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|. WPROWADZENIE

W  ostatnim trzydziestoleciu dynamicznemu rozwojowi biologii molekularnej
towarzyszyt réwnolegly, rownie dynamiczny rozwdj metod analitycznych, ktére, by spetnic
coraz wyzsze wymagania badaczy, musiaty dostarczy¢ wyniku jednoznacznego i jednocze$nie
mozliwie najbardziej precyzyjnego. Posrod biomolekut szczegdlnie intensywnie badanych,
kwasy nukleinowe zajmowaly i wcigz zajmuja pozycje wyrdzniajaca. Zwigzane jest to z
faktem, ze kwasy nukleinowe w zywych organizmach odgrywaja podstawowa rolg,
poczawszy od zapisu informacji genetycznej (DNA) warunkujacej funkcjonowanie
organizmow, przez udzial w procesie biosyntezy bialek (mRNA i tRNA), do podstawowych
elementow budulcowych duzych, biologicznie funkcjonalnych struktur takich jak np.
rybosomy (rRNA). Dlatego tez szczegélnie duzo wysitku poswiecono badaniom nad
udoskonaleniem metod analitycznych kwaséw nukleinowych. Jedng z nich jest metoda
wykorzystujaca wyjatkowo specyficzne, wzajemne oddziatywania kwasow nukleinowych, tzn.
naturalng wlasciwos¢ tworzenia struktur dwu- lub tréjniciowych (dupleksow 1 tripleksow). W
metodzie tej, stosujgc tzw. oligonukleotydowe sondy molekularne, mozliwe jest wyszukanie
w badanym DNA Iub RNA sekwencji komplementarnych jedynie do sondy, wsréd wielu
innych, nawet bardzo podobnych. Zrodzilo to ogromne zapotrzebowanie ze strony
laboratoriéw badawczych i1 diagnostycznych na sondy oligonukleotydowe, szczegélnie takie,
ktérych wykrywanie oparte jest na tzw. detekcji nieradioizotopowej. Jak dotad ukazalo sie¢
kilkaset prac opisujacych metody syntezy takich sond, jednakze trudno jest przyja¢ ktoras z
nich jako metod¢ uniwersalng. Ponadto, metody te z reguly ukierunkowane sa na synteze
jednego typu sondy i czesto wymagajg stosowania ztozonych substratow, co jest mozliwe
tylko w odpowiednio przygotowanych i1 wyspecjalizowanych laboratoriach. Stopien trudnosci
przygotowania oligonukleotydowych sond molekularnych o nieradioizotopowej detekcji
warunkuje ich dostepnos¢ i powszechnos¢ stosowania w badaniach biologii molekularnej i, co
moze wazniejsze, w diagnostyce klinicznej. Dlatego tez podjatem badania nad opracowaniem
nowych, bardziej uniwersalnych metod syntezy oligonukleotydowych sond molekularnych o
nieradioizotopowej detekcji, gdyz, w moim przekonaniu, moze to przyczynic si¢ do dalszego
upowszechnienia stosowania tego typu "narzedzi molekularnych" w analityce laboratoryjnej 1
klinicznej. Wyniki tych badan stanowig tre$¢ niniejszej rozprawy.
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lIl. SKROTY STOSOWANE W PRACY

e A —adenozyna

e Ade - adenina

e A.E.-analiza elementarna

e AP — Alkaline Phosphatase (alkaliczna fosfataza)

e B - zasada purynowa lub pirymidynowa

e BP - Bromophenol Blue (btgkit bromofenolowy)

e Boc — fert-butyloksykarbonyl

e BOP - heksafluoroboran benzotriazolo-1-yl-oksy-tris-(dimetyloamino)fosfonowy

e C —cytydyna

e CE - 2-cyjanoetyl

e CPG - Controled Pore Glass

e Cyt—cytozyna

e DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna

e DMTr - 4,4'-dimetoksytrytyl [bis(4-metoksyfenylo)fenylometyl]

e DNP - 2.4-dinitrofenyl

e DTT - 1,4-ditio-D,L-treitol

e EDA - etylenodiamina (1,2-diaminoetan)

e ekw. — ekwiwalent molowy

e Fmoc — fluoren-9-ylometoksykarbonyl

e Frac — Fractosil

e G —guanozyna

e Gua - guanina

e HOBt — 1-hydroksybenzotriazol

e HPLC - High Performance Liquid Chromatography (wysokorozdzielcza
chromatografia cieczowa

e HRMS — High Resolution Mass Spectrometry (wysokorozdzielcza spektrometria
masowa)

e LCAA-CPG - Long Chain Aminoalkyl Controled Pore Glass

e Lv —lewulinyl [4-oksopentanoil, CH3;C(O)CH,CH,C(O)-]

e MS — Mass Spectrometry (spektrometria masowa)

e NEP-CI - chlorofosforan neopentylenu (2-chloro-5 ,5—dimety10—2—0kso—27u5—1,3,2—
dioksafosfinan)

e Npe — 2-(p-nitrofenylo)etyl

e ODN - oligodeoksynukleotyd

e OPC - Oligonucleotide Purification Cartridge (wktad do oczyszczania

oligonukleotydéw
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e P —podtoze state

e PAGE - Polyacrylamide Gel Electrophoresis (elektroforeza na zelu
poliakrylamidowym)

e PCR - Polimerase Chain Reaction (Yahcuchowa reakcja polimerazy)

e PEG-DME - Polyethylenglycol Dimethylether (eter dimetylowy glikolu
polietylenowego)

e Pix — piksyl (9-fenyloksanten-9-yl)

e PS — polistyren

e PivCl — chlorek piwaloilu (chlorek trimetyloacetylu)

o RP — Reverse Phase (faza odwrocona)

e T —tymidyna

e Thy - tymina

e tosyl — p-toluenosulfonyl

e Tr— trytyl (trifenylometyl)

e Ura —uracyl

e XC — Xylene cyanole FF (Ksylencyjanol FF)
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IV. MODYFIKACJE OLIGONUKLEOTYDOW — PRZEGLAD
LITERATUROWY

1. WSTEP

Naturalng formg wzajemnych oddziatywan kwaséw nukleinowych jest tzw. hybrydyza-
cja, czyli tworzenie struktur dwu lub wigcej niciowych, bedacych wynikiem parowania zasad
purynowych i pirymidynowych (T lub U z A, C z G). Proces ten zachodzi z bardzo wysoka
specyficznoscig. To ostatnie wykorzystano do wykrywania w mieszaninach DNA lub RNA
okreslonych sekwencji przy pomocy tzw. oligonukleotydowych sond molekularnych.
Oligonukleotydowe sondy molekularne sg to oligomery o zdefiniowanych (najczesciej
programowanych) sekwencjach, ktére s3 komplementarne do sekwencji adresowane]
(poszukiwanej). W odpowiednio dobranych warunkach sonda hybrydyzuje jedynie z
sekwencjg komplementarng, pomimo obecnosci w badanym materiale wielu (czgsto kilku lub
kilkudziesigciu milionéw) fragmentéw o wysokiej homologii do sekwencji poszukiwanej. W
eksperymentach kompetycyjnych, w ktérych stosowano dwie krétkie sondy syntetyczne, z
czego jedna byta doktadnie komplementarna do sekwencji adresowanej, a druga miata
zmieniong tylko jedng jednostke nukleotydowa, ta pierwsza tworzyla dupleks ze stukrotnie
wicksza wydajnoscia niz druga’.

Niezwykle wysoka specyficznos¢ procesu hybrydyzacji wykorzystano w diagnostyce
genetycznej do wykrywania nawet pojedynczych mutacji w badanym materiale (najczescie;j
genomowy DNA lub pula komérkowego RNA). Najprostszy protokét hybrydyzacyjny realizo-
wany jest w czterech etapach:

1) immobilizacja badanego materiatu,
2) hybrydyzacja z sonda molekularna,
3) odmycie nadmiaru reagentéw,

4) detekcja sondy.

Analiza prowadzona wg tego protokolu nie zawsze daje dostatecznie jednoznaczne
wyniki ze wzgledu na tzw. sygnaly tta. Wprowadzono wigc szereg wariantowych podejs¢
analitycznych, ktorych celem byto podwyzszenie specyficznoSci oddziatywan sondy lub
systemu sond z badanym DNA lub RNA™. Typowe przyklady takich metod to tzw. hybrydy-
zacja ,,warstwowa” (,,kanapkowa” — sandwich hybridisation) lub jej odmiana — hybrydyzacja
»pretowa” (dipstick hybridisation) oraz hybrydyzacja ,,z wymiang nici” (strand displacement
hybridisation). W dwoch pierwszych przypadkach stosuje si¢ uktad dwéch sond oligonukleo-
tydowych, z ktérych jedna, immobilizowana, wychwytuje fragmenty DNA lub RNA zawiera-
jace poszukiwang sekwencje, a drugi oligomer, sonda detekcyjna, stuzy do wizualizacji

utworzonego hybrydu. W metodzie ,,z wymiang nici” immobilizowany uklad sondy



PRZEGLAD LITERATUROWY. 1.Wstep 7

wychwytujacej i tylko czesciowo do niej komplementarnej sondy detekcyjnej (chodzi o
celowe utworzenie mozliwie nietrwatego dupleksu) traktuje si¢ mieszaning kwasow
nukleinowych. Jezeli w analizowanym materiale obecne s3 sekwencje doktadnie
komplementarne do sondy wychwytujacej, to te fragmenty DNA (lub RNA) wypieraja sonde
detekcyjnag z pierwotnego kompleksu. Poréwnanie ilosci sondy detekcyjnej wcigz zwigzanej z
podiozem z t3, jaka jest w roztworze, pozwala na stwierdzenie obecnos$ci i iloSciowe
oszacowanie zawartosci poszukiwanej sekwencji w badanym materiale.

W analityce molekularnej wykorzystuje si¢ sondy oligonukleotydowe pochodzenia natu-
ralnego (kilkaset nukleotydéw) lub sondy syntetyczne (zwykle o dlugosci 10 — 50 nukleoty-
d6éw). Zalety sond syntetycznych to”:

— stosunkowo tatwa dostgepnos¢,

— mozliwo$¢ dowolnego programowania sekwencji sondy,

— nie ma potrzeby denaturacji, gdyz sonda jest jednoniciowa,

— krotki czas hybrydyzacji (minuty),

— wysoka selektywnos¢.

Oligonukleotydy pochodzenia naturalnego lub otrzymane na drodze chemicznej syntezy
wtedy i tylko wtedy moga by¢ sondami molekularnymi, kiedy mozna je wykrywac¢. Sprawa ta
jest niezwykle istotna ze wzgledu na fakt, iz iloSci analizowanego materiatu sg zazwyczaj
niewielkie. Popularnie stosowane bezposrednie metody wykrywania kwasow nukleinowych,
takie jak absorpcja UV lub wybarwianie, sg dalece niewystarczajagce do wykrycia nawet
nanomolowych ilosci dupleksu sonda—analizowany DNA lub RNA. Po to, by zwigkszy¢
czuto$¢ detekcji, zaopatruje si¢ sondy molekularne w réznego typu znaczniki (atomy, grupy
reporterowe), ktére mozna wizualizowa¢ nawet przy bardzo matych stezeniach (np. attomolo-
wych). Dotychczas najpowszechniej stosowanymi znacznikami sond molekularnych sg radio-
izotopy wprowadzane do szkieletu oligonukleotydu w miejsce ich niepromieniotwdrczych,
naturalnych odpowiednikéw. Znaczniki radioizotopowe majg t¢ zalete, ze pozwalajg wykry-
waé stosunkowo niewielkie ilosci (rzedu 10™'® mola) sondy i nie zmieniaja jej struktury
chemicznej. Jednakze przygotowanie i stosowanie sond znaczonych radioizotopami wigze si¢
z powaznymi niedogodnosciami i niebezpieczenstwami takimi jak:

— konieczno$¢ zorganizowania laboratorium radioizotopowego,

— konieczno$¢ odpowiedniego wyszkolenia personelu,

— niebezpieczenstwo radioaktywnego skazenia otoczenia,

— problem odpadéw promieniotwdérczych,

— ograniczony czas zycia izotopéw radioaktywnych (np. t;» dla **P wynosi 14,3 dnia),

— drogie odczynniki znakowane izotopami promieniotworczymi,

— mozliwos¢ radiolizy badanego materiatu,

— konieczno$¢ wielokrotnego znakowania sondy przy dlugich seriach badan,

— utrudnione pomiary ilo$ciowe.
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Powyzsze niedogodnosci sprawily, ze od kilkunastu lat trwajg prace nad alternatywnymi
metodami syntezy i detekcji sond molekularnych. Dziatania te sg dodatkowo stymulowane
potrzebami laboratoriéw klinicznych, oczekujacych systemow prostych, mozliwie tanich i
bezpiecznych. Prace te koncentrujg si¢ nad opracowaniem nowych metod przygotowania sond
niosacych znaczniki nieradioizotopowe, ktére mozna wykrywaé przez rejestracje
fluorescencji, luminescencji lub barwnej reakcji enzymatycznej>®®. Pomimo znacznej
intensyfikacji badan w ostatnich latach, nie opracowano uniwersalnego podejscia, ktére
zyskaloby powszechng akceptacje. Wciaz poszukuje si¢ prostszych, skuteczniejszych i
tanszych systeméw wprowadzania grup reporterowych do oligonukleotydéw.

Projektujac nowa metod¢ nieradioizotopowego znakowania oligonukleotydu nalezy
wzig¢ pod uwage nastepujace kryteria:

— tanie i fatwo dostepne reagenty,

— tatwosc¢ i szybkos¢ modyfikacji oligonukleotydu,

— mozliwos$¢ automatyzacji procesu modyfikacji,

— trwatos$¢ sondy w warunkach hybrydyzacji,

— wykrywalnos$¢ sondy po hybrydyzacji,

— trwatos$¢ sondy podczas przechowywania,

— tatwos$¢ modyfikacji metody,

— koszty.

Jednym z podstawowych kryteriéw decydujacych o przydatnosci sondy znakowanej nie-
radioizotopowo jest poziom jej detekcji, ktéry powinien by¢ przynajmniej poréwnywalny z

6,10
1

poziomem detekcji sondy radioizotopowej (Tabela ). Taka wykrywalno$¢ uzyskano juz

TABELA 1. Przyktady grup reporterowych wykorzystywanych do znakowania sond molekularnych

Wykrywalno$¢ sondy

Typ grupy reporterowej Znacznik (x 10" mola) Metoda detekcji
Radioizotop 32p 35g 125 0.05—6" Autoradiografia,
7 ’ zliczanie scyntylacyjne
Enzvm Peroksydaza, 0.1-10 Kolorymetria, fluorymetria,
Y alkaliczna fosfataza ’ luminometria
Fluorofor Fluoresceina, rodamina, 1-100 Fluorymetria
akrydyna
Chelatowany jon metalu ziem _ Fluorymetria
cradkich Europ, terb 1-100 szybka

dla technik opartych na reakcjach enzymatycznych''". Pomimo ze w prostych i tanich
metodach opartych na bezposrednim pomiarze fluorescencji, uzyskiwany sygnat jest stabszy

niz dla metod radioizotopowych czy enzymatycznych, mozliwe jest jednak uzyskanie réwnie

" Standardowa autoradiografia oligomeru znakowanego **P (24h) pozwala wykrywa¢ ok. 6x10™"® mola sondy.
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wysokiego poziomu wykrywania sond fluorescencyjnych poprzez zastosowanie odpowiednich
czytnikow lub poprzez zwigkszenie ilosci badanego kwasu nukleinowego za pomocg technik
amplifikacyjnych in vitro, z ktérych najpowszechniejsza jest fancuchowa reakcja polimerazy
(PCR)22!.

Grupy reporterowe przytaczane sg do oligomeréw najczesciej za pomocag odpowied-
niego tacznika (linkera). Jest nim zwykle tancuch polimetylenowy zakonczony grupg aktywng
chemicznie (np. -NH,, -SH), wykorzystywang do wigzania grupy reporterowej. Wigzanie to
musi by¢ trwate w warunkach izolacji i dalszego stosowania sondy. W niektérych metodach
przytaczanie grup reporterowych mozna przeprowadza¢ w srodowisku wodnym, co stosuje si¢
podczas modyfikacji fragmentéw kwaséw nukleinowych po usunig¢ciu grup ochronnych.

Grupy reporterowe typu alkilujgcego — imidy kwasu maleinowego i halogenoacetamidy
— przytacza si¢ do reszty tiolowej tacznika, wykorzystujac podatno$¢ atomu siarki na alkilacje.
Inng cechg reszty tiolowej, wykorzystywang do przytaczania grup reporterowych (np. biatek),
jest tatwe wytwarzanie wigzan disiarczkowych w reakcji z drugg grupg tiolowa (Rys. 1).

Q

5

O

/ > (®—S—{ OLIGONUKLEOTYD

(B—NHC(O)CH,X ?
(®—NH—C—CH,—S— OLIGONUKLEOTYD

H OLIGONUKLEOTYD

®—sH

(® - grupareporterowa [0
X - Cllubl

(B—S—S— OLIGONUKLEOTYD

RYS. 1. Reakcje pochodnych grup reporterowych z oligonukleotydem funkcjonalizowanym grupa tiolowa

Do znakowania oligonukleotydéw zmodyfikowanych ugrupowaniami z wolnymi
funkcjami aminowymi (Rys. 2%%) stosuje si¢ grupy reporterowe z ugrupowaniami acylujacymi
(np. izotiocyjaniany czy estry p-nitrofenylowe).

W wyniku reakcji pochodnych grup reporterowych z centrum nukleofilowym tacznika
powstaje wigzanie tioeterowe (dla reszty -SH) lub karbamidowe czy tiomocznikowe (dla
reszty -NH;). Tego typu potaczenia sg trwate w warunkach izolowania, oczyszczania i
aplikacji sond molekularnych.
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® - grupa reporterowa
RYS. 2. Reakcje pochodnych grup reporterowych z oligonukleotydem funkcjonalizowanym grupa aminowa

Jako miejsca modyfikacji proponuje si¢ praktycznie wszystkie elementy struktury fancu-
cha oligonukleotydowego: zasady azotowe (puryny i pirymidyny), szkielet cukrowy oraz
reszte fosforanowa (Rys. 3). W dalszych czgsciach rozdzialu oméwione zostang poszczegdlne

podejscia i ich konsekwencje.
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HO zasada
O
zasada purynowa
/ lub pirymidynowa
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'O/ N pozycja 2'
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3-koniec ______» OH
oligonukleotydu

RYS. 3. Miejsca funkcjonalizacji oligonukleotydow

2. MODYFIKACJE 3'-KONCA OLIGONUKLEOTYDU

W obecnie stosowanych standardowych podejsciach chemiczna synteza oligonukleoty-
doéw prowadzona jest w kierunku 3'—5'". Tak wiec modyfikacja 3'-koncowej grupy hydroksy-
lowej przeprowadzana jest zazwyczaj poprzez odpowiednie przygotowanie podtoza statego
przed syntezg oligonukleotydu. Do podloza przytacza si¢ czasteczke niosaca dwie grupy
funkcyjne. Jedna z nich stuzy do zwigzania z podiozem tancucha oligonukleotydowego w
trakcie jego syntezy, natomiast druga, odpowiednio chroniona, jest nieaktywna. Po zakon-
czeniu syntezy, podczas usuwania grup ochronnych, nastgpuje odcigcie oligonukleotydu od
podioza z jednoczesnym odstonigciem grupy funkcyjnej na koncu 3'. Po izolacji zmodyfi-
kowanego oligonukleotydu, grupe reporterowa przylacza si¢ w roztworze. Stosuje si¢ rowniez
podtoza, do ktérych, oprécz grupy funkcyjnej niezbednej do syntezy oligonukleotydu, przyta-
czona jest jednoczesnie odpowiednio zabezpieczona grupa reporterowa. W tym przypadku po
finalnym odblokowaniu uzyskuje si¢ oligomer z juz przytaczong na 3'-koncu grupg reporte-
rowg. W opisanych podejsciach mamy pewnos¢ 100% modyfikacji oligomeru. Inng zaleta
oligonukleotydéow z modyfikowanym 3'-koficem jest ich zwigkszona odpornos¢ na dziatanie
nukleaz, co moze by¢ istotne np. podczas hybrydyzacji in situ. Jednakze niektére modyfikacje
konca 3' oligomeru uniemozliwiajg zastosowanie takich sond jako starteréw w reakcji
amplifikacji (PCR).

A. Modyfikacje wprowadzajace jedng grupe funkcyjna

a) Wprowadzanie grupy tiolowej

W celu uzyskania oligonukleotydéw posiadajacych na koncu 3' reszte tiolowa zapropo-
nowano> uzycie podtozy typu 1. Opisano syntez¢ podtozy zawierajacych tymidyne, z zazna-
czeniem, ze mozliwe jest rozszerzenie procedury na pozostale standardowe nukleozydy.

Wydaje si¢ jednak, ze zaadoptowanie tej metody do otrzymania podtozy zawierajacych inne
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nukleozydy jest utrudnione, gdyz jednym ze zwigzkéw posrednich w powyzszym podejsciu
jest 5'-0O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-2,3'-anhydrotymidyna. Synteza 3'-propanoditioalkanolo-5'-O-
(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyny, kluczowego zwigzku przy otrzymywaniu podiozy typu la,
jest dlugotrwata i wieloetapowa, a koncowa wydajnos$¢ byta rzedu 35%. Synteza 3-{3-[5'-O-
(4,4'-dimetoksytrytylo)-P-(2-chlorofenylo)-tymidynylo]-propyloditio } propanolu, koniecznego
do otrzymania podtoza typu 1b, jest prostsza i szybsza — reakcja przebiega w dwdéch jednogo-
dzinnych etapach z wydajnoscig 64% (n, m = 3). Tak przygotowane podtoza wykorzystano
nastepnie do syntezy oligonukleotydéw. Po standardowym odblokowaniu oligomeru (stez.
NHj3 o) 1 redukcji wigzania disiarczkowego za pomoca ditiotreitolu (DTT, 40 mM roztwor

wodny, 37°, 18 h) otrzymywano oligomery typu 2, niosace funkcyjng reszte -SH.

DMTr 1. Synteza oligomeru
o Thy 2. NHS stez. ag. O Thy
3.DTT o
_—

o)
X_ _S—S_ _O /NHMM@ Y _sH
S NO S n=3lub6
o)

a) X= —S— n=3lub6,m=2lub3 a) X=—85—
0 0
b) X= —o—F‘:—o— b) X= —wn‘v—o—
OArCI o
1 2

W przedstawionym powyzej podejsciu pierwsza jednostka nukleozydowa jest juz zwig-
zana z podlozem. Implikuje to koniecznos¢ posiadania zestawu czterech tego typu podtozy
(A, C, G, T), aby mozliwa byla synteza oligomeréw niezaleznie od rodzaju nukleotydu na ich
3'-koncu. Dla uniknigcia tej niedogodnosci zaproponowano bardziej uniwersalne podtoze typu
3**. Nie zawiera ono reszty nukleozydowej, moze wiec by¢ uzyte do syntezy modyfikowanych
oligonukleotydéw o dowolnej sekwencji. Po syntezie, do odblokowania oligomeréw i jedno-

czesnej redukcji wigzan disiarczkowych stosowano roztwér DTT w wodnym amoniaku.

1. Synteza oligomeru

DMTi s—s 2 NPy ez aq./ DT [oon— ﬁ
4 — — [oDN—0—P—0_, _SH
; \/\o CI) \é/)f
n=23lub6 n=3lub6
3 4

W przypadku gdy n = 2, w rezultacie wewnatrzczasteczkowej eliminacji siarczku etyle-

nu, nie otrzymywano 3'-tiolo-oligonukleotydu, lecz oligonukleotyd 3'-fosforylowany typu S:

O

0 0
I NH; gt aq. Ii S
O—T—O\OOS_ _oserag O_IP_O, A
o
4 3 6
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W innym podejéciu® prowadzacym do oligomeru typu 4 (n=6), wychodzi si¢ ze specjal-
nie przygotowanego podloza stalego’®, zawierajacego wolne grupy tiolowe zamiast amino-
wych. Podloze to aktywowano 2,2'-ditio-bis(5-nitropirydyng) i poddawano reakcji z 4,4'-di-
metoksytrytyloksy-6-merkaptoheksanem® uzyskujac podtoze 7. Oligomery typu 4 otrzymy-

wano na tym podtozu wg typowej procedury syntezy i odblokowania:

1. Synteza oligomeru

DMTTO\/\/\/\ (o]
s—om{or) b O, D
[o-o0——o

o

1 4

W kolejnym podejéciu zaproponowano® *

wykorzystanie podloza 8, z lacznikiem
otrzymanym w oparciu o [2-(2-chloroetoksy)etoksy]etanol. Lancuch tacznika zawierajacy
mostki tlenowe jest podatny na hydratacje, w srodowisku wodnym nie powinien wigc miec
tendencji do tworzenia skigbionej struktury, spodziewanej w takich warunkach dla tancucha
weglowodorowego. Mozna wigc oczekiwaé, ze przy zastosowaniu takiego lgcznika grupa
reporterowa nie powinna by¢ uwiktana w oddzialywania trzeciorzgdowe z oligonukleotydem,
bedac jednoczesnie dobrze eksponowana dla np. przeciwciat. Modyfikowane oligonukleotydy

typu 9 otrzymywano w spos6b analogiczny do opisanego powyzej dla podioza typu 3.

1. Synteza oligomeru o
2 NHG stez. aq. /DT

o
I 0. SH
DMIO A\ O N O /\/ONNH —= > wfio/\/ N N
o
o

8 2

Zastosowanie podtoza typu 10 w syntezie oligonukleotydéw pozwala na otrzymywanie,

po odblokowaniu st¢zonym NHj ,q, oligomeréw typu 11, z reszta tiolowg chroniong grupg

trytyloqugz
o 1. Synteza oligomeru o)
DMm}o 2 Nbserag OfLoﬁ/\sﬁ
s N |
o o OoH
10 1u

Obecnos¢ lipofilowej grupy trytylowej w czasteczce ulatwia oczyszczenie otrzymanego
oligonukleotydu za pomoca RP-HPLC . Usunigcie grupy trytylowej nastepuje w wyniku
dziatania AgNOs/DTT. Na koncu 3' oligomeru typu 11 oprécz reszty tiolowej obecna jest

reszta hydroksylowa. W obecnie stosowanych podejsciach nie znajduje ona zastosowania,

" Oligonukleotyd zawierajacy grupe lipofilowa silnie wiaZe si¢ na kolumnie z silanizowanym zelem
krzemionkowym. Umozliwia to tatwe odmycie stabiej zwigzanych polarnych zanieczyszczen. Wiasciwy oligomer
odzyskuje si¢ z kolumny stosujac eluent o niskiej polarnosci.
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moze by¢ jednak wykorzystana jako potencjalne miejsce przylaczania dodatkowego ugrupo-
wania czynnego spektralnie, enzymatycznie lub immunologicznie.

Nalezy zauwazy¢, ze praca z oligonukleotydami niosgcymi wolng reszte tiolowa
wymaga szczegdlnej uwagi. Bardzo tatwo nast¢puje bowiem utlenienie tej grupy tlenem z
powietrza z wytworzeniem mostka disiarczkowego, co uniemozliwia przytaczenie grupy
reporterowej. Konieczna jest zatem praca w warunkach beztlenowych lub prowadzenie reakcji
wobec nadmiaru substancji redukujacej (np. DTT), co wiagze si¢ z kolei z koniecznoscig
dodatkowego oczyszczania gotowej sondy oligonukleotydowej. Natomiast stosowanie jonow
srebra lub rteci do usuwania ochronnej grupy trytylowej wigze si¢ z niebezpieczenstwem
zanieczyszczenia nimi sondy, co moze by¢ przyczyna degradacji badanych kwasow

nukleinowych.

b) Wprowadzanie grupy aminowej

Do wprowadzania grupy aminowej na 3'-koniec oligonukleotydu zaproponowamo30
podtoze typu 12. Podczas odblokowania amoniakiem oligomeru zsyntetyzowanego na tym

podtozu, ugrupowanie ftalimidowe ulega amonolizie z uwolnieniem oligonukleotydu typu 13.

1. Synteza oligomeru

(o) O
o) 2. NH; ge [
g stez. aq. o -m O0—P—0O
DMTrO\/\/\/\ Nw N > (‘) - \/\/\/\NHZ

IS ©
p—
w

Innym podtozem pozwalajagcym uzyskiwa¢ modyfikowane oligomery typu 13 jest pod-
loze 14*" (Schemat 1). J ego gtéwne elementy strukturalne to dimetoksytrytylowana grupa
hydroksylowa, ugrupowanie karbamidoestrowe 1 mostek disiarczkowy. Po syntezie oligonu-
kleotydu na tym podtozu, koncowe odblokowanie przeprowadza si¢ wodnym roztworem
NH; st¢z./DTT. Uwolnienie reszty aminowej w trakcie odblokowania autorzy tlumacza
reakcjami przedstawionymi na Schemacie 1. Pod wptywem DTT nastepuje redukcja mostka
disiarczkowego, a powstale ugrupowanie tiolowe w $rodowisku zasadowym ulega reakcji
wewnatrzczasteczkowej eliminacji, a nastgpnie dekarboksylacji, co prowadzi do oligomeru
typu 13 z grupa aminoalkilowg na koncu 3.

Przytaczenie N—Fmoc—Ol—DMTr—3—amino—1,2—pr0panodiolu* do standardowego podtoza
szklanego LCAA-CPG pozwala na otrzymanie modyfikowanego podtoza typu 15, w ktérym
reszta hydroksylowa blokowana jest grupa dimetoksytrytylowa (DMTr), a aminowa — grupa
fluoren-9-ylometoksykarbonylowa (Fmoc)®'. Grupa funkcyjng podczas syntezy oligonukleo-
tydu jest grupa hydroksylowa. Ostatni etap syntezy oligonukleotydu tj. odblokowanie

stezonym roztworem amoniaku, powoduje odblokowanie takze reszty aminowej, prowadzac

" Zwiazek ten mozna wykorzystaé do wielokrotnej funkcjonalizacji konca 5'. Patrz str. 28.



PRZEGLAD LITERATUROWY. 2.Modyfikacje 3'-konca oligonukleotydu 15

DMTrO.

(0] (0]
NHLO/\/SS\/\O)‘\/\’(N
o)

l Synteza oligomeru

0 o
NHJLO/\/SS\/\OMNH
o

(o]
foDt}-0—p—o

OR

o
I
[oDN—0—P—0 S—H
| NHJ\O/\/
OR
l HO
o o
] ¥
[0DN—0—P—0 Mo '
\ NH No” NS

Q

i

‘ s
O F“‘ o\/\/\/\N Hy + GOz + /\
13

SCHEMAT 1

do oligomeru typu 16. Podobnie jak oligonukleotyd typu 11, posiada on na 3'-koncu dwie
grupy funkcyjne: aminowg i hydroksylowa, potencjalnie uzyteczne do przylaczania r6znego

typll grup r eporter OWYCh.
1. Synteza oligomeru
DMT 0 2 NHy gz 2 ?
O\’(\/U\NH O_T_O/Y\NHZ
FmocNH o OH
O
15

16

Innym przyktadem podloza prowadzacego do oligomeru z dwiema grupami
funkcyjnymi (hydroksylowa i aminowg), jest podioze 17%. Podobnie jak w przypadku
podtoza typu 15, grupa funkcyjng podczas syntezy oligomeru jest grupa hydroksylowa.
Koncowe odblokowanie po syntezie oligonukleotydu na podtozu 17 mozna przeprowadza¢ w
fagodniejszym od roztworu amoniaku srodowisku reakcji:

1° Py/AcOH/NH,NH, H,0 - 24h, temp. pok."

2° 50% etylenodiamina (EDA) w EtOH - 6h, temp. pok.

" Roztwér ten odblokowuje funkcje egzoaminowe A i C; zapobiega to transaminacji C na nastgpnym etapie
odblokowania.
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Takie warunki odblokowania pozwalajg na synteze 3'-sfunkcjonalizowanych metylofos-
fonianéw oligonukleotydéw (odpornych na dziatanie nukleaz analogéw oligonukleotydéw),
gdyz diestry metylofosfonianowe sg nietrwatle w wodnym stezonym roztworze amoniaku.
Warunkiem koniecznym powodzenia takiej syntezy jest zastosowanie reszty fosforodiestrowe;]

na 3'-koncu oligomeru.

1. Synteza oligomeru OH

\ ? 2. EDA/EtOH 1:1 Q /
O. —p—
e \’(\)‘\NH [oon—o T o\/\N
4/_/ © ° \—\;
FmocNH NH,

DMTrO,

17 18

W przypadku wprowadzenia metylofosfonianu jako pierwszej jednostki nukleotydowe;j
na koncu 3' (oligomer typu 19, Schemat 2) grupa N-(2-hydroksyetylo)-N-(3-aminopropylo)-2-

aminoetylowa ulega eliminacji. Ttu-

maczone jest to atakiem trzeciorze-
dowego atomu azotu lgcznika na
atom wegla zwigzany z grupg mety-
lofosfonianowg (oligomer typu 20),
z wytworzeniem pochodnej azyry-
dynowej i eliminacjag metylofosfo-
nianu (21). Natomiast wprowa-
dzenie w tej tylko, 3'-koncowej po-
zycji, standardowej reszty fosfora-

nowej, pozwalalo na otrzymanie

0 NHFmoc
[ /—/7

-ODN O—P—0O.
| \/\N

19
CH, \_\ o =
@)
\”/\/”\NH
(6]

1. Py/ACOH/NHyNH, H,0
> EDA/EtOH

CH,

0 NH,
o—'%—tQ/\N/_F
N\

oligonukleotydu typu 18, trwatego
w warunkach odblokowania. l i
W kolejnym podejsciu zapro-
ponowano wprowadzenie na koncu O_'Fl',_o.
3' oligonukleotydu wielu grup repor- CH,

33-35
h

terowyc , zakladajac, ze tego

typu modyfikacja pozwoli na uzys- SCHEMAT 2
kanie znacznego wzrostu czutosci sondy. W tym celu zsyntetyzowano podtoza typu 22, wyko-
rzystujac strategi¢ stosowang przy otrzymywaniu oligopeptydéw. W tancuchu peptydowym
podtoza wystepowaly reszty lizyny (ich tancuchy boczne z pierwszorzedowymi resztami
aminowymi to potencjalne miejsca przylagczenia grup reporterowych) poprzedzielane
czasteczkami alaniny i/lub kwasu 6-aminoheksanowego (jako czasteczkami oddala—jag—cymi
od siebie aktywne reszty lizynowe — ,spacer’). Na tak zmodyfikowanym podiozu

przeprowadzono nast¢gpnie standardowg syntez¢ oligonukleotydu potaczonego z

oligopeptydem od 3'-konca. Grupy reporterowe mozna przytacza¢ do podtoza w réznych
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fazach otrzymywania sondy:

(1) w trakcie syntezy Oligopep— DMTrO—{_spacer } (spacer ]/ (spacer spacer }wwN
tydu w postaci

zmodyfikowanych  syntonéw

.. R - grupa ochronna lub
(11) po NHR NHR NHR reporterowa

lizynowych®>,
zakonczeniu syntezy oligo- n

peptydu, a przed rozpoczgciem

syntezy oligonukleotydu®*, badz (iii) po zakofczeniu syntezy, przed odcieciem oligomeru od
p0d102a34’35 .

Stwierdzono, ze wprowadzenie wielu czgsteczek fluoresceiny spowodowalo efekt
odwrotny od oczekiwanego: nastgpitlo silne wygaszenie fluorescencji, bedace prawdo-—
podobnie wynikiem niepromienistego przeniesienia energii pomig¢dzy sgsiednimi
czasteczkami fluoroforu®. Natomiast wielokrotne znakowanie biotyna powoduje znaczace

zwiekszenie czutosci sondy (pigciokrotne przy dziesieciu czasteczkach biotyny)**>.

¢) Wprowadzanie grupy aldehydowej
Modyfikowane oligonukleotydy niosace reszty aldehydowe wykorzystywane s3 do

przylaczania oligopeptydéw lub bialek, np. enzymoéw o

takich jak alkaliczna fosfataza lub peroksydaza z chrzanu. C/<H : HZ
Grupa aldehydowa zmodyfikowanego oligomeru reaguje z

resztami aminowymi bialka (N-koniec tafcucha l

peptydowego, reszty aminowe lizyny i argininy) tworzac H
. . . . . ‘7 .
iming (typu zasady Shiffa). Redukcja (cyjanoborowodorek C*N Zasada Schifta

sodu)  ugrupowania  iminowego  prowadzi  do l
NaCNBH;

oligonukleotydu zwigzanego z biatkiem trwalym
wigzaniem alkiloaminowym (Schemat 3). HoH

. . C—N

Przyktadem podtoza wprowadzajacego reszt¢ alde- !

hydowa do oligomeru jest podtoze 23%. Szkielet tacznika
zbudowany jest z reszt aminokwaséw potaczonych SCHEMAT 3

wigzaniami peptydowymi (kwas 6-aminoheksanowy, lizyna 1 alanina). Chroniona kwasowo-
labilng grupa piksylowg reszta hydroksylowa (stuzaca do syntezy oligomeru) przytaczona jest

do ostatniej reszty aminowej tacznika w czasteczce kwasu

O
4-hydroksybutanowego. Boczny tancuch lizyny stuzy do 0 0
przytaczenia reszty kwasu p-aldehydobenzoesowego niosacego %&O\Vﬂ}N
wolng grup¢ aldehydowa, nieaktywng podczas syntezy tancucha
oligonukleotydowego. =
Po syntezie oligonukleotydu i odblokowaniu (0,1 M NaOH)*’ uzyskano oligomer z

wolng grupg aldehydowa, wykorzystang do przytaczenia alkalicznej fosfatazy.
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B. Laczniki wprowadzajgce rozne grupy funkcyjne

Na szczeglélng uwage zastuguja podejscia, w ktérych wychodzac z jednego

OY\/\OPix .
NH\/\/\/\!)I/NH\/\/\/\!/NFL\NNH\E)‘\OWNH

uniwersalnego podtoza mozliwe jest uzyskanie oligomeréw niosgcych rézne grupy funkcyjne.
Przyktadem realizacji takiej koncepcji jest podtoze typu 24”5

Po syntezie oligonukleotydu na takim podtozu, stosujac rézne sposoby odblokowania

TABELA 2

Warunki odblokowania Produkt
(") (0]

1. NH; yo/H,0 oo O_Z_O%NHZ
25

1. NoHs/AcOH/Py" T

2. H,N(CH,), sNH, e O*“a)kN“\%NHZ
26

1. N,H,/AcOH/Py" 0 0

2. HoN(CH,),SS(CH,),NH, o—T_oM)(N ..

3. DTT/H,0 o v My
27

1.OH T i

2. NH; y3/H,0 O‘(’?}“’%&o
28

" Przypis na str. 15
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uzyskano oligomery niosace rézne grupy funkcyjne na koncu 3' (Tabela 2). Zastosowanie
typowej procedury odblokowujacej (roztwdér amoniaku) powoduje amonoliz¢ wigzania estro-
wego, prowadzgc do powstania reszty amidowej (zwigzek typu 25). Jezeli w miejsce
amoniaku stosuje si¢ alkilodiaming, wéwczas wg tego samego mechanizmu otrzymuje si¢
oligomer typu 26, z grupg aminoalkilowa na koncu 3'. Wg powyzszego schematu,
zastosowanie alkilodiamin z wewnetrznymi mostkami disiarczkowymi w pierwszym etapie
odblokowania prowadzi do produktéw aminolizy. Dodanie do mieszaniny reakcyjnej
ditiotreitolu (DTT) redukuje wigzania disiarczkowe, dajac w efekcie oligomery typu 27
niosgce na koncu 3' wolne grupy tiolowe. Prowadzenie pierwszego etapu odblokowania w
warunkach hydrolitycznych powoduje uwolnienie do roztworu oligomeréw typu 28 z resztg
karboksylowg na 3'-koncu.

C. Laczniki wprowadzajace grupe reporterowa

Chcac unikng¢ nie zawsze dostatecznie wydajnego etapu przylaczania grupy reportero-
wej w roztworze zaproponowano podtoza z juz przyltaczonym znacznikiem i jednoczesnie
umozliwiajace syntez¢ oligonukleotydu.

Przyktadem takiego podejscia jest podtoze typu 29* do ktérego przez bifunkcyjny tacz-
nik dowigzano fluoresceing chroniong grupami piwaloilowymi, zsynchronizowanymi w
trakcie syntezy i odblokowania z innymi grupami ochronnymi oligonukleotydu. Po syntezie
faficucha oligomeru wg standardowych procedur, a nast¢pnie odblokowaniu (NH3 .. stez.)

uzyskano produkt koncowy 30 — oligonukleotyd z przytaczona na 3'-koncu fluoresceina.

1. Synteza oligomeru
2. NH3 stez. aq.

OH
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W podtozu typu 31 jako tacznik wykorzystano tréjfunkcyjna reszte cukrowa urydyny™.
Funkcja 2'-hydroksylowa postuzyta do polaczenia reszty rybozy z podtozem, znacznik fluore-
scencyjny — piren przylaczono w pozycji 3', a funkcj¢ 5'-hydroksylowg (zablokowang grupa
dimetoksytrytylowa) wykorzystano do syntezy tancucha oligonukleotydowego. Po odbloko-
waniu (NH3 4. s¢2) uzyskuje si¢ oligomery typu 32, w ktérych ostatnim nukleozydem z konca

3' jest 3'-O-(1-pirenylometylo)urydyna.

DMTr Ura ﬁ
o 1. Synteza oligomeru O—T—o Ura
2. NH; g3 aq, o
0] O. >
NH:

31 32

D. Laczniki dajace trwate przytaczenie oligomeru do podtoza

W  wigkszosci stosowanych procedur wykrywania poszukiwanych sekwencji,
mieszanina DNA (lub RNA) jest immobilizowana na membranach (nitroceluloza,
modyfikowane nylony) i1 nast¢pnie poddawana analizie sonda molekularng, aplikowang w
roztworze. Stosuje si¢ takze inne podejscia, w ktérych sonda oligonukleotydowa jest trwale
przytaczona do podloza stalego i nastgpnie traktowana mieszaning kwasow nukleinowych.
Utworzony hybryd, DNA (RNA) — sonda molekularna, jest takze (poprzez sond¢) zwigzany z
podtozem i1 w tej formie jest wykrywany. To podejscie jest szczegdlnie wygodne wtedy, gdy
analizowany DNA (RNA) jest znakowany radioizotopem. W przypadku obecnos$ci
poszukiwanej sekwencji w analizowanym materiale, powstalty dupleks jest takze
radioaktywny, co mozna stwierdzi¢ za pomocga prostych detektoréw promieniowania.

Innym wariantem tego typu podejScia moze by¢ zastosowanie tak zmodyfikowanego
podfoza statego, aby po syntezie DNA 1 jego odblokowaniu (NH3 4. sz), oligomer pozostat
trwale zwigzany z podlozem. Pozwala to na ominigcie dwdch etapéw procedury: odcigcia
oligonukleotydu od podloza i jego ponownego immobilizowania. Zaproponowano wigc
podioza state typu 33, w ktorych zastosowano taczniki posiadajagce na koncu
fancucha resztg hydroksylowa}43 4 Podczas syntezy oligonukleotydy potaczone DWO
byty z podiozem wigzaniem triestrowym z grupa 2-cyjanoetylowa, analogicz-
nym do wigzania internukleotydowego. W praktyce, w warunkach odblokowa- 3
nia (30-35% NH3 4. / 55° / 10h) znaczna cz¢S¢ oligomeru (40 — 90%) ulega jednak odcigciu

od podtoza, co znacznie ogranicza stosowalno$¢ metody.

E. Podsumowanie
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Z. przedstawionych metod funkcjonalizacji konca 3' oligomeréw za najciekawsze
uwazam podej$cie umozliwiajgce uzyskiwanie réznych grup funkcyjnych w zaleznosci od
warunkéw odblokowania (Tabela 2). Jest to metoda w miar¢ uniwersalna, pozwalajgca na
uzyskiwanie r6znych grup funkcyjnych, co stwarza potencjalne mozliwosci dalszych réznego
typu modyfikacji. Na uwage zastuguja rowniez podej$cia, w ktérych synteza sond oligonu-
kleotydowych odbywa si¢ na podtozach z wczesniej dowigzanymi grupami reporterowymi
(Podrozdziat C). Po syntezie, podczas odblokowania, oligomer jest uwalniany z podtoza wraz
z przylaczong na jego koncu 3' grupg reporterowg. W tym podejsciu grupa reporterowa musi
by¢ trwata w trakcie syntezy i odblokowania oligomeru, co znacznie ogranicza liczb¢ mozli-
wych do wykorzystania znacznikéw.

