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1. Wstep

pierwszym etapie rozwoju strategii antysensowej, poczynajac od pio-

nierskich prac Zamecnika i Stephensona [1], jako inhibitoréw ekspresji
,hiechcianych” gendéw uzywano syntetycznych oligodeoksyrybonukleotyddw
o strukturze fosfodiestrow, identycznej do jednoniciowych fragmentéw natu-
ralnego DNA. WKkrotce okazato sie jednak, ze takie ,,normalne” oligonukleotydy
posiadajg dwie wady, ktére w istotny sposéb ograniczajg ich zastosowanie:
sa niezwykle wrazliwe na hydrolityczng degradacje katalizowang przez obecne
w komoérkach nukleazy (zwiaszcza 3'-egzonukleazy [2]), oraz posiadajg ogra-
niczone zdolnos$ci do migracji przez btony komérkowe [3]. Stanowito to imputs
do poszukiwania analogéw oligonukleotydéw, ktére zachowujac podstawowy
element struktury odpowiedzialny za wkasciwosci hybiydyzacyjne, tj. obecno$é
w czgsteczce zasad nukleinowych (badZ ich analogéw) rozmieszczonych w taki
spos6b, aby mozliwe byto utworzenie wigzan wodorowych typu Watsona-Cri-
cka z komplementarng nicig RNA, posiadatyby wyzsza trwato$¢ na degradacje
nukleolityczng oraz lepsze wiasciwosci przenikania przez btony biotogiczne.
Artykut ten zawiera przeglad metod umozliwiajgcych chemiczng synteze ta-
kich oligomeréw. Bardziej szczegétowy opis zawierajg wydane niedawno mono-
grafie [4 - 6] oraz cytowane w nich prace oryginalne.

2. Analogi oligonukleotydéw zachowujace szkielet
fosforanowo-cukrowy

Analogi zachowujgce szkielet fosforanowo-cukrowy sg najblizej spokrew-
nione pod wzgledem stmktury z ,,normalnymi” oligodeoksyiybonukleotydami
i drogi prowadzace do ich syntezy sa czesto modyfikacjami procedur synte-
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tycznych stuzacych do otrzymywania naturalnych fragment6w jednoniciowego
DNA. Krotka prezentacja najwazniejszych metod syntezy niemodyfikowanych
oligodeoksyrybonukleotydow utatwi zatem opis drog syntezy ich modyfikowa-
nych analogéw.

2.1. Niemodyfikowane oligonukleotydy

Synteza z uzyciem amidofosfoiynowych pochodnych nukleozydéw zapro-
ponowana przez Caruthersa [7], bedaca rozwinieciem oryginalnej idei Letsin-
gera [8], jest aktualnie najbardziej efektywnym sposobem otrzymywania oligo-
deoksyrybonukleotydéw. W metodzie tej (rys. 1) grupa 5'-OH rosnacego tan-
cucha oligonukleotydowego, przytaczonego kowalencyjnie poprzez grupe 3'-OH
i odpowiedni tacznik (LCA) do statego nosnika (najczesciej granulki szklane
0 kontrolowanej porowato$ci — CPG), reaguje z uzytg w 20-krotnym nad-
miarze 3'-0-J3-cyjanoetylo-N,N-diizopropyloamidofosforynowg pochodng nu-
kleozydu wobec tetrazolu jako katalizatora (etap kondensacji). Utworzony fo-
sforyn jest w kolejnym etapie S3mtezy utleniany roztworem jodu w obecnosci
wody do pochodnej fosfotriestrowej, a nieprzereagowane grupy 5'-OH sg blo-
kowane przez acetylowanie [capping]. PrzejScie do kolejnego cyklu syntely
wymaga usuniecia kwasolabilnej grupy dimetoksytiytylowej (DMTr) z termi-
nalnej funkcji 5'-OH za pomoca roztworu kwasu dichlorooctowego. Wydajnos¢
przytaczenia kolejnego nukleotydu w metodzie amidofosforynowej przekracza
99%, a Sredni czas trwania pojedynczego cyklu syntezy wynosi 7-8 min.
Grupa j3-cyjanoetylowa ostaniajaca funkcje fosforanowg jest usuwana w tra-
kcie hydrolitycznego uwalniania zsyntetyzowanego oligonukleotydu ze statego
nosnika roztworem amoniaku. Po usunieciu grup blokujacych zasady nuklei-
nowe oligonukleotyd jest oczyszczany metodg chromatografii cieczowej
(HPLC).

W drugiej potowie lat osiemdziesigtych jako konkurencyjna w stosunku
do metody amidofosforynowej s)mtezy oligodeoks3rrybonukleotyddw zostata wpro-
wadzona przez Stawinskiego oraz Froehlera tzw. metoda H-fosfonianowa
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Rys. 1. Metoda amidofosfoiynowa. Symbolem B oznaczone sg blokowane zasady nukleinowe;
tymina, N”-benzoilocytozyna, N”-benzoiloadenina, N”-izobutyryloguanina.
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Rys. 2. Metoda H-fosfonianowa.

