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Summary of the doctoral dissertation:

Acyclic oligonucleotides analogues obtained via Click Chemistry

Copper(l)  Catalyzed  Alkyne-Azide  Cycloaddition  strongly  influenced on
DNA-based synthesis of novel oligonucleotides derivatives. Possibility of creating new kind
of chain linkage, 1,4-disubstituted 1,2,3-triazole replacement of native phosphodiester, devoid
of negative charge and nuclease resistant, appears to be extremely interesting. This allows to
design new class of nucleic acid analogues, similar in its DNA-mimicking properties to
PNA’s.

The aim of presented doctoral dissertation was to develop a synthesis pathway for azide and
alkine building blocks, which were used in synthesis of acyclic nucleosides analogues active
in CUAAC reaction. The project was based on acyclic nucleoside mimics structures in order to
simplify synthesis chain and take advantage of only necessary reactive sites. Good results
were achieved with synthesis of adenine acyclic analogue with alkine as well as with azide
moiety, and thymidine acyclic analogue with azide moiety. Then CuAAC reaction was carried
out, resulting in two acyclic dinucleotide analogues bearing triazole linkages. In order to
apply synthesised dinucleotide analogues in solid-phase phosphoramidite oligonucletide
automatic synthesis, both of them were functionalized with DMT protecting group and
phosphoramidite moiety. This provided dinucleotides analogues which were building blocks
suitable to place at the 5’ end of elongated oligodeoxynucleotide chain, as well in the middle
of synthesized DNA chain. Two series of 12-mer oligodeoxynucleotides containing both
types of acyclic dinucleotide modifications at the 5’-end or in the middle of the strand were
synthesized. Products were purified with HPLC or electrophoresis, and their influence on
DNA duplex stability was measured, by thermodynamic analysis. In the case of triazole
linkage between rigid ribose moieties, the length of the triazole linker and the six-bond
backbone periodicity has a crucial influence on duplex stability. DNA duplex thermodynamic
analysis allowed to measure the influence of an acyclic backbone with triazole linker on
stability of 12-mer oligodeoxynucleotides, depending on localization of modification in

synthesized DNA chains.

Selected substrates were also analyzed as potential anticancer agents (their IC50 parameter
was measured). All of structures were confirmed by *H NMR, **C NMR or MALDI TOF MS

analysis.
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I. Wstep

Zycie zapisane jest w genach. W niemal wszystkich Zywych organizmach magazynem
informacji genetycznej jest DNA — kwas 2’-deoksyrybonukleinowy. Uktad podwdjnej helisy
dwoéch polimerycznych komplementarnych nici, zbudowany jest z mniejszych elementoéw
zwanych nukleotydami. Kazdy nukleotyd sktada si¢ z heterocyklicznej zasady azotowe;j
(purynowej — adeniny lub guaniny, lub pirymidynowej — cytozyny lub tyminy), potaczone;j
z pierscieniem cukru (pentozy — 2’-deoksy-D-rybofuranozy) oraz reszty fosforanowej.
Wiadomo$¢ genetyczna zapisana jest w sekwencji nukleotydéw potaczonych ze soba
wigzaniem fosfodiestrowym. Ta cegietka budulcowa, jesli pozbawi si¢ ja reszty fosforanowej,
nazywana jest nukleozydem. Wigkszo$¢ nukleozydéw w dupleksie DNA przyjmuje
konformacje anti wigzania N-glikozydowego, jednoczes$nie charakteryzujac si¢ konfiguracjg
B anomerycznego atomu wegla. Wszystkie te czynniki wplywaja na wlasciwy uktad
sekwencji DNA, ktora jest interpretowana przez RNA sprawujace transkrypcyjng oraz
translacyjng role. Przy kazdym podziale komorkowym musi zostaé zreplikowany pelny
genom. Replikacja to niespotykanie doktadny proces, podczas ktérego sporadycznie zdarzaja
si¢ pomylki 1 zmiana sekwencji w tworzonej kopii DNA. Uszkodzenie DNA moze rowniez

by¢ spowodowane czynnikami zewn¢trznymi, takimi jak:

e substancje chemiczne (np. sktadniki dymu tytoniowego);
e promieniowanie jonizujace;

e Swiatlo ultrafioletowe.

Jesli mutacje nie zostang wykryte 1 naprawione przez organizm gospodarza, moga zostac
przekazane nastepnym pokoleniom, co ostatecznie prowadzi do zmian w funkcjonowaniu

biatek i migdzy innymi powstawania nowotworow.

DNA posiada zdolno§¢ naprawy wedtug kilku réznych mechanizméw, w zalezno$ci od
rodzaju wystepujacych uszkodzen. Niestety nie zawsze s3 one skuteczne i nienaprawiona
mutacja moze przetrwa¢ do nastepnego cyklu replikacyjnego. W zaleznosci od rodzaju
mutacji, moze ona zosta¢ wpisana na state w genom gospodarza. Moze mie¢ to negatywny
wplyw na procesy transkrypcji oraz translacji, powodujac powstawanie biatek nieaktywnych,
jak rowniez szkodliwych w procesach metabolicznych organizmu. Procesy replikacji DNA,

transkrypcji oraz translacji zachodzg zaréwno w komorkach zdrowych, jak i w komoérkach
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nowotworowych. Che¢ pokonania nowotworow, choroby cywilizacyjnej XXI wieku, stala si¢
silnikiem napgdowym dla chemii medycznej, poszukiwania nowych zwigzkéw chemicznych
bedacych aktywnymi lekami w terapii przeciwnowotworowej. Mate czasteczki maja zdolnos¢

wchodzenia w interakcje z uszkodzong nicig DNA na kilka sposobow:

e poprzez wigzanie w matej bruzdzie DNA;

e stabilizacje¢ dupleksu przez wniknigcie migdzy pare komplementarnych zasad;

e tworzenie wigzan kowalencyjnych z nukleofilowymi grupami funkcyjnymi DNA
przez silnie elektrofilowe czasteczki,

e rozrywanie struktury tancuchowego DNA.

Leki bedace przedstawicielami powyzszych grup, réznig si¢ od siebie strukturalnie oraz

mechanizmem dziatania [1].

Inng grupa lekéw, mniej agresywnych a jednocze$nie wysoce selektywnych i dobrze
przyswajanych, sa analogi nukleozyddéw. Zwiagzki tego typu moga by¢ tworzone na wiele
r6znych sposoboéw, w zaleznosci od rodzaju wprowadzanej modyfikacji, jak réwniez
w zalezno$ci od tego czy modyfikacji ulega cze$¢ cukrowa czy zasadowa nukleozydu. Po
roku 2001 zaczeto wykorzystywac technike¢ chemii ,,Click” do tworzenia nowych pochodnych
1 efektywnego powigkszania biblioteki zwigzkoéw farmakologicznie czynnych. Wigkszo$¢
powstajacych prac dotyczy modyfikacji czeSci zasadowej nukleozydow, rzadsze sa
doniesienia zwigzane z modyfikacja polianionowej struktury szkieletu oligonukleotydowego.
Do tej pory w Pracowni Spektrochemii Organicznej prowadzone byly gldwnie badania
dotyczace znakowania izotopowego oligonukleotydow. W podzniejszych pracach zespotu
przebadana zostala mozliwos¢ znakowania fluorescencyjnego, za pomoca Luminarozyny —
ktéra moze zosta¢ wprowadzona do oligonukleotydow, za pomoca automatycznej syntezy na
podtozu stalym. Przeprowadzono takze proby znalezienia takich soli N-(puryn-6-
ylo)pirydynowych, w ktérych pierScien rybozowy zostat zastgpiony acyklicznym
podstawnikiem, umozliwiajagcym dalszg modyfikacje i przytaczenie do struktur o znaczeniu

biologicznym.

W mojej pracy badawcze] postanowitem sprawdzi¢ wpltyw acyklicznych analogéw
nukleozydow, ktore w toku badan wprowadzitem do struktury dwunastomeru DNA, na
stabilnos¢ oligomeru. Chemia ,,Click” daje mozliwo$¢ zastosowania substytutu dla wigzania
fosfodiestrowego, w postaci elektrycznie obojetnego 1 stabilnego w  warunkach

fizjologicznych uktadu triazolowego. W prowadzonych na Swiecie badaniach, udato sie
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utworzy¢ stabilny dziesigciomer (polaczony takimi wigzaniami) zbudowany wylgcznie z reszt
tymidyny [2], jak rowniez wykazaé korzystny wplyw polaczenia migedzynukleotydowego
o tacznej dlugosci 6 wigzan [3]. Nie rozpatrywano natomiast wptywu uproszczenia czgsteczki
poprzez zamiang czesci rybozowej na acykliczny podstawnik. Podjatem préobg wprowadzenia
tacznika triazolowego do czasteczki dinukleotydu w oparciu o acykliczny podstawnik,
z jednoczesnym wydluzeniem potaczenia migdzynukleotydowego. Zsyntetyzowane analogi
dinukleotydow wykorzystalem w procesie zautomatyzowanej syntezy
oligodeoksynukleotydow na podtozu statym, otrzymujac 12-mery o takiej samej sekwenciji,
ale zmienionym potozeniu wprowadzonej modyfikacji. Badania termodynamiki dla
dupleksow DNA pozwolily oceni¢ jaki wptyw na trwato$¢ tancucha ma wprowadzona przeze

mnie modyfikacja.

Badania nad tg klasg analogoéw otwieraja mozliwos¢ prowadzenia dalszych prob i doboru
wilasciwych modyfikacji w celu zwigkszenia aktywnosci w terapii antysensownymi
oligonukleotydami. Terapia tego typu umozliwia zablokowanie wirusowego materiatu
genetycznego przed dostaniem si¢ do komoérek gospodarza oraz umozliwia jego catkowity
eliminacje. Z tego wzgledu jest to bardzo interesujacy i1 dajacy szerokie mozliwosci

terapeutyczne, kierunek badan biologiczno-chemicznych.
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1. Zalozenia i cel pracy

I1. Zalozenia i cel pracy

Celem, jaki postawilem w pierwszym etapie mojej pracy badawczej, byto opracowanie
syntezy acyklicznych blokéw budulcowych, posiadajagcych podstawnik alkinowy lub
azydkowy, aktywnych w reakcji typu ,,Click” z utworzeniem ukiadu triazolowego.
Zalozytem, ze wprowadzenie acyklicznej struktury imitujacej pierScien cukrowy w czasteczce
nukleozydu, bedzie duzym utatwieniem, eliminujagcym konieczno$¢ stosowania zlozonych
blokad. Synteza pochodnej alkinowej byta pigcioetapowa i wymagata rozpatrzenia strategii
stosowania roéznych grup ochronnych. Synteza pochodnej alkinowej zostala mozliwie,
maksymalnie uproszczona. Otrzymane bloki budulcowe poddalem proébom sprzegania

z zasadami purynowymi i pirymidynowymi w reakcji N-alkilowania.

Tos—0 B
(0] o]
OH
TBDPS—O TBDPS—O

2

|

HO
Cl
— -
(@] ¢}

zZ—

+

Kolejnym celem mojej pracy bylo przeprowadzenie reakcji cykloaddycji katalizowanej
jonami miedzi(I) pomigdzy alkinem i azydkiem (CuAAC), a nastgpnie taka modyfikacja
czasteczek uzyskanych dinukleotydow, zeby wykazywaly jak najwigksza aktywno$¢ podczas
syntezy oligodeoksynukleotydow metoda automatycznej syntezy DNA na podlozu stalym.
W czterech etapach uzyskatem analogi dinukleotydow potaczonych ukltadem triazolowym,

ktorych aktywnos$¢ 1 stabilno$¢ porownywatem w dalszej syntezie.
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Ostatnim celem moich badan syntetycznych bylo utworzenie tancuchéw 12-meréw DNA
zawierajacych modyfikowany analog acyklicznego dinukleotydu na koncu-5’, lub w $rodku
tancucha. Zgodnie z sugestiami literaturowymi, acykliczna modyfikacja o dlugos$ci potaczenia
wigkszej niz sze$¢ wigzan, powinna mie¢ destabilizujacy wptyw na trwato$¢ tancucha [3].
W ostatnim etapie mojej pracy, przeprowadzitem pomiary temperatur topnienia duplekséw
modyfikowanych acyklicznymi analogami w celu potwierdzenia postawionej tezy.
Obserwowatem wptyw potozenia modyfikowanego dinukleotydu na trwato§¢ dupleksow

DNA.
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1. Chemia "Click™

1. Czes¢ literaturowa

Od odkrycia przez profesorow Meldala i Sharplessa w 2001 roku, katalitycznego wptywu

jondéw miedzi (I) na reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, mingto juz prawie 15 lat.

Reakcja CUAAC (Copper(l)-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition) stata si¢ klasycznym

przyktadem reakcji typu "Click" (Rysunek 1).

Energia
A

Rys.1 Inne reakcje typu "Click" - (a) Reakcje addycji do wigzania podwdjnego, (b) nukleofilowe otwarcie

naprezonego pierscienia i (c) reakcje typu niealdolowego z karbonylem [4]

Najwigksza zaletg reakcji tego typu jest ich roznorodno$¢, szybko$¢ zajscia, prostota

prowadzenia reakcji i szeroki wachlarz zastosowan [5-8]. Ta wlasnie reakcja, pomigdzy

azydkiem i terminalnym alkinem, stata si¢ kluczem do produkcji nowych materiatow [9,10]

11
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oraz bibliotek zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej [6]. Reakcja CuAAC moze
by¢ stosowana w biotransformacji zywych komoérek ze wzgledu na mozliwosé
wielokierunkowych  modyfikacji warunkéw jej prowadzenia, wysoka wydajnosé¢
zachodzacego sprzegania azydku z alkinem i fizjologiczng bierno$¢ substratow reakeji [11].
Nie bez znaczenia jest rowniez kontrola regio- jak i stereospecyficznosci triazolowego

produktu [4]. Ponadto na korzys¢ stosowania metody CuAAC wplywaja nastgpujace cechy:

e Grupy alkinowe i1 azydkowe moga zosta¢ przylaczone do bioczasteczek bez istotnego
zaburzania ich biofizycznych wtasciwosci.

e Azydki 1 nieaktywne alkiny sg praktycznie catkowicie niereaktywne wzgledem grup
funkcyjnych naturalnie wystepujacych w kwasach nukleinowych czy biatkach, reaguja
tylko ze soba.

e Uklad jednostki triazolowej jest bardzo stabilny i nie wykazuje toksycznosci.

W przypadku reakcji pomiedzy azydkiem i terminalnym alkinem (Schemat 1) inicjowanej
termicznie, czas reakcji ulega znacznemu wydluzeniu i otrzymuje si¢ mieszaning
regioizomeréw 1,4- i 1,5-dipodstawionych 1,2,3-triazoli. Kataliza jonami miedzi(l) powoduje
zwigkszenie szybkosci reakcji 10° razy oraz regioselektywny jej przebieg do produktu

1,4-dipodstawionego 1,2,3-triazolu [8].

\

N Cu(l)

/ -

Schemat 1 Reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena inicjowana termicznie (a) oraz katalizowana
jonami miedzi(l) (b) [12]
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W  przypadku reakcji katalizowanej zwigzkami kompleksowymi rutenu(Il) reakcja
terminalnego alkinu z azydkiem réwniez przebiega regioselektywnie (Schemat 2). Produktem
reakcji RUAAC (Ruthenium Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition) jest 1,5-dipodstawiony
1,2,3-triazol, mozliwa jest réwniez reakcja cykloaddycji migdzy azydkiem i1 alkinem
wewnetrznym, ktora prowadzi do 1,4,5-tripodstawionych 1,2,3-triazoli. Reakcje tego typu

zachodzg szybko i z duza wydajnoscig [13-15].

RZ N RS N
3 ~ ~
1 . RN Ru(11) NNy NNy
R—=——R’ + \* - sl + 5 )Q<
A\ 1 2
N R A\, R N\

Schemat 2 Otrzymywanie 1,4,5-tripodstawionych 1,2,3-triazoli w obecno$ci kompleksow rutenu (IT)

13
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2. Zastosowanie Chemii "Click" w modyfikowaniu kwas6w nukleinowych

W toku poszukiwan nowych farmaceutykoéw i narzedzi biotechnologicznych, przeprowadza
si¢ liczne 1 wielokierunkowe modyfikacje kwaséw nukleinowych 1 ich oligomeréw. W
przypadku oligonukleotyddw modyfikacje moga stuzy¢ ostabieniu, niektorych klopotliwych
cech wynikajacych z ich budowy- na przyklad polianionowej struktury szkieletu oraz ich
podatno$ci do rozszczepiania przez nukleazy [16]. Wprowadzenie modyfikacji moze
spowodowa¢ pojawienie si¢ nowych zastosowan biologicznych czasteczki kwasu
nukleinowego. Zwiazki tej klasy znajduja zastosowania w diagnostyce molekularnej, migdzy
innymi do syntezy mikromacierzy DNA [17-19] , sond molekularnych [20,21],
antysensownych oligonukleotydow (ASO - antisense oligonucleotide) [22,23] i krotkich
fragmentow dwuniciowego RNA stuzacych wyciszeniu ekspresji genow (siRNA - short-
interfering RNA) [24-26]. Modyfikacje kwaséw nukleinowych s3a wcigz projektowane,
syntezowane 1 badane jako substancje aktywne w terapiach przeciwwirusowych
1 przeciwnowotworowych, jak 1 substancje regulujace ekspresj¢ genow. Przeciwwirusowe
analogi nukleozydow (ANA - antiviral nucleoside analogue) i antysensowne oligonukleotydy
s3 handlowo dostepne i stosowane do zwalczania chorob wirusowych oraz ekspres;ji
wadliwych gendéw w chorych komorkach [27,28]. Natomiast badania nad efektywnoscia
i mozliwoscig zastosowania siRNA w celach farmaceutycznych nadal trwaja [29-32]. Innymi
przyktadami zastosowania biologicznie aktywnych pochodnych kwaséw nukleinowych jest
otrzymywanie  syntetycznych  rybozyméw  [33], unikalnych  aptamerow  [34]
i oligonukleotydow formujacych potrojng ni¢ (TFO - triplex forming oligonucleotides) [35].

Kwasy nukleinowe moga by¢ modyfikowane na trzy gtowne sposoby, co wynika z ich
budowy. Mozliwe s3 modyfikacje czesSci cukrowej nukleotydu - czasteczki rybozy lub
deoksyrybozy, modyfikacje nukleotydowej zasady azotowej - adeniny, guaniny, cytozyny,
tyminy lub uracylu oraz modyfikacje fragmentu fosfodiestrowego bedacego
miedzynukleotydowym lgcznikiem. Znanych jest wiele metod wprowadzania modyfikacji

w kazdej z czeéci nukleotydu, coraz szerzej stosowana jest rowniez chemia "Click".

Sledzac literature z ostatnich lat, mozna wyciagnaé wniosek, ze wickszo$¢ modyfikacji typu
"Click" wprowadzanych jest we fragmencie zasady azotowej nukleozydu [36]. Najczesciej
przeprowadza si¢ znakowanie fluoroforowe lub izotopowe dla obrazowania molekularnego

[37-40], formuje potgczenia miedzy ni¢mi oligonukleotydow [41-43], wytwarza

14
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bio-potaczenia z czgsteczkami transportujgcymi  w terapiach z uzyciem kwasow
nukleinowych [44], a nawet syntetyzuje si¢ nowe analogi calej czgsci zasady azotowej
nukleotydu [45-48]. Natomiast mniejsza jest liczba prac dotyczacych zmian naturalnej
struktury szkieletu oligonukleotydowego, co wynika przede wszystkim z konieczno$ci
zastosowania zlozonej i wieloctapowej strategii syntezy [49]. Glownym problemem
w zastosowaniu analogow oligonukleotydow jako substancji terapeutycznych, jest ich
polianionowa struktura wynikajaca z obecnosci fosfodiestrowego tacznika [24,26,32]. Chemia
"Click" moze zaproponowaé¢ substytut dla uktadu fosfodiestrowego, uktad triazolowy jest
elektrycznie obojetny i stabilny w warunkach fizjologicznych. Wiekszo$¢ wprowadzanych
modyfikacji we wszystkich trzech kluczowych fragmentach kwaséw nukleinowych, ma za
zadanie zwigkszenie kompatybilnosci w warunkach biologicznych z jednoczesnym

zmniejszeniem toksycznosci tych zwigzkow.

2.1. Modyfikacje czesci zasady azotowej kwasu nukleinowego

Zasady azotowe sa najczes$ciej modyfikowanymi fragmentami kwaséw nukleinowych.
Wynika to z obecnosci w ich strukturze centrow aktywnych chemicznie, krotszych drog
wprowadzania modyfikacji oraz réznorodno$ci w funkcjonalno$ci otrzymywanych
pochodnych [39,50]. Analogi zawierajace zmodyfikowang czes¢ zasadowa mogg zostal
wlaczone w tancuch oligonukleotydu w postaci amidofosforynowego bloku budulcowego
z wykorzystaniem zautomatyzowanego procesu [51]. W ten sam spos6b mozna wiaczy¢
analogi zawierajace modyfikacje czgsci cukrowej lub szkieletu, do tancucha oligonukleotydu.
Przewaga w przypadku modyfikacji czgs$ci zasady azotowej, jest mozliwos¢ wilaczenia
analogu w $rodku tancucha oligonukleotydowego, a nie tylko na jego koncach [52]. Ponadto
modyfikowane zasady azotowe moga zostaé sterycznie wpasowane w duza i mata bruzde
w dupleksach DNA i RNA (Rysunek 2), bez zakldcania bezposrednich oddziatywan
Watsona-Cricka [50,53]. W niektorych przypadkach modyfikacja tego typu zwigksza
doktadnos¢ hybrydyzacji  krotkich modyfikowanych fragmentow DNA 1 RNA,
uniemozliwiajagc niewlasciwe sparowanie [38,47]. Mozliwe jest nawet kontrolowanie
aktywno$ci tak modyfikowanych analogéw oligonukleotydow w procesie wyciszania

wadliwych gendw, poprzez modyfikacje termodynamiki parowania ich zasad [54].
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Rys.2 Struktura dwuniciowego DNA (duza i mata bruzda) - http://chemistry.brookscole.com/mecmurry6e

Z wykorzystaniem chemii "Click" najczesciej modyfikuje sie pozycje 7-aza lub deaza i N°
adeniny lub guaniny, egzocykliczng grupe aminowa 2-N guaniny i egzocykliczng grupe
aminowg 6-N adeniny. W przypadku heterocykli pirymidynowych, najczg¢sciej modyfikowane
sa pozycje C5, egzocykliczna grupa aminowa 4-N cytozyny i pozycja N°. Modyfikacja
pozycji C5 w zasadach pirymidynowych i pozycji 7-deaza w zasadach purynowych pozwala
wykorzystaé przestrzen duzej bruzdy duplekséw RNA i1 DNA oraz nie wptywa niekorzystnie
na naturalne parowanie si¢ zasad. Ta strategia pozwala na przylaczanie duzych czasteczek
w celu badan strukturalnych, fluorescencyjnej wizualizacji badz transportu czasteczek
[40,55,56]. Poza modyfikacja naturalnie wystepujacych zasad azotowych, triazole
wykorzystano jako substytut tej wiasnie czes$ci czgsteczki nukleotydu (Rysunek 3) [57].
Wsérdéd analogow nukleozydow tej grupy, mozna wskazaé wykazujace dzialanie

przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe [58-60].
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Rys.3 Rybawiryna - lek przeciwwirusowy stosowany w zakazeniach wirusami RSV (Respiratory Syncytial
Virus) i HCV (Wirus Zapalenia Watroby typu C)

2.1.1. Antysensowne oligonukleotydy (ASO) i sSiRNA

Antysensowne oligonukleotydy to jednoniciowe fragmenty DNA (SSDNA - single-stranded
DNA), ktore odnajduja i hybrydyzuja komplementarnie ze specyficznymi transkryptami
macierzystego RNA (MRNA - messenger RNA) w komorkach. Ograniczajg w ten sposob
ekspresje niepozadanych struktur biatkowych [61-63]. Ponadto dupleks ASO:RNA moze
aktywowac¢ enzym rybonukleazg H (RNase H), ktora rozktada transkrypt RNA lub fizycznie
inhibuje jego wlasciwg translacj¢. Obecnie trwaja badania nad zwigkszeniem odpornosci ASO
na degradacj¢ enzymatyczng z jednoczesnym zwigkszeniem stabilnosci interakcji DNA:RNA
[64]. Nielsen wraz z zespotem zdecydowat si¢ na przytaczenie ugrupowan hydrofobowych
I aromatycznych w pozycji C5 zasad pirymidynowych, wykorzystujac uktad triazolowy [65].
Te i1 inne badania pokazaly, Zze wpasowanie grup hydrofobowych w przestrzen duzej bruzdy
DNA moze zwickszy¢ stabilno$¢ duplekséw, poprzez oddziatywania steryczne [66,67]. Samo
ugrupowanie triazolowe wptywa korzystnie na stabilno$¢ dupleksow, z powodow sterycznych
jak 1 z uwagi na mozliwo$¢ tworzenia wigzania wodorowego z atomem wodoru przy weglu

C5 niemodyfikowanej zasady pirymidynowej [65,68,69].

W badaniach potwierdzajacych te wtasciwosci otrzymano, wychodzac z C5-jodo cytydyny,
analog cytydyny 1, ktory przeksztatcono w amidofosforynowy blok budulcowy 2 (Schemat
3). Nastepnie zsyntezowano kilka sekwencji DNA zawierajacych analog cytydyny, jak

rowniez podobng strukture 5-(fenylotriazolo)urydyny. Po przeprowadzeniu testow stabilnosci
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roznych dupleksow zawierajacych pochodne 5-(fenylotriazolo)pirymidynowe, stwierdzono ze
pochodna urydyny lepiej oddzialywata z RNA lub dupleksem DNA, jako oligonukleotyd
tworzacy trojniciowe DNA (TFO - triplex-forming oligonucleotide) [68].