Niewatpliwym mankamentem wszystkich opisywanych metod jest fakt, ze reakcje
modyfikacji podtoza zachodzg w uktadzie heterogennym, co w wigkszosci przypadkéw unie-
mozliwia bezposrednig analityke produktéw poszczegdlnych etapéw modyfikacji. Majac na
uwadze powyzsze oraz bardzo duzg pracochtonno$¢ procedur, szersze zastosowanie

opisanych metod na tym etapie ich rozwoju wydaje si¢ by¢ watpliwe.

3. MODYFIKACJE 5'-KONCA OLIGONUKLEOTYDU

Modyfikacje 5'-konca przeprowadza si¢ po zakonczeniu syntezy fancucha oligonukleo-
tydowego. Podejscie to ma szereg zalet 1 otwiera wiele dodatkowych mozliwosci syntety-
cznych, do ktérych naleza:

— stosowanie standardowych podtozy statych, bez koniecznosci ich dodatkowego

przygotowywania;

— mozliwo$¢ wprowadzania grup reporterowych bez koniecznosci ich chronienia na

wszystkich etapach syntezy oligomeru;

— mozliwo$¢ réznorodnych modyfikacji na tych samych prébkach oligomeru, co jest

szczegOlnie istotne przy weryfikacji efektywnosci metod otrzymywania sond;

— funkcjonalizacj¢ 1 przylaczanie grupy reporterowej dokonuje si¢ na oligomerach

zwigzanych z podtozem, co zdecydowanie utatwia izolacje finalnego produktu.

Synteze oligonukleotydowych sond molekularnych niosacych nieradioizotopowe grupy
reporterowe na koncu 5' mozna realizowaé etapami (funkcjonalizacja 1 przylaczenie grupy
reporterowej) lub tez przez przylaczenie na ostatnim etapie syntezy oligomeru modyfikowa-

nego syntonu nukleotydowego lub nienukleotydowego.

A. Etapowa modyfikacja oligonukleotydu

Podejscie to polega na modyfikowaniu oligonukleotydu na podtozu stalym poprzez
przytaczanie kolejnych fragmentéw sondy, prowadzac ostatecznie do uzyskania oligomeru z

grupg funkcyjng lub reporterowg na koncu 5'.
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W jednej z pierwszych opisanych metod do funkcjonalizacji oligonukleotydu wybrano

grupe fosforanowa®. Przytaczony do podtoza oligomer 34 traktowano p-chlorofenylofosforo-

ditriazolidem, otrzymujac po hydrolizie produkt 35 z grupa p-chlorofenylofosforanowg. Na-

stepnie w typowej reakcji kondensacji z 2-(biotynyloamido)etanolem wobec 1-(2-mezytyleno-

sulfonylo)-3-nitro-1,2,4-triazolu  otrzymano

sonde 36 =z przylaczong biotyna,

odblokowano i izolowano wg wcze$niej opisanych metod (Schemat 4).

Wybér reszty fosforanowej jako tacznika wydaje sie

gdyz
oligomeru i

by¢ szczegélnie trafny, stanowi ona naturalne

,wydtuzenie” reszta ta nie powinna
powodowac zaburzen procesu hybrydyzacji.

Wg podobnej koncepcji do fosforylacji oligomeru
wykorzystano aktywne pochodne fosforu
trojwartosciowego: PCls lub salicylochlorofosfing (Schemat
5)*. W obu przypadkach po pierwszym etapie, tj. po
przytaczeniu fosforynu do oligomeru, aktywne centrum
fosforowe poddawano hydrolizie do H-fosfonianu, ktéry w
kolejnej reakcji z N-1-trifluoroacetyloetanoloaming wobec
chlorku piwaloilu ulegat estryfikacji. Po utlenieniu i odblo-

kowaniu otrzymywano oligonukleotyd z grupg aminoalki-

o)

l 1. MeOPCl,

SCHEMAT 6

ktora
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lowa przytaczong poprzez reszte fosforanowa na koncu 5'.

Analogiczny produkt otrzymano w podobnym cyklu reakcji (Schemat 6), jednakze
facznik aminoalkilowy wprowadzano na etapie oksydatywnej kondensacji 5'-(metoksy-H-
fosfonianu) oligomeru z diaminoetanem™.

W ostatnich trzech przypadkach zastrzezenia mogg budzi¢ wielofunkcyjne, bardzo reak-
tywne czynniki fosfitylujace, ktére moga modyfikowac zasady azotowe, a takze prowadzi¢ do
powstawania produktow dimeryzacji.

Odmiennym typem reagentéw generujacych aktywny uklad na koncu 5' sg karbodiazo-
lidy*"™*. Aktywacja oligonukleotydu 34 karbonylodiimidazolem prowadzi do pochodnej typu
44, nieaktywnej wobec alkoholi, natomiast tatwo reagujacej z aminami’’. W wyniku reakcji z
1,6-diaminoheksanem uzyskano karbaminian typu 45. Po przytaczeniu biotyny i
odblokowaniu roztworem amoniaku (reszta karbaminianowa jest trwala w tych warunkach®)

otrzymano gotowg sonde oligonukleotydowg (Schemat 7).

Ne—. o
34 H*O j%» E\/N)LO o 44

HoN(CHp)gNH,

0o 1. ester aktywny . I6)
)L ) Ej'ﬂtyny bloty\na H)k
HoN(CH,)sNH oo L N HN(CH,)gN 0 OH
45 46
SCHEMAT 7

Podobnie przebiegly reakcje prowadzace do 5'-SH oligomeru®’ (Schemat 8). W tym
przypadku pochodng karbonyloimidazolowa typu 44 potraktowano S-dimetoksytrytylocyste-

Ne—. 0
34 Hoo M' Ni/\m)koo 44

NH

2
DMTrS

’ \/<c00H

i 1. NH, aq. i
HOOC. 2. AgNO,/DTT  HOOC.
N o ol S A L
DMTrSj HS}NH 0 OH
47 48
SCHEMAT 8

ing. Produktem tej reakcji byt oligomer 47 z dowigzang na koncu 5' cysteing (poprzez ugru-
powanie karbaminianowe). Reszt¢ tiolowa cysteiny wykorzystano po odblokowaniu do

dowigzania grupy pirenylowej. Oprécz grupy -SH oligomer 48 niesie na koncu 5' rowniez
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grupe karboksylowa, potencjalne miejsce selektywnego przytaczania innego typu grupy
reporterowe;j.

Réwniez podobny system funkcjonalizacji zastosowano do otrzymania sondy oligonu-
kleotydowej znakowanej wieloma grupami reporterowymi*®. Na pierwszym etapie sprzegano
1,6-diaminoheksan z oligomerem wobec karbonylodiimidazolu. Stosujac nastepnie dwukrotng
kondensacje z N*-N*-di-Fmoc-lizyng wobec BOP przylaczono do grupy -NH, cztery reszty
lizyny. Ochronne grupy Fmoc usuwane byty selektywnie dziataniem DBU, a do uwolnionych
w ostatnim etapie grup aminowych przytaczane byly czasteczki biotyny, prowadzac do
zwiazku typu 49. Po odcig¢ciu od podtoza i odblokowaniu w standardowych warunkach izolo-
wano tetrabiotynylowang sond¢ oligonukleotydowg technikg HPLC lub PAGE.

(Biotyna)

N

Biotyna

NH

NH O

! ()
o) NH_ _0—{ODN
NH T
o o)
N i)
NH

y

49

B. Modyfikowane syntony nukleotydowe

W podejsciu tym otrzymane na podtozu stalym oligomery poddaje si¢ dodatkowe;j
kondensacji z syntonami, w ktérych w miejsce standardowych nukleozydéw wprowadzono
nukleozydy ze zmodyfikowang pozycja 5'. Poniewaz zwiazki te przylacza si¢ w ostatnim
etapie syntezy, uzyskiwane oligonukleotydy niosa modyfikacj¢ na koncu 5'. Struktura
omawianych syntonéw, bardzo zblizonych do typowych syntonéw nukleozydowych, pozwala
na wykorzystanie do ich przylaczania standardowych procedur wydtuzania tancucha
oligonukleotydowego.

Dla realizacji takiego podejscia zaproponowano
uzycie zwigzkéow typu S0 jako koncowej modyfi- T

51,52

N B
o

R; = Fmoc lub CF3

kowanej jednostki nukleotydowej” . Labilne w wa- O_ NP Ro = Me lub CE
. . P

runkach zasadowych grupy chronigce reszte¢ aminowg “OR,

usuwane byly w trakcie koncowego odblokowania 30

roztworem amoniaku. Po syntezie oligomeru, konden-
sacji z amidofosforynem typu 50 i odblokowaniu, reszta aminowa w pozycji 5' uwolnionego

oligomeru wykorzystana byta do wprowadzania fluorescencyjnych grup reporterowych.
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W celu uzyskania oligonukleotydow z grupa -SH na koncu 5'

TrS. B
zaproponowano analogiczne do opisanych powyzej syntony typu 51°°. °
Lipofilowa grupa trytylowa na koncu 5' oligonukleotydéw otrzymanych z o_ NP,
wykorzystaniem z tego typu syntonéw umozliwiala latwe oczyszczanie “oce
produktu za pomoca RP-HPLC . Grupe trytylowa usuwano jonami srebra 3l

lub rteci.

Przedstawione powyzej metody wydaja si¢ malo atrakcyjne z dwéch powodéw: (i)
koniecznos$¢ syntezy modyfikowanych nukleozydéw i ich amidofosforynéw; (ii) bezposrednie
przytaczenie grupy funkcyjnej do wegla 5' reszty cukrowej moze powodowac powstawanie
znacznej zawady przestrzennej po przylaczeniu grupy reporterowej, co moze mie¢ negatywny
wplyw na proces hybrydyzacji i detekcji.

C. Syntony nienukleotydowe

Syntony nienukleotydowe sg to analogi syntonéw nukleotydowych, w ktérych w miejsce
szkieletu nukleozydowego zastosowany jest najczesciej szkielet weglowy z jednag lub wieloma
odpowiednio chronionymi grupami funkcyjnymi. System protekcji tych grup jest tak dobrany,
by byt on kompatybilny z powszechnie stosowanymi, rutynowymi metodami syntezy oligonu-
kleotydéw. Tak przygotowany synton nienukleotydowy moze by¢ przylaczany do oligomeru
w standardowym cyklu syntetycznym, co nie wymaga zmiany reagentéw lub tez zmiany opro-
gramowania syntetyzera. Syntony nienukleotydowe mozna podzieli¢ zasadniczo na dwa typy.
Typ pierwszy to syntony funkcjonalizujace oligomer (Tabela 3), do ktérego w dodatkowym
cyklu syntetycznym przylaczana jest grupa reporterowa. Drugi typ syntonu zawiera juz
zwigzang grupe reporterowg (Tabela 4) i1 jego kondensacja z oligomerem prowadzi w jednym
etapie do gotowego produktu — sondy oligonukleotydowej z przytaczong grupa reporterowa.

Ze wzgledu na znacza liczbe opisanych metod syntezy i zastosowan syntonéw nienu-
kleotydowych zestawiono je w tabelach i opatrzono komentarzem podkreslajagcym istotne

wlasciwosci chemiczne 1 ich konsekwencje.

" Przypis na str. 13.



TABELA 3. Amidofosforyny wprowadzajace grupy funkcyjne
Nr Zwiazek Komentarz Lit.
R 1. Synton wprowadza reszte tiolowg chroniong grupa trytylowa. 54,55
TN e on, 2. Otrzymano analogiczne H-fosfoniany™*.
52 3. Grupa trytylowa pozwala na tatwe oczyszczenie oligomeru za pomocg
— arie—N . e RP-HPLC .
4. Odblokowanie reszty tiolowej roztworem azotanu srebra w dodatkowej re-
b) Ry = —N(Pr),, R, = CE akcji.
s NP, 1. Synton wprowadza reszt¢ tiolowg chroniong grupg 56
53 OzN@/\/ O_P\OCE 2,4-dinitrofenyloetylowa, labilng w warunkach zasadowych.
NO, 2. Odblokowanie reszty tiolowej: NH3 4. st¢2/0,1 M DTT
o 1. Synton wprowadza reszt¢ aminowg chroniong grupg trifluoroacetylowa, 57
54 Pe op/ e labilna w warunkach zasadowych.
RO T N 2. Odblokowanie reszty aminowej nastepuje w trakcie koncowego dziatania
roztworem amoniaku.
1. Syntony wprowadzajg reszt¢ aminowg chroniong pochodnymi grupy tryty- | 5 4, 58,
55 NP, lowej, labilnymi w warunkach kwasnych. 59
R1N“\@;O_P\OR 2. Analogicznie otrzymano H-fosfoniany™.
’ 3. Lipofilowe pochodne grupy trytylowej pozwalaty na tatwe oczyszczenie
e O P oligomerlslgna RP-HPLC* 1 byty usuwane nastgpnie 80% kwasem
R2 = Me, CE octowym™ lub stuzyly do kolorymetrycznego sledzenia wydajnosci
funkcjonalizacji oligomeruSg.
4. Odblokowanie reszty aminowej przed odcigciem od podtoza pozwala na
przylaczenie grupy reporterowej do oligomeru na podiozu statym.
1. Synton wprowadza reszt¢ aminowg chroniong grupg Fmoc, labilng w 60
56 FmoehH__ o~~~ /P2 warunkach zasadowych.
O_P\Me 2. Wykorzystanie: do funkcjonalizacji metylofosfonianéw
oligonukleotydow.
3. Odblokowanie w temp. pok.: a) NH3 g sez/2 h, b) EDA — EtOH/6h.

" Przypis na str. 13.
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Nr Zwigzek Komentarz Lit.
. Synton wprowadza grupe estrowg, pozwalajacg na uzyskiwanie ré6znych 61
57 RO. N@PY,  2) R= CHCHC! grup funkcyjnych w zalezno$ci od warunkéw odblokowania. Ostateczna
\VO(\O_P\OCE b) R = CH,CF, funkcjonalizacja oligomeru z przytagczonym zwigzkiem 57 nastepuje przed
odblokowaniem NH3 4. ¢z, podobnie, jak to opisano dla modyfikacji
konca 3' (Tabela 2).
DMTr 62
/NGPr)2
0—P
S8 “oce . Zwiazki typu 58 — 60 stuza do uzyskiwania rozgat¢zionych oligonukleoty-
DMTr déw (typu ,,drzewo”) umozliwiajacych wprowadzanie wielu grup reporte-
rowych.
(@]
63
DMT@\/\)LNH NGPr),
. P
NH: OCE
DMTO
W
DMT _NGPr), 19
0—FP
60 A
- DMTIO oF
. Synton wprowadza reszt¢ aminowa, chroniong labilng w warunkach zasa- 19
CEQ  NiPn, dowych grupa trifluoroacetylowg oraz reszte hydroksylowa, chroniong
61 grupa dimetoksytrytylowa. Pozwala to na wielokrotne przytaczenie ami-

\
0o 0
/\/k/NH Jk
DMTIO WNH CF,
o)

dofosforynéw 61 i uzyskiwanie rozgatezionych oligonukleotydéw (typu
,»grzebien”), umozliwiajacych wprowadzanie wielu grup reporterowych.

. Odblokowanie reszt aminowych nast¢puje w trakcie dziatania roztworem

amoniaku.




TABELA 3. cd.

Nr

Zwiazek

Komentarz

Lit.

CEO_ N(Pr),
P
|
o)

DMTrO\)\/NHFmoc

. Synton wprowadza reszt¢ aminow3a, chroniong labilng w warunkach zasa-

dowych grupg trifluoroacetylowg oraz reszte hydroksylowa, chroniong

grupg dimetoksytrytylowa. Pozwala to na wielokrotne przytaczenie ami-
dofosforynéw 62 i uzyskiwanie rozgatezionych oligonukleotydéw (typu
,»grzebien”), umozliwiajgcych wprowadzanie wielu grup reporterowych.

. Odblokowanie reszt aminowych nastepuje w trakcie dziatania roztworem

amoniaku.

. W reakcji biotynylacji oligomeru zawierajacego 5 jednostek typu 62

otrzymano sonde, ktéra byta wykrywalna w ilosci 0,5 ng.

64

. Synton wprowadza reszte hydroksylowa chroniong grupga dimetoksytryty-

lowa, co pozwala na wielokrotne przytaczenie amidofosforynéw 63. Zwia-
zek ten (,,spacer”) stuzy do zwigkszania odlegto$ci miedzy grupami ak-
tywnymi w oligomerach typu ,,grzebien”. Ma to na celu oddalenie od
siebie grup reporterowych aby ograniczy¢ ich wzajemne oddziatywania.

19
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Sposréd syntonéw funkcjonalizujacych chciatbym wyr6zni¢ amidofosforyn typu SS.
Zawiera on wzglednie prosty szkielet weglowy (co ulatwia jego przygotowanie) i po przyta-
czeniu do oligomeru umozliwia kolorymetryczny pomiar wydajnosci funkcjonalizacji. Dodat-
kowo chemoselektywne usunigcie protekcji grupy funkcyjnej pozwala na przylaczenie grupy
reporterowej do oligomeru zwigzanego z podtozem, co znacznie upraszcza procedure izolacji
finalnego produktu syntezy. Alternatywnie, odblokowanie oligomeru z zachowaniem lipofilo-
wej blokady dimetoksytrytylowej stwarza mozliwo$¢ szczegdlnie skutecznego oczyszczenia
sfunkcjonalizowanego oligonukleotydu za pomocg RP-HPLC.



TABELA 4. Amidofosforyny wprowadzajace grupy reporterowe

Nr Zwiazek Komentarz Lit.

o . Synton wprowadza reszt¢ biotynylowa. 65, 66
2. Nierozpuszczalny w CH3CN. Do modyfikacji oligomeréw konieczne jest

HN)kNH
NPT, stosowanie roztworu DMF/CH,Cl,.
NH—@—/\O—F(
S OCE
(6]

o 1. Synton wprowadza reszte biotynylowa niosagca w pozycji 1-N grupe 67, 68
DMTrN)kNH dimetoksytrytylowa, zwigkszajaca rozpuszczalnosé amidofgsforyng 65 w
65 NiPY CH;CN. Ponadto pozwala ona na kolorymetryczne ocenienie wydajnosci
— N _o—p] modyfikacji lub na wydajne oczyszczenie produktu za pomoca RP-HPLC

° e oce lub OPC*,

3,
(6]

—

o 0 O P 1. Synton wprowadza czasteczke ﬂuoresc.einy w post‘aci estru me:tylowego. 69
\ © NoMe W warunkach koncowego odblokowania amoniakiem nast¢puje odtwo-

66 rzenie grupy karboksylowe;.

_ © CoOMe 2. Otrzymano réwniez analogiczny H-fosfonian.

1. Synton wprowadza czgsteczke fluoresceiny chroniong grupami 70
piwaloilowymi.

2. Odblokowanie grup funkcyjnych fluoresceiny nastepuje w trakcie
koncowego dziatania amoniakiem.

* OPC zawiera oparty na polistyrenie polimer wigzacy selektywnie reszty dimetoksytrytylowe. Po odmyciu zanieczyszczen przeprowadza si¢ odtrytylowanie (2% TFA) i
wymywa oczyszczony oligomer.



TABELA 4. cd.

Nr

Zwigzek

Komentarz

Lit.

. Synton wprowadza czasteczke fluoresceiny chroniong grupami

piwaloilowymi.
Grupa dimetoksytrytylowa umozliwia kolorymetryczne monitorowanie
wydajnosci przytaczenia syntonu do oligomeru.

. Grupa dimetoksytrytylowa w poblizu centrum fosforowego stanowi
zawadg przestrzenng i pomimo wydluzenia czasu kondensacji do 120 sek.

wydajnos¢ przylaczenia syntonu byta umiarkowana (70%).
Odblokowanie grup funkcyjnych fluoresceiny nastepuje w trakcie
koncowego dziatania amoniakiem.

41

—

. Synton wprowadza czasteczke 2-metoksy-6-chloro-9-aminoakrydyny.

Koncowe odblokowanie nalezy przeprowadza¢ 0,5M roztworem NaOH
w H,O/EtOH aby unikng¢ pekania akrydynowego wigzania C9 — NH.

28,71

p—

. Synton wprowadza czasteczke akrydyny.

Opracowano rowniez procedure otrzymywania analogicznego H-fosfo-
nianu.

. Odblokowanie oligomeru znakowanego za pomocg syntonu 70 mozna

przeprowadza¢ w standardowych warunkach

72

. Synton wprowadza czasteczke pirenu (fluorofor).

63,73
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Nr

Zwigzek

Komentarz

Lit.

iPr),

(0] (0]
% N
N Z
)\)‘j/i :©i
[¢] N N
L NG
o— P\
OCE

. Synton wprowadza czasteczke ryboflawiny (fluorofor).

74

NGPr),

N
OCE

kompleks Ruzy” " "o _p

. Synton wprowadza kompleks rutenu z trzema czasteczkami

batofenantroliny.

. Kompleks ten jest trwaty chemicznie 1 wykazuje silng fluorescencj¢ o

dlugim czasie trwania. Pozwala to unikng¢ krétkotrwatej fluorescenciji tla,
dzieki czemu uzyskuje si¢ czutos¢ poréwnywalna z metodami radioizoto-
powymi (time resolved fluorescence).

. Amidofosforyn 73 otrzymywano in situ ze wzglgdu na trudnosci w

1zolacji czystego zwigzku.

75

HN NH

. Synton wprowadza biotyn¢ oraz chroniong grupa dimetoksytrytylowag

reszte hydroksylowa, ktéra pozwala na przylaczenie kolejnych
amidofosforynéw typu 74. Umozliwia to uzyskiwanie oligonukleotydéw z
przytaczonymi wieloma grupami reporterowymi.

. Nie opisano praktycznego wykorzystania zwigzku 74 do modyfikacji

oligomeru.

76
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Nr

Zwigzek

Komentarz

Lit.

CEO_ N(Pr),
P
|
o)

DMTrO\)\/O\/\/NHR

a) R = biotyna
b) R = fosfotyrozyna

. Synton wprowadza biotyn¢ lub fosfotyrozyng¢ (hapten) oraz chroniong

grupg dimetoksytrytylowa reszte hydroksylowa, ktéra pozwala na przyta-
czenie kolejnych amidofosforynéw typu 75. Umozliwia to uzyskiwanie
oligonukleotydéw z przylaczonymi wieloma grupami reporterowymi.

. Nie nalezy usuwac ostatniej grupy dimetoksytrytylowej przed odblokowa-

niem amoniakiem, gdyz wolna grupa hydroksylowa reszty gliceryny ata-
kuje w tych warunkach sgsiednie ugrupowanie fosforanowe powodujac
utrat¢ grup reporterowych.

. Oligomer zawierajacy 8 czasteczek biotyny byt wykrywalny w ilosci 0,1

ng, a zawierajacy 8 czasteczek fosfotyrozyny w ilosci 1 ng.

77

CEO\P NP,

(‘) O.N

DMTrO
N NO,

tacznik: a) = -CH,-
b) = -CHyCH,CH,CH,-
¢) = -CHyOCH,CH,CHy-

d) = ~CH,OCH,CH,CH,NHG(O)CH,CH,CH,GH,CHy-

. Synton wprowadza hapten (2,4-dinitrofenyl) oraz chroniong grupa dime-

toksytrytylowa reszte hydroksylowa, ktéra pozwala na przytaczenie kolej-
nych amidofosforynéw typu 76. Umozliwia to uzyskiwanie oligonukleoty-
déw z przytaczonymi wieloma grupami reporterowymi.

. Nie nalezy usuwac ostatniej grupy dimetoksytrytylowej przed odblokowa-

niem amoniakiem, gdyz wolna grupa hydroksylowa reszty gliceryny ata-
kuje w tych warunkach sgsiednie ugrupowanie fosforanowe powodujac
utrat¢ grup reporterowych. Natomiast modyfikowane oligomery z zacho-
wang ostatnig grupg dimetoksytrytylowg byly trwate w warunkach odblo-
kowania (co jest sprzeczne z wczesniejszymi doniesieniami o nietrwatosci
grupy DNP w roztworze amoniaku’®).

. Najwyzszg czutos¢, 14 pg uzyskano dla oligomeru z trzema czasteczkami

dinitrofenolu.

. Rodzaj tacznika miat maty wptyw na poziom detekcji oligomeru.

79
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Wykorzystanie syntonéw 64 — 76 wydaje si¢ by¢ najprostszg metodg wprowadzania
grup reporterowych w pozycji 5' oligonukleotydéw. Nalezy jednak zwréci¢ uwage, ze czesto
synteza tego typu zwiazkow jest procesem wieloetapowym, a produkt koncowy uzyskiwany
jest z niskg wydajnoscig. Ograniczone jest tez spektrum mozliwych do wykorzystania grup
reporterowych, gdyz muszg one by¢ odporne na warunki kondensacji, utleniania i
odblokowania oligomeru. Ponadto wprowadzenie innego znacznika do oligonukleotydu wigze
si¢ z konieczno$cig syntezy nowego syntonu. W zwigzku z tymi niedogodno$ciami uwazam,
ze korzystniejszym podejsciem jest funkcjonalizacja oligomeru, a nastepnie przylaczenie

grupy reporterowe;.

D. Fosforylacja 5'-konca oligonukleotydu

Fosforylacja 5' - konica oligonukleotydu nie jest reakcja modyfikacji, gdyz wprowadze-
nie reszty fosforanowej w t¢ pozycje jest wydtuzeniem naturalnego szkieletu oligomeru. Jed-
nakze, 5' - koncowa grupa fosforynowa czy fosforanowa moze by¢ dogodnym substratem do
dalszych modyfikacji. Dlatego tez ujatem w tej czeSci mojej pracy reakcje fosforylacji jako
istotny fragment potencjalnej metody funkcjonalizacji konca 5' - oligonukleotydow.

Jednymi z pierwszych reagentéw zastosowanych z powodzeniem do fosforylacji oligo-
nukleotydu zwigzanego z podiozem stalym byly N,N-
diizopropyloamidofosforyny dialkilowe typu 77%. Pro- /k OR, o, GE. N
duktem reakcji fosforynacji byt 5'-dialkilofosforyn _< N_P\ORZ R;:CE: Np;

oligonukleotydu, utleniany nastepnie do fosforanu. 7

Grupy alkilowe wusuwano dziataniem: tiofenolanu

(R=Me), amoniaku (R=CE) lub DBU (R=Npe), uzyskujac 5'-fosforylowany oligomer.
Przyktadem innego czynnika fosforylujacego, ktory prowadzit do analogicznego 5'-fos-

forylowanego oligonukleotydu jest N,N-diizopropyloamidofosforyn 2-cyjanoetylowo — 2-[2'-

(4,4'-dimetoksytrytyloksy)etylosulfonylo]etylowy (78)%'. Obok »aktywnego” ugrupowania

amidofosforynowego i1 ochronnej grupy 2-cyjanoetylowej zastoso-

NGPr),

(e}
wano ugrupowanie 2-(2'-hydroksyetylosulfonylo)etylowe. To osta- DMT'O\/\Q/\/O—P\OCE

tnie zawieralo grupe dimetoksytrytylowa, co umozliwialo moni- o
torowanie (test barwny) reakcji fosforynacji. Obydwie grupy fosfo- 8
ranoalkilowe [2-cyjanoetylowg i 2-(2'-hydroksyetylosulfonylo)etylowa] usuwano w reakcji 3-
eliminacji w srodowisku zasadowym.

W innym podejsciu, do fosforylacji oligomeru zastosowano N,N-diizopropyloamidofos-
foryn 2-cyjanoetylowo — 2-(trifenylosililo)etylowy (79)*. Po utlenieniu i NiPr,
odblokowaniu roztworem amoniaku, grupa 2-(trifenylosililo)etylowa phs” >~ O_P\OCE
wcigz pozostawala zwigzana z resztg 5'-fosforanowg. Dzigki temu moz- 79
liwe bylo tatwe oczyszczenie (za pomocg RP-HPLC) pozadanego produktu od zanieczyszczen
nie niosacych tego silnie lipofilowego ugrupowania. Grupe 2-(trifenylosililo)etylowa usuwano

nastepnie jonami fluorkowymi, uzyskujac 5'-fosforan oligonukleotydu.
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Kolejnym amidofosforynem stosowanym do fosforylacji oligonukleotydéw jest
zwiazek 80%. Otrzymano go z 2,2-bis(hydroksymetylo)malonianu dietylowego poprzez

dimetoksytrytylowanie 1 fosfitylacje. Zastosowanie tego amidofosforynu umozliwia

dwutorowe wykorzystanie wlasciwosci grupy dimetoksytrytylowej: O_-OFt
kontrolowanie wydajnosci reakcji fosforylacji dzigki uwalnianiu DMTro\?/Q/o—(OCE
barwnego kationu dimetoksytrytylowego (metoda ,.trityl off’) lub eo” Yo e
wydajne oczyszczanie oligomeru dzieki lipofilowym wtasciwosciom tej 80

grupy (metoda ,,trityl on”). To drugie podejscie jest mozliwe dzigki nieoczekiwanej trwatosci
estru  2,2-bis(etoksykarbonylo)-3-(4,4'-dimetoksytrytyloksy)propylowego ~w  stezonym
roztworze amoniaku. Natomiast po usuni¢ciu grupy dimetoksytrytylowej, ugrupowanie to
staje si¢ nietrwate w warunkach zasadowych i traktowanie oligomeru wodnym roztworem

amoniaku lub aminy pozwala na uzyskanie 5'-fosforanu oligonukleotydu (Schemat 9).

Oy _OFt o _OEt O _OEt
N 7 ) T T
H—@ o O—F":O — 0 (\O—T’:O + HCHO — 'O—T:O +
) O—{ oDN}-oH O— ODN}—OH O— ODN}—oH
B: B0~ SO E0” SO E0” SO
SCHEMAT 9

Opisane powyzej podejscia z wykorzystaniem amidofosforynéw prowadzity do 5'-fosfo-
ranoéw oligonukleotydéw. Lepsze mozliwosci przytaczania innych reagentéw modyfikujacych
czy grup reporterowych na koncu 5' wydaje si¢ stwarza¢ ugrupowanie wodorofosforynowe.
Moze by¢ tez ono traktowane jako modyfikacja oligomeréw stuzaca np. do badan aktywnosci
substratowej w reakcjach enzymatycznych.

Najprostsze reagenty stuzace do otrzymania 5'-wodorofosforynéw oligonukleotydéw to
opisane wczeéniej (str. 22) PCls i salicylochlorofosfina®. Ze wzgledu na duza reaktywno$é
stwarzaja one jednak  zagrozenie  modyfikacji  zasad azotowych  tancucha
oligonukleotydowego.

Bardziej odpowiednia dla selektywnego modyfikowania 5'-koncowej reszty hydroksy-
lowej oligonukleotydéw jest metoda z uzyciem monoestréw H-fosfonianowych 81% lub 82%,

zawierajacych podatne na B-eliminacje reszty alkilowe.

7 7
-0—P—0 -0—P—OCE
| NO, |
H H
81 82

Zwiazek 81 [H-fosfonian 2-(p-nitrofenylo)etylowy] otrzymano przeprowadzajac PCl; w
tris(1,2,4-triazoilo)fosforyn, ktéry poddawano reakcji z 2-(p-nitrofenylo)etanolem. Po hydroli-
zie powstalego p-nitrofenylofosforoditriazolidu, produkt 81 oczyszczano na zelu krzemionko-
wym. H-Fosfonian 2-cyjanoetylowy 82 otrzymano przez hydroliz¢ dichlorofosforynu 2-cyja-

noetylowego 1 stosowano bez oczyszczania. Zwigzki powyzsze umozliwiaja fosfonylacje
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oligonukleotydéw w reakcji standardowej kondensacji z chlorkiem piwaloilu. B-Eliminacja
reszty 2-(p-nitrofenylo)etylowej nastepuje w wyniku dziatania DBU, reszta 2-cyjanoetylowa
za$ ulega PB-eliminacji w trakcie koncowego dziatania amoniakiem. W obu przypadkach
uzyskuje si¢ 5'-wodorofosforyny oligonukleotydéw.

W powyzszych podejsciach zastrzezenia moze budzi¢ brak zadowalajacej procedury
uzyskiwania czystych monoestréw. Opisana zostata jednak inna, prosta metoda otrzymywania
wodorofosforynéw monoalkilowych poprzez transestryfikacje H-fosfonianu difenylowego
odpowiednim alkoholem. Powstajacy na pierwszym etapie H-fosfonian dialkilowy hydrolizuje
sic do monoestru, ktéry wydziela sie jako produkt krystaliczny™.

Marsters i wsp.?” opublikowali metode bezposredniej fosfonylacji oligonukleotydu
kwasem fosforawym z uzyciem chlorku piwaloilu jako czynnika aktywujacego. Przy propo-
nowanym sposobie aktywacji kwasu fosforawego i stosowanych nadmiarach reagentow
produktem gtéwnym (~90%) reakcji byt symetryczny H-fosfonian 5'-5' dioligonukleotydowy
(83). Zwickszenie ilosci kwasu fosforawego wzgledem chlorku piwaloilu w roztworze
fosfonylujacym poprawito wydajnos¢ 5'-H-fosfonianu oligonukleotydu (84), jednakze 5'-5'
symetryczny dimer byt nadal jednym z giéwnych (~40 %) produktéw reakcji (Schemat 10).
Przy dalszym wzro$cie nadmiaru H;PO;3 fosfonylacja zachodzita ze zdecydowanie mniejszg
wydajnoscia.

W zamierzeniach autoréw metody, jej gtéwnym walorem miato by¢ stosowanie
prostych i tanich reagentéw, a takze prostej chemii prowadzacej bezposrednio do pozadanego
produktu. Otrzymane wyniki negatywnie zweryfikowaty te oczekiwania. Wedtug mojej oceny
podejécie to nadal zastuguje na uwage, jednakze wymaga dopracowania metodycznego.
Uwazam, ze warunkiem koniecznym kontroli procesu fosfonylacji w proponowanym systemie
jest identyfikacja czynnika fosfonylujacego. Bez wigkszego ryzyka mozna postulowacé, ze
uktad produktéw opisany przez Mastersa i wsp. wigze si¢ nie z samg reakcjg fosfonylacji, lecz
ze sposobem aktywacji kwasu fosforawego chlorkiem piwaloilu i kontrola tej ostatniej reakcji

moze znacznie poprawi¢ chemoselektywnos$¢ procesu.

s

.
/ N\
o »
N\
HO HyPO, / PVCI
0
H,PO;
84
HaPO, -

SCHEMAT 10
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4. MODYFIKACJE W POZYCJACH 1', 2" 14' SZKIELETU CUKROWEGO

Idea modyfikacji reszty cukrowej (C-1', C-4'1 2'-OH) oparta jest na zalozeniu, ze reszta
ta nie jest bezposrednio uwiktana w proces hybrydyzacji, w zwiazku z czym jej modyfikacje
nie powinny w istotny sposéb wptywac na trwato$¢ dupleksu. Wybor takiego sposobu modyfi-
kacji z reguly wymaga przygotowania w pierwszej kolejnosci odpowiednio zmodyfikowanego
nukleozydu, nastgpnie jego amidofosforynu lub H-fosfonianu i wprowadzenie go do oligo-
meru. Syntony tego typu mozna wprowadza¢ w dowolnej pozycji tancucha oligonukleotydo-

wego. Mozliwe jest tez wprowadzanie do oligomeru wielu tego typu jednostek.

A. Modyfikacje pozyciji 1’
Amidofosforyn nukleozydu zmodyfikowanego w pozycji 1' (85)* otrzymany zostat w

wieloetapowej syntezie (Schemat 11), w ktérej substratem byt 2,3'-O-anhydro-1-(1,4,6-tri-O-

o
N BzO U 1. NaOH (0]
)5 o RT® 2. TIPDSCl, /
BzO N HCI _—
0.0 TIPDS\
0Bz OBz
OBz R=0H
0Bz N,N-tiokarbonylodiimidazol S
BuzSnH / 2,2-azobis(izobutyronitryl) 1. N,N-karbonylodiimidazol
R=H Y
2. diaminoalkan
RO Ura o)
© o% BuNF / o
NH 0 <
OH TIPDS NH
}J)e lub 8 \o )

R=H FmocNH 6lub8
DMTrCI . R=H RNH

R = DMTr chloromréwczan -

9-fluorenylometylowy R = Fmoc
N,N-diizopropyloamido-
chlorofosforyn 2-cyjanoetylowy
DMTT Ura
© O. NH. NHF|
moc
\(v)glub 8
O\P/N(lPr)2 0
N
OCE
85

SCHEMAT 11

benzoilo-B-D-fruktofuranozylo)uracyl. Po hydrolizie mostka tlenowego 2,3' grupa 2'-OH
usuni¢ta zostata dziataniem N,N'-tiokarbonyloimidazolu i wodorkiem tributylocyny wobec
2,2'-azobis(izobutyronitrylu). Benzoilowe grupy ochronne tak otrzymanej 3'-deoksypsikoury-

dyny usuni¢to nast¢pnie roztworem NaOH. Reszty -OH w pozycjach 4' i 6' zablokowano
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dwufunkcyjng grupa 1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksan-1,3-diylowa (TIPDS), a w pozycji 1'-
OH przylaczono diaming za posrednictwem N,N'-karbonylodiimidazolu. Wolng reszt¢ -NH,
zablokowano grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa (Fmoc), a reszt¢ siloksanowa usunigto
z pozycji 3'-O i 5'-O dziataniem fluorku tetrabutyloamoniowego. Ostatecznie w grupg S5'-hy-
droksylowa zablokowano dimetoksytrytylem i przeprowadzono fosfitylacje w pozycji 3'-O, co
doprowadzitlo do syntonu 85. Witaczany byt on do oligonukleotydéw wg standardowych
procedur, a po odblokowaniu i oczyszczeniu oligomeru reszta 1'-aminoalkilowa wykorzystana
byta do przytaczenia pirenu i antrachinonu.

W innym podejsciu®', stosujac amidofosforyn typu 86, wprowadzono w wybrane

pozycje fancucha oligonukleotydowego jednostki 3'-  owmo Thy
deoksypsikotymidynylowe z pozycja 1'-hydroksylowg zabezpieczong 2 oL
reszta lewulinylowa. Po zakonczeniu syntezy oligomeru grupe O\PiN(iP”Z
lewulinylowg usuni¢to selektywnie octanem hydrazyny i do OcE
uwolnionej reszty 1'-OH przylaczono amidofosforyn typu 57 (str. 27) 86

niosgcy reszt¢ glikolanu trifluoroetylowego lub chloroetylowego jako miejsce dalszej
modyfikacji. Tego typu ugrupowanie karboksyestrowe pod wptywem diaminy przeksztalca si¢
fatwo w ugrupowanie aminoalkilokarbamidowe (zwiazek typu 87). Po usunigciu wszystkich
grup blokujacych, w reakcji z chlorkiem 4-(dimetyloamino)azobenzeno-4'-sulfurylu, do reszty
aminoalkilowej w pozycji 1' przytaczono grupg dabsylowg jako znacznik nieradioizotopowy
sondy.

5 OCE b) R = CH,CF,

“T
O Thy 0 o)

o [
RO NP, a) R= CH,CHCI CFF"*O N X\NH
\’(\ O0—P ] ,

N o 0

~
Y

a) X = (CHp)y
b) X = (CH2),SS(CHo),

37 87

B. Modyfikacje pozyciji 4'
Modelowanie komputerowe wykazato, ze przytaczenie tancucha alkilowego do wegla 4'
ma znacznie mniejszy wpltyw na stabilnos¢ dupleksu DNA-DNA niz podobne modyfikacje w
innych pozycjach reszty cukrowej. Weryfikacje eksperymentalng obliczen 1 wynikow
komputerowych zrealizowano przez synteze¢ oligomeru, w ktérym w wybranych pozycjach
ulokowano  odpowiednio  modyfikowane jednostki D%ﬂw
J\/\/\ ,CI,)

NH
FC RN
odpowiednio modyfikowanego amidofosforynu  88. \OI( CEO NP,

nukleotydowegg. W tym celu przed synteza

oligonukleotydu  konieczne  bylo  przygotowanie

Substratem do syntezy tego ostatniego byt unikalny 88
nukleozyd (4'- hydroksy-2'-deoksyurydyna), ktéry w siedmiu etapach syntetycznych
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przeksztatcono w 4'-aminoalkilo-2'-deoksyurydune i, po zablokowaniu funkcji 5'-OH, w
amidofosforyn 88.

Przeprowadzono syntezy szeregu oligomeréw z modyfikacjami w réznych pozycjach
sekwencji. Do odstonigtych w trakcie koncowego odblokowania grup aminoalkilowych przy-
faczano biotyng, otrzymujac zestaw sond molekularnych modyfikowanych w jednej lub kilku
pozycjach. Por6wnawcze pomiary efektywnosci hybrydyzacji wykazaty, ze kazdy 4'-modyfi-
kowany nukleotyd obnizat T, jedynie o 1,2 — 1,7°C, co potwierdzilo eksperymentalnie wcze-

$niejsze wyniki otrzymane z modelowania komputerowego.

C. Modyfikacje pozycji 2'-OH
W odréznieniu od modyfikacji w pozycjach 1'1 4', ktére wymagaly syntezy nienatural-

nych jednostek nukleozydowych jako substratéw, do modyfikacji w o

pozycji 2' wykorzystano naturalne rybonukleozydy, a reakcje funk- \wm
cjonalizacji ukierunkowano na alkilowanie grupy 2'-hydroksylowe;j. ? o
Przyktadem takiego podejscia moze by¢ alkilowanie bromkiem S-  ceo” “wero,
trytyloalkilowym odpowiednio przygotowanego nukleozydu z wolng 89

grupa 2'-OH”. Po fosforynacji otrzymywano amidofosforyn modyfikowanego nukleozydu 89,
ktéry wiaczano do oligonukleotydu.

Ze wzgledu na obecnos¢ objetosciowej grupy trytylowej w sgsiedztwie centrum fosforo-
wego, po to, by zapewni¢ dostatecznie wysoka wydajnos$¢ przytaczenia tak modyfikowanego
syntonu do tancucha oligonukleotydowego, konieczne byto wydtuzenie czasu kondensacji z 1
min. do 10 min. Préby zastgpienia grupy trytylowej mniej objeto§ciowymi grupami fert-buty-
lowa czy 2-cyjanoetylowa zakonczyty si¢ niepowodzeniem.

W podobny sposéb otrzymano analogicznie zmodyfikowany amidofosforyn nukleozydu
90°'. Zastosowanie dtuzszego tacznika n-heksylenowego w miejsce etylenowego nie zmienito
zasadniczo efektywnosci kondensacji i takze w tym przypad- pymo

ku konieczne byto wydtuzenie czasu kondensacji do 10 min. \S © ?/Ade o
W obu podejsciach nalezato stosowa¢ na etapie ? o TN

utleniania wodoronadtlenek tert-butylowy w miejsce stan- CEO/P\NaPr)2

dardowo uzywanego 1,/H,0, gdyz w obecnosci jodu grupa 20

trytylotioeterowa byla nietrwata. Z oligomeru, po syntezie usuwano grupe¢ trytylowa (AgNOs3),
a do wygenerowanej reszty -SH przylaczano piren, fluoresceing czy fenantroling jako grupy
reporterowe.

Poniewaz alkilowanie nukleozydéw wiaze si¢ z niebezpieczenstwem modyfikacji reszt
zasadowych, T. H. Keller 1 R. Haner zaproponowali przeprowadzenie reakcji alkilowania
odpowiednio blokowanej rybozy [3,5-O-(1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksan-1,3-diylo)-B-D-ry-
bofuranozydu metylowego] i dopiero tak modyfikowany cukier wykorzystywano w reakcji
glikozylacji tyminy lub adeninygz. Uzyskany rybozyd tyminy postuzyl do syntezy pochodne;j

cytydynowej, nie przedstawiono natomiast metody otrzymywania modyfikowanej w ten
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spos6b  guanozyny.  Dimetoksy- R e NN

trytylowanie i fosforynowanie tak \QB g
otrzymanych nukleozydéw prowa- 0 O/Y R %/\/\/\/o\
dzito do amidofosforynéw typu 91a CEO/P\NGP,)Z © . T O‘O
— ¢, niosgcych w pozycji 2'-O rézne

grupy modyfikujace®”. °©

Otrzymane  oligonukleotydy 21

pozwolity poréwna¢ wptyw charakteru reszty modyfikujacej na trwatos¢ dupleksu DNA-
DNA. 1 tak, grupy lipofilowe w pozycji 2'-O (np. n-oktyl) powodowaty destabilizacj¢
dupleksu (obnizenie T,,), natomiast grupy hydrofilowe (kation n-alkiloamoniowy) czy
interkalujace (antrachinon) wywieraty efekty stabilizujagce dupleks. Wprawdzie prace te nie
opisywaly syntezy sond molekularnych z nieradioizotopowymi grupami reporterowymi,

jednak uwazam, ze mieszczg si¢ w tematyce niniejszego przegladu.