[9,10], oparta na oryginalnej koncepcji Todda [11]. Metoda ta jest réwniez
realizowana w sposOb zautomatyzowany, na statym nosniku. Jej zaletg jest
wyzsza trwatos¢ nukleotydowych prekursoréw oraz brak koniecznosci bloko-
wania grupy fosforanowej w trakcie syntezy. W metodzie H-fosfonianowej
(lys. 2) grupa 5'-OH rosnacego tancucha oligonukleotydowego reaguje z 3'-
H-fosfonianem nukleozydu aktywowanym za pomocg sterycznie zawadzonego
halogenku acylowego takiego jak chlorek piwaloilu lub chlorek adamantoilu.
Proces utleniania do pochodnej fosfodiestrowej jest realizowany po zakohcze-
niu S3mtezy catego tancucha oligonukleotydowego, jednoczesnie w stosunku
do wszystkich intemukleotydowych mostkéw H-fosfonianowych. Jako czynnik
utleniajacy stosuje sie roztwor jodu w obecnosci wody lub roztwér wodoro-
nadtlenku tert-butytowego. Pozostale etapy cyklu syntetycznego (,,detrytyla-
cja”, capping) sa identyczne jak w metodzie amidofosfoiynowe;j,
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Rys. 3. Metoda fosfotriestrowa.
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Trzecim sposobem syntezy oligonukleotydow, ktéry warto tu wymienic jest
tzw. metoda fosfotriestrowa. Pomimo to, ze dominowata ona w syntezie oligo-
nukleotydéw do poczatku lat osiemdziesigtych, aktualnie traktowana jest jako
metoda ,z wyboru” jedynie do syntezy na duzg skale preparatywna [12]
W metodzie tej (rys. 3) grupa 5'-OH rosngcego fancucha oligonukleotydowego
reaguje z 3'-fosfodiestrowg pochodng nukleozydu po jej aktywacji za pomocg
3-nitro-triazolidu kwasu 2,4,6-trlizopropylobenzenosulfonowego (MSNT), dajac
produkt o strukturze ,,utlenionego” fosfotriestm. W wielu znanych wariantach
metody fosfodiestrowej uzywano réznych aktywatorow o strukturze azolidéw
kwaséw arenosulfonowych oraz réznych grup ostaniajacych funkcje fosfora-
nowa.

2.2. Oligometylofosfoniany* nukleozyddw

W metylofosfonianowych analogach oligonukleotydéw na kazdym intemu-
kleotydowym atomie fosforu jeden z niemostkowych atoméw tlenu jest zasta-
piony grupa metylowa. Powoduje to zanik tadunku ujemnego na intemukleo-
tydowych resztach fosforanowych, a przez to zwiekszong lipofilowos¢ oligo-
nukleotydéw, bez wprowadzania zawady przestrzennej przy atomie fosforu.
Miller i Tso [13] otrzymali metylofosfoniany stosujac zmodyfikowang metode
fosfotriestrowg oraz MSNT jako czynnik kondensujacy (rys. 4a). Jako odmiane
metody fosfotriestrowej nalezy tez uzna¢ sposéb syntezy metylofosfonianow,
w ktérym uz}rwane sg 3'-metylofosfonylazolidy nukleozydéw [14-16]
(rys. 4b).

Wydajnos$¢ pojedynczych cykli syntezy w obu wymienionych wariantach
metody fosfotriestrowej nie przekracza 92%, co dla syntezy na nosniku statym
jest wartoscig niska. Wzrost wydajnosci syntcly oligometylofosfonianéw nu-
kleozyddw do 96 - 97% na cykl uzyskany zostat przez zaadaptowanie strategii
amidofosforynowej [17] (rys. 5). Préby otrzymania dinukleozydometylofosfo-
niandbw w wyniku reakcji przegrupowania Michaelisa-Arbuzowa odpowiednich
pochodnych O-metylofosforynowych zakonczyty sie tylko czeSciowym powo-
dzeniem [18].

Obecnos$¢ funkcji metylofosfonianowych w czgsteczce oligonukleotydu
zwieksza jego podatno$¢ na degradacje w warunkach zasadowych i dlatego
dla tych potaczen opracowano specjalne warunki usuwania zasadolabilnych
grup ostaniajgcych zasady nukleinowe [19].

Zamiana atomu tlenu na grupe metylowg powoduje, ze na kazdym inter-
nukleotydowym ugrupowaniu metylofosfonianowym powstaje nowe centrum
asymetrii. W przypadku syntez prowadzonych w sposob juz opisany dla oligo-
nukleotydéw zawierajgcych n-centrow asymetrii tworzy sie, w przyblizeniu
rownomolowa, mieszanina 2" diastereoizomeréw. Pierwsza stereoselektywna
synteza stereoregularuych, homochiranych (oligo-Rp oraz oligo-Sp) metylofo-

Niektérzy autorzy uzywaja okreslenia ,,metanofosfoniany”.
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Rys. 5. Wariant ,,amidofosforynowy” syntezy oligometylofosfonianéw nukleozyddw.
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Rys. 6. Stereokontrolowana synteza oligometylofosfoniandw nukleozyddw poprzez aktywne
estry p-nitrofenylowe. Przyktad syntezy centrum o konfiguracji Rp.

