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A — adenina

AA — kwas antranilowy

ACE (ang. affinity capillary electrophoresis) - elektroforeza kapilarna powinowactwa

ATT - 6-aza-2-tiotymina

t-BDMSCI - chlorek fert-butylodimetylosililowy

BzCl - chlorek benzoilu

C - cytozyna

CDI -1,1'-karbonylodiimidazolu

CI (ang. Claster lonization) — jonizacja klasterowa

CID (ang. collisionally induced dissociation) - kolizyjnie indukowana dysocjacja
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dG™"poCNE - cyjanoetylo-4-N-izo-butyrylo-2’-deoksyguanoz-3’-ylo-fosforan

dTpoCNE - cyjanoetylo-3’-deoksytymid-2’-ylo-fosforan
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2’-F-dCTP - 5’-trifosforan 2’-deoksy-2’-fluorocytydyny

FAB (ang. Fast Atom Bombardment) — wzbudzenie w wyniku bombardowania atomami o wysokiej
energii

FADMTdA"” — 3’-amidofosforyn N-benzoilo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyadenozyny

FADMTAC"” — 3’-amidofosforyn N-benzoilo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyny

FADMTAG"™®" - 3’-amidofosforyn N-izo-butyrylo-5’-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyguanozyna
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LC/ESI-MS (ang. Liquid Chromatography/Electrospray lonization-Mass Spectrometry) —
spektrometr masowy z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie sprzezony @z
chromatografem cieczowym

L-Lys — L-lizyna

L-Met — L-metionina

MALDI-TOF (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time-of-Flight) — laserowa
desorpcja/jonizacja wspomagana czasteczkami matrycy z analizatorem mierzacym czas
przelotu jonéw

MALDI-IR - MALDI, w ktérym zastosowano laser emitujacy $wiatlo podczerwone

NA - kwas nikotynowy

Nd-YAG - laser neodymowy o czgstotliwosci czterokrotnej

NHS - N-hydroksysukcynimid

NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance) — magnetyczny rezonans jadrowy

NS (ang. Nozzle Skimmer) — metoda fragmentacji w zrodle jonow

PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) — reakcja tfancuchowa polimerazy

TPSCI -

PS - podtoze polistyrenowe

PSD (ang. Post Source Decay) — fragmentacja poza zrédtem jonéw

SVP (ang. Snake Venom Phosphodiesterase) — fosfodiesteraza z jadu weza

T — tymina

TEAF - fluorek trietyloamoniowy

TFA (ang. trifluoroacetic acid) — kwas trifluorooctowy

THAP - 2.4,6-trihydroksyacetofenon

TMSCI - chlorek trimetylosililowy

TPSCI - chlorek kwau 2,4,6-triizopropylobenzenosulfonowego

TsCl — chlorek tosylu
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BIBLIOTEKI KOMBINATORYCZNE

W odpowiedzi na stale rosnace oczekiwania wobec wspoéiczesnej nauki, na poczatku lat
90’ zeszlego stulecia, rozwinal si¢ nowy prad w ukierunkowanej syntezie organicznej
nazwany synteza kombinatoryczna [1]. Wowczas bylo to nowatorskie podejscie do syntezy i
badania witasciwosci zwiazkéw; w dalszym ciagu jest to uzyteczne narzedzie stuzace do
poszukiwania substancji o pozadanych wilasciwosciach. W tym miejscu pozwolg sobie

przytoczy¢ definicjg.

Synteza kombinatoryczna jest zamierzonym konstruowaniem zestawu molekut opartym
na logicznym projektowaniu reakcji chemicznych prowadzacych do polaczenia
wybranych monomeréw w réznych kombinacjach. Powstaly zbiér spokrewnionych
strukturalnie zwiazkow nazywany jest biblioteka kombinatoryczng. Biblioteka jest

nastgpnie przeszukiwana w celu identyfikacji elementéw o pozadanych witasciwosciach.

W Kklasycznej syntezie organicznej, w danym czasie, substraty przeksztalcane sa w
produkt (wylaczajac ewentualne produkty uboczne). Przy zastosowaniu metody
kombinatorycznej, w tym samym czasie, mozliwe jest otrzymanie setek, tysigcy, a nawet
milionéw zwiazkéw, poniewaz ich synteza biegnie rownolegle, badz jednoczesnie. Synteza
kombinatoryczna jest wigc atrakcyjna konkurencja dla syntezy konwencjonalnej, dzigki
radykalnemu skrdceniu czasu potrzebnego do otrzymania tej samej liczby zwigzkéw.

Ostatecznym powodem, dla ktérego tworzone sa kombinatoryczne biblioteki zwigzkow
jest wyodrebnienie czasteczek o zalozonych na wstgpie wilasciwosciach. Niezbitym
argumentem przemawiajacym za stosowaniem syntezy kombinatorycznej jest mozliwos¢
jednoczesnego, a zarazem niezaleznego, badania wlasciwosci wszystkich zwiazkow

wchodzacych w skfad otrzymanej biblioteki. Tym samym chemia kombinatoryczna
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odpowiada na wyzwania wspoiczesnej biotechnologii [2, 3], farmakologii [4-7], czy tez

chemii materiatowej [8, 9].

1. Klasyfikacja bibliotek kombinatorycznych

Mimo, ze koncepcja bibliotek kombinatorycznych wywodzi si¢ bezposrednio z chemii
biopolimeréw [10, 11], w chwili obecnej synteza kombinatoryczna jest narzedziem
wykorzystywanym w réznych obszarach chemii syntetycznej: od chemii nieorganicznej [12],
poprzez organiczna chemi¢ malych czasteczek [13, 14] az po chemi¢ polimeréw [9].
Podejscie to jest szczegdlnie intensywnie rozwijane w kierunku poszukiwania zwigzkow
wykazujacych czynnos¢ biologiczna. Ws$réd nich  wyjatkowe miejsce zajmuja
oligonukleotydy. Biblioteki oligonukleotydowe tworzone sa w celu poszukiwania aptameréw
mogacych znalez¢ zastosowanie w strategii antysensowej i antygenowej [2, 3, 15-18], a takze
prace nad sekwencjonowaniem genomu [19-21], wymieniajac tylko najbardziej znaczace.

W zaleznosci od potrzeb, dla ktérych tworzone sa biblioteki, rodzaju syntezowanych
zwiazkow, liczby wchodzacych w ich skiad czasteczek, metody syntezy itp., powstate
biblioteki r6znia si¢ migdzy soba tak zawartoscia, jak i1 sposobem ,,odkodowania”, a
nastgpnie wykorzystania informacji w nich zawartych.

Oryginalnej klasyfikacji bibliotek kombinatorycznych dokonat W. T. Markiewicz [22],
uwzgledniajac nastgpujace kryteria:

e Typ zwiazku - obecnie biblioteki kombinatoryczne tworzone sa dla praktycznie

nieograniczonego spektrum zwiazkow,

e Kompletno$¢ biblioteki - biblioteka moze zawiera¢ petna lub tylko czgSciowa

reprezentacj¢ wszystkich mozliwych struktur danego typu zwiazkow,

e Homogenicznos$¢ biblioteki:

= biblioteka homogeniczna sktada si¢ ze zwiazkéw zbudowanych z tej samej liczby
elementow,

= biblioteka heterogeniczna zawiera zwiazki zbudowane z r6znej liczby elementow,

e Metoda syntezy biblioteki - zalezy ona od rodzaju zwiazkéw, ktoére ma zawierac
biblioteka, np.: biblioteki syntetyzowane chemicznie (np.: oligonukleotydowe) albo
biologicznie (biblioteki fagowe),
e Format biblioteki - w zalezno$ci od przyjetej strategii syntezy oraz nosnika, na
ktérym powstaje biblioteka mozna wyszczegdlnic biblioteki:
= scalone (ang. integrated) - przyktadem tego typu biblioteki jest mikromacierz
DNA, szklana ptytka z nadrukowanymi fragmentami kwasu nukleinowego [23-

25],



PRZEGLAD LITERATUROWY

= rozproszone (ang. dispersed) - biblioteki otrzymywane na ziarnach podtoza lub w

roztworze - w skrajnym przypadku skladaja si¢ z pojedynczych czasteczek.

2. Synteza bibliotek kombinatorycznych

Uniwersalng metodg syntezy rozproszonych bibliotek kombinatorycznych na podiozu
stalym, zaprezentowali Furka et al. w dwoch komunikatach konferencyjnych z 1988 roku
[26]. Metoda dotyczyta otrzymywania bibliotek peptydowych. Dzi$ jest szeroko stosowana w
chemii kombinatorycznej. W skrécie: podloze podzielono na cztery réwne czgsci, do kazdej
z nich przytaczono po jednym typie aminokwasu (A, B, C lub D), nastgpnie wszystkie czgsci
ponownie potaczono, zmieszano i ponownie podzielono na cztery réwne czgsci, by proces
powtdrzy¢. Mieszanie, przytaczanie aminokwasow 1 rozdzial podloza powtarzano tak dlugo,
az otrzymano zalozona na wstgpie dlugos¢ oligomeru. Ze wzglgdu na powtarzajacy si¢ w
kazdym cyklu proces rozdziatu podloza, metod¢ t¢ nazwano synteza dzielona (ang. split).

(Rys. 1).

A B C D
v \: \: %
A= B C D
I Laczenie i rozdziat |
I
\: \: v \
AA- AB= AC— AD=
BA= BB BC—= BD=
CA— CB—- CC—= CD—=
DA= DB= DC— DD-
I Laczenie i rozdziat |
I
v \: v \
AAA— BAB= CAC— BAB~
ABA-= BBB= CBC™ BBB—
ACA= BCB= BCB—= BCB=
ADA- BDB- BDB~= BDB~
AAB ~ BAA- BAA= BAA=
ABB~ BBA= BBA- BBA=
ACB— BCA- BCA— BCA=
ADB— BDA- BDA~ BDA=
AAC= BAC— BAC— BAC—
ABC~= BBC— BBC— BBC-=
ACC— BCC—= BCC BCC—
itd. itd. itd. itd.

Rys. 1. Zasada metody dzielone;.

Lam zauwazyt, ze w kazdym cyklu syntezy dzielonej jedno ziarno podloza ,spotyka”
tylko jeden typ aminokwasu, wysnut wigc stuszny wniosek, ze docelowo, na kazdym ziarnie
musi znajdowac si¢ tylko jeden rodzaj peptydu (ang. one-bead-one-compound) [27].
Rzeczywiscie, na kazdym ziarnie znajduje sig tylko jeden rodzaj zwiazku, ale na kazdym z

nich moze by¢ zgromadzone od kilku do kilkuset pikomoli czasteczek, w zaleznoSci od
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srednicy 1 wielkosci porow podloza. Dzigki temu faktowi, przy zastosowaniu metod biologii
molekularnej, mozliwe jest przeszukiwanie bibliotek 1 detekcja zwigzkéw biologicznie
czynnych [28-30]. W wyniku selekcji, z puli wszystkich otrzymanych na drodze syntezy
kombinatorycznej zwiazkéw, wyodrebnione zostaja aktywne czasteczki o nieznanej
budowie. Zasadniczym problemem zwigzanym z synteza kombinatoryczng jest opracowanie
odpowiedniej strategii pozwalajacej na ustalenie struktury wyodrgbnionego elementu
biblioteki. Od mozliwosci poznania jego struktury zalezy bowiem uzytecznos$¢ biblioteki
kombinatorycznej. Jest to problem o tyle trudny do rozwigzania, ze dotyczy znikomych ilosci

zwiazku, do ktérych analizy nie mozna zastosowac¢ konwencjonalnych metod analitycznych.

3. Metody ,.czytania” struktury wyselekcjonowanych elementéow Dbibliotek

kombinatorycznych

W celu rozwiazania problemu ,o0dczytywania” struktury elementéw bibliotek
kombinatorycznych, zaproponowano nastgpujace podejscia:

1. metody posrednie, dotycza poznawania struktury elementu biblioteki nie wprost, na

przyktad poprzez:

a. bezposrednie czytanie struktury kopii elementu (dotyczy kwaséw nukleinowych)
[28, 29],

b. czytanie przez dekonwolucjg rekurencyjna [31, 32],

c. sekwencjonowanie etykiet kodujacych [33, 34],

d. ,czytanie” binarnych etykiet kodujacych [40-43],

e. spektralng analizg etykiet kodujacych [44-47, 60-64],

f. ,odczytywanie” etykiet niechemicznych [48,49],

2. metody bezposrednie:
a. pozycyjne kodowanie [23-25, 52, 53],
b. bezposrednie sekwencjonowanie elementu biblioteki (biblioteki peptydowe)
[27,54],
c. metody wykorzystujace spektrometri¢ mas [65-78].

Kazda z metod zostata w szczegdtach opisana w dalszej czgsci pracy.
3.1. Metody posrednie

3.1.1. Bezposrednie czytanie struktury kopii elementu

Biblioteki oligonukleotydowe, ktérych elementy nie zawieraja modyfikacji stanowia
szczegbdlny przypadek, w ktérym mozliwe jest bezposrednie zastosowanie amplifikacji

elementu biblioteki, a nastgpnie sekwencjonowania uzyskanej kopii [28, 29]. Oczywiscie

10
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konieczne jest takie skonstruowanie biblioteki, ktére to umozliwi. To znaczy: oflankowanie
elementu biblioteki odpowiednimi starterami dla polimeraz stosowanych w reakcji PCR 1
podczas sekwencjonowania DNA metoda Sangera.

Zastosowanie metody jest jednakze ograniczone wylacznie do oligonukleotydow
sktadajacych si¢ z naturalnie wystepujacych jednostek. Wprowadzenie modyfikowanych
nukleotydéw do fancucha oligonukleotydu moze spowodowal ,zatrzymanie” enzymu w
miejscu modyfikacji. Z pewnoscia jednak, polimerazy nie sa w stanie odwzorowac

modyfikacji w nici potomnej (jej rodzaju i pofozenia w tancuchu).

3.1.2. Dekonwolucja rekurencyjna

Do grupy metod posrednich nalezy dochodzenie struktury elementu biblioteki na drodze
dekonwolucji rekurencyjnej. Podejscie to zaproponowat Kim D. Janda w 1994 roku [31, 32] i
zastosowat do rozproszonych bibliotek peptydowych w roztworze. Podstawowym zalozeniem
metody jest tworzenie podbibliotek, czy tez bibliotek czastkowych, na kazdym etapie syntezy

oligomeru. Biblioteki otrzymywane sa metoda syntezy dzielone;.

A B Dooc D
' } ' '
A-O B—0 c-o b-0

Katalogowanie <« 1/3 | Y3 | y3 | v3 |
bibliotek czastkowych

taczenie i rozdziat
NA-O NB—O NC-O ND-O©

Katalogowanie < 172 | 1/2 | 1/2 | 1/2 |
bibliotek czastkowych

kaczenie'i rozdziat

v

NNA-O NNB-O NNC-© NND-O

Kazda z puli zawiera 16 réznych zwiazkéw.
Cata biblioteka skiada sie z 64 réznych substancii

Rys. 2. Zasada syntezy biblioteki i tworzenia bibliotek czastkowych.

Przypus¢my, ze chcemy zbudowac biblioteke, ktérej elementy bgda sktadac sig¢ z czterech
réznych aminokwaséw, oznaczmy je A, B, C i D. Podloze dzielimy wigc na cztery pule. Do
kazdej przylaczamy jeden rodzaj aminokwasu, czg¢s¢ z kazdej puli odkladamy i oznaczamy
jako biblioteke czastkowa P1, ktora sktada si¢ z czterech podzbioréw: A, B, C i D. Pozostate
podioze mieszamy, dzielimy na cztery czgSci 1 poddajemy sprzgganiu z nastgpnym
aminokwasem. Bibliotekg¢ czastkowa tworzymy réwniez na tym etapie syntezy. Sklada sig
ona z czterech pul oznaczonych P2: NA, NB, NC i ND, gdzie N jest nieznanym

aminokwasem w sekwencji. Ponownie taczymy pozostate podloze, mieszamy i dzielimy. Po
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przylaczeniu do kazdej z czgsci podloza odpowiedniego aminokwasu otrzymujemy biblioteke
koncowa sktadajacy si¢ z 4’= 64 elementéw w czterech rownych pulach: NNA, NNB, NNC i
NND. Zasada metody schematycznie przedstawiona jest na Rys. 2.

W nastgpnym kroku kazda z pul biblioteki kofcowej testujemy w celu znalezienia
czasteczek aktywnych. Przypusémy, ze znalezli§my ja w puli NNA. Ostatni aminokwas zostat
oznaczony. Cofamy si¢ do biblioteki czastkowej P2, do kazdej puli dotaczamy znany
aminokwas i1 ponownie testujemy kazda z nich. Po wyodrebnieniu puli, ktéra data pozytywna
odpowiedz, np.: NAA, cofamy si¢ do podbiblioteki P/, dotaczamy dwa znane aminokwasy i
powtarzamy proces przeszukiwania biblioteki. Tym razem wyodr¢bnienie aktywnej puli daje
ostateczng odpowiedz dotyczaca sekwencji aktywnego tripeptydu.

Metoda ta ma dwie niewatpliwe zalety. Po pierwsze jest uniwersalna i moze by¢
zastosowana do kazdego typu zwiazkéw o budowie polimerycznej. Po wtére, poprzez
wielokrotne badanie aktywnos$ci bibliotek na réznych poziomach znajomosci sekwenciji,
pozwala na znalezienie alternatywnych czasteczek wykazujacych spodziewana aktywnosc.
Jednakze zastosowanie tego podejScia ogranicza si¢ tylko do zwiazkéw zbudowanych z
niewielkiej liczby elementow, ze wzglgdu na koniecznos¢ odkladania czg$ci podioza na
kazdym etapie syntezy, a co za tym idzie zmniejszajaca si¢ w trakcie procesu jego ilos¢. Poza

tym jest ono praco- i czasochlonne.
3.1.3. Sekwencjonowanie etykiet kodujacych

Alternatywa dla dekonwolucji rekurencyjnej jest metoda, polegajaca na odczytywaniu
struktury etykiet kodujacych sekwencje pierwotnego elementu biblioteki, opracowana przez
Brennera i Lernera w 1992 roku [33], nastgpnie rozwini¢ta w laboratorium Gallopa [34].
Pierwotnie zastosowano ja do odczytywania struktury elementéw bibliotek peptydowych,
kodowanych przez ,.etykiety genetyczne” — oligonukleotydy.

Metoda opiera si¢ na rownolegtym prowadzeniu dwoéch réznych  syntez
kombinatorycznych (peptydow 1 oligonukleotydéw). W tym celu konieczne jest zastosowanie
dwufunkcyjnego tacznika oraz ortogonalnych systemow grup ochronnych. W tym wypadku w
syntezie peptydow zastosowano 9-fluorenylometoksykarbonyl (Fmoc) oraz dimetoksytrytyl
(DMT) w syntezie oligonukleotydow. Po przylaczeniu kazdego kolejnego aminokwasu
dotaczano kodujaca go sekwencje oligonukleotydowa (wybrano kod tréjnukleotydowy). W
ten sposOb otrzymano biblioteke peptydow chemicznie potaczonych z kodujacymi je
etykietami oligonukleotydowymi. Oligonukleotydowa etykiet¢ kodujaca poprzedzata
sekwencja stuzaca jako starter do PCR (ang. Polymerase Chain Reaction). Na kofcu 5’

umieszczono starter do sekwencjonowania DNA metoda Sangera (Rys. 3). Aktywne zwiazki

12
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wyodregbniono w wyniku wiazania do receptora. Kodujace je oligonukleotydy poddano
amplifikacji przy pomocy reakcji PCR. Produkty amplifikacji nastgpnie sekwencjonowano i

,odkodowywano” sekwencje peptydow.

5'-AGCTACTTCCCAAGG [sekwencja kodujacal] GGGCCCTATTCTTAG-3'
starter do reakcji PCR starter do sekwencjonowania
T metoda Sangera

Unikalna sekwencja charakterystyczna
dla danego elementu biblioteki

Sekwencje flankujace uniwersalne dla catej biblioteki

Rys. 3. Konstrukcja etykiety genetyczne;.

Metoda ta nie ogranicza si¢ do kodowania naturalnych aminokwaséw, ani nawet
peptydow. Pojawit si¢ tu jednak problem ortogonalno$ci systemu grup ochronnych. Problem
zwigzany z wyborem grup ochronnych oraz metod, stosowanych do odblokowania jednego
tancucha, podczas gdy drugi pozostaje zablokowany, a takze z trwaloscia jednego z
produktow w warunkach syntezy drugiego z nich. Innym ograniczeniem jest mozliwos¢
oddzialywania etykiety z sonda stosowana do przeszukiwania biblioteki, a w efekcie

zafalszowania wyniku eksperymentu.
3.14. ,,0dczytywanie’ struktury etykiet kodujacych

Idea etykiet kodujacych pojawiala si¢ wielokrotnie w literaturze w réznych wariantach 1
zastosowaniach. Opisano biblioteki peptydowe kodowane zaréwno przez oligonukleotydy
[33, 34], jak 1 peptydy [35] oraz biblioteki oligonukleotydowe kodowane przez
oligonukleotydy [36]. Opisano réwniez wykorzystanie r6znego rodzaju etykiet, ktérych nie
faczono ze soba sekwencyjnie - oparte na szkielecie trytylu [37], pirolu [38], etykiety
izotopowe [39], halogenowe pochodne benzenu [40, 41], oraz etykiety dialkiloaminowe [42,
43], a takze fluorowe pochodne kwasow karboksylowych [44], fluorofory [45, 46] 1 zwiazki
posiadajace charakterystyczne pasma absorpcji w podczerwieni [46, 47]. Poza tym
opracowano metod¢ kodowania struktury elementéw bibliotek kombinatorycznych za pomoca
informacji zakodowanych w mikrochipach [48, 49].

Metode etykietowania mozna zastosowa¢ w zasadzie do kazdego rodzaju biblioteki, a
etykieta moze by¢ kazdy wiazek, ktéry spetnia trzy podstawowe kryteria:

¢ unikalnosci - kazda etykieta musi odpowiadac tylko jednemu elementowi biblioteki,

e chemicznej biernosci - etykieta musi by¢ trwata w warunkach syntezy biblioteki,

13



PRZEGLAD LITERATUROWY

e podatnosci na bezposrednia analizg¢ w sladowych ilosciach.

W 2000 roku Shchepinov opracowal metod¢ kodowania sekwencji elementéw bibliotek
oligonukleotydowych, w ktérej jako etykiet kodujacych wuzyto pochodnych grup
triarylometylowych (trytylowych) [37]. Byly to pochodne niosace aktywowane funkcje
karboksylowe. Amidofosforyn pochodnej trytylowej zastosowano jako 5% dodatek do
roztworow  standardowych amidofosforyné6w 1 uzyto w automatycznej syntezie
oligonukleotyddw. Po kazdym etapie utlenienia kolumng wyjmowano 1 traktowano
odpowiednimi aminami otrzymujac tym samym etykiety o r6znych masach. Po zakonczeniu
syntezy, etykiety usuwano i poddawano analizie MALDI-TOF (ang. Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of Flight).

~
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Rys. 4. Zasada kodowania oligonukleotydéw wedtug Shchepinova [37].

Wybrano aminy pierwszorz¢gdowe jako bardziej reaktywne od drugorzedowych. Sposrod
handlowo dostgpnych amin wyselekcjonowano te, ktérych masy réznity si¢ o, co najmniej,
2Da tak, by mozliwe bylo rozréznienie ich w widmie masowym. Aminy stosowane w celu
zaszyfrowania sekwencji uszeregowano wedlug wzrastajacej masy, czworkami (kazda amina
z czworki kodowata inny nukleotyd), dzigki czemu mozliwe bylo okreslenie zaréwno rodzaju,

jak 1 potozenia nukleotydu w sekwencji (Rys. 4).
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Niekwestionowana innowacja metody jest wprowadzenie jednego zunifikowanego
syntonu, ktéry dopiero podczas syntezy biblioteki przeksztalcany jest w etykiet¢ kodujaca.
Wybér pochodnych trytylowych byt bardzo trafny ze wzglgedu na mozliwo$¢ wykrycia
niewielkich ich iloSci za pomoca spektrometrii mas (nawet ponizej 1fmol). Zastosowanie
zwiazkow nietaczonych sekwencyjnie eliminuje problem ortogonalnosci. Niestety problemem
jest tu nietrwato$¢ etykiet w warunkach detrytylacji, a co za tym idzie ich stopniowa utrata
podczas syntezy oligonukleotydu. Ten problem rozwiazano w innym laboratorium, zastgpujac
szkielet trytylu pierscieniem pirolu [38]. Jednakze niedogodnoS$cia pozostata koniecznos¢
dysponowania licznym zbiorem amin. Dla 20-meru potrzeba ich 80 (musza by¢ rozréznialne
w widmie masowym 1 nie zawiera¢ innych grup funkcyjnych), a ta liczba ro$nie wraz z

wprowadzaniem np. modyfikacj.

Ciekawym podejsSciem do metody kodowania jest zastosowanie etykiet izotopowych.
Metoda opiera si¢ na stworzeniu unikalnego kodu izotopowego, ktéry polaczono z
mozliwoscia zastosowania metod spektralnych [39]. W laboratorium firmy Glaxo
opracowano cztery rozne strategie kodowania, ktére mozna stosowac¢ zar6wno osobno jak i w
kombinacjach. Metoda pierwsza opiera si¢ na uzyciu, jako etykiety, dwoch aminokwaséw w
kilku wersjach skfadu izotopowego (np. Gly — '*C,HsO,N, C'*CHs0,N i °C,H;s0,N), ktére
polaczono ze soba w dziesigciu kombinacjach nazwanych kodem blokowym. Masa, przy
ktorej pojawit si¢ sygnat pochodzacy od kodu blokowego, odczytana z widma, jednoznacznie
definiuje budowg pierwszego monomeru. Struktura trzeciego monomeru jest znana, poniewaz
jest ostatni w sekwencji. Rodzaj drugiego monomeru wyznacza réznica mas pomi¢dzy masa
calkowita trimeru a masa pierwszej jednostki. W metodzie drugiej uzyto dwa bloki:
referencyjny, o stalej masie oraz kodujacy, o masie zmiennej. R6znica mas pomig¢dzy nimi
okreslata strukturg pierwszej jednostki.

Pozostale metody bazowaty na:

1. réwnomolowym potaczeniu tej samej substancji w réznych wariantach sktadu
izotopowego (Rys. 5),

2. na pofaczeniu w réznych stosunkach molowych dwéch substancji o réznym
sktadzie izotopowym.

Podstawowym ograniczeniem tego rozwigzania jest mozliwo$¢ jego zastosowania

wylacznie do bibliotek sktadajacych si¢ z trimerycznych elementow.
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Rys. 5. Widma masowe etykiet izotopowych otrzymane w wyniku réwnomolowego potaczenia tej samej

substancji, ale o réznym sktadzie izotopowym.

3.1.5. ,,Czytanie” binarnych etykiet kodujacych

Odmienne podejscie do strategii etykiet kodujacych przedstawil Clark Still, ktoéry
pierwszy uzyt kodu binarnego, jako narzgdzia pozwalajacego na zaszyfrowanie duzej liczby
zwiazkOw przy zastosowaniu relatywnie matej liczby etykiet [40, 41]. Oryginalnie
zastosowano ja do ,,czytania” sekwencji elementéw bibliotek peptydowych.

cl a
a a a F

OTVH\/O\

ETykleTa
COOH elektroforetyczna
chzmk
fotolabilny

Rys. 6. Struktura etykiety binarnej wedtug Stilla.

Zsyntetyzowano 18 rozréznialnych chromatograficznie czasteczek (oznaczono je: T1-
T18) sktadajacych si¢ z fotolabilnego tacznika, elektroforu oraz fancucha weglowego roznej
dlugosci, ktérego obecno$¢ powodowata réznice w ruchliwosci chromatograficznej etykiet

(Rys. 6). Jako elektrofor zastosowano halogenowe pochodne benzenu. Czasteczki te moga

16



PRZEGLAD LITERATUROWY

by¢ wykryte, za pomoca detektora wychwytu elektronéw, w iloSciach nawet ponizej jednego
pikomola.

Przyjeto kod trdj bitowy. Etykiety uszeregowano zgodnie z malejacym czasem retencji i
podzielono na 6 serii. Kazdy krok syntezy kodowala kolejna tréjka zwiazkéw (o coraz
krotszym czasie retencji). Do zaszyfrowania kroku pierwszego uzyto etykiet T1-T3, dla
drugiego T4-T6 itd. Kazda trojka etykiet tworzyta seri¢ uniwersalnych dla kazdego kroku,
trojbitowych kodéw. Pod kazdym z kodoéw kryt si¢ konkretny reagent: kod 001 kodowat
seryng, 010 - izoleucyng, 100 - leucyng, itd. Odpowiednia etykiet¢ binarna przytaczano po
etapie kondensacji kolejnego aminokwasu tak, by kazda z etykiet obsadzata nie wigcej niz 1%
wolnych grup aminowych rosnacego tancucha peptydowego. Po zakonczeniu syntezy etykiety

odlaczano od podioza i podawano analizie chromatograficznej (Rys. 7).

Ti1

T15 Ti10
T13

TS
T

Injection

L\

BinarySynthesisCode: 1 1 0 1 0 101110 0 0 1 0 © 0 1
——

Step6 Seps5 Swepd 3 2 1
£ -t e Al S 3

Rys. 7. Chromatogram otrzymany po odtaczeniu etykiet od podtoza.

Koncepcje kodu binarnego wykorzystano p6zniej w nieco odmiennej wersji w Instytucie
Badan firmy Affymax [42, 43]. Do stworzenia kodu uzyto dialkiloamin, ktére wprowadzano
do oligomeru N-[(dialkilokarbamoilo)metylo]glicynowego stanowiacego szkielet etykiety
(Schemat 1). Po zakonczeniu syntezy kombinatorycznej, aminy usuwano i traktowano
chlorkiem dansylu. W ten sposéb wprowadzano grupe wykazujaca wysoka fluorescencjg.

Analizg etykiet prowadzono za pomoca HPLC zaopatrzonego w detektor fluorescencji.

"
1R,NH, 1R,N-Dns

o ° 1 9
H, + L
) LipCO
¢ o N OO 6M Hcl HOJ\/!:‘\)LOH* 2R,NH, 2y 2R,N-Dns

+ 2) chlorek dansylu
3R2NH2 3R2N-Dns

N U
PGT N3R,
o

Schemat 1. Otrzymywanie dialkiloaminowych etykiet kodujacych.
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Dzigki uzyciu kodu binarnego mozliwe jest zakodowanie informacji dotyczacej rodzaju 1
kolejnosci przytaczanych do podloza czasteczek, za pomoca stosunkowo niewielkiej ilosci
zwiazkéw. Do stworzenia kodu uzyto chemicznie biernych czasteczek 1 nie taczono ich ze
soba sekwencyjnie. Wada tego podejscia jest konieczno$¢ wczesniejszego przygotowania i
przetestowania duzej liczby zwiazkéw kodujacych, poniewaz do zaszyfrowania syntezy 20-
sto etapowej trzeba uzy¢ 3 x 20 = 60 réznych etykiet. Niemniej, za pomoca tych 60 etykiet

mozna zakodowaé [2°-1]%° réznych zwiazkow
3.1.6. Spektralna analiza etykiet kodujacych

Innym interesujacym rozwiazaniem problemu ,,czytania” struktury elementow biblioteki
jest zastosowanie metod pozwalajacych na analiz¢ zwiazkéw bezposrednio zwiazanych z
podiozem. Takimi metodami sa: NMR [44], spektroskopia IR i Ramana [45] czy pomiar
fluorescencji [46, 47].

W  przypadku zastosowania NMR, jako etykiet uzyto fluorowych pochodnych
aromatycznych kwaséw karboksylowych [44]. Wybrano '’F NMR dlatego, ze jadro fluoru
jest wyjatkowo wrazliwe na otoczenie chemiczne, dzigki czemu mozliwe jest rozréznienie
blisko spokrewnionych ze soba zwiazkéw. Kazda z zastosowanych czasteczek organicznych
daje w widmie ""F NMR jeden sygnal, co utatwia analiz¢ otrzymanych danych. Do
utworzenia kodu zastosowano mieszaning dwoch zwiazkéw w réznych kombinacjach,
zwigkszajac tym samym liczb¢ mozliwych do utworzenia kodéw przy uzyciu niewielu

r6znych zwiazkéw (Rys. 8).

1 O 2 COOH 3 COOH 4 COOH A I I
g CF Q L
COOH
FsC F3C CF; B
_ OCHF, l
5 =62.3 ppm 5= 57.5 ppm &= 63.0 ppm 5= 108.9 ppm c "

Rys. 8. Etykiety i widma NMR mieszanin tych zwiazkéw: A - 112; B-2i3;C-21i4

W przypadku etykiet IR i Ramana wybrano seri¢ zwiazkow, ktére wykazuja absorpcje
promieniowania IR w rejonie 4000-3500 cm™ oraz 2800-1800 cm™[45]. Sa to te rejony w
widmie w podczerwieni, ktére sa ubogie w pasma absorpcji i w ktérych pojawiaja si¢ pasma
drgan charakterystyczne dla ugrupowan chemicznych, takich jak: nitryle, azydki, grupy
nitrowe czy wigzania potrdjne.

W obu powyzszych przypadkach (etykiety "F NMR i IR) do utworzenia kodu

zastosowano mieszaning zwigzkéw w réznych kombinacjach. Zwiazki stosowano parami,
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zwigkszajac tym samym liczb¢ mozliwych do utworzenia kodéw przy uzyciu mniejszej liczby
zZwiazkow.

W celu kodowania fluorescencyjnego dobrano barwniki tak, by kazdy z nich miat r6zne
dlugosci fal wzbudzenia/emisji [46, 47]. Dzigki temu mozliwe bylo zatadowanie podloza
roznymi fluoroforami jednoczesnie. Mozliwos¢ ilosciowego oznaczenia fluorescencji
pozwolita na wprowadzenie do metody dodatkowej zmiennej (zr6znicowanie nie tylko ze
wzgledu na rodzaj, ale rowniez na ilos¢).

Wymienione metody mozna zastosowac¢ do bibliotek kazdego typu. Niestety, ze wzgledu
na szczegblne wlasciwosci stosowanych do kodowania zwiazkéw, a w zwiazku z tym ich
ograniczong dostgpnos¢, mozliwe jest kodowanie tylko bibliotek sktadajacych si¢ z

niewielkiej liczby elementow.
3.1.7. Etykiety niechemiczne

Alternatywa dla etykiet chemicznych sa etykiety fizyczne, np.: mikrochipy o unikalnym
kodzie odczytywanym przez przekaznik czg¢stotliwosci radiowej [48, 49]. W eksperymentach
podioze umieszczano w polipropylenowych reaktorach z wbudowanymi mikrochipami.
Kazdy reaktor miat przydzielony wlasny unikalny kod, ktéry zapisany byl na mikrochipie i
kodowat rodzaj monomeru oraz krok syntezy. Trdjetapowa synteza z zastosowaniem pigciu
réznych monomeréw wymagata, wigc uzycia 5°=125 mikroreaktoréw. W kazdej rundzie
syntezy (dziel/tacz) wszystkie mikrochipy byly skanowane, a kody wprowadzano do
programu komputerowego, ktory sterowat rozdzialem reaktoré6w do odpowiedniej puli.
Niestety, ze wzgledu na koniecznos¢ zastosowania liczby reaktorow réwnej liczbie
elementéw, z ktorych sktada si¢ biblioteka, metoda ta nie nadaje si¢ do kodowania duzych

bibliotek.

Podsumowujac, strategia etykiet kodujacych, mimo uniwersalnosci, cierpi z powodu
wielu niedoskonatos$ci i1 utrudnien:

1. na poditozu gromadzone sa chemicznie rézne od elementéw biblioteki czasteczki,
ktéorych obecno$¢ moze powodowa¢ zafalszowanie wynikéw podczas
przeszukiwania biblioteki,

2. w przypadku etykiet peptydowych lub oligonukleotydowych bardzo duzo pracy i
uwagi nalezy poswigci¢ dobraniu odpowiednich warunkéw syntezy etykiet:
ortogonalny system grup ochronnych, synteza odpowiedniego tacznika
wielofunkcyjnego,

3. zaich pomoca mozna kodowac jednie ograniczong liczbg zwiazkow,
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4. w przypadku etykiet niesekwencyjnych nalezy odpowiednio dobra¢, zsyntezowac i
przebadac¢ szeroka pulg zwiazkow,

5. w kazdym przypadku metoda wymaga wielu dodatkowych czynnosci i nie
dostarcza bezposredniej informacji dotyczacej kodowanej struktury- ,.historia”
syntezy.

Szerokiego spojrzenia na najnowsze dokonania w dziedzinie dostarczaja prace

przegladowe pod redakcja S. Balasubramaniana [S0] oraz R. L. Afflecka [S1].
3.2. Metody bezposrednie

3.2.1. Pozycyjne kodowanie

Do grupy metod dostarczajacych bezposredniej informacji o strukturze zwiazku nalezy
pozycyjne kodowanie, ktére dotyczy bibliotek scalonych (ang. arrays) [23-25]. W tym
przypadku poznanie struktury elementu biblioteki nie sprawia probleméw, poniewaz
wspotrzedne geometryczne jednoznacznie okreslaja jego budowg na podstawie przebiegu
syntezy. W ostatnim czasie opracowano wydajniejszy alternatywny wariant mikromacierzy.
Przeniesiono oligonukleotydy z dwuwymiarowej ptaszczyzny szkietka w tréjwymiarowa
przestrzen ziarna [52, 53]. W dalszym jednak ciagu mozliwa liczba elementéw takiej

biblioteki nie przekracza kilkuset tysigcy.
3.2.2. Bezposrednie sekwencjonowanie

W  przypadku analizy bibliotek peptydowych mozliwe jest bezposrednie
sekwencjonowanie = wyselekcjonowanego  elementu  biblioteki. Tym  sposobem
zidentyfikowano struktur¢ peptydow wiazacych si¢ do monoklonalnych przeciwcial
przeciwko B-endorfinom [27]. Syntezg peptydu prowadzono na podiozu polistyrenowym o
srednicy 200pum i zaladowaniu 200pmol/ziarno. Po wyselekcjonowaniu, aktywny element
biblioteki sekwencjonowano automatycznie za pomoca metody degradacji Edmana.

Ograniczeniem tej metody jest fakt, ze w ten spos6b mozna pozna¢ jedynie sekwencje
peptydu. Poza tym na jednym ziarnie podtoza musi by¢ zgromadzona stosunkowo duza ilos¢
materialu (czuto$¢ techniki jest ograniczona do ~50pmol). To ma przetozenie na wielkos¢
ziaren, a co za tym idzie liczbg elementéw biblioteki. Do niedawna istotnym utrudnieniem
byla rowniez konieczno$¢ stosowania naturalnych aminokwaséw. Jednak ostatnie doniesienia
wskazuja, ze mozliwe jest zastosowanie tej metody takze w przypadku modyfikowanych

peptydow [54].
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3.2.3. Metody spektralne
3.2.3.1. Analiza jonéw fragmentarycznych — biblioteki peptydowe

Jak dotad najlepszym rozwiazaniem problemu ,,czytania” struktury aktywnych elementéw
biblioteki wydaje si¢ by¢ bezposrednie zastosowanie metod spektralnych. Do bibliotek
matych czasteczek zastosowano rdézne metody: poczawszy od spektroskopii IR [55-57],
poprzez NMR [58], HPLC [59], na spektrometrii mas skonczywszy [60-64]. Jednakze w
przypadku bibliotek oligomeréw problem jest o tyle skomplikowany, ze dotyczy zwiazkow
zbudowanych z powtarzajacych si¢ elementow, czgsto o bardzo zblizonej strukturze. W
zwiazku z tymi ograniczeniami do analizy zwigzkow oligomerycznych z sukcesem udalo sig
zastosowac jedynie spektrometri¢ mas.

Pionierem zastosowania spektrometrii mas w analizie oligomerycznych bibliotek
kombinatorycznych jest Metzger [6S, 66]. Pierwsze badania dotyczyly kontroli jakosci
syntezy. Do analizy mieszaniny ~24 500 syntetycznych peptydéw zastosowano technikg ESI-
-MS (ang. electrospray ionization) sprz¢zona z HPLC, co pozwolilo na wyeliminowanie
zakltocen izobarycznych (dochodzi do nich woéwczas, gdy dwa rézne zwiazki maja t¢ sama
masg). PoOzniej przedstawiono rozszerzona metod¢ analizy bibliotek peptydowych,
wykorzystujaca technike tandemowa MS/MS [67]. Wykazano, ze eksperymenty opierajace
si¢ na fragmentacji 1 analizie jondw potomnych sg uzytecznym narzgdziem mogacym shuzyc¢
do identyfikacji elementow biblioteki, ale rowniez detekcji produktéw ubocznych syntezy.
Ponadto, dowiedziono, ze dla peptydéw podobnych strukturalnie, intensywnos¢ sygnatéw
odzwierciedla ich wzgledne st¢zenie w mieszaninie, co pozwala na pétilosciowe oszacowanie
jej sktadu.

W chwili obecnej sekwencjonowanie peptydéw za pomoca tandemowej spektrometrii mas
jest rutynowo stosowanym sposobem identyfikacji aktywnych elementéw peptydowych
bibliotek kombinatorycznych. Przy pomocy najnowoczesniejszych metod i1 urzadzen mozliwe
jest doktadne i bezsporne okreslenie sekwencji aminokwasowej [68]. FTICR-MS (ang.
Fourier Transform Ion Cyclotrone Resonance) czyli spektrometr masowy zaopatrzony w
analizator cyklotronowego rezonansu jonowego z transformacja Fouriera jest przyrzadem
pozwalajacym na oznaczenie masy z dokladno$cia ponizej 2ppm, przy uzyciu standardu
wewngtrznego. Tandemowa spektrometria mas, w ktérej potaczono FTICR z kwadrupolowa
putapka jonowa pozwala na zbieranie danych z duza szybko$cia i1 latwoscia, przy

zastosowaniu rutynowych protokotéw fragmentacji.
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Spektrometria mas  jest narzedziem, pozwalajacym na analiz¢  bibliotek
kombinatorycznych na wielu poziomach. Wspomniatam wyzej o badaniu jakos$ci
otrzymanych zbioréw czasteczek, a takze analizie strukturalnej wyselekcjonowanych
aktywnych elementow. Jednak zastosowanie spektrometrii mas nie konczy si¢ na tym. Wiele
uwagi 1 wysitkéw poswigcono badaniom majacym na celu wykorzystanie tej obiecujacej
metody réwniez w celu przeszukiwania bibliotek i selekcji aktywnych elementéw. Pierwsze
informacje w tym temacie pojawity si¢ juz w roku 1996, kiedy to Barry Karger zastosowat
spektrometri¢ mas w pofaczeniu z ACE (ang. affinity capillary electrophoresis) -
elektroforeza kapilarna powinowactwa [69]. Zespolenie obu metod umozliwito dokonanie w
jednym kroku selekcji oraz identyfikacji aktywnych ligandéw. Biblioteke 1000 tri- i
tetrapeptydéw przeszukiwano przy pomocy ACE pod katem zdolnosci do wiazania sig¢ z
wankomycyna. Aktywne ligandy taczyly si¢ z wankomycyna. W ten sposob oddzielono je od
pozostalych 1 bezposrednio poddano je identyfikacji z wykorzystaniem CID (ang.
collisionally induced dissociation) - kolizyjnie indukowanej dysocjacji. Analiza otrzymanych
fragmentow dostarczyta informacji strukturalnej.

Wiasnie z zamiarem przeszukiwania bibliotek w laboratorum w Ohio w USA
opracowano metodg, ktéra nazwano ECLIPSE (ang. enzyme-catalyzed loss of isotope peak
signal enhancement) [70]. W celu ustalenia specyficznosci enzymu - fosfatazy tyrozynowej
(enzym katalizujacy hydroliz¢ fosforanu z bialek zawierajacych fosfotyrozyng), fosforan
tyrozyny wyznakowano czeéciowo atomem tlenu '*O (**0:'°0O w stosunku 1:1). Nastgpnie
przeprowadzono syntez¢ biblioteki peptydow z uzyciem wyznakowanego aminokwasu. Ten
zabieg sprawil, ze kazdy z elementéw biblioteki zawierajacy fosfotyrozyng pojawiat si¢ w
widmie masowym w postaci dubletu sygnaléw. Traktowanie otrzymanej biblioteki fosfataza
tyrozynowa prowadzilo do hydrolizy fosforanu. Produkty hydrolizy pozbawione
znakowanego fosforanu dawaly w widmie pojedynczy sygnatl i poddawane byly fragmentacji
w celu ustalenia ich struktury.

Inne podejscie do wykorzystania spektrometrii mas w poszukiwaniu aktywnych
elementow biblioteki przedstawili Malcom et al. [71]. Bibliotek¢ dipeptydéw przeszukiwano
w celu odnalezienia najskuteczniejszych inhibitoréw proteinazy cysteinowej. Poszukiwano
takich inhibitoréw, ktére wiaza si¢ nieodwracalnie z enzymem. Utworzony kowalencyjny
kompleks identyfikowano za pomoca ESI-MS. W nastgpnym etapie kompleks poddawano
trawieniu bromocyjanem oraz trypsyna, a otrzymane fragmenty analizowano przy uzyciu
LC/ESI-MS ustalajac strukturg aktywnych dipeptydéw.

W chwili obecnej mozliwa jest réwniez charakterystyka niekowalencyjnych kompleksow

makroczasteczek z ich ligandami [72]. Do tego celu stosowana jest technika jonizacji ES w
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pofaczeniu z FTICR-MS. Kompleks pomigdzy receptorem a uprzywilejowanym ligandem
poddaje sig¢ bezposredniej analizie FTICR-MS, okreslajac tym samym masg ligandu, ktéry ma
najwyzsze powinowactwo do receptora. Nastgpnie, w fazie gazowej, ligand jest uwalniany z
kompleksu, a jego struktura analizowana za pomoca fragmentacji CID. W ten sposéb podczas
jednej analizy przeprowadzana jest zaréwno selekcja, jak 1 identyfikacja elementéw
biblioteki.

Metody opierajace si¢ na fragmentacji peptydow i analizie jondw potomnych dostarczaja
rzetelnej informacji dotyczacej struktury, poniewaz peptydy sa zwiazkami, ktére latwo
fragmentuja pod wptywem niskiej energii, dajac peina seri¢ jonéw potomnych. Interpretacja
otrzymanych w ten sposéb widm nie jest skomplikowana, najintensywniejsze bowiem w
widmie sa sygnaty pochodzace od jondéw, ktére dostarczaja najbogatszej informacji o
sekwencji. Niestety, inne oligomery (oligonukleotydy czy oligosacharydy) nie sa tak podatne
na fragmentacje, nawet pod wptywem wyzszej energii, a ich widma ,,najezone” sa sygnatami
pochodzacymi od mato informatywnych fragmentéw, ktérych obecnos¢ utrudnia

odczytywanie struktury.
3.2.3.2. Kontrolowane generowanie krétszych sekwencji

Alternatywa dla metod opierajacych si¢ na fragmentacji jest kontrolowane generowanie
krétszych sekwencji podczas syntezy oligomeru, a nastgpnie ich analiza za pomoca
spektrometrii mas. Jako pierwszy to rozwiazanie zaproponowat Thomas Keough w roku 1996
[73], a w 2002 udoskonalit Griesinger [74].

Polegato ono na tym, ze podczas syntezy biblioteki na kazdym z etapdéw zatrzymywano
wydluzanie okoto 10% tahcuchéw peptydowych. Prowadzilo to do utworzenia serii
oligomeréw réznej dtugosci (Rys. 9A). Produkty takiej syntezy byty nastgpnie analizowane
za pomoca MALDI-MS. Réznice mas pomigdzy sasiednimi pikami dostarczaly informacji o
sekwencji peptydu (Rys. 9B). Czynnikiem zatrzymujacym wzrost fancucha byta N-acetylo-
D,L-alanina, ktéra stosowano jako 10%-owy dodatek do standardowych aminokwaséw
uzywanych w syntezie. Metoda sprawdzala si¢ dobrze gdy masy zastosowanych monomeréw
roznity sig, co najmniej, o 1Da. W przypadku monomerdéw izobarycznych do ich rozréznienia
konieczne bylto zastosowanie czynnikéw terminujacych o réznych masach (Rys. 9C).

Na tej samej zasadzie oparto metodg sekwencjonowania bibliotek glikopeptydowych [75],
z ta réznica, ze jako czynnikow terminujacych w syntezie uzyto kilku strukturalnie
podobnych zwiazkéw, a w celu rozréznienia migdzy glikanami o tej samej masie
zastosowano rozne blokady acylowe grup hydroksylowych w kilku kombinacjach. Do

syntezy oligomeru uzyto podioza z tacznikiem fotolabilnym. Potaczenie metody generowania
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krétszych sekwencji z fotolitycznym uwolnieniem fragmentéw glikopeptydu umozliwito

odczytanie sekwencji bezposrednio z ziarna podtoza.
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Rys. 9. A - metoda kontrolowanego generowania krétszych sekwencji, B - widmo MALDI produktéw
terminacji sekwencji, C: widmo MALDI peptydu zawierajacego w sekwencji alaning i B-alaning, p-

alanina jest kodowana za pomoca dwéch réznych czynnikéw terminujacych syntezg.

Nieco odmienna wersja powyzszego podejscia jest metoda, w ktorej krétsze sekwencje
generowane sa w wyniku rozcigcia tancucha oligomeru. Osiagnigto to poprzez wilaczenie
metioniny w kazda pozycj¢ sekwencji peptydu, tak by znalazta si¢ w 10% wszystkich
tancuchow peptydowych [76]. Po etapie selekcji na ziarno podloza dziatano bromocyjanem.
W miejscu wlaczenia metioniny nastgpowalo rozcigcie tancucha peptydowego (Rys. 10).
Otrzymane fragmenty analizowano za pomoca ESI lub MALDI-MS. Tak jak poprzednio,
réznice mas pomigdzy sasiednimi sygnatami dostarczaly informacji o sekwencji. T¢ sama
zasad¢ wykorzystali Kent oraz Martinez, zast¢pujac metioning odpowiednio tioestrem [77]

lub fotolabilnym aminokwasem [78].

