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1. Wstęp

W pierwszym etapie rozwoju strategii antysensowej, poczynając od pio­
nierskich prac Zamecnika i Stephensona [1], jako inhibitorów ekspresji 

„niechcianych” genów używano syntetycznych oligodeoksyrybonukleotydów 
o strukturze fosfodiestrów, identycznej do jednoniciowych fragmentów natu­
ralnego DNA. Wkrótce okazało się jednak, że takie „normalne” oligonukleotydy 
posiadają dwie wady, które w istotny sposób ograniczają ich zastosowanie: 
są niezwykle wrażliwe na hydrolityczną degradację katalizowaną przez obecne 
w komórkach nukleazy (zwłaszcza 3'-egzonukleazy [2]), oraz posiadają ogra­
niczone zdolności do migracji przez błony komórkowe [3]. Stanowiło to impułs 
do poszukiwania analogów oligonukleotydów, które zachowując podstawowy 
element struktury odpowiedzialny za właściwości hybiydyzacyjne, tj. obecność 
w cząsteczce zasad nukleinowych (bądź ich analogów) rozmieszczonych w taki 
sposób, aby możliwe było utworzenie wiązań wodorowych typu Watsona-Cri- 
cka z komplementarną nicią RNA, posiadałyby wyższą trwałość na degradację 
nukleolityczną oraz lepsze właściwości przenikania przez błony biołogiczne. 
Artykuł ten zawiera przegląd metod umożliwiających chemiczną syntezę ta­
kich oligomerów. Bardziej szczegółowy opis zawierają wydane niedawno mono­
grafie [4 - 6] oraz cytowane w nich prace oryginalne.

2. Analogi oligonukleotydów zachowujące szkielet 
f osf ora no wo- c u k rowy

Analogi zachowujące szkielet fosforanowo-cukrowy są najbliżej spokrew­
nione pod względem stmktury z „normalnymi” oligodeoksyiybonukleotydami 
i drogi prowadzące do ich syntezy są często modyfikacjami procedur syn te-
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tycznych służących do otrzymywania naturalnych fragmentów jednoniciowego 
DNA. Krótka prezentacja najważniejszych metod syntezy niemodyfikowanych 
oligodeoksyrybonukleotydów ułatwi zatem opis dróg syntezy ich modyfikowa­
nych analogów.

2.1. Niemodyfikowane oligonukleotydy

Synteza z użyciem amidofosfoiynowych pochodnych nukleozydów zapro­
ponowana przez Caruthersa [7], będąca rozwinięciem oryginalnej idei Letsin- 
gera [8], jest aktualnie najbardziej efektywnym sposobem otrzymywania oligo- 
deoksyrybonukleotydów. W metodzie tej (rys. 1) grupa 5'-OH rosnącego łań­
cucha oligonukleotydowego, przyłączonego kowalencyjnie poprzez grupę 3'-OH 
i odpowiedni łącznik (LCA) do stałego nośnika (najczęściej granulki szklane 
o kontrolowanej porowatości — CPG), reaguje z użytą w 20-krotnym nad­
miarze 3'-0-J3-cyjanoetylo-N,N-diizopropyloamidofosforynową pochodną nu- 
kleozydu wobec tetrazolu jako katalizatora (etap kondensacji). Utworzony fo­
sforyn jest w kolejnym etapie S3mtezy utleniany roztworem jodu w obecności 
wody do pochodnej fosfotriestrowej, a nieprzereagowane grupy 5'-OH są blo­
kowane przez acetylowanie [capping]. Przejście do kolejnego cyklu synte2^y 
wymaga usunięcia kwasolabilnej grupy dimetoksytiytylowej (DMTr) z termi­
nalnej funkcji 5'-OH za pomocą roztworu kwasu dichlorooctowego. Wydajność 
przyłączenia kolejnego nukleotydu w metodzie amidofosforynowej przekracza 
99%, a średni czas trwania pojedynczego cyklu syntezy wynosi 7-8 min. 
Grupa j3-cyjanoetylowa osłaniająca funkcję fosforanową jest usuwana w tra­
kcie hydrolitycznego uwalniania zsyntetyzowanego oligonukleotydu ze stałego 
nośnika roztworem amoniaku. Po usunięciu grup blokujących zasady nuklei­
nowe oligonukleotyd jest oczyszczany metodą chromatografii cieczowej 
(HPLC).