NH N NH
. NP NP
N \N N SN
‘ /J\ reakcja | /&
lo] CuAAC N o

N Sono;,ashlr\

HO
(0]
K N e

OH OH

< N
N/ lh HN N/ \ NH,
™ N
acetylowanie 4N N \N N S
automatyczna | /g
Kryt‘,louamc N o

synteza DNA

Sl
—_—_————
ﬁ)sﬁylaqa —l/ } deprotekcja —I/O\I

Per/ “oEteN H

Schemat 3 Synteza uktadu z modyfikacja w pozycji C5, zwigkszajaca stabilno$¢ dupleksu DNA

W podobnych badaniach otrzymano tancuchy DNA zawierajace zasady pirymidynowe
modyfikowane w pozycji C5 grupa triazolo-benzenosulfonoamidows, takie jak zwigzek 3 na
rysunku 4. Te modyfikowane struktury rowniez silnie hybrydyzowaty z RNA [67]. W obu
przypadkach zaobserwowano zwigkszong stabilno$¢ dupleksow wynikajaca z oddziatywan

sterycznych modyfikacji w pozycji C5.
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Rys.4 Struktura zwigzku 3 wykorzystywanego terapii antysensownej

SIRNA to dwuniciowe RNA o dtugosci okoto 21 par zasad, w ktorym jedna ni¢ jest aktywna
(przewodnia) i odpowiada za selektywne rozszczepianie transkryptow mRNA [25].
Powszechne sa proby modyfikowania struktur siRNA w celu zredukowania ich sktonnosci do
wigzania biatek nie bedacych czescig interferowanego szlaku RNA (RNAI) [70]. Biatka
wigzace si¢ z tym dwuniciowym RNA (dsRNA - double strand RNA) w sposob zalezny od
sekwencji tancucha, oddziatujg gtdéwnie poprzez matg bruzde struktury dwuniciowej [71,72].
Beal wraz z zespotem zaproponowal modyfikacje rejonu matej bruzdy dupleksu RNA za
pomoca analogu nukleotydu purynowego 4, ktory zostal wlaczony zaréwno do nici
przewodniej jaki 1 nici nieaktywnej w celu wplynigcia na zdolno$¢ wigzania RNA — biatko
(Rysunek 5). Okazato si¢, ze aktywno$¢ wyciszania niechcianych gendéw nie zostata
zmniejszona, ale rowniez przy modyfikacji nici nieaktywnej zredukowano wigzanie siRNA

z deaminazg adenozynowa (ADART1) uczestniczaca w metabolizmie puryn [73].
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Rys.5 Struktura zwigzku 4 wykorzystywanego w terapii antysensownej

2.1.2. Nanomaterialy bazujace na oligonukleotydach

W poszukiwaniu nowych materiatéw i tworzeniu bibliotek nanomaterialéw, chemicy moga
wykorzysta¢ mozliwosci jakie daje chemia CuAAC. Seela i jego grupa badawcza przebadali
niektore potencjalne zastosowania nanomaterialow opartych na DNA zawierajagcym
ugrupowanie triazolowe. Mozliwe jest ich zastosowanie jako substancji przenoszacych leki
[44] i do nanoznakowania powierzchni stalych. Zespdt Seeli sfunkcjonalizowat pozycije
7-deaza 2'-deoksyguanozyny alkilowymi tacznikami o rdéznej dlugosci zawierajgcymi

terminalne mono- lub diacetylenki (zwiazki 5 i 6 na rysunku 6).

OH OH (o]
§

Rys.6 Struktury analogéw 8-aza-7-deazaguanozyny z podstawnikiem alkinowym.
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Po przylaczeniu zwigzku 5 w postaci amidofosforynu do konca 5' lub w centralnym regionie
syntetyzowanego oligonukleotydu, doszlo do potaczenia typu "Click" z podlozem

krzemowym sfunkcjonalizowanym azydkiem (Schemat 4) [74].

(0]
N
~,
N// N—(CH,){;—Si—0

CuAAC
O °
o]
§
Schemat 4 Wykorzystanie pochodnych 7-deaza 2'-deoksyguanozyny w celu zwigzania DNA z podiozem

krzemowym.

Immobilizowane oligonukleotydy formowaty samoistnie wzory w zalezno$ci od polozenia
analogéw deoksyguanozyny. Znaczenie miaty sity wewnatrz- 1 migdzymolekularne takie jak
interakcje miedzy fragmentem fosfodiestrowym i zasada azotowa nukleotydu, interakcje
steryczne zasady i triazolu oraz hydrofobowo$¢ alkilowych potaczen [68,75]. Seela i jego
grupa badawcza kontynuowali funkcjonalizowanie zwigzku 6 przez reakcje podwdjnej
cykloaddycji typu "Click", wykorzystujac w tym celu rézne pochodne zawierajace grupe
azydkowg (AZT, PEG-N3, azydek benzylu) - co miato wptyw na zdolno$¢ transportu lekow
przez zmodyfikowany produkt 7.

2.1.3. Okreslanie struktury

Wiele roznych grup funkcyjnych znajduje zastosowanie w okreslaniu struktury i funkcji
zwigzkow opartych na DNA lub RNA. Helm ze swoja grupg badawczg przeprowadzit post-

syntetyczne znakowanie lancucha oligonukleotydu chromoforem (N3BC, 8) opartym na
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strukturze kumaryny (Schemat 5) [76]. Jest to podejScie nowatorskie w przeciwienstwie do
najszerze] stosowanej metody wiaczania odpowiednio sfunkcjonalizowanego analogu

nukleotydu do budowanego tancucha oligonukleotydu.

(o} (0] N3
N
O (@]
| NH Br ’ N
+ —_—
N3 (@] (e}
o OH O OH
: 5 P
=
R
O O N\)\
\
(@]
| N
HC—— fluoresceina /&
Q) N o
> e}
CuAAC R = fluoresceina
(e} OH

:

Schemat 5 Alkilowanie urydyny specyficznie w pozycji N° za pomoca N3BC

Chromofor N3BC =zostal otrzymany w piecioetapowym procesie, ktorego substratem
poczatkowym byt 3-aminofenol. Ogdlna wydajnos$¢ przeprowadzonych reakcji wyniosta 44%.
Okazalo sig, Ze otrzymany zwiazek reagowal specyficznie z pozycja N w urydynie (9)
zawartej w badanej sekwencji RNA. Wykazywat tez, analogicznie do kumaryny, pasmo
wzbudzenia o dlugosci fali 320 nm. Nastepnie tak zmodyfikowane RNA mozna poddaé
reakcji z fluoroforem sfunkcjonalizowanym grupg alkinowa, dzigki wolnej grupie azydkowe;j

w czasteczce N3BC [36].

Do badan zlozonych struktur i konformacji oligomeréw DNA i RNA w $rodowisku
biologicznym, stosuje si¢ spektroskopie¢ elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)

potaczonego z SDLS (site-directed spin labeling) [77]. W celu wykorzystania tej metody,
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grupa badawcza Seeli zastosowata chemi¢ "Click" do modyfikacji czasteczek DNA 1 RNA
zawierajacych sfunkcjonalizowane alkinem analogi purynowe 10 1 pirymidynowe 11.
Modyfikacja polegata na sprzgganiu z rodnikiem nitroksylowym 4-azydo-TEMPO (rodnik
tlenowy 4-azydo-2,2,6,6-tetrametylopiperydyn-1-oksyl) bedacym znacznikiem spinu
(Schemat 6) [55,78]. Byt to pierwszy przyklad tego typu modyfikacji stuzgcej analizie

struktury za pomoca EPR.
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Schemat 6 Postsyntetyczne znakowanie oligonukleotydu za pomocg 4-azydo-TEMPO oraz przyktadowe

struktury purynowego i pirymidynowego mimika

2.1.4. Znakowanie fluorescencyjne

Przylaczanie fluorescencyjnych znacznikow do zasad azotowych [38,40,56] lub wiaczanie
zasady nukleinowej w struktur¢ fluorofora jako jego integralnej czesci [39,52,79] jest
powszechng technikg znakowania oligonukleotydow. Od kiedy nauczyliSmy si¢ tworzy¢
zwigzki specyficznie hybrydyzujace z czasteczkg docelowa badanego biatka lub

oligonukleotydu, mozemy zbiera¢ dane wizualizujace na czym polega proces tej wilasnie
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hybrydyzacji, lub jaka jest zalezno$¢ aktywnosci badanego zwigzku od jego struktury [38,76].
Zastosowanie reakcji CuAAC znacznie upraszcza proces przylaczania fragmentu

fluorescencyjnego do badanych zwigzkow (Rysunek 7).

Ciekawym przyktadem fluorofora jest analog cytydyny 12, ktéry powstat w wyniku reakcji
CUAAC bloku budulcowego C5-etynylocytydyny z azydkiem, przy czym zaden z reagentow
nie jest faktycznym fluoroforem [39]. Innym przyktadem jest przytgczenie fluorofora -
Czerwieni Nilu, za pomocg uktadu triazolowego, w pozycji C5-urydyny (13). W tym
przypadku w pierwszej kolejnosci pochodna C5-jodopyrymidynowa zostala wprowadzona do
tancucha oligonukleotydu, a nastgpnie poprzez reakcj¢ z azydkiem sodu doprowadzono do
podstawienia atomu jodu. Umozliwito to przytaczenie barwnika w reakcji CuAAC [56]. Zeby
wykry¢ obecno$¢ polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP - single-nucleotide
polimorphism) za pomoca fluorescencji, Hrdlicka wraz z zespotem wykorzystali reakcje
CuAAC i przytaczyli piren poprzez uktad triazolowy w pozycji C5 urydyny. Tak otrzymany
zwigzek 14 wykazywat obecno$¢ polimorfizmu przez obnizenie wydajnosci kwantowe;j

fluorescencji w obecnosci zmienionej sekwencji [38].
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Rys.7 Struktury analogéw nukleozydow zawierajacych uklad triazolowy, o wtasciwosciach fluorescencyjnych
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Seela i jego grupa otrzymali alternatywng pochodng pirolo-deoksycytydyny 15,
modyfikowang przez uklad triazolowy 16. Tak syntezowany produkt wykazywat
dziesigciokrotnie wigcksza wydajnos¢ kwantowa fluorescencji [47]. Porownujac dziatanie tego
zwigzku z analogiem urydyny (14), modyfikowanym w pozycji C5 triazolo-pirenem
otrzymanym przez Hrdlicka, stwierdzono, ze zwigzek 16 ulega silnemu wygaszeniu
fluorescencji przy hybrydyzacji z prawidtowa sekwencja. Natomiast w obecno$ci zmienionej
sekwencji zwigksza si¢ wydajnos¢ kwantowa jego fluorescencji. Zwiazek 16 jest substytutem
deoksycytydyny w tancuchu oligonukleotydu, w zwiazku z czym wygaszenie fluorescencji
jest najwigksze przy parowaniu z deoksyguanozyng. Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji

stopniowo wzrasta w zaleznosci od parowanej zasady- dG<dT<dA<dC.

2.15. Poszukiwanie substancji przeciwwirusowych [

przeciwnowotworowych

Modyfikowane nukleozydy juz od wielu lat znane sg ze swoich wlasciwosci
przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych. Zwiazki takie jak AZT, 5-fluorouracyl czy
Ribaviryna sg komercyjnymi lekami stosowanymi na calym $wiecie (Rysunek 8).
Zastosowanie reakcji CuAAC umozliwia tworzenie bibliotek nowych modyfikacji
o potencjalnym dziataniu przeciwwirusowym i przeciwnowotworowym [80]. O mozliwosci
tworzenia wielu pochodnych nukleozydéw wykazujacych aktywno$¢ lecznicza, decyduja
wspomniane na wstepie bardzo korzystne wiasciwosci tacznika triazolowego i chemii "Click"

[4,6,7,11]:

e Azydki i alkiny selektywnie reaguja ze soba.

e Azydki 1 grupy alkinowe s3 nieaktywne wzgledem innych obiektow w Srodowisku
biologicznym.

e Produkt reakcji cyklizacji to stabilny i nietoksyczny w warunkach biologicznych

1,4-dipodstawiony uktad 1,2,3-triazolu.
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Rys.8 Struktura AZT (a) - leku przeciwwirusowego anty-HIV i 5-fluorouracylu (b) - leku

przeciwnowotworowego

Substancje bgdace aktywnymi anty-patogenami naleza do grupy acyklicznych fosfonianow
nukleozydow (ANP- acyclic nucleoside phosphonate). Wystepujacy naturalnie cukrowy
pierscien furanozy jest w nich zastgpiony przez tancuch alkilowy, laczacy fosfonian z pozycja
N zasady pirymidynowej lub pozycja N° zasady purynowej (Rysunek 9). Przedstawicielami
tej klasy sa zwiazki 17, wykazujacy aktywnos¢ przeciwko wirusowi HCV (Hepatitis C Virus -
Wirus Zapalenia Watroby typu C) [31] oraz 18, o potencjalnym dziataniu przeciwwirusowym
[81]. Przyktadem acyklicznego analogu N*-pirymidyny pozbawionego reszty fosfonianowej
jest zwigzek 19, zaprojektowany jako czynnik przeciwwirusowy, wykazujacy wiasciwosci

przeciwutleniacza.
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Rys.9 Struktury zwigzkéw o wlasciwosciach przeciwwirusowych
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Inng grupa modyfikowanych nukleozydéw o aktywnos$ci przeciwnowotworowej sa
fluorowane analogi, takie jak 5-fluorouracyl, 5-fluorodeoksyurydyna czy Gemcytabina.
Skuteczno$¢ tych lekow zainspirowala do badan polegajacych na otrzymywaniu bibliotek
zwigzkow fluorowanych zawierajacych uklad triazolowy i testowaniu ich aktywnos$ci
przeciwwirusowej (Rysunek 10) [58,82]. Modyfikujac pozycj¢ C5 ukladow
2'-deoksypirymidynowych [39,65] uzyskano pochodne zawierajace jednostke triazolu
podstawionego perfluorodecylem, takie jak zwigzek 20. Pochodne tego typu wykazuja
wilasciwo$¢ inhibicji wzrostu komorek rakowych [58]. Agrofoglio wraz z zespotem réwniez
opracowali biblioteke pochodnych modyfikowanych w pozycji C5. Jeden z uzyskanych
zwigzkéw (21) wykazuje aktywno$¢ przeciw wirusom DNA, ale réwniez jest aktywny

przeciwnowotworowo w stopniu porownywalnym z 5-fluorouracylem [59].
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Rys.10 Struktury lekéw przeciwnowotworowych - 5-fluorodeoksyurydyny (a) i Gemcytabiny (b) oraz

zwigzkow 20 i 21, rowniez aktywnych przeciwnowotworowo
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Mathew wspdlnie z innymi autorami opracowat synteze analogéw nukleozydéw purynowych
zawierajacych uktad triazolowy. Substratem reakcji byla pochodna 6-chloropuryny, ktora
wykorzystano w krzyzowym sprzeganiu Sonogashiry z acetylenem chronionym
trimetylosililem. W rezultacie uzyskano analog nukleozydu posiadajacy podstawnik alkinowy
w pozycji C6 zasady azotowej. Kolejnym etapem byto sprzeganie z azydkiem w reakcji typu
CuAAC co doprowadzito do otrzymania kilku pochodnych takich jak dimer homopurynowy
22 (Schemat 7). Zwiazki tego typu moga stuzy¢ jako agonisci lub antagonisci receptorow
adenozynowych, co wskazuje, ze mogg by¢ badane jako zwigzki wiodace w poszukiwaniu

substancji wykazujacych aktywno$¢ lecznicza [83].
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Schemat 7 Synteza dinukleozydu z tacznikiem triazolowym w cze$ci zasadowej

Kolejnym rodzajem modyfikacji jest substytucja czesci zasadowej nukleozydu, czyli
substytucja w pozycji 1'-furanozy. Istnieje kilka przyktadow aktywnych biologicznie
czgsteczek imitujacych naturalne nukleozydy, ale zawierajacych pigciocztonowy pierscien

uktadu triazolowego w pozycji 1'-furanozy [84]. Praktyczng metoda wprowadzania uktadu
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triazolowego okazata si¢ synteza z wykorzystaniem ultradzwigkdéw. Reakcje prowadzi si¢
w jednym naczyniu (reakcja typu "one-pot™) w obecnosci jonow zelaza (I1I) jako katalizatora,
uzycie ultradzwigkow skraca czas reakcji z godzin do minut, jednoczesnie powodujac
zwigkszenie wydajnosci catego procesu (Schemat 8). Produkt reakcji 23 skraca czas zycia
komorek K562 przewlektej biataczki szpikowej (CML - chronic myelogenous leukemia)

0 93% w poréwnaniu ze znanym inhibitorem AICAR skracajacym ten czas o 35%.

R
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Schemat 8 Synteza mimikoéw nukleozydow w ultradzwiekach oraz struktura AICAR
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2.2. Modyfikacje czesci cukrowej kwasu nukleinowego

Modyfikacje czesci cukrowej nukleozydow stuzg przede wszystkim poszukiwaniom nowych
lekéw przeciwwirusowych 1 przeciwnowotworowych. Zastosowania tego typu struktur sg
podobne jak w przypadku modyfikacji w cze$ci zasad azotowych lub modyfikacji szkieletu.
Ograniczeniem w przypadku tego typu zmian struktury jest niewielka ilo$¢ miejsc aktywnych
w czeSci cukrowej mogacych ulec modyfikacji [85,86]. Modyfikacje wprowadzane
w pozycjach C3' 1 C5' sg stosowane w przypadku czgsteczek monomeréw lub dimerow,
ewentualnie w przypadku terminalnego nukleotydu tancucha DNA Iub RNA [87-92].
Modyfikacja w pozycji C2' umozliwia wprowadzenie analogu nukleotydu w $rodek
syntetyzowanego tancucha oligonukleotydu [93-95]. Wykorzystanie reakcji CuAAC
umozliwia tworzenie bibliotek zwigzkéw z rdznorodnymi modyfikacjami, zawierajacych

tacznik triazolowy.

2.2.1. Modyfikacje czesci cukrowej w pozycji C3'

Bardzo popularng strategia przy wprowadzaniu modyfikacji w pozycji C3' furanozy jest
wykorzystywanie czgsteczki AZT jako substratu reakcji CUAAC [87]. Poniewaz AZT jest
komercyjnie dostepna, tego prekursora mozna uzy¢ w reakcji z ré6znymi pochodnymi
alkinowymi otrzymujac produkty o wielu odmiennych zastosowaniach. Errikson wraz
z zespotem otrzymal w ten sposob miedzy innymi zwigzek 24 (Rysunek 11), bedacy
inhibitorem kinazy tymidynowej 1 (TK1). Enzym ten odpowiedzialny jest za etap inicjujacy
replikacje DNA, ograniczajacy szybkos¢ calego procesu, w przypadku linii komoérek

rakowych ulega on nadmiernej ekspresji [96,97].
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Rys.11 Struktury zwigzkow 24 i 25

Van Celenbergh wraz z zespolem w podobny sposob otrzymat analogi nukleozydéw
z dodatkowym podstawnikiem 2-bromowinylowym w pozycji C5 zasady azotowej [88].
Przyktadem jest zwiazek 25 (Rysunek 11), bedacy selektywnym inhibitorem kinazy
tymidynowej 2 (TK2), nalezacej do grupy enzymow - kinaz deoksyrybonukleinowych (dNK).
Kinaza tymidynowa 2 odpowiedzialna jest za fosforylacj¢ deoksynukleotydéw (dNTP)
w procesie replikacji mitochondrialnego DNA [98]. Celem badan byto zrozumienie
mechanizmu wywotywania toksycznosci mitochondrialnego DNA przez nukleozydowe

terapie przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe.

2.2.2. Modyfikacje czesci cukrowej w pozycji C5'

Analogi nukleozydéw modyfikowane azydkiem lub alkinem w pozycji C5' rybozy moga
zosta¢ przytaczone na koncu 5' syntetycznego oligonukleotydu. Daje to mozliwo$¢ dalszej
modyfikacji z uzyciem reakcji CuAAC w celu polepszenia zdolnosci komplementarnej
hybrydyzacji fancucha, mozliwosci jego dostarczania czy potencjatu cytotoksycznego [91].
Wu wraz z zespolem przebadali seri¢ urydyn, tymidyn i cytydyn modyfikowanych triazolem
w pozycji C5', pod katem wilasciwosci przeciwnowotworowych [89]. Zwigzek 26 wykazal

znaczng aktywno$¢ cytotoksyczng przeciwko trzem z czterech przebadanych linii komorek
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rakowych, przewyzszajac szesciokrotnie aktywno$¢ 5'-fluorouracylu, bgdacego substancja

poréwnawcza w badaniu (Rysunek 12).
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Rys.12 Analog urydyny 26, modyfikowany w pozycji C5'

2.2.3. Modyfikacje czesci cukrowej w pozycji C2'

W przeciwienstwie do analogéw nukleozydéw modyfikowanych w pozycjach C3' 1 C5',
zwigzki modyfikowane w pozycji C2' moga by¢ wlaczone w dowolnej pozycji syntetycznego
oligonukleotydu. Jest to wynikiem tego, ze pozycja C2' nie uczestniczy w tworzeniu potaczen
fosforanowych migdzy nukleotydami, a zatem w wydluzaniu tafcucha. Fauster wspolnie
z innymi autorami opracowata analogi cytydyny i guanozyny modyfikowane w pozycji C2'
grupg azydkowsg [93]. Problemem utrudniajgcym ich uzycie jest nickompatybilno$¢ azydkow
w technice amidofosforynowej syntezy oligonukleotydow. W obecnosci atomu fosforu (I1I)
azydki sa podatne na redukcj¢ Staudingera, zachodzaca pod warunkiem ze grupa
amidofosforynowa i azydkowa wystepuja w tym samym monomerze [99]. Dlatego
w  wigkszosci przypadkdw modyfikacji oligonukleotydu za pomoca reakcji CuAAC,
wprowadza si¢ do tancucha nukleotydy zawierajace podstawnik alkinowy. Pomimo tych
ograniczen Fauster wykazala, ze analogi nukleotydéw modyfikowane w pozycji C2' grupa
azydkowa sg kompatybilne w procesie zautomatyzowanej syntezy oligonukleotydu. Diester
27 zostal wlaczony w okreslonej pozycji tworzonej nici oligonukleotydu technika triestrowa
PV, przy pomocy aktywatora 1-(mezytyleno-2-sulfoniano)-3-nitro-1,2,4-triazolu MSNT
(Schemat 9) [93, 100]. Kontynuowanie zautomatyzowanej syntezy 2z uzyciem

amidofosforynéw nie wplyngto negatywnie na wolna grupe azydkowa w zmodyfikowanym
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nukleotydzie. Otrzymany w zautomatyzowanym procesie azydowany siRNA moze zostac

oznaczony fluoroforem. Taka strategia Syntezy umozliwia uniwersalne znakowanie struktury

DNA i RNA.
Synteza RNA na DMTO o R Manualne sprzeganie z DMTO o R
podlozu stalym uzyciem MSNT
o N3 o N3
NEt, o‘—%:o o‘—%:o
i 1
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Schemat 9
oraz struktura MSNT

Wznowienie syntezy
zautomatyzowanej

znakowanie fluoroforem
CuAAC

Synteza RNA metodg amidofosforynowa w obecnosci wolnej grupy azydkowej w pozycji C2'
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2.3. Modyfikacje szkieletu kwasu nukleinowego

Wprowadzanie modyfikacji w szkielecie kwasu nukleinowego jest bardzo korzystne z punktu
widzenia zachowania lub zwickszenia aktywnosci siRNA lub antysensownych
oligonukleotydéw. Stosujac tego typu przeksztalcenia mozliwe jest wytworzenie
wielogateziowych oligonukleotydow 1 syntetycznych gendéw. Limitem dlugosci dla
syntetycznego oligonukleotydu jest w przyblizeniu sto zasad, przy wykorzystaniu
tradycyjnych technik syntezy DNA i RNA, takich jak synteza amidofosforynowa na podtozu
statym [101]. W celu pominigcia limitu dlugosci tancucha udato si¢ utworzy¢é nowa klase
oligonukleotydéw z modyfikowanym szkieletem, w ktorych 1,4-dipostawiony-1,2,3-triazol
stanowi internukleotydowe potaczenie [33,102]. Korzyscia plynaca z wykorzystania
oligonukleotydow potaczonych ukladem triazolowym, jest ich odporno$¢ na rozszczepienie
przez endo- i egzonukleazy, co zwigksza mozliwosci zastosowania tych zwigzkow

w $rodowisku fizjologicznym [5,11,26].