XA AA;
A1 XAA
! 273 CNBr A1A2A3
AjAXA; — AJA,
A
AAAX
AjAA; X = L-metionina

Rys. 10. Ogdlna zasada metody rozcinania tancucha.
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Metody wykorzystujace kontrolowane generowanie krétszych sekwencji mozna
zastosowac do identyfikacji elementéw bibliotek oligomeréw kazdego typu. Nie wymagaja
one wprowadzania dodatkowych krokéw podczas syntezy, ani zmiany jej warunkow.
Czasteczki uzywane w celu generowania krétszych sekwencji nie r6znig si¢ strukturalnie od
elementéw wchodzacych w sktad oligomeru, nie moga wigc powodowac zaktaman podczas
badania aktywnos$ci zwiazkéw wchodzacych w sktad biblioteki. W koncu, analiza masowa
zgromadzonych na ziarnie podloza sekwencji pozwala na jednoznaczna i bezposrednia

charakterystyke strukturalng oligomeru oraz oceng jakoS$ci syntezy.
3.2.3.3. Analiza jonéw fragmentarycznych - oligonukleotydy

Pierwsze proby analizy oligonukleotydow za pomoca spektrometrii mas podjgto juz we
wczesnych latach osiemdziesiatych, przy zastosowaniu metody FAB (ang. Fast Atom
Bombardment), czyli wzbudzenia w wyniku bombardowania atomami o wysokiej energii.
Niestety, mimo, ze metoda FAB jest zaliczana do metod migkkiej jonizacji, okazata si¢ by¢
zbyt inwazyjna, powodujac rozlegla fragmentacj¢ oligonukleotydu. Niemniej, za jej pomoca
udato si¢ ustali¢ sekwencje 10-meru [79].

Sposréd wielu mozliwych metod jonizacji stosowanych w spektrometrii mas do
charakterystyki oligonukleotydéw uzyteczne sa w zasadzie jedynie dwie: ESI oraz MALDI.
Obie metody wprowadzono w koficu lat osiemdziesiatych zeszltego stulecia 1 od tego
momentu trwaja intensywne badania nad ich wykorzystaniem w chemii kwasow
nukleinowych. Szczegdlnie intensywnie testowano ich potencjalne zastosowanie do
sekwencjonowania DNA oraz wykrywania modyfikacji 1 polimorfizméw. Wyjatkowo duzo
uwagi poswigcono mechanizmowi fragmentacji oligonukleotydéw 1 jej ewentualnemu

zastosowaniu do analizy sekwencji.
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Rys. 11. Nomenklatura jonéw fragmentarycznych wedtug McLuckey’a.

Oligonukleotydy wykazuja wzgledng stabilnos¢ w warunkach ESI. Rozleglos¢
fragmentacji w zrddle jondw wzrasta jednak wraz z dlugoscia oligonukleotydu. Studia nad

stabilnoscia oligonukleotydow w warunkach wzbudzenia prowadzono gléwnie z
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wykorzystaniem tandemowej spektrometrii mas. Pionierska prac¢ w tym obszarze wykonat
McLuckey, ktory nie tylko wskazat drogi fragmentacji, ale r6wniez, bazujac na nazewnictwie
opracowanym dla peptydow [80], zaproponowat nomenklatur¢ jonéw potomnych
oligonukleotydéw [81] (Rys. 11).

Whnikliwe badania McLuckey’a nad kolizyjnie aktywowana fragmentacja (CID)
oligonukleotydéw obdarzonych wielokrotnym fadunkiem doprowadzily do ustalenia
ogdblnych tendencji i sformulowania szeregu regut [81, 82]:

e w pierwszym kroku dekompozycji nastgpuje odlaczenie zasady:
= odszczepieniu moze ulec kazda z zasad, przy czym preferencje mozna przedstawi¢ w
nastgpujacym szeregu: A > T >> G,C,

® nie ma znaczenia potozenie zasady w oligomerze, jedynym wyjatkiem jest zasada z

konica 3’, ktora rzadko ulega odtaczeniu,

= ze wzgledu na preferencje odlaczenia zasad A 1 T, czgsto wystgpuja problemy z

identyfikacja sasiednich zasad G 1 C,
e nastgpnym krokiem jest rozerwanie wigzania 3’-fosfodiestrowego przy tej reszcie
cukrowej, od ktorej odtaczyla sig zasada:

= ta regula jest spetniona niezaleznie od rodzaju zasady i jej fadunku,

= generalnie prowadzi do utworzenia jondw typu w oraz (a-B),

e odlaczenie kolejnej zasady prowadzi do utworzenia jonéw drugiej generacji. Wydajnos$¢
wewngtrznej fragmentacji wzrasta wraz ze wzrostem przylozonej energii;
e zwykle obserwuje si¢ jony komplementarne (np. a i w), pod warunkiem dobrania

odpowiednich warunkéw analizy.

Niestety, informacja o sekwencji krotkich oligomeréw otrzymana na drodze fragmentacji
jest dalece niekompletna (Rys. 12). Stwierdzono, ze wyznaczenie wlasciwej sekwencji zalezy
w duzej mierze od wilasciwego rozpoznania reszt 3’- i 5’-konca. Trudnosci nie zniechgcity
jednak badaczy do podejmowania wciaz nowych préb opracowania metody sekwencjonowania
z uzyciem tandemowej spektrometrii mas. Testowano rézne techniki fragmentacji: CID -
fragmentacje poza zrédlem jonéw [81, 82], NS (ang. Nozzle Skimmer) - prowadzi do
fragmentacji w zrédle [83] oraz IRMPD (ang. Infrared Muliphoton Dissociaton) - czyli
fragmentacj¢ wielofotonowa $wiatlem podczerwonym [84, 85]. Wykorzystano réwniez
réznego typu analizatory: putapke jonowa, potréjny kwadrupol oraz cyklotronowy rezonans
jonowy. Przeprowadzono seri¢ badan, poswigcajac temu tematowi wiele czasu i uwagi, by na
koniec stwierdzi¢, ze wysoki stopien skomplikowania widm czyni tandemowa spektrometri¢

mas pomocng w weryfikacji sekwencji, jednakze, w praktyce, niemozliwe jest oznaczenie za
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jej pomoca sekwencji de novo. Zwlaszcza, ze sygnaly reprezentujace petna sekwencje

otrzymano wylacznie dla dekameréw [83-87].
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Rys. 12. Widmo ESI MS/MS jonu [M-2H]*, gdzie M = 5’-d(CACGTG)-3’, zaznaczono tylko te fragmenty,

ktére wprost dostarczaja informacji o sekwencji.

Cecha charakterystyczna widm masowych ESI sa serie sygnaléw odpowiadajacych
kolejnym, wielokrotnie naladowanym, jonom. Ten fakt czyni analiz¢ wielosktadnikowych
mieszanin wyjatkowo trudnym zadaniem. Tu lezy wyzszos¢ metody MALDI nad ESI
Jonizacja promieniowaniem UV emitowanym przez laser dostarcza jondw o pojedynczym
fadunku, niezaleznie od masy analizowanej substancji czy zastosowanych warunkéw. Dzigki
temu mozliwa jest analiza nawet bardzo skomplikowanych mieszanin, na przyklad fragmentéw
DNA otrzymanych w wyniku trawienia enzymatycznego lub sekwencjonowania metoda
Sangera. W zwiazku z powyzszym to wlasnie MALDI wiedzie prym w obszarze

sekwencjonowania kwaséw nukleinowych za pomoca spektrometrii mas.
3.2.3.4. Analiza fragmentow powstalych w wyniku trawienia enzymatycznego

Niezwykty potencjal MALDI dostrzegt Pieles 1 wraz ze wspdipracownikami wykorzystat
do opracowania metody sekwencjonowania modyfikowanych oligonukleotydéw z
wykorzystaniem spektrometrii mas [88]. Jako modelowy wybrano oligonukleotyd o sekwencji:
5’-d(GCT TXC TCG AGT)-3’, gdzie X to 2’-O-metyloadenozyna. Poddawano go dwoém
osobnym trawieniom za pomoca nukleaz specyficznych dla jego obu koncéw. Uzyto
fosfodiesterazy z grasicy cielgcej - CSP (ang. Calf Spleen Phosphodiesterase) jako 5’-
egzonukleazy, oraz fosfodiesterazy z jadu weza - SVP (ang. Snake Venom Phosphodiesterase)
jako 3’-egzonukleazy. W celu zarejestrowania optymalnej liczby produktéw degradacji
oligonukleotydu widma wykonywano w 5 minutowych odstgpach czasowych. CSP odcinata

kolejne nukleotydy od konca 5’ az do momentu napotkania modyfikowanej jednostki (Rys.
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13A). Sekwencjg czterech nukleotydéw z 5’-konca oznaczono obliczajac réznice mas migdzy
sasiednimi pikami i przypisujac je masom poszczegldlnych nukleotydéw. Nieco inaczej
wygladala sytuacja na przeciwnym koncu oligonukleotydu. SVP usuwata kolejne nukleotydy
niezaleznie od tego czy byly modyfikowane czy nie (Rys. 13B). Po zlozeniu, oba widma

pozwolity na odczytanie pelnej sekwencji oligonukleotydu.

5'-d(GCTTXCTCGAGT) V B 5-(GCTTXCTCGAGT) ¥
39.0 §' —>3' degradation .04 ¥ —» &' degradation

3.0 T T T T T T T T hile T T
T T T T T T T
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Rys. 13. Widma MALDI-TOF produktéw cze$ciowej nukleolitycznej degradacji oligonukleotydu o sekwencji
5’-d(GCT TXC TCG AGT)-3’, A: pod wptywem CSP, B: SVP. Widma wykonano po 30 min.

inkubacji z enzymami; gwiazdkami zaznaczono jony o podwdjnym tadunku.

Przy zalozeniu, ze dysponujemy znaczna iloscia materialu oligonukleotydowego, ta
technika pozwala na oznaczenie sekwencji oligonukleotydow zawierajacych réznego typu
modyfikacje, za wyjatkiem tych, ktore nie podlegaja enzymatycznej hydrolizie oraz takich,
ktore posiadaja nukleotydy o zblizonych masach, np.: tymidyna i1 2’-deoksy-5-metylocytydyna.

Z tym ostatnim problemem zmierzono si¢ w laboratorium Engelsa [89], w ktérym
opracowano metodg sekwencjonowania RNA za pomoca spektrometrii mas. Problem dotyczyt
nieznacznej réznicy mas pomig¢dzy cytydyna oraz urydyna (1Da), ktéra uniemozliwiata ich
rozréznienie w widmie masowym. Jego rozwiazanie oparto na réznicy w szybkosci reakcji
enzymatycznej hydrolizy (zastosowano 5’-egzonukleazg) wiazania fosfodiestrowego, w
zaleznosci od tego, czy na 5’-koncu znajdowala sig cytydyna, czy urydyna. Poniewaz cytydyna
uwalniana byta znacznie wolniej od urydyny, w widmie obserwowano wyzsze intensywnosci
sygnatéw pochodzacych od fragmentéw, zawierajacych cytydyng¢ na 5’-koncu i na tej
podstawie odr6zniano ja od urydyny.

Mimo zastosowania tego i1 jemu podobnych wybiegdéw [90] w celu usprawnienia metody,
ma ona jedno niewatpliwe ograniczenie. Wymaga zastosowania stosunkowo duzych ilosci
oligonukleotydu (minimalnie 300pmol), co praktycznie wyklucza ja z kregu metod

uzytecznych w sekwencjonowaniu bibliotek kombinatorycznych.
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Nieco inng wersja sekwencjonowania z wykorzystaniem nukleolitycznej degradacji
DNA/RNA jest zastosowanie enzymow miejscowo-specyficznych. Zastosowano tu znanag od
lat metodg sekwencjonowania RNA z uzyciem czterech r6znych RNaz: T, (specyficzna dla G),
U, (specyficzna dla A), A (specyficzna dla C 1 U) i PhyM (specyficzna dla A 1 U) [91].
Podzielono RNA na cztery porcje i kazda z nich traktowano inng nukleaza. Dla poréwnania
RNA poddano réwniez czgsciowe] hydrolizie zasadowej. Nastgpnie kazda z porcji
analizowano za pomoca MALDI. Po zestawieniu i poréwnaniu ze soba widm mozliwe jest
odczytanie sekwencji oligorybonukleotydu (Rys. 14).

Niewatpliwa zaleta tego podejscia jest bezsporne oznaczenie sekwencji. Mozliwe jest to
dzigki przeprowadzeniu czterech niezaleznych reakcji degradacji (przy czym niektére enzymy
sa specyficzne dla tych samych nukleotydéw). Mozliwo$¢ zestawienia czterech réznych widm
eliminuje potrzebg dokladnego oznaczenia masy fragmentéw, a co za tym idzie problem w
rozréznieniu nukleotydéw o zblizonej masie. Taki sposob odczytania sekwencji pozwala na
analizg¢ oligonukleotydow w szerokim zakresie mas. Jedynym ograniczeniem w zastosowaniu
metody jest, podobnie jak przy uzyciu egzonukleaz, duza ilos¢ materialu potrzebna do

przeprowadzenia kilku réwnolegtych trawien.
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Rys. 14. Widma 25-meru RNA o sekwencji: 5'-UCC GGU CUG AUG AGU CCG UGA GGA C-3' poddanego

czgsciowej hydrolizie, przez miejscowo specyficzne nukleazy.
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Inna enzymatyczna metoda, w ktorej powstale fragmenty DNA nastgpnie moga byc
analizowane za pomoca spektrometrii mas, jest sekwencjonowanie DNA metoda Sangera.
Pierwotny pomyst opierat si¢ doktadnie na tych samych regutach, co wykorzystywany od lat w
laboratoriach biochemicznych. Z ta r6znica, ze zamiast analizy PAGE (ang. Polyacrylamide
Gel Electrophoresis), w celu odczytania sekwencji, zastosowano spektrometri¢ mas MALDI
[92]. Reakcje enzymatycznej syntezy DNA na matrycy, czyli fragmencie o nieznanej
sekwencji, prowadzono w czterech r6znych naczyniach. W kazdym z nich zastosowano inny
terminator syntezy, odpowiednio: ddATP, ddCTP, ddGTP i ddTTP, otrzymujac specyficzne
serie fragmentéw. Nastgpnie dla kazdej z tych serii rejestrowano widmo masowe. Cztery
niezalezne widma zestawiano ze soba w celu identyfikacji kolejnych nukleotydéw w sekwencji
(Rys. 15).

Metoda ta wykazuje dokladnie te same zalety, ktére wymienitam w podsumowaniu
poprzedniej. Poza tym mozliwe jest zastosowanie do jej potrzeb bardzo niewielkich ilosci
materialu. Jednakze w widmie pojawiaja si¢ intensywne sygnaly, pochodzace migdzy innymi
od starterow, ktére obnizaja wzgledna intensywnos$¢ sygnaléw pochodzacych od
analizowanych fragmentéw oraz pogarszaja rozdzielczos¢. Sprawia to, ze piki ,,ging w tle” 1

ich odczytanie staje si¢ niemozliwe.
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Rys. 15. Widma czterech reakcji sekwencjonowania Sangera, czynnikami terminujacymi byty odpowiednio:

A -ddA,B -ddC, C-ddGiD - ddT.

Najczgstsza przyczyna ztej jakosci widm oligonukleotydow jest ich fragmentacja w zrddle
jonéw. Rozleglo§¢ fragmentacji rosnie wraz ze wzrostem dlugosci oligomeru. W celu
zwigkszenia trwalosci oligonukleotydu w warunkach wzbudzenia uzyto w metodzie
sekwencjonowania Sangera trwalszych analogéw nukleotydow: 7-deaza-dATP, 7-deaza-dGTP

oraz 2’-F-dCTP [93]. Uzyskano w ten spos6b lepsza rozdzielczos¢, na tyle dobra, aby obok
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wlasciwych, zaobserwowa¢ produkty falszywej terminacji (fragmenty zawierajace deoksy-
zamiast dideoksynukleozyd na 3’-koncu). Ruchliwo$¢ elektroforetyczna w  zelu
poliakrylamidowym produktéw falszywej terminacji jest identyczna z wlasciwymi, dlatego nie
zdiagnozowano tego problemu wczesniej. Dopiero analiza spektrometryczna pozwolila na
,»odkrycie” czynnika obnizajacego jakos¢ widm MALDI otrzymywanych w wyniku analizy
fragmentéw powstatych w cyklu sekwencjonowania metoda Sangera, ograniczajacego
zastosowanie metody do krétkich, maksymalnie 50 nukleotydowych fragmentow.

Mimo probleméw z rozdzielczo$cia potencjat spektrometrii mas jako metody nastgpczej w
stosunku do analizy elektroforetycznej zostal dostrzezony. Kolejnym krokiem bylo
usprawnienie sekwencjonowania metoda Sangera. Cztery rownolegle reakcje syntezy
zastapiono jedna, z uzyciem wszystkich czterech czynnikéw terminujacych jednoczesnie [94].
Na koniec otrzymano jedno widmo masowe, a kolejnos¢ nukleotydéw w sekwencji ustalono na
podstawie réznic mas pomigedzy sasiednimi pikami, odpowiadajacych masom poszczeg6lnych
nukleotydow. Nadal jednak obserwowano w widmie podwojone piki, pochodzace od
produktéw niewltasciwej terminacji.

Z tym problemem rozprawiono si¢ ostatecznie dopiero w roku 2001, kiedy Edwards et al.
zaproponowali zastosowanie dideoksynukleotydéw modyfikowanych biotyna [95]. W ten
sposob, w cyklu sekwencjonowania Sangera, otrzymywano fragmenty, niosace biotyng na 3’-
koncu. Te fragmenty nastgpnie ,,wylawiano” z mieszaniny substratow i ubocznych produktéw
za pomoca ziaren magnetycznego podloza pokrytych streptawidyna. W ten sposéb, po
odlaczeniu od podloza, mieszanina oligonukleotydéw pozbawiona byla starterow, produktow
fatszywej terminacji, a takze enzymoOw 1 zanieczyszczen nieorganicznych mogacych utrudnia¢
analizg. Za pomoca spektrometrii mas MALDI analizowano wigc tylko wilasciwe produkty
germinacji.

Pomimo wszelkich udoskonaleh metody sekwencjonowania Sangera z uzyciem
spektrometrii mas jest to metoda, ktérej zastosowanie ogranicza si¢ do oligonukleotydéw
sktadajacych si¢ z naturalnie wystgpujacych jednostek. Niemozliwe jest bowiem
odwzorowanie modyfikacji (jej rodzaju i polozenia) w nici potomnej, nawet jesli jej obecnos¢

nie zaburzytaby samej syntezy.

3.2.3.5. Modyfikowane oligonukleotydy

W celu ,,czytania” sekwencji modyfikowanych oligonukleotydéw, dla ktérych nie mozna
zastosowa¢ metod enzymatycznych, przeprowadzono proby sekwencjonowania przy uzyciu
fragmentacji. Oligonukleotydy chimeryczne - zawierajace zaroOwno fosforanowe jak 1

tiofosforanowe wigzania internukleotydowe poddano fragmentacji w zrédle jonéw [96].
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Analizie poddano 17-mery 1 25-mery, dla ktérych otrzymano prawie kompletng seri¢ jondw
typu w (Rys. 11, str. 18), pozwalajaca na weryfikacj¢ sekwencji. Powstaja one jako produkty
gléwne fragmentacji w zrodle jonéw MALDI tiofosforanéw oligonukleotydow 1 jest to fakt
ulatwiajacy znacznie interpretacj¢ ich widm. W wyniku zastosowania wysokiego natgzenia
promieniowania (minimalnego dla uzyskania fragmentacji) rejestrowane widma charakteryzuja
si¢ staba rozdzielczoscia, co uniemozliwito prawidlowe przypisanie sekwencji w niektorych
regionach oligomeru (Rys. 16).

Metoda pozwala na potwierdzenie sekwencji modyfikowanych oligonukleotydéw, ktérych
struktura nie moze by¢ zbadana innymi drogami. Dodatkowa jej zaleta jest rOwniez duza
szybko$¢ z jaka mozna otrzymac rezultaty. Niestety, mozna ja zastosowa¢ do weryfikacji
sekwencji, ale nie mozna odczyta¢ na jej podstawie sekwencji de novo, poniewaz otrzymane
wyniki nie sa jednoznaczne. Poza tym, jak wynika z wielu przeprowadzonych badan [97-101],
wydajnos¢ fragmentacji dramatycznie spada lub czgsto nie nastgpuje wcale w sasiedztwie
tymidyny, powodujac luki w serii sygnatéw pochodzacych od jonéw fragmentarycznych typu
w w widmie. Pierwszym krokiem, prowadzacym do fragmentacji oligonukleotydu, jest
protonowanie nukleozasady, nastgpnie jej odlaczenie 1 powstanie tzw. abasic site.
Konsekwencja odszczepienia zasady z tancucha jest rozerwanie szkieletu fosfocukrowego w
tymze miejscu (Rozdzial II, Rys. 27). Niska wydajnos¢ fragmentacji jest wynikiem niskiej

zasadowosci tyminy.
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Rys. 16. Widmo MALDI chimerycznego 25-meru PO-PS. Fragmentacja w zrédle jonow.

Niektore niejednoznaczno$ci wynikajace z zaleznych od sekwencji réznic w wydajnosci
fragmentacji, udato si¢ rozwigza¢ za pomoca spektrometrii mas MALDI-IM-TOF (IM - ang.
ion mobility) [102]. Metoda opiera si¢ na jonizacji i wzbudzeniu czasteczek analitu za pomoca
promieniowania lasera, rozdzialu jonéw zgodnie z ich ruchliwoscia w polu elektrycznym
(zalezna od masy, rozmiaru i ksztattu jonu) i kolejnego rozdzialu wzgledem czasu przelotu
jonéw w prozni. Na koncu nastgpuje rejestracja dwuwymiarowego widma, w ktérym jony

rozrozniane s3 zaro0wno na podstawie stosunku m/z, jak 1 ruchliwosci w polu elektrycznym
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(Rys. 17). Zastosowanie analizatora IM pozwolilo na jednoznaczne rozréznienie jondéw
fragmentarycznych typu w 1 y, ktérych masy rozniq si¢ o 80 Da. W dalszym ciagu nie

rozwiazano jednak problemu niejednorodnej podatnosci na fragmentacjg.
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Rys. 17. Widmo MALDI-MI-TOF, fragmentacja w zrédle jonéw.

3.2.3.6. Analiza fragmentéw powstalych w wyniku chemicznej syntezy

oligonukleotydu

Kolejnym sposobem pozwalajacym na odczytanie sekwencji oligonukleotydu z
wykorzystaniem spektrometrii mas jest analiza surowej mieszaniny produktéw otrzymanych w
wyniku chemicznej syntezy [103, 104]. Wydajnos¢ etapowa chemicznej syntezy
oligonukleotydu nie  przekracza 99,9%. Wynikiem niekompletnego  sprzggania
amidofosforynéw nukleozydoéw jest obecnos$¢ sekwencji o niepetnej dlugosci. Kroétsze
fragmenty pozostaja po kazdym kroku syntezy od jej poczatku az do konca i sa zwykle
widoczne w widmie. Na ich podstawie mozliwa jest weryfikacja sekwencji. Z analitycznego
punktu widzenia, przewazajacym produktem syntezy jest najdluzszy oligonukleotyd 1
pochodzacy od niego sygnal dominuje w widmie. Powoduje to utrudnienia w rejestracji
sygnatéw pochodzacych od krétszych fragmentow (Rys. 18A).

W celu wyodr¢bnienia najdiuzszego fragmentu, przeprowadzono syntezg¢ oligonukleotydu
zachowujac grupg dimetoksytrytylowa na 5°-koncu. Nastgpnie, otrzymang w wyniku syntezy
mieszaning produktoéw, naniesiono na niepolarne ztoze C-18. Dimetoksytrytylowa grupa na
koficu 3’ najdtuzszego oligonukleotydu powodowala silniejsze jego wiazanie do ztoza. Dzigki
temu krotsze sekwencje mogty by¢ od niego oddzielone. Nastgpnie frakcje zawierajace krotsze

oligomery zaggszczono i analizowano za pomoca spektrometrii mas MALDI (Rys. 18B).
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Rys. 18. Widma MALDI mieszaniny produktéw chemicznej syntezy 51-meru, A: surowej mieszaniny, B: po

odczyszczeniu najdluzszego produktu.

Metoda ta jest skuteczna, niestety jej zastosowanie ogranicza si¢ do analizy produktow

syntezy w duzej skali.
3.2.3.7. Metody mieszane

Ustalenie sekwencji modyfikowanych oligonukleotydow jest wyjatkowo trudnym
problemem, ktérego rozwiazanie wymaga czgsto zastosowania kilku = réznych,
komplementarnych metod. Takie podejscie pozwolito na odczytanie sekwencji chimerycznego
oligonukleotydu, ktérego szkielet byl zbudowany naprzemiennie z metylofosfonianéw oraz

fosforanéw nukleozydéw [105].
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Rys. 19. Widma MALDI: A) surowego produktu syntezy oligonukleotydu; B) produktéw czesciowej hydrolizy
enzymatycznej; C) produktéw czgsciowej hydrolizy chemicznej; D) schematyczne zestawienie

wszystkich trzech metod.

34



PRZEGLAD LITERATUROWY

Zastosowano analiz¢ surowej mieszaniny produktow otrzymanych w wyniku chemicznej
syntezy oligonukleotydu oraz analiz¢ produktow czgSciowe] degradacji na drodze
enzymatycznej lub chemicznej. Hydrolizie enzymatycznej pod wplywem fosfodiesterazy z
jadu weza ulegaly wiagzania fosfodiestrowe, ale nie metylofosfonianodiestrowe. Z kolei te
ostatnie znacznie tatwiej ulegaly hydrolizie zasadowej. Fragment sekwencji, ktérego nie udalo
si¢ ustali¢ w zaden z wymienionych sposoboéw, zostal odczytany na podstawie widma surowej
mieszaniny produktéw syntezy (Rys. 19). Podobne podejscie zastosowano w przypadku

oligonukleotydéw zawierajacych w sekwencji 5-hydroksyurydyng [106].
3.2.3.8. Fosforanotriestry oligonukleotydow

Innym sposobem umozliwiajacym poznanie sekwencji jest analiza MALDI
fosforanotriestrow oligonukleotydéw. W laboratorium J.-J. Vasseur’a przeprowadzono badania
trwalosci oligonukleotydéw niosacych blokady reszt fosforanowych w warunkach MALDI
[107]. Okazalo sig, ze promieniowanie UV emitowane przez laser powoduje fragmentacjg
fancucha oligonukleotydu generujac w widmie seri¢ sygnalow umozliwiajacych odczytanie
sekwencji. Przeprowadzono analiz¢ oligonukleotydéw bezposrednio zwigzanych z podiozem
LCAA-CPG za pomoca facznika sukcynylowego. Gléwna $ciezka dysocjacji prowadzi do
otrzymania jonow typu d reprezentujacych sekwencje, ktéra mozna odczyta¢ w kierunku od 5’-

do 3’-konca (Rys. 20).

w2 x2 y2 281 wi x1 y1 z1 B2

A

cl dl a2 b2 c2 d2

Rys. 20. Nomenklatura jonéw potomnych oligonukleotydu wedtug McLuckey’a.

Pierwszy nukleotyd od konca 3’ zakotwiczony jest na podlozu za pomoca lacznika
sukcynylowego. Potaczenie to jest trwale w warunkach MALDI, dlatego mozliwe jest
odczytanie z widma dopiero drugiego w kolejnosci nukleotydu. Trzy nukleotydy od 5’-konca
rowniez nie moga by¢ w ten sposob oznaczone, ze wzgledu na wystgpowanie reprezentujacych
je sygnaléw w rejonie, w ktérym pojawiaja si¢ sygnaly pochodzace od matrycy. Badano
wplyw rodzaju grup ochronnych na fragmentacjg, jak réwniez zastosowanie tej metody do
analizy oligonukleotydow niosacych réznego rodzaju modyfikacje oraz wplyw dlugosci

oligomeru na wydajno$¢ fragmentacji [108]. Najdtuzszym oligonukleotydem poddanym
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analizie byl 15-mer z mieszanymi grupami ochronnymi funkcji fosforanowych (cyjanoetylowa
i butylowa) (Rys. 21).
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Rys. 21. Widmo MALDI 15-meru niosacego grupy ochronne funkcji fosforanowych: cyjanoetylowa i butylowa

na fosforanach.

Metode¢ mozna wykorzysta¢c do monitorowania przebiegu syntezy, wydajnosci jej
poszczegblnych etapéw oraz identyfikacji produktow ubocznych. Mozliwa jest bezposrednia
analiza w pelni blokowanego oligomeru zwiazanego z podiozem. Jest to metoda pozwalajaca
na szybki wglad w strukturg oligonukleotydu w trakcie syntezy. Niestety, sprawdza si¢ jedynie

w stosunku do oligomerdw niosacych grupy ochronne reszt fosforanowych.
4. Laczniki do syntezy na podlozu stalym

Rozproszone biblioteki kombinatoryczne najczgsciej otrzymywane sa w wyniku syntezy na
podiozu statym. Jednym z najistotniejszych dla tego procesu elementéw jest wybor
odpowiedniego facznika, ktéry zakotwiczy syntezowana czasteczk¢ na ziarnie podtoza (Rys.
22). Idealny tacznik powinien spetnia¢ nastgpujace wymagania:

® by¢ tani i tatwo dostgpny,

® pozwalac¢ na szybkie i wydajne przylaczenie pierwszej jednostki,

® byc¢ trwaly w warunkach syntezy,

® jego rozszczepienie powinno by¢ wydajne, a zastosowane do tego celu warunki nie

powinny narusza¢ struktury finalnego produktu,

* metoda rozlaczenia nie powinna dostarcza¢ trudnych do usunigcia zanieczyszczen.

W syntezie kombinatorycznej oligonukleotydow dodatkowym wymaganiem jest trwatos¢
tacznika w warunkach odblokowania oligomeru. Oligonukleotydy powinny bowiem pozostac
zwiazane z podlozem podczas procesu przeszukiwania biblioteki, a nast¢gpnie powinno by¢

mozliwe ich tatwe uwolnienie, by mozliwa byta analiza ich struktury.
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Rys. 22. Generalny schemat przedstawiajacy zasade funkcjonowania tacznikéw w syntezie na podtozu statym.

Wsréd najczesciej stosowanych w syntezie na podtozu statym tacznikéw znajduja sig:

e kwasolabilne - zwykle rozszczepiane za pomoca HF lub TFA, ktérych nadmiaru mozna
si¢ pozby¢ w wyniku odparowania,

e zasadolabilne - najczgsciej roztaczane przy uzyciu roztworu NHs, ktory jest rOwniez
usuwany podczas odparowania,

e bezsladowe (ang. traceless) - odlaczenie zwiazku od podloza nastgpuje najczesciej w
silnie kwasowych warunkach. Po rozszczepieniu facznik nie zostawia grupy funkcyjnej
docelowemu produktowi, a w miejscu odszczepienia tacznika tworzone jest nowe

wiazanie wegiel-wodor, badz wegiel-wegiel.

NHBoc

IIR "R
. { ,
o) R {R'
s \/\/\_si\ SnMe3 SI Z =N —
H3C™ “CH, HyC™ “CH,

Schemat 2. Roztaczenie tacznika typu traceless

Przedstawione powyzej typy 1lacznikow nie moga by¢ zastosowane w syntezie
kombinatorycznych bibliotek oligonukleotydowych, ze wzglegdu na warunki ich
rozszczepienia. Warunki kwasowe stosuje si¢ podczas syntezy (odblokowanie grupy
dimetoksytrytylowej), a zasadowe do odblokowania grup funkcyjnych oligonukleotydu.
Faczniki bez§ladowe (ang. traceless) usuwane sa z kolei w drastycznych warunkach, jakich nie
przetrwalby oligonukleotyd. Zastosowanie w obszarze chemii kombinatorycznej znalazly
taczniki:

e rozszczepiane po aktywacji (ang. safety catch) - uwolnienie produktu odbywa si¢ w

dwoch krokach, w pierwszym nastgpuje aktywacja, w drugim odtaczenie produktu,

¢ fotolabilne - rozszczepiane swiatlem,

® inne np.: rozlaczane oksydacyjnie lub redukcyjnie.
4.1. Laczniki fotolabilne

W tym zwigztym przegladzie chciatabym skupic¢ si¢ gtéwnie na facznikach fotolabilnych.
Szczegblng zaleta takiego potaczenia z podlozem jest mozliwos¢ bezposredniej analizy
czasteczek zwigzanych z podlozem za pomoca spektrometrii mas. Jako pierwsi t¢ mozliwos¢

zauwazyli 1 opisali Fitzgerald er al. [109]. Jako 1acznika fotolabilnego uzyto tu
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a-metylofenacyl, ktory, jak dowiedziono [110], pod wplywem naswietlania promieniowaniem
o dlugosci 254-366nm ulega wzbudzeniu do krétko zyjacego stanu trypletowego, w nastgpnym
etapie uwalniajac potaczony z nim zwiazek (Rys. 23). Poniewaz najczg¢Sciej w spektrometrii
mas MALDI stosowany laser azotowy emituje promieniowanie o dlugosci 337nm, z jego
uzyciem mozliwa jest bezposrednia analiza zwiazku polaczonego z podlozem poprzez tacznik

fotolabilny.
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Rys. 23. Wzbudzenie a-metylofenacylu i uwolnienie fosforanu.

Bezposrednia analiza MALDI czasteczek zwigzanych z podlozem ma kilka istotnych zalet
dajacych jej przewage nad metodami, ktére wymagaja dodatkowego etapu odiaczenia produktu
od podloza przed jego analiza. Przede wszystkim, zastosowanie fotolabilnego potaczenia z
podiozem pozwala na monitorowanie reakcji chemicznych w czasie rzeczywistym.
Przypomina tym samym chromatografi¢ cienkowarstwowa stosowang dla reakcji w roztworze.
Inng istotng zaleta jest fakt, ze tylko niewielka porcja zwigzku zakotwiczonego na podiozu
zostaje wykorzystana podczas analizy, reszta substancji moze zosta¢ odlaczona od ziarna
podioza i uzyta do dalszych reakcji lub zastosowana w inny sposéb.

Niestety, nie wszystkie zwiazki ulegaja jonizacji w warunkach analizy MALDI. Te, ktore
nie posiadaja miejsc protonowania nie moga zosta¢ wzbudzone. Ominigcie tej przeszkody,
poprzez dodanie ,etykiety jonizacyjnej’, zaproponowal Carrasco [111]. Zaprojektowano 1
otrzymano uklad skladajacy si¢ z facznika fotolabilnego, etykiety majacej zdolnos¢ jonizacji
oraz facznika rozszczepianego chemicznie, do ktérego przylaczano syntetyzowana czasteczke

(Rys. 24).
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Rys. 24. Wielofunkcyjny uktad zawierajacy etykiete jonizacyjna.
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Potaczenie ze soba molekut o r6znych wiasciwosciach otworzylo szereg mozliwosci. Po
pierwsze, wprowadzenie ,.etykiety jonizacyjnej” pozwolilo na analiz¢ MALDI czasteczek,
ktére w normalnych warunkach nie ulegaja jonizacji. Po drugie, dodanie etykiety wiaze sig ze
zwigkszeniem masy analizowanej czasteczki i przesunig¢ciem jej sygnatu w widmie poza zakres
wystgpowania pikéw pochodzacych od matrycy. Fotolabilny tacznik pozwala na bezposrednia
analiz¢ MALDI czasteczek zwiazanych z podlozem, za$§ potaczenie etykiety z analizowana
czasteczka poprzez facznik rozszczepiany chemicznie umozliwia jej niezalezne odiaczenie,

podczas gdy etykieta pozostaje zwigzana z podlozem.
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Rys. 25. Fotoizomeryzacja facznika o-nitrobenzylowego.

W tej pracy wykorzystano popularniejszy tacznik fotochemiczny, pochodng o-
nitrobenzylowa, ktora jako fotolabilng grupg ochronna wprowadzili Patchornik, Amit i
Woodward [112]. Uwolnienie produktu opiera si¢ na indukowanej swiatlem fotoizomeryzacji

pochodnych alkoholu o-nitrobenzylowego do o-nitrobenzaldehydu (Rys. 25).
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Rys. 26. Zasada wykorzystania fotolabilnego konstruktu: A - odlaczenie produktu od podtoza; B - widma

MALDI peptydu bez i z przylaczona etykieta jonizacyjna. * - 50% "“N.
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Na koncepcji etykiet jonizacyjnych opart swéj pomyst McKeown [113]. Niektore peptydy,
pomimo posiadania miejsc protonowania, maja niska zdolnos¢ jonizacji, co odzwierciedla si¢
w zlej jakoSci otrzymywanych w wyniku ich analizy widm. Poprawg wlasciwosci
jonizacyjnych czasteczek moze przynie$¢ wprowadzenie pierwszorzedowej grupy aminowej,
ktéra ma dobre zdolnosci do jonizacji. Zbudowano uklad, ktérego ogélny schemat budowy
przypomina ten skonstruowany przez Carrasco [111]. Do podloza, poprzez tacznik fotolabilny,
przytaczono etykietg - 1,5-diaminopentan, oraz tacznik rozszczepiany chemicznie, na ktérym
prowadzono syntezg peptydow. Przylaczenie etykiety jonizacyjnej do peptydéw o niskich
sktonnosciach do jonizacji poprawito znacznie jakos$¢ ich widm. Umozliwito wrgcz analizg
materialu zgromadzonego na jednym ziarnie podloza, co wczesniej bylo raczej trudne (Rys.
26).

Fotolabilne pofaczenie z podlozem zastosowano réwniez w chemii oligonukleotydow
[114]. Zsyntezowano tacznik fotolabilny, ktéry uzyto w postaci amidofosforynu w
automatycznej syntezie oligonukleotydu (Rys. 27). Proces syntezy byl wydajny. Osiagano w
jego wyniku podioze o wysokim stopniu zatadowania, a oligonukleotydy otrzymywano z dobra
wydajnoscia. Po skonczonej syntezie mozliwe bylo odlaczenie oligonukleotydu od podioza
poprzez naswietlanie promieniowaniem UV o dlugosci fali 370 nm. Oligonukleotyd potaczony
z podlozem tacznikiem fotolabilnym mozna bylo réwniez podda¢ bezposrednio analizie
MALDI, bez koniecznosci wczesniejszego odiaczenia go od podioza. Mozliwe bylo réwniez

monitorowanie procesu odblokowania oligonukleotydu w czasie rzeczywistym [115].

N\P/O ODMT

fN

Rys. 27. Eacznik fotolabliny wykorzystany w automatycznej syntezie oligonukleotydéw.

CN

Opisano réwniez wykorzystanie fotolabilnych facznikéw do syntezy oligonukleotydow
modyfikowanych na 3’-koficu. Z jego uzyciem otrzymano oligonukleotydy niosace na
3’-koncu resztg kwasu glikolowego [116] jak i innych kwaséw [117], wolna grupe
3’-hydroksylowa [118] i grupy alkiloaminowe [119]. Przedstawiono propozycje zastosowania
fotolabilnego potaczenia w syntezie kombinatorycznej peptydow [111, 113, 120] oraz

proteomice chemicznej [121].
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Jak twierdza autorzy cytowanej literatury, zastosowanie fotolabilnego facznika do syntezy
oligonukleotydéw na statym podiozu pozwala na uwolnienie otrzymanego produktu bez uzycia
srodkéw chemicznych, a sposéb odlaczenia jest ortogonalny do warunkéw syntezy i
odblokowania oligomeru. Mozliwo$¢ bezposredniej analizy produktéw syntezy za pomoca
spektrometrii mas MALDI bez konieczno$ci wczesniejszego uwolnienia oligonukleotydu z
ziarna podloza jest wyjatkowa =zaleta tego podejscia. Glownie dlatego, ze wyklucza
koniecznos$¢ stosowania dodatkowych reagentéw, a w zwiazku z tym wprowadzania do proby
zanieczyszczen. Mozliwe jest rOwniez monitorowanie postgpu reakcji na podlozu w czasie jej
trwania. Wszystkie wymienione zalety sprawiaja, ze fotochemiczne odlaczenie substancji od

podioza wydaje sig by¢ atrakcyjna alternatywa dla facznikéw rozszczepianych chemicznie.
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IT SPEKTROMETRIA MAS MALDI-TOF

1. Wprowadzenie

Metoda jonizacji MALDI (ang. Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Mass
Spectrometry) zostala wprowadzona w pdéznych latach osiemdziesiatych zeszlego stulecia
przez Karasa i Hillenkampa [122, 123]. W technice MALDI, jako zrddlo energii prowadzacej
do wzbudzenia analizowanych czasteczek, zastosowano laser. W zaleznosci od rodzaju
wbudowanego lasera emitowane przez niego promieniowanie moze mie¢ rézna dhugosc.
Oryginalnie Karas i1 Hillenkamp zastosowali laser neodymowy o czgstotliwosci czterokrotne;j
(Nd-YAG), ktéry emitowat promieniowanie o dtugosci fali 266nm [124]. Obecnie stosowane
sq zaréwno lasery azotowe (A 337nm), jak i neodymowe o trzykrotnej czegstotliwosci (A
355nm).

W spektrometrii mas MALDI przed analiza, niewielka ilos¢ badanej substancji nalezy
zmiesza¢ z matryca (najcz¢sciej niskoczasteczkowa substancja organiczna o charakterze
kwasowym), otrzymana mieszaning natozy¢ na stalowa ptytkg i umiesci¢ w komorze
wprowadzania probek spektrometru. Probka jest bombardowana emitowana przez laser
pulsujaca wiazka swiatla o dilugosci fali zblizonej do rezonansowego pasma absorpcji
matrycy. Nastgpuje przeniesienie energii, a czasteczki matrycy oraz analitu ulegaja
przemianie fazowej i w postaci gazOw przechodza w obszar wysokiej prozni. Jest to tak
zwany proces desorpcji. W czasie desorpcji czasteczki analitu ulegaja jonizacji w wyniku
protonowania lub odprotonowania. Jest to drugi etap — jonizacja. Jony nastgpnie sa
przyspieszane w polu elektrycznym 1 wedruja do analizatora. Najczgsciej stosowany jest
analizator mierzacy czas przelotu jondw, zalezny od stosunku masy do fadunku.

Obecnie produkowane aparaty MALDI-TOF wykazuja szeroki zakres mierzonych mas
(limit mas dla oligonukleotydéw wynosi obecnie okoto 300kDa). Metoda umozliwia analiz¢
wielosktadnikowych mieszanin 1 wykazuje wysoka tolerancj¢ w stosunku do zanieczyszczen
buforami, detergentami czy niektorymi jonami.

Zanim przejde do oméwienia wykorzystania metody w praktyce (Cze$¢ III) chciatabym
umiesci¢ tu krotkie wprowadzenie teoretyczne. Nie mozna bowiem moéwi¢ o analizie

oligonukleotyddw za pomoca spektrometrii mas MADLI-TOF, nie prébujac zrozumiec
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procesOw zwiazanych z jonizacja analizowanych czasteczek. Uzylam stowa ,,prébowac”,
poniewaz natura tych proceséw nie jest do konca zrozumiata, ani dla tworcoOw metody, ani dla
badaczy, ktérzy juz przeszto 20 lat prowadza doswiadczenia majace na celu wyjasnienie

watpliwosci, ktore budza hipotezy sformutowane w tym obszarze.

2. Mechanizm powstawania jonow

Pierwszy model powstawania jonéw w warunkach analizy MALDI zaproponowat Ehring
[125], sugerujac jonizacje fotochemiczna. Miat to by¢ proces dwustopniowy, w ktérym, jako
pierwsze, fotojonizacji miaty ulega¢ czasteczki matrycy, aby nastgpnie, juz w fazie gazowej,
promowac jonizacje czasteczek analitu [126]. Wedlug tego mechanizmu procesy prowadzace
do jonizacji czasteczek matrycy opieraja si¢ gtbwnie na gromadzeniu energii (ang. pooling) i
wielofotonowej absorpcji. Chociaz rozwazano réwniez inne drogi tworzenia jondw matrycy,
takie jak: przeniesienie protonu w stanie wzbudzenia [127], reakcje dysproporcjonowania
[128], czy jonizacje termiczng [129]. Jony analitu tworza si¢ w wyniku protonowania lub
odprotonowania podczas zderzen z czasteczkami matrycy [130]. Model fotochemicznej
jonizacji byt szeroko akceptowany, mimo, ze nie tlumaczyt zjawisk zachodzacych podczas
analizy MALDI, na przyklad, tak zwanych, ,sweet spots”. ,,Sweet spot” jest to miejscowe
nagromadzenie czasteczek analizowanej substancji w obrgbie spotu, dajace w widmie sygnaly
o duzej intensywnosci [131]. Gdyby jony analitu tworzyly si¢ podczas zderzen w fazie
gazowej, intensywnos$c¢ sygnaldow w widmach MALDI nie powinna by¢ zalezna od procesu
krystalizacji.

Kolejny model, zaktadajacy mechanizm jonizacji klasterowej (CI), zaproponowat Karas
[132-134]. Przyjmuje si¢ w nim, ze polimeryczne, protonowane czasteczki analitu otoczone
kwasowymi czasteczkami matrycy tworza tzw. klastery, ktére pod wplywem energii
emitowanej przez laser ulegaja desorpcji. Jony analitu tworza si¢ w fazie gazowej w wyniku
desolwatacji czasteczek matrycy. Proces ten przypomina dehydratacj¢ zachodzaca podczas
jonizacji ESI. Tu jednak nasuwa si¢ pytanie dotyczace przyczyn réznicy w liczbie fadunkow,
ktéry otrzymuje czasteczka w obu przypadkach (wielokrotny w ESI, jednostkowy w
MALDI).

Ostatnio, zaproponowano mechanizm, ktéry obejmuje proces przeniesienia protonu
zachodzacy podczas krystalizacji matrycy [135]. Zatozono, ze w fazie statej kwasowe protony
matrycy sa przyciagane przez zasadowe atomy bioczasteczki. Proces ten moze zachodzi¢
pomigdzy czasteczkami matrycy 1 analitu, a takze pomigdzy czasteczkami analitu. Poza tym,
ze wzgledu na fakt powstawania podobnych ilosci jonéw dodatnich i ujemnych, autorzy

sugeruja proces dysproporcjonowania, indukowany przeniesieniem energii. Jony analitu
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powstaja w wyniku przeniesienia energii ze wzbudzonych czasteczek matrycy do czasteczek
analitu, przy czym powstaja jednoczesnie jony dodatni i ujemny.

Przeprowadzono wiele badan nad mechanizmem desorpcji/jonizacji oraz nad rola matrycy
w tym procesie. Do dzi§ jednak malo jest pewnych informacji dotyczacych mechanizmu
jonizacji, za to wiele niejasnosci zwiazanych z proponowanymi modelami. Co do jednego
jednak wszyscy sa zgodni, ze matryca odgrywa w tym procesie rolg ,,posrednika” pomigdzy
promieniowaniem emitowanym przez laser a czasteczkami analitu. Tym samym pehi rolg
ochronna, poniewaz czasteczki analitu nie sa bezposrednio wystawione na dziatanie

promieniowania UV.

3. Analizator mierzacy czas przelotu (TOF)

W spektrometrach mas MALDI stosowano rézne analizatory [136-140], niemniej
najszersze zastosowanie znalazl analizator mierzacy czas przelotu jondw (TOF — ang. Time-
of-Flight). Pulsacyjny charakter wytwarzania jonéw idealnie pasuje do trybu dziatania
analizatora typu TOF. Wraz z pulsem lasera uwalniana jest ,,porcja” jonéw, ktéra nastgpnie
przyspieszana jest w polu elektrycznym. Od momentu, gdy jony opuszcza akcelerator,
mierzony jest czas ich przelotu. Pomiar konczy si¢ w chwili dotarcia jonéw do detektora. W
momencie detekcji jednej porcji jonéw uwalniana jest kolejna.

W akceleratorze wszystkie analizowane czasteczki maja przylozona identyczna energig

kinetyczna:

E = mv* (1)
gdzie E - energia kinetyczna
m - masa jonu

v — predkos¢ jonu

Przy zatozeniu, ze:
E=Az (2)
gdzie A — potencjal przyspieszenia

z — tadunek jonu

A jest warto$cia stala dla wszystkich jonéw. Po przeksztalceniu réwnania (1) otrzymamy

wigc:
v=v (2z/m) (3)

Z réwnania (3) jasno widac, ze predkos¢ jonu zalezy wytacznie od jego fadunku i masy.
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Pamigtajac o tym, ze:
v=d/t 4)
gdzie d — droga

t —czas

podstawiajac rownanie (3) do powyzszego rOwnania, czas przelotu przez zadana, stata dla

wszystkich jonéw drogg mozna wyrazic:
t =+ (m/2z) (5)

Stad jasno wynika, ze czas przelotu jonéw zalezy wylacznie od stosunku ich masy do
tadunku, wigc jony o tym samym tadunku (wszystkie powstale w wyniku procesu jonizacji
MALDI jony obdarzone sa pojedynczym tadunkiem) beda porusza¢ si¢ w prézni z r6zna
predkoscia zalezna od ich masy. Do detektora dociera¢ wigc beda najpierw jony o nizszej
masie, a nastgpnie coraz ci¢zsze. Jony sa zbierane przez detektor w mikrosekundowych
odstgpach czasu. KorzySciami z zastosowania w spektrometrach mas analizatora mierzacego
czas przelotu jonéw sa: szeroki zakres mierzonych mas, mozliwos¢ analizy duzych,
niestabilnych termicznie czasteczek, a takze wysoka czutos¢ oraz doktadnos¢ aparatow [141,
142].