W drugiej połowie lat osiemdziesiątych jako konkurencyjna w stosunku 
do metody amidofosforynowej s)mtezy oligodeoks3rrybonukleotydów została wpro­
wadzona przez Stawińskiego oraz Froehlera tzw. metoda H-fosfonianowa
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[9,10], oparta na oryginalnej koncepcji Todda [11]. Metoda ta jest również 
realizowana w sposób zautomatyzowany, na stałym nośniku. Jej zaletą jest 
wyższa trwałość nukleotydowych prekursorów oraz brak konieczności bloko­
wania grupy fosforanowej w trakcie syntezy. W metodzie H-fosfonianowej 
(lys. 2) grupa 5'-OH rosnącego łańcucha oligonukleotydowego reaguje z 3'- 
H-fosfonianem nukleozydu aktywowanym za pomocą sterycznie zawadzonego 
halogenku acylowego takiego jak chlorek piwaloilu lub chlorek adamantoilu. 
Proces utleniania do pochodnej fosfodiestrowej jest realizowany po zakończe­
niu S3mtezy całego łańcucha oligonukleotydowego, jednocześnie w stosunku 
do wszystkich intemukleotydowych mostków H-fosfonianowych. Jako czynnik 
utleniający stosuje się roztwór jodu w obecności wody lub roztwór wodoro- 
nadtlenku tert-butyłowego. Pozostałe etapy cyklu syntetycznego („detrytyla- 
cja”, capping) są identyczne jak w metodzie amidofosfoiynowej.
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Trzecim sposobem syntezy oligonukleotydów, który warto tu wymienić jest 
tzw. metoda fosfotriestrowa. Pomimo to, że dominowała ona w syntezie oligo­
nukleotydów do początku lat osiemdziesiątych, aktualnie traktowana jest jako 
metoda „z wyboru” jedynie do syntezy na dużą skalę preparatywną [12]. 
W metodzie tej (rys. 3) grupa 5'-OH rosnącego łańcucha oligonukleotydowego 
reaguje z 3'-fosfodiestrową pochodną nukleozydu po jej aktywacji za pomocą 
3-nitro-triazolidu kwasu 2,4,6-trlizopropylobenzenosulfonowego (MSNT), dając 
produkt o strukturze „utlenionego” fosfotriestm. W wielu znanych wariantach 
metody fosfodiestrowej używano różnych aktywatorów o strukturze azolidów 
kwasów arenosulfonowych oraz różnych grup osłaniających funkcję fosfora­
nową.

2.2. Oligomełylofosfoniany* nukleozydów

W metylofosfonianowych analogach oligonukleotydów na każdym intemu- 
kleotydowym atomie fosforu jeden z niemostkowych atomów tlenu jest zastą­
piony grupą metylową. Powoduje to zanik ładunku ujemnego na intemukleo- 
tydowych resztach fosforanowych, a przez to zwiększoną lipofilowość oligo­
nukleotydów, bez wprowadzania zawady przestrzennej przy atomie fosforu. 
Miller i Tso [13] otrzymali metylofosfoniany stosując zmodyfikowaną metodę 
fosfotriestrową oraz MSNT jako czynnik kondensujący (rys. 4a). Jako odmianę 
metody fosfotriestrowej należy też uznać sposób syntezy metylofosfonianów, 
w którym uż}rwane są 3'-metylofosfonylazolidy nukleozydów [14-16] 
(rys. 4b).

Wydajność pojedynczych cykli syntezy w obu wymienionych wariantach 
metody fosfotriestrowej nie przekracza 92%, co dla syntezy na nośniku stałym 
jest wartością niską. Wzrost wydajności syntc2y oligometylofosfonianów nu­
kleozydów do 96 - 97% na cykl uzyskany został przez zaadaptowanie strategii 
amidofosforynowej [17] (rys. 5). Próby otrzymania dinukleozydometylofosfo- 
nianów w wyniku reakcji przegrupowania Michaelisa-Arbuzowa odpowiednich 
pochodnych O-metylofosforynowych zakończyły się tylko częściowym powo­
dzeniem [18].

Obecność funkcji metylofosfonianowych w cząsteczce oligonukleotydu 
zwiększa jego podatność na degradację w warunkach zasadowych i dlatego 
dla tych połączeń opracowano specjalne warunki usuwania zasadolabilnych 
grup osłaniających zasady nukleinowe [19].

Zamiana atomu tlenu na grupę metylową powoduje, że na każdym inter- 
nukleotydowym ugrupowaniu metylofosfonianowym powstaje nowe centrum 
asymetrii. W przypadku syntez prowadzonych w sposób już opisany dla oligo­
nukleotydów zawierających n-centrów asymetrii tworzy się, w przybliżeniu 
równomolowa, mieszanina 2^ diastereoizomerów. Pierwsza stereoselektywna 
synteza stereoregularuych, homochiranych (oligo-Rp oraz oligo-Sp) metylofo-