2.3.1. Modyfikacje szkieletu DNA

W zakresie modyfikacji szkieletu DNA przeprowadzono istotne modyfikacje struktury,
polegajace na zamianie naturalnie wystepujacego potaczenia fosfodiestrowego na uktad
triazolowy. Dondoni wspdlnie z innymi autorami uzyl analogéw nukleozydéw posiadajacych
podstawnik alkinowy 29 i 31 oraz analogéw nukleozydow z ugrupowaniem azydkowym 28
i 32, otrzymano dwa typy struktur DNA o triazolowym szkielecie 30 i 33 (Schemat 10).
Otrzymane produkty roznig si¢ iloscig atoméw w zmodyfikowanym szkielecie. Otrzymano
réwniez modelowg czasteczke trimeru sktadajacego si¢ z trzech nukleozydow tymidynowych

potaczonych ugrupowaniem triazolowym [103].
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Schemat 10 Synteza analogu DNA z nienaturalnym triazolowym szkieletem

Koncepcja takiej modyfikacji szkieletu DNA zostal rozwinigta przez Isobe i1 jego zespol.
Zaprojektowano i zsyntezowano nowy analog DNA potaczonego uktadem triazolowym
(""DNA - triazole-linked DNA) wykorzystujac reakcje CuAAC. Sposdb w jaki zostat
otrzymany ten analog oligonukleotydu jest wysoce selektywny i efektywny, co powinno
umozliwi¢ przeprowadzenie reakcji w wigkszej skali. Pochodna azydkowa 34 i alkinowa 35
przereagowaly dajac chronione oligomery, ktore w wyniku deprotekcji daly produkt 36
(Schemat 11). Otrzymany produkt moze okazaé si¢ przydatny, z perspektywy badania
struktury 1 aktywnos$ci biologicznej oligonukleotydow, z powodu sztywnego szkieletu

bogatego w elektrony m co daje mozliwos¢ koordynacji metalu [2].
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Schemat 11 Katalizowana promieniowaniem mikrofalowym synteza 10-meru analogu "-DNA

Otrzymany w ten sposob analog oligonukleotydu jest rozpuszczalny w wodzie do stezenia
7 pmoli na litr, przy czym rozpuszczalno$¢ zwigksza si¢ w obecno$ci acetonitrylu.
Temperatura topnienia dupleksu utworzonego przez produkt z nicig naturalnego
komplementarnego DNA wynosi 61°C. Jest to warto$¢ znacznie wyzsza od temperatury
topnienia dupleksu utworzonego przez dwie naturalne nici DNA (dA10.dT1p), ktéra wynosi
20°C. Autorzy sugeruja, ze korzystny wplyw na trwato$¢ otrzymanego dupleksu, ma
wystepujaca w szkielecie analogu 1 powtarzajaca si¢ odleglo$¢ szeSciu wigzan pomigdzy
tacznikami triazolowymi. Wigksza dlugo$¢ triazolowego fragmentu szkieletu, zdaje sig
destabilizowa¢ dwuniciowa strukture. Udalo si¢ réwniez przeprowadzi¢ zbiezng synteze
analogu oligonukleotydu o siedmiu i o$miu jednostkach [104]. W jednym naczyniu
przeprowadzono (one-pot synthesis) odblokowanie pochodnej alkinowej chronionej uktadem
sililowym 1 sprzeganie typu CuAAC dwoch oligomerow. Analogi nukleotydow tego typu
beda mogly konkurowa¢ z kwasem peptydonukleinowym (PNA) jesli zostanie opracowana
metoda syntezy ""DNA o mieszanej sekwencji, to znaczy oligomery beda zawiera¢ wszystkie

cztery zasady nukleinowe Watsona i Cricka w zadanej sekwencji.
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2.3.2. Modyfikacje szkieletu RNA

Podobnie jak w przypadku modyfikacji szkieletu DNA, badania nad RNA skupiajg si¢ na
zamianie naturalnie wystepujacego tacznika fosfodiestrowego na uktad triazolowy.
El-Sagheer i Brown przeprowadzili laczenie typu "Click" mniejszych polimerow rybo-
I deoksyrybonukleotydowych sfunkcjonalizowanych podstawnikami alkinowymi lub
azydkowymi. Reakcja CuAAC speniata tu role enzymu ligazy. W tych eksperymentach udato
si¢ otrzyma¢ serie katalitycznie aktywnych RNA Iub DNA:RNA zlozonych struktur
rybozyméw typu Hairpin i Hammerhead o dtugosci okoto 100 nukleotydow [33]. Hybryda 39
zostata utworzona w wyniku reakcji CuAAC pomigdzy terminalnymi alkinem i azydkiem,
umieszczonymi na koncach 3' lub 5' wolnych nici DNA lub RNA (Schemat 12). W wyniku
reakcji substratu 37 - 5'-azydourudyny z substratem 38 - 3'-propargilo-2'-deoksycytydyny,
otrzymano modyfikowane rybozymy typu Hairpin i Hammerhead wykazujace aktywno$¢
wzgledem czasteczek docelowych. Wiasciwosci te Swiadczg o potencjalnej kompatybilnosci
oligonukleotydow o zmodyfikowanym przez triazol szkielecie z naturalnymi kwasami

nukleinowymi i zwigzkami o aktywno$ci biologiczne;j.
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Schemat 12 Otrzymywanie hybryd DNA-RNA przy pomocy reakcji CUAAC
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2.3.3. Pozostale modyfikacje szkieletu kwasu nukleinowego

Grupa badawcza Winssingera dokonata substytucji 1gcznika amidowego w kwasie
peptydonukleinowym (PNA - struktura imitujgca oligonukleotyd, sktadajgca si¢
z powtarzajacych si¢ jednostek N-(2-aminoetylo)glicyny), przez lacznik triazolowy [105].
Oligomery PNA posiadajace terminalng grup¢ azydkowg zostaly otrzymane w standardowej
procedurze Fmoc [106], nastepnie przeprowadzono ich sprzeganic w reakcji CuAAC
z rébznymi monomerami alkinowymi. W gléwnym produkcie, dimerze 40, modyfikacja
w postaci lacznika triazolowego miata niewielki wplyw na zdolno§¢ hybrydyzacji
modyfikowanej nici PNA i dokladno$¢ sekwencji syntetyzowanej nici (Rysunek 13).
Te wyniki wskazuja, ze grupa triazolowa jest odpowiednim zamiennikiem tacznika

amidowego w PNA, co mozna wykorzysta¢ do sprzg¢gania struktur PNA w reakcji CUAAC.

Rys.13 Struktura PNA taczonego uktadem triazolowym 40

Krishna i Caruthers opracowali potaczenie internukleotydowe 1,2,3-triazolofosfonianowe
(TP), w ktorym ugrupowanie 1,2,3-triazolowe zwigzane jest przez heterocykliczny atom
wegla C4 z uktadem fosfonianowym [49]. Otrzymane potaczenia 1,2,3-triazolofosfoniano-
internukleotydowe 42 sa tworzone w procesie dwuetapowym. W pierwszym kroku
wprowadzono polaczenie internukleotydowe zawierajace ugrupowanie alkinowe 41,
wykorzystujac klasyczng metode amidofosforynowa. W drugim etapie wykorzystano reakcje

CuAAC z wybranymi azydkami tworzac uklad triazolowy, jeszcze przed odlgczeniem
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syntetyzowanego oligonukleotydu od podtoza statego (Schemat 13). W ten wiasnie sposob
udalo si¢ otrzymac¢ chimery oligonukleotydowe zbudowane z 16-23 merdw, zawierajace do
szeSciu modyfikacji 1,2,3-triazolofosfonianowych jak i innych modyfikacji [107]. Dalsze
badania pozwolity stwierdzi¢, ze tak modyfikowane uktady sg wysoce odporne na dziatanie
egzonukleaz. Pomiary temperatury topnienia uwidocznity niewielkg destabilizacje przy
hybrydyzacji tak modyfikowanego oligonukleotydu z komplementarnym RNA.
Fluorescencyjnie znakowany oligonukleotyd zbudowany z 16 zasad i dwoch polaczen typu
1,2,3-triazolofosfonianowego, zostal z sukcesem wychwycony przez komorki ssaka podczas
transfekcji. Ta metodologia wykorzystania chemii "Click" daje mozliwo$¢ prowadzenia wielu
istotnych modyfikacji szkieletu oligonukleotydu, bez ryzyka zmniejszenia zdolno$ci produktu

do hybrydyzacji z komplementarnym tancuchem DNA lub RNA.
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Schemat 13 Synteza acznika internukleotydowego 1,2,3-triazolofosfonianowego
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2.4. Biosprze¢zenia

Modyfikacje tego typu polegaja na generowaniu polgczen pomigdzy czasteczka
oligonukleotydu i wybranymi strukturami biologicznymi. Takie polgczenia zmieniajg
wiasciwosci wyjsciowego oligonukleotydu, przyktadowo mozliwe jest zwickszenie zdolnosci
transportu syntetycznych oligonukleotydow do okreslonych komorek czy tkanek, poprzez
przylaczenie do nich czasteczek biatek, lipidow czy cukrow. Z kolei fluorescencyjne
znakowanie syntetycznych oligonukleotydow umozliwia nam §ledzenie jakg funkcj¢ sprawuja
i jak si¢ zachowuja w uktadach biologicznych [108]. Wiele barwnikoéw jest wprowadzanych
post-syntetycznie do struktury DNA czy RNA, po czym przeprowadza si¢ deprotekcje [109].
We wszystkich tych celach zastosowanie chemii CuAAC okazalo si¢ bardzo praktyczne, ze
wzgledu na niezawodno$¢ sprzggania, wydajno$¢ procesu i stabilno$¢ substratow jak

i produktow w $rodowisku biologicznym.

Pomimo tylu mozliwych zastosowan chemii CuAAC w modyfikacji oligonukleotydow,
duzym utrudnieniem jest niemozliwos$¢ stosowania katalizy jonami miedzi (I) w organizmach
zywych z powodu ich toksycznos$ci. Jony miedzi mogg powodowac uszkodzenia DNA i RNA
co ostatecznie prowadzi do przerwania ich nici [110]. Z tego powodu prowadzone sg badania
nad niekatalizowang wersja reakcji. Dotychczasowe poszukiwania skupiaja si¢ wokot
zastosowania nietoksycznych pochodnych cyklooktynu, ktore moga ulega¢ reakcji SPAAC
(strain-promoted azide-alkyne cycloaddition) - katalityczny wptyw ma naprezenie struktury

cyklooktynu i niepotrzebna jest obecnos¢ jonow miedzi (I) [111,112].

Procesy funkcjonalizacji kwasow nukleinowych w celu poszukiwania nowych witasciwosci
biologicznych jaki i rozwdj nowych nanomaterialow dobrze rokuja na przysztos¢. Reakcja
typu katalizowanej jonami miedzi (I) cykloaddycji Huisgena [3+2] okazata si¢ bardzo
wydajnym narzedziem, w pordéwnaniu do klasycznych metod modyfikacji kwasow
nukleinowych. Selektywne sprzeganie azydkow z alkinami z utworzeniem 1,4-regioizomeru
w szerokim spektrum warunkow daje bardzo wiele mozliwo$¢ prowadzenia modyfikacji
DNA i1 RNA. Jesli dodamy do tego ilos¢ modyfikowalnych pozycji w strukturze kwasow
nukleinowych, otrzymujemy praktycznie nieskonczone mozliwosci kreacji nowych

biopolimerow, lekéw przeciwwirusowych i struktur wyciszajacych wadliwe geny.
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IV. Dyskusja wynikow

W mojej pracy badawczej, zamiast modyfikowa¢ ztozone uktady nukleozydowe, przyjatem
strategi¢ syntezy blokow budulcowych de novo z mozliwie prostych substratow. W pierwszej
kolejnosci przeprowadzilem reakcje otrzymywania blokéw posiadajacych grupe funkcyjna
azydkowg lub alkinowa, zeby nast¢pnie przeprowadzi¢ proby syntezy acyklicznych
analogow nukleozydow o réznych zasadach azotowych. W nastepnym etapie pracy
wprowadzilem grupy blokujace odpowiednie w procesie zautomatyzowanej syntezy
oligodeoksynukleotydow na podtozu statym. Przeprowadzilem reakcje typu ,,Click”
otrzymujac uktady dinukleotydowe, ktore wiaczytem do tancucha 12-meru DNA podczas
syntezy automatycznej. W ostatnim etapie przeprowadzitlem oczyszczanie nici oligomerow na
HPLC i wykonalem testy stabilno$ci 1 trwatosci duplekséw DNA posiadajacych

modyfikowane nici.

1. Synteza alkinowego bloku budulcowego

W pierwszej kolejnosci przeprowadzitem proby syntezy bloku budulcowego posiadajacego
alkinowa grupe funkcyjng. Udalo mi si¢ otrzymacé spodziewany produkt z zadowalajaca

wydajnoscig w pigcioetapowym szeregu reakcji.

1.1. Synteza 2-fenylo-1,3-dioksan-5-olu (44)

Czasteczke gliceryny poddalem reakcji blokowania za pomocg aldehydu benzoesowego
w obecnosci kwasowego katalizatora (Schemat 14). Reakcje¢ prowadzilem w toluenie

z uzyciem nasadki azeotropowe;.
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Schemat 14

Proces przebiegat tak dtugo, az z mieszaniny reakcyjnej przestata wydziela¢ si¢ woda, ktora
odprowadzatem z uktadu reakcyjnego dzigeki nasadce Deana-Starka. Mieszaning reakcyjng
zobojetnilem za pomoca roztworu wodorotlenku potasu, a po ekstrakcji uzyskatem
mieszaning dwoch produktow w fazie organicznej. W przypadku blokowania 1,2,3-trioli
zastosowanie grupy ochronnej izopropylidenowej prowadzi do pochodnej 1,2-dipodstawionej.
Natomiast uzycie grupy ochronnej benzylidenowej prowadzi réwniez do otrzymania
1,3-acetalu. Zgodnie z literaturg [113,114] konkurencyjnym produktem jest zwigzek 43
a produktem, ktory mnie interesowal, byt powstajacy z mniejsza wydajnoscia zwigzek 44.
Zwiazek 44 krystalizowal z mieszaniny toluen-heksan (w stosunku objetosciowym 5:3) po
mocnym ochlodzeniu w zamrazarce. Osad po odsaczeniu 1 przemyciu heksanem

przechowywatem w lodowce.

Zwigzek znany jest w literaturze i zostal przebadany spektroskopowo [113]. Wykonana
przeze mnie analiza "H NMR potwierdzita zgodno$é¢ z opisem literaturowym, potwierdzajac

wlasciwa identyfikacje produktu.

1.2. Synteza 2-fenylo-5-(prop-2-ynyl-1-oksy)-1,3-dioksanu (46)

Produkt wcze$niejszej reakcji (44) poddatem reakcji z bromkiem propargilu, wykorzystujac
metode alkilowania soli sodowej, powstajacej w wyniku reakcji z wodorkiem sodu.
W pierwszym etapie reakcji do ochtodzonego roztworu substratu (44) w DMF, dodawatem
ostroznie wodorek sodu. W drugiej cze$ci dodatem bromku propargilu (45) do mieszaniny
reakcyjnej i kontynuowatem synteze w temperaturze pokojowej przez prawie dobe (Schemat

15).
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Mieszaning poreakcyjng rozdzielatem chromatograficznie, uzyskujac produkt 46, ktory

zidentyfikowalem za pomoca metod spektroskopowych *H NMR oraz *C NMR.

W widmie protonowym widoczny jest multiplet przy 2,43 ppm pochodzacy od terminalnego
atomu wodoru grupy alkinowej. Drugim potwierdzeniem wprowadzenia grupy propargilowej
jest widoczny dublet dubletow przy 4,09 ppm. Obecnos¢ blokady benzylidenowe;j
potwierdzaja multiplety przy 7,35 ppm i 7,50 ppm, pochodzace od grupy fenylowe;.

1.3. Synteza 2-(prop-2-yn-1-oksy)-propan-1,3-diolu (49)

W kolejnym etapie syntezy zwigzek 46 poddatem reakcji zdjecia blokady benzylidenowe;.
Tego typu acetale rozszczepiane s3 w procesie hydrolizy kwasowej. Reakcje prowadzitem
w roztworze kwasu mrowkowego, tak dlugo az na ptytce TLC substrat reakcji nie byt juz
widoczny. W mieszaninie poreakcyjnej, oprocz produktu odblokowanego, obecne byly
dodatkowe zwiazki. Zatozylem, ze sg to produkty reakcji mono-(47) i diestryfikacji (48)

pozadanego zwigzku z kwasem mrowkowym (Schemat 16).
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Schemat 16

W drugiej czesci procesu odblokowania przeprowadzitem, w zwigzku z tym, hydrolize
powstatych estrow umieszczajac mieszaning produktow w stgzonym roztworze amoniaku
(Schemat 17). Po 12 godzinach na ptytce TLC nie bylo juz widocznych $ladow
zestryfikowanych zwigzkéw, jedynym produktem byta odblokowana czasteczka posiadajaca

alkinowy podstawnik (49).
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Schemat 17

Strukture zwiazku potwierdzitem wykonujac analize *H NMR. W widmie protonowym nadal
obecne sg sygnaty pochodzace od grupy propargilowej (2,93 ppm 1 4,11 ppm), natomiast nie
mozna zaobserwowa¢ pikow od blokady benzylidenowej. Odblokowanym grupom

hydroksylowym przypisatem tryplet przy 1,34 ppm.

1.4. Synteza 3-dimetoksytrytylo-2-(prop-2-yn-1-oksy)-propan-1-olu (50)

Duzym problemem na tym etapie syntezy byla konieczno$¢ zablokowania jednej z dwdch
rownowaznych pierwszorzgdowych grup hydroksylowych w czasteczce substratu (49).
Postanowilem zastosowac grupe ochronng o duzej objetosci przestrzennej, zeby wykorzystac
mniejszg tendencje zwigzku do wulegania dipodstawieniu ze wzgledow sterycznych.

Pierwszym pomystem bylo uzycie blokady dimetoksytrytylowej, ktorej wprowadzenie byto
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celowe ze wzgledu na dalszg synteze 1 ostateczne zastosowanie tak zmodyfikowanego bloku
budulcowego w syntezie oligodeoksynukleotydu. Probne syntezy prowadzilem
w zmniejszonej skali by ograniczy¢ zuzycie odczynnika blokujacego (Schemat 18). Nie
udato mi si¢ otrzymac¢ wytacznie monopodstawionego produktu (50), konkurencyjnie powstat
réowniez produkt dipodstawiony (51). Nieprzereagowany substrat jest na tyle polarnym
zwigzkiem, ze odzyskanie go po zakonczonej reakcji, wymagalo ekstrakcji z fazy wodnej
specjalnie przygotowang fazg organiczng — chloroform/izopropanol w stosunku
objetosciowym 3:1. Znaczna ilo§¢ odczynnika — chlorku dimetoksytrytylu, byta uzywana na
stworzenie niepozadanego zwigzku dipodstawionego. Nie potwierdzito si¢ zalozenie,

ze zawada przestrzenna wyhamuje reakcj¢ dipodstawienia.
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Schemat 18

Poniewaz reakcje probne wykazaly powstawanie pozadanego produktu z niewysoka

wydajnos$cia, postanowitem wykorzysta¢ inng grupe ochronna.

Struktury produktéw okreslitem analizujac widma 'H NMR. Dla interesujacego mnie
produktu monopodstawionego (50) uzyskatem potwierdzenie wprowadzenia grupy ochronne;j
dimetoksytrytylowej, w postaci rozlegtego multipletu w zakresie 7,47-6,76 ppm. Obecnym
w tej blokadzie grupom metoksylowym przypisatem singlet przy 3,79 ppm. Obecnos¢
ugrupowania propargilowego potwierdza tryplet przy 2,43 ppm, pochodzacy od terminalnego

atomu wodoru, oraz dwa dublety dubletow przy 4,24 ppm i 4,34 ppm.
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Mase molowg zwigzku potwierdzilem w oparciu o widmo ESI MS, w ktérym obecne sa
sygnaly jonu molekularnego odpowiadajace masie zwigzku 50 0 m/z 455 (M+Na)" i 471

(M+K)" w zakresie jonow dodatnich.

1.5. Synteza 2-(prop-2-yn-1-oksy)-3-(tert-butylodifenylosililo)-propan-1-olu
(52)

Z powodu niskiej wydajnosci reakcji monopodstawienia grupa dimetoksytrytylowa w pozycji
pierwszorzgdowej grupy hydroksylowej, postanowilem przetestowaé inng przestrzennie
obszerng grupg¢ blokujaca. W drugiej probie selektywnej ochrony grupy hydroksylowej

zastosowatem uktad tert-butylodifenylosililowy (Schemat 19).
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Schemat 19

W pierwszym etapie aktywowatem czasteczke substratu, przez utworzenie soli sodowe;,
powstajacej w wyniku reakcji z wodorkiem sodu (w stosunku molowym substratow 1:1,
w temperaturze 0°C). Nastepnie wprowadzatem do uktadu chlorek tert-butylodifenylosililowy
i kontynuowatem reakcj¢ przez okoto dwie godziny — do osiggnigcia przez uktad temperatury
pokojowej. Ta reakcja rowniez przebiega z utworzeniem dwoch konkurencyjnych produktow,
ale w tym przypadku wydajnos¢ produktu monopodstawienia (52) jest wyzsza niz
w przypadku reakcji trytylowania. Diuzszy czas prowadzenia reakcji powodowal powstanie
produktu dipodstawionego (53) w wigkszej ilosci, co bylo widoczne podczas kontroli
przebiegu reakcji  za  pomoca chromatografii  cienkowarstwowej.  Wymagato

to zoptymalizowania warunkow reakcji i ustalenia najkorzystniejszego momentu zakonczenia
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syntezy. Optymalny byl czas prowadzenia reakcji, wynoszacy dwie godziny. Stosunek ilosci
powstatego monopodstawionego produktu do konkurencyjnego zwiazku dipodstawionego
oraz nieprzereagowanego substratu, byt wtedy najbardziej korzystny. Z wydajnoscia reakcji

wzgledem produktu monopodstawionego wynoszacg 53%.

Interesujacy mmnie produkt monopodstawiony (52) oddzielitem podczas chromatografii
kolumnowej 1 zidentyfikowalem go za pomoca metod spektroskopowych 'H NMR oraz
C NMR.

W widmie protonowym uzyskalem potwierdzenie wprowadzenia grupy ochronnej TBDPS do
czasteczki substratu. W szerokim zakresie od 7,72-7,63 ppm oraz 7,49-7,34 ppm widoczne s3
multiplety od pier§cieni fenylowych blokady TBDPS. Ponadto przy 1,06 ppm widoczny jest
bardzo intensywny singlet pochodzacy od grupy tert-butylowej. Do trypletu przy 2,41 ppm

przypisatem terminalny atom wodoru grupy propargilowe;.

Mase molowa zwiazku potwierdzilem w oparciu o widmo ESI MS, w ktérym obecne s3
sygnaly jonu molekularnego odpowiadajace masie zwiazku 52 0 m/z 391 (M+Na)" i 407

(M+K)" w zakresie jonéw dodatnich.

1.6. Synteza 2-(prop-2-yn-1-oksy)-3-(tert-butylodifenylosililo)-1-tosylo-
propanu (54)

Ostatnim krokiem syntezy alkinowego bloku budulcowego byto zaktywowanie wolnej grupy
hydroksylowej substratu (52) do reakcji sprzggania z zasadami azotowymi. Dokonatem tego
przez wprowadzenie w tej pozycji p-toluenosulfonowej grupy ochronnej - grupy dobrze
odchodzacej (Schemat 20). Jako katalizatora reakcji uzylem 4-dimetyloaminopirydyny

1 prowadzitem reakcj¢ tosylowania w temperaturze 0°C.
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Schemat 20

Po zakonczonej reakcji przeprowadzilem ekstrakcje z uzyciem nasyconego roztworu
kwasnego weglanu sodu, zeby zobojetni¢ czasteczki kwasu powstajacego w czasie reakcji.
W celu oczyszczenia produktu reakcji (54) zastosowatem chromatografie kolumnowa
z uzyciem mieszaniny dichlorometanu z heksanem — jako niepolarnej fazy wymywajacej. Po
oddzieleniu produktu reakcji, przeprowadzitem analize spektralng czystego zwigzku

za pomoca "H NMR i *C NMR.

Analiza protonowego widma produktu wykazata wprowadzenie do czasteczki substratu grupy
ochronnej tosylowej. Przy 2,42 ppm obecny jest singlet pochodzacy od grupy CH3 z blokady
tosylowej. Bardzo szeroki multiplet w przedziale 7,82-7,26 ppm pochodzi od 14 atomow
wodoru pier§cieni aromatycznych grupy ochronnej TBDPS jak i1 tosylowej. Obecnos¢
ugrupowania tert-butylowego potwierdza bardzo intensywny singlet dla 9 atomow wodoru
przy 0,99 ppm. Natomiast tryplet przy 2,32 ppm dowodzi obecnosci ugrupowania alkinowego

W czasteczce.

Mase molowa zwigzku potwierdzilem w oparciu o widmo ESI MS, w ktorym obecne s3
sygnaty jonu molekularnego odpowiadajace masie zwigzku 54 0 m/z 545 (M+Na)" i 561

(M+K)" w zakresie jonow dodatnich.

48



1V. Dyskusja wynikow

2. Synteza azydowego bloku budulcowego

Drugim etapem mojej pracy bylo otrzymanie bloku budulcowego posiadajacego azydkows
grupe funkcyjng. Istotne dla mnie byto mozliwie najwigksze uproszczenie procedury, co

udato si¢ osiagnac¢ przez azydowanie epichlorohydryny jako substratu wyj$ciowego.

2.1. Synteza 2-(azydometylo)oksiranu (55)

Synteza tego bloku budulcowego byta jednoetapowym procesem, ktorego monopodstawiony
produkt wymagal dobrego oczyszczenia. Do roztworu epichlorohydryny wkraplatem roztwoér
azydku sodu w matych porcjach i w dos¢ dlugim czasie (2-3 godziny). W ten sposob staratem
si¢ wymusi¢ powstawanie pochodnej monopodstawionej, mozliwie ograniczajac efekt

dipodstawienia (Schemat 21).
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Schemat 21

Mieszaning produktow oczyszczalem na kolumnie chromatograficznej, co umozliwiato
oddzielenie produktu mono-(55) i dipodstawionego (56). Bardziej polarny produkt 56
widoczny byl na ptytce TLC troche nizej niz interesujagcy mnie zwigzek 55. Nastgpnie faze
zawierajacg produkt monopodstawiony destylowatem pod zmniejszonym ci$nieniem, zeby
oddzieli¢ produkt od nieprzereagowanej epichlorohydryny, ktoérej nie dawato si¢ oddzieli¢
chromatograficznie. Pod ci$nieniem atmosferycznym temperatura wrzenia epichlorohydryny
wynosi 115-116°C, natomiast wyznaczona na podstawie bazy danych temperatura wrzenia
zwigzku 55 w tych samych warunkach, wynosi 128-129°C. Podczas destylacji pod

zmniejszonym ci$nieniem (1,5 mm Hg) zbieralem epichlorohydryng w zakresie temperatur
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28-30°C. W temperaturze wynoszacej okoto 40-45°C zbieralem produkt 55, ktorego czystos¢
sprawdzalem za pomocg techniki GC-MS. Najczystsza z zebranych frakcji zawierata 93%
produktu monopodstawionego (55) i niewielkie zanieczyszczenie nieprzereagowang

epichlorohydryna.

Zwigzek (55) znany jest w literaturze i zostal przebadany spektroskopowo [115]. Wykonana
przeze mnie analiza 'H NMR potwierdzita zgodno$é¢ z opisem literaturowym, potwierdzajac

wiasciwg identyfikacje produktu.
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3. Wykorzystanie otrzymanych blokéw budulcowych w syntezie

acyklicznych analogéow nukleozydow.