W analizatorach typu TOF wptyw fragmentacji analitu na jako$¢ sygnalu, mierzonego
poprzez stosunek sygnatu do szumu, i rozdzielczos$¢ zalezy od geometrii urzadzenia. W trybie
liniowym fragmentacja zachodzaca podczas przyspieszania jonéw w polu elektrycznym
skutkuje obnizeniem rozdzielczosci sygnaldw. Poprawe rozdzielczoSci uzyskano poprzez
wprowadzenie zwierciadet elektrostatycznych, ktére umieszczono na koncu drogi
przyspieszonych jonéw. Po dotarciu do niego jony ulegaja odbiciu. Dzigki temu zabiegowi,
szybkos¢ powstatych w wyniku metastabilnego rozpadu jonéw potomnych (dzielacych tg
samg energi¢ poczatkowa co jony macierzyste) ulega zréznicowaniu.

Pisalam powyzej, ze jony o tym samym stosunku m/z dzielg t¢ sama energi¢ kinetyczna,
jednakze nie do konca jest to prawda, réznice w energii istnieja mimo, ze sa bardzo
niewielkie. Niestety, najmniejsze nawet réznice energii skutkuja réznicami w szybkosci
jonéw, a w efekcie poszerzeniem sygnatéw w widmie i obnizeniem rozdzielczosci. Aby temu
zapobiec zastosowano opdzniong ekstrakcje jonéw (ang. delayed extraction) [103, 143, 144],
jest to submikrosekundowy przedziat czasowy, w ktérym ogniskowane sa jony przed
detekcja. Dzigki temu zabiegowi mozliwe jest wigc ,,wyrOwnanie” predkosci jondw o tym

samym stosunku m/z i wyostrzenie sygnatow w widmie.
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4. Analiza kwasow nukleinowych

Metoda MALDI wykorzystywana jest do analizy zwiazkéw wielkoczasteczkowych.
Stworzono ja z mysla o bialkach 1 peptydach, jednak obecnie jej zastosowanie jest duzo
szersze. Za pomoca spektrometrii mas MALDI analizowane sa rowniez polisacharydy [145],
kwasy nukleinowe [146-149], czy polimery syntetyczne [150, 151]. Juz od samych
poczatkow jej wprowadzenia, metoda MALDI, znalazla zastosowanie w chemii kwasow
nukleinowych. Mimo wczesnych probleméw z trwatoscia oligonukleotydow w warunkach
MALDI, jest to w chwili obecnej narzgdzie standardowo wykorzystywane do
sekwencjonowania [152-156], badania jednonukleotydowych polimorfizméw [157],
modyfikacji epigenetycznych [158], czy po prostu potwierdzenia masy oligonukleotydow
otrzymanych na drodze syntezy chemicznej czy biologiczne;j.

Btad oznaczenia masy oligonukleotydu waha si¢ od 0,01% w przypadku krétkich
fragmentéw do 0,1% dla 50-merdéw i rosnie wraz ze wzrostem dtugosci oligonukleotydu. Od
wielko$ci analizowanej substancji zalezy rowniez czulos¢ detekcji. W przypadku kroétkich
oligomeréw (do 20nt) do analizy wystarczy Sfmol substancji. Dla dtuzszych czasteczek (>40
nt) potrzeba 1-30pmol oligomeru.

Podczas analizy mieszanin zwiazkéw obserwuje si¢ tendencj¢ do spadku jakosci
sygnatow w widmie wraz ze wzrostem masy. Objawia si¢ to niskim stosunkiem sygnatu do
szumu oraz niska rozdzielczoScia sygnatow. Nizsza skuteczno$¢ jonizacji dla dluzszych
oligonukleotydow moze powodowac problemy w ich detekcji. Poza tym w widmie
mieszaniny oligonukleotydéw stosunek sygnatu do szumu oraz rozdzielczo$¢ sygnatéw
pochodzacych od czasteczek o mniejszej masie sa znacznie nizsze niz w widmach
pojedynczych substancji. Prawdopodobnie jest to zwiazane z faktem, ze minimalna wartos¢
irradiacji, koniecznej do wzbudzenia, dla mieszaniny oligonukleotydéw jest determinowana
poprzez najdtuzszy z nich. Jej wartosS¢ jest wigc znaczaco zawyzona w stosunku do krétkich
oligomerow.

Podsumowujac, wraz ze wzrostem masy czasteczkowej analizowanego zwiazku:

1. Wozrastaja - zakres fragmentacji i tendencja do tworzenia adduktow,

2. Spadaja - skutecznos¢ detekcji i wydajnos$¢ jonizaciji.

4.1. Matryce

Charakterystyka MALDI kwaséw nukleinowych jest duzo trudniejsza niz w przypadku
peptydow. Zaréwno polianionowa natura, jak i tendencja do fragmentacji utrudniaja analize
powodujac, ze widma oligonukleotydow charakteryzuja: staba rozdzielczo$¢ oraz niski
stosunek sygnalu do szumu. Kluczem do poprawy jakosci widm MALDI jest odpowiedni
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dob6r matrycy w polaczeniu z dlugoscia promieniowania emitowanego przez laser. Zaledwie
niewielka liczba kombinacji okazala si¢ by¢ odpowiednia do analizy kwaséw nukleinowych.
Zastosowanie wigkszosci tych kombinacji daje jakosciowo lepsze sygnaly dla jonow
ujemnych. Wyjatkiem jest uzycie HPA, dla ktorego jako$¢ sygnalow zaréwno w trybie jondw

dodatnich, jak i ujemnych jest poréwnywalna [159,160].

Tabela 1. Matryce stosowane do analizy MALDI oligonukleotydéw i ich wlasno$ci chemiczne.

Wz6r chemiczny Nazwa A [nm] Odnos$nik PA
[kJ/mol]
£ was 2- [161, 895 ABA
NHe | N aminobenzoesowy/kwas 337/355 ’
=z ) 162] 918 NA
nikotynowy

pikolinowy 4:1

M N 3-HPA/kwas 4:1 337/355 903 HPA
. /CL [164]
N~ cooH N~ >cooH 1:8 266 919 PA
NH

o NH2 kwas 3-
Q o 266/337/355 [165] 937
N~ “cooH aminopikolinowy
s 337355 [189]
H OH 2,4,6- 210
trihydroksyacetofenon [kcal/mol]

OH
cHy cHs 337/355 [166]
H oH oM 24,6-THAP/2,34-
on THAP 2:1
OH OH
[e]

\fkl“ 6-aza-2-tiotymina 337/355 [167]
S

N
H

Wszystkie zestawione powyzej matryce sa stosowane w polaczeniu z organicznymi
solami amoniowymi, takimi jak: cytrynian czy winian, ktére maja na celu redukcj¢ ilosci
adduktéow kwasow nukleinowych z metalami oraz fragmentacji [166].

Odkrycie 3-HPA jako matrycy do MALDI bylo wielkim przelomem w spektrometrii mas
oligonukleotydéw, poniewaz znacznie zmniejszylo stopien ich fragmentacji i polepszylo
stosunek sygnatu do szumu, pozwalajac na analiz¢ dluzszych fragmentéw. W chwili obecne;j

mieszanina HPA 1 cytrynianu diamonowego jest najczgsciej stosowana matryca do analizy
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dtugich oligonukleotydéw. Do analizy oligonukleotydéw, nie dtuzszych niz 25 nukleotydéw,
czgsto uzywa si¢  2,4,6-THAP, 6-aza-2-tiotyming lub  mieszaning  kwaséw
aminobenzoesowego i nikotynowego.

Kwasy nukleinowe, ze wzgledu na swoéj charakter, maja duze powinowactwo do
jednowartosciowych jonéw metali. W ich obecnosci powstaja sole oligonukleotydéw, ktére
utrudniaja analizg, obnizajac lotno$s¢ kwasow nukleinowych i wptywajac tym samym na
intensywnos$¢ i szerokos¢ sygnatdéw. W wyniku przejscia z fazy stalej do fazy gazowej
oligonukleotyd przylacza kationy metali, aby zredukowac sity odpychania elektrostatycznego
wywolane obecnos$cia tadunkéw ujemnych w obrgbie tancucha. Powstaja jony molekularne z
r6zna liczba kationéw metali. W  przypadku analizy wysokoczasteczkowych
oligonukleotydéw nastgpuje znaczace poszerzenie sygnatu. Szczegdlnie ucigzliwe sa jony
sodu 1 potasu, poniewaz wystepuja bardzo powszechnie w srodowisku. Ten problem mozna
rozwigza¢ wymieniajac je na kationy amonowe. Sole amonowe oligonukleotydow podczas
procesu desorpcji/jonizacji ulegaja rozktadowi z wytworzeniem wolnego kwasu 1 amoniaku.

Jest kilka sposobow na wymiang kationéw metali na kationy amonu. Chyba najprostszym
jest zastosowanie bezposrednio przed analiza zywicy jonowymiennej zatadowanej jonami
amonu [162]. Dos¢ wydajna i popularng technika jest wytracanie oligonukleotydow za
pomoca alkoholu z roztworu octanu amonu [168]. Inna mozliwoscia jest dodanie do roztworu
matrycy wspomnianych wczesniej soli amonowych [88]. Przeprowadzono réwniez serig
doswiadczen, w ktorych testowano wpltyw zasad organicznych na redukcje ilosci adduktow
oligonukleotydu z metalami oraz trwalo$¢ ich jonéw molekularnych [169]. Badano takze
wpltyw innych substancji pomocniczych: amin biogennych [170, 171], cukréw [172] oraz
poliakrylamidu [173] i glicerolu [174].

Stezenia stosowanych roztworOw matrycy sa rézne 1 zaleza od jej rozpuszczalnosci,
poniewaz przygotowuje si¢ roztwory nasycone. Zwykle zawieraja si¢ w granicach 100-
500mM. Sygnaty pochodzace od jondw matrycy wystgpuja w widmie w obszarze 100-
1000Da.

4.2. Stabilno$¢ jonow i fragmentacja

W zaleznosci od przedziatlu czasu, w ktérym odbywa si¢ fragmentacja powstajace podczas

analizy MALDI-TOF jony fragmentaryczne mozna podzieli¢ na cztery kategorie [175]:

= powstajace natychmiast — kiedy czas zycia jonu macierzystego jest porownywalny
z czasem jego powstania. Czas przelotu takich jonéw fragmentarycznych bedzie

odpowiadat stosunkowi ich masy do tadunku,

48



SPEKTROMETRIA MAS MALDI-TOF

= szybkie — gdy czas zycia jonu macierzystego jest nieco dluzszy od czasu
potrzebnego na jego wygenerowanie. Takie fragmenty obserwowane sa w
liniowym widmie jako ,,ogony” sygnaléw skierowane w strong¢ wyzszych mas.
Réznice w szybkosci kompensuje zastosowanie reflektronu,

= wczesne metastabilne — gdy czas zycia jondw macierzystych jest rowny czasowi
ich przyspieszenia. Powstale jony fragmentaryczne sa rozsiane w zakresie mas od
jonu macierzystego do fragmentarycznego. Wczesna metastabilna fragmentacja
jest przyczyna ograniczen w zastosowaniu metody MALDI,

= metastabilne — powstaja w regionie wolnym od pola, maja wigc t¢ samg predkos¢
co jony macierzyste i wraz z nimi docieraja do detektora. Mimo, Zze maja t¢ sama
predkos¢, obdarzone sa nizsza masa od jonéw macierzystych i moga by¢ wykryte
za pomoca analizy PSD (ang. Post Source Decay). Jest to technika detekcji jonow
metastabilnych, polegajaca na stopniowym zmniejszaniu potencjalu pola
elektrycznego przytozonego do reflektronu. Nizsze wartosci napigcia pozwalaja na

zbieranie jonow fragmentarycznych w obrgbie coraz nizszych mas [176-178].

Na zakres fragmentacji ma wplyw szereg czynnikow. Migdzy innymi jest to rodzaj
stosowanej matrycy, ale rowniez czas przebywania oligonukleotydu w akceleratorze [179].
Tlumaczy to wzrastajaca wraz z masa tendencja oligonukleotydéw do fragmentacji. Jest
gtéwna przeszkoda podczas analizy MALDI-TOF dhugich sekwencji. Im dtuzszy
oligonukleotyd tym dluzej przebywa w akceleratorze.

Na podstawie analizy MALDI-IR oligonukleotydéw z uzyciem kwasu bursztynowego
jako matrycy ustalono szereg regul, od ktérych zalezy fragmentacja kwaséw nukleinowych
(zaréwno rodzaje jondéw fragmentarycznych jak i ich nomenklatur¢ opisalam w rozdziale
3.2.3.3, Czesé I):

1. najwigksze intensywno$ci w widmie osiagaja fragmenty niskoczasteczkowe,

2. ilos¢ jonéw fragmentarycznych wzrasta wraz ze wzrostem natgzenia
promieniowania,

3. nie obserwuje si¢ fragmentacji w sasiedztwie reszt tymidynowych,

4. w sasiedztwie A, C, 1 G nie obserwuje si¢ znaczacych réznic w wydajnosci
fragmentacji.

Jest kilka przyczyn, dla ktérych sygnaly pochodzace od jonéw fragmentarycznych o
nizsze] masie charakteryzuja si¢ wigksza intensywnoscia. Po pierwsze, bez watpienia
wydajnos¢ detekcji maleje wraz ze wzrostem masy. Po drugie, wraz ze wzrostem rozmiaréw

jonu fragmentarycznego zwigksza si¢ prawdopodobienstwo powstania jonéw drugiej
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generacji. To ostatnie zjawisko prowadzi do zwigkszenia ilosci jondw o mniejszej masie
kosztem jonéw o masie wigkszej.

Przy zastosowaniu matryc innych niz HPA obserwuje si¢ jony fragmentaryczne
oligonukleotydéw réwniez w widmach MALDI-UV [99, 180]. Stosujac kwas pikolinowy
jako matryc¢ w pofaczeniu z dtugoscia promieniowania laserowego 266nm, Juhasz et al. na
podstawie sygnatldéw pochodzacych od jonéw fragmentarycznych mogli zrekonstruowac
sekwencj¢ 11-meru [103].

Analiza MALDI-PSD jak dotad daje zadowalajace rezultaty wytacznie dla krétkich

oligomeréw i przedstawione zostaty jedynie widma pigcio- i szeSciomeréw [181, 182].
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Rys. 27. Mechanizm fragmentacji oligonukletydu w warunkach analizy MALDI.

Mechanizm powstawania jonéw fragmentarycznych byl szeroko badany i1 do dzi$
dyskutowane sa jego szczegdty. Jednak, co do ogdlnego schematu, badacze zajmujacy sig ta
dziedzina sa zgodni. Fragmentacja rozpoczyna si¢ 1,2-eliminacja nukleozasady katalizowana
przeniesieniem protonu. Zdania na temat pochodzenia owego protonu sa podzielone.
Nordhoff uwaza, ze rozerwanie wiazania N-glikozydowego odbywa si¢ w wyniku
przeniesienia protonu z sasiedniej reszty fosforanowej [175]. Z kolei Zhu twierdzi, ze proton
przenoszony jest z czasteczki matrycy [99]. Ta ostatnia hipoteza jest w zgodzie z
obserwacjami dotyczacymi rozleglosci fragmentacji w zaleznosci od stosowanej matrycy,
poniewaz czasteczki matrycy wykazuja r6zna kwasowos¢, a takze stabilnoscia tymidyny,
ktora wykazuje wyjatkowo niska zasadowos¢, czy zwigkszong trwatoscia RNA w stosunku do
DNA w warunkach MALDI [159]. Nastgpnym etapem po eliminacji zasady jest rozerwanie

wigzania 3’- a nastgpnie 5’-fosfoestrowego i1 wytworzenie dwoch komplementarnych
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fragmentéw. Zwykle sygnaly pochodzace od obu jonéw obserwowane sa w widmie MALDI.

Ogd6lny mechanizm fragmentacji przedstawiam na rysunku (Rys. 27).
4.3. Przygotowanie prébki do analizy MALDI

Ostatnim juz zagadnieniem, ktére chcialabym oméwi¢ w niniejszym rozdziale, jest
sposOb przygotowania probki do analizy. Tej tematyce poswigcono wiele publikacji [174,
183, 184]. Generalnie, istnieja dwa powszechnie stosowane metody przygotowania probki:
metoda cienkowarstwowa (ang. thin-layer) 1 metoda siedzacej kropli (ang. dried-droplet). W
zasadzie wszystkie matryce MALDI moga by¢ uzyte w procedurze siedzacej kropli, jednakze
tylko matryce rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych sa stosowane w metodzie
cienkowarstwowej. W tej ostatniej procedurze mikrolitrowa objeto$¢ roztworu matrycy w
lotnym rozpuszczalniku organicznym (np. kwas a-cyjano-4-hydroksy-cynamonowy w
acetonie) naktada si¢ na ptytkg MALDI. Rozpuszczalnik szybko ulatnia si¢ pozostawiajac
cienka warstwg krysztatkbw matrycy. Na powierzchni¢ tej warstwy krysztalow nanosi sig
roztwor analitu w rozpuszczalniku, w ktérym matryca si¢ nie rozpuszcza (np. w wodzie).
Czasteczki analitu wbudowuja si¢ w powierzchni¢ matrycy (Rys. 28).

Procedura siedzacej kropli, z kolei, polega na zmieszaniu roztworu matrycy z analitem i
nalozeniu na ptytke MALDI. Mozna réwniez nalozy¢ roztwor matrycy na powierzchnig
plytki. Po odparowaniu rozpuszczalnika naktadany jest roztwor analitu. Najczgsciej procedura
ta prowadzi do powstawania tzw. mikrolokalizacji (ang. sweet spots). Sa to pozycje w obrgbie
przygotowanego do analizy preparatu, ktore daja lepsze rezultaty niz pozostate. Jest to

zjawisko $cisle zwiazane z procesem krystalizacji matrycy.

A

Roztwér matrycy

Roztwér analitu 2. E

Rys. 28. Sposoby przygotowania prébki do analizy: A — cienkowarstwowa, B — procedura siedzacej kropli, C —

wariacja na temat metody siedzacej kropli.
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Preparatyka cienkowarstwowa pozwala uzyska¢ lepsza powtarzalno$¢ analiz, a takze
uzyska¢ wigksza doktadno$¢ w oznaczeniu masy 1 wyzsza rozdzielczo$¢. Niestety, matryce
stosowane do analizy oligonukleotydow sa dobrze rozpuszczalne w wodzie. Ten fakt
uniemozliwia  zastosowanie do  przygotowania préobki do analizy procedury

cienkowarstwowej.
5. Podsumowanie

To juz wszystkie aspekty dotyczace analizy MALDI oligonukleotydow, na ktére
chcialam zwrdéci¢ szczegdlna uwagg. Ten krotki rozdziat mial na celu przedstawienie
wyjatkowych zalet metody MALDI, ale rowniez jej ograniczen. Mial takze poméc w

zrozumieniu probleméw, z ktérymi si¢ spotkatam podczas badan opisanych w dalszej czgsci

pracy.
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III WYNIKI I DYSKUSJA

1. Wstep

Historia syntezy kombinatorycznej rozpoczegta si¢ we wezesnych latach osiemdziesiatych
zeszlego stulecia. Jest to podejscie do syntezy chemicznej, ktére umozliwia otrzymanie nawet
milionéw zwiazkéw w krétkim czasie, a nastgpnie rownoleglte, ale niezalezne badanie ich
wlasciwosci. Dzigki tym szczegdlnym zaletom jest to narzedzie chgtnie wykorzystywane
zarOwno w przemysle farmaceutycznym, w poszukiwaniach zwiazkéw wiodacych (ang. lead)
[4-7] i chemicznym, gdzie stuzy do syntezy nowych materiatéw [8, 9], czy tez tanszych i
wydajniejszych katalizatorow [185]. Syntez¢ kombinatoryczna od momentu powstania
stosuje si¢ rowniez w chemii oligonukleotydéw 1 ich analogéw [2, 3, 15-21]. Z jej pomoca
poszukuje si¢ aptameréw stosowanych w terapii antysensowej i antygenowej [3, 2, 15-18].
Prowadzone sa rowniez badania strukturalne [186] oraz nad sekwencjonowaniem genomu
[19-21].

Za pomoca metod zaczerpnig¢tych z biologii molekularnej opracowano ogdélne metody
syntezy 1 przeszukiwania bibliotek kombinatorycznych. Otwartym problemem nadal jednak
pozostaje opracowanie metody ,,odczytywania” struktury wyselekcjonowanych elementéw
biblioteki. W celu rozwiazania problemu sekwencjonowania elementéw bibliotek
oligonukleotydowych zaproponowano szereg metod, ktére ewoluowaty w czasie, od opis6w
otéwkiem na bibule [187, 188], po charakterystyke spektralng [44-47, 55-77]. Mimo jednak
réznorodnosci propozycji, nie ma wsrdd nich prostej, uniwersalnej techniki, bezposredniej i
niedrogiej, ktéra pozwolitaby na poznanie struktury wyselekcjonowanego elementu biblioteki
oligonukleotydowej, metody na tyle ogélnej, by za jej pomoca mozliwe bylo poznanie
struktury dowolnie modyfikowanego oligonukleotydu.

Metody posrednie, opracowane w celu odczytywania sekwencji, sa pracochlonne, a
klasyczne metody sekwencjonowania wymagaja dysponowania duzymi iloSciami materiatu
(Czes¢ I). W przypadku bibliotek oligonukleotydowych, ktérych elementy zbudowane sa z
naturalnie wystgpujacych jednostek, mozliwe jest zastosowanie reakcji PCR w celu

~pomnozenia” ilosci substancji. Inaczej wyglada sytuacja, kiedy do czynienia mamy z
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modyfikowanymi oligonukleotydami, ktorych nie mozna podda¢ amplifikacji, poniewaz
modyfikacje nie moga by¢ odwzorowane w niciach potomnych. W zwiazku z tym, do
dyspozycji eksperymentatora pozostaje ilos¢ zwiazku zgromadzona na jednym ziarenku
podioza, w najlepszym wypadku kilka pikomoli. Jedna z metod wystarczajaco czutych, by za
jej pomoca analizowaé tak znikome ilosci substancji, jest spektrometria mas. T¢ metodg,
bezposrednia 1 uniwersalna, wybralam do opracowania metody sekwencjonowania bibliotek

oligonukleotydowych.
2. Wybér metody analizy oligonukleotydow

Wybér spektrometrii mas MALDI-TOF podyktowany byt kilkoma wzgledami:

1. jest to metoda tak zwanej migkkiej jonizacji - stosowana energia nie powoduje
rozlegtej fragmentacji powstatych jonéw,

2. powstajace jony obdarzone sa pojedynczym tadunkiem, dodatnim lub ujemnym w
zaleznosci od zastosowanych warunkéw analizy, mozliwa jest wigc analiza nawet
bardzo skomplikowanych mieszanin zwiazkéw,

3. jest metoda czula - mozliwa jest analiza femtomolowych ilosci czystego,
pojedynczego zwiazku,

4. w granicach interesujacych mnie mas (okolo 3,5-4kDa) mozliwe jest oznaczenie
masy zwiazku z dokladnoscia do 0,01% - teoretycznie mozliwe jest wigc
rozréznienie dwéch zwigzkéw, ktérych masy réznig sig o 0,5Da.

Niebagatelna role w wyborze odegrala réwniez mozliwo$¢ swobodnego dostgpu do

aparatury.
3. Analiza fosfotriestrow oligonukleotydow za pomoca spektrometrii mas MALDI-TOF

Wielokrotnie pisatam (Cze$¢ 1 - 3.2.3.3 i II - 4.2), ze w widmach MALDI
oligonukleotydéw zazwyczaj nie obserwuje si¢ sygnaldw pochodzacych od jonéw

fragmentarycznych [137, 189]. Dowiedziono jednak, ze fosforanotriestry oligonukleotydow

[107, 108] w warunkach MALDI ulegaja rozleglej fragmentacji w zZrédle jonéw i w ich
widmach widoczne sa intensywne sygnaly pochodzace od jonéw potomnych. Szerzej
opisatam to zjawisko w rozdziale 3.2.3.8 (Cze$¢ I).

Postanowitam samodzielnie sprawdzi¢ podatnos¢ fosforanotriestrow oligonukleotydéw na
fragmentacjg 1 ewentualnie wykorzysta¢ ten fakt do opracowania metody sekwencjonowania
elementéw oligonukleotydowych bibliotek kombinatorycznych. Pierwotny plan obejmowat
syntezg biblioteki oligonukleotydowej, ktdrej elementy bytyby trwale zwiazane z podlozem.

W  nastgpnym etapie mialo nastapi¢ odblokowanie oligonukleotydow, w celu
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przeprowadzenia selekcji aktywnych elementow biblioteki oraz wtérne blokowanie grup
fosforanowych za pomoca diazometanu. Diazometan powoduje niespecyficzne metylowanie
DNA. Ulegaja mu, zatem zar6wno reszty fosforanowe, jak i atomy N-7 oraz C-3 guanozyny
[190-192]. Otrzymane w wyniku metylowania fosforanotriestry oligonukleotydéw miatam
zamiar nastgpnie podda¢ analizie MALDI. R6znice mas pomigdzy sygnatami pochodzacymi
od powstalych w warunkach analizy jonéw fragmentarycznych mogtyby postuzy¢ do
odczytania sekwencji.

Przeprowadzitam zautomatyzowana syntez¢ nonameru o sekwencji 5’-d(CTG TCT
GCC)-3° (OTF) na komercyjnie dostgpnym podiozu typu CPG. Po wyjeciu podioza z
kolumienki, bez stosowania procedur majacych na celu usunigcie grup ochronnych
oligonukleotydu, sporzadzitam zawiesing podloza w wodzie. Nastgpnie zmieszalam tg
zawiesing z matryca 1 naniostam na ptytke analityczng MALDI. Poczatkowo jako matrycy
uzytam kwasu 3-hydroksypikolinowego (HPA). Jest to powszechnie stosowana matryca do
analizy oligonukleotydow za pomoca spektrometrii mas MALDI. Nie udato si¢ jednakze z jej
pomoca otrzyma¢ widma oligonukleotydu. Zamierzony efekt osiagnglam po zmianie matrycy
na 2,4,6-trihydroksyacetofenon (THAP). HPA uwazana jest za matrycg ,,zimng”’, poniewaz
nie przyczynia si¢ do fragmentacji oligonukleotydéow [164]. Tymczasem, zaréwno 2,4,6-
trihydroksyacetofenon (2,4,6-THAP), jak 1 jego izomer 2,3,4-THAP, promuja fragmentacj¢
oligonukleotydéw w zrddle jonéw [189]. Obie matryce: HPA 1 THAP charakteryzuje zblizone
powinowactwo do protonu (ang. proton affinity) [193], a takze zasadowos¢ w fazie gazowej
[194] (Czg¢s¢ 1I; Tabela 1). R6znice w ich dziataniu wynikaja wigc prawdopodobnie z r6znej
dystrybucji energii pomigdzy jonami matrycy i analitu.

W wyniku analizy MALDI w peli blokowanego oligonukleotydu OTF, polaczonego z
podiozem poprzez tacznik sukcynylowy, otrzymatam widmo, ktére zamieszczam na nastgpnej
stronie (Rys. 29). Przedstawia ono tylko srodkowy fragment sekwencji oligonukleotydu.
Oligonukleotyd jest trwale, w warunkach analizy MALDI, zakotwiczony na ziarnie podloza.
W widmie widoczny jest wigc dopiero drugi w kolejnosci nukleotyd od 3’-konca. Sygnaty
pochodzace od dwoch ostatnich nukleotydow od konca 5° wystgpuja w rejonie pikow
pochodzacych od matrycy, co powoduje trudnosci w ich wyodrgbnieniu.

Fragmentacja zachodzi w kierunku 5°—3’, poniewaz pierwszy nukleotyd od strony
3’-konca oligonukleotydu jest trwale zakotwiczony na podlozu. Uwalnianie fragmentow
oligonukleotydu nastgpuje stopniowo od strony jego wolnego 5’-kofica. Sekwencje
oligonukleotydu mozna odczyta¢ z widma w kierunku 5°—3’ (od strony lewej do prawe;j
widma), na podstawie r6znic mas pomigdzy sasiednimi sygnatami odpowiadajacymi masom

kolejnych nukleotydow.
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Rys. 29. Schemat fragmentacji blokowanego oligonukleotydu oraz widmo MALDI w petni blokowanego
nonameru [5’-d(CTG TCT GCC)-3’]. Gwiazdkami oznaczone sa sygnaly pochodzace od fragmentéw

powstatych w wyniku odtaczenia grup cyjanoetylowych.

Brakujaca informacj¢ o pierwszym nukleotydzie z 3’-konca oligonukleotydu tatwo
uzupehi¢, wprowadzajac tacznik fotolabilny, kotwiczacy oligonukleotyd na podiozu. Jako
zrodlo energii/jonizacji w spektrometrze mas MALDI zastosowano laser azotowy, ktory
emituje promieniowanie ultrafioletowe o dlugosci 337nm. Wigkszos¢ sSwiatloczutych
tacznikéw jest wrazliwa na dziatanie promieniowania w zakresie 300-400nm [195-200].
Podczas bezposredniej analizy oligonukleotydu, zakotwiczonego na podlozu za pomoca
takiego fotolabilnego potaczenia, wigzka promieniowania powinna uwolni¢ oligonukleotyd
pelnej dlugosci 1 ewentualne jego fragmenty. Uzycie fotolabilnego tacznika ma te zaletg, ze
podczas analizy MALDI nastgpuje jednoczesne odlaczenie oligonukleotydu od podloza i jego
jonizacja. Inaczej niz w przypadku chemicznego uwolnienia substancji z podloza, nie
wprowadza si¢ do badanej substancji zanieczyszczen, ktére moga utrudniac analizg.

Postanowitam wybra¢ odpowiedni facznik fotolabilny, przeprowadzi¢ jego syntezg i
zbada¢ wilasciwosci tego uktadu pod katem wykorzystania w metodzie sekwencjonowania
oligonukleotydéw bibliotek kombinatorycznych. Zastanawiajac si¢ nad wyborem
odpowiedniej do tego celu czasteczki i1 przegladajac publikacje na ten temat, odszukalam
kilka prac dotyczacych bezposredniej analizy MALDI czasteczek zwigzanych z podiozem
[109, 111, 113-115]. Dwie spos$réd nich dotyczyly analizy MALDI oligonukleotydéw

potaczonych z ziarnem podloza poprzez tacznik o szkielecie o-nitrobenzylowym [114, 115].
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4. Synteza i badanie wlasciwosci ,,fotolabilnego podloza”
4.1. Synteza i zastosowanie facznika Raynera

Najpierw przeprowadzitam syntez¢ tacznika opisanego juz w literaturze [114, 201].
Schemat jego syntezy opiera si¢ na przeksztalceniach 1-(o-nitrofenylo)but-3-en-1-olu (2)
(Schemat 3A). Do otrzymania tego zwiazku wykorzystatam handlowo dostgpny
o-nitrobenzaldehyd (1) oraz alilotrimetylosilan. Reakcj¢ prowadzitam w obecnosci
czterochlorku tytanu, ktéry odgrywa rolg katalizatora kwasowego. Reakcje zwiazkow
karbonylowych z alilosilanami w obecnosci kwaséw Lewisa sa szybkie 1 wydajne [202].
Addycja grupy alilowej do grupy karbonylowej jest regiospecyficzna. Tworzenie wigzania
wegiel-wegiel zachodzi wylacznie z udzialem atomu wegla 7y alilosilanu (Schemat 3B). Jako
medium reakcyjne stosowalam bezwodny nitrometan. Zachowanie bezwodnych warunkéw
jest istotne, poniewaz czterochlorek tytanu w obecnos$ci wody ulega silnie egzotermicznej
reakcji hydrolizy z wytworzeniem chlorowodoru. Proby zastosowania innych, mniej
toksycznych, katalizatorow reakcji, FeCl; [203], czy I, [204], nie przyniosty zadowalajacych
rezultatow. W obu wypadkach wydajnosci pozadanego produktu byty niskie. W oryginalnej
pracy [202] stosowano 2 rownowazniki molowe czterochlorku tytanu w stosunku do
aldehydu. Ilos¢ tg¢ zredukowatam do jednego réwnowaznika, zachowujac wysokie wydajnosci
reakcji. Reakcje prowadzitam w tazni lodowej w temperaturze -20°C. Proces jest bardzo
szybki. Za pomoca chromatografii cienkowarstwowej obserwowatam catkowity zanik
substratu po uptywie okoto 5 minut. Utrzymanie temperatury bliskiej -20°C jest istotne,
poniewaz po podwyzszeniu temperatury do -10°C proces stawat si¢ tak szybki, ze niemozliwa
byta jego kontrola. Poza tym, prowadzil gtéwnie do tworzenia niepozadanego produktu, 1-(1-
allilo-3-butenylo)-o-nitrobenzenu (6). Produkty reakcji 2 1 6 rozdzielitam chromatograficznie,
a ich strukturg potwierdzitam za pomoca analizy NMR.

Pochodng 1-(o-nitrofenylo)but-3-en-1-olu (2) w postaci amidofosforynu miatam zamiar
uzy¢ w zautomatyzowanej syntezie oligonukleotydu, dlatego do blokady jego funkcji
hydroksylowej uzytam chlorku 4,4’-dimetoksytrytylu. Konieczne bylo zastosowanie duzych
nadmiaré6w molowych chlorku 4,4’-dimetoksytrytylu (3 ekwiwalenty), ze wzgledu na nizsza
reaktywnos$¢ drugorzedowej grupy hydroksylowej w stosunku do pierwszorzgdowej. Uzyltam
rowniez katalizatora nukleofilowego — DMAP, wraz z trietyloaming. Mimo to wydajnos¢
reakcji po oczyszczeniu byla srednia (okoto 58%).

1-O-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-but-3-en-1-ol  (3) poddalam nastgpnie
dwustopniowej reakcji utlenienia. W pierwszym etapie przeprowadzitam hydroksylowanie

nienasyconego fancucha weglowego przy uzyciu czterotlenku osmu. Otrzymany w ten sposob
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uktad cis-diolowy utlenialam za pomoca nadjodanu sodu do aldehydu [205], ktérego nie
izolowatam, lecz bezposrednio poddawatam redukcji borowodorkiem sodu do 1-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-1,3-propanodiolu (4) [206]. Niska wydajnos¢ reakcji
utlenienia (50%) zwiazana byla z obnizaniem pH mieszaniny reakcyjnej w trakcie jej trwania.
Podczas reakcji utlenienia za pomoca NalO4 generowany jest mocny kwas jodowy, ktérego
obecnos¢ powoduje zakwaszenie srodowiska reakcji. Prowadzito to do odblokowania funkcji
hydroksylowej zwiazku (3) 1 powstania 1-(o-nitrofenylo)-1,3-propanodiolu, ktérego obecnos¢
obserwowatam na ptytce TLC. Zastosowanie buforu fosforanowego (pH 7), w celu
neutralizacji powstajacego kwasu jodowego, poprawito tylko nieznacznie wydajnos¢ reakcji
(60%). 1-O-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-1,3-propanodiol (4) przeprowadzitam

nastgpnie w amidofosforyn § wedtug standardowej procedury [207].

H o} N OH N ODMT m
NO, NO, i NO, B H
—_— e \/\s'
NO, YN
1 2

i, iv / Kwas Lewisa

g

Cl

Schemat 3. A: i) alilotrimetylosilan, TiCl,, CH;NOy; ii) chlorek 4,4’ -dimetoksytrytylu, DMAP, Et;N, Py; iii)
0s0,, NalO,, THF/H,0; iv) NaBH,, THF/H,0; v) bis(diizopropyloamino)-(2-cyjanoetylo)fosfina,

tioetylotetrazol, CH,Cl,; B: mechanizm i produkty alilowania.

4.1.1. Analiza MALDI-TOF fosfotriestrow oligonukleotydéw zwiazanych z podlozem
poprzez Iacznik fotolabilny

Przed uzyciem otrzymanego 3-amidofosforynu 1-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-1-(o-
nitrofenylo)-1,3-propanodiolu (5) w automatycznej syntezie oligonukleotydu, poréwnatam
jego reaktywnos$¢ =z reaktywnoscia 3’-amidofosforynu tymidyny w stosunku do
sfunkcjonalizowanego grupami propyloaminowymi podioza CPG. Przygotowalam roztwory
obu amidofosforynéw w acetonitrylu, nastgpnie dodatam etylotiotetrazol i uzytam w reakcji z
odwazonymi ilosciami podloza. Po utlenieniu 1 dokladnym przemyciu obu podioz
poréwnalam ich stopien zatadowania. WartoSci te oznaczylam na podstawie absorbancji

uwolnionej grupy dimetoksytrytylowej. Wartosci absorbancji byly nieznacznie nizsze dla
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podioza zaladowanego Iacznikiem fotolabilnym w poréwnaniu do tymidyny (Zir = 25-
30umol/g, Z4r = ~40pmol/g).

Roztwor 3-amidofosforynu 1-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-1,3-
propanodiolu (5) w acetonitrylu (0,1M) uzytam w automatycznej syntezie oligonukleotydow
w warunkach stosowanych dla standardowych amidofosforynéw nukleozydéw, z niewielka
modyfikacja cyklu syntetycznego. Wydluzytam czas przylaczenia facznika do podioza,
acetylowania oraz utlenienia. Kolumienka wypeliona byla podlozem typu CPG
sfunkcjonalizowanym grupami propyloaminowymi.

Zsyntezowatam nastegpnie oligonukleotyd o sekwencji, 5’-d(TTT TTT TTT T)-3’, (CPG-
T10). Po wyladowaniu podiloza z kolumienki, jego czg$¢ zawiesitam w mieszaninie
acetonitryl/woda (9:1) 1 naswietlatam promieniowaniem o dlugosci 357nm przez okoto p6t
godziny. Po uptywie tego czasu wykonatam analiz¢ MALDI roztworu zebranego znad
podioza. W widmie, oprécz spodziewanej serii sygnalow bgdacych wynikiem fragmentacji
blokowanego oligonukleotydu, pojawity si¢ sygnaly pochodzace prawdopodobnie od

oligonukleotydu z czgSciowo odblokowanymi funkcjami fosforanowymi (Rys. 30).
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Rys. 30. Widmo MALDI blokowanego oligonukleotydu CPG-T10 odiaczonego z podioza w wyniku
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naswietlania promieniowaniem UV. Gwiazdkami oznaczona jest seria sygnatéw pochodzacych od

oligonukleotydu i jego fragmentéw z czgsciowo odblokowanymi funkcjami fosforanowymi.

Druga czgs¢ podloza zawiesitam w wodzie, z otrzymanej wodnej zawiesiny pobratam
kilka ziaren podioza CPG-T10, zmieszalam z roztworem matrycy i nalozytam na plytke
MALDI. W wyniku analizy otrzymalam widmo, w ktérym obserwowalam seri¢ sygnalow
pochodzacych od jonu macierzystego oraz jonéw fragmentarycznych (Rys. 31). Wszystkie

sygnaty obecne w widmie pochodza od oligonukleotydéw niosacych fosforan na 3’-koncu.
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Rys. 31. Widmo MALDI-TOF blokowanego oligonukleotydu CPG-T10, gwiazdkami oznaczone s fragmenty

powstate w wyniku odlaczenia grup cyjanoetylowych.

Obserwowane w obu widmach sygnaly przedstawiaja fragment sekwencji dekameru
CPG-T10, wytaczajac trzy pierwsze nukleotydy. Podczas analizy MALDI oligonukleotydu
zwigzanego z pziarnem podloza poprzez Iacznik fotolabilny nastgpuje jego odlaczenie od
podloza i jonizacja wraz z réwnoczesng fragmentacja. Zastanawialo mnie jednak czy
sekwencjg oligomeru w widmie mozna odczyta¢ w tym samym, czy tez odwrotnym kierunku,
niz podczas wymuszonej fragmentacji oligomeru trwale zwigzanego z podlozem. Na
podstawie analizy homogennej sekwencji nie mogtam jednak tego problemu rozstrzygnac.

Przeprowadzilam wigc syntezg oligonukleotydu o sekwencji naprzemiennej 5°-d(CTC
TCT CTC T)-3°, (CT10). W pehi blokowany, zwiazany z podlozem poprzez tacznik
fotolabilny oligonukleotyd poddalam analizie MALDI. Uzyskane widmo przedstawilam na

rysunku ponizej (Rys. 32).
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Rys. 32. Widmo MALDI blokowanego oligomeru CT10.

Sekwencja oligonukleotydu zostata skonstruowana tak, by na obu jej koncach znalazt si¢
inny nukleotyd, na 5’-koncu — cytydyna (289Da), na 3’-koficu — tymidyna (305Da).
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Obliczona na podstaie uzyskanego widma réznica mas pomigdzy dwoma ostatnimi sygnatami
obecnymi w widmie odpowiada masie tymidyny. Na tej podstawie stwierdzilam, ze
sekwencj¢ oligonukleotydu mozna odczyta¢ w kierunku 5°—3’. Obojetnie wigc, czy
oligonukleotyd jest zwiazany z podlozem trwale, czy poprzez tacznik fotolabilny jego

fragmentacja zachodzi w tym samym kierunku.

Facznik fotolabilny spetnit swoje zadanie. Na podstawie wykonanych doswiadczen
stwierdzitam, ze pochodna o-nitrobenzylowa jest zwiazkiem odpowiednim do wykorzystania
jako tacznik w automatycznej syntezie oligonukleotydéw, a takze do bezposredniej analizy
MALDI jej produktéow. Ilos¢ materialu uwalniana z jednego ziarna podioza jest
wystarczajaca, aby otrzyma¢ widmo dobrej jakosci (stosunek sygnatu do szumu). W widmie
wzdluz calego zakresu mas oligonukleotydu obserwowalam sygnaty pochodzace od jonow
fragmentarycznych niosacych fosforan na 3’-koficu.

Niedogodnos$cia, zwigzang ze stosowaniem tacznika w formie amidofosforynu, jest
koniecznos$¢ kazdorazowego przygotowania podtoza przed synteza, a takze modyfikacji cyklu
syntetycznego. Taka procedura moze by¢ przyczyna réznic w stopniu zaladowania podtoza
facznikiem w =zaleznosci od przebiegu syntezy. Aby unikna¢ tego typu probleméw,
postanowitam przygotowac ,(fotolabilne podioze”. W tym celu nalezalo przeprowadzi¢
syntezg takiego fotolabilnego facznika, ktéry nastgpnie moglabym trwale polaczy¢ z

podiozem.
4.2. Synteza i badanie wlasciwosci ,,fotolabilnego podloza”

Fotolabilny tacznik oparty na strukturze alkoholu o-nitrobenzylowego, sprawdzil si¢
podczas bezposredniej analizy MALDI oligonukleotydu zwigzanego z podlozem.
Postanowitam wykorzysta¢ go do dalszych badan, zmieniajac jedynie budoweg tancucha
bocznego zwiazku. Pierwszy etap syntezy, prowadzacy do otrzymania 1-o-nitrofenylo-3-
butenolu (2) przeprowadzitam jak poprzednio (Schemat 3A). Zastosowalam w tym celu
alilotrimetylosilan wraz z czterochlorkiem tytanu. Niewygodna 1 labilng grupeg
4,4’-dimetoksytrytylowa zastapitam stabilna w warunkach reakcji utlenienia grupa
benzoilowa. Nastgpnie przeprowadzitam reakcj¢ utlenienia wigzania podwdjnego
1-O-benzoilo-1-(o-nitrofenylo)but-3-en-1-olu (7) za pomoca nadmanianganu potasu, z
uzyciem eteru 18-korona-6 jako katalizatora przeniesienia fazowego [208, 209]. Proces
biegnie poprzez wytworzenie wicynalnego diolu, rozerwanie wigzania pomigdzy atomami
C3-C4, do otrzymania kwasu 3-benzoiloksy-3-(o-nitrofenylo)propanowego (8). Wydajnos¢

reakcji wyniosta 43%, ale wydajno$¢ catkowita procesu, w stosunku do wyjSciowego
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substratu, o-nitrobenzaldehydu, tylko 25%. Postanowitam zastosowa¢ inng procedurg. Proces
utlenienia ostatecznie przeprowadzilam z uzyciem nadmanganianu potasu i nadjodanu sodu,
uzyskujac dobra wydajnos¢ (powyzej 80%) [210]. Ten znaczacy wzrost wydajnosci reakcji
utlenienia tlumacz¢ obecnoscia nadjodanu, ktéry wspomaga dziatanie nadmanganianu na
etapie rozszczepienia ukladu cis-diolowego. Nastgpnie facznik 8 poddatam reakcji
kondensacji z funkcjonalizowanym podlozem (Schemat 4). Do syntezy ,podioza
fotolabilnego” uzylam zar6wno podloza CPG, jak 1 wysoce usieciowanego podioza

polistyrenowego (10% diwinylobenzenu).

pprsre

%m‘

O
CPG—O—si
) NO, 0 NO,
9 10

Schemat 4. i) chlorek benzoilu, Py; ii) KMnO,, NalO,4, t-BuOH/H,0; iii) CPG, DCC, DMAP, Et;N, CH,Cl,;
iv) PS, DCC, DMAP, EtzN, CHyCl; v) Ac,O, N-metyloimidazol, 2,6-lutydyna, MeCN; vi) NH;
aq.

Podloza typu CPG sa komercyjnie dostgpne i szeroko uzywane w syntezie kwasow
nukleinowych. Jednakze od lat w Pracowni Chemii Biokoniugatéw do syntezy bibliotek
kombinatorycznych stosowane jest podioze polistyrenowe (PS). Wyboru takiego dokonano
juz na wstgpie badan rozproszonych bibliotek oligonukleotydowych. Powodem byt szereg
niepozadanych wlasciwosci podtéz typu CPG. Jednym z nich jest niewystarczajaca trwatos¢
wigzania pomig¢dzy facznikiem, a podlozem silikazelowym [211]. Polaczenie to musi by¢
trwale, zdolne do przetrwania silnie zasadowych warunkéw, poniewaz, zgodnie z moim
zalozeniem, oligomer w trakcie odblokowania musi pozosta¢ zwiazany z podtozem. Dopiero
bezposrednio przed lub podczas analizy MALDI powinno by¢ mozliwe jego proste i wydajne
odlaczenie od podioza. Innym, rownie waznym, powodem wyboru podi6z polistyrenowych
jest regularny ksztatt oraz Scisle okreslona wielkos$¢ ich ziaren. Ta zaleta jest istotna z dwéch
przyczyn. Ulatwia manipulacj¢ podlozem oraz zapewnia, ze na kazdym ziarnie podloza

zgromadzona bgdzie podobna ilo$¢ oligonukleotydu.
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4.2.1. Opracowanie warunkéw analizy MALDI fosforanotriestréw oligonukleotydéw

zwigzanych z ,,podtozem fotoloabilnym”

Nastepnie podtozach 9 i 10 zsyntezowatam oligonukleotydy o sekwencji 5°-d(TTT TT)-3’
(TS) 1 5-d(TTT TTT TTT T)-3° (T10). Po skonczonej syntezie wyjelam podloze z
kolumienki, zawiesitam w wodzie, a nastg¢pnie poddatam bezposrednio analizie MALDI. Dla
obu blokowanych oligonukleotydéw zwiazanych z podlozem CPG (CPG-T10 i CPG-TS)
otrzymatam spodziewany obraz w widmie. W przypadku pentameru zwigzanego z podiozem
polistyrenowym (PS-TS) réwniez uzyskatam seri¢ sygnaléw pochodzacych od jonu
pierwotnego i1 jonéw potomnych oligonukleotydu (Rys. 33). Nie udalo mi si¢ jednakze
otrzymaé¢ przewidywanego widma oligomeru PS-T10. W widmie pojawiaty si¢ wylacznie
sygnaty pochodzace od krétkich fragmentéw oligonukleotydu, ktérych masy nie przekraczaty
1800Da.

1443,93
1801,82

dTpoCNE dTpoCNE

1087,38

Rys. 33. Widmo MALDI blokowanego oligonukleotydu PS-T5.

Na obu podiozach centrum reakcji fotochemicznej znajdowalo si¢ w réznej odlegtosci od
jego powierzchni (Schemat 4). Wysnutam stad wniosek, ze oligonukleotyd moze znajdowac
si¢ zbyt blisko powierzchni podioza polistyrenowego, a zaistnialy problem zwiazany jest z
zawada steryczna 1 nieefektywnym oddzialywaniem promieniowania z lacznikiem.
Postanowitam pokonac ten problem ,,odsuwajac” centrum reakcji od powierzchni podtoza. W
uktfadzie spetniajacym tg rolg zastosowatam 2,2’-(etylenodioksy)-bis(etyloaming) (Schemat
5). Pochodne glikolu etylenowego maja tendencj¢ do przyjmowania w roztworach wodnych
konformacji rozwinigtej [212, 213]. 2,2’-(Etylenodioksy)-bis(etyloamina) miata petni¢ wigc

rolg ,,wysiggnika” podczas analizy oligonukleotydu odbywajacej si¢ w srodowisku wodnym.
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Schemat 5. i) bezwodnik kwasu bursztynowego, Et;N, CH,Cly; ii) 2,2’-(etylenodioksy)-bis(etyloamina), DCC,
DMAP, EtN, CHyCly; iii) 8, DCC, DMAP, EtN, CH,Cly; iv) Ac,O, N-metyloimidazol, 2,6-
lutydyna, MeCN; v) NH; aq.

Na podlozu fotolabilnym 14 ponownie zsyntezowalam oligonukleotyd T10, ktory
poddatam analizie MALDI. Niestety, pomimo zastosowania dluzszego tacznika, w dalszym
ciaggu nie obserwowalam w widmie sygnatéw w rejonie mas wyzszych od 1800Da.
Sterowanie parametrami analizy MALDI (napigcie, czgstotliwos¢, polaryzacja pola
elektrycznego, moc lasera) rowniez nie przyniosto poprawy obrazu widma.