Niektórzy autorzy używają określenia „metanofosfoniany”.
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Rys. 5. Wariant „amidofosforynowy” syntezy oligometylofosfonianów nukleozydów.
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Rys. 6. Stereokontrolowana synteza oligometylofosfonianów nukleozydów poprzez aktywne 
estry p-nitrofenylowe. Przykład syntezy centrum o konfiguracji Rp.

sfonianów nukleozydów została zrealizowana w laboratorium Steca [20]. Wy­
kazano, że rozdzielone uprzednio metodą chromatograficzną diastereoizomery 
Rp i Sp 5'-0-monometoksytiytylo-3'-0-(p-nitrofenylo)metylofosfonianów tymi­
dyny reagują z 3'-O-acetylotymidyną wobec chlorku tert-butylomagnezowego 
jako aktywatora grupy 5’-OH ze stereoselektywnością 95%, z inwersją konfi­
guracji przy atomie fosforu. Pr2^y zastosowaniu tej metody otrzymano homo- 
chiralne tetrametylofosfoniany tymidylowe [20] oraz heksametylofosfoniany
0 sekwencji dfApMgApiyieTpMeTpMeCpMeT) [21]. W tym samym laboratorium 
opracowano również alternatywne podejście do stereokontrolowanej syntezy 
oligometylofosfonianów nukleozydów z użyciem diastereoizomerycznie czys­
tych 3'-0-(selenometylo)metylofosfonianów nukleozydów jako P-chiralnych 
prekursorów oraz mieszaniny DBU (l,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-ene)
1 chlorku litu jako aktywatora [22] (lys. 7).
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Rys. 7. Stereokontrolowana synteza oligometylofosfonianów nukleozydów poprzez aktywne 
estry selenylowe. Przykład syntezy centrum o konfiguracji Sp.

W ten sposób zsyntetyzowano homochiralne pentametylofosfoniany o se­
kwencji d(TpMeCpMeCpMeTpMeG). Te stereoregulame oligomery zostały otrzy­
mane w kilkuetapowych reakcjach „w roztworze” — próby zaadaptowania 
każdego z przedstawionych procesów do warunków wydajnej syntezy na sta­
łym nośniku nie powiodły się.

2.3. Oligołiofosforany nukleozydów

Tiofosforanowe analogi nukleotydów, charakteryzujące się najbliższym po­
dobieństwem strukturaln3m do swoich naturalnych pierwowzorów, zostały 
wprowadzone do klasycznych badań w zakresie enzymologii kwasów nuklei­
nowych pod koniec lat sześćdziesiątych przez Ecksteina [23]. Oligotiofosforany 
nukleo2^dów, w których w każdym wiązaniu internukleotydowym jeden z nie- 
mostkowych atomów tlenu jest zastąpiony atomem siarki, zostały po raz pier­
wszy otrzymane drogą chemicznej syntezy metodą amidofosforynową przez 
Steca i Zona [24]. W typowej procedurze (rys. 8), w etapie utlenienia powsta­
jącej pośrednio pochodnej trikoordynacyjnego fosforu, zamiast roztworu jodu 
podaje się roztwór odczynnika usiarczającego. Początkowo do usiarczania sto­
sowane były roztwory elementarnej siarki w 2,6-lutydyTiie bądź w mieszaninie 
CS2-pirydyna [24], jednak aktualnie wykorzystuje się do tego celu bardziej 
aktywne odczynniki o charakterze organicznych disiarczków, takie jak: 1,1- 
ditlenek-3H-l,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 umożliwia syntezę sekwencji 
„mieszanych”, w których tylko wybrane grupy fosforanowe są modyfikowane 
siarką [28]. Stosuje się wówczas sekwencyjne podawanie odczynnika utlenia­
jącego bądź usiarczającego korzystając z tego, że roztwór jodu, podawany 
w etapach utleniania, nie posiada właściwości utleniających w stosunku do 
triestrów tiofosforanowych, tworzących się jako bezpośrednie produkty reakcji
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Rys. 8. Synteza oligotiofosforanów nukleozydów metodą amidofosfoiynową.

usiarczenia. Wydajności oligotiofosforanów nukleozydów otrzymywanych me­
todą amidofosforynową są porównywalne z uzyskiwanymi podczas syntezy 
naturalnych fragmentów DNA.