D. Podsumowanie

Opisane powyze] metody modyfikacji pozycji 1', 4'1 2'-OH pozwalajg na wprowadzanie
roznych ugrupowan w dowolne miejsce oligonukleotydu. Modyfikacje te nie powoduja
zwykle znaczacego pogorszenia wlasciwosci hybrydyzacyjnych oligomeréw, a nawet mogg je
polepszy¢. Umozliwiaja przeprowadzanie réznorodnych badan oddzialywan DNA — DNA i
DNA - biatko. Pomimo faktu, Zze molekularne sondy oligonukleotydowe opisane w tym
rozdziale majg pewne zalety w poréwnaniu z sondami o innym typie modyfikacji, to zalety te
nie s3 az tak dominujace, by poleca¢ modyfikacje w pozycjach 1', 4' czy 2'-O jako
zdecydowanie najlepsze. Dodatkowo, ze wzgledu na stopien trudno$ci 1 zlozonos¢
przygotowania tego typu sond, ich zastosowania beda ograniczone jedynie do specjalnych
celéw lub przypadkéw, gdy inne typy modyfikacji nie bedg mozliwe.

5. MODYFIKACJE ZASAD HETEROCYKLICZNYCH

Przylaczenie grup reporterowych do zasad nukleinowych jest metodg réwnie popularng
jak stosowanie syntonéw nienukleotydowych. Zwigzki te teoretycznie moga by¢ wigczane w
dowolne miejsce oligonukleotydu. Nalezy jednak pamigtaé, ze modyfikacja zasady azotowe;j
moze w znacznym stopniu obnizy¢ jej zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych z zasada
komplementarng. Ma to szczegdlne znaczenie w kroétkich syntetycznych sondach molekular-
nych. Dla uniknigcia destabilizacji podwdéjnej nici kwasu nukleinowego, do wprowadzania
grup reporterowych wykorzystuje si¢ zasady nukleotydowe ze skrajnych pozycji tancucha —
zwykle z konca 5'. Podobnie jak w przypadku syntonéw nienukleotydowych, ze wzgledu na
niezwykle bogaty materiat literaturowy, przyktadowe metody modyfikacji reszt zasadowych

nukleozydéw zestawiono w tabeli (Tabela 5).



TABELA 5. Modyfikacje reszt zasadowych nukleozydéw

. Reszte fenolowa wykorzystano po syntezie oligomeréw do wprowadzania

Nr Zasada Komentarz Lit.
. Otrzymywanie: transaminacja cytydyny etylenodiaming, nastepnie wpro- 94
NSNS wadzenie grupy Fmoc i standardowe reakcje prowadzace do przylaczenia
92 N)j nukleozydu do podtoza statego.
o/l\N . Odblokowanie grupy aminowej podczas koncowego dziatania
WLM amoniakiem.
. Do oligomeru po odblokowaniu przylaczono enzym (AP) poprzez
dodatkowy tacznik z wolng grupg tiolowa (str. 50).
. Otrzymywanie nukleozydu: z 5',3'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3- 18,
. i diylo)-4-N-tosylocytydyny w 4 etapach z wyd. 46%°°; z 5'-dimetoksytry- | 95-97
93 i NRH ©Fs tylotymidyny poprzez pochodng 4-triazolopirymidynowa, 4 etapy, wyd.
)N\/ [ aiwon, 54%"%:z cytydyny przez pochodna 4-O-(2-nitrofenylowa) w 6 etapach z
o b (oo wyd. 41%°®; z cytydyny przez transaminacje w 3 etapach z wyd. 33%"".
. Odblokowanie grupy aminowej podczas koncowego dziatania
amoniakiem.
0 j\ . Otrzymywanie nukleozydu: z 5-chlorortecio-2'-deoksyurydyny w 2 97, 98
04 j\)lj/KNH CFs etapach z wyd. 21%" lub w 3 etapach z wyd. <50%°".
- o T ﬁ;_gﬂ;%&gzm HoH,CH, . Odblokowanie grupy aminowej podczas koncowego dziatania
- amoniakiem.
NHM@O CH, . Otrzymywanie nukleozydu: z 4-tiotymidyny, proces tréjetapowy, wyd. 99
N/j/ \([)( 34%.
95 o)\T

atoméw 1. Wydajno$¢ jodowania wynosita ok. 10%.
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Nr

Zasada

Komentarz

Lit.

. Otrzymywanie nukleozydu: z 5'-dimetoksytrytylotymidyny, w 4 etapach,

wyd. 53%"'" lub z 5'-dimetoksytrytylo-4-tiotymidyny, w 2 etapach, wyd.
79%.

. Zwiazek 96 stuzy do uzyskiwania rozgatezionych oligonukleotydéw (typu

,,}drzewo”) umozliwiajgcych wprowadzanie wielu grup reporterowych.

62, 100

1. Otrzymywanie nukleozydu: z cytydyny, w dwdéch etapach, wyd. 74%.

. Aby uzyska¢ wolne reszty aminowe, oligomer, po odci¢ciu od podtoza

stalego (NH3 . stez, 1h, temp. pok.), inkubowano w 1,2-bis(2-aminoeto-
ksy)etanie” (80°C przez noc). Pod wptywem tej diaminy reszty 4-N-p-to-
sylowe ulegatly transaminacji, a jednoczes$nie nastgpowato catkowite od-

blokowanie oligomeru.

101

. Otrzymywanie nukleozydu nietrytylowanego: z 5-jodo-2'-deoksyurydyny,

w jednym etapie, wyd. 95%.

. Oligomery na podtozu poddawano dziataniu diamin, ktére reagowaty z

ugrupowaniem estrowym S-metoksykarbonylouracylu dajac pochodne z
wolnymi grupami aminowymi. Réwnoczesnie nastepowato catkowite od-

blokowanie i odcigcie oligomeru od podioza statego.

102

" Wptyw mostkéw tlenowych na wiasciwosci tacznika opisano na str. 13.
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DNP

. Grupa 2,4-dinitrofenylowa okazata si¢ nietrwata w warunkach

odblokowania (30% rozktadu po 16h w NH3 44 sies, 55°C).

Nr Zasada Komentarz Lit.
/\/\/\/OWCL . Otrzymywanie nukleozydu: z 5'-dimetoksytrytylotymidyny, w 4 etapach, 100,
W I wyd. 56%. 103,
929 ;\/ \ . Po wprowadzeniu kilku jednostek nukleozydowych typu 99 funkcje 104
© T‘ hydroksylowg odblokowywano hydrazyng i prowadzono dalej syntezg,
uzyskujac modyfikowany oligomer typu ,,grzebien”.
ﬁ . Otrzymywanie nukleozydu: z inozyny, w trzech etapach. Kluczowa 105
© N reakcja to fotochemiczne przeksztalcenie chlorku N-(3',5'-di-O-acetylo-2'-
100 NHf\N deoksynebularyn-6-ylowo) — pirydyniowego w diacetylowg pochodng
NH N) luminarozyny (wyd. 30%).
-|v~ . Deoksyluminarozyna jest silnym fluoroforem.
NN NH\[(OR 1. Otrzymywanie nukleozydu: z rybozydu 6-chloropuryny, w 3 etapach, wyd.| 106
101 </N | Sy ° 66% (101a) i 63% (101b).
- T N an-fme . Nukleozysiy typu & przyléczono do podloz’a statego 1 wykorzystano do
e syntezy oligomeréw modyfikowanych na koncu 3'.
N S SN AR . Otrzymywanie nukleozydéw: z 3',5'-di-O-acetylo-2'-deoksyurydyny (lub 78
N tymidyny) poprzez pochodng 4-tio, w 4 etapach, wyd. rzgdu 40%.
102 /I\N | ﬁ; biotynyl
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NH

odczynniki stosowane w syntezie oligopeptydéw. Podtoze to

wykorzystano nastgpnie do standardowej syntezy oligonukleotydéw.

. Biotynylowany 23-mer uzyskano z niskga wydajnoscia (2%).

. Autorzy nie badali mozliwosci zachodzenia reakcji ubocznych w

ureidowym pierscieniu biotyny podczas syntezy oligonukleotydu.

Nr Zasada Komentarz Lit.
1. Otrzymywanie nukleozydu: z 2'-deoksyurydyny, w 7 etapach, wyd. 16%. 107
. Jako tacznik wykorzystano 1,2-bis(2-metyloaminoetoksy)etan ze wzgledu
na jego podatno$¢ na hydratacj¢ (przypis str. 22).
. Pozycja N-1 pierscienia ureidowego biotyny chroniona byta grupg p-(tert-
103 butylo)benzoilowa. Zwigzek 103 wiaczano w dowolne miejsce
NH/\/ ~ NG /\/N oligonukleotydu.
/”( |
(o] N
" NH‘)\ j\ . Otrzymywanie: wychodzac z 5-jodo-2'-deoksyurydyny, w 3 etapach otrzy- | 108
M \/\Q/ I i mano pochodng 5-[3-(Boc-amino)prop-1-yn-1-ylowg lub 5-[3-(Pix-ami-
HNYNH NH no)prop-1-yn-1-ylowa z wydajnoscig odpowiednio 33 i 53%. Pochodne te
© przytaczono do podtoza statego i w 5 etapach przeprowadzono w podtoze
104 104, zawierajace pochodng deoksyurydyny, wykorzystujac reakcje i




TABELA 5 cd.

Nr

Zasada

Komentarz

Lit.

W

. Otrzymywanie nukleozydu: z 5'-O-dimetoksytrytylotymidyny, w 2 eta-

pach, wyd. 27%. Do alkilowania pozycji N-3 uzyto 3',6'-dibenzoilo-4(5)-
(bromometylo)fluoresceiny otrzymanej z bezwodnika 4-metyloftalowego i

rezorcyny (3 etapy, 50%).

. Z nukleozydu otrzymano 5'-O-amidofosforyn i przytaczono do oligo-

nukleotydu z wydajnoscig ok. 70% uzyskujac wigzanie 5' - 5'.

. Ochronne grupy benzoilowe usunig¢to w trakcie dziatania amoniakiem.

Wiazanie fluoresceiny z nukleozydem okazato si¢ stabilne w standardo-

wych warunkach odblokowania.

109

. Otrzymywanie nukleozydu: z N*-benzoilo-5-jodo-2'-deoksycytydyny lub

5-jodo-2'-deoksyurydyny, w 2 etapach, wydajnosci: odpowiednio 60% i
81%.

. Przed koncowym dziataniem amoniakiem nalezy zhydrolizowa¢ wigzania

estrowe roztworem NaOH.

. Ugrupowanie typu 106 wykorzystano do chelatowania kationéw Eu’* i

Tb™, co pozwolito na zastosowanie szybkiej fluorymetrii do wykrywania

tak zmodyfikowanych oligomeréw.

110

1. Otrzymywanie nukleozydu: z 2'-deoksyurydyny, w 4 etapach, wyd. 31%.
. Do odblokowania uzyto 0,1 M NaOH zamiast amoniaku.

. Pochodng typu 107 wykorzystano do chelatowania kationéw Fe®*, ktére

katalizowaty specyficzng hydroliz¢ komplementarnej nici DNA w

sgsiedztwie modyfikacji.

37
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Syntony zawierajagce modyfikowane zasady mozna w standardowy spos6b wprowadzac
do tancucha oligonukleotydowego podczas jego syntezy. Mozna uzyskiwaé w ten sposéb
modyfikacje w dowolnej pozycji oligomeru, a takze modyfikacje wielokrotne. Pomimo to,
syntony tego typu, ze wzgledu na trudno$ci w ich przygotowaniu, stosowane sg w ograniczo-

nym zakresie.

6. MODYFIKACJE INTERNUKLEOTYDOWYCH GRUP
FOSFORANOWYCH

Aktualnie stosowane metody syntezy oligonukleotydéw oparte sa o chemi¢ fosforu
trojwartosciowego (amidofosforyny lub wodorofosforyny). W obu stosowanych metodach
powstale w reakcji kondensacji triestry fosforynowe lub diestry H-fosfonianowe nalezy
utleni¢ do fosforanéw. Konieczno$¢ utlenienia internukleotydowego wigzania w trakcie lub
tez po zakonczeniu syntezy oligomeru otwiera mozliwosci modyfikacji centrum fosforowego.
Reakcje utleniania triestréw i diestrow kwasu fosforawego zachodzg wedtug innych mechani-
zméw, co zostalo wykorzystane do wprowadzania punktowych modyfikacji reszty fosforano-
wej ukierunkowanych na syntezg oligonukleotydowych sond molekularnych niosacych

nieradioizotopowe grupy reporterowe.

A. Modyfikacje prowadzace do amidofosforanéw

Ten typ modyfikacji mozna stosowa¢ w przypadku, gdy w oligomerze wystgpuje
diestrowe wiazanie H-fosfonianowe. W podejsciu tym wykorzystano fakt, ze utlenianie
diestréw wodorofosforynéw halogenoalkanami (CCly) lub jodem prowadzi w pierwszej kolej-
nosci do halogenofosforanéw, ktére w reakcjach z nukleofilami mozna przeksztalcac w
pochodne fosforanéw. Tak wigc, w reakcjach utleniania wobec nadmiaru wody finalnymi

produktami sg diestry fosforanowe. Jezeli w analo-

. . .. . . . . . o) O
gicznej reakcji nukleofilem jest amina, finalnymi pro- [~ RNH, oo m
duktami utlenienia sg amidofosforany (Schemat 12), N 210 O Nk
ktére moga by¢ wykorzystane do przylaczenia grup

SCHEMAT 12

reporterowych.
Powyzsze wtasciwosci wodorofosforynéw wykorzystano w syntezie modyfikowanych

oligonukleotydéw'"!

, gdzie do nukleozydu zwigzanego z podilozem stalym przylaczano
nastepng jednostke nukleozydowa z wytworzeniem diestrowego wigzania H-fosfonianowego
(Schemat 13).

Utlenianie (I;) otrzymanego diestru H-fosfonianowego wobec nieblokowanego 1,7-di-
aminoheptanu prowadzito do amidofosforanu N-(7-aminoheptylowego). Do wolnej grupy
aminowej przylaczano aktywny ester biotyny, wprowadzajac w ten sposob grupe reporterowg

1 uzyskujac jednoczesnie trwale ugrupowanie podczas dalszej elongacji tancucha



PRZEGLAD LITERATUROWY. 6. Modyfikacje internukleotydowych grup fosforanowych 47

=0
O

HoN(CH,),NH, I
—O0—Nu—Q ———F> NU—O—P—O—Nu—0Q

I,/ Py |
@ H,N(CH,),NH @

aktywny ester biotyny

I—T

HN NH <"J
Nu—o—||>—o—Nu—o
C(O)NH(CH,)sC(O)NH(CH,),NH

1. synteza oligomeru
2. NHSaq conc.

o
m—o—g—o—Nu
O)NH(CH,)C(O)NH( CH2)7NH
SCHEMAT 13
oligonukleotydowego. Po uwolnieniu z podloza i odblokowaniu oligomeru otrzymano gotowa
sonde¢ z przylaczong na koncu 3' biotyng jako grupg reporterowa.

Innym wariantem podobnej modyfikacji moze by¢ podejscie, w ktérym jako nukleofil
zastosowano N—triﬂuoroacetyloalkilodiamine;112'114 (Schemat 14).

o]
F3CCOHN(CH,),NH, Il
—0—N—Q ———————— >  Nu—O—P—O0—Nu—0

[ox]
i F4CCOHN(CH,),NH @

J synteza oligomeru

Nu—O—

I—'U=O

o
NH3aq conc. "
ODN —P—0O— -— o — O—Ny—

HN(CH_),NH F3CCOHN(CH,),NH

SCHEMAT 14

W wyniku oksydatywnej amidacji otrzymywano prekursor sondy oligonukleotydowej z
ugrupowaniem amidofosforowym, w ktérym funkcja aminowa reszty aminoalkilowej chro-
niona byla trwatg podczas syntezy oligomeru grupg trifluoroacetylowg. W trakcie odblokowa-
nia (NH3 4. stz.) 0dstaniano takze t¢ funkcje 1 dopiero po izolacji sfunkcjonalizowanego oligo-
meru przylaczano grupe reporterowa.

Analogicznie otrzymano oligomer typu 108 z przylaczona w réznych pozycjach tancu-
cha pochodng wiologenu (bis-czwartorzegdowa sola 4,4'-dipirydylu, bedaca potencjalnym
zrodtem wolnych rodnikéw) z odstonigta reszta aminowa, ktéra nie byta chroniona podczas

syntezy tancucha 011gonukleotydowego115
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0
NuNuNu—O—FI’—O—NuNuNu

108

Autorzy metody nie dyskutowali wptywu wolnej grupy aminowej w tancuchu bocznym
na efektywnos$¢ dalszej syntezy oligonukleotydu.

Dalszym przyktadem modyfikacji centrum fosforowego diestréw H-fosfonianowych jest
oksydatywna kondensacja z N-trifenyloacetylocystaming o
109''®, ktéra prowadzita do oligomeru niosacego lipofilowa i ST @
grupe trytylowa utatwiajaca jego oczyszczanie (HPLC — faza @ @
odwrdcona). Po oczyszczeniu oligomer poddawano dziataniu
DTT, pod wptywem ktérego pekat mostek disiarczkowy 1 109
uwalniata si¢ funkcja -SH, co umozliwiato przylaczanie grup reporterowych np. w reakcjach

alkilowania.

B. Modyfikacje prowadzace do tiofosforanow

Innym sposobem funkcjonalizacji reszty fosforanowej jest przeprowadzenie jej w
pochodng tiofosforanowg. Tego typu zwiazki, podobnie jak tiole, podatne s3 na reakcje alki-
lowania, co pozwala na wprowadzenie do oligomeru grupy reporterowe;.

Przyktadem takiego podejscia jest szereg reakcji przedstawiony na Schemacie 15.
Oligomer zwigzany z podtozem fosforynowano za pomocg trichlorku fosforu lub salicylochlo-
rofosfiny (2-chloro-5,6-benzo-1,3,2-dioksafosforin-4-onu). Reszt¢ H-fosfonianowg ternalizo-
wano trimetylochlorosilanem i nastgpnie utleniano siarkg elementarng. Powstajacy tiofosforan
alkilowano 1-tlenkiem 2-decylo-2,3,5,5-tetrametylo-4-(3-jodo-2-oksopropylidieno)imidazolu.
Tak otrzymany oligomer odblokowano roztworem amoniaku i wykorzystywano w badaniach
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)*.

Innym podejsciem pozwalajacym na otrzymanie oligonukleotydow zawierajacych
wigzanie  tiofosforanowe  jest prowadzenie  syntezy  oligonukleotydu  metoda
amidofosforynowg, a jedynie ostatnig kondensacj¢ metoda H-fosfonianowg. Ugrupowanie
wodorofosforynowe utleniano nast¢pnie siarkg, uzyskujac na koncu 5' oligomeru diestrowg
reszte tiofosforanowg. Oligonukleotyd odblokowywano roztworem amoniaku i w reakcji

alkilowania wprowadzano takie grupy reporterowe jak biman, dansyl lub fluoresceing'"”.
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SCHEMAT 15

C. Kombinacja modyfikacji poprzez amidofosforany i tiofosforany

Roéznice w reaktywnosci funkcji aminowej 1 tiofosforanowej pozwalaja na
wprowadzenie do oligomeru dwdéch réznych grup reporterowych113 . W tym celu w trakcie
syntezy oligonukleotydu metoda amidofosforynowa dwukrotnie zastosowano syntony
wodorofosforynowe. Pierwszy H-fosfonian wprowadzono na poczatku syntezy (koniec 3') i
utleniono czterochlorkiem wegla wobec 1-N-trifluoroacetylo-1,6-diaminoheksanu. Drugi
synton H-fosfonianowy uzyto na zakonczenie syntezy oligomeru (koniec 5') i wigzanie H-

fosfonianowe utleniono siarka. Tak modyfikowany

oligomer odblokowano w standardowy sposéb po o°

czym reszt¢ tiofosforanowa na koncu 5' alkilowano " "o o
selektywnie monobromobimanem {3,6,7- \ NP
trimetylo-4-bromometylo-1,5-diazabicyklo- o Y \ N \O\NU

[3.3.0]okta-3,6-dien-2,8-dionem} (znacznik flu-

orescencyjny). Funkcje aminowa tancucha

O.

P

I\(
P
I

aminoalkilowego na koncu 3' wykorzystano do
przytaczenia biotyny (w postaci estru aktywnego)
lub fluoresceiny (w postaci izotiocyjanianu, o

uzyskujac sonde oligonukleotydowag typu 110. 110
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Stosowanie oligomeréw z przytaczonymi w okreslonych pozycjach tancucha dwiema réznymi
grupami reporterowymi powinno upros$ci¢ prowadzenie takich badan jak np. analiza

strukturalna DNA, oddziatywania DNA — biatko czy dynamika kwaséw nukleinowych.

D. Inne metody modyfikaciji

Piszac o modyfikacjach internukleotydowych reszt fosforanowych prowadzacych do
oligomeréw z nieradioizotopowymi grupami reporterowymi, warto wspomnie¢, ze modyfika-
cje moga by¢ wykorzystane do innych celéw, np. w badaniach rentgenograficznych.
Przyktadem moze by¢ praca Dalla Riva Tomy i Bergstromam, ktérzy wprowadzili atom
wolframu do wigzania internukleotydowego w reakcji triestru fosforynowego z penta-
karbonylo(n2—cis—cyklookteno)wolframem(O).

Nu—O_ O—Nu W(CO)s
N |
‘ N (CO)SW% > NOo—PoN R = Me lub CE
OR OR

11

Dinukleotydy typu 111 otrzymano w roztworze, jak i na podtozu stalym, jednak wydaj-
nosci reakcji byty bardzo niskie (16 — 25%). Préby zastosowania powyzszego podejscia do

modyfikacji oligonukleotydéw zakonczyly si¢ niepowodzeniem.

E. Podsumowanie

Modyfikacje wigzania internukleotydowego daja mozliwosci otrzymywania oligonu-
kleotydéw znakowanych nieradioizotopowo w réznych (réwniez wielu) pozycjach i z r6znymi
facznikami. Metody te sg atrakcyjne takze dlatego, ze mozna je fatwo modyfikowa¢, podobnie
jak w etapowym modyfikowaniu konca 5'. Wady tego podejscia to powstawanie diastereo-

izomeréw oraz konieczno$¢ zachowania bezwodnych warunkéw podczas utleniania.

7. ZAMIANA GRUP FUNKCYJNYCH

Najczesciej stosowane metody modyfikacji ukierunkowane sg na oligonukleotydy
niosgce wolne reszty -NH,, gdyz zdecydowana wigkszos¢ handlowo dostepnych pochodnych
grup reporterowych jest na t¢ funkcj¢ ukierunkowana (ugrupowania acylujace lub aktywne
estry karboksylowe). Jednakze biatka enzymatyczne czy hapteny peptydowe korzystniej
przytaczac jest do oligomeru via mostki disiarczkowe. Zachodzi wigc konieczno$¢ ponowne;j
syntezy i modyfikacji oligomeru. Po to, by tego unikna¢, podj¢to udane préby zamiany grupy
funkcyjne;j.

Przyktadem takiego rozwiazania moze by¢ podejscie’, w ktérym oligomer z wolna

grupa -NH; na koncu 3' acylowano handlowym bifunkcyjnym estrem N-hydroksybursztynimi-
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dowym kwasu ditio-bis-propionowego (112) i po redukcji (DTT) ugrupowania disiarczko-

wego otrzymywano produkt finalny 113 z wolng grupa -SH.

Ho—{ODN N,

E§M¢§5

JKA

(6]
lDTI'

HO—{ODN NH(\/SH

0
113

W podobnej metodzie®® zastosowano monofunkcyjny reagent, 3-(2-pirydyloditio)-
propionian N-hydroksybursztynimidu 114. Takze w tym przypadku wolne reszty -SH, tym

razem na koncu 5', oligomeru 115 generowano po redukcji disiarczku ditiotreitolem.

@ @N

| \\ DMAP/acetonitryl |

N* OH  + SWO\NQ - S\/WN OH

o o

(0]
JDTT

HSWN [ODNl-OH 4 fj
§7 N

114

Innym, prostszym podejéciem®® wydaje sic by¢ takie, w ktérym zastosowano tiolakton
N-acetylo-DL-homocysteiny (116), gdyz acylowanie grupy -NH, zachodzi z otwarciem

pierScienia tiolaktonu i wygenerowaniem wolnej reszty -SH.

NHAc
pHBO OH
HN— ODNJ—OH + AcNI NH
proznia HS
0]

11
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Do zamiany grup funkcyjnych stosowano takze''® reagenty acylujace, w ktérych funkcja
-SH chroniona jest grupa acetylowg (117). Na drugim etapie usuwano grup¢ blokujaca
(hydroksyloamina) otrzymujac sfunkcjonalizowany 5'-SH oligonukleotyd typu 118.

D o
o)
O pH 8,0
HN—{ODN}-OH N jﬁs _PHBO NH—{ODN}—OH
S
! /Y
5 o)

17

l NH,OH

HS/YNH* OH

o)
11

Otrzymywanie oligomeréw z wolnymi grupami tiolowymi wigze si¢ zawsze z pewnymi
komplikacjami wynikajacymi z tatwosci utlenienia tych ugrupowan. Konieczne jest zapewnie-
nie w Srodowisku reakcji warunkéw beztlenowych (préznia, atmosfera obojetna, dodatek

reduktoréw do reakcji). Utrudnienie to w przypadku grup aminowych nie wystepuje.

8. PODSUMOWANIE

Przedstawiony powyzej przeglad metod modyfikacji oligonukleotydéw jest oczywiscie
skrétowy i niekompletny . Daje jednak poglad na skale zagadnienia i potrzeby laboratoriéw,
do ktérych adresowane sg te prace. Pomimo dostepu do catego spektrum zwigzkéw modyfi-
kujacych oligonukleotydy, oferowanych przez wiele firm (m.in. Penisula, Beckman, Milipore,
Pharmacia, Applied Biosystems, Glen Research, MWG — Biotech, Biotronik), opracowywane
sg wcigz nowe protokoty funkcjonalizacji.

Spowodowane jest to réznymi niedogodnosciami adaptacji opublikowanych metod, m.in.:

— wieloetapowe procedury wymagajace oczyszczania produktéw posrednich,

— Scisle bezwodne warunki reakcji, wymagajace profesjonalnego laboratorium

chemicznego i doswiadczonego personelu,

— trudno dostgpne i/lub drogie odczynniki,

— konieczno$¢ syntezy czterech réznych podiozy statych lub syntonéw,

— niskie wydajnosci,

— brak elastycznosci stosowanych metod — trudnos$ci modyfikacji.

Celowe jest wiec podjecie prob opracowania innych podejs¢, w ktérych dotychczasowe

niedogodnosci syntetyczne bedg znacznie ograniczone lub wyeliminowane.

" Dokladniejsze opracowania sa opublikowane w pracach przegladowych Beaucage'a i Iyera'> oraz

Korshuna i Berlina'>*. Protokoty otrzymywania modyfikowanych oligonukleotydéw mozna znalez¢ np. w dwéch
tomach z serii ,,Methods in Molecular Biology” pod redakcja S. Agrawala®'*.
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V. WYNIKI | DYSKUSJA

1. WSTEP

Wsréd  dotychczas  opisanych  metod syntezy oligonukleotydowych  sond
molekularnych niosgcych grupy reporterowe o nieradioizotopowej detekcji, trudno jest
wyrézni¢ takg, ktérg mozna by uzna¢ za podej$cie uniwersalne, pozwalajace na mozliwie
prosta, szybka, tanig i wydajg syntez¢ produktéw docelowych. Oceng¢ swojg opieram o byc¢
moze nieco wygérowane kryteria, jednakze uwazam, ze tylko takie mogg przyczyni¢ si¢ do
dalszego udoskonalania metod i w efekcie do coraz to bardziej uniwersalnych procedur
otrzymywania nieradioizotopowych sond molekularnych.

Podejmujac temat pracy doktorskiej przyjatem nastepujace kryteria metodyczne i eko-
nomiczne jej realizacji:

— stosowane odczynniki powinny by¢ proste, tanie i tatwo dostepne,

— metody syntezy powinny by¢ nieskomplikowane, szybkie i tatwe w realizacji, bez

angazowania unikalnego, specjalistycznego wyposazenia,

— stosowanie wielu réznych grup blokujacych powinno by¢ ograniczone lub wyelimi-

nowane,

— w zaleznosci od potrzeb mozliwe powinno by¢ wprowadzanie ré6znych znacznikéw

nieradioizotopowych,

— metody modyfikacji oligonukleotydu powinny by¢ tak dobrane, by mozna je przepro-

wadzi¢ w sposOb zautomatyzowany, z wykorzystaniem syntetyzera DNA.

Powyzsze kryteria doprowadzity do powstania koncepcji realizacji pracy wedtug przed-
stawionego Schematu 16.

Ze wzgledu na fakt, ze metody realizacji poszczeg6lnych etapéw syntezy byly jak dotad
nieznane, koncepcja uwzglednia trzy warianty dochodzenia do docelowych modyfikowanych
oligonukleotydow.

Wariant I to modyfikacja stopniowa, w ktorym oligomer z odslonietg resztg 5'-OH
poddaje si¢ dziataniu kolejnych prostych reagentéw, bedacych fragmentami ugrupowania
modyfikujacego oligomer.

Wariant Il to wprowadzenie na koniec 5' oligomeru nienukleotydowego monoestru
H-fosfonianowego i modyfikacje tak otrzymanego ugrupowania diestrowego w drodze
kondensacji oksydatywne;j.

Wariant III zaktada synteze jednostki nienukleotydowej niosacej grupe funkcyjng
(synton nienukleotydowy). Zastosowanie takiego podejscia pozwala na jednoetapowg funkcjo-

nalizacje¢ oligomeru.
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SCHEMAT 16

We wszystkich przedstawionych podejsciach etapem kluczowym jest dochodzenie do
oligomeru niosgcego na koncu 5' ugrupowanie aminoalkilowe z wolng grupa -NH,, umozli-
wiajacg przylaczenie wybranej grupy reporterowej. Jak juz wczesniej wspomniano, metody
modyfikacji czy syntezy komponentéw jej stuzacych, spetniajace kryteria stawiane w tej
pracy, nie byly dotad znane. Dlatego tez w swojej pracy doktorskiej podjatem badania nad
opracowaniem nowych metod syntezy komponentéw i nowych procedur modyfikacji
oligonukleotydow.

Zgodnie z metodyka ogdlnie przyjeta w chemii oligonukleotydéw, na pierwszym etapie
przeprowadzitem badania na zwigzkach modelowych, a reakcje prowadzitem w roztworze. Na
podstawie uzyskanych wynikéw zaproponowatem i zoptymalizowatem protokoty modyfikacji

oligomeréw na podtozu statym.
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2. BADANIA NAD FUNKCJONALIZACJ4 OLIGONUKLEOTYDOW
WEDEUG WARIANTU I

A. Badania na zwigzkach modelowych

Zgodnie z zatozeniami Wariantu I funkcjonalizacja oligonukleotydu zwigzanego z
podtozem ma by¢ realizowana w dwdch etapach:

1. wprowadzenie na koniec 5' oligomeru reszty H-fosfonianowej,

2. funkcjonalizacja w reakcji reagenta binukleofilowego (np. aminoalkoholu) z 5'-kon-

cowym H-fosfonianem oligonukleotydu.

Wedtug tego planu prowadzilem badania na mozliwie najprostszym i najtatwiej dostep-
nym zwigzku modelowym - 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidynie. Przedstawione wyniki
opisujg reakcje prowadzone na funkcji 3'-OH nukleozydu. Przyjatem je jako reprezentatywne,
gdyz nie obserwuje si¢ istotnych réznic w reaktywnosci funkcji 3'- 1 5' -OH deoksynukleozy-
doéw podczas fosfonylacji a0,

a) Fosfonylacja

Znanych jest kilka stosunkowo efektywnych metod fosfonylacji nukleozydéw, jednakze
kazda z nich angazuje znaczne nadmiary czynnikéw aktywujacych (chlorki piwaloilu czy
karbonyloadamantylu lub chlorofosforany), skutkiem czego w mieszaninach poreakcyjnych
znajdowano znaczace ilosci O-acylowanych produktéw. Produkty te sg wynikiem konkuren-
cyjnych reakcji czynnika kondensujacego z ligandem hydroksylowym. Reakcje te w znacznej
mierze ograniczajg bezposrednig adaptacje omawianych metod do celéw stawianych w niniej-
szej rozprawie. Inng niekorzystng konsekwencja stosowania w sposéb niekontrolowany
nadmiaréw chlorkéw acylowych do aktywacji kwasu fosforawego sa reakcje dimeryzacji
oligonukleotydéw zwiazanych z podtozem®’. Dlatego tez w swojej pracy ograniczytem si¢ do
opracowania nowych badz modyfikacji juz znanych metod, w ktérych reakcje uboczne bytyby

znacznie ograniczone lub catkowicie wyeliminowane.

(1) Kwas pirofosfonowy

Kwas pirofosfonowy (120) w pirydynie znany jest jako tagodny reagent wprowadzajacy
reszt¢ H-fosfonianowg do nukleozydéw“g. Poniewaz reagent ten nie jest zbyt aktywny, stoso-
wano kilkakrotne nadmiary molowe (5 ekw.) po to, by reakcje zakonczy¢ w ciagu kilku
godzin (Schemat 17).

0 o) 0
RN Py [
DMTOTOH  + H—T—O—F"—H — DMTroTo—F"—H +  HgPO,
o o o
11 120 121

SCHEMAT 17
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Pomimo dtugiego czasu reakcji zdecydowatem si¢ jednak podja¢ prace nad kwasem
pirofosfonowym jako czynnikiem fosfonylujacym, gdyz reakcje fosfonylacji z jego uzyciem
zachodzg wyjatkowo czysto i bez produktéw ubocznych. Reagent ten wykorzystywatem do
syntezy H-fosfonianu 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyny 121. W tym celu do roztworu
kwasu pirofosfonowego w pirydynie (5 ekw.), otrzymanego w reakcji kwasu fosforawego i
czynnika kondensujacego (chlorek piwaloilu lub NEP-CIl), dodawatem roztwér 5'-O-(4,4'-
dimetoksytrytylo)-tymidyny 119 (1 ekw.) i pozostawialem na noc. Analiza TLC i *'P NMR
nie wykazywata powstawania jakichkolwiek produktéw ubocznych®. Czysty zwiazek 121
izolowatem z wydajno$cig powyzej 80%.

Mozna si¢ spodziewaé, ze adaptacja tego systemu do fosfonylacji oligonukleotydu
zwigzanego z podtozem statym wymagacé bedzie uzycia zdecydowanie wyzszych nadmiar6w
reagenta. W takiej sytuacji zasady azotowe beda eksponowane na dziatanie duzych
nadmiar6w molowych czynnika fosfonylujacego, co stwarza niebezpieczenstwo zachodzenia
niepozadanych reakcji ubocznych, szczegdlnie na O-4 tyminy i O-6 guaniny. Podjatem wigc
badania nad mozliwo$cia zachodzenia takich reakcji. Substratami byly odpowiednio
zablokowana deoksytymidyna [(5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo), 3'-O-benzolilo] i deoksy-
guanozyna [5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo), 3'-O-benzoilo, N*-izoburtyrylo], ktére traktowano
30-krotnym nadmiarem kwasu pirofosfonowego. Jako metode analityczna zastosowatem °'P
NMR, gdyz w przypadku pojawienia si¢ produktéw O-fosfonylacji, spodziewane monoestry
H-fosfonianowe, przy duzej czuto$ci aparatu jakim dysponowalem, powinny by¢ tatwe do
wykrycia. W widmach *'P NMR mieszanin pochodnych guanozyny i tymidyny traktowanych
przez kilka dni (72 h) kwasem pirofosfonowym nie stwierdzitem powstawania potencjalnych
produktéw fosfonylacji.

Te wyniki oraz wczesniej opisane wlasciwosci fosfonylujace kwasu pirofosfonowego w
pirydynie byty podstawg podjecia dalszych badan, ale juz na oligomerach przylaczonych do

podtoza.

(2) Fosforyn difenylowy

Jednym z podstawowych wstgpnych zalozen przyjetych w realizacji tej czgsci pracy
byto stosowanie reagentow lub systeméw fosfonylujacych nie angazujacych nadmiaréw czyn-
nikéw kondensujacych. Kwas pirofosfonowy wydaje si¢ spetnia¢ te wymagania, jednakze
stosunkowo niska reaktywnos¢ tego zwigzku byta powodem poszukiwania innego czynnika
fosfonylujacego o zdecydowanie wyzszej reaktywnosci, podtrzymujac jednoczesnie wymog

nie stosowania nadmiaréw lub catkowitego wykluczenia czynnikéw kondensujacych.
W badaniach nad transestryfikacja diestréw H-fosfonianowych (opisanych w dalsze;j
czegsci pracy) stwierdzitem, ze w kontrolowanych warunkach H-fosfonianowe diestry arylowo

— nukleozydowe bardzo fatwo ulegaja chemoselektywnej transestryfikacji alkoholami do

* Przesuniecia chemiczne i state sprzezen °'P NMR produktéw posrednich i koficowych zestawiono w
Tabeli 13 (str. 127).
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diestrow alkilowo — nukleozydowych. Te wyniki zachecity mnie do podjecia prac nad fosfory-
nem difenylowym jako czynnikiem wprowadzajacym reszte H-fosfonianowa do nukleozyddéw.
Reagent ten nie wymaga stosowania czynnikéw kondensujacych, gdyz aktywnos$¢ centrum
fosforowego uwarunkowana jest wyciggajacymi elektrony podstawnikami arylowymi. Czynni-
kiem potencjalnie limitujagcym zastosowania fosforynu difenylowego moze by¢ fakt, ze pro-
duktem pierwszej reakcji transestryfikacji jest H-fosfonian alkilowo — arylowy, ktéry moze
ulega¢ dalszej reakcji transestryfikacji nadmiarem alkoholu, prowadzac do H-fosfonianu
dialkilowego.

Podjatem wiec prace nad zastosowaniem fosforynu difenylowego do fosfonylacji
nukleozydéw, ktérych celem bylo okreslenie czynnikéw warunkujacych szybko$¢ i
chemoselektywnos$¢ reakcji fosfonylacji nukleozydéw i dalszych reakcji prowadzacych do H-
fosfonianéw nukleozydoéw jako produktéw docelowych (Schemat 18).

W pierwszej kolejnosci badatem proces chemoselektywnosci fosfonylacji w zaleznosci
od stosunkéw molowych substratow tj. 3'-OH nukleozydu i fosforynu difenylowego. Reakcje
prowadzone byly w pirydynie przy stalym st¢zeniu nukleozydu (I mmol/10 ml roztworu) a

jako metode analityczna stosowalem ponownie *'P

NMR (monitorowanie produktéw zawierajacych atom 7

. . . DMTTOTOH ~ +  PhO—P—OPh
fosforu) 1 TLC (monitorowanie substratu nukleozydo- ,L
wego 1 nukleotydowego produktu fosfonylacji). Zgod- 119 l 122

nie z oczekiwaniami, chemoselektywnos$¢ reakcji silnie

zalezala od nadmiaru zastosowanego fosforynu difeny- 7
DMTroT—o—r‘:—OPh

lowego. I tak, uzycie 0,5 ekw. fosforynu prowadzito do A

powstawania na pierwszym etapie H-fosfonianowego 123
diestru fenylowo — nukleozydowego, ktéry ulegat dal- lhydm"za
szej transestryfikacji nadmiarem nukleozydu, tworzac o
wolno (12 godzin) symetryczny H-fosfonian 3'-3' dinu- DMTroT—o—%—o
kleozydowy jako jedyny produkt obserwowany w mie- H
szaninie reakcyjnej. Zastosowanie kolejno 1, 31 5 ekw. 121
czynnika fosfonylujacego zasadniczo zmienito rozktad SCHEMAT 18

produktéw, gdyz po wyczerpaniu nukleozydu obser-

wowano w mieszaninach poreakcyjnych odpowiednio 21%, 4% i 0% 3'-3' symetrycznego
zwigzku. W ostatnim przypadku pozadany diester fenylowo — nukleozydowy byt jedynym
wykrywalnym produktem nukleotydowym. Reakcje zachodzily szybko i byly zakonczone w
czasie zaledwie kilku minut (5 - 10 min. w zaleznosci od nadmiaru czynnika
fosfonylujacego). Prowadzona w nastgpnym etapie hydroliza wigzania arylofosforoestrowego
w otrzymanych H-fosfonianach arylowo — nukleozydowych zachodzita takze szybko (5 min.) i
z catkowita chemoselektywno$cig. Produkty fosfonylacji — H-fosfoniany nukleozydow
(zar6wno serii rybo- i deoksyrybo-) izolowano z wydajnosciami powyzej 90%. Powyzsze

prace doprowadzity do nowej, szybkiej i wydajnej metody otrzymywania H-fosfonianéw
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nukleozydéw, nie wymagajacej stosowania czynnikow kondensujacych, a wykorzystujacej
wyjatkowa tatwos¢ transestryfikacji arylowych diestréw H-fosfonianéw.

Ze wzgledéw opisanych wczesdniej, takze i w tym przypadku catkowicie zablokowane
nukleozydy poddano dziataniu 30-krotnego nadmiaru molowego fosforynu difenylowego.
Monitorowanie tak przygotowanej mieszaniny metoda >'P NMR nie wykazato powstawania
potencjalnych produktéw reakcji czynnika fosfonylujacego z zasadami azotowymi.

Fosforyn difenylowy w poréwnaniu z kwasem pirofosfonowym okazat si¢ réwnie
skutecznym i jednoczes$nie o wiele szybciej dziatajacym czynnikiem fosfonylujacym. Fakt, ze
reagent ten na pierwszym etapie fosfonylacji tworzy H-fosfonianowe diestry alkilowo — ary-
lowe, w sprzyjajacych warunkach zdolne do dalszych transestryfikacji z nieprzereagowanym
ligandem hydroksylowym, zmusza do bardzo ostroznej weryfikacji jego stosowania do fosfo-
nylacji oligonukleotydéw zwigzanych z podtozem statym. Dopiero wyniki tych doswiadczen
pozwolg na ocen¢ przydatnosci fosforynu difenylowego jako reagenta wprowadzajacego

reszt¢ H-fosfonianowg na koniec 5'-oligonukleotydu.

b) Reakcje H-fosfonianow nukleozydow z reagentami bifunkcyjnymi.

Nastepny etap prac nad realizacja Wariantu I to badania nad funkcjonalizacja 5'-kon-
cowej reszty H-fosfonianowej. Terminem funkcjonalizacja okreslam wprowadzenie na reszte
wodorofosforynowa ugrupowania niosgcego grupe funkcyjng zdolng do przylaczania grup
reporterowych lub umozliwiajaca dalsze modyfikacje. Wstepne badania ujawnity, ze reakcje
H-fosfonianéw nukleozydéw z niechronionymi reagentami binukleofilowymi zalezg od wielu
czynnikéw i w zaleznosci od warunkéw moga prowadzi¢ do réznych, czesto niespodziewa-
nych produktéw. Ograniczylem wigc studia metodyczne do dwdéch typow reagentéw binu-
kleofilowych — aminoalkoholi 1 dioli. Wyboru tego dokonatem po to, by mozliwie najlepiej
pozna¢ uwarunkowania pozwalajagce na kontrolowany przebieg reakcji 1 by modc

ukierunkowac je na otrzymywanie pozadanych produktow.

(1) Reakcje H-fosfonianow nukleozydow z aminoalkoholami

Aminoalkohole zawierajag dwie réznego typu grupy funkcyjne. Podstawowy cel tego
etapu prac to badania nad poszukiwaniem warunkéw i reagentéw, ktére pozwolilyby otrzy-
mywa¢  pochodne  nukleotydéw z  wolnymi  grupami  aminoalkilowymi  lub
hydroksyalkilowymi. Pierwszy typ produktéw (z wolnymi grupami aminowymi) wydaje si¢
by¢ bardziej uzyteczny w realizacji Wariantu I syntezy sond molekularnych, gdyz wolna
grupa aminowa jest doskonatym ligandem dla wigkszosci dostepnych handlowo pochodnych
(izotiocyjaniany, aktywne estry karboksylowe) potencjalnych grup reporterowych
(fluoresceina, rodamina, biotyna). Tak wigc w tej czesci pracy przedstawione sg wyniki badan

zmierzajacych do H-fosfonianéw aminoalkilowo — nukleozydowych.
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(a) Kondensacja wobec chlorku piwaloilu

W reakcji 3'-H-fosfonianu 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyny 121 =z amino-
alkoholami 124a, b, ¢ w warunkach standardowych [aktywacja nukleotydu chlorkiem

piwaloilu (2,5 ekw.) w obecnosci aminoalkoholu (1,1

[
120 DMTrOT—O—P—0O"  +  HO(CHy),NH,

ekw.) w pirydynie]'?’ powstaja produkty, dajace w °'P \

NMR sygnaly charakterystyczne dla H-fosfonianowych 121 124
diestrow alkilowych. Reakcja jest szybka, czysta i Fiel
chemoselektywna (nie stwierdzono obecno$ci zwigzkow z o

wigzaniem P-N). Préby izolacji produktéw reakcji DMTroT—o—IHD—O(CHz)nNH—Piv
zakonczyly sie jednak niepowodzeniem ze wzgledu na ich H s
nietrwato$¢ podczas przerobu i chromatografii. W celu ich _”
identyfikacji utlenilem je (3% roztwor jodu w pirydynie l ienane
zawierajacej 10% wody) 1 oczyscitem za pomoca 0
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. DMTfOT*O*"’*O(CHz)nNH*P‘V
Analiza widma 'H-NMR i MS potwierdzita, ze sa to o-m
fosforany nukleozydowo — aminoalkilowe. Ponadto oka- SCHEMAT 19

zato sie, ze funkcja aminowa tych zwigzkéw jest acylowana grupa piwaloilowa. Acylowanie
zachodzi¢ moze w réznych fazach reakcji, nie podjalem jednak badan majacych na celu
doktadne przebadanie tego procesu, gdyz niezaleznie od momentu, w ktérym nastepuje
acylowanie, otrzymuje si¢ produkty typu 125, ktérych dalsze aplikacje sg raczej ograniczone
ze wzgledu na duzg trwato$¢ wigzania karbamidowego. Przebieg powyzszych reakcji

przedstawiony jest na Schemacie 19.

