, 2H, NH), 9,44

13¢

(s, 1H, NH), 7,64 (s, 1H), 7,41-7,24 (m, 10H), 6,84
(d, J=7,8 Hz, 4H), 6,33 (m, 2H), 4,65 (s, 1H), 4,43
(d, J=2,2 Hz, 1H), 4,11 (d, J=2,56 Hz, 1H), 4,00 (4,
J=3,36 Hz, 1H), 3,93 (ABg, J=3,7 Hz, 11,0 Hz, AY =
=24,6, 2H), 3,79 (s, 6H), 3,39 (ABq, J=3,0 Hz, 10,8
Hz, AY =49,5 Hz, 2H), 2,50-2,38 (m, 2H), 2,30-2,07
(m, 2H), 1,88 (s, 3H), 1,56 (s, 3H), 1,05-0,98 (m,
14H) .

NMR (CDCl;): & = 164,84, 164, 80, 159,40, 151,72
151,25, 144,89, 136,16, 136,01, 135,86, 130,60,
128,58, 127,75, 113,80, 112,10, 111,42, 87,48,
87,38, 85,76, 85,48, 73,90, 71,70, 63,82, 63,48,
60,75, 55,57, 41,71, 40,85, 21,24, 17,52, 17,47,

17,39, 14,35, 12,69, 12,18, 12,10, 11,85.

FABMS (TG/G): (M+H)T = 899.

Elemanalizis a C47Hg5gN4012S1i (mdltdmeg 898) Osszegképlet

alapjan:

szamolt:

talalt:

C 62,79 % H 6,50 % N 6,23 %;

Cc 61,83 % H 6,53 % N 6,23 %.
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B mbédszer (nem gitolt bazis katalizis)

3,54 g (6,65 mm6él) 5'-O-dimetoxi-tritil-timidin és 0,88
g (13,3 mmél) imidazol 18 ml DMF-ben felvett oldatat 1,22 g
(1,20 ml, 6,62 mmdl) diklér-diizopropil-szilan 4,5 ml DMF-
-ben felvett oldat&hoz csepegtetjiik -40 °C hdmérsékleten
(szdraz jég &és CH3CN). A reakcibelegyet 1 oran keresztiil
-40 °C hdmérsékleten kevertetjiik, majd 1,61 g (6,65 mmdl)
véddcsoport nélkiili timidin és 0,9 g (1,33 mmél) imidazol 15
ml DMF-ben felvett oldatat csepegtetjiik hozza. A reakcid-
elegyet 1 6ran keresztiil -40 °C hdmérsékleten kevertetijiik,
majd egy &jszaka alatt hagyjuk szobahdmérsékletre melegedni.
A reakcibelegyet ezut&n intenziv kevertetés kodzben 1 liter
jeges vizhez csepegtetjiikk, majd 30 percen keresztiil kever-
tetjiik. Az elegyet szlirjiik, a fehér csapadékot levegdn
szaritjuk, é&s szilikagélen 60-100 % EtOAc/hexan gradienssel
kromatografaljuk.

Kitermelés: 1,47 g (25 %).

3. példa
N6-Benzoil-2'-dezoxi~5'~-0-dimetoxi-tritil-3*'-0-

-(5'-diizopropil-szilil-timidil)-adenozin

3,28 g (5 mmél) N6-benzoil-2'-dezoxi-5'-0O-dimetoxi-
-tritil-adenozin és 0,68 g (10 mmdél) imidazol 15 ml DMF-ben
felvett oldatat lassan 0,9 ml (5 mmdél) diklér-diizopropil-
-szilan 1,5 ml DMF-ben felvett oldatadhoz csepegtetjiik

