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1. WPROWADZENIE

1. WPROWADZENIE

Scalone biblioteki oligonukleotydowe sa od szeregu lat przedmiotem intensywnie
prowadzonych prac badawczo-rozwojowych zmierzajacych do opracowania technologii tzw.
chipow DNA. Synteza scalonych bibliotek oligonukleotydowych jest podstawa nowe;j
technologii opartej na analizie sekwencji kwaséw nukleinowych. Opiera si¢ ona na
jednoczesnej (rownoleglej) analizie r6znych sekwencji kwasow nukleinowych. Zastosowanie
tego typu analizy znajduje si¢ w obszarze diagnostyki (wykrywanie mutacji, pojedynczych
polimorfizmoéw nukleotydowych — SNP, analizy profilu ekspansji genéw i sekwencjonowania
kwasow nukleinowych przez hybrydyzacje —SBH).1® Technologie wykorzystujace biblioteki
kombinatoryczne pod wieloma wzgledami skutecznie konkurujg z metodami klasycznymi,
dzicki szybkos$ci i tatwosci ich syntezy, mozliwosci generowania wszystkich kombinacji
okreslonego typu oligonukleotydow, a takze oligonukleotydéw zawierajacych modyfikacje
chemiczne. %"

Ulepszenie metody syntezy oligonukleotydow jest zwigzane z zastosowaniem syntezy
oligonukleotydéw na powierzchni plaskiej, takiej, jaka jest stosowana do otrzymywania tzw.
chipow DNA. Do ich otrzymywania stosuje si¢ najcze$ciej metode wykorzystujaca
fotolabilne grupy ochronne funkcji 5’-hydroksylowej, a do zawigzania wigzania
internukleotydowego metod¢ amidofosforynowa.

Pomimo, ze chipy DNA dostgpne sa handlowo i wykorzystywane coraz szerzej w
praktyce, wiadomo, ze skuteczno$¢ syntezy oligonukleotydow wchodzacych w ich sktad nie
przekracza 95% na etap. Wazne jest zatem usprawnienie metody syntezy na podtozu statym
tak, aby mozliwe bylo wydajniejsze otrzymywanie oligonukleotydow, a co za tym idzie Zeby
te oligonukleotydy byly czystsze 1 bardziej jednorodne, gdyz po zakonczeniu syntezy
zakotwiczonego oligonukleotydu nie ma mozliwosci jego oczyszczenia w przypadku
wiekszosci opracowanych metod syntezy. Podwyzszenie wydajnosci syntezy powinno
wplynaé na poprawe jakos$ci analiz wykonywanych za pomoca tych uktadéw scalonych.

Drugi bardzo wazny aspekt opracowania nowych wariantow syntezy

oligonukleotydow to ochrona patentowa metod wytwarzania scalonych bibliotek DNA
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(chipéw 1 mikromacierzy DNA). Opracowanie nowych oryginalnych metod syntezy
oligonukleotydow, ktore moglyby postuzyé do otrzymywania scalonych bibliotek DNA, a
jednoczesnie nie bylyby chronione w literaturze patentowej byloby naturalnie bardzo
korzystne. Przystapitam do badan, ktérych celem byto opracowanie nowego wariantu syntezy
oligonukleotydéw, majac na uwadze rowniez mozliwos$¢ opatentowania metody.

Podjetam préby ulepszenia metody fosforotriestrowej. Opracowany nowy wariant metody
fosforotriestrowej ma rowniez wykorzystywac fotolabilne grupy ochronne.

Na obecnym etapie rozwoju metod fotolitograficznej syntezy scalonych bibliotek
oligonukleotydowych wykorzystuje si¢ przede wszystkim mieszane weglany do blokady
grupy 5’-hydroksylowej, przy czym ,fotolabilny alkohol” i funkcja 5°-OH nukleozydu
(oligonukleotydu) wchodza w sklad tego weglanu. Jako alkohole stosuje si¢ zdolne do
przemian fotochemicznych pochodne o-nitrobenzylowe, o-nitrofenyloetylowe, benzoinowe i
pyrenylowe.1%12 Proponuje sie rowniez zastosowanie powyzej wymienionych typéw alkoholi
jako blokad terminalnej funkcji fosforanowej w czasie syntezy oligonukleotydu %1315

W mojej pracy podjelam préby przygotowania amidofosforyndw chronionych
fotolabilng weglanowa grupa blokujaca, a takze opracowania wariantu metody syntezy
oligonukleotydow na podlozu statym, w ktorym datoby sie¢ wykorzysta¢ fotolabilne grupy

ochronne terminalnej funkcji fosforanoweyj.
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Ac — acetyl

Ac20 — bezwodnik kwasu octowego

AcOH — kwas octowy

aq — roztwor wodny

Ar —aryl

ArSO:ClI — chlorek arylosulfonylu

bm — szeroki multiplet (ang. broad multiplet)
bs — szeroki singlet (ang. broad singlet)

BSA — kwas benzenosulfonowy

Bz — benzoil

BzClI — chlorek benzoilu

CDI - N, N’-karbonylodiimidazol

CE - cyjanoetyl

CH2Cl2 — chlorek metylenu

CH3sCN — acetonitryl

CsHsN (lub Py)- pirydyna

CH3sNO:2 — nitrometan

CF3SO3CHs — trifluorometanosulfonian metylu
CPG - szkto o kontrolowanej porowatosci
d - dublet

dA — 2’-deoksyadenozyna

DBU - 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en
dC — 2’-deoksycytydyna

DCA — kwas dichlorooctowy

DCC — 1,3-dicykloheksylokarbodiimid
DMF — N,N ‘-dimetyloformamid

DMAP — 4-dimetyloaminopirydyna
DMSO - sulfotlenek dimetylu
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DMT — 4,4’-dimetoksytrytyl

DMTCI — chlorek 4,4’-dimetoksytrytylu
dG — 2’deoksyguanozyna

Et — etyl

Et2O — eter dietylowy

EtOH — etanol

EtsN - trietyloamina

FACOH — kwas fenoksyoctowy

Fmoc — 9-fluorenylometoksykarbonyl

'H (C, ®F, 3%'P) NMR - magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic

Resonance)

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High
Chromatography)

iBu — izobutyryl

iPr — izopropyl

KOH — wodorotlenek potasu (I)

Lew — lewulinyl

m — multiplet

Me — metyl

MeNPoc - a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonyl
MeNP - a-metylo-6-nitropiperonyl

MeOH — metanol

Mg - magnez

MMT — 4-monometoksytrytyl

MS — spektrometria mas ( ang. Mass Spectrometry)
MsCI — chlorek mezytylenosulfonylu

NaOH — wodorotlenek sodu (1)

NPE — 2-(4-nitrofenylo)etyl

NPEoc — 2-(4-nitrofenylo)etoksykarbonyl

PMG - pentametyloguanidyna

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

Ps — polistyren

PvCl — chlorek piwaloilu

Pressure Liquid
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g - kwartet

s - singlet

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

T — tymidyna

t - tryplet

TEA — trietyloamina

THF — tetrahydrofuran

TMG - N,N,N’,N -tetrametyloguanidyna

TLC — chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin Layer Chromatography)
temp. top. — temperatura topnienia

TMS - trimetylosilil

TMSICI — chlorek trimetylosililu

TPSCI — chlorek 2,4,6-triizopropylobenzenosulfonylu

Tr —trytyl

Zn - cynk

0 - przesunigcie chemiczne
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Kluczowym etapem syntezy fragmentow kwasow nukleinowych jest wytworzenie
mi¢dzynukleotydowych wigzan 3’-5°. Pierwsza, szeroko stosowana metoda otrzymywania
oligonukleotydéw, opracowana zostata pod koniec lat 50-tych i na poczatku 60-tych przez

Khorane i wspét. i nosi nazwe metody diestrowej'®!’ (schemat 1).

-

TrO

T -0—P— T
Tr0 ) 0—h—0 o DCC lub ArSO,CI 0
+ o - o=p-—o
;
OH OAc ° :0:
1 2
OAc
3

Schemat 1. Synteza monofosforanu dinukleozydu metodg diestrowsg

Podejscie to oparte jest na reakcji kondensacji nukleozydu posiadajagcego wolng grupe
3’-hydroksylowa oraz grupg¢ 5’-hydroksylowa chroniong kwasolabilng grupa trytylowa 1 z
5’-fosforanem  nukleozydu zawierajacym zasadolabilne ugrupowanie acetylowe w
pozycji 3°-OH 2. Kondensacja nastgpuje w obecnosci czynnika kondensujacego:
1,3-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), chlorku mezytylenosulfonylu (MsCI) lub chlorku
2,4,6-triizopropylobenzenosulfonylu (TPSCI), w wyniku czego powstaje monofosforan
dinukleozydu 3. Wydhuzenie tancucha nukleotydowego osiggni¢to poprzez usunigcie grupy
acetylowej z pozycji 3’ zwigzku 3 1 kolejng kondensacj¢ z odpowiednio blokowanym
5°-fosforanem nukleozydu.®
Glowng wada opisanej metody byt jonowy charakter zwigzku wyjsciowego 1 powstawanie
roznych ubocznych produktow kondensacji, ktore nalezato odseparowac¢ na drodze ucigzliwe;j
1 czasochtonnej chromatografii jonowymienne;.

Wspomniane niedogodnosci metody diestrowej sktonily chemikow do ponownego
zainteresowania si¢ metoda fosforotriestrowa wprowadzona przez Michelsona i Todda.®®

Letsinger i Ogilvie?®?! wykazali, ze kondensacja 5’-O-blokowanego deoksyrybonukleozydu




3. WSTEP TEORETYCZNY

4 z fosforanowym monoestrem 5 w obecnosci MsCl doprowadza do powstania
odpowiedniego  fosforodiestru  nukleozydu 6 (schemat 2). Nastepnie, dodanie
deoksyrybonukleozydu posiadajagcego wolng grupe 5’-hydroksylowa oraz TPSCI powoduja

powstanie fosforanowego triestru dinukleozydu 7, ktory z tatwo$cia mozna oddzieli¢ od

MMTO T

MMTO o T HO o T k %
MMTO T o \/—/\
o [ MsCI OAc o)
+ "O—P—OCH,CHCN — - o

| ‘ psc) o:l?—OCHZCHZCN

CsHsN
OH OH sHs "0 —OCH,CHCN o T
0

o
4 5

6
OAc

Schemat 2. Synteza triestru fosforanu dinukleozydu

jonowego zwigzku wyjsciowego przy zastosowaniu chromatografii kolumnowej w
rozpuszczalnikach organicznych na silikazelu. Na przestrzeni lat metoda fosforotriestrowa
byta modyfikowana 1 ulepszana poprzez wprowadzanie roéznych nowych czynnikow
fosforylujacych i kondensujacych.?222425.2 Szczes6lnie efektywng modyfikacja warunkow
kondensacji okazat si¢ dodatek nukleofilowych katalizatorow, takich jak N-metyloimidazol,
czy 4-podstawione pochodne N-tlenku pirydyny w obecnosci odpowiedniego czynnika
kondensujacego. Modyfikacje te umozliwity podwyzszenie wydajnosci 1 zwigkszenie

szybkoéci tworzenia wigzania fosforotriestrowego.?’