Otrzymane we wczesniejszych procedurach bloki budulcowe- alkinowy (54) oraz azydkowy
(55), wykorzystalem w syntezie acyklicznych analogow nukleozyddéw. Podjalem proby
sprzegania blokéw budulcowych z r6znymi zasadami azotowymi, zaréwno purynowymi
1 pirymidynowymi. Niezaleznie od metody prowadzenia dalszej syntezy, najstabsze wyniki
uzyskatem dla prob sprzegania z blokowang guaning (57). W wyniku reakcji nie doszto do
utworzenia produktu, a jedynie do odblokowania grup ochronnych znajdujacych sie

W czgsteczce 2-izobutyrylo-6-O-difenylokarbamoiloguaniny (Schemat 22).
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W przypadku bloku budulcowego alkinowego najlepsze wyniki osiggnalem przy sprz¢ganiu
z adening. Proby sprzegania z zasadami pirymidynowymi nie daty zadawalajacych wynikow.
Reakcja z benzoilowang cytozyng zachodzita lepiej niz sprzgganie z tyming, ale wydajnos¢
obu reakcji byla na tyle niska, ze dalsze reakcje z udzialem tych pochodnych nie dawatly

pozadanych rezultatdéw, mimo prob reakcji w roznych warunkach.
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W przypadku bloku budulcowego posiadajacego podstawnik azydkowy, najlepsze wyniki
osiggnatem dla reakcji sprzegania z adening i tyming. Reakcja z benzoilowang cytozyna

zachodzita z niska wydajnoscia.

3.1. Synteza acyklicznych analogow nukleozydow w reaktorze

mikrofalowym.

Na tym etapie pracy podjalem proby syntezy acyklicznych analogéw nukleozydow
z wykorzystaniem reaktora mikrofalowego. Technika syntezy organicznej z wykorzystaniem
promieniowania mikrofalowego, jest juz dobrze znana i stosowana na szeroka skale. Jej zaleta
jest zdalne przekazywanie energii na sposob promieniowania mikrofalowego, co umozliwia
bezposrednie ogrzanie reagentdw w mieszaninie, bez konieczno$ci ogrzewania naczynia,
w ktoérym si¢ znajduja. Jesli piec mikrofalowy jest odpowiednio skonstruowany i mozliwa jest
w nim praca pod wysokim cis$nieniem, to mozna gwaltownie podnies¢ temperature
mieszaniny nawet powyzej temperatury wrzenia rozpuszczalnika, co daje jeszcze lepszy efekt
katalityczny. Wzrost temperatury powinien by¢ jednolity w calej objetosci badanej probki, co

prowadzi do mniejszej ilo$ci produktow ubocznych i zmniejsza szanse na rozktad zwigzkow,

W moim projekcie badawczym wykorzystatem reaktor mikrofalowy — MARS 6 firmy CEM
Corporation. Wszystkie testy prowadzitem przy cisnieniu atmosferycznym. W reakcjach
sprzggania blokow budulcowych z zasadami, stosowatem jako rozpuszczalnik DMF, dlatego
temperature procesu ustalitem nieznacznie ponizej temperatury wrzenia rozpuszczalnika- na
140°C . W ustawieniach metody zdecydowatem si¢ na mozliwie krotki czas intensywnego
narostu temperatury (Ramp time), wynoszacy 1 minutg. W pierwszych probach czas reakcji
byt stosunkowo niedtugi (Hold time) 1 wynosit 5 minut. Po kazdym 6 minutowym cyklu,
uktad chlodzit si¢, a ja pobieratem probke 1 wykonywalem analize TLC. Okazato sie, ze
postep reakcji jest na tyle wolny, ze moglem znaczaco wydluzy¢ czas utrzymywania zadanej
temperatury (Hold time). W dalszych testach, pobieralem probki do chromatografii
cienkowarstwowej w odstepach 30 minutowych. Analiza ptytek TLC pozwolila mi wyciggnaé
wniosek, ze po 4-5 godzinach procesu wieksza cze$¢ substratow przereagowata. Po tym
czasie nie wida¢ juz znaczacych roznic na ptytce TLC. Z tego powodu zdecydowalem si¢
prowadzi¢ swoje syntezy w 8-10 cyklach 30 minutowych, kontrolujac przebieg reakcji za

pomoca chromatografii cienkowarstwowej. Reakcje konczytem po 4-5 godzinach, uzyskujac
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1V. Dyskusja wynikow

wyniki porownywalne z reakcjg sprzegania prowadzong w temperaturze 60°C 1 przy ci$nieniu

atmosferycznym, przez 72 godziny.

3.2. Synteza acyklicznych analogéw nukleozydéw metodg klasyczng.

Analogicznie jak w procedurze wykorzystujacej promieniowanie mikrofalowe, prowadzitem
reakcje substytucji nukleofilowej grupy tosylowej w bloku alkinowym, albo N-alkilowania
zasady heterocyklicznej w przypadku bloku azydkowego (Rysunek 14). W reakcjach obu
typow uzytem jako katalizatora bezwodny weglan potasu. Ta metodyka roznila si¢ tylko
wydluzonym czasem reakcji- 72 godziny, oraz konwencjonalng metoda ogrzewania za
pomoca lazni olejowej do 60°C. Analiza przebiegu reakcji za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej wykazata wyzsza wydajno$¢ tak prowadzonej reakcji w stosunku do
procesu mikrofalowego, co bylo najprawdopodobniej spowodowane znacznie dluzszym

czasem reakcji.

W przypadku tych syntez okazalo si¢, ze nie obserwuje si¢ korzystnych efektow stosowania

promieniowania mikrofalowego — reakcje przebiegaly podobnie.
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W wyniku reakcji sprzggania zasad azotowych ze zsyntetyzowanymi wcze$niej blokami
budulcowymi, otrzymatem dwa acykliczne analogi adenozyny — jeden zawierajacy alkinowa
grupe funkcyjng (58), a drugi ugrupowanie azydkowe (59). Drugim typem acyklicznego
analogu nukleozydu jaki otrzymalem, byl analog tymidyny posiadajacy podstawnik
azydkowy (60). Wszystkie zwigzki zostaly przebadane metodami spektroskopowymi, co

potwierdzito ich struktury.

Dla produktu 58 przeprowadzitem analize *H NMR oraz **C NMR. Widmo protonowego
rezonansu magnetycznego potwierdzito obecno$¢ grupy ochronnej TBDPS. Przy 1,00 ppm
widoczny jest bardzo intensywny singlet od 9 atoméw wodoru grupy tert-butylowej,
a w zakresie 7,67-7,36 ppm widoczny jest multiplet o integracji 10 atoméw wodoru z dwoch
grup fenylowych. Tryplet przy 3,25 ppm potwierdza obecno$¢ alkinowej grupy funkcyjne;j.
Natomiast o powodzeniu reakcji sprzggania z adening §wiadczg trzy singlety. Sygnal przy
7,18 ppm pochodzi od dwoch atomow wodoru z egzoaminowej grupy NH; adeniny. Singlety
przy 8,03 ppm i 8,14 ppm przypisatem odpowiednio protonom H-8 i H-2 adeniny.

Dla produktu 59 przeprowadzitem analize "H NMR, ktéra potwierdzita powodzenie
przeprowadzonej reakcji sprzegania bloku budulcowego z adening. Sygnat przy 7,21 ppm
pochodzi od dwoch atoméw wodoru z egzoaminowej grupy NH, adeniny. Singlety przy 8,05
ppm i 8,14 ppm przypisatem odpowiednio protonom H-8 i H-2 adeniny. Przy 4,20 ppm
znajduje si¢ multiplet, ktory przypisalem jednemu protonowi H-2 azydkowego bloku
budulcowego. Natomiast przy 5,65 ppm znajduje si¢ dublet pochodzacy od atomu wodoru

sasiedniej wolnej grupy hydroksylowe;.

Dla produktu 60 przeprowadzitem analize ‘H NMR, ktéra potwierdzita powodzenie
przeprowadzonej reakcji sprzggania bloku budulcowego z tyming. Dublet przy 1,75 ppm
pochodzi od grupy metylowej tyminy, a przy 11,23 ppm znajduje si¢ singlet pochodzacy od
grupy endoaminowej tyminy. Pozostale sygnaly potwierdzaja struktur¢ acyklicznego
fragmentu zawierajacego podstawnik azydkowy. Przy 3,91 ppm znajduje si¢ multiplet, ktory
przypisatlem jednemu protonowi H-2 azydkowego bloku budulcowego. Natomiast przy 5,56
ppm znajduje si¢ dublet pochodzacy od atomu wodoru sgsiedniej wolnej grupy

hydroksylowe;j.

Mase molowa zwigzku potwierdzilem w oparciu o widmo ESI MS, w ktérym obecne s3
sygnaly jonu molekularnego odpowiadajace masie zwiazku 60 0 m/z 248 (M+Na)* i 264

(M+K)" w zakresie jonéw dodatnich.
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W przeprowadzonych przeze mnie probach sprzegania wykorzystatem roéwniez benzoilowane
pochodne cytozyny oraz tyminy (Rysunek 15). Obie pochodne otrzymatem zgodnie ze
znanymi protokotami [116-118]. W obu przypadkach zastosowanym przeze mnie czynnikiem
wprowadzajacym grupe ochronna byl chlorek benzoilu. Otrzymanie N*-benzoilocytozyny
(61) potwierdzitem przez pomiar temperatury topnienia strgconego produktu oraz poréwnanie
z autentyczng probka. Temperatura topnienia wyniosta, zgodnie z danymi literaturowymi,

347°C.

Zwigzki znane sg w literaturze i zostaly przebadane spektroskopowo [118-120]. Wykonana
przeze mnie analiza 'H NMR potwierdzita zgodno$é¢ z opisem literaturowym, potwierdzajac

wiasciwg identyfikacje produktu.

0
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Rys. 15

Niestety przeprowadzone przez mnie proby wykorzystania tych benzoilowanych zasad
w reakcjach sprzegania z blokami budulcowymi 54 i 55, nie daty zadowalajgcych efektow.
Najlepsze wyniki uzyskalem w przypadku reakcji alkinowego bloku budulcowego 54
z benzoilowang cytozyng. Niestety pochodna ta okazala si¢ malo aktywna w reakcji

sprzegania ze zwigzkami 59 i 60.
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4. Reakcja typu ,,Click” i przygotowanie substratow do automatycznej

syntezy oligodeoksynukleotydow.

Grupa ochronna TBDPS uzyta przez mnie w syntezie bloku budulcowego alkinowego 54,
zaowocowala lepsza wydajnosciag monopodstawienia od blokady trytylowej, jednakze jest
grupg nienadajgcg si¢ do metody zautomatyzowanej syntezy oligodeoksynukleotydow na
podtozu statym. Powodem jest trudno$¢ zwigzana z jej usunigciem, to znaczy koniecznos$¢
zastosowania bardziej ostrych warunkéw oraz dluzszego czasu podczas reakcji jej
odblokowania. Pomimo niekorzystnego wptywu na calkowita wydajno$¢ szeregu reakcji,
konieczne byto wprowadzenie dwoch dodatkowych etapow syntezy. W pierwszym z nich
usunatem blokade TBDPS, a w drugim wprowadzitem na jej miejsce niezb¢dng grupe
dimetoksytrytylowa. W ostatnich etapach doprowadzitem do reakcji katalizowanej jonami
miedzi(l) addycji azydek-alkin i wprowadzitem grup¢ amidofosforynowa do czasteczek

analogéw dinukleotydow.

4.1. Odblokowanie alkinowego analogu nukleozydowego

Reakcje prowadzitem w $wiezo destylowanym THF dodajac trifluorowodorku trietyloaminy
(czynnik desililujagcy) w duzym nadmiarze (Schemat 23). Po stosunkowo dlugim czasie
reakcji, wynoszacym dwie doby, w mieszaninie reakcyjnej pozostaly juz tylko sladowe ilosci

substratu (58) (TLC).
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Schemat 23
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Do mieszaniny reakcyjnej dodalem nasycony roztwoér kwasnego wodoroweglanu sodu, w celu
jej zobojetnienia. Po odparowaniu rozpuszczalnikow do sucha przeprowadzilem ekstrakcje
pirydyna na goraco, zeby oddzieli¢ produkt o zwigkszonej polarnosci wzgledem substratu, od
duzej ilosci wytraconych w mieszaninie soli. Pomimo ekstrakcji pirydyna, balast
zanieczyszczen solami nieorganicznymi byl nadal duzy. Przygotowatem kolumne
jonowymienng Dowex H*, ktora odpowiednio kondycjonowatem i skutecznie odmytem
zanieczyszczenie solami nieorganicznymi. Czysta pochodng adeninowa wydzielitem
wykorzystujac chromatografie jonowymienng — poprzez absorpcje protonowanej adeniny na
kationicie, a nastgpnie po odmyciu soli wymywajgc jg roztworem amoniaku. Oczyszczony
produkt (63) zebratem w kilku frakcjach, ktore po odparowaniu do sucha przeanalizowalem

za pomoca techniki 'H NMR.

W protonowym widmie NMR nie wida¢ juz sygnatow w zakresie protondéw aromatycznych
grup fenylowych, oraz zniknal charakterystyczny bardzo intensywny singlet pochodzacy od
grupy tert-butylowej. W przedziale 4,90-4,74 ppm widoczny jest multiplet pochodzacy od
jednego protonu odblokowanej grupy hydroksylowej. Pozostata czg¢$¢ struktury produktu
zostata nienaruszona o czym $wiadczg tryplet przy 2,37 ppm pochodzacy od terminalnego
atomu wodoru grupy propargilowej, oraz sygnaty charakterystyczne dla adeniny. Sygnat przy
7,46 ppm pochodzi od dwoch atoméw wodoru z egzoaminowej grupy NH» adeniny. Singlety

przy 8,18 ppm i 8,53 ppm przypisatem odpowiednio protonom H-8 i H-2 adeniny.

4.2. Trytylowanie odblokowanego alkinowego analogu nukleozydu

W celu pozbycia si¢ wilgoci, dobrego wysuszenia substratu (63), odparowatem go trzykrotnie
z destylowang pirydyng. Syntez¢ prowadzitem przez dobe w temperaturze pokojowej

i w destylowanej pirydynie, ktora zobojetniata tworzacy si¢ w trakcie reakcji kwas (Schemat
24).
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Schemat 24

Powstaty chlorowodorek pirydyny, zostat usunigty podczas ekstrakcji mieszaniny produktow
i oczyszczania na kolumnie chromatograficznej. Po chromatografii otrzymalem czysty
produkt trytylowania (64), gotowy do sprzegania z substratem azydkowym w reakcji CuAAC.
Analiza widm *H NMR i *C NMR potwierdzita strukture otrzymanego produktu.

Analiza protonowego widma produktu wykazata wprowadzenie do czasteczki substratu grupy
ochronnej dimetoksytrytylowej. Singlet przy 3,80 ppm pochodzi od 6 protondw z obu grup
metoksylowych blokady trytylowej. Multiplety przy 7,57-7,15 ppm i 7,00-6,71 ppm
odpowiadajg protonom aromatycznym grupy trytylowej. Tryplet przy 2,14 ppm pochodzi od
terminalnego atomu wodoru grupy propargilowej. Singlet przy 5,67 ppm pochodzi od dwéch
atomow wodoru z egzoaminowej grupy NH, adeniny. Singlety przy 7,90 ppm i 8,33 ppm

przypisatem odpowiednio protonom H-8 i H-2 adeniny

4.3. Sprzeganie typu ,,Click” pomie¢dzy alkinem i azydkiem

Po odpowiednim zablokowaniu grupy hydroksylowej acyklicznego analogu nukleozydu
posiadajacego podstawnik alkinowy, moglem przystapi¢ do sprz¢gania go w reakcji CuAAC

z acyklicznym analogiem nukleozydu, posiadajacym podstawnik azydkowy. Wcze$niej
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przeprowadzitem na matg skale proby sprzegania pochodnej z podstawnikiem TBDPS. Miaty
one na celu dobdr wlasciwych warunkow reakeji typu ,,Click” i po6zniejsze zastosowanie ich

we wlasciwych probach sprzggania.

Warunki dla obu prowadzonych przeze mnie reakcji CuAAC byly identyczne. Jako
katalizatora uzytem soli — siarczanu(VI) miedzi(Il), ktéry byl donorem jonow Cu?*. Jako
reduktora jonéw miedzi do Cu* uzytem askorbinianu sodu. Reakcje prowadzitlem w uktadzie
trzech rozpuszczalnikow — THF/H,O/t-BuOH, w stosunku objetosciowym jak 3:1:1. W
przypadku obu reakcji, substratem ktéorego uzylem w nadmiarze byla pochodna
z podstawnikiem azydkowym. Obie reakcje prowadzitem przez dobe w temperaturze
pokojowej. W obu przypadkach po zakonczonej reakcji odparowywatem rozpuszczalniki do
sucha i1 oczyszczatem produkty za pomoca chromatografii kolumnowej, uzyskujac czyste

zwigzki.

W  pierwsze] reakcji przeprowadzitem sprzgganie acyklicznego analogu adenozyny
posiadajacego podstawnik alkinowy (64), z acyklicznym analogiem tymidyny posiadajagcym
podstawnik azydkowy (60) (Schemat 25). Reakcja doprowadzita do utworzenia analogu
dinukleotydu potaczonego uktadem 1,4-dipodstawionym-1,2,3-triazolowym. Produkt (65)
posiada wolng grupe hydroksylowa, ktéra zostala wykorzystana w nastgpnej reakcji —

wprowadzania amidofosforynu do czasteczki.
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Schemat 25

Przeprowadzilem analize widm 'H NMR otrzymanego produktu, co potwierdzito jego

strukture.
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Analiza protonowego widma produktu wykazata pozytywny przebieg reakcji CuAAC.
Sygnal od terminalnego atomu wodoru grupy alkinowej nie jest juz widoczny. W widmie
produktu mozna zaobserwowac sygnaly §wiadczace o obecnos$ci zardéwno reszty tyminy jaki
i adeniny w czasteczce. W przedziale 1,77-1,70 ppm widoczny jest sygnat dla trzech atomow
wodoru grupy metylowej tyminy. W przedziale7,97-7,88 ppm obecny jest multiplet dla
wodoru H-6 tyminy. Ostatnim potwierdzeniem obecnosci tyminy jest dublet przy 11,27 ppm
pochodzacy od iminowego atomu azotu. Natomiast singlet przy 8,32 ppm powigzalem
z dwoma protonami charakterystycznymi dla czasteczki adeniny (H-8 i H-2). Potwierdzeniem
wystepowania blokady dimetoksytrytylowej jest singlet o duzej intensywnosci przy 3,73 ppm,
ktéry powigzatem z 6 atomami wodoru z dwoch grup metoksylowych. W przedziale 7,41-

6,85 ppm znajduje si¢ rozleglty multiplet pochodzacy od protonéw aromatycznych.

W drugiej reakcji przeprowadzilem sprzeganie acyklicznego analogu adenozyny
posiadajacego podstawnik alkinowy (64), z acyklicznym analogiem adenozyny posiadajagcym
podstawnik azydkowy (59) (Schemat 26). Reakcja doprowadzita do utworzenia analogu
dinukleotydu potaczonego uktadem 1,4-dipodstawionym-1,2,3-triazolowym. Produkt (66)
posiada wolng grupe hydroksylowa, ktéra zostala wykorzystana w nastgpnej reakcji —

wprowadzania amidofosforynu do czasteczki.
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Schemat 26

Dzig¢ki analizie widma 'H NMR otrzymanego produktu potwierdzitem pozytywny przebieg
reakcji CUAAC.
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Analiza protonowego widma produktu potwierdzita jego strukture. Sygnat od terminalnego
atomu wodoru grupy alkinowej nie jest juz widoczny. W widmie produktu mozna
zaobserwowac sygnaty §wiadczace o obecnosci dwdch reszt adeniny w czasteczce. Multiplet
miedzy 8,17-7,89 ppm powigzalem z czterema protonami charakterystycznymi dla czasteczki
adeniny (H-8 i H-2 z obu reszt adeniny). Potwierdzeniem wyst¢powania blokady
dimetoksytrytylowej jest singlet o duzej intensywnosci przy 3,72 ppm, ktoéry powigzatem
z 6 atomami wodoru z dwoch grup metoksylowych. W przedziale 7,41-6,80 ppm znajduje si¢

rozlegly multiplet pochodzacy od protonéw aromatycznych.

4.4, Wprowadzenie ukladu amidofosforynowego do czasteczki

dinukleotydu

W ostatnim etapie szeregu reakcji prowadzacych do otrzymania uktadéw dinukleotydowych
aktywnych ~w  procedurze zautomatyzowanej syntezy  oligodeoksynukleotydow,
wprowadzilem grupe amidofosforynowa w pozycji wolnej grupy hydroksylowej obu
czasteczek 65 i 66. Reakcje prowadzitem w obu przypadkach w identycznych warunkach,
modyfikujac jedynie ilosci potrzebnych substratow (Schemat 27). Zaréwno substrat 65 jak
I 66 starannie wysuszylem pod zmniejszonym cis$nieniem, przed wprowadzeniem do
mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzilem z duza dbatoscia o bezwodne warunki, zaréwno
rozpuszczalnik - destylowany THF, jaki i substraty reakcji wprowadzatem do uktadu za
pomoca strzykawki przez szczelne septum. W syntezie wykorzystalem zasadowy katalizator
w postaci N,N-diizopropyloetyloaminy, ktéra roéwniez wychwytywata czgsteczki
powstajacego kwasu HCI. Reakcje prowadzitem przez dobe uzupeiniajac atmosferg argonu

w uktadzie reakcyjnym.
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Schemat 27

W wyniku przeprowadzonych reakcji otrzymatem dwa analogi acyklicznych dinukleotydéw
zawierajacych facznik triazolowy. Jeden z produktow (67) zbudowany jest z dwoch zasad
purynowych — dwoch reszt adeniny, natomiast drugi produkt (68) jest pochodng zawierajaca
zasad¢ purynowa — adenine, jak i pirymidynowa — tymin¢. Po zakonczeniu reakcji
przeprowadzitem chromatografi¢ kolumnowa z niewielkim dodatkiem trietyloaminy, aby nie
dopusci¢ do rozpadu produktow w jej trakcie. Oczyszczone produkty zagescitem z dodatkiem
trietyloaminy i aby zapobiec rozkladowi przechowywatem w lodéwce, do czasu kiedy

przeprowadzitem zautomatyzowang synteze oligodeoksynukleotydoéw na podtozu statym.

Strukture produktu potwierdzitem za pomoca spektroskopii C NMR. Natomiast
wprowadzenie grupy amidofosforynowej potwierdzitem za pomoca spektroskopii 3p NMR.
O jej obecno$ci w strukturze produktu $§wiadczy sygnal przy 151,22 ppm, w przypadku
zwigzku 67. Dla produktu 68 sygnat pochodzacy od grupy amidofosforynowej znajduje si¢
przy 151,25 ppm.
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5. Badania aktywnosci przeciwnowotworowe;j

Znane s3 analogi nukleozydow oraz nukleotydow wykazujagce wysoka aktywnosc
biologiczng, ktére znalazly zastosowanie jako skuteczne leki przeciwnowotworowe lub
przeciwwirusowe. Z tego wtasnie powodu postanowitem sprawdzi¢ wybrane z otrzymanych
przeze mnie zwigzkéw, pod katem wystgpowania aktywno$ci przeciwnowotworowe;.
Badania zostatly przeprowadzone przez dra n. farm. Piotra Ruszkowskiego w Katedrze

i Zaktadzie Farmakologii Uniwersytetu im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Badania zostaly wykonane wedtug protokotu analizy z uzyciem znacznika SRB, na liniach
komorkowych wyhodowanych na podlozu RPMI 1640 medium, z uzyciem 96-dotkowe;j
ptytki do mikromiareczkowania. Metoda to kolorymetryczny test, mierzacy zahamowanie
proliferacji komorek, na podstawie pomiaru ilo$ci biatka komorkowego. Wszystkie proby
zostaly powtorzone trzy razy, a pomiaru gestosci optycznej dokonano przy dtugosci fali 490
nm, w porownaniu do probki kontrolnej. Jako wzorzec wewnetrzny uzyto Cytarabing (70).
Wsrod wybranych przeze mnie probek byt analog acyklicznej benzoilowanej cytydyny
posiadajacy podstawnik alkinowy (69). Rysunek 16 prezentuje powyzsze struktury.

L LA
N~ o HO N~ 70

69 70

Rys. 16

Wyniki pomiaréw zostaly zawarte ponizej w tabeli 1. Wartosci liczbowe podane sg w pg/ml
1 oznaczaja stg¢zenie hamujgce wzrost komoérek nowotworowych w populacji 50% (IC50).

Testy zostaty przeprowadzone na dwoéch liniach komoérek rakowych:
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e linia komorek rakowych HeLa (komorki raka szyjki macicy);

e linia komorek KB (komorki raka jamy nosowo-gardtowej).

Standardem w prowadzonych testach byl analog nukleozydowy — arabinozyd cytozyny.
Parametr Sl to oznaczony Indeks Selektywnosci porownujgcy aktywno$é badanych zwigzkoéw

w stosunku do komérek prawidtowych (fibroblastow skory HDF).