Do syntezy oligotiofosforanów nukleozydów jest również wykorzystywana 
metoda H-fosfonianowa, w której etap utlenienia zastąpiony jest reakcją z jed­
nym z wymienionych odcz3mników usiarczających [29,30] (rys. 9). Etap ten 
realizowany jest „zbiorczo”, po zakończeniu przyłączenia ostatniej jednostki 
nukleotydowej. Stanowiło to istotne ułatwienie w początkach rozwoju tej me­
tody, gdy etap usiarczania był realizowany za pomocą mało aktywnego roz­
tworu elementarnej siarki [9,10]. Konieczność „zbiorczego” usiarczenia nie 
pozwala jednak stosować metody H-fosfonianowej do syntezy sekwencji „mie­
szanych” fosforanowo-tiofosforanowych.
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Rys. 9. Synteza oligotiofosforanów nukleozydów metodą H-fosfonianową.
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Do otrzymywania oligotiofosforanów nukleozydów Reese [31] i van Boom
[32] zastosowali również wariant metody fosfotriestrowej, jednak stosunkowo 
niskie wydajności oraz dłużs2y^ czas trwania cyklu nie spowodowały większego 
zainteresowania tym podejściem badawczym.

Podobnie jak w pr2^ypadku pochodnych metylofosfonianowych, zamiana 
jednego atomu tlenu na atom siarki wprowadza dodatkową asymetrię na 
intemukleotydowym atomie fosforu. Zastosowanie którejkolwiek z wymienio­
nych metod prowadzi do mieszaniny diastereoizomerów, która może być roz­
dzielona na poszczególne komponenty za pomocą wysokosprawnej chroma­
tografii cieczowej (HPLC) tylko w przypadku krótkich oligomerów (n < 3) [24].

Do stereokontrolowanej syntezy homochiralnych oligotiofosforanów 
deoksyrybonukleozydów można wykorzystać enzymy z grupy polimeraz DNA, 
które w odpowiednich warunkach, na matrycy jednoniciowego kwasu nuklei­
nowego, w obecności 5'-0-a-tiotrifosforanów wszystkich czterech deoksy- 
lybonukleozydów, katalizują tworzenie komplementarnej nici tiofosforanowej 
o konfiguracji R na każdym intemukleotydowym atomie fosfom [23].

Chemiczna metoda stereokontrolowanej syntezy oligotiofosforanów nukleo­
zydów o dowolnej sekwencji oraz zaplanowanej konfiguracji absolutnej na 
każdym centmm tiofosforanowym została zaproponowana przez Steca i współ.
[33] . Jako substraty służą 3'-0-a-2-tio-l,3,2-oksatiafosfolany odpowiednio za­
blokowanych nukleozydów, które można chromatograficznie rozdzielić na dia- 
stereoizomery różniące się konfiguracją absolutną na atomie fosfom. Wyka­
zano, że diastereoizomeiycznie czyste oksatiafosfolany reagują z gmpą 5’-OH 
rosnącego łańcucha oligonukleotydowego w wamnkach katalizy zasadowej 
(DBU), tworząc nowe intemukleotydowe centmm tiofosforanowe o zdefinio­
wanej chiralności przy atomie fosfom. Reakcja przebiega z retencją konfigu­
racji [34], a zatem bardziej mobilny chromatograficznie oksatiafosfolan o kon­
figuracji Sp jest prekursorem centrum tiofosforanowego o konfiguracji Sp 
(lys. 10). Synteza na stałym nośniku wymaga zastosowania łącznika sarkozy- 
nowego, odpornego na obecność DBU.
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Rys. 10. Stereokontrolowana synteza oligotiofosforanów deoksyrybonukleozydów. Przykład 
otrzymywania centrum o konliguracji Sp.
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Zamiana obu niemostkowych atomów tlenu wiązania intemukleotydowego 
w cząsteczce DNA na atomy siarki prowadzi do analogów ditiofosforanowych, 
które w przeciwieństwie do pochodnych monotiofosforanowych nie posiadają 
centrum chiralności zachowując ładunek ujemny na resztach internukleo- 
tyd owych.

Do otrzymania ditiofosforanowych analogów oligonukleotydów próbowano 
wykorzystać modyfikacje wszystkich klasycznych podejść 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
ściu tym, określanym jako amidotiofosforynowe (rys. 11) jeden z atomów siar­
ki jest wprowadzany w cząsteczce prekursorą w formie estru tiolowego, na- 
tomiast drugi jest wprowadzany w etapie usiarczania roztworem elementarnej 
siarki. Zastosowanie tej metody pozwala na syntezę sekwencji „mieszanych”, 
w których tylko wybrane wiązania intemukleotydowe mają strukturę ditio- 
fosforanową.

Ostatnio Stec i Okruszek [37] zaproponowali sposób syntezy ditiofosfora­
nowych analogów oligonukleotydów, w którym oba atomy siarki są wprową- 
dząne do rosnącego łańcuchą oligonukleotydowego poprzez reakcję terminal­
nej grupy 5'-OH z pochodną 3'-0-2-tio-l,3,2-ditiąfosfolanową odpowiednio zą- 
blokowanego nukleozydu (rys. 12). Reakcja jest katalizowana przez DBU i mo­
że być zrealizowana z wysoką wydąjnością na stałym nośniku z łącznikiem 
sąrkozynowym. Konieczne jest jednak zablokowanie wszystkich aktywnych 
funkcji NH zasad nukleinowych, np. przez zastosowanie grup amidyno- 
wych [38].