(b) Kondensacja z preaktywacjg H-fosfonianu

Aby zapobiec reakcji acylacji grupy aminowej podczas otrzymywania
H-fosfonianowych diestrow nukleozydowo — aminoalkilowych prébowalem zastosowac
podej$cie z preaktywacja monoestru 121. W ten sposéb istotnie zmniejsza si¢ nadmiar
nieprzereagowanego chlorku piwaloilu podczas kondensacji z aminoalkoholem.

H-Fosfonian 121 w pirydynie poddatem dziataniu 2,5 ekw. chlorku piwaloilu generujac
fosforyn nukleozydowo — dipiwaloilowy 127, ktéry nastgpnie traktowatem aminoalkoholami
124a — e (Schemat 20).

Majac na uwadze na mnogos¢ centr reaktywnych w preaktywowanym nukleotydzie typu

127 i aminoalkoholu oraz liczb¢ kombinacji z tym zwigzanych, mozna si¢ spodziewac

" Litery przy numerach zwigzkéw oznaczaja dhugosé tancucha polimetylenowego, odpowiednio:
a7 n=2; b’ n=3; € n=4; 4’ n=5; €1 n=6

Jedynie litera ,.f” oznacza tancuch etoksyetylowy -(CH,),O(CH,),-
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powstawania wielu produktéw reakcji. Analizujac mieszaniny reakcyjne metoda *'P NMR

mozna byto zauwazy¢, ze charakter i dystrybucja produktéw zalezy od rodzaju uzytego

aminoalkoholu.
7
DMTroT—o—T—O'
H 121
PivCI
7
O—C—CMe,
DMTroT—o—P\
o—(H:—CMe3
o 127
HO(CHM {HO(CH LNH HO(CHg)y-gNH,
2/3' 2
o o mieszanina triestréow
/ / fosforynowych
DMTrOTfOfP\ j DMTrOTfOfP\
N 128a r‘\l 128b
) i
l [ l [O]
o}
o\\P /Oj O\P y,
/
omtroT—0” DMTIOT—0 \Nj
! ‘H
129a 129b
TPS-CI H H,O
i
DMTroT—o—T—NHCchHgoH
o 130
SCHEMAT 20

Tak wiec, fosforyn nukleozydu 127 w reakcji z aminoetanolem (124a) prowadzit do
produktu rezonujacego przy ok. 138 ppm. Sadzac z potozenia sygnatu oraz jego multipleto-
wosci mozna postulowac, ze jest to cykliczny amidofosforyn nukleozydu typu 128a. Powsta-
wanie takiego produktu jest mozliwe w sekwencji reakcji, w ktorych na pierwszym etapie
nastepuje atak nukleofilowy na centrum fosforowe z odejsciem jednej reszty piwaloilowej i z
wytworzeniem liniowego estru, 2-aminoetylofosforynu lub tez N-(2-hydroksyetylo)-
amidofosforynu nukleozydowo — piwaloilowego. Na nastgpnym etapie wcigz aktywowane
(grupa piwaloilowg) centrum fosforowe atakowane jest wewnatrzczgsteczkowo przez
nukleofil (-OH lub -NH,) z pozycji B, co prowadzi do zamknigcia pier§cienia, z wytworze-

niem cyklicznego amidofosforynu nukleozydu 128a. Mimo podj¢tych préb, ze wzgledu na
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szybko$¢ zachodzacych reakcji, nie udato mi si¢ ustali¢, ktéry nukleofil (-OH czy -NH,)
atakuje centrum fosforowe jako pierwszy.

Proby izolacji fosfolidyny 128a nie powiodly si¢, gdyz w trakcie przerobu zwigzek ten
byt nietrwaly i rozktadat si¢ niespecyficznie do kilku produktéw. Spodziewajac si¢, ze analog
fosforanowy bedzie trwalszy, podjalem probe utlenienia zwigzku 128a jodem wobec niewiel-
kiego (15 ekw.), ale koniecznego nadmiaru wody. W tych warunkach powstawat jeden pro-
dukt rezonujacy przy 8,2 ppm. Zostat on wyizolowany i na podstawie analiz 'H, *'P NMR i
MS jego struktura zostata okreslona jako N-(2-hydroksyetylo)amidofosforan nukleozydu 130.
Mozna przyjac, ze otrzymany zwigzek 130 jest produktem hydrolizy cyklicznego amidofosfo-
ranu 129a. Jezeli jest tak faktycznie, to jest to produkt niespodziewany, gdyz na podstawie
wczesniej opisanych prac nad hydrolizag w warunkach zasadowych analogicznych pigcioczto-

121 nalezato oczeki-

nowych uktadéw heterocyklicznych (pochodne N-alkilowe i N-fenylowe)
waé otwierania pierscienia z rozerwaniem wigzania P-N, z wytworzeniem fosforodiestru
nuleozydowo — aminoalkilowego.

Poniewaz w trakcie utleniania, ze wzgledu na szybko$¢ procesu, nie rejestrowalem
domniemanego cyklicznego amidofosforanu 129a, wygenerowatem go, aktywujac oczysz-
czony produkt 130 chlorkiem arylosulfonowym (TPS-CI). W tej reakcji, zachodzacej szybko
(< 3 min.) i czysto, powstawal jeden produkt — cykliczny amidofosforan nukleozydu 129a.
Mimo, ze zwiazek ten nie zostal wyizolowany, to jego przesuniecie chemiczne (*'P NMR) i
multipletowos$¢ sygnaléw w widmie sprzezonym mocno sugerujg proponowang strukture.
Dodanie wody do mieszaniny reakcyjnej powoduje natychmiastowag hydrolize 129a do
wyjsciowego N-(2-hydroksyetylo)amidofosforanu nukleozydu 130. To doswiadczenie mozna
traktowa¢ jako pozytywng weryfikacje wczesniej postulowanego szeregu reakcji utleniania
cyklicznego amidofosforynu nukleozydu 128a do cyklicznego amidofosforanu 129a i dalej w
tagodnych warunkach zasadowych jego hydrolize do finalnego produktu 130.

Na tym etapie prac nie potrafi¢ wyjasni¢ réznic w chemoselektywnosci otwierania
powyzej opisanych pierscieni heterocyklicznych, gdyz ilos¢ danych doswiadczalnych, ktérymi
dysponuje jest zbyt skapa. W czasie realizacji tej rozprawy takich prob nie podjatem, jednakze
sadzg, ze zastosowanie N-alkilo- lub N-aryloaminoetanoli w analogicznych reakcjach
mogtoby dostarczy¢ danych, ktére pozwolityby lepiej poznac i zdefiniowaé czynniki decydu-
jace o chemoselektywnosci hydrolizy w warunkach zasadowych omawianych zwiazkow.

3-Aminopropan-1-ol (124b) na pierwszych etapach reakcji reaguje z dipiwaloilofosfory-
nem nukleozydu 127 podobnie jak 2-aminoetanol, tworzgc cykliczny amidofosforyn
nukleozydu 128b (*'P NMR). Reakcja cyklizacji zachodzi bardzo tatwo a jej sita napedowa
jest tendencja do wewnatrzczasteczkowego ataku nukleofila (-OH lub -NH;) z pozycji ¥ na
centrum fosforowe. Utlenianie 128b w obecnosci 15 ekw. H,O prowadzi do trwalego
cyklicznego amidofosforanu nukleozydu 129b — 2-[5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-
yloksy]-2-okso-1,3,2-oksazaperhydrofosforinu, ktéry wyizolowano i scharakteryzowano
metodami spektroskopowymi (‘H, *'P NMR i HRMS). Majac na uwadze fakt, ze reakcje
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cyklizacji i utleniania zachodzg szybko i wydajnie, a cykliczny amidofosforan nukleozydu
129b jest zwigzkiem trwalym, mozna traktowa¢ powyzszy cykl reakcji jako dogodng metode
syntezy pochodnych nukleotydéw typu 129b.

Wyzsze aminoalkohole 124¢ — e w reakcji z fosforynem 127 prowadzity do mieszaniny
wielu produktéw, ktérych nie izolowano ze wzgledu na ich nietrwatos¢. Jest bardzo prawdo-
podobne, ze w tych przypadkach otrzymuje si¢ réznego typu (estry lub/i amidy) i réznie
podstawione (mono i bis) fosforyny nukleozydéw co moze by¢ konsekwencja mnogosci centr
aktywnych substratéw. W odréznieniu od 2-aminoetanolu i 3-aminopropan-1-olu, wyzsze
homologi nie tworzg struktur cyklicznych typu 128, ktére w pierwszych dwéch przypadkach

decydowaly o kierunku dalszych reakcji.

(c) Kondensacja z preacylacjag aminoalkoholi
Opisane powyzej podejscia nie doprowadzily do pozadanych diestréw nukleozydowo —

aminoalkilowych z wolng funkcja (CF4C0),0 + HO(CHy)NH,
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utlenieniu w standardowych warun-
kach otrzymatem fosforan 131a (*'P SCHEMAT 21
NMR). Grupe trifluoroacetylowa
usungtem poprzez traktowanie stgzonym roztworem amoniaku (Schemat 21). Analogiczne
reakcje doprowadzily do otrzymania diestrow fosforanowych réwniez dla innych amino-
alkoholi (zwiagzki 131b — e). Po zakonczeniu cyklu reakcji pozadane produkty izolowatem za
pomocg chromatografii na zelu krzemionkowym z wydajnosciami powyzej 80%.

Podejscie z preacylacja aminoalkoholu mozna traktowa¢ jako uniwersalng metode
syntezy aminoalkilofosforanéw nukleozydéw typu 132, jednakze konieczno$¢ stosowania
amoniaku w celu odstonigcia funkcji -NH, na ostatnim etapie syntezy znacznie ogranicza

wykorzystanie tego podejscia do funkcjonalizacji oligonukleotydow zwigzanych z podtozem
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stalym. Wiagze si¢ to z faktem, ze podczas usuwania grupy tréjfluorooctowej ugrupowanie
karboksyloestrowe wigzace oligomer z podiozem takze ulega amonolizie z uwolnieniem
sfunkcjonalizowanego oligonukleotydu do roztworu. W konsekwencji, w tym podejsciu, przy
stosowaniu powszechnie uzywanych podtozy statych, realizacja ostatniego etapu Wariantu 1
(przylaczenie grupy reporterowej do oligonukleotydu zakotwiczonego do podltoza) nie jest

mozliwa.

(d) Kondensacja wobec 2—chloro—5,5-dimetylo-2-okso-2/15-1,3,2—dioksafosﬁnanu (NEP-CI)

Wyniki otrzymane z uzyciem chlorku piwaloilu aktywujacego H-fosfoniany nukleozy-
doéw w reakcji sprz¢gania z aminoalkoholami wskazuja, ze tego typu czynnik kondensujacy
nie moze by¢ stosowany ze wzgledu na réwnolegte badZz nastepcze acylowanie funkcji
aminowej reszty aminoalkilowej. Dlatego tez podjatem proby otrzymywania
aminoalkilofosforanéw nukleozydéw z uzyciem innego typu czynnikéw kondensujacych.
Dobrym kandydatem do reakcji sprzegania H-fosfonianéw nukleozydéw i aminoalkoholi

wydawat si¢ by¢ cykliczny chlorofosforan 133 (NEP-CI)'**

. Zwiazek ten jest mato aktywny w
reakcjach fosforylacji (np. alkoholi), natomiast jest stosunkowo efektywny jako aktywator
monoestréw H-fosfonianowych w reakcjach kondensacji123 .

Reakcje H-fosfonianu nukleozydu 121 i aminoalkoholi 124a — e wobec NEP-CI prowa-
dzity do aminoalkilo-H-fosfonianéw nukleozydéw typu 134 (Schemat 22). Monitorowanie
reakcji za pomoca spektroskopii *'P NMR pozwolito stwierdzi¢, ze reakcje te zachodza
szybko (<3 min.) i z catkowitg chemoselektywnoscia, gdyz bez wzgledu na rodzaj uzytego
aminoalkoholu, jedynymi nukleotydowymi produktami reakcji byty H-fosfoniany aminoalki-
lowo — nukleozydowe typu 134. Préby izolacji tych produktéw nie powiodly sig¢, gdyz w
czasie przerobu i izolacji diestry typu 134 okazaly si¢ niedostatecznie trwale. Zwiazki te
utlenialem oczekujac, ze ich fosforanowe analogi bedzie mozna wyizolowa¢ 1 w pelni
scharakteryzowac

Utlenianie H-fosfonianodiestru 134a jodem wobec duzego nadmiaru wody (300 ekw.)
prowadzito do otrzymania produktu, ktérego przesunig¢cie chemiczne w widmie 3'p NMR
bylo identyczne z otrzymanym wczesniej N-(2-hydroksyetylo)amidofosforanem nukleozydu
130. Identyczno$¢ otrzymanego produktu ze zwigzkiem 130 zostala potwierdzona takze
innymi metodami analitycznymi (‘H NMR, TLC, testy chemiczne — reakcja z TPS-Cl —
odtworzenie cyklicznego amidofosforanu). Mozna przypuszcza¢, ze zwigzek ten jest
koncowym produktem cyklu reakcji zapoczatkowanym wytworzeniem jodofosforanu jako
pierwszego produktu utleniania diestru H-fosfonianowego 134. Po to, by wyjasni¢ t¢ sprawe,
przeprowadzitem utlenianie diestru 134 w warunkach bezwodnych. Jedynym produktem
obserwowanym w widmie 3'P NMR byt poznany juz wczesniej cykliczny amidofosforan
129a. Dodanie wody do mieszaniny reakcyjnej powodowato szybka hydroliz¢ 129a do
trwatego amidofosforanu nukleozydu 130 jako jedynego produktu. Tak wiec, reakcja

wewnatrzczasteczkowe] cyklizacji do produktu posredniego 129a zachodzi z chwilg
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powstania jodofosforanu na pierwszym etapie utleniania bez wzgledu na nadmiar
konkurencyjnego nukleofila (H,O), a finalny produkt 130 jest produktem nastepczej,

chemoselektywnej reakcji hydrolizy amidofosforanu nukleozydu 129a.
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SCHEMAT 22

Typ produktéw utleniania jodem 3-aminopropylo-H-fosfonianu nukleozydu 134b
zalezal od ilo$ci wody obecnej w medium reakcyjnym. I tak, utlenianie 134b w warunkach
bezwodnych prowadzito ilosciowo do trwalego cyklicznego amidofosforanu nukleozydu
129b. Reakcja ta zachodzi wyjatkowo czysto i mozna ja poleca¢ jako dogodng metode
szybkiej syntezy cyklicznych pochodnych nukleotydow typu 129b z H-fosfonianéw
nukleozydéw typu 121 jako tatwo dostepnych substratéw. Utlenianie 134b wobec
niewielkiego nadmiaru wody prowadzito do powstawania dwéch produktéw — opisanego
wczesniej cyklicznego amidofosforanu 129b oraz symetrycznego pirofosforanu 135b. Z duza
dozg pewnosci mozna postulowaé, ze ten ostatni zwigzek powstaje w reakcji
niezhydrolizowanego jodofosforanu (pierwszego produktu utlenienia) z produktem juz
zhydrolizowanym tj. 132b. Dodatkowym potwierdzeniem takiego rozumowania byto

doswiadczenie, w ktérym utleniano diester H-fosfonianowy 134b w bezwodnych warunkach
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wobec fosforodiestru 132b. Jedynym produktem w tej reakcji byl stosunkowo trwaty
pirofosforan 135b.

Stosunek cyklicznego produktu 129b i pirofosforanu 135b zmieniat si¢ w zaleznos$ci od
ilosci wprowadzanej wody w czasie utleniania, przy czym wobec wigkszych nadmiaréw H,O
zaczat sie pojawia¢ pozadany fosforodiester 132b. Jezeli reakcje utleniania 134b przeprowa-
dzano przy duzych nadmiarach (300 ekw.) wody, to 3-aminopropylofosforodiester nukleozydu
132b byl jedynym otrzymanym produktem. Tak wi¢c nadmiar wody jako zewnetrznego
nukleofila catkowicie zapobiega zachodzeniu konkurencyjnych reakcji cyklizacji czy
dimeryzacji. Po izolacji, struktur¢ produktu 132b ustalono rutynowymi metodami
spektralnymi ('H, *'P NMR, HRMS) i chromatograficznymi (TLC).

H-Fosfonianodiester 134¢ z grupg 4-aminobutylowg, utleniany w warunkach bezwod-
nych takze tworzyt siedmiocztonowy cykliczny amidofosforan nukleozydu 129c.
Manipulowanie ilo$cig wody podczas utleniania pozwolito, podobnie jak w przypadku
pochodnej 3-aminopropylowej 134b, wykluczy¢ cyklizacj¢ czy dimeryzacje i w konsekwencji
pozadany produkt finalny 132¢ byl otrzymany z wysoka wydajnoscia.

W przypadku pochodnych wyzszych homologéw aminoalkoholi podczas utleniania
nie obserwowano powstawania struktur cyklicznych, a odpowiednie nadmiary wody
pozwolity na ukierunkowanie reakcji na tworzenie wylgcznie aminoalkilofosforanoamidéw
nukleozydéw 132d — e.

Opisane procedury mozna traktowa¢ jako uniwersalng metod¢ syntezy aminoalkilo-
wych fosforanéw nukleozydéw typu 132. Wyjatek stanowig pochodne 2-aminoetylowe, w
ktérych w przypadku aktywacji centrum fosforowego (tworzenie jodofosforanéw) tendencja
do wewnatrzczasteczkowej substytucji jest tak silna, ze pomimo stosowania duzych
nadmiaréw zewnetrznego nukleofila nie udato si¢ zapobiega¢ cyklizacji.

Opracowana metoda, angazujaca proste substraty i procedury spetnia kryteria funkcjona-
lizacji oligonukleotydow wg Wariantu I, a jej efektywno$¢ bedzie weryfikowana (w dalszej

czesci rozprawy) na oligonukleotydach zwigzanych z podiozem statym.

(2) Reakcje H-fosfonianéw nukleozydéw z diolami

W reakcjach H-fosfonianéw nukleozydéw z aminoalkoholami, w zaleznosci od
warunkéw 1 sposobu przeprowadzenia reakcji oraz rodzaju stosowanych czynnikéw
kondensujacych, obok pozadanych aminoalkilo-H-fosfonianéw nukleozydéw mozna otrzymac
szereg interesujagcych analogéw nukleotydéw. Wydawac si¢ moze, ze podobne reakcje z
diolami, ze wzgledu na réwnowazno$¢ obu centr nukleofilowych, powinny zredukowac liczbg
potencjalnie mozliwych produktéw. Podejmujagc badania nad reakcjami dioli z H-
fosfonianami nukleozydéw spodziewatem si¢ opracowania metod syntezy hydroksyalkilo-H-
fosfonianoéw, ktére to ugrupowania mogg stluzy¢ np. jako podstawowy element szkieletu

facznika, regulujacy dystans miedzy oligonukleotydem a grupg reporterow3.
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(a) Kondensacja standardowa wobec chlorku piwaloilu

W warunkach standardowych kondensacje H-fosfonianu nukleozydu 121 z diolami
136a — d wobec chlorku piwaloilu prowadzily do zlozonych mieszanin diestrow H-
fosfonianowych, a w przypadku glikolu etylenowego pojawiatl si¢ dodatkowy produkt (~ 23
ppm), ktéry mogt by¢ produktem cyklizacji diestru typu 141 do cyklicznego fosfolanu 143a
(Schemat 24). Obecnos¢ kilku produktow zwigzana jest prawdopodobnie z nastepczymi
reakcjami dimeryzacji, a takze O-acylowania nadmiarem czynnika kondensujacego. Ze
wzgledu na niedostateczng trwato$¢ nie udalo si¢ wyizolowaé powstatych produktéw i
potwierdzi¢ ich przypuszczalnej struktury. Jednakze informacje uzyskane 2z tych
eksperymentéw, a w szczegdlnosci powstawanie domniemanego fosfolanu 143a zachecily
mnie do podjecia bardziej szczegétowych badan, ktére powinny pozwoli¢ lepiej poznaé
wlasciwosci  hydroksyalkilo-H-fosfonianéw nukleozydéw typu 141 jako pierwszych

produktéw kondensacji 1 oceni¢ ich potencjalne zastosowania w syntezie 136a — n=2

oligonukleotydowych sond molekularnych. % ~ Ej
136d - n=5

(b) Kondensacja z preaktywacjg H-fosfonianu

Bis-piwaloilofosforyn  nukleozydu 127, generowany podczas preaktywacji
H-fosfonianu 121, wydaje si¢ by¢ dobrym substratem do badan nad potencjalnie mozliwymi
reakcjami cyklizacji z diolami, gdyz na pierwszym etapie powinien tworzy¢ si¢ diester acylo-
fosforynowy, ktéry nastgpnie moze ulega¢ reakcji wewnatrzczasteczkowej cyklizacji, z
podstawieniem drugiej grupy piwaloilowej. Jak mozna byto si¢ spodziewac, reakcje miesza-
nego bezwodnika bis-piwaloilowego typu 127 z diolami 136a — d prowadzity do cyklicznych
fosforynéw nukleozydéw typu 137 (Schemat 23), jednakze ich wydajno$¢ zalezata od
dtugosci mostka polimetylenowego diolu i jego nadmiaru molowego.

I tak, glikol etylenowy (136a) i propanodiol-1,3 (136b) bez wzgledu na nadmiar
molowy, w reakcji z bis-acylofosforynem 127 tworzyly produkty cykliczne, odpowiednio 2-
[5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-1,3,2-dioksafosfolan (137a) i 2-[5'-O-(4,4'-
dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-1,3,2-dioksafosfinan (137b). Diole 136¢ i 136d dodane
w niewielkim (1,5 ekw.) nadmiarze do zwigzku 127 takze tworzyty cykliczne fosforyny nu-
kleozydu 2-[5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-1,3,2-dioksafosfepan (137¢) i 2-
[5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-1,3,2-dioksafosfokan (137d) jako gléwne
produkty. Zwigkszanie nadmiaru dioli 136¢ i 136d prowadzilo do powstawania liniowych
di(hydroksyalkilowych) fosforynéw nukleozydéw 138c i 138d, ktére przy nadmiarze powyzej
3 ekw. byly gtéwnymi produktami reakcji. Z tych doswiadczen mozna wnioskowaé, ze w
przypadku dioli 136a i 136b, tendencja do tworzenia pierscieni pigcio- lub szesciocztonowych
jest tak silna, ze bez wzgledu na nadmiar diolu, cykliczne fosforyny 137a i 137b sa jedynymi
produktami. W przypadku dioli 136¢ i 136d reakcje cyklizacji zachodzg jedynie w sprzyjaja-
cych warunkach i konkurujg z produktami miedzyczasteczkowej substytucji prowadzacej do

liniowych triestrow fosforawych 138c i 138d.
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Proby oczyszczania produktéw cyklicznych 137b — d nie powiodty si¢, gdyz byly one
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nietrwate w warunkach izolacji. Cykliczny fosforyn nukleozydu 137a okazal si¢ natomiast
dostatecznie trwaty i po izolacji zostat scharakteryzowany metodami spektralnymi ('H oraz
*'P NMR).

Utlenianie cyklicznych fosforynéw 137b — d jodem wobec wody prowadzito do otrzy-

mania trwalych cyklicznych fosforanow 139b — d, ktére wyizolowano, a ich struktury
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potwierdzono metodami spektralnymi. W tych samych warunkach produktem utleniania
fosfolanu 137a byl fosforan 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-ylowo — 2-hydroksy-
etylowy 141a, ktéry jak mozna przypuszczaé, byt produktem hydrolizy powstalego na
pierwszym etapie cyklicznego fosforotriestru 139a {2-[5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-
3'-yloksy]-2-okso-1,3,2-dioksafosfolanu}. Taki sposéb powstawania fosforodiestru 141a
zostal dowiedziony przez zastosowanie niewielkiego (1,5 ekw.) nadmiaru wody podczas
utleniania. W tych warunkach jedynym obserwowanym (*'P NMR) produktem byt cykliczny
fosfolan 139a, ktéry po dodaniu wody szybko hydrolizowat z otwarciem pier§cienia do
2-hydroksyetylofosforanu nukleozydu 141a. Aktywowanie (TPS-CI) centrum fosforowego
diestru 141a powodowato natychmiastowg cyklizacj¢ do 139a. Z doswiadczen tych wynika,
ze fosforodiester 2-hydroksyetylowo — nukleozydowy 141a jest zwigzkiem podatnym na
cyklizacje, a produkt tej reakcji tatwo hydrolizuje do wyjsciowego liniowego estru 141a.

Podsumowujac, jedynym diolem umozliwiajagcym otrzymanie diestru typu 141 z wolng
grupg hydroksylowag w reakcji z preaktywowanym H-fosfonianem typu 127 jest glikol etyle-
nowy. W przypadku pozostatych badanych dioli 136b — d otrzymuje si¢ trwate, cykliczne
fosforotriestry 139b — d.

(c) Kondensacja wobec 2-chloro-5,5-dimetylo-2-okso-24°-1,3,2-dioksafosfinanu (NEP-CI)

W podejsciu przedstawionym powyzej mozliwe jest otrzymywanie jedynie diestru
nukleozydowo — hydroksyetylowego. Poszukujac bardziej ogélnej metody syntezy tego typu
diestréw, przebadalem reakcje kondensacji z wykorzystaniem NEP-CI (133) jako czynnika
kondensujacego.

Wszystkie badane diole 136a — d w reakcji z H-fosfonianem nukleozydu 121 aktywo-
wanym cyklicznym chlorofosforanem 133 prowadzity do pozadanych hydroksyalkilo-H-fosfo-
nianéw nukleozydéw typu 142 (Schemat 24). W przypadku dioli 136b — d, w ktérych funkcje
hydroksylowe byly oddzielone co najmniej trzema grupami metylenowymi, spodziewane
diestry liniowe typu 142 byly jedynymi produktami reakcji kondensacji. Natomiast, w miesza-
ninie poreakcyjnej po kondensacji glikolu etylenowego i1 H-fosfonianu 121, diester 142a byt
produktem minorowym (*'P NMR). Gtéwnymi produktami tej reakcji byly: zwiazek o & =
23,09 ppm (*'P NMR) oraz 5'-O-dimetoksytrytylotymidyna (TLC).

0
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142a-d 119 143a

SCHEMAT 24

Taki sktad mieszaniny poreakcyjnej moze Swiadczy¢ o wystgpowaniu reakcji nastgp-
czych, w ktérych substratem jest otrzymany po kondensacji 2-hydroksyetylo-H-fosfonian
nukleozydu 142a, 1 ktdry ulega spontanicznej cyklizacji do fosfolanu 143a z odejSciem reszty
nukleozydowe;j. Proporcje ilosciowe produktow 142a, 143a i nukleozydu nie zmieniaty si¢ w
czasie. Dodanie duzego (10 ekw.) namiaru nukleozydu powodowato znaczny wzrost ilosci

diestru 142a. To ostatnie wskazuje na wystgpowanie réwnowagi 142a— 143a + 119

(Schemat 24), ktéra po dodaniu nadmiaru nukleozydu przesuwa si¢ w stron¢ diestru 142a.
Powstawania fosfolanu 143a mozna bylo si¢ spodziewaé, gdyz wczesniej opisane proby
syntezy H-fosfonianu 3'-5' dirybonukleozydowego, w ktérym 3' nukleozyd miat odstonietg
wicynalng reszte 2'-OH nie powiodly si¢ ze wzgledu na szybka cyklizacje¢ do 2', 3' cyklicznego
H-fosfonianu nukleozydu, ktéry w trakcie dalszego przerobu ulegat niespecyficznej hydrolizie
do mieszaniny 2' i 3' H-fosfonianéw nukleozydu'**.

Z powyzszych doswiadczen mozna wnioskowac, ze centrum fosforowe fosfolanu 143a
jest podatne na atak nukleofilowy. Chcac lepiej pozna¢ wtasciwosci cyklicznego H-fosfonianu
143a, otrzymatem go w reakcji réwnomolowych ilosci glikolu etylenowego z fosforynem
difenylowym (Schemat 25).

W pirydynie reakcja ta zachodzi bardzo szybko (z chwila zmieszania reagentéw), a
fosfolan 143a jest jedynym obserwowanym produktem (*'P NMR). Dodanie nadmiaru wody
powoduje szybka jego hydrolize do H-fosfonianu 2-hydroksyetylowego 144. Po usunig¢ciu
wody z medium monoester 144 poddany aktywacji (TPS-Cl) odtwarza ilosciowo substrat
143a. Z kolei dodanie etanolu do roztworu 143a w pirydynie powoduje otwieranie pierscienia
1 przy pigciomolowym nadmiarze catkowitg linearyzacje do diestru 145. Usunigcie nadmiaru
etanolu z mieszaniny reakcyjnej odtwarza ilosciowo substrat 143a. Fosfolan 143a podobnie
reaguje z S5'-dimetoksytrytylotymidyng, a ilos¢ 2-hydroksyetylo-H-fosfonianu nukleozydu
142a wzrasta wraz ze zwigkszaniem nadmiaru nukleozydu.

Bardzo silna tendencja do wewnatrzczasteczkowej cyklizacji diestréw 2-hydroksyetylo-
H-fosfonianéw w zasadzie wyklucza otrzymywanie preparatywne tych zwigzkéw. Z drugiej
strony, przeprowadzanie monoestrow alkilowych (np. nukleozydowych) w ich pochodne 2-
hydroksyetylowe diestry moze by¢ propozycja dogodnej metody defosfonylacji H-
fosfonianoéw alkilowych (np. nukleozydéw badz oligonukleotydéw).

T
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SCHEMAT 25

Wyzsze hydroksyalkilo-H-fosfoniany nukleozydéw 142b — d, otrzymane wg Schematu
24, byly utleniane jodem do analogéw fosforanowych. W reakcjach tych rodzaj i dystrybucja
produktéw zalezaty od warunkéw utleniania i dtugosci mostka polimetylenowego (Schemat
26). I tak, pochodna 3-hydroksypropylowa 142b, bez wzgledu na nadmiar wody uzyty w
reakcji, prowadzita do jednego produktu — 2-[5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-
2-okso-1,3,2-dioksafosfinanu 139b. Cykliczny fosfinan 139b, otrzymany jako jedyny produkt,
swiadczy jednoznacznie o tym, ze wewnatrzczasteczkowa cyklizacja zachodzaca na etapie
jodofosforanu (pierwszego produktu utlenienia) jest zdecydowanie dominujacg reakcja
nastepcza. W reakcji utleniania otrzymano analogiczne produkty wewnatrzczasteczkowe]
cyklizacji,  2-[5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-2-okso-1,3,2-dioksafosfepan
139¢ i1 2-[5'-0O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-2-okso-1,3,2-dioksafosfokan 139d,
odpowiednio dla pochodnych 4-hydroksybutylowej 142¢ i 5-hydroksypenylowej 142¢, ale
tylko w przypadku, gdy reakcje utleniania prowadzono w warunkach bezwodnych.

Ta sama reakcja przeprowadzona wobec duzego nadmiaru (30 ekw.) wody w przypadku
diestru 142¢ prowadzita do fosfepanu 139¢ (~ 30%, *'P NMR) i 3-hydroksybutylofosforanu
nukleozydu 141¢ (~ 70%). Stosowanie wigkszych nadmiaréw wody (60 ekw.) nie zmienito
proporcji ilosciowych otrzymywanych produktéw 139¢ i 141¢c. Utlenianie 5-hydroksypentylo-
wej pochodnej 142d wobec 30 ekw. wody prowadzilo do powstawania pozadanego 5-
hydroksypentylofosforanodiestru nukleozydu 141d jako jedynego produktu reakcji.

Podsumowujac, diestry fosforanowe typu 141 o potencjalnym zastosowaniu syntetycz-
nym mozna otrzymywac z dobrymi wydajnosciami utleniajagc wobec nadmiaru wody produkt
kondensacji (wobec NEP-CI) monoestru 121 z diolami wyzszymi niz butanodiol. Ze wzgledu

na silng tendencj¢ do cyklizacji nie mozna stosowac dioli nizszych (n[14).

0
[
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SCHEMAT 26

(d) Whnioski
W celu otrzymania H-fosfonianu z wolng grupa hydroksylowg nalezy zastosowac jedno
z nastepujacych podejsé:

a) Preaktywacja monoestru chlorkiem piwaloilu, nastepnie reakcja z glikolem etyleno-
wym. Po utlenieniu otrzymuje si¢ diester typu 141a.

b) Kondensacja monoestru z diolami wyzszymi niz 1,4-butanodiol wobec NEP-CI. Po
utlenieniu otrzymuje si¢ diestry typu 141.

¢) Kondensacja monoestru z aminoetanolem wobec NEP-CI. Po utlenieniu otrzymuje
si¢ amidofosforan typu 130.

(3) Poréwnanie dioli i aminoalkoholi

Na zakonczenie tego rozdziatu pragne zwréci¢ uwage na podobienstwa i réznice w
reaktywnosci dioli i aminoalkoholi w reakcjach z H-fosfonianami nukleozydowymi oraz w
reaktywnosci produktow tych reakcji:

a) Kondensacja wobec chlorku piwaloilu:

— aminoalkohole: catkowita acylacja grup aminowych;

— diole: cz¢sciowa acylacja grup hydroksylowych.

b) Reakcja z monoestrem preaktywowanym chlorkiem piwaloilu (127):

— aminoalkohole: amidofosforyny cykliczne powstaja dla n = 2 — 3; fatwo hydrolizuja;

— diole: fosforyny cykliczne powstajg dla n = 2 — 5; tatwo hydrolizujg z wyjatkiem

zwiazku z pier§cieniem pigciocztonowym (fosfolan 137a).

¢) Hydroliza zasadowa cyklicznych amidofosforanéw 129 i cyklicznych fosforanéw

139:

— nie hydrolizuja, z wyjatkiem zwigzkéw z pierscieniem pigciocztonowym, w ktérych

pcka wigzanie P-O pierscienia.

d) Kondensacja wobec NEP-CI:

— aminoalkohole: powstaja diestry nukleozydowo — aminoalkilowe (134);

— diole: powstaja diestry nukleozydowo — hydroksyalkilowe (141), jednak diester

nukleozydowo — hydroksyetylowy 141a ulega samorzutnej wewnatrzczasteczkowej
cyklizacji.
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e) Utlenianie H-fosfonianéw nukleozydowo —

A B (amino/hydroksy)alkilowych (134/141) jodem w
warunkach bezwodnych:

— aminoalkohole: cyklizacjadlan =2 —4;

—diole: cyklizacjadlan=2 - 5.

f) Utlenianie H-fosfonianéw nukleozydowo —
(amino/hydroksy)alkilowych (134/141) jodem wobec
wody:

— aminoalkohole: cyklizacja dla n = 2;

—diole: cyklizacjadlan =2 — 4.
ZDJECIE 1 Reasumujac, przebadane pochodne aminoalkoholi i dioli
maja zblizone wtasnosci chemiczne, jednak w przypadku dioli wyrazna jest silniejsza

tendencja do tworzenia zwigzkow cyklicznych.

B. Funkcjonalizacja oligonukleotydéw na poditozu statym

Opisane w poprzednim rozdziale, metody fosfonylacji i funkcjonalizacji nukleozydéw
dobrze pracujace w roztworze, wymagaly sprawdzenia ich skutecznos$ci na oligomerach zwig-
zanych z podtozem statym. Do badan wykorzystatem oligomer T} (I) zsyntetyzowany metoda
amidofosforynowa lub H-fosfonianowg na podiozu LCAA - CPG w skali 0,1 pmola.
Produkty reakcji byly analizowane za pomoca elektroforezy na zelu poliakrylamidowym
(PAGE).

a) Fosfonylacja

(1) Kwas pirofosfonowy

Do fosfonylacji 5'-terminalnej grupy hydroksylowej zwigzanego z podtozem stalym
oligonukleotydu I stosowalem 0,2 M roztwér kwasu pirofosfonowego w pirydynie.

Badajac przebieg reakcji w czasie (Tabela 6), obserwowatem powstawanie nowego pro-
duktu oligonukleotydowego o mobilnosci elektroforetycznej spodziewanej dla 5'-
fosfonylowanego oligomeru IL. Po 120 min. substrat I (Zdjecie 1, linia A*) ulegat praktycznie
ilosciowej fosfonylacji (Zdjecie 1, linia B). By¢ moze zastosowanie roztworu kwasu
pirofosfonowego o wyzszych stezeniach przyspieszytoby reakcje fosfonylacji, jednakze préby
przygotowania takiego roztworu zakonczyly si¢ niepowodzeniem, gdyz przy st¢zeniach

wyzszych niz 0,2 M sdél pirydyniowa kwasu piro-

fosfonowego wytracala si¢ z roztworu. Czas reakcji [min.] 15 30 60 120

Chcac uzyska¢ bardziej jednoznaczne Stopiet: fosfonylacji [%] 30 60 90 ~100

potwierdzenie obecnosci reszty 5'-H-fosfonianowe;j
TABELA 6. Fosfonylacja T,y (I) kwasem

w oligcomerze II, po odcieciu z podloza 1
& p ¢ p pirofosfonowym

" Wszystkie zdjecia przedstawiaja obrazy surowych, nieoczyszczonych oligonukleotydéw.
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odblokowaniu (wodny stezony roztwor NH3) poddatem go dziataniu alkalicznej fosfatazy. 5'-
Fosfonylowany Ty II nie ulegal defosfonylacji (PAGE), gdyz enzym nie rozpoznaje
monoestrowej reszty H-fosfonianowej jako substratu®’. Jezeli 5'-fosfonylowany oligomer II w
reakcji kondesacji z 2-cyjanoetanolem (wobec Piv-Cl) przeksztalcono w diester H-
fosfonianowy, a po jego utlenieniu (I, w wodnej pirydynie) w fosforanodiester III, ktéry po
odblokowaniu (wodny stezony NH3) do IV traktowano alkaliczng fosfatazg, to otrzymano
ilosciowg defosforylacje IV do nonafosforanu dekatymidynylowego V (Schemat 27).
Powyzsze wyniki mozna uzna¢ za wystarczajacy dowdd na to, iz reakcja fosfonylacji
oligomeru I prowadzi do 5'-fosfonylowanego oligonukleotydu II.

Tak wiec, kwas pirofosfonowy moze by¢ z powodzeniem stosowany jako tagodny,
monofunkcyjny czynnik fosfonylujacy do
wprowadzania reszt H-fosfonianowych na koniec 5' HO— Tyo ] @ I

oligonukleotydéw zwigzanych z podtozem statym.
l HaP,0s / Py
) o)
(2) Fosforyn difenylowy -o—%—o T @ -
. s i !
Drugi z proponowanych czynnikéw fosfonylu 1. CNGH,CH,0H / PACI /Py
jacych, fosforyn difenylowy, jest, w przeciwienstwie 2.1/ H,0 / Py
do kwasu pirofosfonowego, regentem dwufunkcyj- ?
) i ) , CEO—P—0— T
nym. ktaczy si¢ to z niebezpieczenstwem | = @ I
powstawania 5'-5' dimeréw oligonukleotydéw jako lNHS aq. stez.
produktéw ubocznych, podobnych do o
obserwowanych przez Marstersa 1 wsp. podczas o—b_o Tro —OH
e 1 , \
fosfonylacji oligonukleotydéw kwasem fosforawym o v
wobec nadmiaru chlorku piwaloilu®’. l AP
Powstawanie dimerow mozna byto
zaobserwowac¢ podczas opisywanej wczesniej fosfo- HO—{ Tio [—OH v

nylacji  5-0O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyny ~ w SCHEMAT 27
roztworze (str. 57). Ilos¢ tego typu produktu
zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem nadmiaru fosforynu difenylowego uzytego w reakcji.
Mozna oczekiwa¢, ze rOéwniez w reakcjach na podiozu statym, stosujagc odpowiednie
nadmiary czynnika fosfonylujacego, dimeryzacja begdzie ograniczona lub wyeliminowana.

W pierwszej kolejnosci badatem mozliwos¢ powstawania dimeréw T;o-O-P(O)H-O-Tg

w zaleznosci od stosowanych nadmiaréw fosfonianu difenylowego (Tabela 7). Oligomer I

(Zdjecie 2, linia A) poddatem dziataniu

, . Stezenie (PhO),P(O)H [M 0,01 0,05 0,1 0,5
roztworéw fosforynu difenylowego w gzenie (PRO)P(O)H [M]

A

» pirydynie o st¢zeniach  Stopien fosfonylacji [%] 0 50 100 100
0,01, 0,05, 0,1 i 0,5M.

Po 15 min. reakcji (czas

Stopien dimeryzacji [%] 0 10 10 $lady

wybrany arbitralnie), TABELA 7. Fosfonylacja T (I) fosforynem difenylowym

-

ZDJECIE 2
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hydrolizie grupy fenoksylowej z powstatego 5'-fenylo-H-fosfonianu oligonukleotydu (Py-H,O
9:1, 30 min.) i jego odblokowaniu (wodny stezony roztwér NHs), produkty analizowano na
zelu poliakrylamidowym. Pelna fosfonylacja nastgpowata juz przy uzyciu 0,1M roztworu
fosforynu, jednakze obok pozadanego H-fosfonianu oligonukleotydu obecne byly znaczace
(ok. 10%) ilosci 5'-5' dimeru. Dopiero zastosowanie roztworu 0,5 molowego pozwolito
uzyska¢ H-fosfonian oligomeru (II) jako praktycznie jedyny produkt (Zdjecie 2, linia B).

W drugiej kolejnosci badatlem czas konieczny do catkowitej fosfonylacji dla stezenia 0,5

M fosforynu difenylowgo, gdyz wybrany arbitralnie w pierwszym doswiadczeniu czas

pietnastu minut mégl okaza¢ si¢ niepotrzebnie zbyt

dhugi. Stosujac podobng metod¢ analizy (PAGE) Czas reakeji [min] bz s

mogltem ustali¢, ze przy powyzszym nadmiarze  Stopien fosfonylacji [%] 50 80 100

fosforynu  difenylowego, reakcja  fosfonylacji TABELA8. Fosfonylacia T, (I) fosfory-
oligomeru Ty (I, Schemat 27) do 5'-H-fosfonianu nem difenylowym
oligonukleotydu II jest zakonczona w czasie 5 minut

(Tabela 8).

Tak wigc, fosforyn difenylowy okazat si¢ czynnikiem pozwalajagcym na wydajng fosfo-
nylacje oligonukleotydéw w czasie znacznie krétszym, niz w przypadku analogicznej reakcji z
uzyciem kwasu pirofosfonowego. Ponadto, fosforyn difenylowy jest tanim, handlowym
odczynnikiem i mozna go uzywac bez dodatkowych przygotowan.

