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SKROTY STOSOWANE W PRACY

Ac — acetyl

Am® — pochodna 2’-O-metyloadenozyny z przytaczona reszta sperminy w pozycji N-6
ap — orientacja przeciwna

API — 3-aminopropyloimidazol

APS — nadsiarczan amonu

Ar —aryl

BB — bigkit bromofenolowy

BEMP — 2-tert-butyloimino-2-dietyloamino-1,3-dimetyloperhydro-1,3,2-diazafosforin
BlAcore — analiza biospecyficznych oddziatywan (ang. Biospecific Interaction Analysis)
bm — szeroki multiplet (ang. broad multiplet)

Bn — benzyl

bs — szeroki singlet (ang. broad singlet)

Bz — benzoil

Cm®*® — pochodna 2°-O-metylocytozyny z przylaczong reszta sperminy w pozycji N-4
CPG - szklo o kontrolowanej porowatos$ci

DABCO - 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

dA® — pochodna 2’-deoksyadenozyny z przytaczong resztg sperminy w pozycji N-6
DBU - 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en

dC* — pochodna 2’-deoksycytozyny z przylaczong resztg sperminy w pozycji N-4
DEAD - azodikarboksylan dietylu

dG*® — pochodna 2’-deoksyguanozyny z przytaczona reszta sperminy w pozycji N-2
DME - 1,2-dimetoksyetan

DMF — N,N’-dimetyloformamid

DMPA — 4-dimetyloaminopirydyna

DMSO - sulfotlenek dimetylu

DMT —4,4’-dimetoksytrytyl

DMTCI — chlorek 4,4’-dimetoksytrytylu

EDTA — s6l dwusodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego

ES — elektrorozpraszanie (ang. Electrospray)

Et — etyl

FAB — bombardowanie szybkimi atomami (ang. Fast Atom Bombardment)

'H (*3C, 3P, %F) NMR — magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance)
HMDS - heksametylodisilazan

HMPA — heksametyloamidofosforyn

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid Chromatography)
iBu — izobutyryl

i-Pr — izopropyl

MALDI — jonizacja przez desorpcje laserowa w matrycy (ang. Matrix—assisted Laser Desorption/lonization)
Me — metyl

MS — spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry)

NPE — 2-(4-nitrofenylo)etyl

NPEOC — 2-(4-nitrofenylo)etoksykarbonyl

0.D. — jednostka optyczna (ang. optical density)

p — orientacja zgodna

PAGE — elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (ang. Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
PDE — fosfodiesteraza

Ph — fenyl

PIPES — 1,4-piperazynobis(etanosulfonian) sodu

ppm — czg$¢ na milion (ang. parts per million)

Pu — puryna

Put — putrescyna

PVPHF —polifluorowodorek poliwinylopirydyny

Py — pirymidyna

Rf — wspotczynnik retencji

RP-HPLC — wysokoci$niniowa chromatografia cieczowa w fazie odwrdoconej (ang. Reverse Phase - High
Pressure Liquid Chromatography)



RU — jednostka rezonansu (ang. resonance units)

SOCL - syntetyczna kombinatoryczna biblioteka oligonukleotydowa (ang. Synthetic Oligonucleotide
Combinatorial Library)

Spd — spermidyna

Spm — spermina

SPR - zjawisko optycznego rezonansu powierzchniowego plazmowego (ang. optical phenomen of surface
plasmon resonance)

TBAF — fluorek tetrabutyloamoniowy

TBDMS - tert-butylodimetylosilil

TBDPS — tert-butylodifenylosilil

TBE — bufor do elektroforezy zawierajacy TRIS, kwas borny i EDTA

TBN — azotyn tert-butylu

t-BuBzCl — chlorek tert-butylobenzoilowy

TEA — trietyloamina

TFA — trifluoroacetyl

THF — tetrahydrofuran

TIPDSi — grupa 1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylowa

TIPDSICI, — 1,3-dichloro-1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksan

TLC —chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin Layer Chromatography)
Tm — temperatura topnienia kompleksu DNA (ang. Melting Temperature)
TMEDA — N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

TMS — trimetylosilil

TMSCI - chlorek trimetylosililu

Tr —trytyl

TRIS — tris(hydroksymetylo)aminometan

T — pochodna tymidyny z przytaczong reszta sperminy w pozycji C-5

U — jednostka (ang. unit)

XC — biekit ksylenocyjanolowy

& — przesuni¢cie chemiczne
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1. CZESG LITERATUROWA

1.1. Synteza chemiczna 2’-O-metylorybonukleozydow
Chemiczna synteza fragmentow kwaséw nukleinowych i ich analogéw zajmuje bardzo

wazng pozycje posrod metod wykorzystywanych przez biologi¢ molekularng, ale ma takze
duze znaczenie praktyczne m.in. w diagnostyce medycznej i nowoczesnych metodach terapii
takich, jak terapia antysensowa [1-3] czy terapia antygenowa [4-6].

Modyfikowane oligonukleotydy wystepuja w naturalnych kwasach nukleinowych i
spelniaja w nich wazne funkcje biologiczne. Wystgpuja zarowno w DNA jak 1 w RNA przy
czym najwicksza ich liczbe znaleziono w tRNA [7]. W DNA modyfikacje ograniczaja si¢
najczesciej do wystgpowania metylowanych zasad (przede wszystkim cytozyny i adeniny),
ale takie wyliczenie modyfikacji jest bardzo pobiezne. Z kolei w RNA, innych niz tRNA,
bardzo cz¢sta modyfikacja jest metylowanie grupy 2’-hydroksylowej, a wigc wystepowanie
jednostek  2’-O-metylorybonukleozydowych. Nie dziwi, zatem ze 2’-O-metylo-
oligorybonukleotydy byly wsréd pierwszych syntetycznych fragmentow kwasoéw
nukleinowych, tym bardziej, ze zablokowanie funkcji 2’-OH poprzez metylowanie powoduje,
ze wigzanie internukleotydowe w tych 2°-O-metylo-RNA jest rownie trwate chemicznie jak w
DNA.

2'-O-Metylorybooligonukleotydy znajduja zastosowanie w badaniach sktadania
MRNA [8], ,,spliccosomoéw” [9] oraz w przygotowaniu odpornych na nukleazy rybozymow
typu ,glowy milotka" [10]. 2'-O-Metylorybooligonukleotydy i inne 2’-O-
alkilorybooligonukleotydy badane sg réwniez pod katem potencjalnego wykorzystania w

terapii antysensowej i antygenowej.
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1.1.1. Synteza z prekursorow weglowodanowych

Otrzymywanie pochodnych 2’-O-metylonukleozydowych z prekursoréw
weglowodanowych byto zapoczatkowane przez Hainesa [11] i Imbacha [12]. Haines
wykorzystal droge syntetyczng wczesniej opracowang w jego laboratorium dla serii L-
izomerow [13]. Wychodzagc z 1-O-benzylo-3,4-O-izopropylideno-5-D-arabinopiranozy (1)
(rys. 1) [11] przez produkty 2, 3 i 4 otrzymat 1-O-benzylo-2-O-metylo-S-D-rybopiranozg
(5). Reakcj¢ metylowania 4 jodometanem prowadzono w obecno$ci wodorku sodu. Reakcja
hydrogenolizy dla L-izomeru produktu 5 w metanolu przebiegata rownie dobrze, jak dla
niemodyfikowanego cukru, dajac 1,2-di-O-metylo-L-rybofuranoze¢. Po hydrogenolizie
glikozydu 5 w metanolu, mieszanina reakcyjna zostala dodatkowo poddana dziataniu
kwasowej zywicy jonowymiennej dajac forme furanozowsa (6) z wydajnoscia 60%. Tworzenie
si¢ glikozydu zostato przypisane kwasowej katalizie. Czysto$¢ otrzymanej pochodnej 6 byla
wystarczajaca do nastepnych etapéw syntezy. Reakcja benzoilowania glikozydu 6 dostarczyta
pochodng dibenzoesanowsg (7). Zwigzek 7 zostal poddany hydrolizie mieszaning kwasu
trifluorooctowego 1 wody dajac  3,5-di-O-benzoilo-2-O-metylo-D-rybofuranoze  (8).
Acetylowanie zwigzku 8 prowadzito do otrzymania prekursora weglowodanowego 2’-O-
metylorybonukleozydéw, czyli 1-O-acetylo-3,5-di-O-benzoilo-2-O-metylo-D-rybofuranozy
(9). Widmo protonowe magnetycznego rezonansu jadrowego (*H NMR) potwierdzito

obecnos¢ tylko f-D-anomeru.

0. OCH,Ph 0. OCH,Ph R20 o. OR!
Rl
0 OH

MezCI:— R2 OH OMe ORZ  OMe
Rl R2 5 Rl R2
1: OH H 6: Me H
t*; 7: Me Bz
2 = 8 H Bz
3 H OH 9: Ac Bz
4: H Me

Rys. 1. Substrat i poszczegdlne produkty syntezy prekursora wegglowodanowego 2°-O-metylonukleozydu
zaproponowanego przez Hainesa
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Otrzymany prekursor (9) zostatl poddany reakcji z 2,4-bis(trimetylosililo)uracylem (10)
w 1,2-dichloroetanie w obecnosci SnCls (schemat 1). W wyniku powyzszej reakcji powstaly
dwa gtowne produkty, dibenzoilowa pochodna 2’-O-metylourydyny (1la) i 2’-O-
metyloizourydyny (12a) w stosunku 1,3 do 1. Po zdjeciu blokady z funkcji 3’- i 5°-
hydroksylowych otrzymano 2’-O-metylourydyne (11b) i 2°-O-metyloizourydyng (12D).

OTMS (‘\NH Hjl:\/\l\
/k e}
N sncl, RO o N O RO o. N O
o + N ———
| )\ 1,2-dichloroetan
N OTMS OR OMe OR OMe
10 llaz R=Bz 12a: R=Bz
11b: R=H 12b: R=H

Schemat 1. Synteza 2’-O-metylourydyny z prekursora weglowodanowego

Imbach i wspdtpracownicy [12] zaproponowali synteze 2’-O-metylorybonukleozydow
wychodzac z 1,3,5-tri-O-benzoilo-a-D-rybofuranozy (13) [14,15]. Zwiazek 13 poddano
reakcji z diazometanem w obecnosci katalizatora BF3 otrzymujac 1,3,5-tri-O-benzoilo-2-O-
metylo-a-D-rybofuranoze¢ (14) z wydajnosciag ok. 75%. Zastosowany BF3 zapobiega migracji
grupy benzoilowej, a tym samym unika si¢ powstawania izomeru 3-O-metylowego.
Przygotowany prekursor 14 zostat poddany reakcji glikozylacji z sililowanymi pochodnymi
pirymidynowymi: uracylu i 4-N-benzoilocytozyny. Wydajnos¢ pozadanego f-izomeru byta
najwyzsza, gdy reakcje prowadzono w obecnos$ci dwoch ekwiwalentow SnCls w 1,2-
dichloroetanie w temperaturze wrzenia.

Pdzniejsze ulepszenia metody zaproponowanej przez Imbacha

pociagnely za sobg optymalizacj¢ syntezy na duzg skale prekursora B20 ©
’-.0O- OB
2’-O-metylorybofuranozowego [16]. Ze wzgledu  na OBs  OH z
niebezpieczenstwo zwigzane z pracg z diazometanem autorzy 13

zastanawiali si¢ nad zmiang czynnika metylujacego. Poczatkowo w

BzO 0]
reakcji metylowania 13 wykorzystali trifluorometanosulfonian QBZ

metylu w obecnosci 2,6-di-tert-bytylopirydyny [177, otrzymali 14 z OBz OMe

niskg  wydajnoscia, a zarazem z duzymi  kosztami. 14
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Trimetylosililodiazometan (TMSCHN2) [18] okazal si¢ roéwniez nieekonomiczny na duzg
skale. Ostatecznie pozostali przy diazometanie. W celu wyeliminowania zbyt duzego efektu
egzotermicznego, mogacego wywota¢ eksplozje, autorzy zaprojektowali mechaniczne
urzadzenie dostarczajace roztwor diazometanu pod zmniejszonym ci$nieniem argonu. Proces
byt kontrolowany automatycznie. Przez powolne i ciagte podawanie roztworu diazometanu
oraz kontrolowanej temperaturze udalo si¢ zmniejszy¢ o potoweg ilos¢ dodawanego
diazometanu uzyskujac podobne wydajnosci reakcji. Powyzszg metoda autorzy otrzymali
kilkaset graméw kluczowego substratu 14 do reakcji glikozylacji. Roéwnie istotne byto
dobranie tagodnych warunkow reakcji glikozylacji. Postepujac zgodnie z opisem
Vorbriiggena [19] zamiast SnCls wykorzystano trimetylosililotrifluorometanosulfonian
((CH3)3SiOSO.CF3) w acetonitrylu. Reakcje prowadzone w temperaturze pokojowej
przebiegaty wydajnie dla wszystkich badanych zasad pirymidynowych w czasie od 15 do 60

minut.

HO o MeOH TIPDSICI, /k % o
K 7\m~o HClaq K 7W~ Me plrydyna Si_ OMe
O
|
OH OH 7/Si/o OH

15 16 17
BnO 0 BnBr, NaH HO o MEKIH:\_'/IPA
OMe acetonitryl OMe a
- n-BuyN* FH
OBn OMe OH OMe
7/SI
@)
20 ) TFAM,0 19 o
i) Ac,0,pirydyna
BnO o 18
OAc
OBn OMe
21

Schemat 2. Synteza prekursora weglowodanowego 2°-O-metylonukleozyddéw wychodzaca z D-rybozy.

Interesujgca wydaje si¢ tez metoda otrzymywania prekursora wgglowodanowego 2’°-O-
metylonukleozydéw wykorzystujgca jako substrat D-ryboze (15) (schemat 2) [20]. Po
wydajnym otrzymaniu 1-O-metylorybozy (16), produkt funkcjonalizowano grupag 1,1,3,3-
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tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylowa (TIPDSi) [21] otrzymujac 17 z wydajnoscig 27%.
Przygotowany reagent poddano reakcji metylowania jodometanem i HMPA w stosunku 9:1 w
obecno$ci NaH. Otrzymano produkt 18 po oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej z
wydajnoscig 33%. Nastepnie zdjeto blokade TIPDSi otrzymujac 19 i benzylowano funkcje 3-
I 5-hydroksylowe. Zwigzek 20 poddano hydrolizie, a pdzniej acetylowaniu funkcji 1-
hydroksylowej. Tak otrzymana 1-O-acetylo-3,5-di-O-benzylo-2-O-metylorybofuranoza 21
zostata poddana reakcji glikozylacji metoda Vorbriiggena [19]. Etapami decydujacymi o

wydajnos$ci syntezy prekursora okazatly si¢: wprowadzanie grupy TIPDSi oraz metylowanie.

>< t-BuBzO
o] Mel, NaH HO o) t-BuBzC HO o
O _AcOH o _Ppirydyna/CH,Cl, 0

OMe O\/I/ OMe O\/I/

29 23 24
t-BuBzO o} AOAC CF3COOH, NalQy,
Ac,O/pirydyna
H\H/O OMe — —
o
25 \ t-BuBzO (CHO)
N HO
i) pirydyna/H,0O o
if) Ac,O/pirydyna }"’vWOH
OMe OH
t-BuBzO 0] (CHO)
K 7WOAC N -
OAc OMe
26

Schemat 3. Synteza prekursora weglowodanowego 2’-O-metylonukleozydow wychodzaca z pochodnej
D-allozy.

Usman 1 wspdlpracownicy [22] do syntezy prekursora weglowodanowego
wykorzystali pochodng D-allozy 22 (schemat 3). Analiza retrosyntetyczna pokazata, iz 3-O-
alkilowa pochodna 1,2:5,6-di-O-izopropylideno-a-D-allofuranozy 24 moze by¢
przeksztatcona w 2-O-alkilorybofuranozg 26 [23]. Powyzsza transformacja jest wynikiem
selektywnej degradacji wigzania mi¢dzy atomami wegla C-1 i C-2. Powstata grupa
formylowa na atomie wegla C-2 tworzy hemiacetal z funkcjg hydroksylowag przy atomie
wegla C-5. Handlowo dostepng 1,2:5,6-di-O-izopropylideno-a-D-allofuranoze (22)

metylowano jodometanem w obecnos$ci wodorku sodu. Nastepnie selektywnie odblokowano
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funkcje 5- i 6-hydroksylowe 80%-owym kwasem octowym. Funkcj¢ 6-hydroksylowa uktadu
diolowego 23 acylowano regioselektywnie chlorkiem tert-butylobenzoilowym (t-BuBzCl) w
temperaturze —30 °C. Usuniecie blokady izopropylidenowej z pozycji 1, 2 24, utlenianie
NalOs i acetylowanie prowadzi do mieszaniny produktow 25 i 26. Ostrozne traktowanie 3-O-
formylowej pochodnej 25 katalityczng iloscia metanolanu sodu (NaOMe) w metanolu i
pbzniejsze acetylowanie prowadzi do otrzymania wyltacznie 26. Otrzymany zwigzek 26 zostat
wykorzystany do reakcji glikozylacji z sililowanymi pochodnymi uracylu i odpowiednio
funkcjonalizowanej cytozyny, adeniny i guaniny. 2’-O-Metylorybonukleotydy otrzymano z
wydajnoscia 55-70%.

Przedstawione podejscia syntezy 2’-O-metylorybonukleotydow z prekursorow
weglowodanowych wymagaja wicloetapowej syntezy 2-O-metylowej pochodnej cukrowej
przed reakcja glikozylacji. Reakcja glikozylacji jest etapem Kkrytycznym, prowadzi do

mieszaniny o i f anomerdw i jest szczegdlnie problematyczna dla nukleozyddéw purynowych.

1.1.2. Bezposrednie metylowanie rybonukleozydow

W 1965 roku Broom i Robins spostrzegli, ze roztwér diazometanu w 1,2-
dimetoksyetanie (DME) umozliwia metylowanie uktadu cis-diolowego adenozyny [24].
Doprowadzito to do opracowania pierwszych praktycznych syntez 2’-O-metyloadenozyny
[24,25], 2°-O-metylocytydyny [26], 2’-O-metylourydyny [26] i 2°-O-guanozyny [27].
Glownymi produktami metylowania byty 2’ i 3°-O-metylowe pochodne nukleozydow 28 i 29
(schemat 4).

HO o B HO o B HO o B
CH,N,/DME
—_—

OH OH OH O _© OH

2'izomer 3'izomer
28 29

B = a(::f};“ b|/& CK\M)\ d q)\
I

27

Schemat 4. Reakcja metylowania nieblokowanych pochodnych rybonukleozydowych
roztworem diazometanu w 1,2-dimetoksyetanie.
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2’-O-metyloadenozyne (28a) i 2°-O-metylocytydyne (28b) zsyntetyzowano wychodzac

z macierzystych rybonukleozydéw 27a i 27b. 2’-O-metylourydyng (30) otrzymano przez

deaminacje 2’-O-metylocytydyny (28b). Deaminacje prowadzono azotanem (III) potasu w

kwasie octowym. Alternatywnym reagentem do syntezy 2’-O-
metylocytydyny 1 2’-O-metylourydyny byl  4-metoksy-1-(5-D-
rybofuranozylo)pirymidyn-2(1H)-on (27¢). Grupa metoksylowa zwigzku
28c zostala nastepnie przeksztatcona w grupe aminowg lub karbonylowsa
dajac odpowiednio 28b i 30 [28]. Natomiast w przypadku 2’-O-

metyloguanozyny (32), reakcji metylowania poddano 2-amino-6-chloro-

f]\NH
N/&O
HO—l o

OH O

~
30

9-5-D-rybofuranozylopuryne (27d) (schemat 4). Otrzymana pochodna 2’-O-metylo-2-amino-

6-chloro-9-3-D-rybofuranozylopuryna

(28d)  ulegta

transformacji do pochodnej tiolowej 31 pod wptywem

28dNaSH wodorosiarczku sodu w metanolu. Przez utlenienie 31
j CH30H H>02> w wodnym roztworze amoniaku otrzymano 2’-O-
</N [ NH metyloguanozyne (schemat 5). Powyzsze reakcje
HO— o N N NH, metylowania byty prowadzone w roztworach wodnych
OH OMe odpowiednich nukleozydéw, do ktérych dodawano
31 diazometan w DME. Powstala mieszanina izomerow
j l\ll_|l—2|;2q wymagata oczyszczenia na jonowymiennej kolumnie
</N fNH chromatograficznej (Dowex OH ).
Ho— o N N/)\NHZ Zastosowanie warunkow reakcji  metylowania
o e zaproponowanych przez Brooma i Robinsa [24] nie
32 wymagato funkcjonalizowania zasady heterocyklicznej,

Schemat 5. Synteza 2'-O-metylo-
guanozyny

ani funkcji 5° hydroksylowej. Probe analizy tej reakcji

podjeli Gin 1 Dekker na przykladzie adenozyny [25]. Za

warto$¢ pKa=12,5 adenozyny odpowiada uktad 2°,3’-cis-diolowy. Ze wzgledu na stosunkowo

wysoka 1 poréwnywalng kwasowos$¢ obie grupy reaguja z diazometanem w opisanych

warunkach. W wyniku dziatania efektu indukcyjnego aglikonu na funkcje¢ 2’-hydroksylowa,

funkcja ta ma charakter bardziej kwasowy niz funkcja 3’-hydroksylowa. Raczej wyzsza

wydajnos¢ pochodnej 2°-O-metyloadenozyny (28a) (38%) niz 3’-O-metyloadenozyny (29a)

(11%) (3:1) potwierdza, ze funkcja 2’-hydroksylowa jest bardziej kwasowa i ma najwiekszy

wplyw na warto$¢ statej pKa. Niska wydajnos¢ 5°-O-metyloadenozyny (33) (1,5%) wskazuje,

ze funkcja 5’-hydroksylowa jest zdecydowanie stabszym kwasem niz funkcje 2°- 1 3’-
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hydroksylowe. Biorac pod uwage molowy stosunek wody i adenozyny (600:1) w reakcji z
diazometanem i wydajno$¢ otrzymanej 5’-O-metyloadenozyny mozna stwierdzi¢, ze funkcja
5’-hydroksylowa ma charakter bardziej kwasowy niz czasteczka wody. Pozostajaca po
metylowaniu 2’- lub 3’-OH drugorzedowa funkcja hydroksylowa jest mocniejszym kwasem
niz pierwszorzedowa funkcja 5’-hydroksylowa. Jest to zgodne z zaobserwowanymi
wydajnosciami: 3,5% dla 2’°,3°-di-O-metyloadenozyny (34) i 1,5% dla 5’-O-metyloadenozyny
(33).

NHR? NHR? o

N A N
{ | N [jl\N | NH
/J
R°0 N N /& /&
:O: R0 N o 3 N [¢]
o R0 o)
2 1
OR? OR > . Qz )

OR OR OR OR
R! R?2 R® R*

28a Me H H H Rt R? R® R RY R® R
29a H Me H H 28b Me H H H 30 Me H H
33 H H MeH 290 H Me H H 4 H Me H
34 Me Me H H 40 H H Me H 45 H H Me
35 Me H MeH 41 Me Me H H 46 Me Me H
36 H Me Me H 42 Me Me Me H 47 Me Me Me
37 Me Me Me H 43 Me Me Me Me

39 Me H Me Me

Rys. 2. Produkty metylowania cytydyny i adenozyny

Shugar i wspotpracownicy opisali alkilowanie cytydyny [29] i adenozyny [30] przy
zastosowaniu dimetylosiarczanu lub dietylosiarczanu. W wyniku tej reakcji powstaty
wszystkie mozliwe produkty alkilowania (rys. 2) (tabela 1). Otrzymano m. in. nastepujace
produkty: 2’-O-metylo (28a, 28b, 30), 3’-O-metylo (29a, 29b, 44), 5’-O-metylo (33, 40, 45),
2°,3’-di-O-metylo (34, 41, 46) oraz 2°,3°,5’-tri-O-metylo (37, 42, 47) pochodne
nukleozydowe. Nastepowalo réwniez metylowanie atoméw azotu N-4 cytydyny i N-6
adenozyny. W przypadku metylowania cytydyny gldownym produktem byta 2°,3°,5’-tri-O-
metylocytydyna (42) (wyd.: 80%). Powstala takze 2°,3’,5’-tri-O-metylo-6-N-metylocytydyna
(43) (wyd.: 15%) i jako wynik deaminacji w silnie zasadowym $rodowisku - 2°,3°,5’-tri-O-
metylourydyna (47) (wyd.: 5%). Wsrod produktow metylowania adenozyny nie mozna
wyszczegolni¢ gtéwnego produktu.

Yamauchi 1 wspotpracownicy prowadzili reakcje metylowania z wykorzystaniem
nastepujacych czynnikow metylujacych: trimetylofosforanu [31,32], wodorotlenku

fenylotrimetyloamoniowego [33] i wodorotleneku trimetylosulfoniowego [34].
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Tabela 1. Produkty metylowania dimetylosiarczanem cytydyny i adenozyny.

Produkty metylowania cytydyny Produkty metylowania adenozyny
28b  2’-O-metylocytydyna 28a 2’-O-metyloadenozyna
29b  3’-O-metylocytydyna 29a 3’-O-metyloadenozyna
40 5’-O-metylocytydyna 33 5’-O-metyloadenozyna
41 2’,3’-di-O-metylocytydyna 34 2°,3°-di-O-metyloadenozyna
42 2°,3°,5’-tri-O-metylocytydyna 35 2°,5’-di-O-metyloadenozyna
43 2°,3°,5’-tri-O-metylo-4-N-metylocytydyna * 36 3’,5’-di-O-metyloadenozyna
30 2’-O-metylourydyna 37  2°,3°,5-tri-O-metyloadenozyna
44 3°-O-metylourydyna 38 2’-O-metylo-6-N-metyloadenozyna
45  5’-O-metylourydyna 39  2’,5’-di-O-metylo-6-N-metyloadenozyna

46  2’,3’-di-O-metylourydyna
47  2°.3°,5’-tri-O-metylourydyna

* - Nie umieszczono w tabeli pozostatych N-metylowanych pochodnych cytydyny.

Reakcja trimetylofosforanu byla prowadzona z adenozyng (A), cytozyna (C),
guanozyng (G) i1 urydyng (U) w $rodowisku wodnym w przedziale pH 7-12,5 [31].
Nukleozydy daty wiele produktow metylowania. Reaktywnos¢ poszczegdlnych grup
funkcyjnych przedstawia si¢ nastgpujaco; w pH 7: C (N-3) >> G (N-7) > A (N-1) > U (N-3),
w pH 8,5-10: U (N-3)> G (N-1 > N-7 > O-6) > A [N-1 > 2°(3")-OH] > C (N-3), a w pH>11
reakcji metylowania ulegaty rowniez funkcje hydroksylowe rybozy dajac 2’-O- 1 3°-O-
metylorybonukleozydy. Srodowisko zasadowe o pH=12,5 bylo optymalne do otrzymywania
pochodnych 2’-O-metylowych. Otrzymano 2’-O-metylo- i 3’-O-metyloadenozyng (28a, 29a)
z wydajnosciami odpowiednio 22% 1 6% oraz mieszaning izomerow 2’- i 3’-O-
metylocytydyny (28b, 29b) w proporcji 4:1 (wyd.: 28%).

Metylowanie cytydyny i adenozyny wodorotlenkiem fenylotrimetyloamoniowym w
DMF [33] prowadzito gtéwnie do monometylowania uktadu 2’,3’-cis-diolowego. Autorzy
otrzymali mieszaning pochodnych 2’- i 3’-O-metylowych w proporcji od 3:1 do 10:1. Nie
zaobserwowali  efektywnego metylowania funkcji egzoaminowej
cytydyny. Tworzenie si¢ 6-N-metyloadenozyny thumacza 0
przegrupowaniem Dimrotha 1-N-metyloadenozyny. W przypadku f‘\/[

urydyny 1 guanozyny transformacja przebiegala w kierunku N- " ]

metylowych pochodnych nukleozydowych. Przy duzym nadmiarze °H48°H

czynnika metylujacego otrzymano rowniez pochodne metylowane w i P
N

reszcie cukrowej. d

HO N

Cytydyna i1 urydyna zostaly poddane reakcji z wodorotlenkiem
trimetylosulfoniowym w DMF [34]. Produktami metylowania urydyny 49
byly pochodne 3-N-metylowe i 3-N,2’-O-dimetylowe (48, 49). W
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przypadku cytydyny gtéwnym produktem byta pochodna 2’-O-metylowa (28b) otrzymana z
wydajnoscia 43%.

Bezposrednie metylowanie urydyny i guanozyny jodometanem w obecno$ci wodorku
sodu jako katalizatora powoduje niepozadane metylowanie zasady heterocyklicznej, ale
dostarcza 2’-O-metyloadenozyng (28a) z wydajnoscia 41% [35]. Gltownymi produktami
reakcji metylowania sg monometylowane pochodne: 2’-O-metylo- i 3’-O-metyloadenozyna o
tacznej wydajnosci 63%. Powstaja rowniez: 2°,3’-O-dimetyloadenozyna (34) (wyd.: 21%)
oraz 6-N,2’-O-dimetyloadenozyna (38) (wyd.: 11%). Autorzy nie wykryli w mieszaninie
reakcyjnej 5’-O-metylowej pochodnej. Procedura ta byla wykorzystana do otrzymania
amidofosforynéw dla wszystkich czterech zasad heterocyklicznych odpowiednich
pochodnych 2’-O-metylo i 2’-O-etylorybonukleozydow [36]. Przed reakcja alkilowania
pochodnych urydyny i guanozyny blokowano odpowiednio grupg 2-cyjanoetylowa atom
azotu N-3 urydyny i grupa 2-(4-nitrofenylo)etylowg atom tlenu O-6 guanozyny.

Wykorzystanie  2-amino-6-chloro-9-4-D-rybofuranozylopuryny  (27d) w reakcji
metylowania roztworem diazometanu w DME do syntezy 2’-metyloguanozyny przyniosto
podwyzszenie wydajnos$ci reakcji [27]. Sklonito to Baigelmana i wspdlpracownikow do
zastosowania 27d w reakcji metylowania jodometanem w obecnosci wodorku sodu [37].
Prowadzito to do otrzymania 2’-O-metylowanego nukleozydu 28d z wydajnoscia 65%.
Autorzy przeprowadzili kilka transformacji zwigzku 28d do 2’-O-metyloguanozyny.
Najlepszy rezultat otrzymali w przypadku reakcji 28d z 1,4-diazobicyklo[2.2.2]oktanem
(DABCO) w wodzie i pdzniejszej hydrolizie wodorotlenkiem sodu. Otrzymali 2’-O-
metyloguanozyne z wydajnoscia 65%. Nie obserwowano powstawania 3’-O-

metyloguanozyny.

NHR NHR

O
(il CHgl, Ag,0 ﬁN LiOH kaH
o NS0 3l AG20, ,& ,&

DMTO pirydyna/toluen DMTO o N O MeOH/H,0,(4:1) DMTO o N" "0
OH OH OH OMe OH OMe
50 R=tBuBz 52 R=tBuBz 30
51 R=Bz 53 R=Bz

Schemat 6. Reakcja metylowania funkcjonalizowanej cytozyny jodometanem w obecnosci tlenku srebra i
otrzymywanie pochodnej 2’°-O-metylourydyny
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Reakcja 5°-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-4-N-tert-butylobenzoilocytydyny (50) lub 5°-O-
(4,4’-dimetoksytrytylo)-4-N-benzoilocytydyny (51) z jodometanem w obecnosci tlenku srebra
ze $ladows ilo$cig pirydyny prowadzita do otrzymania 2’-O-metylowanych produktéw 52 i 53
z wydajnoscig 65-95% [38]. W temperaturze 0 °C metylowaniu ulega selektywnie grupa 2’-
hydroksylowa. Mniej niz 10% stanowily pochodne 2’,3’-O-dimetylowe i 3’-O-metylowe. Z
pochodnej 2’-O-metylocytydyny przez deaminacj¢ wodorotlenkiem litu otrzymano 2’-O-
metylourydyne (30) (schemat 6).

Wyzej opisana metoda wymaga praco- 1 czasochlonnego oczyszczania

chromatograficznego izomerdéw 2’- i 3°-O-metylowanych.

1.1.3. Metylowanie z udziatem zwigzku metalu uaktywniajgcego ukfad cis-diolowy

Robins 1 wspodlpracownicy zauwazyli, ze SnCIxx2H>O katalizuje reakcje
monometylowania uktadu cis-diolowego przez diazometan [39]. Ze zwigzkami nie
posiadajacymi kwasowych protondw w obrebie zasady heterocyklicznej, takimi jak
adenozyna i cytydyna, nastgpuje szybko ilosciowe monometylowanie. Purynowe nukleozydy
daja mieszaning izomerow 2’-O-metylowych i1 3’-O-metylowych z przewaga 3’-O-
metylorybonukleozydu. Nukleozydy pirymidynowe daja mieszaning, w ktorej znaczaco
przewaza izomer 2’-O-metylowy. Nieblokowane nukleozydy posiadajace proton kwasowy w
obrebie zasady heterocyklicznej mogg by¢ monometylowane w reszcie cukrowej przy
zwigkszonym stezeniu katalizatora 1 przy stopniowym dodawaniu rozcienczonego roztworu
diazometanu.

Metylowanie przy uzyciu roztworu diazometanu w DME w obecnos$ci katalizatora,
takiego jak SnCl>x2H20 jest bardzo popularng metodg syntezy wszystkich czterech 2’-O-
metylorybonukleozydéw [39,40]. Procedury te prowadza w tagodnych warunkach reakcji
do otrzymania mieszaniny izomeréow 2’- i 3’-metylowych. Otrzymano pochodne 2’-O-

metylowe z wydajnos$ciami: 38% dla adenozyny, 74% 1 67% dla cytydyny 1 58% dla urydyny.

NH; NH, o
N = N ~ N
‘T ‘T o
HO <N N)\NH CHZ*NZ HO <N N)\NH deaminaza |, <N | N)\NH
° ? SnCl;"H,0 {Oj 2 adenozynowa 0o 2
—_— T
OH OH OH OMe OH OMe
+
>4 55 . 30
3'-izomer

Schemat 7. Synteza 2°-O-metyloguanozyny z rybonukleozydu 2,6-diaminopurynowego
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Metylowanie guanozyny wspomniang metoda prowadzi do 2’-O-metyloguanozyny
tylko z wydajnoscia 15%. Lepsze okazato si¢ wykorzystanie jako substratu posredniego w
reakcji metylowania pochodnej 2,6-diaminopurynowej 54. 2’-O-Metyloguanozyne (32)
otrzymano w wyniku reakcji enzymatycznej deaminacji 55 z deaminaza adenozynowa [41].
Wspomniany enzym powoduje selektywna transformacj¢ funkcji 6-aminowej do
karbonylowej (schemat 7). Catkowita wydajno$¢ syntezy wynosita 40%.

W celu otrzymania 32 wykorzystano rowniez 6-O-

etyloguanozyne (56) [42] i 5°-O-t-butylodifenylo- . OE;H
sililoguanozyne (5’-O-TBDPSi-guanozyn¢) (57) [43] w Ho— o </N lN/ NH,
reakcji metylowania diazometanem w obecnosci SnClox2H;0. -,

Calkowita wydajno$¢, poczawszy od funkcjonalizowania 56

atomu tlenu O-6 guanozyny resztg etylowa przez metylowanie Q A fl\NH
56 1 hydroliz¢ na atomie tlenu O-6, wynosita 7%. Podczas -~Si—o o <N | N)\NHZ
metylowania 57 otrzymano izomer 2’-O-metylowy z — 7.
wydajnoscig 20%, natomiast catkowita wydajnos¢ syntezy 57

wynosita 13%.

Zastosowanie powyzszej metody do metylowania pochodnych 5’-O-trytylowych
rybonukleozydowych z benzoilowang lub t-butylobenzoilowang funkcja egzoaminowg [44]
oraz  5’-O-monometoksytrytylowych  lub  5’-O-dimetoksytrytylowych  z  2-(4-
nitrofenylo)etylokarbonylowang funkcja egzoaminowa i w przypadku guanozyny 6-O-2-(4-
nitrofenylo)etylowanych rybonukleozydéow [45], prowadzi do uprzywilejowanego
metylowania atomu tlenu O-2’. Jest to szczegdlnie korzystne w przypadku nukleozydow
purynowych, w ktorych przewazaja 3’-O-metylowane izomery przy metylowaniu
niefunkcjonalizowanych nukleozydéw. Zaobserwowano réwniez znaczny wzrost catkowitej

wydajnosci reakcji.

W zwigzku z duza toksycznos$cig diazometanu byty HO .. B
prowadzone badania nad zastosowaniem innego reagenta o w
o. _O
podobnych wiasciwosciach metylujacych. W wyniku tych B By
prac diazometan zostat zastgpiony przez 58
. . ) . . B- reszta zasady pirymidynowej
trimetylosililodiazometan (TMSICHNy) do reakcji lub purynowej

metylowania  guanozyny z  blokadga na  zasadzie  Rys. 3. Pochodna bibutylocynowa

. . rybonukleozydu
heterocyklicznej [46].
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W reakcji rybonukleozydow z tlenkiem dibutylocyny (IV) Bu2SnO [47] otrzymano
pochodng dibutylocynowg (58) (rys. 3). Wprowadzona modyfikacja uaktywnia funkcje 2’- i
3’-hydroksylowe podczas acetylowania i alkilowania. W wyniku tych reakcji otrzymuje si¢
produkty 2’- i 3’-monoacetylowane i monoalkilowane.

Aktywowany uktad cis-diolowy przez wprowadzenie modyfikacji dibutylocynoweyj,
poddany nastepnie reakcji metylowania jodometanem [47] prowadzi do pochodnych 2°-1 3°-
O-metylowych jedynie dla urydyny.

Reakcja 58 z diazometanem [48] pozwala na otrzymanie 2’-O-metyloadenozyny i 2’-
O-metylourydyny, natomiast nie sprawdza si¢ w przypadku cytydyny i guanozyny.

Yamauchi ze wspolpracownikami badali wplyw obecnosci acetyloacetonianow
wybranych metali na reakcj¢ metylowania wodorotlenkiem trimetylosulfoniowym rybo- i
deoksyrybonukleozydow [49]. Z rybonukleozydami kompleks metalu promowat
metylowanie funkcji 2°- 1 3’-hydroksylowych dajac produkty monometylowane. Nie
obserwowano podobnego wplywu acetyloacetonianow dla reakcji metylowania
deoksyrybonukleozydow. Rezultat ten autorzy przypisuja wzrostowi nukleofilowosci funkcji
2’- i 3’-hydroksylowych reszt rybozy w utworzonym kompleksie z kationem metalu.
Kompleks taki nie moze powsta¢ w przypadku pochodnych deoksyrybozy. Aktywnos¢
badanych metali w promowaniu O-metylowania wzrasta w nast¢gpujacej kolejnosci:
Mn?*<C0?*=Zn?*<Ni*<Cu?*<Fe®",

Acetyloacetoniany wspomnianych metali uzyte razem z czynnikiem metylujacym,
takim jak wodorotlenek trimetylosulfoniowy, prowadza do metylowania funkcji 2° 1 3’
hydroksylowych urydyny, adenozyny i cytydyny. Otrzymano izomery metylowane w
stosunku od 1:1 do 2:1 dla adenozyny i 3:1 dla urydyny i cytydyny. Zaobserwowano réwniez
obnizenie wydajnosci N-metylowania pierscienia purynowego 1 pirymidynowego adenozyny i
cytydyny. Natomiast w przypadku guanozyny reakcji metylowana ulega atom azotu N-1
zasady heterocyklicznej obok funkcji 2°- 1 3’-hydroksylowych.

Acetyloacetoniany magnezu 1 wapnia prowadzity w wigkszym stopniu do metylowania
funkcji 2’-hydroksylowej w odréznieniu od wczesniej badanych soli dla nukleozydow
pirymidynowych [50]. Metylowany 3’ izomer powstawal w §ladowych ilosciach. 2’-O-
Metylocytydyne i 2°-O-metylourydyne autorzy otrzymali odpowiednio z wydajnoscig 66% i
35%. Funkcjonalizowanie atomu azotu N-3 urydyny grupg metylowg lub benzylowa
spowodowato w reakcji metylowania wzrost wydajnosci pochodnej 2’-O-metylourydyny do
70-83%.
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Pdzniejsze prace pokazaly przydatno$¢ zastosowania acetyloacetonianow kationow
Mg?*, Sr** i Ag* w reakcji metylowania adenozyny i 1-N-benzyloguanozyny [37]. Zostaly
otrzymane metylowane 2’- i 3’-izomery w stosunku 9:1 dla adenozyny stosujac zwigzki
kationow Mg?* i Ag* oraz w stosunku 4:1 i 8:1 dla 1-N-benzyloguanozyny odpowiednio dla
zwigzkow kationow Ag* i Sr?”,

Powyzsze  podejscie  generalnie = wymaga  pracochtonnego  oczyszczania

chromatograficznego 2’- i 3’-O-metylowanych izomerow.

1.1.4. Metylowanie 3',5’-O-TIPDSi-blokowanych rybonukleozydéw

Wprowadzenie grupy 1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylowej (TIPDSi) [21]
na 3’- 1 5’-funkcje hydroksylowe upraszcza selektywne alkilowanie funkcji 2 hydroksylowe;.
Przy tak funkcjonalizowanych rybonukleozydach 59 (rys. 4) alkilowanie przeprowadzano
przewaznie z wykorzystaniem jodometanu w obecnosci tlenku srebra jako katalizatora.

Nyilas i Chattapadhyaya [51] przedstawili otrzymywanie 2’-O-metylourydyny i 2°-O-
metylocytydyny wychodzac ze wspdlnego prekursora, jakim byt 1-[(3”,5’-O-TIPDSI)-f-D-
erytro-pentofuranozylo]-4-(2-nitrofenylo)-2-pirymidon ~ (59a).  Reakcje = metylowania

prowadzono za pomocg jodometanu w obecnosci tlenku srebra.

NO, o)
@o NHBz o) o HN)K(
Aot GGl G g e
7/Si\ N’J\o (N Ve o e
@) B = |
ci S

|
Si/o OH
7/ )
; o}
59 /NfJ\NH o N NH \O
f <] PY g (f\ h N NH
N Z A 7
| N H)K( T N cl <N | N)\NHZ

Rys. 4. Substraty w reakcji metylowania jodometanem w obecnosci czynnika aktywujacego

Pelne badania dotyczace metylowania rybonukleozydéw blokowanych grupa TIPDSI
jodometanem w obecnosci tlenku srebra zostaly opisane przez Inoue’¢ i innych [52]. Do
otrzymania 2’-O-metylo pochodnej cytydyny autorzy wykorzystali 3°,5’-TIPDSi-4-N-
benzoilocytydyng (59b). Metylowanie przebieglo z wydajnoscig 70%. W przypadku urydyny
I adenozyny zastosowano odpowiednio 3-N-benzoilowang pochodng urydyny (59c) i 6-

chloropurynowa pochodng rybozy (59d). Proby metylowania 3°,5°-O-TIPDSi-2-N-
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izobutyryloguanozyny (59e) oraz innych N-funkcjonalizowanych pochodnych nie przyniosty
sukcesu i dlatego pochodne guanozynowe otrzymywano przez metylowanie diazometanem w
obecnosci katalizatora, jakim jest SnCl>2*H;0.

Zoptymalizowana synteza w duzej skali 4-N-izobutyrylo-2’-O-metylocytydyny z 59f
zostala opisana przez Vaghefiego i Hogrefe’ra [53].

Sproat 1 wspodlpracownicy skoncentrowali si¢ na opracowaniu dogodnej syntezy
pochodnej guanozyny, wykorzystujac 3°,5’-O-TIPDSi blokowany rybonukleozyd purynowy
[54,55].

Najlepsza syntezg 2°-O-metyloguanozyny okazato si¢ zastosowanie prekursora 3°,5’-O-
TIPDSI-2,6-dichloropurynowego (59g) oraz nowego ukladu metylujacego: jodometanu w
obecnosci 2-tert-butyloimino-2-dietyloamino-1,3-dimetyloperhydro-1,3,2-diazafosforinu
(Mel/BEMP) [54]. Ta procedura zostata pozniej wykorzystana do reakcji metylowania
3°,5’-0O-TIPDSIi-6-O-TBDPSi-guanozyny (59h) [55]. Wysoki koszt BEMP, stosunkowo
mata trwato$¢ 3°,5’-O-TIPDSi-6-O-TBDPSi-guanozyny i skromna catkowita wydajno$é
(50%) sktaniajg do poszukiwania kolejnych lepszych metod syntezy.