3.1. Synteza oligonukleotydéw z zastosowaniem metody fosforotriestrowej

Maksymalna dtugo$¢ syntezowanego oligonukleotydu zalezy przede wszystkim od
wydajnos$ci tworzenia wigzania internukleotydowego. Innym waznym czynnikiem sg reakcje
uboczne towarzyszace reakcjom kondensacji reagentéw nukleotydowych i nukleozydowych.
Reakcje uboczne maja przewaznie miejsce w obrgbie reszt purynowych i pirymidynowych.
Konsekwencja tego jest powstawanie zmodyfikowanych produktéw. Kolejnym procesem
obnizajacym wydajnos¢ sg reakcje uboczne towarzyszace usuwaniu grup ochronnych. Bardzo
istotna jest takze czysto$¢ substratow nukleozydowych (nukleotydowych). Z tego powodu
ponizej omdwione zostang optymalne grupy ochronne, reagenty fosforylujace, jak réwniez
reagenty kondensujace, ktore pozwalaja na uzyskanie wysokich wydajnosci w syntezie

oligonukleotydow.
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3.1.1. Grupy ochronne i metody fosforylacji

Grupy funkcyjne, z wyjatkiem tych, ktére biorg udzial w reakcji, powinny by¢
zabezpieczone grupami ochronnymi trwatymi podczas reakcji, a nastepnie odblokowane.
Selektywne usunigcie grup ochronnych jest waznym problemem w syntezie
oligonukleotydow.

Synteza oligonukleotydow metoda fosfrotriestrowg wymaga rozwigzania dwoéch
gléwnych problemow:

e Przygotowanie odpowiednio chronionych jednostek monomerycznych (nukleozydow
lub nukleotydow)
e laczenie monomerdéw przez zastosowanie odpowiedniej procedury fosforylacji

(kondensaciji)

Na ostatnim etapie syntezy grupy blokujace powinny by¢ usuniete.
3.1.1.1. Grupy ochronne zasad heterocyklicznych

Zasady heterocykliczne w syntezie oligonukleotydow wymagaja ochrony grup
egzoaminowych, stanowigcych potencjalne centra reaktywne w trakcie przylaczania
kolejnych jednostek nukleozydowych lub nukleotydowych. Egzoaminowe grupy w resztach
adeniny 1 guaniny sg do$¢ slabymi nukleofilami w poréwnaniu z grupami hydroksylowymi
cukrow. W przypadku cytozyny, grupa egzoaminowa jest bardziej reaktywna niz grupy
hydroksylowe w czasteczce cukru.?® Najczesciej stosowanymi grupami ochronnymi dla wyzej
wymienionych zasad jest, grupa benzoilowa (lub p-metoksybenzoilowa) dla adeniny?®
i cytozyny®® oraz grupa izobutyrylowa w przypadku guaniny (rysunek 1).3! Tymina nie
wymaga najczesciej stosowania grup ochronnych.

Wprowadzenie grup ochronnych dla polarnych funkcji aminowych i hydroksylowych
nukleozydow czy nukleotydow, zwigksza rdownoczesnie ich lipofilowo$¢ 1 rozpuszczalnos¢ w
rozpuszczalnikach organicznych. Blokady grup egzoaminowych sg trwale we wszystkich
warunkach reakcji stosowanych w syntezie DNA. Usuwa si¢ je po zakonczeniu syntezy

dziatajac stezonym wodnym roztworem amoniaku w temp. ok. 50°C.
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ﬁ ;\W S

J\I\I\I

6-N-benzoiloadenina (AB?) 4-N-benzoilocytozyna (CB?) 2-N-izobutyryloguanina (G'8Y)

Rys. 1 Powszechnie stosowane w syntezie DNA blokady grup egzoaminowych zasad

heterocyklicznych

W  poréwnaniu do serii rybo, deoksyrybonukleozydy, deoksyrybonukleotydy
i oligodeoksyrybonukleotydy purynowe sa znacznie bardziej wrazliwe na umiarkowanie
kwasowe warunki, ktore przyczyniaja sic do rozerwania wiazania N-glikozydowego.®? Na
przyktad guanozyna jest 520 razy bardziej odporna na depurynacj¢ niz deoksyguanozyna w
100°C, natomiast deoksyadenozyna ulega depurynacji dwa razy szybciej niz
deoksyguanozyna w 30°C.% Dane te potwierdzili Tanaka i Letsinger.>® Wykazali oni rowniez,
ze  6-N-benzoilodeoksyadenozyna ma wigkszg sktonno§¢ do depurynacji niz
2-N-izobutyrylodeoksyguanozyna. Mechanizm depurynacji (schemat 3) dla deoksyadenozyny
(8) wymaga protonowania pozycji N-1(9) albo N-7 (10).3* Odejscie protonowanej puryny 11 i

réwnoczesne utworzenie jonu oksoniowego 12 decyduje o szybkosci reakcji. 32353637

NH, NH, NH,

\N Nf\ NH hTH

HO oo HO n X b
1M+ o OH N < | NH
+ N\ )
N

OH OH

O+

13 12 1"

Schemat 3. Mechanizm depurynacji deoksyadenozyny

Poszukiwanie roznorodnych grup ochronnych dla egzoaminowych funkcji

deoksyadenozyny, ktore po wprowadzeniu zmniejszytyby depurynacje w kwasowych
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warunkach, doprowadzito do zastosowania amidynowych grup ochronnych (Tabela 1).38:3°

Grupy te byly wprowadzane chemoselektywnie na egzoaminowe funkcje nukleozydow
purynowych 1 pirymidynowych. Na przyktad w reakcji deoksyadenozyny z
N,N-dimetyloacetamidem uzyskiwano z 70% wydajnoscia N-blokowang deoksyadenozyne,*°

ktéra byta 20 razy bardziej odporna na depurynacje niz 6-N-benzoilodeoksyadenozyna.

Tabela 1. Amidynowe grupy ochronne dla funkcji egzoaminowych

Grupaochronna  Nukleozasada Warunki odblokowania Literatura
H Guanina (N-2) Stezony NH4OH/ A 40-52
> Adenina (N-6)
MezN

39;40;50;53-55

H Guanina (N-2) Stezony NH4OH/A  lub
\F Adenina (N-6) 0,5 M NH,NH,.H,0/CsHsN/AcOH

(n-Bu),N
H Adenina (N-6)  Stezony NH,OH/10% NH4OAc/ A 39
: 0,5 M NHzNHz.HzO/CsHsN/ACOH
(i-Bu),N

H: Adenina (N-6) Stezony NH;OH/10% NH4OAc/ A %

0,5 M NH2NH,.H,0/CsHsN/AcOH
(i-Pr),N

40,48-51;53

Me Guanina (N-2) Stezony NH4OH/ A
>’Z Adenina (N-6)

MezN

E% Cytozyna (N-4)  Stezony NH,OH/ A 4049:50
N
Me
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Dla funkcji aminowej N-6 deoksyadenozyny zaprojektowano rowniez inne grupy
ochronne, ktére hamowaty depurynacje w warunkach kwasowych. Kume i wspot.5%
wprowadzili cykliczne diacylowe grupy ochronne. Reakcja 3°,5’-di-O-
-acetylodeoksyadenozyny z cyklicznym bezwodnikiem ftalowym (lub bursztynowym)
prowadzita do  powstania  6-N-ftaloilo  (lub  bursztynylo)  3°,5’-di-O-acetylo
deoksyadenozyny.*® 3’ 5°-di-O-acetylodeoksyadenoza blokowana grupa 6-N-ftaloilowa byla
4-6 razy bardziej stabilna niz blokowana grupg 6-N-benzoilows, natomiast 3°,5’-di-O-
-acetylodeoksyadenozyna z grupa 6-N-bursztynylowg nawet 8 razy trwalsza od blokowanej
grupg 6-N-benzoilowg w 80% kwasie octowym w 70°C. Grupa ftaloilowa i bursztynylowa
byly niestabilne w stabo zasadowych warunkach takich jak, pirydyna : woda (1:1) i byty
fatwo odblokowane z uzyciem mieszaniny, stezony amoniak : pirydyna (3:2), w temperaturze
pokojowej.>®

Podwyzszenie wytrzymatos$ci na depurynacj¢ osiagnigto rowniez wowcezas, kiedy do
zablokowania  aminowej  grupy N-6  deoksyadenozyny  zastosowano  grupe
o-nitrofenylosulfenylowa (Nps). Deoksyadenozyna blokowana grupa
o-nitrofenylosulfenylowa pozostaje nienaruszona w 80% wodnym kwasie octowym w 30°C
przez 24 godziny.®® W tych samych warunkach deoksyadenozyna blokowana grupa
benzoilowa juz po 30 minutach zostaje w polowie odblokowana, a blokowana grupa
6-N-ftaloilowa po 120 minutach. Grupa Nps zostala rowniez przebadana jako grupa ochronna
egzoaminowych funkcji nukleozydoéw cytozyny i guaniny.

Pomimo, Ze trytylowe pochodne takie jak Tr, MMT 1 DMT stuza gléwnie do ochrony
funkcji 5°-OH nukleozydow, to grupy typu trytylowego znalazty réwniez zastosowanie do
ochrony egzoaminowych funkcji nukleozydow.’¥%61-65 Deoksyadenozyna blokowana grupa
4,4’ 4°’-tri-(benzoiloksy)trytylowag (TBTr) w 2% kwasie dichlorooctowym w chlorku
metylenu jest czterokrotnie bardziej odporna na depurynacj¢ niz blokowana grupa 6-N-
-benzoilowa. Inng zaleta tej grupy jest to, ze 6-N-TBTr deoksyadenozyna jest tatwo
przeksztatcana w metylo-N-morfolinofosforoamid — monomer uzywany do syntezy DNA na
podtozu statym.®*®” Grupa TBTr uzywana jest rowniez do ochrony funkcji egzoaminowych
dla deoksycytydyny i deoksyadenozyny. Odblokowanie grupy TBTr odbywa si¢ podczas
dzialania na blokowany nukleozyd 2 M wodorotlenkiem sodu w ciggu 10 minut.