sfonianéw nukleozyddw zostata zrealizowana w laboratorium Steca [20]. Wy-
kazano, ze rozdzielone uprzednio metoda chromatograficzng diastereoizomery
Rp i Sp 5'-0-monometoksytiytylo-3'-0-(p-nitrofenylo)metylofosfonianéw tymi-
dyny reaguja z 3'-O-acetylotymidyna wobec chlorku tert-butylomagnezowego
jako aktywatora grupy 5'-OH ze stereoselektywnoscig 95%, z inwersjg konfi-
guracji przy atomie fosforu. Pr2y zastosowaniu tej metody otrzymano homo-
chiralne tetrametylofosfoniany tymidylowe [20] oraz heksametylofosfoniany
0 sekwencji dfApMgApiyieTpMeTpMeCpMeT) [21]. W tym samym laboratorium
opracowano réwniez alternatywne podejscie do stereokontrolowanej syntezy
oligometylofosfonianéw nukleozydéw z uzyciem diasterecizomerycznie czys-
tych 3'-0-(selenometylo)metylofosfonianéw nukleozydéw jako P-chiralnych
prekursorbw oraz mieszaniny DBU (l,8-diazabicyklo[5,4,0]Jundec-7-ene)
I chlorku litu jako aktywatora [22] (lys. 7).
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Rys. 7. Stereokontrolowana synteza oligometylofosfonianéw nukleozydéw poprzez aktywne
estry selenylowe. Przykiad syntezy centrum o konfiguracji Sp.

W ten sposéb zsyntetyzowano homochiralne pentametylofosfoniany o se-
kwencji d(TpMeCpMeCpMeTpMeG). Te stereoregulame oligomery zostaty otrzy-
mane w kilkuetapowych reakcjach ,w roztworze” — proby zaadaptowania
kazdego z przedstawionych proceséw do warunkdéw wydajnej syntezy na sta-
tym nosniku nie powiodty sie.

2.3. Oligotiofosforany nukleozydow

Tiofosforanowe analogi nukleotydéw, charakteryzujace sie najblizszym po-
dobienstwem strukturaln3m do swoich naturalnych pierwowzorow, zostaty
wprowadzone do klasycznych badan w zakresie enzymologii kwaséw nuklei-
nowych pod koniec lat sze$¢dziesiatych przez Ecksteina [23]. Oligotiofosforany
nukleo*doéw, w ktérych w kazdym wigzaniu internukleotydowym jeden z nie-
mostkowych atomow tlenu jest zastgpiony atomem siarki, zostaty po raz pier-
wszy otrzymane drogg chemicznej syntezy metodg amidofosforynowa przez
Steca i Zona [24]. W typowej procedurze (rys. 8), w etapie utlenienia powsta-
jacej posrednio pochodnej trikoordynacyjnego fosforu, zamiast roztworu jodu
podaje sie roztwor odczynnika usiarczajacego. Poczatkowo do usiarczania sto-
sowane byly roztwory elementarnej siarki w 2,6-lutydyTiie badZz w mieszaninie
CS2-pirydyna [24], jednak aktualnie wykorzystuje sie do tego celu bardziej
aktywne odczynniki o charakterze organicznych disiarczkéw, takie jak: 1,1-
ditlenek-3H-1,2-benzoditiol-3-onu (odczynnik Beaucage'a) [25], disiarczek te-
traetylotiuramu (TETD) [26] oraz opracowany w laboratorium Steca disiarczek
bis(0,0-diizopropoksyfosfinotioylu) (S-Tetra) [27].

Zastosowanie metody amidofosforynowej umozliwia synteze sekwencji
»mieszanych” w ktorych tylko wybrane grupy fosforanowe sg modyfikowane
siarka [28]. Stosuje sie wowczas sekwencyjne podawanie odczynnika utlenia-
jacego badz usiarczajgcego korzystajgc z tego, ze roztwér jodu, podawany
w etapach utleniania, nie posiada wiasciwosci utleniajgcych w stosunku do
triestrow tiofosforanowych, tworzacych sie jako bezposrednie produkty reakcji
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Rys. 8. Synteza oligotiofosforandéw nukleozydéw metodg amidofosfoiynowa.

usiarczenia. Wydajnosci oligotiofosforanow nukleozydow otrzymywanych me-
todg amidofosforynowg sg porownywalne z uzyskiwanymi podczas syntezy
naturalnych fragmentéw DNA.

Do syntezy oligotiofosforanéw nukleozyddw jest rowniez wykorzystywana
metoda H-fosfonianowa, w ktérej etap utlenienia zastgpiony jest reakcja z jed-
nym z wymienionych odczdmnikéw usiarczajacych [29,30] (rys. 9). Etap ten
realizowany jest ,,zbiorczo”, po zakonczeniu przylgczenia ostatniej jednostki
nukleotydowej. Stanowito to istotne utatwienie w poczatkach rozwoju tej me-
tody, gdy etap usiarczania byt realizowany za pomocg mato aktywnego roz-
tworu elementarnej siarki [9,10]. Koniecznos$¢ ,,zbiorczego” usiarczenia nie
pozwala jednak stosowa¢ metody H-fosfonianowej do syntezy sekwencji ,,mie-
szanych” fosforanowo-tiofosforanowych.

~ B \ B
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Rys. 9. Synteza oligotiofosforandéw nukleozydéw metoda H-fosfonianowa.
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Do otrzymywania oligotiofosforanéw nukleozydéw Reese [31] i van Boom
[32] zastosowali rowniez wariant metody fosfotriestrowej, jednak stosunkowo
niskie wydajnosci oraz dtuzsiy* czas trwania cyklu nie spowodowaty wiekszego
zainteresowania tym podejsciem badawczym.