-40 °C hdmérsékleten (szaraz jég és CH3CN). A reakcibelegyet
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1 6ran keresztiil -40 °C h&mérsékleten kevertetijiik, majd 1,81
g (7,5 mmél) timidin és 0,51 g (7,5 mmél) imidazol 20 ml
DMF-ben felvett oldatat csepegtetjiik hozza. A reakcidelegyet
1 6ran keresztiil -40 °C hémérsékleten kevertetjiik, majd egy
éjszaka alatt hagyjuk szobahdmérsékletre melegedni. Ezutan
intenziv kevertetés kdzben egy liter jeges vizhez csepeg-
tetjiik, és 30 percen keresztiil kevertetjiikk. A csapadékot
sziirjilk, és szAritjuk. A kapott fehér, sziladrd anyagot (5,8
g) preparativ vékonyrétegkromatogr&fidsan (1 mm SiOj,
3 % MeOH/EtOAc) tisztitjuk.
Kitermelés: 50 mg, 38 %.
R = 0,32 (2 % MeOH/EtOAc).
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6§ = 9,99 (s, 1H, NH), 8,76
(s, 1H), 8,22 (s, 1H), 8,09 (d, J=7,8 Hz, 2H), 7,55-
-7,13 (m, 13H), 6,74 (m, 4H), 6,42 (t, J=5,8 Hz,
1H, 6,25 (t, J=6,0 Hz, 1H), 4,96 (d, J=5,4 Hz, 1H),
4,48 (s, 1H), 4,19 (d, J=3,8 Hz, 1H), 3,94 (s, 1H),
3,83-3,72 (m, 2H), 3,72 (s, 6H), 3,38 (d, J=3,4 Hz,
2H), 2,83-2,76 (m, 1H), 2,60-2,52 (m, 1H), 2,45-2,38
(m, 1H), 2,05-1,95 (m, 1H), 1,79 (s, 3H), 0,95 (m,
14H) .

FABMS (TG/G): (M-H)~ = 1011.
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4. példa

N4-Benzoil-2'-dezoxi-5'-0-dimetoxi-tritil-3'-0-(5"'~-

-0-diizopropil-szilil-timidil)-citidin

A cim szerinti vegyliletet a 3. példdban leirt médon &l-
litjuk eld. A nyers terméket preparativ vékonyréteg kromato-
grafidsan (1 mm SiO;, 3 % MeOH/EtOAcC) tisztitjuk.

Becsiilt kitermelés: 70 %.

Rf = 0,40 (2 % MeOH/EtOAc).

14-NMR (300 MHz, CDCl3): é = 9,54 (s,1H), NH), 8,21

(d, J=7,6 Hz, 1H), 7,94 (d, J=8,2 Hz, 2H), 7,59-7,24
(m, 14H), 6,83 (d, J=8,4 Hz, 4H), 6,25 (m, 2H),

4,58 (s, 1H), 4,46 (s, 1H), 4,17 (s, 1H), 4,07-3,80

(m, 3H), 3,77 (s, 6H), 3,39 (ABg, J=3,0 Hz, 10,9 Hz,
AX = 29,1 Hz, 2H), 2,84-2,78 (m, 1H), 2,46-2,41 (m,

1H), 2,14-1,79 (m, 2H), 1,84 (s, 3H), 0,98 (m,

14H) .

FABMS (NBA): (M-H)~ = 987.

5. példa

3'-gzililezett-N4-benzoil-2'-dezoxi~-5'-0O-dimetoxi-

-tritil-citidin

A mbédszer

260 mg (0,4 mmdél) N4-benzoil-2'-dezoxi-5'-O-dimetoxi=-
-tritil-citidin és 52 mg (0,8 mmdl) imidazol 1,6 ml CH3CN-

-ben felvett oldatat lassan 72 ul (0,4 mmdél) diklér-diizo-
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propil-szilan 0,4 ml CH3CN-ben felvett oldatahoz csepeg-
tetjlik -40 °C hdémérsékleten (szdraz jég &és CH3CN). A reak-
cibelegyet 30 percen keresztiil -40 °C hdmérsékleten, majd 30
percen keresztiil szobahdmérsékleten kevertetjiik. A reakcib-
. elegyet sziirjiik, a terméket (3'-O-szililezett citidin) osz-
lopkromatografidsan szilikagélen 60 % EtOAc/hexan - 100 %
EtOAc - 1 % MeOH/EtOAc gradienssel tisztitjuk.
Kitermelés: 100 mg (28 %).
Rg = 0,71 (0,5 ¥ MeOH/EtOAcC).
Izolalhaté tovabba 50 mg 3',3'-szimmetrikus C-C dimer.
lH-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 8,43 (d, J=7,6 Hz, 1H),
7,88 (d, J=8,2 Hz, 2H), 7,60-7,26 (m, 13H), 6,87
(d, J=8,4 Hz, 4H), 6,25 (t, J=6,5 Hz, 1H), 4,71 (m,
1H), 4,10 (m, 1H), 3,80 (s, 6H), 3,48 (ABq, J=3 Hz,
11 Hz, AY =30 Hz, 2H), 2,67 (m, 1H), 2,35 (m, 1H),
0,97 (m, 14H).

FABMS (TG/G): (M+H)t = 884,6.