Wprowadzono rowniez kilka acylowych grup ochronnych dla egzaminowych funkcji

nukleozydow cytozyny, adeniny i1 guaniny. Informacje na ich temat zostaty zebrane
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w tabeli 2. Grupy takie jak, o-fenylocynamoilowa®® i naftaloilowa® byty wprowadzane
chemoselektywnie na egzoaminowe funkcje deoksycytydyny, deoksyadenozyny i
deoksyguanozyny.

Deoksyadenozyna blokowana w pozycji N-6 jedng z tych grup, jak réwniez grupa 3-metoksy-
-4-fenoksybenzoilowa, byta bardziej odporna na depurynacj¢ w kwasowych warunkach niz
6-N-benzoilowana deoksyadenozyna.

Grupa fenoksyacetylowa jest dogodna grupa ochronng dla guaniny, adeniny i
cytozyny.’®747273 pod wpltywem dzialania stezonego amoniaku w 20°C nastepowato
potowiczne odblokowanie w ciggu 8 minut, 7 minut i 2 minut dla wyzej wymienionych
zasad.”>”® W identycznych warunkach N-benzoilowane nukleozydy byty odblokowane w

ciggu 10 godzin, 11 godzin i 3 godzin, w tej samej kolejnosci.”>"

Uzycie
fenoksyacetylowanych nukleozasad powinno takze utatwi¢ przygotowanie modyfikowanych
nukleozydow  wrazliwych  na  alkaliczne  warunki. Szybko§¢  depurynacji
6-N-fenoksyacetylowanej deoksyadenozyny w 80% kwacie octowym byta 20% nizsza niz
6-N-benzoilowanej deoksyadenozyny w tych samych warunkach.’

Grupa 2-(acetoksymetylo)benzoilowa™®™ réwniez zostata zaproponowana jako

alternatywna grupa ochronna dla funkcji aminowych nukleozydéw. Utatwita ona synteze

zasadolabilnych modyfikowanych oligonukleotydow.

Tabela 2. Grupy ochronne dla funkcji egzoaminowych nukleozasad

Grupa ochronna Nukleozasada Warunki odblokowania Literatura
Guanina (N-2) Stezony NH;OH- CsHsN (1:1) 587580
O 0 Adenina (N-6)  lub EtsN- CsHsN (1:5)
‘ CHpol— Cytozyna (N-4) lub 1 M DBU/MeCN
Q Guanina (N-2) DBU lub DBU/ CsHsN 13;81-90
OzN@CHchzoc— Adenina (N-6)
Cytozyna (N-4)
I Guanina (N-2) 10%Pd/C/H; 91,92
PhCH0C— Adenina (N-6)

Cytozyna (N-4)

0 Cytozyna (N-4)  Stezony NH4OH- CsHsN (3:1) 9%
(CH3);CHCH,0C—
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(CH3)3CC_
Il
(CH3)2CHC_
[l
CH3CH2C_
CH3C_

Il
(Ph),CHC—

Il
i-PrOCH,C—

Cytozyna (N-4)

Guanina (N-2)
Cytozyna (N-4)

Guanina (N-2)

Cytozyna (N-4)

Guanina (N-2)

Guanina (N-2)
Adenina (N-6)
Cytozyna (N-4)

Guanina (N-2)
Adenina (N-6)
Cytozyna (N-4)

Guanina (N-2)
Adenina (N-6)

Guanina (N-2)
Adenina (N-6)
Cytozyna (N-4)

Guanina (N-2)
Adenina (N-6)
Cytozyna (N-4)

Guanina (N-2)
Adenina (N-6)
Cytozyna (N-4)

0,2 M NaOH-MeOH (1:1)

Stezony NH4OH, A

Stf;ZOIly NH4OH- CsHsN (21)

NH;-EtOH (1:1)

Stezony NH4OH, A

Stezony NH4OH, A

Stezony NH,OH

Stezony NH4,OH

Stezony NH4OH, A

0,05 M KzCOs/MeOH
lub stezony NH4OH, R.T.

Stezony NH4OH, A

94,95

47;52;71;74;94;96-

99

61;100-109

70,71,94,110-112

106;107;113;114

68

115

46,70;71,74;96-
98,110;111;116

97,117,118

119

69
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3.1.1.2. Grupy ochronne funkcji hydroksylowych cukru

Kluczowym etapem syntezy oligonukleotydow metoda fosforotriestrowsg jest
tworzenie wigzania internukleotydowego. Monomery deoksyrybonukleotydowe zawierajg
dwie grupy hydroksylowe (3’-OH lub 5°-OH), ktére powinny by¢ zablokowane podczas
reakcji fosforylacji i kondensacji jednostek deoksyrybonukleotydowych. Selektywnosc¢
usuwania blokad z grup hydroksylowych jest waznym elementem syntezy oligonukleotydow.
Grupy ochronne funkcji hydroksylowych deoksyrybonukleozydéw moga posiada¢ charakter
tymczasowy lub staty, w zalezno$ci od strategii syntezy.

Powszechnie stosowane sag grupy trytylowe z wyrdznieniem  grupy

dimetoksytrytylowej jako blokady grupy 5’-OH, (rysunek 2).120-122

o_
O R1=Rz=H grupa trytylowa (Tr)

O R4=H, R;=OCHj3; grupa 4-monometoksytrytylowa (MMT)

Rz R4=R,=0OCHj3; grupa 4,4'-dimetoksytrytylowa (DMT)
Rys. 2 Grupy trytylowe

Khorana i wspot. wprowadzili grupg p-metoksylowa do fenylowego pierscienia co
utatwia usunigcie pochodnych trytylowych za pomocg kwasu. W przypadku
zautomatyzowanej syntezy oligodeoksyrybonukleotydow na podtozu statym, usunigcie grupy
5°-O-DMT umozliwia ocene efektywnoéci elongacji tancucha.*® Po potraktowaniu
5’-O-DMT-pochodnej nukleozydu (lub rosnacego tancucha oligonukleotydu) 3% roztworem
kwasu dichlorooctowego w chlorku etylenu powstaje kation dimetoksytrytylowy,
odznaczajacy si¢ silng absorpcja przy ok. 504 nm, co wykorzystuje si¢ do iloSciowego
oznaczania wydajno$ci poszczegolnych etapéw. Spektrofotometrycznie mierzona absorpcja
roztworu w ktorym znajduje si¢ kation dimetoksytrytylowy jest podstawowym parametrem
okre$lajacym przebieg syntezy oligonukleotydow.'?3

Nowe trytylowe pochodne do syntezy oligonukleotydow zaproponowali Sekine i
Hata.'?* Odkryli, ze chlorek 4,4’,4”-tri-(benzoiloksy)trytylu (TBTr-Cl) i bromek 4,4’ 4”-tri-
-(benzoiloksy)trytylu (TBTr-Br) otrzymane z metyloauryny, selektywnie reaguja z funkcja




17
3. WSTEP TEORETYCZNY

5’-hydroksylowa N-blokowanych deoksyrybonukleozydow. Grupy te byty bardziej stabilne w
kwasnych warunkach niz grupa trytylowa. Jednak warunki odtrytylowania grupy TBTr byly
niekompatybilne z zasadolabilnymi grupami ochronnymi nukleozasad. W celu unikniecia
tego  problemu  Sekine i  Hata!®'?%  wprowadzili = grupe = 4,4°,4”-tri-
-(4,5-dichloroftalomido)trytylowa (CPTr). Grupa ta byla stosunkowo stabilna w warunkach
kwasowych, wskutek silnego efektu indukcyjnego reszt ftaloilowych. W przeciwienstwie do
silnie alkalicznych warunkéw, wymaganych do odblokowania grupy TBTr, grupa CPTr byta
przeksztatcana do przejsciowego eteru 4,4°,4”-triaminotrytylowego w ciggu 20 minut przez
hydrazynolize.!'?1%512"  agodniejsze warunki odblokowania, pozwolity na uzycie 5°-O-CPTr
nukleozydow z zasadolabilnymi grupami ochronnymi, do syntezy oligonukleotydow.

Do blokowania funkcji 5’-hydroksylowej N-acylowanych nukleozydéw uzywano
rowniez grupy 9-(fenyloksanteno-9-ylowej), inaczej piksylowej (Px)0810%128-134 § grypy
9-(p-metoksyfenylo)ksanteno-9-ylowej (Max).108109131-132 Qiahilnosé grupy piksylowej i
4,4’-dimetoksytrytylowej byta poréwnywalna w warunkach kwasowych.

Pomimo, ze grupy trytylowe sa czesto stosowane do blokowania funkcji 5°-OH
nukleozyddéw, to jednak poszukiwano nowych selektywnych grup blokujacych, ktore bytyby
usuwane w warunkach zblizonych do obojetnych. Taka grupe opracowat Seliger.13%1% Grupa
p-fenyloazofenyloksykarbonylowa  (PAPoc)  wprowadzona  zostala ~w  reakcji
deoksyrybonukleozydow z chlorkiem p-fenyloazofenyloksykarbonylowym. 5°-O-PAPoc
nukleozydy otrzymywano z 70% wydajnoscig. Odblokowanie grupy PAPoc odbywalo si¢ w
mieszaninie, B-cyjanoetanol — trietyloamina — woda (1:1:1), a nastgpnie dziataniem 0,01 M
DBU w pirydynie w ciagu 1 minuty.1%

Zasadolabilne grupy sg rowniez uzywane do blokowania funkcji 5’-hydroksyloweyj,
kiedy inne grupy funkcyjne sg zablokowane grupami kwasolabilnymi. Zasadolabilna grupa
9-fluorenylometoksykarbonylowa (Fmoc) byta wprowadzana rowniez selektywnie na funkcje
5-OH.®* W przypadku tej grupy nastepowala niewielka depurynacja 6-N-acylowanej
deoksyadenozyny podczas jej usuwania.>>"%137-140 Odblokowanie grupy Fmoc odbywato sig
w zasadowych warunkach (10% piperydyna w acetonitrylu). Uzycie takich warunkow
neutralizowalo reaktywny benzofulwen, ktory tworzy si¢ podczas odblokowania.