1.1.5. Pozostate metody otrzymywania 2’-O-metylorybonukleozyddéw

Metylowanie urydyny i guanozyny jodometanem w obecnos$ci tlenku srebra albo
wodorku sodu wymaga ochrony kwasowych atomow azotu 3-N i 1-N odpowiednio w
pierScieniu pirymidynowym 1 purynowym. Dlatego zostaly rozpoczgte prace nad
opracowaniem nowych podej$¢ wprowadzajacych grupg metylowa bez ochrony kwasowych
atomow zasady heterocykliczne;.

Sekine i Hata [56] opisali wprowadzenie grupy 1,3-benzoiloditiolo-2-ylowej do 3°,5’-
O-TIPDSi-urydyny (60) bez ochrony atomu azotu 3-N. Grupa 2’-O-metylowa byta
generowana z 61 po odblokowaniu niklem Raneya.

Etery metylotiometylowy [57] albo metylotiofenylowy [22] byly poddane reakcji z
3°,5’-O-TIPDSi-urydyng (60) bez blokowania zasady heterocyklicznej. Desulfuryzacja
niklem Raneya w przypadku 62 albo redukcja rodnikowa 63 prowadzilty do wytworzenia
grupy metylowej (64) (schemat 8).
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Schemat 8. Synteza pochodnej 2’-O-metylourydyny z prekursorow 2’°-O-tiolowych

2’-O-
2,2°-

Atrakcyjnymi  substratami  do

otrzymywania
si¢  pirymidynowe

anhydronukleozydy. Zwigzki te sa czesto stosowane w syntezach

metylorybonukleozydéw  okazaty
roznych pochodnych nukleozydowych ze wzgledu na tatwos¢ ich
otrzymywania. Powstaly, w wyniku dehydratacji, pierscien
oksazolinowy jest bardzo reaktywny i ulega otwarciu w obecnosci
wielu nukleofili (rys. 5.). Alkoholany magnezowe i wapniowe
zostaly wykorzystane do otwarcia pier$cienia 2,2’-anhydro-1-(f-
funkcja  5°-

D-arabinofuranozylo)uracylu z  blokowang

Nu
Rys. 5. Atak nukleofilowy

na atom C-2' 2,2'-anhydro-
nukleozydu

hydroksylowa (65) dostarczajac 2’-O-alkilowych pochodnych z wydajnoscig 50-90% [58].

Dla pochodnych metylowych 66 wydajnos¢

wynosita 90%. Pochodna 2’-0- 0

metylourydyny (66) przeksztalcono wedtug )\f\)ﬁ alkglt‘/lcl’:'a” fl\j:
. . . RO O/ N o RO o N o
procedury opisanej w literaturze [59] w K o - 1001507C
OH OH OMe
pochodna 2’-O-metylocytydyny z
S, . . 65 R=DMT 66 R=DMT
wydajnoscig  70%. Natomiast otwarcie 67 R=H 30 R=H
pierscienia nieblokowanego 2,2’-

anhydronukleozydu  pirymidynowego 67

Schemat 9. Synteza syntonéw 2'-O-metylowych z
2,2"-anhydronukleozydow
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przez reakcje z B(OMe)s w wysokiej temperaturze prowadzi do otrzymania 2’-O-
metylourydy 30 z wydajnoscig przekraczajacg 90% (schemat9) [60]. Zastosowany w tej
reakcji Mg(OMe)2 rowniez dawal produkt z duza wydajnoscia [61].

Dzigki wydajnej syntezie pochodnych 2’-O-metylourydyny i 2’-O-metylocytydyny w
reakcji 2,2’-anhydronukleozydow pirymidynowych interesujace wydawaly si¢ studia nad
reakcja transglikozylacji w celu otrzymania pochodnych 2’-O-metylonukleozydow
purynowych (schemat 10). 3°,5’-Di-O-acetylo-2’-O-metylourydyng¢ (68) poddano reakcji z 6-
N-benzoiloadening (69) w obecnosci trimetylosililotrifluorometanosulfonianu
(CH3)3SiOSO2CF3 jako katalizatora. Reakcj¢ prowadzono w acetonitrylu. W wyniku reakcji
otrzymano mieszaning o 1 B anomerow (1:1) 6-N-benzoilo-3’,5’-di-O-acetylo-2’-O-
metyloadenozyny (70) z catkowita wydajnoscig 60%. Natomiast zastosowanie 4-N-acetylo-
3’,5’-di-O-acetylo-2’-O-metylocytydyny (71) jako donora weglowodanowego w tych samych

warunkach reakcji transglikozylacji doprowadzilo do wyizolowania [3 anomeru 70 z

wydajnoscia 50%.
o NHBz
NH NHBz NNy
fj\)\ N (CHg)3SI0SO,CF3 ¢ f\)
AcO o N ©° + ¢ )N acetonitryl A0 o NN
NN
OAc O H OAc O
68 69 70
NHAc NHBz
B L (CH3)3SI0SO,CF </N N
/J\ NN 3)3l 2CF3 Py
N 1 Z
a0 o N o+ ] B acetonitryl AcO— o N
H
OAc O_ OAc O_
1 69 70

Schemat 10. Otrzymywanie 2’-O-metyloadenozynowych pochodnych w reakcji transglikozylacji
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1.2. Modyfikacje chemiczne kwaséw nukleinowych za pomoca poliamin
Poliaminy mozna podzieli¢ na naturalne i syntetyczne. Putrescyna i spermidyna

wystepuja we wszystkich komodrkach prokariotycznych i1 eukariorycznych, natomiast

spermina tylko w komorkach eukariotycznych.

Tabela 2. Naturalne i syntetyczne poliaminy

Wzér strukturalny

Nazwa zwiazku

Systematyczna Zwyczajowa
Najwazniejsze poliaminy biogenne
NS SN 1,4-diaminobutan putrescyna (Put)
T e N-(3-aminopropylo)-1,4-diaminobutan  spermidyna (Spd)
H

H
H,N N
H

N,N-bis(3-aminopropylo)-1,4-diamino-
butan

spermina (Spm)

Inne poliaminy wystepujace w przyrodzie

PN
HoN NH,

HZN/\/\”/\/\H/\/\/NHZ

1,3-diaminopropan
1,5-diaminobutan

N-(4-aminobutylo)-1,4-diaminobutan

N,N-bis(3-aminopropylo)-1,3-diamino-
propan

N,N-(3-aminopropylo)(4-aminobutylo)-
1,3-diaminopropan

kadaweryna

homospermidyna

norspermina

termospermina

Przyktadowe poliaminy syntetyczne

NH
HZN/\/ 2
N
HNT T N,
H NH
HZN/\/ \/\N/\/ 2
H

H H
H N/\/N\/\N/\/N\/\NH
2 M 2

1,2-diaminoetan

N-(2-aminoetylo)-1,2-diaminoetan

N,N-bis(2-aminoetylo)-1,2-diaminoetan

N,N-(3,6-diazaheksano-1-ylo)(2-amino-
etylo)-1,2-diaminoetan

etylenodiamina

dietylenotriamina

trietylenotetraamina

tetraetylenopentaamina

Czasteczki poliaminowe obdarzone ladunkiem dodatnim w fizjologicznym pH

oddziatuja migdzy innymi z ujemnie naladowanymi resztami fosforanowymi kwaséw
nukleinowych. Interesujace wydato si¢ wprowadzenie reszt poliaminowych kowalencyjnie

zwigzanych z lancuchem oligonukleotydowym, w celu zwigkszenia charakteru

polikationowego lub przylaczenia do reaktywnych funkcji aminowych innych zwigzkow

chemicznych np. barwnikoéw fluorescencyjnych. Stato si¢ to przedmiotem badan wielu
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zespotow w ostatnich kilkunastu latach. | tak, otrzymano oligonukleotydy modyfikowane
poliaminami poprzez funkcje 2’-hydroksylowg [62,63] 1 5’ hydroksylowag [64-71]. Inna
grupa oligonukleotydow zawiera modyfikacje w czesci zasadowej. Miejsce modyfikacji jest
uzaleznione od rodzaju =zasady heterocyklicznej tak, aby nie przeszkadzalo w
oddziatywaniach Watsona-Cricka. Poliaminy biogenne i syntetyczne wykorzystano rowniez

jako modyfikacje wigzan internukleotydowych [72-77].

5-O-Modyfikacie = HO

Modyfikacje wigzania -
internukleotydowego ::> o~ C:' Modyfikacje zasady
z heterocyklicznej

oH oH <3 2-O-Modyfikacje

Rys. 6. Miejsca modyfikacji oligonukleotydow za pomoca poliamin

Reszty poliaminowe do tancucha oligonukleotydowego mozna wprowadza¢ na dwa
sposoby. W pierwszym przypadku reszta poliaminowa jest wprowadzana na poziomie
nukleozydu, nastepnie przeksztalcana np. w odpowiedni 3’-amidofosforyn, ktory jest
substratem w automatycznej syntezie DNA metoda amidofosforynowa. Jest to tzw. synteza
bezposrednia. Drugie podejscie w wiekszosci przypadkow polega na reakcji poliaminy z
odpowiednim prekursorem nukleotydowym posiadajgcym grupe opuszczajacag w warunkach

substytucji nukleofilowej 1 znajdujacym si¢ w wyznaczonych miejscach oligomeru.

1.2.1. Modyfikacje pochodnych adeniny

Cosstic i Douglas [78] opracowali syntezg 3’-amidofosforynu 6-N-aminoalkilowej
pochodnej 2’-deoksyadenozyny oraz jego wlaczenie do dimeru w celu oszacowania
mozliwosci tworzenia si¢ specyficznego wigzania laczacego dwie naprzeciwleglte zasady
heterocykliczne w dupleksie DNA.

Deoksyadenozyna zostata przeksztalcona w 3°,5’-di-O-tert-butylodimetylosililowa
pochodng 72 z wydajnoscia 80% wedlug wczesniej opisanej procedury [79]. Pochodng 72
poddano fotoindukowanemu diazowaniu w obecnosci azotynu pentylu 1 dijodometanu

uzyskujac 6-jodopurynowy nukleozyd [80]. W wyniku substytucji nukleofilowej atom jodu
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zastgpiono podstawnikiem aminoalkilowym w reakcji 73 z prawie dwudziestokrotnym
nadmiarem etylenodiaminy. Reakcj¢ prowadzono w temp. 60°C w acetonitrylu z wydajnos$cia
80%. W kolejnym kroku autorzy zastanawiali si¢ nad doborem odpowiedniej grupy ochronnej
dla wprowadzonej funkcji aminowej. Jako pierwsza wykorzystali znang z literatury grupe
ftalimidowa [81, 82]. Napotkali dwie przeszkody wykluczajace jej uzycie w toku syntezy.
Podczas usuwania grupy TBDMS bezwodnym fluorkiem tetrabutyloamoniowym (TBAF) w
THF nastgpowato catkowite usuni¢cie omawianej blokady ftalimidowe;j. Problem ten autorzy
rozwigzali przez zastosowanie innego uktadu odblokowujacego: TBAF w mieszaninie
THF/pirydyna/woda (18:1:1) z wydajnoscia 51%. Z kolei pochodna ftalimidowa nie ulegala
dimetoksytrytylowaniu w roznych warunkach reakcji. Za kazdym razem odzyskiwano
substrat. Autorzy thumaczyli to czgsciowym przystanianiem funkcji 5’-hydroksylowej grupa
2-ftalimidoetylowa 1 w zwigzku z tym utrudnionym doj$ciem rozbudowanego przestrzennie

kationu dimetoksytrytylowego.

NH, |

N X

p) SN </ | )

<N | /) CHl, TBDMSO N N/)

TBDMSO o) N azotyn pentylu °
lampa wolframowa
O TBOMS OTBDMS
27 73
HZN/\/NHZ
] H o acetonitryl
N._CF N
NS ~ < HNT he N
N O
AN 0 4 oN " N
¢ Ny S
HO N N) TBDMSO o N N/ TBDMSO N N/)
o O~ CF3COSEt o
MeOH
;OH ; OTBDMS - OTBDMS
76 75 74

Dimetoksytrytylowanie
M N _cF
N CF N 3
HNT Sy HI g
AL y
DMTO o NN Fosfitylacja DMTO :o: N

OH ?
77 NC\/\O/P\N{ 8

Schemat 11. Synteza 3’-amidofosforynu 6-N-aminoalkilowej pochodnej deoksyadenozyny -
(metoda bezposrednia)
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Ostatecznie jako blokade funkcji aminowej zastosowali mniejsza przestrzennie grupe
trifluoroacetylowa. Uznali, ze 6-N-(2-trifluoroacetamidoetylo)nukleozyd powinien by¢
znacznie mniej podatny na f-eliminacj¢ lub inne niepozadane reakcje z TBAF. W reakcji 74 z
trifluorooctanem tioetylu (CFsCOSEt) w metanolu [83] otrzymano blokowang 6-N-(2-
trifluoroacetamidoetylo)pochodng deoksyadenozyny 75 z wydajnoscia 70%. Nastepnie
przeprowadzono reakcje odsililowania, trytylowania i fosfitylacji z dobrymi wydajno$ciami

(schemat 11).

O

N\

0 HN' O OAr

N N B N B
Y NH Y N i N
< f: <N | N/) 1. ArOH, TEA, CH,Cl, < | N/J

N _ HO N
HO o N A0 _o 2. Odacetylowanie ©
—_—

OH OAc OH
79 80 81

1. Dimetoksytrytylowanie
2. Fosfitylacja

Ar=

OAr OAr a ' § <>
N X N

' /y N i f\ B %

2. <N | N/) MO <N | N/) b Ar= ONOZ

01 __o
Synteza DNA

. Ncwo/e,l - %ﬁ

82
Wodny roztwér RNH,
HN’R NH
R= Z?ﬁ/\/\/ 2
N B
%a, 1) o
09 o N W o ST
WS’S\/\/NHZ
(0]

Schemat 12. Modyfikacja poliaminowa deoksyadenozyny otrzymana w metodzie postsyntetycznej

Verdine i wspolpracownicy [84,85] zastosowali podejscie postsyntetyczne oparte na

syntezie tzw. ,,nukleozydow przeksztatcalnych” (ang. convertible nucleosides) [84-87]. W
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tym celu 2’-deoksyinozyne¢ (79) przeksztatcono w pochodng 6-O-
(2,4,6-triizopropylobenzenosulfonylowg) 80 [88]. Zwigzek 80 w
reakcji z fenolami z udziatem trietyloaminy (TEA) dat pochodne 6-
O-arylowe 81 z wydajnosciami 75-97%. Po odacetylowaniu
produkty 81 poddano reakcji z wodnymi roztworami poliamin w
temp. 65 °C. W wyniku tych eksperymentéw pochodng 82c uznano
jako nieprzydatng do syntezy funkcjonalizowanych
postsyntetycznie oligonukleotydéw, poniewaz pochodna ta nie
ulega wystarczajagco szybko aminolitycznej konwersji do 6-N
podstawionych  deoksyadenozyny. Fakt ten na poziomie
oligonukleotydu mogtby czgsciowo doprowadzi¢ do termicznej
depurynacji lub zasadowej hydrolizy wigzania fosfodiestrowego.

Prakash 1 Ganesh jako miejsce modyfikacji 2’-
deoksyadenozyny wybrali atom wegla C-8 (schemat 13) [89].
Przygotowang 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-6-N-benzoilo-8-
bromo-2’-deoksyadenozyng (83) [90] poddali reakcji z 1,2
diaminoetanem w etanolu przez 20 godz. w temp. 25°C
(wyd.: 70%). Wprowadzone funkcje aminowe zostaly ochronione
przez grupy trifluoroacetylowe. Pod wplywem trifluorooctanu etylu
w mieszaninie metanolu i TEA [81] z 84 otrzymali 85. Reakcje
fosfitylacji przeprowadzili wedtug standardowej procedury [91]
otrzymujac 86. Otrzymany amidofosforyn zostal wilaczony w
fancuch oligonukleotydowy.

W laboratorium Markiewicza [92,93] wykorzystano
dimetoksytrytylowang 9-(2’-Deoksy-fS-p-erytro-pentofuranozylo)-
6-(1,2,4-triazolo-4-y-lo)puryne (87), jako prekursor poliamino-2’-
deoksyadenozyny. Zwigzek 87 zostat
poddany reakcji z putrescynga i

NHBz
N
N
4
Br{ | )
DMTO o NT N
OH
83
N~ NH2
EtOH
NH,
NHBz
N X
HN\</ | N
/
DMTO o N
OH
84
CF3COOEt
MeOH / TEA
TFA~ \H
NHBz

N N~"SN
TFA” \</ |
DMTO N N/)

¢

OH
85

j Fosfitylacja

TFA\NH

H NHBz
N A
N
TFA/N\</ | /)
DMTO o N7 N

o}

|
NC_~ o P\N4<
86

Schemat 13. Pochodna adeniny

l;l—l?l modyfikowana w pozycji C-8
LN) sperming. Reakcje prowadzono w temp.
N B
¢ :O\' 70°C przez 8 godz. Otrzymano odpowiednie pochodne
DMTOq _o_ N7>N
b poliaminowe. Wprowadzone grupy aminowe zostaty zablokowane
OH

87 w wyniku reakcji z bezwodnikiem kwasu trifluorooctowego.
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1.2.2. Modyfikacje pochodnych cytozyny

W wyniku transaminacji 2’-deoksycytydyny 1,6-diaminoheksanem [94] lub 1,3-
diaminopropanem [95,96] w obecnosci wodorosiarczanu (IV) sodu zostaly otrzymane
odpowiednio aminoalkilowane amidofosforyny 88 i 89. Zwigzek 89 zostal otrzymany
robwniez przez aminoalkilowanie 1,6-diaminoheksanem  4-N-(p-toluenosulfonylowej)
pochodnej 2’-deoksycytydyny [97]. Amidofosforyn 89 wprowadzono na 5’-koniec
oligonukleotydu podczas syntezy DNA i po odblokowaniu aminoalkilowany oligonukleotyd
poddano biotynylowaniu. W podobny sposob amidofosforyn 90 otrzymano na drodze
kilkuetapowej syntezy z 3°,5’-di-O-tert-butylodimetylosililo-2’-deoksyurydyny i chlorku
mezytylenosulfonylu [98]. Nastepnie aminoalkilowany amidofosforyn 90 w wyniku
substytucji nukleofilowej 1,5-diazapentanem wprowadzono kilkakrotnie na 5’-koniec 2’-O-
alkilooligorybonukleotydu i otrzymany oligomer biotynylowano, a uzyskany produkt
wykorzystano w modyfikowanej procedurze oczyszczania kompleksow RNA-biatko
[98,99].

N_C
e K OO//;N HN S S NHR

o
|

RO/P\)N\J\ DMTO ng

Fs

(0]
88 R = CH3 n=2 |
89 R=CH,CH,CN n=5 NC\/\O/P\N_<
90 R=CH,CH,CN n=4

92

R = reszta biotynylowa

/\/\/\/NHR ..
HN = grupa 2,4-dinitrofenylowa
Nﬂ/ = grupa dansylowa
OMTO OJ\N = grupa 3-pyrenosulfonylowa
L
OH
91

Rys. 7. Pochodne diaminowe cytozyny

Amidofosforyn  5-metylo-2’-deoksycytydyny modyfikowanej w pozycji N-4
zsyntetyzowano w celu nieradioizotopowego znakowania oligonukleotydow [100].
Pochodng 91 otrzymano w reakcji aminoalkilowania odpowiedniego 4-tio-2’-

deoksyrybonukleozydu z 1,6-diaminoheksanem. Reakcja 91 z N-hydroksysukcynoimidowym
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estrem  biotyny, 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem, chlorkiem dansylu lub chlorkiem
pyrenosulfonylu, a nastepnie fosfitylacja doprowadzita do powstania wyznakowanych
amidofosforynéw 92.

MacMillan i Verdine [86, 87] zastosowali metod¢ postsyntetyczng rowniez podczas
wprowadzania modyfikacji diaminowych do 2’-deoksycytydyny. Amidofosforyn 93
otrzymali analogicznie jak w przypadku 2’-deoksyadenozyny. Pochodng 93 wiaczyli w
fancuch oligonukleotydowy metoda amidofosforynowg. Nastepnie w reakcji z wodnymi
roztworami diamin otrzymano rozne 4-N-podstawione pochodne cytozynowe z dobrymi
wydajno$ciami (schemat 14). Substytucja nukleofilowa diamin do arylowych pochodnych
cytozynowych zachodzita szybciej niz w przypadku pochodnych adeninowych, dzigki czemu

znalazla zastosowanie jako metoda wprowadzania tacznikdw posiadajacych pierwszorzgdowe

Q

Synteza DNA
? E——
NC\/\O, P\NJ\

93
)Adny roztwér RNH,
R
J\)j R= e%/\/\/NHz

OL% Ws.s\/\,NHz

3

grupy aminowe.

DMTO

Schemat 14. Modyfikacja poliaminowa deoksycytydyny otrzymana w metodzie postsyntetycznej

Inni autorzy [101,102] zastosowali strategi¢ ,,nukleozydu przeksztatcalnego” do
syntezy amidofosforynéw poliamino-2’-deoksycytydyny (schemat 15). Tymidyne¢
przeksztatcili w 4-0-(2,4-dimetylofenylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrtylo)tymidyne (94), ktora
ulega substytucji nukleofilowej pod wptywem amin tworzac 4-N-alkilo pochodne [87, 103].
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Schemat 15. Synteza pochodnej 5-metylo-2’-deoksycytydyny modyfikowana poliaming w pozycji N-4

Poliaminy takie jak trietylenotetraamina (95) i spermina (96) posiadaja pierwszo- i
drugorzedowe funkcje aminowe, przez co autorzy spodziewali si¢ rowniez produktow, ktore
mogty powsta¢ z udzialem bardziej nukleofilowych drugorzedowych funkcji aminowych.
Aby oceni¢ reaktywnos¢ atomu wegla C-4 w pochodnej 94 wzgledem pierwszo- |
drugorzgdowych funkcji aminowych, zwigzek 94 poddano reakcji z N-metylo-1,3-
diaminopropanem w pirydynie w temp. 60 °C przez 16 godzin. Powstal jeden produkt z
przylaczong pierwszorzedowa grupa aminowa, struktur¢ jego potwierdzono z
wykorzystaniem magnetycznego rezonansu jadrowego. Brak reakcji bardziej nukleofilowe;j
drugorzgdowej funkcji aminowej mozna tlumaczy¢ znaczacym wplywem sterycznym

podstawnika poliaminowego 1 grupy opuszczajacej w stanie przejsciowym reakcji. W wyniku
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powyzszego doswiadczenia, prekursor 94 poddano reakcji z 95 lub 96 z niechronionymi
drugorzedowymi funkcjami aminowymi. w otrzymanych pochodnych
poliaminonukleozydowych 97 i 98 funkcje aminowe poddano nastepnie reakcji z
triflorooctanem etylu, aby wprowadzi¢ blokady trifluoroacetylowe. Zwigzki fosfitylowano
[104-107]  przeksztalcajac je w

odpowiednie 3’-amidofosforyny 99 i

Oy_-CF:
100, ktore nastepnie wlaczono do H
tancucha oligonukleotydowego podczas NFE\I/\/;),\I\:/\/N\/\/N\([)I/CR
syntezy DNA metoda pmto S N | 3
amidofosforynowa. Wydajnosci p
przyltaczen amidofosforynow NC\/\Q/IL\N(i-Pr)Z
modyfikowanych nukleozydow  byly 101

zblizone do  obserwowanych dla
nukleozydéw niemodyfikowanych.

Analogiczny amidofosforyn 101 otrzymano w reakcji pochodnej 4-N-(p-
toluenosulfonylo)-2’-deoksycytydyny ze sperming, nast¢gpnie pochodng poliaminowa

poddano reakcji trifluoroacetylowania oraz fosfitylacji [108].

1.2.3. Modyfikacje pochodnych guaniny

W przypadku pochodnych guanozyny reszty poliaminowe wprowadzano w pozycje
C-2 pochodnych inozyny zawierajacych podstawniki halogenowe przy atomie wegla C-2
pierscienia purynowego.

Behr wraz ze wspotpracownikami jako pierwsi opisali modyfikacje 2’-
deoksyguanozyny za pomocg sperminy (schemat 16) [109]. Wychodzac z 2’-
deoksyguanozyny na drodze szeScioetapowej syntezy otrzymali 3’-amidofosforyn 2-fluoro-6-
O-2-(4-nitrofenylo)etylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyinozyng (102), ktory uzyli
do automatycznej syntezy DNA. Otrzymany 1l1-mer posiadal dwie jednostki 2’-
deoksyinozynowe modyfikowane atomem fluoru w pozycji C-2. Odblokowanie
oligonukleotydu, jego odciecie od podtoza i wprowadzenie sperminy dokonano w reakcji z
1M roztworem sperminy w goragcym metanolu (50°C). Oligonukleotyd oczyszczono przy
uzyciu RP-HPLC, usuni¢to blokady NPE 0,5 M roztworem DBU w pirydynie. Nastgpnie

odtrytylowano oligomer na koncu 5’ dziatajac 80% wodnym roztworem kwasu octowego.
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Schemat 16. Otrzymywanie oligonukleotydow zawierajacych jednostki poliaminoinozynowe w metodzie
bezposredniej i postsyntetycznej

Autorzy stwierdzili, ze podczas syntezy DNA wydajnos¢ przytaczania modyfikowanej
jednostki 102 spadata do 70-80% obserwujac ilosci usuwanego kationu trytylowego [110].
Oczyszczony za pomoca RP-HPLC oligomer posiadajacy pie¢ jednostek 2-fluoro-2’-
deoksyinozyny, poddano dziataniu 1,1 M roztworu 1,4-diaminobutanu w metanolu, w temp.
60 °C przez 24 godziny. Analiza HPLC i widma masowe (ES MS) surowych
oligonukleotydow przed 1 po reakcji z diaming, a takze produktoéw hydrolizy enzymatycznej
oligomerow wskazaly na powstawanie produktow ubocznych na poziomie syntezy DNA i w
reakcji z 1,4-diaminobutanem. Powyzszy rezultat sklonit autorow do opracowania
alternatywnej syntezy oligonukleotydow z jednostkami 2-sperminylo-2’-deoksyinozyny
[111]. W tym celu zsyntetyzowano 3’-amidofosforyn poliaminonukleozydu 103 z
trifuoroacetylowanymi grupami ochronnymi funkcji aminowych. Nastgpnie 103 zostat
wykorzystany ~w  automatycznej syntezie DNA. Otrzymane i o0czyszczone
poliaminooligonukleotydy z jedng lub trzema resztami sperminy nie budzily zastrzezen po
analizie spektralnej (MS MALDI-TOF), w przeciwienstwie do oligomeru z sze$cioma

modyfikacjami.
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Pfleiderer i wspotpracownicy stwierdzili, ze oligonukleotydy posiadajace jednostki 2-
fluoroinozynowe mozna wyizolowa¢ przed reakcja z aming, prowadzacg do utworzenia 2-N
podstawionych guanin, stosujagc odmienne procedury odblokowania [112-115]. Metodg te
oparto na uzyciu amidofosforynow blokowanych grupami 2-(4-nitrofenylo)etylowa (NPE) i
2-(4-nitrofenylo)etoksykarbonylowg (NPEOC) [112-116] oraz no$nikow z lgcznikiem
zawierajacym grupe¢ oksalinowg (schemat 17) [117,118].
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Schemat 17. Wykorzystanie roznych grup ochronnych w postsyntetycznej metodzie otrzymywania
poliaminooligonukleotydow

W zwigzku z powyzszym inni autorzy zaproponowali dwa kolejne podejscia
postsyntetycznego otrzymywania oligomerow z N-2 podstawionymi pochodnymi guaniny
[119]. W pierwszym podejsciu zostal zsyntetyzowany oligonukleotyd posiadajacy jednostke
2-fluoro-6-0-[2-(4-nitrofenylo)etylo]-2’°-deoksyinozyny. Niemodyfikowane nukleozydy w
obrebie zasady heterocyklicznej byty chronione grupg tert-butylobenzoilows, zamiast zwykle

stosowanych grup benzoilowych 1 izobutyrylowych. Grupe tert-butylobenzoilowg
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zastosowano w celu uniknigcia substytucji nukleofilowej pierwszorzedowej funkcji aminowe;j
w pozycji C-4 reszt cytozyny [87,120-124]. Na oligomer zwigzany kowalencyjnie z
nosnikiem podziatano 0,5 M roztworem DBU w acetonitrylu przez 30 min. celem usunigcia
grupy NPE. Po przemyciu i osuszeniu, przygotowany oligonukleotyd przytaczony do nosnika
poddano reakcji odpowiednio ze sperming, spermidyng lub 3-aminopropyloimidazolem w
temp. 60°C przez noc. Otrzymane oligonukleotydy oczyszczono i scharakteryzowano metoda
spektometrii mas (ES MS).

W drugim podej$ciu otrzymany oligonukleotyd rowniez zawieral jednostke 2-fluoro-
6-O-[2-(4-nitrofenylo)etylo]-2’-deoksyinozyny. Natomiast niemodyfikowane nukleozydy
byty chronione na zasadach grupami NPE i NPEOC. Do automatycznej syntezy DNA
wykorzystano podobnie jak we wczesniejszych pracach no$nik z lgcznikiem zawierajagcym
grupe oksalinowa [118]. W trakcie syntezy DNA wydajnosci poszczeg6élnych etapow
kondensacji wynosily ok. 99%. Po zakonczeniu syntezy na nos$nik z przylaczonym
oligonukleotydem podziatano 0,5 M roztworem DBU w pirydynie przez 16 godzin. Strukture
oczyszczonego oligomeru potwierdzitlo widmo masowe. Oligomer posiadajacy jednostki 2-
fluoro-2’-inozynowe poddano reakcjom z roztworami amin. Analiza masowa
zsyntetyzowanych produktow wykazata catkowitg przemiang pochodnych 2-fluoroinozynowe
w odpowiednie 2-N podstawione pochodne guanozyny.

Cook i wspodlpracownicy [125] przedstawili synteze amidofosforynu N-2-
aminoalkilowej pochodnej deoksyguanozyny (108) wykorzystujac 2-chloro-2’-deoksy-
inozyng (104) [126,127] jako zwigzek posredni (schemat 18). W wyniku reakcji 104 z
odczynnikiem Markiewicza (TIPDSICl2) [21] w obecnosci TEA otrzymano pochodng 3°,5’-
O-TIPDSi-2-chloro-2’-deoksyinozyny (105). Zwigzek 105 ulegl substytucji nukleofilowej
pod wptywem 1,3-diaminopropanu w 2-metoksyetanolu w temp. 100°C dajac pochodng 2-N-
aminoalkilowg 2’-deoksyguanozyny z wydajnosciag 83%. Po trifluoroacetylowaniu wolnej
grupy aminowej bezwodnikiem kwasu trifluorooctowego (CF3C0O).0 w temp. 0°C i reakcji z
chlorkiem difenylokarbamoilu otrzymano calkowicie zablokowany nukleozyd 106. Po
usunigciu blokady sililowej z funkcji 3 1 5 hydroksylowych, trytylowaniu i fosfitylowaniu
otrzymano amidofosforyn 108, ktory zostal uzyty w syntezie oligonukleotydow. Czas

kondensacji 108 wydtuzono do 10 min. uzyskujgc wydajnos$ci etapowe przekraczajace 95%.
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Schemat 18. Synteza 3’-amidofosforynu 2-N-aminoalkilowej pochodnej guaninowej ze zwigzku posredniego:
2-chloro-2’-deoksyguanozyny

1.2.4. Modyfikacje pochodnych tyminy

Ueda 1 wspotpracownicy [81] przedstawili synteze tymidyny z przylaczong do
zasady heterocyklicznej przez grupe metylowa reszta putrescyny (schemat 19). 3°,5’-Di-O-
acetylotymidyna zostata utleniona nadsiarczanem potasu [128-130] do 5-formylo-3°,5’-di-
O-acetylotymidyny 109. Zwigzek 109 poddano reakcji z nadmiarem chlorowodorku N-
ftaloiloputrescyny w obecno$ci TEA. Tak wytworzong zasade Schiffa 110 zredukowano
borowodorkiem sodu otrzymujac pochodng 111 z catkowita wydajnoscia 30%. W wyniku
amonolizy  40%-owym wodnym roztworem metyloaminy (MeNH2) otrzymano
putrescynylotymidyne (112). W kolejnym kroku wprowadzono grupy ochronne na aminowe
funkcje putrescyny stosujac trifluorooctan etylu w obecnosci TEA. Wykrystalizowang z
metanolu  N,N-bis(trifluoroacetylo)putrescynylotymidyne dimetoksylowano, a nastepnie
przeprowadzono poprzez 3’-(4-chlorofenylo)(2-cjanoetylo)fosforan 116 w trietyloamoniowa
sol 3’-(4-chlorofenylo)fosforanu 117, dziatajac na pochodng 115 TEA w temperaturze
pokojowej przez 4 godziny. Zwiazki 115 i 117 wykorzystano w syntezie oligonukleotydow
metoda fosforotriestrowa A4 roztworze (131, 132] lub na nos$niku

aminometylopolistyrenowym [133].
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Rys. 8. Dimetoksytrytylowe poliaminowe pochodne tymidyny

W laboratorium Markiewicza [134] wykorzystano pochodng 109 do wprowadzenia
reszt poliaminowych: putyrescyny i sperminy. Przed reakcja z poliaminami pochodng 109

odacetylowano i funkcj¢ 5’-hydroksylowa dimetoksytrytylowano. Nastgpnie trytylowana
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pochodng poddano reakcji z poliaminami nie posiadajacymi blokowanych funkcji

aminowych. Po redukcji NaBH4 otrzymano odpowiednio produkty 118 i 119 (rys. 8).

1.2.5. Modyfikacje pochodnych uracylu

Matsuda i wspotpracownicy opracowali metody modyfikacji 2’-deoksyurydyny przez
wprowadzenie tancucha poliaminowego w pozycje C-5. W pierwszym podejsciu (schemat 20)
[135] autorzy zastosowali 5-jodo-3",5’-di-O-benzoilo-2’-deoksyurydyng (120) w reakcji z 4-
(tert-butylodimetylosiloksy)butynem w obecnosci (PPhs)2PdCl> i jodku miedzi (I) w TEA
otrzymujac 121 z wydajnoscia 79%.
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Schemat 20. Modyfikacja pochodnej 2°-deoksyurydyny resztg syn-norspermidyny

W wyniku hydrogenacji potrojnego wigzania 121 otrzymano odpowiednig pochodng
5-(4-tert-butylodimetylosiloksybutynlowg). Zdjeto blokade TBDMSi dziatajac trzema

rownowaznikami molowymi TBAF w ciggu trzech dni. Stabilno$§¢ grupy TBDMSi
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przylaczonej do funkcji hydroksylowej na koncu tancucha alifatycznego okazata si¢ wigksza
od stabilnosci tej grupy blokujacej funkcje hydroksylowe w pierscieniu cukrowym
nukleozydow. Wolng funkcj¢ hydroksylowa utleniono metodg Swerna i otrzymano pochodna
formylowg 122, ktérg poddano reakcji z N,N-1,7-ditrytylo-syn-norspermidyng. Utworzong
zasade Schiffa zredukowano cyjanoborowodorkiem sodu przy pH ok. 6,5 z calkowitg
wydajnos$ciag 63%. Nastepnie usunicto grupy ochronne, tj. benzoilowe z piersScienia
weglowodanowego 1 trytylowe z reszty poliaminowej dziatajac odpowiednio metanolanem
sodu i 80% kwasem octowym. Poliaminowsg pochodng 2’-deoksyurydyny 124 poddano
reakcji z CF3COSEt w TEA celem zablokowania funkcji aminowych. Wytworzone wigzanie
amidowe jest stabilne w kwasowych warunkach odtrytylowania funkcji 5’- hydroksylowej w

trakcie syntezy DNA metoda amidofosforynows.
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Schemat 21. Pochodne wykorzystane w strategii bezposredniej i postsyntetycznej otrzymywania
oligonukleotydéw modyfikowanych poliaminami pochodnych uracylu

W kolejnym kroku prowadzono dimetoksytrytylowanie w pirydynie wedlug
standardowej procedury, lecz nie otrzymano oczekiwanego produktu, a jedynie odzyskiwano
substrat. Dzialanie ponad pigciokrotnym nadmiarem DMTCI] w mieszaninie pirydyny i DMF
(1:1) doprowadzito do otrzymania 5’-dimetoksytrytylowej pochodnej 125 z wydajnoscia
49%. Reakcje fosfitylacji zwigzku 125 przeprowadzono w acetonitrylu stosujac 2-
cyjanoetylo(N,N-diizopropylo)chlorofosfing i N,N-diizopropyloetyloaming otrzymujac 3’-
amidofosforyn 126 (wyd.: 53%). Stosunkowo niskie wydajnosci dwoch ostatnich etapow

syntezy autorzy thumacza wptywem duzego podstawnika poliaminowego przy atomie wegla
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C-5 na zmiang reaktywnosci funkcji hydroksylowych rybozy. Przygotowany zwigzek 126
zostal wykorzystany w syntezie oligonukleotydow metoda amidofosforynowa.

W  kolejnym podejsciu Matsuda 1 wspolpracownicy [136,137] otrzymali
oligonukleotydy zawierajace jednostki 5-(N-aminoalkilo)karbamoilo-2’-deoksyurydyny
stosujac nowa, postsyntetyczng metode modyfikacji, przy opracowaniu ktorej, wykorzystano
ide¢ ,,nukleozydow przeksztatcalnych” wprowadzong przez Verdine’a [84-87]. 5-Jodo-2’-
deoksyurydyn¢ karbonylowano tlenkiem wegla (IV) w metanolu w obecnosci katalizatora
palladowego [138]. Otrzymang  5-metoksykarbonylo-2’-deoksyurydyne (127)
dimetoksytrytylowano w pozycji 5°, a nastgpnie przeksztalcono w odpowiedni 3’-
amidofosforyn i wykorzystano w automatycznej syntezie fragmentéw DNA (schemat 21). 5°-
O-Dimetoksytrytylowany nukleozyd 127 przeksztalcono roéwniez w pochodng 3°-O-
sukcunylowa, w celu przylaczenia jej do nosnika CPG. Zsyntetyzowane oligonukleotydy
zawierajace pochodne 5-metoksykarbonylo-2’-deoksyurydyny poddano dzialaniu znacznego
nadmiaru etylenodiaminy lub 1,6-diaminoheksanu w metanolu w temp. pokojowej lub 45°C
przez 12-14 godzin. Wynikiem tego dziatania byta konwersja grup metoksylowych w grupy
(N-aminoalkilo)karbamoilowe, odblokowanie grup ochronnych oraz odcigcie oligomeru od
no$nika statego.

W tym samym laboratorium [139,140] opracowano syntezg S-podstawionych
poliaminowych pochodnych deoksyurydyny w oparciu o wyzej opisang metode [136, 137].
Autorzy zrezygnowali z postsyntetycznej metody wprowadzania tancucha poliaminowego na
rzecz otrzymywania odpowiednich pochodnych poliaminonukleozydéw: 3’-amidofosforynow

1 3’-sukcynylanow. Pochodne 3’-sukcynylowe umozliwiaja

wprowadzenie modyfikowanych jednostek na podtoze stale, a 0
tym samym na 3’-koniec tancucha oligonukleotydowego. Hi)ﬁ/\g/ocm
Wprowadzone funkcje aminowe poddano trifluoroacetylowaniu. Ao lCSDN
Analogiczng syntez¢ Matsuda 1 wspolpracownicy przeprowadzili OAc

131

z  wykorzystaniem  pochodnej  2’-O-metylourydyny i
etylenodiaminy [141].

W innych pracach opisano wykorzystanie pochodnej 5-metoksykarbonylometylo-
3°,5’-di-O-acetylo-2’-deoksyurydyny (131) do przytaczenia reszt diaminowych [142,143],
od 1,2-diaminoetanu do 1,6-diaminoheksanu, oraz reszty tris(2-aminoetylo)aminy [144].
Przylaczanie reszty aminowej bylo prowadzone w obecnosci DMAP w metanolu w temp.

50 °C. Otrzymano odpowiednie amidofosforyny i modyfikowane oligonukleotydy.
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1.3. Wplyw modyfikacji poliaminowych i grupy 2’-O-metylowej na trwatosé
komplekséw kwasoéw nukleinowych

1.3.1. Struktury trypleksowe niemodyfikowanych oligonukleotydow

Aleksander Rich, David R. Davies i Gary Felsenferd pierwsi odkryli [145] strukture
trypleksowg DNA i RNA w 1957 roku. Poczatkowo struktura ta wydawata si¢ interesujaca
anomalig dwuniciowej helisy DNA, bez wigkszego fizjologicznego i1 praktycznego znaczenia.
W 1987 roku zdano sobie sprawg, ze trypleksy powstale z syntetycznie otrzymanych
oligonukleotydow mozna zastosowa¢ do projektowania ,reagentow” specyficznie
rozpoznajacych sekwencje dwuniciowego DNA [146, 147].

Ligand rozpoznajacy sekwencje tancucha kwasu nukleinowego powinien ,;reagowac”
z wieloma nukleotydami lub parami zasad. Fragmenty kwaséw nukleinowych wigza inne
kwasy nukleinowe bardzo specyficznie. Dhugosé
takiego ligandu oligonukleotydowego zalezy od
rozmiaru  docelowego  kwasu  nukleinowego.
Obliczenia statystyczne dotyczace genomu ludzkiego
[148] sugerowaly wykorzystanie fragmentow
17-nukleotydowych w celu utworzenia struktury
trypleksowej w okreslonym potozeniu DNA. Pare lat
po odkryciu struktury podwdjnej helisy DNA [149]
opisano po raz pierwszy tworzenie potrojnej helisy

[150]. Wykazano, ze krétki oligonukleotyd moze

potaczy¢ si¢ z dupleksem DNA tworzac potrojna
helis¢  [146,147]. Podstawy rozpoznawania
Rys. 9. Struktura trypleksowa DNA

molekularnego podwdjnie splecionego DNA przez

oligonukleotydy = poznano  dzigki  badaniom

polinukleotydéw. Tymina i adenina moga tworzy¢ wigzania wodorowe z adening wchodzaca
w sklad pary zasad A:T typu Watsona — Cricka. Cytozyna i guanina mogg réwniez tworzy¢
wigzania wodorowe z guaning wchodzgcag w sktad pary zasad G:C typu Watsona — Cricka.
Jednakze cytozyna w pozycji N-3 powinna by¢ protonowana (w innym przypadku tworzy si¢

tylko pojedyncze wigzanie wodorowe).
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Trypleksy przedstawiono na rysunkach 9 i 10, na ktérych wida¢ jak zasada z trzeciej
nici DNA moze utworzy¢ wigzanie wodorowe typu Hoogsteena, normalne lub odwrdcone.

Schemat ten zostal opisany zgodnie z oryginalng propozycja Hoogsteena [151].
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Rys. 10. Modele struktur trypleksowych: (a) model pirymidynowy wigzania — tancuch polipirymidynowy wigze
si¢ w strukturze trypleksowej w kierunku zgodnym (p) wzgledem polipurynowej nici DNA; (b) model
purynowy wigzania - fancuch polipurynowy wigze si¢ kierunku przeciwnym (ap) wzglgdem
polipurynowej nici DNA dajac trypleks
¢ * ¢ — oddzialywanie wodorowe typu Hoogsteena
‘1 ‘- oddziatywanie wodorowe typu Watsona — Cricka

Powstawanie potrojnej helisy DNA jest wynikiem przytaczenia trzeciej nici w duzej
bruzdzie dupleksu DNA. Oligonukleotyd tworzacy strukturg trypleksowa jest bogaty albo w
zasady pirymidynowe (Py) albo w purynowe (Pu) w orientacji zgodnej (rownolegltej) (p) lub
przeciwnej (antyrownoleglej) (ap) w odniesieniu do centralnego tancucha purynowego
(rys. 11). Trzecia ni¢ bogata w zasady purynowe tworzy trypleks w orientacji
antyrownolegtej, podczas gdy ni¢ bogata w zasady pirymidynowe wystepuje w orientacji
rownolegltej [4,152]. | tak w modelu pirymidynowym tymina rozpoznaje adening z pary
zasad A:T Watsona — Cricka tworzac triade Tp*A:T w orientacji zgodnej. Protonowana

cytozyna oddziatuje z guaning z pary zasadowej G:C, tworzac Cp*G:C réwniez w orientacji
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zgodnej (rys. 10). W ten sam sposéb, w modelu purynowym, adenina trzeciej nici oddziatuje
z adening z pary A:T. Prowadzi to do powstania nastepujacej triady: Aap*A:T. Natomiast
guanina trzeciej nici wigze si¢ do guaniny z pary zasad G:C typu Watsona — Cricka helisy
DNA tworzgc triad¢ Gap*G:C w odwroconym uktadzie Hoogsteena.

Czgste wystepowanie traktow polipurynowych - polipirymidynowych w DNA
organizm6éw eukariotycznych sugeruje, ze sekwencje te maja funkcje biologiczne 1 w
konsekwencji mozna ich obecno$¢ wykorzysta¢ do celow terapeutycznych. Analiza baz
danych sekwencji eukariotycznych ujawnia tysigce takich traktow polipurynowych —
polipirymidynowych.