Postanowitam przeanalizowa¢ warunki stosowane podczas przygotowania probki do
analizy. Rozpoczg¢tam od zmiany rozpuszczalnika na mniej polarny od wody. Wybratam
acetonitryl z dwoch wzgledéw. Po pierwsze, jest to dla blokowanego oligomeru ,,naturalne”
srodowisko, w nim biegnie synteza oligonukleotydu. Drugim powodem bylo wcze$niej
przeprowadzone dos$wiadczenie, w ktérym w petni blokowany oligonukleotyd PS-T10
poddatam dzialaniu promieniowania ultrafioletowego w mieszaninie acetonitryl/woda w
stosunku objetosciowym 9:1 [114]. W wyniku nas$wietlania nastgpowalo odlaczenie
oligonukleotydu od podioza, co potwierdzila analiza MALDI roztworu zebranego znad
podioza (Rys. 30). Zmienitam rozpuszczalnik stosowany podczas analizy MALDI
blokowanego oligonukleotydu potaczonego z podlozem Iacznikiem fotolabilnym na
acetonitryl. Pozwolilo to na otrzymalnie w widmie spodziewane;j serii sygnatlow (analogiczna
do przedstawionej na Rys. 31).

Taki wynik doswiadczenia tlumaczg¢ hydrofobowymi oddzialtywaniami pomigdzy
blokowanym oligonukleotydem a podiozem polistyrenowym. Oddziatywania te wzmacniaja
si¢ w bardzo polarnych rozpuszczalnikach, takich jak woda. Blokowany oligonukleotyd
prawdopodobnie ,zakleja” powierzchni¢ ziarna podioza, utrudniajac promieniowaniu
emitowanemu przez laser dotarcie zar6wno do oligonukleotydu, jak 1 do tacznika
fotolabilnego. Przypuszczalnie promieniowanie jest absorbowane przez zasady nukleinowe i
rozprasza si¢ w uktadach wigzan n. Innym wytlumaczeniem moze by¢ brak efektywnego

oddziatywania czasteczek matrycy z oligonukleotydem. W aprotycznym i1 mniej polarnym od
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wody rozpuszczalniku, jakim jest acetonitryl, hydrofobowe oddzialywania blokowanego
oligonukleotydu z podfozem prawdopodobnie zostaja zaburzone.

Nastgpnym krokiem bylo odblokowanie oligonukleotydu za pomoca roztworu amoniaku
w 55°C, przez noc. Niestety, w tych warunkach praktycznie caty materiat ulegat odlaczeniu
od podiloza. W celu sprawdzenia czy jaka$ czgs$¢ oligonukleotydu pozostata zwigzana z
podiozem, przemytam je i poddatam naswietlaniu promieniowaniem UV. Ponowna analiza
MALDI roztworu zebranego znad podioza nie wykazala obecnosci oligonukleotydu w
roztworze. Zastanawiajac si¢ nad przyczyna tego niespodziewanego wyniku, wykluczylam
nietrwalos¢  wiazania  fosfodiestrowego  laczacego uklad  o-nitrobenzylowy z
oligonukleotydem, poniewaz nie powinna ona odbiega¢ od trwalosci tego typu polaczen w
oligonukleotydzie. Za powdd uznalam katalizowana zasada P-eliminacjg, ktérej moze
podlegac zsyntetyzowany przeze mnie uklad tacznika [214].

Problem nietrwalosci tacznika w warunkach zasadowych mogto rozwiaza¢ wydtuzenie
tancucha weglowego uktadu. Koncepcyjnie najprostszym sposobem wydawalo si¢ uzycie
3-butenylotrimetylosilanu zamiast, jak dotad, alilotrimetylosilanu. Reakcj¢ przeprowadzitam
w takich samych warunkach jak poprzednio, stosujac jako katalizator czterochlorek tytanu w
nitrometanie, w  temperaturze -20°C (4.1). Nastgpnie grup¢ hydroksylowa
1-(o-nitrofenylo)pent-4-en-1-olu  zablokowatam chlorkiem benzoilu 1 przeprowadzitam
utlenianie wiazania podwdjnego za pomoca nadmanganianu potasu i nadjodanu sodu
(Schemat 6A). Jednakze, niezaleznie od stosowanego nadmiaru utleniaczy i wydluzania

czasu reakcji, analiza TLC wskazywata tylko okoto polowiczne przeksztalcenie substratu w
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/\/é/Noz - PSANMNH/\O/\/O\/\NH
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Schemat 6. A: i) 3-butenylotrimetylosilan, TiCl,, CH,NO»; ii) BzCl, Py; iii) KMnQ,, NalO,, t-BuOH/H,0; B:
iv) BH3;*Me,S, CH,ClL,; v) H,Cr,0,, H,SO,4, H,O; vi) 13, DCC, Et;N, DMAP, CH,Cl,; vii) 11,
DCC, Et;N, DMAP, CH,Clp; viii) Ac,0, N-metyloimidazol, 2,6-lutydyna, MeCN; ix) NHj; aq.

kwas.
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Juz od pierwszego etapu, na podstawie analizy widm NMR stwierdzitam, ze w wyniku
reakcji aldehydu o-nitrobenzylowego z 3-butenylotrimetylosilanem powstaje mieszanina
zwiazkow. Substancje te byly jednak nierozréznialne chromatograficznie 1 dopiero po etapie
utlenienia moglam wydzieli¢ zwiazek pozostajacy w niezmienionej formie. Oczyscitam
substancj¢ nieulegajaca utlenieniu i poddatam analizie jej widma 'H i “C NMR.
Stwierdzitam, ze brak w nich sygnatéw pochodzacych od ugrupowania winylowego. To
tlhumaczylo dlaczego zwiazek nie ulegal utlenieniu w zastosowanych warunkach. Widoczne
byly natomiast sygnaly w wyzszych rejonach widma Swiadczace o tym, ze w tancuchu
bocznym zwiazku wystgpuje uktad wigzah nasyconych. Na trop prowadzacy do rozwiazania
zagadki naprowadzity mnie poszukiwania literaturowe. W p6znych latach 70 zesztego wieku
prowadzono badania nad reakcjami 3-butenylosilanéw z chlorkami kwasowymi w obecnosci
kwaséw Lewisa. Stwierdzono wowczas, ze prowadza one do otrzymania ketonow
cyklopropylometylowych [215]. Stalo si¢ oczywiste, ze z podobna sytuacja mam do czynienia
w rozpatrywanym przypadku. Mechanizmy reakcji prowadzace do powstania alternatywnych

produktow desililacji przedstawiam na nastgpnej stronie (Rys. 34).

OH

NO,

OH

NO,

Cyklodesililacja

Rys. 34. Mechanizm desililacji.

Wydajnos¢ catkowita procesu otrzymywania kwasu 4-benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)-
butanowego (16) wyniosta okolo 30%. Postanowitam opracowa¢ wydajniejsza metodg
syntezy. Mimo napotkanych probleméw nie chciatam jednak rezygnowac z obranej i szukac
zupelnie nowej drogi syntetycznej prowadzacej do otrzymania pozadanego zwiazku.
Postanowitam wykorzysta¢ w tym celu reakcj¢ hydroborowania potaczonego z hydroliza w
warunkach utleniajacych. Reakcja hydroborowania zwiazkéw nienasyconych przebiega
wedlug mechanizmu niezgodnego z reguta Markownikowa. Utlenianie otrzymanego w jej
wyniku boranu prowadzi do utworzenia 1° alkoholu, a w odpowiednich warunkach kwasu. Do

redukcji wiazania podwéjnego uzylam kompleksu boranu z dimetylosiarczkiem. Produktu

66



WYNIKI I DYSKUSJA

reakcji nie izolowalam, lecz bezposrednio podatam go reakcji hydrolizy w warunkach
utleniajacych. Uzylam do tego celu dichromianu potasu w obecnosci stgzonego kwasu
siarkowego (VI) (Schemat 6B). Wydajnos$¢ reakcji wyniosta 75%. Produkt wyizolowatam i
scharakteryzowalam za pomoca analizy NMR.

Nastgpnie  zsyntetyzowalam ,podloza  fotolabilne”. Uzylam dwoéch  wersji
modyfikowanego podloza polistyrenowego 11 i 13 (Schemat 6B). Nast¢pnie oba podioza
uzytam w automatycznej syntezie oligonukleotydu 5°-d(TTT TTT TTT T)-3’ (T10). Podloze
18 wykazywalo nieco wyzszy stopien zatadowania od podioza 17. W obu przypadkach
stwierdzitam dobra wydajnos$¢ syntezy oligonukleotydu i nie zaobserwowalam zadnych
nieprawidlowosci w jej przebiegu. W kolejnych doswiadczeniach korzystaltam z
»fotolabilnego podtoza” typu 18. Jego przygotowanie wymaga mniejszego naktadu czasu i
pracy, a zmniejszenie ilosci etapow reakcji prowadzonych na podiozu statym pozwolilo na

lepsza kontrolg stopnia jego zaladowania.

4.2.3. Warunki odblokowania oligonukleotydu zwigzanego 2z ,,podlozem

fotolabilnym”

Oligomer PS-T10 poddalam odblokowaniu w standardowych warunkach i ponownie
stwierdzilam, ze caly material znajduje si¢ w roztworze. Tym razem nie udalo mi si¢ znalez¢
prostego wyjasnienia tego niespodziewanego wyniku. Przekonana, tak o trwalosci wiazania
fosfodiestrowego, jak i amidowego, zacz¢tam podejrzewaé, ze te zaskakujace rezultaty
spowodowane sa, nie tyle nietrwaloscia chemiczna, co fotochemicznymi witasno$ciami
wybranego przeze mnie uktadu.

Postanowitam wyprébowa¢ tagodniejsze warunki odblokowania. Trietyloamina jest
zasada stabsza od amoniaku, ale wystarczajaco dobra, aby na drodze B-eliminacji usunaé
grupy cyjanoetylowe z reszt fosforanowych [216]. Potraktowatam wigc zwiazany z podiozem
blokowany oligonukleotyd 10%-owym roztworem Et;N w pirydynie. Postgp reakcji
kontrolowalam za pomoca MALDI. Pelne odblokowanie funkcji fosforanowych
oligonukleotydu uzyskatam po uptywie 10h. W tych warunkach nie nastgpowalo uwolnienie
oligonukleotydu do roztworu. Praktycznie caly material pozostawal zwiazany z podlozem.
Zachecito mnie to do poszukiwania takich warunkéw, ktére prowadzityby réwniez do
odblokowania pozostatych grup funkcyjnych oligonukleotydu [217, 218]. Zsyntezowatam
oligonukleotyd o sekwencji mieszanej 5°-d(GGC ATG CAA G)-3° (ARM). Po 12h (55°C)
dzialania na oligonukleotyd potaczony z podlozem poprzez tacznik fotolabilny nastgpowato
uwolnienie praktycznie calej ilosci oligonukleotydu do roztworu. Redukowatam wigc

stopniowo czas wystawienia oligonukleotydu na dziatanie amoniaku. Stwierdzitam, ze po
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uplywie 2h nastgpuje usunigcie wszystkich grup ochronnych oligonukleotydu, przy czym
wigksza jego czgS¢ pozostaje zwigzana z podlozem (Rys. 35). Tylko niewielkie ilosci

oligonukleotydu zostaja w tych warunkach uwolnione do roztworu.

Tabela 2. Warunki analizy i odblokowania oligonukleotydu zwiazanego z podtozem tacznikiem fotolabilnym.

Bezposrednio MALDI
PS-oligonukleotyd
(MeCN:H,0)
Nieodblokowany UV — MALDI
CPG- Bezposrednio MALDI
oligonukleotyd (H0)
Et;N/Py (rt., 10h)
Odblokowany Bezposrednio MALDI UV — MALDI

NH; aq (55°C, 2h)

Zastosowalam opracowane warunki do odblokowanie wszystkich grup funkcyjnych
oligonukleotydu ARM zwiazanego z podlozem lacznikiem fotolabilnym i wykonatam jego
analiz¢ MALDI. W widmie obok sygnatu pochodzacego od oligonukleotydu petnej dtugosci
obserwowalam rowniez sygnaty o nizszej masie (Rys. 35). R6znice mas pomigdzy sasiednimi
sygnatami w widmie odpowiadaly masom jednostek nukleotydowych. Dzigki temu mozliwe
byto odczytanie sekwencji oligonukleotydu w kierunku 3°—5°, czyli zgodnie z kierunkiem

syntezy.
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Rys. 35. Widmo MALDI odblokowanego oligonukleotydu ARM zakotwiczonego na podtozu PS poprzez
tacznik fotolabilny.

W widmach MALDI zazwyczaj nie obserwuje si¢ sygnatléw pochodzacych od jonéw
fragmentarycznych oligonukleotydéw [137, 189]. Malo prawdopodobne wigc bylo, by
obserwowane w widmie sygnaty byty wynikiem fragmentacji oligonukleotydu. Postanowitam

ustalic pochodzenie sygnaléw obecnych w widmie odblokowanego oligonukleotydu
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zwigzanego z podlozem poprzez tacznik fotolabilny. Byt to warunek konieczny do

prowadzenia dalszych badah w tym obszarze.

4.2.3. Okreslenie zakresu fragmentacji oligonukleotydéw zwiazanych z podlozem

poprzez Iacznik fotolabilny

W celu ustalenia pochodzenia sygnaldow otrzymanych w wyniku bezposredniej analizy
MALDI odblokowanych oligonukleotydéw zwiazanych z podlozem poprzez tacznik
fotolabilny ponownie przeprowadzitam syntezg oligonukleotydu o sekwencji 5’-d(CTC TCT
CTC T)-3°, (CT10). Sekwencj¢ dobratam tak, aby fatwiejsza byla obserwacja ewentualnej
fragmentacji oligonukleotydu. Teoretycznie, gdyby oligonukeotyd ulegal fragmentacji w
warunkach MALDI, powinnam obserwowa¢ w widmie sygnaly pochodzace od fragmentow
powstatych w wyniku degradacji oligomeru zaréwno od 3’- jak i 5’-konca. W sekwencji
oligonukleotydu umiescitam tymidyng — 3’-koniec i cytydyng, 5’-koniec. Masy fragmentow
powstatych w wyniku fragmentacji na przeciwnych koncach oligonukleotydu réznityby sig o

15Da. Oligonukleotyd odblokowatam i poddatam analizie MALDI (Rys. 36).

:

C-289Da C-287Da 306Da/298Da T-304Da C-289Da T-304Da C€-289Da
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Rys. 36. Widmo MALDI odblokowanego oligonukleotydu CT10.

W widmie pojawita si¢ pewna dwuznaczno$¢ dotyczaca mozliwos$ci odczytania sekwencji
oligonukleotydu. W obrgbie mas ~1500Da widoczne byly dwa sygnaty. Rdéznica mas
pomig¢dzy nimi wynosita 15Da. W zaleznosci od tego, ktéry z sygnatéw, przy m/z 1505 czy
1490 Da, zostal uznany za sasiedni do sygnalu o m/z 1796Da, r6znica mas pomig¢dzy nimi
odpowiadata masie tymidyny lub cytydyny, przy czym pomylka w tym oznaczeniu
powodowata btad w okresleniu kolejnego nukleotydu w sekwencji. Byt to jednak jedyny
»podwojny” sygnat obecny w widmie, dlatego wydawalo si¢ nieprawdopodobne by byt
wynikiem fragmentacji oligonukleotydu. Pochodzenie sygnatu o m/z 1490Da przypisatam

jonowi o podwéjnym tadunku [M-2H]? (2980+2 = 1490Da).
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Wynik tego doswiadczenia pozwolit mi przypuszczaé, ze obserwowane w widmie
sygnaty, dzigki ktérym mozliwe jest odczytanie sekwencji oligonukleotydu, sa konsekwencja
jego chemicznej syntezy, a nie fragmentacji w warunkach MALDI. Synteza oligonukleotydu
przebiega etapowo, w wyniku przytaczania kolejnych jednostek. Kazdy z etapéw chemicznej
syntezy osigga maksymalnie wydajnos¢ 99,9%. W zwiazku z tym, w kazdym cyklu syntezy,
co najmniej 0,1% rosnacych tancuchdéw pozostaje w niezmienionej formie. Uznatam, ze
sygnaty obserwowane w widmie pochodza od tych wtasnie krétszych fragmentéw, tym
bardziej, ze sekwencj¢ oligonukleotydu mozna odczyta¢ w kierunku zgodnym z kierunkiem
chemicznej syntezy 3°—5’ [103-105].

W widmie obok sygnaléw pochodzacych od oligonukleotydu petnej dlugosci i jego
krétszych fragmentéw, bgdacych wynikiem chemicznej syntezy, wystepuja rOwniez sygnaty
pochodzace  prawdopodobnie = od  jonéw  fragmentarycznych  oligonukleotydu.
Przeprowadzilam dalsze badania zmierzajace do wijasnienia zjawisk towarzyszacych
wzbudzeniu 1 jonizacji oligonukleotydu potaczonego z podiozem poprzez tacznik fotolabilny
podczas analizy MALDI.

W trzech krokach zsyntetyzowalam 3’-amidofosforyn 5°-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-
deoksyurydyny (23), wychodzac z 2’-deoksycytydyny jako substratu (Schemat 7). Reakcje
deaminacji 2’-deoksycytydyny przeprowadzitam wedlug opracowanej w Pracowni Chemii
Biokoniugatéw, dotad nieopublikowanej procedury, z uzyciem 26-krotnego nadmiaru
molowego azotynu sodu, 1,5-krotnego nadmiaru dwuwodorofosforanu (V) potasu oraz 0,15
ekwiwalentu kwasu ortofosforowego (V) w wodzie [219]. Reakcj¢ prowadzitam przez trzy
doby, po ktérych stwierdzitam catkowite przereagowanie substratu. Nastgpnie funkcje 5’-OH
nukleozydu zablokowalam chlorkiem 4,4’-dimetoksytrytylu w pirydynie 1 przeprowadzitam

w amidofosforyn 23.

NH,

w o\@ L Dm\d me

/P\O/\/CN

23
Schemat 7. i) NaNO,, KH,PO,, H;PO,, H,O; ii) DMTCI, Py; iii) bis(diizopropyloamino)-(2-cyjanoetylo)-

fosfina, tioetylotetrazol, CH,Cl,.

3’-Amidofosforyn 5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)deoksyurydyny (23) zmieszalam z

amidofosforynem tymidyny w stosunku molowym 1:1. Przygotowalam 0,1M roztwor tej
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mieszaniny w acetonitrylu, ktéry uzytam do syntezy oligonukleotydéw: 5°-d(CTC TCT CTC
X)-3’, (CT/dU) wiaczajac mieszaning amidofosforynéw na 3’-koncu oraz 5’-d(XCT CTC
TCT O)-3°, (T/dUC), w ktérym wiaczylam ja na 5’-koncu.

Wybratam deoksyurydyng, poniewaz réznica mas pomi¢dzy deoksyurydyng a tymidyna
wynosi 14Da, podczas gdy r6znice mas pomigdzy pozostatymi nukleotydami wynosza: Mgya -
Myqc = 24Da; Mga - Myr = 9Da; My - Mga = 16Da; My - Myc = 40Da; Myg - Mgt = 25Da 1
Mar - Myc = 15Da. Ten zabieg miat wyeliminowa¢ ewentualne dwuznacznosci i problemy z
ustaleniem pochodzenia sygnatéw w widmie MALDI. Przy zastosowaniu mieszaniny CT/dU
na 3’-koncu oligonukleotydu i zalozeniu, ze sygnaly obserwowane w widmie sa wynikiem
niedoskonatej syntezy, powinnam uzyskaé seri¢ podwojonych sygnatéw. Réznica mas w
obrgbie tych dwoéjek powinna wynosi¢ 14Da. Wszystkie pojedyncze sygnaty w widmie
musialyby pochodzi¢ od jonoéw fragmentarycznych, powstaltych w wyniku fragmentacji
oligonukleotydu od konca 3’. Z kolei podwojone sygnaty, ktérych masy nie odpowiadaja
masie fragmentéw powstalych podczas chemicznej syntezy bytyby konsekwencja
fragmentacji oligonukleotydu od konca 5°.

W widmie oligonukleotydu T/dUC spodziewatam si¢ obecnosci podwojonych sygnatéw
pochodzacych od oligonukleotydu o najwyzszej masie oraz od ewentualnych jonéw
fragmentarycznych bedacych wynikiem fragmentacji od 5’-konca. Z kolei wszystkie
pojedyncze sygnaly pochodzityby od produktéw niedoskonalej syntezy oraz fragmentacji od
3’-konca oligonukleotydu.

W widmie oligonukleotydu, w ktérym mieszanina amidofosforynéw dU/dT zostala
wlaczona na koncu 3’°, oprdcz serii sygnaldéw pochodzacych od oligonukleotydu i jego
kréotszych fragmentow powstalych w wyniku chemicznej syntezy, widoczne sa rowniez
sygnaty, ktére z cala pewnoscia pochodza od jondéw fragmentarycznych (Rys. 37A). Te
ostatnie sa podwojone, przy czym réznica mas pomiedzy nimi wynosi 14Da. Swiadczy to o
fragmentacji od 3’-konca oligonukleotydu potaczonego z podlozem poprzez tacznik
fotolabilny w warunkach analizy MALDI.

Widmo oligonukleotydu z mieszaning dU/dT wilaczona na 5’-koncu w wielu punktach
potwierdza powyzsze obserwacje. Jedynie ostatni sygnat w widmie pochodzacy od
oligonukleotydu docelowego jest podwojony. Poza tym, w widmie obserwowane sa
pojedyncze sygnaly pochodzace od produktéw chemicznej syntezy oraz fragmentow
powstatych w wyniku fragmentacji oligonukleotydu od 3’-konca (Rys. 37B). Pewne r6znice
w ilosci obserwowanych sygnaléw pochodzacych od jonéw fragmentarycznych oraz
intensywnosci sygnaldow wynikaja z wlasciwosci metody. Brak powtarzalnosci wynikow w

spektrometrii mas MALDI jest bowiem nieodlaczna jej wada [220].
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Rys. 37. Widma MALDI oligomeréw, A: CT/dU, B: T/dUC; ([M-H] = 2967,72/29831,91Da).

Obserwowane w obu widmach sygnaly pochodza od jonéw fragmentarycznych typu b
(Tabela 3). Jest to nietypowy wynik, poniewaz wedlug danych literaturowych giéwne,
obserwowane w widmie MALDI, sygnaty pochodza zwykle od fragmentéw typu w i a [81-
87] (Rys. 11, str. 20). Niemniej, widma MALDI obu oligonukleotydow przedstawiaja
oczekiwany obraz i1 potwierdzaja niewielki stopien fragmentacji oligonukleotydu (Rys.

37A/B).

Tabela 3. Zestawienie mas jonéw fragmentarycznych oligonukleotydu obserwowanych w widmie. Wartosci

zostaty obliczone za pomoca wolnego oprogramowania Nuke dla sekwencji 5’-d(CTC TCT CTC T)-

3.
Masa jonu [Da] Typ jonu
1124,7949 b4
1413,9790 b5
1751,1747 b6
2007,3588 b7
2311,5545 b8
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Wynik powyzszych doswiadczen potwierdzit wysunig¢ta wczesniej hipotezg dotyczaca
pochodzenia obserwowanej w widmie serii sygnalow, bedacych reprezentacja sekwencji
oligonukleotydu. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen stwierdzilam, ze zakres
fragmentacji odblokowanego oligonukleotydu pofaczonego z podlozem poprzez Iacznik
fotolabilny w warunkach analizy MALDI jest niewielki. Gléwna seria sygnalow
obserwowanych w widmie MALDI, dzigki ktérym mozliwe jest odczytanie sekwencji
oligonukleotydu, pochodzi od krétszych fragmentéw oligonukleotydu powstajacych w
wyniku chemicznej syntezy. Postanowilam na tym fakcie oprze¢ metodg sekwencjonowania

oligonukleotydowych bibliotek kombinatorycznych.

4.2.4. Badanie trwalosci polaczen podloze-tacznik fotolabilny oraz 1Iacznik-

oligonukleotyd w roztworze

Ustalitam pochodzenie sygnalow obserwowanych w widmie MALDI oligonukleotydu
zwiazanego z podlozem poprzez tacznik fotolabilny. Jednak w dalszym ciagu bez odpowiedzi
pozostalo pytanie dotyczace przyczyn braku trwatosci facznika w warunkach odblokowania
oligonukleotydu. Problem ten bardzo utrudnial mi pracg, ze wzgledu na, nie do konca
zrozumiate, zachowanie ,,fotolabilnego podtoza”. Dlatego postanowitam rzetelnie sprawdzi¢
trwalos¢ pofaczen, zar6wno podloze-facznik, jak i facznik-oligonukleotyd, badajac zwiazki
modelowe w roztworze.

Symulacj¢ zjawisk zachodzacych na ziarnie podloza rozpoczg¢lam od syntezy zwiazku
modelowego — 4-hydroksy-4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamidu (28) (Schemat 8). Jako
zwiazek imitujacy podloze uzylam benzyloaming. Uznalam ja za dobry model polistyrenu
funkcjonalizowanego grupami metyloaminowymi. Jako aktywatora podczas syntezy wigzania
amidowego uzylam 1,1'-karbonylodiimidazolu (CDI). W reakcji na podilozu statym
stosowatam do tego celu N,N'-dicykloheksylokarbodiimid (DCC), jednakze podczas syntezy
w roztworze obecno$¢ powstajacego N,N’-dicykloheksylomocznika powodowata problemy w
wyodrebnieniu czystego produktu reakcji kondensacji. Warto tu wspomnie¢, ze CDI
sprawdzit si¢ jako dobry aktywator w reakcji tworzenia wigzania amidowego w roztworze, w
reakcjach na podlozu statym jego zastosowanie nie dawato jednak dobrych rezultatow.

W nastgpnym kroku zoptymalizowatam warunki usunigcia grupy benzoilowej blokujacej
funkcje hydroksylowa 4-benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamidu (27). Na
podiozu staltym stosowatam do tego celu roztwér NHz ag/MeOH w temperaturze 55°C. W
tych warunkach nastgpowato jedynie czgSciowe usunigcie blokady benzoilowej z grupy
hydroksylowej zwiazku 27. Mimo wydluzenia czasu reakcji do 12 godzin nie udalo sig

osiagna¢ zadowalajacego przereagowania. Uzylam wigc w tym celu roztwor metyloaminy w
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bezwodnym etanolu. Metyloamina jest zasada silniejsza od amoniaku. Poza tym, czasteczki
amoniaku w srodowisku wodnym sg hydratowane, co zmniejsza ich reaktywnos$¢ w stosunku
do substratu. Ten ostatni problem dotyczy réwniez roztworéw wodnych metyloaminy, dlatego
przeprowadzitam tg reakcj¢ w bezwodnym etanolu. W tych warunkach nastapilo iloSciowe
przereagowanie  4-benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamidu. W  mieszaninie
reakcyjnej nawet po 12 godzinach dzialania metyloaminy nie obserwowatam produktéw
hydrolizy wigzania amidowego. Dowodzi to trwaloSci pofaczenia podloze-tacznik w

warunkach zasadowych.
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Schemat 8. A: i) CDI, benzyloamina, CH,Cl,; ii) 30% roztwér CH;NH, w absolutnym etanolu; B: i) 1,2,4-

32

triazol, EtN, MeCN; ii) 5°-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyna, MeCN; iii) 2-
hydroksypropionitryl, MeCN; iv) Ei;N, Py; v) TPSCI, Py.

Nastegpnie przygotowatam modelowy 4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamid-4-ylo 5°-O-
(4,4’ -dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforan (34) (Schemat 8B). Do chtodzonego w lodzie
roztworu triazolu w acetonitrylu dodalam POCI;, a nastgpnie porcjami trietyloaming.
Wygenerowany w ten sposob fosforylotristriazolid (29) uzytam jako czynnik fosforylujacy do
otrzymania bis-(2-cyjanoetylo) 5°-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforanu (31)
[221], ktory nastgpnie przeprowadzitam w 2-cyjanoetylo 5-0-(4,4°-
dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforan (32). Uzylam w tym celu roztwor trietyloaminy w
bezwodnej pirydynie. Do otrzymania 2-cyjanoetylo 4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamid-4-

ylo 5°-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforanu (33) zastosowalam metode
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triestrowa z uzyciem chlorku kwasu 2,4,6-triizopropylobenzenosulfonowego (TPSCI), jako
czynnika aktywujacego. Funkcje¢ fosforanowa nastgpnie odblokowatam za pomoca roztworu
trietyloaminy w pirydynie.

Badalam trwato$¢ otrzymanego w ten sposéb 4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamid-4-
ylo 5°-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforanu (34) w warunkach zasadowych
(32% roztwér wodny NHs, 55°C). Zmiany kontrolowatam za pomoca >'P NMR (Rys. 38 A-
D). Sygnaty pochodzace od fosfodiestru 34 wystgpujacego w postaci dwoéch
diastereoizomeréw wystepuja w widmie °'P NMR przy okoto 1,3 ppm (Rys. 38A). Po 5
godzinach dziatania na fosfodiester 34 roztworem amoniaku pojawit si¢ sygnat przy 3,4 ppm 1
jego intensywno$¢ wzgledem sygnatu pochodzacego od fosfodiestru 34 rosta w czasie. Po
uptywie pigciu dni stosunek sygnaldw pochodzacych od substratu i produktu hydrolizy
wynosit 4:1. Otrzymana mieszaning zwiazkow oczysScitam chromatograficznie 1
scharakteryzowalam za pomoca 'H i ’C NMR. Na tej podstawie stwierdzitam, ze zwiazek,
ktéry dawat w widmie sygnat przy 3,4 ppm to 3’-fosforan 5°-O-(4,4-
dimetoksytrytylo)tymidyny. Na podstawie opisanego powyzej doswiadczenia mogltam
stwierdzi¢, ze uklad Iacznik-oligonukleotyd jest trwaty w warunkach zasadowych i nie
powinien ulega¢ rozszczepieniu podczas odblokowania oligonukleotydu. Niemniej opisane
wczesniej doswiadczenia, przeprowadzone z oligonukleotydami potaczonymi z podiozem

stalym, daly wyniki sprzeczne z powyzszym stwierdzeniem.
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Rys. 38. Badanie trwatosci modelowego fosfodiestru w obecnosci 32% roztworu amoniaku. Kontrola *'P NMR:

A) po2h; B)po5h; C)po24h; D) po 5 dobach.
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Powodéw tego stanu rzeczy upatruje¢ we wilasciwosciach fotochemicznych czasteczki
o-nitrobenzylowej oraz olbrzymich réznicach w skali obu doswiadczen. Wszystkie
obserwacje przemawiaja za wysoka czuloscia czasteczki na dzialanie nawet najmniejszych
ilosci $wiatta stonecznego. Wydaje sig, ze czulo$¢ t¢ wspomaga obecno$¢ zasady w
roztworze, poniewaz w obojetnym roztworze wodnym nie obserwowalam szczegdlnej
labilnosci tego uktadu. Trwalos¢ tego ukladu w réwniez zasadowym roztworze Et;N/Py
prawdopodobnie wynika z obecnos$ci pirydyny, ktéra pochlania promieniowanie
ultrafioletowe.

Ze wzgledu na wilasciwosci ,,podloza fotolabilnego”, wszelkich manipulacji na nim
nalezaloby dokonywa¢ w ciemnosciach. Konieczno$¢ ta powaznie komplikuje prace
eksperymentatora, a niektore etapy syntezy kombinatorycznej nawet uniemozliwia. Selekcja
aktywnych elementéw biblioteki odbywa si¢ w wyniku hybrydyzacji potaczonych z podiozem
oligonukleotydéw ze znakowang fluorescencyjnie sonda. Wizualizacji tego procesu dokonuje
sig¢ poprzez naswietlanie przeszukiwanej biblioteki promieniowaniem o zadanej dlugosci fali.
Jednym slowem, w syntezie kombinatorycznej nie da si¢ uniknag¢ oddziatywania
fotolabilnego podioza ze swiatlem. Mimo, ze zastosowanie Swiatloczutego pofaczenia z
podlozem moze by¢ bardzo wygodne, ze wzgledu na nastgpujace jednoczesnie odiaczenie

oligonukleotydu od podloza i jego analizg, postanowitam zrezygnowac z tego rozwiazania.

5. Synteza ukladu cis-diolowego jako tacznika do syntezy oligonukleotydu i badanie jego

wlasciwosci

Ponownie stangtam przed problemem wyboru odpowiedniej czasteczki, ktéra zakotwiczy
oligonukleotyd na ziarnie podloza na czas jego syntezy i odblokowania. Poszukiwatam
uktadu, ktéry spelnialby nastgpujace warunki: z jednej strony, bylby trwaty w warunkach
kwasowych 1 zasadowych, z drugiej, umozliwialby wydajne uwolnienie zwiazku z podloza
przed jego analiza w warunkach, w ktérych nie nastapi degradacja oligonukleotydu. Ostatnim,
rOwnie istotnym warunkiem, ktéry powinien spelnia¢ facznik jest mozliwos¢ uzycia do jego
rozszczepienia takich substancji, ktore nie bgda utrudnia¢ analizy MALDI. Jednym w
mozliwych rozwiazan tego problemu jest zastosowanie acznika rozszczepianego w
warunkach oksydatywnych.

Wiadomo, ze cis-diolowy uklad reszty rybozy 5’-fosforanu nukleozydu w obecnosci
nadjodanu sodu latwo ulega przeksztalceniu w dialdehyd [222-224]. Powstaly ukfad jest
bardzo reaktywny. Grupy karbonylowe maja silnag skfonno$¢ do wystgpowania w postaci
wodzianéw. W obecnosci amin pierwszorzegdowych tworza si¢ iminy (zasady Schiffa) lub

ukfady cykliczne [225-229]. W wyniku ich rozkladu w Srodowisku kwasnym badz
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zasadowym zostaje uwolniony nieorganiczny fosforan oraz zasada azotowa (Schemat 9).
Reakcje utlenionych nadjodanem nukleotydéw po raz pierwszy zostaly opisane przez
Whitfelda oraz Browna et al. [230, 231]. Niezalezne badania w tym obszarze prowadzili Ogur
1 Small [232] i wykazali, Ze mechanizm uwolnienia nieorganicznego fosforanu jest bardziej
skomplikowany niz wczesniej przypuszczano. Trwalos¢ cyklicznych produktow, ktore
utleniony nadjodanem uktad rybozy tworzy w obecnos$ci amin, jest zalezna od pH $rodowiska
[223]. Nieorganiczny fosforan jest uwalniany powoli w pH > 8, kiedy pH zostaje obniZzone

zwigksza si¢ szybkos$¢ reakcji i jest ona zalezna od rodzaju zastosowanej aminy.

(o] (o]
o—i—g o—h—a
| O0— B RNH-NH, | o-_"B
o | NaOAc o ?
o o . N,
RHN NHR
o |
o—lPl—o
- | N—NHR (:N—NHR
(o) + N + BH
N\
RHN/N NHR

Schemat 9. Degradacja pier$cienia rybozy za pomoca nadjodanu i pochodnych hydrazyny.

5.1. Synteza Igcznika

W celu opracowania, odpowiednich dla wybranej przeze mnie metodyki, warunkéw
odlaczenia oligonukleotydu od podloza postanowitam wykorzysta¢é uklad rybozy. Jako
zwiazek, ktory ostatecznie zakotwiczy oligonukleotyd na podiozu wybratam 5°-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-4-N-(8-amino-3,6-dioksaoktylo)cytydyne (39). Powodem tego wyboru jest
podobienstwo facznika w obrgbie struktury i wilasciwosci chemicznych do elementéw
budulcowych kwaséw nukleinowych.

Procedura otrzymywania 4-N-podstawionych deoksycytydyn zostala opracowana przez
Markiewicza et al. 1 wielokrotnie wykorzystywana w roéznych zastosowaniach syntetycznych
w Pracowni Chemii Biokoniugatow [212, 233-235]. Eacznik zsyntetyzowalam w trzech
krokach. W pierwszym etapie, tymczasowo zablokowalam grupy hydroksylowe cytydyny za
pomoca TMSCI w pirydynie, nastgpnie dodatam chlorku kwasu p-toluenosulfonowego.
Mieszaning reakcyjna ogrzewalam do temperatury wrzenia rozpuszczalnika. Catkowite
przereagowanie substratu stwierdzitam po uplywie 1,5 godziny. W oryginalnej procedurze
stosowano nizsza temperaturg, 60°C [212]. Podniesienie temperatury wptyngto na znaczne

skrécenie czasu reakcji (z 12 godzin do 1,5 godziny). Analogicznie jak w opublikowanej
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procedurze, ochrony sililowe z grup hydroksylowych usungtam za pomoca roztworu
amoniaku, a produkt bezposrednio poddatam reakcji dimetoksytrytylowania [212] (Schemat
10). Dopiero po tym etapie 4-N-p-toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyng

(37) oczyscitam, a jej struktur¢ potwierdzitam na podstawie analizy widm NMR.

NHTs
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N N N N N N N N
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Schemat 10. i) TMSCI, Py; ii) chlorek p-toluenosulfonowy, Py; iii) NH; aq; iv) DMTCI, Py; v) BzCl, Py; vi)
2,2’-(etylenodioksy)-bis(etyloamina), Py; vii) bezwodnik kwasu bursztynowego, DMAP, Et;N,
CH,Cl,; viii) Ac,0, Py; ix) DCC, Et;N, DMAP, CH,Cl,; x) bezwodnik kwasu bursztynowego,
DMAP, Et;N, CH,Cly; xi) CDI, CH,Cl,.

W poczatkowej wersji szlaku syntetycznego, na tym etapie zablokowatam funkcje 2°- 1
3’- hydroksylowa za pomoca chlorku benzoilu. Nastgpnie 4-N-p-toluenosulfonylo-2’,3’-O-
dibenzoilo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyn¢ (38) rozpuscitam w pirydynie, dodatam
S-krotny nadmiar molowy 2,2’-(etylenodioksy)-bis(etyloaminy) i ogrzewalam w temperaturze
60°C przez noc. Niestety, w tych warunkach grupy 2’ 1 3’ hydroksylowe ulegaty
odblokowaniu 1 w efekcie otrzymywatam 4-N-(8-amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-O-(4,4’-

dimetoksytrytylo)cytydyng (39). Postanowitam pomina¢ w tym miejscu etap blokowania grup
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hydroksylowych, poniewaz acylowanie funkcji 2’-, 3’-OH ukladu 39 prowadziloby réwniez
do acylowania jego terminalnej grupy aminowe;j.

Szlak syntetyczny prowadzacy do otrzymywania ,podloza oksylabilnego” (45)
postanowitam najpierw sprawdzi¢ w serii reakcji w roztworze, zeby mie¢ mozliwos¢ kontroli
postgpu reakcji 1 scharakteryzowaé produkty. 4-N-(8-Amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)cytydyng (39) poddalam reakcji z bezwodnikiem kwasu bursztynowego w
obecnosci DMAP 1 trietyloaminy. Nastgpnie zablokowatam funkcje hydroksylowe reszty
cytydyny bezwodnikiem kwasu octowego. Otrzymany 4-N-(8-amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-O-
(4,4’ -dimetoksytrytylo)-2’,3’-O-diacetylocytydynylosukcynamid (40) oczyscitam 1
scharakteryzowalam za pomoca analizy NMR. Nastgpnym etapem byta kondensacja zwiazku
40 z benzyloaming jako modelem podioza. Jednak, pomimo wydiuzenia czasu jej trwania i
zwigkszenia nadmiaru czynnika kondensujacego, nie obserwowalam postgpu reakcji.

Przypuszczam, ze przyczyna tego stanu rzeczy moze by¢ uwiklanie dlugiego i
elastycznego tancucha bocznego zwiazku w oddziatywania w obrgbie czasteczki.
Prawdopodobnie efektem jest takie strukturalne utozenie karboksylowego atomu wegla, ktore
uniemozliwia atak nukleofilowy funkcji aminowej benzyloaminy.

Porzucitam t¢ drogg syntetyczna 1 obralam alternatywna. W pierwszym kroku
przeprowadzitam kondensacj¢ benzyloaminy z bezwodnikiem kwasu bursztynowego. W
kolejnym przeprowadzitam kondensacj¢ otrzymanego kwasu 4-(benzyloamino)-4-
oksobutanowego (41) z pochodna cytydyny 39 (Schemat 10). Spodziewany 4-N-(8-amino-
3,6-dioksaoktylo)-5-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydynylo-N-benzylosukcyndiamid 42)
otrzymalam z dobra wydajnoscia. Obserwowalam rdéwniez tworzenie alternatywnego
produktu z wydajnoscia rzedu 5%.

Nastgpnie 4-N-(8-amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyng (39)
poddatam kondensacji z podiozem 12, niosacym grupy karboksylowe (Schemat 11). W tych
warunkach obok pozadanego produktu 43 moga powstawaé réwniez produkty uboczne, na
przyktad pochodna 44, czy jej 3’ izomer. W celu usunigcia z podloza alternatywnie
zwigzanych reszt pochodnej cytydyny, ziarna podioza poddalam dziataniu roztworu
amoniaku. Zalozytam, ze uzyskane w ten sposéb podloze bgdzie zawierato jedynie 4-N-(8-
amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyne (39) potaczona poprzez
podstawnik przy atomie azotu N-4. Pozostale po tych przeksztalceniach, wolne grupy
aminowe podioza wraz z funkcjami hydroksylowymi reszty cytydyny acetylowalam za

pomoca bezwodnika kwasu octowego, otrzymujac ,,podtoze oksylabilne” 45.
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Schemat 11. i) DCC, DMAP, Et;N, CH,Cl,; ii) NH; aq; iii) Ac,O, N-metyloimidazol, 2,6-lutydyna, MeCN.

5.2. Optymalizacja warunkow rozszczepienia reszty rybozy

We wczesnych latach 50° zeszlego stulecia prowadzono badania zmierzajace do

opracowania metody sekwencjonowania oligorybonukleotydéw. Metoda opierala si¢ na

usuwaniu kolejnych rybonukleotydéw z 3’-konca fancucha oligorybonukleotydu za pomoca

fosfomonoesteraza

ApGpCp ApGpC
ApGpC . nadjedan ApGpCHt! % ApGp + Cytozyna
ApGp fosfomonoesteraza ApG
ApG _ nadjedan ApGHH! __glieyna__ Ap + Guanina
pH 10,5

Schemat 12. Cykl reakcji w oksydatywnym sekwencjonowaniu

oligorybonukleotyd6w.

nadjodanu 1 odpowiedniej
aminy [230]. Po odlaczeniu
3’-koncowego  rybonukleo-
tydu, otrzymana mieszaning
rozdzielano za  pomoca
chromatografii bibutowe;.
Uwolniona z terminalnej

jednostki  zasade azotowa

identyfikowano. Krétszy o jeden nukleotyd 3’-fosforan oligorybonukleotydu poddawano

dziataniu fosfatazy, ktéra usuwala funkcje 3’-fosforanowa. Oligonukleotyd ponownie

oczyszczano chromatograficznie. Nastgpnie cykl reakcji powtarzano. Proces przedstawitam

schematycznie powyzej (Schemat 12).
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W latach 70’ XX w. Neu i Heppel ,,odkurzyli” ten temat badawczy [236]. Testowali r6zne
aminy i warunki wplywajace na wydajnos¢ rozszczepienia pierscienia rybozy oraz badali jej
zalezno$¢ od sekwencji oligonukleotydu. Lektura tej pracy zachgcita mnie do sprawdzenia

wptywu r6znych amin i optymalizacji warunkOw rozszczepienia tacznika w roztworze.
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Schemat 13. i) 1,2,4-triazol, EtsN, MeCN; ii) 5°-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyna, MeCN; iii) 2-
hydroksypropionitryl, MeCN; iv) Et;N/Py (10%); v) 4-N-2",3’-O-tri-BzC, TPSCI, Py; vi) NH;
aq.; vii) CHC1,COOH/CH,CI, (5%).

Modelowy tymidyn-3’-ylo cytydyn-5’-ylo fosforan (47) otrzymalam w duzej skali
(2mmol), poniewaz planowatam kontrolg postepu reakcji za pomoca >'P NMR. Do
wykonania jednej analizy potrzebne sg ilosci rzedu kilkudziesigciu mikromoli substancji. Do
otrzymania modelowego zwiazku 47 wykorzystalam szlak syntetyczny, ktéry opracowalam
podczas otrzymywania 4-hydroksy-4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamid-4-ylo 5°-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforanu (34), opisany w rozdziale 4.2.4 niniejszej pracy.

Wygenerowatam fosforylotristriazolid (29), ktéry wykorzystalam jako czynnik
fosforylujacy w reakcji otrzymywania bis(2-cyjanoetylo) 5-0-(4,4°-
dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforanu (31) [221]. Nastgpnie grupg cyjanoetylowa z
fosforanu usungtam dziatajac 10% roztworem Et;N w bezwodnej pirydynie. Otrzymany w ten
sposob 2-cyjanoetylo 5°-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforan (32) uzytam jako
substrat do syntezy 2-cyjanoetylo 5°-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo 4-N-2",3’-O-
tribenzoilocytydyn-5’-ylo fosforanu (46), ktéry otrzymatam stosujac metodg triestrowa.
Grupg cyjanoetylowa usungtam za pomoca 10% roztworu EtsN w pirydynie, grupy
benzoilowe — 32% wodnego roztworu amoniaku, a 4,4’-dimetoksytrytylowa — 10% roztworu
kwasu dichlorooctowego w CH,Cl,, otrzymujac finalny produkt, tymidyn-3’-ylo cytydyn-5’-
ylo fosforan (47) (Schemat 13).
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Tymidyn-3’-ylo cytydyn-5’-ylo fosforan (47) postuzyl mi jako modelowy substrat do
testowania wybranych amin pod wzgledem szybkosci i wydajno$ci reakcji uwolnienia
3’-fosforanu tymidyny po utlenieniu uktadu rybozy nadjodanem. Do testow wybratam cztery
aminy: L-metioning, L-lizyng, metyloaming oraz amoniak. Wyboru L-lizyny i metyloaminy
dokonatam na podstawie danych literaturowych [236], poniewaz wedlug autoréw bytly
najskuteczniejsze sposrod testowanych amin w procesie uwalniania 3’-fosforanu
oligorybonukleotydu =z utlenionej formy pierscienia rybozy 3’-koncowej jednostki
rybonukleotydowej. L-Metioning umiescitam w tym zestawie, poniewaz chciatam poréwnac
jej efektywnos¢ w stosunku do pozostalych amin. Neu i Heppel dodawali L-metioning po
etapie utlenienia pierscienia rybozy 3’-koncowego rybonukleozydu, w celu rozlozenia
nadmiaru uzytego nadjodanu [236]. Uzycie L-metioniny w procesie odlaczenia
oligonukleotydu od podloza wydawalo si¢ wigc korzystne, poniewaz pozwolifoby ominac
jeden etap w sekwencji prowadzacych do tego zdarzenia reakcji. Amoniak znalazt si¢ w serii
testowanych amin, poniewaz jego obecno$¢ moze wregcz ulatwia¢ analizg MALDI. Jak
pisalam w rozdziale 4.1 (Cze$¢ II) pracy, sole sodowe i potasowe oligonukleotydu trudniej,
niz wolny oligonukleotyd, przeprowadzi¢ w stan gazowy. Poza tym, sole sodowe i potasowe
oligonukletydu obserwowane sa w widmach MALDI w postaci serii sygnatéw utrudniajacych
ich interpretacj¢. Nadmiar jonéw amonu w analizowanej probie moze powodowac czgsciowe
wypieranie kationéw metali z soli oligonukleotydu. Sole amonowe oligonukleotydu, tworzace
si¢ w tych warunkach, nie utrudniaja analizy, poniewaz podczas jonizacji tatwo ulegaja
rozktadowi z wytworzeniem wolnego kwasu nukleinowego i amoniaku.

Przeprowadzilam do§wiadczenie majace na celu uszeregowanie efektywnosci wybranych
amin w reakcji uwolnienia 3’-fosforanu tymidyny z utlenionej nadjodanem formy tymidyn-
3’-ylo cytydyn-5’-ylo fosforanu (47). Wyniki tego doswiadczenia zamierzalam wykorzystac
do optymalizacji warunkéw odlaczenia oligonukleotydu od podioza. W pierwszym etapie
modelowy fosfodiester 47 potraktowalam 0,2M wodnym roztworem nadjodanu sodu 1
wykonatam kontrolne widmo *'P NMR. Niestety na tym etapie okazalo sig, Ze obecno$é
nadjodanu w mieszaninie utrudnia wykonanie czytelnego widma NMR. Zmienitam wigc
metode kontroli postgpu reakcji. Wygodniejsza metoda wydata mi si¢ wysokosprawna
chromatografia cieczcowa — HPLC. Z jej pomoca ustalitam szereg skutecznosci dziatania
wybranych amin. Przedstawia si¢ on nastgpujaco: L-Met >> L-Lys, MeNH, > NH3;. Po 30
minutach dziatania na tymidyn-3’-ylo cytydyn-5’-ylo fosforan (47) nadjodanem, reszta
rybozy ulegala calkowitemu utlenieniu (kontrola HPLC). Po tym czasie probg podzielitam na
cztery rowne czgsci, do kazdej dodalam 0,3M roztwory poszczegdlnych amin i po dwdéch

godzinach wykonatam analiz¢ HPLC. Obecno$¢ amin w analizowanych mieszaninach
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reakcyjnych powodowata niewielkie zmiany czasu retencji produktéw, dlatego w réznych
probach sa one nieco inne. Obecno$¢ amin miata réwniez wplyw na sam rozdzial
chromatograficzny. Nie udalo mi si¢ go niestety poprawi¢. Produkt, 3’-fosforan tymidyny,
najwydajniej powstawal w obecnosci L-metioniny. Roztwér amoniaku, L-lizyny 1
metyloaminy wykazywaty podobna efektywnos¢ w reakcji eliminacji utlenionego uktadu

rybozylowego (Rys. 39).
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Rys. 39. Chromatogramy przedstawiajace fosfodiester 48 traktowany kolejno: A — 0,1M roztworem NalO,
(30min.), a nastgpnie 0,3M roztworem L-lizyny; B - L-metioniny; C - NH3; D — metyloaminy (2h).
TMP — monofosforan tymidyny.