Podobnie jak w pr*ypadku pochodnych metylofosfonianowych, zamiana
jednego atomu tlenu na atom siarki wprowadza dodatkowg asymetrie na
intemukleotydowym atomie fosforu. Zastosowanie ktorejkolwiek z wymienio-
nych metod prowadzi do mieszaniny diastereoizomeréw, ktdra moze by¢ roz-
dzielona na poszczeg6lne komponenty za pomocg wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej (HPLC) tylko w przypadku krotkich oligomerdw (n < 3) [24].

Do stereokontrolowanej syntezy homochiralnych oligotiofosforanow
deoksyrybonukleozyddéw mozna wykorzysta¢ enzymy z grupy polimeraz DNA,
ktére w odpowiednich warunkach, na matrycy jednoniciowego kwasu nuklei-
nowego, w obecnosci 5'-0-a-tiotrifosforanéw wszystkich czterech deoksy-
lybonukleozydow, katalizujg tworzenie komplementarnej nici tiofosforanowej
0 konfiguracji R na kazdym intemukleotydowym atomie fosfom [23].

Chemiczna metoda stereokontrolowanej syntezy oligotiofosforanéw nukleo-
zyddéw o dowolnej sekwencji oraz zaplanowanej konfiguracji absolutnej na
kazdym centmm tiofosforanowym zostata zaproponowana przez Steca i wspot.
[33]. Jako substraty stuzg 3'-0-a-2-tio-1,3,2-oksatiafosfolany odpowiednio za-
blokowanych nukleozydéw, ktére mozna chromatograficznie rozdzieli¢ na dia-
stereoizomery rdznigce sie konfiguracjg absolutng na atomie fosfom. Wyka-
zano, ze diastereoizomeiycznie czyste oksatiafosfolany reagujg z gmpa 5-OH
rosngcego tancucha oligonukleotydowego w wamnkach katalizy zasadowej
(DBU), tworzac nowe intemukleotydowe centmm tiofosforanowe o zdefinio-
wanej chiralnosci przy atomie fosfom. Reakcja przebiega z retencjg konfigu-
racji [34], a zatem bardziej mobilny chromatograficznie oksatiafosfolan o kon-
figuracji Sp jest prekursorem centrum tiofosforanowego o konfiguracji Sp
(lys. 10). Synteza na statym nos$niku wymaga zastosowania tgcznika sarkozy-
nowego, odpornego na obecnos¢ DBU.
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Rys. 10. Stereokontrolowana synteza oligotiofosforanéw deoksyrybonukleozydéw. Przykiad
otrzymywania centrum o konliguracji Sp.
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2.4. Oligoditiofosforany nukleozydéw

Zamiana obu niemostkowych atoméw tlenu wigzania intemukleotydowego
w czasteczce DNA na atomy siarki prowadzi do analogéw ditiofosforanowych,
ktore w przeciwienstwie do pochodnych monotiofosforanowych nie posiadajg
centrum chiralnosci zachowujac tadunek ujemny na resztach internukleo-
tydowych.

Do otrzymania ditiofosforanowych analogéw oligonukleotydéw probowano
wykorzysta¢ modyfikacje wszystkich klasycznych podejs¢ syntetycznych, ta-
kich jak; metoda fosfotriestrowa, H-fosfonianowa oraz amidofosforynowa 135],
jednak tylko ostatnia z wymienionych, w wersji opracowanej w laboratorium
Caruthersa [36], posiada cechy dopracowanej metody syntetycznej. W podej-
sciu tym, okreslanym jako amidotiofosforynowe (rys. 11) jeden z atomow siar-
Ki jest wprowadzany w czgsteczce prekursorg w formie estru tiolowego, na-
tomiast drugi jest wprowadzany w etapie usiarczania roztworem elementarnej
siarki. Zastosowanie tej metody pozwala na synteze sekwencji ,,mieszanych”,
w ktérych tylko wybrane wigzania intemukleotydowe majg strukture ditio-
fosforanowa.

Ostatnio Stec i Okruszek [37] zaproponowali sposéb syntezy ditiofosfora-
nowych analogow oligonukleotydow, w ktérym oba atomy siarki sg wprowa-
dzane do rosngcego taricuchg oligonukleotydowego poprzez reakcje terminal-
nej grupy 5'-OH z pochodng 3'-0-2-tio-1,3,2-ditigfosfolanowg odpowiednio zg-
blokowanego nukleozydu (rys. 12). Reakcja jest katalizowana przez DBU i mo-
ze by¢ zrealizowana z wysokg wydajnoscig na statym nosniku z tgcznikiem
sgrkozynowym. Konieczne jest jednak zablokowanie wszystkich aktywnych
funkcji NH zasad nukleinowych, np. przez zastosowanie grup amidyno-

wych [38].