B médszer

A 3',3'-szimmetrikus dimer mennyiségének cstkkentése
érdekében 2,0 g (3,08 mmdél) N4-benzoil-2'-dezoxi-5'-0-
-dimetoxi-tritil-citidin 5 ml DMF és 2 ml CH3CN elegyében
felvett oldatat -40 °C hdmérsékleten (szadraz jég és CH3CN)
1,0 ml (3,38 mmdél) diizopropil-szilil-bisz-triflat és 700 mg
(3,38 mmél) 2,6-di-terc-butil-4-metil-piridin 8 ml CH3CN-ben
felvett oldatdhoz csepegtetjiik. A reakcidelegyet 30 percen

keresztiil -40 °C hdmérsékleten kevertetjlik, majd a terméket
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vékonyrétegkromatografidsan tisztitjuk.

6. példa
5'-0-Dimetoxi-tritil-3'-0-(5'-0-diizopropil-szilil-ti-

midil)-timidin detritilezése

200 mg (22 mmdl) cim szerinti vegylilet 4 ml CH;Cly-ben
felvett oldatat 6 ml, CHpCly-ben felvett, 3 %-os triklér-
~ecetsav oldathoz adagoljuk. A halvany narancssérga szini
oldatot 10 percen keresztiil szobah®mérsékleten kevertetjiik,
majd 5 ml 5 % vizes NaHCO3-hoz ontjiik, és 5 ¥ MeOH/EtOAc
elegyével extrahidljuk. A szerves fazist 10 ml sboldattal
mossuk, nAtrium-szulfiton sz&ritjuk, és a nyers terméket
oszlopkromatogrdfidsan szilikagélen EtOAc/hex&n 60:40 - 10 %
MeOH/EtOAc gradienssel tisztitjuk.

Kitermelés: 90 mg (70 %).

Rf = 0,40 (10 % MeOH/EtOAc).

1H-NMR (300 MHz, CD30D): § = 7,54 (s, 1H), 7,28 (s,

1H), 6,03 (m, 2H), 4,46 (m, 1H), 4,18 (m, 1H),
3,82-3,69 (m, 3H), 3,50 (m, 4H), 2,06-1,97 (m, 4H),
1,62 (s, 6H), 0,85 (m, 14H).

FABMS (TG/G): (M+H)t = 597,3.



..
.

- 22 -

7. példa
5'-0-Dimetoxi-tritil-3'-0-[5'-0-diizopropil-szilil-ti-
midil-3'-0-(5'=-0-diizopropil-szilil-tiidil) J-timidin
Chem. Abstr. Index név: timidin, 5'-0-[bisz(1-metil-
-etil)-szililén]-5'-0-defoszfinoko-timidili-(5' -» 3"')-
-5'-0-[bisz (1-metil-etil)-szililén]-5'-0-defoszfiniko-
-timidilil-(5' - 3')-5'-0-[bisz(4-metoxi-fenil)-fenil-

-metil}-

A mbédszer

8,0 g (14,7 mmdél) 5'-O-dimetoxi-tritil-timidin és 2,0 g
(29,94 mmél) imidazol 40 ml DMF-ben felvett oldatat lassan
2,72 g (2,64 ml, 14,7 mmdél) diklér-diizopropil-szilan 10 ml
DMF-ben felvett oldatdhoz csepegtetjiik -40 °C hOmérsékleten
(szaraz jég és CH3CN). A reakcibelegyet 1 Sréan keresztiil
-40 °C hd®mérsékleten kevertetjiik, majd 3,56 g (14,7 mmél)
timidin és 2,0 g (29,4 mmdél) imidazol 40 ml DMF-ben felvett
oldatat csepegtetjiik hozz&4. A reakcidelegyet 1 6ran keresz-
tiil -40 °C hdmérsékleten kevertetjiikk, majd nitrogén atmosz-
féra alatt 2,72 g (2,64 ml, 14,7 mmél) 10 ml DMF-ben felvett
oldat&hoz csepegtetjilk -40 °C hdmérsékleten. A reakcidele-
gyet 1 6ran keresztiil -40 °C hdémérsékleten kevertetjiik. Ezu-
téan 3,56 g (14,7 mndl) timidin és 2,0 g (29,4 mmdél) imidazol
40 ml DMF-ben felvett oldatat adjuk hozz&a, és 1 éran Kkeresz-
tiil -40 °C hémérsékleten kevertetjiik. A kapott elegyet in-
tenziv kevertetés kdzben 2 liter jeges vizre csepegtetjiik,

majd 30 percen keresztiil kevertetjiik. A csapadékot szlirjik,



- 23 -

és levegdn széritjuk. A fehér szildrd anyagot (27 g) 150 g
szilikagélen 60-100 % EtOAc/hexé&n gradienssel oszlopkromato-
grafiasan tisztitjuk.