Pragne zwréci¢ uwage, ze w wyniku reakcji fosfonylacji oligonukleotydu fosforynem
difenylowym otrzymuje si¢ 5'-fenylo-H-fosfonian oligonukleotydu, ktéry zawiera podatng na
transestryfikacje grupe fenylowa. Jezeli zamiast hydrolizy tego produktu, podda si¢ go reakcji
z aminoalkoholem, mozna spodziewa¢ si¢ powstawania 5'-aminoalkilo-H-fosfonianu oligonu-
kleotydu, bedacego docelowym produktem tego etapu modyfikacji oligomeru. Byiby to

kolejny, bardzo prosty, wariant funkcjonalizacji oligonukleotydow.

b) Przytgczenie aminoalkoholu do 5'-H-fosfonylowancyh oligonukleotydow

(1) Kondensacja 5'-H-fosfonianu oligonukleotydu z aminoalkoholami

Na podstawie badan prowadzonych na zwigzkach modelowych (str. 63) mozna sadzi¢,
ze jedng z najlepszych metod przytaczenia wolnego aminoalkoholu do 5'-H-fosfonianu oligo-
nukleotydu na podtozu statym (II) jest kondensacja aminoalkoholu i monoestru H-fosfonianu
wobec NEP-CI. Ten czynnik kondensujacy w trakcie reakcji w roztworze nie reagowal z
grupami aminowymi aminoalkoholi, co pozwalato na syntez¢ aminoalkilofosforanéw nukleo-

zydow z wolng resztg aminowa.
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Jednakze po to, by zapewni¢ wysoka wydajnos¢
A B C reakcji w ukladzie dwufazowym (roztwér/podloze state),
koniecznym  jest stosowanie duzych nadmiaréw

(kilkadziesigt, a nawet kilkaset ekwiwalentow

T
o fro
H

I

1. HCI*H,N(CHo)nOH / NEP-CI / Py
2. 1,/ Hy,O/Py

T
+H3N(CH2)nO*IT*O Tio @
o

ZDJECIE 3 VI

molowych) reagentéw. Stosowanie wolnego SCHEMAT 28
aminoalkoholu w tak duzym nadmiarze mogloby powodowaé degradacj¢ otrzymanego
metoda  H-fosfonianowa  oligomeru  (transestryfikacja  internukleotydowych  H-
fosfonianodiestrow) lub powodowaé czeSciowe usuwanie ochronnych grup 2-
cyjanoetylowych w oligonukleotydzie zsyntetyzowanym metoda amidofosforynowa. Aby
zapobiec tym niepozadanym reakcjom ubocznym, ponownie wykorzystalem protonowanie
funkcji aminowej aminoalkoholu, ktére, jak bedzie to pdzniej wykazane (przy reakcjach
kondensacji oksydatywnej, str. 79), znacznie ostabia nukleofilowos¢ grupy -NH;
aminoalkoholu. Jednocze$nie funkcja hydroksylowa zachowuje charakter nukleofilowy 1 w
planowanej reakcji grupa ta powinna by¢ nukleofilem dominujacym.

W celu funkcjonalizacji oligonukleotydéw przeprowadzitem wi¢c kondensacje H-fosfo-
nianu oligonukleotydu II z chlorowodorkiem aminoalkoholu wobec NEP-CI jako czynnika
kondensujacego (Schemat 28). Zsyntetyzowany metodg H-fosfonianowg oligomer I (Zdjecie
3, linia A), po przeprowadzeniu w 5'-H-fosfonian (Zdjecie 3, linia B), poddany zostat
kondensacji z chlorowodorkiem aminopentanolu 153d (40ul, 0,2M roztwér w Py) wobec
NEP-CI (80 ul, 0,3M roztwér w Py).

Po utlenieniu 1 odblokowaniu roztworem amoniaku, pozadany 5'-aminoalkilo-
oligonukleotyd zostal otrzymany z wydajnoScig prawie ilosciowa (Zdjecie 3, linia C).
Podobne wyniki uzyskane zostaly dla aminoalkoholi 153e i f. Jesli jednak do takiej samej
funkcjonalizacji wykorzystany zostal oligomer I uzyskany metoda amidofosforynowg to, po
odblokowaniu amoniakiem, obok wiasciwego produktu pojawity si¢ znaczace ilosci (40 —
80%) oligomeru o innej mobilnosci elektroforetycznej. Produkt ten nie byl natomiast
obserwowany, kiedy do koncowego odblokowania zastosowana zostata metyloamina125 (40%
ag.) zamiast amoniaku. Problem tworzenia réznych produktéw odblokowania 5'-
aminoalkilofosforanéw oligonukleotyddw w zaleznosci od metody ich syntezy omoéwig

bardziej szczegblowo w dalszej czesci rozprawy.
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Podsumowujac, opisana powyzej metoda funkcjonalizacji oligonukleotydéow wg
Wariantu I realizowana jest w nast¢pujacych etapach:
1. Fosfonylacja (dwa podejscia):
a) z uzyciem kwasu pirofosfonowego — 120 min.;
b) z uzyciem fosforynu difenylowego — 5 min. / hydroliza — 30 min.
2. Funkcjonalizacja: kondensacja z chlorowodorkiem aminoalkoholu wobec NEP-CI — 4 min.
3. Utlenienie — 10 min.
4. Odblokowanie roztworem amoniaku lub metyloaminy.
Reagenty wykorzystywane w powyzszej procedurze sg trwate, tanie i proste, dostgpne
handlowo (fosforyn difenylowy) badz tatwe do przygotowania (kwas pirofosfonowy, chloro-
wodorki aminoalkoholi, NEP-CI). Stosowane reakcje sg takze proste (kondensacja, transestry-

fikacja) i zachodzg z wysokimi wydajno$ciami.

(2) Transestryfikacja 5'-fenylo-H-fosfonianu oligonukleotydu aminoalkoholami
W reakcjach fosfonylacji oligonukleotydu zwigzanego z podtozem z uzyciem H-fosfo-
nianu difenylowego produktem posrednim jest fenylo-H-fosfonian oligonukleotydu VII. Ma-

jac na uwadze podatnos¢ H-

fosfonianéw arylowych na trans- Czas reakcji [min.] 2 4 10 20 30 60

estryfikacjg (str. 93) podjgtem préby Stopien funkcjonalizacji [%] 2 5 20 50 70 10(
wykorzystania produktu

. , .. TABELA 9.  Transestryfikacja oligomeru VII
przejsciowego VII do bezposredniej
. . . . chlorowodorkiem aminopentanolu

funkcjonalizacji oligonukleotydow w

reakcji z aminoalkoholami (Schemat 29). Ze wzgleddow omoéwionych wczesniej, do
transestryfikacji fenylowego H-fosfonianu oligonukleotydu VII stosowalem chlorowodorki
aminoalkoholi. W pierwszej kolejnosci, stosujac chlorowodorek aminopentanolu 153d (0,2M
roztwor w pirydynie) badatem przebieg reakcji transestryfikacji VII w czasie (Tabela 9). Po
60 minutach reakcja byla zakonczona, a jedynym nukleotydowym produktem obecnym w
surowej mieszaninie po odcigciu z podtoza 1 odblokowaniu byt sfunkcjonalizowany oligonu-

kleotyd VI (PAGE).

Tak wiec, w tym podejsciu, nie stosujgc zadnych czynnikéw kondensujacych, a
wykorzystujac jedynie podatnos¢ arylowych H-fosfonianéw na substytucje¢, mozna byto w jed-
nym ciggu reakcji przeprowadzi¢ fosfonylacje (I—>VII) i1 funkcjonalizacj¢ (VII—VI)
oligonukleotydu.

Podsumowujac, do funkcjonalizacji oligonukleotydow powyzsza metoda nalezy
przeprowadzi¢ nast¢pujace reakcje:

1. Fosfonylacja: fosforyn difenylowy — 5 min.

2. Funkcjonalizacja: transestryfikacja chlorowodorkiem aminoalkoholu — 60 min.
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1. Utlenienie — 10 min. HO— T @
2. Odblokowanie roztworem amoniaku lub metyloaminy.

Metoda ta bedaca odmiang Wariantu I, angazujaca I |
wyjatkowo proste, dostgpne handlowo reagenty pozwala na l (PhO)zP/\O
funkcjonalizacj¢ oligonukleotydow w sposéb jeszcze ﬁ)
prostszy 1 szybszy od zaproponowanego w poprzednim Pho—F"—o Tio @
rozdziale niniejszej rozprawy. H

v
Uwazam, ze obydwie opisane powyzej metody s3 J1-HC|*H2N(CH2)nOH
2.1,/ HyO/ Py

rownocenne i calkowicie spelniajg poczatkowe wymogi o
funkcjonalizacji oligonukleotydéw wedtug Wariantu I. Fakt, *HsN(CHz)nOPO
Ze stosujg one réznego typu substraty, a takze r6znego typu .
reakcje na poszczegélnych etapach, moze okaza¢ si¢ VI
pomocny w przypadkach wykluczajacych stosowanie w
SCHEMAT 29
trakcie funkcjonalizacji  ktérego§ =z reagentéw  (np.
chlorofosforanéw jako czynnikéw kondensujacych lub H-fosfonianu difenylowego wobec
silnych zasad). Tak wigc, w mojej ocenie, nalezy traktowa¢ powyzsze metody jako

uzupelniajace, a nie alternatywne.

(3) Modyfikacje aminoalkilo-oligonukleotydéw podczas odblokowania

Jak wcze$niej zauwazono, podczas koncowego odblokowania sfunkcjonalizowanych
oligonukleotydow wodnym roztworem amoniaku, w przypadku oligomeréw otrzymanych
metoda amidofosforynowa, obok pozadanego 5'-aminoalkilofosforanu oligonukleotydu otrzy-
mywano produkt o zblizonej, ale r6znej mobilnosci elektroforetycznej. Nie powstawal on
natomiast, gdy sfunkcjonalizowany oligomer otrzymywano metoda H-fosfonianowg. Poréw-
nanie tych wynikow sugeruje, ze dodatkowy produkt tworzy si¢ w trakcie usuwania fosforo-
tréjestrowej funkcji 2-cyjanoetylowej, z ktérej, w reakcji B-eliminacji, powstaje potencjalnie
reaktywny w warunkach zasadowych akrylonitryl. Jest bardzo prawdopodobne, ze uwolniony
akrylonitryl reaguje (wg Schematu 30) z
funkcja aminowa reszty S5'-aminoalkilo- R—NH,  CH/~CH—CN —— R—NH—CH;~CH,—CN
fosforanowej sfunkcjonalizowanego oli- SCHEMAT 30
gonukleotydu, tworzac obserwowany jako
produkt uboczny, 5'-[N-(2-cyjanoetylo)aminoalkilofosforan] oligonukleotydu.

Dla potwierdzenia tych zalozen, otrzymany metoda H-fosfonianowg i oczyszczony
(PAGE) 5'-aminoalkilo-Tjy traktowano wodnym roztworem amoniaku wobec nadmiaru
akrylonitrylu (10 ekw.). Po 2 godz. reakcji 5'-aminoalkilo oligonukleotyd przeksztatcat si¢
iloSciowo w produkt o identycznej mobilnosci (PAGE), jak produkt uboczny, ktéry
powstawal w trakcie odblokowania oligomeréw syntetyzowanych metoda amidofosforynowa.

Ten wynik silnie sugeruje, ze wolna funkcja aminowa grupy 5'-aminoalkilowe]
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sfunkcjonalizowanego oligomeru ulega N-alkilowaniu akrylonitrylem do analogu N-(2-
cyjanoetylo)aminoalkilowego. Jesli tak jest rzeczywiscie, to zablokowanie funkcji aminowe;j
grupg ochronng powinno catkowicie zapobiega¢ N-alkilowaniu. I faktycznie, oligomer z grupa
5'-[N-(4,4'-dimetoksytrytylo)]-aminoalkilowa, traktowany takim samym roztworem amoniaku
wobec nadmiaru akrylonitrylu, pozostal niezmieniony w ciggu 16 godzin.

Mozna przyja¢ nastepne zalozenie, ze zastosowanie do koncowego odblokowania
oligomeru aminy (np. metyloaminy) w miejsce amoniaku powinno takze zabezpieczy¢ przed
N-alkilowaniem reszty aminoalkilowej, gdyz powstajacy akrylonitryl bedzie wylapywany
przez znajdujaca si¢ w duzym nadmiarze aming. Takze i w tym przypadku zalozenia
zweryfikowano w do$wiadczeniu, w ktérym oczyszczony 5'-aminoalkilo-oligonukleotyd
pozostal niezmieniony podczas szesnastogodzinnego dziatania akrylonitrylu (10 ekw.) w
wodnym 40% roztworze metyloaminy.

Aby uzyska¢ bezposrednie dowody mozliwosci zachodzenia reakcji alkilowania grup
aminowych, przeprowadzitem badania na zwigzkach modelowych: fosforanie nukleozydowo

— aminoalkilowym 146 i aminoalkilonukleozydzie 148" (Schemat 31).

HO Thy HO Thy
o o
—_—
‘O NH; aq. ‘O
o:F‘>—0(CH2)6NH3+ OZI‘:’*O(CHQ)GNHCHQCHQCN
o} o}
146 147
NH(CHy)gNH, NH(CHy)gNHCH,CH,CN
NZ CH, N CHj3
)\ | CH,CHCN )\ |
o) N —_— o] N
o o
OH OH
148 149
SCHEMAT 31

Oba te zwigzki traktowane akrylonitrylem (10 ekw.) w roztworze amoniaku, w ciggu 15
min. przeksztatcaty si¢ iloSciowo w nowe produkty (TLC). Po izolacji, ustalono ich strukture
("H i P NMR) jako analogi N-(2-cyjanoetylo)aminoalkilowe 147 i 149. W podobnych
do$wiadczeniach z zastosowaniem metyloaminy w miejsce amoniaku, oba zwiazki (146 i
148) pozostaly niezmienione w ciggu 24h.

Podsumowujac, podczas otrzymywania sfunkcjonalizowanych oligomeréw otrzymanych
metoda amidofosforynowa, zawierajacych wolne reszty aminoalkilowe, nalezy mie¢ na
uwadze mozliwos¢ alkilacji tych reszt akrylonitrylem, uwolnionym w trakcie koncowego

odblokowania amoniakiem. Reakcja ta nie zachodzi gdy:
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— oligomer otrzymano metodg H-fosfonianowa,
— grupa aminowa jest zablokowana podczas traktowania amoniakiem,

— odblokowanie przeprowadza si¢ w roztworze metyloaminy zamiast amoniaku.

3. BADANIA NAD FUNKCJONALIZACJ4 OLIGONUKLEOTYDOW
WEDEUG WARIANTU I1

A. Badania zwigzkéw modelowych

a) Kondensacja oksydatywna nukleozydowych diestrow H-fosfonianowych z

aminoalkoholami

Prace nad funkcjonalizacja oligonukleotydéw wg Wariantu II rozpoczalem od badan
nad chemoselektywnos$cig kondensacji diestrow H-fosfonianéw i aminoalkoholi, zachodzace;j
w trakcie utleniania. Ten typ reakcji, opisany A. Todda i wsp.'”® dla diaminoalkanéw
sprzeganych z diestrami H-fosfonianowymi wobec czterochlorku wegla, byt i jest do dzisiaj
stosowany w chemii nukleotydéw'?’ z dobrym skutkiem. Podjalem wiec badania nad analo-
gicznymi reakcjami, w ktérych oksydatywna kondensacja prowadzona byta wobec niesyme-
trycznych pod wzgledem charakteru grup funkcyjnych reagentéw binukleofilowych — amino-
alkoholi. Jako modelowy diester H-fosfonianowy uzytem tatwo dostepny syntetycznie etylo-
H-fosfonian nukleozydu 150 i 6-aminoheksan-1-ol (124e) jako binukleofil.

Jednym z podstawowych warunkéw efektywnego sprz¢gania oksydatywnego jest
bezwodnosé $rodowiska reakcji. Sladowe ilosci wody z substratéw tj. diestru 150 i
aminoalkoholu 124e usuwalem przez odparowanie z nadmiarem bezwodnej pirydyny.
Okazato si¢, ze w trakcie takiej procedury przygotowywania substratow nastepuje
transestryfikacja (!) z uwolnieniem nukleozydu 1 nienukleotydowych produktéw
zawierajacych fosfor. Na ten tatwo zachodzacy, niepozadany proces zwrécitem szczegdlng
uwage, gdyz sadze, ze moze on mie¢ bardziej ogélne konsekwencje w chemii H-fosfonianéw
nukleozydéw czy diestréw H-fosfonianowych w ogodle. Dlatego tez podjalem bardziej
szczegblowe badania nad transestryfikacja H-fosfonianéw alkoholami, alkoholami wobec
amin oraz aminoalkoholami, a ich wyniki opisatem w dalszej czg$ci rozprawy.

Przygotowujac substraty 150 i 124e osobno mozna zapobiec transestryfikacji i dalej
prowadzi¢ reakcje oksydatywnej kondensacji (Schemat 32). Diester 150 poddany utlenianiu
jodem (1 ekw.) w pirydynie w obecnosci 6-aminoheksan-1-olu 124e (10 ekw.) w czasie ~15 s
tworzy jeden produkt o przesunieciu chemicznym ~10 ppm (*'P NMR). Zwiazek ten, po izo-
lacji zidentyfikowalem jako 6-hydroksyheksyloamidofosforan nukleozydowo — etylowy 154
(P i '"H NMR, TLC i analiza elementarna). Obecno$¢ amidofosforanu 154 jako jedynego

produktu wskazuje, ze w warunkach reakcji funkcja aminowa jest zdecydowanie
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efektywniejszym nukleofilem wobec powstalego in situ jodofosforanu niz funkcja hydro-
ksylowa aminoalkoholu. Dla realizacji celow tej pracy korzystniejsze bytoby odwrdcenie
chemoselektywnos$ci omawianej reakcji i otrzymywanie triestréw aminoalkilowych. Jest to
mozliwe np. przez zablokowanie funkcji aminowej aminoalkoholu, co wigze si¢ jednak z
dodatkowym przygotowaniem aminoalkoholu, a takze koniecznoscig selektywnego
odstonigcia funkcji aminowej. Mozna takze zakladac¢ prostsze rozwigzanie, w ktérym nukleo-
filowo$¢ atomu azotu funkcji -NH, bedzie znacznie zredukowana przez jej protonowanie,
podczas gdy charakter nukleofilowy reszty hydroksylowej aminoalkoholu pozostaje praktycz-

nie niezmieniony.

o)
[
DMTroT—o—F"—OR
H
150 151 152
HO(CHz)NH, HO(CH,)gNH5* CI
124e 153e
i T
DMTrOT —O—P—OR DMTrOT —O—P—OR
NH(CH,)cOH O(CHy)sNH;
154 155 156 157 158 159
NH, aq. / Py NH; aq. / Py
(dla R = CE) ' (dla R =CE) ¢
i I
DMTOT —O—P—0O DMTrOT —O—P—O
NH(CH,)sOH (CH,)gNH;*
160 132e
@9 ﬁv uv R= etyl
151, 155, 158, R = 3'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-5'"-yl
152, 156, 159, R = 2-cyjanoetyl

SCHEMAT 32

Zatozenie to zweryfikowalem pozytywnie w reakcji diestru 150 z chlorowodorkiem
aminoheksanolu 153e w warunkach utleniania identycznych jak w przypadku aminoalkoholu
nieprotonowanego. Reakcja zachodzita zdecydowanie wolniej (30 min.) i prowadzita do
jednego produktu o przesunieciu chemicznym Op = -2 ppm (typowym dla fosforotriestréw),
ktéry wyizolowano i okreslono jego strukture (*'P i "H NMR, TLC i analiza elementarna) jako
etylo-6-aminoheksylo-3'-fosforan nukleozydu 157. Tak wigc, proste protonowanie funkcji

-NH, aminoalkoholu rzeczywiscie odwraca jego reaktywno$¢ na korzys¢ grupy -OH i pozwala
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ukierunkowac reakcje oksydatywnej kondensacji na tworzenie fosforotriestréw jako jedynych
produktéw reakcji. Zgodnie z mojg najlepszg wiedza, jest to pierwszy przyktad otrzymywania
fosforanotriestréw aminoalkilowych na drodze utleniania diestrow H-fosfonianéw wobec
nieblokowanych (a jedynie N-protonowanych) aminoalkoholi.

Bioragc pod uwage brak odpowiedniej metody selektywnego usuwania reszty etylowej
oraz nietrwato$¢ fosforotriestréw w standardowych warunkach odblokowania oligonukleoty-
déw (stezony wodny amoniak), syntetyczna uzyteczno$¢ etylowych triestréw typu 157 jest
ograniczona. Dlatego tez podjatem badania nad oksydatywng kondensacja aminoalkoholi z H-
fosfonianem dinukleozydowym typu 151, a takze z 2-cyjanoetylo-H-fosfonianem nukleozydu
typu 152. Dinukleozydo-H-fosfonian 151 utleniany jodem wobec 6-aminoheksan-1-olu i jego
chlorowodorku prowadzil, w poréwnywalnym czasie, do analogicznych produktéw oksyda-
tywnej kondensacji jak pochodna etylowa 150 tj. 6-hydroksyheksyloamidofosforanu 155 i 6-
aminoheksylofosforo triestru 158. W przypadku diestru 152 niosacego B-eliminacyjng grupe
2-cyjanoetylowa, jezeli reakcj¢ utleniania wobec wolnego aminoheksanolu 124e prowadzono
w pirydynie to obok spodziewanego produktu kondensacji 156 znajdowano H-fosfonian
nukleozydu 121 (~20%, *'P NMR). Ten ostatni zwiazek jest produktem reakcji B-eliminacji
reszty 2-cyjanoetylowej z substratu 152 przed jego utlenieniem. Tak wigc sadzi¢ mozna, ze w
warunkach reakcji, B-eliminacja reszty 2-cyjanoetylowej z substratu 152 jest dostatecznie
szybka by konkurowac¢ z utlenianiem, co znajduje odzwierciedlenie w kompozycji produktéw
(obecno$¢ H-fosfonianiu nukleozydu) po zakonczeniu procesu utleniania. Ponadto, w miesza-
ninie poreakcyjnej widoczne byly znaczace ilosci (~20%) amidofosforanéw nienukleoty-
dowych, ktére byly produktami oksydatywnej kondensacji dialkilo-H-fosfonianodiestrow,
powstalych w szybkiej, poprzedzajacej utlenienie, reakcji transestryfikacji zwigzku 152
aminoalkoholem 124e.

Jezeli te samg reakcj¢ utleniania 2-cyjanetylo-H-fosfonianu nukleozydu 152 wobec 124e
przeprowadzano w acetonitrylu, to praktycznie jedynym (>98%, *'P NMR) powstatym
produktem byt amidofosforan nukleozydu 156. Tak wigc mozna wnioskowaé, ze zmiana
srodowiska reakcji z zasadowego (pirydyna) na obojetne (acetonitryl) musiala znacznie
spowolni¢ konkurencyjne reakcje transestryfikacji oraz [-eliminacji, przy zachowaniu
szybkiego procesu utleniania i rownie szybkiej nast¢pczej reakcji aminolizy powstatego jodo-
fosforanu do amidofosforanu 156.

Zdecydowanie r6zne wyniki otrzymatem w reakcji utleniania 2-cyjanetylo-H-fosfo-
nianu nukleozydu 152 wobec chlorowodorku 6-aminoheksanolu (153e). Reakcj¢ prowadzitem
w pirydynie ze wzgledu na niedostateczng rozpuszczalno$¢ 153e w acetonitrylu. Pomimo
zastosowania pirydyny jako medium reakcyjnego, protonowanie funkcji aminowej aminoalko-
holu istotnie lub catkowicie zahamowato reakcje transestryfikacji czy B-eliminacji grupy 2-cy-
janoetylowej. Reakcja jednak nie przebiegata czysto i oprocz aminoalkilofosforotriestru

nukleozydu 159 (diastereoizomery, dp = -2,31 i -2,41 ppm) w mieszaninie reakcyjnej obecny
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byt szereg produktéow w zakresie -1 — -2 ppm. Calkowita transformacja substratu 152
zachodzita w czasie 30 minut. Prowadzenie reakcji wobec N-metyloimidazolu lub zmiana
srodowiska reakcji na 50% lutydyng w chlorku metylenu nie poprawila znaczaco obrazu
reakcji. Natomiast w obecno$ci stosunkowo niewielkich nadmiaréw tetrazolu (4 ekw.)
oksydatywne sprz¢ganie 152 i 153e prowadzito wytacznie do triestru 159 i byto zakonczone w
ciggu 5 minut. Jest bardzo prawdopodobne, ze tetrazol dziata tu jako nukleofil,
przeksztatcajac aktywne produkty utlenienia (jodofosforan czy addukt pirydyniowy
fosforodiestru) w tetrazolid, ktéry czysto i1 szybko reaguje z funkcjg hydroksylowa
protonowanego aminoalkoholu.

Produkty 154, 155, 157 1 158 zostaly oczyszczone chromatograficznie jako takie,

natomiast pochodne 2-cyjanoetylowe 156 i 159 byly niedostatecznie trwale (B-eliminacja
grupy 2-cyjanoetylowej) w trakcie izolacji. Dlatego tez ze zwigzkéw 156 i 159 usuni¢to grupe
2-cyjanoetylowa (NH3 .. sez/pirydyna), po czym izolowano trwate produkty koncowe: 6-
hydroksyheksyloamidofosforan nukleozydu 160 i 6-aminoheksylofosforan nukleozydu 132e.

Powyzsze prace nad oksydatywng kondensacjg H-fosfonianowych diestréw nukleozy-
déw z aminoalkoholami sg przyktadem kontrolowania kierunku reakcji przez zmian¢ nukleo-
filowosci funkcji aminowej aminoalkoholu na drodze prostego protonowania bez
koniecznosci jej dodatkowego blokowania. Otwiera to mozliwo$ci stosowania jednego typu
reakcji  do  efektywnej  syntezy analogéw  nukleotyddw  niosagcych  reszty
hydrokyalkiloamidofosforanowe lub aminoalkilofosforanowe. Wyniki tych prac zostaly
opublikowane w 1995 roku'*°.

W trakcie realizacji tej czesci rozprawy moja szczegdlng uwage zwrécily nieoczekiwa-
nie fatwo 1 spontanicznie zachodzace reakcje transestryfikacji H-fosfonianodiestréw aminoal-
koholami. W dostepnej mi literaturze znalaztem bardzo nieliczne prace'**"! dotyczace tego
typu reakcji. Jak juz wczesniej wspomniatem, sadze, ze reakcje te mogg mie¢ bardziej ogdlne
konsekwencje w chemii nukleotydow i oligonukleotydéw, dlatego tez poswiecilem im

nastepny rozdziat rozprawy.

b) Reakcje transestryfikacji H-fosfonianow nukleozydow

Podejmujac badania nad transestryfikacjag H-fosfonianéw nukleozydéw aminoalkoho-
lami oczekiwatem odpowiedzi na nastgpujace pytania:

1. Czy aminoalkohole posiadajg szczegdlne wtasciwosci transestryfikacji diestréw H-
fosfonianéw, czy by¢ moze jest to proces o bardziej ogélnym charakterze?

2. Jezeli aminoalkohole posiadaja szczegdlne wilasciwosci transestryfikacji diestréw H-
fosfonian6w, to jakie czynniki fizykochemiczne lub strukturalne o tym decyduja?

3. Dlaczego w reakcjach transestryfikacji aminoalkoholami otrzymuje si¢ fosforoestry, a
nie fosforoamidy?
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4. Czy i w jakim stopniu reakcje transestryfikacji zaleza od struktury H-fosfonianodie-
stru?

Chcac uzyska¢ odpowiedzi na powyzsze pytania, staralem si¢ w pierwszej kolejnosci
okresli¢ jakie wiasciwosci w reakcji podstawienia nukleofilowego na centrum fosforowym H-
fosfonianodiestréw majg alkohole i aminy, nastgpnie mieszanina alkoholi i amin i w koncu
aminoalkohole. Jako modelowe diestry nukleozydéw wybratem pochodng etylowa, H-fosfo-
nian dinukleozydowy, pochodng 2-cyjanoetylowg oraz arylowa. Po to, by mozna byto porow-
nywa¢ wyniki poszczegdlnych eksperymentéw, wszystkie reakcje prowadzono w pirydynie

przy jednakowym stezeniu substratow.

(1) Reakcje H-fosfonianu nukleozydowo — etylowego

(a) Reakcje z etanolem

H-Fosfonian nukleozydowo — etylowy 150 (Schemat 33) poddany dziataniu etanolu (10
ekw.) w pirydynie reagowal bardzo wolno i po uptywie 14 dni obok wcigz obecnego substratu
150 (~ 50%) jedynym produktem byt H-fosfonian dietylowy 161 (*'P NMR) i nukleozyd [5'-
0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyna 119] (TLC). Tak wigc, reakcja transestryfikacji, pomimo
duzego nadmiaru alkoholu zachodzi bardzo wolno, a jej zakonczenie wymagatoby nierozsad-
nie dtugiego czasu. Nalezy rozwazy¢, iz jedng z przyczyn tak powolnego przebiegu reakcji
jest osiggnigcie stanu rownowagi 150 + etanol — 161 + nukleozyd i jezeli nie usunie si¢
jednego z komponentéw reakcji, to obserwowany stosunek substratéw i produktow bedzie
staly w badanych warunkach. Jednakze, rownolegle wykonana ,,odwrotna” reakcja fosfonianu
dietylowego 161 z nadmiarem 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyny (10 ekw.) w ciggu 6 dni
prowadzita do powstawania jedynie ok. 5% diestru nukleozydowo — etylowego 150. Mozna
wiec sadzi¢, ze réwnowaga reakcji transestryfikacji 150 etanolem jest bardzo mocno
przesuni¢ta w kierunku mato reaktywnego dietylo-H-fosfonianu 161.

Jednym z istotnych czynnikéw warunkujacych szybko$¢ omawianej reakcji moze by¢
zasadowos¢ $rodowiska, wptywajaca zaréwno na aktywacje alkoholu (generowanie jonow
alkoksylowych) jak i na ternalizacj¢ substratu 150 do tri-skoordynowanego dialkilofosforynu,
ktéry powinien by¢ bardziej podatny na substytucj¢ na centrum fosforowym niz ten sam zwig-
zek w formie H-fosfonianu. Przypuszczenie to potwierdzitem w reakcji diestru 150 z
etanolem wobec trietyloaminy (10 ekw.), w ktérych to warunkach reakcja transestryfikacji do
fosfonianu dietylowego byla zakonczona po 60 godzinach.

Wyniki powyzszych doswiadczen wskazujg na to, iz transestryfikacje H-fosfonianodies-
trow alkoholami w umiarkowanie zasadowych warunkach zachodzg bardzo wolno, i Ze mozna

je przyspiesza¢ wprowadzajac do reakcji mocne zasady.
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(b) Reakcje z n-butyloaming
W reakcji H-fosfonianu nukleozydowo — etylowego 150 z n-butyloaming (10 ekw.) czas
potrzebny do catkowitego zaniku substratu wynosit 96 godz. W mieszaninie poreakcyjnej
obecne byty amidofosfoniany 162 i 163 (~ 95%) jako gtéwne produkty, w stosunku 1 : 4 oraz
niewielka ilo$¢ (~5%) H-fosfonianu dietylowego 161 (Schemat 33).

[
DMTroT—o—F‘J—OEt

H
150
EtOH BuNH; EtOH + BuNH,
i i
(EtO),P(O)H + DMTrOTOH DMTrOTOH + DMTroT—o—T—NHBu + EtO—T—NHBu + EtOH  (EtO),P(O)H + DMTrOTOH
H H
161 119 119 162 163 161 119
l EtOH
T
DMTrOTOH + (EtO),P(OH + Eto—T—NHBu + BuNH;,
H
119 161 163
SCHEMAT 33

Produktéw aminolizy, 162 i 163, nalezato si¢ spodziewac, natomiast produkt transestry-
fikacji, 161, jest raczej nieoczekiwany. Taka kompozycja i charakter powstatych produktow
jest najprawdopodobniej rezultatem nastepczych reakcji nieselektywnej aminolizy diestru 150
do amidofosfonianéw 162 i 163 z uwolnieniem nukleozydu 119 i etanolu. Obecno$¢ amido-
fosfonianu etylowego 163 jako gtéwnego produktu reakcji §wiadczy o tym, ze aminoliza 150
z uwolnieniem nukleozydu 119 jako lepszej grupy odchodzacej niz etoksylowa, zachodzi
najszybciej. W drugim réwnolegtym, lecz wolniejszym nurcie tej reakcji, powstaje
amidofosfonian nukleozydu (163) i etanol, ktéry aktywowany n-butyloaming (podobnie jak w
przypadku trietyloaminy) transestryfikuje substrat 150 do symetrycznego diestru 161. Dodanie
dodatkowych ilosci etanolu (3 ekw.) spowodowato zanik produktu nukleotydowego 162, a w
mieszaninie poreakcyjnej obserwowano obecno$¢ jedynie nienukleotydowych H-fosfonian6w
161 i 163 w niezmienionej proporcji. To ostanie moze sugerowaé, ze amidofosfonian
nukleozydu 162 w reakcji z etanolem wobec aminy ulega nieselektywnej transestryfikacji: do
amidofosfonianu etylowego 163 z uwolnieniem nukleozydu, badz tez odtwarza substrat 150 z

uwolnieniem butyloaminy. Z kolei 150 w reakcji z etanolem tworzy dietylowy H-fosfonian
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161 jako finalny trwaty produkt. Mozliwo$¢ takiej transformacji otrzymanego w inny
spos6b'*? amidofosfonianu nukleozydu 162 dowiodlem w reakcji z mieszanina etanolu i
butyloaminy, ktérej produktami byty H-fosfonian dietylowy 161 i amidofosfonian etylowy
163 w stosunku 1 : 1, niezmienionym przez 48 godzin.

Podsumowujac, reakcje aminolizy H-fosfonianu nukleozydowo — etylowego 150
zachodzg szybciej niz analogiczne reakcje transestryfikacji etanolem. Jednakze chciatbym
zwroci¢ szczegbdlng uwage na fakt, ze uwolniony w trakcie aminolizy alkohol jest na tyle
silnie aktywowany przez aming, ze w mieszaninie reakcyjnej obserwuje si¢ produkty

transestryfikacji z jego udziatem jako gtéwne, trwate produkty finalne.

(c) Reakcje z mieszaning etanolu i n-butyloaminy

Stosujac ekwimolarng mieszaning butyloaminy i etanolu spodziewatem si¢ uzyskac
dodatkowe informacje potwierdzajace poprawnos¢ zatozen i wnioskéw z eksperymentéw, w
ktérych te rézne nukleofile byly stosowane osobno. Ponadto, taka mieszanina alkoholu i
aminy stanowi miedzyczasteczkowy uklad binukleofilowy, a wyniki otrzymane z jej
zastosowaniem moga dostarczy¢ wstgpnych danych o witasciwosciach aminoalkoholi w
reakcjach transestryfikacji H-fosfonianowych diestréw nukleozydéw.

Reakcja H-fosfonianu nukleozydowo — etylowego 150 z ekwimolarng iloscig etanolu i
butyloaminy (po 10 ekw.) zachodzita kilkakrotnie szybciej niz te, w ktorych etanol 1 amina
byty stosowane oddzielnie. W czasie dziesigciu godzin substrat przereagowal catkowicie, a
jedynymi otrzymanymi produktami byt fosfonian dietylowy 161 i nukleozyd 119 (Schemat
33). Monitorujac ("'P NMR) reakcje w czasie nie stwierdzitem powstawania teoretycznie
mozliwych posrednich produktéw aminolizy. Dodatkowym potwierdzeniem braku udzialu
amidofosfonianu nukleozydu 163 jako produktu posredniego jest wczesniej opisana jego
reakcja w podobnym uktadzie, w ktorej powstaja trwate produkty — H-fosfonian dietylowy
161 i amidofosfonian etylowy 163. Poniewaz w omawianym dos$wiadczeniu tego ostatniego
zwigzku nie obserwowano, pozwala to twierdzi¢, ze etanol silnie aktywowany butyloaming
(generowanie jonu etoksylowego) jest reagentem zdecydowanie dominujagcym, w wyniku
czego otrzymuje si¢ bezposrednio produkt transestryfikacji 161 bez udziatu

amidofosfonianéw nukleozydéw typu 163 jako produktéw posrednich.

(d) Reakcje z aminoalkoholami
Jako ostatnie badalem reakcje H-fosfonianu nukleozydowo — etylowego 150 z aminoal-
koholami 124a — ¢ i e. Podobnie jak w poprzednich eksperymentach, stosowatem 10 ekw.

aminoalkoholu i reakcje prowadzitlem w pirydynie.
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T
DMTroT—o—T—OEt
H
150
124a — n=2
124b — n=3
HO(CHz)NH, 124¢ — n=4
124e — n=6
i i
DMTrOTOH + HoN(CH,),O—P—OEt + DMTrOT —O—P—O(CH,),NH, + EtOH
H H
119 164 134
i
DMTrOTOH + HzN(CHz)no—l‘D—O(CHz)nNH2 + EtOH
H
119 165
SCHEMAT 34

W przypadku aminoetanolu 124a po 2 godz. stwierdzitem catkowite przereagowanie
substratu 150 do nienukleotydowego di(aminoetylo)-H-fosfonianu 165a i nukleozydu 119
(Schemat 34). Sledzenie przebiegu reakcji C'P NMR) w czasie ujawnito powstawanie
jednego produktu posredniego — aminoetylo-H-fosfonianu etylowego 164a. Wydawac sie
wiec mogto, ze reakcja zachodzi chemoselektywnie z podstawieniem nukleozydu. Jednakze
eksperyment, w ktorym aminoetylo-H-fosfonian nukleozydu 134a (otrzymany przez
transestryfikacje arylo-H-fosfonianu nukleozydowego; oméwienie w dalszej czegsci rozprawy)
traktowano nadmiarem aminoetanolu (10 ekw.), wykazal ze pochodna 134a ulega
transestryfikacji do symetrycznego diestru 165a w czasie 2 min. Jezeli w szeregu reakcji 150
— 134a — 165a pierwsza reakcja (150 — 134a) jest wolna, a reakcja nast¢gpcza (134a —
165a) zdecydowanie szybsza, to nie bedziemy obserwowaé posredniego produktu 134a, gdyz
z chwilg jego powstania bgdzie on ulegatl dalszej transestryfikacji do finalnego produktu 165a.
Nie mozna wigc wykluczy¢, ze omawiana reakcja 150 — 165a zachodzi dwukierunkowo, z
udzialem diestrow 134a i 164a jako produktéw posrednich, przy czym w trakcie reakcji
obserwujemy jedynie ten ostatni zwigzek, gdyz wolniej ulega on dalszej transestryfikacji do

symetrycznego diestru 165a.
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Wyzsze homologi aminoetanolu, 3-aminopropan-1-ol (124b), 4-aminobutan-1-ol (124c¢)
1 6-aminoheksan-1-ol (124e)

Stopien przereagowania [%)]

reagowaly podobnie, jednak 100 5 5 s o
w trakcie reakcji  jako 0T 1240
, ) 80 | 124b 15,
produkty posrednie, obok H- ol 124¢
fosfonianéw typu 164, 60 + HtOH + n-BuNi,
widoczne byty diestry T
40 +
nukleozydowo - ami- 201
noalkilowe typu 134. W miarg 207 e
. . Iz . 10 1 =
wydtuzania si¢ tancucha poli- . ‘ }
metylenowego szybkosci re- 0 % 100 %0 200 20 800
Czas [min]

akcji stopniowo malaty, zbli-
WYKRES 1. Czas rozktadu H-fosfonianu nukleozydowo — etylowego

zajgc si¢ do szybkosci reakeji 150 wobec aminoalkoholi (10 ekw.) w pirydynie

mieszaniny etanolu 1 n-
butyloaminy. Czasy catkowitego przereagowania substratu 150 wynosity 3 h dla 124b, 4 h dla
124c i 5 h dla 124e. Przebieg poszczegdlnych reakcji w czasie przedstawiono na Wykresie 1.

Produktami koncowymi transestryfikacji byly symetryczne diestry typu 165 i nukleozyd

119. W przypadku pochodnych aminoetylo- —
. Czas reakcji
Zwigzek pK

wych i aminobutylowych diestry typu 134, N z 150 [h]
164 i 165 ulegaly powolnej przemianie do aminoetanol 124a 9.51 2
produktéw rezonujacych w zakresie 3 — 4 aminopropanol 124b 9.96 3
ppm, ktérych struktury nie udalo mi si¢ aminobutanol 124¢ 10,35 4
ustalic. aminopentanol 124d 10,46 -

Otrzymane wyniki wskazujg, ze re- aminoheksanol 124e 10,60 5
aktywno$¢ aminoalkoholi maleje wraz ze n-butyloamina 10,66 10?
wzrostem dlugosci tancucha polimetyleno- trietyloamina 11,01 60°
wego oddzielajacego funkcje hydroksylowa ? Reakcja z etanolem wobec aminy

od aminowej i jest odwrotnie o m. N
TABELA 10. Wartosci pK, ~ i czasy reakcji z

proporcjonalna do ich zasadowosci (Tabela diestrem 150 wybranych aminoalkoholi i etanolu
10).  Ponadto, podobnie jak w wobec amin
do$wiadczeniach z mieszang alkoholu i aminy, w zadnym z przypadkéw nie znaleziono
produktéw zawierajacych wigzania P-N.

Taki stan rzeczy mozna ttumaczy¢ udzialem formy jonu obojnaczego w strukturze
aminoalkoholi (Schemat 35). Zaktadajac, ze efektywnym nukleofilem w reakcji transestryfika-
cji jest jon alkoksylowy aminoalkoholu, to szybko$¢ reakcji transestryfikacji bedzie wzrastata
wraz ze wzrostem udziatu formy zwitterjonu 167 w strukturze aminoalkoholi. Mozna sadzi¢,
ze udzial tej formy bedzie wzrastal wraz z zasadowoscig grupy -NH, aminoalkoholu.

Jednakze eksperymenty wykazaty, ze modelowy diester 150 ulega transestryfikacji najszybciej
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w przypadku aminoalkoholi o najnizszej zasadowosci tj. 124a i 124b. Jest bardzo
prawdopodobne, ze transfer protonu z funkcji hydroksylowej na aminowg w aminoetanolu
(124a) i 3-aminopropan-olu-1 (124b) zachodzi wewnatrzczasteczkowo poprzez przejsciowe
5-cio- (dla 124a) i 6-cio- (dla 124b) cztonowe struktury cykliczne typu 166, co moze znacznie
utatwia¢ przechodzenie w form¢ jonéw obojnaczych typu 167. W przypadkach, gdzie funkcje
aminowg 1 hydroksylowa oddziela wigksza liczba grup metylenowych, udziat
wewnatrzczasteczkowych  struktur cyklicznych zanika i przechodzenie w forme jonu
obojnaczego odbywa si¢ poprzez mniej efektywne oddziatywania miedzyczasteczkowe. W
rezultacie, pomimo wyzszej zasadowosci aminoalkoholi 124¢ i 124e, stezenie postulowanego
zwitterjonu jest nizsze i w konsekwencji aminoalkohole te s3 mniej reaktywne w reakcjach
transestryfikacji. Postulat jonu alkoksylowego jako najbardziej reaktywnego nukleofila moze
tlumaczy¢ powstawanie w reakcjach transestryfikacji wytacznie fosforestrow, a proponowane

réznice trwatosci takich struktur thumaczylyby szereg reaktywnosci aminoalkoholi.

ot
(CHZnt ™,
HO*(CHg)n*NHg p—— /H —_ -Oi(CH2)n*NH3+
CHp 8+
. H
H
124 166 167

SCHEMAT 35

Jednoznaczne potwierdzenie wystepowania struktur jondw podwdjnych w aminoalko-
holach byloby, jak sadze, bardzo trudne. Chcagc chociaz czesciowo dowies¢ poprawnosci
powyzszych zatozen, wybratem metode posrednig. Zalozytem, ze jezeli stezenie jonu alkoksy-
lowego aminoalkoholu odpowiedzialne jest za szybko$¢ transestryfikacji, to wprowadzenie do
srodowiska reakcji mocnej zasady (trietyloaminy) powinno w przypadku aminoetanolu
reakcje spowolni¢ (hamowanie tworzenia przejSciowej struktury 166), a w przypadku
aminoheksanolu przyspieszy¢ (trietyloamina jako silniejsza zasada niz grupa -NH;
aminoheksanolu moze efektywniej deprotonowac¢ funkcje -OH). Wyniki takich do$wiadczen,
w ktérych obok aminoalkoholi uzytlem 10 ekw. trietyloaminy byly nadspodziewanie zgodne z
zatozeniami, gdyz szybkos¢ reakcji transestryfikacji diestru 150 aminoetanolem zmniejszyta
si¢ (catkowite przereagowanie substratu — 3 godz.) a dla aminoheksanolu wzrosta (catkowite
przereagowanie substratu — 3,5 godz.). Tak wigc, trietyloamina znacznie ostabita efekty
wynikajgce ze struktury aminoalkoholi i w konsekwencji szybkosci reakcji byly
poréwnywalne.

W przypadku aminoetanolu i w mniejszym stopniu aminopropanolu nalezy przedysku-
towac takze sprawe wplywu efektu indukcyjnego na nukleofilowo$¢ atomu tlenu w bardzo

réznych elektronowo tautomerach hydroksy—amino typu 124 i okso—amonio typu 167. W
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tautomerze 124a i 124b funkcja -NH, jest grupg elektrono-donorowa wzmagajacg nukleofilo-
wos$¢ atomu tlenu reszty hydroksylowej. Natomiast protonowana funkcja aminowa w tautome-
rach 167a i 167b jest grupa elektrono-akceptorowg. Efekt indukcyjny w przypadku struktur
zwitterjonéw 167a i 167b powinien obniza¢ ich reaktywno$¢ w poréwnaniu z anionami
aminoalkoksylowymi [T O(CH,),NH;]. Prawdopodobnie tak jest, ale ten sam efekt indukcyjny
powinien takze mie¢ wplyw stabilizujgcy tautomer okso—amonio typu 167, prowadzac do
wzrostu jego globalnego st¢zenia w mieszaninie reakcyjnej, co w przypadku aminoalkoholi
moze by¢ czynnikiem decydujacym o szybkosci transestryfikacji H-fosfonianodiestrow.