Pfleiderer®”1® opisat selektywne wprowadzanie labilnych grup, takich jak:
2-(4-nitrofenylo)etoksykarbonylowa  (NPEoc),  2-(2,4-dinitrofenylo)etoksykarbonylowa
(DNPEoc) i 2-cyjanoetoksykarbonylowa (CEoc) w pozycje 5°-OH deoksyrybonukleozydow
z wydajnosciag 70-80%. Odblokowanie grupy NPEoc nastgpowato pod wplywem dziatania
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0,5 M roztworem DBU w bezwodnej pirydynie, natomiast odblokowanie DNPEoc odbywato
si¢ w $rodowisku trietyloaminy w reakcjach -eliminacji. Warunki odblokowania pozwolity
selektywnie usungé¢ grup¢ DNPEoc w obecnosci grup ochronnych funkcji fosforanowe;j:
grupy p-nitrofenyloetylowej (NPE) lub grupy p-nitrofenyloetoksykarbonylowej (NPEoc).8®

Inne grupy ochronne regioselektywnie reagujace z funkcjg 5’-hydroksylowag
nukleozydow to: grupa 4-(metylotiometoksy)butyrylowa (MTMB), grupa
2-(metylotiometoksymetylo)benzoilowa (MTMT) i grupa 2-(izopropylotiometoksymetylo)
benzoilowa (PTMT), 141-144

Do blokowania uzywana jest réwniez grupa trimetyloacetylowa (piwaloilowa), ktéra
jest bardziej stabilna niz grupa acetylowa. Grupa piwaloilowa jest uzywana do badan
modelowych, gdyz w syntezie oligonukleotydow do jej odblokowania uzywa si¢ Silnie
zasadowych warunkow.?® Grupy metoksy- i fenoksyacetylowe sa uzywane, kiedy wymagane
sa grupy bardziej labilne. Grupa trytyloksyacetylowa (trac) acetylowata selektywnie pozycje
5-nukleozydu i byla uzywana w syntezie oligorubonukleotydow.**® Szybkos¢ alkaliczne;
hydrolizy grupy 5’-O-trac byla wigksza niz innych grup wystepujacych w nukleozydzie.

Kwasolabilna grupa tetrahydropyranylowa byla wprowadzona juz w 1960 przez
Khorane i wspét. do syntezy dinukleozydofosforanow.'?® Grupe tetrahydro-4-metoksy
pyranylowa stosuje si¢ w celu uniknigcia tworzenia si¢ mieszaniny diastereoizomeréw. Grupa
ta byla uzyta w polaczeniu z alkilolabilng ochrong 5°-OH w syntezie oligorybonukleotydow
metoda fosforotriestrowa.}*® Stabilno$¢ wiazania internukleotydowego podczas usuwania
grupy ochronnej zostata sprawdzona za pomocag HPLC gdzie nie wykryto migracji wigzania
internukleotydowego.

Kiedy grupa 5’-hydroksylowa jest zablokowana grupa kwasolabilng taka jak mono-
czy dimetoksytrytylowa, grupa 3’-OH deoksynukleozydéw powinna by¢ zablokowana grupa
zasadolabilng.?®3! Grupa benzoilowa jest czesto uzywana jako koncowa grupa ochronna
polinukleotydu w metodzie fosforotriestrowej.'47:148
Grupa 3’-O-bursztynianowa nukleozydu jest powszechnie uzywana jako grupa blokujaca oraz
jako tacznik pomiedzy nukleozydami i1 funkcjami aminowymi polimeréw w przypadku
syntezy na podlozu stalym. Typowa reakcj¢ otrzymywania 3°-O-bursztynylotymidyny (15)

przedstawia schemat 4.14°
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DMTO DMTO
T o._9_o0 T
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N(CH3),
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S +
14 N 0 O Et;NH

15

Schemat 4. Otrzymywanie 3’-O-bursztynylotymidyny

3.1.1.3. Grupy ochronne wigzania internukleotydowego

Wybér grup ochronnych wigzania internukleotydowego jest zasadniczym problemem
syntezy oligonukleotydow metoda fosforotriestrowa. Grupy ochronne powinny spelniaé
nastepujace kryteria:

e powinny by¢ tatwo wprowadzane;

e stabilne w warunkach reakcji;

e latwo usuwane na koncu syntezy w warunkach, w ktorych produkt syntezy jest
stabilny;

e reagent wprowadzajacy powinien by¢ dostgpny i stabilny;

e grupy powinny by¢ achiralne;

e grupy projektowane powinny by¢ w taki sposéb, by widma NMR produktu byto jak
najprostsze.

Grupa benzylowa byla pierwsza grupa ochronng w syntezie fosforotriestrowej. Zostata
po raz pierwszy uzyta przez Michelsona i Todda* w 1955 roku, w syntezie oligonukleotydow
metodg fosforodiestrowa, natomiast opisal ja i zastosowat jako pierwszy Khorana z wspot.14
Grupa benzylowa odblokowana jest na koncu syntezy w bardzo lagodnych warunkach,®®
przez dziatanie jonem tiofenolanowym w temperaturze pokojowej. W przypadku syntezy
dlugich oligomerow w pirydynie lub innej =zasadzie moze nastapi¢ czgsciowe
debenzylowanie.*>°

Letsinger i Mahadevan®® uzyli grupy 2-cyjanoetylowej do ochrony wigzania
internukleotydowego. Grupa ta jest odblokowana w reakcji B-eliminacji. Wadg grupy
2-cyjanoetylowej jest to, ze moze ona ulega¢ czgsciowemu odblokowaniu podczas przerobu

mieszaniny poreakcyjnej i chromatografii na zelu krzemionkowym.?!
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Krotko pozniej Eckstein i Rizk™! zaproponowali uzycie grupy 2,2,2-trichloroetylowej,
do ochrony wigzania internukleotydowego. Zaleta tej grupy jest fakt, ze pozostaje ona
nienaruszona podczas wzrostu lancucha, jak rowniez podczas oczyszczania. Grupa
2,2,2-trichloroetylowa jest usuwana przez p-eliminacje, np. przez dziatanie pytem cynkowym
w wodnym kwasie octowym.

Kolejng grupa ochronng, ktora byta szeroko stosowana w metodzie fosforotriestrowe;j
jest grupa fenylowa. Zostala wprowadzona przez Reese’a i wspot.®? Grupa fenylowa jest
stabilna podczas wzrostu tancucha oligonukleotydowego, jak rowniez podczas jego
oczyszczania.

Wada tej grupy jest wymagana obecnos¢ jondw hydroksylowych podczas odblokowania lub
atak innego nukleofila. W nast¢pstwie tego mozliwe jest rozerwanie wigzania tlen-fosfor. Dla
krotkich czasteczek sg to ilo$ci nieznaczne, jednak dla dlugich czasteczek te niepozadane
produkty wystepuja w znacznych ilosciach. Starano si¢ zapobiegal rozerwaniu wigzania
internukleotydowego modyfikujac grupe fenylowa. Bardzo czg¢sto uzywane sg grupy
o-chlorofenylowe i p-chlorofenylowe, 153154

Trwalg grupa blokujaca jest réwniez grupa p-nitrofenyloetylowa (NPE),™®® ktora jest
zdejmowana w aprotycznym  rozpuszczalniku w reakcji  B-eliminacji. Uzycie
B-eliminacyjnych grup ochronnych na funkcji fosforanowej uwaza si¢ za istotne w syntezie
otrzymywania oligonukleotydéw. Zwigzane jest to z odblokowaniem fosforotriestru do
fosforodiestru bez nukleofilowego ataku na atom fosforu, co mogloby spowodowac
rozerwanie wigzania internukleotydowego. Do takich grup ochronnych naleza: grupa
B-cyjanoetylowa (CE), metylowe pochodne grupy B-cyjanoetylowej,  grupy
B-(alkilosylfonylo)- i B-(arylosulfonylo)etylowe. Grupy te sa stosunkowo czute na warunki
zasadowe i ich odblokowanie nastepuje juz pod wptywem dziatania amoniaku.>®

Zalety grup fenyloetylowych to: tatwa separacja produktow ubocznych, reagenty
fosforylujace s3 bardzo stabilne, oraz homogenna mieszanina reakcyjna co pozwala na
Sledzenie postgpu reakcji. Te zalety moga by¢ rozszerzone przez zastosowanie strategii
ujednoliconych grup blokujacych takich jak, grupa 2-(4-nitrofenylo)etoksykarbonylowa
(NPEoC), dla ochrony zasad (pirymidyny lub puryny) i grupa
2-(2,4-dinitrofenylo)etoksykarbonylowa (DNPEoc) i grupa 2-(4-nitrofenylo)etylosulfonylowa
(NPES) dla ochrony funkcji hydroksylowej (3° lub 5”) cukru. Aby rozszerzy¢ spektrum
B-eliminacyjnych grup ochronnych dla chemii oligonukleotydéw, przebadano réwniez

zastosowanie reszt heteroarylowych zawierajacych atom azotu, jako aktywatoréw w reakcji
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B-eliminacji. Poniewaz pierscieniowy atom azotu w hybrydyzacji sp? wykazuje podobng site
aktywacyjna jak grupa NO2, to reszty pirydynylowe, pirymidynowe, pirazynylowe zostaty
wybrane jako nowe pochodne.*®’

W syntezie fosforotriestrowej fosforan nukleozydu powinien by¢ zablokowany
podczas syntezy, natomiast koncowe fosforany powinny posiada¢ labilne grupy blokujace.
Grupy te powinny by¢ usuwane w warunkach innych niz alkaliczne. Fosforan dinitrobenzylu
jest stabilny w pirydynie i moze by¢ stosowany jako tymczasowa blokada, ktora bedzie
usuwana w reakcji dealkilowania za pomoca p-tiolotoluenu. 15158159
Przyklady selektywnego wusuwania tymczasowych grup ochronnych z catkowicie

zablokowanego fosforanu pokazano na schemacie 5.
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Schemat 5. Selektywne odblokowanie grup ochronnych z koncowego fosforanu

X

3.1.1.4. Reagenty fosforylujace

Synteza oligonukleotydéw metodg fosforotriestrowg przebiega w dwoch oddzielnych
etapach.'®® W pierwszym etapie odpowiednio blokowany nukleozyd 16 z wolng grupa
hydroksylowa (zazwyczaj 3’-OH) przeksztalcany jest w oczekiwany arylowy fosforan 17
(lub aktywna jego forme), w reakcji fosforylacji (i). W drugim etapie, w reakcji kondensacji

(i) tworzy si¢ wigzanie fosforotriestrowe (schemat 6) 18.
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Chattopadhyaya i1 Reese zastosowali do reakcji fosforylacji fenylowy
dichlorofosforan.®? Jednak w przypadku jego uzycia nie mozna byto unikngé tworzenia
symetrycznego produktu ubocznego. W celu uniknigcia tego problemu uzyli oni fenylo
4-nitrofenylo chlorofosforanu ¢! lub 2-chlorofenylo 4-nitrofenylo chlorofosforanu.®? Z kolei
van Boom i wspél. zaproponowali uzycie do reakcji fosforylacji 4-chlorofenylo