2.5. Amidofosforanowe pochodne oligonukleotydów

Wprowadzenie pierwszo- lub drugorzędowej grupy aminowej w miejsce jed­
nego z niemostkowych atomów tlenu w cząsteczce DNA daje tzw. pochodne 
amidofosforanowe, które podobnie jak metylofosfoniany są pozbawione ładun­
ku na grupach intemukleotydowych. Opierając się na znanych przemianach 
związków fosforoorganicznych opracowano cały szereg procedur służących do 
syntezy intemukleotydowego ugrupowania amidofosforanowego (rys. 13). Pun­
ktem wyjścia mogą być, np. pochodne fosfodiestrowe, które reągują z pierwszo- 
rzędowymi aminąmi w wamnkach reakcji Appela, tj. po aktywacji czterochlor­
kiem węgla w obecności trifenylofosfiny [39] (rys. 13a). Reakcję tę wykorzy­
stano do syntezy pochodnych ditymidylowych. Amidofosforany nukleotydów 
otrzymano również w wyniku aminolizy pochodnych fosfotriestrowych za po­
mocą pierwszorzędowych alkiloamin [40] (lys. 13b), jednąk, podobnie jak 
w reakcji Appela, wydajności produktów nie przekraczały 70%, Bardziej obie­
cująco wyglądają metody syntezy ąmidofosforanów oligonukleotydów oparte 
na reakcjach utlenienia pochodnych H-fosfonianowych bądź fosfoiynowych
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Rys. 12. Ditiafosfolanowa metoda syntezy oligoditiofosforanów nukleozydów.

W obecności pierwszo- bądź dnigorzędowych amin. W przypadku pochodnych 
H-fosfonianowych (rys. 13c) utlenienie może być realizowane za pomocą czte­
rochlorku węgla [41] bądź jodu [42] i prowadzi do amidofosforanów z iden­
tyczną modyfikacją na każdym wiązaniu internukleotydowym. Bardziej atra­
kcyjne wydaje się utlenienie roztworem jodu, w obecności pierwszorzędowych 
amin alifatycznych, pochodnych trójwiązalnego fosforu, będących związkami 
pośrednimi w amidofosforynowej metodzie syntezy oligonukleotydów (lys. 13d) 
[43]. Zastosowanie takiej procedury w dowolnym etapie syntezy powoduje 
wówczas powstanie w tym cyklu intemukleotydowego wiązania amidofosfo- 
ranowego, a zatem stwarza możliwość syntezy sekwencji mieszanych. Żadna 
z opisanych metod nie przebiega w sposób stereokontrolowany i w rezultacie 
powstaje mieszanina ws2ystkich możliwych diastereoizomerów wynikających 
z chiralności każdego tworzącego się centrum amidofosforanowego.

2.6. Fosfołriestrowe pochodne oligonukleotydów

Pochodne fosfotriestrowe, zawierające intemukleotydowe ugrupowania 
P(0)0R, podobnie jak amidofosforany oraz metylofosfoniany, charakteryzują 
się brakiem ujemnego ładunku oraz wprowadzeniem dodatkowych elementów 
chiralności. Z punktu widzenia syntezy pochodne fosfotriestrowe stanowią 
kluczowe produkty pośrednie w metodzie amidofosforynowej (rys. 1) oraz fo- 
sfotriestrowej (rys. 3) jako łatwo usuwalna osłona grupy fosforanowej (estry 
metylowe, J3-cyjanoetylowe, arylowe). Wysoka labilność tych estrów sprawia, 
że praktyczne znaczenie uzyskały fosfotrlestry trwałe w warunkach postsynte- 
tycznej obróbki roztworem amoniaku — najczęściej estry etylowe oraz izo­
propylowe [44]. Zastosowanie zatem w danym cyklu syntetycznym metody
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Rys. 13. Reakcje prowadzące do wytworzenia intemukleotydowego wiązania amidofosforano- 
wego.

amidofosfoiynowej (rys. 1) odpowiedniej poehodnej amidofosforynowej (R=Et 
lub i-Pr) prowadzi do powstania centrum fosfotriestrowego, które pozostaje 
nienaruszone w warunkach kontrolowanej amonolizy (25% NH4OH, 48 godzin, 
temp. pokojowa), wystarczających do odcięcia oligonukleotydów ze złoża, odblo­
kowania zasad nukleinowych oraz hydrolizy labUnych estrów metylowych bądź 
j3-cyjanoetylowych. Możliwe jest zatem na tej drodze otrzymanie oligofosfotrie- 
strów nukleozydów oraz sekwencji mieszanych, zawierających funkcje fosfotrie- 
strowe w wybranych miejscach łańcucha oligonukleotydowego [44).