Kitermelés: 1,8 g (10 %).

B_mdédszer

1,0 g (1,11 mmdél) 5'-O0-dimetoxi-tritil-3'-0-(5'-0-di-
izopropil-szilil-timidil)-timidin és 60 mg (0,28 mmél) 2,6-
-di-terc-butil-4-metil-piridin 3 ml DMF-ben felvett oldatéat
0,504 g (0,360 ml, 1,22 mmdl) diizopropil-szilil-bisz-tri-
flat és 0,25 g (1,22 mmél) 2,6-di-terc-butil-4-metil-piri-
din 3 ml CH3CN-ben felvett oldatdhoz csepegtetjlik -40 °C
hémérsékleten (szdraz jég és CH3CN). A reakcidbelegyet 1 6réan
keresztiil -40 °C hdmérsékleten kevertetjiik, majd 0,16 g
(1,22 mmél) imidazol 2,5 ml CH3CN-ben felvett oldatat adjuk
hozz&, é&s a reakcidelegyet szobahdmérsékletre melegitjiik.
0,269 g (1,11 mmél) timidin 2 ml DMF-ben felvett oldatéat
adjuk hozza, és 1 6réan keresztiil kevertetjlik, majd intenziv
kevertetés kézben 1 liter jeges vizre csepegtetjlik. 30 per-
cen keresztiil kevertetijiik, majd a csapadékot sziirjik, és le-
vegdn szaritjuk. A kapott fehér szildrd anyagot (1,5 g) 20
ml hexannal elkeverjiik.

Kitermelés: 1,05 g (76 %).

Rf = 0,38 (5 % MeOH/EtOAc).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 7,62 (s, 1H), 7,36-7,22

(m, 11H), 6,80 (d, J=7,7 Hz, 4H), 6,36-6,22 (m, 3H),

4,62-4,54 (m, 2H), 4,45 (m, 1H), 4,06-3,83 (m, 7H),
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3,75 (s, 6H), 3,36 (ABq, J=10 Hz, AY= 47,6 Hz, 2H),
2,45-2,30 (m, 3H), 2,28-2,14 (m, 1H), 2,13-2,00 (m,
2H), 1,85 (s, 3H), 1,81 (s, 3H), 1,48 (s, 3H), 0,98
(m, 28H).
13c-NMR (CDCl3): 6§ = 164,54, 164,45, 164,33, 159,00
151,12, 150,99, 144,40, 135,73, 135,51, 135,40,
130,15, 128,16, 113,37, 111,54, 111,32, 111,07,
87,50, 87,02, 85,23, 85,02, 73,35, 72,98, 71,24,
63,28, 63,02, 55,15, 41,33, 40,64, 40,25, 17,04,
17,00, 16,92, 12,26, 11,70, 11,59, 11,53, 11,47.
FABMS (TG/G): (M+H)* = 1252,5.
Elemanalizis a Cg3HgyNgO17SI; (mdltdmeg 1253,6) Osszeg-
képlet alapjan:
szadmolt: C 60,38 %, H 6,71 %, N 6,71 %;

talqlt: C 60,44 %, H 6,84 %, N 6,56 %.

8. példa

5'-0~Dimetoxi-tritil-trimer detrililezése

0,80 g (0,638 mmdl) 5'-O-dimetoxi-tritil-trimer 12 ml
CH,Cly-ben felvett oldatat 14 ml 3 térfogat%-os triklér-
-ecetsav/CH;Cl, elegyhez adjuk. A halvany narancssarga
oldatot 1 6ré&n keresztiil szobahdmérsékleten kevertetjiik,
majd 15 ml 5 % vizes NaHCO3-ra o&ntjiik, és 5 % MeOH/EtOAc
eleggyel extrahaljuk. A szerves fazist 20 ml sdoldattal
mossuk, és natrium-szulfaton szaritjuk. A terméket szilika-