Tworzenie si¢ trypleksowych struktur kwaséw nukleinowych podlega S$cistym
regutom bedacych rezultatem oddzialywan wewnatrz- 1 miedzyczasteczkowych. Dla danej
sekwencji DNA mozna zaprojektowal sekwencj¢ oligonukleotydows, ktéora moze
specyficznie oddziatywaé z nig i w ten sposob moze utrudniaé¢ ekspresje genu kodowanego
przez ten DNA. Struktury trdjniciowe zostaty przedyskutowane migdzy innymi w pracach

[153-156].

. orientacja zgodna orientacja przeciwna
Py (T, C") I > < | Pu (A, G)
PU (A’ G) L T T T T T T > L T T T T T T > PU (A’ G)
. 1 idupleks ; v 1 1 dupleks i
Py C 1 1 1 1 1 j C 1 1 1 1 1 1 j Py
Model pirymidynowy Model purynowy

Rys. 11. Model purynowy i pirymidynowy w strukturze trypleksowej

Tworzenie 1 stabilnos¢ trypleksow DNA jest uwarunkowana kilkoma typami
oddzialywan, takimi jak oddzialywania elektrostatyczne, warstwowe, tworzenie wigzan
wodorowych typu Hoogsteena, schemat hydratacji oraz oddzialywania hydrofobowe, a takze
pH roztworu. Wzgledny udzial wymienionych czynnikow jest trudny do oszacowania w danej
strukturze. Jest on wypadkowa wszystkich tych ,,elementéw” oddzialywan, a brak jednego
czynnika moze by¢ skompensowany przez wigkszy wktad innego. Oddzialywania te zostaty

pokrotce opisane ponize;j.
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1.3.1.1.  Sily elektrostatyczne

Oddziatywania  elektrostatyczne  prowadzace do  stabilizacji  trypleksow
prawdopodobnie obejmuja albo ekranowanie Debye’a — Hiickela ujemnie natadowanych
fosforanow przez kationy, albo w wyniku specyficznej dla danego miejsca neutralizacji
tadunkow fosforanowych przez wigzanie kationéow [4, 157, 1587 .

Badania dotyczace wplywu kationow, neutralizujagcych ujemne tadunki aniondéw
fosforanowych, na trwatos¢ struktury trdjniciowej pokazaty, ze w zaleznosci od wartosci
fadunku, kationy stabilizujg trypleksy przy roznych wartosciach stezenia kationu. Potrojne
helisy tworza si¢ z naturalnych polimeréw [np.: poli(A), poli(U), poli(T)] w obecnosci
jednododatnich jonéw w stezeniach pomiedzy 0,1 —1 M [150, 159]. Warto$¢ stezenia jonow
dwudodatnich, Mg?*, putrescyny?*, od 1 mM do 10mM stabilizuje struktury trojniciowe
[150,159]. Sprotonowane poliaminy, takie jak spermina i spermidyna, obdarzone w
pH ok. 7 odpowiednio 4 i 3 tadunkami dodatnimi, stabilizujg trypleksy przy wartosciach
stezen kationu od 0,5 do 5 uM [145, 160-163]. Ze wzrostem stgzenia soli w danym zakresie
stezen wzrasta trwalo$¢ powstalego trypleksu.

Obecnos¢ tylko jednododatniego jonu, kationu sodowego w uktadzie zwigksza
temperature¢ topnienia dupleksu DNA [164]. Jezeli w badanym uktadzie znajduja si¢ kationy
wielowarto$ciowe, takie jak np.: Mg?" lub spermina®, przy pewnym stezeniu jonéw Na*
obserwuje si¢ obnizenie temperatury topnienia. Przy granicznej warto$ci stezenia jonow Na*
temperatura topnienia osigga warto$¢ najnizsza, ale temperatura ta jest wyzsza od temperatury
topnienia kompleksu w roztworze pozbawionym soli. Warto$¢ granicznego stezenia jonow
Na* w obecnosci jonow Mg wynosi 10 mM, natomiast w obecnosci kationu sperminowego
100 mM. Jezeli w danym uktadzie znajduja si¢ kationy wielowarto$ciowe to powyzej
warto$ci granicznego stezenia jonéw Na* dochodzi do topnienia DNA tak, jak w roztworze
pozbawionym kationdw. Wspomniany fakt zostal wyjasniony na podstawie teorii
zageszczania przeciwjonow! (ang. counterion condensation theory) [165,166]. Z tego
wynika, ze kationy jedno- i wielowarto§ciowe wplywaja na neutralizowane przez siebie
fosforany. Gdy dwa rdzne kationy s3 obecne w uktadzie, ich udziat w zobojetnianiu anionéw
fosforanowych jest proporcjonalny do ich stezenia. Wptyw stabilizujacy kationow wzrasta w
serii  K* < Mg?" < spermina®*. Wptyw stabilizujacy trypleksy DNA i RNA przez

czterowarto§ciowy kation sperminowy jest zauwazalny juz w mikromolowym steZeniu.

! przypuszczalne ttumaczenie
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Dane na temat umiejscowienia kationow poliaminowych w dwu- i trgjniciowym DNA
sa dos¢ skape 1 nie jest znany jaki$ jeden okreslony schemat ich oddziatywania z DNA. Tym
niemniej uzasadnione jest oczekiwanie, ze poliaminy moga oddziatywac elektrostatycznie z
resztami kwasu fosforowego 1 tworzy¢ wigzania wodorowe z dostepnymi grupami o
charakterze akceptorowym. W dodatku przy stabilizacji wynikajacej z neutralizacji
fosforanow, kationy poliamin moga wigza¢ rézne tancuchy polinukleotydowe, gdy rdézne

czes$ci tancucha kationu poliaminowego oddziatujg z r6znymi ni¢mi kwasu nukleinowego.

1.3.1.2.  Oddziatywania warstwowe i hydrofobowe

Badanie trypleksow zawierajacych niesparowania i wybrzuszenia pokazujg znaczenie
wktadu, jaki wnosza oddzialtywania warstwowe w trwato$¢ struktur tréjniciowych [167-
169].

Warto$¢ energii swobodnej wprowadzonej przez pojedyncze niesparowanie w
strukturze trypleksowej wynosi od 2,5 do 6 kcal / mol. Wielkosci te sg zblizone w dupleksach
DNA i RNA [170]. Wplyw oddziatywan warstwowych na stabilnos¢ trypleksow potwierdza
fakt, iz wprowadzenie jednostki pozbawionej zasady heterocyklicznej w tancuchu
oligonukleotydowym eliminujgce dwa oddziatywania warstwowe, zmniejsza powinowactwo
podobnie jak obserwuje si¢ to w naturalnych niedoskonale dopasowanych triadach [171].

Obecno$¢ grupy metylowej w S5-metylocytozynie zwigksza oddziatywania warstwowe
z sgsiadujacymi zasadami heterocyklicznymi. Obecno$¢ grupy C-5-metylowej jest
prawdopodobnie Zrodiem efektu stabilizujagcego strukture trdjniciowa [172,173]. Mozna to
thumaczy¢ hiperkoniugacja grupy metylowej przytaczonej do reszty zasady heterocyklicznej
lub wplywem grupy metylowej na tworzenie si¢ indukowanego dipolu. Jednakze
oddzialywania warstwowe nie dajg si¢ wytlumaczy¢ w jednoznaczny sposob 1 sg
prawdopodobnie sumg oddziatywan majgcych rézne zrodta.

Przyktadowo, obecnos¢ grupy propynylowej w pozycji C-5 2’-deoksyurydyny lub
2’-deoksycytydyny pozwala na zwigkszenie efektu warstwowego zasady. Wigzanie
nienasycone grupy propynylowej znajduje si¢ w tej samej plaszczyznie, co pierscien
heterocykliczny. Ponadto grupa propynylowa jest bardziej hydrofobowa niz grupa metylowa,

co w konsekwencji moze zwigkszy¢ stabilizacje struktury trypleksowej [174].

1.3.1.3.  Oddziatywania wodorowe Hoogsteena
Tworzenie si¢ sieci wigzan wodorowych pomigdzy sparowanymi zasadami
tworzacymi podwdjng helise kwasu nukleinowego z zasada trzeciej nici (DNA lub RNA)

zachodzi wedlug schematu zaproponowanego przez Hoogsteena i stanowi najistotniejszy
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element oddziatywan miedzyczasteczkowych decydujacych o powstaniu potrdjnej helisy.
Wiazania wodorowe typu Hoogsteena realizujg si¢ w duzej bruzdzie podwojnej helisy DNA
albo jako wigzania wedtug tzw. schematu normalnego albo odwroconego i zostaty bardziej

szczegdlowo omodwione wezesniej.

1.3.1.4.  Schemat hydrataciji

Czasteczki wody znajdujg si¢ w dwuniciowym DNA 1 ,,uprzywilejowujg” konkretne
konformacje i przej$cia pomi¢dzy nimi [175]. Dehydratacja poli(dG) : poli(dC) w obecnos$ci
etyloamidu N-a-acetylo-L-argininy prowadzi do utworzenia trypleksu [176].

W przypadku trojniciowych kwasow nukleinowych czasteczki wody moga odgrywac
znaczacg rol¢ w rdéznicowaniu stabilno$ci trypleksow zawierajacych triady G*G:C i tych z
A*AT oraz T*A:T [177]. Badania schematu hydratacji nastgpujacych struktur
trypleksowych: Py*Pu:Py i Pu*Pu:Py, prowadzone z wykorzystaniem NMR pokazaty
obecno$¢ czgsteczek wody we wszystkich rowkach trojniciowej helisy [178]. Schemat
hydratacji w réznych sekwencjach DNA moze postuzy¢ do okreslenia zdolno$ci tworzenia
tryplekséw przez podwodjng ni¢ poli(Pu) : poli(Py). Na efekt uwodnienia wptywaja sekwencje

nukleotydéw, jednakze dostepne dane nie daja mozliwosci formutowania uogoélnien i regut.

1.3.2. Wplyw poliaminooligonukleotydow na trwato$¢ struktur dwu- i tréjniciowych

Polimaniny biogenne w fizjologicznym pH obdarzone sa tadunkiem dodatnim
proporcjonalnym do liczby funkcji aminowych w czasteczce. Badania trwalos$ci struktur dwu-
I tréjniciowych powstatych z fragmentow kwasow nukleinowych wykazaty wzrost stabilno$ci
w obecnosci kationéw. Dziatanie stabilizujgce ro$nie ze wzrostem stezenia kationu w
okreslonych przedziatach stezen (patrz 1.3.1.1.), a zarazem z catkowitym tadunkiem jonu i
uktada sie w nastepujacym porzadku: Na* < Mg?* < spermina**.

Wspomniana wlasciwos¢ sugerowalaby, ze obecnos¢ modyfikacji poliaminowych
kowalencyjnie zwigzanych z jednostkami nukleotydowymi oligomeréw moze wptywa¢ na
trwatos¢ podwojnej helisy DNA-DNA i DNA-RNA, oraz struktury trojniciowej. W literaturze
opisano zardwno stabilizujacy wplyw modyfikacji poliaminowych na struktury
dupleksowe [62,63,109, 111, 119, 125, 135, 139, 140, 142-144] i trypleksowe
[62,63,70,71,75,76,101-103,135,179], jak 1 wplyw destabilizujacy dupleksy
[70,81,89, 101,102, 107, 136, 137] i trypleksy (136,137, 139, 140] .

Za trwalo$¢ otrzymanych komplekséw z jednostkami poliaminowymi odpowiada

wiele czynnikow. Poza wczes$niej wspomnianymi, istotna jest sama struktura reszty
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poliaminowej [70,71,139,140], tzn. ilo$§¢ funkcji aminowych, ale réwniez dlugo$c
fancucha alifatycznego 1 jego rozgatezienie. Kolejnym czynnikiem jest potozenie w jednostce
nukleotydowej, czyli miejsce wigzania kowalencyjnego miedzy nukleotydem a reszta
poliaminy. Obecnos¢ modyfikacji poliaminowej nie moze zaktdca¢ oddziatywan wodorowych
typu Watsona — Cricka w przypadku struktur dupleksowych, ani oddzialywan wodorowych
typu Hoogsteena w przypadku trypleksow, jesli oczekujemy stabilizujacego efektu
modyfikacji poliaminowej. Niekiedy dla tych samych modyfikacji poliaminonukleozydowych
obserwuje si¢ przeciwstawne efekty w odniesieniu do struktur dupleksowych i trypleksowych
(101,102, 107, 135, 139, 140]. O destabilizacji dupleksu, a stabilizacji trypleksu moze
decydowaé¢ odmienny charakter oddziatywan wodorowych typu Watsona — Cricka i
Hoogsteena.

Na trwato$¢ trypleksow wptywa takze liczba modyfikacji poliaminowych w tancuchu
oligonukleotydowym i ich wzajemne potozenie [111, 136,137,139, 140]. Wazne jest takze
polozenie modyfikowanego nukleotydu w tancuchu oligonukleotydowym. Modyfikacje
poliaminowe na koncu 3’ lub 5’ zdecydowanie bardziej stabilizujg strukture, niz umieszczone

posrodku oligomeru [62, 63,101,102, 107, 135-137].

1.3.3. Wplyw grupy 2’-O-metylowej na trwato$¢ struktur dwu- i trojniciowych

Obecno$¢ grupy 2’-O-metylowej w tancuchu oligonukleotydowym wplywa na
trwalo$¢ struktury dupleksowej, jak 1 trypleksowej. Istotny efekt stabilizujacy mozna
zaobserwowaé, jesli caly oligonukleotyd zbudowany jest z jednostek 2’-O-
metylorybonukleozydowych. Wplyw pojedynczej modyfikacji 2’-O-metylowej jest znacznie
stabszy albo niemozliwy do zaobserwowania. Mozna to thumaczy¢ tym, iz modyfikacja 2’-O-
metylowa wpltywa na preferowang konformacj¢ reszty cukrowej. W przypadku, gdy
modyfikowany jest caty tancuch oligonukleotydowy jego struktura przestrzenna znacznie
rozni si¢ od struktury DNA. Wiasnie struktura ma decydujagcy wplyw na tworzenie i
stabilno$¢ kompleksow kwasow nukleinowych. I tak na przyktad, najtrwalsze dupleksy
powstaja, jesli oba tancuchy sg 2’-O-metylorubooligonukleotydami [52]. W strukturach
trypleksowych wptyw obecnosci modyfikacji 2’-O-metylowej jest rdwniez uwarunkowany
innymi  elementami  powstatej struktury, tj. wudzialem oligorybonukleotydow i

oligodeoksyrybonukleotydoéw tworzonych kompleksach [1807].
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2. CEL PRACY

W ostatnich latach duzo uwagi poswigcono modyfikacjom kwaséw nukleinowych za
pomoca biogennych poliamin. Zainteresowania te wynikaja z kilku powodow. Klasa
zwigzkow, do ktoérej naleza putrescyna, spermidyna i spermina wchodzi w sktad licznej
rodziny produktéw naturalnych. Poliaminy wystepuja we wszystkich typach komoérek [160].
Dzigki swojemu polikationowemu charakterowi poliaminy oddziatuja migdzy innymi z
kwasami nukleinowymi i biatkami [160, 181, 182]. Obecnos¢ sperminy wptywa na trwatosé¢
dupleksowych i trypleksowych struktur kwaséw nukleinowych poprzez tworzenie migdzy
innymi wigzan wodorowych i oddzialywania elektrostatyczne.

Odkrycie szerokiego rozpowszechnienia 2’-O-metylorybonukleotydow w RNA pod
koniec lat pigédziesiatych  zainicjowalo  prace syntetyczne. Obecnie 2’-O-
metylorybooligonukleoty znalazty zastosowanie miedzy innymi w badaniach dotyczacych
sktadania mRNA [8], spliccosomow [9] oraz w przygotowaniu odpornych na nukleazy
rybozymow typu ,glowy miotka” [10]. Rozwaza si¢, rowniez zastosowanie 2’-O-
metylorybooligonukleotydow w terapii antysensowej 1 antygenowe;.

Biorgc po uwage wiasciwosci poliamin i 2’-O-metylorybonukleotyddéw interesujace
wydaja si¢ oligonukleotydy zawierajace kowalencyjnie przytaczong poliaming i metylowang
funkcj¢ 2’-hydroksylowa.

Zastosowanie poliaminooligonukleotydéw np.: w terapii antysensowej 1 antygenowej
wymaga przeprowadzenia licznych badan, migdzy innymi: trawien enzymatycznych i
pomiaru  trwatosci  termodynamicznej komplekséw  zawierajacych  jednostki
poliaminonukleotydowe.

Cele niniejszej rozprawy doktorskiej obejmowaty:

&  opracowanie syntezy poliamino-2’-O-metylonukleozydéw i ich 3’-amidofosforynow
pochodnych adenozyny i cytydyny, oraz ich charakterystyke za pomocg analizy NMR
i MS;



Cel pracy 43

©

optymalizacj¢ syntezy poliamino-2’-deoksynukleozyddéw 1 ich 3’-amidofosforynéw
dla wszystkich czterech 2’-deoksynukleozydow badanych wcze$niej w IChB
PAN[183];

otrzymanie poliaminooligonukleotydow, zarowno w serii DNA, jak i 2’-O-metylo

RNA metoda amidofosforynowa podczas automatycznej syntezy DNA;

badanie wptywu modyfikacji poliaminowej na trwato$¢ wigzania fosfodiestrowego w
serit DNA w reakcji enzymatycznej hydrolizy z udzialem egzonukleazy trawigcej od

konca 5°, jak i1 egzonukleazy trawiacej od 3’ konca;

badanie trwatosci struktur dwuniciowych utworzonych z udzialem poliamino-2’-
deoksyoligonukleotydow, ktoére byly wczesniej badane metodami chemii
kombinatorycznej z wykorzystaniem  spermino-2’-deoksycytydyny (108, 1831,
okreslenie wplywu liczby modyfikacji poliaminowych na trwalo$¢ struktury

dwuniciowej;

analiza trwalo$ci struktur trypleksowych DNA z wykorzystaniem oligonukleotydow i
poliamino-2’-deoksyoligonukleotydow; zastosowane sekwencje oligonukleotydowe
zostaty wczesniej wyselekcjonowane metodami chemii kombinatorycznej [184, 185]
jako oddzialujace z sekwencja DNA promotora ludzkiego genu receptora

epidermalnego czynnika wzrostu (HER2) [186].
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3. BADANIA WELASNE

3.1. Synteza 3’-amidofosforynéw poliamino-2’-O-metylorybonukleozydow i
poliamino-2’-deoksyrybonukleozydéw

3.1.1. Prekursory poliamino-2’-O-metylorybonukleozydéw A,C

3.1.1.1.  Synteza prekursora poliamino-2’-O-metyloadenozyny

Z prac opublikowanych przez Chattopadhyaya’e [44] i Pfleiderera [45] wynika, ze
wprowadzenie blokady na funkcje¢ egzoaminowa adenozyny, z jednoczesnym blokowaniem
pozycji 5°-OH grupa trytylowa znacznie zwigksza wydajnos¢ reakcji metylowania funkcji
2’-hydroksylowej diazometanem w 1,2-dimetoksyetanie (DME) w obecnosci katalizatora
SnCl2x2H20. Wprowadzona grupa trytylowa utatwia oczyszczenie monometylowych
pochodnych na kolumnie chromatograficznej w roztworze toluenu i octanu etylu.

W badaniach prowadzonych w Pracowni Chemii Biokoniugatow IChB PAN
zastosowano z  powodzeniem  9-[5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksy-f-p-erytro-
pentofuranozylo]-6-(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryne do otrzymywania pochodnej poliamino-2’-
deoksyadenozyny [92,93]. Z tego wzgledu postanowitam jako prekursor poliamino-2’-O-
metyloadenozyny rowniez wykorzystaé triazolowa pochodng 2’-O-metyloadenozyny (134).

W tym celu wychodzac z adenozyny otrzymalam triazolowa pochodna 132
[181, 182], ktora nastepnie dimetoksytrytylowalam otrzymujac 133. W pierwszej kolejnosci
9-[5-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-4-p-erytro-pentofuranozylo]-6-(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryne
(133) poddatam reakcji metylowania (schemat 22). Reakcj¢ prowadzitam w temperaturze
0°C. Analiza TLC wykazata calkowite przereagowanie substratu (Rf(A)=0,48). Na
podstawie analizy *H NMR, stosunek powstatych 2’- do 3’-O-metylowych pochodnych 134 i
135 okreslitam jako 2 : 1. Niestety na tym etapie nie udato si¢ wydajnie rozdzieli¢ izomeréw
2’- 1 3°-O-metylowych na kolumnie chromatograficzne;j.

W zwigzku z tym postanowitam uzy¢ jako substrat w reakcji metylowania wczesniej
otrzymang nieblokowang 9-(f-p-erytro-pentofuranozylo)-6-(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryne (132)

[181,182]. Reakcj¢ metylowania prowadzitam w pirydynie w temperaturze pokojowe;.
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Stosunek produktow 2’- do 3’-O-metylowych, odpowiednio 136 i 137, w mieszaninie

reakcyjnej okreslony na podstawie analizy 'H NMR wyniést tylko 1 do 3. Po zatezeniu i

trzykrotnym odparowaniu z pirydyng pozostatos¢ poddatam reakcji z 1,3-dichloro-1,1,3,3-

tetraizopropylodisiloksanem (TIPDSICl2) [21]. Grupa TIPDSi w przypadku 2’-O-

metylowanego izomery 136 zostala przytaczona do funkcji 5°- i 3’-hydroksylowych (138),

natomiast w pochodnej 3’-O-metylowanej 137 sililowaniu ulegta tylko pozycja 5°-OH 139.
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Schemat 22. Metylowanie triazolowych pochodnych adenozyny i wyizolowanie izomeréw 2’- i 3’-O-
metylowych: (i) DMTCI (1,1 ekw.), pirydyna; (ii) roztwér CHoN2 w DME, SnCl.xH,O (0,088

ekw.), CH.Cl,, temp. pokojowa,

20 min.; (iii) roztwoér CH2N2, w DME (9,7 ekw.), SnCl>xH>0

(0,088 ekw.), pirydyna, temp. pokojowa, 1 godz.; (iv) 2% CHCI,COOH w CH)Cl;, 5 min.;
(v) TIPDSICI; (1,2 ekw.), pirydyna, 2 godz.

Otrzymane zwigzki 138 1 139 poczatkowo probowalam rozdzieli¢c za pomocy

chromatografii kolumnowej wymywajac mieszaning chlorku metylenu 1 metanolu. Czyste

produkty rozdzielitam na kolumnie chromatograficznej w tzw. fazie odwroconej, przy

zastosowaniu roztworu acetonitrylu i wody. Produkt 138 zostat wyizolowany z wydajnoscia
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14% (sumaryczna wydajno$¢ reakcji metylowania i przylaczenia grupy TIPDSi). Wydajnosé
catkowita 138 z adenozyny wynosita 12%. Struktury otrzymanych zwigzkow 138 i 139
potwierdzitam za pomocg analizy NMR.

Niska wydajno$¢ sumaryczna syntezy pochodnej 138 sklonita mnie do ponownego
zainteresowania si¢ zwigzkiem 133 zawierajagcym grupe dimetoksytrytylowa, jako substratem
do metylowania. Reakcj¢ metylowania prowadzitam w CH2Cl, w temperaturze pokojowej.
Stosunek powstalych pochodnych 2’- do 3’-O-metylowych (134 i 135) okreslony na
podstawie analizy *H NMR wynosit 2 : 1. Po odparowaniu rozpuszczalnikéw pozostatosé
odtrytylowatam 4% kwasem dichlorooctowym w CH2Cl,. Mieszaning nukleozydow
poddatam reakcji z TIPDSICI2, a nastgpnie wyizolowatam 138 z wydajnoscig 15% (z 133).
Catkowita wydajno$¢ z adenozyny wynosita 12%. Widma NMR zwigzkow 138 i 139 byly
identyczne z wcze$niej otrzymanymi.

Ze wzgledu na niskie wydajnosci reakcji 1 pracochtonnos$¢ (wiele etapow) syntezy
odrzucitam obie metody otrzymywania prekursora 134.

W kolejnym podejéciu powrdcitam do procedury opisanej w literaturze [44]. Do
reakcji metylowania uzytlam 6-N-benzoilo-5’-(4,4’-dimetoksytrytylo)adenozyny (140).
Stosunek powstatych izomerow 2°- do 3’-O-metylowych 141 i 142 okreslony na podstawie
analizy 'H NMR wynosit 1:1. Reakcja byla prowadzona w CH:Cl, w temperaturze
pokojowej.  Nastgpnie  odblokowatam  funkcje  5’-hydroksylowa 2%  kwasem
dichlorooctowym. Po wstgpnym oczyszczeniu, mieszaning izomerow poddalam reakcji z
TIPDSICl,. Zwiagzek 145 otrzymatam z 140 z wydajnos$cig 26% (sumaryczna wydajno$¢ 145
z adenozyny wynosita 21%) (schemat 23). Struktury pochodnych 2’-O-metylowej 145 i 3’-O-
metylowej 156 potwierdzitam analiza *H NMR i MS ES. Odstgpitam od powyzszej metody
metylowania, poniewaz zwigzek 145 wymagalby odblokowania i wprowadzenia pier§cienia
triazolowego w pozycji C-6 zasady heterocyklicznej. Zwigkszyloby to liczbe etapow i
obnizylo catkowitg wydajnos¢.

Ostatecznie synteze prekursora poliamino-2’-O-metyloadenozyny oparlam na
bezposrednim metylowaniu adenozyny diazometanem w DME w obecnosci 0,088 ekw.
SnCIx2H>O (schemat 24) [39]. Poczatkowo uzylam w reakcji metylowania jako
rozpuszczalnik metanol, ale z racji stabej rozpuszczalno$ci w nim krystalicznej adenozyny
metylowanie nie zachodzito. Natomiast, gdy adenozyn¢ rozpuscitam w pirydynie i nastgpnie
roztwor zat¢zylam otrzymujac olej, ktory pdzniej rozpuscitam w metanolu z matg ilosciag
pirydyny (0,5% obj.) reakcja metylowania diazometanem wobec SnCl,x2H>0 zachodzita bez

problemow. Analiza TLC wykazala catkowite przereagowanie substratu.
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Schemat 23. Metylowanie benzoilowej pochodnej adenozyny i wyizolowanie izomeréw 2’ i 3’-O-metylowych:
(i) roztwor CH2N, w DME, SnCl,xH,0O (0,088 ekw.), CH2Cl,, temp. pokojowa, 20 min.; (ii)
2% CHCI,COOH w CH,Cly, 5 min.; (iii) TIPDSICl, (1,2 ekw.), pirydyna, 2 godz.

Reakcja przebiegalta w temperaturze pokojowej. Po 1 godzinie odparowatam
rozpuszczalniki. Otrzymatam zielonobrunatny olej, w sklad ktérego wchodzity: 2’-O-
metyloadenozyna 28a i 3’-O-metyloadenozyna 29a. Na podstawie analizy H NMR
stwierdzitam, ze pochodne 2’- i 3’-O-metylowe powstaty w proporcji 4 do 5. W celu
rozdzielenia izomerow, otrzymany olej trzykrotnie odparowalam z bezwodng pirydyng i
poddatam reakcji z TIPDSiCl.. Po 2 godzinach reakcj¢ sililowania zakonczytam, a jej
produkty oczy$citam za pomoca kolumnowej chromatografii w tzw. fazie odwrocone]
(silanizowany zel krzemionkowy). W pierwszej kolejnosci wyizolowatam pochodng 3’-O-
metylowa 148, a nastepnie produkt 147. Otrzymatam zwigzek 147 w postaci biatego proszku
z wydajnoscia 41%. Struktury produktow 147 i 148 potwierdzitam analiza H NMR.
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Dodatkowo dla 147 wykonalam widmo spektrometrii mas MS ES. Zastosowanie blokady

TIPDSi umozliwito rozdzielenie i oczyszczenie produktoéw metylowania.
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Schemat 24. Synteza prekursora poliamino-2’-O-metyloadenozyny: (i) roztwor CHoN, w DME (22 ekw.),
SnCl,xH,0O (0,5 ekw.), MeOH z 0,5% pirydyny, temp. pokojowa, 1 godz.; (ii) TIPDSICl,
(1,5 ekw.), pirydyna, temp. pokojowa, 2 godz., catkowita wyd.: 41% izomeru 2’-O-metylowego;
@iy  32%  NHs/pirydyna (2:1), 70°C, 72 godz.; (iv) TMSCl (2 ekw.),
1,2-bis[(dimetyloamino)metylenolhydrazyna (3,9 ekw.), pirydyna, 100°C, 24 godz.; (v) MeOH,
przez noc, wyd. po (iii)-(v): 38%; (vi) DMTCI (1,1 ekw.), 3 godz., wyd.: 87%.

W kolejnym etapie zamierzatam otrzymac pochodng triazolowa 150. Do tego celu
moglam wykorzysta¢ zwigzek 147, poniewaz podczas reakcji pochodnej adenozyny z 1,2-

bis[(dimetyloamino)metyleno]hydrazyng musza by¢ chronione funkcje hydroksylowe

pierScienia rybozy. Gdyby na etapie wprowadzenia grupy triazolowej pozostawi¢ grupe
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TIPDSi i otrzyma¢ zwigzek 138, to nastgpnie nalezatoby do usunigcia TIPDSi uzy¢
odczynnika z jonami fluorkowymi. Przerob mieszaniny po odblokowaniu bytby wowczas
bardziej skomplikowany niz to ma miejsce wtedy, gdy do usunigcia postuzy¢ si¢ roztworem
NHs w wodnej pirydynie. Z kolei uzycie tego ostatniego czynnika odblokowujacego w
przypadku pochodnej 138 doprowadzitoby do substytucji podstawnika C-6-triazolowego i
powstania 2’-O-metyloadenozyny, a wiec ,,przedwczesnego” przereagowania otrzymanego
prekursora poliamino-2’-O-metyloadenozyny. Dlatego najpierw odblokowatam funkcje 3’- i
5’-hydroksylowe zwigzku 147 w reakcji ze stezonym amoniakiem w pirydynie (1 :2).
Reakcje prowadzitam w szczelnie zamknigtym naczyniu w suszarce nastawionej na 70°C
przez trzy dni.

Wprowadzenie grupy triazolowej do nieoczyszczonego zwigzku 28a przeprowadzitam
analogicznie do wczesniej opisanych reakcji dla adenozyny i 2’-deoksyadenozyny
[181,182]. Surowg 2’-O-metyloadenozyne (28a) ogrzewatam w temp. 100°C pod chtodnica
zwrotng z 4 ekw. 1,2-bis[(dimetylo-amino)metyleno]hydrazyny i 2 ekw. TMSCI. W pierwszej
kolejnosci dochodzi do ochrony funkcji hydroksylowych grupami trimetylosililowymi. Po
24 godzinach, biorac pod uwage mozliwo$¢ odsililowania grup hydroksylowych dodatam
kolejng porcje TMSCI. Po zageszczeniu pod préznig mieszaniny poreakcyjnej pozostatos$é
odparowatam z toluenem i podzielitam miedzy chlorek metylenu, a mieszaning nasyconych
wodnych roztworéw NaHCOsz i NaCl. Warstwg organiczng dwukrotnie przemytam
mieszaning wodnych roztworéw: nasyconego NaCl i 1 M HCI. Zastosowane zabiegi tj.
usunigcie pirydyny, obecno$¢ solanki 1 kwasu solnego podczas przerobu w niskiej
temperaturze, schtodzenie roztworéw ekstrahujacych do ok. 5°C, mialy na celu zmniejszenie
rozpuszczalnosci produktu w warstwie wodnej 1 oddzielenie nadmiaru diazyny w postaci soli
(dichlorowodorek diazyny). Pochodna 150 wykrystalizowata z metanolu z wydajno$cia 38%.
Strukture otrzymanego zwigzku potwierdzitam analiza *H NMR i MS ES.

W ostatnim etapie przeprowadzitam typowa reakcje dimetoksytrytylowania pozycji
5°-OH 150 z wydajnoscia 98%. Strukture 134 potwierdzitam analiza *H NMR i MS ES.

3.1.1.2.  Synteza prekursora poliamino-2’-O-metylocytydyny

W syntezie pochodnej poliamino-2’-deoksycytydyny zostal uzyty z powodzeniem
prekursor: 4-N-p-toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyna [108].
Jako prekursor poliamino-2’-O-metylocytydyny zdecydowatam si¢ na analogiczng pochodna,
4-N-p-toluenosulfonylo-5’-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-metylocytydyneg (156).
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Poczatkowo synteze prekursora poliamino-2’-O-metylocytydyny planowatam oprzeé
na pochodnej 4-N-p-toluenosulfonylo-5-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyny 154 [97,187],
a nastgpnie metylowaniu diazometanem w 1,2-dimetoksyetanie w obecno$ci katalizatora
SnCI>x2H20 (schemat 25). Z doniesien literaturowych wynikato [44,45], ze wprowadzenie
grupy 4,4’-dimetoksytrytylowej lub 4-monometoksytrytylowej dla ochrony funkcji
5’- hydroksylowej oraz wprowadzenie blokady na funkcje egzoaminowa powoduje wzrost
wydajnosci syntezy pochodnej 2’-O-metylowej wzgledem 3’-izomeru. Obecno$¢ grupy
trytylowej miata ulatwi¢ oczyszczenie otrzymanych izomeré6w na  kolumnie
chromatograficznej przy zastosowaniu mieszaniny toluenu i octanu etylu jako eluentu. W tym
celu, wychodzac z cytydyny (27b), otrzymatam 4-N-p-toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)cytydyne (154) (R#(A) = 0,55).
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Schemat 25. Proba otrzymywania prekursora poliamino-2’-O-metylocytydyny: (i) TMSCI (6 ekw.), pirydyna,
1 godz.; (ii) chlorek p-toluenosulfonowy (2 ekw.), pirydyna, 60°C, 20 godz.; (iii) 32% NH; -
pirydyna (1:1), 2,5 godz.; (iv) DMTCI (1,1 ekw.), pirydyna, 2,5 godz.; (v) roztwér CH2N, w DME
(2,5 ekw.), SnCl,xH,0 (0,044 ekw:.), acetonitryl, temp. 0°C, 25 min.
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Przygotowang pochodng 154 (0,14 mmola) poddatam reakcji metylowania. Zwigzek
154 rozpuscitam w acetonitrylu i dodatam SnCl2x2H20 (0,044 ekw.). Otrzymany roztwor
schtodzitam do temp. 0°C i1 do naczynia reakcyjnego wstrzyknetam roztwor diazometanu w
DME (teoretycznie 2,5ekw.) tak, aby temperatura nie przekroczyta 0 °C. Analiza TLC
wykazala catkowite przercagowanie substratu. Otrzymatam izomer 2’-O-metylowy
(R#(D) = 0,50) oraz pochodng 3’-O-metylowg (R¢(D) = 0,33). Stosunek izomerdéw 2’ do 3’
okreslony na podstawie analizy *H NMR wynosit 4 : 1. Zmiana rozpuszczalnika reakcji na
CH2Cl; nie wptyne¢ta na wydajnosci izomerow 2’ i 3’. Przy powtarzaniu powyzszej reakcji,
podczas oczyszczania mieszaniny reakcyjnej na kolumnie chromatograficznej, otrzymywatam
izomer 2’-O-metylowy o roznej czystosci. Do wymywania stosowalam mieszaning¢ toluenu i
octanu etylu.

Kiedy prowadzitam reakcje w tych samych warunkach w
skali 1,4 mmola zaobserwowatam tworzenie si¢ dodatkowych )‘S/O/
produktow metylowania. Otrzymatam pochodne dimetylowe.

N
N
. ) . . 0
Doszfam do wniosku, ze prawdopodobnie poza metylowaniem  DMTOq ;0; N

jednej funkcji hydroksylowej, réwniez mogl ulec metylowaniu OH O

atom azotu grupy egzoaminowej dajgc pochodne 4-N-metylo-4- 157
N-p-toluenosulfonylowe 2’-O-metylo lub 3’-O-metylocytydyny. Q/
Analiza zwigzkow 157 (R#(D) = 0,66) i 158 (R¢(D) = 0,57) za \Nci\\s\b
pomocg *H NMR potwierdzila to przypuszczenie. W mieszaninie j‘\%j
reakcyjnej stosunek otrzymanych produktow 155, 157, 156, 158 DMTO@
wynosit 30:35:4:13 na podstawie analizy NMR. Struktury _O OH
zwigzkow 155, 157, 156, 158, po  oczyszczeniu 158
chromatograficznym (mieszanina toluenu i octanu etylu),

potwierdzita analiza 'HNMR. Oczyszczony zwigzek 157 poddatam reakcji z
dziesigciokrotnym nadmiarem putrescyny w celu sprawdzenia przydatnosci do syntezy
poliamino-2’-O-metylocytydyny (schemat 26). Reakcje prowadzitam w temp. 70 °C przez
17 godzin. W wyniku ataku nukleofilowego grupy aminowej putrescyny jej funkcja aminowa
zostala przylaczona do atomu wegla C-4. Surowy zwigzek 159 poddatam reakcji z
bezwodnikiem kwasu trifluorooctowego w pirydynie, aby zablokowa¢ funkcje aminowa
wprowadzonej reszty putrescyny. Analiza widma HNMR potwierdzita strukture
otrzymanego zwigzku 160. Na podstawie uzyskanego widma, poza grupa 2’-O-metylowa, nie

stwierdzilam obecnos$ci dodatkowej grupy metylowej w czasteczce, co wykluczato
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metylowanie np. pozycji N-3 w substracie 157. Dlatego pochodna 157 mogta by¢
wykorzystana jako prekursor poliamino-2’-O-metylocytydyny.
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Schemat 26. Reakcja dimetylowanej pochodnej cytozyny z putrescyna: (i) putrescyna (10 ekw.), pirydyna,
temp. 70°C, 17 godz.; (ii) (CF3C0).0 (3 ekw.), pirydyna, 20 min.

Wspomniang metod¢ otrzymywania prekursora poliamino-2’-O-metylocytydyny
mimo wszystko odrzucitam ze wzgledu na przypadkowos¢ uzyskania czystych pochodnych
2’-O-metylowych z dobrymi wydajnosciami. Trudno$ci te wynikaja z bardzo zblizonych
wartosci Rf otrzymanych produktow 157, 158, 155, 156 odpowiednio R¢(D) wynosza 0,66;
0,57; 0,49; 0,33 i naprzemiennego migrowania pochodnych 2’- i 3’-O-metylowych. W
konsekwencji utrudniajg uzyskanie czystych izomerdw na etapie oczyszczania
chromatograficznego.

Kolejnym substratem, ktory postanowitam wykorzysta¢ w reakcji metylowania byta 4-
N-benzoilo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyna. Pochodna ta byta wczesniej wykorzystana
w reakcji metylowania diazometanem w obecnosci SnCl2x2H20 przez Chattopadhyaya’s i
wspotpracownikow [44]. Na podstawie analizy NMR mieszaniny reakcyjnej stosunek
otrzymanych izomerow 2’ i 3’-O-metylowych wynosit 3 : 2. Niestety, podobnie jak miato to
miejsce w przypadku pochodnych adenozyny, nie udato mi si¢ otrzymac czystych izomerow z
dobrymi wydajno$ciami. Do oczyszczania na kolumnie chromatograficznej wykorzystywatam
jako eluent mieszaning toluenu i octanu etylu, tak jak to opisano w literaturze [45].

Ostatecznie syntez¢ prekursora poliamino-2’-O-metylocytydyny opartam ma
metylowaniu cytydyny, a nastgpnie wprowadzeniu grupy p-toluenosulfonowej do ,,aktywacji”
funkcji egzaminowej, a grupy dimetoksytrytylowej do blokowania pozycji 5’-OH
(schemat 27).

Cytydyne (27b) rozpuscitam czesciowo w metanolu i poddatam metylowaniu

diazometanem w DME w obecnosci katalizatora, jakim jest SnClox2H20 [39,40]. Reakcje

T

o
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poczatkowo prowadzitam w temp. 0 °C. Analiza TLC pokazywata niewielki stopien
przereagowania substratu. Po ogrzaniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej
moglam stwierdzi¢ na podstawie analizy TLC, ze reakcja zaszta prawie catkowicie.
Poczatkowo zwigzek 28b zamierzatam oczysSci¢ przez krystalizacje z etanolu [40], ale ze
reakcja metylowania nie zaszla ilo§ciowo, otrzymane krysztaly zawieraty zaréwno 2’-O-
metylocytydyne, jak i $ladowe ilo$ci cytydyny (ok. 3 —5% na podstawie analizy TLC),

zaniechatam krystalizacji.
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Schemat 27. Synteza prekursora poliamino-2’-O-metylocytydyny: roztwor CH:N. w DME (11 ekw.),
SnCl;xH,0 (0,088 ekw.), MeOH, temp. pokojowa, 20 min; (ii) TIPDSICl, (1,1 ekw.), pirydyna,
temp. pokojowa, 2 godz., catkowita wyd.: 66% 2’-O-metylowanogo izomeru; (iii) chlorek
p-toluenosulfonowy (2 ekw.), pirydyna, 70°C, przez noc; (iv) 40% HF / pirydyna (1:4), 1 godz.;
(v) DMTCI (1,1 ekw.), pirydyna, 2,5 godz. catkowita wyd.: 67%.

Ze wzgledu na malg skuteczno$¢ (praco- 1 czasochtonno$¢) oczyszczania
chromatograficznego izomeréw postanowitam utatwi¢ oczyszczanie stosujac ,,czasowg”
ochronng grupe TIPDSi. Na tym etapie pozostatos¢ po zat¢zeniu i trzykrotnym odparowaniu z
bezwodng pirydyng poddatam reakcji z TIPDSiCl, (1 ekw.). Grupa TIPDSi w przypadku



Badania wlasne 54

izomeru 2’-O-metylowego zostata przylaczona do funkcji 5°- 1 3’-hydroksylowych, natomiast
w pochodnej 3’-O-metylowanej sililowaniu ulega tylko pozycja 5’-OH. Otrzymane produkty
znacznie roznily si¢ wspotczynnikami Rt tj. Re(A) = 0,48 i R#(A) = 0,30. Wykorzystanie
odczynnika Markiewicza umozliwito mi oczyszczenie 3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-
1,3-diylo)-2’-O-metylocytydyny (161) przez wymycie roztworem 1,5 do 6% metanolu w
chlorku metylenu. Catkowita wydajno$¢ metylowania i sililowania 161 wynosita 66%.

W nastepnym etapie syntezy wykorzystatam obecnos$¢ blokady sililowej. Zwigzek 161
poddatam bezposrednio reakcji z chlorkiem p-toluenosulfonowym w temp. 70°C przez noc.
Analiza TLC wykazala zakonczenie reakcji. Po typowym przerobie (NaHCOzaq / CH2Cl2)
otrzymang surowg 4-N-p-toluenosulfonylo-3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-2’-
O-metylocytydyng (163) poddatam odsililowaniu. Struktur¢ wczesniej oczyszczonej
pochodnej 163 potwierdzitam stosujagc NMR i spektrometric mas FAB MS. Do reakcji
hydrolizy grupy TIPDSi uzylam wcze$niej przygotowang mieszaning 40% HFaq i pirydyny
(1:4). Po ponad godzinie na podstawie analizy TLC stwierdzitam, ze reakcja odsililowania
zaszta do konca.

W ostatnim etapie otrzymang surowg 4-N-p-toluenosulfonylo-2’-O-metylocytydyne
(164), ktorej strukture potwierdzita spektormetria mas, poddatam reakcji z chlorkiem 4,4’-
dimetoksytrytylowym. Czystg 4-N-p-toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-
metylocytydyng (155) otrzymatam w wyniku oczyszczania na kolumnie chromatograficznej z
wydajnosciag 67% z 161. Sumaryczna wydajnos¢ z cytydyny wynosita 44%. Strukture
zwigzku 155 potwierdzitam za pomocg NMR 1 MS.

3.1.2. Prekursory poliamino-2’-deoksynukleozydéw A,C,G,T

3.1.21.  Synteza prekursora poliamino-2’-deoksyadenozyny

Jako prekursor poliamino-2’-deoksyadenozyny wykorzystatam 9-[5’-O-(4,4’-di-
metoksytrytylo)-2’-deoksy-f-D-erytro-pentofuranozylo]-6-(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryne  (87)
[92,93]. W pierwszym etapie otrzymatam pochodng triazolowa 2’-deoksyadenozyny 167
(schemat 28) [181, 182]. 2’-Deoksyadenozyne poddatam reakcji z prawie czterokrotnym
nadmiarem 1,2-bis[(dimetyloamino)metyleno]lhydrazyny w obecnosci TMSCI (2 ekw.).
Reakcje prowadzitam w temp. 100 °C pod chtodnicg zwrotng przez 24 godz. Najpierw
ulegaja sililowaniu funkcje hydroksylowe rybozy, a wytworzony chlorowodor tworzy z
czegscig diazyny sl (dichlorowodorek).