Nastegpnie sprawdzitam jak obecno$¢ poszczegélnych amin w prébie wptywa na proces
krystalizacji  matrycy = MALDI.  Jako  matryce¢ uzylam 2,4,6-THAP (2,4,6-
trihydroksyacetofenon). Matryca oraz krysztaty, ktore tworzy, maja kluczowe znaczenie dla
procesu jonizacji analitu, a co za tym idzie dla jako$ci widm MALDI (Cze$¢ 1I; 4.3). Udalo
mi si¢ zarejestrowac jedynie trzy widma sposrdd czterech przygotowanych do analizy probek
(Rys. 40). Analiza MALDI potwierdzita poprzednie wnioski, wyciagnig¢te na podstawie
analizy HPLC, dotyczace efektywnosci dziatania poszczegdlnych amin w reakcji eliminacji
utlenionej nadjodanem reszty rybozy, a tym samym uwalniania 3’-fosforanu tymidyny (Rys.
39). W obecnos$ci metyloaminy czasteczki matrycy w ogdle nie tworzyly krysztalow, dlatego
niemozliwa byla rejestracja widma. Testowalam trzy rézne matryce MALDI — THAP, HPA 1
6-aza-2-tiotymidyne. Zadna z nich nie tworzyta krysztaldw w obecnosci metyloaminy.
Obecno$¢ amoniaku utrudniata krystalizacj¢ matrycy. Zar6wno metionina, jak i lizyna
wspotkrystalizowaty z matryca. Do dalszych doswiadczen wybralam metioning, ktéra
wykazata najwyzsza skutecznos¢ sposréd badanych amin w reakcji uwalniania 3’-fosforanu

tymidyny (Rys. 40).
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amoniak L- lizyna

548.86 520.90

820.17 489.99 320,30 490.77

l Ll Lol L \ L.

m/z m/z

320.17

L- metionina

521.0

m/z

metionina metyloamina amoniak

Rys. 40. A: Widma MALDI wykonane po 2 h dziatania wybranych amin. Sygnaty przy m/z 548 Da - tymidyn-
3’-ylo cytydyn-5’-ylo fosforan, 320 Da - 3’-fosforan-tymidyny; B: Zdjgcia probek natozonych na
ptytke MALDI (matryca THAP).

Nastgpnym etapem bylo opracowanie warunkéw odtaczenia oligonukletydu od podloza.
Na ,,podtozu oksylabilnym” 45 zsyntetyzowatam dodekamer o sekwencji 5°-d(CCG ATG
ATC TAA)-3° (OXPC), ktérego grupy ochronne usungtam w standardowych warunkach
(32% wodny roztwoér NHiz, 55°C, przez noc). Odlaczenie oligonukleotydu od podloza
wymaga zastosowania dwuetapowej procedury: utlenienia uktadu cis-diolowego rybozy
nadjodanem oraz jego eliminacji za pomoca nadmiaru aminy. Przygotowalam zawiesing
podioza w 1mL wody. Pobratam 1uL zawiesiny, w ktérej zawarte bylo kilkadziesiat ziaren
podioza i dodatam 0,1M roztwor nadjodanu sodu. Po 30 minutach zawiesing zwirowatam i
zebratam roztwor nadjodanu znad podioza. Roztwoér poddatam kontrolnej analizie MALDI.
W widmie obserwowalam seri¢ sygnatéw, ktérych obecnos¢ $wiadczyla o tym, ze w
roztworze juz na tym etapie znajdowaly si¢ znaczne iloSci oligonukleotydu (Rys. 41).
Sygnaty obecne w widmie pochodza od oligonukleotydu petnej dtugosci 1 jego krétszych
fragmentow powstalych podczas chemicznej syntezy. Multipletowos¢ sygnalow jest

wynikiem tworzacych si¢ w tych warunkach soli sodowych oligonukleotydu.
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Rys. 41. Widmo MALDI oligomeru OXPC ([M-H] 3708,48Da) odtaczonego od podtoza 45 w wyniku
dziatania NalO,.

Pozostate po dekantacji ziarna podioza przemytam woda i dodatam do nich 0,3M roztwor
metioniny. Po uptywie 2 godzin pobralam roztwér znad podloza i1 wykonalam analizg
MALDI. W widmie ponownie pojawila si¢ seria sygnalow. Fakt ten dowodzil, ze na ziarnach
podioza nadal znajdowala si¢ znaczna ilos¢ oligonukleotydu. Widoczne w widmie ,,ogony”

sygnatéw w kierunku wyzszych mas §wiadcza o obecnosci jonéw sodu w probce (Rys. 42).

3708,49
Dm Al uL . “. AN phias AT lil.ll

1500 2000 2500 3000

miz

Rys. 42. Widmo MALDI oligonukleotydu OXPC uwolnionego za pomoca L-lizyny z podtoza 45 utlenionego

nadjodanem.

Jak pisatam w rozdziale 1 tej czgsci pracy, 1lo$¢ oligonukleotydu zgromadzona na jednym
ziarnie podloza nie przekracza kilku pikomoli. Analiza skomplikowanych mieszanin tak
granicznie malych ilosci substancji jest zadaniem trudnym. Nie moglam pozwoli¢ wigc na
wprowadzanie do probki substancji, ktére moga zaburza¢ proces krystalizacji matrycy lub
jonizacji analitu. Nie bratam rowniez pod uwagg oczyszczania proby przed analiza, poniewaz

to prowadzitloby do znaczacych strat oligonukleotydu [237]. Odmycie podioza po etapie
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utlenienia pozwala jedynie na czgSciowe usunigcie jonéw sodu z proby. Poza tym w ten
sposob dochodzi réwniez do utraty uwolnionego w tych warunkach oligonukleotydu.
Najprostszym rozwiazaniem w tej sytuacji byloby uzycie do odcigcia oligonukleotydu z
podioza takich substancji, ktére nie beda negatywnie wptywa¢ na wykonanie analizy i jakos¢

widm MALDI. Taka sytuacja wyeliminowalaby konieczno$¢ usuwania ich przed analiza.
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Rys. 43. Proponowany mechanizm uwolnienia oligonukleotydu z podtoza.

Gléwnym problemem zwigzanym z procedura odcigcia oligonukleotydu od podioza 45
jest wprowadzanie do préby jonéw sodu w postaci soli kwasu nadjodowego, poniewaz w tych
warunkach powstaja sole sodowe oligonukleotydu, ktére nie tylko sa mniej lotne od wolnego
kwasu nukleinowego, ale r6wniez tworza w widmie seri¢ sygnatow. Mozliwym rozwigzaniem
tego problemu jest zastosowanie innej niz sodowa soli kwasu nadjodowego. Niestety, w
obecnosci kationéw metali powstaja sole oligonukleotydu, obnizajac jego lotno$¢ w
warunkach MALDI [238]. Wyjatek stanowia sole amonowe, ktdre sa nietrwale i w warunkach
analizy MALDI fatwo ulegaja rozkladowi do wolnego oligonukleotydu i amoniaku.
Zdecydowalam si¢ wyprobowa¢ nadjodan amonu, ktéry nie jest zwigzkiem handlowo
dostgpnym. Zgodnie z moja wiedza, uzycie tego zwiazku do utlenienia uktadu cis-diolowego,
nie zostalo wczesniej opisane w literaturze. Do otrzymania nadjodanu amonu uzylam
roztworu kwasu nadjodowego i wodnego roztworu amoniaku.

Na podiozu oksylabilnym zsyntetyzowatam oligonukleotyd o sekwencji 5’-d(ATT AGC
CTC CAA)-3> (ARNT), ktérego grupy ochronne odblokowatam w standardowych
warunkach. Korzystajac z odwréconego mikroskopu fluorescencyjnego Nikon DIAPHOT-
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TMD wybralam jedno ziarenko podloza, ktére poddatam procedurze uwolnienia
oligonukleotydu. Do utlenienia reszty rybozy tacznika wykorzystalam 0,1M roztwor
nadjodanu amonu (30 minut). Nastgpnie bezposrednio do tego roztworu dodatam 0,3M
roztwor metioniny. Po dwdch godzinach wykonatam analizg MALDI. Otrzymany obraz oraz
jakos¢ widma MALDI nie r6znig si¢ znacznie od tego, ktory otrzymalam w wyniku analizy
oligonukleotydu odiaczonego z wielu ziaren podloza. Jedyna rdznica jest intensywnos$c¢

sygnatéw w obu widmach (Rys. 44).
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Rys. 44. Widma MALDI otrzymane w wyniku analizy oligonukleotydu ARNT ([M-H] 3649,39Da)

uwolnionego z: A — kilkudziesigciu ziaren podtoza, B — jednego ziarna.

Podsumowujac:
e opracowalam warunki eliminacji pierScienia rybozy na modelowym tymidyn-3’-ylo

cytydyn-5’-ylo fosforanie (47),
¢ zoptymalizowalam czas ekspozycji pierscienia rybozy na dziatanie nadjodanu,

e sprawdzilam efektywno$¢ dziatania czterech réznych amin w procesie eliminacji
utlenionej formy reszty rybozy, wybratam najskuteczniejsza sposréd testowanych (L-
metionina) i okreslitam ilo$¢ czasu niezbgdna do ilosciowego uwolnienia 3’-fosforanu

tymidyny,
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e opracowatam procedure odlaczenia oligonukleotydu od ,,podioza oksylabilnego™ 45,

kompatybilng z wykonaniem analizy MALDI,

e zoptymalizowalam warunki tak, by mozliwa byla analiza ilosci oligonukletydu

zgromadzonej na jednym ziarnie podloza.

6. Opracowanie warunkow analizy MALDI produktéw syntezy oligonukleotydu

W widmach MALDI wykonanych po uwolnieniu oligonukleotydu z jednego ziarna
podioza obecne sa sygnaty pochodzace od oligonukleotydu peinej dtugosci i jego krétszych
fragmentow. Fragmenty te powstaja podczas chemicznej syntezy oligonukleotydu. Ich
obecnos¢ zwigzana jest z wydajnoscia etapowa syntezy, ktéra miesci si¢ w przedziale
99,00-99,9%. O zjawisku tym pisalam w rozdziale 4.2.3 tej czgSci pracy. Na tym fakcie
chcialam oprze¢ metodg sekwencjonowania oligonukleotydéw bibliotek kombinatorycznych.
Zauwazytam jednak, ze ilo§¢ obserwowanych w widmie sygnaléw jest zmienna i nie zawsze
pokrywa zakres mas wzdhuz catej sekwencji oligonukleotydu.

Postanowitam sprawdzi¢ jak ilo§¢ widocznych w widmie sygnaléw bedzie si¢ zmienia¢ w
zaleznosci od sekwencji oligonukleotydu, przebiegu jego syntezy oraz warunkéw wykonania
widma MALDI. Zsyntezowalam 16 oligonukleotydow o réznych 1 identycznych
sekwencjach. Dla kazdego z nich zarejestrowatlam szereg widm MALDI. Nastgpnie
zestawitam ze soba otrzymane wykresy. Stwierdzitam, ze dla oligonukleotydéw o réznych
sekwencjach, a nawet dla tych samych sekwencji oligonukleotydowych otrzymanych w
trzech niezaleznych doswiadczeniach, ilo§¢ obserwowanych w widmie masowym sygnatow
jest rézna. Nie zaobserwowalam powtarzalnych zaleznosci pomigdzy iloScia kroétszych
fragmentéw powstajacych podczas syntezy oligonukleotydu a jego sekwencja. Niemniej, na
podstawie analizy masowej oligonukleotydow o tej samej sekwencji, powstalych w wyniku
niezaleznych syntez, mogltam stwierdzi¢, ze ilo§¢ sygnaldéw obserwowanych w widmie jest
sciSle zalezna od przebiegu syntezy. W niektérych widmach obserwowalam ,komplet”
sygnatéw, pochodzacych od fragmentéw oligonukleotydu reprezentujacych cata sekwencjg.
W innych widmach serie pikéw byty ,niekompletne” i w zwiazku z tym niemozliwe bylo
ustalenie kolejnosci nukleotydow w sekwencji. Ponizej przedstawiam tylko reprezentatywne

widma wybranych oligomeréw: 12-meréw (Rys. 45A) i 15-meréw (Rys. 45B).
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Rys. 45. Widma MALDI: A — 12-mer6éw; B — 15-meréw.

Zbadatam réwniez wplyw warunkéw analizy na otrzymany obraz w widmie MALDI.
Powszechnie wiadomo, Ze rodzaj matrycy stosowanej do analizy MALDI ma wptyw zaréwno
na jakos$¢, jak 1 na intensywnos¢ sygnalow otrzymanych w widmie. Jest to zwigzane migdzy
innymi z dystrybucja energii pomigdzy czasteczkami matrycy 1 analitu oraz
nierownomiernym rozkladem stgzenia analizowanego zwiazku w krysztalach matrycy.
Idealna bytaby sytuacja, w ktérej w obrgbie nalozonej na ptytke probki, nie pojawialyby sig¢
tak zwane ,,sweet spots”. Sa to niewielkie obszary, w ktérych tworza si¢ skupiska czasteczek
analitu. Sposobom przygotowania probki do analizy poswigcono wiele publikacji [149, 170-
174, 184]. Olbrzymie znaczenie ma tu dobor odpowiedniej matrycy oraz dodatkéw, ktore

maja przyczyniac¢ si¢ do kompleksowania lub wymiany niepozadanych jonéw. Postanowitam
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sprawdzi¢ jak rodzaj stosowanej matrycy wptynie na obraz w widmie MALDI modelowego
oligonukleotydu. Na podstawie danych literaturowych, wzigtam pod uwage¢ nastgpujace
matryce:

e kwas 3-hydroksypikolinowy — HPA,

e kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy — DHBA,

® (-aza-2-tiotyming — ATT,

e 2.4 6-trihydroksyacetofenon — THAP,

® kwas nikotynowy — NA,

® kwas antranilowy — AA,

e kwas antranilowy/kwas nikotynowy (1:1) — AA/NA.

W wyborze odpowiedniej do moich celéw, matrycy kierowatam si¢ dwiema
przestankami. Po pierwsze, rodzajem krysztatlow, ktore tworza jej czasteczki. Po wtore, liczba
rejestrowanych za jej pomoca sygnaldéw, pochodzacych od produktéw syntezy
oligonukleotydu. Zalezalo mi na znalezieniu takiej matrycy, ktéra tworzylaby drobne
krysztalki pokrywajace caly obszar spotu réwnomierng cienka warstwa. Efekty tych
poszukiwan przedstawiam w postaci zdje¢ spotéw pokrytych krysztatkami poszczegdlnych
matryc oraz widm oligonukleotydu o sekwencji 5’-d(CCA GTT AGC AAT)-3’ (KON29),
[M-H] 3708,41Da, z uzyciem tych matryc (Rys. 46).

Kwas antranilowy Kwas nikotynowy

DHB HPA Kwas antranilowy/
Kwas nikotynowy 1:1

Rys. 43. A - Zdjecia spotéw pokrytych krysztatami r6znych matryc.
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Rys. 46. B - Widma MALDI oligonukleotydu KON29 o sekwencji 5°-d(CCA GTT AGC AAT)-3" wykonane z

uzyciem pigciu réznych matryc.

Nie udalo mi si¢ zarejestrowa¢ widm oligonukleotydu przy uzyciu dwoéch sposrod
wybranych matryc: kwasu nikotynowego oraz DHB. W widmach wykonanych z
zastosowaniem HPA oraz kwasu antranilowego dominuja sygnaty pochodzace od krétkich
fragmentow oligonukleotydu. Z kolei uzycie 6-aza-2-tiotyminy, jako matrycy MALDI,
pozwala na rejestracj¢ gtéwnie sygnatu pochodzacego od oligonukleotydu o petnej dtugosci.
Poza tym otrzymatam sygnaly o niskiej intensywnosci. Sposréd testowanych matryc
wybratam 2,4,6-trihydroksyacetofenon (THAP) i t¢ matryce stosowalam konsekwentnie w
dalszych badaniach. Wybdr ten podyktowany byt najlepszymi, wedtug mnie, wtasciwosciami
tego zwiazku jako matrycy do analizy MALDI elementéw oligonukleotydowych bibliotek
kombinatorycznych. THAP tworzy drobne krysztatki pokrywajace caly spot cienka warstwa,
a wykonane z jej uzyciem widma sa dobrej jakosci (rozdzielczo$¢, intensywnos¢ sygnatow,
stosunek sygnalu do szumu). Jednakze najwazniejsza zaleta stosowania THAP jako matrycy

MALDI w rozpatrywanym tu przypadku jest fakt, ze, inaczej niz w przypadku pozostatych
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matryc, w otrzymanych z jej uzyciem widmach obserwowatam sygnaly pochodzace od

wszystkich produktéw chemicznej syntezy badanego oligonukleotydu.
6.1. Sterowanie wydajnos$cig syntezy oligonukleotydu

Opisany powyzej eksperyment ukazuje wptyw matrycy na obraz obserwowany w widmie
odcigtego od podloza oligonukleotydu, a co za tym idzie, na mozliwo$¢ odczytania sekwencji
oligonukleotydu. W niektorych przypadkach, zaleznych od przebiegu syntezy, obserwacja
wszystkich krétszych fragmentéw oligonukleotydu powstatych podczas chemicznej syntezy
nie jest mozliwa. Jak pisalam w rozdziatach 4.2.3 1 4.3.2 tej czgsci pracy, wydajnos¢ etapowa
chemicznej syntezy oligonukleotydu wynosi nie wigcej niz 99,9%. llosci krotszych
fragmentéw stanowia zaledwie ulamek procenta gidwnego produktu syntezy, ktérym jest
najdtuzszy oligonukleotyd. W widmie obserwowany jest jako sygnal o najwyzszym stosunku
masy do tadunku 1 raczej wysokiej intensywnosci. Rzadko jednakze bywa
najintensywniejszym sygnalem w widmie MALDI. Najwyzsza intensywnos¢ wykazuja
sygnaty pochodzace od krétkich fragmentéw — do 2,4kDA. Jest to zwiazane z faktem, ze im
wyzsza mas¢ posiada dany oligonukleotyd tym wigkszy naktad energii jest potrzebny, by
przeprowadzi¢ go w stan gazowy (Cze$¢ II; 3). Sygnaly o wysokiej intensywnosci
pochodzace od fragmentow nikoczasteczkowych obnizaja wzgledna intensywno$¢ sygnatow
pochodzacych od fragmentéw o wyzszej masie, ktore ,,ging w tle” 1 nie sa obserwowane w
widmie. Odczytanie sekwencji oligonukleotydu staje si¢ niemozliwe [95].

W celu zwigkszenia liczby krétszych fragmentéw powstajacych podczas chemicznej
syntezy oligonukleotydu, podjetam proby sterowania wydajnoscia syntezy. W tym celu
zmodyfikowalam cykl syntetyczny automatycznego syntetyzera DNA/RNA, skracajac o
potowe wartosci poczatkowej czasy operacji: podawania (z 6” do 3”) oraz przebywania (z
3°50” do 1°55”) amidofosforynéw nukleozydow w wypehione] podiozem kolumnie
(zmniejszylam tym samym stosowane nadmiary amidofosforynéw nukleozydow).
Zsyntezowatam nastgpnie 10 oligonukleotydow o réznych sekwencjach. Analizator
spektralny syntetyzera wskazywat stopniowy spadek wydajnosci syntezy. Wykonatam analizg
MALDI produktéw tych syntez. Reprezentatywne widma przedstawiam na rysunku (Rys.
47).
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Rys. 47. Widma MALDI oraz graficzne przedstawienie przebiegu syntezy oligonukleotydéw na podstawie

pomiaru absorpcji UV wzgledem kationu trytylowego w zmodyfikowanym cyklu. ZMOD1: 5°-
d(CTG GGT CGA TAA)-3'1 ZMOD2: 5’-d(ATA CAA GGT AAA)-3'.

Niestety, nie udato si¢ osiagna¢ w ten sposéb zamierzonego efektu. W widmach MALDI
oligonukleotydéw zsyntetyzowanych wedlug zmodyfikowanego protokotu syntezy w
dalszym ciagu nie obserwowalam sygnaldéw pochodzacych od wszystkich krétszych
fragmentow powstajacych podczas syntezy oligonukleotydu, reprezentujacych jego
sekwencje. W roéznych miejscach w widmach pojawiaty si¢ luki w seriach sygnatow.
Niemozliwa byta wigc rekonstrukcja sekwencji. Prawdopodobnie wydajno$¢ etapowa syntezy
na poziomie 95%-98% nie jest wystarczajaco niska, by powstale w jej wyniku fragmenty byty
widoczne w widmie MALDI. Poza tym, ze wzgledu na budowg syntetyzera, w ten sposéb
moze dochodzi¢ do niejednorodnosci syntezy w calej puli podiloza. Gléwna wada tego
dzialania jest zatem brak kontroli nad catkowita wydajnoscia syntezy i jej poszczegdlnych
etapdw, a co za tym idzie nad iloscia powstajacych podczas syntezy krotszych

oligonukleotydow.
6.2. Kontrolowane generowanie krétszych fragmentéw

6.2.1. Metoda rozcinania fancucha polimeru

Sterowanie wydajnoscia syntezy poprzez zmniejszenie stosowanych do syntezy
nadmiaréw amidofosforynéw nukleotydéw nie doprowadzito do rozwiazania problemu.
Jednak sama idea generowania krétszych fragmentéw wydala mi si¢ bardzo ngcaca.

Rozpatrzytam wigc inne drogi prowadzace do tego celu.
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Jedna z mozliwosci uznatam za wyjatkowo atrakcyjng. Jest to generowanie rdznej
dlugosci fragmentéw polimeru w wyniku rozcigcia tancucha oligomeru. To podejscie, w
r6znych wersjach, stosowano do sekwencjonowania elementéw bibliotek peptydowych [76-
78]. Metodg szerzej opisatam w rozdziale 3.2.3 (Cze$¢ I) pracy. Polega ona na wprowadzeniu
w kazda pozycj¢ polimerycznego tancucha, takiego elementu strukturalnego, ktéry w
okreslonych warunkach moze ulec rozszczepieniu. Ugrupowanie to musi pojawi¢ si¢ tylko w
pewnej, niewielkiej czgsci tancuchéw zgromadzonych na ziarnie podloza i nie czg$ciej niz
jeden raz w kazdym z nich, aby w warunkach, w ktérych nastgpuje degradacja tego ukladu

mozliwe bylo wygenerowanie fragmentéw réznej dlugosci.

XACGT Q_o*
| AXCGT PACET N Y
ACXGT NH4IO4, L-Met PCGT | N
peT o
W,
\ pT (o)
ACEXT X=
ACGT
OH OH

Rys. 48. Zasada metody kontrolowanego generowania krétszych fragmentéw w wersji wykorzystanej w

niniejszej pracy

Zaadaptowalam to rozwigzanie do swoich celow. Postanowilam trwale zakotwiczyc
bibliotek¢ oligonukleotydowa na ziarnie podloza, a w roli ,przecinka” obsadzi¢
modyfikowana cytydyne (Rys. 48). Przy takiej konstrukcji biblioteki, pod wptywem
nadjodanu, a nastgpnie aminy, moze nastapi¢ uwolnienie tylko tych fragmentéw
oligonukleotydu, w ktérych sekwencji znalazt sig¢ ,przecinek”. Wigkszos¢ materialu musi
pozosta¢ zwiazana z podlozem. W przypadku syntezy dekameréw wprowadzenie ,,przecinka”
do okoto 10% oligonukleotydowych tancuchéw pozwala przypuszczaé, ze w kazdym z nich
pojawi si¢ on nie czgsciej niz raz, a otrzymane w wyniku jego rozszczepienia fragmenty bgda
reprezentowaly cata sekwencj¢. Wedlug rozktadu prawdopodobienstwa liczba powstatych
fragmentow bedzie w przyblizeniu jednakowa niezaleznie sekwencji oligonukleotydu. Pisz¢
tu o pewnym oszacowaniu, rozktadzie statystycznym, poniewaz dokladne okreslenie liczby
czasteczek, ktéra zostanie wlaczona do jednej nici oligonukleotydu nie jest mozliwe.
Niemniej, ilos¢ uwolnionych fragmentéw teoretycznie powinna by¢ wystarczajaca do
wykonania analizy MALDI. Z drugiej strony, niewielki udzial procentowy ,,przecinka” w
ogolnej ilosci oligonukleotydu nie powinien mie¢ duzego wplywu na wilasciwosci chemiczne

1 biologiczne otrzymanego zwiazku.
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Syntezg ,,przecinka”, czyli 4-N-[2-(2-O-amidofosforyno)etoksy]etylo-2’,3’-O-dibenzoilo-
5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyny (51), przeprowadzitam w siedmiu krokach (Schemat
14). Funkcje hydroksylowe cytydyny zablokowatam czasowo grupami trimetylosililowymi, a
nastgpnie przeprowadzitam reakcj¢ z chlorkiem kwasu p-toluenosulfonowego. Nastgpnie
zablokowalam funkcj¢ 5’-hydroksylowa za pomoca chlorku 4,4’-dimetoksytrytylu.
Otrzymany produkt (37) oczyscitam i1 poddalam dzialaniu aminoetoksyetanu, otrzymujac 4-
N-(2-(2-hydroksyetoksy)etylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyng (48). Pierwszorzedowa
funkcj¢ hydroksylowa podstawnika etoksyetylowego zablokowalam chlorkiem terz-
butylodimetylosililowym, a drugorzedowe grupy 2’- 1 3’-OH chlorkiem benzoilu. Nastgpnie
blokadg sililowa usungtam za pomoca fluorku trietyloamoniowego. Otrzymatam 4-N-(2-(2-
hydroksyetoksy)etylo-2’,3’-O-dibenzoilo-5’-0-(4,4’-dimetoksy-trytylo)cytydyng (50), ktéra

przeprowadzitam w amidofosforyn 51 wedlug standardowej procedury.

NH, NHTs NHTs
\ \
OH OH OH OH OH OH i
HO" " NH + l.—o/\/ ~" NH HO™ O NH
» » ﬁ
5 N/J“o vi N/J\o ) ’&
MT v, vi
-« DMTO. < DMT
o.
50 OBz OBz 49 OBz OBz 48 OH OH

viil NC
¢ _\—O\ /\/O\/\NH

/P—O
b L,
N™ ~0
DMTO.
51 OBz OBz

Schemat 14. i) TMSCI, Py; ii) TsCl, Py; iii) DMTCI, Py; iv) aminoetoksyetanol, Py; v) tert-BDMSCI, Py; vi)
BzCl, Py; vii) TEAF, THF; viii) bis(diizopropyloamino)-(2-cyjanoetylo)-fosfina, tioetylotetrazol,
CH,CL,.

Zsyntezowatam trzy krotkie oligonukleotydy, wprowadzajac amidofosforyn 4-(2-(2-
hydroksyetoksy)etyloamino)-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyny (CytOFA) na poczatku i w
srodku sekwencji: 5’-TTT TTTX-3" (KON3), 5’-TTTTXTTT-3" (SROD). Doswiadczenie to
miato na celu sprawdzenie zachowania reszty 4-N-(2-(2-hydroksyetoksy)etylocytydyny w roli

»przecinka”. Syntezg¢ przeprowadzitam na podiozu polistyrenowym sfunkcjonalizowanym
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grupami metyloaminowymi, uzyskujac trwale pofaczenie oligonukleotydu z podlozem. Po
odblokowaniu grup funkcyjnych obu oligonukleotydéw, wybralam po jednym ziarnie z
kazdej sekwencji i poddatam dziataniu roztworéw NH4IO4 oraz metioniny. Nastgpnie
roztwory zebrane znad ziaren podioza poddatam analizie MALDI. Otrzymane widma

prezentuj¢ na rysunku (Rys. 49).

1240,89
1842,56

| LAk

Rys. 49. Widma MALDI: A - oligonukleotydu SROD [M-H] 1240,79, B — oligonukleotydu KON [M-H]J
1842,19.

Struktura ,przecinka” odbiega od budowy standardowych amidofosforynéw
nukleozydéw. Centrum fosforowe nie znajduje si¢ w strukturalnie sztywnej czgsci cukrowej,
lecz na koncu gigtkiego fancucha etoksyetylowego. Przypuszczatam, ze fakt ten moze miec
wplyw na reaktywnos¢ ,przecinka” wzgledem standardowych amidofosforynow
nukleozydéw. Przygotowatam roztwory, w ktérych zmieszatam amidofosforyny: 5’-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)tymidyny oraz 4-(2-(2-hydroksyetoksy)etyloamino)-5’-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)cytydyny w réznych stosunkach molowych (1:1; 1:2; 1:4). Nastgpnie
uzytam je do syntezy oligonukleotydu T/Cyt, o sekwencji 5’-d(XTT TTT)-3’. Pod symbolem
X kryje si¢ mieszanina fosforanéw: 4-(2-(2-hydroksyetoksy)etyloamino)cytydyny oraz
tymidyny. Syntez¢ przeprowadzitam na handlowo dostgpnym podiozu 5’-DMT-T-SuccCPG.

Po odlaczeniu od podloza i odblokowaniu, oligonukleotyd poddatam analizie HPLC w
celu wyznaczenia reaktywnosci wzglednej ,,przecinka”. Czasy retencji oligonukleotydéw 5’-
d(TTT TTT)-3* (6T) oraz 5’-Cyt d(TTT TT)-3" (S§TCyt) r6znity si¢ nieznacznie. Zgodnie z
przewidywaniami czas retencji STCyt byt krétszy od 6T. Stwierdzitam, ze amidofosforyn
5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-4-(2-(2-hydroksyetoksy)etyloamino)cytydyny  charakteryzuje
nieco  nizsza  reaktywno$¢ w  stosunku do  amidofosforynu = 5’-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)tymidyny (Rys. 50). Na podstawie stosunku powierzchni pikdw obliczytam
$redni stosunek molowy, w ktérym nalezy zmiesza¢ amidofosforyn nukleozydu oraz Cyt”™,

aby podczas syntezy oligonukleotydu wbudowaty si¢ do nici w stosunku 9:1 (Tabela 4).
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12,637

13,101
12,987

12,597
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Rys. 50. Chromatogramy przedstawiajace oligonukleotyd T/Cyt, o sekwencji 5°-d(TTT TTX)-3", w ktérym na
ostatniej pozycji wiaczono amidofosforyny: 5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyny oraz 5°-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-4-(2-(2-hydroksyetoksy)etyloamino)cytydyny zmieszane w réznych stosunkach
molowych (1:1; 1:2; 1:4).

Tabela 4. W tabeli przedstawione sa dane eksperymentalne, ktére postuzyty do wyznaczenia stosunku
molowego standardowych amidofosforynéw i czynnikéw terminujacych, w ktérym nalezy je ze

soba zmieszac¢ do syntezy oligonukleotydu.

Reczywisty Oblicson , Sntl(())siléaek
sosunek Czas Powierzchnia Stosunek y Srednia y o
molow retencii iku ow. pikéw stosunek molowy arytmetyczna FAdT/Cyt

FAdT:C }(I)FA ] p pow. p FAdT/CytOFA . y FA 4o
ok syntezy
. 12,707 3161142 )
I 13,101 2850507 0,821 1:1.21
1:2 3’8;; gég;g;‘ 1,100 1:1,81 1:1,52 9:1,368
1-4 12,597 8428939 2,555 1:1.56

12,992 3298464

* taki stosunek molowy FAdT/Cyt®™, ktérego zastosowanie podczas syntezy skutkuje przytaczeniem do nici

oligonukleotydu obu jednostek w stosunku 1:1

Przygotowalam 0,1M roztwory wszystkich czterech amidofosforynéw nukleozydow i
Cyt°"™, ktére zmieszatam w stosunku molowym 9:1,368 (Tabela 4). Uzytam je nastepnie do
syntezy oligonukleotydu o sekwencji: 5’d(GCT ACA GCA)-3° (WMSC). Oligonukleotyd
syntetyzowalam  na  podlozu  polistyrenowym  funkcjonalizowanym  grupami
metyloaminowymi 11, bez stosowania tacznika. W ten sposéb uzyskatam trwale potaczenie
oligonukleotydu z podlozem, a pod wptywem dziatania nadjodanu, a nastgpnie metioniny
moze nastapi¢ odlaczenie tylko tych fragmentéw oligonukleotydu, w ktérych znalazt sig

»przecinek” (okoto 10% sekwencji zgromadzonych na ziarnie podloza). Po odblokowaniu,
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wybraniu jednego ziarna i rozszczepieniu ukladu cis-diolowego ,,przecinka” roztwor zebrany
znad podioza poddalam analizie MALDI. Okazalo sig, ze dziesigta czg¢s¢ materiatu
zgromadzonego na jednym ziarnie podloza jest iloScia za mala do otrzymania widma, w
ktérym obserwowane bytyby sygnaty pochodzace od oligonukleotydu petnej dlugosci oraz
wszystkich fragmentow powstatych w wyniku rozszczepienia ,,przecinka”. W widmach
widoczne sa jedynie sygnaly pochodzace od fragmentéw oligonukletydu, ktérych masy nie
przekraczaja 3kDa. Poza tym wszystkie otrzymane widma charakteryzuje zta jako$¢ (niski
stosunek sygnatu do szumu).

Zwigkszylam udzial procentowy ,przecinka” w ogdlnej liczbie fancuchow
oligonukleotydowych poprzez uzycie do syntezy oligonukleotydu mieszaniny standardowych

amidofosforynéw nukleozydéw z Cyt°™

w stosunku molowym 1:1. Zwigkszytam tym
samym ilos¢ modyfikowane] cytydyny S50-krotnie. Nastgnie przeprowadzitam syntezg
oliogonukleotydu o sekwencji 5’-d(GGT GCT TTA T)-3° (WMSCP). Po odlaczeniu
fragmentow oligonukleotydu od podioza (NH4IO4 1 L-metionina) zaobserwowatam w widmie

wszystkie sygnaly niezbedne do rekonstrukcji sekwencji oligonukleotydu (Rys. 51).

306-T 290-C ‘ 330-6 303-T 330-6 330-6
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1145450 —
1742,40
2072,70

3036,31
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2706,01
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Rys. 51. Widmo MALDI oligonukleotydu WMSCP po odtaczeniu fragmentéw od podtoza za pomoca NalOy i

L-metioniny.

Mimo, ze zwigkszenie ilosci substancji pomocniczej na ziarnie podloza pozwolito
osiagna¢ cel, jest to dzialanie ryzykowne, poniewaz znaczny wzrost liczby modyfikacji
obecnych w tancuchu oligonukleotydu prowadzi do zmiany wtasciwosci docelowego
zwiazku. Idea syntezy bibliotek kombinatorycznych jest sciSle zwigzana z poszukiwaniem
substancji o okreslonych wlasciwosciach. W zwiazku z tym zmiana wilasnosci zwiazkow
otrzymanych na drodze syntezy kombinatorycznej, poprzez wprowadzenie ,,0bcych”
elementéw strukturalnych, pozostaje w bezposrednim konflikcie z celowoscia tworzenia
bibliotek. To rozwiazanie sprawdzilo si¢ w przypadku zastosowania do niskoczasteczkowych
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tancuchéw peptydowych, niemniej jego ograniczeniem okazatla si¢ dtugos¢, a co za tym idzie

masa oligomeru.
6.1.2. Metoda czynnikéw terminujacych chemiczng syntezg¢ oligonukleotydu

Ze wzgledu na napotkane problemy, zrezygnowalam z wuzycia ,przecinka” i
wykorzystalam inna metod¢ kontrolowanego generowania krétszych fragmentéw podczas
chemicznej syntezy oligonukleotydu. Po raz pierwszy podejScie to zastosowano w celu
rozwigzania problemu sekwencjonowania bibliotek peptydowych [73, 74]. Polegato ono na
zatrzymywaniu wydtuzania okoto 10% tancuchéw na kazdym z etapéw syntezy biblioteki
peptydowej. Czynnikiem zatrzymujacym wzrost tancucha byta N-acetylo-D,L-alanina. Uzyto
ja jako 10% dodatek do standardowych jednostek aminokwasowych stosowanych do syntezy
peptydow. Metodg opisatam szerzej w podrozdziale 3.2.3 (Czg$¢ I).

Zasadniczym celem mojej pracy doktorskiej bylo opracowanie ogdlnej procedury
sekwencjonowania dla bibliotek oligonukleotydowych, pozwalajacej na poznanie struktury jej
elementéw, niezaleznie od ich sekwencji, dlugosci, czy tez rodzaju i liczby wprowadzonych
modyfikacji. Procedura terminacji chemicznej syntezy powstata na uzytek sekwencjonowania
bibliotek peptydowych. W zwiazku z tym w oryginalnej postaci mozna ja bylo wykorzystac¢
jedynie w stosunku do krétkich oligomeréw. Zastosowanie jej w chemii oligonukleotydéw
wymagalo wprowadzenia pewnych modyfikacji.

Zastosowanie jednego czynnika terminujacego, niezaleznie od rodzaju przylaczanej w
danym etapie jednostki prowadzi do otrzymania dwoéch rodzajéow produktéw — bedacych
wynikiem terminacji i tych, ktore powstaja w wyniku niekompletnego sprzggania kolejnych
jednostek oligomeru. W przypadku bibliotek peptydowych argumentem przemawiajacym za
takim rozwiazaniem bylo duze zréznicowanie rodzaju stosowanych monomeréw. Jednakze
zastosowanie takiego podejScia w chemii dtuzszych oligomeréw, jakimi sa oligonukleotydy
wprowadziloby chaos utrudniajacy interpretacj¢ oraz jednoznaczng identyfikacj¢ sygnatow w
widmach MALDI. Moim zamiarem bylo wzbogacenie liczby krétszych fragmentow
oligonukleotydu powstajacych podczas jego syntezy chemicznej, a nie wprowadzenie
nowych.

Zaprojektowalam seri¢ terminatorOw syntezy oligonukleotydu tak, by odpowiadaty
opisanym powyzej zalozeniom. Chemiczna synteza oligonukleotydu biegnie w kierunku
odwrotnym do enzymatycznej (3’—5’). Standardowe 3’-amidofosforyny nukleotydéw maja
zablokowana funkcj¢ 5’-hydroksylowa za pomoca kwasolabilnej grupy 4,4’-
dimetoksytrytylowej. Podczas syntezy oligonukleotydu po kazdym etapie kondensacji

nukleotydu, acetylowaniu pozostatych po tym procesie wolnych grup hydroksylowych, a w
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koficu utlenieniu centrum fosforowego, nastgpuje odblokowanie funkcji 5’-OH 1 cykl sig
powtarza. Jedng z mozliwosci wygenerowania czynnika terminujacego jest uzycie do syntezy
oligonukleotydu 3’-amidofosforynu nukleozydu z funkcja 5’-hydroksylowa zablokowana za
pomoca grupy trwalej w jej warunkach. Postanowilam uzy¢ do tego celu blokadeg
fluorenylometyloksykarbonylowa (Fmoc). Jest to grupa zasadolabilna, ktéra w roztworze
amoniaku, stosowanym do usunigcia grup ochronnych oligonukleotydu, bardzo tatwo ulega
odblokowaniu na drodze [-eliminacji, uwalniajac funkcj¢ 5° hydroksylowa reszty
nukleozydowe;j.

Syntez¢ amidofosforynéw nukleozydéw z zasadolabilng grupa Fmoc w pozycji 5’
hydroksylowej przeprowadzitam w trzech etapach:

¢ blokowanie funkcji aminowej, w przypadku adeniny i cytydyny uzylam blokady

benzoilowej, dla guanozyny — izo-butyrylowej,
e blokowanie funkcji 5’-hydroksylowej grupa fluorenylometyloksykarbonylowa,

e otrzymanie 3’-amidofosforynéw nukleozydéw (Schemat 15).

N ,
LA f P
NTONTONH, NH|B N0~

Schemat 15. i) chlorek benzoilu, Py; ii) chlorek izo-butyrylu, Pyj; iii) chlorek fluorenylometyloksykarbonylu,
Py; iv) bis(diizopropyloamino)-(2-cyjanoetylo)-fosfina, tioetylotetrazol, CH,Cl,.

Otrzymalam réwniez 3’-amidofosforyn  4-N-[tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-
triazatridekano-1-ylo]-5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksycytydyny (57), ktory

miat nastgnie postuzy¢ mi do syntezy modelowej biblioteki kombinatorycznej. Postuzytam si¢
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procedura opracowang przez dr Przemystawa Godzing [239, 240]. Funkcje hydroksylowe
cytydyny zablokowatam na czas reakcji z chlorkiem kwasu p-toluenosulfonowego grupami
trimetylosililowymi.  Nastgpnie  funkcj¢ 5’-OH  zablokowatam chlorkiem 4,4’-
dimetoksytrytylu,  otrzymujac  4-N-p-toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-
deoksycytydyng (54). W nastgpnym etapie zwiazek 54 poddalam reakcji z 10-krotnym
nadmiarem sperminy. Blokadg 4,4’-dimetoksytrytylowa wprowadzitam po to, by zwigkszy¢
lipofilowo$¢ zwiazku i umozliwi¢ nastgpnie oddzielenie go od nadmiaru aminy. Nie mogltam
bezposrednio wprowadzi¢ blokady fluorenylometyloksykarbonylowej (Fmoc), poniewaz w
obecnosci sperminy nastapitaby jej B-eliminacja. Nastepnie zablokowatam funkcje aminowe
reszty sperminy 4-N-(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksy-
cytydyny (85) za pomoca bezwodnika kwasu trifluorooctwego, odblokowatam funkcjg 5’
hydroksylowa kwasem dichlorooctowym 1 ponownie zablokowalam za pomoca chlorku
fluorenylometyloksykarbonylowego. 4-N-[Tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatri-
dekano-1-ylo]-5’-O-fluorenylometyloksy-karbonylo-2’-deoksycytydyng (56)

przeprowadzitam w amidofosforyn 57 wedlug standardowej procedury.
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Schemat 16. i) TMSCI, Py; ii) chlorek kwasu p-toluenosulfonowego, Py; iii) 32% rozwtér wodny NHs; iv)
DMTCI, Py; v) spermina, Py; vi) bezwodnik kwasu triflorooctowego, Py; vii) CHCI,COOH,
CH,Cly; viii) FmocCl, Py; ix) bis(diizopropyloamino)-(2-cyjanoetylo)-fosfina, tioetylotetrazol,
CH,CL,.

Na podstawie przeprowadzonych 1 opisanych wczesniej doswiadczen mogltam stwierdzic,
ze w widmach MALDI surowe] mieszaniny oligonukleotydu otrzymanego w wyniku

chemicznej syntezy wedlug standardowego protokotu widoczne sa intensywne sygnaty
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pochodzace od krotkich fragmentéw oligonukleotydu. Masy tych fragmentéw rzadko
przekraczaja 2400Da. Jest to masa odpowiadajaca oktamerowi. Kolejnym sygnalem
widocznym w widmie jest najczgsciej dopiero pik pochodzacy od oligonukleotydu petnej
dlugosci. W widmie w zakresie mas od 2400Da do masy (niezaleznie od jej wielkosci)
oligonukleotydu petnej dlugosci znajduje si¢ rejon, w ktérym nie obserwowatam w widmach
MALDI sygnatéw pochodzacych od fragmentéw powstalych w wyniku chemicznej syntezy.
Uznalam za bezcelowe stosowanie terminatoroOw syntezy od samego jej poczatku 1
wprowadzilam je dopiero od 6smej pozycji oligonukleotydu, by wygenerowac tylko
deficytowe fragmenty.

Zmieszatam  standardowe 3’-amidofosforyny nukleozydéw wraz czynnikami
terminujacymi w stosunku molowym 9:1. Przygotowane roztwory uzylam do syntezy
oligonukleotydéw. Na podiozu oksylabilnym 45 (Schemat 11) zsyntezowatam 20
dodekameréw o réznej i tej samej sekwencji, aby przetestowa¢ powtarzalno$¢ wynikéw
metody. Nastgpnie z kazdej zsyntetyzowanej puli wybralam po trzy ziarna podtoza i kazde z
osobna poddatam procedurze odlaczenia od podiloza. Uwolniona mieszaning
oligonukleotydéw analizowatam za pomoca MALDI. Za kazdym razem w widmie MALDI
obserwowaltam sygnaty pochodzace od wszystkich krétszych fragmentéw oligonukleotydu.
To doswiadczenie, pozwolilo mi przekonujaco wykazaé, ze zastosowanie czynnikdéw
terminujacych do syntezy oligonukleotydu umozliwia odczytanie sekwencji oligomeru na
podstawie rdéznicy mas pomig¢dzy sasiednimi sygnatami obecnymi w widmie MALDI.

Przyktadowe widma przedstawitam na rysunku (Rys. 52).

Podsumowujac:

e zaprojektowalam 1 zsyntezowalam seri¢ czynnikéw terminujacych chemiczna
syntezg oligonukleotydu,

® na podiozu 45 zsyntezowatam 20 oligonukleotydéw o réznych oraz takich samych
sekwencjach, wykorzystujac czynniki terminujace jako 10% dodatek do
standardowych amidofosorynéw nukleotydéw,

e czynniki terminujace wprowadzitam do sekwencji oligonukleotydu dopiero od
dsmej pozycji, co pozwolito wygenerowac brakujace fragmenty,

® wykonatam analiz¢ MALDI oligonukleotydéw zgromadzonych na jednym ziarnie
podioza 1 pochodzacym z 20 réznych eksperymentéw. W kazdym przypadku

obserwowatam seri¢ sygnatow reprezentujacych cata sekwencjg oligonukleotydu.
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Rys. 52. Zestawienie widm MALDI: oligonukleotydu kontrolnego KONTROLA - 5°-d(ATC GCT AAA
TGC)-3’ i oligonukleotydéw zsytetyzowanych z uzyciem czynnikéw terminujacych STOP1-3 — 5°-
d(ATC GAC CTC AAT)-3’, STOP4-6 — 5’-d(CGG ATT TAT GCA)-3’.
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7. Sprawdzenie opracowanej metody sekwencjonowania na  modelowej

kombinatorycznej bibliotece oligonukleotydowej

W celu sprawdzenia w praktyce opracowanej przeze mnie metody sekwencjonowania
elementéw kombinatorycznych  bibliotek oligonukleotydowych  zaprojektowalam i
zsyntezowalam modelowa bibliotek¢ oraz sondg fluorescencyjna do jej analizy. Do
zaprojektowania sekwencji biblioteki kombinatorycznej skorzystatam z programu OLIGO,
opracowanego do projektowania starterow oligonukleotydowych do reakcji PCR [241].
Pozwala on na analizg¢ sekwencji oligonukleotydéw pod katem ich wilasciwosci, takich jak
autokomplementarnos$¢, zdolnos$¢ do tworzenia struktur szpilkowych itp. Chodzito mi o to, by
oligonukleotydy wchodzace w sktad biblioteki kombinatorycznej nie byty zaangazowane w
oddzialtywania utrudniajace proces hybrydyzacji z sonda. Ostatecznie wybratam sekwencjg, w
ktorej umiescitam trzy zrandomizowane pozycje: 5’-d(ATT YGT XTG XAG A)-3°, gdzie X
jest jedna z czterech zmiennych: dA, dC, dG lub dT, a Y: dA, dT, dC lub dCs?, Otrzymany w
ten sposob zbidr zwiazkow sktada si¢ z 4x4x4 = 64 réznych elementéw. Sekwencj¢ sondy
fluorescencyjnej wybratam tak, by byta w pelni komplementarna do jedynie dwoch sposréd
64 mozliwych sekwencji modelowej biblioteki. W warunkach tworzenia dupleksu nie
zamierzalam réznicowaé oddziatywan reszt dC i dC*P. Sekwencja sondy jest nastgpujaca:
5-d(C""TC TGC AGA CGA AT)-3’, gdzie dC™ jest tosylowana w pozycji N-4 reszta
cytydyny. Sekwencja modelowej biblioteki:

5’-d(ATT YGT XTG XAG A)-3
X =dA, dC, dG, dT

Y =dA, dC, dC*, dT
7.1. Synteza modelowej oligonukleotydowej biblioteki kombinatorycznej

Kombinatoryczng bibliotekg¢ oligonukleotydowa otrzymatam metoda dzielona opisana w
rozdziale 2 pracy (Cze$¢ I), na zaprojektowanym i zsyntezowanym przeze mnie ,,podiozu
oksylabilnym” (45). Na umieszczonej w kolumience porcji podloza zsyntezowalam
sekwencje 5°-d(AGA)-3’. Nastgpnie podloze wyjetam z kolumienki, podzielitam na mniej
wigcej cztery rowne czgsci i na kazdej z nich zsyntezowatam sekwencje 5’-d(TGX)-3’, gdzie
X byl jedna z czterech standardowych jednostek nukleotydowych inna dla kazdej porcji
podioza. Ponownie zmieszalam podioze 1 rozdzielitam je na cztery porcje, na ktorych
zsyntezowatam sekwencj¢ 5°-d(GTX)-3’. Po skonczonej syntezie powtdrzytam mieszanie 1

rozdzielenie. Nastgpnie zsyntezowatam koncowa sekwencj¢ 5’-d(ATTY)-3’, przy czym Y byt
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jedna z mozliwych jednostek: dA, dT, dC lub dC*. Otrzymana biblioteke oligonukleotydéw
M1 potaczonych z podlozem poprzez, trwaty w warunkach kwasowych i1 zasadowych, tacznik

oksylabilny poddatam procedurze odblokowania grup funkcyjnych (NH3 aq, 55°C, noc).

TGA 6TA ATTA
% T6C GTC ATTC
AGA M1
E T6G 6TG ATTCSP
T6T GTT ATTT
T6X 6TX ATTY

Rys. 53. Schemat blokowy syntezy biblioteki kombinatorycznej M1 metoda dzielona.