Tabela 1
Zwiazek IC50 HelLa IC50 KB IC50 HDF SI 1 (HeLa) S1 2 (KB)
(SD) (SD) (SD)
54 4.27 (0.47) 4.16 (0.04) 7.02 (0.81) 1.64 1.68
69 1.52 (0.20) 1.39 (0.36) 3.17 (0.04) 2.08 2.28
58 1.60 (0.89) 1.42 (3.19) 2.70 (0.58) 1.68 1.90
63 17.21 (0.33) 17.90 (0.03) | 25.10 (0.02) 1.45 1.40
55 29.16 (1.73) | 28.51(1.60) | 39.20(0.93) 1.34 1.37
59 7.36 (1.23) 7.91 (1.09) 11.82 (0.02) 1.60 1.49
60 2.11 (0.29) 2.49 (10.26) 3.84 (2.56) 1.81 1.54
64 1.03 (0.04) 0.97 (0.21) 2.82 (0.07) 2.73 2.90
Cytarabina 0.81 (3.92) 0.93 (4.25) 2.75 (0.20) 3.39 2.95

Z przedstawionych powyzej wynikow mozna wnioskowac, ze otrzymane przeze mnie zwigzki
nie wykazuja znaczacej aktywnosci przeciwnowotworowej na wybrane rodzaje komorek
nowotworowych. Najnizszg aktywno$¢ prezentuje zwigzek 55, ktory charakteryzuje sig
rowniez dos¢ niskg selektywnos$cia. Najbardziej aktywny przeciwnowotworowo jest produkt
64, ktoérego wyniki sg najblizsze wynikom dla wzorca — znanego i stosowanego leku. Stezenie
hamujace wzrost komorek nowotworowych w populacji 50% (IC50) jest zadowalajaco niskie.
Indeks Selektywnosci (SI) porownujacy aktywnos¢ badanych zwigzkow w stosunku do
komorek prawidtowych, jest satysfakcjonujaco wysoki. Troche stabsze wyniki aktywnos$ci
1 selektywnosci uzyskano dla zwiagzku 69, ale nadal poréwnywalne ze wzorcem. Pozostale
przebadane zwigzki wykazuja aktywno$¢ zawarta pomigdzy wskazanymi przeze mnie

przypadkami granicznymi.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze wyzsza aktywno$¢ przeciwnowotworowa wykazuja acykliczne

analogi nukleozydow posiadajace podstawnik alkinowy. A szczegdlny wplyw na zwigkszenie
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aktywnos$ci biologicznej ma, obecna w zwigzku 64, grupa ochronna dimetoksytrytylowa.
Analog acyklicznej adenozyny posiadajacy podstawnik alkinowy i grupe ochronng TBDPS
(58) jest juz mniej aktywny i selektywny, ale nadal wykazuje znaczng przewage nad uktadem
odblokowanym (63) - pozbawionym duzej grupy ochronnej. Acykliczny analog adenozyny
posiadajacy podstawnik azydowy (60) wykazuje mniejsza aktywno$¢ od najbardziej
skutecznych chronionych struktur, ale charakteryzuje si¢ znacznie wyzsza aktywno$cig od

nieblokowanej czasteczki 63.
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6. Zautomatyzowana synteza oligodeoksynukleotyd6w na podlozu stalym

Nastepny etap mojej pracy badawczej polegat na wykorzystaniu otrzymanych wczesniej
amidofosforyndéw acyklicznych analogdéw dinukleotydéw potaczonych uktadem triazolowym,
W zautomatyzowanym procesie syntezy oligonukletydow DNA na podlozu statym
z wykorzystaniem metody amidofosforynoweyj.

Komplementarne wzgledem siebie fragmenty DNA, w wyniku hybrydyzacji i utworzenia
wigzan wodorowych pomigdzy parami zasad typu Watson-Crick, tworza dwuniciowe
struktury. Ich stabilno$¢ okresla temperatura topnienia dupleksu. Wraz ze wzrostem dtugosci
tancucha DNA, wzrasta jego trwato$¢ 1 warto$¢ temperatury topnienia dupleksow DNA.
Wprowadzenie modyfikacji do lancucha oligodeoksynukleotydu moze mie¢ wplyw
stabilizujacy lub destabilizujagcy na tworzone przez niego struktury dwuniciowe. Zgodnie ze
znanymi badaniami [3], wplyw na trwato$¢ oligodeoksynukleotydu ma m.in. dtugosé¢
polaczenia pomigdzy poszczegdlnymi nukleotydami. Najkorzystniejszy efekt — zwiekszenie
trwalosci, ma wprowadzenie polgczenia triazolowego o tacznej dtugosci 6 wigzan (Schemat
11). Zwigkszenie lub zmniejszenie tej odlegtosci w przypadku ukladow posiadajacych
rybozowy fragment cukrowy, ma wptyw destabilizujacy. W moich badaniach postanowitem
sprawdzi¢ jaki wplyw bedzie miat triazolowy lacznik w sytuacji, w ktorej zamienimy cze$¢
rybozowa na krotki, acykliczny podstawnik. Przewidywatem zmniejszenie trwato$ci
tworzonych dupleksow DNA 1 obnizenie temperatury topnienia. Dlatego zdecydowatem si¢
na wprowadzenie modyfikowanych struktur 67 i 68 do tancucha 12-meru DNA, dzig¢ki czemu
w dalszej czesci pracy mozliwe byto doktadne i czytelne okreslenie r6znic w temperaturach

topnienia badanych dupleksow DNA (odczyty migdzy 33-56°C).
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Po zamontowaniu w odpowiednich pozycjach syntetyzera kolumienek z podtozem statym,
zawierajacym nukleozydy znajdujace si¢ na koncu 3’ syntetyzowanych tancuchow (Rysunek
17), przystapitem do syntezy wybranych sekwencji oligodeoksynukleotydéw. Spis sekwencji
oraz ich oznaczenia zawarte sg w tabeli 2. Zsyntetyzowane zostaty dwa 12-mery (71 i 72)
bedace niciami komplementarnymi do badanych oligomeréw zawierajgcych modyfikacje (X,
Y). Modyfikacje wprowadzono na koncu 5’ tancucha (71A i 72A), w $rodku (71B 1 72B), jak
rowniez zsyntetyzowano oligodeoksynukleotydy zawierajace modyfikacje w obu tych
miejscach (71D i 72D), W celu utworzenia dupleksow o analogicznej sekwencji, ale nie
posiadajacych modyfikacji, stuzacych jako odnosnik w badaniach stabilnosci dupleksow,
zsyntetyzowano oligodeoksynukleotydy 71C i 72C. Duza zawarto$¢ zasad C i G wptywa na
zwigkszenie stabilnosci tworzonych dupleksow DNA. Tworzone przez te zasady potrdjne
wigzanie wodorowe utrzymuje blizej 1 mocniej dwie komplementarne nici oligomerow
w dupleksie. Zasady te umiejscowiono w badanych uktadach w poblizu wprowadzonej

acyklicznej modyfikacji, tak by nie dopuszczaé do zbyt duzego rozluznienia struktury DNA.

Tabela 2
Oznaczenie Sekwencja Modyfikacja
71 5’ - CTACGTTGGCT [T-3’
71A 5’ -~ XGCCAACGTA |G -3’
71B 5’ -~ AAGCCXCGTA|IG-3 X =67 (AA)
71C 5’ -~ AAGCCAACGTA |G-3’
71D 5’ -~ XGCCXCGTA |G -3’
72 5’ -~ CTACGATGGCA |T-3
T2A 5"-YGCCATCGTA|G-3’
72B 5" - ATGCCYCGTA |G -3’ Y =68 (AT)
72C 5’ - ATGCCATCGTA |G -3’
72D 5~ YGCCYCGTA|G-3’

Na rysunku 18 przedstawione jest poréwnanie przykladowych  tacznikow
internukleotydowych — fosforanowego i triazolowego, z punktu widzenia odlegtosci (liczby)
wigzan pomiedzy pozycjami weztowymi w tancuchu oligodeoksynukleotydu (pozycja C-5> w

pierscieniu deoksyrybozy). W przypadku naturalnie wystgpujacego potaczenia fosforanowego
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odlegtos¢ wynosi 6 wigzan (a) 1 jest rowna odlegtosci pomiedzy pozycjami C-5" w 10-merze
zbudowanym z reszt tymidyny i potagczonych uktadem triazolowym (b) [2]. W otrzymanych
przeze mnie niciach 12-merycznych oligodeoksynukleotyéw, modyfikowany acykliczny
fragment dinukleotydowy, posiada tacznik triazolowy o odleglosci pomigdzy weztowymi

atomami wegla wynoszacej 7 wigzan (C).
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Rys. 18

Ponizej przedstawiam wyniki syntezy dla poszczegdlnych nici oligodeoksynukleotydow, wraz
z przykladowymi wykresami wydajnosci na poszczegdlnych etapach reakcji 1 ich

interpretacja.

Obliczenia teoretyczne mas dla wszystkich nici otrzymywanych oligodeoksynukleotydow
wykonatem za pomoca tak zwanego ,,0ligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator” na

stronie internetowej — http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html.
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6.1. Synteza nici wzorcowych 71C i 72C

Przeprowadzitem synteze nici wzorcowych- 12-meréw nie posiadajacych zadnej modyfikacji.
W dalszej czegsci badan, podczas pomiaréw temperatur topnienia, wykorzystalem je do
utworzenia dupleksow, wzgledem ktorych poroéwnywatem temperatury topnienia, energie

swobodne i trwato$¢ dupleksow z nicig modyfikowana.

Catkowita wydajnos$¢ syntezy obu nici wzorcowych, wyniosta w kazdym przypadku ok. 96%.
W nastepnym etapie zwiazki te zostaty doczyszczone 1 odsolone na HPLC, a po liofilizacji
potwierdzitem masy otrzymanych oligomerow za pomoca techniki MALDI TOF MS,

wykonujgc widma w trybie jonéw dodatnich.

Teoretyczna obliczona masa dla 12-meru wzorcowego 71C wynosi 3663,5, natomiast

w widmie analizy MALDI obecne sa sygnaly jonu molekularnego odpowiadajace masie o m/z

3662.

Teoretyczna obliczona masa dla 12-meru wzorcowego 72C wynosi 3645,4, natomiast

w widmie analizy MALDI obecne sg sygnaty jonu molekularnego odpowiadajace masie o m/z

3645.

W standardowym protokole syntezy jednostka modyfikowana (zaréwno 67 jak i 68) ulegata

przylaczeniu z gorszg wydajnoscia niz jednostki natywne.

6.2. Synteza nici modyfikowanych na koncu 5° — 71A i 72A

W pierwszej kolejnosci postanowitem przeprowadzi¢ probe wprowadzenia otrzymanej przeze
mnie modyfikacji na koncu 5’ syntetyzowanej nici. Decyzje podjatem zgodnie z zalozeniem,
ze koniec nici jest bardziej labilny 1 wprowadzenie tam modyfikacji, powinno by¢ tatwiejsze
niz w $rodku tancucha — modyfikacja na koncu ma mniejszy wpltyw na stabilno$¢ tworzone;j
nici oraz tworzonego przez nig dupleksu. Na rysunku 19 przedstawiony jest wykres
stupkowy, prezentujacy wydajnos¢ wszystkich etapow syntezy oligomeru — poszczegdlnych
przylaczen kolejnych nukleozydow. Wykresy tego typu powstaja w czasie rzeczywistym
podczas syntezy oligomeréow DNA, za pomocag aparatu K&A Laborgeraete DNA/RNA
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Synthesizer H-6. W trakcie syntezy, przy kazdym przytaczeniu kolejnej jednostki, powtarza
si¢ etap odblokowania grupy ochronnej dimetoksytrytylowej, ktorego wydajnosé
porownywana jest z etapem poprzednim za pomocg tzw. monitora trytylu. Jego dzialanie
oparte jest o pomiar przewodnictwa roztworu zawierajgcego karbokation dimetoksytrytylowy
powstajacy w silnie kwasnych warunkach odblokowania grupy DMT. Dzi¢ki temu w trakcie
syntezy otrzymuje si¢ informacje o tym czy reakcja odblokowania zaszta ilosciowo, czy tez
produkt kolejnego etapu syntezy nie zostat catkowicie odblokowany. Pojawienie si¢ na
odczycie nizszego stupka (nizszej wydajnos$ci) oznacza, ze podstawienie kolejnego bloku
zaszto z mniejszg wydajnoscig — to znaczy, ze tylko cze$s¢ wprowadzonego do uktadu
amidofosforynu  zostala zwigzana z powstajaca na podlozu staltym  nicig
oligodeoksynukleotydu. Na wykresie mozna zaobserwowaé, ze najwickszy spadek
wydajnosci procesu wigze si¢ z wprowadzeniem modyfikowanego dinukleotydu. Ale dzieki
temu, ze jest to ostatni etap syntezy, populacja zmodyfikowanego 12-meru jest dosy¢ duza

1 wynosi okoto 50%.

COL 1 Tot. yld : 50%, S. to S. yld = 93.3%, V2: 4
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Rys. 19

Byta to wystarczajaca ilos¢ modyfikowanego 12-meru, zebym przeprowadzil jego
oczyszczanie za pomocg techniki HPLC oraz pomiary temperatur topnienia powstatego z jego

udziatem dupleksu.

Otrzymanie zaktadanych oligodeoksynukleotydow potwierdzitem za pomocg analizy MALDI
TOF MS wykonujac widma w trybie jondw dodatnich.
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Teoretyczna obliczona masa dla 12-meru zawierajagcego modyfikacj¢ 67 na koncu 5’ nici
(71A) wynosi 3579,4, natomiast w widmie analizy MALDI obecne sg sygnaly jonu

molekularnego odpowiadajace masie o m/z 3580.

Teoretyczna obliczona masa dla 12-meru zawierajacego modyfikacj¢ 68 na koncu 5’ nici
(72A) wynosi 3561,4, natomiast w widmie analizy MALDI obecne sg sygnaly jonu

molekularnego odpowiadajgce masie o m/z 3563.

6.3. Synteza nici modyfikowanych w $rodku lancucha (pozycja 6i7) — 71B i
72B

Wprowadzenie modyfikacji do tancucha oligodeoksynukleotydu wigze si¢ ze spadkiem
wydajnosci reakcji. Mozliwe, ze ze wzgledow sterycznych podstawienie modyfikowanym
dinukleotydem jest mniej korzystne. Kiedy wprowadzalem modyfikacje na koncu fancucha,
spadek wydajnosci podstawienia wpltywal tylko na zwigkszenie ilosci niezmodyfikowanych
10-meréw w mieszaninie poreakcyjnej. W przypadku wprowadzenia modyfikacji w $rodku
tancucha, zwigksza si¢ ryzyko powstania krotkich produktow ubocznych. Jednoczes$nie ze
zmniejszeniem og6lnej wydajnosci procesu tworzenia 12-meru, zwigksza si¢ stopien
zanieczyszczenia tancuchami oligomeréw o mniejszej dlugosci. Na rysunku 20

przedstawiam wykres monitora trytylu dla 12-meru modyfikowanego w $rodku tancucha.

COL 3 Tot. yld : 88%, S. to S. yld = 98.7%, V2: 7
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Rys. 20
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Odczyt monitora trytylu byt zaskakujacy. Po spadku wydajnosci przy wprowadzeniu
modyfikowanego dinukleotydu, wydajno$¢ z odczytu zaczeta ponownie wzrastaé. Jednym
z wyjasnien tej obserwacji moze by¢ fakt, ze najprawdopodobniej po podstawieniu
modyfikacjg nie doszto do catkowitego usuni¢cia grupy ochronnej z konca 5°. Po nastgpnym
etapie syntezy doszto nie tylko do zdjecia trytylu z wydtuzonej nici, ale réwniez odblokowat
si¢ ponownie oligomer krotszy o jednostke. Niestety monitor trytylu wskazywat wzrost
wydajnosci w kolejnych etapach, co oznacza kolejne odblokowania w nici zawierajacej
7 jednostek. W zwigzku z tym rzeczywista wydajno$¢ byta nizsza 1 mogla wynosi¢
maksymalnie ok. 60 %, w mieszaninie poreakcyjnej znajdowato si¢ spore zanieczyszczenie
krotszymi niémi — o dtugosci pomigdzy 7 a 11 jednostek nukleotydowych. Interesujacy mnie
produkt tej syntezy wymagatl dokladniejszego oczyszczenia za pomoca HPLC przed

przystapieniem do dalszych testow.

Po oczyszczeniu oraz liofilizacji przygotowanych probek, potwierdzilem otrzymanie
zakladanych oligodeoksynukleotydow za pomoca analizy MALDI TOF MS wykonujac

widma w trybie jonéw dodatnich.

Teoretyczna obliczona masa dla 12-meru zawierajacego modyfikacj¢ 67 w srodku nici (71B)
wynosi 3578,5, natomiast w widmie analizy MALDI obecne sg sygnaty jonu molekularnego

odpowiadajace masie o m/z 3578.

Teoretyczna obliczona masa dla 12-meru zawierajacego modyfikacj¢ 68 w srodku nici (72B)
wynosi 3560,5, natomiast w widmie analizy MALDI obecne sa sygnaty jonu molekularnego

odpowiadajace masie o m/z 3561.

6.4. Synteza nici komplementarnych 711 72

Oligodeoksynukleotydy o komplementarnej sekwencji, pozbawione modyfikacji, byty
potrzebne w najwigkszej ilosci w dalszych badaniach. We wszystkich pomiarach temperatur
topnienia i energii swobodnej, badatem dupleksy DNA zbudowane z okreslonych nici
modyfikowanych oraz nici komplementarnej. Wyniki poréwnywatem z dupleksem
wzorcowym zbudowanym z nici wzorcowej 1 komplementarnej. W zwigzku z czym synteze

12-mer6w niemodyfikowanych o sekwencji komplementarnej powtorzylem czterokrotnie.
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Calkowita wydajnos¢ syntezy nici komplementarnych wyniosta 90% w kazdym przypadku.
Masy otrzymanych 12-meréw potwierdzitem za pomoca techniki MALDI TOF MS

wykonujac widma w trybie jonow dodatnich.

Teoretyczna obliczona masa dla 12-meru komplementarnego 71 wynosi 3627,4, natomiast

w widmie analizy MALDI obecne sg sygnaty jonu molekularnego odpowiadajgce masie o m/z

3628.

Teoretyczna obliczona masa dla 12-meru komplementarnego 72 wynosi 3645,4, natomiast

w widmie analizy MALDI obecne sg sygnaty jonu molekularnego odpowiadajace masie o m/z

3646.

6.5. Synteza nici modyfikowanych w $rodku i na koncu 5’ lancucha — 71D i
72D

Pomimo zaobserwowania spadku wydajnosci reakcji w przypadku wczes$niejszych syntez,
postanowitem  przeprowadzi¢ prob¢ otrzymywania nici  oligodeoksynukleotydow
modyfikowanych w dwoch pozycjach — na $rodku 1 na koncu 5’ tancucha. Spodziewatem sig¢
spadku wydajnosci reakcji w obu przypadkach. Obserwacje monitora trytylu podczas syntezy,
potwierdzity, ze catkowity spadek wydajnosci reakcji byt bardziej znaczacy niz w przypadku
weczesniejszych reakcji (Rysunek 21). Ze wzgledu na niskg wydajnos¢ catkowita syntezy 12-
meru z dwiema modyfikacjami i znaczne zanieczyszczenie mieszaniny poreakcyjnej
krotszymi niémi DNA, nie przeprowadzilem pomiaréw termodynamicznych dla tych struktur.
Spodziewam si¢, ze wprowadzenie modyfikacji w dwoch pozycjach oligomeru doprowadzi
do zwigkszenia wptywu destabilizujacego strukture dupleksu, a zatem obnizenia temperatury

topnienia 1 wartosci energii swobodne;.
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COL 1 Tot. yld : 28%, S. to S. yld = 86.8%, V2: 4

Produkty ostatniego etapu syntezy automatycznej zostaly oczyszczone elektroforetycznie
1 potwierdzitem ich masy stosujagc technik¢ MALDI TOF MS, wykonujac widma w trybie

jondw dodatnich.

Teoretyczna obliczona masa dla 12-meru zawierajacego dwie modyfikacje 67 w $rodku i na
koncu 5’ nici (71D) wynosi 3494,55, natomiast w widmie analizy MALDI obecne sa sygnaty

jonu molekularnego odpowiadajace masie o m/z 3498,59.

Teoretyczna obliczona masa dla 12-meru zawierajacego dwie modyfikacje 68 w $rodku i na
koncu 5’ nici (72D) wynosi 3476,53, natomiast w widmie analizy MALDI obecne sa sygnaty

jonu molekularnego odpowiadajace masie o m/z 3467,78.
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7. Analiza i rozdzialy HPLC otrzymanych oligodeoksynukleotydow

W czesci eksperymentalnej niniejszej pracy zawartem informacje dotyczace uktadow, faz
1 warunkow prowadzonych rozdzialéw. Przed przystapieniem do rozdziatéw wykonywatem
mate nastrzyki analityczne, powtarzane roéwniez w przypadku zmiany ukladu

chromatograficznego lub warunkow analizy.

Proces oczyszczania zsyntetyzowanych oligodeoksynukleotydow prowadzitem kilkuetapowo,
ze wzgledu na do$¢ duze zanieczyszczenie ni¢mi o mniejszej dtugosci — 10-merami.
W pierwszej kolejnosci przeprowadzitem rozdziaty na kolumnie preparatywnej, dzigki
ktérym uzyskalem cze$ciowo rozdzielone frakcje produktu dwunastocztonowego i nici DNA
o mniejszej dlugosci. Po przeprowadzeniu liofilizacji, probki ze wszystkich frakcji zostaly
poddane analizie MALDI TOF MS co pozwolito wskaza¢ frakcje zawierajace pozadany

produkt o spodziewanej masie molowe;j.

Po powigzaniu mas produktéw z ich czasem retencji w trakcie przeprowadzonych rozdziatow
za pomocg HPLC, przeprowadzitem ponowne rozdzialy w tym samym uktadzie. Tym razem
nie zbieralem wszystkich zwiazkéw, ale tylko te o czasie retencji okreslonym przez
wczesniejsza analize. W razie potrzeby nastrzyki powtarzalem, tak zeby uzyskaé
wystarczajaca 1lo$¢ oczyszczonych produktéw do analizy termodynamiki duplekséw DNA.
Przyblizona ilo$¢ oczyszczonych zwigzkow okreslalem za pomoca analizy widm absorpcji

UV — mierzac wartos$¢ absorbancji przy 260 nm.

Duzym problemem okazalo si¢ rozdzielenie zmodyfikowanych 12-meréw, od
niemodyfikowanych  10-merow powstajacych w  duzej iloSci podczas syntezy
zautomatyzowanej. Oligodeoksynukleotydy dziesigcioczlonowe jak 1 interesujagce mnie
zmodyfikowane 12-mery maja tyle samo grup fosforanowych, bedacych klasycznymi
tacznikami  migdzynukleotydowymi. To wlasnie potaczenie fosforanowe decyduje
0 polianionowym charakterze szkieletu oligodeoksynukleotydu. Skoro wymienione struktury
majg tyle samo polaczen fosforanowych w swoim szkielecie, to beda zachowywac si¢ bardzo
podobnie w trakcie rozdziatbw HPLC w odwroconej fazie. Moje obawy potwierdzity si¢
podczas prob oddzielenia najdluzszych produktow od struktur dziesigcioczionowych.
Wiasciwie nie powiodto si¢ to w przypadku zadnej z modyfikacji podczas pierwszego

rozdziatu. Natomiast nici komplementarne jak i wzorcowe nie sprawily takiego problemu,
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roznice dhugosci w ich przypadku byly zwigzane z obecno$ciag dodatkowych potaczen
fosforanowych, a zatem rowniez ze zwigkszeniem charakteru anionowego szkieletu.

Przyktadowy fragment polianionowego szkieletu przedstawiony jest na rysunku 22.

Rys. 22 (http://www.atdbio.com/content/5/Nucleic-acid-structure)

Z powodu opisanych powyzej trudno$ci, konieczne bylo przeprowadzenie dodatkowego
oczyszczania oddzielonych frakcji zawierajacych modyfikowane produkty. W tym celu
zastosowatem drugi uklad z kolumng analityczng, na ktéra wprowadzalem mniejsze ilosci
zwigzku 1 przeprowadzalem doktadniejszy rozdziat. W pierwszej kolejnosci powtorzytem
male nastrzyki analityczne, Zeby okresli¢ czas retencji pozadanych produktow. Nastepnie
przeprowadzitem oczyszczanie, w miar¢ mozliwosci 1 zdolnos$ci rozdzielczej kolumny,
uzyskatem czyste frakcje produktow modyfikowanych dwunastocztonowych. Ponownie
liofilizowatem zebrane probki, okreslalem przyblizong ilo$¢ produktéw za pomoca
spektroskopii UV-Vis. Analiza MALDI TOF MS potwierdzita, ze uzyskatem czyste frakcje
produktow.

W ostatnim etapie pracy z wykorzystaniem HPLC, konieczne bylo odsolenie frakcji
oczyszczonych nici oligodeoksynukleotydowych. Jedna z uzywanych w rozdzialach faz
zawierala 0,01M roztwor octanu amonu. W celu wykonania analizy MALDI, jak
1 przygotowania probek do badan termodynamiki duplekséw DNA, musiatem pozbyc¢ si¢ soli.
Nastrzyki wykonywalem na juz wczeSniej uzywanej kolumnie, oligodeoksynukleotydy

wymywatem z uzyciem fazy wodnej i acetonitrylu, bez dodatku soli. Odsolone probki
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zliofilizowatem 1 za pomoca analizy UV-Vis okreslitem, ze zawieraja wymagang ilo$¢

produktow do dalszych badan.

W podobny sposob przeprowadzitem odsalanie zwigzkow 71D i1 72D, ktore zostaty wezesniej
oczyszczone elektroforetycznie. Zostato potwierdzone przypuszczenie, ze mieszanina zawiera
najmniejszg ilo§¢ zwigzkéw posiadajacych dwie modyfikacje — jedng w $rodku, drugg na
koncu 5’ tancucha. Oczyszczone i odsolone oligomery liofilizowalem i1 umiescilem na ptytce
do analizy MALDI TOF MS. Potwierdzitem, ze udato si¢ otrzymac i wyizolowa¢ produkty
dwukrotnie modyfikowane, chociaz z bardzo niska wydajnoscia (uzyskano 0,4 OD zwigzku
71D 1 0,5 OD zwigzku 72D). Analiza MALDI TOF potwierdzita ich strukture, niestety mata

lo$¢ materiatu nie pozwolila na przeprowadzenie badan termodynamiki.
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8. Pomiary temperatur topnienia i pelnej termodynamiki dupleksow

Pomiary termodynamiki wykonatem dla dupleksow DNA zbudowanych z syntetyzowanych
przeze mnie nici oligodeoksynukleotydéw. Po ustaleniu potrzebnych st¢zen zmieszatem ze
sobg roztwory wilasciwych 12-merow, otrzymujac dupleksy o okreslonych sekwencjach
(tabela 3). Ze wzglgdu na matg ilo$¢ otrzymanych nici 71D i 72D, nie wykorzystatem ich

w badaniach termodynamiki.