gélen 100-95 % EtOAc/MeOH gradienssel oszlopkromatografidsan
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sboldattal mossuk, és natrium-szulfaton szaritjuk. A
terméket preparativ reverz fazisu HPLC segitségével
(Ultrasphere ODS, 20 % 0,01 mél/1 trietil-amménium-acetat,
pH = 7,5, 80 % CH3CN) tisztitjuk.
Kitermelés: 10 mg (31 %).
Re = 0,16 (5 % MeOH/EtOAcC).
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 7,65 (s, 1H), 7,39-7,26
(m, 12H), 6,85 (4, J=7,7 Hz, 4H), 6,38-6,27 (m,64H),
4,66-4,45 (m, 4H), 4,10-3,85 (m, 10H), 3,80 (s,
6H), 3,39 (ABq, J=11 Hz, AY =45 Hz, 2H), 2,45-2,08
(m, 8H), 1,92 (s, 3H), 1,90 (s, 3H), 1,87 (s, 3H),

1,56 (s, 3H), 1,03 (m, 42H).

FABMS (TG/G): (M+H)t = 1608,3.
(M+Na)* = 1630,0.
10. példa

8zilil-hidakat tartalmazé pentatimidil nukleotid analédg

73 mg (58,4 umbdl) 5'-dimetoxi-tritil-trimer és 6 mg
(29,2 umdl) 2,6-di-terc-butil-4-metil-piridin 600 pl DMF-ben
felvett oldatat lassan 17,5 ul (58,4 umdl) diizopropil-
-szilil-bisz-triflat és 12 mg (58,4 umbél) 2,6-di-terc-butil-
-4-metil-piridin 300 ul DMF-ben felvett oldatahoz csepeg-
tetjiikk egy hiitdtt, 5 ml-es gdmblombikban -40 °C hdmérsékle-
ten (szaraz jég és CH3CN). A reakcidelegyet 1 6ran keresztil
kevertetjiik, majd 50,6 mg (55,5 umdl) detritilezett dimer és

6,75 mg (100 pmdél) imidazol 300 ul DMF-ben felvett oldatat
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adjuk hozz&. A reakcidelegyet 1 6ran keresztiil -40 °C homér-
sékleten kevertetjiik, majd szobahdmérsékletre melegitjilik. 2
ml 5 % vizes NaHCO3 oldatot adunk hozza, kétszer 10 ml
CHCl3-mal extrahdljuk, 2 ml séoldattal mossuk, é&s natrium-
-szulfaton szaritjuk.

FABMS (TG/G):F(M+H)+ = 1961.

Fragmens ionok: 1900, 1607, 1252, 898 és 544.

FABMS (NBA): (M-H)~ = 1961.

11. példa

Timidin-dekanukleotid szilard fazisu szintézise
A. Monomer szintézis egység eld&llitasa

0,60 ml (2 mmoél) diizopropil-szilil-bisz-triflatot
csepegtetiink 0,41 g (2 mmdl) 2,6-di-terc-butil-4-metil-
-piridin 5 ml CH3CN-ben felvett oldatihoz egy 100 ml-es
gémblombikban nitrogén atmoszféra alatt. A tiszta oldatot
=40 °C hOmérsékletre (szaraz jég és CH3CN) hiitjiik, és 1,0 g
(1,84 mmdl) 5'-O-dimetoxi-tritil-timidin és 94 mg (0,46
mmol) 2,6-di-terc-butil-4-metil-piridin 5 ml DMF-ben felvett
oldatat csepegtetjiik hozza 10 perc alatt. A reakcibelegyet 1
O6ran keresztiil -40 °C hé&mérsékleten keverte£jﬁk, majd 250 mg
(3,7 mm6l) imidazol 4 ml DMF-ben felvett oldatat adjuk
hozza, véglil 5 ml CH3CN-nel 0,1 mé1/1 végsd koncentricidra

higitjuk.
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B. A dekanukleotid eldallitasa

Az elegyet szobahdmérsékletre melegitjiik, majd szilard
fazisu automatikus szintetiz&torban dekanukleotidot &llitunk
eld.

lH-NMR (300 MHz, CD3OH): é§ = 7,55-7,47 (m, 10H),

6,23-6,33 (m, 10H), 4,69 (s, br, 9H), 4,40 (s, br,
1H), 4,10-3,40 (m, 19H), 3,25-3,08 (m, 1H), 2,55-
-2,20 (m, 20H), 1,87 (s, br, 27H), 1,30 (s, br,

3H), 1,08 (m, 126H).

FABMS (TG/G): (M-H)~ = 3434,2;
(M+H)t = 3433,7.
FABMS (NBA): (M-H)~ = 3435,2.

Képlet: C154H248N200507 méltomeg: 3432,5.