7.2. Synteza sondy fluorescencyjnej

Syntez¢ oligonukleotydowej sondy hybrybyzacyjnej przeprowadzitam zgodnie z
opublikowana procedura [212]. Na handlowo dostgpnym podiozu CPG zsyntezowalam
oligonukleotyd o sekwencji 5’-d(C"°TC TGC AGA CGA AT)-3’. Na 5-koncu
oligonukleotydu = wilaczylam  2’-deoksycytydyn¢ = modyfikowana  reszta  kwasu

p-toluenosulfonowego w pozycji N-4.

i
O-%-0
Q
o
1l
—o—
|
<)

“oligonukleotyd “Voligonukleotyd ?
[

“Voligonukleotyd

Schemat 17. i) 40% wodny roztwér 2,2’-(etylenodioksy)-bis(etyloaminy); ii) bufor boranowy, FITC [212].

Po odlaczeniu oligonukleotydu od podioza poddatam go reakcji z 40% wodnym roztworem

2,2’-(etylenodioksy)-bis(etyloaminy). Tosylowana w pozycji N-4 cytydyna jest podatna na

atak nukleofili, w odpowiednich warunkach nastgpuje podstawienie atomu C-4

modyfikowanej cytydyny aming [212] (Schemat 17). Modyfikowany oligonukleotyd

oddzielitam od nadmiaru aminy na kolumnie NAP-25 wypetnionej Sephadexem. Wykonalam
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analiz¢ MALDI mieszaniny reakcyjnej i stwierdzitam, ze 90% wydajnos¢ reakcji. Produkt
oczyscitam i poddalam reakcji z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC). Reakcja biegnie w

srodowisku zasadowym. Na podstawie analizy MALDI wydajno$¢ reakcji ocenitam na 80%.

7.3. Selekcja i analiza elementow biblioteki kombinatorycznej za pomoca

spektrometrii mas MALDI

Modelowa kombinatoryczna bibliotekg oligonukleotydowa M1 zawiesitam w 1mL wody i
pobralam 100uL zawiesiny. Po odparowaniu ziaren podtoza do sucha dodatam do nich bufor
hybrydyzacyjny (20mM MOPS, 0,IM NaCl oraz 20nM sonda fluorescencyjna).
Doswiadczenie hybrydyzacyjne prowadzilam w temperaturze 37°C przez 1 godzing.
Nastegpnie usungtam bufor znad podloza i przemytam je woda. W wyniku analizy elementéw
biblioteki pod mikroskopem fluorescencyjnym stwierdzitam pozytywny wynik hybrydyzacji.
Nastepnie, w celu pozbycia si¢ niespecyficznie zwiazanych czasteczek sondy ziarna podloza
wielokrotnie przemywatam woda. Ta procedura odmywania sondy hybrydyzacyjnej nie byta
wystarczajaco skuteczna 1 w dalszym ciagu wigkszo$¢ ziaren wykazywata fluorescencjg.
Przygotowalam wigc bufor elucyjny sktadajacy si¢ z 1M roztworu NaCl z 5% dodatkiem
formamidu. Obecnos¢ formamidu ostabia wigzania wodorowe typu Watsona-Cricka. Po elucji
buforem zawierajacym 5% formamidu sonda hybrydyzacyjna pozostata zwigzana tylko z tymi
elementami biblioteki, z ktorymi oddziatuje najsilniej. Ziarna podloza, ktore daty pozytywna
odpowiedz w eksperymencie hybrydyzacyjnym emitowaly jasno zielone $wiatto, pozostate

ziarna podloza nie wykazywaly fluorescencji ale byly widoczne w ich poswiacie (Rys. 53).

Rys. 53. Zdjecia biblioteki oligonukleotydéw po hybrydyzacji z sonda fluorescencyjna i przemyciu ziaren
podioza 1M roztworem NaCl z 5% dodatkiem formamidu. Zdjgcia z mikroskopu fluorescencyjnego

Nikon Diaphot-TMD.

Nastgpnie za pomoca mikropipety wybratam po 4 elementy, ktére daty pozytywny i
negatywny wynik eksperymentu hybrydyzacyjnego. Kazde z ziaren podloza przemytam 10%

roztworem formamidu w celu pozbycia si¢ zwigzanej z nimi sondy, przeplukatam woda 1
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poddatam procedurze odcigcia od podioza. Nastgpnie wykonatam analiz¢ MALDI
uwolnionych oligonukleotydow. W widmie widoczne sa serie sygnalow reprezentujacych cata
sekwencje¢ oligonukleotydu. Na podstawie rdznicy mas pomigdzy sasiednimi sygnatami
mozliwe jest odczytanie sekwencji w kierunku 3’—5’ z wylaczeniem czterech pierwszych
jednostek. Ostatnich randomizowanych pozycji od konca 3’ oligonukleotydéw nie udato sig
odczyta¢ bezposrednio z widma. Sygnaly pochodzace od reprezentujacych je fragmentow
wystgpuja w rejonie sygnatdéw pochodzacych od matrycy i nie mozna ich bylo wyodrebni€.
Niemniej mozliwe bylo okreslenie rodzaju tej jednostki na podstawie rdéznicy mas
oligonukleotydu 1 pozostatych znanych jednostek. Wszystkie oligonukleotydy, ktére daty
pozytywny wynik w eksperymencie hybrydyzacyjnym miaty t¢ sama sekwencj¢ 5’-d(ATT
CGT CTG CAGA)-3’. Sekwencja tych oligonukleotydéw, ktére nie hybrydyzowaly w
zastosowanych warunkach z sonda wykazuje wigksze zréznicowanie. Otrzymane wyniki

zestawilam w tabeli 1 prezentuj¢ na rysunku (Rys. 55).

Tabela 5. Zestawienie sekwencji wyselekcjonowanych elementéw biblioteki.

Liczb Liczba
Sekwencja elementu biblioteki ovz/(tf(%)rzaeﬁ wybranych
P elementow
Oligonukleotyd 5'-d(ATT C6T CTG CAG A)-3'
komplementarny z sonda FEELEE LEE T 4 4
fluorescencyjna 3'-d(TAA GCA GAC T6C T C*)-5'
5'-d(ATT C6T TTG GAG A)-3' )
U
3'-d(TAA 6CA GAC TGC T C*)-5'
Oligunukleotydy 5'-d(ATT CSP6T TTG AAG A)-3' . A
niekoplementarne [T 1 I

3'-d(TAA G CA GAC TGC T C*)-5'

5'-d(ATT CSP6T TTG CAG A)-3'

3'-d(TAA G CA GAC T6C T C*)-5'

—

C* - cytydyna znakowana fluoresceing
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Rys. 55. Przyktadowe widma MALDI elementéw kombinatorycznej biblioteki oligonukleotydowej: A —
elementu, ktéry dat pozytywny wynik w eksperymencie hybrydyzacyjnym; B — elementéw, ktére nie
oddziatywaty z sonda.

108



WYNIKI I DYSKUSJA

Sekwencje wszystkich wyselekcjonowanych elementéw biblioteki zostaly odczytane na
podstawie widm MALDI 1 naleza do zbioru sekwencji biblioteki M1 (Tabela 5). Sekwencja
wszystkich elementow, ktore daty pozytywny wynik hybrydyzacji z sonda fluorescencyjna
jest identyczna i w pelni komplementarna z sonda. Wsréd wyselekcjonowanych elementéw
znalazty si¢ dwa oligonukleotydy, ktére w sekwencji zawieraly cytydyne modyfikowana
sperming (C°?). Wykazano, ze obecno$é¢ reszty sperminy w lancuchu oligonukleotydu nie
tylko nie zaktdca oddziatywan Watsona-Cricka, ale wptywa réwniez stabilizujaco na trwatos¢
dupleksow, niemniej te elementy biblioteki nie ulegalty hybrydyzacji z sonda w
zastosowanych warunkach [239, 240]. Jest to zwiazane z faktem, Zze pozostale pozycje
zmienne oligonukleotydu wykazywaty brak peinej komplementarnosci z sonda.

Latwo zauwazy¢, ze we wszystkich sekwencjach oligonukleotydow nieoddziatujacych z
sonda hybrydyzacyjna wystgpuje niesparowanie w centralnej (7-mej) pozycji dupleksu. Nie
jest wigc zaskoczeniem, ze takie wilasnie elementy biblioteki M1 nie przetrwalty warunkow
elucji (5% roztwoér formamidu). Jest to dodatkowe potwierdzenie uzyteczno$ci opracowanej
przeze mnie metody sekwencjonowania oligonukleotydéw bibliotek kombinatorycznych w
analizie wlasciwosci kwasow nukleinowych.

W  najblizszej  przyszlosci  zamierzamy  wykorzysta¢c  opracowana  metodeg
sekwencjonowania elementéw oligonukleotydowych bibliotek kombinatorycznych do
poszukiwania aptameréw oligonukleotydowych zawierajacych rézne modyfikacje
strukturalne. Zostala otwarta droga do tego typu analiz, ktére znajda szersze zastosowanie w

poszukiwaniu oligonukleotydéw przydatnych w nowoczesnych metodach terapii.
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PODSUMOWANIE

Synteza kombinatoryczna liczy sobie w chwili obecnej ponad 20 lat. Dzisiaj metodg w
pelnym rozkwicie wykorzystuje si¢ przede wszystkim do poszukiwania zwiazkéw wiodacych
w przemysle farmaceutycznym. Jednakze stuzy réwniez jako narzedzie do badania
wlasciwosci oligonukleotydow pod katem ich zastosowania w eksperymentalnej terapii
antysensowej, czy antygenowej. Jednakze problem metody ,,odczytywania” struktury
wyselekcjonowanego elementu biblioteki nadal jest problemem otwartym. Nie mozna
opracowa¢ jednego uniwersalnego sposobu okreslenia budowy wybranego -elementu
biblioteki, poniewaz jest on zalezny od rodzaju zwiazkdéw, ktére t¢ bibliotekg tworza i

projektowany dla konkretnej klasy zwigzkow.

Celem pracy doktorskiej bylo opracowanie metody sekwencjonowania elementéw
kombinatorycznych bibliotek oligonukleotydowych. Metody na tyle ogdlnej, by mozna
bylo za jej pomoca ,pozna¢” sekwencje¢ dowolnie modyfikowanego oligonukleotydu.
Pomysly na rozwiazanie tego problemu pojawiaty si¢ i ewoluowaly w czasie studidow nad
zupetnie dla mnie nowa dziedzinag kwasOéw nukleinowych, by w efekcie zakonczyC sig

sukcesem. Na drodze do osiagnigcia tego celu postawione zostaly nastgpujace cele czastkowe:

Cel 1. Badanie zachowania oligonukleotydow w warunkach analizy MALDI — rozleglo$¢

fragmentacji

Mniej wigcej na poczatku mojej ,znajomosci’ ze spektrometria mas MALDI
oligonukleotydéw dokonatam zaskakujacego wowczas dla mnie ,,0dkrycia”. W wyniku
bezposredniej analizy MALDI oligonukleotydu uzyskanego na drodze chemicznej syntezy
obok sygnatu pochodzacego od oligonukleotydu o docelowej dlugosci obserwowatam w

widmach seri¢ sygnatéw o masach posrednich.

= Zaprojektowalam i wykonalam doswiadczenie, ktére mialo na celu ustalenie
pochodzenia tych sygnatéw. OKreslitam tym samym zakres fragmentacji
oligonukleotydu potaczonego z podlozem poprzez 1acznik fotolabilny bezposrednio
poddanego analizie MALDI.
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Cel 2. Wybdr odpowiedniego tacznika do syntezy biblioteki oligonukleotydéw, synteza i

badanie wtasciwosci wybranego ukfadu:

A) Synteza nowego facznika fotolabilnego

Do zakotwiczenia biblioteki oligonukleotydow na podiozu stalym wybratam tacznik

fotolabilny.

= Zsyntezowalam kwas 4-benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)butanowy (16), ktéry postuzylt

mi jako Iacznik fotolabilny do syntezy oligonukleotydéw na podltozu statym.
= Dobratam optymalne warunki odblokowania oligonukleotydu.

= Na zwigzku modelowym przetestowalam wlasciwosci tego ukladu w duzej skali, w

roztworze.
B) Synteza nowego tacznika oksylabilnego

= Zaprojektowalam i zsyntezowalam uklad rozszczepiany chemicznie, 4-N-(8-amino-

3,6-dioksaoktylo)-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyne (39).

= Otrzymalam odpowiednie podloze (45), kompatybilne z chemiczna synteza

oligonukleotydow i zbadalam jego wlasciwosci.

Cel. 3. Opracowanie warunkéw uwolnienia i analizy oligonukleotydu zgromadzonego na

jednym ziarnie podtoza

= Postugujac si¢ zwigzkiem modelowym — tymidyn-3’-ylo cytydyn-5’-ylo fosforanem

(47), opracowalam optymalne warunki uwolnienia 3’-fosforanu tymidyny.

= Zoptymalizowalam warunki odlaczenia oligonukleotydu od podloza tak, by byly
kompatybilne z analiza MALDI i by mozliwa byla analiza ilo$ci oligonukleotydu
uwolnionej z jednego ziarna podloza. Zastosowalam do tego celu NH4I1O4. Jest to
oryginalne rozwigzanie, ktore pozwolifo na obnizenie skali analizy MALDI

skomplikowanych mieszanin oligonukleotydéw do ilosci subpikomolowych [242].
Cel. 4. Opracowanie metody sekwencjonowania elementéw bibliotek oligonukleotydowych

Zabtadzitam w wiele zaulkow zanim dotartam do rozwiazania tego problemu.
Rozpoczgtam od analizy fosforanotriestrow oligonukleotydéw, ktére sa nietrwale w
warunkach MALDI i ulegaja rozlegtej fragmentacji w zrédle jonéw. Na tym fakcie chciatam
oprze¢ metodg sekwencjonowania. Nastgpnie porzucitam ten pomyst i zdecydowatam, ze

metode sekwencjonowania oprg na analizie produktow syntezy oligonukleotydu. Okazato si¢
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jednak, ze ilo$¢ fragmentéw rejestrowanych w wyniku analizy MALDI jest zalezna od
przebiegu syntezy i nie zawsze mozliwa jest rekonstrukcja sekwencji oligonukleotydu na
podstawie réznicy mas pomig¢dzy sasiednimi sygnalami obserwowanymi w widmie. W celu
wygenerowania wigkszych ilosci krotszych fragmentow oligonukleotydu wykorzystalam

nastgpnie pomysly stosowane dotychczas w chemii peptydow.

= QOpracowalam synteze¢ ,,przecinka” [4-N-[2-(2-O-amidofosforyno)etoksy]etylo-2’,3’-
O-dibenzoilo-5’-0-(4,4’-dimetoksy-trytylo)cytydyna (51)] i zbadalam jego
wlasciwosci.

= QOpracowalam warunki wlaczenia go do sekwencji oligonukleotydu i

zoptymalizowalam metodg¢ rozcinania fancucha.
= Zaprojektowalam i zsyntezowalam czynniki terminujace synteze oligonukleotydu.

= QOpracowalam warunki wlgczenia ich do nici oligonukleotydu w chemicznej syntezie

oraz warunki analizy jej produktow.
Cel.5. Sprawdzenie metody na wyselekcjonowanym elemencie modelowej biblioteki

W koncu, przeprowadzitam doswiadczenie majace na celu sprawdzenie metody w
praktyce 1 ono stanowi zwienczenie moich studiow nad sekwencjonowaniem elementéw

kombinatorycznych bibliotek oligonukleotydowych.

= Zsyntezowalam modelowa oligonukleotydowa bibliotek¢ kombinatoryczna,

skladajaca si¢ z 64 elementow.
= Zsyntezowalam sonde fluorescencyjna do przeszukiwania biblioteki.

»  Przeprowadzilam hybrydyzacj¢ elementéw biblioteki ze znakowang fluorescencyjnie

sondg.

= W wyniku selekcji mechanicznej wybratam te ziarna, ktore najsilniej oddzialywaly z
zaprojektowang sonda. Po odlaczeniu oligonukleotydéw od podloza poddalam je

analizie MALDI i na podstawie otrzymanego widma odczytalam ich sekwencjeg.

Postawiony w tytule pracy cel =zostal osiagnicty. Opracowalam metode
sekwencjonowania elementéow kombinatorycznych bibliotek oligonukleotydowych i
potwierdzilam jej dzialanie na modelowej bibliotece. Jest to metoda uniwersalna, pozwala
na poznanie sekwencji szerokiego spektrum zwiagzkéw o budowie oligomerycznej,

niezaleznie od ich budowy i dlugosci, oraz nie wymaga duzych naktadéw pracy i kosztow.
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IV CZESC EKSPERYMENTALNA

1. Odczynniki chemiczne

1.1. Odczynniki

2,4,6-trihydroksyacetofenon — Fluka 99,9%
L-metionina — SERVA

L-lizyna — Reanol Budapest Hugary

Kwas antranilowy — Fluka 99%
tert-bytylodimetylosililowy chlorek — Aldrich do
syntezy

2-(2-aminoetoksy)-etanol — Merck 99%
4-Dimetyloaminopirydyna — Aldrich 99%

Kwas nikotynowy — Fluka 99,5%
N,N'-dicykloheksylokarbodiimid — Koch-Light
Alilotrimetylosilan — Gestelt 98%

NalO, — P.P.H. Polskie Odczynniki Chemiczne
3-butenylotrimetylosilan — Gestelt 97%
N-chlorometyloftalimid — Fluka 97%
18-korona-6 — Aldrich

Bezwodnik kwasu bursztynowego — Aldrich 99%
Bezwodnik kwasu trifluorooctowego — Fluka

99%

1,2,4-triazol — Fluka 99%

Spermina — Fluka 99%

Benzyloamina — Aldrich 99%

TiCly — Aldrich
2,2’-(etylodioksy)bis-(etyloamina) — Aldrich
98%

Chlorek kwasu p-tolueonosulfonowego — Fluka
99%

BH;*Me,S — 2M roztwér w THF Aldrich
HJO4 — Aldrich 99,999%

Metyloamina — 30% roztwor w absolutnym
etanolu Aldrich

6-aza-2-tiotymina — Fluka 99% HPLC

Kwas 3-hydroksypikolinowy — Fluka 99%
1,1'-karbonylodiimidazol — Aldrich 90%
o-nitrobenzaldehyd — Dembach&Co

1.2. Rozpuszczalniki

Wymienione rozpuszczalniki, przed wykorzystaniem w pracach do$wiadczalnych,

zostaly przygotowane wg zamieszczonych opisow. Rozpuszczalniki przechowywano nad

sitami molekularnymi 3 A firmy Merck (Niemcy).
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Nazwa rozpuszczalnika  Producent E;;)'ls)tis;’lci Sposéb oczyszczania

Acetonitryl Lab-Scan, Romil  cz.d.a. Uzyto bezposrednio.

Benzen POCh Gliwice cz.d.a. Ogrzewano z wodorkiem wapnia (II)-CaH, pod
chlodnica zwrotna ok. 8 godz. i destylowano;
przechowywano nad sitami.

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

Chlorek metylenu POCh Gliwice cz. Saczony przez kolumng wypelniong tlenkiem
glinu (III) — AL, O;

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

N,N-Dimetyloformamid =~ POCh Gliwice cz.d.a. Destylowano pod zmniejszonym ci$nieniem;

(DMF) przechowywano nad sitami.

1,4-Dioksan POCh Gliwice cz. Saczono przez kolumng¢ wypetniona Al,Os,
nastgpnie ogrzewano z CaH, pod chtodnica
zwrotng ok. 8 godz. i  destylowano;
przechowywano nad sitami.

n-Heksan cz.d.a Uzyto bezpos$rednio

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

Pirydyna Lobo Feinchemie cz.d.a. Destylowano znad P,Os, po czym ogrzewano z
CaH, pod chlodnica zwrotng ok. 8 godz. I
destylowano; przechowywano nad sitami; ($rednia
zawartos¢ wody 10 ppm)

Pirydyna POCh Gliwice cz. Kilka dni przechowywano nad wodorotlenkiem
potasu — KOH; pozostate czynnosci j.w.; (Srednia
zawartos¢ wody 15 ppm)

n-Propanol cz.d.a Destylowano

Tetrahydrofuran POCh Gliwice cz. Saczono przez kolumng wypetniong Al,O;,

(THF) nastgpnie ogrzewano z CaH, pod chiodnica
zwrotng ok. 8 godz. i  destylowano;
przechowywano nad sitami.

Toluen POCh Gliwice cz.d.a Destylowano; przechowywano nad sitami

2. Aparatura

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego wykonano na spektrometrze Bruker

AVANCE II 400 1 Unity 300 firmy Varian (USA) w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN

w Poznaniu. Wartosci przesunig¢ chemicznych 6 (ppm) podano wzgledem:
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- tetrametylosilanu (TMS — stosowany jako wzorzec wewnetrzny) dla widm 'H NMR
oraz ’C NMR w rozpuszczalnikach organicznych;
- 85 % H3PO4 (wzorzec zewngtrzny) dla widm 'P NMR;

- kwasu trifluorooctowego (wzorzec zewngtrzny) dla widm F NMR.

Analiz¢ masowa zwiazkow wykonano przy uzyciu:

- spektrometru masowego Bruker Autoflex MALDI-TOF (Instytut Chemii

Bioorganicznej PAN, Poznan);

Oligonukleotydy i ich pochodne syntetyzowano na aparatach do automatycznej syntezy DNA:
Gene Assembler Plus Pharmacia LKB (Szwecja) oraz syntetyzerze DNA 1 RNA firmy K&A
Laborgerite GbR (Niemcy).

Analizy HPLC oligonukleotydéw 1 ich pochodnych prowadzono na aparacie Prominence
UFLC firmy Shimadzu. Mieszaniny oligonukleotydowe rozdzielano na kolumnie z faza

odwrécong Lichrospher. Jako bufor stosowano 0,01 M octan amonu (CH;COONH,).
Widma UV wykonano przy uzyciu spektrofotometru Beckman DU-65 oraz Jasco.

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

(Szwajcaria).
3. Techniki ogdlne

Chromatografia cienkowarstwowa — TLC:

Mieszaniny reakcyjne 1 zwiazki chemiczne oczyszczano metoda wstgpujaca w
cylindrycznych komorach szklanych, ktérych Scianki wylozono bibula zanurzona w eluencie
w celu wysycenia atmosfery jego parami. Chromatogramy rozwijano i analizowano na
ptytkach analitycznych firmy Merck (Niemcy) pokrytych zelem krzemionkowym 60 HF,s4*

(* absorbent zawiera czynnik fluoryzujacy przy dlugosci fali $wiatta wzbudzajacego 254 nm)
Kolumnowa chromatografia cieczowa

Zwiazki oczyszczano stosujac technike kolumnowej chromatografii cieczowej. Jako
wypelnienia kolumn uzyto dwa rodzaje zelu krzemionkowego firmy Merck o nastgpujacych
uziarnieniach: (i) 0,040-0,063 mm oraz (ii) 0,063-0,200 mm. Zwiazki wymywano z kolumn
stosujac dwie metody: (i) metode polegajaca na zmianie sktadu procentowego eluentu, a tym
samym zmianie sity jego eluowania lub (ii) metodg izokratyczna, w ktdrej sktad procentowy

eluentu nie ulega zmianie.
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Etylotiotetrazol

Tiocyjanian etylu (21 ml, 0,25 mola), NaN3 (19,6 g, 0,3 mola) oraz NH4CI (17 g, 0,31
mola) rozpuszczono w toluenie (50 ml) z dodatkiem H,O (25 ml). Nastgpnie dodano
katalizator miedzyfazowyo bromek heksametylenododekanotrimetyloaminy (2,5 g, 6,8 mola).
Mieszaning reakcyjng ogrzewano pod chlodnica zwrotna w temperaturze 80 °C przez 3 dni.
Mieszania reakcyjna zostala ozigbiona, zakwaszona do pH ~ 2 i pozostawiona w lodzie przez
kilka godzin. Nastgpnie jeszcze raz zakwaszona. Wykrystalizowany biaty osad odsaczono,

przemyto kilkakrotnie toluenem i wysuszono. Otrzymano 24,7 g produktu; wyd. 79%.
Synteza bis-(N, N-diizopropyloamino)(2-cyjanoetoksy)fosfiny

Fosfing zsyntezowano wg standardowej procedury: Zabezpieczona przed dostgpem

wilgoci przechowywano w zamrazarce.'*’
4. Przepisy szczegotowe
4.1. Funkcjonalizacja podloza

W celu aktywacji podioza CPG zastosowalam nastg¢pujaca procedurg:
Podloze szklane gotowalam w stezonym kwasie chlorowodorowym przez 2 godziny.
Nastgpnie przemylam je woda, metanolem, chlorkiem metylenu 1 eterem etylowym.
Wysuszytam, zawiesitam ziarna w toluenie 1 dodatam 3-aminopropylotrimetoksysilan (4mL
na lg podloza w SmL toluenu). Mieszaning reakcyjna ogrzewalam w temperaturze 70°C
przez noc. Nastgpnie ponownie przemylam podloze metanolem, chlorkiem metylenu i eterem
etylowym.

Podloze polistyrenowe przygotowatam wedlug procedury:
Sporzadzitam zawiesing 1g podioza polistyrenowego w mieszaninie chlorku metylenu z
kwasem trifluorooctowym (1:1, 10mL) i dodatam kwasu metanosulfonowego (SmL) oraz N-
metylochloroftalimidu (895mg). Calo$¢ wytrzasalam przez 4h. Nastgpnie podioze
odsaczytam, przemytam chlorkiem metylenu, metanolem i ponownie chlorkiem metylenu,
wysuszytam 1 poddalam hydrazynolizie. W tym celu roztwér wodzianu hydrazyny w
n-butanolu (1:9, 10mL) dodatam do podloza, kolbkg szczelnie zamknglam i umiescitam na 2h
w suszarce, w temperaturze 80°C. Po tym czasie podloze odsaczytam, przemytam jak wyzej i
wysuszytam.

Obecnos$¢ wolnych grup aminowych kontrolowalam przy uzyciu ninhydryny, ktérej
roztwor przygotowatam jak nastgpuje: kilka krysztatkbw ninhydryny rozpuscitam w

mieszaninie EtOH:H,O (1:1, 1mL). Okoto 100uL roztworu dodawalam do 1mg podioza i
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podgrzewatam. O obecnosci grup aminowych $wiadczylo ciemnofioletowe zabarwienie

podloza, wywotane tworzeniem zasady Schiffa.

4.2. Synteza 3-amidofosforynu 1-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-1,3-
propanodiolu (5)

4.2.1. 1-(o-Nitrofenylo)but-3-en-1-ol (2)

o-Nitrobenzaldehyd (2g, 13mmol, lekw.) rozpuscitam w suchym nitrometanie (50mL).
Mieszaning schlodzilam w tazni lodowej (mieszanina chlodzaca: H,O/KCl16d) do
temperatury okoto -20°C. Dodatam alilotrimetylosilanu (2,3mL, 20mmol, 1,5ekw.) oraz
porcjami, czterochlorek tytanu (ImL, 13mmol, lekw.). Mieszanie kontynuowatam przez
kolejne 5 minut. Po uplywie tego czasu reakcje zatrzymatam poprzez dodanie nasyconego
roztworu NaHCO3 (30mL). Warstwe¢ wodna ekstrahowatam tréjkrotnie chlorkiem metylenu
(3 x 30mL). Warstwy organiczne polaczytam ze soba I suszylam nad bezwodnym Na,SOy, a
nastgpnie odparowatam pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszczatam
chromatograficznie (CH,Cly:heksan, 4:1). Czysty produkt w postaci piany otrzymatam z
wydajnoscia 95% (2,5g).
'"H NMR (DMSO): & (ppm) 7,88 (d, J = 8,06Hz, 1H, H-Ar); 7,80 (d, J = 8,06Hz, 1H, H-Ar);
7,72 (t, J = 8,06Hz, 1H, H-Ar); 7,48 (t, J = 7,68Hz, 1H, H-Ar); 5,92-5,79 (m, 1H, -CH=); 5,63
(d, J = 4,64Hz, 1H, -OH); 5,1-5,02 (m, 2H, -CH»-); 4,98 (t, J = 1,22Hz, 1H, H-C-Ph); 2,51-
2,30 (m, 2H, =CH»).
3C NMR (DMSO): & (ppm) 147,78 (C-NO,, Ar); 139,20 (=CH-); 133,41, 133,96 (Ar);
128,09,128,11 (Ar); 124,38 (Ar); 119,06 (=CH,); 68,36 (benzylowy); 42,84 (-CHay-).

4.2.2. 1-0O-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-but-3-en-1-ol (3)

1-(o-Nitrofenylo)but-3-en-1-ol (2) (1g, 5,2mmol, lekw.) odparowalam tréjkrotnie z
pirydyna (3 x 10mL). Nastgpnie ponownie rozpuscitam w pirydynie (35mL) i dodalam
chlorku 4,4’-dimetoksytrytylu (5,3g, 15,6mmol, 3ekw.), a nastgpnie tréjetyloaming (738uL,
535mg, 5,2mmol, lekw.) i DMAP (20mg). Mieszaning reakcyjna pozostawitam na mieszadle
magnetycznym na 4 godziny w temperaturze pokojowej. Po uplywie tego czasu, za pomoca
analizy TLC (CH,Cly:heksan, 7:3), stwierdzilam catkowite przereagowanie substratu do
dwoch  wyzej migrujacych produktow. W celu dezaktywacji nadmiaru chlorku
4,4’ -dimetoksytrytylu dodalam nasycony roztwér NaHCOs, ktéry ekstrahowalam tréjkrotnie
chlorkiem metylenu. Fazy organiczne pofaczylam 1 suszylam nad bezwodnym Na,SO..

Nastepnie rozpuszczalniki odparowatam, a surowy produkt oczyszczatam chromatograficznie
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w uktadzie CH,Cly:heksan (7:3). Czysty 1-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-but-3-
en-1-ol (3) otrzymatam w postaci bialej piany (1,5g, 58%).

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 7,68 (d, J = 4,4Hz, 1H, H-Ar); 7,54 (t, J = 7,2Hz, 1H, H-Ar);
7,42 (d, J =7,2Hz, 2H, H-Ar); 7,29-7,20 (m, 4H, H-Ar); 7,13-7,18 (m, 3H, H-Ar); 7,01 (d,J =
8,8Hz, 1H, H-Ar); 6,88 (d, J = 12Hz, 1H, H-Ar); 6,75 (d, J = 8,8Hz, 2H, H-Ar); 6,68 (d, J =
8,8Hz, 2H, H-Ar); 5,72-5,83 (m, 1H, =CH-); 5,26 (t, J = 4,4Hz, 1H, H-C-Ph); 5,00 (d, J =
12,4Hz, 1H, =CH,); 4,90 (d, J = 16,8Hz, 1H, =CH,); 3,74 (s, 6H, -OCH3); 2,52-2,40 (m, 1H,
-CH;-); 2,64-2,56 (m, 1H, -CH>-).

4.2.3. 1-0O-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-1,3-propanodiol (4)

1-O-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-but-3-en-1-ol (3) (1,5g, 3mmol, lekw.)
rozpuscitam w 20mL THF i dodatam 1,5mL $wiezo przygotowanego 1M wodnego roztworu
Os0Oy4 (0,15mmol). Nastgpnie dodatam roztwor buforu fosforanowego (pH 7) 1 2mL wodnego
roztworu NalO4 (1,3g, 6mmol, 2ekw.). Mieszaning reakcyjna pozostawilam na mieszadle
magnetycznym na godzing w temperaturze pokojowej. Po uplywie tego czasu na podstawie
analizy TLC (eluent AcOEt:heksan, 3:2) stwierdzilam catkowite przereagowanie substratu.
Produktu utlenienia nie izolowatam. Mieszaning rozcienczylam etanolem (SmL) i schlodzitam
w tazni lodowej do 0°C. Nastgpnie dodatam NaBH, (114mg, 3mmol, lekw.) i pozostawitam
na 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie analiza TLC (AcOEt:heksan, 3:2)
wskazywala calkowite przereagowanie substratu. Reakcj¢ zakonczylam dodajac 20mL
nasyconego roztworu NaHCOs, ktory ekstrahowatam tréjkrotnie CH,Cl,. Warstwy
organiczne potaczytam i suszylam nad bezwodnym Na,SOs. Nastgpnie rozpuszczalniki
odparowatam, a surowy produkt oczyszczatam chromatograficznie (AcOEt:heksan, 7:3).
Otrzymatam czysty produkt w postaci oleju, ktory liofilizowatam z benzenu otrzymujac biate
cialo state z 60% wydajnoscia (870mg).
"H NMR (DMSO): § (ppm) 7,63 (d, J = 8,1Hz, 1H, H-Ar); 7,50 (dd, J = 5,4Hz, 7,2Hz, 1H, H-
Ar); 7,05-7,42 (m, 11H, H-Ar); 6,76 (d, J = 5,4Hz, 2H); 6,71 (m, 2H, H-Ar); 6,16 (s, 1H,
-OH); 4,38 (t, J = 5,2Hz, 1H, H-C-Ph), 3,67 (s, 6H, -OCHj3); 3,41-3,51 (m, 2H, -CH;-); 2,04-
2,16 (m, 2H, -CH,-).
3C NMR (DMSO):  (ppm) 158,1 (C-OCHs); 148,36 (C-NO,, Ar); 145,41 (Ar); 135,26 (Ar);
129,83 (Ar); 128,92 (Ar); 127,65 (Ar); 126,45 (Ar); 123,64 (Ar); 113,06 (Ar); 86,80 (4°C-Tr);
79,91 (C-Ph); 56,85 (CH>); 54,99 (-OCH3); 40,54 (CHy).
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4.2.4. 3-Amidofosforyn 1-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-1,3-
propanodiolu (5)

1-O-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-1,3-propanodiol (4) (870mg, 1,74mmol,
lekw.) 1 tioetylotetrazol (204mg, 1,56mmol, 0,9ekw.) suszytam w eksykatorze pr6zniowym
nad P>Os przez noc. Nastgpnie rozpuscitam substrat 4 w bezwodnym chlorku metylenu
(15mL) i dodatam bis(N,N’-diizopropyloamino)(2-cyjanoetoksy)fosfing (580uL, 1,91mmol,
I,1ekw.). Po catkowitym rozpuszczeniu reagentéw dodatam tioetylotetrazol. Po uptywie
godziny reakcja zaszta ilosciowo. Do mieszaniny reakcyjnej dodalam nasycony roztwor
NaHCOs; 1 wytrzasalam w celu pozbycia si¢ aktywatora. Warstwe organiczna suszylam nad
bezwodnym Na,SO4, a nastgpnie odparowalam. Surowy produkt oczyszczalam
chromatograficznie (AcOEt:heksan:Et;N, 5:4:1). Otrzymatam 1,1g czystego produktu w
postaci piany (90%).
3P NMR (CH,CL): & (ppm) 147,12; 147,04.
"H NMR (DMSO): & (ppm) 7,76 (d, J = 8,1Hz, 1H, H-Ar); 7,07-7,50 (m, 13H, H-Ar); 6,65-
6,78 (m, 4H, H-Ar); 4,41 (t, J = 5,2Hz, 1H, H-C-Ph), 3,68 (s, 6H, OCH3); 3,89-3,96 (m, 2H,
CH,; cyjanoetylu); 3,46-3,54 (m, 2H, CH»); 2,87-3,01 (m, 2H, CH grup iPr); 2,57-267 (m, 2H,
-CH;- cyjanoetylu); 2,10-2,18 (m, 2H, CH,); 1,12-1,34 (m, 12H, CHj3 grup iPr).

4.3. Synteza kwasu 3-benzoiloksy-3-(o-nitrofenylo)propanowego (8)
3.3.1. 1-O-Benzoilo-1-(o-nitrofenylo)but-3-en-1-ol (7)

1-(o-Nitrofenylo)but-3-en-1-o0l (2) (1g, 5,2mmol) odparowatam tréjkrotnie z pirydyna (3
x 10mL). Nastgpnie rozpuscitam w pirydynie (35mL) i dodalam chlorku benzoilu (660uL,
0,8g, 5,7mmol, 1,1ekw.). Otrzymana mieszaning¢ umiescitam na mieszadle magnetycznym na
lh w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji dodalam nasyconego roztworu
NaHCOs3 (20mL) w celu roztozenia nadmiaru chlorku benzoilu. Otrzymany wodny roztwor
ekstrahowatam chlorkiem metylenu (3 x 30mL). Warstwy organiczne potaczytam ze sobg 1
suszytam nad bezwodnym Na,SO,, nastgpnie rozpuszczalniki odparowatam. Otrzymany w
ten sposob olej oczyszczatam chromatograficznie (CH,Cl:heksan, 7:3). Czysty produkt w
postaci z6ttego oleju otrzymatam z 88% wydajnoscia (1,45 g).
"H NMR (DMSO): & (ppm) 8,04-7,99 (m, 3H, H-Ar); 7,84-7,74 (m, 2H, H-Ar); 7,72-7,66 (m,
1H, H-Ar); 7,61 (d, J = 1,95Hz, 1H, H-Ar); 7,59-7,52 (m, 2H, H-Ar); 6,35 (dd, J = 7,08Hz,
1H, H-C-Ph); 5,97-5,84 (m, 1H, =CH-); 5,21-5,09 (m, 2H, CH>»); 2,86-2,80 (m, 2H, =CH,).
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3C NMR (DMSO): & (ppm) 39,41 (=CH-); 70,66 (C-Ph); 118,56 (CH,); 124,32; 127,84;
128,50; 128,83; 129,06; 129,24; 130,74; 132,78; 133,13; 133,72 (Ar); 134,01 (=CH,); 135,01
(Ar); 147,67 (C-NO; Ar); 164,93 (COOPh).

4.3.2. Kwas 3-benzoiloksy-3-(o-nitrofenylo)propanowy (8)

a) 1-O-Benzoilo-1-(o-nitrofenylo)but-3-en-1-ol (7) (200mg, 0,67mmol, 1lekw.)
rozpuscitam w SmL chlorku metylenu. Mieszaning reakcyjng schiodzitam w lodzie. Dodatam
nastgpnie SmL. 2M wodnego roztworu KMnO4 (10mmol, 15ekw.) i wrzucitam kilka
krysztatkéw eteru koronowego 18-korona-6. Reakcja byta silnie egzotermiczna. Proces
dobiegt konca po okolo 30 minutach. Mieszaning rozcienczytam woda i ekstrahowatam
chlorkiem metylenu. Polaczone warstwy organiczne suszylam nad bezwodnym Na,SOs i
odparowatlam pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczalam chromatograficznie
(CH2Cl:MeOH, 3%). Czysty produkt w postaci biatlego ciata stalego otrzymalam po
liofilizacji z dioksanu (100mg, 43%).

b) 1-O-Benzoilo-1-(o-nitrofenylo)but-3-en-1-ol (7) (1g, 3,35mmol, lekw.) rozpuscitam
w 10mL tert-butanolu. Nastgpnie sporzadzilam roztwor: NalO4 (4,3g, 20mmol, 6ekw.) i
KMnOy4 (97mg, 0,6 1mmol, 0,18ekw.) rozpuscitam w 40mL mieszaniny H,O:tert-BuOH (2:1).
Roztwory zmieszalam ze soba i1 pozostawilam na mieszadle magnetycznym na Sh w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie analiza TLC (CH,Cl,:MeOH, 9:1) wskazywata na
calkowite przereagowanie substratu. Mieszaning reakcyjna rozcienczytam woda. Warstwe
wodna ekstrahowatam trzema porcjami CH,Cl,. Polaczone warstwy organiczne suszytam nad
bezwodnym Na,SO4. Po odparowaniu rozpuszczalnikOw surowy produkt oczyszczalam
chromatograficznie (CH,CLL:MeOH, 3%). Czysty kwas 8 liofilizowalam z dioksanu,
otrzymujac biale cialo state (916mg, 86%).

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 12,71 (s, 1H, COOH); 7,97-8,06 (m, 3H, H-Ar); 7,52-7,87 (m,
6H, H-Ar); 6,64 (dd, J = 3,6Hz, 6Hz, 1H, H-C-Ar); 3,00-3,18 (m, 1H, CHy).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 170,36 (COOPh); 164,82 (COOH); 147,52 (C-NO, Ar); 134,57;
134,25; 133,82; 129,51; 129,28; 128,87; 127,95; 124,40 (Ar); 68,51 (C-Ph); 39,90 (CHo).

4.4. Synteza kwasu 4-benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)butanowego (16)
4.4.1. 1-(o-Nitrofenylo)pent-4-en-1-ol

O-Nitrobenzaldehyd (2g, 13mmol, lekw.) rozpuscitam w 50mL bezwodnego
nitrometanu. Mieszaning schlodzitam w tazni lodowej (H,O/KCl/16d) do okoto -20°C i

dodalam 3-butenylotrimetylosilanu (2,5mL, 19mmol, 1,5ekw.) oraz TiCly (1,5mL, 13mmol,
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lekw.). Mieszaning reakcyjna pozostawilam na 15 minut na mieszadle magnetycznym w
temperaturze -20°C. Po uplywie tego czasu analiza TLC (CH,Cly:heksan, 7:3) wskazywata
ilosciowe przereagowanie substratu. Reakcje zakonczylam dodajac nasycony roztwor
NaHCOs. Wodna warstwe ekstrahowalam trzema porcjami chlorku metylenu. Potfaczone
warstwy organiczne suszylam nad bezwodnym Na,SO4. Nastgpnie rozpuszczalniki
odparowalam pod zmniejszonym ciSnieniem, a surowy produkt oczyszczatam
chromatograficznie (CH,Cly:heksan, 6:4). Otrzymatam 2,2g czystego 1-(o-nitrofenylo)pent-4-
en-1-olu (15) w postaci biatej piany (80%).

Analiza widm NMR wskazywalta na powstajaca mieszaning zwiazkow. Zwiazki byty
nierozr6znialne chromatograficznie. Mimo to przeprowadzitam dalsze etapy szlaku

syntetycznego:
4.4.2. 1-O-Benzoilo-1-(o-nitrofenylo)pent-4-en-1-ol (15)

1-(o-Nitrofenylo)pent-4-en-1-ol (15) (2,2g, 10,6mmol, lekw.) odparowalam tréjkrotnie z
pirydyna. Rozpuscitam nastgpnie w 40mL bezwodnej pirydyny i dodatam chlorku benzoilu
(1,34mL, 11,66mmol, 1,1ekw.). Po godzinie na podstawie analizy TLC (CH,Cl,:heksan, 7:3)
stwierdzilam calkowite przereagowanie substratu. Dodatam nasycony roztwér NaHCOs.
warstwg¢ wodna ekstrahowatam trzema porcjami chlorku metylenu. Warstwy organiczne
potaczylam 1 suszylam nad bezwodnym Na,SO,. Rozpuszczalniki odparowatam pod
zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczalam chromatograficznie (CH>Cly:heksan, 7:3).

Otrzymatam 3,2g czystego produktu w postaci piany (91%).
4.4.3. Kwas 4-benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)butanowy (16)

a) Kwas 4-benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)butanowy (16) otrzymatam 2z 1-(o-
nitrofenylo)pent-4-en-1-olu (15) wedlug procedury opisanej w punkcie [3.2. b)]. Analiza TLC
wskazywala polowiczne przereagowanie substratu. Produkty 16 i 19 rozdzielitam na

kolumnie chromatograficznej (CH,Cl,:MeOH; 19 — 100% CH,ClL; 16 — 3% MeOH).

2-Cyklopropylo-1-(o-nitrofenyl)etanol (19):
'"H NMR (DMSO): & (ppm) 7,99-8,06 (m, 3H, H-Ar); 7,65-7,82 (m, 3H, H-Ar); 7,52-7,59 (m,
3H, H-Ar); 6,37 (dd, J = 3,9Hz, 5,1Hz, 1H, H-C-Ph); 2,09-2,19 (m, 1H, CH»); 1,69-1,78 (m,
1H, CH»); 0,81-,94 (m, 1H, >CH-, z pierscienia cyklopropanowego); 0,37-0,49 (m, 2H, >CH,
z pierscienia), 0,07-0,21 (m, 2H, >CH; z pierscienia).
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3C NMR (DMSO): § (ppm) 165,10 (COOPh); 147,65 (NO,-C Ar); 133,95; 133,67; 129,26
129,19; 129,07; 128,83; 128,31; 128,00; 127,68; 124,21 (Ar); 71,96 (C-Ph); 40,14 (CH,);
7,63 (>CH-); 4,70 (>CH>), 3,63 (>CH,).

b) 1-O-Benzoilo-1-(o-nitrofenylo)but-3-en-1-ol (7) (1g, 3,35mmol, lekw.) rozpuscitam
w  25ml.  suchego chlorku metylenu. Nastgpnie dodalam kompleks boranu z
dimetylosiarczkiem (3,19mL, 5,02mmol, 1,5ekw.). Mieszaning reakcyjna pozostawilam na
mieszadle magnetycznym na 2h w temperaturze pokojowej. Po uplywie tego czasu na
podstawie analizy TLC (CH,Cl,:MeOH, 9:1) stwierdzitam, Ze reakcja dobiegta konca,
mieszaning schtodzitam w lodzie i1 dodatam K,Cr,O; (1g, 294mmol, 88ekw.) w roztworze
H,O/stez. H>SO4 (1:2). Mieszaning zostawilam na noc na mieszadle. Nastgpnego dnia
rozcienczylam ja woda i ekstrahowatam chlorkiem metylenu. Potaczone ekstrakty suszylam
nad NaSO; a nastgpnie odparowatam. Produkt oczyscitam chromatograficznie
(CH,CL:MeOH, 3%), a nastgpnie krystalizowalam z metanolu, otrzymujac 830mg (75%)
kwasu 4-benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)butanowego (16). Temperatura topnienia 185-187°C.
"H NMR (DMSO): & (ppm) 12,25 (s, 1H, COOH); 8,00 (d, J = 8,3Hz, 3H, H-Ar); 7,81-7,75
(m, 2H, H-Ar); 7,73-7,66 (m, 1H, H-Ar); 7,61-7,52 (m, 3H, H-Ar); 6,24 (dd, J = 8,3Hz, J
4,8Hz, 1H, H-C-Ph) 2,45 (dd, J = 6,4Hz; 15,5Hz, 2H, CH; a); 2,36-2,25 (m, 2H, CH; P).
3C NMR (DMSO): & (ppm) 173,51 (COOH); 165,01 (COOPh); 147,88 (C-NO, Ar); 135,24;
134,06; 133,71; 129,32; 129,29; 129,03; 128,82; 127,66; 124,25 (Ar);. 70,84 (C-Ph); 30,59
(-CHz-); 30,15 (-CHz-).

4.5. Synteza “podtéz fotolabilnych”: 9, 10, 14, 17 i 18
4.5.1. ,,Podloza fotolabilne” 9, 10 i 18

Podloze typu CPG sfunkcjonalizowane grupami propyloaminowymi (200mg), lub
podioze typu PS sfunkcjonalizowane grupami metyloaminowymi (100mg) zawiesitam w 2mL
bezwodnego CH,Cl,. Nastgpnie dodatam kwas 3-benzoiloksy-3-(o-nitrofenylo)-propanowy
(8) (100mg, 0,33mmol, lekw.), DCC (70mg, 0,33mmol, lekw.), EtzN (45uL, 0,33mmol,
lekw.) oraz DMAP (20mg). Calo$¢ wytrzasalam przez noc w temperaturze pokojowe;j.
Podloze odsaczylam i1 przemylam metanolem (50mL) i1 chlorkiem metylenu (50mL).
Nastepnie zawiesitam ziarna podtoza w MeCN (2mL) 1 dodalam bezwodnik kwasu octowego
(50pL), N-metyloimidazol (134uL) i 2,6-lutydyng (5S0uL). Mieszaning wytrzasalam przez 2
godziny, po czym podioze odsaczytam, przemytam MeOH i1 CH,Cl,. W celu usunigcia grupy
benzoilowej dodatam 1mL NH3 aq. (32%). Reakcje prowadzitam w temperaturze 60°C przez

4 godziny. Podtoze 9/10 po odsaczeniu i przemyciu suszytam na powietrzu.
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,Podloze fotolabilne” 18 otrzymalam wedtug tej samej procedury, z ta r6znica, ze uzytam
kwasu 4-benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)butanowego (16), a do odblokowania grupy
hydroksylowej uzylam roztworu metyloaminy w bezwodnym etanolu (30%, 3mL/100mg

podioza). Reakcje prowadzitam w suszarce (60°C) przez 2h.
4.5.2. ,,Podloze fotolabilne” 14 i 17

Podloze polistyrenowe sfunkcjonalizowane grupami metyloaminowymi 11 (50mg)
zawiesitam w 1mL bezwodnego CH,Cl, i dodalam bezwodnika kwasu bursztynowego
(50mg), Et;N (50uL) oraz DMAP (20mg). Zamkngtam szczelnie i wytrzasatam przez noc w
temperaturze pokojowej. Rano podtoze odsaczytam i przemylam MeOH (50mL) i CH,Cl,
(50mL). Suszylam na powietrzu. Podloze 12 ponownie zwiesitam w 1ml CH,Cl, i dodatam
2,2’-(etylenodioksy)-bis(etyloaminy) (100pL, 0,68mmol, lekw.), DCC (140mg, 0,68mmol,
lekw.), Et;N (95uL, 0,68mmol, 1ekw.) oraz DMAP (20mg). Mieszaning reakcyjna ponownie
wytrzasalam przez noc, nastgpnie podioze 13 odsaczylam, przemylam MeOH i1 CH,Cl; i
ponownie zawiesitam w CH,Cl, (1mL). Dodalam kwas 3-benzoiloksy-3-(o-nitrofenylo)-
propanowy (8) (50mg, 0,165mmol, lekw.), DCC (35mg, 0,165mmol, lekw.), EtzN (25uL,
0,165mmol, lekw.) oraz DMAP (20mg) i wytrzasalam przez noc w temperaturze pokojowe;j.
Rano podloze odsaczytam i przemylam. Ziarna podloza zawiesitam w MeCN (ImL) i
dodatam bezwodnik kwasu octowego (25puL), N-metyloimidazol (75uL) oraz 2,6-lutydyneg
(25pL). Mieszaning wytrzasalam przez 2 godziny, po czym podloze odsaczylam i1 przemytam.
Grupg hydroksylowa odblokowatam za pomoca roztworu amoniaku (32%, 1mL), zawiesing
umiescitam na 4h w suszarce (60°C). Podloze nastgpnie odsaczylam przemylam MeOH 1

CH,Cl, 1 suszylam na powietrzu.