2.5. Amidofosforanowe pochodne oligonukleotydéw

Whprowadzenie pierwszo- lub drugorzedowej grupy aminowej w miejsce jed-
nego z niemostkowych atoméw tlenu w czasteczce DNA daje tzw. pochodne
amidofosforanowe, ktdre podobnie jak metylofosfoniany sg pozbawione tadun-
ku na grupach intemukleotydowych. Opierajgc sie na znanych przemianach
zwigzkdéw fosforoorganicznych opracowano caty szereg procedur stuzacych do
syntezy intemukleotydowego ugrupowania amidofosforanowego (rys. 13). Pun-
ktem wyjscia moga by¢, np. pochodne fosfodiestrowe, ktore reggujg z pierwszo-
rzedowymi amingmi w wamnkach reakcji Appela, tj. po aktywacji czterochlor-
kiem wegla w obecnosci trifenylofosfiny [39] (rys. 13a). Reakcje te wykorzy-
stano do syntezy pochodnych ditymidylowych. Amidofosforany nukleotydow
otrzymano réwniez w wyniku aminolizy pochodnych fosfotriestrowych za po-
mocg pierwszorzedowych alkiloamin [40] (lys. 13b), jednak, podobnie jak
w reakcji Appela, wydajnosci produktow nie przekraczaty 70%, Bardziej obie-
cujagco wygladaja metody syntezy gmidofosforanéw oligonukleotydéw oparte
na reakcjach utlenienia pochodnych H-fosfonianowych badz fosfoiynowych
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Rys. 12. Ditiafosfolanowa metoda syntezy oligoditiofosforandéw nukleozydéw.

W obecnosci pierwszo- badz dnigorzedowych amin. W przypadku pochodnych
H-fosfonianowych (rys. 13c) utlenienie moze by¢ realizowane za pomocg czte-
rochlorku wegla [41] badz jodu [42] i prowadzi do amidofosforanéw z iden-
tyczng modyfikacjg na kazdym wigzaniu internukleotydowym. Bardziej atra-
kcyjne wydaje sie utlenienie roztworem jodu, w obecnosci pierwszorzedowych
amin alifatycznych, pochodnych tréjwigzalnego fosforu, bedacych zwiazkami
posrednimi w amidofosforynowej metodzie syntezy oligonukleotyddéw (lys. 13d)
[43]. Zastosowanie takiej procedury w dowolnym etapie syntezy powoduje
wowczas powstanie w tym cyklu intemukleotydowego wigzania amidofosfo-
ranowego, a zatem stwarza mozliwo$¢ syntezy sekwencji mieszanych. Zadna
z opisanych metod nie przebiega w sposob stereokontrolowany i w rezultacie
powstaje mieszanina wslystkich mozliwych diastereoizomeréw wynikajgcych
z chiralnosci kazdego tworzacego sie centrum amidofosforanowego.

2.6. Fosfotriestrowe pochodne oligonukleotyddw

Pochodne fosfotriestrowe, zawierajgce intemukleotydowe ugrupowania
P(0)OR, podobnie jak amidofosforany oraz metylofosfoniany, charakteryzujg
sie brakiem ujemnego tadunku oraz wprowadzeniem dodatkowych elementéw
chiralnosci. Z punktu widzenia syntezy pochodne fosfotriestrowe stanowig
kluczowe produkty posrednie w metodzie amidofosforynowej (rys. 1) oraz fo-
sfotriestrowej (rys. 3) jako tatwo usuwalna ostona grupy fosforanowej (estry
metylowe, J3-cyjanoetylowe, arylowe). Wysoka labilnos¢ tych estréw sprawia,
ze praktyczne znaczenie uzyskaty fosfotrlestry trwate w warunkach postsynte-
tycznej obrobki roztworem amoniaku — najczesciej estry etylowe oraz izo-
propylowe [44]. Zastosowanie zatem w danym cyklu syntetycznym metody
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Rys. 13. Reakcje prowadzace do wytworzenia intemukleotydowego wigzania amidofosforano-
wego.

amidofosfoiynowej (rys. 1) odpowiedniej poehodnej amidofosforynowej (R=Et
lub i-Pr) prowadzi do powstania centrum fosfotriestrowego, ktore pozostaje
nienaruszone w warunkach kontrolowanej amonolizy (25% NH4OH, 48 godzin,
temp. pokojowa), wystarczajagcych do odciecia oligonukleotydow ze ztoza, odblo-
kowania zasad nukleinowych oraz hydrolizy labUnych estrow metylowych badz
j3-cyjanoetylowych. Mozliwe jest zatem na tej drodze otrzymanie oligofosfotrie-
stréw nukleozyddw oraz sekwencji mieszanych, zawierajgcych funkcje fosfotrie-
strowe w wybranych miejscach taricucha oligonukleotydowego [44).
Stereokontrolowana s*/nteza oligofosfotriestrow nuk]eo'ydow nie zostata
dotad opracowana. Oligonukleotydy zawierajace pojedyncze centra fosfotrie-
strowe rozdzielono na indywidualne diastereoizomeiy metodg HPLC [45],



Metody syntezy modyfikowanych oligonukleotydéw i ich analogéw 29

a konfiguracja absolutna na atomie fosforu zostata okre$lona droga korelacji
stereochemicznej [44].

2.7. Modyfikacje w pozycji mostkowej wigzania internukleotydowego

Poza opisanymi analogami oligonukleotydéw, w ktérych jeden z niemost-
kowych atoméw tlenu jest zastgpiony inng grupa, syntetyzowano takze ana-
logi zawierajgce w miejscu jednego z mostkowych atoméw tlenu atom siarki,
grupe NH badZ grupe metylowa (rys. 14). Taka modyfikacja pozwala zachowaé
tadunek ujemny oraz nie powoduje chiralnosci grupy fosforanowej. Synteza
takich potgczen moze sie odbywa¢ metodg amidofosfoiynowg z zastosowaniem
substratow zawierajgcych modyfikacje amidowa [46] badZ tiolowg [47] przed-
stawionych na lys. 15.