Podczas reakcji cyklizacji z udziatem pochodnej hydrazyny dochodzi¢ moze do

czesciowego odsililowania funkcji hydroksylowych rybozy. Dlatego po zakonczonej reakcji
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cyklizacji dodatam kolejng porcje TMSCI (1,3 ekw.), aby w czasie przerobu nie utraci¢ porcji
produktu, ktora czgsciowo ulegta hydrolizie. Po 20 min. mieszaning reakcyjng zatezylam i
odparowatam z toluenem usuwajac sladowe ilosci pirydyny. Aby zmniejszy¢ rozpuszczalno$é
produktu w warstwie wodnej, poza wczesniejszym usuni¢gciem pirydyny, podczas
standartowego przerobu (CH2Cl,/ NaHCOg3), wykorzystatam roztwor solanki i przerob
wykonywatam w niskiej temperaturze. W celu pozbycia si¢ nadmiaru diazyny dodatkowo do
przemycia uzylam roztwor kwasu solnego w obecnosci NaCl. W kolejnym etapie syntezy
zdjetam grupy TMS z funkcji hydroksylowych. Oleista pozostalos¢ po odparowaniu
rozpuscitam w metanolu, w ktéorym nastgpito odsililowanie, i pozostawitam do krystalizacji

produktu. Otrzymatam zwigzek 167 z wydajnoscig 77%.

165 _di— 166
I
N—N (ii) N—N
¢ ) ¢ Y

Schemat 28. Synteza prekursora poliamino-2’-deoksyadenozyny: (i) TMSCI (2 ekw.), 1,2-bis[(dimetyloamino)-
metyleno]hydrazyna (3,9 ekw.), pirydyna, 100°C, 24 godz.; (ii) MeOH, przez noc; (iii) DMTCI
(1,2 ekw.), 3,5 godz.

Nastepnie zablokowalam funkcje 5°-hydroksylowa grupa 4,4’-dimetoksytrytylowa
1,2 ekw. DMTCI. Otrzymatam czysty prekursor 87 po chromatografii kolumnowej i
liofilizacji z wydajnoscia 92%. Struktury zwigzkow 87 i 167 potwierdzitam za pomocy
'H NMR.

3.1.2.2.  Synteza prekursora poliamino-2’-deoksycytydyny
W syntezie pochodnej poliamino-2’-deoksycytydyny zostal uzyty z powodzeniem
prekursor: 4-N-p-toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyna [108].
W pierwszej kolejnosci 2’-deoksycytodyne przeksztatcitam w pochodng 171 (schemat 29)
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[97,187]. Wprowadzenie blokady p-toluenosulfonowej na grup¢ egzoaminowa wymagato
wczesniejsze] ochrony funkcji hydroksylowych pierscienia cukrowego. W tym celu
2’-deoksycytydyne poddatam reakcji z nadmiarem TMSCl w pirydynie. Po godzinie
odparowatam cze$ciowo rozpuszczalnik i dodatam chlorek p-toluenosulfonowy. W szczelnie
zamknigtym naczyniu reakcj¢ prowadzitam w temp. 60°C przez noc. W wyniku
nukleofilowego ataku funkcji egzaminowej reszty cytozyny na atom siarki chlorku
p-toluenosulfonowego powstata 4-N-p-toluenosulfonylo-3°,5’-bis-O-trimetylosililowa
pochodna deoksycytydyny (170). Analiza TLC wykazata calkowite przereagowanie produktu.
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Schemat 29. Synteza prekursora poliamino-2’-deoksycytydyny: (i) TMSCI (4 ekw.), pirydyna, 1 godz.; (ii)
chlorek p-toluenosulfonowy (2 ekw.), pirydyna, 60°C, przez noc, (iii) 40% HF / pirydyna (1:4),
1 godz. i 40 min.; DMTCI (1 ekw.), pirydyna 2,5 godz.

W celu usuniecia blokad sililowych z funkcji hydroksylowych reszty rybozy, surowa
pochodng 170 poddatam reakcji z wczeéniej przygotowang mieszaning 40% HFaq i pirydyny
(1:4). Do reakcji mogtam wykorzysta¢ 32% wodny roztwér amoniaku w pirydynie (1 : 1),
ktory wezesniej byt z powodzeniem stosowany. Réznica migedzy tymi dwoma czynnikami
powodujacymi hydrolize polega na tym, ze odsililowanie roztworem amoniaku trwa 4 godz.,
a roztworem HF tylko 1 godzing. Stosujac roztwor amoniaku w pirydynie przerob mieszaniny
poreakcyjnej ogranicza si¢ do odparowania rozpuszczalnikow 1 nie ma potrzeby stosowania

procedury podzialu pomiedzy wode i1 rozpuszczalnik organiczny. Jest to istotne, jesli
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otrzymany produkt czeSciowo rozpuszcza si¢ w roztworze wodnym. Natomiast w
omawianym przypadku pochodna 171 dobrze rozpuszcza si¢ w rozpuszczalnikach
organicznych, a wigc podzielenie mieszaniny reakcyjnej migdzy chlorek metylenu a nasycony
wodny roztwor NaHCO3 nie powoduje utraty 171. Po ponad godzinie analiza TLC wykazata
zupelne usunigcie grup sililowych. Reakcje odsililowania zakonczylam przez
zneutralizowanie HF nasyconym roztworem NaHCOs. Surowy zwigzek 171 poddatam reakcji
z DMTCI w pirydynie, aby wprowadzi¢ grupe 4,4’-dimetoksytrytylowa w pozycje 5°-OH.
Reakcja trytylowania zaszla ilosciowo po ok. 2,5 godzinach, co wykazata analiza TLC.
Otrzymalam czysty zwiazek 172 po oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej i

liofilizacji z wydajnoécig 68%. Strukture zwigzku 172 potwierdzita analiza *H NMR.

3.1.2.3.  Synteza prekursora poliamino-2’-deoksyguanozyny

Prekursor poliamino-2’-deoksyguanozyny 180 otrzymatam zgodnie z opisem Godziny
I Markiewicza [93]. Aby otrzyma¢ 2-fluorowg pochodng 2’-deoksyguanozyny, w pierwszej
kolejnosci zablokowalam pozycje O-6 deoksyguanozyny grupa 2-(4-nitrofenylo)etylowa
(NPE).

W tym celu wykorzystatam metode przejsciowych grup ochronnych (ang. transient
protection) dla funkcji hydroksylowych. 2'-Deoksyguanozyne czesciowo rozpuscitam w
suchym DMF i poddatam  reakcji z
heksametylodisilazanem (HMDS). W wyniku reakcji
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i pirydyny (1 :80) zatezonego do potowy objeto$ci.  Schemat 30. Mechanizm reakcji Mitsunobu
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Reakcja odsililowania zaszla catkowicie przez 1,5 godziny, co wykazata analiza TLC
(Re(A) = 0,35). Mieszaning reakcyjng standardowo przerobitam, a surowy produkt 176
oczyscitam na kolumnie chromatograficznej w mieszaninie metanolu i chlorku metylenu.
Uzyskatam 6-O-2-(4-nitrofenylo)etylo-2’-deoksyguanozyng (176) z wydajnoscia 65%.
Strukture zwigzku 176 potwierdzitam analizg *H NMR.
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Schemat 31. Synteza prekursora poliamino-2’-deoksyguanozyny: (i) HMDS (4 ekw.), DMF, 20 min.; (ii) 2-(4-
nitrofenylo)etanol (1,6 ekw.), trifenylofosfina (2,4 ekw.), DEAD ((2,4 ekw.), 1,4 dioksan, 5 godz.,
(iii) 40% HF w pirydynie (1:80), 1,5 godz.; (iv) TIPDSICly, pirydyna, 3 godz.; (v) PVPHF, TBN
(2 ekw.), toluen, -5°C do 0°C, 2,5 godz.; (vi) 40% HF w pirydynie (1:4), 2 godz.; (vii) DMTCI
(1,2 ekw.), pirydyna, 3 godz. i 40 min.

Kolejnym zadaniem syntetycznym bylo wprowadzenie atomu fluoru w pozycj¢ C-2
zasady heterocyklicznej. Reakcje fluorowania przeprowadzitam w toluenie. Zastosowany
rozpuszczalnik wymagat zwiekszenia lipofilowosci pochodnej nukleozydowej 176, poprzez
wprowadzenie blokad funkcji hydroksylowych reszty rybozy. W tym celu, zamiast blokady
trimetylosililowej wykorzystatam trwalszg grupe 1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksano-1,3-
diylowa (TIPDSi). Pochodng 176 odparowatam trzykrotnie z pirydyna i poddatam reakcji z

pottorakrotnym nadmiarem TIPDSiClz w pirydynie. Po 3 godz. reakcja zaszla catkowicie
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(R#(A) = 0,71). Otrzymatam czysty produkt 177 po standardowym przerobie i oczyszczeniu
na kolumnie chromatograficznej z wydajnoscia 87%.

Tak funkcjonalizowang pochodng deoksyrybozy 177 poddatam fluorowaniu
polifluorowodorkiem poliwinylopirydyny (PVPHF). PVPHF jest polimerycznym ciatem
statym, przez to tatwiej si¢ nim postugiwa¢ podczas prowadzenia reakcji. Zaleta stosowania
PVPHF jest przede wszystkim wyzsza wydajno$¢ fluorowania pozycji C-2 pochodnej
guanozyny, niz w przypadku fluorowania 70% HF w pirydynie (zaledwie 30%). Trwatos¢
kompleksu PVPHF =zalezy od stosunku molowego poliwinylopirydyny i HF. Handlowo
dostepny PVPHF zawierajacy 59% wagowych fluorowodoru, jest trwaly nawet do
temp. 50°C.

Zwigzek 177 poddatam reakcji z PVPHF w obecnos$ci azotynu tert-butylu (TBN) w
niskiej temperaturze (-10°C), w atmosferze argonu. Uzycie argonu miato na celu zapobiec
przedostaniu si¢ wilgoci do uktadu, a w konsekwencji degradacji produktu. Reakcja
fluorowania przebiega poprzez etap utworzenia soli diazoniowej, a nastgpnie atak
nukleofilowy anionu fluorkowego na atom wegla C-2 reszty zasady heterocyklicznej. Po
2,5 godzinach, aby usuna¢ czynnik fluorujacy, roztwor przesaczytam przez lejek piankowy, a
przesacz podzielitam miedzy 0,1 M NaHCOs i octan etylu.

W kolejnym  etapie  surowg  2-fluoro-6-O-2-(4-nitrofenylo)etylo-3',5'-O-
(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-2'-deoksyinozyne 178, poddatam reakcji z HF w
pirydynie, aby usuna¢ grup¢ TIPDSi. Analiza TLC (R#(A) = 0,47) wykazata zdjgcie blokady
sililowej po ok. 2 godzinach. Otrzymatam pochodng 179 po oczyszczeniu na kolumnie
chromatograficznej z wydajnoscig 56%.

W ostatnim etapie zwigzek 179 przeprowadzitam w 5’-O-dimetoksytrytylowa
pochodng 180 w reakcji z 1,3 ekw. DMTCI w pirydynie. Po przerobie i oczyszczeniu
otrzymatam prekursor poliamino-2’-deoksyguanozyny 180 z wydajnoscig 89% (schemat 31),
ktorego strukturg potwierdzitam analiza NMR.

3.1.24.  Synteza prekursora poliaminotymidyny
Tymidyng w reakcji z bezwodnikiem octowym przeprowadzitam w 3°,5’-di-O-
acetylotymidyne (182) [183]. W celu otrzymania 5-formylowej pochodnej 2’-
deoksyurydyny, zwigzek 182 rozpuscitam w acetonitrylu z dodatkiem 3,5 krotnego molowego
nadmiaru 2,6-lutydyny. Wprowadzone blokady acetylowe miaty za zadanie chroni¢ funkcje
hydroksylowe pierscienia cukrowego w trakcie utleniania grupy metylowej w pozycji C-5

zasady heterocyklicznej. Nastepnie dodatam czynnik utleniajacy tj. 2 rOwnowazniki molowe
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nadsiarczanu potasu (K2S20s) 1 0,4 rownowaznika molowego siarczanu miedzi (I1)
rozpuszczone w wodzie [81]. Reakcje prowadzitam w temp. ok. 65°C pod chtodnica
zwrotng. Niejednorodng mieszaning reakcyjng intensywnie mieszatam przy uzyciu mieszadla
magnetycznego.

Po 2 godzinach analiza TLC wykazata obecnos$¢ dwoch produktow: Re¢(A) = 0,67 i
Ri(A) = 0,42. Mieszaning reakcyjng zat¢zylam odparowujac acetonitryl. Pozostatosé
podzielitam miedzy wod¢ i1 octan etylu. Warstwe organiczng ekstrahowalam wodg i
5% wodnym roztworem EDTA. EDTA wykorzystatam do usuni¢cia kationow miedziowych z
warstwy organicznej. Na koniec polaczone warstwy wodne ekstrahowatam CH.Cl,, aby
wyizolowa¢ w maksymalnej ilo$ci zwigzek wolniej migrujacy na plytce silikazelowej podczas
analizy TLC. Po oczyszczeniu z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej otrzymatam 5-
formylo-3’,5’-di-O-acetylo-2’-deoksyurydyn¢ (109) z wydajnoscig 47%. Struktur¢ zwigzku
109 potwierdzita analiza *H NMR i spektrometria mas (MS).

Podejrzewajac obecno$¢ pochodnych formylowych, ktére ulegly odacetylowaniu,
polaczong warstwe wodng z utleniania 182 zatezylam i odparowatam kilkakrotnie z pirydyna
w celu usunigcia $ladowych ilosci wody, w ktéorych mogltyby rozpusci¢ si¢ pochodne
nieorganiczne, a nastgpnie stalg pozostatos¢ rozpuscitam w bezwodnej pirydynie. Roztwor

poddatam reakcji doacetylowania i otrzymatam dodatkowa porcje 109 z wydajnoscia 9%.
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Schemat 32. Synteza prekursora poliaminotymidyny: (i) Ac,O (4 ekw.), pirydyna, 3 godz.; (ii) K2S»Og (2 ekw.),
CuSOsx5H,0 (0,4 ekw.), 2,6-lutydyna (3,5 ekw.), CHsCN, woda, 65°C, 2 godz.; (iii) 0,9 M TEA,
woda / metanol (7:1), 0,5 godz.; (iv) DMTCI (1,1 ekw.), pirydyna, 1,5 godz.
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Wyizolowalam tez wolniej migrujacy podczas analizy TLC zwigzek (R#(A) = 0,42).
Podejrzewalam, ze podczas utleniania grupy metylowej dochodzi do cze$ciowego
odacetylowania funkcji hydroksylowych i wyizolowany zwigzek

jest 5-formylowag pochodng monoacetylowanej 2’-deoksyurydyny.

Analiza 'H NMR i MS pozwolita na okre$lenie jego rzeczywistej HN)OE/\OH
struktury jako 5-hydroksymetylo-3°,5’-di-O-acetylo-2’-  AcO SN
deoksyurydyny (185). Zwigzek 185 poddatam ponownie reakcji —?
utleniania w warunkach identycznych jak w przypadku utleniania 185

182. Po 2 godzinach nie obserwowatam juz za pomocg analizy TLC

obecnosci zwigzku 185 w mieszaninie reakcyjnej. Po przerobie i oczyszczeniu z
wykorzystaniem chromatografii kolumnowej otrzymaltam 109 z wydajnoscia 30%. Zwiazek
185 okazal si¢ produktem posrednim podczas utleniania. Dodatkowe utlenianie
wyizolowanego produktu posredniego i doacetylowanie pochodnej formylowej z cze$ciowo
zhydrolizowanymi wigzaniami estrowymi z warstwy wodnej pozwala zwickszy¢ catkowita
wydajnos¢ syntezy 185 z 47% do 62%.

W kolejnych eksperymentach zamierzatam poprawi¢ wydajno$¢ utleniania grupy
metylowej 3°,5’-di-O-acetylotymidyny. W przeprowadzonych eksperymentach analizowatam
tylko warstwe organiczng otrzymang po przerobie mieszaniny reakcyjnej. W pierwszej
kolejnosci wydtuzylam czas reakcji do 4 godzin. Wydajno$¢ reakcji zmalata do 41%. W tych
warunkach nie obserwowatam obecno$ci zwigzku 185 na koncu reakcji utleniania. Zatem
pochodna 5-metylohydroksylowa ulegta catkowicie utlenieniu do grupy formylowej. Zwigzek
109 otrzymatam jednak tylko z wydajnoscig 41%. To $wiadczy o tym, ze reakcji utleniania
towarzyszy hydroliza grup acetylowych chronionych funkcje hydroksylowe reszty rybozy.

Biorac pod uwage fakt, ze reakcja przebiega w uktadzie dwufazowym zastosowalam
katalizator przeniesienia fazowego — siarczan (V1) tetrabutyloamoniowy z lipofilowym
kationem. Dodanie tego katalizatora miato utatwi¢ migracj¢ reagenta utleniajgcego, anionu
nadsiarczanowego z warstwy wodnej do organicznej. Obecno$¢ siarczanu (V1)
tetrabutyloamoniowego rowniez nie wptyneta na poprawe wydajnosci.

W kolejnym podejéciu zastosowatam inny katalizator przeniesienia fazowego, sol
sodowa kwasu p-toluenosulfonowego z lipofilowa czgscig anionowa, a zarazem uzytam DMF
zamiast acetonitrylu. W takim ukltadzie utlenianie nie zachodzilo wcale. Natomiast, kiedy
wykorzystalam nitrometan zamiast acetonitrylu oczekiwany produkt powstawat tylko z

wydajnoscia ok. 10%. Wydajno$¢ t¢ ocenitam na podstawie analizy NMR mieszaniny



Badania wlasne 62

reakcyjnej. Na tym zakonczytam proby zwigkszenia wydajnosci syntezy 5-formylo-3’,5°-di-
O-acetylo-2’-deoksyurydyny (109).

W kolejnym kroku zdj¢tam blokady acetylowe z funkcji hydroksylowych pierScienia
cukrowego pochodnej 109 w reakcji 0,9 M TEA w wodnym roztworze metanolu. Analiza
TLC wykazata zakonczenie reakcji po 0,5 godz. (R#(A) = 0,20). Surowa 5-formylo-2’-
deoksyurydyne (183) poddatam typowej reakcji dimetoksytrytylowania w warunkach
standardowych i otrzymatam 5-formylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyurydyne
(184) z wydajnoscia 98%. Analiza 'H NMR potwierdzita strukture otrzymanego zwigzku.

3.1.3. Wprowadzanie reszty poliaminowej do pierscienia zasady heterocyklicznej

Otrzymane prekursory poliamino-2’-O-metyloadenozyny 134 i poliamino-2’-O-
metylocytydyny 155 poddatam reakcji ze sperming (schemat 33) analogicznie do reakcji
opisanych dla serii 2’-deoksynukleozydow [92, 93, 108] .

W wyniku ataku nukleofilowego pierwszorzgdowej grupy aminowej poliaminy na
atom wegla nalezacy do =zasady heterocyklicznej kowalencyjnie zwigzany z grupa
opuszczajaca, dochodzi do reakcji substytucji. Wykorzystana poliamina posiada dwa rodzaje
grup aminowych: pierwszo- i drugorzedowe. Prowadzone wczesniej do$wiadczenia z
prekursorami poliamino-2’-deoksynukleozydéw pokazaly, ze w zastosowanych warunkach
reakcji dochodzi do ataku nukleofilowego pierwszorzgdowej grupy aminowej, a nie
drugorzgdowej. W obecnosci tylko drugorzedowej grupy aminowej, w reakcji z di-n-
butyloaming, nie dochodzi do powstania pochodnych aminowych [93]. Wspomniany fakt
umozliwia stosowanie nieblokowanej poliaminy. Ze wzgledu na symetryczno$¢ sperminy, w
odréznieniu np. od spermidyny, nie ma znaczenia, ktora z funkcji pierwszorzgdowych
przyltaczy sig, prowadzac do jednorodnego produktu.

Reakcje prowadzitam z dziesigciokrotnym nadmiarem sperminy w pirydynie w
temperaturze 70 °C. Dla pochodnej adeniny 134 czas reakcji wynosit kilka godzin natomiast
dla cytozynowego zwiazku 155, kilkanascie godzin. Moze to wskazywaé, iz obecno$¢
pierScienia triazolowego bardziej uaktywnia atak nukleofilowy poliaminy na atom wegla
zasady heterocyklicznej niz grupa p-toluenosulfonoamidowa. Taki wniosek bylby w pelni
uzasadniony, jesli mozna byloby poréwnaé¢ wilasciwosci tych dwoch grup opuszczajacych
przylaczonych do takiej samej zasady heterocyklicznej — purynowej lub pirymidynowe;.
Niestety nie dysponowalam zwigzkami, ktére umozliwilyby przeprowadzenie takich

porownawczych reakcji.
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Schemat 33. Wprowadzenie tancucha poliaminowego do prekursorow pochodnych adeniny, cytozyny i guaniny:
(i) spermina (10 ekw.), pirydyna, 70°C, 8 godz.; (ii) spermina (10 ekw.), pirydyna, 70°C, 17 godz.;
(iii) spermina (10 ekw.), pirydyna, temp. pokojowa, 1,5 godz.

Analogiczne  reakcje  przeprowadzitam  dla  prekursor6w  poliamino-2’-
deoksyadenozyny 87 [93] i poliamino-2’-deoksycytydyny 172 [108] przeksztatcajac je w
odpowiednie poliaminowe pochodne 186 i 187.

Prekursor  poliamino-2’-deoksyguanozyny 180 rowniez ulega  substytucji
nukleofilowej w reakcji ze sperming (schemat 34) [93]. Atom fluoru kowalencyjnie
zwigzany z pier§cieniem pirymidynowym reszty purynowej uaktywnia atom wegla w pozycji
C-2. Prekursor 180 jest najbardziej reaktywny sposrod prekursoréw badanych w niniejszej
pracy. Atak nukleofilowy nastgpuje w temperaturze pokojowej. Poliaminowa pochodng 190
otrzymalam w przeciagu 1,5 godziny.

Pochodng poliaminotymidyny otrzymalam z prekursora 184 w dwoch krokach

(schemat 34) [134]. W pierwszym, poddatam 184 dziataniu sperminy w mieszaninie
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pirydyny i metanolu przez 2 godziny. Nastgpnie wytworzong zasad¢ Schiffa 191

zredukowatam borowodorkiem sodu (NaBHj) i otrzymatam zwigzek 119.

o)
| H
oy By
pmroo 9 N (i) DMTO :oo: N
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Schemat 34. Przytaczanie tancucha poliaminowego do prekursora poliaminotymidyny: (i) spermina (10 ekw.),
pirydyna — metanol (1 : 1), 2 godz.; (ii) NaBH4, 2 godz.

3.1.4. Reakcje trifluoroacetylowania funkcji aminowych reszt poliaminowych

Kazdy poliaminonukleozyd posiadat niechronione funkcje aminowe nalezace do
reszty poliaminowej, ktore podczas otrzymywania 3’-amidofosforynu stanowityby
potencjalne miejsca ataku czynnika fosfitylujacego. Przed reakcja fosfitylacji nalezato
zablokowa¢ funkcje aminowe, zar6wno pierwszo- jak i1 drugorzedowe. W tym celu uzytam
bezwodnika kwasu trifluorooctowego w pirydynie.

W  przypadku trifluoroacetylowania 190 powstawaly dwa  produkty
trifluoroacetylowania, 197 i 198. Po standardowym przerobie mieszaning produktow
poddatam dziataniu metanolu w chlorku metylenu (65:35, v/v). W tych warunkach dochodzito
do czes$ciowej solwolizy, w wyniku ktorej, zwigzek 197 przeksztalcat sie¢ w produkt 198
(schemat 35) [93, 183].
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Schemat 35. Poliaminonukleozydy po reakcji trifluoroacetylowania: (i) CH.Cl, — metanol (35 : 65, v/v),
6,5 godz.

3.1.5. Reakcje fosfitylacji

Poszczegolne pochodne poliamino-2’-O-metylonukleozydowe 192, 194 i poliamino-
2’-deoksynukleozydowe 193, 195, 196, i 198 poddatam reakcji fosfitylacji wedlug
standardowej  procedury. Jako czynnik fosfitylujacy  wykorzystatam  bis(N,N-
diizopropyloamino)(2-cyjanoetoksy)fosfing. Katalizatorem reakcji byt 1-H-tetrazol w iloSci
jednego rownowaznika molowego. Oczekiwane produkty powstawaty w przeciagu godziny.
Otrzymatam odpowiednie 3’-amidofosforyny 101, 103, 199-202 (rys. 12), ktorych strukturg
potwierdzita analiza 'HNMR i 3P NMR. Dodatkowo wykonatam widma masowe

pochodnych 2’-O-metylowych 199 i 200. Wydajnos$ci syntez przewaznie przekraczaty 70%.
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Jedynie w przypadku amidofosforynu 201, wydajno$¢ wynosita tylko 53%, tak niska wartos¢

wydajnosci mogta by¢ spowodowana matg skalg (0,1 mmol).
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Rys. 12. Otrzymane 3’-amidofosforyny poliamino-2’-O-metylorybonukleozydow i poliamino-2’-deoksy-
nukleozydow

3.2. Synteza chemiczna i oczyszczanie poliaminooligonukleotydow

3.2.1. Synteza chemiczna i oczyszczanie poliamino-2’-deoksyoligonukleotydéw
Otrzymane amidofosforyny 101, 103, 201, 202 wykorzystatam do syntezy poliamino-
2’-deoksyoligonukleotydow, ktorych sekwencje 1 przeznaczenie opisalam w tabeli 3.
Modyfikowane amidofosforyny w postaci liofilizatu rozpuscitam w acetonitrylu, zasypatam
sitami molekularnymi 3A i pozostawilam w szczelnie zamknietych fiolkach przez noc. W
przypadku standardowych amidofosforynéw rozpuszczalam je 1 suszylam sitami
molekularnymi na godzing przed synteza. Wydajno$ci etapdw kondensacji nie odbiegaly od
typowych (ok. 98%). Syntezy wykonatam za pomocg automatycznego syntetyzera DNA w
skali 0,2 umola uzywajgc takich samych iloSci substratow i stosujac czasy poszczegdlnych

etapow takie, jak podczas syntezy niemodyfikowanych oligomerow.
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Otrzymane poliaminooligonukleotydy poddalam typowej procedurze odblokowania,

czyli dziataniu 32% wodnego roztworu NHs. Natomiast w przypadku oligomerow

zawierajacych pochodng poliamino-2’-deoksyguanozyny do odblokowania stosowatam 40%

wodny roztwor metyloaminy.

Po odblokowaniu przystgpitam do oczyszczania otrzymanych oligomeréw. Ze

wzgledu na obecnos¢ w tancuchu DNA sprotonowanej reszty sperminy zmienia si¢ catkowity

fadunek (q) ,,makroczgsteczkowej” czesci

powstalego oligomeru (tabela 3). Jedna

modyfikacja resztg sperminy wprowadza trzy fadunki dodatnie, natomiast cztery w przypadku

pochodnej sperminotymidyny. Jezeli catkowity
fadunek oligomeru byl ujemny i |g/>3
poliaminooligonukeotyd oczyszczatam
analogicznie do niemodyfikowanych
fancuchow.

W przypadku, gdy catkowity tadunek
byt dodatni i |q>3, tak

d(CPC®PC®C®TTTT) q = +5, stosowatam bufor

jak np. dla

fosforanowy 1 elektroforez¢ prowadzitam ,w
odwrotnym kierunku”, a biokoniugat migrowat

w stronge katody.

DIla oligomeréw, gdzie catkowity
fadunek wynosit g <2 poczatkowo
wykonywatam proby oczyszczenia
elektoforetycznego na 20% zelu

akryloamidowym w odpowiednich buforach i
kierunkach, ale oligomery bardzo wolno
migrowaly 1 praktycznie pozostawaly na starcie.
Thumacze

to faktem, ze oligomery byly
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Rys. 13. Pogladowy model poliamino-2’-O-mety-

lorybooligonukleotydu i poliamino-2’-deoksyoligo-
nukleotydu

obdarzone zbyt matym ladunkiem w poréwnaniu do wielkosci calej czasteczki. Dlatego

wykonatam typowa elektroforezg, ale w 7% a nie 20% zelu akryloamidowym dla q =+2 i w

buforze fosforanowym w przeciwnym kierunku dla q = -1. Wykorzystanie 7% zelu miato na

celu utatwienie migracji duzych czasteczek, w ,,luzniejszej” strukturze poliakryloamidu.
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Tabela 3. Zsyntetyzowane poliamino-2’-deoksyoligonukleotydy

Symbol Sekwencja Dlugosé Catkowity Zastosowanie w
oligomeru oligomeru tadunek niniejszej pracy
El d(CPTTTTTTT) 8 -4
E2 d(TTTTTTTCPTTTTTTT) 15 -11
E3 d(CPTTTTTTTC®TTTTTTT) 16 -9
E4 d(ASPTTTTTTT) 8 -4 o
Trawienia
E5 d(TTTTTTTA®PTTTTTTT) 15 -11
enzymatyczne
E6 d(GPTTTTTTT) 8 -4
E7 d(TTTTTTTGPTTTTTTT) 15 -11
E8 d(TSPTTTTTTT) 8 -3
E9 d(TTTTTTTTPTTTTTTT) 15 -10
D1 d(CPCCCTTTT) 8 -4
D2 d(CCPCCTTTT) 8 -4
D3 d(CCC*PCTTTT) 8 -4
D4 d(CCCC*PTTTT) 8 -4
D5 d(CSPCSPCCTTTT) 8 -1
D6 d(CCSPCPCTTTT) 8 -1
D7 d(CCC*PCPTTTT) 8 -1 .
Pomiar
D8 d(CPCC*PCTTTT) 8 -1 temperatur
D9 d(CCPCC*PTTTT) 8 -1 topnienia
D10 d(CPCCC*PTTTT) 8 -1 duplekséw
D11 d(CSPCPCPCTTTT) 8 +2
D12 d(CCSPCPCPTTTT) 8 +2
D13 d(CSPCCPCPTTTT) 8 +2
D14 d(CSPCPCC*PTTTT) 8 +2
D15 d(CSPCSPCSPCPTTTT) 8 +5
B d(AC*GTACGT) 15 -4
C d(ACPGTAC®GT) 15 -1
T9a d(G**TG GTG GGG TGT GGG) 15 -11
T9b d(GT**G GTG GGG TGT GGG) 15 -10
T9c d(GTG GTG GG*G TGT GGG) 15 -11
Pomiar
T9d d(GTG GTG GGG T**GT GGG) 15 -10
temperatur
T9e d(GTG GTG GGG TGT GG*G) 15 -11 o
topnienia
T10a d(G®GT GGT GGT TGT GGT) 15 -11
trypleksow
T10b d(GGT GGT GG*T TGT GGT) 15 -11
T10c d(GGT GGT GGT* TGT GGT) 15 -10
T10d d(GGT GGT GGT TGT GG**T) 15 -11
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W tak przygotowanej ptycie elektroforetycznej obserwowatam migracje tych
czasteczek. Taka metoda analizy pozwolita na oszacowanie czystosci uzyskanych
oligomerow. Ich wysoka czystos¢ (powyzej 95%) sklonita mnie do pominigcia etapu
oczyszczania na drodze elektroforezy. Zdecydowatam si¢ ograniczy¢ oczyszczanie do
saczenia zelowego. Przepuscitam wigc, obdarzone tadunkiem q=+2 i q=-1 surowe
oligomery przez kolumny NAP-25 wypehione Sephadexem G-25, w celu odseparowania
oligonukleotydu od zwigzkow niskoczasteczkowych, takich jak np.: sole, amoniak itp.

Przy wysokiej wydajnosci przytaczania modyfikowanych jednostek podczas syntezy
DNA metoda amidofosforynowa taki poziom czystosci oligomeréw byl wystarczajacy do

przeprowadzenia pomiardw temperatur topnienia ich kompleksow.

3.2.2. Synteza chemiczna i oczyszczanie poliamino-2’-O-metylorybooligo-
nukleotydow

Amidofosforyn poliamino-2’-O-metylocytydyny 200 roéwniez wykorzystatam w
automatycznej syntezie DNA, w celu otrzymania poliamino-2’-O-metylooligonukleotydu.
Otrzymatam nastepujacy 18-mer z jedng pochodng poliamino-2’-O-metylocytydyny (Cm?®P):
S>-TTATTCmPTTTAGAATGGTG-3’. Po  odblokowaniu  oligomer  oczyscitam
elektroforetycznie. Okazato si¢, ze produkt po oczyszczeniu, zawieral oprocz wihasciwego
oligomeru, takze zanieczyszczenie w postaci 17-meru nie zawierajacego jednostki Cm®*.
Mogtam to stwierdzi¢ na podstawie analizy MS MALDI-TOF. Przyczyna pojawienia si¢ tego
zanieczyszczenia musiata by¢ niekompletna reakcja ,.kapowania” w czasie syntezy
oligonukleotydow prowadzonej za pomocg automatycznego syntetyzera DNA. Wydaje sie, ze
oprocz oczyszczenia za pomoca elektroforezy w zelu poliakryloamidowym nalezatoby, w
analogicznych sytuacjach, stosowa¢ dodatkowo oczyszczanie za pomoca chromatografii

HPLC np. na kolumnie z tzw. fazg odwrocona.

XC .
M1 . . 2
® XC z
BB - preelektroforezy

Fot. 1. Dokumentacja elektroforezy w 20% zelu
poliakryloamidowym poliamino-2’-O-metylo-
rybooligonukleotydow M1 i M2.
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Aby poprawi¢ wydajnos¢ przytaczenia 3’-amidofosforynu 200 zwickszytam czas
kondensacji do 14 minut (standartowo 2 min.) i uzytam dwukrotnie wigkszej ilosci
modyfikowanego amidofosforynu podczas automatycznej syntezy DNA. Otrzymatam
oligomer 5’-CmSPTTTTTTT-3 (M1). W alogiczny sposéb otrzymatam oligonukleotyd
5-AMSPTTTTTTT-3> (M2) wykorzystujac amidofosforyn 199. Wydajnosci  etapow
kondensacji amidofosforynow poliamino-2’-O-metylorybonukleozydéw tym razem nie
odbiegaty od typowych (ok. 98%). Oligonukleotydy M1 i M2 scharakteryzowatam za
pomocg analizy elektroforetycznej na zelu denaturujgcym (fot. 1).

Uzyskane wyniki potwierdzity poprawno$¢ syntezy amidofosforynéw spermino-2’-O-
metyloadenozyny 199 i spermino-2’-O-metylocytydyny 200 oraz ich przydatno$¢ w syntezie

poliaminooligonukleotydow.

3.3. Wplyw modyfikacji poliaminowej oligonukleotydow na ich hydrolize
enzymatyczng

Przeprowadzitam badania wptywu modyfikacji sperming zasad heterocyklicznych
DNA na ewentualne zwigkszenie trwatosci modyfikowanych DNA podczas hydrolizy za
pomoca enzymoéw nukleolitycznych. Do trawien enzymatycznych wykorzystatam zarowno
egzonukleaze trawigcg oligonukleotydy od konca 5', fosfodiesteraze | (PDE I) z jadu weza,
jak 1 hydrolizujacg od konca 3', fosfodiesterazg Il (PDE II) ze $ledziony wotowej. Do trawien
wykorzystatam jako wzorzec niemodyfikowany 22-mer i nastgpujace poliamino-2’-
deoksyoligonukleotydy:

El d(CspTTTTTTT)

E2  d(TTTTTTTCspTTTTTTT)
E3  d(CspTTTTTTTCspTTTTTTT)
E4 d(AspTTTTTTT)

E5 d(TTTTTTTASpTTTTTTT)
E6  d(GspTTTTTTT)

E7 d(TTTTTTTGspTTTTTTT)
E8 d(TspTTTTTTT)

E9 d(TTTTTTTTspTTTTTTT)

Reakcje enzymatyczng prowadzitam w temperaturze 37 °C przez 3 godziny z PDE |
lub 0,5 godziny z PDE II. Przyktadowe wyniki hydrolizy przedstawia rys. 14.
Trawienie poliamino-2’-deoksyoligonukleotydéw za pomocg PDE I wykonywatam

przy stezeniach nukleazy rownych 0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 7,0, 10 i 15 U/ umol wigzania
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fosfodiestrowego. Przy stezeniu 4 U/ umol obserwowalam cze$ciowy efekt ochronny
modyfikacji poliaminowej; pigtnastomer ulegt strawieniu do o$miomeru. O§miomery ulegaty
trawieniu np. w przypadku pochodnej poliamino-2’-deoksyadenozynowej, ale nie z jednostka
poliamino-2’-deoksyguanozyny. Przy wigkszym stezeniu dochodzitlo do catkowitego
trawienia wszystkich badanych oligomerow.

Podczas hydrolizy katalizowanej przez PDE 11, przy zastosowaniu 1U / umol wigzania
fosfodiestrowego obserwowatam cze$ciowe trawienie poliamino-2’-deoksyoligonukleotydow.
Zwicgkszenie stezenia enzymu do 10 U/ umol wigzania fosfodiestrowego prowadzito juz do
catkowitego strawienia modyfikowanych oligomerow (rys. 14).

Stwierdzitam cze$ciowy efekt ochronny niektorych modyfikacji, cho¢ jest on
stosunkowo niewielki i nie ma znaczenia praktycznego takiego jak np. modyfikowanie
wigzania internukleotydowego w  przypadku oligotiofosforandow nukleozydowych,

oligometanofosfonianow nukleozydowych, itp. [190, 191]

E4 E5 E3 E2 E1
dA”T, dC"T,C*T, dC™T.
22-mer dT,A™T, 22-mer dT,C*T,
| | | po trawieniu
S llll I
XC § 4 ot S = 2%
R
A A
g -
BB&;::::-:EK: BB . T Sl iy S

Rys. 14. Przyktadowe obrazy elektroforezy substratow i produktow poliaminooligonukleotydowych uzytych w
trawieniach enzymatycznych: A — PDE I, 4 U/ pmol wiagzania fosfodiestrowego; 8-mer E4 ulega
catkowicie trawieniu, 15-mer E5 zostaje czesciowo trawiony do 8-meru. Obserwuje si¢ czesciowy efekt
ochronny modyfikacji poliaminowej. B - PDE 1l 1 U / pmol wigzania fosfodiestrowego; 16-mer E3 jest
czesciowo trawiony do 9-meru, 15-mer E2 trawiony do 8-meru, 8-mer E1 nie ulega trawieniu.
Oligonukleotydy ulegaja trawieniu do modyfikacji poliaminowej, obserwuje si¢ catkowity efekt
ochronny. C - PDE I, 10 U/ umol wiazania fosfodiestrowego; wszystkie oligomery (E1, E2, E3)
ulegaja calkowitemu trawieniu. 22-mer — oligodeoksynukleotyd nie zawierajacy modyfikacji
poliaminowej.



Badania wlasne 72

3.4. Wplyw ilosci modyfikacji poliaminowych na trwaftos¢ struktury
dupleksowej DNA

Badania przeprowadzone wczesniej z wykorzystaniem rozproszonej biblioteki
kombinatorycznej (ang. Synthetic Oligonucleotide Combinatorial Library — SOCL) wykazaty,
ze modyfikowane reszta sperminy jednostki cytozynowe stabilizuja strukture dwuniciowag
DNA. Otrzymana biblioteka posiadata cztery randomizowane pozycje d(XXXXTTTT), gdzie
X stanowil 2’-deoksycytydyne (dC) lub 2’-deoksycytydyne modyfikowang resztg sperminy w
pozycji N-4 (dC*). Laczna liczba oligonukleotydow sktadajgcych si¢ na biblioteke wynosita
16, co odpowiada liczbie wariacji z powtorzeniami dwoch wymiennie przytaczanych
elementoéw na czterech pozycjach (2%) [108].

W celu sprawdzenia wptywu ilo$ci modyfikacji poliaminowych na trwalo$¢ struktury
dwuniciowej otrzymatam =z osobna kazdy element biblioteki i komplementarny
oligonukleotyd d(AAAAGGGG). Zmieszatam kazdy z 16-tu oligonukleotydow tworzacych
SOCL d(X4T4) z rownomolowg iloscia komplementarnego oktameru d(AsGs) tak, aby
absorpcja (A) otrzymanych roztwordw miescita si¢ w przedziale od 0,2 do 1,8. Pomiar
temperatur topnienia prowadzitam dla trzech réznych stezen dla kazdego uktadu.
Przyktadowy obraz pomiaru temperatury topnienia przedstawitam na wykresie 1. Na
podstawie uzyskanych wynikoéw, przy uzyciu programu komputerowego MeltWin 3.5,
otrzymalam warto§¢ temperatury topnienia duplekséw dla stezenia ¢ =1 x 104 M. Pomiar
wykonywatam w dwodch buforach o réznych stezeniach NaCl; dla wszystkich oligomerow w

1 M NaCl i dla wybranych sekwencji w 0,1 M NacCl.

| 86— *-ssmeas
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1.75-

1.71-

1.68—
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1.60- /
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Temp (C) 10 20 30 40 50 60 70 80

Wykres 1. Krzywa topnienia oraz pierwsza pochodna d(CCCXT.) i komplementarnego oligomeru d(A4Ga),
gdzie X = dC*
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Odnotowatam wyrazng stabilizacj¢ formy dupleksowej w przypadku obecnosci jedne;j
modyfikacji dC*® w oligomerze: ATm ok. 8°C dla 1 M NaCl. Otrzymane warto$ci byty
zblizone dla wszystkich czterech oligomeréw posiadajacych jedng reszte sperminy w réznych

potozeniach (wykres 2).

o 40 331 343 345 345
g gg 26,3 : 29,5
g 30 |
550 25,2
g 20 1
® 15 -
g 10 -
0
CCCCT4 XCCCT4 CXCCT4 CCXCT4 CCCXT4
-7 -4 -4 -4 -4
Catkowity tadunek

01 M NaCl 0,1 M NaCl

Wykres 2. Temperatury topnienia struktury dwuniciowej d(AAAAGGGG) z komplementarnymi oligomerami
posiadajacymi jedng modyfikacje poliaminowa, gdzie X = dC*°

W przypadku komplekséw oligonukleotydow zawierajacych dwie modyfikacje dC*
obserwowalam zaré6wno stabilizacje, jak i1 destabilizacje duplekséw (wykres 3). Na trwatosé
otrzymanych  kompleksow moze wptywaé potozenie modyfikowanej jednostki
nukleotydowej. Je§li jedna z modyfikacji znajdowata si¢ na 5’-koncu oligomeru,
obserwowalam wzrost stabilnos$ci takiej struktury dwuniciowe;.

Oligomery z trzema modyfikacjami wykazywaly destabilizacje niezaleznie od
potozenia w tancuchu modyfikowanych resztami sperminy jednostek nukleotydowych
(wykres 4). Prawdopodobnie nagromadzenie si¢ na krotkim odcinku fancucha
oligonukleotydowego sprotonowanych reszt poliaminowych powoduje odpychanie si¢
fadunkow dodatnich sgsiadujgcych fragmentow poliaminowych. To w konsekwencji wptywa
na struktur¢ modyfikowanego oligomeru i destabilizacj¢ kompleksu dwuniciowego. Wyraznie
widoczny jest jednak wptyw stabilizujacy modyfikacji dC* w roztworze o nizszym stezeniu
soli (0,1 M NaCl). Ten wzrost trwatosci kompleksow jest zgodny zaréwno z obserwacjami
analizy calej biblioteki kombinatorycznej [108], jak i z kationowym charakterem

poliaminooligonukleotydéw [192].
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Wykres 3. Temperatury topnienia struktury dwuniciowej d(AAAAGGGG) z komplementarnymi oligomerami
posiadajacymi dwie modyfikacje poliaminowe, gdzie X = dC*®*

W przypadku oligomeru D15, z czterema resztami poliaminowymi, nie rejestrowatam

tworzenia si¢ struktury dwuniciowej. W tym wypadku cztery modyfikowane reszty

nukleotydowe ze sprotonowanymi tancuchami poliaminowymi sg umieszczone obok siebie i

moga wptywaé na strukture poliaminooligonukleotydu tak, ze ostatecznie nie tworzy si¢

zaden kompleks dwuniciowy.
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Wykres 4. Temperatury topnienia struktury dwuniciowej d(AAAAGGGG) z komplementarnymi oligomerami
posiadajacymi trzy modyfikacje poliaminowe, gdzie X = dC*
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Zbiorcze wyniki pomiaréw temperatur topnienia przedstawitam na wykresie 5 i w

tabelach 4 1 5. Wykres 5 przedstawia $rednie temperatury topnienia dla dupleksow powstatych

z poliaminooligonukleotydami, posiadajacymi rdézne ilosci modyfikacji poliaminowych, i

komplementarnym oligomerem. W przypadku dwoéch modyfikacji, gdzie obserwowalam

zarobwno efekt stabilizujacy, jak 1 destabilizujacy, przedstawitam warto$¢ najwyzszej

temperatury topnienia uzyskang dla sekwencji d(XXCCTTTT), gdzie X = dC*.