Majac powyzsze na uwadze, sadze, ze réznice reaktywnosci réznych aminoalkoholi w
reakcjach transestryfikacji sa wypadkowa powyzej dyskutowanych efektéw i wynikaja one z
ich wtasciwosci strukturalnych i fizykochemicznych.

(2) Reakcje H-fosfonianu nukleozydowo — cyjanoetylowego

H-Fosfonian 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 2-cyjanoetylowy 152 jako

modelowy diester do badan nad transestryfikacjg wybrano z dwéch powodéw:

1. 2-Cyjanoetylowe pochodne fosforanéw sa uzyteczne syntetycznie (stosunkowo tatwe
usuwanie grupy 2-cyjanoetylowej z fosforano-tri- i diestroéw);

2. Grupa 2-cyjanoetylowa w poréwnaniu z etylowa powinna wzmagac elektrofilowos¢
centrum fosforowego, co pozwoli na oszacowanie wptywu podstawnikéw wyciagaja-
cych elektrony na aktywnos¢ centrum fosforowego i1 na selektywnos$¢ w reakcjach
transestryfikacji.

(a) Reakcje z etanolem i n-butyloaming

2-Cyjanoetylo-H-fosfonian nukleozydu 152 (Schemat 36) traktowany etanolem (10
ekw.) w pirydynie reagowatl wielokrotnie szybciej (t;2 = 15 h) w poréwnaniu z analogiem
etylowym (t;» = 14 dni) do diestréw: nukleozydowo — etylowego 150 i etylowo — 2-cyjanoety-
lowego 168. W mieszaninie reakcyjnej mozna bylo zauwazyé (*'P NMR) niewielkie ilosci
(~3%) H-fosfonianu dietylowego 161 powstatego w nastepczych reakcjach transestryfikacji.
Stosunek produktu 150 do 168 wynoszacy 3 : 1 §wiadczy o tym, ze grupa 2-cyjanoetoksylowa
ulega podstawieniu tatwiej niz nukleozyd. Tak wigc, w poréwnaniu z analogiem etylowym
150, reakcje transestryfikacji 2-cyjanoetylo-H-fosfonianu nukleozydu 152 etanolem
zachodzily wielokrotnie szybciej i z ,,odwrdcong” chemoselektywnoscig.

Jedynym produktem otrzymanym w reakcji diestru 152 z nadmiarem (10 ekw.) n-buty-
loaminy byt H-fosfonian nukleozydu 121, produkt B-eliminacji grupy 2-cyjanoetylowe;.
Catkowite przereagowanie substratu 152 obserwowano po 30 min., a w mieszaninie
poreakcyijnej nie znaleziono (*'P NMR) potencjalnie mozliwych produktéw aminolizy. Tak

wiec, reakcja B-eliminacji grupy 2-cyjanoetylowej butyloaming z substratu 152 jest ok.
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dwustukrotnie szybsza niz prowadzona takze w pirydynie reakcja transestryfikacji tego

zwiazku etanolem.

1

DMTrOT—O—P—OCE

]
H

152

EtOH (+ n-BuNH,)

B-eliminacja (tylko w

transestryfikacja !
obecnosci n-BuNH,)

o] o] o)
DMTroT—o—l‘L—OEt + Eto—‘l‘:—OCE + DMTTOTOH + HO(CH,),CN DMTrOT*OfI"-"fO' + CH,=—CH—CN
*H | A.
150 168 119 169 121 170
Ynsestryﬁkay Wa ain.
obecnosci n-BuNH,)
o] o]
Eto—ﬂ’—oa + DMTrOTOH + HO(CHy),CN Eto—&—o- + CH,=CH—CN
} !
161 119 169 171 170

SCHEMAT 36

Bioragc pod uwage powyzsze wyniki, dos¢ nieoczekiwane rezultaty otrzymatem,
traktujac diester 152 mieszaning etanolu i1 butyloaminy (po 10 ekw.). W tej szybkiej reakcji
(calkowite przereagowanie substratu po ~2 min.) powstaly gtéwnie produkty transestryfikacji
150 1 168 (90%), ponownie w stosunku 3 : 1 i jedynie niewielka ilos¢ (10%) H-fosfonianu
nukleozydu 121 (produkt B-eliminacji). Jak mozna byto si¢ spodziewa¢, produkty 150 i 168
ulegaly nastgpczym reakcjom do H-fosfonianu dietylowego 161 (transestryfikacja) i H-
fosfonianu etylowego 171 (B-eliminacja). Podobnie jak w przypadku etylo-H-fosfonianu
nukleozydu 150 traktowanym mieszaning etanolu i butyloaminy, takze 1 w tym eksperymencie
wyraznie zaznacza si¢ przewaga reakcji transestryfikacji nad pozostatymi typami mozliwych
reakcji (aminoliza czy B-eliminacja).

Proponowana wczesniej interpretacja wlasciwosci estryfikujacych mieszanin alkoholi i
amin potwierdzita si¢ takze i w przypadku 2-cyjanoetylowego diestru 152. Bardzo wyraznie
widoczne réznice szybkosci reakcji transestryfikacji w poréwnaniu z analogiem etylowym

150 (2 min. vs 10 h) mozna przypisa¢ oddziatywaniu reszty 2-cyjanoetylowej, ktéra wzmaga
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elektrofilowos$¢, a tym samym reaktywnos$¢ centrum fosforowego substratu 152 w reakcjach

substytucji nukleofilowe;j.

(b) Reakcje z aminoalkoholami

2-Cyjanoetylo-H-fosfonian nukleozydu 152 reagowal z aminoalkoholami 124a — ¢ i
124e bardzo szybko i po czasie koniecznym do rejestracji pierwszego widma *'P NMR (< 2

min.) obserwowatem catkowite przereagowanie substratu.

H
DMTrO [ —O—P—OCE

\
H

152

HO(CH,)oNH,

transestryfikacja B-eliminacja

o)
I \ H
DMTroT—o—F"—O(CHg)nNHN HoN(CH,) O—P—OCE + DMTrOTOH + HO(CH,),CN DMTrOT —O— I"-’ O + CH,=CH—CN
H H H
172 121 170
transestryfikacja
B-eliminacja
\ \
H,N(CH,),0 IT O(CH2),NH, + DMTYOTOH + HO(CH,),CN H2N(CH2),0 F" O + CH;=CH—CN
H H
165 11 169 173 170

SCHEMAT 37

W przypadku reakcji 152 z aminoetanolem w pierwszym zarejestrowanym widmie
znaleziono cztery produkty — H-fosfonian 2-aminoetylowo — nukleozydowy 134a (25%),
H-fosfonian 2-aminoetylowo — 2-cyjanoetylowy 172a (5%) i produkt gtéwny, symetryczny H-
fosfonian di(2-aminoetylowy) 165a (59%) oraz H-fosfonian nukleozydu 121 (10%) (Schemat
37). H-Fosfonian nukleozydu 121 jest produktem reakcji B-eliminacji grupy 2-cyjanoetylowe;j
z substratu 152, a diestry 134a, 172a i 165a s3 produktami transestryfikacji. Na podstawie

stosunkéw ilosciowych produktéw poszczegdlnych typoéw reakcji mozna wnioskowal, ze
podobnie jak w przypadku stosowania mieszaniny etanolu i butyloaminy, reakcja gtéwna jest
transestryfikacja (90%). Z kolei, stosunek ilosciowy produktéw transestryfikacji 134a 1 172a
(5 : 1) wskazuje, iz reszta 2-cyjanoetoksylowa tatwiej ulega substytucji niz nukleozyd. Przy
stosowanym nadmiarze 124a zachodzi szybka nastgpcza reakcja transestryfikacji diestrow
134a 1 172a do symetrycznego H-fosfonianu di(aminoalkilowego) 165a i rownolegta, wolniej-

sza reakcja B-eliminacji reszty 2-cyjanoetylowej z 172a do monoestru 173a. Po ok. 10 min.
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finalnymi produktami reakcji diestru 152 z 2-aminoetanolem byty H-fosfonian di(2-aminoety-
lowy) 165a oraz monoestry 121 i 173a.
W przypadku aminoalkoholi 124b, 124¢ i 124e obserwowano podobny przebieg trans-

estryfikacji i réwnolegltej B-eliminacji. Jednakze nast¢pcze reakcje transestryfikacji zwigzkéw
typu 134 i 172 do symetrycznych di(aminoalkilo)-H-fosfonianéw typu 165 jako finalnych
produktéw zachodzilty zdecydowanie wolniej (124b — 90 min., 124¢ — 120 min. i 124e — 180

min.) niz w przypadku 2-aminoetanolu.

(3) Reakcje H-fosfonianu dinukleozydowego z aminoalkoholami

Poniewaz w przysztych eksperymentach biore¢ pod uwage mozliwo$¢ stosowania amino-
alkoholi do funkcjonalizacji oligonukleotydéw zawierajacych jedno lub wiecej internukleoty-
dowych wigzan H-fosfonianodiestrowych, w ktérych wigzania te beda eksponowane na
nadmiar aminoalkoholi, podjatem badania nad reaktywnos$cig aminoalkoholi wzgledem
dinukleozydo-H-fosfonianéw typu 151 (Schemat 38).

H-Fosfonian 151 traktowany aminoalkoholami 124a — ¢ i 124e we wszystkich przypad-

kach ulegal na pierwszym etapie transestryfikacji do 3' i 5' aminoalkilo-H-fosfonianéw
nukleozydéw typu 134 i 174 oraz nukleozydéw 119 i 175. Calkowite przereagowanie

substratu 151 przy dziesigciokrotnym nadmiarze molowym aminoalkoholu, wymagato dla

o)
[

DMTroT—o—lT—o—TODMTr
H

151

HO(CHg)oNH,

0 0
DMTrOTOH + HQN(CHZ)no—%’—o—TODNrrr + DMTroT—o—%—O(CHQ)nNHN HOTODMTr
H H

119 174 134 175

O

DMTFOTOH + HoN(CH,),0—P—O(CH,)NH, + HOTODMTY

I—T

11 1

=a)

S 175

SCHEMAT 38

124a — 15 min., dla 124b — 60 min., dla 124¢ — 240 min. i dla 124e — 360 min. Z chwilg
przereagowania substratu 151, gtéwnymi produktami obecnymi w mieszaninach reakcyjnych

byly symetryczne diaminoalkilo-H-fosfoniany typu 165, produkty nastgpczej reakcji
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transestryfikacji nukleotydowych pochodnych typu 134 i 174 powstatych w pierwszym etapie
z substratu 151. Na uwage zastuguje fakt, ze produkty 134 i 174 powstawaly w prawie
rownych ilosciach, co §wiadczy o braku chemoselektywnosci transestryfikacji H-fosfonianu
dinukleozydowego.

Strukture nieznanych dotad 5'-(aminoalkilo)-H-fosfonianéw ﬁ)

nukleozydu typu 174 ustalitem przez poréwnanie z identycznymi +HaN(CHz)nO*F"*O*TODMTr
o

176
trwalo$¢, przed izolacja utlenialem je do trwatych aminoalkilofosfo- -

produktami otrzymanymi inna metoda'**. Ze wzgledu na ich nie-

ranéw nukleozydow 176.

(4) Reakcje transestryfikacji i aminolizy H-fosfonianu nukleozydowo — p-chlorofenylowego

Wyniki dotychczasowych prac nad reakcjami substytucji na centrum fosforowym dies-
trow H-fosfonianowych wskazuja, ze szybkos$¢ i chemoselektywnos$¢ tych reakcji zalezy od
charakteru grup zwiazanych z atomem fosforu. Szybkosci reakcji transestryfikacji 1 aminolizy
roznily si¢ drastycznie i wzrastaty z elektronossagcym charakterem podstawnikéw przy atomie
fosforu. W tym samym szeregu zmieniata si¢ takze chemoselektywnos¢ reakcji na korzys¢
pochodnych nukleotydowych. Mozna zaktadac¢, ze wprowadzenie na centrum fosforowe grupy
jeszcze silniej wyciagajacej elektrony powinno przyspieszy¢ reakcje substytucji i by¢ moze,
zapewniC ich catkowita chemoselektywno$¢ w kierunku tworzenia alkilo- lub aminoalkilo-H-

fosfonianow nukleozydéw, a takze amidofosfonianéw nukleozydoéw. 124a — n=2

124b — n=3
ﬁ) 124¢ — n=4
DMTrOT —O—P— cl 124e - n=6
|L PCF — p-chlorofenol
177
BuNH,, 5 ekw. HO(CH,),NH,, 1 ekw.
5 min. 5 min.
EtOH, 2 ekw,
5 min.
T T T
DMTrOT*%I"*NHBu + PCF DMTroT—o—I‘D—OEt + PCF DMTrOT*O*I‘D*O(CHz)nNHz + PCF
H H H
162 150 134
BuNH,, 10 ekw.
typ=76h
i
DMTrOTOH + BuNH—F"—NHBu + PCF
H
119 178

SCHEMAT 39
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Powyzsze kryteria moze speinia¢ odpowiednia funkcja arylowa, np. p-chlorofenylowa, ktéra
ponadto jest zdecydowanie lepszg grupa odchodzaca (anion aryloksylowy stabilizowany
energig rezonansu) w poréwnaniu z grupami etoksylowg czy 2-cyjanoetoksylowa.

Dla sprawdzenia poprawnosci tych zatozen, badatem podatnos$¢ p-chlorofenylo-H-fosfo-
nianu nukleozydu 177 na substytucje¢ alkoholami, aminami i aminoalkoholami (Schemat 39).
Ze wzgledu na nietrwatos¢ diestru 177 w warunkach przerobu i izolacji, wygenerowalem go
in situ przez kondensacj¢ p-chlorofenolu i H-fosfonianu nukleozydu 121 wobec chlorku
piwaloilu w pirydynie (kondensacja standardowa).

W przypadku etanolu wystarczyt niewielki jego nadmiar (2 ekw.) by transestryfikacja
diestru arylowego 177 zaszta ilosSciowo w ciggu zaledwie 5 minut. Reakcja przebiegata czysto
i z pelng chemoselektywnoscig do H-fosfonianu etylowo — nukleozydowego 150.

Aminoalkohole 124a — ¢ i e, bez wzgledu na dlugo$¢ mostka polimetylenowego i
uzywane w ilo$ciach ekwimolarnych, reagowaly z substratem 177 réwnie szybko (5 min.),
tworzac wyltacznie produkty transestryfikacji — odpowiednie aminoalkilo-H-fosfoniany
nukleozydéw 134a — ¢ i e. Calkowita chemoselektywnos$¢ tej reakcji mozna ttumaczy¢
udziatem postulowanej wczesniej formy zwitterjonu aminoalkoholu. Jednakze, nalezy
rozwazy¢ takze drugg mozliwos¢ tj. fakt, ze aminoalkohol dodawany byl do mieszany
reakcyjnej, w ktorej po kondesacji fenolu i H-fosfonianu nukleozydu 121, obecne byly
kwasowe produkty (chlorowodorek pirydyny, kwas piwalowy). W takich warunkach
aminoalkohol moégt ulega¢ szybkiemu N-protonowaniu (ostabienie nukleofilowosci funkcji
-NH,) i tej formie reagowacé z diestrem 177 wylacznie do produktu estrowego 134, a nie
amidofosfonianu. Bez wzgledu na to, ktéry z czynnikéw decyduje o chemoselektywnosci
omawianej reakcji, jej produktami sg aminoalkilo-H-fosfoniany nukleozydéw typu 134 i
powyzsza procedura moze by¢ uznana jako alternatywna (vs opisana w poprzedniej czesci
rozprawy, bezposrednia kondensacja aminoalkoholi i H-fosfonianéw nukleozydéw
aktywowanych chlorofosforanami), bardzo efektywna metoda syntezy zwiazkéw typu 134 i
ich pochodnych.

Arylo-H-fosfonian nukleozydu 177 traktowany n-butyloaming (5 ekw.) reagowat tak
samo szybko (5 min.) jak etanol czy aminoalkohole i takze z catkowitg chemoselektywnoscia,
tworzac jeden produkt — amidofosfonian nukleozydu 162. Zaktadajac, ze wigksza cze$¢ (~3
ekw.) uzytego nadmiaru aminy w wyniku protonacji (obecne po kondensacji, chlorowodorek
pirydyny i kwas piwalowy) mogta by¢ przeksztalcona w mniej aktywng sl amoniowa, to po-
zostaly niewielki nadmiar wolnej aminy (~2 ekw.) wystarczyt do szybkiej aminolizy substratu
177. Majac na uwadze szybko$¢, chemoselektywnos¢ i czysto§¢ omawianej reakcji mozna
polecac¢ arylo-H-fosfoniany nukleozydéw jako uniwersalne substraty do syntezy amidofosfo-
nianéw nukleozyd6éw typu 162, ktére z nielicznymi wyjatkami'>> byly jak dotad niedostepne.

Stosowanie wigkszych nadmiaréw etanolu i aminoalkoholi powodowato wczes$niej juz

opisane reakcje nastgpcze prowadzace do nienukleotydowych, symetrycznych diestréw 161 i
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165. Przy duzych nadmiarach (10 — 20 ekw.) butyloaminy, powstaly na pierwszym etapie
amidofosfonian nukleozydu 162 ulegal dalszej powolnej (t;, = 76 h) aminolizie do
symetrycznego diamidofosfonianu 178.

Witasciwosci p-chlorofenylo-H-fosfonianu nukleozydu 177 w reakcjach transestryfikacji
i aminolizy w petni potwierdzily zatozenia i spodziewane efekty zwigzane z wplywem
podstawnika przy atomie fosforu. Reakcje te zachodzity szybko 1 catkowicie
chemoselektywnie, co nalezy przypisa¢ zaréwno aktywacji centrum fosforowego przez
wyciggajacg elektrony grupe p-chlorofenylowa, jak i jej wlasciwosciom jako grupy
opuszczajacej w reakcjach substytucji.

Z przedstawionych powyzej wynikéw badan nad reakcjami transestryfikacji i aminolizy
diestrow H-fosfonianéw wysnu¢ mozna kilka wnioskéw. Uwazam, ze spontanicznos$¢ tych
reakcji wynika z charakteru wigzania H-fosfonianodiestrowego. Manewrujac $rodowiskiem
lub podstawnikami przy centrum fosforowym mozna przebieg reakcji kontrolowac i
ukierunkowa¢. Umozliwia to racjonalne projektowanie substratéw (np. arylo-H-fosfonianéw
nukleozydéw), ktére w tagodnych warunkach pozwalaja otrzymywa¢ pochodne trudno
osiggalne innymi metodami. Ponadto, otrzymane rezultaty pozwolily mi dostrzec niebezpie-
czenstwa i korzysci ptynace z wyboru reagentéw i podejs¢, ktérych celem finalnym jest opra-
cowanie nowych metod funkcjonalizacji oligonukleotydow na podtozach statych lub w roz-

132,136-143 w latach

tworze. Wyniki prac nad reakcjami transestryfikacji zostaty opublikowane
1994 — 1996.

Zdaj¢ sobie sprawg, ze przedstawione w tej czesci rozprawy wyniki badan nad transes-
tryfikacjg 1 aminolizg diestréw H-fosfonianowych nie wyczerpuja zagadnienia, ale, moim
zdaniem, dostarczytly one istotnych danych jakosciowych i ilosciowych, ktére moga byc

pomocne w dalszych pracach.

(5) Transestryfikacja fosfonianu difenylowego alkoholami — synteza H-fosfonianowych

monoestrow alkilowych

Realizacja funkcjonalizacji oligonukleotydow wedtug Wariantu II wymaga na
pierwszym etapie wprowadzenia na koniec 5' oligomeru reszty alkilo-H-fosfonianowe;j.
Najprostszym podejsciem wydaje si¢ by¢ przytaczenie odpowiedniego alkilo-H-fosfonianu i
po oksydatywnej estryfikacji chlorowodorkiem aminoalkoholu, usuni¢cie reszty alkilowej z
wytworzeniem ugrupowania 5'-aminoalkilofosforanowego. Jednym z monoestrow H-
fosfonianowych spetniajacym powyzsze wymogi moze by¢ H-fosfonian 2-cyjanoetylowy.
Synteza tego monoestru zostala opisana, jednakze nie udalo si¢ go wyizolowaé 1 z
koniecznosci byt uzywany w formie surowego produktugs. Jedng z nielicznych znanych metod
otrzymywania monoestrow H-fosfonianéw alkilowych typu 171 jest amoniakalna hydroliza
symetrycznych diestréw typu 161'**. Jednakze, dostgpnos¢ symetrycznych diestrow

alkilowych jest ograniczona (praktycznie jedynie H-fosfonian dietylowy 161), a inne diestry
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musza by¢ syntetyzowane z PCl; i odpowiedniego alkoholu i oczyszczane za pomocg
destylacji pr6zniowe;.

Majac na uwadze opisang w poprzednich rozdziatach niniejszej rozprawy szczegdlng
podatnos¢ arylowych diestréw H-fosfonianowych na transestryfikacje mozna zaktadaé, ze
handlowo dostepny fosforyn difenylowy w reakcji z nadmiarem alkoholi b¢dzie ulegat podsta-

wieniu do H-fosfonianéw dialkilowych, ktére nastepnie, hydrolizowane w odpowiednich

— P + PhOH ———> RO—P—O NH;* + ROH
/N VAN ‘
PhO H RO H H
122 161, R = Et 171, R =Et
179.R =CE 180,R=CE

SCHEMAT 40

warunkach, powinny tworzy¢ alkilowe monoestry typu 171 (Schemat 40). Przeprowadzony
wedlug tej koncepcji eksperyment, w ktérym fosforyn difenylowy traktowano 2-cyjanoetano-
lem (2 ekw.) w pirydynie prowadzit w szybkiej reakcji (< 3 min.) do symetrycznego dialkilo-
wego H-fosfonianu 179 (*'P NMR). Diester 179 bez izolacji poddano hydrolizie wodnym
roztworem amoniaku (10 min.) do H-fosfonianu 2-cyjanoetylowego 180 jako jedynego
produktu. Stosujac proste i szybkie procedury, zwigzek ten izolowano z wysokimi wydajno-
sciami w formie krystalicznej. Powyzsze podejscie, w przypadku wielu innych alkoholi
dawato roéwnie dobre rezultaty i zostato opublikowane w 1996 r. jako ogélna metoda syntezy

réznych H-fosfonianowych monoestréw alkilowych®.

(6) Reakcje transestryfikacji fosforynu difenylowego aminoalkoholami. Otrzymywanie

syntonow nienukleotydowych

Funkcjonalizacja oligonukleotydéw wedlug Wariantu III wymaga przygotowania syntonu
nienukleotydowego — N-chronionego aminoalkilo-H-fosfonianu. Synteze takich jednostek

przeprowadzitem wykorzystujac ponownie jako substrat fosforyn difenylowy, ktéry poddatem

transestryfikacji amino-
. Amino- Produkty z wigzaniem P-O  Produkty z wigzaniem P-N
alkoholami (Schemat 41). alkohol ™ (8p~8 — 9 ppm) [%] (8p~13 — 15 ppm) [%]
W  tym przypadku 1242 2 04 6
szczegOlnie wyraznie ujawnit (54 3 05 5
si¢ wptyw srodowiska reakcji E 4 85 15
na jej chemoselektywnosc. Ji 5 61 39
Reakcje transestryfikacji fos- E 6 55 45
forynu difenylowego amino- Q X 73 27

alkoholami (2 ekw.) w TABELA 11.Produkty reakcji aminoalkoholi z fosforynem difenylowym w

pirydynie  prowadzity do pirydynie
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mieszaniny produktéw, w ktérej oprécz pozadanych diestréw typu 165 obecne byty (*'P
NMR) zwiazki zawierajace wigzania P-N (od 6% w przypadku aminoetanolu 124a do 45% w
przypadku 6-aminoheksanolu 124e; Tabela 11). Natomiast ta sama reakcja w acetonitrylu
prowadzita wytacznie do fosforoestrowych produktéw typu 165, bez réznicy, ktéry aminoal-
kohol uzywano do transestryfikacji. Jest prawdopodobne, ze przechodzenie ze Srodowiska
zasadowego (pirydyna) do obojetnego (acetonitryl) przesuwa dyskutowang wczesniej, rowno-
wage form tautomerycznych aminoalkoholu na tyle mocno w kierunku alkoksylowego jonu

obojnaczego, ze reakcja transestryfikacji jest zdecydowanie dominujgca.

1
O~
] 122

l HO—X—NH, / CHsCN
o}

124
metoda A I metoda B
HN—X—0—P—0—X—NH,
DMTICI/Py/Et;N ,‘_, H,0
165
i 7
DMITHN—X—O—F—O—X—NHOMT: O—P—0—X—NH’
H H
181 173
1. DBU/Py
NH; ag. 2. DMTrC/Py
i
DMTrHN—X—O—P—O"
\
182 d: X = ~(CHz)s—
e: X =—(CHz)s—
f: X = =(CH2)20(CH2)>—
SCHEMAT 41

Poniewaz symetryczne diestry typu 165 byty jedynymi zawierajacymi fosfor produktami
transestryfikacji prowadzonej w acetonitrylu, podjagtem proby wprowadzenia in situ ochronnej
grupy dimetoksytrytylowej na funkcje aminowg (Schemat 41, metoda A). Reakcje prowadzi-
tem wobec dodanej pirydyny (1 : 1 v/v) i trietyloaminy (4 ekw.), stosujac nieznaczny nadmiar
(1,1 ekw. na grupe aminow3g) chlorku dimetoksytrytylu. Po 16 h N-trytylowany symetryczny
diester typu 181 zhydrolizowatem (wodny 32% roztwér amoniaku — 1/2 objetos$ci mieszaniny
reakcyjnej) do pozadanego monoestru typu 182. Pomimo, iz reakcje zachodzily niemalze
ilosciowo (*'P NMR), wydajnosci koncowych produktéw typu 182, izolowanych chromato-

graficznie byly raczej niskie (40 — 50%).
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Niezadowalajace wydajnosci byly najprawdopodobniej spowodowane ograniczong
trwato$cig grupy N-dimetoksytrytylowej w obecnosci nadmiaru fenolu, w pierwszych fazach
chromatografii. Dlatego tez podjalem préby syntezy syntonu nienukleotydowego 182, zmie-
niajac kolejno$¢ poszczegdlnych etapéw (metoda B). Produkt transestryfikacji fosforynu
difenylowego, symetryczny H-fosfonian di(aminoalkilowy) 165, hydrolizowalem, dodajac do
mieszaniny reakcyjnej niewielkg ilos¢ wody (3 ekw.). Reakcja hydrolizy zachodzita wolno
(120 h), ale w miarg jej postepu aminoalkilowe H-fosfoniany typu 173 krystalizowaly z
mieszaniny reakcyjnej z wysokimi wydajnosciami (173d — 79%, 173e — 71% 1 173f — 83%).
Wprowadzanie grupy dimetoksytrytylowej na funkcj¢ aminowg aminoalkilo-H-fosfonianéw
typu 173 bylo trudne ze wzgledu na ich bardzo stabg rozpuszczalno$s¢ w pirydynie (a takze
innych rozpuszczalnikach organicznych), zwigzang, jak sadze, z wystepowaniem tych zwigz-
kéw w formie jonu obojnaczego. Dodanie do zawiesiny aminoalkilo-H-fosfonianu 173d — f w
pirydynie, silnej zasady — DBU, w celu przeksztalcenia jonu obojnaczego w forme soli [DBU-
H'][aminoalkil-O-P(O)HO] radykalnie poprawilo rozpuszczalno$é substratu, tak ze reakcja
N-trytylowania zachodzita w uktadzie homogennym. Produkty 182d — f po standardowym
przerobie izolowano na kolumnie wypetnionej zZelem krzemionkowym z wydajnos$ciami
odpowiednio 81, 74 1 89%. Zwiazki 173d — f oraz ich pochodne 182d — f scharakteryzowano
metodami spektroskopowymi ("H i *'P NMR) i chromatograficznymi (TLC).

Powyzej opisang metod¢ syntezy pochodnych aminoalkoholi (opublikowang w 1996

roku) 145

, angazujacy tanie, komercyjne reagenty moge poleca¢ jako prosta i wydajng metode
syntezy H-fosfonianowych syntonéw nienukleotydowych typu 182 o wtasciwosciach chemicz-
nych umozliwiajacych ich wigczanie w regularne cykle syntetyczne metody H-fosfonianowe;j

otrzymywania oligonukleotydow.

B. Funkcjonalizacja oligonukleotydéw na podtozu staltym

Wprowadzanie grup funkcyjnych na koniec 5' oligonukleotydu w reakcji kondensacji
oksydatywnej wymaga, aby na tym koncu oligomeru znajdowata si¢ diestrowa reszta H-fosfo-
nianowa. W tancuchu oligonukleotydowym natomiast nie mogg znajdowac si¢ grupy H-fosfonia-
nowe, ktére w procesie utleniania réwniez uleglyby modyfikacji. Dlatego tez wedlug tego
podejscia funkcjonalizowa¢ mozna jedynie oligomery otrzymane metoda amidofosforynowa.
Pierwszym etapem Wariantu Il jest wprowadzenie grupy alkilo-H-fosfonianowej na koniec 5'
oligomeru. Po utlenieniu w obecnosci chlorowodorku aminoalkoholu, diestrowa grupa H-fos-
fonianowa przeksztalci si¢ w triestrowg grupe fosforanowa. Poniewaz tego typu ugrupowanie jest
czgSciowo nietrwale w warunkach standardowego odblokowania, nalezy tak dobra¢ grupe
alkilows, aby podczas traktowania amoniakiem byta ona usuwana selektywnie. Te warunki spetnia
powszechnie stosowana w chemii oligonukleotydow grupa 2-cyjanoetylowa. Na podstawie
wczesniej opisanych w niniejszej rozprawie wynikOw moge zaproponowa¢ dwie metody

wprowadzania ugrupowania 2-cyjanoetylo-H-fosfonianowego na koniec 5' oligonukleotydéw.
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a) Synteza 5'-(2-cyjanoetylo)-H-fosfonianow oligonukleotydow

(1) Kondensacja z H-fosfonianem 2-cyjanoetylowym
W pierwszym podejsciu, analogicznym do opisanego przez Venyaminova i wsp.®, zato-
zylem, ze wprowadzenie reszty 2-cyjanoetylo-H-fosfonianowej do oligonukleotydu I powinno
zachodzi¢ w standardowych cyklach reakcji stosowanych w syntezie oligonukleotydow
metodg H-fosfonianowag. W ten sposéb, fosfonylacja oligomeru zwigzanego z podiozem

bedzie rutynowym cyklem syntetycznym.

o—{Tuap~{o7o
Phoi/ \E)ZOP(O JHO / PuCl

0} O
[ CN(CH,),.0H I
PHO —f—0 T > ONGH)O 0
H H
VII VIII

J HO(CH,)sNH,HCI / 1, / Tet

i
oNGr,0 —F;—

O(CHy):NH,HCI

IX

l NH; aq.

0
[
+H3N(CH2)50—I|°—OH

o
VI

SCHEMAT 42

Zgodnie z tymi zalozeniami, oligomer I traktowatem H-fosfonianem 2-cyjanoetylowym
(10min., 0,2 M; 40 ul; Py-CH3CN 1:1) w obecnosci PivCl jako czynnika kondensujacego
(0,3 M; 80 ul; Py-CH3CN 1:1 v/v) (Schemat 42). Analiza (PAGE) surowej mieszaniny pore-
akcyjnej (po usunigciu grup ochronnych) wykazata obecno$¢ praktycznie jednego produktu,
5'-H-fosfonianu oligomeru (II). Taki wynik wskazuje, ze reakcja fosfonylacji w powyzszych
warunkach zachodzi ilosciowo, a otrzymany 5'-(2-cyjanoetylo)-H-fosfonian oligonukleotydu

moze by¢ stosowany do dalszych etapéw funkcjonalizacji oligomeru zwigzanego z podiozem.
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Dodatkowg, wazng informacja wynikajaca z tego do§wiadczenia jest to, ze otrzymany
nowa metodg (str. 95), krystaliczny H-fosfonian 2-cyjanoetylowy, moze by¢ z powodzeniem

stosowany jako efektywny i syntetycznie uzyteczny czynnik fosfonylujacy.

(2) Reakcja z fosforynem difenylowym

Druga badang metoda syntezy 5'-(2-cyjanoetylo)-H-fosfonianéw oligomeréw typu VIII
byto podejscie, w ktérym na pierwszym etapie zastosowalem fosforyn difenylowy w celu
wygenerowania, opisanego juz w poprzednich czesciach rozprawy (str. 76), reaktywnego
ugrupowania fenylo-H-fosfonianowego na koncu 5' oligonukleotydu VII. Oligomer VII
poddany transestryfikacji 2-cyjanoetanolem (0,2M roztwoér w pirydynie; 1 h), przeksztalcat si¢
ilosciowo (PAGE j. w.) w 5'-(2-cyjanoetylo)-H-fosfonian oligonukleotydu VIII.

Obydwie opisane powyzej metody syntezy 5'-(2-cyjanoetylo)-H-fosfonianéw oligonu-
kleotydow typu VIII okazaly si¢ réwnie skuteczne. Metoda bezposredniej fosfonylacji
aktywowanym (PivCl) H-fosfonianem 2-cyjanoetylowym jest szybsza i nie wymaga zmiany
oprogramowania jednostki sterujacej pracg syntetyzera. Natomiast podejscie z uzyciem fosfo-
rynu difenylowego, nie angazujace chlorku piwaloilu jako czynnika kondensujacego, mozna
poleca¢ w przypadkach gdy oligonukleotyd zawiera modyfikowane jednostki nukleotydowe

podatne na acylowanie.

b) Kondensacja oksydatywna

| g e W celu wprowadzenia funkcji aminoalkilowej, oligomer
A B {CJ% | typu VIII poddany zostal dziataniu (10 min.) pirydynowego
g roztworu utleniajagcego zawierajgcego: jod (3%), chlorowodo-

: rek aminopentanolu (0,2M) i tetrazol (0,5M). Zgodnie z wyni-

kami do$wiadczen na zwigzkach modelowych (str. 82), proto-

nowany aminoalkohol powinien przytacza¢ si¢ chemoselekty-

wnie tworzgc fosforotriester. Analiza produktéow reakcji po ich

- odblokowaniu (PAGE, Zdj¢cie 4) wykazata obok pozadanego

o “ produktu kondensacji (sfunkcjonalizowanego oligonukleotydu

, VI), obecno$¢ znacznej ilosci (~50%) 5'-fosforanu oligonu-
: kleotydu, powstalego, by¢ moze, wskutek obecnosci wody,
- , ktérej zawartosci w medium utleniajgcym nie udato si¢
unikng¢. Kilkakrotne powtarzanie reakcji, w ktérych mozliwie

linia A: T o (1) starannie przygotowano substraty, prowadzito do bardzo podo-
linia B: analizowana mieszanina
linia C: 5'-aminopentylo-T,, (VI)
linia D: 5'-H-fosfonian-T, (II) czek wody, takze niedostateczny udziat tetrazolu w procesie

bnych rezultatéw. Mozna wiec przypuszczaé, ze obok czaste-

ZDJECIE 4 utleniania moze wptywaé na powstawanie innych produktéw

utleniania niz spodziewane fosforotriestry. Chodzi o to, ze w reakcjach oksydatywnej
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kondensacji prowadzonych w roztworze, tetrazol skutecznie ukierunkowywal te reakcje na
powstawanie fosforotriestréw (str. 82). Jest prawdopodobne, ze w uktadzie heterogennym
tworzenie domniemanych, przejsciowych fosforotetrazolidow jest znacznie utrudnione. W
konsekwencji, z utworzonego na pierwszym etapie utleniania jodofosforanu powstaja takze
inne pochodne (np. pirydyniowy addukt fosforodiestru i produkty jego dealkilacji), ktére
uniemozliwiajg tworzenie pozadanych fosforotriestrow. Majac na uwadze powtarzalnosé
wynikéw kilkakrotnie wykonanych reakcji oksydatywnych kondensacji, sadzg, ze
niedostateczna efektywnos$¢ dzialania tetrazolu jako katalizatora nukleofilowego, w
powyzszych reakcjach prowadzonych w uktadzie heterogennym, mogta mie¢ znaczacy (o ile
nie decydujacy) wptyw na charakter i stosunek ilosciowy otrzymanych produktéw (fosforodi-

i monoestry vs fosforotriestry).

Podsumowujac, préby funkcjonalizacji 5'-(2-cyjanoetylo)-H-fosfonianéw oligonukleoty-
doéw zwigzanych z podtozem stalym na drodze oksydatywnej kondensacji z aminoalkoholem
zakonczyly si¢ potowicznym sukcesem. W przeciwienstwie do oksydatywnej kondesacji prze-
biegajacej w roztworze, w uktadzie heterogennym reakcje te prowadzity do prawie réwno-
molowych ilo$ci di- 1 triestréw fosforanowych. Tak wigc, na obecnym etapie zaawansowania
prac nie mog¢ poleca¢ tego podejscia jako wydajnej metody syntezy oligonukleotydéw sfunk-

cjonalizowanych grupami aminoalkilowymi.

4. BADANIA NAD FUNKCJONALIZACJ4 OLIGONUKLEOTYDOW
WEDLUG WARIANTU I11

Zgodnie z zatozeniami (Schemat 16), Wariant o
III funkcjonalizacji oligonukleotydow na podiozu
statym polega na bezposrednim przylaczeniu do oli- I
gomeru I H-fosfonianu aminoalkilowego typu 182 z LDMTrNH(CH2)SOP(O)HO'/ P\Cl

odpowiednio chroniong funkcja aminowa (Schemat

0
43). Podejscie takie ma kilka zalet: (i) wigczenie Syn-  pmTNHCH,).0 _%L_
H

tonu nienukleotydowego przebiega zgodnie ze stan-

dardowym protokolem syntezy oligonukleotydow X
metoda H-fosfonianowa, (i1) szybka, jednoetapowa lLIZ/HZO/Py
2. H*
funkcjonalizacja, (iii) mozliwos$¢ kontroli wydajnosci o
przytaczenia syntonu (uwolnienie barwnego kationu *H3N(CH2)nOPO
dimetoksytrytyliowego). o}
Czesto dyskutowana niedogodno$é¢ tego podej- A
scia wiaze si¢ z konieczno$cig wczesniejszego przy-
SCHEMAT 43

gotowania odpowiedniego H-fosfonianu aminoalkilo-
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I B

ZDJECIE 5

wego. W niniejszej rozprawie niedogodnos¢ ta zostata w znacznej
mierze ograniczona, gdyz w przeciwienstwie do znanych me-
tod'®*, synteza syntonu nienukleotydowego typu 182 oparta jest o
proste, handlowe substraty bez konieczno$ci ich wcze$niejszego
przygotowywania (str. 96).

Synton 182d (0,2M roztwér w CH3CN-Py 1:1) przylaczy-
tem do oligomeru I (Zdjecie 5, linia A) stosujagc standardowe
warunki kondensacji metody H-fosfonianowej (0,3M roztwor
PivCl w CH;CN-Py 1:1, 1,5 min.). Niezaleznie od metody
uzyskania oligomeru wykorzystywanego do funkcjonalizacji, po
utlenieniu, odblokowaniu i odtrytylowaniu otrzymywalem 5'-(5-

aminopentylo)-fosforan oligonukleotydu VI (Zdjg¢cie 5, linia B) jako praktycznie jedyny

produkt.

Tak wiegc, powyzsze podejscie jest szybkie i wydajne, w duzej mierze dzigki mozliwosci

tatwego przygotowania H-fosfonianéw typu 182. Biorac pod uwage fakt, Zze przylaczanie

syntonu 182 odbywa si¢ w standardowym cyklu syntetycznym kondensacji metody H-

fosfonianowej, moge poleca¢ Wariant III jako efektywna metod¢ funkcjonalizacji

oligonukleotydéw zwiazanych z podtozem statym.
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5. WEACZANIE GRUP REPORTEROWYCH DO SFUNKCJONALIZOWA-

NYCH OLIGOMEROW

Ostatnim etapem syntezy nieradioizoto-
powych sond molekularnych jest przylaczenie
grupy reporterowej do odpowiednio sfunkcjo-
nalizowanego oligonukleotydu. O ile pozwa-
laja na to wlasciwos$ci chemiczne danej grupy
(odporno$¢ na warunki odblokowania oligo-
meru), korzystne jest przeprowadzenie tego
procesu na oligonukleotydzie wcigz potaczo-
nym z podtozem stalym. Upraszcza to bowiem
procedure¢ dalszego oczyszczania sondy.

We wstepnych eksperymentach, w kté-
rych 5'-aminoalkio-oligonukleotyd VI trakto-
wany byl izotiocyjanianem fluoresceiny lub
estrem 4-nitrofenylowym biotyny, znakowany
oligomer XI uzyskiwany byl ze stosunkowo
niskimi  wydajnosciami  (~20%, PAGE),
niezaleznie od st¢zenia reagentdw 1 czasu

reakcji.

BP->

o)
[
+H3N(CH2)no—F|>—o—
o

VI

\ DBU

(0]
I
H2N<CH2)n0—F|>—o—

O" DBU-H*

lub

(Rep}~cooar

i
HN—(CHz)n—o—T—o Tio @

>

XI

a: Rep = fluoresceina
b: Rep = biotyna

SCHEMAT 44

Przypuszczalem, ze niska wydajno$¢ po-

XC->

ZDJECIE 6

linia A: Ty (I)

linia B: 5'-aminopentylo-T o (VI)
linia C: XIa, A=254 nm

linia D: XIa, A=366 nm

wyzszych reakcji zwigzana jest ze strukturg jonu
obojnaczego reszty aminoalkilo-fosforanowej. W
tego typu zwitterjonie funkcja aminowa jest
sprotonowana, co znacznie obniza jej reaktyw-
no$¢ jako nukleofila. Zatozylem, ze dodanie
silnej zasady np. DBU spowoduje
przeksztatcenie struktury zwitterjonu w parg
jonowg: kation DBUH" i anion fosforanowy, w
ktérym funkcja aminowa reszty aminoalkilowe;j
nie bedzie protonowana. Dlatego tez przed
przylaczeniem grupy reporterowej przemywatem
oligonukleotyd VI 0,2 M roztworem DBU w
pirydynie, po czym poddalem go reakcji z
izotiocyjanianem fluoresceiny. Zgodnie z oczeki-
waniem, przylaczenie fluoresceiny bylo tym

razem bardzo wydajne i oligomer XlIa byl
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gléwnym produktem oligonukleotydowym w surowej mieszaninie reakcyjnej (Zdjecie 6).

Szybko migrujace zwigzki (ponizej barwnika XC, linie C i D) zwigzane sg prawdopodobnie z

produktami przytaczenia izotiocyjanianu fluoresceiny bezposrednio do podtoza CPG.

ZDJECIE 7

linia A: To (I)

linia B: 5'-aminoalkilo-T;, (VI)

linia C: XIb

Analogiczne podejscie zastosowatem w reakcji oligomeru VI z aktywnym estrem

f " biotyny. W tym przypadku w trakcie reakcji

kondensacji wydziela si¢ 4-nitrofenol (pKa 7,4),
ktory ze wzgledu na swdj kwasowy charakter
moégtby ponownie dezaktywowac (protonowac)
funkcje aminowg. By temu zapobiec, kondensa-
cja prowadzona byta w obecnosci DBU
(0,05M). Podobnie jak w przypadku fluoresce-
iny, otrzymatem znaczgcg poprawe wydajnosci
syntezy znakowanego biotyng oligomeru XIb
(Zdjecie 7).

Przedstawiony protokét przytaczania grup
reporterowych do sfunkcjonalizowanych oligo-
nukleotydéw na podtozu statym wydaje si¢ by¢
podej$ciem bardziej ogdlnym, umozliwiajagcym
wprowadzanie rowniez innych znacznikéw, np.

izotiocyjanianu rodaminy, estru N-hydroksy-

bursztynimidowego kwasu digoksygenino-3-O-metylokarbonylo-g-aminokapronowego i in.

W przypadku gdy charakter grupy reporterowej nie pozwala na przylaczenie jej na

podtozu stalym, mozliwe jest wyizolowanie sfunkcjonalizowanego oligonukleotydu i

wykorzystanie go do przylagczenia znacznika w roztworze. Przydatno$¢ uzyskanych

oligomeréw w takim podej$ciu sprawdzitem w reakcji z izotiocyjanianem fluoresceiny i

ZDJECIE 8

izotiocyjanianem rodaminy. Oligonukleotyd typu VI, 5'-amino-
pentylo-Tyy (Zdjecie 8, linia A) zostal rozpuszczony w buforze
boranowym pH 9,2 (100 ul), potraktowany roztworem odpowied-
niego izotiocyjanianu (1 mg) w DMSO (30 ul) i pozostawiony na
noc'”!. Po wstgpnym oczyszczeniu na kolumnie wypelnionej Sepha-
dexem G-25 (NAP-10, Pharmacia-LKB), analiza na zelu poliakryl-
amidowym wykazata niemalze ilo$ciowe przylaczenie znacznikow
fluorescencyjnych, prowadzace do oligomeru niosgcego fluoresceing
(Zdjecie 8, linia B) lub rodaming (linia C).