2,2,2-trichloroetylo chlorofosforanu.1%®

RO o} RO o}
N/ R'OH N/
ROH B —— / P\ —_— P\
I 0 OAr " R'O OAr
16
17 18
i = fosforylacja

ii = kondensacja
ROH, R'OH = czesciowo blokowany nukleozyd

Schemat 6. Ogolny przebieg syntezy fosforotriestrowej

Effimov i wsp6t.2%4 uzyskali dobry reagent fosforylujacy, przygotowany bezposrednio
przed reakcja. Aby otrzymac p-chlorofenylo pirydynylo fosforan, dla ktérego zaproponowano
strukturg 22, wykorzystali oni pochodne p-chlorofenylo fosforanow (19, 20, 21) (schemat 7).
Zwigzek 22 powstawal w reakcji z ekwimolarng ilosciag wody dodanej do p-chlorofenylo
dichlorofosforanu 21. Aktywny zwigzek fosforylujacy 22 powstaje rowniez w reakcji
p-chlorofenylo fosforanu 19 z chlorkiem arylosulfonowym w pirydynie lub przez dziatanie
pirydyny na p-chlorofenylo chlorofosforan 20.

o o
CIC¢H40——P——OH CICgH,0——P——ClI CICgH40—P——Cl
OH OH cl
19 20 21
P

Py y Py
Ar,;S0,CI H20 (1eqv)

ﬁ < >

CICSH4O—T—N @
o

22

Schemat 7. Otrzymywanie p-chlorofenylo pirydynylo fosforanu
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Badania reagentow fosforylujacych wykazaly, ze monofunkcyjne reagenty
fosforylujagce sa dobrymi reagentami  w syntezie oligodeoksynukleotydow metoda
fosforotriestrowa jezeli spetniajg nastepujace kryteria:

e 3 dostatecznie reaktywne, aby przereagowac z grupa 3’-hydroksylowa nukleozydow;

e jezeli grupa ochronng wigzania internukleotydowego bedzie grupa arylowa, to
powinno by¢ mozliwe przeksztalcenie zwigzku 18 (schemat 6) do fenylo nukleozydo-
3’-ylo fosforanu 17 (schemat 6), w warunkach na tyle tagodnych, aby podczas
odblokowania nie zostaty naruszone inne ochronne grupy kwaso- i zasadolabilne oraz
nie utworzyty si¢ inne produkty uboczne;

e powinna by¢ mozliwa izolacja produktu posredniego 17 (schemat 6) jako czystej soli,

wolnej od czynnika fosforylujacego i innych produktéw ubocznych.

3.1.1.5. Reagenty kondensujace i katalizatory nukleofilowe

Tworzenie wigzania internukleotydowego wymaga aktywacji grupy hydroksylowe;j
nukleozydu czy funkcji fosforanowej sasiedniej czasteczki.'6°168

Skutecznymi czynnikami kondensujacymi sa chlorki arylosulfonylowe, ktore moga
aktywowa¢ fosfomonoestry z utworzeniem mieszanych bezwodnikéw. Fosfodiestry sa takze
aktywowane, lecz znacznie wolniej niz fosfomonoestry. Dobrymi reagentami w metodzie
fosforotriestrowej w tworzeniu wigzania fosforotriestrowego byly réwniez azolidowe
pochodne arylosulfonylowe.

1-Tolueno-p-sulfonyloimidazol i ich pochodne byly dobrymi reagentami
aktywujacymi dla fosforodiestrow.*®® Jednak reakcje z tymi aktywatorami zachodzity do$¢
wolno, szczegdlnie z pochodnymi 2,4,6-triizopropylobenzenosulfonowymi (TPS). Pdzniej
zastosowano azolidy arylosulfonylowe, w ktorych zwigkszono ilo§¢ atomow azotu w

60 2.4 6-triizopropylobenzenosulfonylotetrazolid  (TPSTe)'™® i

pierécieniu  azolidowym.!
1-(mezytylenosulfonylo)-3-nitro-1,2,4-triazol  (MSNT)*"! sa powszechnie stosowanymi
aktywatorami  fosfodiestrow. Mieszaniny reakcyjne po kondensacji z uZyciem
arylosulfoazolidéw byly zdecydowanie czystsze niz w przypadku uzycia TPS. Kilka

przyktadowych reagentow kondensujacych przedstawiono na rysunku 3.
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Rys. 3 Reagenty kondensujace

Podczas aktywacji fosforodiestrow azolidami arylosulfonowymi postuluje si¢
tworzenie w pierwszej kolejnosci mieszanych bezwodnikéw fosforodiestrow i1 kwasu
arylosulfonylowego. Uzycie trzykrotnego nadmiaru tetrazolu powinno pomagaé w
aktywowaniu fosfodiestru przez utworzenie posredniego tetrazolidu. TPSTe jest reagentem
kondensujacym dziatajagcym znacznie szybciej niz TPSCl. W przypadku uzycia przestrzennie
rozbudowanych  czynnikow  kondensujacych, reakcje  kondensacji  przebiegaja
stereoselektywnie. Powstaje wowczas tylko jeden diastereoizomer. Na przyklad w reakcji
N,3’-O-blokowanego nukleozydu z pochodnymi TPSTe lub 1-(mezylenosulfonylo)-5-
-(pirydyny-2-yl)-tetrazolu (MSPy) uzyskuje si¢ jeden z diastereoizomerow fosforotriestru,
3°-0-(o-chlorofenylo)fosforan N-5’-O-blokowanego deoksynukleozydu.17217

Podsumowujac wiadomosci o czynnikach kondensujacych mozna stwierdzié, ze
pochodne arylosulfonylowe sg najefektywniejszymi aktywatorami fosforodiestrow w syntezie
wiazania fosforotriestrowego. Reakcje kondensacji zachodza wobec zasad, a najefektywniej
wobec zasad, ktore sg jednoczes$nie nukleofilami np. wobec pirydyny. Wydajnos¢ reakcji
kondensacji mocno zalezy od podstawnika X (schemat 8) w pochodnej arylosulfonylowe;.
Przejscie od chlorku do azolidu powoduje wzrost szybkos$ci reakcji kondensacji, jak réwniez
wzrost jej czystosci (schemat 8).

W metodzie fosforotriestrowej uzycie  chlorkow  lub  nitrotriazolidow
arylosulfonylowych w obecnoséci katalizatora nukleofilowego (np. N-metyloimidazolu)
efektywnie przyspiesza tworzenie wiazania internukleotydowego.!8417  Zastosowanie
N-metyloimidazolu w metodzie fosforotriestrowej przyspiesza synteze prowadzona w
roztworze, jak rdwniez prowadzong na podtozu statym. Uzycie katalizatoréw nukleofilowych
umozliwia tworzenie wigzania internukleotydowego nie tylko w pirydynie, ale takze w

réznych rozpuszczalnikach organicznych.
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Schemat 8. Reakcja kondensacji

Udowodniono réwniez, ze w metodzie fosforotriestrowej wzrost szybkosci tworzenia

si¢ wigzania internukleotydowego, mozna roéwniez osiggna¢ uzywajac katalizatorow
nukleofilowych takich jak, 4-podstawione pochodne N-tlenku pirydyny, w obecno$ci
czynnikow kondensujacych. Otrzymano rézne pochodne N-tlenkow pirydyny (25-27, rysunek
4) i zbadano ich skuteczno$é w syntezie oligonukleotydow.1#
Szybkos¢ reakcji kondensacji zalezy od potozenia podstawnika w pierscieniu pirydynowym.
N-tlenki pirydyny podstawione grupa elektrono-akceptorowa, taka jak NO2 lub Cl, nie maja
wplywu na reakcje kondensacji. Niepodstawione N-tlenki pirydyny lub chinoliny
przyspieszaja tworzenie si¢ wigzania internukleotydowego tylko w niewielkim stopniu.
W odroznieniu od tych katalizatorow, wysoka skuteczno$¢ w tworzeniu wigzania
internukleotydowego uzyskuje si¢ po zastosowaniu podstawionych grupami elektro-
donorowymi 4-pochodnych N-tlenkow pirydyny i chinoliny. Przyktady takich grup pokazano
na rysunku 4 (grupy a-h). Szybkos$¢ reakcji nie zalezy w istotnym stopniu od struktury
podstawnika. Reakcja kondensacji prowadzona z réznymi pochodnymi 4-dimetyloamino i
4-alkoksy byta tylko troche bardziej wydajna niz z innymi 4-podstawionymi N-tlenkami
pirydyny.
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Rys. 4 Katalizatory nukleofilowe
3.1.2. Synteza oligonukleotydéw metoda fosforotriestrowg

3.1.2.1. Synteza oligonukleotydow w roztworze

Pierwsza chemiczna synteza 3’—5’ potagczonych monofosforanéw dinukleozydow

zostata zaproponowana przez Michelsona i Todda (schemat 9).1°

Schemat 9. Tworzenie wigzania internukleotydowego

W zaproponowanej syntezie ester benzylowy byl niestabilny w pirydynie, dlatego
metoda fosforotriestrowa nie zostala wprowadzona az do czasu, kiedy Letsinger i Ogilvie

uzyli grupy 2-cyjanoetylowej jako ochrony dla wiazania internukleotydowego.?® Jednak
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wlasciwosci tej grupy nie byly do konca satysfakcjonujace w przypadku syntez
wieloetapowych. Reese i wspot. zaobserwowali, ze pochodne fenylowe sg stabilne w syntezie
metodg fosforotriestrowg. Stwierdzili rowniez, ze grupa p-chlorofenylowa posiada
odpowiednia trwato$é jako grupa blokujaca.l” O-chlorofenylo fosforan okazat sie byé nieco
bardziej labilny, dzigki czemu na koncowym etapie syntezy mozna bylo go catkowicie
odblokowaé.!’® Reese i wspol. badali rowniez selektywne usuwanie pochodnych fenylowych
z wigzania internukleotydowego 1 wykazali, ze w reakcji prowadzonej za pomocg oksymu
osiggneli  znacznie wyzszg wydajno$¢. Zastosowanie oksymow do odblokowania
fosforanotriestrow pozwolito catkowicie wyeliminowa¢ niewlasciwy rozpad wigzania
internukleotydowego.'®? Reakcje odblokowania estru arylowego z wigzania fosforowego

nukleozydu przedstawiono na schemacie 10.

r—:B .