Stereokontrolowana s^/nteza oligofosfotriestrów nuk]eo2^ydów nie została 
dotąd opracowana. Oligonukleotydy zawierające pojedyncze centra fosfotrie- 
strowe rozdzielono na indywidualne diastereoizomeiy metodą HPLC [45],
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a konfiguracja absolutna na atomie fosforu została określona drogą korelacji 
stereochemicznej [44].

2.7. Modyfikacje w pozycji mostkowej wiązania inłernukleotydowego

Poza opisanymi analogami oligonukleotydów, w których jeden z niemost- 
kowych atomów tlenu jest zastąpiony inną grupą, syntetyzowano także ana­
logi zawierające w miejscu jednego z mostkowych atomów tlenu atom siarki, 
grupę NH bądź grupę metylową (rys. 14). Taka modyfikacja pozwala zachować 
ładunek ujemny oraz nie powoduje chiralności grupy fosforanowej. Synteza 
takich połączeń może się odbywać metodą amidofosfoiynową z zastosowaniem 
substratów zawierających modyfikację amidową [46] bądź tiolową [47] przed­
stawionych na lys. 15.

Analogi 5'-amidowe mogą być również syntetyzowane metodą enzymatycz­
ną (polimeraza DNA) z użyciem odpowiednich trifosforanów 5'-amino-5'-de- 
oksynukleozydów [48], natomiast pochodne 3'-amidowe poprzez polikonden- 
sację aktywnych fosforanów 3'-amino-3'-deoksynukleozydów [49].

\
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Rys. 14. Modyfikacje w pozycji mostkowej.
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Rys. 15. Komponenty do amidofosforynowej syntezy „mostkowych” analogów oligonukleoty­

dów.
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3. Analogi oligonukleotydów nie zawierajqce fosforu 
w grupie internukleotydowej

Zastąpienie internukleotydowej reszty fosforanowej ugrupowaniem nie za­
wierającym atomu fosforu było od dawna przedmiotem poszukiwań wielu che­
mików. Zsyntetyzowane analogi oligonukleotydów zazwyczaj pozbawione są 
ładunku ujemnego na centrum intemukleotydowym. Podstawowym jednak 
problemem było takie dobranie długości i konformacji grupy intemukleotydo- 
wej, aby zachować zbliżone do naturalnych odległości pomięd2^ zasadami 
nukleinowymi, co stanowi warunek konieczny dla zachowania właściwości 
asocjacyjnych takich połączeń. W niektórych analogach odpowiednie odstępy 
pomiędzy zasadami nukleinowymi oraz właściwą konformację łańcucha uzy­
skano pomijając cząsteczki deoksyiybozy w strukturze oligomeru.

3.1. Pochodne slloksonowe

W połączeniach takich grupy fosforanowe są zastąpione resztami siloksa- 
nowymi -OSi(R2)0-. Związki te otrzymuje się na stałym nośniku wykorzystu­
jąc aktywne 3'-0-dialkilosililotrifluorometanosułfonowe pochodne nukleozy- 
dów (rys. 16) [50]. Aby uzyskać niezbędną selektywność przemian jako po­
zostałe podstawniki przy atomie krzemu stosuje się grupy izopropylowe. Oli­
gomery są silnie hydrofobowe i nierozpuszczalne w wodzie. Otrzymano rów­
nież rozpuszczalne w wodzie sekwencje mieszane, zawierające pojedyncze złą­
cza siłoksanowe w określonych miejscach łańcucha oligonukleotydowego, 
przez zastosowanie blokowanego dimeru siloksanowego, zawierającego na 
końcu 3' funkcję amidofosfoiynową (rys. 17). Segment taki może być wyko­
rzystany do syntezy chimerycznych oligonukleotydów fosfodiestrowo-siloksa- 
nowych klasyczną metodą amidofosfoiynową [50].

^ B B
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Rys. 16. Synteza siloksanowych analogów oligonukleotydów.
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3.2. Potqczenia zawlerajqce elementy 

struktury kwasów karboksylowych 
w tqczniku internukleotydowym

DMTrO no®

o
>-Si-<

o no®

o

^ O nW

w poszukiwaniu opt5mialnego łącznika reszt 
nukleozydowych, któiy pozwoliłby na otrzymanie 
ołigomerów posiadających dobre właściwości aso­
cjacyjne oraz zwiększoną hydrofilowość, zsyntety- 
zowano również szereg pochodnych posiadają­
cych jako łączniki łąńcuchy ałifatyczne zawiera 
jąee elementy struktury kwasów karboksylowych, 
takie jak: reszty karboks3nnetylenowe, węglano­
we, kaibaminianowe oraz acetamidowe (rys. 18).