12. példa
5'=-0-Dimetoxi-tritil-3'-0-(5'~-0-dimetoxi-tritil-3'-
-0-(5'~-0-diizopropil-szilil-timidil)-timidin-3'-N,N-

~diizopropil-(2-ciano-etil)-foszforamidit

90 mg (0,1 mmdl) 5'-O-dimetoxi-tritil-dimert 6 ml
tetrahidrofurdn/piridin 2:1 elegybdl kétszer beparlunk, majd
500 ul THF-ben oldjuk, és kevertetés kozben 4 mg 4-dimetil-
-amino-piridin, 87 pl (0,4 mmdél) CaHp-bdl desztillalt di-
izopropil-etil-amin és 28,77 ul (0,15 mmdél) 2-ciano-etil-
-N,N-diizopropil-klér-foszforamidit 500 ul THF-ben felvett

oldatdhoz csepegtetjiik nitrogén atmoszféraban szobahdmér-
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sékleten. A reakcibelegyet 2 Oréan keresztiil kevertetjiik,
majd a nyomnyi 5'-O-dimetoxi-tritil-3'-0-(5'-0-diizopropil-
-szilil-timidil)-timidin eltavolitédsa érdekében tovabbi
5 pl (0,025 mmdél) 2-ciano-etil-N,N-diizopropil-klér-fosz-
foramiditet adunk hozz&. A reakcidelegyet 1 6ré&n keresztiil
kevertetjilkk, 10 ml EtOAc-t (5 ml sbéoldattal eldre mosva)
adunk hozza, kétszer 2 ml sdéoldattal mossuk, és natrium-
-szulfaton szaritjuk. A nyers terméket oszlopkromatogra-
fidsan szilikagélen EtOAc/hexan 1:1 eleggyel tisztitjuk.
Kitermelés: 82 mg (74,5 %).
Rg = 0,70 (1 % MeOH/EtOAc).
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 8,96 (s, br, 1H),
7,64 (s, 1H), 7,40-7,22 (m, 10H), 6,84 (d, J=8,8 Hz,
4H), 6,40 (t, J=6,5 Hz, 1H), 6,27 (t, J=6,5 Hz,
1H), 4,67 (m, 1H), 4,53 (m, 1H), 4,10 (m, 2H),
3,93 (m, 1H), 3,87 (m, 1H), 3,80 (s, 6H), 3,61
(m, 2H), 3,39 (ABq, J=4 Hz, 10 Hz, AY=42 Hz, 2H),
2,64 (m, 2H), 2,53-2,05 (m, 4H), 1,86 (s, 3H),
1,51 (s, 3H), 1,26 (m, 2H), 1,17 (m, 12H), 1,01
(m, 14H).
13c-NMR (CDCl3): & = 163,58, 163,44, 158,72,
150,14, 144,18, 135,47, 135,25, 129,99, 127,99,
27,16, 117,58, 113,26, 111,16, 111,02, 110,94,
86,96, 86,23, 85,82, 85,74, 84,90, 84,74, 84,64,
73,41, 73,22, 63,40, 62,89, 62,70, 58,25, 58,17,
57,98, 57,87, 55,23, 43,36, 43,17, 41,47, 39,69,

39,47, 24,52, 24,44, 22,96, 20,42, 20,32, 17,24,
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17,05, 12,44, 11,92, 11,71, 11,57.
31p-NMR (CDClj, referencia H3PO4): & = 149,16.
IR (KBr): 3192, 3058, 2965, 2932, 2868, 2838, 2246,
1693, 1608, 1510, 1465, 1398, 1382, 1365, 1322,
1289, 1274, 1251, 1199, 1179, 1158, 1129, 1084,
1064, 1035, 1003, 978, 913, 885, 828, 812, 794,
773, 756, 727, 702 cm~1l.
FABMS (NBA): (M+H)t = 1099.
Elemanalizis a CggHy5NgO13PSi (mbéltdmeg 1100) Ssszeg-
képlet alapjéan:
szamolt: C 61,19 %, H 6,88 ¥, N 7,64 %;

taldlt: C 60,60 %, H 6,87 %, N 7,60 %.