Do syntezy ,podloza fotolabilnego” 17 uzylam kwasu 4-benzoiloksy-4-(o-
nitrofenylo)butanowego (16), a do odblokowania grupy hydroksylowej uzylam roztworu
metyloaminy w bezwodnym etanolu (30%, 3mL/100mg podioza). Reakcje prowadzitam w
suszarce (60°C) przez 2h.

Po kazdym etapie syntezy prowadzitam kontrolg obecnosci grup aminowych na podiozu

za pomocg roztworu ninhydryny.
4.6. Synteza 3’-amidofosforynu 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyurydyny (23)
4.6.1. 2’-Deoksyurydyna (21)

Deoksycytydyne (2g, 8,8mmol, lekw.) rozpuscitam w 50mL H,O. Nastgpnie dodatam
NaNO; (20,5g, 228mmol, 26ekw.), KH,PO4 (1,56g, 11,44mmol, 1,3ekw.) oraz 90% roztwor
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wodny H3;PO4 (77uL, 1,32mmol, 0,15ekw.). Mieszaning reakcyjna pozostawitam na 3 doby
na mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowej. Wydzielaly si¢ tlenki azotu. Po
stwierdzeniu catkowitego przereagowania substratu za pomocg analizy TLC (CH,Cl,:MeOH,
6:4), wode odparowatam do sucha. Powstata zbrylona masa utworzona przez sole, z ktore;j
czysta deoksyurydyn¢ (21) wymywalam na goraco pirydyna. Po odparowaniu
rozpuszczalnika otrzymatam 1,8g deoksyurydyny (90%).

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,32 (s, 1H, H-N3); 7,58 (d, J = 8Hz, 1H, H6); 6,21 (t, J =
6,4Hz, 1H, H1’); 5,39 (d, J = 8Hz, 1H, H6); 5,34 (d, J = 4,4Hz, 1H, 3’OH); 5,21 (t, J = 2,3Hz,
1H, 5’OH); 4,29 (m, 1H, H4’); 3,88 (m, 1H, H3’); 3,18-3,26 (m, 2H, H5’, H5”); 2,16-2,19
(m, 2H, H2’, H2”).

BC NMR (DMSO): & (ppm) 162,99 (C4); 150,55 (C2); 140,52 (C6); 101,64 (C5); 85,53
(C4); 84,23 (C17); 70,01 (C3’); 63,50 (C5’); 38,78 (C2’).

4.6.2. 5°-0-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-2’-deoksyurydyna (22)

Deoksyurydyng (21) (lg, 4,4mmol, lekw.) odparowatam trdjkrotnie z pirydyna.
Nastegpnie rozpuscitam substrat w 15mL pirydyny i1 dodatam chlorek 4,4’-dimetoksytrytylu
(1,64g, 4,84mmol, 1,lekw.). Po uptywie 1 godziny analiza TLC (CH,Cl,:MeOH, 9:1)
wskazata na calkowite przereagowanie substratu. Do mieszaniny reakcyjnej dodalam
nasycony wodny roztwér NaHCOs3, ktéry nastgpnie ekstrahowalam trzema porcjami CH,Cl,.
Potaczone ekstrakty suszylam nad bezwodnym Na,SO,4. Po odparowaniu pod zmniejszonym
ciSnieniem  rozpuszczalnikOw  oczyszczatam  surowy produkt chromatograficznie
(CHCl:MeOH, 3%). Otrzymatam 2,16g czyste] 5-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-
deoksyurydyny (22) w postaci piany (93%).

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,33 (s, 1H, H-N3); 7,65 (d, J = 8Hz, 1H, H6); 7,24-7,41 (m,
9H, H-Ar); 6,91 (m, 4H, H-Ar); 6,16 (t, ] = 6,4Hz, 1H, H1’); 5,39 (d, J = 8Hz, 1H, H6); 5,34
(d, J =4,4Hz, 1H, 3°’OH); 4,30 (m, 1H, H4’); 3,88 (m, 1H, H3"); 3,74 (s, 6H, OCHs); 3,18-
3,26 (m, 2H, HS5’, H5”); 2,17-2,20 (m, 2H, H2’, H2”).

BC NMR (DMSO): & (ppm) 162,99 (C4); 158,08 (C-OCH5, DMT); 150,29 (C2); 144,68
(Ar); 140,42 (C6); 135,42; 135,21; 129,73; 127,86, 127,67; 126,73; 123,88; 113,21 (Ar);
101,53 (C5); 85,75 (4°C, DMT); 85,34 (C4’); 84,12 (C1’); 69,94 (C3’); 63,43 (C5’); 55,03;
55,00 (OCHj3); 38,83 (C2).

4.6.3. 3’°-Amidofosforyn 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyurydyny (23)

5’-0-(4,4’-Dimetoksytrytylo)-2’-deoksyurydyne (22) (2,16g, 4,07mmol, lekw.) 1

tioetylotetrazol (480mg, 3,66mmol, 0,9ekw.) suszytam w eksykatorze pr6zniowym nad P,Os
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przez noc. Blokowana deoksyurydyng rozpuscitam nastgpnie w chlorku metylenu (20mL),
dodatam bis(N,N’-diizopropyloamino)(2-cyjanoetoksy)fosfing (1,35mL, 4,48mmol, 1,lekw.)
i porcjami tioetylotetrazol. Po uptywie 1 godziny analiza *'P NMR wskazata na catkowity
zanik fosfiny. Do mieszaniny reakcyjnej dodatam nasycony roztwér NaHCOs, ktory
ekstrahowatam trzema porcjami CH,Cl,. Warstwy organiczne potaczytam, suszylam nad
bezwodnym Na,SO; 1 odparowalam rozpuszczalniki pod zmniejszonym cisnieniem.
Nastegpnie 3’-amidofosforyn 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksyurydyny (23)
rozpuscitam w 3mL chlorku metylenu i przeprowadzitam precypitacj¢ z n-heksanu (800mL).
Otrzymatam 2,64¢g czystego produktu w postaci bialego ciata stalego (89%).

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,30 (s, 1H, H-N3); 7,68 (d, J = 8Hz, 1H, H6); 7,22-7,39 (m,
9H, H-Ar); 6,90 (m, 4H, H-Ar); 6,16 (dd, J = 6,4Hz, 8Hz, 1H, H1’); 5,43 (m, 1H, H6); 4,53
(m, 1H, H4’); 4,03 (m, 2H, HS5’, H5”); 3,74 (s, 6H, OCHj3); 3,43-3,64 (m, 3H, H3’,
cyjanoetylu); 3,24-3,33 (m, 2H, cyjanoetylu); 2,63-2,95 (m, 2H, i-Pr); 2,30-2,38 (m, 2H, H2’,
H2”); 1,21 (s, 12H, i-Pr).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 162,99 (C4); 158,12 (C-OCH3, DMT); 150,25 (C2); 144,59
(C6); 140,47 (Ar); 135,29; 135,21; 135,14; 135,10; 127,85; 127,67; 127,63; 126,76; 118,94
(Ar); 118,75 (CN); 101,63 (C5); 85,90 (4°C, DMT); 72,63 (C4’); 72,16 (C17); 62,99 (C3’);
62,82 (C5’); 58,43 (cyjanoetylu); 55,02 (OCHj3); 42,62, 42,50 (i-Pr); 38,37 (C2’); 24,28,
24,18 (i-Pr); 18,88 (C-CN).

4.7. Synteza 4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamid-4-ylo 5’-0-(4,4’-
dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforanu (34)

4.7.1. 4-Benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamid (27)

Kwas 4-benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)butanowy (16) (530mg, 1,6mmol, lekw.)
rozpuscitam w 10mL suchego CH,Cl,. Nastgpnie dodatam 1,1’-karbonylodimidazolu
(390mg, 2,4mmol, 1,5ekw.). Mieszaning reakcyjng zostawitam na mieszadle magnetycznym
na 1h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie analiza TLC (AcOEt:heksan:MeOH; 1:1:0,1)
wskazywala iloSciowe przereagowanie substratu. Wtedy dodatam benzyloaminy (350mL,
3,2mmol, 2ekw.). Mieszanie kontynuowatam przez kolejne 2h. Po tym czasie na podstawie
analizy TLC (CH,Cl:MeOH; 9:1) stwierdzitam calkowite przereagowanie substratu. W celu
zakonczenia reakcji, dodatam 10mL H,0O. Warstwe wodna ekstrahowatam tréjkrotnie CH,Cl,.
Warstwy organiczne pofaczytam i suszylam nad bezwodnym Na,SO4. Rozpuszczalniki

odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem do pomaranczowego oleju, ktéry oczyszczatam
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chromatograficznie (CH,ClL:MeOH, 3%). Otrzymalam zo6ity olej, ktéry liofilizowatam z
benzenu otrzymujac 630mg kremowego ciala statego (89%).

"H NMR (DMSO): & (ppm) 8,34 (t, J = 5,86Hz, 1H, NHCO); 8,04-8,00 (m, 3H, H-Ar); 7,75-
7,81 (m, 2H, H-Ar); 7,60-7,53 (m, 2H, H-Ar); 7,34-7,18 (m, 7H, H-Ar); 6,25 (dd, J = 4,39Hz,
9,28Hz, 1H, H-C-Ph); 4,24 (d, J = 5,86Hz, 2H, NH-CH,-Ph); 2,51-2,49 (m, 2H, CH; a); 2,45-
2,28 (m, 2H, CH; P).

3C NMR (DMSO): § (ppm) 170,93 (CONH); 165,04 (COOPh); 147,8 (C-NO, Ar); 139,34;
135,44; 134,06; 131,20; 133,71; 129,35; 129,23; 128,79; 128,20; 127,67; 127,22; 126,96;
124,26; 126,69 (Ar); 71,22 (CH-Ph); 42,08 (NH-CH,-Ph); 31,25 (CH»); 31,67 (CHy).

4.7.2. 4-Hydroksy-4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamid (28)

4-Benzoiloksy-4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobuanamid (27) (630mg, 1,5mmol, lekw.)
rozpuscitam w 2mL metanolu i dodatam 3mL roztworu metyloaminy (40% roztwér w
absolutnym etanolu). Mieszaning reakcyjna umiescitam w suszarce na 2h (60°C). Po tym
czasie za pomoca TLC (CH,Cl:MeOH, 9:1) stwierdzitam catkowite przereagowanie
substratu. Rozpuszczalniki odparowatam pod zmniejszonym cisnieniem, a surowy produkt
oczyszczalam chromatograficznie (CH,CL:MeOH, 5%), otrzymujac 4-hydroksy-4-(o-
nitrofenylo)-N-benzylobutanamid (28) jako z6tte cialo state z wydajnoscia 89% (421mg).
"H NMR (DMSO): & (ppm) 8,39 (t, ] = 5,89Hz, 1H, CONH); 7,88 (d, J = 7,94Hz, 1H, H-Ar);
7,81-7,69 (m, 2H, H-Ar); 7,53-7,42 (m, 3H, H-Ar); 7,33-7,22 (m, 3H, H-Ar); 5,66 (d, J =
4,54Hz, 1H, OH); 4,99 (m, 1H, CH-Ph); 4,24 (d, J = 5,89Hz, 2H, CH,-Ph); 2,41-2,20 (m, 2H,
CH; a); 2,01-1,78 (m, 2H, CH, B).
3C NMR (DMSO): & (ppm) 171,77 (CONH); 147,68 (CH-NO, Ar); 140,3; 139,62; 133,10;
131,18; 128,22; 128,17; 128,05; 127,42; 127,16; 126,97; 126,65; 123,65; (Ar); 67,17
(CH-Ph); 42,02 (NH-CH,-Ph); 34,36 (CH,); 32,04 (CH,).

4.7.3. 5°-0-(4,4’-Dimetoksytrytylo)tymidyna

Tymidyng (2g, 8,25mmol, lekw.) odparowalam tréjkrotnie z bezwodna pirydyna.
Nastepnie rozpuscitam ja w 20mL pirydyny i dodalam chlorku 4,4’-dimetoksytrytylu (3,1g,
9,1mmol, 1,lekw.). Mieszaning reakcyjna umiescitam na mieszadle magnetycznym na 1
godzing w temperaturze pokojowej. Po tym czasie analiza TLC (CH,Cl:MeOH, 9:1)
wskazywata catkowite przereagowanie substratu. Reakcj¢ zakonczytam dodajac nasycony
wodny roztwér NaHCOs, w celu zobojgtnienia pH oraz rozlozenia nadmiaru chlorku 4,4’-
dimetoksytrytylu. Mieszaning ekstrahowatam trzema porcjami chlorku metylenu. Potaczone

warstwy organiczne suszylam nad bezwodnym Na,SO, 1 odparowatam pod zmniejszonym
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ciSnieniem. Po dokladnym usunigciu $ladowych iloSci rozpuszczalnikéw organicznych
stosowanych w reakcji, surowy produkt krystalizowatam z acetonitrylu. Otrzymatam 4g
czystej 5°-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyny (90%).

"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,33 (s, 1H, H-N3); 7,51 (s, 1H, H6); 7,22-7,40 (m, 9H, H-Ar);
6,91 (m, 4H, H-Ar); 6,22 (t, J = 6,8Hz, 1H, H1"); 5,33 (d, J = 4,8Hz, 1H, 3’OH); 4,23-4,34
(m, 1H, H4’); 3,87-3,91 (m, 1H, H3"); 3,73 (s, 6H, OCHs); 3,16-3,24 (m, 2H, H5’, H5”); 2,22
(m, 1H, H2’); 2,12 (m, 1H, H2”); 1,45 (s, 3H, CH3).

4.7.4. Bis(2-cyjanoetylo) 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforan (31)

Seri¢  reakcji  prowadzacych  do otrzymania  bis(2-cyjanoetylo) 5’-0O-
(4,4’ -dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforanu (31) przeprowadzitam zgodnie z procedura
opracowana przez A. Kraszewskiego 1 J. Stawinskiego [221] wprowadzajac niewielkie
modyfikacje:

POCI; (377uL; 4,13mmol; 1,5ekw.) i 1,2,4-triazol (854mg; 12,37mmol; 4,5ekw.) rozpuscitam
w 20mL bezwodnego acetonitrylu. Mieszaning reakcyjna schlodzitam w tazni lodowej do
temperatury okoto -5°C. Trietyloaming dodawalam porcjami (1,7mL, 12,37mmol, 4,5ekw.)
przez okolo 15 minut. Mieszanie kontynuowatam przez kolejne 20 minut w obnizonej
temperaturze, nastgpnie mieszaning reakcyjna ogrzalam do temperatury pokojowej i
pozostawilam na mieszadle magnetycznym na 30 minut. Po uptywie tego czasu dodatam 5’-
O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyng (1,5g, 2,75mmol, lekw.) i kontynuowalam mieszanie
przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodatam 3-hyroksypropionitryl (781uL,
11mmol, 4ekw.) 1 mieszaning reakcyjna pozostawilam na mieszadle magnetycznym na noc.
Rano na podstawie analizy °'P NMR stwierdzitam calkowite przereagowanie substratu.
Mieszaning reakcyjna rozciehczylam nasyconym roztworem NaHCO; (20mL) 1
ekstrahowatam trzema porcjami CH,Cl,. Warstwy organiczne potaczytam i suszylam nad
bezwodnym Na,SO4. Rozpuszczalniki odparowalam pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy
produkt oczyszczatam chromatograficznie (CH,Cl,:MeOH, 2%). Otrzymatam czysty produkt
(31) w postaci oleju, ktory liofilizowalam z benzenu otrzymujac 1,6g (80%) biatego ciata
stalego.

3P NMR a (CH,CL): & (ppm) 2,68.

3P NMR b (CH,CL): & (ppm) sekstet 322,36.

"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,39 (s, 1H, H-N3); 7,49 (s, 1H, H6); 7,36-7,39 (m, 4H, H-Ar);
7,22-7,27 (m, SH, H-Ar); 6,89 (d, J = 8,4Hz, 4H, H-Ar); 6,25 (t, J = 7,2Hz, 1H, H1"); 5,09 (m,
1H, H4’); 4,15-4,24 (m, 4H, CH, B gr. cyjanoetylowych); 3,74 (s, 6H, OCHj3); 3,6 (m, 1H,
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H3’); 3,30-3,34 (m, 1H, HY5’); 3,22-3,26 (m, 1H, H5”); 2,88-2,94 (m, 4H, CH, a gr.
cyjanoetylowych); 2,50-2,61 (m, 2H, H2’,H2”); 1,46 (s, 3H, CH3).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 163,58 (C4); 158,21 (C-OCH3); 150,31 (C2); 149,58; 136,12
(Ar); 135,58 (C6); 135,07; 129,72; 127,93; 127,67; 123,89 (Ar); 118,11, 118,06 (CN); 113,26
(Ar); 109,88 (C5); 86,14 (4°C-DMTr); 83,65 (C4’); 83,29 (C1°); 78,13 (C3’); 63,11 (C5’);
62,80; 62,66 (PO-CH,); 55,04 (OCH3); 37,33 (C2°); 19,05; 18,98 (CH,-CN); 11,65 (CH3).

4.7.5. 2-Cyjanoetylo 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforan (32)

Do fosfotriestru (31) (1,6g, 2,2mmol) dodatam 20mL roztworu trietyloaminy w pirydynie
(1:9). Mieszaning reakcyjna pozostawitam na mieszadle magnetycznym w temperaturze
pokojowej na noc. Rano na podstawie analizy °'P NMR stwierdzitam ilo$ciowe
przereagowanie substratu. Rozpuszczalniki odparowatam, a surowy produkt oczyszczatam
chromatograficznie (CH,Cl,:MeOH:Et3N, 8:2:0,1). Po liofilizacji z dioksanu otrzymatam 1,4g
(93%) 2-cyjanoetylo 5°-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforanu (32) w postaci
biatego ciata stalego.
3P NMR a (H,0): & (ppm) 3,27.
3P NMR b (H,0): & (ppm) kwartet 388,29.

"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,38 (s, 1H, NH3); 7,50 (s, 1H, H6); 7,36-7,40 (m, 4H, H-Ar);
7,23-7,31 (m, 5H, H-Ar); 6,91 (d, ] = 9Hz, 4H, H-Ar); 6,23 (t, J = 8,4Hz, 1H, H1’); 4,72 (m,
1H, H4’); 4,13-4,21 (m, 2H, CH, B gr. cyjanoetylowej); 3,73 (s, 6H, OCHs); 3,67 (m, 1H,
H3’%); 3,25-3,30 (m, 2H, H5’,H5”); 2,66-2,79 (m, 2H, CH, a gr. cyjanoetylowej); 2,30-2,37
(m, 2H, H2’,H2”); 1,35 (s, 3H, CH3).

BC NMR (DMSO): & (ppm) 163,62 (C4); 158,20, 158,17 (2 x C-OCH3); 150,39 (C2);
144,62; 135,49; 135,38 (Ar); 135,18 (C6); 129,74; 127,93; 127,71 (Ar); 119,29 (CN); 113,27
(Ar); 109,69 (CS5); 86,02 (4°C-DMTr); 83,62 (CIl’); 74,64 (C4’); 63,96 (C5’); 59,67
(CH»-PO); 59,36 (C3’); 55,05 (OCH3); 45,47 (C2’); 19,34 (CH,-CN);11,55 (-CH3).

4.7.6.  4-(o-Nitrofenylo)-N-benzylobutanamid-4-ylo  2-cyjanoetylo 5’-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforan (33)

2-Cyjanoetylo  5°-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo  fosforan (32) (1,4g,
2,06mmol, 1ekw.) i 4-hydroksy-4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamid (28) (1,3g, 4,12mmol,
2ekw.) suszytam przez noc w eksykatorze pr6zniowym nad P,Os. Nastgpnie oba substraty
zmieszatam ze soba, rozpuscitam w mieszaninie CH,Cl, z N-metyloimidazolem (9:1, 20mL) i

dodalam chlorku 2,4,6-triizopropylobenzenosulfonowego, TPSCI (3,1g, 10,3mmol, 5ekw.).

128



CZESC EKSPERYMETALNA

Kondensacje prowadzitam przez 4 godziny. Postep reakcji kontrolowatam za pomoca °'P
NMR. Po uptywie 4h stwierdzitam catkowite przereagowanie 2-cyjanoetylo 5°-O-
(4,4’ -dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforanu (32). Nadmiar TPSCl dezaktywowatam za
pomoca wodnego nasyconego roztworu NaHCO;. Wodny roztwor ekstrahowatam tréjkrotnie
CH,Cl,. Potaczone warstwy organiczne suszylam nad bezwodnym Na,SO,4. Po odparowaniu
rozpuszczalnikow  produkt oczyszczalam chromatograficznie (CH>Cl,:MeOH, 2%).
Otrzymatam 1,6g produktu (33) w postaci biatej piany (85%).

3P NMR a (CH,CL): & (ppm) 3,20; 3,26; 3,47; 35,12.

4.7.7. 4-(o-Nitrofenylo)-N-benzylobutanamid-4-ylo 5’-0-(4,4’-dimetoksy-
trytylo)tymidyn-3’-ylo fosforan (34)

4-(o-Nitrofenylo)-N-benzylobutanamid-4-ylo  5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-
ylo fosforan (34) otrzymatam z 4-(o-nitrofenylo)-N-benzylobutanamid-4-ylo 2-cyjanoetylo
5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforanu (33) (1,6g, 1,64mmol) w wniku
usunigcia grupy cyjanoetylowej z fosforanu jak w punkcie 8.4. Otrzymatam 1,45g (95%)
biatego ciata stalego.
3P NMR a (H,0): 8 (ppm) 1,02; 1,21.
3P NMR b (H,0): & (ppm) dwa tryplety 125,46; 150,19 (J = 8,24Hz).
'"H NMR (DMSO): & (ppm) 8,95; 9,02 (s, 1H, NHCO); 7,85; 7,95 (d, J = 8,1Hz, 1H, H6);
7,51-7,56; 7,59-7,67 (m, 1H, H-Ar); 7-15-7,32 (m, 18H, H-Ar); 6,89; 6,92 (m, 4H, H-Ar);
6,14; 6,08 (m, 1H, H1’); 5,49-5,59 (m, 1H, CH-Ph); 4,36; 4,48 (m, 1H, H4’); 4,16-4,25 (m,
2H, CONH-CH,-Ph); 3,74 (s, 6H, OCH3); 3,63 (m, 1H, H3’); 3,19-3,25 (m, 2H, H5",H5”);
2,24-2,43 (m, 2H, H2’,H2”); 1,90-2,00 (m, 2H, CH); 1,64-1,81 (m, 2H, CH»); 1,22; 1,18 (s,
3H, CHj3).
3C NMR (DMSO): & (ppm) 171,95 (CONH); 163,59 (C4); 158,24 (C-OCH3); 150,31 (C2);
147,11 (NO,-C); 144,54; 139,65 (Ar); 138,52 (C6); 134,95; 133,29; 129,74; 128,24; 128,14;
127,97; 127,68; 127,16; 126,54; 113,29 (Ar); 109,82 (C5); 86,12 (4°C-DMTr); 84,61 (C4’);
83,73 (C17); 75,49 (C2’); 64,06 (C5’); 5,09 (OCH3); 45,56 (NH-CH»-Ph); 37,84 (C2’); 34,47
(CH»); 31,78 (CH»); 11,37 (CH3).
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4.8. Synteza 4-N-(8-amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydynylo-N-
benzylosukcyndiamidu (42)

4.8.1. 4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyna (37)

Chlorowodorek cytydyny (2,5g, 8,96mmol, 1ekw.) odparowatam tréjkrotnie z pirydyna, a

nastgpnie rozpuscitam w 20mL pirydyny i dodatam chlorku trimetylosililowego (6,5mL,
44,8mmol, Sekw.). Po okolo godzinnym mieszaniu w temperaturze pokojowej nastapito
ilosciowe przereagowanie substratu, co wykazata analiza TLC (CH,Cl,:MeOH, 9:1). Produkt
sililowania bezposrednio poddalam kolejnej reakcji. Do mieszaniny reakcyjnej dodatam
chlorku p-toluenosulfonowego (4g, 17,9mmol, 2ekw.). Otrzymany roztwor ogrzewatam pod
chtodnica zwrotna do temperatury wrzenia pirydyny (96-100°C) przez 1,5-2 godzin. Po
uplywie tego czasu analiza TLC wskazywala calkowita konwersj¢ substratu. Nadmiar
chlorkéw sililu 1 tosylu rozlozytam dodajac nasycony roztwér NaHCOs;. Wodnag warstwe
ekstrahowatam trzema porcjami chlorku metylenu. Polaczone warstwy organiczne suszytam
nad bezwodnym Na,SOs4. Rozpuszczalniki odparowalam pod zmniejszonym ciSnieniem.
Nastepnie surowy produkt rozpuscitam w 10mL MeOH i dodatam 15mL wodnego roztworu
NH;. Mieszaning reakcyjna pozostawitam na 45 minut na mieszadle magnetycznym w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie na postawie analizy TLC stwierdzitam peine
odblokowanie grup hydroksylowych 4-N-(p-toluenosulfonylo)cytydyny. Rozpuszczalniki
odparowatam pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt suszylam poprzez tréjkrotne
odparowanie z pirydyna. Osuszona 4-N-(p-toluenosulfonylo)cytydyng ropuscitam w 20mL
pirydyny i dodatam chlorku 4,4’-dimetoksytrytylu (3,34g, 9,85mmol, 1,1ekw.). Mieszaning
reakcyjna pozostawitam na mieszadle magnetycznym na okoto 1h w temperaturze pokojowe;.
Analiza TLC wskazywata przereagowanie substratu, wigc zakonczytam reakcje dodajac
nasycony roztwor NaHCOs, ktory ekstrahowalam trzema porcjami CH,Cl,. Po potaczeniu
warstw organicznych, osuszeniu nad bezwodnym Na,SOy4 i odparowaniu pod zmniejszonym
ciSnieniem, surowy produkt oczyszczalam chromatograficznie (CH,Cl,:MeOH, 2%).
Otrzymalam czysta 4-N-p-toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-cytydyng (37) w
postaci piany. Po liofilizacji z benzenu otrzymatam biale cialo stale 5,44¢g (85%).
'"H NMR (DMSO): & (ppm) 12,17 (s, 1H, HN4); 7,63 (d, J = 8,4Hz, 1H, H6); 7,36-7,39 (m,
4H, H-Ar); 7,30-7,34 (m, SH, H-Ar); 7,24-7,28 (m, 4H, H-Ar); 6,89-6,92 (m, 4H, H-Ar); 6,23
(d, J = 8Hz, 1H, HS); 5,68 (d, J = 2,4Hz, 1H, OH); 5,59 (d, J = 4,8Hz, 1H, OH); 5,16 (d, J =
6,8Hz, 1H, HI’); 4,14-4,17 (m, 1H, H4’); 4,06-4,09 (m, 1H, H2’); 3,96-3,98 (m, 1H, H3’);
3,76 (s, 6H, OCH3); 3,23-3,32 (m, 2H, H5’, H5”); 2,37 (s, 3H, CH3).
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3C NMR (DMSO): & (ppm) 159,51 (C4); 158,16 (C-OCHs, DMTr); 149,51 (C2); 144,35
(Ar); 142,34 (C-CHs, Tos); 142,08 (C6); 139,69; 136,10; 135,45; 135,08; 129,74; 129,63,
129,35; 128,30; 127,92; 127,73; 126,85; 126,04; 123,88; 113,25 (Ar); 95,67 (C5); 89,83
(C17); 85,96 (4°C, DMTT); 82,06 (C4°); 73,08 (C2’); 68,78 (C3°); 62,04 (C5°); 55,01 (OCH3);
20,93 (CHs).

4.8.2. 4-N-p-Toluenosulfonylo-2’,3’-O-dibenzoilo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-
cytydyna (38)

4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-cytydyne (37) (lg, 1,43mmol,
lekw.) odparowalam trzykrotnie z pirydyna, a nastgpnie rozpuscitam w pirydynie (25mL),
dodajac chlokru benzoilu (0,36mL, 3,15mmol, 2,2ekw.). Mieszanie prowadzitam w
temperaturze pokojowej przez 1,5h. Po uplywie tego czasu nastapilo calkowite
przereagowanie substratu (na postawie analizy TLC — heksan:CH,Cl,:MeOH, 3:7:1).
Dodatam nasycony roztwér NaHCOs;, ktéry ekstrahowatam trzema poracjami CH,Cl,.
Warstwy oragniczne polaczylam i suszylam nad bezwodnym Na,SO;. Po doparowaniu
rozpuszczalnikow surowy produkt oczyszczatam chromatograficznie (CH,Cly:heksan, 8:2).
Otrzymatam 1,2g (94%) czystej 4-N-p-toluenosulfonylo-2’,3’-O-dibenzoilo-5’-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)cytydyny (38) w postaci piany.
"H NMR (DMSO): & (ppm) 12,28 (s, 1H, HN4); 8,02 (d, J = 8Hz, 1H, C6); 7,83-7,88 (m, 4H,
H-Ar); 7,62-7,72 (m, 3H, H-Ar); 7,35-7,50 (m, 9H, H-Ar); 7,21-7,32 (m, 7H, H-Ar); 6,81-
6,84 (m, 4H, H-Ar); 6,45 (d, J = 8Hz, 1H, H5); 6,11 (d, J = 3,2Hz, 1H, H1"); 5,92 (t, J = 6Hz,
1H, H2’); 5,87 (t, ] = 6Hz, 1H, H3’); 4,49-4,52 (m, 1H, H4’); 3,69 (s, 6H, OCHj3); 3,38-3,52
(m, 2H, HS’, H5’); 2,37 (s, 3H, CH3).
BC NMR (DMSO): & (ppm) 164,49; 164,40 (COOPh); 159,54 (C4); 158,12 (C-OCHs,
DMTr); 149,59 (C2); 144,31 (Ar); 143,26 (C6); 142,50 (C-CHs, Tos); 139,58; 136,10;
135,12; 135,03; 133,88; 133,82; 129,66; 129,45, 129,34; 129,23; 128,729; 128,48; 127,87,
127,64; 126,80; 126,09; 123,88; 113,20 (Ar); 96,28 (C5); 89,37 (C1’); 86,15 (4°C, DMTr);
80,29 (C4’); 73,79 (C2’); 70,17 (C3’); 62,20 (C5’); 54,97; 54,95 (OCH3); 20,94 (CH3).

4.8.3. 4-N-(8-Amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyna (39)

4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyne (37) (4,44g, 6,35mmol,
lekw.) odparowatam tréjkrotnie z bezwodna pirydyna w celu pozbycia si¢ sladowych ilosci
wody. Nastgpnie rozpuscilam substrat w pirydynie (20mL) i dodatam 2,2’-(etylenodioksy)-
bis(etyloaming) (5,5mL, 44,45mmol, 7ekw.). Kolb¢ zamkngtam szczelnie i umiescitam w

suszarce w temperaturze 80°C na noc. Rano wykonatam analiz¢ TLC (MeOH:H,O:CH;3;NHo,
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7:2:1) ktéra wskazata ilosciowe przereagowanie substratu. Mieszaning reakcyjna
rozcienczytam 30mL H,O. Warstwe¢ wodna ekstrahowatam trzema porcjami AcOEt (w razie
utworzenia emulsji roztwor wirowatam). Warstwy organiczne potaczytam i suszylam nad
bezwodnym Na,SO,. Po odparowaniu rozpuszczalnikow pod zmniejszonym ci$nieniem,
surowy produkt oczyszczatam chromatograficznie (CH,CLL:MeOH, 6:4). Otrzymalam 3,5g
(82%) czystej 4-N-(8-amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyny (39) w
postaci biatej piany.

"H NMR (DMSO): & (ppm) 7,86 (t, J = 5,6Hz, 1H, H-N4); 7,72 (d, ] = 7,6Hz, 1H, H5); 7,22-
7,39 (m, 9H, H-Ar); 6,91 (m, 4H, H-Ar); 5,78 (d, J = 2,8Hz, 1H, H1"); 5,60 (d, J = 7,6Hz, 1H,
H6); 4,08 (t, J = 6Hz, H4’); 3,93-3,95 (m, 2H, H2’, H3”); 3,75 (s, 6H, OCHj3); 3,50-3,55 (m,
8H, HS5’, H5”, CH, gr. hydroksydietoksyetylowej); 3,20-3,43 (m, 6H, CH, gr.
hydroksydietoksyetylowej); 2,66 (t, J = 5,6Hz, 2H, NH>).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 163,43 (C4); 158,12 (C-OCH3, DMTr); 155,06 (C2); 144,71
(C6); 139,81; 135,46; 135,29; 129,87; 127,72; 126,77; 113,23 (Ar); 94,44 (C5); 89,78 (CI’);
85,77 (4°C, DMTr); 81,65 (C4’); 74,08 (C2’); 71,77 (CH; gr. hydroksydietoksyetylowej);
69,58; 69,55 (CH, gr. hydroksydietoksyetylowej); 69,27 (C3’); 68,65 (CH, gr.
hydroksydietoksyetylowej); 62,73 (C5); 55,03 (OCHj); 40,77 (CH, gr.
hydroksydietoksyetylowej).

4.8.4. 4-N-(8-Amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydynylo-
sukcynamid (40)

4-N-(8-Amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyng (39) (915mg,
1,35mmol, lekw.) rozpuscitam w chlorku metylenu i1 dodalam bezwodnik kwasu
bursztynowego (140mg, 1,35mmol, lekw.), trietyloaming (190uL, 1,35mmol, lekw.) oraz
DMAP (20mg). Mieszaning reakcyjna umiescitam na mieszadle magnetycznym 1
pozostawilam na 2h w temperaturze pokojowej. Po uplywie tego czasu analiza TLC
(CH,Cl:MeOH, 6:4) wskazywala catkowite przereagowanie substratu. Rozpuszczalniki
odparowalam pod zmniejszonym ciSnieniem, a surowy produkt oczyszczatam
chromatograficznie (CH,Cl,:MeOH, 7:3). Otrzymatam 790mg (75%) czystego produktu w
postaci biatego osadu.
'"H NMR (DMSO): & (ppm) 8,05 (t, ] = 5,6Hz, 1H, H-N4); 8,01 (t, J = 5,2Hz, 1H, CONH);
7,71 (d, J = 7,6Hz, 1H, H6); 7,21-7,39 (m, 9H, H-Ar); 6,95 (m, 4H, H-Ar); 5,78 (d, J = 3,2Hz,
1H, HI"); 5,64 (d, J = 7,6Hz, 1H, HS); 4,07 (t, J = 6,4Hz, 1H, H4’); 3,93-3,95 (m, 2H, H2’,
H3%); 3,77 (s, 6H, OCH3); 3,15-3,56 (m, 14H, H5’, H5”, CH, gr. hydroksydietoksyetylowej);
2,23-2,33 (m, 4H, CH; kwasu bursztynowego).
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3C NMR (DMSO): & (ppm) 177,65 (COOH); 171,78 (CONH); 163,42 (C4); 158,09 (C-
OCH3;, DMTr); 155,05 (C2); 144,72 (C6); 139,81; 135,46; 135,29; 129,71; 127,87; 127,70;
126,75; 113,23 (Ar); 94,51 (C5); 89,81 (C1°); 85,73 (4°C, DMTr); 81,65 (C4’); 74,12 (C2’);
71,77 (CHy); 69,58; 69,54 (CH, gr. hydroksydietoksyetylowej); 69,30 (C3’); 68,65 (CH, gr.
hydroksydietoksyetylowej); 62,78 (C5); 55,04 (OCHa;); 38,51 (CH, gr.
hydroksydietoksyetylowej); 31,01; 30,72 (CH; kwasu bursztynowego).

4.8.5. Kwas 4-(benzyloamino)-4-oksobutanowy (41)

Benzyloaming (1mL, 9,3mmol, lekw.) rozpuscitam w chlorku metylenu i dodatam
bezwodnika kwasu bursztynowego (1,05g, 10,4mmol, 1,lekw.), trietyloaming¢ (1,3mL,
9,3mmol, lekw.) oraz DMAP (20mg). Mieszaning reakcyjna umies$citam na mieszadle
magnetycznym na 2h w temperaturze pokojowej. Analiza TLC (i-PrOH:H,0, 9:1) wykazata
calkowita konwersj¢ substratu. Do mieszaniny reakcyjnej dodaltam wody. Warstwg wodna
ekstrahowatam trzema porcjami CH,Cl,. W trakcie odparowywania warstwy wodnej czysty
kwas 4-(benzyloamino)-4-oksobutanowy (41) zaczal wypada¢ w postaci bialych platkow
(1,7g, 98%).

"H NMR (DMSO): & (ppm) 12,12 (s, 1H, COOH); 8,37 (t, J = 5,6Hz, 1H, CONH); 7,02-7,32
(m, 5H, H-Ar); 4,27 (d, J = 6Hz, 2H, CH,-Ph); 2,33-2,50 (m, 4H, CH,).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 173,90 (COOH); 171,00 (CONH); 139,59; 128,20; 127,12;
126,65 (Ar); 42,00 (CH»-Ph); 29,99; 29,16 (CH,).

4.8.6.  4-N-(8-Amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydynylo-N-
benzylosukcyndiamid (42)

4-N-(8-Amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyng (39) (300mg,
0,44mmol, lekw.) rozpuscitam w SmL chlorku metylenu. Do roztworu dodalam kwas 4-
(benzyloamino)-4-oksobutanowy (41) (230mg, 1,11mmol, 2,5ekw.), DCC (228mg,
I,11lmmol, 2,5ekw.), EtsN (155uL, 1,11lmmol, 2,5¢kw.) i DMAP (20mg). Reakcje
prowadzitam 12h w temperaturze pokojowej. Po uptywie tego czasu analiza TLC wykazata
calkowite przereagowanie 4-N-(8-amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-
cytydyny. Do mieszaniny reakcyjnej dodatam H,0O. Warstwe wodng ekstrahowalam
trzykrotnie chlorkiem metylenu. Warstwy organiczne potaczytam, suszylam na bezwodnym
Na,SO4 1 odparowatam pod zmniejszonym ciSnieniem. Surowy produkt oczyszczatam
chromatograficznie (CH,ClL,:MeOH, 5%). Otrzymatam 290mg (76%) czystego produktu (42)

w postaci biatego ciala stalego.
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'"H NMR (DMSO): § (ppm) 8,43 (t, 1H, CONH); 8,37 (t, J = 5,1Hz, 1H, CONH); 7,91 (t, 1H,
H-N4); 7,22-7,41 (m, 16, H-Ar, H6); 6,88-6,91 (m, 4H, H-Ar); 5,69 (d, 1H, H1’); 5,59 (t, 1H,
H3’); 5,45 (d, 1H, HS); 4,27 (d, 2H, CH,-Ph); 4,95 (m, 1H, H2’); 3,95 (t, 1H, H4’); 3,74 (s,
6H, OCH,); 3,16-3,52 (m, 14H, H5’, H5”, CH; gr. hydroksydietoksyetylowej); 2,36-2,51 (m,
4H, CH; kwasu bursztynowego).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 171,42 (CONH); 171,36 (CONH); 163,42 (C4); 158,12 (C-
OCHj3, DMTr); 156,62 (C2); 144,72 (C6); 139,80; 139,61; 139,43; 135,45; 135,29; 135,17;
129,72; 128,19; 127,15; 127,09; 126,63; 113,23 (Ar); 94,45 (C5); 89,82 (C1’°); 85,76 (4°C,
DMTr); 81,64 (C4°); 74,08 (C27); 74,08; 69,56; 69,52 (CH; gr. hydroksydietoksyetylowej);
69,24 (C3’); 69,12 (CH, gr. hydroksydietoksyetylowej); 62,71 (C5); 55,01 (OCHz3); 47,48
(CH»-Ph); 42,07; 38,51 (CH, gr. hydroksydietoksyetylowej); 33,32; 30,70 (CH, kwasu

bursztynowego).
4.9. ,,Podloze oksylabilne’ (45)

Podloze polistyrenowe sfunkcjonalizowane grupami metyloaminowymi 11 (1g)
zawiesitfam w 10mL bezwodnego CH,Cl, 1 dodalam bezwodnik kwasu bursztynowego
(500mg), EtzN (500uL) oraz DMAP (20mg). Zamkngtam szczelnie i wytrzasalam przez noc
w temperaturze pokojowej. Rano podloze odsaczytam i przemytam MeOH (100mL) i CH,Cl,
(100mL). Suszylam na powietrzu. Otrzymane w ten sposéb podloze niosace grupy
karboksylowe (12) zawiesitam w 10mL chlorku metylenu. Do zawiesiny dodatam 4-N-(8-
amino-3,6-dioksaoktylo)-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyne (39) (1g, 1,5mmol, lekw.),
DCC (700mg, 1,5mmol, lekw.), Et;N (450uL, 1,5mmol, lekw.) i DMAP (20mg). Calos¢
wytrzasalam przez noc w temperaturze pokojowej. Podloze odsaczytam i przemytam
metanolem (50mL) i chlorkiem metylenu (50mL). W celu rozlozenia produktéw ubocznych
dodatam 10mL NHj3 aq. (32%). Reakcje prowadzitam w temperaturze 60°C przez 4 godziny.
Nastgpnie zawiesitam ziarna podioza w MeCN (10mL) i dodatam bezwodnik kwasu
octowego (500pL), N-metyloimidazol (1,34mL) 1 2,6-lutydyng (500pL). Mieszaning
wytrzasalam przez 2 godziny, po czym podloze odsaczylam, przemytam MeOH, CH,Cl, i

suszylam na powietrzu.
4.10. Synteza tymidyn-3’-ylo cytydyn-5’-ylo fosforanu (47)
4.10.1. 4-N-Benzoilocytydyna

Chlorowodorek cytydyny (2g, 7,2mmol, lekw.) odparowatam tréjkrotnie z pirydyng 1
rozpuscitam w pirydynie (20mL). Dodalam nastgpnie chlorek trimetylosililu (4,5mL,
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36mmol, Sekw.). Mieszaning reakcyjng pozostawilam na mieszadle magnetycznym na 1,5h w
temperaturze pokojowej. Po stwierdzeniu calkowitego przereagowania substratu (TLC —
CH,CL:MeOH, 9:1) dodatam chlorku benzoilu (1,8mL, 14,4mmol, 2ekw.) i kontynuowatam
mieszanie przez 2h. Po uplywie tego czasu stwierdzitam zanik substratu. Mieszaning
reakcyjna schlodzitam w fazni lodowej i dodatam porcjami 25mL roztworu amoniaku. Po
uplywie 30 minut odparowatam rozpuszczalniki pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostalos¢
rozpuscitam w 35mL H,O i dodatam 25mL AcOEt. Cato$§¢ wytrzasnetam 1 wstawitam do
lodéwki. Po schlodzeniu mieszaniny z wodnej warstwy wypad}l bialy serowaty osad, ktory
odsaczytam, przemylam AcOEt i suszylam pod zmniejszonym ci$nieniem nad P,Os.
Otrzymatam 2,25g (91%) czystej 4-N-benzoilocytydyny.

"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,03 (s, 1H, HNCO); 7,72 (d, J = 7,2Hz, 1H, H6); 7,39-7,61 (m,
2H, H-Ar); 7,25-7,32 (m, 3H, H-Ar); 5,78 (d, J = 7,2Hz, 1H, HS5); 5,68 (d, J = 2,5Hz, 1H,
OH); 5,59 (d, J = 5,6Hz, 1H, OH); 5,16 (d, J = 6,8Hz, 1H, H1"); 4,14-4,17 (m, 1H, H4’); 4,06-
4,09 (m, 1H, H2’); 3,96-3,98 (m, 1H, H3’); 3,23-3,32 (m, 2H, H5’, H5”).

4.10.2. 4-N-2°,3’-O-Tribenzoilocytydyna

4-N-Benzoilocytydyne (2,25g, 6,48mmol, lekw.) rozpuscitam w 20mL pirydyny i

dodalam chlorku 4,4’-dimetoksytrytylu (2,4g, 7,13mmol, 1,lekw.). Mieszaning reakcyjna
umiescitam na mieszadle magnetycznym na lh. Dodatam nastgpnie chlorku benzoilu (2mL,
16,2mmol, 2,5ekw.) i kontunuowatam mieszanie przez 1,5h. Po stwierdzeniu catkowitego
zaniku substratu dodatam nasycony roztwor NaHCOs3, ktory ekstrahowatam trzema porcjami
chlorku metylenu. Pofaczone warstwy organiczne suszylam nad bezwodnym Na,SOs.
Nastegpnie rozpuszczalniki odparowalam pod zmniejszonym cisnieniem. Rozpuscitam go w
15mL chlorku metylenu i dodawatam porcjami kwas dichlorooctowy do momentu, w ktérym
nie obserwowatam zmiany odcienia czerwieni. Po okoto 30 minutach mieszaning reakcyjna
schtodzitam w tazni lodowej i dodawalam porcjami nasycony roztwér NaHCO3 az do zaniku
czerwonej barwy roztworu. Warstwg wodna ekstrahowatam trzema porcjami CH,Cl,, ktore
nastgpnie polaczytam 1 suszylam nad Na,SOs. Rozpuszczalnik odparowalam, a surowy
produkt oczyszczatam chromatograficznie (CH,Cl,:MeOH, 2%). Otrzymatam 2,45g (68%)
4-N-2°,3’-O-tribenzoilocytydyny w postaci biatej piany.
"H NMR (DMSO): § (ppm) 11,31 (s, 1H, H-NCO); 8,03 (d, J = 8Hz, 1H, C6); 7,83-7,88 (m,
3H, H-Ar); 7,62-7,72 (m, 3H, H-Ar); 7,35-7,50 (m, 9H, H-Ar); 6,45 (d, J = 8Hz, 1H, HS5);
6,11 (d, J =3,2Hz, 1H, H1"); 5,92 (t, J = 6Hz, 1H, H2’); 5,87 (t, J = 6Hz, 1H, H3"); 4,49-4,52
(m, 1H, H4’); 3,69 (s, 6H, OCHj3); 3,38-3,52 (m, 2H, HS’, HS’).
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4.10.3. 2-Cyjanoetylo 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo 4-N-2’3’-O-
tribenzoilocytydyn-5’-ylo fosforan (46)

2-Cyjanoetylo 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo fosforan (32) (1,3g, 1,8mmol,
lekw.), ktory otrzymatam zgodnie z procedurg opisana w punktach 8.3, 8.4 1 8.5 uzytam jako
substrat do syntezy 2-cyjanoetylo 5°-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo 4-N-2°3’-O-
tribenzoilo-cytydyn-5’-ylo fosforanu (46). Otrzymatam go za pomoca metody triestrowej,
opisanej w punkcie 8.6 (1,7g, 79%).
3P NMR a (CH,CL): & (ppm) 2,82; 2,94.
3P NMR b (CH:CL): & (ppm) 338,46; 352,85.

4.10.4. Tymidyn-3’-ylo cytydyn-5’-ylo fosforan (47)

Grupg cyjanoetylowa z  reszty  fosforanowej  2-cyjanoetylo  5°-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo 4-N-2°3’-O-tribenzoilocytydyn-5’-ylo fosforanu (46) ( 1,7g,
1,4mmol) usungtam jak w punkcie 8.7 otrzymujac 5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-
ylo 4-N-2’3’-O-tribenzoilo-cytydyn-5’-ylo fosforan, ktérego funkcje aminowa oraz 2°,3’
hydroksylowe odblokowaltam za pomoca roztworu amoniaku (noc 55°C), a
dimetoksytrytylowa CHCI,COOH. Otrzymatam tym samym tymidyn-3’-ylo cytydyn-5’-ylo
fosforan (47) (1,35g, 83%).
3P NMR a (H,0): § (ppm) 0,98.
3P NMR b (H,0): & (ppm) tryplet 120,88, J = 7,3Hz.

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,36 (s, 1H, H-N3, T); 7,71 (d, J = 7,2Hz, 1H, H6, C); 7,48 (s,
1H, H6, T); 6,22 (t, J = 8Hz, 1H, H1’, T); 5,78 (d, J = 2,8Hz, 1H, H1’, C); 5,69 (d J = 7,6Hz,
1H, C5, C); 5,33 (d, 1H, OH, C); 5,29 (m, 1H, OH, C); 4,74 (m, 1H, H4’, T); 4,13 (m, 1H,
H4’, C); 3,87-3,91 (m, 5H, H5’, H5”, Ti1C, H3’, C); 3,26-3,35 (m, 3H, H2’ i H3’, C, H3", T);
2,28-2,43 (m, 2H, H2’, H2”, T); 1,36 (s, 3H, CH3, T).