Weczesniejsze badania biblioteki kombinatorycznej d(XaTs) wykazaly, ze niektore

oligonukleotydy biblioteki moga oddziatywa¢ niespecyficznie z niekomplementarnymi

oligonukleotydami. Tworzenie si¢ takich kompleksow zaobserwowano np. dla d(CaTs)

[1087.

Tabela 4. Temperatury topnienia struktur dwuniciowych, modyfikowanych poliaminooligonukleotydow z
komplementarnym d(AAAAGGGG) w 1 M NaCl (X = dC*")

Symbol | Liczba Sekwencja | dGsw 37°C Tm, dGz w 37°C Tm;
modyfikacji (5-3') (kcal/mol) | (°C,1x104M) |  (kcallmol) | (°C,1x104M)

DO 0 CCCCTy4 -4,91+0,37 27,2 -3,69+0,41 26,3
D1 XCCCT4 -5,8440,27 32,9 -5,98+0,25 33,1
D2 1 CXCCTa4 -5,9940,27 33,6 -6,17+0,32 34,3
D3 1 CCXCTa4 -6,114+0,12 34,6 -6,06+0,03 34,5
D4 1 CCCXTas -6,1340,10 34,6 -6,06+0,03 34,5
D5 2 XXCCT4 -4,9610,81 30,2 -5,09+0,93 29,8
D6 2 CXXCT4 -4,87%0,69 25,7 -2,89+0,13 23,4
D7 2 CCXXT4 -2,9943,24 23,6 -5,53+0,21 29,2
D8 2 XCXCT4 -5,5340,41 30,5 -5,31+0,82 29,7
D9 2 CXCXT4 -4,90+0,50 25,4 -4,38+0,99 24,2
D10 2 XCCXT4 -5,21+1,40 29,3 - -
D11 3 XXXCT4 -4,52+0,56 19,7 -3,1840,61 17,9
D12 3 CXXXT4 -4,06+1,25 16,1 - -
D13 3 XCXXTs -4,20+0,97 17,3 -3,02+0,52 15,2
D14 3 XXCXTs -5,06+1,09 21,1 -4,04+0,66 17,4
D15 4 XXXXT4 nie udato si¢ zmierzy¢
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Tabela 5. Temperatury topnienia struktur dwuniciowych, modyfikowanych poliaminooligonukleotydow z
komplementarnym d(AAAAGGGG) w 0,1 M NaCl (X = dC*P)

Symbol Liczba Sekwencja dGyw 37°C Tm; dG, w 37°C Tm;
modyfikacji (5-3) (kcal/mol) | (°C,1x10#M) |  (kcal/mol) (°C, 1x10-4 M)
DO 0 CCCCTy4 -4,7640,22 25,6 -3,98+0,20 25,2
D4 1 CCCXT4 -5,38+0,23 29,9 -4,76+0,33 29,5
D5 2 XXCCT4 -5,25+0,14 27,2 -3,37+0,98 25,0
D6 2 CXXCT4 -4,89+1,23 23,9 -5,83+1,81 22,4
D7 2 CCXXT4 -4,30+1,02 22,0 -3,82+2,97 20,1
D8 2 XCXCT4 -4,57+0,58 26,5 -3,87+0,55 25,7
D9 2 CXCXT4 -4,29+0,38 254 -4,74+0,58 25,9
D13 3 XCXXTas -3,74+0,28 18,2 - -
D14 3 XXCXTas -4,84+0,19 20,4 -5,71+0,31 20,9
D15 4 XXXXT4 nie udalo si¢ zmierzy¢
40
© 35
g 30
c
2 25
- 01 M NaCl
g 20
2 mO0,1 M NaCl
® 15
2
£ 10
i
-7 4 -1 +2 Catkowity tadunek
CCCCTTTT XCCCTTTT XXCCTTTT XXXCTTTT XXXXTTTT
CXCCTTTT CXXCTTTT  CXXXTTTT
CCXCTTTIT CCXXTTTT XCXXTTTT
CCCXTTTT XCXCTTTT  XXCXTTTT
CXCXTTTT
XCCXTTTT

Wykres 5. Srednie temperatury topnienia struktury dwuniciowej d(AAAAGGGG) z elementami biblioteki
d(XXXXTTTT) w 0,1 M NacCl, gdzie X = dC lub dC*; w przypadku dwoch modyfikacji (q = -1)
podano Tm podkreslonego oligomeru; X = dC*P
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Celem sprawdzenia wplywu obecnos$ci sprotonowanego tancucha poliaminowego na
tworzenie struktury dupleksowej wybratam jeden z poliaminooligonukleotydow biblioteki
tworzacych najtrwalszy kompleks z d(AAAAGGGG). Byl to jeden z oligomerow
posiadajgcych jedng modyfikacje¢ poliaminowg: d(CXCCTTTT) (D2), X = dC*®. Zmieszatam
poliaminooligonukleotyd D2 2z réwnomolowa iloscig niemodyfikowanego oligomery
d(CCCCTTTT). Przeprowadzilam pomiar temperatury topnienia analogicznie jak w
przypadku elementéw biblioteki kombinatorycznej d(X4T4) z komplementarnym oligomerem
d(AsG4). W wyniku powyzszego eksperymentu nie obserwowatam tworzenia si¢ kompleksu.

W  zwigzku ze zrdéznicowaniem temperatur topnienia dupleksow z dwiema
modyfikacjami poliaminowymi — obserwowatam zaréwno efekt stabilizujacy, destabilizujacy
jak 1 brak wptywu na trwato$¢ komplekséw - postanowitam blizej zbada¢ wpltyw obecnosci
dwoch reszt sperminy w strukturze dwuniciowe;.

Aby zbada¢ wplyw obecnosci dwoch i czterech reszt poliaminowych w tancuchu
oligomeru skladajacego si¢ réwniez z o$miu jednostek nukleotydowych, zaprojektowatam
sekwencje¢ tak, ze oligomer posiadal powtorzenie sekwencji ACGT. Otrzymany oligomer
d(ACGTACGT) jest oligonukleotydem autokomplementarnym. Zsyntetyzowatam
nastepujace  oligomery; d(ACGTACGT) (A) 1 modyfikowane resztg sperminy:
d(ACPGTACGT) (B) oraz d(AC*GTAC®GT) (C) posiadajagce w uktadzie dwuniciowym
odpowiednio dwie i cztery modyfikacje poliaminowe. Topnienie analizowatam réwniez w
roztworach o stezeniu 0,1 i 1 M NaCl (tabela 6, wykres 6). Obecno$¢ jednej modyfikacji
dC*® w oligomerze B (a w uktadzie dwuniciowym BB dwoch modyfikacji) prowadzita do
powstania dupleksu o nizszej trwatosci. W omawianym przypadku modyfikacje poliaminowe
byly w dwoch réznych tancuchach oligonukleotydowych. Takie uktady nie byly wczesniej
przez nas badane. Destabilizacja moze wynikaé czgsciowo z odpychania si¢ sprotonowanych
dwoch reszt sperminy znajdujacych si¢ w strukturze dupleksu. W przypadku oligomeru C, z
dwiema modyfikacjami poliaminowymi, nie powstaje kompleks dwuniciowy CC w
warunkach pomiarowych. Prawdopodobnie lezace naprzeciw siebie sprotonowane grupy
poliaminowe odpychaja sie, do tego stopnia, ze nie tworzy si¢ kompleks. Nietworzenie si¢
kompleksu lub destabilizacja w omawianych modelach (biblioteka kombinatoryczna d(XaT4) i
autokomplementarne oligomery) moga by¢ spowodowane przez rézne czynniki. Na obecnym
etapie badan dane te sg zbyt fragmentaryczne, aby mogty postuzy¢ jako punkt wyjsciowy dla

glebszych spekulacji.
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Wykres 6. Temperatury topnienia autokomplementarnych oligomerow: niemodyfikowanego oligomeru i
posiadajacych jednostki modyfikowane sperminy (dC)

Tabela 6. Pomiar temperatur topnienia strukturu dwuniciowej oligonukleotydu autokomplementarnego

(X=C%)

symbol L.m.| Sekwencja | dGiw37°C Tmy dG2 w 37°C Tmz Stezenie

(5-3) (kcal / mol) | (°C,1x104M) | (kcal/mol) | (°C,1x104M) | NaCl
AA |0 |ACGTACGT | -6,9240,09 451 -7,18+0,04 447 1M
BB |2 |AXGTACGT | -4,89+0,08 30,6 -4,82+0,01 30,0 1M
CC |4 AXGTAXGT nie udato si¢ zmierzy¢ 1M
AA |0 |ACGTACGT | -6,0740,19 40,5 -5,89+0,03 38,7 0,1M
BB |2 |AXGTACGT | -5,14+0,04 33,0 -5,06+0,06 32,7 0,1M
CcC |4 AXGTAXGT nie udato si¢ zmierzy¢ 0,1 M

L.m. — liczba modyfikacji poliaminowych w strukturze dwuniciowej

Podsumowujac powyzszy rozdzial stwierdzitam, ze trwato$¢ kompleksow elementow
biblioteki kombinatorycznej d(X4T4), gdzie X =dC Ilub dC*®, z komplementarnym
oligomerem d(A4T4) dla jednej modyfikacji dC*® powoduje wzrost trwalosci struktury
dwuniciowej. W przypadku dwoch modyfikacji obserwowatam zaréwno stabilizacje,
destabilizacje jak i brak wplywu na trwalo$¢ kompleksu. Trzy modyfikacje destabilizowaty,

natomiast cztery uniemozliwialy tworzenie si¢ dupleksu. W przypadku trzech 1 czterech
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modyfikacji w bliskim sgsiedztwie w tancuchu oligomeru prawdopodobnie moze dochodzié¢
do silnego odpychania obdarzonych tadunkiem dodatnim reszt sperminy, a w konsekwencji
przyjmowania przez poliaminooligonukleotyd konformacji niekorzystnej dla utworzenia
kompleksu dwuniciowego.

Na podstawie pomiaru temperatur topnienia nie mozna stwierdzi¢ oddzialywan
niespecyficznych wywotanych obecnos$cig jednej sprotonowanej reszty sperminy w tancuchu
oligonukleotydowym. Nie obserwowatam tworzenia si¢ kompleksu po zmieszaniu w
rownomolowych  iloSciach ~ modyfikowanego  oligomeru  d(CC®CCTTTT) z
niekomplementarnym oligomerem d(CCCCTTTT).

Obecno$¢ np. dwoéch modyfikacji w jednym tancuchu struktury dwuniciowej moze
wykazywa¢ odmienny wplyw niz umieszczenie pojedynczych modyfikacji w dwoch
fancuchach (oligomer autokomplementarny z jednag modyfikacjg). W tym przypadku moze
dochodzi¢ do odpychania dwoch tancuchéw, natomiast, jesli modyfikacje sa umieszczone w
jednym tancuchu oligonukleotydowym prawdopodobnie dochodzi do zmiany konformacji

tego tancucha.

3.5. Analiza trwatosci struktury trypleksowej DNA z wykorzystaniem
oligonukleotydéw i poliaminooligonukleotydow

Badania przeprowadzone wcze$niej w Pracowni Chemii Biokunigatow [184, 185]
dotyczyly poszukiwania sekwencji oligonukleotydow zdolnych do tworzenia kompleksu z
dwuniciowa sekwencja DNA promotora ludzkiego genu receptora epidermalnego czynnika
wzrostu (HER2) [186]. W pracach tych [184,185] zostala wykorzystana rozproszona
biblioteka kombinatoryczna oligonukleotydow (SOCL) zawierajaca 15-oligonukleotydowy
ciag dG lub T (rys. 15).

starter sensowy starter odwrotny

|

T
5" atccaatctctccacatctctatactatcatcaccKKKKKKKKKKKKKKK ctcactcacttccattccac 3'

starter sekwencyjny SOCL
GlubT=K

Rys. 15. Schemat SOCL z 15-nukleotydowym fragmentem randomizowanym dG i T
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Wérod elementéw biblioteki SOCL  sktadajacej sie z 2 = 32768 roznych
oligonukleotydéow znajdowat si¢ takze oligonukleotyd o sekwencji kanonicznej, zdolny do
tworzenia kompleksu z HER2. Sekwencja HER2 zostata wbudowana w znakowang sonde o
dhugosci 33 nukleotydow (HER2PIN2) 1 wykazano, ze kanoniczny oligomer
d(GGTGGTGGTTGTGGT) przytaczony do podloza stalego moze oddziatywaé z nig
(rys. 16).

HER2PIN2

5’ ggtggtggttgtggt_/\/\ @

Rys. 16. Tworzenie trypleksu z wykorzystaniem rozproszonej biblioteki kombinatorycznej oligonukleotydow
(SOCL) i znakowanej sondy HER2PIN2

Przeprowadzono selekcje oligonukleotydow sposrod oligomerow tworzacych
rozproszong kombinatoryczng biblioteke oligonukleotydowa (SOCL). W czasie selekcji
biblioteki kombinatorycznej sonda HER2PIN2 znaleziono pigtnascie elementow biblioteki
(tabela 7) tworzacych z nig silne kompleksy w warunkach sprzyjajacych tworzeniu
trojniciowych DNA. Wsrod tych oligonukleotydow byl rowniez oligomer o sekwencji
kanonicznej 10.

Zsyntetyzowano wszystkie 15-mery wyselekcjonowane i ,,0dczytane” z biblioteki
SOCL. Wykonano analiz¢ PAGE na Zelu natywnym ich kompleksow z sonda HER2PIN2.
Warunki analizy elektroforetycznej byty tak dobrane, aby sprzyjaty tworzeniu struktur
trypleksowych. Wszystkie oligonukleotydy (1-15) tworzyly bardzo trwate kompleksy z
HER2PIN2. Analiza ta nie ujawnita zadnych réznic w zdolnosci do tworzenia kompleksu
pomiedzy wyselekcjonowanymi 15-merami (rys. 17). Z tego wzgledu wykonano roéwnolegle
analiz¢ poszczegdlnych aktywnych sekwencji z HER2PIN2 w systemie BlAcore (ang.

Biospecific Interaction Analysis). Zastosowana technologia BIAcore [193-195] jest oparta
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na zasadzie analizy powinowactwa i _ o
Tabela 7. Wyselekcjonowane elementy biblioteki

obrazuje oddziatywania dwoch lub tworzace trypleks z HER2PIN3
wiecej biomolekut w rzeczywistym idealna GGTGGTEETTGTGET
No 1/15 TTTGEECTTTEEETTT
czasie, bez koniecznosci ich No 2715 TETETTTTTETTETE
. No 3715 GETTETTGETEGTETT
znakowania. No 4/15 TTETETCGETEETTS
Detekcja sygnatu oparta jest na He Si15 LOTTTOTSOTGTETT
No 6/15 TTGETTTGETTETTS
No 8/15 TTTGEETTTCEETTS
powierzchniowego rezonansu No 9/15 GGGTCTCGGETEGETE
No 10/15 GeTEETEETTETEET
plazmowego (ang. optical phenomen of No 11/15 GTTGETEGETTTTTTG
No 12/15 TTEETTEETTTTETT
surface plasmon resonance — SPR). No 13/15 TGGETETGEETTGTT
. . No 14/15 TETTETETTECETTET
Sygnal rezonansu mierzy si¢ na No 15715 T NS AT

powierzchni cienkiej blony metalowej

w warunkach catkowitej] wewnetrznej refrakcji $wiatta. Przedmiotem pomiaru sg réznice
wspotczynnika refrakcji. Zmiany te sg bezposrednio zalezne od zmian st¢zenia badanych
kompleksow na badanej powierzchni. Przeprowadzenie analizy BlIAcore polega na
immobilizacji jednego z oddziatlywujacych reagentow (w tym przypadku sondy HER2PIN2)
na dekstranowej matrycy plytki sensorowej stanowigcej powierzchni¢ obszaru
mikroprzepltywu. Nastepnie poddawana jest proba zawierajgca drugi reagent. Kazda zmiana
stezenia na powierzchni immobilizowanej matrycy dekstranowej zmienia wspdtczynnik
refrakcji, jest wykrywana jako tzw. sygnat SPR. Jest ona wyrazana w tzw. jednostkach
rezonansu (ang. resonance units — RU). Na podstawie tej analizy mozna bylo oszacowac

ilosciowo trwalos¢ otrzymanych kompleksoéw (tabela 8).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 HER2PINZ
S g

—
+ HER2PIN2

warunki niedenaturujace

Rys. 17. Analiza PAGE na Zelu natywnym 15-stu elementéw aktywnych SOCL z sondg HER2PIN2
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Chcac blizej przyjrze¢ si¢ otrzymanym strukturom postanowitam przeprowadzié
pomiary trwato$ci tworzonych komplekséw z wykorzystaniem spektrometrii w ultrafiolecie.
W tym celu zmieszatam z osobna kazdy sposréd 15-merow (T1-T15) z rbwnomolowg iloscia
nieznakowanej sondy HER2PIN2 tak, aby stezenie kazdego oligomeru wynosito 1 uM.
Wyznaczytam dla tego st¢zenia, z wartos$ci pierwszej pochodnej, temperaturg topnienia.
Wykorzystatam  pietnastomery, zawierajace  sekwencje  wybrane z  biblioteki
kombinatorycznej jako zdolne do tworzenia kompleksu z sondg HER2PIN2, zawierajaca
sekwencj¢ promotora ludzkiego epidermalnego czynnika wzrostu (HER?2).

Mimo, ze na podstawie analizy BIAcore i PAGE stwierdzono tworzenie si¢ trwatych
kompleksow [184], podczas pomiaru temperatury topnienia nieznakowanej HER2PIN2 z
pigtnastomerami odnotowatam tylko jedng warto$¢ temperatury topnienia. Mozna bylo

wyznaczy¢ tylko jeden zakres topnienia

ok. 80 °C. Przvkiado kr Tabela 8. Analiza }_?u_IAcore wynikow hybr_ydyzacji 15-stu
zy Wa Zywa sekwencji z HER2PIN2 (RU - jednostka rezonansu)

topnienia  przedstawia  wykres 7.

Doswiadczenia  topnienia  struktury

Numer sekwencji RU
szpilkowej HER2PIN2 wykazaty, ze jej ? 12:
topnienie ma miejsce wlasnie w 15 150
temperaturze 80 °C. Pojawia si¢ wigc 130 i:?
pozorna rozbiezno$¢ pomiedzy 12 139
wynikami  analiz  przeprowadzonych 184 112
poprzednio — selekcja SOCL, PAGE, 152 i;i
BlAcore —a wynikami pomiaru topnienia 11 88
kompleksu dwuskladnikowego: z 2;
pentadekamer-HER2PIN2. Uwazam, Ze z i

sprzeczno$¢ ta jest pozorna i przemawia
raczej za utworzeniem bardzo trwalego kompleksu, ktory rozpada si¢ dopiero, gdy
rozpleceniu ulega dwuniciowa struktura szpilkowa HER2PIN2.

Otrzymany wynik sktonit mnie do postawienia pytania, czy badane kompleksy
rzeczywiscie tworza struktury trypleksowe. Jesli tak, to czy obecno$¢ struktury szpilkowe;j

zmienia zdecydowanie trwato$¢ tych trypleksow.
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WyKkres 7. Krzywa topnienia oraz pierwsza pochodna struktury szpilkowej HER2PIN2 i T9

Analizujac powyzszy problem natrafitam na prace Koola i wspolpracownikow

poswigcone kompleksom trypleksowym [180, 196]. Pozwolily mi one spojrze¢ na badany

przez nas uktad w nowy sposob. Kool 1 jego wspdtpracownicy [196] wykorzystali do badan
trypleksow uklad dwuczasteczkowy, sktadajacy sie z krotszego oligonukleotydu i ponad
dwukrotnie dtuzszego oligomeru. Krotszy oligomer byt komplementarny do fragmentu
dtuzszego oligomeru tak, ze pozostaly fragment nieckomplementarny dtuzszego oligomeru, z
zalozenia, tworzyl struktur¢ szpilkowa, a zarazem stanowil trzeci lancuch trypleksu. Dla
takiego kompleksu autorzy nie obserwowali niskotemperaturowego topnienia trypleksu.
Natomiast dla tych samych sekwencji w uktadzie trojniciowym rejestrowali osobno topnienie

struktury trypleksowej i dupleksowej. Autorzy doszli do wniosku, ze zastgpienic w

trypleksowe;j strukturze uktadu trojsktadnikowego ukladem dwusktadnikowym prowadzi do
znacznej stabilizacji trypleksu.

Rys. 18. Uktady dwusktadnikowe wykorzystane do badan trypleksow: A —w zespole Koola; B — w Pracowni
Chemii Biokoniugatow IChB PAN i przedstawiony w niniejszej pracy;
----- - system oddziatywan Hoogsteena,

----- - oddziatywania typu Warsona — Cricka.
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Poréwnujac badania Koola i wspdlpracownikow z problemem badanym przez nas
(rys. 18) dosztam do wniosku, ze obydwie badane struktury sa topologicznie prawie
identyczne. Roéznica dotyczy jedynie potaczenia dwoch z trzech nici skladowych. W
przypadku badanym przez Koola potaczone (3°—5’) s3: jedna z nici podwdjnej helisy z nicig
przytaczong systemem oddzialywan Hoogsteena do helisy dupleksu. W badanym przez nas
przypadku potaczone sg nici heliakalnego dupleksu (HER2PIN2). Tym niemniej mozna moim
zdaniem uzna¢ takie uktady za bardzo podobne 1 oczekiwa¢ podobnych wilasciwosci, a w
przyblizeniu nawet uzna¢ uktady za identyczne.

Uktad przedstawiony przez Koola oraz badane przeze mnie kompleksy tworza
struktury bardzo trwate. A zatem aby ostabi¢ oddziatywania wywotane obecnos$cig struktury
szpilkowej (rys. 19), ,,rozcietam” ja, i dodatam po trzy jednostki nukleotydowe odpowiednio
na 3’- i 5’-koncu zgodnie z naturalng sekwencja znaleziong w genomowym DNA [186]

(rys. 20).

[tCCTCCTCCTTCTCCT 3t

tGGAGGAGGAAGAGGA 5’

Rys. 19. Nieznakowana HER2PIN2 wykorzystana do pomiarow temperatury topnienia

Okazalo sie, ze dla takich uktadéw mogltam zaobserwowaé tworzenie si¢ trypleksow z
o$mioma z 15-stu pigtnastomerow (tabela 9). Oligomer T9 tworzyt najtrwalszy kompleks
(trypleks) podczas pomiaru temperatury topnienia, jak i analizy BIAcore [184]. Krzywa
topnienia HER2 i T9 przedstawia wykres 8.

5’- CAC AGG AGA AGG AGG AGG TGG -3’
3'-GTG TCC TCT TCC TCC TCC ACC -5’

Rys. 20. Sekwencja HER2 wykorzystana do pomiaréw temperatury topnienia
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Wykres 8. Krzywa topnienia oraz pierwsza pochodna struktury dwuniciowej HER2 i T9
Tabela 9. Temperatury topnienia trypleksow 2’-deoksyoligonukleotydow z HER2
Sekwencja oligonukleotydu Catkowita Homologia w Tmj4 Tm;
(5°-3) homologia [%] miejscu (°C, 1 uM) | (°C, 1 uM)
dopasowani [%]
T1 ITTGGG TTT GGG TTT 61 68 - 71,1
T2 |GTGTTGTTTTTIGTGT 80 80 - 70,2
T3 |[TTGTGT GGT TGT TGG 68 73 17,3 71,7
T4 |GTT GGT GGG TGT GTT 64 73 14,6 71,8
T5 |TTTTGT GGT GTT TGT 75 80 - 71,1
T6 |[GTTGTTGGTTTGGTT 70 80 - 71,7
T7 |GGG TGTTGG TGT TGG 80 80 18,6 70,8
T8 |GTTGGGTTTGGGTTT 58 71 - 71,8
T9 |GTGGTG GGG TGT GGG 66 80 31,0 70,2
T10 |GGT GGT GGT TGT GGT 100 100 14,1 70,3
T11 |GTTTTTTGGTGGTTG 68 73 15,0 69,9
T12 [TTGTTTTGGTTG GTT 75 75 - 71,5
T13 [TTGTTG GGT GTG GGT 61 68 7,9 71,4
T14 |TGTTGG TTG TGT TGT 70 70 - 70,1
T15 |[GTT TGT GGG TGT GGG 75 75 21,7 69,7
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Postanowitam wykorzysta¢ modyfikacje poliaminonukleozydowe do zbadania dwoch
sposrod badanych kompleksow trypleksowych. Wybratam sekwencje oligomerow T9 i T10.
Przy wyborze kierowatam si¢ faktem, ze oligonukleotyd T9 wykazywat najwickszg stabilno$¢
formy trypleksowej (Tm=31,0°C). Kompleks oligomeru T10 byl mniej stabilny
(Tm=14,1°C), cho¢ to wiasnie ten oligonukleotyd ma sekwencj¢ kanoniczng do sekwencji
HER2. Postanowitam wprowadzi¢ po jednej modyfikacji poliaminowej do sekwencji T9 i
T10. Wykorzystatam do tego celu pochodng spermino-2’-deoksyguanozyny (dG*) i
sperminotymidyny (T*). W wybranych sekwencjach modyfikacje poliaminowe umieszczone

byly w réznych pozycjach, blisko 3’- lub 5’-konca, albo posrodku (tabela 10).

Tabela 10. Temperatury topnienia trypleksow z tancuchem poliaminooligonukleotydowyn

Sekwencja oligonukleotydu Tmq (°C, 1 pM) | Tm2 (°C, 1 uM)
(5-3)
T9 |GTG GTG GGG TGT GGG 31,0 70,2
T9a |GPTG GTG GGG TGT GGG 29,5 69,8
T9b |GTPG GTG GGG TGT GGG 29,6 70,9
T9c |GTG GTG GGG TGT GGG 31,8 71,7
T9d |GTG GTG GGG T**GT GGG 27,7 71,3
T9%e |GTG GTG GGG TGT GGG 28,0 70,4
T10 |GGT GGT GGT TGT GGT 14,1 70,2
T10a | G*’GT GGT GGT TGT GGT 24,0 71,5
T10b | GGT GGT GG*PT TGT GGT 19,6 70,8
T10c |GGT GGT GGT** TGT GGT 9,6 70,0
T10d |GGT GGT GGT TGT GG*FT 26,5 70,2

Z doniesien literaturowych wynika, ze spermino-2’-deoksyguanozyna stabilizuje
kanoniczne struktury trypleksowe [179]. Réwniez moje badania potwierdzily te informacje.
W trypleksach HER2 z komplementarnymi oligomerami (T10a,b,d) posiadajacymi
modyfikacje spermino-2’-deoksyguanozynowa zaobserwowatam wzrost temperatury
topnienia (wykres 9). Stabilizacja jest wigksza, jesli modyfikowana spermino-2’-
deoksyguanozyna znajduje si¢ blisko 3’-konca lub na 5’-koncu oligonukleotydu (ATm

ok. 10 °C). Umieszczenie modyfikacji dG*® posrodku tancucha oligonukleotydu rdéwniez
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stabilizowalo strukture trypleksowa, ale w mniejszym stopniu. Zmiana temperatury topnienia
wynosita ok. 5 °C.

Woprowadzenie do kanonicznej sekwencji T10 jednostki sperminotymidyny (T),
wczesniej niewykorzystywanej do badan struktur trypleksowych, spowodowato destabilizacje
struktury trypleksowej: ATm ok. -5 °C (wykres 9).

Okazato sie, ze w trypleksie HER2 z komplementarnym oligomerem T10 obecno$¢
sperminotymidyny wyraznie destabilizuje struktur¢ trojniciowg. Temperatura topnienia
trypleksu HER2 z T10c jest 0 4,5 °C nizsza niz dla niemodyfikowanego oligonukleotydu
T10. Jesli modyfikacja sperminowa znajdowata si¢ w sgsiednim potozeniu do T** (G*)
obserwowatam wzrost temperatury topnienia trypleksu (HER2-T10b) 0 5,5 °C w poréwnaniu

z trypleksem niemodyfikowanym.

30

26,5

25 | 24,0

19,6
20

15 | 14,1

9,6
10 1

Temperatura topnienia

10 10a 10b 10¢c 10d

Wykres 9. Temperatury topnienia struktury trojniciowej HER2 i oligonukleotydow o komplementarne;j
sekwencji T10 posiadajacych modyfikacje poliaminowe

Analiza trypleksu HER2:T10c pozwala wyciggna¢ wnioski na temat wplywu
modyfikacji poliaminowej w potozeniu 5 tymidyny w antyrownoleglej aranzacji trypleksu.
Taki wlasnie charakter ma badany przeze mnie trypleks HER2-T10. Jesli spojrzymy na
schemat triady G®ap*G:C =z wudzialem reszty 5-sperminotyminowej w aranzacji
antyrownolegltej (rys. 21), to wida¢, ze tancuch sperminy znajduje si¢ w odmiennym
potozeniu niz w przypadku reszty sperminy w triadzie G®ap*G:C. Z tak pobieznej analizy

trudno okresli¢ polozenie reszty sperminy doktadniej. W tej sytuacji nie dziwi fakt, ze i
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wpltyw sperminy okazuje si¢ destabilizujacy w przypadku trypleksu o aranzacji
antyréwnolegltej. Oligonukleotyd T10, a wigc takze T10c, moze utworzy¢ kompleks
trypleksowy z dupleksem HER?2 tylko w aranzacji antyréwnolegle;j.

Wplyw modyfikacji poliaminowej w potozeniu 5 reszty tyminy moze by¢ jednak
odmienny, jesli bedziemy analizowali kompleks trojniciowy w aranzacji rownoleglej. W
triadzie T*p*A:T, reszta poliaminowa znajdzie si¢ w potozeniu bardzo zblizonym w sytuacji
w triadzie G®ap*G:C (rys. 21), w ktorej obserwuje si¢ silny wplyw stabilizujgcy poliaminy.
Mozna przewidywaé, ze jesli sekwencja oddzialujacych tancuchow bedzie narzucala
aranzacj¢ rownolegla w trypleksie, to modyfikacja poliaminowa T*® bedzie wyraZnie
stabilizowala strukture. Hipoteze powyzsza nalezy oczywiscie podda¢ weryfikacji.

W przypadku komplekséw HER2 z modyfikowanymi niekanonicznymi oligomerami
T9a-e nie obserwowalam roznic temperatury topnienia otrzymanych kompleksow, zarowno
dla oligonukleotydow z dG*®, jak i T®. Obecno$¢ modyfikacji poliaminowych w
niekanonicznym oligomerze T9 nie ma wplywu na trwalo§¢ struktury trojniciowe;j

(wykres 10). Stad wniosek, ze struktura ta ma inny charakter niz kanoniczny trypleks.
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Rys. 21. Modele kanonicznych struktur trypleksowych pochodnych dG* i T*P
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Wykres 10. Temperatury topnienia struktury trojniciowej HER2 i oligonukleotydami o niekanonicznej
sekwencji T9 posiadajacych modyfikacje poliaminowe

Na podstawie badan opisanych powyzej mozna sadzi¢, ze oligomery T9 i T10 tworza
z dupleksem HER2 kompleksy o odmiennej budowie, cho¢ ich trwatos¢ jest zblizona.

Badania te  wskazaly moim zdaniem jeszcze jedng wazna ceche
poliaminooligonukleotydéw. Poliaminooligonukleotydy moga stuzy¢ do strukturalnego
,sondowania” komplekséw kwasow nukleinowych. Wprowadzenie modyfikacji pozwala
odrozni¢ typowe struktury dupleksowe i trypleksowe od innych, niekonwencjonalnych.
Badanie komplekséw z udziatem poliaminooligonukleotydéw moze by¢ bardzo dobrym
zrodtem informacji poprzedzajacym szczegdtowe badania strukturalne.

Podsumowujac badania dotyczace struktur trypleksowych sklaniam si¢ do

nastgpujacych wnioskow:

& Kompleksy powstale z pietnastoma oligonukleotydami, ktorych sekwencije
zostaly znalezione z biblioteki kombinatorycznej zawierajacej ponad 32 tysigce
elementow, tworzag bardzo trwale kompleksy ze strukturg szpilkowa

HER2PINZ2.

& Otrzymane kompleksy nie ulegaja topnieniu w nizszych temperaturach

typowych dla kompleksow trojniciowych.

% Wykorzystanie modyfikowanych poliaminooligonukleotydéw pozwolitlo na
stwierdzenie odmiennego charakteru tworzonych komplekséw kanonicznych i

niekanonicznych. Poliaminooligonukleotydy moga znalez¢ zastosowanie w
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badaniach wstepnych, podczas okreslania struktury danego kompleksu,
poprzedzajacych szczegotowe badania strukturalne. Szczegdlnie uzyteczne
moga by¢ obserwacje, ze modyfikacja dG® stabilizuje struktur¢ kanoniczng

trojniciowa, a T*P destabilizuje.

3.5.1. Dalsze perspektywy badania kompleksu HER2

Opisane przeze mnie badania komplekséw HER2 z oligonukleotydami wybranymi z
biblioteki kombinatorycznej 15-meréw dG/T pokazaly, ze kompleksy te sa
najprawdopodobniej inne niz kanoniczne struktury trypleksowe. Badania poréwnawcze
kompleksu HER2:T10 i HER2-T9 wskazujg inng struktur¢ tego ostatniego kompleksu,
chociaz jest on trwalszy niz kanoniczny kompleks HER2-T10. By¢ moze warto w przysztosci
przeprowadzi¢ bardziej szczegdlowe badania strukturalne tego kompleksu za pomoca np.
spektroskopii NMR. Wydaje si¢, ze mozna byloby je poprzedzi¢ badaniami z wykorzystaniem
modyfikacji o wiasciwosciach fluorescencyjnych. Wprowadzenie sondy fluorescencyjnej i
sondy wygaszajacej fluorescencje, mogloby ulatwi¢ rozwigzanie struktury kompleksu
HER2:T9. Podobne badania przeprowadzit Darby i inni [197]. Do badania struktur
dupleksowych, trypleksowych i kwadrupleksowych wykorzystali oni oligonukleotydy
znakowane resztami fluorescencyjnymi i wygaszajacymi fluorescencje. Kiedy obie
modyfikacje znajdowaty si¢ w bliskim sgsiedztwie dochodzilo do wygaszania fluorescenc;ji.
Roézne rozmieszczenie sond w kompleksach pozwolitoby na blizsze okreslenie badanej
struktury. Mam nadziej¢, ze podobne badania uda si¢ zrealizowa¢ w przysziosci w IChB

PAN.
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4. PODSUMOWANIE

W prowadzonych przeze mnie badaniach zajmowatam si¢ dwoma zagadnieniami:

syntezg chemiczng i badaniem wilasciwosci poliaminooligonukleotyddw.

©

Opracowalam syntez¢ prekursorow poliamino-2’-O-metylorybonukleozydow dla
adenozyny 1 cytydyny. Reakcje metylowania prowadzitam na nieblokowanych
nukleozydach. Jako czynnik metylujacy wybratam diazometan, mimo tworzenia si¢
dwoch izomeréw: 2°-O-metylo i 3’-O-metylonukleozydéw. Mieszaning izomerow
poddatam reakcji z odczynnikiem Markiewicza [21]. Grupa TIPDSi w przypadku 2’-
O-metylowanego izomeru przytacza si¢ do funkcji 5°- i 3’-hydroksylowych, natomiast
w pochodnej 3’-O-metylowanej sililowaniu ulegta tylko pozycja 5°-OH. Przez
zastosowanie wspomnianej blokady otrzymatam pochodne, ktére mogltam tatwo
oczysci¢ z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej. Otrzymane zwigzki
przeprowadzitam w odpowiednie prekursory, wprowadzajac pierScien triazolowy w
pozycje N-6 pochodnej adenozyny i1 grupe p-toluenosulfonowa w pozycji N-4
pochodnej cytozyny. Z 5’-O-dimetoksytrytylowych prekursorow otrzymatam

pochodne poliaminowe, a nast¢pnie ich 3’-amidofosforyny.

Zoptymalizowalam syntezy poliamino-2’-deoksynukleozydow i1 3’-amidofosforyndéw
dla wszystkich czterech 2’-deoksynukleozydow przedstawionych w pracy doktorskiej
Przemystawa Godziny [183]. Szczegdlng uwage poswiecitam reakcji utleniania
3’,5’-di-O-acetylotymidyny  do  5’-formylo-3°,5’-di-O-acetylo-2’-deoksyurydyny.
Wykonatam liczne eksperymenty majace na celu poprawienie wydajno$ci, zmieniajac
miedzy innymi nastepujace czynniki: czas reakcji, rodzaj rozpuszczalnika oraz
obecnos$¢ dodatkowego katalizatora. Grypa formylowa bierze udziat podczas reakcji

przytaczania poliaminy tworzac zasade Schiffa. Proby poprawienia wydajnos$ci przez
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zmian¢ rozpuszczalnika, wprowadzenie katalizatora przeniesienia fazowego (np.:
siarczanu tetrabutyloamoniowego lub soli sodowej kwasu p-toluenosulfonowego) nie

przyniosty oczekiwanych rezultatow.

Z uzyskanych amidofosforynéw otrzymatam poliamino-2’-deoksyoligonukleotydy,
ktére wykorzystatlam do badania wlasciwosci  poliaminooligonukleotyddw.
Zsyntetyzowatam roéwniez modelowe oligonukleotydy posiadajace jednostki

poliamino-2’-O-metyloadenozyny lub poliamino-2’-O-metylocytozyny.

Zastosowanie poliaminooligonukleotydow np.: w terapii antysensowej i antygenowej

wymaga przeprowadzenia licznych badan, miedzy innymi: trawien enzymatycznych i

pomiaru  trwalo$ci  termodynamicznej  kompleksow  zawierajacych  jednostki

poliaminonukleotydowe.

©

Prowadzitam badania wptywu modyfikacji sperminy zasad nukleinowych DNA na
ewentualne zwigkszenie trwatosci modyfikowanych DNA podczas hydrolizy za
pomoca enzymow nukleolitycznych. Do trawien enzymatycznych wykorzystatam
zarbwno egzonukleazg trawigca oligonukleotydy od konca 5', fosfodiesteraze |
(PDEI) z jadu weza, jak i hydrolizujaca od konca 3', fosfodiesterazg Il (PDE Il) ze
sledziony wotowej. Stwierdzitam czesciowy efekt ochronny niektorych modyfikacji,
cho¢ jest on stosunkowo niewielki 1 nie ma znaczenia praktycznego takiego jak np.

modyfikowanie wigzania internukleotydowego.

Okreslitam  trwato§¢  dupleksow  utworzonych z udzialem poliamino-2’-
deoksyoligonukleotydow badanych wcze$niej metodami chemii kombinatoryczne;j
[108,183]. Pomiar temperatury topnienia wykonatam dla  biblioteki
kombinatorycznej oktameru randomizowanej w czterech pozycjach pochodnymi 2’-
deoksycytydyny lub poliamino-2’-deoksycytydyny (dC*). Kazdy element biblioteki
zostat osobno zsyntetyzowany 1 poddany hybrydyzacji z komplementarnym
oligonukleotydem. Oligomery z jedng, dwiema 1 trzema modyfikacjami tworzyty
struktury dwuniciowe. Stwierdzitam silnie stabilizujacy wplyw jednej modyfikacji
sperming na trwato$§¢ struktur dupleksowych. Oligomery zawierajace dwie
modyfikacje wykazujg efekt albo stabilizujacy albo destabilizujgcy albo nie wplywaja
na trwato$¢ dupleksu. Obecnos¢ trzech modyfikacji powodowata destabilizacje

dupleksu. Wyraznie widoczny jest jednak wpltyw stabilizujacy trzech modyfikacji dC*
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w roztworze o nizszym stezeniu soli (0,1 M NaCl). Ten wzrost trwatosci kompleksow
jest zgodny zaréwno z obserwacjami analizy calej biblioteki kombinatorycznej, jak i z
kationowym charakterem poliaminooligonukleotydow. Oligonukleotyd z czterema
modyfikacjami poliaminowymi nie tworzyl struktury dupleksowej. Powyzsze
eksperymenty pokazaly zasadno$¢ stosowania bibliotek kombinatorycznych podczas

badania trwatosci duplekséw modyfikowanych oligonukleotydow.

G Przeprowadzitam badania trwatos$ci struktur trypleksowych DNA na podstawie
pomiaru temperatury topnienia metoda UV. Do analizy struktury trypleksowej
oligonukleotydow wykorzystatam pigtnastomery zdolne do tworzenia kompleksu z
dsDNA zawierajacym sekwencj¢ promotora ludzkiego receptora czynnika wzrostu
(HER2) [186]. Sekwencja ta byta ,,wpisana” w jednoniciowy nieznakowany tancuch
tworzacy strukture szpilkowa HER2PIN2, a takze jako element dwuniciowy HER2.
Zbadatam oddzialywania pigtnastu oligomerow wyselekcjonowanych za pomoca
znakowanej HER2PIN2 z biblioteki kombinatorycznej sktadajacej si¢ z ponad 32
tysigcy elementow (32678) [184, 185]. Powstate kompleksy pigtnastu oligomerow z
nieznakowang HER2PIN2 okazaly si¢ bardzo trwale. Kompleksy te nie ulegaly
topnieniu w niskich temperaturach typowych dla tryplekséw trojniciowych. Aby
ostabi¢ oddziatywania wywotane obecnosciag struktury szpilkowej, ,,rozcigtam” ja i
dodalam po trzy jednostki nukleotydowe na 3’- i 5’-koficu zgodnie z naturalng
sekwencja znaleziong w genomowym DNA, otrzymujagc dwuniciowy kompleks
HER?2. Trojsktadnikowe kompleksy sktadajace si¢ z HER2 1 15-merow wykazywaly

niskotemperaturowy efekt topnienia.

N Wykonatam réwniez analize trwatosci struktury trypleksowej z wykorzystaniem
poliamino-2’-deoksyoligonukleotydow. Trwalo$¢ otrzymanych struktur ocenitam na
podstawie pomiaru temperatury topnienia metodg UV. Do analizy poréwnawczej
wykorzystatam sekwencje T10 tworzaca kanoniczny trypleks z sekwencja HER2 oraz
sekwencje T9 tworzaca najtrwalszy kompleks o nieznanej strukturze z dwuniciowa
HER2. Uzyte poliaminooligonukleotydy posiadaty po jednej modyfikacji
poliaminowej: albo spermino-2’-deoksyguanozyng¢ (dG*®) albo sperminotymidyne
(T*P). Okazato sig, ze obecno$¢ sperminotymidyny destabilizuje kanoniczng strukture
trypleksowa o aranzacji antyréwnoleglej. Moje badania potwierdzity efekt

stabilizujagcy  jednostki ~ spermino-2’-deoksyguanozynowej.  Wykazatam, zZe
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modyfikacje poliaminowe, dG*® jak i T*", nie wptywajg na trwato$¢ niekanonicznego
trypleksu HER2 z oligomerem T9. Trypleks powstaly z HER2 i niekomplementarnego
oligonukleotydu T9 musi mie¢ odmienng natur¢ niz trypleks HER2 z
komplementarnym oligomerem T10. Innymi stowy wykorzystanic modyfikacji
poliaminowych pozwolito mi na okre§lenie odmiennego charakteru tryplekséw
,kanonicznych” i ,,nickanonicznych”. Dlatego uwazam, ze poliaminooligonukleotydy
moga shuzy¢ do ,sondowania” struktury komplekséw kwaséw nukleinowych.
Wykorzystanie oligonukleotydéw modyfikowanych za pomocg reszt poliaminowych
moze by¢ bardzo dobrym narzedziem poprzedzajacym szczegdtowe badania

strukturalne innymi technikami badawczymi.
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5. CZESC DOSWIADCZALNA

5.1. Odczynniki chemiczne

5.1.1. Rozpuszczalniki

W pracy do$wiadczalnej wykorzystano nizej podane rozpuszczalniki, przygotowane

wedtug zamieszczonych opiséw. Rozpuszczalniki przechowywano nad sitami molekularnymi

3A firmy Merck.

Nazwa rozpuszczalnika Producent Stopien czystosci  Sposob oczyszczania

Acetonitryl PCK Schwedt cz. Destylowano.

Acetonitryl Baker, Romil cz.d.a. Uzyto bezposrednio.

Benzen POCh Gliwice cz.d.a. Ogrzewano z wodorkiem wapnia (I1) —
CaH; pod chtodnica zwrotng ok. 8 godz.
i destylowano; przechowywano nad sitami.