13. példa
5'-0O-Dimetoxi-tritil-3'-0-[5'-0-diizopropil-szilil-
-timidil-3'-0-(5'-0-diizopropil-szilil-timidil)-timi~-
din-3'-N,N-diizopropil-(2-ciano-etil)~-foszforamidit

(trimer)

550 mg (0,44 mmdl) 5'-dimetoxi-tritil-trimert 20 ml THF
€s 10 ml piridin elegyébdl kétszer beparlunk, majd 2 ml
CHyCljy-ben oldjuk, és 20 mg 4-dimetil-amino-piridin,
370 ul (1,69 mmdl) CaHy-bdl desztillalt diizopropil-etilamin
és 120 pl (0,64 mmdl) 2-ciano-etil-N,N-diizopropil-klér-
-foszforamidit 2,0 ml CH,Cly-ben felvett oldaté&hoz
csepegtetjiik kevertetés kdzben nitrogén atmoszféraban 0 °C

hdmérsékleten. A reakcidelegyet szobahdmérsékletre mele-
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gitjiik, 1 6ran keresztlil kevertetjiik, 50 ml EtOAc-ba (25 ml
sboldattal eldre mosva) Ontjiik, kétszer 20 ml sdoldattal
mossuk, &s natrium-szulfiaton szaritjuk. A nyers terméket
oszlopkromatografidsan (10 g szilikagél, EtOAc) tisztitjuk.
Kitermelés: 320 mg (64 %).
Reg = 0,76 (EtOAcC).
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6§ = 7,63 (s, 1H), 7,41-7,22
(m, 11H), 6,83 (d, J=7,8 Hz, 4H), 6,40-6,24 (m, 3H),
4,67-4,54 (m, 3H), 4,13-3,85 (m, 7H), 3,75 (s, 6H),
3,55 (m, 2H), 3,48-3,28 (m, 2H), 2,74 (t, J=6 Hz,
2H), 2,45-2,03 (m, 6H), 1,88 (s, 3H), 1,83 (s, 3H),
1,50 (s, 3H), 1,28-1,13 (m, 14H), 1,00 (m, 28H).

FABMS (NBA): (M-H)~ = 1453.

14. példa
5'-0-Dimetoxi~-tritil-3'-0-(3'-0-dimetoxi-tritil-timi~-

dil)-timidin (3',3'-dimer)

A 3',5'-timidin-timidin-dimer 14. példa szerinti szili-
lezése soran fé melléktermékként 3',3'-dimer keletkezik. A
cim szerinti vegyililetet a nyers reakcidtermékbdl (800 mg)
oszlopkromatografiasan (szilikagél, 60-90 % EtOAc/hexéan)
izolaljuk.

Rg = 0,41 (60 % EtOAc/hexén).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6§ = 9,95 (s, br, 1H, NH),

8,63 (s, br, 1H, NH), 7,51 (s, 2H), 7,35-7,15 (m,

18H), 6,77 (4, J=8,7 Hz, 8H), 6,34 (m, 2H), 4,57
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(a8, J=4,3 Hz, 2H), 3,91 (s, 2H), 3,71 (s, 12H), 3,24
(ABq, J=2,8 Hz, 10,7 Hz, AX=54 Hz, 4H), 2,46 (m,
2H), 2,26 (m, 2H), 1,46 (s, 6H), 0,88 (m, 14H).

FABMS (NBA): (M-H)~ = 1200,1.

15. példa
N6-Benzoil-2'-dezoxi-5'-0O-dimetoxi-tritil-3'-o-

-(3'-0-diizopropil-szilil-N6-benzoil-2'-dezoxi-

=5'=0-dimetoxi-tritil-adenozil)-adenozin

A 3',3'-adenozin-timidin-dimer eldallitasa sorén a
szililezési 1épés f& melléktermékeként 3',3'-dimer ke-
letkezik. A nyers termék (100 mg) egy részét preparativ
vékonyrétegkromatografidsan (1 mm SiO;, 3 % MeOH/EtOAc)
tisztitva tiszta végterméket kapunk.

Rg = 0,45 (90 % EtOAc/hexén).

1H-NMR (300 MHz, CDCl;): § = 8,60 (s, 2H), 8,14

(s, 2H), 8,00 (d, J=8Hz, 2H), 7,62 (s, 2H), 7,57-
-7,04 (m, 22H), 6,73 (d, J=9 Hz, 8H), 6,38 (m,
2H), 4,79 (m, 2H), 4,14 (m, 2H), 3,68 (s, 12H),
3,52-3,24 (m, 4H), 2,86 (m, 2H), 2,51 (m, 2H),

0,98 (m, 14H).