Analogi 5'-amidowe moga by¢ réwniez syntetyzowane metoda enzymatycz-
ng (polimeraza DNA) z uzyciem odpowiednich trifosforanow 5'-amino-5'-de-
oksynukleozydéw [48], natomiast pochodne 3'-amidowe poprzez polikonden-
sacje aktywnych fosforanéw 3'-amino-3'-deoksynukleozydow [49].

\

X=NH,S,Ca
| Y=NH,S

Rys. 14. Modyfikacje w pozycji mostkowej.

DMTrS — n MMTrNH—:lL 2:) ') MMTrOTil n_?
9 ! :
RO /P \hTPr, RO /P \ N7r. RO / P \isTPr,
R: \/™ CN

Rys. 15. Komponenty do amidofosforynowej syntezy ,,mostkowych” analogéw oligonukleoty-
dow.
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3. Analogi oligonukleotydow nie zawierajqce fosforu
w grupie internukleotydowej

Zastgpienie internukleotydowej reszty fosforanowej ugrupowaniem nie za-
wierajagcym atomu fosforu byto od dawna przedmiotem poszukiwan wielu che-
mikéw. Zsyntetyzowane analogi oligonukleotydéw zazwyczaj pozbawione sag
tadunku ujemnego na centrum intemukleotydowym. Podstawowym jednak
problemem byto takie dobranie dtugosci i konformacji grupy intemukleotydo-
wej, aby zachowaé zblizone do naturalnych odlegtosci pomied”™ zasadami
nukleinowymi, co stanowi warunek konieczny dla zachowania wiasciwosci
asocjacyjnych takich potaczen. W niektérych analogach odpowiednie odstepy
pomiedzy zasadami nukleinowymi oraz wiasciwg konformacje taricucha uzy-
skano pomijajagc czasteczki deoksyiybozy w strukturze oligomeru.

3.1. Pochodne slloksonowe

W potaczeniach takich grupy fosforanowe sa zastgpione resztami siloksa-
nowymi -OSi(R2)0-. Zwiazki te otrzymuje sie na statym nosniku wykorzystu-
jac aktywne 3'-O-dialkilosililotrifluorometanosutfonowe pochodne nukleozy-
déw (rys. 16) [50]. Aby uzyskaé niezbedng selektywnos$¢ przemian jako po-
zostate podstawniki przy atomie krzemu stosuje sie grupy izopropylowe. Oli-
gomery sa silnie hydrofobowe i nierozpuszczalne w wodzie. Otrzymano réw-
niez rozpuszczalne w wodzie sekwencje mieszane, zawierajgce pojedyncze zta-
cza sitoksanowe w okreslonych miejscach tancucha oligonukleotydowego,
przez zastosowanie blokowanego dimeru siloksanowego, zawierajagcego na
koncu 3' funkcje amidofosfoiynowg (rys. 17). Segment taki moze by¢ wyko-
rzystany do syntezy chimerycznych oligonukleotydéw fosfodiestrowo-siloksa-
nowych klasyczng metodg amidofosfoiynowsa [50].

VaN B B
DMTrO-i o | HO-i o DMTrO
Imida/nb
0
LCA CPG ——Sio=
OTf
Tf: -SOjCF,

Rys. 16. Synteza siloksanowych analogéw oligonukleotydow.
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3.2. Potgczenia zawlerajgce elementy
struktury kwasow karboksylowych
w tqczniku internukleotydowym

w poszukiwaniu optimialnego tacznika reszt
nukleozydowych, ktéiy pozwolitby na otrzymanie
otigomeréw posiadajacych dobre wiasciwosci aso-
cjacyjne oraz zwiekszong hydrofilowo$¢, zsyntety-
zowano réwniez szereg pochodnych posiadaja-
cych jako tgczniki tgncuchy atifatyczne zawiera
jaee elementy struktury kwaséw karboksylowych,
takie jak: reszty karboks3nnetylenowe, weglano-
we, kaibaminianowe oraz acetamidowe (rys. 18).

Oligomery zawierajgce reszty nukleozydowe
potaczone mostkami karboksymetylenowymi zo-
staty otrzymane przez Jonesa [51] w wyniku poli-
meryzacji 3'-0-karboksymetylenowej pochodnej
nukiteozydu wobec dicykloheksylokarbodiimidu
(DCC) w roztworze pirydynowym (rys. 19).

Proby syntezy pochodnych karboksymetyleno-
wych przez kontrolowane przyfgczenie kolejnych
blokowanych monomeréw zakonczyty sie tylko

0
>_Sj-<
Ono®
0

Rys. 17. Blokowany dimer
do wprowadzenia wigzania silo-
ksanowego do mieszanych se-
kwencji fosfodiestrowo-siloksa-
nowych.

czesciowym powodzeniem z uwagi na nietrwatosé ugrupowania karboksyes-

trowego w $rodowisku zasadow}nn [51].

taczniki weglanowe, z uwagi na niezwykig podatno$¢ na hydrolize znalazty
bardzo ograniczone zastosowanie i nie udato sie nimi potgczy¢ wiecej niz trzy
jednostki nukleozydowe [52]. Jako czynniki kondensujgce uzywany byt fosgen

oraz aktywne estry weglanowe [52].