U e L o
< o N~ ‘0" "OR
N._ [_OR CN
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R=reszta nukleozydylowa
B =zasada

Schemat 10. Usuwanie blokad arylowych za pomoca jonu oksymowego

Narang i wspot.}”” zsyntezowali oligonukleotydy uzywajac catkowicie zablokowanych
fosforotriestrow (schemat 11). Podejscie to wumozliwilo szybka syntez¢ dhugich
oligonukleotydow, zawierajacych 20-30 jednostek nukleotydowych. Kondensacje byly
szybkie i wydajne, a produkty kondensacji izolowano metodami chromatograficznymi
(chromatografia kolumnowa na Zzelu krzemionkowym), natomiast izolacja finalnych

produktow odbywata si¢ za pomoca HPLC.
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Schemat 11. Przygotowanie blokowanego 3’°-fosforanu tymidyny

Inne zastosowanie,

obejmowato uzycie monofunkcyjnych czynnikow fosforylujacych (schemat 12

w ktorym uzyto catkowicie zablokowanych fosforotriestrow
).178:179
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Schemat 12. Fosforylacja monofunkcyjnym czynnikiem fosforylujacym

Caltkowicie zablokowane mononukleotydy mozna przeksztalcaé w komponenty

3’-fosforodiestrowe z wolng grupa 5’-hydroksylows. Zwiazki te nastgpnie w reakcji
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kondensacji tworza calkowicie zablokowane dinukleotydy. W przypadku tego typu
dinukleotydow dalsza elongacj¢ tancucha mozna prowadzi¢ w kierunku 3° lub 5°.
Oligodeoksynukleotydy odpowiadajagce fragmentom genu somatostatyny i insuliny
zsyntezowano z uzyciem oligonukleotydowych blokéow syntetycznych.'’®18 Metoda ta
zostata pozniej zmodyfikowana przez uzycie bifunkcyjnego czynnika fosforylujacego,
bistriazolido o-chlorofenylo fosforanu.'®! Reakcje przygotowania dinukleotydéw pokazano na

schemacie 13.
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Schemat 13. Synteza dinukleotydow

Monotriazolidy sa aktywnymi zwigzkami posrednimi, ktore ulegaja reakcji
kondensacji z nukleozydem w obecnosci N-metyloimidazolu.  O-chlorofenylo
p-metoksyanilidyno dinukleozyd-3’-ylo fosforan syntezowano w reakcji, monotriazolidu z
o-chlorofenylo  p-metoksyanilidyno nukleozyd-3’-ylo chlorofosforanem.'®? Koncowa
aromatyczna grupa p-metoksyanilidynowa blokowanego oligonukleotydu jest bardziej trwata
niz grupa 2-cyjanoetylowa i moze by¢ zachowana przez wiele etapow syntezy. W
wieloetapowej syntezie grupy ochronne oligonukleotydu musza by¢ trwate takze podczas

chromatografii na zelu krzemionkowym.
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3.1.2.2. Synteza oligonukleotydéw na podtozu stalym

Wczesniejsze proby syntezy polinukleotydow na nos$niku polistyrenowym dawaty
tylko czg¢sciowo satysfakcjonujace wyniki, gtownie z powodu niecatkowitego odzysku
oligonukleotydu z podtoza.}418 Ponowne badanie syntezy metody fosforodiestrowej na
podtozu polimerowym z uzyciem poliakrylomorfolidu i1 poliakrylodimetyloamidu dato
zachecajace rezultaty pod wzgledem odzysku produktow.'®4185 Te same podtoza polimerowe
uzyto do syntezy fosforotriestrowej poli(deoksyrybonukleotydow).®  Odpowiednio
zablokowane mononukleotydy, N-blokowane 5’-O-dimetoksytrytylodeoksynukleozyd-3’-ylo
arylofosforany, zostaly uzyte w reakcji kondensacji. Do otrzymywania np. oligonukleotydow
o dugosci 31 jednostek, uzyto podczas kondensacji blokéw trinukleotydow.8” Réznorodne
oligodeoksyrybonukleotydy komplementarne do mRNA, otrzymano uzywajac do kondensacji
na podtozu poliakrylodimetyloamidowym blokéw dinukleotydowych.'®8189 W ten sam sposob
syntezowano okoto 60 fragmentow oligonukleotydowych odpowiadajacych genowi dla
ou-interferonu. Rozw@j technik oczyszczania, w szczego6lnosci z uzyciem wysokorozdzielczej
chromatografii cieczowej (HPLC), ktora byla niezbgdna w tych syntezach, umozliwit
otrzymanie czystych produktow. W metodzie na podtozu stalym, niezmienione substraty i
inne zgromadzone produkty uboczne odzyskuje si¢ razem z pozadanymi produktami. Jest to
szczegolnie ucigzliwe w przypadku reakcji kondensacji, gdyz w miar¢ wzrostu tancucha
wzrasta ilos¢ produktow ubocznych. W wiekszosci przypadkéw stosowano acylowanie
nieprzereagowanych grup 5’-hydroksylowych wzrastajacego tancucha. Bardzo uzyteczne
okazalo si¢ uzycie chromatografii w fazie odwroconej na alkilowanym silikazelu, w
przypadku izolacji  wysoko  lipofilowych  produktow  zawierajacych  grupy
5°-O-dimetoksytrytylowe.'871%0 Dlatego, krotkie tancuchy oligonukleotydowe o dtugosci
okoto 30 jednostek syntezowano ta technikg i produkt oczyszczano z uzyciem HPLC.

Podtoza  polistyrenowe przebadano ponownie 1 pordwnano z  Zywica
poliakrylomorfolidowa w syntezie oligodeoksynukleotydow metodg fosforotriestrowa.%
Letsinger (1965)1%%1%% przeprowadzil synteze na podlozu stalym, jednak synteza w fazie
heterogenicznej, przebiegata bardzo wolno. W podejsciu Khorany (1967) synteza réwniez
byta bardzo wolna, okoto 10 godzin, ale stosunkowo wydajna, powyzej 90% dla reakcji
kondensacji. W 1977 roku Norris stwierdzil, ze nie do konca zadowalajace wyniki Letsingera

i Khorany, spowodowane byty uzyciem nieodpowiedniego podtoza statego. Polistyren nie jest
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dostatecznie penetrowany przez aktywowane nukleotydy. Jako substratu do reakcji uzyt
fosforomonoestry nukleozydu, natomiast polistyren zastgpit poliakrylomorfolidem.%
Usieciowany polistyren z 2% dodatkiem diwinylobenzenu byl bardziej wytrzymaty
mechanicznie niz poliakrylamid, jednak odblokowanie 3’-bursztynianu z podiloza nie
odbywato si¢ w sposob ilosciowy. Lepsze wyniki uzyskiwano uzywajac polistyrenu z 1%
dodatkiem diwinylobenzenu.!%1% Uzywajac blokowanych dinukleotydow, jako jednostek
kondensujacych zsyntezowano 78 oligonukleotydow odpowiadajacych liczacemu 564 par
zasad genu hormonu wzrostu cztowieka (schemat14).1%51% Przyktadowy cykl elongacji z tej

syntezy pokazano w tabeli 3.

Tabela 3. Synteza deoksyoligonukleotydéw na podtozu polimerowym?%1%

Krok  Rozpuszczalnik lub reagent Tlosé Czas reakcji
1 CH,CI./MeOH (7:3) 2mil 0,1 min
2 2% BSA w CHCl,/MeOH 2ml 1 min
3 CH,CI./MeOH (7:3) 2mil 0,1 min
4 2% BSA w CHCl,/MeOH 2ml 1 min
5 CH,CI./MeOH (7:3) 2mil 0,1 min
6 pirydyna 2mil 0,1 min
7 pirydyna 0,3 mi wspolne odparowanie
8 blok dimeru w pirydynie 200 mg/0,3 ml  wspodlne odparowanie
9 MSNT w pirydynie 200 mg/0,3 ml 20 min (40°C)
10 pirydyna 2ml 0,1 min
11 0,1 M DMAP w pirydynie 1,8 ml 3 min
Ac.0 0,2 mi
12 pirydyna 2ml 0,1 min

Dla przygotowania stosunkowo duzych oligonukleotydow (26 jednostek), uzyto
blokow tetramerow. Izolacja produktu koncowego byla prostsza niz w przypadku uzycia do
kondensacji jednostek dinukleotydowych. Dupleks o dlugosci 46 par zasad odpowiadajacy
regionowi promotorowemu genu gal E. coli syntezowano chemicznie uzywajac blokow
tetramerowych na tym samym podlozu.’® Mimo Ze, przygotowanie tetranukleotydow z

dinukleotydow w roztworze wiaze si¢ z dodatkowa chromatografia na zelu, to jednak
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kondensacja duzych jednostek pozwolila na uzyskanie czystych produktow, ktore wymagaty
krétszego czasu na izolacje.
Do syntezy na podtozu stalym metodg fosforotriestrowg stosowano rowniez podtoza

silikazelowe i podtoza typu CPG (szkto o kontrolowanej porowatosci).'%’
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Schemat 14. Synteza oligonukleotydu na podtozu polistyrenowym
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3.2.  Grupy fotolabilne dla funkcji hydroksylowych w syntezie

oligonukleotydéw

Grupy fotolabilne projektuje si¢ obecnie z myslag o wykorzystaniu ich wlasciwosci w

badaniach genetycznych, oraz wykorzystaniu do syntezy mikromacierzy DNA. Czotowa role
w tych badaniach odgrywa firma Affymetrix. W Affymetrix uzyto grupe a-metylo-6-
-nitropiperonyloksykarbonylowa (MeNPoc), jako dobrg grup¢ fotolabilng. Na obecnym
etapie rozwoju metod fotolitograficznej syntezy scalonych bibliotek oligonukleotydowych
wykorzystuje si¢ mieszane weglany do blokowania grupy 5’-hydroksylowej, przy czym
fotolabilny alkohol i funkcja 5’-OH nukleozydu wchodza w sktad tego weglanu.
Grupy fotolabilne sa to grupy zawierajace chromofory o wysokiej chemicznej stabilnosci,
ktore moga by¢ selektywnie aktywowane po naswietlaniu §wiattem o odpowiedniej dtugosci
fali. Najbardziej znanymi grupami s3: grupa o-nitrobenzylowa, o-nitrofenyloetylowa,
pochodne ,,benzoinowe” i pyrenylowe. %1919 Proponuje si¢ rowniez zastosowanie powyzej
wymienionych typow akloholi jako blokad terminalnej funkcji fosforanowej w czasie syntezy
oligonukleotydow.1%

Dokonujac wyboru dobrej grupy fotolabilnej nalezy wziagé pod uwage nastepujace
Kryteria:

1) fotoreakcje powinny by¢ czyste i zachodzi¢ z wysokg wydajnoscig kwantows o,

2) chromofor powinien charakteryzowac si¢ wysokim wspotczynnikiem absorpcji € przy
dhugosci fali powyzej 300 nm, kiedy prawdopodobienstwo spowodowania uszkodzen
srodowiska biologicznego po absorpcji  $wiatta jest mniejsze. W pewnych
przypadkach niskie wspotczynniki absorpcji moga by¢ konieczne, aby umozliwic¢
gleboka penetracje probki przy zastosowaniu wyzszych stezen;

3) uboczne produkty fotochemiczne nie powinny wplywaé na dang reakcje
fotochemiczna 1 w idealnej sytuacji nie powinny pochtania¢ $wiatta o danej dtugosci
fali. Co wigcej, powinny by¢ biokompatybilne, tzn. nie powinny oddziatywaé na
badany system. Nalezy unika¢ powstawania wolnych rodnikow;

4) w eksperymentach czasowo-rozdzielczych szybkos¢ uwalniania bioczynnika musi
przekraczaé szybkos¢ badanego procesu;

5) blokowane zwigzki chemiczne powinny by¢ rozpuszczalne w Srodowisku

biologicznym, sktadajacym si¢ gtownie z wody. Wskazane jest by przenikatly bariery
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biologiczne, takie jak btony komorkowe lub wykazywaly powinowactwo do

okreslonych miejsc, takich jak aktywne miejsca enzymow;

6) efektywnos¢ detekcji badanego produktu zalezy czesto nie tylko od iloczynu ¢, ktory
jest proporcjonalny do ilo$ci uwolnionego zwigzku przy danej dawce promieniowania,
ale przy matej adsorbancji takze od poziomu aktywnosci przed naswietlaniem.