FABMS (NBR): (M+H)t = 1428,3;

(M-H)~ = 1426,4.
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16. példa
N4-Benzoil-2'-dezoxi-5'-0-dimetoxi-tritil-3'-
-0-(3'-0-diigopropil-szilil-N4-benzoil-2'-dezoxi-

-5'=0-dimetoxi-tritil-citidil)-citidin

Az N4-benzoil-2'-dezoxi-5'-0O-dimetoxi-tritil-citidin 15.

példa szerinti szililezése sorén f& melléktermékként 3',63'-

-dimer keletkezik. Ezt a dimert a nyers reakcibelegybdl

oszlopkromatografiidsan (szilikagél, 60-100 %¥ EtOAc/hexé&n -

-1 % EtOAc/MeOH gradiens) tisztitva cim szerinti vegyliletet

kapunk.

Re = 0,31 (1 % MeOH/EtOAc).

ly-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 8,82 (s, br, 1H, NH),

8,28 (d, J=8 Hz, 1H), 8,25 (d, J=8 Hz, 1H), 7,89 (m,

4H), 7,63-7,24 (m, 26H), 6,85 (m, 8H), 6,23 (m, 2H),

4,57 (m, 2H), 4,20 (m, 2H), 3,80 (s, 12H), 3,50-3,23

(m, 4H), 2,60 (m, 2H), 2,15 (m, 2H), 0,96 (m, 14H).

FABMS (NBA): (M+H)t = 1379,2;

(M-H)~

1378,2.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras nukleozidok szilox&n-hiddal tdrténd Ossze-
kapcsolasara, azzal jellemezve, hogy egy 3'-szililezett-
-5t'~védett nukleozidot véddcsoport nélkiili nukleoziddal
reagaltatunk bazis katalizis jelenlétében.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy

R

-0-8i-0-

R
altal&nos képleti sziloxdn-hidat alakitunk ki, a képletben

R jelentése egymastdl filiggetleniil 1-6 szénatomos alkil-
csoport.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy a képletben
R jelentése izopropilcsoport vagy metilcsoport.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy tovabbi lépésekként

a) egy 5'-védett nukleozidot egy bifunkciondlis
szililezd reagenssel szilileziink,

b) a szililezett nukleozidot véddcsoport nélkiili
nukleoziddal reagdltatjuk bazis katalizis Jje-
lenlétében, és

c) az a) és b) lépéseket ismételve oligonukleotid
analdégot &llitunk el?d.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, az-

zal jellemezve, hogy szililezett nukleozidként és véds-
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csoport nélkiili nukleozidként monomer nukleozidot alkalma-
zunk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy monomer nukleozidként timidint, N6-benzoil-dezoxi-a~-
denozint, N4-benzoil-dezoxi-citidint és/vagy N2-izobu-
til-dezoxi-guanozint alkalmazunk.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy szililezett nukleozidként az oligo-
nukleotid vagy oligonukleotid analég 3'-termindlis nukleo-
zidjat alkalmazzuk.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaréas, az-
zal jellemezve, hogy véddcsoport nélkilili nukleozidként egy
oligonukleotid vagy oligonukleotid analég 5'-termindlis nuk-
leozidjat alkalmazzuk, ahol a 3'- é&s 5'-termindlis nukleozi-
dok véddcsoport nélkiil allnak.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy a reakcidét aprotikus olddszerben
hajtjuk végre.

10. A 9. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy a reakcidt semleges vagy lugos aprotikus oldébészerben
hajtjuk végre.

11. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy aprotikus oldészerként 2,6-di-terc-butil-4-metil-piri-
din acetonitril és dimetil-formamid elegyében felvett
oldatat alkalmazzuk.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,

azzal jellemezve, hogy sztérikusan gatolt bazikus katalizist
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alkalmazunk.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy bazikus katalizatorként 2,6-di-terc-
-butil-4-metil-piridint alkalmazunk.

14. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy bifunkciondlis szililezd reagensként (I) &altalénos
képleti

R
—Rl-s';i-Rl

R
vegyliletet alkalmazunk, a képletben

R jelentése egymastdl filiggetlenlil 1-6 szénatomos alkilcso-
port, )
Rl jelentése egymastdl filiggetleniil lehasadé csoport.
15. A 14. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy Rl jelentése klératom vagy -S0,CF3 képletili csoport.

16. A 14. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,

hogy R jelentése egymastdl fliggetleniil izopropilcsoport vagy

metilcsoport.
A meghatalmazott:
. . , DANUBIA "
R . !{ Lot szanadalimi és¥gdlew ‘f°d?m
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