Skuteczno$¢ opracowanych metod otrzymywania nieradioizoto-
powych sond molekularnych zostata potwierdzona syntezg znako-
wanych oligonukleotydéw ukierunkowanych na wykrywanie

specyficznych sekwencji nukleotydowych (Tabela 12). Sondy te



WYNIKI I DYSKUSJA. 5. Wlgczanie grup reporterowych do sfunkcjonalizowanych oligomeréw 105

zostaly z powodzeniem wykorzystane w doswiadczeniach biologicznych.

TABELA 12. Otrzymane nieradioizotopowe sondy molekularne

Sekwencja Cel
5'-fluoresceina-d(CATACACCTCCAGCACCTAA) wirus szyjki macicy typu 16 (HPV-16)
5'-biotyna-d(GATCTTCAGT) matryca do ligacji RNA
5'-biotyna-d(CAGGGACAATGTGGT) gen proteazy cysteinowe;j

motylicy watrobowej

Przyktadowy obraz na zelu poliakryl-
amidowym kolejnych etapéw otrzymywania fluore-
sceinowej sondy HPV-16 przedstawiony jest na
Zdjeciu 9. Oligomer ten (linia A) zostal zsyntetyzo-
wany metodg H-fosfonianowg, a funkcjonalizacje
przeprowadzono wedlug Wariantu Il — przylacza-
jac do oligomeru H-fosfonian N-(4,4'-dimetoksy-
trytylo)-5-aminopentylowy (linia B). W ostatnim
etapie do oligomeru przylagczona zostata fluore-

sceina (linie C i D). Sonda zostata odcigta od

podtoza statego 1 odblokowana wodnym stezonym

ZDJECIE 9 ) . -
linia A: HPV-16 roztworem amoniaku. Analogiczne wyniki uzys-

linia B: 5-H,N(CH,)sO-(HPV-16)
linia C: 5'-Flu-HN(CH,);O-(HPV-16), A=254 nm
linia D: 5'-Flu-HN(CH,)sO-(HPV-16), A=366 nm

kane zostaty dla pozostatych sond.
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VI. Podsumowanie

Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki mozna podzieli¢ na dwie czgsci:
(1) badania na zwigzkach modelowych w roztworze,

(i) funkcjonalizacja i znakowanie oligonukleotydéw na podiozu statym.

Reagenty i metody w badaniach na zwigzkach modelowych dobrano tak, by pdzniej
mozna byto je stosowa¢ do funkcjonalizacji oligonukleotydéw zwigzanych z podlozem
stalym. Okazato si¢, ze w wigkszosci przypadkéw wyniki tych badan majg bardziej ogélny
charakter 1 poszerzaja dotychczasowa wiedz¢ na temat wilasciwosci chemicznych H-
fosfonianow, a takze mogg by¢ podstawa do rozwinigcia nowych kierunkéw badawczych tej
klasy zwigzkéw. Znalazto to wyraz w pracach opublikowanych w trakcie realizacji niniejszej
rozprawy. W mojej ocenie najistotniejsze osiggni¢cia tego etapu sg nastgpujace:

— opracowanie metody syntezy H-fosfonianéw aminoalkilo — nukleozydowych z wolng
funkcja aminowg na reszcie aminoalkilowej w bezposredniej kondensacji H-
fosfonian6w nukleozydéw z nieblokowanymi aminoalkoholami'**,

— wyniki prac nad czynnikami wptywajacymi na transestryfikacje¢ diestrow H-fosfonia-

137,138

9

nowych, w tym alkilo- i arylo-H-fosfonianéw nukleozydéw

— w oparciu o transestryfikacj¢ fosforynu difenylowego — opracowanie nowych metod
syntezy H-fosfonianéw nukleozydéwlo2 1 wielu, jak dotad trudno dostepnych, H-fos-
fonianéw alkilowych®,

— opracowanie nowej metody syntezy fosforanotriestréw aminoalkilowych na drodze
kondensacji oksydatywne;] 16,

— opracowanie nowej metody syntezy N-chronionych H-fosfonianéw aminoalkilowych
(syntonéw nienukleotydowych) 1,

— stwierdzenie 1 dowiedzenie wystgpowania reakcji amin pierwszorzedowych z akrylo-

nitrylem w niekt6rych warunkach odblokowania oligonukleotydéw'*’.

Jednym z najwazniejszych zalozen proponowanych metod funkcjonalizacji oligomeréw
byto ograniczenie lub wyeliminowanie stosowania grup blokujacych w reagentach
modyfikujacych. Okazato si¢, ze protonowanie funkcji aminowej aminoalkoholi na tyle
skutecznie obnizato nukleofilowos¢ atomu azotu, ze nie obserwowano jego udzialu w
wigkszosci badanych reakcji substytucji nukleofilowej na centrum fosforowym. Ten prosty
zabieg pozwolit na wykorzystanie nieblokowanych (a jedynie protonowanych) aminoalkoholi
w nastepujacych reakcjach:

— chemoselektywna synteza aminoalkilo-H-fosfonianodiestrow wobec NEP-CI jako

czynnika kondensujacego,
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— transestryfikacja H-fosfonianéw arylowych z pelng chemoselektywnoscig w kierunku
diestrow,

— uniknigcie transestryfikacji internukleotydowych wigzan H-fosfonianodiestrowych
podczas funkcjonalizacji oligonukleotydu otrzymanego metoda H-fosfonianowa.

— catkowicie chemoselektywna kondensacja oksydatywna H-fosfonianodiestréw do

aminoalkilofosforotriestrow.

Wykorzystujac wyniki otrzymane na zwigzkach modelowych w roztworze, zgodnie z
trzema planowanymi na poczgtku wariantami (Schemat 16), opracowatem warunki funkcjona-
lizacji oligonukleotydéow zwigzanych z podtozem stalym. Dodatkowo, opracowatem nowy
wariant (Wariant Ib) funkcjonalizacji oligonukleotydéw, w ktérym wykorzystatem aktywnos¢
fosfonianu difenylowego 1 jego produktéw w reakcjach transestryfikacji. Tak wiec,
koncowym efektem badan nad funkcjonalizacja sa cztery warianty przedstawione na
Schemacie 45. Z wyjatkiem Wariantu II, opracowane podejscia mozna stosowaé do
funkcjonalizacji oligonukleotydéw otrzymanych zaréwno metoda H-fosfonianowa jak i

amidofosforynowa.

W tréjetapowym Wariancie la, zastosowanie do fosfonylacji tatwego do otrzymania
kwasu pirofosfonowego gwarantowalo praktycznie ilosciowa fosfonylacje oligonukleotydu.
Kondensacja z chlorowodorkiem aminoalkoholu wobec NEP-CI takze zachodzita niemalze
ilosSciowo 1 po utlenieniu jodem w warunkach standardowych otrzymywano sfunkcjonalizo-
wany oligonukleotyd jako zdecydowanie gtéwny produkt.

Wariant Ib to réwniez modyfikacja stopniowa, w ktérej do fosfonylacji stosowano
odpowiedni nadmiar handlowego fosfonianu difenylowego. Powstajacy ilosciowo w tej
szybkiej reakcji, 5'-fenylo-H-fosfonian oligonukleotydu traktowany chlorowodorkiem amino-
alkoholu, ulegat ilosciowej transestryfikacji do 5'-aminoalilo-H-fosfonianu oligomeru. Po jego
utlenieniu (I,/H,O) otrzymywano koncowy pozadany produkt — sfunkcjonalizowany oligonu-
kleotyd, jako niemalze jedyny produkt trzech etapéw modyfikacji.

W Wariancie Ib otrzymany na pierwszym etapie 5'-fenylo-H-fosfonian oligonukleotydu
mozna wykorzysta¢ do syntezy innych pochodnych np. zhydrolizowa¢ do 5'-H-fosfonianu
oligomeru lub w reakcji z 2-cyjanoetanolem przeksztatci¢ w 5'-(2-cyjanoetylo)-H-fosfonian
oligonukleotydu. Utlenienie i odblokowanie tego ostatniego prowadzi do 5'-fosforanéw oligo-
nukleotydéw, z mozliwoscig ich wykorzystania do katalizowanej enzymatycznie (T4 DNA
ligaza) syntezy dtuzszych fragmentéw DNA, np. biologicznie funkcjonalnych jednostek gene-
tycznych (promotory, geny struktury i wiele innych).

Ponadto, oprdécz cech uniwersalnosci, Wariant Ib jest podej$ciem szczeg6lnym, gdyz na
zadnym etapie jego realizacji nie uzywa si¢ czynnikéw kondensujacych, co moze mie¢ decy-
dujace znaczenie w przypadkach gdy modyfikacji poddaje si¢ oligonukleotyd niosacy ugrupo-

wania podatne na acylowanie chlorkami acylowymi lub fosforylacj¢ chlorofosforanami.
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Funkcjonalizacja oligonukleotydow wg Wariantu Il przebiegata zadowalajaco jedynie
na pierwszym etapie tj. generowania na koncu 5' oligomeru reszty 2-cyjanoetylo-H-
fosfonianowej. Do otrzymywania 5'-(2-cyjanoetylo)-H-fosfonianéw oligonukleotydéw mozna
byto stosowa¢ dwie, réwnie wydajne metody, tj. transestryfikacje 5'-fenylo-H-fosfonianu
oligonukleotydu 2-cyjanoetanolem lub bezposrednig kondensacj¢ 5'-HO-oligomeru z H-fosfo-
nianem 2-cyjanoetylowym wobec PivCl. Natomiast na etapie oksydatywnej kondensacji 5'-(2-
cyjanoetylo)-H-fosfonianu oligonukleotydu z chlorowodorkami aminoalkoholi, pozadany
sfunkcjonalizowany oligonukleotyd otrzymywano z wydajno$ciami nie przekraczajacymi
50%. Poniewaz analogiczne reakcje prowadzone na zwigzkach modelowych w roztworze
zachodzily ilo$ciowo, sadze, ze niepowodzenia w tym przypadku zwigzane sg z ukladem
heterogennym, w ktérym reagenty sg w roztworze, a modyfikowany oligonukleotyd w fazie
statej. Niestety, nie miatem technicznych mozliwosci (*'P NMR) §ledzenia poszczegdlnych
etapow modyfikacji centrum 5' fosforowego oligonukleotydu zwigzanego z fazg statg i z

koniecznosci te¢ sprawe pozostawitem nie do konca wyjasniona.

Jak mozna byto si¢ spodziewa¢, funkcjonalizacja oligonukleotydow wg Wariantu III, w
ktéorym oligomer fosfonylowano odpowiednio zablokowanym aminoalkilo-H-fosfonianem,
zachodzita szybko i wydajnie. Poniewaz reakcje kondensacji i nastepnie utleniania prowadzi
si¢ w standardowych warunkach syntezy oligonukleotydéw (metoda H-fosfonianowg), to
mozna caly proces funkcjonalizacji traktowa¢ jako dodatkowy cykl syntezy tancucha

oligonukleotydowego.

W niniejszej rozprawie opracowano trzy nowe, stosunkowo proste i jednoczesnie efek-
tywne metody funkcjonalizacji oligonukleotydéw zwigzanych z podtozem stalym. Wszystkie
z nich spelniajg stawiane w rozprawie kryteria metodyczne i ekonomiczne. Kazda z
prezentowanych w rozprawie metod funkcjonalizacji oligonukleotydéw oparta jest na réznego
typu reakcjach chemicznych i stosuje rézne reagenty. Pozwala to na optymalny wybér jednej z
nich w zaleznosci od potrzeb i praktycznych mozliwosci realizacji.

Sfunkcjonalizowane oligonukleotydy znakowano réznymi grupami reporterowymi na
podtozu statym lub w roztworze, wykorzystujac handlowo dostgpne, aktywne pochodne
fluoresceiny, rodaminy i biotyny. Przydatno$¢ otrzymanych nieradioizotopowych oligonukle-
otydowych sond molekularnych zostata sprawdzona z wynikiem pozytywnym w testach
analitycznych wykonanych w niezaleznych laboratoriach.

Na koniec, majagc na uwadze uzyskane wyniki, pozwalam sobie wyrazi¢ poglad, ze w

mojej ocenie cele stawiane w niniejszej rozprawie zostaty osiggnigte.
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VIl. Czes¢ doswiadczalna

Materiaty i metody. Widma NMR rejestrowane byly na spektrometrze Varian Unity 300
BB VT. Eksperymenty *'P NMR przeprowadzane byty w temp 25°C w probéwkach & 5 mm
(0,6 ml) przy stgzeniach zwiazkéw zawierajacych fosfor wynoszacych 0,1 mmol/ml. Widma
masowe rejestrowano na spektrometrze JEOL MS SX 102 z wykorzystaniem alkoholu m-ni-
trobenzylowego jako matrycy i octanu sodu jako zrédta jonéw sodowych. Analize
elementarng przeprowadzano na aparacie Perkin Elmer 2400 CHN. Chromatografi¢
cienkowarstwowa przeprowadzatem na ptytkach silica gel 60 F,s4 stosujac nastgpujace fazy
rozwijajace (v/v): A — chloroform—metanol 90:10; B; — chloroform—izopropanol 95:5; B, —
chloroform—izopropanol 90:10; C — chloroform—metanol—trietyloamina 85:10:5; D —
izopropanol—woda—25% woda amoniakalna 85:10:5. Warto$ci Ry sg wzgledne 1 odnoszg si¢
do 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyny (fazy A i1 B) oraz 3'-H-fosfonianu 5'-O-(4,4'-dimeto-
ksytrytylo)tymidyny (fazy C i D).

Syntez¢ 1 modyfikacje oligonukleotydow przeprowadzalem na zaprojektowanym i
wykonanym w Pracowni Syntezy DNA IChB PAN w Poznaniu automatycznym syntetyzerze
DNA. Oligonukleotydy analizowane 1 oczyszczane byly na zelu poliakrylamidowym
denaturujagcym (19% akrylamid, 1% N,N'-metylenobisakrylamid, 7M mocznik). Wizualizacje
oligomeréw uzyskiwano poprzez umieszczenie zelu na plycie z fluoroforem 1 oswietlenie
lampa UV 254 nm. Oligomery zawierajace grupy fluoryzujace wizualizowano poprzez
oswietlenie lampa UV 366 nm.

Pirydyna (Lab Scan) i acetonitryl (Merck) byly przechowywane nad sitami molekular-
nymi 4A, az zawarto$é wody obnizata si¢ ponizej 20 ppm (miareczkowanie kulometryczne
Karla-Fischera na kulometrze Metrohm 684 KF). Chlorek piwaloilu (Merck), 2-aminoetanol
(Fluka), 3-aminopropan-1-ol (Aldrich) i glikol etylenowy (POCh) byly przedestylowane przed
uzyciem. Trietyloamina (Loba) byla przedestylowana i przechowywana nad wodorkiem wap-
nia (Fluka). Kwas fosforawy (Fluka), fosforyn dietylowy (Aldrich), fosforyn difenylowy
(Aldrich), 4-aminobutan-1-ol (Merck), S5-amino-pentan-1-ol (Fluka), 6-aminoheksan-1-ol
(Aldrich), 1,3-propanodiol (Fluka), 1,4-butanodiol (Fluka), 1,5-pentanodiol (Fluka), 1,6-hek-
sanodiol (Fluka), jod (Merck), akrylonitryl (Loba) byly uzywane bez oczyszczania. Etanol
(POCh) byt osuszony wg standardowe;j metody148 1 przechowywany nad sitami moleku-
larnymi 3A. n-Butyloamina (Fluka) osuszana byta za pomocg KOH, nastepnie destylowana i
przechowywana nad sitami molekularnymi 3A. H-Fosfonian 5'-O-(4,4'-dimetoksytry-
tylo)tymidyn-3'-ylowy 121'*°, H-fosfonian etylowo — 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-
ylowy 146'*°, H-fosfonian 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 3'-O-(4,4'-dime-
toksytrytylo)tymidyn-5'-ylowy 147"°, H-fosfonian 2-cyjanoetylowo — 5'-O-(4,4'-dimetoksytry-
tylo)tymidyn-3'-ylowy 148'*

, H-fosfonian p-chlorofenylowo - 5'-O-(4,4-dimetoksytry-
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tylo)tymidyn-3'-ylowy 173'* i 2-chloro-5,5-dimetylo-2-okso-1,3,2-dioksafosfinan (NEP-CI)
133'* byty przygotowane wg opublikowanych procedur.
Zwiazki 134, 142, 143a, 163-165, 174 byty nietrwale, co uniemozliwiato ich oczyszcze-

nie za pomocg chromatografii kolumnowej. Ich struktur¢ chemiczng wywnioskowatem z

danych *'P NMR oraz przez poréwnanie ze zwiazkami 134, 163, 164 i 174 zsyntetyzowanymi

in situ poprzez kondensacj¢ odpowiedniego monoestru z butyloaming lub aminoalkoholami
124a — ¢ i e wobec NEP-CI1'**. H-Fosfonodiestry byty utleniane i izolowane jako stabilne
fosforanodiestry. Zwiazki referencyjne typu 165 otrzymane byly poprzez transestryfikacje'”’
H-fosfonianu difenylowego odpowiednimi aminoalkoholami.

Odparowywanie rozpuszczalnikéw przed i po reakcjach przeprowadzane byto zawsze
pod zmniejszonym ci$nieniem.

Przesunigcia chemiczne i state sprzezef >'P NMR produktéw posrednich i koncowych
zestawiono w Tabeli 13 (str. 127).

Otrzymywanie kwasu pirofosfonowego 120. Kwas fosforawy (4 mM) odparowano z
pirydyng, rozpuszczono w tym samym rozpuszczalniku (10 ml) i dodano NEP-CI lub chlorek
piwaloilu (0,55 ekw.). Produkt 120 uzywano w postaci roztworu pirydynowego, w ktérym
zwiazek ten byl trwaly co najmniej trzy miesigce.

Ogolna procedura syntezy fosforodiestrow nukleozydowo — N-piwaloiloaminoalkilo-
wych typu 126. H-Fosfonian 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowy 121 (s6l trietylo-
amoniowa) i odpowiedni aminoalkohol (1 ekw.) wysuszono przez odparowanie z nadmiarem
pirydyny i rozpuszczono w tym samym rozpuszczalniku (I mmol / 5 ml) a nast¢gpnie dodano
chlorek piwaloilu (2,5 ekw.). Po ok. 10' (TLC, faza A) dodano wode¢ (5%) i jod (1,05 ekw.).
Utlenianie prowadzono przez 20'. Nadmiar jodu roztozono etanotiolem i odparowano
rozpuszczalniki. Pozostaly olej rozpuszczono w chlorku metylenu, przemyto NaHCOs3 4. st
faz¢ organiczng osuszono nad bezwodnym Na,SO, i odparowano do sucha. Zwiazki typu 126
izolowano za pomocg chromatografii krétkokolumnowej stosujgc liniowy gradient metanolu
w chlorku metylenu zawierajacym 5% Et;N. Frakcje zawierajace czyste produkty
odparowano, pozostatos¢ rozpuszczono w chlorku metylenu i stragcono nadmiarem heksanu —
eteru dietylowego 1:1, po czym odsgczono i wysuszono w prozni.

Fosforan 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 2-(piwaloiloamino)etylowy
126al | Et;NH'. Wydajno$¢ 87%. A. E.: C: 62,1%, H: 7,1%, N: 6,1%, P: 3,6%; C44HsN4O; P
zawiera C: 62,0%, H: 7,2%, N: 6,6%, P: 3,6%. Ry 0,47 (faza C), 0,59 (faza D). '"H NMR, &y
(CDCl): 1,17 [9H, s, C(CH3)s3], 1,31 [9H, t, J 7,3, N(CH,CHas)s], 1,35 (3H, s, 5-CH3), 2,33 i
2,62 (2H, 2 m, 2'-H,), 3,03 [6H, q, J 7,3, N(CH,CH3)s], 3,38 (2H, m, CH,CH,NH), 3,49 (2H,
m, 5'-H,), 3,78 (6H, s, OCH3), 3,89 (2H, m, POCH,), 4,31 (1H, m, 4-H), 4,98 (1H, m, 3'-H),
6,43 (1H, m, 1'-H), 6,82 (4H, d, J 8,9, 3, 3', 5, 5-H z grupy DMTr), 7,24-7,37 (9H, m, ArH z
grupy DMTr oprécez 3, 3', 5, 5-H), 7,61 (1H, s, 6-H) i 8,84 (1H, br s, N3H, wymiana z D,0).
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Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo - 3-(piwaloiloamino)propy-
lowy 126b[ Et;NH*. Wydajno$é 84%. S. M.: MH™: 867, (MH" - E;NH")Na™: 788, (M -
Et;NHY2Na*: 810; C4sHesN4O P ma MH*: 867. Ry 0,52 (faza C), 0,59 (faza D). 'H NMR,
Sy (CDCl3): 1,17 [9H, s, C(CH3)s], 1,32 (3H, s, 5-CH3), 1,32 [9H, t, J 7,3, N(CH,CH;);], 1,70
(2H, dt, J 5,8, CH,CH,CH,), 2,35 i 2,66 (2H, 2 m, 2'-H,), 3,05 [6H, q, J 7,3, N(CH,CHj3)3],
3,37 (2H, m, CH,CH,NH), 3,49 (2H, m, 5'-Hy), 3,78 (6H, s, OCH3), 3,86 (2H, m, POCH,),
4,31 (1H, m, 4-H), 4,97 (1H, m, 3'-H), 6,43 (1H, m, 1'-H), 6,88 (4H, d, J 8,7, 3, 3,5, 5-H z
grupy DMTr), 7,25-7,39 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécez 3, 3', 5, 5'-H), 7,62 (1H, s, 6-H) i
8,86 (1H, br s, N°H, wymiana z D,0).

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo - 6-(piwaloiloamino)heksy-
lowy 126e | Et;NH'. Wydajno$é 72%. A. E.: C: 63,0%, H: 7,5%, N: 6,0%, P: 3,4%;
C4gHgoN4O, P zawiera C: 63,4%, H: 7,6%, N: 6,2%, P: 3,4%. Ry 0,52 (faza C), 0,59 (faza D).
'H NMR, &y (CDCls): 1,18 [9H, s, C(CH3)s], 1,32 (3H, s, 5-CH3), 1,32 [9H, t, J 7.2,
N(CH,CH;)3], 1,32 (4H, m, OCH,CH,CH,CH,CH,CH,NH), 1,45 (2H, dt, J 6,9,
CH,CH,CH,;NH), 1,57 (2H, dt, J 6,9, POCH,CH,CH), 2,35 i 2,66 (2H, 2 m, 2'-H,), 3,04
[6H, q, J 7,3, N(CH,CH3);], 3,19 (2H, dt, J 6,6 i 6,9, CH,CH,NH), 3,37 (2H, m,
CH,CH,NH), 3,40 (2H, m, 5'-H>), 3,78 (6H, s, OCH3), 3,80 (2H, m, POCH,), 4,32 (1H, m, 4'-
H), 5,78 (1H, m, 3'-H), 6,45 (1H, m, 1'-H), 6,82 (4H, d, J 8,9, 3, 3', 5, 5-H z grupy DMTr),
7,24-7,40 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3', 5, 5'-H), 7,61 (1H, s, 6-H) 1 8,91 (1H, brs,
N°H, wymiana z D,0).

Synteza 2-[5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-yloksy]-2-okso-1,3,2-oksazaperhy-
drofosforinu 129b.

A. Metoda 7 preaktywacjq H-fosfonianu nukleozydu 121.

Roztwér H-fosfonianu 121 w pirydynie (I mmol/5 ml) aktywowano chlorkiem
piwaloilu (2,5 ekw.). Nast¢gpnie dodano 3-aminopropan-1-ol 124b (1,1 ekw.) i po 5' dodano
jodu (1,05 ekw.). Po 15' nadmiar jodu roztozono etanotiolem, odparowano rozpuszczalnik a
pozostato$¢ rozpuszczono w chlorku metylenu i przemyto NaHCO3 ,q. sar.. Faze organiczng
osuszono nad bezwodnym Na,SO4 i odparowano do sucha. Zwiazek 130 oczyszczono za
pomoca chromatografii krétkokolumnowej stosujac liniowy gradient metanolu w chlorku
metylenu. Frakcje zawierajgce czyste produkty odparowano, pozostato$¢ rozpuszczono w
chlorku metylenu i strgcono nadmiarem heksanu — eteru dietylowego 1:1. Osad odsaczono i
wysuszono w prézni. Wydajno$é 69%. S. M.: MH": 664, (MNa)*: 686, (M - H")2Na™: 708;
C34H3sN300P ma MH™: 664. R; (dwa diastereoizomery): 0,58 i 0,62 (faza A), 0,58 i 0,66 (faza
B,). 'H NMR, &y (CDCls): 1,73 (3H, s, 5-CH3), 1,65 i 2,00 (2H, 2m, CH,CH,CH,), 2,43 i
2,65 (2H, 2 m, 2'-Hy), 3,18 i1 3,25 (2H, 2m, PNHCH,), 3,41 i 3,51 (2H, 2m, 5'-H,), 3,79 (6H,
s, OCH3), 4,18 1 4,29 (2H, 2m, POCH,), 4,29 (1H, m, 4'-H), 5,12 (1H, m, 3'-H), 6,47 (1H, m,
1'-H), 6,83 (4H, d, J 8,7, 3, 3", 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,24-7,39 (9H, m, ArH z grupy DMTr
oprécz 3, 3', 5, 5-H), 7,57 (1H, br s, 6-H) i 8,81 (1H, br s, N°H, wymiana z D,0).
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B. Kondensacja wobec NEP-CL

H-Fosfonian 121 i 3-aminopropan-1-ol 124b (1,05 ekw.) w pirydynie (1 mmol/5 ml)
traktowano chlorofosforanem 136 (2,5 ekw.) przez 10'. Nastgpnie do roztworu dodano wody
do stezenia 5% i mieszaning utleniano jodem (1,05 ekw.) przez 15'. Dalszy przeréb j.w. w
metodzie A. Wydajno$é 66%. S. M.: MH': 769, (MH" - EsNH")Na': 690, (M - E;sNH)2Na'™:
712; C30Hs3N4O10P ma MH™: 769. Rz 0,22 (faza C), 0,37 (faza D). 'H NMR, 8y (CDCls):
1,30 [9H, t, J 7,3, N(CH,CH3)3] 1,34 (3H, s, 5-CHs), 2,351 2,66 (2H, 2 m, 2'-H,), 2,85 (2H,
m, PNHCH,), 3,04 [6H, q, J 7,3, N(CH,CH3)s], 3,49 (2H, m, 5'-H,), 3,53 (2H, m, CH,OH),
3,77 (6H, s, OCHj3), 4,24 (1H, m, 4'-H), 4,91 (1H, m, 3'-H), 6,36 (1H, m, 1'-H), 6,82 (4H, d, J
8,7, 3,3, 5,5 -H z grupy DMTr), 7,25-7,41 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3', 5, 5'-H),
7,62 (1H, s, 6-H).

Synteza 2-[5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-yloksy]-2-okso-1,3,2-oksazaperhy-
drofosfepinu 129¢. Reakcj¢ przeprowadzano analogicznie do opisanej wyzej syntezy zwigzku
129b (podejscie B), z tg r6znica, ze uzyto 4-aminobutan-1-ol 124¢ zamiast 3-aminopropan-1-
olu 124b. Wydajno$é¢ 53%. S. M.: MH": 678, (MNa)": 700, (M - H")2Na": 722; C35H4N30oP
ma MH": 678. R; (dwa diastereoizomery): 0,53 i 0,58 (faza A), 0,58 i 0,66 (faza B,). 'H NMR,
Sy (CDCl5): 1,65 (3H, s, 5-CH3), 1,661 1,82 (4H, 2m, CH,CH,CH,CH,), 2,40 i 2,63 (2H, 2m,
2'-Hy), 2,91 1 3,00 (2H, 2m, PNHCH,), 3,40 1 3,51 (2H, 2m, 5'-H,), 3,79 (6H, s, OCH3), 4,10
(1H, m, 4'-H), 4,08 i 4,20 (2H, 2m, POCH,), 5,17 (1H, m, 3'-H), 6,45 (1H, dt, J 5,6, 1'-H),
6,83 (4H, d, J 8,7, 3, 3", 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,23-7,39 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz
3,3',5,5"-H), 7,58 (1H, br s, 6-H) i 8,50 (1H, br s, N°'H, wymiana z D,0).

Synteza amidofosforanu 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylo — N-(2-hydroksy-
etylowego) 13071 Et;NH'.

A. Metoda 7 preaktywacjg zwigzku 121.

Reakcje przeprowadzano analogicznie do opisanej wyzej syntezy perhydrofosforinu
129b (metoda A), z ta r6znicg, ze uzyto 2-aminoetanol 124a zamiast 3-aminopropan-1-olu
124b, a utlenianie prowadzono w obecnosci wody (0,5%). Produkt 130 oczyszczono za
pomoca chromatografii krétkokolumnowej stosujac liniowy gradient metanolu w chlorku
metylenu zawierajacym 5% Et;N. Wydajnos¢ 57%.

B. Kondensacja wobec NEP-CL

Reakcje przeprowadzano analogicznie do opisanej wyzej syntezy perhydrofosforinu
129b (metoda B), z t3 réznicg, ze uzyto 2-aminoetanol 124a zamiast 3-aminopropan-1-olu
124b. Oczyszczanie jw. Wydajnoéé 69%. S. M.: MH*: 769, (MH" - Et;NH")Na™: 690, (M -
Et;NHM2Na*: 712; C3oHs3N4O10P ma MH*: 769. Ry 0,22 (faza C), 0,37 (faza D). 'H NMR,
Sy (CDCl5): 1,30 [9H, t, J 7,3, N(CH,CHj5)5] 1,34 (3H, s, 5-CH3), 2,351 2,66 (2H, 2 m, 2'-H,),
2,85 (2H, m, PNHCH,), 3,04 [6H, q, J 7,3, N(CH,CHs)s], 3,49 (2H, m, 5'-H,), 3,53 (2H, m,
CH,0OH), 3,77 (6H, s, OCHs), 4,24 (1H, m, 4'-H), 4,91 (1H, m, 3'-H), 6,36 (1H, m, 1'-H), 6,82
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(4H, d, J 8,7, 3, 3", 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,25-7,41 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3',
5,5'-H), 7,62 (1H, s, 6-H).

Ogolna procedura syntezy fosforodiestrow nukleozydowo — aminoalkilowych 132b-e
(metoda z wolnymi aminoalkoholami). Odpowiednie diestry 134b-e otrzymano analogicznie
do opisanej wyzej syntezy zwigzku 130 (metoda B). Po utlenieniu i roztozeniu nadmiaru jodu
etanotiolem, do mieszaniny reakcyjnej dodano NaHCO; 4 s aby zneutralizowaé kwasne
sktadniki powstate w toku reakcji. Rozpuszczalnik odparowano do gestego oleju i rozpusz-
czono w minimalnej objetosci chlorku metylenu zawierajacego 5% Et;N. Nierozpuszczone
sole nieorganiczne odsgczono, a roztwér naniesiono na kolumne zawierajaca zel
krzemionkowy. Rozdzial przeprowadzono analogicznie jak dla zwigzkow typu 126.

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 3-aminopropylowy 132bl]
Et;NH'. Wydajno$¢ 73%. S. M.: MH™: 682, (MNa™: 704, (M - H")2Na™: 726; C3;H4N30;oP
ma MH": 682. Ry 0,02 (faza C), 0,18 (faza D). '"H NMR, 8y (CDCls): 1,32 (3H, s, 5-CH3),
1,88 (2H, m, POCH,CH,), 2,27 i 2,62 (2H, 2 m, 2'-H,), 3,02 (2H, m, CH,NH3"), 3,33 (2H, m,
5'-Hy), 3,72 (6H, s, OCHj3), 3,89 (2H, 2m, POCH,), 4,20 (1H, m, 4'-H), 4,88 (1H, m, 3'-H),
6,27 (1H, m, 1'-H), 6,78 (4H, d, J 9,0, 3, 3', 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,18-7,35 (9H, m, ArH z
grupy DMTr oprécez 3, 3', 5, 5-H), 7,53 (1H, br s, 6-H).

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 4-aminobutylowy 132c]
Et;NH'. Wydajno$¢ 62%. S. M.: MH™: 696, (MNa™: 718, (M - H")2Na": 740; C3sH4N30;oP
ma MH": 696. R;: 0,03 (faza C), 0,15 (faza D). '"H NMR, 8y (CDCls): 1,35 (3H, s, 5-CH3),
1,62 (2H, m, CH,CH,NH3"), 1,79 (2H, m, POCH,CH,), 2,25 i 2,66 (2H, 2 m, 2'-H,), 2,90
(2H, m, CH,NH3"), 3,30 (2H, m, 5'-H,), 3,72 (6H, s, OCH3), 3,79 (2H, 2m, POCH,), 4,23
(1H, m, 4'-H), 4,89 (1H, m, 3'-H), 6,29 (1H, m, 1'-H), 6,79 (4H, d, J 8,7, 3, 3', 5, 5'-H z grupy
DMTr), 7,20-7,36 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3', 5, 5'-H), 7,55 (1H, br s, 6-H) i
8,30 (1H, br s, N°H, wymiana z D,0).

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 5-aminopentylowy 132d!]
Et;NH'. Wydajno$¢ 78%. S. M.: MH™: 710, (MNa™: 732, (M - H")2Na": 754; C3sHy4N30;oP
ma MH": 710. Rg: 0,02 (faza C), 0,16 (faza D). '"H NMR, 8y (CDCls): 1,40 (3H, s, 5-CH3),
1,51 (2H, m, CH,CH,CH,CH,CH,), 1,59 (2H, m, CH,CH,NH;"), 1,71 (2H, m, POCH,CH,),
2,201 2,62 (2H, 2 m, 2'-H>), 2,98 (2H, m, CH,NH3"), 3,34 (2H, m, 5'-H,), 3,75 (6H, s, OCH3),
3,79 (2H, 2m, POCH,), 4,25 (1H, m, 4'-H), 4,93 (1H, m, 3'-H), 6,29 (1H, m, 1'-H), 6,81 (4H,
d, J 8,8, 3,35, 5-H z grupy DMTr), 7,23-7,37 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3, 5,
5'-H), 7,51 (1H, br s, 6-H) i 8,38 (1H, br s, N°H, wymiana z D,0).

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 6-aminoheksylowy 132el]
Et;NH'. Wydajno$¢ 69%. S. M.: MH™: 724, (MNa™: 746, (M - H")2Na™: 768; C37H4sN30;(P
ma MH*: 724. Ri: 0,05 (faza C), 0,19 (faza D). 'H NMR, &y (CDCls): 1,32 (4H, m,
CH,CH,CH,CH,CH,CH,), 1,33 (3H, s, 5-CH3), 1,54 (2H, m, CH,CH,NH;"), 1,67 (2H, m,
POCH,CH>), 2,23 i 2,63 (2H, 2 m, 2'-H,), 2,86 (2H, m, CH,NH3"), 3,30 (2H, m, 5'-H,), 3,70
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(2H, 2m, POCH,), 3,73 (6H, s, OCH3), 4,24 (1H, m, 4'-H), 4,93 (1H, m, 3'-H), 6,34 (1H, m,
1'-H), 6,80 (4H, d, J 8,7, 3, 3", 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,24-7,35 (9H, m, ArH z grupy DMTr
oprécz 3, 3', 5, 5-H), 7,57 (1H, br s, 6-H) i 8,33 (1H, br s, N°H, wymiana z D,0).

Ogolna procedura syntezy fosforodiestrow nukleozydowo — aminoalkilowych 132a-e
(metoda 7 preacylacjq aminoalkoholi). Odpowiedni aminoalkohol 124a-e (1,1 ekw.) potrak-
towano TFAA (1,1 ekw.) w pirydynie (aminoalkoholu). Do mieszaniny reakcyjnej dodano
roztwor H-fosfonianu 121 w minimalnej ilosci pirydyny, a nastepnie chlorek piwaloilu (3,0
ekw.). Po 10" dodano roztwér jodu (1,05 ekw.) w 20% wodnej pirydynie (5 ml/1 mmol
H-fosfonianu 121). Po 15' roztozono nadmiar jodu etanotiolem i zat¢zono roztwoér do oleju,
ktoéry nastepnie rozpuszczono w pirydynie (Sml/1 mmol H-fosfonianu 121) i dodano réwng
objetos¢ 25% wodnego amoniaku. Reakcje pozostawiono na noc w temp. pok. Izolacje fosfo-
rodiestréw 132a-e przeprowadzono tak, jak opisano powyzej dla 132b-e.

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo - 2-aminoetylowy 132al]
Et;NH'. Wydajno$¢ 88%. S. M.: MH™: 668, (MNa™: 690, (M - H")2Na™: 712; C3;,H4N30;oP
ma MH": 668. Ry 0,07 (faza C), 0,29 (faza D). '"H NMR, 8y (CDCls): 1,31 (3H, s, 5-CH3),
2,2512,67 (2H, 2 m, 2'-H>), 3,11 (2H, m, CH,NH3"), 3,31 (2H, m, 5'-H,), 3,69 (6H, s, OCH3),
4,03 (2H, 2m, POCH,), 4,20 (1H, m, 4'-H), 4,85 (1H, m, 3'-H), 6,20 (1H, m, 1'-H), 6,76 (4H,
d, J 8,1, 3,35, 5-H z grupy DMTr), 7,20-7,33 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3, 5,
5'-H), 7,51 (1H, s, 6-H) i 8,06 (1H, br s, N°H, wymiana z D,0).

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 3-aminopropylowy 132bl]
Et;NH'. Wydajnoéé 82%. Dane spektralne i analityczne jw.

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 4-aminobutylowy 132c]
Et;NH'. Wydajnoéé 73%. Dane spektralne i analityczne jw.

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 5-aminopentylowy 132d!
Et;NH'. Wydajnoéé 81%. Dane spektralne i analityczne jw.

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 6-aminoheksylowy 132el]
Et;NH'. Wydajno$é 80%. Dane spektralne i analityczne jw.

Synteza fosforanu 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-5'-ylowo — 6-aminoheksylo-
wego 132¢[] Et;NH® (metoda z kondensacjg oksydatywng). Mieszaning diestru
H-fosfonianowego 152 i tetrazolu (4 ekw.) oraz chlorowodorek 6-aminoheksan-1-olu 153e
(10 ekw.) osuszono osobno przez odparowanie z pirydyng. H-Fosfonian z tetrazolem rozpusz-
czono nastgpnie w pirydynie (2 mmol 152 / ml) i dodano réwnocze$nie chlorowodorek
aminoalkoholu 153e w pirydynie (20 mmoli / ml) i jod (1,05 ekw.). Po zakonczeniu reakcji
syntezy triestru 155 (10") nadmiar jodu roztozono etanotiolem, odparowano pirydyne¢, pozo-
staly olej rozpuszczono w chlorku metylenu, przemyto NaHCOs3,q ¢ 1 osuszono nad
NaySOy4p,w.. Rozpuszczalnik odparowano, a pozostalo$§¢ rozpuszczono w pirydynie. Do

roztworu dodano réwng objetos¢ 25% NHj 44 1 pozostawiono na noc w temp. pok. Roztwor
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nastepnie odparowano, a izolacj¢ fosforodiestru 132e przeprowadzono tak, jak opisano na str.
114. Wydajnos$¢ 46%. Dane spektralne jak na str. 114.

Synteza 2-[5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-1,3,2-dioksafosfolanu
137a. Roztwoér H-fosfonianu 121 w pirydynie (1 mmol/5 ml) potraktowano chlorkiem piwalo-
ilu (2,5 ekw.). Nastepnie dodano etanodiol 136a (1,1 ekw.), po 5' odparowano rozpuszczalnik,
a pozostalo$¢ rozpuszczono w chlorku metylenu i przemyto krétko NaHCO3 g sar. Faze
organiczng osuszono nad bezwodnym Na,SO, i odparowano do sucha. Zwigzek 137a
oczyszczono za pomocg chromatografii krétkokolumnowej stosujac 0,5% metanolu w chlorku
metylenu. Frakcje zawierajgce czyste produkty odparowano, pozostato$¢ rozpuszczono w
chlorku metylenu i stragcono w uktadzie heksan — eter dietylowy 1:1. Precypitat odfiltrowano i
wysuszono w prozni. Wydajnos¢ 43%. Ry : 1,45 (faza B)). 'H NMR, oy (CDCls): 1,71 (3H, s,
5-CHa), 2,47 1 2,66 (2H, 2 m, 2'-H,), 3,40 i 3,47 (2H, 2m, 5'-H,), 3,81 (6H, s, OCHs), 4,22
(2H, m, POCH,), 4,31 (1H, m, 4'-H), 5,08 (1H, m, 3'-H), 6,50 (1H, m, 1'-H), 6,82 (4H, d, J
8,7, 3,3, 5,5"-H z grupy DMTr), 7,20-7,37 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3', 5, 5'-H),
7,58 (1H, br s, 6-H) i 8,70 (1H, br s, N°H, wymiana z D,0).

Ogolna procedura otrzymywania cyklicznych fosforanéw typu 139.

A. Metoda 7 preaktywacjq zwigzku 121.

B. Kondensacja wobec NEP-CL.

Reakcje przeprowadzano analogicznie do opisanej wyzej syntezy zwigzku 129b
(podejscia A i B), z tg r6znica, ze uzywano dioli 136b — 136d zamiast 3-aminopropan-1-olu
124b.

2-[5"-0-(4,4'-Dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-2-okso-1,3,2-dioksafosfinan 139b.
Wydajno$¢ 63% (metoda A); 58% (metoda B). S. M.: MH": 665, M™: 664; C3;H37N,00P ma
MH?": 665. R¢: 1,33 (faza A), 1,38 (faza B,). '"H NMR, &y (CDCls): 1,46 (3H, s, 5-CH3), 1,70 i
2,20 (2H, 2m, CH,CH,CHy), 2,50 i 2,66 (2H, 2 m, 2'-H,), 3,49 (2H, m, 5'-Hy), 3,75 (6H, s,
OCHs3), 4,29 (2H, m, POCH,), 4,33 (1H, m, 4'-H), 5,26 (1H, m, 3'-H), 6,56 (1H, m, 1'-H),
6,85 (4H, d, J 8,7, 3, 3", 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,23-7,44 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz
3,3',5,5"-H), 7,57 (1H, br s, 6-H) i 8,60 (1H, br s, N°'H, wymiana z D,0).

2-[5"-0-(4,4'-Dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-2-okso-1,3,2-dioksafosfepan 139c.
Wydajno$¢ 61% (metoda A); 68% (metoda B). S. M.: MH": 680, M™: 679; C35H3oN,0;oP ma
MH?": 680. R: 1,34 (faza A), 1,39 (faza B,). '"H NMR, &y (CDCls): 1,41 (3H, s, 5-CH3), 1,89
(4H, m, CH,CH,CH,CHy), 2,43 i 2,62 (2H, 2m, 2'-Hy), 3,47 (2H, m, 5'-Hy), 3,76 (6H, s,
OCH3), 4,13 (4H, m, POCH,), 4,30 (1H, m, 4'-H), 5,30 (1H, m, 3'-H), 6,54 (1H, m, 1'-H),
6,84 (4H, d, J 8,1, 3, 3", 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,27-7,42 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz
3,3',5,5"-H), 7,57 (1H, brs, 6-H) i 8,61 (1H, br s, N°'H, wymiana z D,0).

2-[5"-0-(4,4'-Dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-yloksy]-2-okso-1,3,2-dioksafosfokan 139d.
Wydajno$¢ 52% (metoda A); 45% (metoda B). S. M.: MH": 694, M™: 693; C3¢H4;N,OoP ma
MH": 694. R: 1,34 (faza A), 1,38 (faza B,). '"H NMR, &y (CDCls): 1,41 (3H, s, 5-CHs), 1,73
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(4H, m, POCH,CH,), 1,90 (2H, m, POCH,CH,CH>), 2,40 i 2,65 (2H, 2m, 2'-H,), 3,46 (2H,
m, 5'-Hy), 3,78 (6H, s, OCHs), 4,06 (4H, m, POCH,), 4,29 (1H, m, 4'-H), 5,22 (1H, m, 3'-H),
6,51 (1H, m, 1'-H), 6,84 (4H, d, J 9,0, 3, 3, 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,26-7,41 (9H, m, ArH z
grupy DMTr opréez 3, 3', 5, 5-H), 7,56 (1H, br s, 6-H) i 8,61 (1H, br s, N3H, wymiana z
D,0).