Tabela 3

Oznaczenie Sekwencja Modyfikacja

5’ —-CTACGTTGGCTT -3’
3’ - GATGCAACCGX -5’

71-71A

5" _CTACGTTGGCTT -3’
71-71B X =67 (AA)
3’ - GATGCXCCGAA - 5°

5’ —-CTACGTTGGCTT -3’

71-71C
3’ - GATGCAACCGAA -5’
5’ - CTACGATGGCAT -3
72 -T72A
3’ - GATGCTACCGY -5’
5’— CTACGATGGCAT -3’ Y =68
72-72B
3’ - GATGCYCCGTA -5’ (5 -AT-3)
5’ - CTACGATGGCAT -3’
72-72C

3’ - GATGCTACCGTA -5’

8.1. Analiza duplekséw wzorcowych — pozbawionych modyfikacji

W pierwszej kolejnosci przebadatem dupleksy DNA zbudowane z nici wzorcowych (71C
i 72C) oraz nici komplementarnych (71 i 72), to znaczy uktady niezawierajace modyfikacji.
W ten sposdb wyznaczylem orientacyjne temperatury topnienia dla dupleksow 12-merow
o podanych sekwencjach. W obu przypadkach uzyskatem bardzo podobne wyniki zaréwno

dla temperatur topnienia i warto$ci entalpii swobodnej.
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Dla lepszego poréwnania, wyniki pomiarow uwzgledniajgce btad odczytu dla wszystkich
duplekséw umiescitem w tabeli 4. Zaproponowalem podzial wynikéw ze wzgledu na sposob

ich obliczenia:

e wedlug dopasowania krzywych eksperymentalnych do teoretycznych krzywych
topnienia;
e wykresu zalezno$ci odwrotnosci temperatury topnienia od logarytmu stezenia

badanego dupleksu.

Tabela 4
Z dopasowania krzywych Z wyKresu zaleznosci
Oznaczenie AG Tm AG Tm
(keal/mol, 37°C) (°C, 1.0e-4M) (kcal/mol, 37°C) (°C, 1.0e-4M)

71-71C -11.54+0.527 55.8 -11.02+£0.115 56.3
71-T71A -10.53 +0.257 53.6 -10.35+0.123 53.6
71-71B -6.25+0.210 35.7 -6.30 + 0.078 35.9
72-72C -11.24 + 0.094 56.0 -11.47 £0.198 55.6
72 -T2A -10.51 +0.289 53.2 -10.49 +0.105 53.1
72-172B -5.88£0.108 33.9 -5.84 +0.033 33.7

8.2. Analiza dupleksow z modyfikacja na koncu 5’ lancucha

W przypadku wprowadzenia modyfikacji w postaci acyklicznego analogu dinukleotydu
pofaczonego uktadem triazolowym na koficu lancucha, mozna zaobserwowa¢ minimalny
wplyw destabilizujacy na struktur¢ dupleksu DNA. Dla obu modyfikacji uzyskatem bardzo
podobne wyniki, czyli w tym przypadku sekwencja modyfikacji nie ma znaczenia.
W stosunku do duplekséw wzorcowych obnizenie temperatury topnienia wynosi zaledwie
okoto 3°C zaréwno dla uktadu 71-71A jak i 72-72A. Niewielkie podwyzszenie warto$ci
entalpii swobodnej sugeruje, ze nie jest wykluczone uzycie oligomeréw zawierajacych

dinukleotydowe modyfikacje do badan hybrydyzacji.
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8.3. Analiza duplekséow z modyfikacja w Srodku lancucha

W  przypadku wprowadzenia modyfikacji 67 lub 68 w s$rodku tancucha
oligodeoksynukleotydu, widoczny jest bardziej wyrazisty efekt destabilizujacy strukture
dupleksu DNA. Przy obu modyfikacjach zaobserwowatem znaczny wzrost wartosci entalpii
swobodnej w stosunku do struktury wzorcowej. Bardzo duzy spadek temperatury topnienia
(wynoszacy okoto 20°C) potwierdza wptyw destabilizujacy na strukture DNA. Latwy do
zaobserwowania jest rowniez wptyw sekwencji wprowadzonej modyfikacji na trwalos¢
dupleksu. W przypadku probki 71-71B uzylem modyfikacji 67, dla ktorej warto§¢ AG jest
nizsza, a Tm wyzsza od probki 72-72B, w ktorej uzytlem modyfikacji 68. Uzyskane wyniki
pozwalaja mi wyciagnaé¢ wniosek, ze modyfikacja 67, zbudowana z dwdch acyklicznych
analogdw adenozyny potaczonych uktadem triazolowym, ma mniej destabilizujacy charakter

i lepiej imituje struktury naturalnie wystepujace w niciach DNA.

Zmniejszenie stabilno$ci ukltadow zawierajacych modyfikacje w srodku tancucha, pozwala mi
przypuszczaé ze efekt destabilizujacy zwickszy si¢, a trwato$¢ dupleksow DNA ulegnie
zmniejszeniu, w przypadku pochodnych 71D i 72D. Prawdopodobnie w uktadach
posiadajacych modyfikacje w $rodku i1 na koncu tancucha, dojdzie do zlozenia si¢ efektow

wystepujacych w przypadku przebadanych struktur z modyfikacja w jednej pozycji.
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Zgodnie z zalozeniem mojej pracy, przeprowadzitem syntez¢ acyklicznych blokow
budulcowych posiadajacych podstawnik alkinowy lub azydkowy. Otrzymane przeze mnie
zwigzki zostaly scharakteryzowane spektroskopowo (NMR, MS, IR). Przeprowadzitem proby
syntezy acyklicznych analogow nukleozydow, w ktorych czes¢ cukrowa byla zastgpiona
otrzymanymi wcze$niej blokami budulcowymi wyposazonymi w grupe azydkowa lub
alkinowa. Wybrane nowe analogi acyklicznych nukleozyddéw charakteryzuja si¢ aktywnos$cia
w reakcji CuAAC, prowadzacej do utworzenia analogéow dinukleotydow potaczonych

ugrupowaniem triazolowym, zamiast wystepujacego klasycznie tacznika fosforanowego.

Struktury analogéw dinukleotydéw zostaty przebadane spektroskopowo i zmodyfikowane
w celu przystosowania do zautomatyzowanej syntezy DNA na podlozu statym.
Przeprowadzitem synteze oligodeoksynukleotydowych  12-meréow posiadajacych
zmodyfikowany fragment dinukleotydowy, wprowadzony na koncu lub w $rodku tancucha.
Obserwacje na etapie automatycznej syntezy wykazaly wigkszy spadek wydajnosci
kondensacji w przypadku modyfikacji w $rodku tancucha niz na jego koncu.
Przeprowadzitem rowniez syntez¢ oligomerow DNA, 12-meréw, o sekwencji
komplementarnej oraz tancuchéw wzorcowych — nie posiadajacych modyfikacji. W ramach
badan przesiewowych cze$¢ otrzymanych zwigzkow zostala przebadana pod katem
aktywnosci biologicznej (przeciwnowotworowej) 1 jedna ze struktur wykazala aktywno$¢

porownywalng do Cytarabiny — znanego leku przeciwnowotworowego.

W nastepnym etapie swojej pracy, przeprowadzitem dokladne oczyszczanie 12-merdéw za
pomoca techniki HPLC. Zgodnie z przypuszczeniem, najwigkszym problemem bylo
oddzielenie konkurencyjnie utworzonych 10-meréw, ktore powstawaty kiedy modyfikacji nie
udato si¢ wprowadzi¢ do tancucha. Oddzielitem czyste tancuchy zawierajagce oba typy
modyfikacji, na koncu i1 w $rodku tancucha. Operacja oczyszczania modyfikowanych
oligomerow okazala si¢ znacznie trudniejsza niZz rutynowe oczyszczanie nici
komplementarnych i wzorcowych. Uzyskano jednorodne preparaty a masy syntetyzowanych

12-meréw zostaty potwierdzone przy pomocy techniki MALDI.

W ostatnim etapie swojej pracy, przeprowadzilem badanie termodynamiki dla dupleksow

zbudowanych z nici modyfikowanej 1 nici komplementarnej. Przeprowadzitem roéwniez
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analiz¢ dla dupleksow wzorcowych — zbudowanych z nici wzorcowej oraz komplementarnej.
Wyniki pomiaréw potwierdzily teze¢ o destabilizujagcym charakterze wprowadzonej
modyfikacji. Temperatura topnienia (Tm) dupleksow zawierajacych ni¢ modyfikowang
zmniejszyta si¢ wzgledem dupleksow wzorcowych. Potwierdzitem réwniez, ze modyfikacja
na koncu nici ma mniejszy wptyw destabilizujacy niz modyfikacja w Srodkowej czesci
tanicucha. Obnizenie stabilno$ci tancucha bylo jednak na tyle niewielkie, ze nie wyklucza

uzycia oligomerow zawierajacych dinukleotydowe modyfikacje do badan hybrydyzacji.

Uzyskane wyniki naktaniaja do przeprowadzenia prob syntezy acyklicznych analogoéw
nukleozydow posiadajacych pozostate zasady purynowe i pirymidynowe. Warte uwagi
1 dalszych badan, bytoby rowniez skrocenie acyklicznego potaczenia, co mogltoby wptynaé na

zwigkszenie trwatosci syntetyzowanych oligomerdw.

Zaprezentowane wyniki ukazaty si¢ drukiem w formie publikacji i 2 komunikatéw na

konferencjach krajowych oraz 1 komunikatu na konferencji migdzynarodowe;.

SPIS PUBLIKACJI I KOMUNIKATOW

Publikacje

e M. Gladysz, J. Milecki ,,Zastosowanie chemii ,, Click” w modyfikacjach nukleozydow
i oligonukleotydow”, Wiadomosci Chemiczne, 2014, 68, 7-8, 617-643

e M. Gladysz, J. Milecki ,,Metoda chemii , Click” w otrzymywaniu analogow
dinukleotydow zawierajgcych tqcznik triazolowy”, Nauka i przemyst — metody

spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci, 2013, 353-356

Komunikaty

e M. Gladysz, J. Milecki, J. Nowak-Karnowska ,,Acyclic dinucleotide analogues

obtained via Click Chemistry”, XXI Round Table on Nucleosides, Nucleotides and
Nucleic Acids Chemical Biology of Nucleic Acids, Poznan 2014
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VI. Cze¢s¢ eksperymentalna

1. Uwagi ogolne

1.1. Odczynniki

Sigma-Aldrich - Adenina, Guanina, Tymina, Cytozyna

Fluka — Dowex 50W

SAFC® Proligo® Reagents - Amidofosforyny do automatycznej syntezy DNA
SAFC® Proligo® Reagents - odczynniki do automatycznej syntezy DNA

Wszystkie pozostale odczynniki uzywane w prowadzonych syntezach, zostaty zakupione w

firmie Sigma-Aldrich lub Avantor.

1.2. Rozpuszczalniki organiczne

Rozpuszczalniki stosowane w syntezach:

e Chlorek metylenu i Chloroform - destylowany znad bezwodnego K,COs.

e Pirydyna - zasypana KOH na 24h i destylowana, powtornie destylowana znad CaHp,
przechowywana nad sitami molekularnymi 4A;

e Dimetyloformamid — destylowany znad CaH; pod zmniejszonym ci$nieniem,
przechowywany nad sitami molekularnymi 44

e Pozostate rozpuszczalniki pochodzity z firmy Avantor i w razie konieczno$ci byty

destylowane.
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Rozpuszczalniki stosowane do automatycznej syntezy DNA:
e Acetonitryl - J.T. Baker HPLC Analyzed Ultra Gradient Grade.
Rozpuszczalniki i odczynniki stosowane do HPLC:

e Acetonitryl — J.T. Baker, HPLC Analyzed Ultra Gradient Grade;
e Metanol — J.T. Baker, HPLC Analyzed Gradient Grade;
e woda destylowana i dejonizowana (Milipore Super Q System);

e (Octan amonu cz.d.a. POCH.

1.3. Chromatografia cienkowarstwowa i kolumnowa

Chromatografie cienkowarstwowa (TLC) wykonywatem na ptytkach DC Kieselgel 60 Fasy
firmy Merck. Chromatogramy obserwowalem w §wietle UV (A=254 nm) lub wywolywalem
stosujac roztwor 10 % kwasu siarkowego (VI) w alkoholu etylowym i wygrzewajac ptytki az

do wypalenia analizowanych substancji.

W chromatografii kolumnowej stosowatem technike flash-chromatography. Uzywalem zel

krzemionkowy Kieselgel 60H i Kieselgel 60 HF 54 firmy Merck.

1.4. Badania aktywnoSci biologicznej

Badania aktywnos$ci przeciwnowotworowej zostaty przeprowadzone przez dra n. farm. Piotra
Ruszkowskiego w Katedrze 1 Zakladzie Farmakologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Przeprowadzono kolorymetryczny test SRB. Rozpuszczone
w DMSO probki badano w poroéwnaniu ze standardem, analogiem nukleozydowym -

cytarabing.
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1.5. Zautomatyzowana synteza DNA

Zautomatyzowang syntez¢ oligodeoksynukleotydow przeprowadzitem na aparacie K&A

Laborgeraete DNA/RNA Synthesizer H-6.
Do syntezy oligonukletydow uzytem odpowiednich odczynnikow:

e TCA Deblock marki SAFC® (L020250-04) roztwor kwasu trichlorooctowego w
dichlorometanie 3/100 (v/v). Odczynnik ten shuzy do odblokowania DMTr-
z nukleozydu (lub z podtoza z przytaczong zablokowang zasada) do ktorego ma
by¢ przytaczony kolejny nukleozyd.

e Oxidizer 0,1M roztwor jodu w THF i pirydynie marki SAFC (L360045). Petni on
funkcje utleniacza. THF/H20/Pirydyna/jod 77/2/21/2,54 (vIviviw).

e Cap A (L34005) marki SAFC; THF, bezwodnik octowy, 2,6-lutydyna.

e Cap B (L350045) marki SAFC; THF, 1-metyloimidazol.

Syntezg przeprowadzitem w skali 0.2uM. Do suszenia kolumienek stosowatlem Argon

czystosci N 5.0.

1.6. Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Analizy HPLC wykonywalem na aparatach firmy Agilent 1260 i 1200 wyposazonych
w  detektor UV-Vis.  Chromatogramy  rejestrowatem  przy  dlugosci  fali
260 nm.

Doczyszczanie produktéow po syntezie przeprowadzitem na kolumnach stosujac elucje

gradientowg
Zastosowatem kolumny chromatograficzne:

e Waters X-Bridge prep C18 5 um 10x150 mm;
e Agilent Poroshell 120 EC-C18 2,7 um 4,6x100 mm.
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1.7. Pomiary temperatur topnienia i pelnej termodynamiki dupleksow

Pomiary wykonatem w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu, we wspolpracy z Panig dr Anng Pasternak. Wszystkie analizy przeprowadzitem
na spektrofotometrze Beckman DU-70 z termoprogramatorem z uzyciem metody topnienia
UV (ang. UV melting).

1.8. Pomiary spektralne

Wszystkie widma 'H, °C, 3P oraz >N NMR wykonane zostaly w Srodowiskowym
Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu. Analizy przeprowadzono na 3 spektrometrach:

e Spektrometr Bruker Avance 600 MHz
e Spektrometr NMR Varian VNMR-S 400 MHz
e Spektrometr NMR VARIAN Mercury 300 MHz

Widma byty mierzone przy uzyciu takich rozpuszczalnikow jak CDCls;, CD3OD, DMSO-ds
lub D,O. Wartosci przesunie¢ chemicznych dla *H-NMR i *C-NMR okreslono w skali
o (ppm) w dot pola elektromagnetycznego wzgledem tetrametylosilanu (TMS) jako wzorca
wewnetrznego lub zewnetrznego (D-0). Widma *!P-NMR dla blokéw amidofosforynowych

byty mierzone z dodatkiem DABCO jako stabilizatora, wzgledem wzorca zewngtrznego
(85% H3PO,).

Widma masowe wykonano z zastosowaniem techniki elektrospray na spektrometrze ZQ

Waters-Micromass oraz na spektrometrze Varian 4000MS z putapka jonowa polaczonym

z chromatografem gazowym CP3800 zaopatrzonym w kolumng¢ VF-5ms.
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Widma masowe MALDI TOF MS w trybie jonow dodatnich wykonano na spektrometrze
Bruker ultrafleXtreme stosujac jako matryce kwas 3-hydroksypikolinowy a jako kalibrant
peptide calibration standard (Bruker).

Widma absorpcji UV byly rejestrowane w kuwetach kwarcowych (1=0.5 cm lub 1=0.1cm) na
spektrofotometrze Cary 100 UV-Vis Agilent. Absorpcja pochodzaca od rozpuszczalnika byta

odejmowana.
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2. Synteza alkinowego bloku budulcowego

2.1. Synteza 2-fenylo-1,3-dioksan-5-olu (44)

Swiezo destylowany aldehyd benzoesowy (53g; 0,5 mol) rozpuscitem w 50ml toluenu
1 dodatem bezwodna gliceryne (55,3g; 0,6 mol) w 50ml toluenu. Do mieszaniny dodatem
kwas p-toluenosulfonowy (2g; 0,01 mol) i rozpoczalem ogrzewanie pod chtodnica zwrotng
zaopatrzong w aparat Deana-Starka. Reakcje prowadzilem przez pig¢ godzin w temperaturze
wrzenia toluenu (110,6°C), odprowadzajac wydzielajaca si¢ wodg. Kiedy woda przestata si¢
skrapla¢ przerwatem reakcje. Po ostygnieciu mieszaniny zobojetnitem jg za pomocyg 4M
roztworu wodorotlenku potasu. Nastepnie dwukrotnie przemytem mieszaning woda i jeden
raz nasyconym roztworem chlorku sodu. Warstwe organiczng suszylem nad bezwodnym
MgSOs, nastgpnie odparowatem, a pozostatos$¢ krystalizowatem ze schtodzonej mieszaniny
heksan-toluen (w stosunku objetosciowym 5:3). Otrzymatem okoto 20 graméw produktu, co

stanowi w przyblizeniu wydajnosé rowng 20%.

Zwiazek znany jest w literaturze i zostal przebadany spektroskopowo [113]. Wykonana
przeze mnie analiza H* NMR potwierdzita zgodno$é z opisem literaturowym, potwierdzajac

wlasciwg identyfikacje produktu.

2.2. Synteza 2-fenylo-5-(prop-2-ynyl-1-oksy)-1,3-dioksanu (46)

2-Fenylo-1,3-dioksan-5-ol (44) - substrat reakcji (2,1g; 12 mmol) rozpuscitem w 15ml DMF
1 ochtodzitem do 0°C. Nastgpnie dodatem wodorek sodu (0,42g; 18mmol) w kilku
niewielkich porcjach, kontrolujac zeby reakcja nie zaszta zbyt gwalttownie. Nastepnie
pozostawialem uklad na mieszadle magnetycznym przez kolejne 30 minut. Po tym czasie
dodalem bromku propargilu (1,73g; 15 mmol) i zostawitem reakcje w temperaturze
pokojowej na 12 do 24 godzin.

Po tym czasie skontrolowatem przebieg reakcji za pomocg chromatografii cienkowarstwowe;j
TLC (faza rozwijajaca toluen-octan etylu 7:3, v/v). Reakcje zakonczylem dodajac do
mieszaniny 70ml wody i ekstrahowatem trzema porcjami (po 30ml) chloroformu. Faze

organiczng suszytem nad bezwodnym MgSO, i odparowatem do sucha. Surowg mieszanine
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produktow oczyszczatem chromatograficznie (CH,Clo: AcOEt 1:1 + MeOH 1,5%) otrzymujac
0,84¢g czystego produktu. Wydajnos¢ reakcji wynosita 33,1%.

'H NMR (CDCls), § 2,43 (m, 1H, CCH), 3,65 (p, J=1,7Hz, 1H, H-5), 4,09 (dd, J;=12,9Hz,
J,=1,6Hz, 2H, OCH,CCH), 4,37 (m, 4H, H-4, 4’ i H-6, 6°), 5,56 (s, 1H, H-2), 7,35 (m, 3H,
fenyl), 7,50 (m, 2H, fenyl)

3C NMR (CDCls), 6 55,51; 68,63; 74,85; 77,20; 79,34; 101,30; 126,06; 128,15; 128,88;
138,04

2.3. Synteza 2-(prop-2-ynyl-1-oksy)-propan-1,3-diolu (49)

2-Fenylo-5-(prop-2-ynyl-1-oksy)-1,3-dioksan (46) — substrat reakcji (5,73g; 26 mmol)
umieécitem w 15ml kwasu mréwkowego (90%). Reakcj¢ mieszalem na mieszadle
magnetycznym w temperaturze pokojowej przez 4 godziny. Jej przebieg kontrolowatem za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca toluen-octan etylu 7:3, v/v).
Reakcje zakonczylem rozcienczajac mieszaning woda 1 przeprowadzajac trzykrotng
ekstrakcje matymi porcjami heksanu. Faz¢ wodng odparowatem do sucha.

W drugim etapie reakcji, surowy produkt pierwszego etapu umiescitem w 10ml metanolu
1 dodalem 5ml 25% wody amoniakalnej. Reakcje kontynuowalem przez 12 godzin,
kontrolujac jej przebieg za pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca
toluen-octan etylu 7:3, v/v). Po tym czasie mieszaning¢ reakcyjng odparowatem do sucha

uzyskujac 3,71g surowego produktu.

'H NMR (CDCly), & 1,34 (t, J=5,4Hz, 2H, OH), 2,93 (t, J=2,9Hz, 1H, CCH), 3,53-3,31 (m,
5H, H-1, H-1, H-2, H-3,H-3"), 4,11 (d, J=3,1Hz, 2H, OCH,CCH)

2.4. Synteza 3-dimetoksytrytylo-2-(prop-2-ynyl-1-oksy)-propan-1-olu (50)
2-(Prop-2-ynyl-1-oksy)-propan-1,3-diol (49) — substrat reakcji (0,5g; 3,84 mmol) trzykrotnie
odparowatlem z acetonitrylem. Nastepnie rozpuscitem substrat w 30ml bezwodnego

acetonitrylu 1 dodatem trietyloaminy (0,4g; 3,84 mmol). Do tak przygotowanej mieszaniny
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dodatem chlorek dimetoksytrytylu (1,3g; 3,84 mmol) 1 prowadzitem reakcje w temperaturze
pokojowej, na mieszadle magnetycznym, przez 12 godzin. Przebieg reakcji $ledzitem za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca toluen-octan etylu 7:3, v/v).
Plytki spryskiwatem rowniez 10% roztworem H;SO4 w etanolu 1 wypalalem na plycie
grzewczej.

Reakcje zakonczylem, mieszaning zagescitem na wyparce, a pozostalos¢ rozpuscitem
w CHyCI; i1 ekstrahowatem 15 ml nasyconego roztworu NaHCOj;. Fazg¢ organiczng
wysuszytem nad MgSO,; 1 odparowatem do sucha. Surowg mieszaning produktow
oczyszczatem chromatograficznie (CH,Cly:heksan 1:1 + MeOH 1%) otrzymujac 0,41g

produktu monopodstawionego, co stanowito wydajnos¢ 25%.

'H NMR (CDCly), § 2,43 (t, J=2,3Hz, 1H, CCH), 3,30-3,16 (m, 2H, H-1, 1°), 3,78-3,58 (m,
4H, OH, H-3, 3°, H-2), 3,79 (s, 6H, OCHs), 4,24 (dd, J;=15,8Hz, J,=2,4Hz, 1H, OCH,CCH),
4,34 (dd, J;=15,8Hz, J,=2,4Hz, 1H, OCH,CCH), 7,47-6,76 (m, 13H, trytyl)

ESI-MS m/z 455 (M+Na"), obliczono m/z 432,5 dla Cy7H2g05

2.5. Synteza 2-(prop-2-ynyl-1-oksy)-3-(tert-butylodifenylosililo)-propan-1-
olu (52)

2-(Prop-2-ynyl-1-oksy)-propan-1,3-diol (49) — substrat reakcji (1,17g; 9 mmol) rozpuscitem
w 10ml THF 1 ochtodzitem do 0°C. Nastepnie dodalem wodorek sodu (0,216g; 9mmol) w
kilku niewielkich porcjach, kontrolujac Zeby temperatura nie wzrosta gwattownie. Nastepnie
pozostawialem uktad na mieszadle magnetycznym przez kolejne 30 minut. Po tym czasie
dodalem chlorku tert-butylodifenylosililu (2,47g; 9 mmol) 1 kontynuowatem mieszanie na
mieszadle magnetycznym przez okoto 2 godziny do temperatury pokojowej. Przebieg reakcji
Sledzitem za pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca toluen-octan
etylu 7:3, viv).

Po tym czasie zakonczylem reakcje, mieszaning wlalem do 30 ml eteru dietylowego
i ekstrahowatem dwukrotnie 10% roztworem K,COs3; oraz nasyconym roztworem chlorku
sodu (porcje po okoto 10-15ml). Fazg¢ organiczng suszylem nad bezwodnym MgSO,

1 odparowatem do sucha.
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Substrat reakcji odzyskalem przez ekstrakcje fazy wodnej za pomoca mieszaniny
CHCl3:izopropanol 3:1.
Surowag mieszaning produktow oczyszczatem chromatograficznie (CHCls:heksan 1:3

+ MeOH 3%) otrzymujac 1,75g produktu monopodstawionego, co stanowito wydajnos¢ 53%.

'H NMR (CDCls), 5 1,06 (s, 9H, t-butyl), 2,06 (ddd, J;=6,8Hz, J,=4,8Hz, Js=1,2Hz, 1H, OH),
2,41 (t, J=2,4Hz, 1H, CCH), 3,84-3,62 (m, 5H, H-1, H-1’, H-2, OCH,CCH), 4,19 (dd,
J=15,9Hz, 1H, H-3), 4,28 (dd, J=15,9Hz, 1H, H-3"), 7,49-7,34 (m, 6H, fenyl), 7,72-7,63 (m,
4H, fenyl)

3C NMR (CDCls), & 19,13; 26,77; 57,56; 62,66; 63,41; 74,48; 79,41; 79,94; 127,75; 129,80;
133,07; 135,53

ESI-MS m/z 391 (M+Na"), 407 (M+K"), obliczono m/z 368,54 dla C,H,303Si

2.6. Synteza 2-(prop-2-ynyl-1-oksy)-3-(tert-butylodifenylosililo)-1-tosylo-
propanu (54)

2-(Prop-2-ynyl-1-oksy)-3-(tert-butylodifenylosililo)-propan-1-ol (52) - substrat reakcji
(1,75g; 4,75 mmol) umiescitem w 20ml destylowanego CH,Cl, i dodatem DMAP (1,76g;
14,25 mmol). Mieszajac na mieszadle magnetycznym ochtodzilem mieszaning do okoto 0°C
i dodatem chlorku tosylu (1,83g; 9,5 mmol). Reakcje prowadzitem przez 2-3 godziny,
pozwalajac ogrza¢ si¢ do temperatury pokojowej. Przebieg reakcji §ledzitem za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca toluen-octan etylu 7:3, v/v).