Wyr6zni¢ mozna dwa typy fotoodblokowan:
e bezposrednia eliminacja substratu z reaktywnego (singletowego lub
trypletowego) stanu wzbudzenia;
e tworzenie si¢ pod wptywem $wiatta reaktywnych produktow posrednich, ktore
w stanie podstawowym tatwo ulegaja rozkladowi, z uwolnieniem
zablokowanego substratu.

Grupy o-nitrobenzylowe lub inne grupy zawierajace ugrupowania fotoczute sa
uzywane jako fotolabilne blokady funkcji hydroksylowych, karboksylowych, aminowych,
tiolowych czy karbonylowych.?%%20! Usunigcie fotolabilnych grup ochronnych odbywa sie
przez naswietlenie §wiattem o dlugosci fali powyzej 320 nm. Taka dlugos$¢ fali $wiatta
potrzebna jest, aby oderwaé¢ atom wodoru z a-metylenowego atomu wegla 28 poprzez
wzbudzenie grupy nitrowej, a nastgpnie przegrupowanie do o-nitrozobenzaldehydu (30) i
odblokowanie alkoholu (31). W przypadku grupy 2-nitrobenzyloksykarbonylowej uwalniany
jest dwutlenek wegla (schemat 15).

Wydajnos¢ kwantowa fotoodblokowania jest wyzsza, gdy pierScien fenylowy Iub
metylenowy atomu wegla grupy o-nitrobenzylowej jest podstawiony. Reichmanis i wsp6t.22
doniesli, ze wydajnos¢ kwantowa fotoodblokowania wzrasta 5-krotnie dla estrow

o-nitrobenzylowych kwasu trimetylooctowego, kiedy wyjsciowy ester jest podstawiony grupa

a-metylowa.
7 7
NO, 'N—OH Y N—OH
§ P — i
CH,0OCOR “CHOCOR —CHOCOR
28 29 30
NO NO,

o
I
—_— @CHOCOR —_— CHO + CO, * ROH

31 32

R = grupa alkilowa
hv = naswietlanie Swiattem widzialnym

Schemat 15. Fotoliza estrow 2-nitrobenzylokarbonowych
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Doniesienia o reakcjach fotochemicznych grup o-nitrowych z B-atomem wegla®®2%3

sugeruja, ze homologi grupy o-nitrofenyloetylowej moga by¢ takze uzywane jako grupy
fotolabilne. Fotocyklizacja 2-(o-nitrofenylo)etanolu (33) do N-hydroksyoksoindolu (35)*%®
nastepowata po uprzednim utworzeniu kwasu 2-(0-hydroksyloaminofenylo)octowego (34),

ktory powinien ulega¢ cyklizacji z rozerwaniem wigzania Cp-O (schemat 16).19:2%4

CH,CH,OH CH,COOH H,0 m
LA _HO_
Y X 1,

NHOH |
NO, OH

33 34 35

Schemat 16. Fotocyklizacja 2-(o-nitrofenylo)etanolu

Szybkos¢ fotoodblokowania pochodnych 2-(o-nitrofenylo)etoksykarbonylowych
(NPEoC) i o-nitrobenzyloksykarbonylowych (NBoc) i efekty a-podstawienia sg zwigzane z
wzgledng szybkoscia oderwania atomu wodoru z alkilowego atomu wegla poprzez
fotowzbudzenie grupy o-nitrowej: pierwszorzedowa < drugorzedowa < trzeciorzedowa.©

Grupa benzoinowa (36)!*° ze wzgledu na swoje wlasciwosci réwniez zostala
zastosowana jako fotolabilna grupa ochronna. Zalety tej grupy to: wysoka wydajnosé
kwantowa, szybko$¢ odblokowania, oraz tworzenie obojetnego produktu, benzofuranu (37)

(schemat 17).1%° Jej silna absorbcja w okolicach 300 nm, pozwala na dogodne monitorowanie

postepu reakcji za pomocg spektroskopii UV.

o o
hv > Y, Ph + HX
Ph
R X R =H, OMe R
36 37

Schemat 17. Fotoreakcja grupy benzoinowej

Sheehan i Wilson®® doniesli, ze pochodne acetylowe 3’,5’-dimetoksybenzoiny
(3’,5°-DMB) mozna byto wydajnie i czysto odblokowa¢. W czasie odblokowania tworzyty

si¢ oczekiwane pochodne benzofuranowe z wydajnoscig kwantowa ¢=0,64. Ci sami autorzy
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zbadali r6zne podstawione pochodne, aby okresli¢ jakie czynniki strukturalne maja wptyw na
wydajnos¢ kwantowg 1 szybkos¢ rozktadu substratu. Stwierdzili duzy wplyw grup

h.206:207  Wiekszoéé rozpowszechnionych klatkowych czasteczek, jest

opuszczajacyc
pochodzenia benzoinowego 1 3°,5’-DMB. Badania wykazaly, ze fotoodblokowania
niepodstawionej benzoiny i pochodnych 3’-metoksybenzoiny przebiegaja przez trypletowy
stan wzbudzony.

1.208:209 \wykazali, ze naswietlajac fosforotriester benzoiny w metanolu,

Givens 1 wspo
benzenie lub acetonitrylu uzyskali fosforodiestr z 30% wydajnoscig. Efektywnos¢
fotowzbudzenia zjonizowanych estréw fosforanbw w wodnym acetonitrylu byla silnie
zalezna od pH. Najlepsze rezultaty fotoodblokowan uzyskano w kwasnym $rodowisku,
prawdopodobnie dlatego, ze protonowany fosforan jest lepszg grupa opuszczajaca.

Givens 1 Matuszewski wykazali, ze pochodne kumarynowe moga by¢ rowniez uzywane jako
fotolabilne grupy ochronne.?’® Naswietlanie estréw 7-metoksykumaryno-4-ylo-metylowych
(MCM) (38) prowadzilo do powstania hydroksymetylokumaryny (MCM-OH) (39)
(schemat 18).2!! Dla tych pochodnych przedziat spektralny moze zosta¢ rozszerzony, az do
zakresu, ktory obejmuje $wiatto widzialne, przez wprowadzenie odpowiednich

1

podstawnikow.!! Podstawniki pozwalaja na regulacje hydrofilowoéci zwigzku, oraz

poprawiaja kwantowa wydajnos¢ reakcji.

OCOR OH
\ hv \
_— + RCOOH
H,0
H;CO (o) (o) H3CO o (o]
MCM ester MCM-OH
38 39

R - grupa alkilowa

Schemat 18. Fotoreakcja estrow 7-metoksykumaryn-4-ylo-metylowych

Chemiczna synteza oligonukleotydow nadal wymaga dalszych prac metodycznych.
Opracowane do dzisiaj metody syntezy oligonukleotydéw pozwalaja otrzymaé na drodze

chemicznej fragmenty DNA o dlugo$ci maksymalnej ok. 250 nukleotydow.
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Poszukiwania nowych, doskonalszych metod syntezy oligonukleotydow, zmierzaja do
opracowania systemOow grup ochronnych dajacych si¢ wzajemnie synchronizowac. Opisy
syntez ulepszonych grup ochronnych pojawiajg si¢ w literaturze coraz czesciej. Optymalizacje
roznych grup ochronnych prowadzi si¢ w sytuacji, kiedy koncowe odblokowanie
oligonukleotydu jest skomplikowane. W takich przypadkach potrzebne sa bardziej
standardowe grupy ochronne. Koncowe odblokowanie oligonukleotydu w $rodowisku
zasadowym w  reakcji  B-eliminacji  (zaproponowane przez Pfleiderer’a) jest
najprawdopodobniej najbardziej racjonalnym podejsciem. Moze to przyczyni¢ si¢ do lepszego
poznania wiasciwosci chemicznych docelowych zwigzkéw i powstawania metod, w ktorych
syntezy prowadzi si¢ niejednokrotnie w znacznie mniej drastycznych warunkach, niz za

pomocg metod z tradycyjnymi systemami blokad.
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Opracowanie metod chemicznej syntezy oligonukleotydow umozliwito powstanie
metod biologii molekularnej takich, jak sekwencjonowanie DNA i RNA, amplifikacja DNA
metodg tancuchowej reakcji polimerazy, specyficzna mutageneza, oraz innych metod
zarowno zaliczanych do tzw. inzynierii genetycznej jak i metod analitycznych. Syntetyczne
oligonukleotydy i1 ich analogi znajduja takze zastosowanie praktyczne w tzw. terapii
antysensowej czy wspomaganiu wydolno$ci systemu odporno$ciowego. Znajduja tez bardzo
szerokie zastosowanie praktyczne w najrézniejszych wariantach metod analitycznych
opartych na zjawisku hybrydyzacji kwasow nukleinowych. Te ostatnie znajduja szczegolnie
wazne zastosowanie w nanotechnologiach, do ktérych mozna zaliczy¢ syntetyczne
mikromacierze oligonukleotydowe tzw. chipy DNA.1®

Zastosowania oligonukleotydow otrzymywanych na drodze syntezy chemicznej
zard6wno w skali makro (np. r6zne metody terapii) jak i nano (np. chipy oligonukleotydowe)
zaleza od skutecznosci i poprawnosci dziatania wykorzystanej do ich otrzymania metody
syntezy. Od tego zalezy tez zakres ich zastosowan jak i ekonomia w ich wykorzystaniu.

Poszukiwania nowych wariantéw metod chemicznej syntezy oligonukleotydéw nie
stracity dzi§ wcale sensu pomimo tak wielu spektakularnych przyktadow wykorzystania
oligonukleotydow otrzymanych metodami opracowanymi do tej pory. Poprawienie
skuteczno$ci syntezy 1 obnizenie jej kosztu pozostaje wyzwaniem naukowym o istotnym
znaczeniu praktycznym. Jest to szczegolnie wazne wtedy, kiedy mysli si¢ o skali nano czy
makro.