3C NMR (DMSO): § (ppm) 165,51 (C4, T); 163,63 (C4, C); 155,39 (C2, C); 150,39 (C2, T);
144,60 (C6, T); 141,23 (C6, C); 109,69 (C5, T); 93,99 (C5, C); 84,02 (C1’, C); 83,87 (C3’,
C); 82,38 (C3’, T); 73,99 (C1’, T); 69,88 (C2’, C); 64, 21; 63,93 (C5’, TiC); 48,58 (C4’, T);
45,36 (C4’, C); 38,37 (C2°, T); 11,55 (CH3, T).
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4.11. 2-O-Amidofosforyn 4-N-(2-(2-Hydroksyetoksy)etylo-2’,3’-O-dibenzoilo-5’-O-(4,4’-
dimetoksy-trytylo)cytydyny (51)

4.11.1. 4-N-(2-(2-Hydroksyetoksy)etylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyna (48)

4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyne (37) (2,5g, 3,6mmol,
lekw.) rozpuscitam w 15mL pirydyny i dodalam 2-(2-aminoetoksy)etanol (2,5mL, 25mmol,
7ekw.). Mieszaning reakcyjna wstawitam do suszarki 1 zostawitam w temperaturze 80°C na
noc. Rano dodalam do mieszaniny wody i1 przeprowadzitam ekstrakcj¢ warstwy wodnej
trzema porcjami chlorku metylenu. Warstwy orgniczne potaczytam, suszylam nad Na,SOy i
odparowatam. Surowy produkt oczyszczatam chromatograficznie (CH,ClL:MeOH, 8:2).
Otrzymatam 4-N-(2-(2-hydroksyetoksy)etylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyne (48) w
postaci piany, ktora liofilizowatam z benzenu - 2,2g (97%).
'"H NMR (DMSO): & (ppm) 7.8 (t, J = 4,1Hz, 1H, H-N4); 7,74 (d, J = 7,5Hz, 1H, H6); 7,24-
7,40 (m, 9H, H-Ar); 6,88-6,91 (m, 4H, H-Ar); 5,78 (d, J = 2,7Hz, 1H, H1’); 5,60 (d, J =
7,5Hz, 1H, HS); 5,46 (d, J = 5,1Hz, 1H, OH); 5,06 (d, J = 6,3Hz, 1H, OH); 4,62 (t, J = 5,4Hz,
1H, OH gr. hydroksyetoksyetylowej); 4,01-4,08 (m, 1H, H4’); 3,93-3,96 (m, 2H, H2’, H3’);
3,74 (s, 6H, OCH3); 3,41-3,52 (m, 8H, CH, gr. hydroksyetoksyetylowej); 3,21-3,26 (m, 2H,
HS5’, H5”).
3C NMR (DMSO): & (ppm) 163,62 (C4); 158,13 (C-OCHs, DMTr); 154,62 (C2); 144,53
(C6); 141,20; 135,17; 135,13; 129,69; 128,72 127,86; 126,77; 113,20 (Ar); 95,24 (C5); 89,58
(C1’); 86,05 (4°C, DMTr); 79,97 (C4’); 74,08 (C2’); 72,15; 69,58; 69,55 (CH, gr.
hydroksyetoksyetylowej); 68,86 (C3’); 68,51 (CH, gr. hydroksyetoksyetylowej); 63,05 (C5’);
60,15 (CH, gr. hydroksyetoksyetylowej); 54,97 (OCHj3); 40,59 (CH, gr.
hydroksyetoksyetylowej).

4.11.2.  4-N-(2-(2-tert-Butylodimetylosililoksyetoksy)etylo-2’,3’-O-dibenzoilo-5’-O-
(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyna (49)

4-N-(2-(2-Hydroksyetoksy)etylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyng ~ (48)  (2,2g,
3,5mmol, lekw.) rozpuscitam w pirydynie i dodalam chlorku ters-butylodimetylosililu
(576mg, 3,8mmol 1,1ekw.). Calos¢ zostawitam na mieszadle magnetycznym na 1,5h. Po tym
czasie analiza TLC wykazata catkowity zanik substratu. Dodatam wigc chlorku benzoilu
(ImL, 7mmol, 2,2ekw.) i kontynuowatam mieszanie przez 1h. Dodatam nastgpnie nasycony
roztwor NaHCOs3. Warstwe wodng ekstrahowatam chlorkiem metylenu. Ekstrakty potaczytam
1 suszytam nad Na,SO, i odparowalam. Surowy produkt oczyszczalam chromatograficznie

(CH,Cly:heksan, 8:2). Otrzymatam 2,95¢g (89%) 4-N-(2-(2-tert-

137



CZESC EKSPERYMETALNA

butylodimetylosililoksyetoksy)etylo-2’,3’-O-dibenzoilo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-
cytydyny (49) w postaci piany.

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 8,51 (t, J = 5,1Hz, 1H, H-N4); 7,79-7,96 (m, 7H, H6, H-Ar);
7,60-7,69 (m, 2H, H-Ar); 7,40-7,52 (m, SH, H-Ar); 6,31 (d, J =5,1Hz, 1H, H1’); 5,89 (d, J =
7,5Hz, 1H, HS); 5,64-5,70 (m, 2H, H2’, H3’); 4,63 (m, 1H, H4’); 3,97 (t, J] = 3,6Hz, 2H,
CH,-0OSi); 3,74 (s, 6H, OCH;); 3,34-3,53 (m, &8H, HS5’, H5”, CH, gr.
hydroksyetoksyetylowej); 0,91 (s, 9H, CHj gr. tert-Bu); 0,12 (s, 6H, CH3 silanu).

BC NMR (DMSO): & (ppm) 164,69; 164,43 (COOPh); 163,42 (C4); 158,13 (C-OCHs,
DMTr); 154,73 (C2); 144,53 (C6); 139,72; 134,41; 133,87; 133,81; 131,08; 129,26; 129,22;
128,80 128,71; 128,35; 128,22; 127,13; 113,20 (Ar); 95,39 (C5); 87,19 (CI’); 86,05 (4°C,
DMTr); 82,03 (C4°); 73,96 (C2’); 72,14; 71,58 (CH, gr. hydroksydietoksyetylowej); 68,86
(C3%); 68,49 (CH, gr. hydroksyetoksyetylowej); 62,83 (C5’); 60,18; 60,14 (CH, gr.
hydroksyetoksyetylowej); 54,97 (OCHs); 38,45 (CH, gr. hydroksyetoksyetylowej); 25,70
(CH3 gr. tert-Bu); 17,92 (4°C gr. tert-Bu); -5,63 (CHj3 silanu).

4.11.3. 4-N-(2-(2-Hydroksyetoksy)etylo-2’,3’-O-dibenzoilo-5’-0-(4,4’-dimetoksy-
trytylo)cytydyna (50)

4-N-(2-(2-tert-Butylodimetylosililoksyetoksy)etylo-2’,3’-O-dibenzoilo-5’-O-(4,4 -

dimetoksytrytylo)cytydyng (49) (2,95g, 3,1mmol) rozpuscitam w THF (15mL) i dodalam 1M
roztworu fluorku trietyloamoniowego (10mL). Po uplywie dwéch godzin na podstawie
analizy TLC stwierdzitam catkowite przereagowanie substratu. Do mieszaniny dodatam wody
1 ekstrahowalam trzema porcjami CH,Cl,. Ekstrakty potaczytam i suszytam nad bezwodnym
Na,SO4. Po odparowaniu rozpuszczalniow surowy produkt oczyszczatam chromatograficznie
(CH2Cl:MeOH; 4%), otrzymujac 2,5g czystej 4-N-(2-(2-hydroksyetoksy)etylo-2’,3’-O-
dibenzoilo-5’-0O-(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyng (50) w postaci piany (98%).

"H NMR (DMSO): & (ppm) 7,97 (t, J = 5,2Hz, 1H, H-N4); 7,83-7,90 (m, 4H, H-Ar);7,73 (d, J
= 7,6Hz, 1H, H6); 7,68 (m, 2H, H-Ar); 7,36-7,52 (m, 6H, H-Ar); 7,28 (m, 7H, H-Ar); 6,85
(m, 4H, H-Ar); 6,12 (d, J = 3,6Hz, 1H, H1’); 5,81-5,85 (m, 2H, H2’, H3"); 5,76 (d, J = 7,6Hz,
1H, H5); 4,61 (t, J = 5,6Hz, 1H, OH gr. hydroksyetoksyetylowej); 4,49 (m, 1H, H4’); 3,70 (s,
6H, OCHs); 3,42-3,54 (m, 10H, H5’, H5”, CH, gr. hydroksyetoksyetylowej).

B3C NMR (DMSO): & (ppm) 164,69 (COOPh); 163,42 (C4); 158,13 (C-OCHs, DMTY);
154,62 (C2); 144,53 (C6); 141,53; 135,16; 135,13; 134,43; 133,87; 133,77; 132,82; 131,08;
129,69; 129,28; 129,24; 128,72; 128,61; 128,53; 128,22; 127,86; 127,61; 127,13; 113,20 (Ar);
95,24 (C5); 89,58 (C1°); 86,05 (4°C, DMTr); 79,97 (C4°); 73,73 (C2’); 72,15; 71,22 (CH; gr.
hydroksydietoksyetylowej); 68,86 (C3’); 68,51 (CH, gr. hydroksyetoksyetylowej); 63,05
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(C5’); 60,15 (CH, gr. hydroksyetoksyetylowej); 54,97 (OCHj3); 38,51 (CH, gr.
hydroksyetoksyetylowej).

4.11.4. 2-O-Amidofosforyn 4-N-(2-(2-Hydroksyetoksy)etylo-2’,3’-O-dibenzoilo-5’-O-
(4,4’-dimetoksytrytylo)cytydyna (51)

2-O-Amidofosforyn 4-N-(2-(2-Hydroksyetoksy)etylo-2’,3’-O-dibenzoilo-5’-O-(4,4’-
dimetoksy-trytylo)cytydyny (51) otrzymatam z 4-N-(2-(2-hydroksyetoksy)etylo-2’,3’-O-
dibenzoilo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-cytydyny  (50) (2,5g) wedlug standardowej
procedury opisanej w punkcie 7.3. Otrzymatam 2,7g czystego produktu (51) (86%).
3P NMR (CH,ClL): & (ppm) 148,05.
"H NMR (DMSO): & (ppm) 7,98 (t, J = 5,1Hz, 1H, H-N4); 7,89 (m, 4H, H-Ar); 7,72 (d, J =
7,5Hz, 1H, H6); 7,19-7,66 (m, 15H, H-Ar); 6,85 (m, 4H, H-Ar); 6,13 (d, 1H, H1’); 5,85 (m,
2H, H2’, H3’); 5,76 (d, J = 7,5Hz, 1H, HS); 4,49 (m, 1H, H4’); 3,67 (s, 6H, OCHj3); 3,38-3,61
(m, 14H, HS’, H5”, CH, gr. hydroksyetoksyetylowej i cyjanoetylowej); 2,77 (m, 2H, CH gr.
i-Pr); 1,11 (s, 12H, CHj3 gr, i-Pr).

4.12. Synteza 3’-amidofosforynéw N-blokowanych 5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-
2’-deoksynukleozydéw (53A-D)

4.12.1. N-Blokowane 2’-deoksynukleozydy (52A-C)

N-blokowane 2’-deoksynukleozydy otrzymatam z 2’-deoksynukleozydéw (8mmol)

analogicznie jak 4-N-benzoilocytydyne. Procedurg opisatam w punkcie 11.1.
A) 6-N-Benzoilo-2’-deoksyadenozyna (2,5g, 89%)

'"H NMR (DMSO): § (ppm) 11,18 (s, 1H, HNCO); 8,74 (s, 1H, H8); 8,73 (s, 1H, H2); 8,14
(m, 2H, H-Ar); 7,28-7,67 (m, 3H, H-Ar); 6,49 (t, J = 4,8Hz, 1H, H1’); 5,43 (d, 1H, 3’OH);
5,06 (t, 1H, 5’OH); 4,46 (m, 1H, H4’); 3,91 (m, 1H, H3’); 3,52-3,65 (m, 2H, HS’, H5”); 2,75-
2,82 (m, 1H, H2’); 2,34-2,39 (m, 1H, H2”).

BC NMR (DMSO): § (ppm) 165,70 (CONH); 151,89 (C6); 151,48 (C2); 150,29 (C4);
143,06 (C8); 133,37; 132,42; 128,55; 128,45 (Ar); 124,08 (C5); 87,99 (C4’); 83,72 (CI’);
70,68 (C3’); 61,58 (C4’); 38,97 (C2’).

B) 4-N-Benzoilo-2’-deoksycytydyna (2,47g, 91%)

'"H NMR (DMSO): § (ppm) 11,23 (s, 1H, H-N4); 8,41 (d, J = 7,2Hz, 1H, H6); 8,01 (m, 2H,
H-Ar); 7,48-7,65 (m, 3H, H-Ar); 6,16 (t, J = 6Hz, 1H, H1’), 5,30 (d, J = 4,2Hz, 1H, 3’OH);
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5,11 (t, J =5,1Hz, 1H, 5’OH); 4,26 (m, 1H, H4’); 3,89 (m, 1H, H3’); 3,55-3,68 (m, 2H, HS’,
HS5”); 2,28-2,36 (m, 1H, H2’); 2,02-2,1 (m, 1H, H2”).

B3C NMR (DMSO): & (ppm) 167,41 (COOPh); 162,98 (C4); 154,36 (C2); 144,96 (C6);
133,18; 132,69; 130,02; 128,43 (Ar); 96,03 (C5); 87,94 (C4’); 86,19 (C1°); 69,91 (C3’); 60,92
(C57); 40,89 (C2’).

C) 2-N-izo-Butyrylo-2’-deoksyguanozyna (2,15g, 87%)

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 12,06 (s, 1H, HNCO); 11,71 (s, 1H, H-N1); 8,23 (s, 1H, H3);
6,22 (t, ] = 6,6Hz, 1H, H1’); 5,37 (d, 1H, 3’OH); 4,95 (t, 1H, 5’OH); 4,37 (m, 1H, H4"); 3,84
(m, 1H, H3’); 3,47-3,59 (m, 2H, HS5’, H5”); 2,73-2,82 (m, 1H, CH gr. i-Bu); 2,49-2,59 (m,
1H, H2’); 2,24-2,31 (m, 1H, H2”); 1,121 1,09 (s, 6H, CHj gr. i-Bu).

3C NMR (DMSO): § (ppm) 179,99 (CONH); 154,86 (C6); 148,36 (C4); 148,05 (C2); 137,46
(C8); 120,15 (CS5); 87,72 (C4’); 82,98 (C17); 70,48 (C3’); 61,44 (C5’°), 39,69 (C2’); 34,71
(CH gr. i-Bu); 18,84 (CH3 gr. i-Bu).

4.12.2. N-Blokowane 5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksynukleozydy

N-Blokowany nukleozyd (lub tymidyng) (lekw.) odparowalam tréjkrotnie z pirydyna.
Nastgpnie rozpuscitam w pirydynie 1 dodalam chlorku fluorenylometyloksykarbonylu
(1,1ekw.). Mieszaning reakcyjna pozostawitam na mieszadle magnetycznym na 1,5 — 2h. Po
uptywie tego czasu analiza TLC wskazywala calkowity zanik substratu. Dodatam nasycony
roztwor NaHCO;. Warstweg wodng ekstrahowatam CH,Cl,. Ekstrakty polaczytam, suszytam
nad bezwodnym Na,SO4 i odparowalam pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowe produkty
oczyszczatam chromatograficznie (CH,Cl,:MeOH; 3%) otrzymujac czyste N-blokowane 5’-
O- fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksynukleozydy w postaci biatego ciata statego.

A) 6-N-Benzoilo-5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksyadenozyna
(3,29¢, 81%)

'"H NMR (DMSO): § (ppm) 11,28 (s, 1H, HNCO); 8,65 (s, 1H, HS8); 8,57 (s, 1H, H2); 7,29-
8,12 (m, 13H, H-Ar); 6,38 (m, 1H, H1’); 5,51 (d, 1H, 3°OH); 4,47-4,68 (m, 2H, CH,-COO);
4,43 (m, 1H, H4’); 4,26-4,32 (m, 2H, H5’, H5”); 3,98 (m, 1H, H3’); 2,11-2,51 (m, 3H, CH gr.
Fmoc, H2’, H2”).
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B) 4-N-Benzoilo-5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksycytydyna
(3,13g, 76%)

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,32 (s, 1H, H-N4); 7,80-8,02 (m, 6H, H6, H-Ar); 7,27-7,69 (m,
8H, H-Ar); 6,19 (m, J = 6Hz, 1H, H1’), 5,30 (d, J = 4,2Hz, 1H, 3’OH); 4,50-4,59 (m, 2H,
CH,-COO); 4,38 (m, 1H, H4"); 4,28-4,33 (m, 2H, HS’, H5”); 4,20 (m, 1H, H3’); 2,01-2,45
(m, 3H, CH gr. Fmoc, H2’, H2”).

C) 2-N-izo-Butyrylo-5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksyguanozyna
(2,4g, 67%)

'"H NMR (DMSO): § (ppm) 12,11 (s, 1H, HNCO); 11,86 (s, 1H, H-N1); 7,31-8,15 (m, 9H,
HS8, H-Ar); 6,17 (t, J = 5,8Hz, 1H, HI’); 5,15 (d, 1H, 3’OH); 4,38-4,59 (m, 2H, CH,-COO);
4,28 (m, 1H, H4’); 4,19-4,27 (m, 2H, H5’, H5”); 4,06 (m, 1H, H3’); 2,69-2,78 (m, 1H, CH gr.
i-Bu); 2,10-2,48 (m, 3H, CH gr. Fmoc, H2’, H2”); 1,101 1,07 (s, 6H, CH3 gr. i-Bu).

D) 5’-O-Fluorenylometyloksykarbonylotymidyna (3,25g, 85%)

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,27 (s, 1H, H-N3); 7,27-7,85 (m, 9H, H6, H-Ar); 6,31 (t, J =
4,5Hz, 1H, H1); 5,01 (d, 1H, 3°OH); 4,41-4,58 (m, 2H, CH,-COO); 4,39 (m, 1H, H4’); 4,09-
4,35 (m, 2H, H5’, H5”); 3,87 (m, 1H, H3’); 2,03-2,41 (m, 3H, H2’, H2”, CH gr. Fmoc); 1,98
(s, 3H, CHs).

4.12.3. 3’-Amidofosforyny N-blokowanych 5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-
deoksynukleozydow (53A-D)

3’-amidofosforyny N-blokowanych 5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-

deoksynukleozydéw otrzymatam wedtug procedury opisanej w punkcie 7.3.

A) 3’-Amidofosforyn 6-N-benzoilo-5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-
deoksyadenozyny (60) (3,7g, 85%)

3P NMR (CH,CL): & (ppm) 148,97, 148,84,

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 10,99 (s, 1H, H-N4); 8,76 (d, J = 2Hz, 1H, H8); 8,65 (d, J =
5,6Hz, 1H, H2); 7,59-8,13 (m, 13H, H-Ar); 6,54 (m, 1H, HI’); 4,84 (m, 1H, H4’); 4,27-4,52
(m, 5SH, H5’, H5”, CH, CH; Fmoc); 3,84 (m, 2H, CH; Fmoc); 3,64 (m, 1H, H3’); 3,09 (m,
2H, i-Pr); 2,77 (m, 2H, CH, Fmoc); 2,34-2,61 (m, 2H, H2’, H2"); 1,18 (s, 12H, i-Pr).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 165,67 (CO-Ph); 154,22 (C4); 151,73 (C2); 151,50 (O-CO-0);
150,48 (C8); 143,31 (C4); 140,75; 139,39; 137,40; 133,43; 132,42; 129,15 (Ar); 128,88 (C5);
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128,56; 128,47; 128,43; 127,69; 127,25; 127,12; 125,99; 124,87; 121,35; 120,15 (Ar); 118,98
(CN); 83,86 (CH, Fmoc); 83,04 (C1°); 82,75 (C4’); 68,88 (C5’); 58,54 (C3’); 58,36 (CH
Fmoc); 42,71; 42,60 (i-Pr); 37,30 (C2’); 24,39; 24,33; 24,24; 24,16 (i-Pr); 19,80 (CH,
cyjanoetylu).

B) 3’-Amidofosforyn 4-N-benzoilo-5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-
deoksycytydyny (3,7g, 87%)

3P NMR (CH,CL): & (ppm) 149,15, 148,98.

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,26 (s, 1H, H-N4); 7,81-8,09 (m, 5H, H6, H-Ar); 7,28-7,64 (m,
9H, H-Ar); 6,21 (m, 1H, H1’); 4,26-4,56 (m, 7H, HS, H4’, H5’, H5”,CH, CH, Fmoc); 3,78
(m, 2H, cyjanoetylu); 3,42-3,57 (m, 3H, H3’, i-Pr); 2,73-2,80 (m, 2H, CH; cyjanoetylu); 2,19-
2,27 (m, 2H, H2’, H2”); 1,15 (s, 12H, CH3 i-Pr).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 167,49 (CO-Ph); 165,46 (C4); 163,08 (C2); 154,21 (O-CO-0);
144,83 (C6); 143,42; 143,39; 143,22; 142,55; 140,77; 140,70; 139,39; 137,40; 133,53;
133,13; 132,71; 129,19; 128,89; 128,41; 128,15; 127,42; 127,25; 127,10; 124,82 (Ar); 119,99
(CN); 96,38 (C5); 86,60 (CH, Fmoc); 72,86 (C4’); 68,89 (C5’°); 66,91 (C3’); 58,43 (CH,
cyjanoetylu); 46,22 (Fmoc); 44,54 (C17); 42,72 (i-Pr); 24,35; 24,28; 24,22; 24,14 (i-Pr); 19,75
(CH; cyjanoetylu).

C) 3’-Amidofosforyn 2-N-izo-butyrylo-5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-
deoksyguanozyny (2,9g, 89%)

3P NMR (CH,CL): & (ppm) 149,15, 148,98.

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 11,65 (s, 1H, H-NCO); 8,20 (d, J = 4,8Hz, 1H, H8); 7,83-7,89
(m, 2H, H-Ar); 7,61-7,65 (m, 2H, H-Ar); 7,30-7,43 (m, 4H, H-Ar); 6,26 (t, J = 7,2Hz, 1H,
H1’); 4,60 (m, 1H, H4’); 4,46-4,55 (m, 2H, CH, Fmoc); 4,21-4,34 (m, 3H, H5’, H5”, CH
Fmoc); 4,15 (m, 1H, H3’); 3,68-3,80 (m, 2H, CH; cyjanoetylu); 3,52-3,62 (m, 2H, CH i-Pr);
2,91 (m, 1H, CH i-Bu); 2,73-2,79 (m, 2H, CH; cyjanoetylu); 2,42-2,55 (m, 2H, H2’, H2”);
1,23 (s, 6H, CH3i-Bu); 1,32 (s, 12H, CH3 i-Pr).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 180,13 (CO i-Bu); 180,06 (C6); 154,79 (C2); 154,20 (O-CO-0),
148,50 (C8); 143,23; 143,20 (Ar); 140,78 (C4); 140,75 (C5); 139,39; 137,40; 137,29; 128,88;
127,70; 127,75; 127,11; 124,84; 124,18; 121,35; 120,17 (Ar); 119,99 (CN); 82,99 (CH;
Fmoc); 82,82 (C4’); 68,88 (C5’); 66,95 (C1°); 61,16 (C3’); 58,45 (CH; cyjanoetylu); 46,17
(CH Fmoc); 42,66 (CH i-Bu i i-Pr); 34,73 (C2’); 24,29 (CHj3 i-Bu); 22,03 (CH; cyjanoetylu);
18,82 (CH3 i-Bu).
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D) 3’-Amidofosforyn 5’-O-fluorenylometyloksykarbonylotymidyny (4g, 86%)

3P NMR (CH,CL): & (ppm) 149,06, 148,93.

'"H NMR (DMSO): § (ppm) 11,32 (m, 1H, H-N4); 7,39-7,89 (m, 9H, H6, H-Ar); 6,19 (m, 1H,
H1’); 4,53-4,62 (m, 2H, CH, Fmoc); 4,46 (m, 1H, H4’); 4,24-4,35 (m, 3H, H5’, H5”, CH
Fmoc); 4,13 (m, 1H, H3’); 3,64-3,72 (m, 2H, CH; cyjanoetylu); 3,52-3,59 (m, 2H, CH i-Pr);
2,72-2,79 (m, 2H, CH; cyjanoetylu); 2,21-2,36 (m, 2H, H2’, H2”); 1,14 (s, 12H, CHj3 i-Pr);
1,10 (CH3 T).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 163,59 (C4); 154,28 (C2); 150,33 (O-CO-0); 143,22; 140,79
(Ar); 135,89 (C6); 127,73; 127,24; 124,79; 120,18 (Ar); 118,93 (CN); 109,87 (C5); 84,14
(CH; Fmoc); 82,41 (C17); 82,01 (C2’); 72,89 (C5’); 68,82 (C4’); 58,41 (CH; cyjanoetylu);
46,25 (CH Fmoc); 42,70 (CH i-Pr); 37,41 (C2’); 24,33; 24,27; 24,18; 24,12 (CHj3 i-Pr); 22,55
(CH; cyjanoetylu); 12,06 (CH3 T).

4.13. 3’-Amidofosforyn 4-N-[tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-
ylo]-5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksycytydyny (57)

4.13.1. 4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyna (54)

4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyng ~ (54) (2g)
otrzymatam zgodnie z procedura opisana w punkcie 9.1. Wydajnos¢ reakcji 81%.
"H NMR (DMSO): & (ppm) 12,23 (s, 1H, H-N4); 7,78 (d, J = 8,2Hz, 1H, H6); 7,36-7,39 (m,
4H, H-Ar); 7,30-7,34 (m, SH, H-Ar); 7,24-7,28 (m, 4H, H-Ar); 6,89-6,92 (m, 4H, H-Ar); 6,23
(t, J =8Hz, 1H, H1"); 5,68 (d, J = 2,4Hz, 1H, OH); 5,16 (d, J = 6,8Hz, 1H, HS); 4,14-4,17 (m,
1H, H4’); 3,96-3,98 (m, 1H, H3"); 3,76 (s, 6H, OCH3); 3,23-3,32 (m, 2H, HS5’, H5”); 2,48 (m,
1H, H2’); 2,37 (s, 3H, CHs3); 2,22 (m, 1H, H2”).
3C NMR (DMSO): & (ppm) 159,51 (C4); 158,16 (C-OCH3, DMTr); 149,51 (C2); 144,35
(Ar); 142,34 (C-CHs, Tos); 142,08 (C6); 139,69; 136,10; 135,45; 135,08; 129,74; 129,63,
129,35; 128,30; 127,92; 127,73; 126,85; 126,04; 123,88; 113,25 (Ar); 95,67 (CS5); 89,83
(C17); 85,96 (4°C, DMTr); 82,06 (C4’); 68,78 (C37); 62,04 (C5°); 55,01 (OCHs); 38,61 (C2’);
20,93 (CHj3).

4.13.2. 4-N-(4,9,13-Triazatridekano-1-ylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksy-
cytydyna (55)

4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyne (54) (1,6g,
2,34mmol, lekw.) rozpuscitam w bezodnej pirydynie (15mL). Dodalam sperming (5,8g,
23,4mmol, 10ekw.). Kolbg zamkngtam szczelnie 1 umiescitam w suszarce w temperaturze
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80°C na noc. Substrat przereagowat iloSciowo. Pirydyng¢ odparowalam, a nastgpnie
rozpuscitam w chlorku metylenu, ktory ekstrahowatam woda w celu usunigcia nadmiaru
sperminy. Kazdorazowo tworzyla si¢ emulsja. Roztwor wirowatam w wiréwce (25 minut, 16
tys. obr./min.). Warstwe organiczna oddzielitam 1 suszylam nad bezwodnym Na,SOs.
Rozpuszczalnik odparowatam, a surowy produkt oczyszczatam chromatograficznie (najpierw
CH,Cl:MeOH, pézniej MeOH:MeNH,:H,0, 78:2:20). Otrzymatam 1,44¢g (86%) czystej 4-N-
(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyny ~ (85) w
postaci biatej piany.

"H NMR (DMSO): & (ppm) 9,51 (t, 1H, H-N4); 7,74 (d, J = 7,2Hz, H6); 6,84-7,38 (m, 13H,
H-Ar); 6,35 (m, 1H, HI"); 5,39 (d, J = 7,5Hz, 1H, HS); 4,47-4,43 (m, 1H, H3"); 4,03 (m, 1H,
H4’); 3,74 (s, 6H, OCH3); 3,26-3,38 (m, 2H, HS5’, H5”); 3,16 (m, 1H, H2’); 2,51-2,75 (m,
12H, CH, sperminy); 2,13-2,21 (m, 1H, H2”); 1,44-1,75 (m, 8H, CH; sperminy).

4.13.3. 4-N-[Tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-5’-0-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyna

4-N-(4,9,13-Triazatridekano-1-ylo)-5-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyneg

(85) (1,44g, 2mmol, lekw.) odparowalam tréjkrotnie z pirydyna. Nastgpnie rozpuscitam w
pirydynie (15mL) i dodatam bezwodnik kwasu trifluorooctowego (1,44mL, 10mmol, Sekw.).
Po okoto 10 minutach analiza TLC wskazywata calkowite przereagowanie substratu. Do
mieszaniny reakcyjnej dodatam nasycony roztwor NaHCOs3 1 ekstrahowatam go chlorkiem
metylenu. Warstwy organiczne polaczylam 1 suszylam na bezwodnym Na,SOs.
Rozpuszczalniki odparowatam 1 surowy produkt poddatam dalszym etapom szlaku
syntetycznego.

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 9,51 (t, 1H, H-N4); 7,79 (d, J = 7,5Hz, 1H, H6); 6,77-7,41 (m,
137H, H-Ar); 6,26-6,34 (m, 1H, HI); 5,82-5,88 (m, 1H, 3°’OH); 5,35-5,42 (m, 1H, H5); 4,52
(m, 1H, H3’); 4,05 (m, 1H, H4’); 3,75 (s, 6H, OCHj3); 3,31-3,54 (m, 14H, H5’, H5”, CH,
sperminy); 2,47-2,55 (m, 1H, H2’); 2,15-2,21 (m, 1H, H2”); 1,63-1,91 (m, 8H, CH;

sperminy).

4.13.4. 4-N-[Tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-2’-deoksy-
cytydyna

4-N-[Tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-5’-O-(4,4’-dimetoksy-
trytylo)-2’-deoksycytydyng (1,44g) rozpuscitam w 10mL chlorku metylenu i dodatam 10mL
kwasu dichlorooctowego. Calo$¢ mieszatam przez 30 minut. Po uptywie tego czasu funkcja

5’-OH ulegta petnemu odblokowaniu. Do mieszaniny reakcyjnej dodalam porcjami nasycony
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roztwér NaHCO; az do odbarwienia roztworu. Nastgpnie wodng warstwe ekstrahowalam
trzema porcjami chlorku metylenu. Pofaczone ekstrakty suszytam nad bezwodnym Na,SOj 1
odparowalam pod zmniejszonym  ciSnieniem.  Surowy produkt oczyszczatam
chromatograficznie (CH;ClL:MeOH, 10%). Otrzymalam 980mg (97%) czystej 4-N-
[tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-2’-deoksy-cytydyny w postaci
piany.

4.13.5. 4-N-[Tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-5’-O-
fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksycytydyna (56)

4-N-[Tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-2’-deoksy-cytydyng
(980mg, 1,4mmol, lekw.) odparowalam z trzema porcjami pirydyny i rozpuscitam w
pirydynie. Dodalam nastgpnie chlorek fluorenylometyloksykarbonylu (400mg, 1,54mmol,
I,1ekw.). Calo$¢ umiescitam na mieszadle magnetycznym i1 mieszatam przez 2h. Po tym
czasie na podstawie analizy TLC stwierdzitam catkowite przereagowanie substratu. Do
mieszaniny reakcyjnej dodatam nasycony roztwér NaHCO,, ktéry ekstrahowatam chlorkiem
metylenu. Potaczone ekstrakty suszytam nad bezwodnym Na,SO4. Nastgpnie odparowatam
rozpuszczalniki, a surowy produkt oczyszczalam chromatograficznie (CH>Cl,:MeOH, 5%).
Otrzymatam 1,1g (84%) czystej 4-N-[tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-
ylo]-5-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksycytydyny (56) w postaci biatej piany.
"H NMR (DMSO): & (ppm) 9,51 (t, 1H, H-N4); 9,44 (t, 1H, HNCO); 7,37-7,90 (m, 9H, H6,
H-Ar); 6,21 (t, J = 6,4Hz, 1H, H1"); 5,75 (m, 1H, 3°OH); 5,43 (d, J = 4,4Hz, 1H, HS5); 4,58 (d,
J=6,4Hz, 2H, CH, Fmoc); 4,12-4,35 (m, 4H, H4’, H5’, H5”, CH Fmoc); 3,93 (m, 1H, H3’);
3,19-3,29 (m, 12H, CH, sperminy); 2,13 (m, 1H, H2’); 1,97 (m, 1H, H2”); 1,73-1,82 1 1,54
(m, 8H, CH; sperminy).
3C NMR (DMSO): § (ppm) 163,31 (C4); 156,52; 156,16; 155,61 (CONH); 154,86 (O-CO-O
Fmoc); 154,31 (C2); 143,27 (C6); 140,77; 127,74; 127,15; 124,87; 12059; 120,20 (Ar);
117,76; 114,90 (CF3); 94,91 (C5); 84,89 (C4’); 83,32 (C17); 70,31 (CH, Fmoc); 68,82 (C3’);
67,60 (C4’); 54,89 (CH Fmoc); 46,82; 45,09; 44,61; 44,22 (CH, Spm); 37,24 (C2’); 36,96;
36,44, 27,75; 25,82; 25,45; 23,57 (CH; Spm).

4.13.6. 3’-Amidofosforyn 4-N-[tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-
1-ylo]-5’-O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksycytydyny (57)

3’-Amidofosforyn  4-N-[tris(N,N’,N”-triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-5’-
O-fluorenylometyloksykarbonylo-2’-deoksycytydyny (57) otrzymatam z 4-N-[tris(N,N’,N”-
triflouroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-5’-O-fluorenylometylo-ksykarbonylo-2’-
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deoksycytydyny (56) (1,1g, 1,2mmol, lekw.) wedlug standardowej procedury opisanej w
punkcie 7.3. Otrzymatam 1,13g czystego produktu (85%) w postaci bialego ciata stalego.

'"H NMR (DMSO): & (ppm) 9,53 (t, 1H, H-N4); 9,44 (t, 1H, HNCO); 7,34-7,91 (m, 9H, H6,
H-Ar); 6,20 (t, J = 6,4Hz, 1H, H1); 5,77 (d, 1H, H5); 5,08 (d, 2H, CH, Fmoc); 4,47 (m, 1H,
H4%); 4,99 (m, 1H, CH Fmoc); 3,75 (m, 2H, CH, cyjanoetylu); 3,55-3,61 (m, 4H, HS’, H5”,
CH i-Pr); 3,93 (m, 1H, H3’); 3,14-3,33 (m, 12H, CH; sperminy); 2,76 (m, 2H, CH,
cyjanoetylu); 2,06-2,27 (m, 1H, H2’, H2”); 1,73-1,82 i 1,54 (m, 8H, CH; sperminy); 1,15
(CHj3 i-Pr).

3C NMR (DMSO): & (ppm) 163,35 (C4); 156,88 (O-CO-0); 156,42 (C2); 155,81; 155,22;
154,77 (COC Fs); 143,24 (Ar); 142,55 (C6); 140,79; 139,82; 139,40; 137,41; 128,90; 127,26;
124,18; 121,36; 120,63; 120,00 (Ar); 117,73 (CN); 114,87; 114,46 (CF3); 95,01 (C5); 85,27
(C17); 85,23 (C4’); 73,45 (CH, Fmoc); 68,87 (C5°); 61,11 (C3’); 58,40 (CH Fmoc); 58,22
(CH i-Pr); 46,82; 46,23; 45,07; 42,68; 42,56 (CH, Spm); 36,94; 36,44 (CH, Spm); 28,03;
26,19; 25,82; 25,45; 24,29 (CH, Spm); 23,57; 23,34; 22,57; 22,04 (CH3 i-Pr); 19,80 (CH,

cyjanoetylu).

4.14. 3’-Amidofosforyn 4-N-p-toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-
deoksycytydyny

4-N-p-Toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyne (54) (1,5g,
2,15mmol) przeksztalcitam w amidofosforyn wedlug procedury opisanej w punkcie 7.3.
otrzymalam 1,64g (85%) czystego 3’-amidofosforynu 4-N-p-toluenosulfonylo-5’-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyny w postaci biatego ciala statego.
'"H NMR (DMSO): & (ppm) 12,03 (s, 1H, H-N4); 7,92 (d, 1H, H6); 7,64 (m, 2H, H-Ar); 7,21-
7,38 (m, 11H, H-Ar); 6,90 (m, 4H, H-Ar); 6,29 (t,J = 6,6Hz, 1H, H1’); 6,09 (d, 1H, HS5); 4,56
(m, 1H, H4’); 3,98-4,11 (m, 2H, CH, gr. cyjanoetylowej); 3,75 (s, 6H, OCH3); 3,39-3,63 (m,
3H, H3’, H5’, H5”); 3,30 (m, 2H, CH gr. i-Pr); 2,77 (m, 1H, H2’); 2,66 (m, 1H, H2”); 2,39
(m, 2H, CH; gr. cyjanoetylowej); 1,11 (s, 9H, CHj; gr. i-Pr).
3C NMR (DMSO): & (ppm) 160,30 (C4); 158,16 (Ar); 148,99 (C2); 144,37; 142,05; 140,00;
135,28, 135,05; 129,70; 129,24; 127,72; 127,38; 126,07 (Ar); 118,91 (CN); 113,17 (Ar);
96,27 (C5); 86,17 (DMTr); 84,50 (C4°); 84,21 (C1°); 71,45 (C3’); 62,18 (C5’); 58,15 (CH»
cyjanoetylu); 55,02; 54,99 (CH; DMTr); 44,50; 42,64 (CH i-Pr); 38,59 (C3’); 24,34; 24,26;
22,58; 22,33 (CH3 i-Pr); 18,50 (CH; cyjanoetylu).
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4.15. Porownanie reaktywnosci 3’-amidofosforynu 5’-0-(4,4’-dimetokstrytylo)tymidyny
i 3-amidofosforynu 1-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-1,3-propanodiolu
)

Przygotowalam 0,1M roztwory obu amidofosforynéw w acetonitrylu w fiolkach.
Roztwory przez 12h suszytam nad sitami molekularnymi 3A. Etylotiotetrazol w dwéch
porcjach (5mg) suszytam przez 12h w eksykatorze prézniowym nad P,Os. Odwazylam dwie
porcje (Smg kazda) podtoza CPG sfunkcjonalizowanego grupami propyloaminowymi, ktére
umiescitam w reaktorkach przeptywowych. Nastgpnie redaktorki wlozytam do fiolek, w
ktérych znajdowaly si¢ amidofosforyny 5°-O-(4,4’-dimetokstrytylo)tymidyny 1 1-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-1-(o-nitrofenylo)-1,3-propanodiolu i dodatam etylotiotetrazol. Fiolki
zamknetam szczelnie i pozostawitam na 30 minut w wytrzasarce. Po uptywie tego czasu
redaktorki wyjetam z roztwor6w i umiescitam w automatycznym syntetyzerze. Podloze
poddatam procesowi utlenienia. Nastgpnie wysypatam podloze z reaktorka, doktadnie
przemytam acetonitrylem. Podloze nastgpnie umiescitam w kolbach miarowych, ktore
wypetnitam 0,2% roztworem kwasu dichlorooctowego w chlorku metylenu. Po 15 minutach
wykonatam pomiar absorbancji dla kationu trytylowego (A 500nm). Na podstawie wartosci

absorbancji obliczytam stopien zatadowania podi6z,
korzystajac ze wzoru: Z=(AxV)/(epyrxm) gdzie:

Z — stopien zatadowania podioza

A — absorbancja

V — objetos¢ roztworu

epmr — molowy wspétczynnik ekstynkcji dla
DMT (70 000 [em™ x M'])

m — masa podloza
4.16. Synteza oligonukleotydow

Wszystkie oligonukleotydy otrzymane w pracy syntezowalam w skali 0,2uM wedtug

standardowego programu:
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Krok

cyklu Nazwa procesu Odczynnik Czas
1. Detrytylacja 3% TCA w CH,Cl, 35”
. FAdC/FAdT/FAdG/FAdA s ey
2. Kondensacja w CH,CN 3’50
. Ac,0, lutydyna, NMI w )
3. Acetylacja CH.CN 30
4. Utlenienie 3% 1, 10% H,O w Py 5’ 30”
Wyjatek stanowity:

A) przylaczenie do podloza 3-amidofosforynu 1-O-(4,4’-dimetoksytrytylo)-1-(o-
nitrofenylo)-1,3-propanodiolu (5).
W tym przypadku wydluzytam czasy:

1. przylaczenia tacznika do podioza — 6 minut,

2. acetylowania — 5°30”

3. utlenienia — 6°30”

B) préby obnizenia wydajnosci syntezy etapowej oligonukletydu
Zmodyfikowatam cykl syntetyczny skracajac o polowg wartosci poczatkowej czasy:

1. podawania amidofosforynéw nukleozydéw na wypetiona podiozem kolumnie — 3”

2. przebywania amidofosforynéw nukleozydéw na wypetionej podtozem kolumnie —

1°’55”.

Roztwory niestandardowych, otrzymanych przeze mnie amidofosforynéw w acetonitrylu

(0,067M) przygotowywalam dzieh wczesniej przed zastosowaniem do syntezy

oligonukleotydu i suszytam nad sitami 3A.
4.17. Odblokowanie oligonukleotydu

Grupy ochronne oligonukleotydéw zakotwiczonych na podlozu tacznikiem fotolabilnym
usuwalam za pomoca 32% wodnego roztworu amoniaku. Roztwdr w zabezpieczonej przed
dostgpem $wiatla, owinigtej szczelnie folia aluminiowa fiolce umieszczalam w suszarce na 2h
w temperaturze 55°C.

Grupy cyjanoetylowe z fosforanéw oligonukletydéw usuwatam selektywnie za pomoca
10% roztworu trietyloaminy w pirydynie, przez noc w temperaturze pokojowe;j.

Grupy ochronne oligonukleotydow zakotwiczonych na ,podiozu oksylabilnym”

usuwatam w standardowych warunkach, tj. 32% roztworem amoniaku w 55°C, przez noc.
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4.18. Odlaczenie oligonukleotydu od ,,podtoza fotolabilnego”

W celu odtaczenia od podioza oligonukleotydéw zakotwiczonych na podlozu za pomoca
facznika fotolabilnego sporzadzalam zawiesing ziaren podloza w mieszaninie MeCN:H,O

(9:1) i umieszczatam pod lampa UV (A 360nm) na 30 minut.

4.19. Rozszczepienie ukladu rybozy 5’-0-(4,4’-dimetoksytrytylo)tymidyn-3’-ylo

cytydyn-5’-ylo fosforanu (47) w roztworze

Fosfodiester 47 (Smg, 5,9umol) rozpuscitam w 400uL 0,2M roztworu NalOy i zostawitam
na 30 minut. Po uptywie tego czasu roztwor rozdzielitam na 4 réwne czgsci. Do kazdej z nich

dodatam 200pL 0,3M roztworu aminy i1 zostawitam na kolejne 2 godziny.
4.20. Nadjodan amonu

Przed kazdym eksperymentem przygotowywalam swiezy 0,1M roztwoér nadjodanu
amonu. Kwas nadjodowy rozpuszczalam w wodzie i zobojgtnialam go 32% roztworem

amoniaku.
4.21. Odlaczenie oligonukleotydu od ,,podtoza oksylabilnego”

Pojedyncze ziarenko podloza wydzielatam za pomoca szklanej kapilary. Obserwacje tej
operacji prowadzitam za pomoca odwréconego mikroskopu fluorescencyjnego Nikon
Diaphot. Ziarenko zawieszone w 0,1-0,2ul. H,O umieszczalam w proboéwce eppendorfa.
Nastegpnie zawiesing wirowatam i dodawatam 0,1M roztwér NH4104 (0,25uL). Ponownie
wirowalam 1 zostawialam na 30 minut. Nastgpnie dodawatam 0,3M roztwor L-metioniny
(0,25puL), wirowatlam 1 zostawialam na 2h (roztwory przygotowywalam tuz przed

wykonaniem eksperymentu).
4.23. Synteza sondy fluorescencyjnej

Na komercyjnym podltozu typu CPG zsyntezowalam oligonukleotyd o sekwencji
5’-d(C™TC TGC AGA CGA AT)-3’. Na koficu 5° oligonukleotydu wlaczytam amidofosforyn
p-toluenosulfonylo-2’-deoksycytydyny. Nastgpnie wyjetam podloze w  kolumienki,
umiescitam w eppendofie i dodatam 0,5mL 32% roztworu amoniaku. Po godzinie zebralam
roztwor znad podloza wraz z uwolnionym z podloza 1 czgsciowo odblokowanym
oligonukleotydem. Podloze przemylam dwukrotnie 100uL wody 1 potaczone roztwory
odparowatam do sucha na SpeedVac-u. Nastgpnie dodatam 100puL. 40% wodnego roztworu

2,2’-(etylenodioksy)-bis(etyloaminy). Naczynie reakcyjne szczelnie zamknglam i zostawitam
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w temperaturze 78°C na noc. Rano roztwodr bezposrednio nalozytam na kolumng NAP-25 1
oddzielitam od nadmiaru diaminy. Roztwor zbieralam w trzech frakcjach po 0,5mL
poczawszy od trzeciej frakcji. Mieszaning reakcyjna oczyscitam na ptycie TLC (n-propanol:
32% roztwér NH; : HyO, 48:42:10). Czysty oligonukleotyd wyeluowalam z zelu
krzemionkowego woda. Po odparowaniu do sucha rozpuscitam oligonukleotyd w 150uL
wody 1 ponownie przepuscitam przez NAP-25. Odparowatam wodg 1 rozpuscitam
modyfikowany oligonukleotyd w 100uL $§wiezo przygotowanego buforu boranowego (pH
8,2). Nastgpnie dodatam do niego roztwor izotiocyjnianu fluoresceiny (0,5mg w 20uL
DMSO). Eppendorf szczelnie oslonitam przed dostgpem swiatla 1 zostawilam na noc w
temperaturze pokojowej. Oddzielitam nadmiar barwnika na kolumnie NAP-25. Zebrane
frakcje potaczytam i odparowalam. Znakowany oligonukleotyd oczyszczalam na ptycie TLC

(n-propanol: 32% roztwér NH;3 : HyO, 48:42:10).
4.24. Synteza kombinatorycznej biblioteki oligonukleotydowej

Kombinatoryczna bibliotekg oligonukleotydowa zsyntezowalam metoda dzielona na
podiozu 45. Uzylam 15mg podloza. Na umieszczonej w kolumience porcji podloza
zsyntezowalam sekwencje 5°-d(AGA)-3°. Nastgpnie podloze wyjetam z kolumienki,
zawiesitam w 0,4mL acetonitrylu i podzielitam na mniej wigcej cztery rowne czgsci. Na
kazdej z nich zsyntezowalam sekwencj¢ 5°-d(TGX)-3’, gdzie X byl jedna z czterech
jednostek nukleotydowych inng dla kazdej porcji podioza. Ponownie zmieszatam podloze i
rozdzielitam je na cztery porcje, na ktorych zsyntezowatam sekwencje 5°-d(GTX)-3’. Po
skonczonej syntezie powtdrzytam mieszanie 1 rozdzial. Nastgpnie zsyntezowalam koncowa
sekwencj¢ 5’-d(ATTY)-3’, przy czym Y byt jedna z mozliwych jednostek: dA, dT, dC lub
dC®"™, Otrzymane oligonukleotydy poddatam procedurze odblokowania grup funkcyjnych
(NH3 aq, 55°C, noc).

4.25. Eksperyment hybrydyzacyjny

Po odblokowaniu podioze przemytam wielokrotnie woda 1 zawiesitam w ImL H,O.
Pobratam z tej objgtosci 100ul. zawiesiny 1 odparowatam do sucha. Nastgpnie dodatam
100pLL buforu hybrydyzacyjnego (20mM MOPS, 0,1M NaCl, 20nM sonda fluorescencyjna).
Hybrydyzacj¢ prowadzitam przez godzing w 37°C. Po tym czasie przemylam podloze woda
(5 x 200puL). Zwiazana niespecyficznie sond¢ odmytam buforem elucyjnym 3 x 100pL (5%
formamidu, 1M NaCl). Nastgpnie przeptukatam ziarna podloza wielokrotnie woda (5 x

200uL). Przed odtaczeniem oligonukleotydu od podloza i analiza MALDI usungtam sondg
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10% roztworem formamidu (SpL, 40°C, 15 min.). Po zebraniu roztworu znad ziarna podtoza

przemytam je SpL wody.
4.26. Analiza mikroskopowa

Do analizy mikroskopowej uzywatam odwrécony mikroskop fluorescencyjny Nikon
DIAPHOT-TMD. Do analizy modelowej biblioteki oligonukleotydowej po hybrydyzacji z
sonda fluorescencyjna zastosowatam filtr DM455 (400-440/470nm).

4.27. Analiza MALDI
Przygotowanie roztworu matrycy

Matrycg (2mg) rozpuszczatam w 200uL mieszaniny MeCN:H,O (1:1) i dodawatam 0,1M
roztwér cytrynianu diamonu (70uL). Mieszaning wytrzasatam i wirowatam. Srednio co 7 dni

przygotowywalam swiezy roztwor matrycy.
Przygotowanie probki do analizy

Analizy wykonywatam na prestrukturyzowanych pltytkach MALDI AnchorChip, o
srednicy spotu 600 i1 400um, metoda siedzacej kropli. Roztwér oligonukleotydu (0,5uL)
umieszczalam na spocie, a nastgpnie dodawatam roztwér matrycy i mieszatam za pomoca
koncowki pipety. W celu zachowania jednolitych warunkéw krystalizacji (wilgotnos¢

powietrza) plytke umieszczatam nad srodkiem suszacym (CaO) w eksykatorze.

W  przypadku bezposredniej analizy oligonukleotydow zwiazanych z podlozem
facznikiem fotolabilnym, pipeta pobieralam ziarenko podloza zawieszone w roztworze
wodnym, umieszczatam na spocie 1 pozwalatam wodzie wyschnaé. Nastgpnie dodawatam

roztwoOr matrycy.
Warunki akwizycji

Wszystkie widma wykonywatam w module polaryzacji ujemnej, z uzyciem metody
odbiciowej, za wyjatkiem eksperymentu z modelowa biblioteka, gdzie wykorzystaltam metodg

liniowa.
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