Po tym czasie zakonczylem reakcje, rozcienczylem mieszaning za pomoca CH,Cl,
1 dwukrotnie ekstrahowatem za pomoca wody oraz nasyconego roztworu NaHCOs;. Fazg
organiczng suszytem nad MgSO, i odparowatem do sucha.

Surowa mieszaning produktow oczyszczalem chromatograficznie (CH>Cly:heksan

1:3 + AcOEt 1,5%) otrzymujac 2,06g produktu, co stanowito wydajnos¢ 83,1%.
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'H NMR (CDCls) 6 0,99 (s, 9H, t-butyl), 2,32 (t, J=2,4Hz, 1H, CCH), 2,42 (s, 3H, CH3-Tos),
3,61 (dd, J;=10,8Hz, J,=6,2Hz, 1H, H-1), 3,70 (dd, J;=10,8Hz, J,=4,9Hz, 1H, H-1"), 3,80 (m,
1H, H-2), 4,11 (m, 3H, OCH,CCH, H-3), 4,27 (dd, J;=10,4Hz, J,=3,9Hz, 1H, H-3"), 7,82-
7,26 (m, 14H, fenyl)

3C NMR (CDCl3) & 19,09; 21,63; 26,67; 57,61; 62,08; 69,25; 74,65; 76,44; 77,20; 79,26;
127,73; 127,99; 129,80; 132,91; 135,51; 144,76

ESI-MS m/z 545 (M+Na"), 561 (M+K™) obliczono m/z 522,73 dla Cy9H3405SSi
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3. Synteza azydowego bloku budulcowego

3.1. Synteza 2-(azydometylo)oksiranu (55)

Epichlorohydryne (50g; 0,54 mmol) umiescitem w 100ml wody destylowanej i mieszatem
energicznie na mieszadle magnetycznym. Nastepnie powoli 1 w matych porcjach, za pomoca
wkraplacza, dodawalem do mieszaniny roztwor azydku sodu (39g; 0,6mmol) w 140ml wody
destylowanej. Roztwor dodawatem w czasie 2-3 godzin, a nast¢gpnie mieszatem przez kolejne
30 minut. Po tym czasie oddzielitem dolng warstwe, a gorng ekstrahowatem trzema porcjami
dichlorometanu po 60ml. Ekstrakty i wcze$niej oddzielong dolng warstwe polaczytem
i suszylem nad bezwodnym MgSO,.

Nastepnie, mieszaning produktow oczyszczatem chromatograficznie (CH,Cl, + MeOH 2,5%).
Frakcje zawierajace produkt monopodstawiony polaczylem, zages$citem i oczyszczalem za

pomocg destylacji prézniowe;.

Zwigzek znany jest w literaturze i zostal przebadany spektroskopowo [115]. Wykonana
przeze mnie analiza H* NMR potwierdzita zgodno$é¢ z opisem literaturowym, potwierdzajac

wlasciwg identyfikacje produktu.
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4. Procedura syntezy acyklicznych analogéw nukleozydowych

4.1. Procedura syntezy w reaktorze mikrofalowym

W moim projekcie badawczym wykorzystatem reaktor mikrofalowy — MARS 6 firmy CEM
Corporation. Komorg pieca wyposazono w mieszadto magnetyczne i podkiadke pod kolbg.
Do zestawu zostala dorobiona szklana rura ze szlifem, tak zeby potaczy¢ chtodnice zwrotng
umiejscowiong w gornym otworze obudowy, z kolbg reakcyjng. Aparat MARS 6
zaprezentowany jest na rysunku 23.

Rys. 23 (http://www.cem.com/mars6.html)

Przed wstawieniem reakcji w piecu mikrofalowym, suszylem stosowane zasady azotowe
i bezwodny K,CO3; w ponad 100°C, pod zmniejszonym cisnieniem (2mm Hg) przez 2-3
godziny. Substrat alkinowy réwniez suszytem pod zmniejszonym ci§nieniem w temperaturze
pokojowej. Substrat azydkowy uzywany byl w sprzgganiu z zasada azotowa, krdotko po

destylacji (bez dodatkowego suszenia).
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Substratem wyjsciowym byt blok budulcowy alkinowy lub azydkowy. Wzgledem tego
substratu wyznaczatem ilo$¢ stosowanej zasady azotowej jako 2 ekwiwalenty molowe.
Mieszaning umieszczalem w 10-20ml DMF i dodawatem okoto 200mg K,CO:s.

Reakcje prowadzitem w piecu mikrofalowym, ustalajgc czas wzrostu temperatury do 140°C
w ciggu 1 minuty. Nastepnie temperatura 140°C byta utrzymywana przez 30 minut. Po tym
czasie chtodzitem uktad reakcyjny, pobieralem probke i sprawdzatem postgp reakcji za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca chloroform-metanol 9:1,
v/v). Reakcje powtarzalem w tych samych warunkach w 8 lub 10 cyklach trzydziesto
minutowych. Caty proces zajmowat od 4 do 5 godzin.

Mieszaning poreakcyjng saczylem, a rozpuszczalnik odparowywalem. Surowy produkt

oczyszczatem chromatograficznie (CH,Cl, + MeOH 3%).

4.2. Procedura syntezy klasycznej

Przed rozpoczeciem reakcji suszytem stosowane zasady azotowe i bezwodny K>,CO3 w ponad
100°C, pod zmniejszonym cisnieniem (2mm Hg) przez 2-3 godziny. Substrat alkinowy
réwniez suszylem pod zmniejszonym ciSnieniem w temperaturze pokojowej. Substrat
azydkowy uzywany byl w sprzeganiu z zasada azotowa, krotko po destylacji (bez
dodatkowego suszenia).

Substratem wyjsciowym byt blok budulcowy alkinowy lub azydkowy. Wzgledem tego
substratu wyznaczatem ilo$¢ stosowanej zasady azotowej jako 2 ekwiwalenty molowe.
Mieszaning umieszczalem w 10-20ml DMF i1 dodawatem okoto 200mg K,CO:s.

Reakcje prowadzilem na tazni olejowej w 60°C, z uzyciem mieszadta magnetycznego
i chronigc przed dostepem wilgoci. PO ustaleniu si¢ temperatury, pozostawialem reakcje na
3 doby intensywnie ja mieszajac. Przebieg reakcji Sledzitem za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca chloroform-metanol 9:1, v/v).

Kiedy zanik substratow byl niemal catkowity, mieszaning poreakcyjng sgczylem,
a rozpuszczalnik odparowywalem. Surowy produkt oczyszczalem chromatograficznie

(CH.CI; + MeOH 3%).
W wyniku reakcji sprzggania zasad azotowych ze zsyntetyzowanymi wczesniej blokami
budulcowymi, otrzymatem dwa acykliczne analogi adenozyny — jeden zawierajacy alkinowg

grupe funkcyjng (58), a drugi ugrupowanie azydkowe (59). Otrzymatem rowniez analog
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tymidyny posiadajagcy podstawnik azydkowy (60). Reakcje otrzymywania pochodnych
azydowych przebiegaty z nizszag wydajnoscia (od 31%), natomiast otrzymywanie analogu

adenozyny z podstawnikiem propargilowym przebiegalo z wyzsza wydajnoscia (do 86%).

4.3. Dane spektralne otrzymanych acyklicznych analogow nukleozydow

58

'H NMR (DMSO0) 6 1,00 (s, 9H, t-butyl), 3,25 (t, J=2,4Hz, 1H, CCH), 3,70 (m, 2H, H-1, H-
1’), 4,22-4,01 (m, 3H, H-2, OCH2CCH), 4,28 (dd, J;=14,3Hz, J,=7,3Hz, 1H, H-3), 4,40 (dd,
J1=14,3Hz, J,=4,4Hz, 1H, H-3"), 7,18 (s, 2H, NH>), 7,67-7,36 (m, 10H, fenyl), 8,03 (s, 1H, H-
8 adeniny), 8,14 (s, 1H, H-2 adeniny)

3C NMR (DMSO) & 18,78; 26,58; 43,59; 56,88; 63,32; 76,77; 77,01; 79,90; 118,52; 127,89;
129,90; 132,53; 135,06; 141,19; 149,71, 152,38; 155,91

59

'H NMR (DMSO) § 3,24 (dd, J;=12,7Hz, J,=5,9Hz, 1H, H-3), 3,36 (m, 1H, H-3"), 4,10 (m,
2H, H-1, H-1), 4,20 (m, 1H, H-2), 5,65 (d, J=5,1Hz, 1H, OH), 7,21 (s, 2H, NH,), 8,05 (s, 1H,
H-8 adeniny), 8,14 (s, 1H, H-2 adeniny)

60

IH NMR (DMSO) § 1,75 (d, J=1,2Hz, 3H, CHs), 3,39-3,15 (m, 2H, H-3, H-3"), 3,48 (dd,
31=13,7Hz, 3,=8,3Hz, 1H, H-1), 3,75 (dd, J;=13,7Hz, J,=3,9Hz, 1H, H-1°), 3,91 (m, 1H, H-2),
5,56 (d, J=5,6Hz, 1H, OH), 7,4 (q, J=0,9Hz, 1H, H-6 tyminy), 11,23 (s, 1H, NH)

ESI-MS m/z 248 (M+Na"), 264 (M+K™) obliczono m/z 225,2 dla CgH1;Ns03
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5. Modyfikacja zasad pirymidynowych.

5.1. Synteza N*-benzoilocytozyny (61)

Cytozyne (1,1g; 10mmol) odparowalem trzykrotnie z pirydyng. Nastepnie umiescitem
cytozyne w 10ml pirydyny na mieszadle magnetycznym. Za pomocg wkraplacza dodawatem
do mieszaniny chlorek benzoilu (2,8g; 20 mmol) w matych porcjach, przez 30 minut. Reakcje
kontynuowatem przez dobe, kontrolujac jej przebieg za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca chloroform-metanol 95:5, v/v).

Po tym czasie zakonczylem reakcje, dodalem do mieszaniny metanolu i1 odsaczytem
wytragcony osad. Osad przemylem etanolem i1 suszylem pod zmniejszonym ci§nieniem.
Uzyskatem tacznie 1,98g produktu, co stanowilo wydajnos¢ réwna 93%.

Dane spektralne lit. [119,120]

5.2. Synteza N*-benzoilotyminy (62)

Tyming (1,26g; 10 mmol) umiescitem w mieszaninie 6,5ml pirydyny i 16ml acetonitrylu na
mieszadle magnetycznym. Nastgpnie za pomoca wkraplacza dodawatem do zawiesiny
chlorek benzoilu (5,6g; 40 mmol) w matych porcjach. Reakcj¢ kontynuowatem przez 24
godziny w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji $ledzitem za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca chloroform-metanol 95:5, v/v).

Po tym czasie zakonczylem reakcje. Odparowatem rozpuszczalniki do sucha, a pozostato$¢
umiesécitem w mieszaninie 15ml dioksanu i 15ml wody. Do roztworu dodatem K,CO; (2g;
15 mmol) 1 umiescitem calo$¢ na mieszadle magnetycznym, w temperaturze pokojowej na
czas 24 godzin. Przebieg reakcji sledzitem za pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC
(faza rozwijajaca chloroform-metanol 95:5, v/v).

Po zakonczeniu reakcji, mieszaning zakwasitem roztworem 1N kwasu solnego — do pH=3;
1 odsgczylem wytragcony osad.

Produkt rekrystalizowatem z etanolu, otrzymujac 1,1g oczyszczonego zwigzku, co stanowito
48% wydajnosci.

Dane spektralne lit. [118]
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6. Reakcja typu ,,Click” i przygotowanie substratow do automatycznej

syntezy oligodeoskynukleotydow.

6.1. Odblokowanie alkinowego analogu nukleozydowego (63)

Substrat reakcji — modyfikowana acykliczng adenozyne (58) posiadajaca podstawnik
alkinowy oraz tert-butylodifenylosililowa grup¢ ochronng (1,5g; 3,1 mmol), umiescitem
w  20ml $wiezo destylowanego THF. Nastepnie dodatem w duzym nadmiarze
trifluorowodorku trietyloaminy (2,69g; 16 mmol) i pozostawitem reakcje na mieszadle
magnetycznym w temperaturze pokojowej przez dwie doby. Postep reakceji kontrolowatem za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca chloroform-metanol
9:1, vIv).

Po prawie catkowitym zaniku substratu, zakonczytem reakcje przez dodanie do mieszaniny
nasyconego roztworu NaHCOs, do uzyskania odczynu oboj¢tnego pH. Zobojgtniong
mieszaning odparowatem do sucha. Przeprowadzitem dwukrotng ekstrakcj¢ z pirydyna na
goraco. Pozostato$¢ odparowatem do sucha.

W celu pozbycia si¢ zanieczyszczen nieorganicznych przygotowatem kolumne jonowymienng
Dowex H*. Wypelnienie wprowadzilem na kolumne w wodzie, a nastepnie przemylem ja 3%
roztworem HCI i wymytem woda do pH=7, w celu przeprowadzenia w form¢ H'. Surowa
mieszaning poreakcyjna wprowadzitem na kolumn¢ i po przemyciu kolumny woda (10
objetosci kolumny) wymywatem 3% roztworem amoniaku w wodzie. Oczyszczony produkt
uzyskatem w kilku frakcjach, ktore odparowatem do sucha.

Ostatecznie otrzymatem 590 mg czystego produktu, co dato taczng wydajnos¢ 77%.
'H NMR (D20) & 2,37 (t, J=2,4Hz, 1H, CCH), 3.67 (dd, J;=12.4Hz, J,=4.8Hz, 1H, H-3) 3.85

(dd, J;=12.4Hz, J,=4.0Hz, 1H, H-3"), 4,44-4,00 (m, 5H, H-1, H-1°, H-2, OCH,CCH), 4,90-
4,74 (m, 1H, OH), 7,46 (m, 2H, NH), 8,18 (m, 1H, H-8 adeniny), 8,53 (m, 1H, H-2 adeniny)
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6.2. Trytylowanie odblokowanego alkinowego analogu nukleozydu (64)

Odblokowany substrat alkinowy (63) (540mg; 2,2 mmol) odparowatem trzykrotnie
z pirydyng. Nast¢gpnie umiescitem w 20ml destylowanej pirydyny na mieszadle
magnetycznym i dodatem 1,5 ekwiwalentu molowego chlorku dimetokstytrytylu (1,11g; 3,3
mmol). Reakcje prowadzilem przez 24 godziny w temperaturze pokojowej, postep reakcji
kontrolowalem za pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca
chloroform-metanol 95:5, v/v).

Po tym czasie mieszaning reakcyjng odparowatem do sucha. Pozostato$¢ rozpuscitem
w destylowanym dichlorometanie i ekstrahowatem trzykrotnie niewielkimi porcjami
nasyconego roztworu NaHCOgj. Faze organiczng suszylem nad bezwodnym MgSO,
1 odparowalem do sucha.

Surowy produkt oczyscitem za pomoca chromatografii kolumnowej (CH,Cl, + MeOH 5%).
Otrzymatem 760mg czystego produktu reakcji trytylowania, co stanowilo wydajnos¢

wynoszacg 63%.

'H NMR (CDCl3) 6 2,14 (t, J=2,4Hz, 1H, CCH), 3.20 (dd, J;=10.4Hz, J,=4.7Hz, 1H, H-3),
3.30 (dd, J;=10.4Hz, J,=4.4Hz, 1H, H-3’), 3,80 (s, 6H, OCH3), 4,15-3,93 (m, 2H, H-2,
OCH,CCH), 4,35-4,14 (m, 2H, H-1, OCH,CCH), 4,47 (dd, J;=14,4Hz, J,=3,4Hz, 1H, H-1"),
5,67 (s, 2H, NH,), 7,00-6,71 (m, 4H, fenyl), 7,57-7,15 (m, 9H, fenyl), 7,90 (d, 1H, H-8
adeniny), 8,33 (s, 1H, H-2 adeniny)

3C NMR(CDCls) & 45,14; 55,22; 57,62; 62,71; 74,53; 76,11; 78,91; 86,46; 113,19; 126,90;
127,90; 128,04; 129,97; 135,66; 141,83; 144,50; 152,75; 155,21; 158,55

6.3. Procedura sprzegania typu ,,Click” pomiedzy alkinem i azydkiem

Reakcje sprzegania prowadzitem w uktadzie rozpuszczalnikow THF/H,O/t-BuOH (jak 3:1:1,
v/v), uzywajac nadmiaru pochodnej zawierajacej grupe azydkowa wzgledem alkinowego
bloku budulcowego (jak 1,2:1 ekwiwalentu molowego). Do mieszaniny reakcyjnej

dodawatem odpowiednie ilosci katalizatora- CuSQy; i reduktora- askorbinianu sodu.
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6.3.1. Synteza dinukleotydu adenozyno-tymidynowego polaczonego

ukladem triazolowym (65)

W mieszaninie rozpuszczalnikow (o lacznej objetosci 15ml) umiescitem, w nieduzym
nadmiarze, azydkowy blok budulcowy - pochodng tymidyny (60) (50mg; 0,22 mmol).
Nastepnie dodalem do mieszaniny substrat alkinowy (63) (100mg; 0,18 mmol)
i wprowadzitem CuSO,4 (12,5 mg; 0,05 mmol) oraz askorbinian sodu (30mg, 0,15 mmol).
Reakcje prowadzitem przez dobe w temperaturze pokojowej, na mieszadle magnetycznym.
Jej przebieg Sledzitem za pomocg chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca
chloroform-metanol 9:1, v/v).

Mieszaning reakcyjng odparowatem do sucha i oczyszczalem za pomoca chromatografii
kolumnowej (CH,CIl, + MeOH 7%). Otrzymatem 93mg czystego produktu, co stanowi

wydajnos¢ rowng 66%.
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6

Rys. 24 Przyjeta podczas analizy widm numeracja atoméw czasteczki zwiazku 65
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O 53__ 51
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4 4 54 \ 9_0
54
; 50—=_/48 CH
565

'H NMR (DMSO) & 1,77-1,70 (m, 3H, CH3 tyminy), 3,02-2,90 (m, 2H, H-19, H-19°), 3,45
(m, 4H, H-36, H-36°, H-18, OH), 3,73 (s, 6H, OCHj3), 3,87-3,78 (m, 1H, H-37), 4,55-4,17 (m,
4H, H-17, H-17°, H-38, H-38"), 4,63 (dd, J;=12,2Hz, J,=1,4Hz, 2H, H-21, H-21"), 7,41-6,85
(m, 16H, trytyl, H-23, NHy), 7,97-7,88 (m, 1H, H-6 tyminy), 8,32 (s, 2H, H-8 i H-2 adeniny),
11,27 (d, J=1,5Hz, 1H, NH)
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6.3.2. Synteza dinukleotydu adenozyno-adenozynowego polaczonego

ukladem triazolowym (66)

W mieszaninie rozpuszczalnikow (o lacznej objetosci 15ml) umiescitem, w nieduzym
nadmiarze, azydkowy blok budulcowy - pochodng adenozyny (59) (218mg; 0,92 mmol).
Nastepnie dodalem do mieszaniny substrat alkinowy (63) (420mg; 0,75 mmol)
i wprowadzitem CuSO, (25mg; 0,1 mmol) oraz askorbinian sodu (60mg, 0,3 mmol). Reakcje
prowadzitem przez dob¢ w temperaturze pokojowej, na mieszadle magnetycznym. Jej
przebieg $ledzilem za pomocg chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza rozwijajaca
chloroform-metanol 9:1, v/v).

Mieszaning reakcyjng odparowatem do sucha i oczyszczalem za pomoca chromatografii
kolumnowej (CH,Cl, + MeOH 7%). Otrzymatem 480mg czystego produktu, co stanowi

wydajnos¢ rowna 80%.
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Rys. 25 Przyjeta podczas analizy widm numeracja atomow czasteczki zwiazku 66

'H NMR (DMSO0) & 3,20-3,06 (m, 1H, H-19), 3,47-3,35 (m, 1H, H-19), 3,72 (s, 6H, OCH3),
4,08 (m, 1H, H-17), 4,37-4,20 (m, 6H, H-29, H-29’, H-17’, H-18, H-28, H-27), 4,53-4,43 (m,
2H, H-21, H-27"), 4,63 (dd, J,=12,2Hz, J,=1,5Hz, 1H, H-21"), 5,66 (d, J=4,5Hz, 1H, OH),
7,41-6,80 (m, 18H, trytyl, H-23, 2XxNH,), 8,17-7,89 (m, 4H, 2x H-2 i H-8 adeniny)
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6.4.1.Fosfitylacja dinukleotydu adenozyno-adenozynowego (67)

Substrat reakcji — analog dinukleotydu (66) (390mg, 0,5 mmol), suszytem w kolbie reakcyjnej
pod zmniejszonym cisnieniem przez 3 godziny. Nastepnie napetlitem kolbe argonem
1 dodatem 5ml THF.

Za pomoca doktadnie wysuszonych pod zmniejszonym ci$nieniem strzykawek, dodatem do
roztworu DIPEA (105mg, 0,82 mmol) i chloro(diizopropyloamino)-p-cyjanoetoksyfosfing
(165mg, 0,7 mmol). Reakcje prowadzitem na mieszadle magnetycznym przez dobe
w atmosferze argonu. Postep reakcji $ledzitem za pomocg chromatografii cienkowarstwowej
TLC (faza rozwijajaca chloroform-metanol 9:1, v/v).

Po tym czasie zakonczylem reakcje dodajac do mieszaniny destylowanego metanolu (1ml),
trietyloamine (1ml) i rozpuscitem mieszaning w octanie etylu (30ml). Nastgpnie przemytem
fazg organiczng za pomocg nasyconych roztworow NaHCO3 i NaCl. Mieszaning poreakcyjng
zageScitem na wyparce, odparowujac rozpuszczalniki prawie do sucha. Surowy produkt
oczyszczatem za pomocg chromatografii kolumnowej (CH,Cl, + MeOH 3% + EtsN 1%).

Otrzymatem 238mg czystego produktu, co stanowito wydajnos¢ rowna 49%.
3P NMR (CDCl3) 6 151,22 (gléwny sygnat), 7,55 ($redni sygnat), 4,82 (maty sygnat)

3C NMR (CDCl3) & 10,59; 14,82; 20,26; 21,31; 22,74; 23,29; 24,41; 34,38; 43,10; 45,83;
50,71; 51,88, 52,46; 55,17, 57,83; 58,49; 62,47; 63,19; 70,16; 71,15; 86,33; 113,14, 117,63;
119,08; 123,76; 124,37; 126,83; 127,85; 129,94; 135,64; 141,62; 144,13; 149,98; 152,75;
155,25; 158,47; 176,54

6.4.2. Fosfitylacja dinukleotydu adenozyno-tymidynowego (68)

Substrat reakcji — analog dinukleotydu (65) (86mg, 0,11 mmol), suszytem w kolbie reakcyjnej
pod zmniejszonym ci$nieniem przez 3 godziny. Nastepnie napelnilem kolbe argonem
i dodatem 1ml THF.

Za pomoca wysuszonych pod zmniejszonym ci$nieniem strzykawek, dodatem do roztworu
DIPEA (23,25mg, 0,18 mmol) i chloro(diizopropyloamino)-B-cyjanoetoksyfosfine (36,3mg,

0,154 mmol). Reakcje prowadzitem na mieszadle magnetycznym przez dobe w atmosferze
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argonu. Postep reakcji $ledzitem za pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC (faza
rozwijajaca chloroform-metanol 9:1, v/v).

Po tym czasie zakonczylem reakcje dodajac do mieszaniny destylowanego metanolu (1ml),
trictyloamineg (1ml) i rozpuscitem mieszaning w octanie etylu (30ml). Nastepnie przemytem
faze organiczng za pomocg nasyconych roztworow NaHCOj3 i NaCl. Mieszaning poreakcyjng
zagescitem na wyparce, odparowujac rozpuszczalniki prawie do sucha. Surowy produkt
oczyszczatem za pomocg chromatografii kolumnowej (CH,Cl, + MeOH 3% + EtsN 1%).

Otrzymatem 98mg czystego produktu, co stanowilo wydajnos¢ réwng 91%.
3P NMR (CDCls3) & 151,25 (gtéwny sygnat), 7,30 ($redni sygnat), 4,60 (maty sygnat)
13C NMR (CDCl3) 8,06; 12,17; 14,77; 19,22; 20,30; 21,54; 23,26; 24,44; 34,36; 43,17; 52,90;

55,16; 62,49; 86,31; 110,19; 112,98; 113,12; 118,50; 126,80; 127,99; 129,05; 129,93; 135,60;
144,32; 151,80; 152,79; 155,41; 158,44
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7. Badania aktywnosci biologicznej

7.1. Zastosowane kultury bakteryjne

Zaréwno linia komorek rakowych HelLa (komorki raka szyjki macicy) jaki 1 linia komorek
KB (komorki raka jamy nosowo-gardtowej) zostaly wyhodowane na podtozu RPMI 1640
medium. Do kazdej z prowadzonych hodowli dodano 10% ptodowej surowicy cielecej, 1% L-
glutaminy i1 1% roztwor penicyliny ze streptomycyng. Linie komorkowe byly przechowywane
w inkubatorze w temperaturze 37°C. Optymalng gesto$¢ posiewu linii komoérkowych ustalono
jako 5x10%. Wykorzystane linie komérkowe zostaty pozyskane z The Europeam Collection of

Cell Cultures (ECACC) i dostarczone przez firme¢ Sigma-Aldrich.