Rys. 18. Analogi oligonukleotydéw z tacznikiem: a) karboksymetylenowym, b) weglanowym,

¢) karbaminianowym, d) acetamidowym.

biotechnologia
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CH-
c=0

01 o0
DCC
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I
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Rys. 19. Polimeryzacja 3'-0-karboksymetylenowych pochodnych nukleozydéw.

taczniki karbaminianowe posiadaja z zatozenia wiekszg odporno$¢ na hy-
drolize w do$¢ szerokim zakresie pH. Stosujac karbonylodiimidazol (CDI) jako
synton karbonylowy oraz odpowiednio blokowane nukleozydy uzyskano he-
ksamer tymidylowy (rys. 20) [53], ktory jednak obok stabej rozpuszczalnosci
w wodzie miat wiasciwosc silnego wigzania sie do powierzchni szklanych.

taczniki acetamidowe powinny mie¢ wiekszag trwatos¢ na hydrolize oraz
zwiekszong hydrofilowos$¢. Ich synteza poprzez polimeryzacje odpowiednich
monomeréw napotykata jednak na szereg trudnosci z uwagi na silng tenden-
cje do tworzenia cyklicznych laktamow [54] oraz liczne reakcje uboczne. Prob-
lem rozwigzano dopiero poprzez polimeryzacje odpowiednich dimerow (rys.
21) [55]. Polimery nie miaty jednak oczekiwanych wiasciwosci hybrydyzacyj-

DMTrO DMTrO J@T
DMTIO T
1.CDI 0 0
2 O0=C
or o=c¢c NH-iq @T
NH-ig—eT ’
OH
OH
OH

Rys. 20. Synteza heksameru z tgcznikiem karbaminianowym.
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nych oraz trwatosci, wykazujgc za to silne powinowactwo do powierzchni
szklanych i plastikowych.

0
< PhjPJ*ySSPy <
Cc=0 r- ,C=0
NH- NH—!
oOT
0 0
<, <
cC=0 cC=o0
OH OH
n=10"13

Rys. 21. Polimeryzacja dimeru z tgcznikiem acetamidowym.

3.3. Potaczenia zawierajace siarke w tgczniku internukleotydowym

Warunek 2wiekszonej hydrofilowosci i odpowiedniego dystansu pomiedzy
jednostkami nukleozydowymi mozna réwniez uzyskaé poprzez potaczenie ele-
mentoéw nukleozydowych, nie zawierajgcych atoméw tlenu 3' i 5', mostkami
zawierajagcymi dwie grupy metylenowe oraz atom siarki na r6znym stopniu
utlenienia (rys. 22). Synteza monomerdw oraz sposob ich gczenia w struktury
oligomeryczne o strukturze juz podanej przez Bennera [56]. Opisano réwniez
otrzymywanie blokowanych syntonéw, pozwalajacych na wiaczanie w dowol-

\ (P

S=0

Rys. 22. Oligomery zawierajace siarke w mostku ,,internukleotydowym”.
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nym miejscu tancucha oligonukleotydowego podjednostek dinukleozydowych,
zawierajgcych w tgczniku wigzacym nukieozydy ugrupowanie sulfonianowe
[57], sulfonamidowe [57], sulfaminianowe [58] oraz tioformacetalowe [59].

3.4. ,,Peptydowe kwasy nukleinowe” (PNA)
B B

HN BOC

a) b)
Rys. 23. a) Jednostki strukturalne PNA. b) Monomery do syntezy PNA metoda Merrifielda.
n=m=l; 2-aminoetyloglicynowa jednostka PNA (g);
n=Il, m=2; 2-aminoetylo-p-alaninowa jednostka PNA (P);
n=2, m=I; 3-aminopropyloglicynowa jednostka PNA (apg).

W ostatnim czasie w laboratoriach durnskich zaprojektowano poprzez mo-
delowanie komputerowe i wykonano synteze zwigzkéw, posiadajacych diugi
fancuch zawierajacy potaczone wigzaniami peptydowymi reszty 2-aminoety-
toglicyny (g), 2-aminoetylo-J3-ataniny ()3) tub 3-aminopropytogticyny (apg),
w ktoiych zasady nukleinowe sg przytagczone kowalencyjnie do ,,aminowego”
atomu azotu poprzez mostki metylenokarbonytowe (rys. 23a) [60]. Polaczenia
te, okre$lane jako ,,peptydowe kwasy nukleinowe” (PNA) zostaty zsyntetyzo-
wane standardowg metodg syntezy peptydéw na statym nosniku, opracowang
oryginalnie przez Merrifielda, z uzyciem substratow przedstawionych na rys.
23b [60]. Czasteczki PNA sa obdarzone hydrofilowoscig i wysoka trwato$cig
chemiczng oraz tworzg z czasteczkami DNA kompleksy, ktérych trwato$¢ moz-
na regulowac liczbg grup metylenowych (m, n) w szkielecie czasteczki [61].

3.5. ,,Plastikowe DNA”

Inny rodzaj modyfikacji, rowniez eliminujacy elementy deoksyrybozy, za-
wierajg syntetyczne polimery, w ktorych zasady nukleinowe sg przytaczone,
zaiiwyczaj poprzez odpowiednie faczniki, do powtarzajacych sie elementéw tan-
cucha weglowego zawierajgcego w niektorych prlypadkach atomy azotu.