Oligomery zawierające reszty nukleozydowe 
połączone mostkami karboksymetylenowymi zo­
stały otrzymane przez Jonesa [51] w wyniku poli­
meryzacji 3'-0-karboksymetyłenowej pochodnej 
nukłeozydu wobec dicykloheksylokarbodiimidu 
(DCC) w roztworze pirydynowym (rys. 19).

Próby syntezy pochodnych karboksymetyleno- 
wych przez kontrolowane przyłączenie kolejnych 
blokowanych monomerów zakończyły się tylko
częściowym powodzeniem z uwagi na nietrwałość ugrupowania karboksyes- 
trowego w środowisku zasadow}nn [51].

Łączniki węglanowe, z uwagi na niezwykłą podatność na hydrolizę znalazły 
bardzo ograniczone zastosowanie i nie udało się nimi połączyć więcej niż trzy 
jednostki nukleozydowe [52]. Jako czynniki kondensujące używany był fosgen 
oraz aktywne estry węglanowe [52].

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

Rys. 18. Analogi oligonukleotydów z łącznikiem: a) karboksymetylenowym, b) węglanowym, 
c) karbaminianowym, d) acetamidowym.
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Rys. 19. Polimeryzacja 3'-0-karboksymetylenowych pochodnych nukleozydów.

Łączniki karbaminianowe posiadają z założenia większą odporność na hy­
drolizę w dość szerokim zakresie pH. Stosując karbonylodiimidazol (CDI) jako 
synton karbonylowy oraz odpowiednio blokowane nukleozydy uzyskano he- 
ksamer tymidylowy (rys. 20) [53], który jednak obok słabej rozpuszczalności 
w wodzie miał właściwość silnego wiązania się do powierzchni szklanych.

Łączniki acetamidowe powinny mieć większą trwałość na hydrolizę oraz 
zwiększoną hydrofilowość. Ich synteza poprzez polimeryzację odpowiednich 
monomerów napotykała jednak na szereg trudności z uwagi na silną tenden­
cję do tworzenia cyklicznych laktamów [54] oraz liczne reakcje uboczne. Prob­
lem rozwiązano dopiero poprzez polimeryzację odpowiednich dimerów (rys. 
21) [55]. Polimery nie miały jednak oczekiwanych właściwości hybrydyzacyj-
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Rys. 20. Synteza heksameru z łącznikiem karbaminianowym.
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nych oraz trwałości, wykazując za to silne powinowactwo do powierzchni 
szklanych i plastikowych.
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Rys. 21. Polimeryzacja dimeru z łącznikiem acetamidowym.

3.3. Połączenia zawierające siarkę w łączniku internukleotydowym

Warunek 2większonej hydrofilowości i odpowiedniego dystansu pomiędzy 
jednostkami nukleozydowymi można również uzyskać poprzez połączenie ele­
mentów nukleozydowych, nie zawierających atomów tlenu 3' i 5', mostkami 
zawierającymi dwie grupy metylenowe oraz atom siarki na różnym stopniu 
utlenienia (rys. 22). Synteza monomerów oraz sposób ich łączenia w struktury 
oligomeryczne o strukturze już podanej przez Bennera [56]. Opisano również 
otrzymywanie blokowanych syntonów, pozwalających na włączanie w dowol-

\ V O \ //s = o

Rys. 22. Oligomery zawierające siarkę w mostku „internukleotydowym”.
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nym miejscu łańcucha oligonukleotydowego podjednostek dinukleozydowych, 
zawierających w łączniku wiążącym nukłeozydy ugrupowanie sulfonianowe 
[57], sulfonamidowe [57], sulfaminianowe [58] oraz tioformacetalowe [59].

3.4. „Pepłydowe kwasy nukleinowe” (PNA) 

B B

\
HN BOC

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

W ostatnim czasie w laboratoriach duńskich zaprojektowano poprzez mo­
delowanie komputerowe i wykonano syntezę związków, posiadających długi 
łańcuch zawierający połączone wiązaniami peptydowymi reszty 2-aminoety- 
łoglicyny (g), 2-aminoetylo-J3-ałaniny (J3) łub 3-aminopropyłogłicyny (apg), 
w któiych zasady nukleinowe są przyłączone kowalencyjnie do „aminowego” 
atomu azotu poprzez mostki metylenokarbonyłowe (rys. 23a) [60]. Połączenia 
te, określane jako „peptydowe kwasy nukleinowe” (PNA) zostały zsyntetyzo- 
wane standardową metodą syntezy peptydów na stałym nośniku, opracowaną 
oryginalnie przez Merrifielda, z użyciem substratów przedstawionych na rys. 
23b [60]. Cząsteczki PNA są obdarzone hydrofilowością i wysoką trwałością 
chemiczną oraz tworzą z cząsteczkami DNA kompleksy, których trwałość moż­
na regulować liczbą grup metylenowych (m, n) w szkielecie cząsteczki [61].