7.2. Analiza cytotoksycznosci In vitro

W badaniach zastosowano znacznik biatkowy sulforhodamine B (SRB, firmy Sigma-Aldrich),
wykorzystywany w testach kolorymetrycznych mikrokultur bakteryjnych. Znacznik ten zostat
opracowany w National Cancer Institute w USA, shuzy jako czuly wskaznik biatkowej
zawartosci komorkowej, pozwalajagc liniowo oszacowaé gestos¢ komorkowa [121].
Monowarstwa komorkowa zostala trypsynowana i ustalono liczbe komoérek — 5x10%
Nastepnie w kazdej ze studzienek w plytce 96-dotkowej do mikromiareczkowania,
umieszczono 0,1ml rozcienczonej zawiesiny komorkowej (w przyblizeniu 10000 komorek).
Po 24 godzinach, kiedy czeSciowa monowarstwa zostata utworzona, wymyto supernatant
i dodano 100ul szesciu roznych stgzen badanych zwiazkow do komorek na ptytce do
mikromiareczkowania. Zwigzki testowano w przedziale stezen 0.1 do 100 pg/ml. Zwigzki
rozpuszczano w DMSO (Img zwigzku - 100ul rozpuszczalnika), ktorego zwartosé
w przeprowadzonych testach nie przekraczala 0,1%. Zastosowano stezenie probek wynoszace
20uM. ktére nie bylo toksyczne dla linii komérkowych. Komorki rakowe byly poddane
dziataniu testowanych zwigzkow przez 72 godziny. Po tym czasie dodano do studzienek 25ul
50% kwasu trichlorooctowego i inkubowano ptytki przez 1 godzing w 4°C. Nastepnie
przemyto plytki woda destylowang w celu usunigcia podloza i suszono na powietrzu.
Wysuszone plytki zostaty zabarwione za pomoca 100ul SRB i przechowane przez 30 minut

w temperaturze pokojowej. Po tym czasie pozbyto si¢ nadmiaru niezwigzanego znacznika,
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przez gwaltowne przeptukanie ptytek 1% roztworem kwasu octowego. Plytki suszono na
powietrzu przez noc. Pomiar gestosci optycznej wykonano przy dlugosci fali wynoszacej
490nm. W kazdym eksperymencie probki zawierajace okre§lone stezenia zwigzkow
nanoszono na ptytki 96-dotkowe trzykrotnie w trzech powtorzeniach. Mierzono zdolnos¢
przetrwania komorek w zadanych warunkach, jako procentowg absorbancje w poréwnaniu do
probki kontrolnej (komorki nie poddane dzialaniu badanych substancji). Jako wzorzec

wewnetrzny zastosowano Cytarabing (dostarczong przez firme¢ Sigma-Aldrich).
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8. Zautomatyzowana synteza DNA

W procedurze syntezy automatycznej wykorzystatem aparat K&A Laborgeraete DNA/RNA
Synthesizer H-6 (Rysunek 26).

Rys. 26

Synteze przeprowadzitem w skali 0.2uM.

Po okresleniu sekwencji oligodeoksynukleotydow (12-meréw) syntetyzowanych w procesie
zautomatyzowanym, wyznaczylem ilo§¢ przytaczen poszczegdlnych amidofosforynow do
tworzonych nici. Na tej podstawie okreslitem potrzebng ilo$¢ otrzymanych przeze mnie
amidofosforynéw analogéw acyklicznych dinukleotydéw, jak rowniez niemodyfikowanych

blokéw amidofosforynowych poszczegdlnych zasad.

Jakkolwiek uzywatem standardowej procedury, przedstawie szczegdtowo tok syntezy, by
uwypukli¢ etapy na ktorych nastgpowata niecatkowita kondensacja rosngcego oligomeru
z przylagczonym amidofosforynem. Skutkowalo to trudnoSciami podczas wydzielania

modyfikowanych oligomerow.
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Na 197mg zwigzku 67 i 195mg zwigzku 68 rozpuszczonych w 2ml acetonitrylu, do syntezy

przygotowatem:

e dA 437,5mg rozpuszczonego w 5,1mL ACN,
e dT 268mg rozpuszczonego w 3,6mL ACN,
e dC 475mg rozpuszczonego w 5,7mL ACN,
e dG 370mg rozpuszczonego w 4,2mL ACN,

uzyskujac 0,1M roztwory amidofosforynow.

Starannie odwazone amidofosforyny umiescitem w przeznaczonych do syntezy fiolkach
i rozpuscitem w odpowiednich ilosciach ACN. Nastepnie przygotowane roztwory
podiaczylem do syntetyzera w wyznaczonych do tego pozycjach. Zmodyfikowane przeze
mnie analogi acyklicznych dinukleotydow réwniez umiescitem w okreslonych przez program
pozycjach. Przed przystapieniem do syntezy, przemylem wszystkie przewody syntetyzera za
pomoca acetonitrylu i przepuscitem przez nie argon, a nastepnie niewielkie ilo$ci uzywanych

amidofosforynow.

Nastegpnie zgodnie z instrukcja obstugi urzadzenia i procedurg prowadzenia prawidlowej
syntezy tancucha oligomeru, wprowadzitem zadang sekwencj¢ oligodeoksynukleotydu
w programie syntetyzera i rozpoczatem proces syntezy. Procedur¢ powtdrzytem dla szesciu
nici zawierajacych otrzymane przeze mnie modyfikacje. Ustalitem tez program dla syntezy
dwoch nici wzorcowych oraz dla dwoch nici komplementarnych. Powtérzytem synteze
oligomeréow o sekwencji komplementarnej, poniewaz byly potrzebne w najwigkszej ilosci

w dalszych badaniach.

Procedura zautomatyzowanej syntezy na podtozu statym sktada si¢ z kilku powtarzajacych si¢
cyklicznie etapow. W pierwszej kolejnosci nalezato podiaczy¢ do aparatu, w odpowiednich
pozycjach, kolumienki zawierajace podtoze stale do syntezy (starannie odwazone),
z przylaczonym juz do niego pierwszym nukleotydem zadanej sekwencji. Nastgpnie
przepuscitem przez kolumienki roztwor TCA Deblock, w celu usunigcia grupy ochronnej
DMTr. Odblokowanie zaobserwowalem przez pojawienie si¢ w  kolumience
jasnopomaranczowej barwy- charakterystycznej dla karbokationu dimetoksytrytylowego
powstajacego w silnie kwasnych warunkach. Po przemyciu kolumienek wprowadzitlem na nie
odpowiednie roztwory amidofosforynow. Po dokonaniu przylaczenia, znikome ilosci

pozostatych nieprzereagowanych grup OH poddano reakcji acetylowania za pomoca
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roztworow Cap A 1 Cap B. Nastgpnie wprowadzitem na kolumienki roztwor utleniacza
(Oxidizer), utleniajac estry P(III) do P(V), w ten sposéb cykl zostal zamkniety. W celu
uzyskania fancucha DNA o dtugosci 12 zasad, powtdrzytem cykl syntetyczny 12 razy. Za
kazdym razem cykl sktadal si¢ doktadnie z takich samych etapéw, jedyna réznica poleglta na
tym, ze w przypadku nici modyfikowanych wprowadzatem na kolumienki odpowiednio
modyfikowany analog dinukleotydu (67 lub 68) w okreslonym momencie. Przeprowadzitem

synteze 3 typow modyfikowanych oligomerdw:

e modyfikacja zostala wprowadzona na koncu 5’ tancucha (zasada 11 1 12);
e modyfikacja zostata wprowadzona w $rodku tancucha (zasada 6 i 7);

e modyfikacja zostata wprowadzona zarowno w srodku jak i na koncu tancucha.

Po syntezie 12-meréw usungtem blokad¢ DMTr z konca 5’ kazdego tancucha, przemylem
kolumienki za pomoca ACN 1 wysuszytem argonem. W celu usunig¢cia grup ochronnych
z otrzymanych oligodeoksynukleotydow i usunigcia ich z podtoza statego, przeniostem
zawarto$¢ kolumienek do szczelnie zamykanych fiolek i dodatlem do kazdej po 1ml stgzonego
roztworu amoniaku. Reakcje kontynuowatem przez dobe w temperaturze 55°C. Po tym czasie
przesaczytem zawarto$¢ fiolek oddzielajac podtoze od roztworu zawierajacego oligomery, do

przemywania fiolek i podtoza uzylem metanolu. Supernatant odparowatem do sucha.

Przeprowadzajac wstgpne oczyszczanie 12-meréw, rozpuscitem je w 0,7ml roztworu 10mM
NH4OAc. Nastepnie przesaczytem przez kolumienki NAP wypetnione Zzelem Sephadex, ktore
wczesniej kondycjonowatem przemywajac 30ml 10mM roztworu octanu amonu (wymycie
roztworu konserwujacego NaN3). Za pomoca pipety automatycznej nanositem po 0,7ml
substancji na szczyt kolumny NAP. Oligomery DNA wymywatem przygotowanym
roztworem octanu amonu. Eluent zbieralem do siedmiu probowek typu Eppendorf, do kazdej
po okoto 1,2ml roztworu. Oczyszczanie na kolumienkach NAP powtorzytem dla wszystkich

zsyntetyzowanych nici DNA.

Uzyskane we wstepnym oczyszczaniu roztwory oligomerow poddatem analizie UV-Vis,
selekcjonujac frakcje o najwyzszej absorbancji przy dtugosci fali 260nm (zwykle frakcje 2-4).
Dla kazdej nici pofaczylem frakcje o najwyzszym stezeniu DNA 1 widmie UV
niewskazujagcym na obecno$¢ zanieczyszczen i odparowatem je do sucha, przygotowujac

materiat do rozdziatéw HPLC.
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9. Analiza i rozdzialy HPLC otrzymanych oligodeoksynukleotydow

Rozdziaty przeprowadzitem na aparatach firmy Agilent — na rysunku 27 przedstawiony jest

przyktadowy zestaw modutow HPLC.

ala

[ L

Rys. 27

Do analiz stosowalem nastgpujace uktady:

e kolumna 1 - Waters X-Bridge prep C18 5 um 10x150 mm,;
e kolumna 2 — Agilent Poroshell 120 EC-C18 2,7 um 4,6x100 mm.

Fazy:

A= 0,01M wodny roztwdr octanu amonu,

B=50% CH3;CN w wodnym 0,01M roztworze octanu amonu,
C=H,0,

D=CH3CN.

Rozdzialy prowadzitem w nastgpujacych warunkach:
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Rozdziat oligodeoksynukleotyddéw po syntezie:

Oligodeoksynukleotydy bez modyfikacji:
Kolumna 1, przeptyw 1 ml/min, fazy A i B

Zmiana gradientu fazy ruchomej w czasie:

czas (min) | %B
0 0
20 20

Oligodeoksynukleotydy modyfikowane:

Zmiana gradientu fazy ruchomej w czasie:

Kolumna 1, przeptyw 1,5 ml/min, fazy A i B

czas (min) | %B
0 0

5 5
25 10

Doczyszczanie oligodeoksynukleotyddw:
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Zmiana gradientu fazy ruchomej w czasie:

Kolumna 2, przeptyw 0,5 ml/min, fazy A i B

czas (min) | %B
0 0

5 7
15 10
25 20
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Odsalanie oligodeoksynukleotydow:

- Po elektroforezie:
Kolumna 1, przeptyw 1,5 ml/min, fazy C i D

Zmiana gradientu fazy ruchomej w czasie:

czas (min) | %D

0 0
5 0
25 20

- Porozdziale:
Kolumna 2, przeptyw 0,8 ml/min, fazy C i D

Zmiana gradientu fazy ruchomej w czasie:

czas (min) | %D

0 0
3 0
10 20

Poszczegdlne nastrzyki byly réznej wielko$ci, w zalezno$ci od jakosci rozdziatu oraz ilosci
posiadanych nici 12-merowego DNA. W kazdym przypadku zbieratlem eluent zawierajacy
oczyszczone oligodeoksynukleotydowe produkty, zgodnie z odczytem detektora. W pierwszej
kolejnosci wykonywalem maty nastrzyk analityczny, na podstawie ktorego okreslatem
wlasciwa metode dla jak najkorzystniejszego rozdzialu produktéw. Chromatogramy
rejestrowatem dla dhlugosci fali 260nm. Po wybraniu okre$lonych powyzej warunkow,
przystgpowatem do nastrzykéw preparatywnych 1 zbierania frakcji, ktore mogly zawiera¢
pozadane produkty. Mierzylem warto$¢ absorbancji przy 260nm 1 okreslatem ilos¢ OD
wyizolowanych oligodeoksynukleotydow. Nastepnie liofilizowatem zebrane -eluenty
1 przeprowadzalem odsalanie wszystkich probek. Po pozbyciu si¢ soli (octanu amonu)
z badanych frakcji, liofilizowalem je ponownie i przygotowywatem probki do analizy

MALDI TOF MS.
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Po okresleniu mas zwigzkow obecnych w poszczegdlnych probkach, decydowatem w jakim
czasie nalezy zbiera¢ eluent podczas nastepnego rozdziatu preparatywnego na HPLC.
Powtarzatem nastrzyki z kazdego oligodeoksynukleotydu, ale tym razem zbieratem produkt
o okreslonym czasie retencji. Po liofilizacji probek, ponownie analizowatem je na
spektrofotometrze UV-Vis. Frakcje o wysokiej warto$ci absorbancji, a zatem zawierajgce
najwicksze ilosci oligodeoksynukleotydowego produktu, taczylem otrzymujac probki
0 wystarczajagcym stezeniu aby przeprowadzi¢ analiz¢ temperatur topnienia i energii

swobodnej dla tworzonych przez nie dupleksow DNA (ok. 2 OD).
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10. Analiza i rozdzialy elektroforetyczne oligodeoksynukleotydow 71D
i 72D

Rozdzialu oligomeréw dokonano na denaturujagcym zelu poliakrylamidowym o stezeniu 15%,
zawierajagcym mocznik w stezeniu 7M. Bufor rozwijajacy: Tris-boran o stg¢zeniu 0,125M,

pH 7,5.

Na przygotowany zel o wymiarach 15x20cm 1 grubosci 1,5mm naniostem probke
rozpuszczong w buforze rozwijajacym (150ul), zawierajacym 30% mocznika, 0.005% biekitu
bromofenolowego (BPB) i 0,005% ksylenocyjanolu (XC), jako barwnikow skalujacych.

Probke (ok. 7 OD) naniostem jako jedno pasmo o dlugosci 10cm. Rozwijatem
elektroforegram przy napieciu 400V, pradem o natgzeniu 100 mA. Gdy szybciej migrujacy

barwnik osiggnat ok. 2/3 dlugosci zelu, elektroforeze zakonczytem.

Pasma oligomeréw zlokalizowalem pod lampa UV. Pasmo zawierajace pozadany oligomer
wycialem skalpelem, rozdrobnitem zel na kawatki ok. 2x2mm, przeniostem do probowki
i dodatem 1,5ml 1,5M octanu amonu (NH4OAc). Lugowalem oligomery przez minimum
8 godzin, odessatem roztwor za pomoca pipety i powtdrzytem tugowanie jeszcze dwukrotnie.
Potaczone roztwory odparowatem, usunagtem czes¢ NH4OAc pod préznig (0,5mm Hg, temp
30°C, 6 godzin). Pozostato$¢ rozpuscitem w wodzie, zmierzytlem absorbancje przy 260nm
i odsolitem za pomocg HPLC. Uzyskatem nastepujace ilo$ci oczyszczonych 12-merycznych

oligomeroéw:

e 71D-0,40D
e 72D-0,50D
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11. Pomiary temperatur topnienia i trwalosci termodynamicznej

dupleksow

Przed przystapieniem do wtasciwych pomiardw obliczytem stezenia oligodeoksynukleotydow
potrzebnych do przygotowania badanych probek. W tym celu przeprowadzitem pomiary
absorbancji oraz wspotczynnika ekstynkcji probek w temperaturze 80°C, w ktorej tancuchy
DNA wystepujg w formie jednoniciowej [122]. Zgodnie z zalozeniami modelu najblizszego
sasiedztwa, w wysokiej temperaturze wspotczynnik ekstynkcji oligodeoksynukleotydu réwna
si¢ sumie arytmetycznej wspotczynnikow ekstynkcji wszystkich nukleotydow wchodzacych

w jego sktad [123].

Pomiary trwato$ci termodynamicznej dupleksow DNA wykonywalem przy dlugosci fali
A =260 nm. Zakres temperatury pojedynczego eksperymentu wynosit 3-93°C, natomiast
szybko$¢ zmiany temperatury wynosita 1°C/min. Warto$¢ absorbancji probek mierzylem co
p6t minuty.

W celu uzyskania mozliwie doktadnych parametréw termodynamicznych, pomiary dla
kazdego z dupleksow prowadzitem dla dziewigciu roéznych stezen — w zakresie 103-10° M.
Pomiary wykonywatem w kuwetach kwarcowych o pojemnosci 30ul, 150ul oraz 300ul.
Badany materiat rozpuszczatem w buforze o pH 7.0, ktory stanowil rowniez referencje,
zawierajagcym 100mM NaCl, 20mM Na(CH3),As0,, 0.2mM EDTANa,. W tym samym czasie
prowadzitem pomiar trwatosci termodynamicznej dla dwoch duplekséw w trzech roéznych
stezeniach — korzystajac z komory pomiarowej z ruchomym wozkiem na sze$é probek. Po
wykonanej analizie odzyskiwatem i1 odpowiednio rozcienczalem buforem badane probki
(zgodnie z protokotem procedury pomiaréw — rysunek 28). W ten sposob otrzymywatem
probki o mniejszych st¢zeniach do dalszych pomiaréw. Czynnosci te powtarzalem w sumie
dwukrotnie. W wyniku tak prowadzonych badan otrzymatem krzywe topnienia dla dziewigciu

réznych stezen badanych dupleksow.
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Sequence Abs. (80C)]  V (ml) Dilution # 0D Ext. Coeff # Mol |[Abs. (20C)
in water in buffer
1 CTACGTTGGCTT 2,800 0,5 7,0 6,36E-08
1a AAGCCAACGTAG 0,601 0,5 1.5 1.15E-08
1-1a €260= 120600
1 1a
Conc. # Conc. Path Th. Abs Volume # Mal Vol. Stock A | Vol. Stock B [Vol. Prevs.|Vol. Buffer|
(M) (cm) (ul) (ul) (ul) (ul) (ul)
1 1,5E-04 0,100 1,80 30 4,478E-09 17.59 97,75 Dry Down 30
2 8,9E-05 0,100 1,08 30 2,684E-09 17,98 12,02
3 5A4E-05 0,100 0,65 30 1,609E-09 17,98 12,02
4 3,2E-05 0,500 1,94 150 4,822E-09 18,94 105,26 Dry Down 150
=] 1,9E-05 0,500 1,16 150 2,890E-09 89,91 60,09
6 1,2E-05 0,500 0,70 150 1,732E-09 89,91 60,09
7 6,9E-06 1,000 0,83 300 2,077E-09 8,16 45,34 Dry Down 300
8 4,1E-06 1,000 0,50 300 1,245E-09 179,83 120,17
9 2,5E-06 1,000 0,30 300 7,463E-10 179,83 120,17
suma 203,04

Rys. 28 Przykladowy protokél rozcienczenia

Uzyskane krzywe topnienia poddatem analizie w programie MeltWin 3.5. Dzigki
obrobce danych otrzymatem parametry termodynamiczne, entalpi¢ (AH®), entropi¢ (AS°®) oraz
energi¢ swobodng (AG®), charakteryzujace dany dupleks DNA. Wartosci powyzszych
parametréw obliczane byty dla dupleksu o stezeniu 10* M na podstawie:

e dopasowania krzywych eksperymentalnych do teoretycznych krzywych topnienia;
e wykresu zalezno$ci odwrotno$ci temperatury topnienia od logarytmu stezenia

badanego dupleksu (rysunek 29).

Comment: Imported From A3CIT
= 00998

dH= 4444 koalimol
B —gse 11979 cabimol
AG(3FC= -7 29 keal/mol .

3230

3260

3240

3220

3200

3120

3160

10000/ Tim

T T T T T T T | |
-10%In(Cid) pLRl) 10540 10960 11380 11800 12220 12640 13060 13480

Rys. 29 Przykladowy wykres zaleznosci odwrotnosci temperatury topnienia od logarytmu steZenia
dupleksu
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Jezeli réznice w warto$ciach parametrow termodynamicznych uzyskanych obydwiema
metodami r6znig si¢ o mniej niz 15% przyjmuje si¢, ze topnienie dupleksu zachodzi wedtug

modelu dwustanowego (rys. 30).

Full Analysis
Date: 4 Dec 2014 Comment: Imported From ASCII

Melt Curve Results

Concentration dH ds dG Tm

™) (kcal/mol) (cal/K-mol) (kcal/mol, 37°C) (°C)

1.524¢-04 -81.93 -229.74 -10.67 54.61
9.424¢-05 -86.96 -244.58 -11.10 54.07
5.691e-05 -78.68 -219.58 -10.57 52.28
3.452e-05 -84.98 -239.81 -10.61 50.00
2.095¢-05 -79.36 -222.08 -10.48 49.11
1.263¢-05 -211.28 -10.29 47.49
7.692¢-06 -209.17 -10.46 46.99
4.523e-06 -202.47 -10.25 4487
2.811e-06 -202.84 -10.37 44.09
Averages -220.17 -10.53 49.28

Analysis of Melt Curve Fits/Errors

dH ds dG Tm

(kcal/mol) (calV/K-mol) (kcal/mol, 37°C) (°C, 1.0e-4M)

-78.82=4.993 -220.17 =15.374 -10.53 £ 0.257 53.6
Analysis of Tm Dependence/Errors

dH ds dG Tm

(kcal/mol) (cal/K-mol) (kcal/mol, 37°C) (°C, 1.0e-4M)

-75.11+3.121 -208.81 =9.681 -1035+0.123 53.6

Rys. 30 Przykladowy protokot z analizy krzywych topnienia w programie MeltWin 3.
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VII. Wykaz stosowanych skrotow

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

RNA — kwas rybonukleinowy

5-FU - Fluorouracyl

TBDPS — grupa tert-butylodifenylosililowa
Tos — grupa tosylowa

CUuAAC — katalizowana miedzig(I)
cykloaddycja azydek-alkin (ang. Copper(l)
Catalyzed Alkyne-Azide Cycloaddition)

DMTr / DMT — grupa dimetoksytrytylowa
i-Pr — grupa izopropylowa

kat — katalizator

R — postawnik alkinowy

Nu — nukleofil

RUAAC - katalizowana rutenem(l1)
cykloaddycja azydek-alkin (ang.
Ruthenium(1l) Catalyzed Alkyne-Azide
Cycloaddition)

ASO — antysensowny oligonukleotyd (ang.

antisense oligonucleotide)

SIRNA — mate interferujace RNA (ang.
short-interfering RNA)

VII. Wykaz skrotow

ANA — analog nukleozydu o aktywnosci
przeciwwirusowej (ang. antiviral

nucleoside analogue)

TFO — oligonukleotydy tworzace potrdjng
helise (ang. triplex forming

oligonucleotides)

RSV — wirus syncytium nabtonka
oddechowego

HCV — wirus zapalenia watroby typu C
sSDNA — jednoniciowe DNA

MRNA — matrycowe RNA

TMS — grupa trimetylosililowa

Ph — grupa fenylowa

Et — grupa etylowa

RNAI — interferencja RNA

dsRNA — dwuniciowe RNA

ADAR - deaminaza adenozyny

dwuniciowego RNA
AZT — 3'-azydo-3'-deoksytymidyna

PEG — glikol polietylenowy (ang.
polyethylene glycol)

N3BC — 7-azydo-4-(bromometylo)-2H-

chromen-2-on
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EPR — spektroskopia elektronowego

rezonansu paramagnetycznego

SDLS — ukierunkowane znakowanie

spinowe (ang. Site-Directed Spin Labeling)

TEMPO — wolny rodnik 2,2,6,6-
tetrametylopiperydyno-1-oksylowy

TBTA — tris[(1-benzylo-1H-1,2,3-triazol-

4-ilo)metylo]amina

DIPEA — N,N-diizopropyloetyloamina
THF — tetrahydrofuran

tBu — grupa tert-butylowa

SNP — polimorfizm pojedynczego
nukleotydu (ang. Single Nucleotide
Polymorphism)

ODN - oligodeoksynukleotyd
Pyr — piren
HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci

ANP — acykliczne fosfoniany
nukleozydow (ang. Acyclic Nucleoside

Phosphonate)

CML — przewlekta biataczka szpikowa

AICAR — 5-amino-4-karboksyamido-
imidazoilol-p-D-rybofuranozyd

(Acadesine)
TK — enzym kinaza tymidynowa

dNK - kinaza deoksyrybonukleinowa
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VII. Wykaz skrotow

dNTP — trifosforan deoksynukleotydu

MSNT - aktywator 1-(mezytyleno-2-
sulfoniano)-3-nitro-1,2,4-triazol

T'DNA — DNA potaczone uktadem

triazolowym

PNA — kwas peptydonukleinowy (ang.
Peptide Nucleic Acid)

Fmoc — grupa 9-

fluorenylometoksykarbonylowa

TP — polaczenie 1,2,3-

triazolofosfonianowe
Me — grupa metylowa

SPAAC - katalizowana naprezeniem
pierécienia cykloaddycja azydek-alkin
(ang. Strain-Promoted Alkyne-Azide
Cycloaddition)

HPLC — wysokosprawna chromatografia

cieczowa
PTSA — kwas p-toluenosulfonowy
rT — temperatura pokojowa

NMR — spektroskopia magnetycznego

rezonansu jagdrowego

ESI MS — spektrometria mas z jonizacja

typu elektro-spray
DMF — dimetyloformamid

TLC — chromatografia cienkowarstwowa



VII. Wykaz skrotow

DMAP — 4-dimetyloaminopirydyna AG — zmiana entalpii swobodnej

GC-MS - chromatografia gazowa IR — spektroskopia w podczerwieni

potaczona ze spektrometrig mas .
DMSO - dimetylosulfotlenek

HeLa — komorki raka szyjki macicy .
ACN - acetonitryl

KB — komorki raka jamy nosowo-

BPB — bi¢kit bromofenolowy
gardlowej

XC - ksylenocyjanol
S| — parametr Indeksu Selektywnosci

SRB — znacznik biatkowy

sulforhodamine B

IC50 — stezenie inhibitora hamujace 50%

proliferacji komorek
HDF — ludzkie fibroblasty skory

MALDI TOF MS — spektrometria mas z
jonizacja typu desorpcji laserowej z
udziatem matrycy i analizatorem czasu

przelotu

UV-Vis — spektroskopia w zakresie §wiatla
widzialnego oraz promieniowania

ultrafioletowego

OD — gesto$¢ optyczna (zgodnie z
definicjg 1 OD = absorbancja wynoszaca
1 dla 1 ml roztworu na drodze optycznej
1 cm. Przy pomiarze dla dtugosci fali
260 nm.)

Tm — temperatura topnienia
AH — zmiana entalpii

AS — zmiana entropii
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