Bezwodnik octowy POCh Gliwice cz. Destylowano; przechowywano nad sitami.

Chlorek etylenu POCh Gliwice cz. Zasypywano tlenkiem fosforu (V) — P2Os;
nastepnego dnia destylowano znad P20s.

Chlorek metylenu Merck cz.d.a. Przechowywano nad sitami.

Chlorek metylenu POCh Gliwice cz. Saczono przez kolumne wypelniong
tlenkiem glinu (111) — Al,Os.

Eter dietylowy POCh Gliwice cz.d.a. Destylowano znad CaHy; przechowywano
nad sitami.

N,N-Dimetyloformamid  POCh Gliwice cz.d.a. Destylowano pod zmniejszonym cisnie-

(DMF) niem; przechowywano nad sitami.

1,2-Dimetoksyetan Aldrich 99% Uzyto bezpo$rednio.

1,4-Dioksan POCh Gliwice cz. Saczono przez kolumne wypetniong AloOs,
nastepnie ogrzewano z CaH, pod chtod-
nica zwrotng ok. 8 godz. i destylowano;
przechowywano nad sitami.

Nitrometan POCh Gliwice cz.d.a. Destylowano.

Octan etylu POCh Gliwice cz.d.a. Ogrzewano z CaH; pod chtodnicg zwrotna
ok. 8 godz. i destylowano; przechowywano
nad sitami.

Pirydyna Loba Feinchemie cz.d.a. Destylowano znad P;0s, po czym
ogrzewano z CaH; pod chlodnica zwrotng
ok. 8 godz. i destylowano; przechowywano
nad sitami.

Pirydyna POCh Gliwice cz. Kilka dni przechowywano nad wodoro-
tlenkiem potasu; pozostate czynnosci j. W.

Tetrahydrofuran (THF)  POCh Gliwice cz. Saczono przez kolumne wypetniona Al>O3,

CaH, pod
godz. i

nastepnie
chlodnica

ogrzewano z
zwrotng ok. &
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destylowano; przechowywano nad sitami.

Toluen

POCh Gliwice

cz.d.a.

Destylowano; przechowywano nad sitami.

Nitrometan

POCh Gliwice

cz.d.a. Destylowano.

5.1.2. Reagenty
W pracy doswiadczalnej wykorzystano nastepujgce reagenty, ktore wczesniej zostaty

odpowiednio oczyszczone:

Nazwa reagenta Producent Stopien czystosci Spos6éb oczyszczania
Chlorek benzoilu POCh Gliwice cz.d.a. Destylowano.
Chlorek tionylu POCh Gliwice cz. Destylowano.
Chlorek trimetylosililu POCh Gliwice cz. Destylowano.
(TMSCI)
1H-Tetrazol Flucka cz. Sublimowano.
Trietyloamina Flucka cz.d.a. Ogrzewano z CaH; pod chtodnica zwrotng

ok. 8 godz. i destylowano.

Nizej wymienione reagenty wykorzystano do reakcji bezposrednio, bez

wczesniejszego oczyszcezania.

Nazwa reagenta Producent Stopien czystosci
Adenozyna Reanal Budapest -
Akrylamid Serva cz.d.a.
Alkohol tert-butylowy Merck > 99%
Amoniak, wodny roztwor (32%) Merck cz.d.a.
Azodikarboksylan dietylu (DEAD) Aldrich 97%
Azotan (I11) sodu POCh Gliwice cz.d.a.
Bezwodnik trifluorooctowy Fluka > 98%
Btekit bromofenolowy Aldrich ~ 95%
Bfekit ksylenocyjanolowy Aldrich ~75%
Bflekit metylenowy POCh Gliwice cz.d.a.
Chlorek cyny (11) dwuwodny Aldrich 98%
Chlorek 4,4’-dimetoksytrytylu (DMTCI) Ifotam Co. Ltd. 98%
Chlorek sodu Fluka -
Chlorek sodu POCh Gliwice cz.
Czteroboran sodu POCh Gliwice cz.d.a.

Cytozyna Pharma Waldhof

Pharma Waldhof 97%

2’-Deoksyadenozyna

2’-Deoksycytydyna Pharma Waldhof 97%
2’-Deoksyguanozyna Pharma Waldhof 97%
4-Dimetyloaminopirydyna (DMAP) Fluka > 98%
1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksan (TIPDSICly) Ifotam Co. Ltd. 98%
Dwuwodoroortofosforan potasu POCh Gliwice cz.d.a.
Etylotiotetrazol Ifotam Co. Ltd. 99%
Formamid Loba Feinchemie Cz.
Heksametylodisilazan (HMDS) POCh Gliwice cz.
Jod sublimowany Merck >99,5%
Kokodylan sodu Sigma —
Kwas dichlorooctowy Aldrich 99%
Kwas fluorowodorowy (70% w pirydynie) Aldrich —
Kwas ortofosforowy POCh Gliwice cz.d.a.
Kwas siarkowy POCh Gliwice -
Kwas solny (35%) POCh Gliwice —
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2,6-Lutydyna Aldrich 99%
N,N’-Metylenobisakrylamid Serva cz.d.a.
Metyloamina (41% wodny roztwor) Fluka —
N-Metyloimidazol Aldrich 99%
N-Metylomocznik Aldrich 97%
Mocznik Promega, Aldrich cz.d.a.
Nadsiarczan amonu (APS) Aldrich 99,2%
Nadsiarczan potasu POCh Gliwice cz.d.a.
2-(4-Nitrofenylo)etanol Fluka, Aldrich > 98%
Octan amonu Aldrich cz.d.a.
1,4-Piperazynobis(etanosulfonian) sodu (PIPES) Sigma -
Polifluorowodorek poliwinylopirydyny (PVPHF) Aldrich -
Putrescyna Aldrich 99%
Siarczan miedzi (II) pieciowodny POCh Gliwice cz.d.a.
Siarczan sodu bezw. POCh Gliwice cz.d.a.
Sé1 dwusodowa kwasu etylenodwuaminoczterooctowego (EDTA) Flucka -
Sél dwusodowa kwasu etylenodwuaminoczterooctowego (EDTA) POCh Gliwice cz.
Sél sodowa kwasu p-toluenosulfonowego POCh Gliwice cz.d.a.
Spermina Fluka >99%
Sulfotlenek dimetylu (DMSQO) Ubichem cz.
N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina (TMEDA) Sigma 99%
Trifenylofosfina Organica -
Tris(hydroksymetylo)aminometan (TRIS) Loba Feinchemie cz.
Tymidyna Pharma Waldhof 97%
Woda amoniakalna POCh Gliwice cz.d. a.
Wodoroortofosforan sodu POCh Gliwice Cz.
Wodorotlenek tetrabutyloamonowy (40%) Flucka -
Wodorotlenek potasu POCh Gliwice cz.d.a.
Wodoroweglan sodu POCh Gliwice cz.
Wodzian hydrazyny (80%) POCh Gliwice cz.

Do trawienia oligonukleotydow uzyto enzymy: (i) fosfodiesteraz¢ I (PDE I) z jadu
weza z firmy Biochemicals; (ii) fosfodiesteraze II (PDE II) ze $ledziony wotowej z firmy

Pharmacia.

5.2. Aparatura
Widma NMR wykonano na spektrometrze Unity 300 firmy Varian (USA). Widma

protonowe (*H) rejestrowano z czestotliwo$cia operacyjng pola magnetycznego 299.9 MHz z
tetrametylosilanem (TMS) jako wewnetrznym wzorcem. Widma fosforowe (°1P) rejestrowano
z czgstotliwoscig 121,4 MHz z 85% kwasem ortofosforowym jako wzorcem zewngtrznym.
Widma fluorowe (*°F) rejestrowano z czestotliwoscia 282,2 MHz z kwasem trifluorooctowym
jako wzorcem zewnetrznym. Widmo weglowe (**C) zarejestrowano z czestotliwoscia 75,4
MHz z TMS jako wewnetrznym wzorcem.

Widma masowe FAB zostaly zarejestrowane na spektrometrze AMD 402 firmy AMD
Interactra (Niemcy).

Widma masowe ES zostaly zarejestrowane na aparacie ZQ Waters Micromass (USA).
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W celu usuni¢cia warstwy emulsyjnej tworzacej si¢ w trakcie przerobu 5°-O-
dimetoksytrytylowanych poliaminonukleozydow, wodno—organiczne mieszaniny poreakcyjne
wirowano w wirowce firmy Beckman (USA)-—model J2-21 —z predko$cig 16 tys. obr.
na minute.

Oligonukleotydy  syntetyzowano na  automatycznym  syntetyzerze DNA
zaprojektowany i wykonany w Pracowni Chemii Biokoniugatéw IChB PAN w Poznaniu.

Amoniakalne lub wodne frakcje oligonukleotydowe odparowywano w wirdwce proz—
niowej Univapo 150H firmy UniEquip (Niemcy).

Pomiary trwalosci termodynamicznej dupleksow i tryplekséw prowadzone byly na
spektrofotometrze DU-640 firmy Beckman (USA) z termoprogramem. Pomiary absorpcji
dokonywane byly w zakresie 4 - 80°C, zmieniajac temperatur¢ probki o 1°C na minute.
Zmiany absorpcji mierzono przy dtugosci 260 nm. Absorpcja kazdej probki byla mierzona co
24 sekundy.

Widma UV wykonano przy uzyciu spektrometru DU®-65 firmy Beckman (USA).

W celu zmierzenia zawarto$ci wody w rozpuszczalnikach organicznych prze-
prowadzano miareczkowanie kulometryczne Karla—Fischera na kulometrze Metrohm 684 KF

firmy Metrohm Herisau (Szwajcaria).

5.3. Techniki ogdine

5.3.1. Chromatografia cienkowarstwowa — TLC (ang. Thin Layer Chromatography)
Mieszaniny reakcyjne i zwigzki chemiczne chromatografowano metoda wstepujaca

w cylindrycznych komorach szklanych, ktorych $cianki wylozono bibula zanurzong
w eluencie w celu wysycenia atmosfery jego parami. Chromatogramy rozwijano i
analizowano na plytkach analitycznych firmy Merck (Niemcy) pokrytych dwoma rodzajami
adsorbentu: (I) zelem krzemionkowym 60 HF2s4 stosujac nastepujace eluenty:

(A) chlorek metylenu / metanol (9:1, v/v);

(B) chlorek metylenu / metanol (95:5, v/v);

© chlorek metylenu / metanol (5:1, v/v);

(D) octan etylu / toluen (3:1, v/v);

(E) metanol / 40% wodny roztwor metyloaminy / woda (7:1:2, v/v);

(F) octan etylu / trietyloamina (9:1, v/v)

(G) octan etylu / heksan / trietyloamina (45:45:10, v/v)
oraz (II) zelem krzemionkowy 60 Fzs4 silanizowanym, stanowigcym tzw. faze odwrocong

(ang. reverse phase) stosujac eluenty:
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(H) metanol / 40% wodny roztwor metyloaminy / woda (7:1:2, vIV);

Q) aceton / woda (7:1, v/v).

5.3.2. Kolumnowa chromatografia cieczowa

Modyfikowane nukleozydy i ich 3’-amidofosforyny oczyszczano stosujac technike
kolumnowej chromatografii cieczowej. Jako wypehienia kolumn uzywano zel krzemionkowy
(o uziarnieniu 0,040-0,063 i 0,063-0,200 mm) albo zel krzemionkowy silanizowany do tzw.
fazy odwroconej. Wykorzystano zele firmy Merck. Zwigzki wymywano z kolumn stosujac
dwie metody: (I) metode gradientowsa, polegajaca na zmianie sktadu procentowego eluentu, a
tym samym zmianie sity jego cluowania lub (II) metoda izokratyczng, w ktorej sktad
procentowy eluentu nie ulega zmianie. Wykorzystano takie same eluenty jak w przypadku

chromatografii cienkowarstwoweyj.

5.3.3. Odczynniki do elektroforezy metodg PAGE (ang. Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

Zel poliakrylamidowy 20% przygotowywano rozpuszczajac 420 g mocznika w 500 ml
40% akrylamidu, nastepnie dodawano 50 ml roztworu TBE (10xstez.). Roztwor uzupetniano
woda do objetosci 1 litra i saczono na pompce wodnej przez lejek zaopatrzony w bibute
Whatmana. Tak przygotowany roztwor polimeryzowal po dodaniu 500 ul 10% wodnego
roztworu APS oraz 80 ul TMEDA (w przeliczeniu na 100 ml Zelu).

Analogicznie przygotowywano 7 i 15% Zel poliakryloamidowy. Zel wykorzystano do
oczeszczania oligomerdéw dtuzszych niz 20 jednostek nukleotydowych.

Aby sporzadzi¢ 40% akrylamid, 380 g akrylamidu i 20 g N,N’-metyleno-
bisakrylamidu rozpuszczano w 800 ml wody, po czym roztwor dopetniano do objetosci
1 litra.

Roztwor TBE (10xstez.) przygotowano rozpuszczajac 108 g TRIS, 55 g kwasu
bornego 1 7,7 g EDTA w 700 ml wody 1 dopetniajac woda do objetosci 1 litra.

Bufor fosforanowy (pH =5,0) wykorzystany do elektroforetycznego oczyszczania
poliaminooligonukleotydoéw przygotowano analogicznie do buforu TBE, przy czym zamiast
kwasu bornego uzyto odpowiednia objetos¢ kwasu ortofosforowego.

Barwnik do elektroforezy sporzadzano rozpuszczajac 5 mg btekitu bromofenolowego
oraz 5 mg biekitu ksylenocyjanolowego w 4,75 ml formamidu 1 0,25 ml buforu TBE
(10xstez.). Przed naniesieniem barwnika na zel rozcienczano go pigciokrotnie w

formamidzie. Btekit metylenowy przygotowywano j.w.
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5.3.4. Synteza i oczyszczanie oligodeoksynukleotydéw

Oligonukleotydy otrzymywano zautomatyzowang metodg amidofosforynowg na
podtozu statym CPG (zaladowanie 20 — 30 pumoli/g) lub podilozu polistyrenowym Primer
firmy Pharmacia LKB. Do syntezy wykorzystano program zamieszczony w tabeli 9.

Tabela 11. Opis syntezy oligodeoksynukleotydéw i poliaminooligonukleotydéw metoda amidofosforynowsa
wykorzystang w pracy

Etapy Zastosowany odczynnik Czas [s] Przeptyw [ml/min.]

Etap poczatkowy CH3CN (A) 10 2,0
CHsCN (A) 60 2,0

Tetrazol 6 10

Amidofosforyn 6 0,5

Tetrazol 3 1,0

CHsCN (A) 6 2,0

CHsCN (A) 180 0,25

CHsCN (B) 18 2,5

':'2 Roztwor ,.kapujacy” (A) 2 2,5
\é Roztwor ,.kapujacy” (B) 2 2,5
= Roztwor ,.kapujacy” (A) 2 2,5
% Roztwor ,.kapujacy” (B) 2 2,5
:E Roztwor ,kapujacy” (A) 2 2,5
ng Roztwor ,.kapujacy” (B) 2 2,5
E Roztwor ,.kapujacy” (A) 2 2,5
i Roztwor ,.kapujacy” (B) 2 2,5
© CHsCN (B) 6 2,5
CH3CN (B) 30 0,25

I2 6 2,5

CH3CN (B) 30 2,5

CoH4Cl; 60 2,0

DCA 60 2,0

C2oH4Cl; 60 2,0

CH3CN (A) — acetonitryl cz.d.a. (Romil)

CH3CN (B) — acetonitryl cz. destylowany (PCK Schwedt)

Roztwor ,kapujacy” (A) — 2,6-lutydyna / N-metyloimidazol / CH3CN, 3:8:60 (v/v)
Roztwor ,.kapujacy” (B) — bezwodnik octowy / CH3CN, 3:60 (v/v)

Oligonukleotydy analizowano i oczyszczano elektroforetycznie na 15 lub 20% zelu
akryloamidowym. Oligonukleotydy wizualizowano na ptycie zawierajacej fluorofor z
uzyciem lampy UV przy dlugodci fali 254 nm. Oligomery wymywano woda z wcze$niej

zmacerowanego zelu 1 po 24 godz. wodne roztwory sgczono i1 zatgzono w wirdwce
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prozniowej do objetosci ok. 0,8 ml. Otrzymane roztwory nanoszono na kolumny NAP-25
firmy Pharmacia LKB wypetnione Sephadexem G-25, w celu odseparowania oligonukleotydu
od zwigzkow niskoczasteczkowych. Zebrane frakcje odparowano do sucha w wiréwce

proézniowe;j.

5.3.5. Powtarzalne procedury laboratoryjne

Do typowego przerobu reakcji uzywano nasycony roztwor NaHCO3z i CHClo.
Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie porcjami CH2Clo.

Organiczne ekstrakty, otrzymywane w wyniku przerobu reakcji suszono nad
bezwodnym siarczanem sodu.

Czyste produkty reakcji liofilizowano z 1,4-dioksanu lub benzenu. W tym celu
zwigzek rozpuszczano w niewielkiej ilosci rozpuszczalnika. Otrzymany roztwor zamrazano w
ciektym azocie i prowadzono sublimacj¢ rozpuszczalnika na linii prézniowej przez kilka do

Kilkunastu godzin.

5.3.6. N-metylo-N-nitrozomocznik

Metylomocznik (11,99, 156 mmola) i azotan (IIl) sodu (21,5g, 312 mmola)
rozpuszczono w wodzie (78 ml) i dodano eteru dietylowego (156 ml). Mieszaning¢ reakcyjna
mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego. Schtodzono do temp. 0 °C wykorzystujac
mieszaning chlodzaca: woda - 16d. Nastepnie wkraplano stez. kwas solny (26,4 ml) przez
15 minut, tak aby temp. nie przekroczyta 5 °C. Po dodaniu catej ilosci st¢z. kwasu solnego
mieszaning reakcyjng jeszcze przez 30 min. mieszano i chtodzono. Wytracony osad
odsgczono 1 przemyto woda na lejku piankowym przy uzyciu pompki wodnej i osuszono w
eksykatorze nad P,Os. Otrzymano 14,44 g N-metylo-N-nitrozomocznika; wyd.: 90%.

Przesacz rozdzielono w rozdzielaczu i warstwe organiczng dwukrotnie przemyto woda
(po 78 ml), a nastgpnie odparowano pod zmniejszonym cisnieniem i pozostawiono do
wysuszenia na linii préozniowej. Otrzymano 1,13 g N-metylo-N-nitrozomocznik. Catkowita

wydajnos¢ 97%.

5.3.7. Roztwér diazometanu w 1,2-dimetoksyetanie (CH2N2 / DME)

Reakcje prowadzono energicznie mieszajac przy uzyciu mieszadla magnetycznego, w
temperaturze od -5 °C do 0 °C wykorzystujac mieszaning chtodzacg: 16d - NaClag. Naczynie
reakcyjne schtodzono do temp. —5 °C 1 umieszczono w nim 40% roztwor KOH (11,3 ml) i

1,2-dimetoksyetan (17,1 ml). Stopniowo dodawano N-metylo-N-nitrozomocznik (3,4 g) przez
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ok. 10 minut tak, aby temperatura nie przekroczyta 0°C. Reakcj¢ prowadzono jeszcze przez
20 minut. Nastgpnie mieszaning reakcyjng rozdzielono w rozdzielaczu wcze$niej
schtodzonym w zamrazarce. Warstw¢ wodng dwukrotnie przemyto DME 1 polaczone frakcje

organiczne osuszono nad KOH. Roztwor przechowywano w zamrazarce.

5.3.8. 1,2-bis[(dimetyloamino)metyleno]hydrazyna

Do destylowanego DMF (225 ml, 2,9 mola) chtodzonego na tazni lodowej (ok. 0 °C)
wkroplono chlorek tionylu (43 ml, 0,59 mola) przez 5 minut. Po 2 godz. dodano porcjami
roztwor 80% wodzianu hydrazyny (7,5 ml, 0,15 mola) w DMF (30 ml). Po 1,5 godz. dodano
100 ml acetonu.  Wytragcony w  czasie reakcji  dichlorowodorek  1,2-
bis[(dimetyloamino)metyleno]hydrazyny odsaczono na lejku piankowym 1 przemyto
dwukrotnie eterem dietylowym otrzymano po osuszeniu w eksykatorze 23,4 g zwigzku;
wyd.: 73%.

Dichlorowodorek 1,2-bis[dimetyloamino)metyleno]hydrazyny (23,4 g, 0,1 mola)
rozpuszczono w 54 ml H>O i dodano Na,COs (11,8 g, 0,1 mola) rozpuszczony wczesniej w
54 ml H20. Warstwe wodng ekstrahowano ponad dwadziescia razy eterem dietylowym, ktory
odparowatl pod dygestorium w krystalizatorach. Otrzymano 14,6 g krystalicznej bialej
substancji; wyd.: 94%.

5.3.9. Azotyn tert-butylowy (TBN)

Roztwor 38 g (0,55 mola) NaNO2 w 150 ml H20 mieszano w kolbie na azni lodowe;j,
az temperatura roztworu osiaggneta 0°C. Oddzielnie przygotowano roztwor sktadajacy si¢ z
10 ml H20, 13,6 ml stez. H2SO4 oraz 42,6 ml (0,5 mola) alkoholu tert-butylowego roéwniez
chtodzac go do temperatury 0 °C. Nastepnie roztwor ten przelano do wkraplacza i dodawano
powoli pod powierzchni¢ roztworu azotynu sodu. Utrzymywano temperatur¢ ok. 0 °C.
Mieszaning reakcyjna pozostawiono na lazni do momentu, gdy nastgpito rozdzielenie
roztworu na dwie warstwy. Obie warstwy przeniesiono do rozdzielacza pozostawiajac na dnie
kolby zdekantowany siarczan sodu. Dolng warstwe¢ usunigto, a gérng przemyto dwukrotnie
50 ml roztworu zawierajacego 2 g NaHCOs i 25 g NaCl w 100 ml H20. Na koniec warstwe
zawierajacag TBN osuszono nad bezwodnym siarczanem sodu i przedestylowano otrzymujac

33 ml; wyd. 56%.
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5.3.10. Siarczan (VI) tetrabutyloamonu
Do 80 ul 40% wodorotlenku tetrabutyloamonu dodano ok. 50 ul 1M kwasu
siarkowego (VI) tak, aby pH otrzymanego roztworu bylo obojetne. Otrzymano ok. 130 pl

0,38 M roztworu siarczanu (V1) tetrabutyloamonu.

5.4. Synteza pochodnej poliamino-2’-O-metyloadenozyny

5.4.1. 9-(B-p-erytro-pentofuranozylo)-6-(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryna (132)

Do adenozyny (2,715 g, 10 mmoli) dodano  1,2-bis[(dimetylo—

amino)metylenolhydrazyne¢ (1120 mg, 40 mmoli, 4 ekw.) i odparowano z bezwodng pirydyna
(4x10 ml). Ponownie rozpuszczono substrat w pirydynie (15 ml). Nastepnie, wstrzykni¢to
TMSCI (3,80 ml, 30 mmoli, 3 ekw.). Kolbe z mieszaning reakcyjng ogrzewano pod chtodnica
zwrotng w temp. 100 °C korzystajac z tazni olejowej. Po 24 godzinach zakonczono
ogrzewanie i dodano kolejng porcje TMSCI (1,27 ml, 10 mmola, 1 ekw.). Po 20 min.
mieszaning reakcyjng odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostato§¢ ponownie
odparowano z toluenem (2x10 ml) i1 rozpuszczono w 250 ml chlorku metylenu schtodzonego
w lodzie. Otrzymany roztwor przemyto nastepujacymi mieszaninami rowniez schtodzonymi
w lodzie: jeden raz mieszaning nasyconego roztworu NaCl (150 ml) i wody (90 ml) oraz dwa
razy mieszaning nasyconego roztworu NaCl (150 ml) i 1 M HCI (30 ml). Warstwg organiczng
odparowano pod zmniejszonym cis$nieniem. Oleistg pozostato$¢ rozpuszczono w 150 ml
metanolu 1 pozostawiono w temp. pokojowej przez noc. Wytracit si¢ cz¢§ciowo osad, dodano
40% HF (1,5 ml, 30 mmoli, 3 ekw.). Po 0,5 godz. zwigzek 132 zostat odsaczony i przemyty
benzenem oraz eterem dietylowym, po wysuszeniu otrzymano 2,68 g produktu; wyd.: 84%,
R¢(A) = 0,15.
'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 9,66 (s, 2H, H-3, 5 od triazolu), 9,07 (s, 1H, H-8), 8,96 (s, 1H,
H-2), 6,11 (d, 1H, J 5,4 Hz, H-1"), 5,63 (d, 1H, J 6,0 Hz, OH-2"), 5,42 (d, 1H, J 5,4 Hz,
OH-37), 5,15 (t, 1H, J 5,4 Hz, OH-5"), 4,64 (q, 1H, J 5,4 Hz, H-2"), 4,20-4,29 (m, 1H, H-3"),
4,00-4,04 (m, 1H, H-4°), 3,57-3,80 (m, 2H, H-5", 57).

5.4.2. 9-[5’-(4,4’-dimetoksytrytylo)-B-p-erytro-pentofuranozylo]-6-(1,2,4-triazolo-4-
ylo)puryna (133)

Substrat 132 (3,05 g, 9,6 mmola) odparowano z bezwodng pirydyna (4x30 ml) i
ponownie 132 rozpuszczono w bezwodnej pirydyny (40 ml), nastepnie dodano DMTCI
(3,6 g, 10,6 mmola, 1,1 ekw.). Reakcja zaszta catkowicie po 2,5 godziny. Mieszaning

reakcyjng podzielono migdzy nasycony roztwor NaHCO3z (250 ml) i CH2Clz (250 ml). Fazg
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wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (2x250 ml). Organiczne ekstrakty odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem, a pozostalo$¢ naniesiono na kolumng¢ chromatograficzng.
Jako eluent zastosowano chlorek metylenu / metanol z dodatkiem 0,2% pirydyny, produkt
133 wymyto przy stezeniu 3% metanolu. Frakcje odparowano 1 produkt liofilizowano z 1.,4-
dioksanu. Otrzymano 5,63 g ciala stalego w postaci bialego proszku; wyd.: 94%.
R¢#(A) = 0,47.

'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 9,34 (s, 2H, H-3, 5 od triazolu), 8,76 (s, 1H, H-8), 8,41 (s, 1H,
H-2), 6,76-7,32 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 6,25 (d, 1H, J 5,4 Hz, H-1"), 5,05 (t, 1H,
J5,4 Hz, H-2’), 4,59-4,61 (m, 1H, H-3°), 4,42-4,45 (m, 1H, H-4"), 3,74 (s, 6H, 2xOCH3z od
DMT), 3,41-3,53 (m, 2H, H-5, 57).

5.4.3. 9-[3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-2’-O-metylo-£-p-erytro-
pentofurano-zylo]-6-(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryna (138) i 9-[5'-O-(tetraizo-
propylodisiloksano-3-ol-1-ylo)-3’-O-metylo-B-pb-erytro-pentofuranozylo]-6-
(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryna (139)

Droga A. Zwigzek 132 (319 mg, 1 mmola) rozpuszczono w pirydynie (20 ml). Dodano
SnCl2x2H20 (20 mg, 0,088 mmola, 0,088 ekw.) i kolb¢ zamknigto gumowym korkiem
zaopatrzonym w igle odprowadzajaca azot wytworzony w wyniku reakcji z diazometanem.
Nastepnie stopniowo wstrzykiwano roztwdr diazometanu w DME (otrzymany z 1 g
N-metylo-N-nitrozomocznika). Reakcje prowadzono w temp. pokojowej. Po 1 godz.
odparowano rozpuszczalniki. Otrzymany olej zawieral mieszaning izomeréw 2’- i 3’-O-
metylowych: 136 i 137 migrujacych razem na ptytce TLC; R¢(A) = 0,35.

Pozostato$¢ odparowano trzykrotnie z bezwodng pirydyng (3x5 ml) i rozpuszczono
ponownie ~w bezwodnej pirydynie (44 ml). Dodano 1,3-dichloro-1,1,3,3-
tetraizopropylodisiloksan (319 ul, 1Immol, 1ekw.). Po 2 godz. ponownie wstrzyknigto
TIPDSICl> (40ul, 1,2 mmola, 1,2 ekw.). Reakcje przerwano po 1 godz. dodajgc nasycony
roztwor NaHCO3z (20 ml). Faze wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x20 ml).
Potgczone frakcje organiczne odparowano pod zmniejszonym cisnieniem 1 pozostatosé
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w tzw. fazie odwroconej. W tym celu
wykorzystano silanizowany zel krzemionkowy. Kolumne przygotowano w acetonitrylu.
Nastepnie przemyto mieszaning woda - aceton (7 : 3, v/v). Zwigzek 138 wyptynat w 70% ob;j.
acetonu. Otrzymano 82 mg produktu 138 w postaci biatego proszku; wyd.: 14%. R¢(l) = 0,35.
Rowniez wyizolowano i scharakteryzowano zwigzek 139. R¢(l) = 0,53.

Droga B. Zwiagzek 133 (622 mg, 1 mmol) rozpuszczono w CH2Cl> (20 ml), dodano
SnCl2x2H,0 (20 mg, 0,088 mmola, 0,088 ekw.) i kolb¢ zamknigto gumowym korkiem
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zaopatrzonym w igle odprowadzajaca azot. Reakcje prowadzono rowniez w pirydynie w
temp. 0°C i w DMF. Nastegpnie stopniowo wstrzykiwano roztwor diazometanu w DME
(otrzymany z 0,4 g N-metylo-N-nitrozomocznika). Reakcje prowadzono w temp. pokojowe;j.
Po 20 min. analiza TLC wykazata calkowite przercagowanie substratu (Rf(A) = 0,58).
Odparowano rozpuszczalniki, a pozostalos¢ poddano przez 5 min. reakcji odtytylowania
2% CHCI,COOH w CH2Cl> (20 ml). Do mieszaniny reakcyjnej dodano nasycony roztwor
NaHCO3 (50 ml) i wielokrotnie przemywano CH2Cl> (10x50 ml). Do frakcji wodnej dodano
solanki (20 ml) i ponownie przemyto CH2Cl, (3x70 ml). Potaczone frakcje organiczne
osuszono, zatezono i oczyszczono na kolumnie chromatograficznej. Mieszaning izomerow
136 i 137 wymyto 10% metanolem w CH2Cl2 z wyd.: 70%. R¢(A) = 0,35.

Pochodne 136 i 137 poddano reakcji z TIPDSICl> j.w., otrzymujac 138 i 139
odpowiednio z wydajnoscia: 15% (R#(l) = 0,35) i 39% (R¢(l) = 0,53).

9-[3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-2’-O-metylo-f3-p-erytro-
pentofuranozylo]-6-(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryna (138); R#(1) = 0,35.
'H NMR (CDCls): & (ppm) 9,64 ( s, 2H, H-3,5 od triazolu), 8,83 (s, 1H, H-8), 8,60 (s, 1H,
H-2), 6,16 (s, 1H, H-1°), 4,63-4,69 (m, 1H, H-2"), 4,02-4,31 (m, 4H, H-3",4°,5’,5”), 3,75
(s, 3H, 2’-OCHpg), 1,00-1,13 (m, 28H, 4xi-Pr od TIPDSi).

9-[5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-3-ol-1-ylo)-3’-O-metylo-A-p-erytro-
pentofuranozylo]-6-(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryna (139); R¢(l) = 0,53.
'H NMR (CDCls): & (ppm) 9,82 ( s, 2H, H-3,5 od triazolu), 8,88 (s, 1H, H-8), 8,80 (s, 1H,
H-2), 6,25 (d, 1H, J 4,8 Hz, H-1"), 4,75 (t, 1H, J 4,8 Hz, H-2"), 3,99-4,36 (m, 4H, H-3"4’,
5°,5”), 3,53 (s, 3H, 3°-OCHz3), 1,00-1,11 (m, 28H, 4xi-Pr od grupy TIPDSi).

5.4.4. 6-N-benzoiloadenozyna (140a)

Adenozyng (1,47 g, 5 mmoli) odparowano trzykrotnie z bezwodng pirydyna (3x15 ml)
i cze$ciowo rozpuszczono w bezwodnej pirydynie (20 ml). Dodano TMSCI (3,8 ml,
30 mmoli, 6 ekw.). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej mieszajac przy uzyciu
mieszadta magnetycznego, kolb¢ zaopatrzono w suszke. Po 1 godz. i 45 min. dodano kolejna
porcje TMSCI (1 ml, 7,9 mmola, 1,5 ekw.). Po godzinie schtodzono mieszanine¢ reakcyjng do
temp. 0 °C w tazni lodowej. Wstrzykiwano stopniowo destylowany chlorek benzoilu (870 pl,
7,5 mmola, 1,5 ekw.) i reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej. Po 2 godz. ponownie
schtodzono mieszaning reakcyjng do temp. 0 °C w tazni lodowej i dodano wode destylowang
(10 ml) w celu hydrolizy grup trimetylosililowych. Po 15 min. dodano st¢z. amoniaku (4 ml)

tak, aby otrzymany roztwor byt 2 M. Po 2 godz. zatezono mieszaning reakcyjna i podzielono
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migdzy octan etylu (35 ml) a wodg (35 ml). Otrzymany osad odsaczono, przemyto woda i
suszono w eksykatorze nad P20s pod zmniejszonym ci$nieniem. Warstwe wodng zatezono i
pozostawiono do wytrgcenia produktu 140a. Otrzymano 1818 mg zwigzku 140a w postaci
biatego proszku; wyd.: 99%. R¢(A) = 0,30.

'H NMR (DMSO): & (ppm) 8,77 (s, 1H, H-8), 8,74 (s, 1H, H-2), 7,53-8,07 (m, 5H,
CH- aromatyczne od Bz), 6,05 (d, 1H, J 5,7 Hz, H-1"), 4,66 (t,1H, J 5,4 Hz, H-2"), 4,20 (t,
1H, J 4,8 Hz, H-3°), 3,97-4,03 (m, 1H, H-4"), 3,55-3,73 (m, 2H, H-5",5").

5.4.5. 6-N-benzoilo-5-(4,4’-dimetoksytrtylo)adenozyna (140)

Substrat 140a (1818 mg, 4,9 mmoli) odparowano trzykrotnie z pirydyng (3x15 ml),
rozpuszczono ponownie w bezwodnej pirydynie (70 ml) i dodano DMTCI (1694 mg,
5 mmoli, 1 ekw.). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej w szczelnie zamknigtym
naczyniu przy uzyciu mieszadta magnetycznego. Po 3 godz. dodano kolejng porcje DMTCI
(170 mg, 0,5 mmoli, 0,1 ekw.). Po 1 godz. analiza TLC pokazata catkowite przereagowanie
substratu. Znaczng cze$¢ pirydyny odparowano i pozostatos¢ przerobiono miedzy nasycony
roztwor NaHCOsz (100 ml) a chlorek metylenu (3x100 ml). Potaczone frakcje organiczne
osuszono nad bezwodnym Na>SOas, odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem i 0czyszczono
na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent wykorzystano mieszaning chlorku metylenu i
metanolu. Produkt 140 wymyto 2 — 4% metanolu. Otrzymano 2734 mg w postaci biatej piany;
wyd.: 82%. R¢(A) = 0,59.

'H NMR (CDClz): & (ppm) 8,72 (s, 1H, H-8), 8,26 (s, 1H, H-2), 7,5-8,3 (m, 5H,
CH- aromatyczne od Bz), 6,7-7,3 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 6,07 (d, 1H, J 6,0 Hz,
H-17), 4,87-4,92 (m, 1H, H-2"), 4,40-4,49 (m, 2H, H-3",4"), 3,27-3,48 (m, 2H, H-5",5").

5.4.6. 6-N-benzoilo-3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-2’-O-metylo-
adenozyna (145) i 6-N-benzoilo-5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-3-ol-1-ylo)-3’-
O-metyloadenozyna (146)

Reakcje prowadzono na zwigzku 140 analogicznie jak w przypadku otrzymywania
138 i 139 drogg B. Otrzymano 145 z wydajnoscia 37%; Rg(l) =0,35. RoOwniez
scharakteryzowano pochodng 146; R¢(1) = 0,49.

6-N-benzoilo-3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-2’-O-metyloadenozyna
(145); Re(I) = 0,35.
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IH NMR (CDCls): & (ppm) 8,81 (s, 1H, H-8), 8,34 (s, 1H, H-2), 7,5-8,1 (m, 5H, CH-

aromatyczne od Bz), 6,10 (s, 1H, H-1°), 4,70-4,75 (m, 1H, H-2’), 4,01-4,28 (m, 4H, H-

3°.4°,5°,5”), 3,73 (s, 3H, 2°-OCHs), 1,03-1,11 (m, 28H, 4xi-Pr od TIPDSi).

MS ES: [M+H]" 628 obliczone dla C3oHasNsOsSl2 627,88.
6-N-benzoilo-5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-3-ol-1-ylo)-3’-O-metyloadenozyna

(146); R¢(1) = 0,49.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,85 (s, 1H, H-8), 8,78 (s, 1H, H-2), 7,5-8,1 (m, 5H, CH-

aromatyczne od Bz), 6,20 (d, 1H, J 3,6 Hz, H-1"), 4,75 (t, 1H, J 4,2 Hz, H-2"), 3,94-4,33 (m,

4H, H-3°,4°,5°,5”), 3,50 (s, 3H, 3°-OCHj3), 1,02-1,08 (m, 28H, 4xi-Pr od grupy TIPDSi).

MS ES: [M+H]" 646 obliczone dla C3oH47Ns07Si> 645,89.

5.4.7. 2’-O-metylo-3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)adenozyna (147)

Adenozyne (802 mg, 3 mmola) odparowano z pirydyna (1x4 ml) i rozpuszczono
czesciowo w destylowanym metanolu (300 ml) z 0,5% pirydyny (1,5 ml). Dodano
SnCI>x2H20 (59 mg, 0,26 mmola, 0,088 ekw.) i kolbe zamknigto gumowym korkiem
zaopatrzonym w igle odprowadzajaca azot wytworzony w wyniku reakcji z diazometanem.
Nastepnie stopniowo wstrzykiwano roztwor diazometanu w DME (teoretycznie 22 ekw.;
otrzymany z 5,4 g N-metylo-N-nitrozomocznika). Reakcje prowadzono w temp. pokojowe;.
Po 1 godz. odparowano rozpuszczalniki. Otrzymano olej o zielonobrunatnym zabarwieniu
zawierajacy mieszaning izomerdéw: 2°-O-metyloadenozyne 1 3’-O-metyloadenozyng
migrujacych razem na ptytce TLC; R¢(C) = 0,46.

Pozostatos¢ odparowano trzykrotnie z bezwodna pirydyng (3%20 ml) i rozpuszczono
ponownie ~w  bezwodnej pirydynie (60 ml). Dodano 1,3-dichloro-1,1,3,3-
tetraizopropylodisiloksan (1054 ul, 3,3 mmola, 1,1ekw.). Po 1,5 godz. ponownie
wstrzyknieto TIPDSiCl2 (500 ul, 1,6 mmola, 0,5 ekw.). Reakcj¢ przerwano po kolejnej 1,5
godz. dodajac nasycony roztwér NaHCOs3 (150 ml). Faz¢ wodng ekstrahowano chlorkiem
metylenu (3x150 ml). Polaczone frakcje organiczne odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem i pozostatlos¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w tzw. fazie
odwroconej. W tym celu wykorzystano silanizowany zel krzemionkowy. Kolumne
przygotowano w acetonitrylu. A nastgpnie przemyto mieszaning woda - aceton (7 : 3, v/v).
Zwiazek 147 wyptynat w 70% obj. acetonu. Otrzymano 650 mg produktu 147 w postaci
biatego proszku; wyd.: 41%. R¢(l) = 0,33.
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'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,33 (s, 1H, H-8), 8,12 (s, 1H, H-2), 6,08 (s, 1H, H-17), 5,71
(bs,2H, C(6)-NH>), 4,68-4,76 (m, 1H, H-2"), 3,98-4,28 (m, 4H, H-3",4°,5°,5™), 3,71 (s, 3H, 2’-
OCHa), 1,01-1,13 (m, 28H, 4xi-Pr od TIPDSI).
MS ES: [M+H]" 524 obliczone dla C23H41NsOsSl2 523,77.

Rowniez scharakteryzowano 3’°-izomer 148; R¢(l) = 0,48.
'H NMR (CDClIs): & (ppm) 9,01 (s, 1H, H-8), 8,34 (s, 1H, H-2), 6,21 (s, 1H, H-1"), 5,83
(bs,2H, C(6)-NHy>), 4,68-4,76 (d, 1H, J 3,3 Hz, H-2"), 4,26-4,40 (m, 2H, H-3",4°), 3,98-3,09
(m, 2H, 5°,5”), 3,37 (s, 3H, 3’-OCHpg), 0,90-1,14 (m, 28H, 4xi-Pr od grupy TIPDSI).

5.4.8. 9-(2’-O-metylo-B-p-erytro-pentofuranozylo)-6-(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryna (150)

Substrat 147 (553 mg, 1,05 mmola) rozpuszczono w pirydynie (8 ml) i dodano
32% amoniaku (4 ml). Szczelnie zamknigte naczynie wstawiono do suszarki nastawionej na
70 °C. Reakcje odsililowania prowadzono przez 3 dni. Po tym czasie mieszanin¢ reakcyjna
zatezono i suszono w eksykatorze nad P20s.

Do surowej 2’-O-metyloadenozyny (28a) dodano 1,2-bis[(dimetyloamino)-

metylenolhydrazyne (596 mg, 4,2 mmola, 4 ekw.) i odparowano z bezwodng pirydyna
(4x3 ml). Ponownie rozpuszczono substrat w 2,5 ml bezwodnej pirydyny. Nastepnie,
wstrzyknigto TMSCI (267 ul, 2,1 mmola, 2 ekw.). Kolbe z mieszaning reakcyjng ogrzewano
pod chlodnicg zwrotng w temp. 100 °C korzystajac z tazni olejowej. Po 24 godzinach
zakonczono ogrzewanie i dodano kolejng porcj¢ TMSCI (267 pl, 2,1 mmola, 2 ekw.). Po
30 min. ponownie dodano porcjg¢ TMSCI (267 pl, 2,1 mmola, 2 ekw.). Po 1 godz. mieszaning
reakcyjng odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo§¢ odparowano z toluenem
(2x2 ml) 1 rozpuszczono w 26 ml chlorku metylenu schlodzonego w lodzie. Otrzymany
roztwor przemyto nastgpujacymi mieszaninami rowniez schtodzonymi w lodzie: jeden raz
mieszaning nasyconego roztworu NaCl (10,5 ml) i nasyconego roztworu NaHCO3 (5,6 ml)
oraz dwa razy mieszaning nasyconego roztworu NaCl (10,5 ml) i 1 M HCI (3,8 ml). Warstwe
organiczng odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Oleistg pozostato$¢ rozpuszczono w
4,7 ml metanolu i pozostawiono w temp. pokojowej przez noc. Zwigzek 150 wykrystalizowat
1 zostal przesaczony. Osad przemyto benzenem (1x2 ml) i eterem dietylowym (2x2 ml), po
wysuszeniu otrzymano 133 mg produktu; wyd.: 38%, R#«(A) = 0,26.
'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 9,65 (s, 2H, H-3,5 od triazolu), 9,09 (s, 1H, H-8), 8,99 (s, 1H,
H-2), 6,23 (d, 1H, J 4,8 Hz, H-1"), 5,37 (d, 1H, J 5,38 Hz, OH-3"), 5,20 (t, 1H, J 5,38 Hz,
OH-5), 4,35-4,45 (m, 2H, H-2",3), 4,03 (q, 1H, J 3,59 Hz, H-4’), 3,58-3,78 (m, 2H,
H-5°,5), 3,39 (s, 3H, 2°-OCH3).
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MS ES: [M+H]" 334 obliczone dla C1sH15N704 333,30.

5.4.9. 9-[5’-0-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-2’-O-metylo-B-p-erytro-pentofuranozylo]-6-
(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryna (134)

Substrat 150 (190 mg, 0,57 mmola) odparowano z bezwodng pirydyng (3%3 ml) i
ponownie 150 rozpuszczono w bezwodnej pirydynie (3 ml), nastgpnic dodano DMTCI
(213 mg, 0,63 mmola, 1,1 ekw.). Po 3 godz. dodano DMTCI (28 mg, 0,08 mmola, 0,1 ekw.).
Reakcja zaszta catkowicie po 3,5 godziny. Mieszaning reakcyjna podzielono miedzy
nasycony roztwor NaHCO3z (20 ml) i CH2Cl2 (20 ml). Faze wodng ekstrahowano chlorkiem
metylenu (3%x20 ml). Organiczne ekstrakty odparowano pod zmniejszonym cis$nieniem, a
pozostalo$¢ naniesiono na kolumne chromatograficzng. Jako eluent zastosowano chlorek
metylenu / metanol z dodatkiem 0,2% pirydyny, produkt 134 wymyto przy st¢zeniu metanolu
1 do 4%. Frakcje odparowano i produkt liofilizowano z 1,4-dioksanu. Otrzymano 358 mg
produktu 134 w postaci lekko zottej piany; wyd.: 98%. R¢«(B) = 0,35.