3.5. „Plastikowe DNA”

Inny rodzaj modyfikacji, również eliminujący elementy deoksyrybozy, za­
wierają syntetyczne polimery, w których zasady nukleinowe są przyłączone, 
zaiiwyczaj poprzez odpowiednie łączniki, do powtarzających się elementów łań­
cucha węglowego zawierającego w niektórych pr2ypadkach atomy azotu.

Połączenia te są otrzymywane w drodze polimeryzacji wolnorodnikowej od­
powiednich monomerów, tworząc łańcuchy o długości do kilkuset podjedno­
stek [62]. Typowe przykłady są przedstawione na rys. 24.
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4. Oligodeoksyrybonukleotydy zawierające modyfikowaną 
jednostkę nukleozydową

4.1. Oligonukleotydy a

W ten sposób określa się oligonukleotydy, w któryeh w miejsce natural­
nych nukleo2ydów wbudowane są nukleozydy zawierające deoksyiybozę 
w anomeiycznej formie a (nukleozydy a). Metody syntezy takich oligonukleo- 
tydów nie różnią się zasadniczo od metod stosowanych dla normalnych oligo- 
deoksyrybonukleotydów [63].

4.2. Oligonukleotydy zawierające modyfikowane zasady nukleinowe

Najczęściej stosowaną modyfikacją tego typu jest wbudowanie reszt de- 
oksyinoz}my w łańcuch oligonukleotydowy. Oligonukleotydy takie syntetyzuje 
się klasycznymi metodami opisanymi w rozdz. 2.1.

5. Oligorybonukleotydy

Zasadniczą różnicę strukturalną, powodującą określone konsekwencje 
w podejściach do syntezy oligoiybonukleotydów, jest obecność grupy 2'-OH, 
która musi być selektywnie chroniona w trakcie syntezy. Typowymi grupami 
blokującymi funkcje 2'-OH są 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- 
zydów nie różnią się zasadniczo od metod opisanych w rozdz. 2.1.

Najczęściej stosowaną modyfikacją oligorybonukleotydów, powodującą zna­
czne zwiększenie odporności oligonukleotydów na nukleazy oraz polepszenie 
właściwości asocjacyjnych, jest trwałe zablokowanie grupy 2'-OH poprzez wy­
tworzenie eterów metylowych. 2'-0-metylooligorybonukleotydy syntetyzuje się 
metodami opisanymi w rozdz. 2.1., stosując monomery zawierające grupę 
2'-OMe [67].

6. Podsumowanie

Nietrwałość w warunkach fizjologicznych oraz ograniczona przenikalność 
przez błony biologiczne oligodeoksyrybonukleotydów spowodowały, że dla ce­
lów zastosowania w strategii antysensowej zsyntetyzowano cały szereg ich 
analogów zawierających mod3dikacje w intemukleotydowych grupach fosfo- 
diestrowych, fragmentach cukrowych i zasadach nukleinowych. Otrzymano 
również analogi oligonukleotydów, w których szkielet fosforanowo-cukrowy
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zastąpiono zupełnie innym ugrupowaniem, zachowując odległości pomiędzy 
zasadami nukleinowymi umożliwiające tworzenie wiązań typu Watsona-Cricka 
z komplementarnym odcinkiem mRNA. Problem syntezy modyfikowanych 
oligonukleotydów stał się tym samym stymulatorem rozwoju syntezy organi­
cznej w takich dziedzinach jak: chemia organicznych związków fosforu, krze­
mu i siarki, chemia pochodnych kwasów karboksylowych i aminokwasów 
oraz chemia polimerów. Opracowano szereg nowych grup osłaniających re­
aktywne funkcje aminowe i hydroksylowe nukleozydów oraz nowych odczyn­
ników pomocniczych (np. odczynników usiarczających). Wprowadzono również 
wiele udoskonaleń w zakresie syntezy na nośniku stałym z użyciem automa­
tycznych syntetyzerów DNA.

Wprowadzenie elementu chiralności na intemukleotydowych centrach fo­
sforanowych w niektórych analogach oligonukleotydów dało impuls do po­
szukiwania metod stereokontrolowanej S3mtezy takich oligomerów. Metodyka 
opracowana dla otrzym5rwania stereoregulamych oligotiofosforanów oraz 
oligometylofosfonianów nukleozydów stanowi trwały wkład w rozwó] współ­
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.
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