Synteza fosforanu 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylo — 2-hydroksyetylowego
141al1 Et;NH'. Reakcje przeprowadzono analogicznie do opisanej wyzej syntezy amidofosfo-
ranu 130 (metoda A), z ta réznica, ze uzyto glikolu etylenowego 136a zamiast 2-aminoetanolu
124a, a utlenianie prowadzono wobec 1,5 ekw. wody, a po zakonczeniu utleniania ilo§¢ wody
zwiekszono do 10% v/v. Wydajnos¢ 41%. S. M.: MH": 770, (MH" - EtN): 668;
C30Hs5oN30,,P ma MH": 770. Ri: 0,31 (faza C), 0,41 (faza D). '"H NMR, &y (CDCl3): 1,31
[9H, t, J 7,5, N(CH,CH3)3] 1,35 (3H, s, 5-CH3), 2,36 1 2,67 (2H, 2 m, 2'-H,), 3,06 [6H, q, J
7,2, N(CH,CHs)s], 3,42 (2H, m, 5'-Hy), 3,70 (2H, t, J 4,2 CH,OH), 3,78 (6H, s, OCH3), 3,94
(2H, m, POCH,), 4,30 (1H, m, 4'-H), 5,04 (1H, m, 3'-H), 6,41 (1H, m, 1'-H), 6,83 (4H, d, J
9,0, 3, 3", 5, 5-H z grupy DMTr), 7,25-7,40 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3', 5, 5'-H),
7,60 (1H, br s, 6-H).

Ogoélna procedura syntezy fosforanow typu 141. Reakcje i oczyszczanie prowadzono
analogicznie do opisanej wyzej syntezy fosforodiestrow nukleozydowo — aminoalkilowych
typu 132 (metoda z wolnymi aminoalkoholami), z tg réznica, ze zamiast aminoalkoholi typu
124 uzyto dioli typu 136, a utlenianie prowadzono wobec 10% v/v wody.

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylo - 4-hydroksybutylowy
141c¢[Et;NH*. Wydajnos¢ 71%. Ry 0,33 (faza C), 0,45 (faza D). '"H NMR, 8y (CDCls): 1,29
[OH, t, J 7,5, N(CH,CHj3)3] 1,34 (3H, s, 5-CH3), 1,48 (2H, m, CH,CH,OH), 1,80 (2H, m,
POCH,CH,), 2,391 2,49 (2H, 2 m, 2'-H,), 3,11 [6H, q, J 7,2, N(CH,CH3)s], 3,34 1 3,45 (2H,
m, 5'-Hy), 3,57 2H, t, J 4,1 CH,OH), 3,82 (6H, s, OCH3), 4,03 (2H, m, POCH,), 4,20 (1H, m,
4'-H), 5,01 (1H, m, 3'-H), 6,52 (1H, m, 1'-H), 6,78 (4H, d, J 9,0, 3, 3', 5, 5'-H z grupy DMTr),
7,22-7,41 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécez 3, 3', 5, 5'-H), 7,65 (1H, br s, 6-H).

Fosforan 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylo — 5-hydroksypentylowy 141d!]
Et;NH'. Wydajno$é 75%. Ry: 0,38 (faza C), 0,50 (faza D). '"H NMR, &y (CDCls): 1,29 [9H, t,
J 1,5, N(CH,CH53)5], 1,39 (2H, m, CH,CH,CH,CH,CH>), 1,44 (3H, s, 5-CH3), 1,53 (2H, m,
CH,CH,0OH), 1,78 (2H, m, POCH,CH,), 2,38 i 2,46 (2H, 2 m, 2'-H»), 3,21 [6H, q, J 7,2,
N(CH,CHj3)3], 3,331 3,48 (2H, m, 5'-H»), 3,61 (2H, t, J 4,1 CH,OH), 3,78 (6H, s, OCHj3), 4,10
(2H, m, POCH,), 4,22 (1H, m, 4'-H), 5,12 (1H, m, 3'-H), 6,49 (1H, m, 1'-H), 6,73 (4H, d, J
9,0, 3, 3" 5,5"-H z grupy DMTr), 7,20-7,39 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécez 3, 3, 5, 5'-H),
7,66 (1H, br s, 6-H).

Ogolna metoda syntezy nukleozydowych pochodnych N-(2-cyjano-
etylo)aminoalkilowych (147 i 149). Do roztworu fosforanu 6-aminoheksylowo — tymidyn-3'-
ylowego 146 lub N*-(6-aminoheksylo)-5-metylocytydyny 148 (0,5mmola) w 10 ml wodnego



CZESC DOSWIADCZALNA 118

roztworu amoniaku (25%) dodano 10 ekw. akrylonitrylu (5,0 mmola, 0,33 ml). Po zakoncze-
niu reakcji (TLC, 15 min.) rozpuszczalnik i nadmiaru akrylonitrylu zostaty odparowane pod
zmniejszonym cisnieniem. Fosfodiester 147 wyizolowano w postaci statej poprzez
rozpuszczenie pozostatosci w metanolu i stracenie do eteru dietylowego, a nukleozyd 149
oczyszczono za pomocg krétkokolumnowej chromatografii na zelu krzemionkowym stosujac
liniowy gradient metanolu (0-20% w chlorku metylenu zawierajacym 1% Et;N).

Fosforan tymidyn-3'-ylowo - N-(2-cyjanoetylo)-6-aminoheksylowy 1477 NH,.
Wydajnos¢ 85%. Ry 0,74 (faza D). 'H NMR, & (CD;OD): 145 (4H, m,
CH,CH,CH,CH,CH,CH,), 1,65 (4H, m, CH,CH,CH,CH,CH,CH,), 1,88 (3H, s, 5-CHj),
2,2712,46 (2H, 2 m, 2'-Hy), 2,81 (2H, t, J 6,9, CH,CN), 2,85 (2H, t, J 7,2, CH,CH,CH,NH),
3,12 (2H, t, J 6,0, CH,CH,CN), 3,30 (2H, m, 5'-H,), 3,89 (2H, dt, Juu 6,0, Jup 6,5, POCH,),
4,15 (1H, m, 4'-H), 4,82 (1H, m, 3'-H), 6,30 (1H, m, 1'-H), 7,86 (1H, br s, 6-H).

N*-[N-(2-cyjanoetylo)-6-aminoheksylo]-5-metylocytydyna 149. Wydajnos¢ 86%. Ry:
0,43 (faza C). '"H NMR, 8y (CD;0D): 1,51 (4H, m, CH,CH,CH,CH,CH,CH,), 1,60 (4H, m,
CH,CH,CH,CH,CH,CH,), 1,96 (3H, s, 5-CH3), 2,15 1 2,26 (2H, 2 m, 2'-Hy), 2,59 (2H, t,
J 6,9, CH,CN), 2,63 (2H, t, J 6,9, CH,CH,CH,NHCH,), 2,86 (2H, t, J 7,5, CH,CH,CN), 3,36
(2H, t, J 7,5, CH,CH,CH,CH,CH,CH,NHCH,), 3,76 (2H, m, 5'-H,), 3,92 (1H, m, 4'-H), 4,39
(1H, m, 3'-H), 6,30 (1H, m, 1'-H), 7,75 (1H, br s, 6-H).

Synteza amidofosforanu 3'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — etylowo — N-
(6-hydroksyheksylowego) 154. Diester H-fosfonianowy 150 i 6-aminoheksan-1-ol 124e
osuszono osobno przez odparowanie z pirydyng. H-Fosfonian 150 rozpuszczono nast¢pnie w
pirydynie (2 mmol / ml) i dodano réwnocze$nie aminoalkohol 124e (10 ekw.) w pirydynie (20
mmoli / ml) i jod (1,05 ekw.). Nadmiar jodu roztozono etanotiolem, odparowano rozpuszczal-
nik a pozostato§¢ rozpuszczono w chlorku metylenu, przemyto NaHCO; .q . Faze
organiczng osuszono nad Na;SOy p,y. 1 odparowano. Produkt 154 oczyszczono na kolumnie z
zelem krzemionkowym (0-10% CH3;OH w chlorku metylenu), frakcje zawierajgce czysty
produkt zatezono, rozpuszczono w minimalnej ilo$ci chlorku metylenu i stragcono w uktadzie
heksan—eter dietylowy 1:1. Osad odsgczono i wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem.
Wydajnos¢ 80%. A. E.: C: 62,0%, H: 6,7%, N: 5,8%. C39HsoN30,0P zawiera C: 62,3%, H:
6,7%, N: 5,6%. M. S.: MH": 753, M": 752. C3HsoN3O;oP ma MH": 753. R; (dwa
diastereoizomery): 0,70 i 0,79 (faza A); 0,71 i 0,81 (faza B,). 'H NMR, & (CDCls): 1,20 i
1,32 (3H, 2dt, *Juu 6,9, *Jeu 0,6, CH,CH3), 1,36 (4H, m, PNHCH,CH,CH,CH,CH,CH,0H),
1,38 (3H, s, CH3), 1,44 (2H, m, NHCH,CH,), 1,54 (2H, m, CH,CH,0OH), 2,411 2,63 (2H, 2m,
2'-Hy), 2,86 (2H, m, NHCH,), 3,42 (2H, m, 5'-H,), 3,52 (2H, m, CH,OH), 3,78 (6H, s, OCH3),
3,97 14,06 (2H, qidq, *Juu 7,21 7,3, *Jeu 1,2, POCH,), 4,26 i 4,30 (1H, 2m, 4-H), 5,11 (1H,
m, 3'-H), 6,34 (1H, m, 1'-H), 6,84 (4H, d, J 9,2, 3, 3", 5, 5-H z grupy DMTr), 7,23 — 7,40 (9H,
m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3', 5, 5'-H), 7,591 7,61 (1H, 2s, 6-H).
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Synteza amidofosforanu 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-5'-ylowo - 3'-O-(4,4'-
dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — N-(6-hydroksyheksylowego) 155. Synteze i oczyszcza-
nie przeprowadzono analogicznie jak dla amidu 154, z tym, ze wyjsciowym zwigzkiem byt
H-fosfonian 151. Wydajno$¢ 53%. A. E.: C: 68,2%, H: 6,1%, N: 6,0%. C¢4sHesNsO1,P zawiera
C: 68,0%, H: 6,1%, N: 6,2%. R; (dwa diastereoizomery): 0,83 i 0,91 (faza A); 0,80 i 0,89
(faza B,). "H NMR, &y (CDCls): 1,22 (4H, m, PNHCH,CH,CH,CH,CH,CH,0H), 1,29 i 1,41
(2H, 2m, PNHCH,CH,), 1,351 1,38 (3H, 2s, CH331)), 1,48 (2H, m, CH,CH,0OH), 1,65 i 1,90
(2H, 2m, 2's1-H), 1,83 (3H, s, CH351)), 2,391 2,49 (2H, 2m, 2'31)-H), 2,65 1 2,78 (2H, 2m,
PNHCH,), 3,40 (2H, m, 5'31)-H»), 3,56 (2H, m, CH,OH), 3,65 (2H, m, 5's1)-H»), 3,73 (6H,
2s, OCHj3smy), 3,73 — 3,76 (6H, 4s, OCH33 1)), 3,921 3,97 (1H, 2m, 4's1-H), 4,13 1 4,18 (1H,
2m, 4'31-H), 4,26 (1H, m, 3's1)-H), 5,07 (1H, m, 3'31)-H), 6,33 (1H, m, 1's1-H), 6,41 (1H,
m, 1'31-H), 6,82 (8H, m, 3, 3', 5, 5'-H z grup DMTr), 7,17 — 7,37 (18H, m, ArH z grup DMTr
oprocz 3, 3', 5, 5'-H), 7,221 7,30 (1H, 2s, 6(s1-H), 7,521 7,60 (1H, 2s, 6:31)-H).

Synteza fosforanu 3'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 6-aminoheksylowo
— etylowego 157. Diester H-fosfonianowy 150 i chlorowodorek 6-aminoheksan-1-olu 153e
(10 ekw.) osuszono osobno przez odparowanie z pirydyng. H-Fosfonian 150 rozpuszczono
nastepnie w pirydynie (2 mmol / ml) i dodano réwnocze$nie chlorowodorek aminoalkoholu
153e w pirydynie (20 mmoli / ml) i jod (1,05 ekw.). Po zakonczeniu reakcji (10") nadmiar
jodu roztozono etanotiolem, odparowano pirydyne, pozostaty olej rozpuszczono w chlorku
metylenu, przemyto NaHCO3 4. sar. 1 0suszono nad NarSOy vy Produkt 157 oczyszczono na
kolumnie z zelem krzemionkowym (5% v/v NH3 4 259, W n-propanolu), frakcje zawierajace
czysty produkt zat¢zono i zliofilizowano z zestalonego benzenu. Wydajno$¢ 64%. A. E.: C:
61,9%, H: 6,8%, N: 5,4%. C39Hs5)N30oP zawiera C: 6 ,3%, H: 6,7%, N: 5,6%. R; (dwa
diastereoizomery): 1,12 i 0,97 (faza A); 1,10 i 0,95 (faza B,). 'H NMR, & (CDCls): 1,27 i
1,32 (3H, 2dt, *Juu 7.2, *Jpu 1,2, CHCH3), 1,36 (4H, m, POCH,CH,CH,CH,CH,CH,NH),),
1,39 (3H, s, CH3), 1,49 (2H, m, CH,CH,NH,), 1,66 (2H, m, POCH,CH,), 2,40 (2H, m,
CH)NH,), 2,621 2,72 (2H, 2m, 2'-H,), 3,45 (2H, m, 5'-H,), 3,79 (6H, s, OCH3), 4,00 (2H, m,
POCH,CH,), 4,10 (2H, m, POCH,CH3), 4,27 i 4,29 (1H, 2m, 4'-H), 5,12 (1H, m, 3'-H), 6,45
(1H, m, 1'-H), 6,84 (4H, d, J 8,7, 3, 3, 5, 5-H z grupy DMTr), 7,25 — 7,39 (9H, m, ArH z
grupy DMTr oprécez 3, 3', 5, 5'-H), 7,57 (1H, s, 6-H).

Synteza fosforanu 5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-5'-ylowo — 3'-O-(4,4'-dimetok-
sytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — 6-aminoheksylowego 158. Synteze i oczyszczanie przeprowa-
dzono analogicznie jak dla fosforanu 157, z tym, ze wyjsciowym zwigzkiem byl H-fosfonian
151. Wydajnos¢ 53%. A. E.: C: 68,3%, H: 6,1%, N: 6,1%. CesHgsNsO,,P zawiera C: 68,0%,
H: 6,1%, N: 6,2%. Ry (dwa diastereoizomery): 1,28 1 1,20 (faza A); 1,301 1,22 (faza B,). 'H
NMR, &y (CDCl3): 1,27 (4H, m, POCH,CH,CH,CH,CH,CH,NH,), 1,36 i 1,37 (3H, 2s,
CHss1), 1,53 (2H, m, CH,CH,NH,), 1,55 (2H, m, POCH,CH,), 1,68 i 1,92 (2H, 2m,
2's1-Hp), 1,82 1 1,85 (3H, 2s, CHssmy), 2,39 1 2,57 (2H, 2m, 2'a1)-H), 2,76 (2H, m,
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CH,NH,), 3,35 1 3,47 (2H, 2m, 5'31)-Hz), 3,65 (2H, m, 5's1)-H»), 3,73 (6H, 2s, OCH3s)),
3,74, 3,76 1 3,77 (6H, 3s, OCH331)), 3,83 (2H, m, POCH,), 3,95 (1H, m, 4's1-H), 4,091 4,19
(1H, 2m, 4'31-H), 4,25 (1H, m, 3's1)-H), 5,10 (1H, m, 3'31-H), 6,37 (1H, m, 1's1)-H), 6,46
(1H, m, 1'31-H), 6,83 (8H, m, 3, 3', 5, 5'-H z grup DMTr), 7,22 — 7,34 (18H, m, ArH z grup
DMTr oprécez 3, 3, 5, 5'-H), 7,22 (1H, 2s, 6¢s1-H), 7,511 7,56 (1H, 2s, 6;31)-H).

Synteza amidofosforanu 3'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-3'-ylowo — N-(6-hydrok-
syheksylowego) 1600 Et;NH". Synteze przeprowadzono analogicznie jak dla amidu 154, z
tym, ze wyjSciowym zwigzkiem byt H-fosfonian 152, a utlenianie prowadzono w acetonitrylu.
Po zakonczeniu reakcji odparowano acetonitryl, pozostaly olej rozpuszczono w chlorku
metylenu, przemyto NaHCO3 g sar. 1 0suszono nad NaSOy ... Rozpuszczalnik odparowano,
a pozostato$¢ rozpuszczono w pirydynie. Do roztworu dodano réwnga objetos¢ 25% NHj 4. 1
pozostawiono na noc w temp. pok. Roztwor nastepnie odparowano i zwigzek 160 oczysz-
czono na kolumnie z zelem krzemionkowym (0-15% CH30OH w chlorku metylenu zawieraja-
cym 1% Et;N). Frakcje zawierajace czysty produkt zatezono, rozpuszczono w minimalnej
ilosci chlorku metylenu i strgcono w ukladzie heksan—eter dietylowy 1:1. Osad odsaczono i
wysuszono pod zmniejszonym cisnieniem. Wydajnos¢ 54%. A. E.: 64,6%, H: 7,4%, N: 7,2%.
C41H57N4OgP zawiera C: C: 64,4%, H: 7,5%, N: 7,3%. Ry: 0,32 (faza C), 0,47 (faza D). 'H
NMR, &y (CDCl3): 1,30 (6H, m, PNHCH,CH,CH,CH,CH,CH,OH), 1,34 (3H, s, CHj3), 1,36
[OH, t, J 7,5, N(CH,CH3)3], 1,50 (2H, m, CH,CH,OH), 2,351 2,64 (2H, 2m, 2'-H,), 2,77 (2H,
m, NHCH,), 3,09 [6H, q, J 7,5, N(CH,CHs)3], 3,44 (2H, m, 5-H,), 3,56 (2H, t, J 6,3,
CH,0OH), 3,77 (6H, s, OCHs), 4,26 (1H, m, 4'-H), 4,94 (1H, m, 3'-H), 6,39 (1H, m, 1'-H), 6,82
(4H,d, J 9,0, 3, 3", 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,18-7,40 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3/,
5, 5'-H), 7,60 (1H, s, 6-H).

Synteza amidofosfonianu 5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)-tymidyn-3'-ylowo — N-butylo-
wego 162. H-Fosfonian nukleozydowo — arylowy 177 (0,5 mmola) traktowany byt butylo-
aming (0,25 ml, 2,5 mmola) w pirydynie (5 ml) przez 5'. Nast¢pnie mieszaning reakcyjng
rozcienczono chlorkiem metylenu (10x) i przemyto NaCl,q. sa. Faza organiczna zostata osu-
szona nad bezwodnym Na,SO4 i odparowana do gestego oleju. Zanieczyszczenia polarne
oddzielono od produktu 162 poprzez szybkie sgczenie na kolumnie z zelem krzemionkowym
(zwigzek 162 jest czesciowo nietrwaty podczas chromatografii co jest przyczyna jego niskiej
wydajnosci po oczyszczeniu). Jako fazg wymywajacg stosowano chlorek metylenu z metano-
lem (10%). Odpowiednie frakcje potaczono, odparowano, rozpuszczono w chlorku metylenu.
Produkt 162 wydzielono przez wytrgcenie do heksanu i po odsgczeniu wysuszono w prézni.
Wydajnos¢ 25%. A. E.: C: 63,2%, H: 6,2%, N: 6,3%; C3sH4,N303P zawiera C: 63,3%, H:
6,4%, N: 6,3%. R¢: 1,16 (faza A), 1,34 (faza B,). 'H NMR, &y (CDCls): 0,88 i 0,92 (3H, 2t, J
7,2117,5, CH,CH;CH3) 1,24-1,51 (4H, m, CH,CH,CH,CH3), 1,391 1,41 (3H, 2s, 5 - CH3),
2,4312,57 (2H, m, 2'-H,), 2,80 1 2,89 (2H, m, NHCH,CH,), 3,38 i1 3,52 (2H, m, 5'-H»), 3,79
(6H, s, OCHj3), 4,24 (1H, m, 4'-H), 5,16 (1H, m, 3'-H), 5,83 1 7,99 (1H, 2d, J 646,8 i 648,6,
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PH), 6,46 (1H, m, 1'-H), 6,84 (4H, d, J 9,0, 3, 3", 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,24 — 7,39 (9H, m,
ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3', 5, 5'-H), 7,56 1 7,58 (1H, 2s, 6-H), 8,6 (1H, br m, NH,
wymiana z D,0);

Ogélna procedura syntezy H-fosfonianow bis(aminoalkilowych) (chlorowodorkow)
typu 165. Fosforyn difenylowy rozpuszczony w acetonitrylu (1 mmol / ml) traktowany byt
aminoalkoholem (2 ekw.) w ciagu 5'. Przez roztwér przepuszczano nastgpnie gazowy bez-
wodny chlorowodér i produkt typu 165 (monochlorowodorek, jak stwierdzono na podstawie
ilosci stragconego AgCl po dodaniu wodnego roztworu AgNOs) wytracal si¢ w postaci gestego
oleju. Roztwér zdekantowano, pozostaly olej przemyto acetonitrylem, rozpuszczono w mini-
malnej ilosci DMSO i stragcono w acetonitrylu (nadmiar 10x) uzyskujac czysty produkt typu
165, ponownie jako gesty olej. Po zdekantowaniu rozpuszczalnika pozostaty olej przemyto
acetonitrylem i wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem.

H-fosfonian bis(2-aminoetylowy) (chlorowodorek) 165a. Wydajnos¢ 33%. S. M.:
MH*: 169. C4HuN,OsPCl ma (M* - Cl): 169; '"H NMR, 8y [(CD3),SO]: 3,11 (4H, bm,
CH,NH3"), 4,31 (4H, m, POCH,), 5,81 i 8,23 (1H, d, J 720,6, HP).

H-fosfonian bis(2-aminopropylowy) (chlorowodorek) 165b. Wydajno$¢ 43%. S. M.:
MH*: 197. C¢H;sN,OsPCl ma (M* - CI): 197; '"H NMR, 8y [(CD;3),SO]: 1,96 (4H, m,
CH,CH,CH,), 2,87 (4H, t, J 7,2, CH,NH3"), 4,12 (4H, m, POCH,), 5,73 i 8,08 (1H, d, J
705,3, HP).

H-fosfonian bis(2-aminobutylowy) (chlorowodorek) 165c. Wydajno$¢ 45%. S. M.:
MH*: 225. CgH»nN,O3PCl ma (M* - CI): 225; '"H NMR, 8y [(CD;),SO]: 1,45 (4H, m,
CH,CH,NH;"), 1,60 (4H, m, POCH,CH>), 2,79 (4H, m, CH,NH3"), 4,02 (4H, m, POCH)),
5,7118,04 (1H, d, J 697,2, HP).

H-fosfonian bis(2-aminoheksylowy) (chlorowodorek) 165e. Wydajnos¢ 32%. S. M.:
MH*: 281. CioH2603N,PCI ma (M* - Cl): 281; 'H NMR, &y [(CDs),SO]: 1,33 (8H, m,
CH,CH,CH,CH,CH,CHy), 1,59 (8H, m, CH,CH,CH,CH,CH,CH,), 2,74 (4H, t, J 7.5,
CH,NH5"), 4,00 (4H, m, 5,67 17,99 (1H, d, J 694,5, HP).

Ogoélna procedura syntezy H-fosfonianow aminoalkilowych typu 173. Do roztworu
fosforynu difenylowego (4,2 ml, 20 mmoli) w acetonitrylu (250 ml) dodano aminoalkohol
typu 124 (40 mmoli). Po 15' dodano wody (1 ml, 55,5 mmola) i mieszanin¢ pozostawiono w
temp. pok. na 5 dni. Wytrgcone biate krysztaty produktu 173 zebrano, przemyto dwukrotnie
eterem i wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem.

H-Fosfonian 5-aminopentylowy 173d. Wydajnos¢ 79%. "H NMR, 8y (D,0): 1,49 (2H,
m, CH,CH,CH,), 1,67 (4H, m, CH,CH,CH,CH,CH,), 3,03 (2H, t, J 7,2, CH,NH3"), 3,80
(2H, dt, Jun 6,8, Jup 8,3, POCH,), 6,74 (1H, d, J 631,9, HP).

H-Fosfonian 6-aminoheksylowy 173e. Wydajno$¢ 71%. "H NMR, 8y (D,0): 1,41 (4H,
m, CH,CH,CH,CH,CH,CH,), 1,64 (4H, m, CH,CH,CH,CH,CH,CH,), 2,99 (2H, t, J 7.3,
CH,NH;3"), 3,86 (2H, dt, Juy 6.6, Jup 8,4, POCH,), 6,70 (1H, d, J 632,6, HP).
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H-Fosfonian 2-(2-aminoetoksy)etylowy 173f. Wydajno$¢ 83%. 'H NMR, &y (D,0):
3,21 (2H, t, J 49 CH,NH;"), 3,74 (2H, t, J 4,5, POCH,CH,), 3,79 (2H, t, J 5,1,
CH,CH,NH;"), 4,01 (2H, m, POCH,), 6,74 (1H, d, J 639,2, HP).

Synteza fosforanu 3'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo-tymidyn-5'-ylowo — 2-aminoetylowego
176a1 Et;NH'. Synteze i oczyszczanie przeprowadzono wg opisanej powyzej procedury
otrzymywania fosforodiestrow nukleozydowo — aminoalkilowych 139a-e (metoda z preacyla-
cja aminoalkoholi, str. 115). Wydajnos¢ 0,15 g (45%). A. E.: C: 57,2%; H: 6,0%; N: 6,1%.
Cs3H33N3010P x 1,5 H,O zawiera C: 57,0%; H: 6,0%; N: 6,1%); Rs. 0,23 (faza C), 0,56 (faza
D); 'H NMR, 8y (CDCls): 1,71 (3H, s, CH3), 1,73 (2H, m, 2-H,), 2,98 (2H, m, CH,NH3"),
3,53 (2H, m, POCH,), 3,70 (6H, s, OCH3), 3,83 (2H, m, 4'-H), 4,31 (1H, m, 3'-H), 6,18 (1H,
m, 1'-H), 6,79 (4H,d J 7,2, 3, 3', 5, 5-H z grupy DMTr), 7,18 — 7,42 (9H, m, ArH z grupy
DMTr opréez 3, 3', 5, 5-H), 7,44 (1H, s, 6-H), 8,26 (1H, br s, N°H, wymiana z D,0).

Ogoélna procedura syntezy fosforanowych diestrow nukleozydowo — aminoalkilowych
176b, ¢, e. Synteze przeprowadzono wg opisanej procedury otrzymywania fosforodiestréw
nukleozydowo — aminoalkilowych 139b-e (metoda z wolnymi aminoalkoholami, str. 114).

Fosforan 3'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-5'-ylowo — 3-aminopropylowy 176b!
Et;NH*. Wydajno$¢ 78%. A. E.: C: 57,6%; H: 6,0%; N: 6,0%. C3;HyoN3O1oP x 1,5 H,0
zawiera C: 57,6%; H: 6,1%; N: 5,9%); R 0,13 (faza C), 0,34 (faza D); 'H NMR, 6y (CDCls):
1,78 (3H, s, CH3), 1,88 (2H, m, 2'-CH,), 1,98 (2H, m, POCH,CH>), 2,98 (2H, m, CH,NH;"),
3,54 (2H, m, POCH,), 3,73 (6H, s, OCH3), 3,78 (2H, m, 5'-H,), 3,85 (1H, m, 4'-H), 6,30 (1H,
m, 1-H), 6,79 (4H, d, J 8,2, 3, 3", 5, 5-H z grupy DMTr), 7,18 — 7,42 (9H, m, ArH z grupy
DMTr opréez 3, 3', 5, 5-H), 7,44 (1H, s, 6-H), 8,26 (1H, br s, N°H, wymiana z D,0).

Fosforan 3'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-5"-ylowo - 4-aminobutylowy
176¢1 EtsNH™. Wydajno$é 85%. A. E.: C: 58,3%; H: 6,2%; N: 5,7%. C3sHpN3010P x 1,5
H,O zawiera C: 58,2; H: 6,3%; N: 5,8%); Rr 0,18 (faza C), 0,30 (faza D); 'H NMR, dy
(CDCl3) 1,61 (2H, m, CH,CH,NH3"), 1,75 (2H, m, POCH,CH,), 1,80 (2H, m, 2"-H,), 1,81
(3H, s, CH3), 2,86 (2H, m, CH,NH;"), 3,51 (2H, m, POCH,), 3,74 (6H, s, OCH3), 3,78 (2H,
m, 5'-H,), 3,93 (1H, m, 4'-H), 4,32 (1H, m, 3'-H), 6,30 (1H, m, 1'-H), 6,80 (4H, d, J 8,2, 3, 3',
5, 5-H z grupy DMTr), 7,17 — 7,46 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3', 5, 5'-H), 7,48
(1H, s, 6-H), 8,21 (1H, br s, N°'H, wymiana z D,0).

Fosforan  3'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)tymidyn-5'-ylowo -  6-aminoheksylowy
176e[ 1 EtsNH™. Wydajno$é 51%. A. E.: C: 58,9%; H: 6,6%; N: 5,7%. C3;H4N3010P x 1,5
H,O zawiera C: 59,2%; H: 6,6%; N: 5,6%); Rs: 0,17 (faza C), 0,41 (faza D); 'H NMR, &y
(CDCl3) 1,36 (4H, m, POCH,CH,CH,CH,CH,CH,NH;"), 1,48 (2H, m, CH,CH,NH;"), 1,61
(2H, m, POCH,CH,), 1,75 (2H, m, 2'-H,), 1,82 (3H, s, CH3), 2,81 (2H, m, CH,NH3"), 3,52
(2H, m, POCH,), 3,65 (2H, m, 5'-H,), 3,78 (6H, s, OCHj3), 3,88 (1H, m, 4'-H), 4,31 (1H, m,
3'-H), 6,34 (1H, m, 1'-H), 6,80 (4H, d, J 8,1, 3, 3", 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,15 — 7,41 (9H, m,
ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3, 5, 5'-H), 7,53 (1H, s, 6-H).
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Synteza H-fosfonianu 2-cyjanoetylowego 180. Do roztworu 2-cyjanoetanolu (20
mmoli, 1,36 ml) w pirydynie (5 ml) dodano fosforyn difenylowy (10 mmoli, 2,1 ml). Po 10'
dodano 25% wodny roztwoér amoniaku (15 ml), wymieszano do uzyskania homogenicznosci i
pozostawiono na 10'. Mieszaning rozpuszczalnikéw odparowano pod zmniejszonym ci$nie-
niem, a reszt¢ wody usuni¢to przez odparowanie dodanego toluenu. Pozostalo$¢ roztarto z
Et;O (3 x 20 ml) dla usunigcia fenolu i nadmiaru alkoholu. Powstaty biaty krystaliczny osad
produktu 179 odfiltrowano, przemyto Et,O i wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem.
Wydajnoé¢ 82%. 'H NMR, 8y (D,0): 2,68 (2H, t, J 6,2, CH,CN), 3,90 (2H, dt, Juu 6.2, Jup
8,4, POCH,), 6,61 (1H, d, J 640,8, PH).

Ogélna procedura syntezy N-dimetoksytrytylowanych H-fosfonianéw aminoalkilo-
wych typu 182. Odpowiedni H-fosfonian aminoalkilowy 173 (5 mmoli) i DBU (10 mmoli,
1,50 ml) odparowano dwukrotnie z pirydyng i pozostalo$¢ rozpuszczono w tym samym roz-
puszczalniku. Nastepnie dodano DMTr-Cl (6 mmoli, 2,03 g) i mieszaning pozostawiono na
noc. Po standardowym przerobie z wodnym roztworem NaHCO; i chromatografii na zelu
krzemionkowym (0-10% metanolu w CH,CI,—Et;N 99 : 1 v/v), produkt 182 zostat wyizolo-
wany i zliofilizowany z zestalonego benzenu.

H-Fosfonian N-(4,4'-dimetoksytrytylo)-5-aminopentylowy 182d Et;NH'. Wydajno$é
81%. '"H NMR, &y (CDsCl): 1,25 (2H, m, CH,CH,CH,), 1,31 [9H, t, J 7,5, N(CH,CH3)3],
1,56 (2H, m, POCH,CH,), 1,75 (2H, m, NHCH,CH,), 2,38 (2H, m, NHCH,), 3,00 [6H, q, J
7,5, N(CH,CHs)3], 3,72 (2H, dt, J 8,1, POCH,), 6,55 (1H, d, J 626,1, HP), 6,83 (4H, d, J 9,0,
3,3.5,5-H z grupy DMTr), 7,16-7,40 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3, 5, 5'-H).

H-Fosfonian N-(4,4'-dimetoksytrytylo)-6-aminoheksylowy 182e[\Et;NH'. Wydajno$é
74%. '"H NMR, 8y (CDsCl): 1,23 (4H, m, CH,CH,CH,CH,CH,CH,), 1,30 [9H, t, J 7.5,
N(CH,CHj3)s], 1,54 (2H, m, POCH,CH,), 1,72 (2H, m, NHCH,CH,), 2,40 (2H, m, NHCH,),
3,04 [6H, q, J 7,5, N(CH,CH3)s], 3,71 (2H, dt, J 8,1, POCH»), 6,58 (1H, d, J 628,1, HP), 6,82
(4H,d, J 9,0, 3, 3", 5, 5'-H z grupy DMTr), 7,18-7,40 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3/,
5,5-H).

H-Fosfonian  N-(4,4'-dimetoksytrytylo)-2-(2-aminoetoksy)etylowy 182 \Et;NH.
Wydajnos¢ 89%. 'H NMR, 8y (CDsCl): 1,27 [9H, t, J 7,5, N(CH,CH5)3], 2,37 (2H, bs,
NHCH,), 2,99 [6H, q, J 7,5, N(CH,CHj3);3], 3,43 (2H, bs, POCH,CH,), 3,54 (2H, bs,
NHCH,CH,), 3,79 (2H, bs, POCH,), 6,61 (1H, d, J 625,1, HP), 6,75 (4H, d, J 9,0, 3, 3", 5, 5™-
H z grupy DMTr), 7,10-7,42 (9H, m, ArH z grupy DMTr oprécz 3, 3', 5, 5'-H).
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Protokot fosfonylacji oligonukleotydow typu I do 5'-H-fosfonianow oligonukleotydow

typu I1.
A. Metoda 7 uiyciem kwasu pirofosfonowego.

Lp. Funkcja Objetosc Czas
[ul] [min]

1. Przemycie CH;CN 8x100 1

2 Kondensacja: 0,2M H4P,05 w Py 4x100 120

3. Przemycie CH;CN* 8x100 1

4.  Utlenienie: 3% I, w Py—H,0 9:1° 2x100 10

5 Przemycie CH3CN 8x100 1

6. Suszenie

* Tylko dla oligomeru otrzymanego metodg H-fosfonianowa

B. Metoda 7 uzyciem fosforynu difenylowego.

Lp. Funkcja Objetosc Czas
[ul] [min]

1.  Przemycie CH;CN 8x100 1

2. Transestryfikacja: 0,5M (PhO),P(O)H w Py 100 5

3 Przemycie CH;CN 2x100 0,25

4.  Hydroliza: 10% H,O w Py 2x100 30

5.  Przemycie CH;CN* 8x100 1

6. Utlenienie: 3% I, w Py—-H,0 9:1° 2x100 10

7.  Przemycie CH;CN 8x100 1

8.  Suszenie

* Tylko dla oligomeru otrzymanego metoda H-fosfonianowg

Protokot funkcjonalizacji oligonukleotydow typu 1 do 5'-aminoalkilofosforanéw
oligonukleotydow typu VL.
A. Podejscie 7 kondensacjg wobec NEP-CL

Lp. Funkcja Objetosc Czas
(] [min]
1.  Przemycie CH3CN 8x100 1
2. Kondensacja: 0,2M H4P,05 w Py 4x100 120
3.  Przemycie CH3CN 8x100 1
4.  Kondensacja: 0,2M chlorowodorek aminoalkoholu w Py (40 2x120 4
ul), nastgpnie 0,3M NEP-C1 w Py (80ul)
5. Przemycie CH3CN 8x100 1
6. Utlenienie: 3% I, w Py—H,0 9:1 2x100 10
7. Przemycie CH;CN 8x100 1
8.  Suszenie

B. Podejscie z fosforynem difenylowym
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Lp. Funkcja Objetosc Czas
(] [min]
1.  Przemycie CH3CN 8x100 1
2. Transestryfikacja: 0,5M (PhO),P(O)H w Py 100 5
3.  Przemycie CH;CN 8x100 1
4.  Transestryfikacja: 0,2M chlorowodorek aminoalkoholu w Py 2x100 60
5. Przemycie CH3CN 8x100 1
6. Utlenienie: 3% I, w Py—H,0 9:1 2x100 10
7. Przemycie CH;CN 8x100 1
8.  Suszenie
C. Podejscie 7 kondensacjq oksydatywng (wersja z H-fosfonianem 2-cyjanoetylowym)
Lp. Funkcja Objetosc Czas
[ul] [min]
1.  Przemycie CH;CN 8x100 1
Kondensacja: 0,2M H-fosfonian 2-cyjanoetylowy w Py (40 ul), 2x120 10
nastepnie 0,3M Piv-CIl w Py (80ul)
3.  Przemycie CH;CN 8x100 1
4.  Utlenienie: 3% I,, 0,2M chlorowodorek aminoalkoholu, 0,5M 2x100 10
tetrazol w Py
5.  Przemycie CH;CN 8x100 1

6. Suszenie

D. Podejscie 7 kondensacjq oksydatywngq (wersja z fosforynem difenylowym)

Lp. Funkcja Objetosc Czas
(1] [min]
1.  Przemycie CH3;CN 8x100 1
2. Transestryfikacja: 0,5M (PhO),P(O)H w Py 100 5
3. Przemycie CH3CN 8x100 1
4. Transestryfikacja: 0,2M 2-cyjanoetanol w Py 2x100 60
5. Przemycie CH3CN 8x100 1
6. Utlenienie: 3% I, 0,2M chlorowodorek aminoalkoholu, 0,5M 2x100 10
tetrazol w Py
7.  Przemycie CH;CN 8x100 1

8.  Suszenie
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E. Podejscie z syntonem nienukleotydowym

Lp. Funkcja Objetosc Czas
(] [min]
1.  Przemycie CH;CN 8x100 1
2. Kondensacja: 0,2M H-fosfonian DMTr-aminoalkilowy w Py 2x120 1,5
(40 pl), nastgpnie 0,3M Piv-Cl w Py (80ul)
3.  Przemycie CH;CN 8x100 1
4. Przemycie chlorkiem etylenu 2x100 0,25
5. Odtrytylowanie: 3% DCA w chlorku etylenu 12x100 3
6. Przemycie chlorkiem etylenu 8x100 1
7.  Suszenie 3

Protokot przytgczania grup reporterowych do sfunkcjonalizowanych oligonukleoty-
dow typu VI na podtozu statym.

Lp. Funkcja Objetosc Czas
(] [min]
1.  Przemycie CH;CN 8x100 1
2. Przemycie 10% DBU w Py 2x100 5
3.  Przemycie CH;CN 8x100 1
4. Przylaczenie znacznika: 0,03M roztwér w Py (w reakcjach 2x100 30
uwalniajacych produkty kwasowe — w obecnosci 3% DBU)
5.  Przemycie CH;CN 8x100 1
6. Suszenie
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TABELA 13. PRZESUNIECIA CHEMICZNE I STALE SPRZEZEN 3P NMR PRODUKTOW

PRZEJSCIOWYCH I KONCOWYCH

Zwigzek Przesuniccie chemiczne® 8p [ppm] 'Jpr [Hz] *Jp [Hz]
120 -6,80° 652,6 -
121 2,89¢ 628,5 9,3
122 1,15¢ 736,1 -
123 4,90; 6,31° 724.,8; 723,9 8,3;9,3
125a 8,36; 8,47" 706,8 11,0;9,7
125b 8,26; 8,30 706,3 9,3;7,.4
125e 7,67;7,75" 701,9 9,7; 8,5
126a 0,228 - 8,6;7.,3
126b 0,728 - 9,5;8,3
126e -0,318 - 7,3;6,1
127 123,29¢ - 9,2
128a 138,02; 138,07" - ?
128b 134,04; 134,75 - ?
129a 26,20 - ?
129b 3,70; 3,73" - ?
129¢ 14,87; 14,98" - ?
130 8,18" - ?
132a 0,87¢ - 6,5
132b 0,418 - 54
132¢ -0,502 - 7,4
132d -0,47¢ - 55,74
132e -0,468 - 7,4
133 3,34 - 27,8
134a 8,47; 8,81" 719,2; 738,9 7.4
134b 8,20; 8,40" 710,0; 711,8 74,94
134c 7,88; 8,00" 704.,4; 706,3 9,3
134d 7,82; 7,96 702,6; 704,4 7.4
134e 7,77, 791" 704,4 9,3
135b -13,10; -13,25; -13.,45; -13,60" - ?
135¢ -13,09; -13,25; -13,34; -13,45" - ?
135d -13,07; -13,18; -13,31; -13,42" - ?
135e -13,09; -13,25; -13,34; -13,45" - ?
137a 134,40 - 8,7
137b 129,521 - 9,2
137¢ 132,10 - 9,3
137d 131,95' - 8,3
138c 138,85" - ?
138d 138,95' - 7,4
139a 16,78" - 8.6
139b -8,37" - ?
139¢ 2,16™ - 4,7, 17,6
139d 1,79' - 6.4; 5,6; 5,5; 6,6; 4,6; 6,6
140¢ 1,43" - ?
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Zwigzek Przesunigcie chemiczne® 8p [ppm] "Jpy [Hz] *Jpu [Hz]
140d 1,50" - 7,4
141a 1,71 - ?
141c 0,44/ - 7,4
141d 0,441 - 5,6
142a 8,56" 714,7 7,6
142b 7,97; 8,02" 703,5 8.4
142¢ 7,72" 701,7 55,74
142d 7,70;7,75™ 701,1 6,0; 7,7
143a 23,10™ 715,6 10,4
144a 6,12° 6284 9,7
145 8,81™ 694,3 9,2
147 0,15"P - 6,8
150 7,44;7,50" 704,5 8,3
151 8,11;9,47" 714,7;715,5 8.4
152 7,72;7,74" 718,4 2,8
154 10,16; 10,27' - 8,4
155 10,08; 10,20' - 8,3
156 10,41; 10,86" - ?
157 -1,90; -2,08' - 7,4
158 -1,62; -1,81" - ?
159 -1,17;-1,31" - ?
160 7,731 (6,89%) - 7.4
161 7,54™ 685,9 9,3
162 13,21; 13,34™ 638,6; 640,5 11,2
163 12,96™ 618,8 10,2
164a 8,44™ 692,4 9,3
164b 8,02™ 687,7 9,2
164c¢ 7,83" 687,7 9,2
164e 7,86™ 686,8 9,2
165a 9,.21™ 698.,9 8.8
165b 8,44™ 688,7 8.4
165¢ 8,10™ 686,8 8.3
165¢ 8,13™ 686.,9 8,3
168 7,94™ 693,4 9,3
171 2,57° 606,1 8.4
172a 8,29™ 698.,9 8.3
172b 8,37" 705,8 ?
172¢ 8,15' ? ?
172¢ 8,16' ? ?
173a 6,70°" 643,7 8,7
173b 6,46%" 637,8 8,0
173¢ 6,42" 634.,0 8.3
173d 6,43%" 633,2 8,0
173e 6,42" 633,2 8,6
173¢ 6,60%" 640,1 8,6
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Zwigzek Przesunigcie chemiczne® 8p [ppm] "Jpy [Hz] *Jpu [Hz]
174a 9,13; 10,04 707,1;706,3 8,4
174b 8,71;9,64" 688,7; 699,7 8,4
174c¢ 8,47;9,43" 699,8; 691,5 8,3
174e 8,47;9,44" 699,2; 698,9 8,3
176a 1,43" - ?
176b 1,25" - ?
176¢ -0,57" - ?
176e -0,40" - ?
177 4,58° 734,1 8.4
178 11,01° 556,15 ?
179 8,23™ 7184 8.8
180 3,60° 607,1 8,3
182¢ 2,80° 604,3 7,4
182f 3,44° 604,3 8,3

*Widma w pirydynie z rozprzezeniem heterojadrowym. Wzorzec zewnetrzny: 2% H;PO, w D,0. "Dublet
niesymetrycznych trypletéw. ‘Dublet dubletéw. ‘Dublet. “Dwa dublety trypletéw. 'Dwa czesciowo pokrywajace
si¢ dublety trypletéw. *Czesciowo pokrywajacy sie dublet trypletéw. "Nierozdzielony multiplet. ‘Tryplet. 'Kwar-
tet. “Sekstet. 'Multiplet. "Dublet kwintetéw. "Dublet kwartetéw. *Dublet trypletéw. "Widmo w metanolu. "Dublet
nierozdzielonych multipletéw. *Kwintet, widmo w chlorku metylenu. 'Stale sprzgzen nie wyznaczone ze wzgledu
na pokrywanie si¢ sygnatéw. "Widmo w wodzie.
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