'H NMR (CDCls): 8 (ppm) 9,62 (s, 2H, H-3, 5 od triazolu), 8,80 (s, 1H, H-8), 8,46 (s, 1H, H-
2), 7,22-7,46 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 6,28 (d, 1H, J 3,6 Hz, H-1°), 4,54-4,61 (m, 1H,
H-3%), 4,40-4,45 (m, 1H, H-2"), 4,22-4,28 (m, 1H, H-4"), 3,79 (s, 6H, 2xOCHz od DMT), 3,63
(s, 3H, 2°-OCHpg), 3,45-3,61 (m, 2H, H-5°, 57).

MS ES: [M+H]" 636 obliczone dla C3sH33N70s 635,67.

5.4.10. 6-N-(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-
metyloadenozyna (186)

Zwigzek 134 (358 mg, 0,55 mmola) rozpuszczono w 7 ml pirydyny. Po dodaniu
sperminy (1133 mg, 5,6 mmola, 10 ekw.) kolbe reakcyjna szczelnie zamknigto i umieszczono
w suszarce (70°C). Reakcje zakonczono po 8 godzinach. Pirydyn¢ odparowano 1 otrzymany
olej podzielono miedzy wode (20 ml) a chlorek metylenu (20 ml). Warstwe organiczng
ekstrahowano woda (2x20 ml). Kazdorazowo w trakcie mieszania si¢ obu warstw powstawata
emulsja. Aby usung¢ emulsj¢ mieszaning przelewano do plastikowych probowek
(pojemnosc¢ ok. 40 ml) i wirowano przez 10 min. (16 tys. obr./min. w temp. 4 °C). Potaczone
warstwy organiczne zat¢zono 1 oczyszczono na kolumnie chromatograficznej. Czysty produkt
wyptynat w fazie od 78 : 2: 20 do 75:5:20. Uzyskano 380 mg zwigzku 186; wyd.: 88%.
R¢(E) = 0,66.

'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 8,26 (s, 1H, H-8), 8,18 (s, 1H, H-2), 6,79-7,28 (m, 13H,
aromatyczne od DMT), 6,05 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-1), 4,41-4,48 (m, 2H, H-2’, 3°), 4,03-4,09
(m, 1H, H-4), 3,73 (s, 6H, 2xOCH3 od DMT), 3,67 (s, 3H, 2°’-OCHj3), 2,28-3,5 (m, 14H,
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H-5°, 57, CHo-1, 3, 5, 8, 10, 12 od reszty sperminy), 1,40-1,88 (m, 8H, CH>-2, 6, 7, 11 od
reszty sperminy).
MS ES: [M+H]" 769 obliczone dla C42HssNsOs 768,94.

5.4.11. 6-N-[Tris(N,N’,N -trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-5’-O-

(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-metyloadenozyna (192)

Zwiazek 186 (370 mg, 0,48 mmole) trzykrotnie odparowano z bezwodng pirydyna
(3x6 ml) 1 rozpuszczono w bezwodnej pirydynie (6 ml). Kolbg¢ zamkni¢to gumowym
korkiem, schtodzono w tazni lodowej i wstrzyknieto bezwodnik kwasu trifluorooctowego
(334 pl, 2,4 mmola, 5 ekw.). Po 20 min. zakonczono reakcje przez dodanie do mieszaniny
reakcyjnej nasyconego roztworu NaHCOs (30 ml). Nastepnie warstwe wodng trzykrotnie
przemyto CH2Cl> (3x30 ml). Po ekstrakcji fazy organiczne zatgzono na wyparce. Surowy
produkt 192 oczyszczono na kolumnie chromatograficznej, stosujac chlorek metylenu —
metanol z dodatkiem 0,2% pirydyny jako eluent. Czysty produkt wyptynat przy 3% do 4%
metanolu. Otrzymano 223 mg produktu w postaci kremowo - biatej piany; wyd. 44%.
R¢(A) = 0,65.
'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,52-8,58 (m, 1H, C(6)-NH), 8,26 (2xs, 1H, H-8), 7,97 (s, 1H,
H-2), 6,72-7,29 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 6,08 (t, 1H, J 3,4 Hz, H-1°), 4,42-4,48 (m,
1H, H-3%), 4,26-4,32 (m, 1H, H-2), 4,08-4,15 (m, 1H, H-4"), 3,71-3,72 (s, 6H, 2xOCHj3 od
DMT), 3,51 (s, 3H, 2°-OCHza), 3,20-3,70 (m, 14H, H-5’, 5, CH»-1, 3, 5, 8, 10, 12 od reszty
sperminy), 1,50-2,04 (m, 8H, CH.-2, 6, 7, 11 od reszty sperminy).
MS ES: [M+H]" 1057 obliczone dla CgHssFsNgOg 1056,97.

5.5. Synteza pochodnej poliamino-2’-O-metylocytydyny

5.5.1. 4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyna (154)

Do cytydyny (1,216 g, 5 mmoli) rozpuszczonej w bezwodnej pirydynie (20 ml)
dodano TMSCI (3,8 ml, 30 mmoli, 6 ekw.) 1 catlos¢ mieszano przez 1 godzing. Po czym
mieszaning reakcyjng zatezono, odparowujac bez dostgpu wilgoci do %4 objetosci, czyli do ok.
22 ml i dodano chlorek p-toluenosulfonylu (1,91 g, 10 mmoli, 2 ekw.). Reakcje prowadzono
w szczelnie zamknietym naczyniu w temp. 60 °C w suszarce przez 20 godzin. Analiza TLC
wykazata calkowite zajScie reakcji. Mieszaning reakcyjng przerobiono dodajac 60 ml
nasyconego NaHCOs3 i 50 ml CH2Cl,. Warstwe wodng ekstrahowano dwa razy chlorkiem
metylenu (2x50 ml). Potaczone ekstrakty zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem,

pozostato$¢ rozpuszczono w pirydynie (15 ml) i dodano stezonego amoniaku (15 ml). Reakcje
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odsililowania przerwano po 2,5 godz. przez odparowanie amoniaku i pirydyny. Otrzymana
surowg 4-N-p-toluenosulfonylocytydyne (153) osuszono przez odparowanie z pirydyna
(4x40 ml). R¢ surowego produktu 153 wynosi R{(A) = 0,32.

Ponownie rozpuszczono ja w 20 ml bezwodnej pirydyny. Dodano DMTCI (1,86 g,
5,5 mmoli, 1,1 ekw.). Reakcja trytylowania zaszta ilosciowo po ok. 2,5 godziny, co wykazata
analiza TLC. Reakcje przerobiono dodajac CH2Cl2 (50 ml) i nasyconego roztworu NaHCO3
(50 ml). Warstwe wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (2x50 ml). Zebrane warstwy
organiczne odparowano i uzyskany w postaci oleju surowy produkt oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej. Jako eluent zastosowano roztwor metanolu w chlorku metylenu z
dodatkiem 0,2% pirydyny. Produkt wymyto przy 1 do 3% metanolu. Otrzymano 2,443 g
czystego produktu 154 w postaci lekko zottej piany, catkowita wyd.: 70%; R¢#(B) = 0,30.
'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,95 (d, 1H, J 8,1 Hz, H-6), 7,73-7,79 (m, 2H, 2xCH
aromatyczne od grupy Ts), 6,8-7,4 (m, 16H, H-5, 2xCH aromatyczne od grupy Ts,
aromatyczne od DMT), 5,83 (d, 1H, J 3,0 Hz, H-1"), 3,38-4,44 (m, 1H, H-2"), 4,32-4,37 (m,
1H, H-4%), 4,17-4,22 (m, 1H, H-3"), 3,78 (s, 6H, 2xOCH3s od DMT), 3,40-3,56 (m, 2H, H-5’,
5”), 2,39 (s, 3H, CH3 od grupy Ts).

5.5.2. Metylowanie 4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyny
4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyne (154) (1 mg,
1,4 mmol) rozpuszczono w acetonitrylu (35 ml) i dodano SnCl>x2H20 (14 mg, 0,044 ekw.).
Reakcje prowadzono w temp. 0 °C korzystajac z tazni lodowej 1 energicznie mieszano przy
uzyciu mieszadta magnetycznego. Do schiodzone; mieszaniny reakcyjnej stopniowo
wstrzykiwano (ok. 5 min.) roztwor diazometanu w DME (3,5 ml, zaktadajac stez. 1M, 2,5
ekw.)\ tak, aby temperatura nie przekroczyta +5 °C. Reakcje prowadzono jeszcze przez 20
min. 1 mieszaning rozpuszczalnikow odparowano. Oczyszczono pozostato$¢ na kolumnie
chromatograficznej przygotowanej w mieszaninie toluenu i octanu etylu (1:1, v/v).
Scharakteryzowano nizej wymienione produkty.
4-N-p-toluenosulfonylo-5’-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2°-O-metylocytydyna (155),
247 mg, wyd.: 25%; R¢(D) = 0,49.
'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,43 (d, 1H, J 78 Hz, H-6), 7,52-7,58 (m, 2H, 2xCH aromatyczne
od grupy Ts), 6,8-7,4 (m, 15H, 2xCH aromatyczne od grupy Ts, aromatyczne od DMT), 6,56
(d, 1H, J 7,8 Hz, H-5), 5,97 (s, 1H, H-1"), 4,36-4,47 (m, 1H, H-3"), 3,94-4,00 (m, 1H, H-2"),
3,82 (s, 6H, 2xOCH3 od DMT), 3,74-3,79 (m, 1H, H-4"), 3,71 (s, 3H, 2°-OCH3s), 3,54-3,62
(m, 2H, H-5°, 57), 2,41 (s, 3H, CH3 od grupy Ts).
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4-N-p-toluenosulfonylo-5’-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-3°-O-metylocytydyna (156);
R¢(D) = 0,33.
'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,1 (m, 1H, H-6), 7,53-7,59 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy
Ts), 6,8-7,4 (m, 15H, 2xCH aromatyczne od grupy Ts, aromatyczne od DMT), 6,68 (d, 1-H, J
8,1 Hz, H-5), 5,87 (d, 1H, J 2,3 Hz, H-1°), 4,23-4,28 (m, 1H, H-2’), 4,12-4,18 (m, 1H, H-4’),
3,96-4,01 (m, 1H, H-3), 3,82 (s, 6H, 2xOCHz od DMT), 3,52-3,66 (M, 2H, H-5",5), 3,46 (s,
3H, 3’-OCHpg), 2,41 (s, 3H, CH3 od grupy Ts).

4-N-metylo-4-N-p-toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-
metylocytydyna (157), 278 mg, wyd.: 27%; R#(D) = 0,66.
IH NMR (CDCl): & (ppm) 8,15 (d, 1H, J 8,1 Hz, H-6), 7,74-7,88 (m, 2H, 2xCH
aromatyczne od grupy Ts), 6,8-7,4 (m, 15H, 2xCH aromatyczne od grupy Ts, aromatyczne od
DMT), 6,53 (d, 1-H, J 8,4 Hz, H-5), 5,93 (s, 1H, H-1°), 4,38-4,47 (m, 1H, H-3"), 3,96-4,01
(m, 1H, H-2°), 3,83 (s, 6H, 2xOCH3 od DMT), 3,70-3,74 (m, 1H, H-4%), 3,66 (s, 3H, 2’-
OCHa), 3,54-3,58 (m, 2H, H-5°, 5”), 3,39 (s, 3H, C(4) N-CHsa), 2,40 (s, 3H, CHs od grupy
Ts).

4-N-metylo-4-N-p-toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-3’-O-
metylocytydyna (158), 130 mg, wyd.: 13%; R¢#(D) = 0,57.
IH NMR (CDCl): & (ppm) 7,92 (d, 1H, J 8,1 Hz, H-6), 7,76-7,82 (m, 2H, 2xCH
aromatyczne od grupy Ts), 6,8-7,4 (m, 15H, 2xCH aromatyczne od grupy Ts, aromatyczne od
DMT), 6,68 (d, 1-H, J 8,1 Hz, H-5), 5,91 (d, 1H, J 3,3 Hz, H-1°), 4,22-4,28 (m, 1H, H-2"),
4,14-4,19 (m, 1H, H-4"), 3,94-4,00 (m, 1H, H-3"), 3,83 (s, 6H, 2xOCH3z od DMT), 3,54-3,60
(m, 1H, H-5%), 3,42 (s, 3H, 3’-OCHg), 3,39 (s, 3H, C(4) N-CHg), 3,36-3.40 (m, 1H, H-5"),
2,41 (s, 3H, CHz od grupy Ts).

5.5.3. 4-N-[(N-trifluoroacetylo)-5-azapentano-1-ylo]-5’-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-

metylocytydyna (160)

Zwigzek dimetylowy 157 (90 mg, 0,124 mmola) rozpuszczono w pirydynie (1,3 ml) i
dodano putrescyne (125 ul). Kolbg reakcyjng szczelnie zamknigto i umieszczono na noc w
suszarce w temp. 70 °C. Reakcja zaszta ilosSciowo. Po 17 godz. odparowano pirydyne¢ i do
oleistej pozostalo$ci dodano chlorek metylenu (11 ml) 1 wod¢ (11 ml). Warstwe wodng
dwukrotnie wytrzasnigto z CH2Cl> (2x11 ml). Polaczone frakcje organiczne zatezono i
czterokrotnie odparowano z bezwodna pirydyng (4x2 ml). Surowa 4-N-(5-azapentano-1-ylo)-
5’-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-metylocytydyne (159) rozpuszczono w pirydynie (1,3 ml) i
wstrzyknigto (CF3CQO)20 (52 ul, 3 ekw.). Reakcje przerwano po 20 min. dodajac nasycony
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roztwor NaHCO3 (10 ml) i trzykrotnie przemyto CH2Cl> (3x10 ml). Frakcj¢ organiczng
odparowano, a pozostato§¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent
chlorek metylenu / metanol. Otrzymano 37 mg czystego produktu 160 w postaci lekko zottej
piany, wyd.:43%; R¢(A) = 0,43.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,82 (d, 1H, J 8,7 Hz H-6), 6,82-7,42 (m, 13H, aromatyczne od
DMT), 5,96 (s, 1H, H-1°), 5,20 (d, 1H, J 8,4 Hz, H-5), 4,42-4,52 (m, 1H, H-2"), 3,93-4,00 (m,
1H, H-3"), 3,80 (s, 6H, 2xOCH3s od DMT), 3,72-3,77 (m, 1H, H-4), 3,67 (s, 3H, 2°-OCHa),
3,18-3,64 (m, 6H, H-5", 5, CH»-1, 4 od reszty putrscyny), 1,5-1,8 (m, 4H, CH-2, 3 od reszty
putrescyny).

5.5.4. 6-N-benzoilocytydyna (160a)

Reakcje prowadzono na cytydynie (1,22 g, 5 mmoli) analogicznie do otrzymywania 6-
N-benzoiloadenozyny (140a). Otrzymano 1,69 g zwigzku 160a w postaci bialego proszku,
wyd.: 97%. R¢(A) = 0,27.

5.5.5. 6-N-benzoilo-5-(4,4’-dimetoksytrtylo)cytydyna (160b)
Reakcje prowadzono na zwigzku 160a (1,69 g, 5 mmoli) analogicznie do
otrzymywania zwigzku 140. Otrzymano 2,61 g zwigzku 160b, wyd.: 80%. R¢(A) = 0,65

5.5.6. Metylowanie 6-N-benzoilo-5’-(4,4’-dimetoksytrtylo)cytydyny

Reakcje prowadzono na zwigzku 160b analogicznie do metylowania 140.
Otrzymanych prawdopodobnie izomeréw 2°- i 3’-O-metylowych, odpowiednio R¢(D) = 0,32 i
R#(D) = 0,26, nie udalo si¢ rozdzieli¢ na kolumnie chromatograficznej z wykorzystaniem

roztworu toluenu i octanu etylu.

5.5.7. 3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-2’-O-metylocytydyna (161)

Cytydyne (2 g, 8,2 mmola) rozpuszczono cze$ciowo w destylowanym metanolu
(480 ml). Dodano SnCl>x2H20 (82 mg, 0,36 mmola, 0,044 ekw.) i kolb¢ zamknigto
gumowym korkiem zaopatrzonym w igl¢ odprowadzajacg azot wytworzony w wyniku reakcji
z diazometanem. Nastepnie stopniowo wstrzykiwano roztwor diazometanu w DME
(teoretycznie 11 ekw.; otrzymany z 6,8 g N-metylo-N-nitrozomocznika). Reakcj¢ prowadzono
w temp. pokojowej. Po 1 godz. odparowano rozpuszczalniki. Otrzymano mieszaning
izomerow: 2°-O-metylocytydyne¢ i 3’-O-metylocytydyne migrujacych razem na ptytce TLC;
R#(C) = 0,20.
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Pozostato$¢ odparowano trzykrotnie z bezwodng pirydyna (3x15 ml) i rozpuszczono
ponownie ~w  bezwodnej pirydynie (36 ml). Dodano 1,3-dichloro-1,1,3,3-
tetraizopropylodisiloksan (2,620 ml, 8,2 mmole, 1ekw.). Po 2 godz. reakcja zaszla
catkowicie. Roztwor podzielono mi¢dzy nasycony roztwor NaHCO3 (120 ml) a CH2Cl2 (120
ml). Wodng faze ekstrahowano chlorkiem metylenu (2x120 ml). Polaczone frakcje
organiczne odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem 1 pozostato§¢ oczyszczono na
kolumnie chromatograficznej. Zwigzek 161 wyptynat w 1,5% do 6% roztworze MeOH w
CH:Cly. Otrzymano 2,718 g produktu 161 w postaci biatej piany; wyd.: 66%. R¢(A) = 0,48.
'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,01 (d, 1H, J 7,2 Hz, H-6), 5,81 (s, 1H, H-1°), 5,63 (d, 1H,
J 7,5 Hz, H-5), 4,20-4,29 (m, 1H, H-2°), 4,09-4,28 (m, 2H, H-5",5"), 3,92-4,00 (m, 1H, H-3"),
3,74-3,79 (m, 1H, H-4"), 3,71 (s, 3H, 2°-OCHg), 0,97-1,12 (m, 28H, 4xi-Pr od TIPDSI).
13C NMR (CDCls): & (ppm) 165,53 (C-4), 155,32 (C-2), 141,20 (C-6), 93,63 (C-5), 88,91 (C-
2%), 83,66 (C-17), 81,42 (C-4%), 77,03 (C-3°), 68,03 (C-5), 59,36 (2°-OCHs), 17,03-17,51
(8x CHz od grupy TIPDSI), 12,35-13,46 (4x CH od grupy TIPDSi).

FAB MS: [M+H]" 500,2 obliczone dla C22H41N30sSi» 499,75.

5.5.8. 4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-metylocytydyna (155)
3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-2’-O-metylocytydyne (161) (2.718 g,
5,4 mmola) odparowano trzykrotnie z bezwodng pirydyng (3x15ml) i ponownie
rozpuszczono w bezwodnej pirydynie (22 ml). Dodano chlorek p-toluenosulfonowy (2,059 g,
10,8 mmola, 2ekw.). Szczelnie zamknig¢te naczynie reakcyjne wstawiono do suszarki
nastawionej na 70 °C i pozostawiono na noc. Analiza TLC wykazata calkowite zaj$cie reakcji.
Mieszaning reakcyjng rozcienczono nasyconym roztworem NaHCOsz (65 ml) i trzykrotnie
przemyto CH>Cl> (3x65 ml). Potaczone frakcje organiczne osuszono nad bezwodnym NapSO4
i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano surowg 4-N-p-toluenosulfonylo-
3',5'-0-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-2’-O-metylocytydyne ~ (163), R#(A) = 0,85.
Weczesniej oczyszczony zwigzek 163 scharakteryzowano za pomocg analizy NMR 1 MS.
'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,64-8,67 (m, 1H, C(4)-NH), 7,93 (d, 1H, J 7,8 Hz, H-6), 7,80-
3,90 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy Ts), 7,34-7,42 (m, 1H, H-5), 7,26-7,32 (m, 2H,
2xCH aromatyczne od grupy Ts), 5,73 (s, 1H, H-17), 5,73 (s, 1H, H-5), 4,21-4,25 (m, 1H,
H-27), 4,10-4,20 (m, 2H, H-5°,5”), 3,92-4,00 (m, 1H, H-3"), 3,68 (m, 1H, H-4"), 3,66 (s, 3H,
2’-OCHj3), 2,42 (s, 3H, CHs od grupy Ts), 1,10-1,13 (m, 28H, 4xi-Pr od TIPDSI).
13C NMR (CDCls): 6 (ppm) 148,25 (C-4), 143,54 (C-2), 139,79 (C-6), 137,68 (CS od grupy
Ts), 129,55 (2xCH w pozycji meta od Ts), 126,67 (2xCH w pozycji orto od Ts), 124,34 (C-
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5), 88,70 (C-27), 83,77 (C-1"), 81,81 (C-4’), 77,04 (C-3°), 68,20 (C-5"), 59,31 (2°-OCHj3),
21,57 (CHz od grupy Ts), 16,80-17,49 (8x CHs od grupy TIPDSI), 12,37-13,48 (4x CH od
grupy TIPDSI).

FAB MS: [M+H]" 654,4 obliczone dla C29H47N30sSSi, 653,93.

Surowy zwiazek 163 poddano reakcji odsililowania. W tym celu do 163 dodano
wczesniej przygotowany roztwor HF w pirydynie (5,4 ml 40% HF w 21,6 ml pirydyny). Po
1 godz. i 10 min. przerwano reakcj¢ dodajac nasycony roztwor NaHCO3 (180 ml). Nastgpnie
mieszaning przemyto trzykrotnie CH2Cl> (3x150 ml), osuszono nad bezwodnym NaxSOg i
zatezono.  Otrzymano  surowg  4-N-p-toluenosulfonylo-2’-O-metylocytydyne  (164),
R#(A) = 0,45. Pochodng 164 wczesniej oczyszczong scharakteryzowano za pomoca analizy
MS.

MS ES: [M+H]" 412 obliczone dla C17H21N307S 411,43.

W ostatnim etapie zwigzek 164 poddano dimetoksytrytylowaniu. Surowy 164

odparowano trzykrotnie z bezwodng pirydyng (3x10 ml) i ponownie rozpuszczono w
bezwodnej pirydynie (22 ml), po czym wsypano DMTCI (2,013 g, 5,94 mmola, 1,1 ekw.).
Reakcje zakonczono przez zneutralizowanie nasyconym roztworem NaHCO3z (55 ml) i
trzykrotnie przemyto CH2Cl> (3x55 ml). Polaczone frakcje organiczne osuszono nad
bezwodnym NaxSOa, zatgzono i oczyszczono na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent
stosowano chlorek metylenu — metanol z dodatkiem 0,2% pirydyny. Czysty produkt wyptynat
przy 1% do 5% metanolu. Otrzymano 2,587 g zwigzku 155 w postaci lekko zoéttej piany;
calkowita wyd.: 67%; R¢#(B) = 0,46.
'H NMR (CDCls): § (ppm) 8,1 (m, 1H, H-6), 7,8 (m, 3H, H-5, 2xCH aromatyczne od grupy
Ts), 6,8-7,4 (m, 15H, 2xCH aromatyczne od grupy Ts, aromatyczne od DMT), 5,92 (s, 1H,
H-1°), 4,41-4,49 (m, 1H, H-3"), 3,96-4,01 (m, 1H, H-2"), 3,80 (s, 6H, 2xOCH3 od DMT),
3,74-3,79 (m, 1H, H-4"), 3,64 (s, 3H, 2°-OCHj3), 3,55 (m, 2H, H-5", 57), 2,42 (s, 3H, CH3 od
grupy Ts).

5.5.9. 4-N-(4,9,13-Triazatridekano-1-ylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-
metylocytydyna (187)

Do roztworu 155 (2,108 g, 2,95 mmola) w pirydynie (29 ml) dodano sperming
(5,959 g, 29,5 mmoli, 10 ekw.). Kolbg reakcyjng szczelnie zamknigto i umieszczono na noc w
suszarce w temp. 70°C. Reakcja zaszla ilosciowo. Po 17 godz. odparowano pirydyn¢ i do
oleistej pozostatosci dodano chlorek metylenu (110 ml) i wodg (110 ml). Po wytrzas$nigciu

powstata emulsja. W celu rozdzielenia faz mieszaning wirowano w wiréwce (16 tys. obr./min.
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w temp. 4°C) przez 15 min. Faze organiczng ponownie ekstrahowano woda (110 ml) i1
wirowano 35 min. Nie doszlo do rozdzielenia faz, dlatego odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem mieszaning rozpuszczalnikow.

Czesc surowego produktu, 4-N-(3,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5’-0-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-2’-O-metylocytydyne (187) (0,29 mmola) oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej, stosujac mieszaning metanolu, 40% wodnego roztworu metyloaminy i
wody jako eluent. Czysty produkt wyptynat w fazie od 78 : 2: 20 do 76 : 4 : 20. Uzyskano
162 mg czystego 187 w postaci biatej piany; wyd.: 75%. R#«(H) = 0,39.

'H NMR (CDCls): § (ppm) 7,9 (m, 1H, H-6), 6,7-7,5 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 6,04
(bs, 1H, H-1"), 5,1 (m, 1H, H-5), 4,30-4,45 (m, 1H, H-2"), 3,90-4,05 (m, 1H, H-3"), 3,78 (s,
6H, 2xOCHs od DMT), 3,72 (s, 3H, 2’-OCHa), 1,4-3,7 (m, 23H, H-4’, 5°, 57, CH-1, 2, 3, 5,
6, 7,8, 10, 11,12 od reszty sperminy).

FAB MS: [M+H]" 745,5 obliczone dla C41Hs7NsO7 744,92,

5.5.10. 4-N-[Tris(N,N’,N-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-5’-O-

(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-metylocytydyna (194)

Surowy zwigzek 187 (2,55 mmola z 155) odparowano z bezwodng pirydyna (3x20 ml)
| ponownie rozpuszczono w 29 ml pirydyny, dodano bezwodnik trifluorooctowy (1173 pl,
12,75 mmoli, 5 ekw.). Podczas wstrzykiwania bezwodnika kolba reakcyjna byta umieszczona
w tazni lodowej. Po 20 min. zakonczono reakcje. Roztwor podzielono miedzy nasycony
roztwor NaHCO3 (180 ml), a CH2Cl> (180 ml). Warstwg wodng ekstrahowano porcjami
chlorku metylenu (2x180 ml), ktére potem odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Uzyskany olej naniesiono na kolumng chromatograficzng. Czysty produkt 194 wymyto 3% do
6% roztworem MeOH w CH2Cl>. Otrzymano 1,803 g produktu 194; catkowita wydajnosé¢
reakcji przylaczania sperminy i trifluoroacetylowania funkcji aminowych wynosi 66%.
Wydajno$¢ reakcji trifluoroacetylownia wynosi 88%. R¢(A) = 0,56.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,05 (d, 1H, J 7,5 Hz, H-6), 6,8-7,5 (m, 13H, aromatyczne od
DMT), 6,00 (s, 1H, H-1"), 5,2-5,3 (m, 1H, H-5), 4,36-4,48 (m, 1H, H-2"), 3,94-4,03 (m, 1H,
H-3), 3,79 (s, 6H, 2xOCH3 od DMT), 3,72-3,78 (m, 1H, H-4"), 3,68 (s, 3H, 2°-OCHj3), 3,28-
3,66 (m, 14H, H-5", 57, CH-1, 3, 5, 8, 10, 12 od reszty sperminy), 1,56-2,02 (m, 8H, CH»-2,
6, 7, 11 od reszty sperminy).

FAB MS: [M+H]" 1033,1 obliczone dla C47Hs4F9NeO10 1032,94.
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5.6. Synteza pochodnej poliamino-2’-deoksyadenozyny

5.6.1. 9-(2’-Deoksy-B-p-erytro-pentofuranozylo)-6-(1,2,4-triazolo-4-ylo)puryna (167)
Do 2’-deoksyadenozyny (845 mg, 3,4 mmola) dodano 1,2-bis[(dimetylo—
amino)metyleno]hydrazyne (1910 mg, 13,4 mmoli, 3,9 ekw.) i odparowano z bezwodna
pirydyng (4x10 ml). Ponownie rozpuszczono substrat w pirydynie (8 ml). Nastepnie,
wstrzyknigto TMSCI (850 pl, 6,7 mmoli, 2 ekw.). Kolb¢ z mieszaning reakcyjng ogrzewano
pod chlodnicag zwrotng w temp. 100 °C korzystajagc z tazni olejowej. Po 24 godzinach
zakonczono ogrzewanie i dodano kolejng porcje TMSCI (340 ul, 2,7 mmola, 1,3 ekw.). Po
20 min. mieszaning reakcyjng odparowano pod zmniejszonym cis$nieniem. Pozostalo$é
ponownie odparowano z toluenem (2x4 ml) i rozpuszczono w 85 ml chlorku metylenu
schlodzonego w lodzie. Otrzymany roztwor przemyto nast¢pujacymi mieszaninami rowniez
schtodzonymi w lodzie: jeden raz mieszaning nasyconego roztworu NaCl (34 ml) i
nasyconego roztworu NaHCO3 (20 ml), oraz dwa razy mieszaning nasyconego roztworu NaCl
(34 ml) i 1 M HCI (12 ml). Warstwe organiczng odparowano pod zmniejszonym cisnieniem.
Oleistg pozostato$¢ rozpuszczono w 14 ml metanolu i pozostawiono w temp. pokojowej przez
noc. Zwigzek 167 wykrystalizowat i zostal przesgczony. Osad przemyto benzenem i eterem
dietylowym, po wysuszeniu otrzymano 798 mg produktu; wyd.: 77%, R#«(A) = 0,14.
'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 9,65 (s, 2H, H-3, 5 od triazolu), 9,02 (s, 1H, H-8), 8,95 (s, 1H,
H-2), 6,54 (t, 1H, J 6,3 Hz, H-1°), 5,42 (bs, 1H, OH-3"), 5,03 (bs, 1H, OH-5"), 4,44-4,54 (m,
1H, H-37), 3,90-3,96 (m, 1H, H-4"), 3,52-3,70 (m, 2H, H-5’, 5), 2,76-2,86 (m, 1H, H-2"),
2,38-2,48 (m, 1H, H-2").

5.6.2. 9-[5-0O-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-2’-deoksy-B-p-erytro-pentofuranozylo]-6-(1,2,4-
triazolo-4-ylo)-puryna (87)

Substrat 167 (606 mg, 2 mmole) odparowano z bezwodng pirydyng (3x12 ml) i
ponownie 167 rozpuszczono w bezwodnej pirydyny (36 ml), nastgpnie dodano DMTCI
(745 mg, 2,2 mmole, 1,1 ekw.). Po 3 godz. dodano DMTCI (80 mg, 0,2 mmola, 0,1 ekw.).
Reakcja zaszla catkowicie po 3,5 godziny. Mieszaning reakcyjng podzielono miedzy
nasycony roztwor NaHCO3 (60 ml) i CH2Cl> (60 ml). Faze wodng ekstrahowano chlorkiem
metylenu (3x60 ml). Organiczne ekstrakty odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem a
pozostato$¢ naniesiono na kolumne chromatograficzng. Jako eluent zastosowano chlorek
metylenu / metanol z dodatkiem 0,2% pirydyny, produkt 87 wymyto przy stezeniu metanolu
1 do 4%. Frakcje odparowano i produkt liofilizowano z 1,4-dioksanu. Otrzymano 1111 mg

ciata stalego w postaci biatego proszku; wyd.: 92%. R¢(A) = 0,47.
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'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 9,65 (s, 2H, H-3, 5 od triazolu), 8,91 (s, 1H, H-8), 8,84 (s, 1H,
H-2), 6,68-7,32 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 6,56 (t, 1H, J 6,6 Hz, H-1"), 5,45 (d, 1H,
J 4,5 Hz, OH-3"), 4,49-4,59 (m, 1H, H-3"), 4,02-4,12 (m, 1H, H-4"), 3,68 i 3,64 (2xs, 6H,
2xOCH3 od DMT), 3,14-3,28 (m, 2H, H-5°, 5), 2,94-3,04 (m, 1H, H-2"), 2,39-2,47 (m, 1H,
H-27).

5.6.3. 6-N-[Tris(N,N’,N’-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-5’-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-2’-deoksyadenozyna (193)

Zwigzek 87 (100 mg, 0,165 mmola) rozpuszczono w 1,7 ml pirydyny. Po dodaniu
sperminy (334 mg, 1,65 mmola, 10 ekw.) kolbe reakcyjng szczelnie zamkni¢to i umieszczono
w suszarce (70 °C). Reakcje zakonczono po 18 godzinach. Pirydyne odparowano i otrzymany
olej podzielono migedzy wode (10 ml) a chlorek metylenu (10 ml). Warstwg organiczng
ekstrahowano wodg (2x10 ml). Kazdorazowo w trakcie mieszania si¢ obu warstw powstawata
emulsja. Aby wusung¢ emulsje mieszaning przelewano do plastikowych proboéwek
(pojemno$¢ ok. 40 ml) i wirowano 10 min. po pierwszym wytrzasni¢ciu (16 tys. obr./min. w
temp. 4°C). Po drugim i trzecim wytrzasnigciu odpowiednie warstwy rozdzielono w
rozdzielaczu. Polaczone warstwg organiczne =zat¢zono, trzykrotnie odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem z bezwodng pirydyna (3x3 ml) i pozostawiono na linii prozniowe;j
przez noc. R¢(H) = 0,66.

Zwiagzek 188 w stanie surowym rozpuszczono w 1,7 ml bezwodnej pirydyny. Kolbe
zamknieto gumowym korkiem i wstrzykni¢to bezwodnik kwasu trifluorooctowego (115 pul,
0,825 mmola, 5 ekw.). Po 10 min. dodano ponownie bezwodnik kwasu trifluorooctowego
(58 ul, 0,41 mmola, 2,5 ekw.). Po kolejnych 5 min. przerwano reakcj¢ przez wlanie do
mieszaniny reakcyjnej nasycony NaHCOs (10 ml). Nastepnie warstwe wodng trzykrotnie
przemyto CH2Cl> (3x10 ml). Po ekstrakcji fazy organiczne zat¢zono na wyparce. Surowy
produkt 193 oczyszczono na kolumnie chromatograficznej, stosujac chlorek metylenu —
metanol z dodatkiem 0,2% pirydyny jako eluent. Czysty produkt wyptynat przy 1% do 1,5%
metanolu. Otrzymano 107 mg produktu w postaci lekko kremowej piany; wyd. 63%.
R¢#(A) = 0,49.

'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 9,43-9,56 (m, 1H, NH-13 od reszty sperminy), 8,24 (s, 1H,
H-8), 8,16 (s, 1H, H-2), 7,82-7,96 (m, 1H, C(6)-NH), 6,75-7,34 (m, 13H, aromatyczne
od DMT), 6,38 (t, 1H, J 6,3 Hz, H-1°), 5,37 (d, 1H, J 4,5 Hz, OH-3"), 4,48-4,55 (m, 1H,
H-37), 3,97-4,03 (m, 1H, H-4"), 3,72 (s, 6H, 2xOCH3s od DMT), 3,14-3,52 (m, 14H, H-5", 57,
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CHy-1, 3, 5, 8, 10, 12 od reszty sperminy), 2,84-2,94 (m, 1H, H-2), 2,32-2,42 (m, 1H, H-2"),
1,46-1,98 (m, 8H, CH2-2, 6, 7, 11 od reszty sperminy).

5.7. Synteza pochodnej poliamino-2’-deoksycytydyny

5.7.1. 4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyna (172)

Do chlorowodorku 2’-deoksycytydyny (2,64 g, 10 mmoli) rozpuszczonego w
bezwodnej pirydynie (40 ml) dodano TMSCI (5 ml, 40 mmoli, 4 ekw.) i cato§¢ mieszano
przez 1 godzing. Po czym mieszaning reakcyjng zatezono, odparowujac bez dostepu wilgoci
do % objetosci, czyli do ok. 30 ml i dodano chlorek p-toluenosulfonylu (3,8 g, 20 mmoli,
2 ekw.). Reakcje prowadzono w szczelnie zamknigtym naczyniu w temp. 60°C w suszarce
przez noc. Analiza TLC wykazala catkowite zajscie reakcji. Mieszaning reakcyjng
przerobiono dodajac 120 ml nasyconego NaHCO3z i 100 ml CH2Clo.. Warstwe wodna
ekstrahowano dwa razy chlorkiem metylenu (2x100 ml). Potagczone ekstrakty zatezono pod
zmniejszonym cisnieniem i dodano wcze$niej przygotowany roztwor HF w pirydynie (12,5
ml 40% HF 1 50 ml pirydyny). Reakcje odsililowania przerwano po 1 godz. i 40 min. przez
zneutralizowanie HF nasyconym roztworem NaHCO3z (450 ml). Faz¢ wodng przemyto
trzykrotnie chlorkiem metylenu (3x400 ml). Warstwy organiczne osuszono nad bezwodnym
Na>SO4. Nastepnie mieszaning reakcyjng zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem i otrzymang
surowg 4-N-p-toluenosulfonylo-2’-deoksycytydyne (171) osuszono przez odparowania z
pirydyna (4x40 ml). R¢ surowego produktu 171 wynosi R¢(A) = 0,33.

Ponownie rozpuszczono ja w 40 ml bezwodnej pirydyny. Dodano DMTCI (3,4 g,
10 mmoli, 1 ekw.). Reakcja trytylowania zaszta ilosciowo po ok. 2,5 godzinach, co wykazata
analiza TLC. Reakcje przerobiono dodajac CH2Cl2 (100 ml) i nasyconego roztworu NaHCO3
(100 ml). Warstwg wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (2x100 ml). Zebrane warstwy
organiczne odparowano i uzyskany w postaci oleju surowy produkt oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej. Jako eluent zastosowano roztwor metanolu w chlorku metylenu z
dodatkiem 0,2% pirydyny. Produkt wymyto przy 0,6 do 2,5% metanolu. Czysty 172 w postaci
piany odparowano z benzenem (3x20 ml) i ponownie rozpuszczono w benzenie (25 ml), po
czym zamrozono 1 zliofilizowano na linii prézniowej otrzymujac 4,65 g biatego ciata statego;
catkowita wyd.: 68%, R#(B) = 0,38.
'H NMR (CDCls): § (ppm) 7,8 (m, 3H, H-6, 2xCH aromatyczne od grupy Ts), 6,8-7,4 (m,
15H, 2xCH aromatyczne od grupy Ts, aromatyczne od DMT), 6,24 (t, 1H, J 8,8 Hz, H-1"),
5,68 (bs, 1H, H-5), 4,55 (m, 1H, H-3"), 4,03 (m, 1H, H-4"), 3,78 (s, 6H, 2xOCHz od DMT),



Czes$¢ doswiadczalna 120

3,44 (dg, 2H, J 3 10 Hz, H-5", 5), 2,48 (m, 1H, H-2"), 2,39 (s, 3H, CHs od grupy Ts), 2,26
(m, 1H, H-2”).

5.7.2. 4-N-(4,9,13-Triazatridekano-1-ylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-
deoksycytydyna (189)

Do roztworu 172 (2 g, 2,9 mmola) w pirydynie (29 ml) dodano spermine (5,858 g,
29 mmoli, 10 ekw.). Kolbg reakcyjng szczelnie zamknigto i umieszczono na noc w suszarce w
temp. 70°C. Reakcja zaszta ilo$ciowo. Odparowano pirydyne i do oleistej pozostatosci
dodano chlorek metylenu (260 ml) i wode (260 ml). Po wytrza$nigciu powstata emulsja. W
celu rozdzielenia faz mieszaning wirowano w wirowce (16 tys. obr./min. w temp. 4 °C) przez
15 min. Fazg organiczng ponownie ekstrahowano woda (260 ml). Pierwsza frakcje wodng
wytrzasnieto z chlorkiem metylenu (2x200 ml). Druga frakcj¢ wodng wraz z emulsja
przemyto chlorkiem metylenu z dodatkiem metanolu w celu rozpuszczenia emulsji. Pierwsza
faze organiczng rowniez doprowadzono do klarownego roztworu przez dodanie metanolu, aby
oddzieli¢ pozostatos¢ wody. Surowy produkt, 4-N-(3,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5’-0O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyne (189) oczyszczono na kolumnie chromatograficznej,
stosujac poczatkowo 20% roztwor MeOH w CH2Cl> z dodatkiem 0,2% pirydyny, a nastepnie
uktad metanolu, 40% wodnego roztworu metyloaminy i wody. Czysty produkt wyptynat w
fazie od 78:2:20 do 76:4:2. Uzyskano 1,878 g bialej piany czystego 189; wyd.: 90%.
R¢(H) = 0,41.
'H NMR (CDCls): 8 (ppm) 7,74 (d, 1H, Js 7,2 Hz, H-6), 6,81-7,41 (m, 13H, aromatyczne od
DMT), 6,3 (m, 1H, H-1°), 5,37 (d, 1H, Js¢ 7,5 Hz, H-5), 4,43-4,46 (m, 1H, H-3"), 4,01
(m, 1H, H-4%), 3,78 (s, 6H, 2xOCH3s od DMT), 3,3 (m, 2H, H-5’, 5”), 3,16 (m, 1H, H-2"),
2,49-2,76 (m, 12H, CH2-1, 3, 5, 8, 10, 12 od reszty sperminy), 2,13-2,2 (m, 1H, H-2"),
1,44-1,73 (m, 8H, CH2-2, 6, 7, 11 od reszty sperminy).

5.7.3. 4-N-[Tris(N,N’,N’-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-5’-O-(4,4’-

dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyna (195)

Zwigzek 189 (357 mg, 0,5 mmola) odparowano z bezwodng pirydyng (3x5 ml)
I ponownie rozpuszczono w8 ml pirydyny, dodano bezwodnik trifluorooctowy (358 pl,
2,5 mmoli, 5ekw.). Po 5 min. reakcja zaszla calkowicie. Roztwor podzielono miedzy
nasycony roztwor NaHCOs (30 ml), a CH2Cl> (30 ml). Warstwe wodng ekstrahowano
porcjami chlorku metylenu (2x30 ml), ktéore potem odparowano pod zmniejszonym
cisnieniem. Uzyskany olej naniesiono na kolumn¢ chromatograficzng. Czysty produkt 195

wymyto 5% roztworem MeOH w CH2Clz. Po odparowaniu frakcji zawierajacych produkt,
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195 rozpuszczono w 1,4-dioksanie, zamrozono 1 zliofilizowano na linii proézniowe;.
Otrzymano 435 mg biatego ciata stalego; wydajnos¢ 87%. R¢(B) = 0,28.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,79 (d, 1H, J 7,5 Hz, H-6), 6,77-7,41 (m, 13H, aromatyczne
od DMT), 6,26-6,34 (m, 1H, H-1"), 5,82-5,88 (m, 1H, OH-3"), 5,35-5,42 (m, 1H, H-5), 4,52
(m, 1H, H-3"), 4,05 (m, 1H, H-4"), 3,79 (s, 6H, 2xOCHs od DMT), 3,31-3,54 (m, 14H, H-5’,
57, CHz-1, 3, 5, 8, 10, 12 od reszty sperminy), 2,47-2,55 (m, 1H, H-2"), 2,15-2,21 (m, 1H,
H-2), 1,63-1,91 (m, 8H, CH2-2, 6, 7, 11 od reszty sperminy).