Potaczenia te sg otrzymywane w drodze polimeryzacji wolnorodnikowej od-
powiednich monomeréw, tworzac tancuchy o dtugosci do kilkuset podjedno-
stek [62]. Typowe przyktady sa przedstawione na rys. 24.
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4. Oligodeoksyrybonukleotydy zawierajace modyfikowang
jednostke nukleozydows

4.1. Oligonukleotydy a

W ten sposéb okre$la sie oligonukleotydy, w ktoryeh w miejsce natural-
nych nukleo2ydéw wbudowane sa nukleozydy zawierajagce deoksyiyboze
w anomeiycznej formie a (nukleozydy a). Metody syntezy takich oligonukleo-
tydéw nie réznig sie zasadniczo od metod stosowanych dla normalnych oligo-
deoksyrybonukleotydéw [63].

4.2. Oligonukleotydy zawierajace modyfikowane zasady nukleinowe

Najczesciej stosowang modyfikacja tego typu jest wbudowanie reszt de-
oksyinoz}my w tancuch oligonukleotydowy. Oligonukleotydy takie syntetyzuje
sie klasycznymi metodami opisanymi w rozdz. 2.1

5. Oligorybonukleotydy

Zasadnicza roznice strukturalng, powodujgca okreslone konsekwencje
w podejsciach do syntezy oligoiybonukleotydéw, jest obecnosé¢ grupy 2'-OH,
ktéra musi by¢ selektywnie chroniona w trakcie syntezy. Typowymi grupami
blokujacymi funkcje 2'-OH sa wprowadzone przez Reese’a [64] grupy typu
acetalowego (Ctmp, Fpmp), wprowadzona przez Ogilvie'go [65] grupa tert-
butylodimetylosililowa oraz fotolabilna grupa O-nitrobenzylowa [66].

Poza problemem ochrony grupy 2'-OH metody syntezy oligorybonukleo-
zydéw nie r6znig sie zasadniczo od metod opisanych w rozdz. 2.1.

Najczesciej stosowang modyfikacjg oligorybonukleotydéw, powodujaca zna-
czne zwiekszenie odpornosci oligonukleotydéw na nukleazy oraz polepszenie
wiasciwosci asocjacyjnych, jest trwate zablokowanie grupy 2'-OH poprzez wy-
tworzenie eterow metylowych. 2'-O-metylooligorybonukleotydy syntetyzuje sie
metodami opisanymi w rozdz. 2.1, stosujgc monomery zawierajgce grupe
2'-OMe [67].

6. Podsumowanie

Nietrwato$¢ w warunkach fizjologicznych oraz ograniczona przenikalno$é
przez btony biologiczne oligodeoksyrybonukleotydéw spowodowaty, ze dla ce-
I6w zastosowania w strategii antysensowej zsyntetyzowano caly szereg ich
analogbéw zawierajagcych modidikacje w intemukleotydowych grupach fosfo-
diestrowych, fragmentach cukrowych i zasadach nukleinowych. Otrzymano
réwniez analogi oligonukleotydéw, w ktérych szkielet fosforanowo-cukrowy
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zastgpiono zupetnie innym ugrupowaniem, zachowujac odlegtosci pomiedzy
zasadami nukleinowymi umozliwiajgce tworzenie wiazan typu Watsona-Cricka
z komplementarnym odcinkiem mRNA. Problem syntezy modyfikowanych
oligonukleotydéw stat sie tym samym stymulatorem rozwoju syntezy organi-
cznej w takich dziedzinach jak: chemia organicznych zwigzkéw fosforu, krze-
mu i siarki, chemia pochodnych kwaséw karboksylowych i aminokwaséw
oraz chemia polimeréw. Opracowano szereg nowych grup ostaniajgcych re-
aktywne funkcje aminowe i hydroksylowe nukleozydéw oraz nowych odczyn-
nikéw pomocniczych (np. odczynnikdw usiarczajgcych). Wprowadzono réwniez
wiele udoskonalen w zakresie syntezy na nos$niku statym z uzyciem automa-
tycznych syntetyzerow DNA.

Woprowadzenie elementu chiralnosci na intemukleotydowych centrach fo-
sforanowych w niektérych analogach oligonukleotydéw dato impuls do po-
szukiwania metod stereokontrolowanej Simtezy takich oligomeréw. Metodyka
opracowana dla otrzymbrwania stereoregulamych oligotiofosforanéw oraz
oligometylofosfonianéw nukleozydéw stanowi trwaty wkiad w rozwé] wspét-
czesnej stereochemii.
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Methods of synthesis of modified oligonucleotides and their analogues
— potential Inhibitors of gene expression by ANTISENSE strategy

Summary

A review of current methods employed for the preparation of modified oligodeoksyribonuc-
leotides and their analogues. The most typical analogues are represented including those with
preserved phosphate-sugar skeleton and those containing no phosphorus in the “intemucleotide”
bridge and/or no sugar residue.

Key words:
modified oligonucleotides, chemical synthesis, antisense strategy.

Adres dla korespondencji:
Andrzej Okruszek, Zaktad Chemii Bioorganieznej, Centrum Badan Mole-
kulamyeh i Makromolekulamyeh PAN, ul. Sienkiewieza 112, 90-363 t.4dZ.

biotechnologia 4 (27) 94