5.8. Synteza pochodnej poliamino-2’-deoksyguanozyny

5.8.1. 6-O-2-(4-Nitrofenylo)etylo-2'-deoksyguanozyna (176)

2'-Deoksyguanozyne (2,670 g, 10 mmoli) rozpuszczono czgsciowo w 60 ml suchego
DMEF. Kolbe wczesniej wypeliono argonem. Metny roztwor mieszano za pomocg mieszadia
magnetycznego i po Kilku minutach dodano heksametylodisilazan (HMDS) (4 ml, 40 mmol,
4 ekw.). Po 20 min. nadmiar HMDS oraz rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym
cisnieniem. Do otrzymanej pochodnej 3',5'-di-O-trimetylosililo-2'-deoksyguanozyny (174)
dodano 80 ml suchego 1,4-dioksanu. Do mieszanego roztworu dodano 2-(4-nitrofenylo)etanol
(2,675 g, 16 mmoli, 1,6 ekw.), trifenylofosfing (6,296 g, 24 mmole, 2,4 ekw.) i DEAD
(3,778 ml, 24 mmola, 2,4 ekw.). Po 5 godz. reakcj¢ zakonczono i dioksan odparowano
uzyskujac czerwony olej. Ostatnim etapem syntezy byto usunigcie grup trimetylosililowych z
pierscienia cukrowego przy uzyciu HF w pirydynie, ktory przygotowano rozcienczajac 5 ml
40% wodnego roztworu HF w 400 ml pirydyny. Otrzymany roztwér odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem do objetosci ok. 200 ml i rozpuszczono w nim 6-O-2-(4-
nitrofenylo)etylo-3',5'-bis-O-trimetylosililo-2'-deoksyguanozyng (175). Reakcje prowadzono
przez 1,5 godziny. Mieszaning przerobiono standardowo (250 ml NaHCOs3 i 250 ml CH,Cly).
Wodng warstwe ekstrahowano chlorkiem metylenu (2x250 ml). Organiczne ekstrakty
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem 1 pozostalo§¢ oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej. Czysty produkt 176 eluowano 3-5% roztworem MeOH w CH:Cl,
otrzymujac 2,694 g nieznacznie zottej piany; wyd. catkowita 65%. R¢(A) = 0,35.
'H NMR (DMSO-de): 8 (ppm) 8,14-8,17 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy NPE), 8,04 (s,
1H, H-8), 7,33-7,36 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy NPE), 6,17 (dd, 1H, Ji>-»»» 7,8 Hz,
H-1°), 5,45 (dd, 1H, J 4,8 Hz, OH-3"), 5,45 (d, 1H, J 3,6 Hz, OH-5"), 4,32-4,38 (m, 1H, H-
3%), 4,04 (t, 2H, J 6,6 Hz, CH> alifatyczne od grupy NPE), 4,00-4,10 (m, 1H, H-4"), 3,48-3,66
(m, 2H, H-5",5™), 2,91 (t, 2H, J 6,6 Hz, CH. alifatyczne od grupy NPE), 2,50-2,60 (m, 1H,
H-2%),2,06-2,16 (m, 1H, H-2”).
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5.8.2. 6-0O-2-(4-Nitrofenylo)etylo-3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-2'-
deoksyguanozyna (177)

6-0-2-(4-Nitrofenylo)etylo-2'-deoksyguanozyne (176) (1,6 g, 3,8 mmole) odparowano
z bezwodng pirydyna (3x15 ml). Nastepnie 176 rozpuszczono w 15 ml bezwodnej pirydyny i
dodano 1,3-dichloro-1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksan (1,821 ml, 4,7 mmole, 1,5 ekw.). Po
3 godz. reakcja zaszta calkowicie. Roztwor podzielono migdzy 0,1 M NaHCOs (100 ml), a
CH2CI> (100 ml). Wodng faze ekstrahowano chlorkiem metylenu (2x100 ml). Potaczone
frakcje organiczne odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem i pozostalo$¢ oczyszczono na
kolumnie chromatograficznej. Zwigzek 177 wyptynat w 1% roztworze MeOH w CH2Clo.
Otrzymano 2,172 g produktu 177 w postaci blado zottej piany; wyd. 87%. R¢(A) = 0,71.
'H NMR (DMSO-dg): 8 (ppm) 8,16-8,19 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy NPE), 8,02 (s,
1H, H-8), 7,59-7,63 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy NPE), 6,17 (dd, 1H, Ji»2'2» 7,8 Hz i
4,2 Hz, H-1"), 4,72-4,78 (m, 1H, H-3"), 4,60-4,65 (m, 2H, CH> alifatyczne od grupy NPE),
3,78-3,96 (m, 3H, H-4°, 5°, 5”), 2,20-3,25 (m, 2H, CH: alifatyczne od grupy NPE), 2,69-2,79
(m, 1H, H-2"), 2,44-2,54 (m, 1H, H-2”), 0,94-1,10 (m, 28H, 4xi-Pr od grupy TIPDSI).

5.8.3. 2-Fluoro-6-0O-2-(4-nitrofenylo)etylo-2'-deoksyinozyna (179)

Do polipropylenowego naczynia wypetnionego argonem wsypano PVPHF (5,837 g) i
wlano bezwodny toluen (35 ml). Naczynie zaopatrzone w gumowy korek szczelnie zamknigto
i umieszczono w tazni chtodzacej (16d - NaClag), aby schtodzi¢ do temp. -10 °C. Nastepnie
wstrzyknigto do naczynia zwigzek 177 (2,170 g, 3,3 mmola) rozpuszczony w 22 ml
bezwodnego toluenu i azotyn tert-butylu (1,367 ml, 6,6 mmole, 2 ekw.). W trakcie reakcji
przepuszczano argon przez naczynie polipropylenowe. Po 2,5 godz. mieszania przy uzyciu
mieszadta magnetycznego w temp. od -5 do 0 °C, roztwor przesaczono przez lejek piankowy,
aby usunag¢ PVPHF. Reagent fluorujacy przemyto dwukrotnie toluenem i dwukrotnie octanem
etylu. Nastepnie, przesgcz podzielono miedzy 0,1 M NaHCO3 (150 ml) i octan etylu (100 ml).
Warstwg wodng przemyto dwukrotnie octanem etylu (2x150 ml). Polaczone warstwy
organiczne osuszono nad bezwodnym NaxSOs i zatgzono. Otrzymano olej sktadajacy sie
glownie z 2-fluoro-6-O-2-(4-nitrofenylo)etylo-3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksano-1,3-diylo)-
2'-deoksyinozyny (178).

W kolejnym etapie surowy 178, poddano reakcji z HF w pirydynie aby usung¢ grupe
TIPDSi. W tym celu przygotowano wodny roztwor HF w pirydynie (18 ml 40% HF w 72 ml
pirydyny). Surowy 178 rozpuszczono w 90 ml przygotowanego roztworu HF w pirydynie. Po
2 godz. reakcje¢ zakonczono dodajgc 0,5 M NaHCO3z (260 ml) i CH2Cl> (180 ml). Warstwe
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wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (2x220 ml). Organiczne ekstrakty odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem i uzyskany olej oczyszczono na kolumnie chromatograficznej. Jako
eluent zastosowano metanol w chlorku metylenu. Produkt wyptynat przy 2,5% metanolu.
Otrzymano 765 mg czystego 179; wyd.: 56%; R#(A) = 0,47.

'H NMR (DMSO-de): & (ppm) 8,57 (s, 1H, H-8), 8,17-8,22 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od
grupy NPE), 7,61-7,68 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy NPE), 5,36 (d, 1H, Ji->'»» 4,5
Hz, H-1°), 5,94 (d, 1H, J 4,8 Hz, OH-3"), 5,45 (t, 1H, J 5,4 Hz, OH-5"), 4,83 (t, 2H, J 6,6 Hz,
CH> alifatyczne od grupy NPE), 4,36-4,45 (m, 1H, H-3"), 3,84-3,90 (m, 1H, H-4"), 3,46-3,65
(m, 2H, H-5",5”), 3,28-3,34 (m, 2H, CH. alifatyczne od grupy NPE), 2,61-2,72 (m, 1H, H-
2%),2,26-2,36 (m, 1H, H-2").

F NMR (DMSO-ds): 8 (ppm) 25,219 (s, C(2)-F).

5.8.4. 2-Fluoro-6-0O-2-(4-nitrofenylo)etylo-5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-2'-

deoksyinozyna (180)

Substrat 179 (665 mg, 1,59 mmola) odparowano trzykrotnie z bezwodng pirydyna
(3x10 ml) i ponownie rozpuszczono w 11 ml pirydyny. Dodano DMTCI (539 mg,
1,75 mmola, 1,1 ekw.). Po 1 godz. i 40 min. ponownie dodano DMTCI (70 mg, 0,2 mmola,
0,1 ekw.). Reakcje zakonczono po 3 godz. i 40 min. dodajac nasyconego roztworu NaHCO3
(75 ml). Otrzymang mieszaning trzykrotnie przemyto chlorkiem metylenu (3x75 ml).
Potaczone warstwy organiczne osuszono nad bezwodnym NazSOs i1 zatgzono. Surowy
produkt 180 oczyszczono na kolumnie chromatograficznej. Jako eluent zastosowano metanol
w chlorku metylenu. Produkt wyptynatl przy 1 do 2% metanolu. Otrzymano 1,021 g czystego
180 w postaci nieznacznie z6ltej piany; wyd.: 89%. R¢(B) = 0,46.
'H NMR (DMSO-de): & (ppm) 8,45 (s, 1H, H-8), 8,14-8,22 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od
grupy NPE), 7,59-7,67 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy NPE), 6,71-7,32 (m, 13H,
aromatyczne od DMT), 6,36 (t, 1H, Ji»'»» 6,6 Hz, H-17), 5,40 (d, 1H, J 4,8 Hz, OH-3"), 4,90-
4,99(m, 1H, OH-5"), 4,78-4,86 (m, 2H, CH> alifatyczne od grupy NPE),4,41-4,50 (m, 1H, H-
3%), 3,86-4,06 (m, 1H, H-4%), 3,70 (s, 6H, 2xOCHsz od DMT), 3,10-3,35 (M, 4H, CH2
alifatyczne od grupy NPE i H-5",57), 2,77-2,88 (m, 1H, H-2’), 2,32-2,42 (m, 1H, H-2").
1F NMR (DMSO-ds): 8 (ppm) 25,327 (s, C(2)-F).

5.8.5. 2-N-[Tris(N,N',N"-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-6-O-2-(4-
nitrofenylo)etylo-5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-2'-deoksyguanozyna (198)
Zwigzek 180 (1,010 g, 1,39 mmola) rozpuszczono w pirydynie (14 ml) i dodano

sperming (2,813 g, 13,9 mmola, 10 ekw.). Reakcje prowadzono w temp. pokojowej przez
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2 godz. i 50 min. Nastepnie pirydyne odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a oleista
pozostatos¢ wytrzasnieto miedzy wode (100 ml) i CH2Cl> (100 ml). Warstwe organiczng
ekstrahowano wodg (2x100 ml) w celu usunigcia nadmiaru sperminy. Kazdorazowo w trakcie
mieszania obu warstw powstawata emulsja. Dlatego po kazdym wytrzasnigciu przelewano
mieszaning do odpowiednich pojemnikéw i wirujac ja (3%20 min., 16 tys. obr./min.,
temp. 4 °C) usuwano emulsje. Nastepnie warstwe organiczng zatgzono na wyparce.
Otrzymano surowa 2-N-(4,9,13-Triazatridekano-1-ylo)-6-O-2-(4-nitrofenylo)etylo-5'-O-(4,4'-
dimetoksytrytylo)-2'-deoksyguanozyne (190), R¢(H) = 0,51.

Surowy 190 trzykrotnie odparowano z bezwodng pirydyng (3x10 ml) i ponownie

rozpuszczono w bezwodnej pirydynie (16 ml). Kolbe reakcyjna zamknigto gumowym
korkiem i umieszczono w mieszaninie chtodzacej (16d — woda) temp. 0 °C. Nastgpnie
wstrzyknigto bezwodnik kwasu trifluorooctowego (1,106 ml, 7,95 mmola, 5,7 ekw.). Po 15
min. kolb¢ wyjeto z tazni. Reakcje zakonczono po kolejnych 15 min. przez dodanie
nasyconego roztworu NaHCOs (130 ml). Otrzymang mieszaning wytrzasni¢to trzykrotnie z
chlorkiem metylenu (3x130 ml). Potaczone frakcje organiczne osuszono nad bezwodnym
Na>SO4 i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w 10 ml
mieszaniny chlorku metylenu i metanolu w stosunku objetosciowym: 35% : 65%. Po 6,5
godz. odparowano mieszaning rozpuszczalnikow 1 oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej. Jako eluent wykorzystano mieszaning CH2Cl, i metanolu z dodatkiem
0,2% pirydyny. Produkt wyptynatl przy 2% metanolu. Otrzymano w postaci lekko zottej piany
1,348 g 198, catkowita wyd.: 81%, R#(A) = 0,62.
'H NMR (DMSO-de): & (ppm) 8,53 (s, 1H, H-8), 8,14-8,22 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od
grupy NPE), 7,58-7,68 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy NPE), 6,71-7,38 (m, 13H,
aromatyczne od DMT), 6,36 (t, 1H, Ji-»'»» 6,6 Hz, H-17), 4,78-4,86 (m, 2H, CH: alifatyczne
od grupy NPE), 4,42-4,49 (m, 1H, H-3"), 3,84-4,05 (m, 1H, H-4"), 3,70 (s, 6H, 2xOCH3z od
DMT), 3,10-3,6 (M, 16H, CH: alifatyczne od grupy NPE, H-5°,5”, CH»-1, 3,5, 8, 10, 12 od
reszty sperminy), 2,77-2,88 (m, 1H, H-2"), 2,33-2,43 (m, 1H, H-2"), 1,47-1,90 (m, 8H, CH>-
2,6, 7,11 od reszty sperminy).

5.9. Synteza pochodnej poliaminotymidyny

5.9.1. 3’,5’-Di-O-acetylotymidyna (182)
Tymidyne (484 mg, 2 mmoli) odparowano trzykrotnie z bezwodng pirydyng (3x3 ml)

1 rozpuszczono w 4 ml bezwodnej pirydyny mieszajac przy wykorzystaniu mieszadla

magnetycznego i ogrzewajac roztwor. Nastepnie dodano bezwodnik kwasu octowego (755 pl,



Czes$¢ doswiadczalna 125

8 mmoli, 4 ekw.). Reakcj¢ zakonczono po 3 godz. przez dodanie 50 ml nasyconego roztworu
NaHCOs. Warstwe wodng trzykrotnie ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x50 ml), po czym
cze$¢ organiczng odparowano pod zmniejszonym cis$nieniem uzyskujgc 640 mg czystego
produktu 182 w postaci biatej piany; wyd.: 98%. R#(A) = 0,67.

'H NMR (DMSO-de): & (ppm) 11,39 (bs, 1H, NH-3), 7,50 (d, 1H, J 1,2 Hz, H-6), 6,14-6,22
(dd, 1H, J 6,2 Hz, H-1"), 5,14-5,22 (m, 1H, H-3"), 4,21-4,27 (m, 2H, H-5",57), 4,12-4,17 (m,
1H, H-4%), 2,38-2,48 (m, 1H, H-2"), 2,22-2,32 (m, 1H, H-2"), 2,07 (s, 6H, 2xOCH3), 1,80 (d,
3H, J 1,2 Hz, CHz od grup Ac).

5.9.2. 5-Formylo-3’,5’-di-O-acetylo-2’-deoksyurydyna (109)

Surowy zwiagzek 182 (2 mmole) rozpuszczono w CH3CN (7,8 ml) i dodano
2,6-lutydyne (874 ul, 7,5 mmoli, 3,5 ekw.). Kolb¢ umieszczono na tazni olejowej
(temp. ok. 65°C) i zaopatrzono w chtodnic¢ zwrotng. Po 5 min. dodano przygotowany
wczesniej roztwor K2S>0g (1081 mg, 4 mmole, 2 ekw.) i CuSO4x5H20 (200 mg, 0,8 mmoli,
0,4 ekw.) w 7,8 ml wody. W celu catkowitego rozpuszczenia soli w wodzie mieszaning
ogrzewano. Reakcj¢ prowadzono w temp. ok. 65 °C pod chtodnicg zwrotng. Caly zestaw
umieszczono na mieszadle magnetycznym. Po 2 godz. mieszaning zatezono odparowujac
CH3CN. Do pozostatosci dodano wode (20 ml) i octan etylu (30 ml), a nastepnie
wytrzasnigto. Warstwe organiczng ekstrahowano dwukrotnie woda (2x30 ml) i raz 5%
roztworem EDTA (30 ml). Na koniec potgczone warstwy wodne ekstrahowano z CH2Cl»
(3x100 ml). Osuszone warstwy organiczne odparowano, a pozostato$¢ naniesiono na kolumng
chromatograficzng. Produkt 109 wymyto w 1,5 do 2,5% roztworze MeOH w CH2Clo.
Otrzymano 318 mg zwigzku 109 w postaci biatej piany; wyd. 47%. R¢(A) = 0,67.

W zwigzku z przypuszczalng obecnoscia odacetylowanej pochodnej 109
postanowiono pozostato$¢ z warstwy wodnej poddac reakcji doacetylowania. Frakcje wodng
zatezono, odparowano z pirydyng (3x15 ml), a nastgpnie z toluenem (1x15 ml). Otrzymanag
pozostato$¢ poddano reakcji z (CH30).0 analogicznie jak w przypadku zwigzku 181.
Otrzymano po oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej 62 mg produktu 109, wyd.: 9%.
Catkowita wydajno$¢ reakcji 56%.

'H NMR (DMSO-de): & (ppm) 11,87 (bs, 1H, NH-3), 9,80 (s, 1H, C(5)-CHO), 8,36 (s, 1H,
H-6), 6,12 (t, 1H, J 6,6 Hz, H-1"), 5,18-5,24 (m, 1H, H-3"), 4,30-4,35 (m, 1H, H-4"),
4,22-4,27 (m, 2H, H-5°,5"), 2,40-2,52 (m, 1H, H-2’,2”), 2,08 (d, 6H, J 7,2 Hz, 2xCHs3
od grup Ac).

FAB MS: [M+H]" 341,1 obliczone dla C12H16N20Og 340,29.
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Rowniez wyizolowano i scharakteryzowano 5-hydroksymetylo-3°,5’-di-O-acetylo-2’-
deoksyurydyne (185) ; wyd.: 21%. R¢(A) = 0,42.
'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 11,43 (bs, 1H, NH-3), 7,55 (s, 1H, H-6), 6,18-6,25 (m, 1H, H-
1°), 5,16-5,24 (m, 1H, H-3"), 4,20-4,24 (m, 3H, C(5)-CH2, H-4’), 4,15-4,19 (m, 2H, H-5°,5"),
2,29-2,37 (m, 1H, H-27,2”), 2,08 (d, 3H, J 3,9 Hz, CHs od grup Ac).
FAB MS: [M+H]" 343,1 obliczone dla C14H1gN20sg 342,30.

5.9.3. Proby utleniania 3’,5’-di-O-acetylotymidyny

1) Reakcja prowadzona analogicznie do otrzymywania 5-formylo-3°,5’-di-O-acetylo-
2’-deoksyurydyny (109) w obecnosci siarczanu (VI) tetrabutyloamonu jako katalizatora.
Poczatkowo dodano 20 ul 0,38 M wodnego roztworu soli, natomiast po 1 godz. dodano
jeszcze 30 ul (sumarycznie 0,02 mmola, 0,1 ekw.). Otrzymano pochodng 109, wyd.: 35%.

2) Reakcja prowadzona analogicznie do otrzymywania 5-formylo-3’,5’-di-O-acetylo-
2’-deoksyurydyny (109) w obecnosci soli sodowej kwasu p-toluenosulfonowego jako
katalizatora. Zamiast acetonitrylu, rozpuszczalnikiem wykorzystanym w reakcji byt DMF.
Widmo *H MNR identyczne z widmem zwiazku 182.

3) Reakcja prowadzona analogicznie do otrzymywania 5-formylo-3’,5’-di-O-acetylo-
2’-deoksyurydyny (109). Zamiast acetonitrylu wykorzystano nitrometam. Widmo *H NMR z

mieszaniny reakcyjnej pokazato w 10% otrzymanie 1009.

5.9.4. Utlenianie 5-hydroksymetylo-3’,5’-di-O-acetylo-2’-deoksyurydyny (185)

Zwigzek 185 (100 mg, 0,3 mmola) rozpuszczono w CH3CN (1,2 ml) i dodano
2,6-lutydyne (116 pl, 1 mmol, 3,5 ekw.). Kolbe umieszczono na tazni olejowej
(temp. ok. 65°C) i zaopatrzono w chtodnice zwrotng. Po 5 min. dodano przygotowany
wczesniej roztwor K2S>0g (162 mg, 0,6 mmola, 2 ekw.) i CuSO4x5H20 (30 mg, 0,1 mmola,
0,4 ekw.) w 1,2 ml wody. W celu catkowitego rozpuszczenia soli w wodzie mieszaning
ogrzewano. Reakcj¢ prowadzono w temp. ok. 65°C pod chlodnicg zwrotng. Caty zestaw
umieszczono na mieszadle magnetycznym. Po 2 godz. mieszaning zatezono odparowujgc
CH3CN. Do pozostatosci dodano wode (6 ml) i octan etylu (6 ml), a nastepnie wytrzasnigto.
Warstwe organiczng ekstrahowano dwukrotnie woda (2x6 ml) i raz 5% roztworem EDTA
(6 ml). Na koniec potaczone warstwy wodne ekstrahowano z CH2Cl2 (3x100 ml). Osuszone
warstwy organiczne odparowano, a pozostato$¢ naniesiono na kolumne chromatograficzna.
Produkt 109 wymyto w 1,5 do 2% roztworze MeOH w CHCl,. Otrzymano 30 mg zwigzku
109 w postaci biatej piany; wyd.: 30%. R¢(A) = 0,67.
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'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 11,87 (bs, 1H, NH-3), 9,80 (s, 1H, C(5)-CHO), 8,36 (s, 1H,
H-6), 6,12 (t, 1H, J 6,6 Hz, H-1"), 5,18-5,24 (m, 1H, H-3’), 4,30-4,35 (m, 1H, H-4"),
4,22-4,27 (m, 2H, H-5°,5"), 2,40-2,52 (m, 1H, H-2",2”), 2,08 (d, 6H, J 7,2 Hz, 2xCH3
od grup Ac).

5.9.5. 5-Formylo-5’-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyurydyna (184)

Substrat 109 (1,726 g, 5,1 mmola) rozpuszczono w 50 ml 0,9 M roztworu TEA
w mieszaninie wody i metanolu (7:1). Reakcje¢ zakonczono po 0,5 godziny. Roztwor
odparowano na wyparce otrzymujac surowa S-formylo-2’-deoksyurydyne (183),
R#(A) = 0,20.

Nie oczyszczong 5-formylo-2’-deoksyurydyng (183), otrzymang po etapie

odacetylowania, (5,1 mmol) odparowano czterokrotnie z suchg pirydyng (4x20 ml) i
ponownie  rozpuszczono w 24 ml pirydyny. Nastgpnie dodano DMTCI
(1,897 g, 5,6 mmola, 1,1 ekw.). Po 1,5 godz. reakcj¢ zakonczono rozcienczajagc mieszaning
reakcyjng nasyconym roztworem NaHCOsz (100 ml). Warstwe¢ wodng ekstrahowano
chlorkiem metylenu (3x100 ml). Zebrane frakcje organiczne odparowano pod zmniejszonym
ciSnieniem, a oleista pozostalo§¢ naniesiono na kolumng¢ chromatograficzng. Jako eluent
wykorzystano mieszaning CH2Cl i metanolu z dodatkiem 0,2% pirydyny. Produkt wyptynat
przy 0,5 —2,5% metanolu. Uzyskano 2,256 g 184 w postaci lekko zottej piany; wyd.: 78%;
R¢#(A) = 0,53.
'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 11,84 (s, 1H, NH-3), 9,59 (s, 1H, C(5)-CHO), 8,33 (s, 1H,
H-6), 6,85-7,42 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 6,07 (t, 1H, J 6,3 Hz, H-1°), 5,37 (d, 1H,
J 4,8 Hz, OH-3"), 4,15-4,24 (m, 1H, H-3"), 3,94-3,01 (m, 1H, H-4"), 3,73 (s, 6H, 2xOCH3 od
grupy DMT), 3,16-3,27 (m, 2H, H-5", 57), 2,27-2,34 (m, 2H, H-2, 2”).

5.9.6. 5-(2,6,11,15-Tetraazapentadekano-1-ylo)-2’-deoksyurydyna (119)

Substrat 184 (1,122 g, 2,02 mmola) rozpuszczono w pirydynie (36 ml) i rozcienczono
destylowanym metanolem (36 ml). Nastepnie dodano sperming (4,04 g, 20 mmoli, 10 ekw.).
Reakcj¢ prowadzono w zamknigtym naczyniu w temperaturze pokojowej. Po 2 godz. kolbe z
mieszaning reakcyjng przeniesiono do tazni lodowej] umieszczonej na mieszadle
magnetycznym i w temperaturze 0 do 5°C dodawano porcjami w ciggu 5 min. NaBH4
(161 mg, 4,24 mmola, 2,1 ekw.). Reakcj¢ prowadzono przez 2 godz. podnoszac temperature
do pokojowej. Po tym czasie przerwano reakcje przez dodanie wody destylowanej (150 ml).

Mieszaning wytrzasnieto z chlorkiem metylenu. Kazdorazowo powstawata emulsja, aby
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rozdzieli¢ fazy, mieszaning wirowano w odpowiednich pojemnikach (2x20 min., 16 tys.
obr./min., temp. 4°C). Potaczone warstwy organiczne zat¢zono i oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej. W tym celu pozostato$¢ rozpuszczono w chlorku metylenu i naniesiono
na kolumne. Nieprzereagowany 184 wymyto mieszaning chlorku metylenu i metanolu
(99,5% : 0,5%). Nastepnie przemyto kolumn¢ mieszaning CH2Cl> i metanolu (9 :1) oraz
metanolem, do powyzszych eluentéw dodawano 0,2% pirydyny. Produkt wymyto mieszaning
metanol / metyloamina/woda (7 :1:2). Otrzymano 624 mg produktu 119; wyd.: 41%;
R+(E) = 0,80.

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 7,48 (s, 1H, H-6), 6,82-7,42 (m, 13H, aromatyczne od DMT),
6,20 (t, 1H, J 6,3 Hz, H-1°), 5,14-5,25 (m, 1H, OH-3°), 4,22-4,30 (m, 1H, H-3%), 3,85-3,90
(m, 1H, H-4%), 3,73 (s, 6H, 2xOCH3s od DMT), 2,9-3,8 (m, 16H, H-5°, 5%, C(5)-CH2-1, CH>-
3,5,7,10, 12, 14 od reszty sperminy), 2,10-2,30 (m, 2H, H-2’, 2”), 1,20-1,66 (m, CH2-4, 8, 9,
13 od reszty sperminy).

5.9.7. 5-[Tetrakis(N,N’,N”,N”-trifluoroacetylo)-2,6,11,15-tetraazapentadekano-1-ylo]-
5-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyurydyna (196)

Substrat 119 (648 mg, 0,81 mmola) odparowano trzykrotnie z bezwodng pirydyna
(3x10 ml) 1 ponownie rozpuszczono w bezwodnej pirydynie (6,4 ml). Kolbe zamknigto
gumowym korkiem i wstrzyknig¢to bezwodnik kwasu trifluorooctowego (667 ul, 4,8 mmola,
6 ekw.). Po 15 min. dodano ponownie bezwodnik kwasu trifluorooctowego (222 ul,
1,6 mmola, 2 ekw.). Po kolejnych 15 min. przerwano reakcje¢ przez wlanie do mieszaniny
reakcyjnej nasycony NaHCO3z (50 ml). Nastgpnie warstwe wodng trzykrotnie przemyto
CH2Cl> (3x50 ml). Po ekstrakcji potaczone fazy organiczne zat¢zono na wyparce. Surowy
produkt 196 oczyszczono na kolumnie chromatograficznej, stosujac chlorek metylenu —
metanol z dodatkiem 0,2% pirydyny jako eluent. Czysty produkt wyptynat przy 2% do 5%
metanolu. Otrzymano 455 mg produktu 196, wyd.: 50%; R¢(A) = 0,67.
'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 11,54-11,61 (m, 1H, NH-3), 9,40-9,55 (m, 1H, NH-15
od reszty sperminy), 7,66-7,67 (m, 1H, H-6), 6,82-7,42 (m, 13H, aromatyczne od DMT),
6,08-6,16 (m, 1H, H-1°), 5,35-5,36 (m, 1H, OH-3°), 4,15-4,18 (m, 1H, H-3°), 4,02-4,08
(m, 1H, H-4°), 3,82-3,98 (m, 2H, H-5°, 5%), 3,72 (s, 6H, 2xOCH3z od DMT), 3,12-3,37
(m, 14H, C(5)-CH2-1, CH»-3, 5, 7, 10, 12, 14 od reszty sperminy), 2,10-2,30 (m, 2H,
H-2°,2”), 1,44-1,90 (m, CH2-4, 8, 9, 13 od reszty sperminy).
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5.10. Synteza 3’-amidofosforynéw poliamino-2’-O-metylonukleozyddw i
poliamino-2’-deoksynukleozydéw

5.10.1. 3’-Amidofosforyn 6-N-[tris(N,N’,N*-trifluoroacetylo)-4,9,13-
triazatridekano-1-ylo]-5-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-metyloadenozyny (199)
Zwiazek 192 (165 mg, 0,154 mmola) oraz 1-H-tetrazol (11 mg, 0,154 mmola, 1 ekw.)

suszono w eksykatorze prézniowym przez ok. 20 godzin. Bis(N,N-diizopropyloamino)(2-

cyjanoetoksy)fosfing (49 ul, 0,154 mmola, 1 ekw.) wstrzyknigto do rozpuszczonego 192

w bezwodnym chlorku metylenu (1 ml). Nastepnie dodano wcze$niej odwazong porcje

1-H-tetrazolu, ktory byt konsumowany w trakcie reakcji. Reakcja zaszta ilosciowo po czasie

1 godz. 1 calo$¢ odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy zwiazek oczyszczono

chromatograficznie na kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym, stosujac jako eluent

10% roztwor trietyloaminy w octanie etylu. Odpowiednie frakcje odparowano i 199

zliofilizowano z benzenu otrzymujac 135 mg biatego ciata statego; wyd. 70%. R¢(F) = 0,36.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,33 (t, 1H, J 3,7 Hz, H-8), 8,05 (s, 1H, H-2), 6,8-7,5 (m, 13H,

aromatyczne od DMT), 6,11-6,16 (m, 1H, H-1"), 4,10-4,75 (m, 3H, H-2",3",4), 3,81 (s, 6H,

2xOCH3 od DMT), 3,51 (s, 3H, 2°-OCH?3),3,30-3,78 (m, 16H, , 2xCH od grup i-Pr, CH>-1, 3,

5, 8, 10, 12 od reszty sperminy, H-5", 5), 2,68 (t, 2H, J 6,3 Hz, CH»-OP), 2,41 (t, 2H, J 6,3

Hz, CH>-CN), 1,60-2,05 (m, 8H, CH2-2, 6, 7, 11 od reszty sperminy), 1,1-1,3 (m, 12H,

4xCHs od grup i-Pr).

3P NMR (CH3CN): & (ppm) 150,154, 150,659.

MS ES: [M-H] 1256 obliczone dla Cs7H70F9N10O10P 1257,19.

5.10.2. 3’-Amidofosforyn 4-N-[tris(N,N’,N’-trifluoroacetylo)-4,9,13-
triazatridekano-1-ylo]-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-O-metylocytydyny (200)

Reakcje przeprowadzono na zwigzku 194 (1,445 g, 1,4 mmola) analogicznie do
otrzymywania amidofosforynu 119. Otrzymano 1,378 g produktu 200; wyd.: 80%. R#(F) =
0,38, R{(G) = 0,47.

'H NMR (CDCls): § (ppm) 8,05 (m, 1H, H-6), 6,8-7,5 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 6,0
(m, 1H, H-1), 5,2-5,3 (m, 1H, H-5), 4,31-4,63 (m, 1H, H-3"), 4,19-4,28 (m, 2H, H-2’, 4°),
3,80 (s, 6H, 2xOCH3 od DMT), 3.61 (s, 3H, 2°-OCHs), 3,33-3,64 (m, 18H, CH,-OP, 2xCH
od grup i-Pr, CHz-1, 3, 5, 8, 10, 12 od reszty sperminy, H-5°, 57), 2,34-2,01 (m, 2H,
CH2-CN), 1,60-1,96 (m, 8H, CH»2-2, 6, 7, 11 od reszty sperminy), 1,10-1,20 (m, 12H, 4xCH3s
od grup i-Pr).

3P NMR (CH3CN): & (ppm) 150,003, 150,486.
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FAB MS: [M+H]* 1233,0 obliczone dla CssH71F9NgO11 1233,16.

5.10.3. 3’-Amidofosforyn 6-N-[tris(N,N’,N*-trifluoroacetylo)-4,9,13-
triazatridekano-1-ylo]-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyadenozyny (201)

Reakcje przeprowadzono na zwiazku 193 (107 mg, 0,1 mmola) analogicznie do
otrzymywania amidofosforynu 199. Otrzymano 65 mg produktu 201; wyd.: 53%.
R#(B) = 0,71, R¢(F) = 0,36.

IH NMR (CDCls): & (ppm) 8,32 (d, 1H, J 4,5 Hz, H-8), 7,94-8,00 (m, 1H, H-2), 6,75-7,43
(m, 13H, aromatyczne od DMT), 6,42-6,47 (m, 1H, H-17), 4,70-4,80 (m, 1H, H-3"), 4,24-4,32
(m, 1H, H-4"), 3,78 (s, 6H, 2xOCHs od DMT), 3,25-3,75 (m, 16H, 2xCH od grup i-Pr, CH>-
1, 3,5, 8,10, 12 od reszty sperminy, H-5’, 57), 2,58-2,68 (m, 2H, CH>-OP), 2,42-2,49 (t, 2H,
J 6,3 Hz, CH>-CN), 1,94-2,10 (m, 2H, H-2’, 2”), 1,55-1,92 (m, 8H, CH>-2, 6, 7, 11 od reszty
sperminy), 1,08-1,32 (m, 12H, 4xCHs od grup i-Pr).

31P NMR (CH3CN): & (ppm) 148,601, 148,539.

5.10.4. 3’-Amidofosforyn 4-N-[tris(N,N’,N’-trifluoroacetylo)-4,9,13-
triazatridekano-1-ylo]-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyny (101)

Reakcje przeprowadzono na zwigzku 195 (200 mg, 0,2 mmola) analogicznie do
otrzymywania amidofosforynu 199. Otrzymano 207 mg produktu 101, wyd.: 85%. R¢«(B) =
0,53, R#(F) = 0,39.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,79-7,88 (m, 1H, H-6), 6,81-7,42 (m, 13H, aromatyczne
od DMT), 6,29-6,32 (m, 1H, H-1"), 5,29-5,35 (m, 1H, H-5), 4,63-4,64 (m, 1H, H-3"), 4,1-4,15
(m, 1H, H-4"), 3,79 (s, 6H, 2xOCH3s od DMT), 3,29-3,64 (m, 18H, CH2-OP, 2xCH od grup
i-Pr, CH2-1, 3, 5, 8, 10, 12 od reszty sperminy, H-5’, 5”), 2,39-2,66 (m, 3H, CH2-CN, H-2’),
2,21-2,25 (m, 1H, H-2"), 1,63-2,07 (m, 8H, CH»>-2, 6, 7, 11 od reszty sperminy), 1,03-1,28
(m, 12H, 4xCH3 od grup i-Pr).

3P NMR (CHsCN): & (ppm) 148,628, 148,973.

5.10.5. 3’-Amidofosforyny 2-N-[tris(N,N’,N-trifluoroacetylo)-4,9,13-
triazatridekano-1-ylo]-6-O-2-(4-nitrofenylo)etylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-
deoksyguanozyny (103)

Reakcje przeprowadzono na zwigzku 198 (1,348 g, 1,13 mmola) analogicznie do
otrzymywania amidofosforynu 199. Otrzymano 1,236 g lekko kremowego produktu 103;
wyd.: 79%. R¢#(F) = 0,58, R¢(G) = 0,50.

'H NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 8,12-8,20 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy NPE), 8,09

(d, 1H, J 4,8 Hz, H-8), 7,58-7,64 (m, 2H, 2xCH aromatyczne od grupy NPE), 6,68-7,38 (m,
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13H, aromatyczne od DMT), 6,24-6,32 (m, 1H, H-1’), 4,62-4,73 (m, 3H, H-3’, CH>
alifatyczne od grupy NPE), 4,00-4,12 (m, 1H, H-4"), 3,70 (s, 6H, 2xOCHz od DMT), 3,10-
3,69 (m, 22H, H-5",5”, CH> alifatyczne od grupy NPE, 2xCH od grup i-Pr, CH; — 3, 5, 7, 10,
12, 14 od reszty sperminy, CH»-OP, CH2-CN), 2,72-2,78 (m, 1H, H-2"), 2,58-2,65 (m, 1H, H-
2”), 1,4-1,9 (m, 8H, CH2 — 4, 8, 9, 13 od reszty sperminy), 1,04-1,20 (m, 12H, 4x CH3s od
grup i Pr).

3P NMR (CHsCN): & (ppm) 148,119, 148,623.

5.10.6. 3’-Amidofosforyn 5-[tetrakis(N,N’,N”,N”-trifluoroacetylo)-2,6,11,15-
tetraazapentadekano-1-ylo]-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyurydyny
(202)

Reakcje przeprowadzono na zwigzku 196 (406 mg, 0,36 mmola) analogicznie do
otrzymywania amidofosforynu 199. Natomiast surowy produkt 202 oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej przygotowanej w mieszaninie heksanu i octany etylu (65% : 30%) z
5% dodatkiem trietyloaminy, produkt wyplynat przy 60 do 70 % octanu etylu, otrzymano
334 mg 202 biatego liofilizatu; wyd. 70%. R¢(F) = 0,50, R#(G) = 0,40.

'H NMR (CDCl3): & (ppm) 11,56 (bs, 1H, NH-3), 9,45-9,52 (m, 1H, NH-15 od reszty
sperminy), 7,68 (m, 1H, H-6), 6,83-7,40 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 6,08-6,14 (m, 1H,
H-1°), 4,39-4,48 (m, 1H, H-3"), 4,09 (m, 1H, H-4"), 3,97-4,00 (m, 2H, H-5", 5”), 3,72 (s, 6H,
2xOCHz od DMT), 3,19-3,68 (m, 16H, 2xCH od grup i-Pr, C(5)-CH,- 1, CH- 3, 5, 7, 10, 12,
14 od reszty sperminy), 2,61-2,76 (m, 4H, CH2-OP, CH2-CN), 2,27-2,44 (m, 2H, H-2’, 27),
1,53-1,90 (m, 8H, CH»- 4, 8, 9, 13 od reszty sperminy), 0,94-1,16 (m, 12H, 4<xCHz od grup
i-Pr).

3P NMR (CH3CN): & (ppm) 148,249, 148,822.

5.11. Synteza i oczyszczanie poliamoooligonukleotydéw
Liofilizaty 3’-amidofosforynéw poliaminonukleozyddéw rozpuszczono w acetonitrylu i

zasypano sitami 3A na dzien przed wykonaniem syntez poliaminooligonukleotydow.
Standardowe 3’-amidofosforyny rozpuszczono 1 zasypano sitami na godzing przed
rozpoczeciem syntezy. Syntezy prowadzono w skali 0,2 pumola. W przypadku kazdej
kondensacji podawano taka samg ilos¢ amidofosforynu i nie przedtuzano czasu kondensacji
na etapie przylaczania modyfikowanej jednostki. Syntez¢ prowadzono wedlug programu
zamieszczonego w tabeli 9. Natomiast podczas wprowadzania modyfikacji poliamino-2’-O-
metylonukleotydowych w oligomerach M1 i M2, wykorzystano dwukrotng ilos¢

odpowiednich amidofosforyndw oraz zwigkszono czas kondensacji z 2 do 14 minut.
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Otrzymane poliaminooligonukleotydy poddano typowej procedurze odblokowania,
czyli dzialaniu 32% wodnego roztworu NHs. Natomiast oligomery zawierajace pochodng
poliaminoguanozyny odblokowywano 40% wodnym roztworem metyloaminy.

Jezeli catkowity tadunek (q) oligomeru nalezal do przedziatu qe<-2,+2> roztwory
wodne poliaminooligonukleotydéw przepuszczano tylko przez NAP-25. W przypadku, gdy
catkowity tadunek byt q<-2 oczyszczano tak jak niemodyfikowane oligonukleotydy,
natomiast q>+2 (dla CPC¥C®C®TTTT) stosowano bufor fosforanowy i elektroforezg

prowadzono w przeciwnym Kierunku.

5.12. Hydroliza enzymatyczna poliaminooliogonukleotydéw
Poliaminooligonukleotydy poddano trawieniu enzymatycznemu stosujac enzymy:

PDEI z jadu we¢za i PDE Il ze $ledziony wolowej. Do trawien pobierano po 0,5 O.D.
oligonukleotydu. Nastepnie dodawano roztwoér enzymu i dopelniano woda do objgtosci
125 pl. Ilo$¢ dodawanego enzymu przeliczano na 1 pmol wigzania fosfodiestrowego.
Inkubacj¢ prowadzono w temp. 37 °C przez 3 godz. dla PDE I i 0,5 godz. dla PDE I,
nastgpnie dezaktywowano enzym w temp. 75 °C przez 15 min. i umieszczano probki w lodzie
na kolejne 15 min. Wizualizacj¢ produktow 1 substratow wykonywano za pomoca

elektroforezy na zelu poliakryloamidowym.

5.13. Pomiar temperatur topnienia struktur dupleksowych
Pomiar prowadzony byt dla trzech r6znych stezen oligonukleotydow w kuwetkach o

dhugosci optycznej 0,1 cm (obj. 35 ul), 0,5cm (obj. 150 ul), 1 cm (300 ul). W czwartej,
referencyjnej kuwetce znajdowat si¢ bufor. Stosowano dwa bufory o pH = 7:

1 M NaCl, 20 mM kokodylan sodu, 0,5 mM wersenian sodu;

0,1 M NaCl, 20 mM kokodylan sodu, 0,5 mM wersenian sodu.

Otrzymane krzywe topnienia dupleksow analizowano przy pomocy programu
MeltWin 3.5. Program ten pozwala analizowaé krzywe topnienia i wyznaczy¢ parametry
termodynamiczne: entalpi¢ (AH®), entropi¢ (AS°), i energi¢ swobodna (AG°37) na dwa
sposoby. Pierwsza metoda opiera si¢ na dopasowaniu eksperymentalnych krzywych topnienia
z krzywymi teoretycznymi. W drugiej metodzie parametry termodynamiczne obliczone s3 z
wykresu zaleznosci odwrotnos$ci temperatury (1/Tm) od logarytmu stezenia oligonukleotydu.
Dla duplekséw zalezno$¢ ta jest liniowa (rys. 22). Raport uzyskany programem Melt.Win

przedstawia rysunek 23.
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Comment: Imported From Beckman DU Series 600 s
3327 |- [1|:|, lj::’ﬁ('lcul“nm‘
ds= -169.09 cal/mol
3314 dG(37C)= -6.06 keal/mol
33.01
32.88
32.75
32.62
32.49
32.36
32.23
)000/Tm " | r " I I T i |
-10%In(C/4)100.50  104.00 107.50 111.00 114.50 118.00 121.50 125.00 128.50
Rys. 22. Zaleznos¢ 1 / T od In Ct otrzymany w programie MeltWin 3.5
Full Analysis
Date: 29 Aug 2002 Comment: Imported From Beckman DU Series 600
Melt Curve Results
Concentration dH ds dG Tm
™) (kcal/mol) (cal/K-mol) (kcal/mol, 37°C) (°C)
2.449e-04 -45.34 -126.76 -6.03 37.33
4.571e-05 -50.82 -143.82 -6.22 3222
7.563e-06 -55.43 -158.89 -6.15 26.35
Averages: -50.53 -143.16 -6.13 31.97
Analysis of Melt Curve Fits/Errors
dH ds dG Tm
(kcal/mol) (cal/K-mol) (kcal/mol, 37°C) (°C, 1.0e-4M)
-50.53 £5.050 -143.16 £16.073 -6.13 £0.097 34.6
Analysis of Tm Dependence/Etrors
dH ds dG Tm
(kcal/mol) (cal/K-mol) (kcal/mol, 37°C) (°C, 1.0e-4M)
-58.50 £ 1.757 -169.09 +5.765 -6.06 £0.032 345

Rys. 23. Przykfad raportu koncowego otrzymanego w programie MeltWin 3.5 uzyskujgcego zestawienie
parametréw termodynamicznych

Przyjmuje si¢, ze jesli rozbiezno$ci parametrow termodynamicznych obliczonych

wedtug obu metod sg mniejsze niz 15%, to topnienie danego dupleksu odbywa si¢ wedtug

modelu dwustanowego.
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5.14. Pomiar temperatur topnienia struktur trypleksowych
Pomiar prowadzony byl dla 1 uM stezenia oligonukleotydow w kuwetce o dlugosci

optycznej 1 cm (300 ul). W referencyjnej kuwetce znajdowat si¢ bufor. Stosowano dwa
bufory o pH 7:

10 mM TRIS*HCI, 20 mM MgCl,, 100mM NaCl;

10 mM PIPESNa, 10 mM MgCl,, 100mM NaCl.

Otrzymane krzywe analizowano przy pomocy programu TableCurve 2D 5.0, do
odczytu warto$ci temperatury topnienia trypleksu z pierwszej pochodnej wykorzystano
funkcje: LS B- Spline opt (parametry order 3 i knot 10). Zastosowana funkcja umozliwita

wyeliminowanie szumow.
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