Nie bez znaczenia jest takze mozliwo$¢ opatentowania nowych wariantow chemicznej
syntezy oligonukleotydow, w tym ochrona patentowa rozwigzan technologicznych do
produkcji chipow DNA (mikromacierzy DNA). Stad poszukiwania rozwigzan syntetycznych,
ktére nie bylyby wczesniej opisane w literaturze patentowej jest rowniez waznym motywem
pracy. Majac to na uwadze podjelismy w Pracowni Chemii Biokoniugatéw proby ulepszenia

fosforotriestrowej metody syntezy oligonukleotydow.
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Zasadniczym etapem syntezy oligonukleotydow jest tworzenie Wwigzania
internukleotydowego. Obecnie w laboratoriach i w syntezie na skale przemystowa najczgsciej
stosowana jest metoda amidofosforynowa. Jej wykorzystanie jest znacznie szersze niz dwoch
innych metod, ktoére opierajg si¢ na uzyciu czynnikow kondensujacych do wytwarzania
wigzan internukleotydowych: metody fosforotriestrowej i metody H-fosfonianowej. Takze
inne metody zawiagzywania wigzan internukleotydowych sa stosowane rzadko i do
specjalnych celow takich np. jak synteza kontrolowanych pod wzgledem stereochemicznym
analogdw oligonukleotyddéw (metoda oksatiafosfolanowa).?*?

W mojej pracy doktorskiej podjelam probe ulepszenia fosforotriestrowej metody
syntezy oligonukleotydow.

W metodzie fosforotriestrowej uzycie rdéznych czynnikoéw kondensujacych w
potaczeniu z wlasciwie dobranymi nukleofilowymi katalizatorami pozwala bardzo skutecznie
wytwarza¢ wigzania internukleotydowe pomigdzy nukleotydowym dwuestrem a grupa
alkoholowg sktadnika nukleozydowego. Takze repertuar grup ochronnych niezbednych do
zapobiegania reakcjom ubocznym towarzyszacym wytwarzaniu wigzan internukleotydowych
jest bardzo duzy.

Inne uzasadnienia dla podjgcia prob ulepszenia metody syntezy oligonukleotydow sa
zwigzane z zastosowaniem syntezy oligonukleotydow na powierzchniach plaskich takie, jakie
sg stosowane do otrzymywania chipéw czy mikromacierzy DNA. Do ich otrzymywania
wykorzystuje si¢ najczeSciej metode stosujaca fotolabilne grupy ochronne funkcji
5’-hydroksylowej, a do utworzenia wigzania internukleotydowego,  metod¢
amidofosforynowa. Pomimo, ze chipy DNA dostgpne s3 handlowo 1 wykorzystywane coraz
szerzej w praktyce wiadomo, ze skutecznos$¢ syntezy ,,chipowych” oligonukleotydow nie
przekracza 95% na etap. Podczas otrzymywania chipéw / mikromacierzy DNA nalezy
zapewni¢ ,rosngcym” tancuchom oligonukleotydow jak najwigksza trwatos$¢. Jest to
dodatkowy argument dla zainteresowania si¢ w Pracowni Chemii Biokoniugatow Instytytu
Chemii Bioorganicznej PAN metodg fosforotriestrowg. Nalezy sprobowac usprawni¢ metode
syntezy na podtozu stalym tak, aby mozliwe bylo wydajniejsze otrzymywanie
oligonukleotydow, a co za tym idzie, zeby te oligonukleotydy byly bardziej jednorodne.
Powinno to wptyna¢ na poprawe jakosci analiz wykonywanych za pomoca otrzymywanych
scalonych uktadoéw oligonukleotydowych.

Przyjete zalozenia w badanym w mojej pracy doktorskiej wariancie syntezy

fosforotriestrowej byty nastepujace:
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1. opracowanie wariantu syntezy z wykorzystaniem nukleozydéw w miejsce
nukleotydow jako monomerow;

2. metoda syntezy zostanie opracowana dla wariantu syntezy na podtozu statym,
przede wszystkim z myslg o przysztych zastosowaniach w skali od nano do
mikro (takze z zastosowaniem fotolabilnych grup ochronnych);

3. synteza powinna by¢ jednakowo przydatna dla wzrostu tancucha
oligonukleotydowego w kierunku 5’ (tradycyjnie stosowany) jak i1 3’

(uniezaleznienie od kierunku syntezy tancucha oligonukleotydowego).

Nalezalo rozwigza¢ nastepujace zasadnicze problemy:

1. problem wydajnej fosforylacji nukleozydowych funkcji alkoholowych na
podtozu statym bez spinania sgsiadujagcych na podlozu stalym tancuchow
oligonukleotydowych;

2. problem wydajnej reakcji kondensacji terminalnych funkcji nukleotydowych
pomimo mozliwego chemicznego laczenia typu glowa do gtowy sasiadujacych

na podtozu stalym tancuchow oligonukleotydowych.

Dodatkowym zadaniem stato si¢ tez opracowanie syntezy kilku monofunkcyjnych reagentow
fosforylujacych, ktore z racji swej monofunkcyjnosci nie moga spia¢ dwoch sgsiadujacych
fancuchow oligonukleotydowych. W przypadku kiedy nastapitoby ewentualne ,,spigcie”
funkcji fosforanowych, powinnam potrafi¢ je skutecznie aktywowaé uzyskujac pozadane
fosforotriestry.

Rozwigzania syntetyczne zbadane dla zwigzkow modelowych miaty by¢ nastgpnie
przeniesione do syntezy na podtozu statym. Synteza oligonukleotydéw z wykorzystaniem
modyfikowanej metody triestrowej powinna by¢ mozliwa i wtedy, gdy fotolabilne grupy
ochronne zostang wykorzystane do blokowania funkcji 5’-hydroksylowych 1 wtedy, gdy beda
wykorzystane jako czasowe triestrowe grupy ochronne terminalnej grupy fosforanowej
rosnacego tancucha oligonukleotydu.

Planowane w przyszlosci zastosowanie fotolabilnych grup ochronnych w syntezie
oligonukleotydow wymagato opracowania syntezy odpowiednich reagentdow 1 metod
wprowadzania tych grup. W sktad weglanowych grup ochronnych funkcji 5’-hydroksylowej
wchodzi najczgsciej reszta a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowa (MeNPoc). W

literaturze opisano syntez¢ amidofosforynéow z grupa MeNPoc bardzo pobieznie. Brak jest
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bardziej szczegdélowych danych, zarowno na temat jej syntezy jak i na temat syntezy samego
alkoholu o-metylo-6-nitropiperonylowego. W tej sytuacji zdecydowalam si¢ opracowaé
wlasne podejscie do syntezy alkokolu o-metylo-6-nitropiperonylowego (MeNP-OH), a
nastgpnie skupi¢ uwagg na opracowaniu syntezy nukleozydéw blokowanych w pozycji
5’ grupg MeNPoc. Tak zablokowane nukleozydy bedzie mozna nastepnie wykorzystywac do
syntezy oligonukleotydow na podtozu statym w nowym wariancie metody fosforotriestrowe;.
Nukleozyd blokowany w pozycji 5’ grupg MeNPoc mozna podda¢ reakcji kondensacji z
reszta fosforanowa przylaczonego do podtoza oligonukleotydu. Nastepnie po przylaczeniu
nukleozydu blokowanego grupg fotolabilna, grupe  a-metylo-6-nitropiperonyloksy
karbonylowa z powstalego fosforotriestru odblokowuje si¢ przez jej naswietlenie, za pomoca
$wiatla ultrafioletowego o diugosci fali A=360nm. Po odblokowaniu grupy o-metylo-6-
nitropiperonyloksykarbonylowej przeprowadzi¢ mozna reakcj¢ fosforylacji z utworzonymi

nowymi monofunkcyjnymi czynnikami fosforylujacymi.
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5. BADANIA WLASNE

Scalone biblioteki oligonukleotydowe sg od szeregu lat przedmiotem intensywnie
prowadzonych prac badawczo-rozwojowych zmierzajacych do opracowania technologii tzw.
chipow DNA. Synteza scalonych bibliotek oligonukleotydowych jest podstawa nowych
technologii analizy sekwencji kwaséw nukleinowych.

Ulepszenia metody syntezy zwigzane sg z zastosowaniem syntezy oligonukleotydow
na powierzchni ptaskiej takiej, jaka jest zastosowana do otrzymywania tzw. chipow-DNA. Do
ich otrzymywania stosuje si¢ najczesciej metode wykorzystujaca fotolabilne grupy ochronne
funkcji  5°-hydroksylowej, a do zawigzania wigzania internukleotydowego metodg
amidofosforynowa.

Pomimo, ze chipy DNA dostepne sa handlowo i wykorzystywane coraz szerzej w
praktyce wiadomo, ze skutecznos$¢ syntezy oligonukleotydow wchodzacych w ich sktad nie
przekracza 95% na etap. Wazne jest zatem usprawnienie metody syntezy na podtozu statym
tak, aby mozliwe bylo wydajniejsze otrzymywanie oligonukleotydéw, a co za tym idzie zeby
te oligonukleotydy byly czystsze 1 bardziej jednorodne, gdyz po zakonczeniu syntezy
zakotwiczonego oligonukleotydu nie ma mozliwosci jego oczyszczenia w przypadku
wiekszosci opracowanych metod syntezy. Podwyzszenie wydajnosci syntezy powinno
wplynaé na poprawe jakosci analiz wykonywanych za pomoca tych uktadéw scalonych.

Drugi bardzo wazny aspekt opracowania nowych wariantow syntezy
oligonukleotydow to ochrona patentowa metod wytwarzania scalonych bibliotek DNA
(chipow 1 mikromacierzy DNA). Opracowanie nowych oryginalnych metod syntezy
oligonukleotydow, ktore moglyby postuzy¢ do otrzymywania scalonych bibliotek DNA, a
jednoczesnie nie bylyby chronione w literaturze patentowej, byloby naturalnie bardzo
korzystne. Przystagpitam do badan, ktorych celem byto opracowanie nowego wariantu syntezy
oligonukleotydéw, majac na uwadze rowniez mozliwos¢ opatentowania metody.

Podjetam préby ulepszenia metody fosforotriestrowej. Opracowany nowy wariant metody

fosforotriestrowej ma rowniez wykorzystywac fotolabilne grupy ochronne.
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Na obecnym etapie rozwoju fotolitograficznej metody syntezy scalonych bibliotek
oligonukleotydowych wykorzystuje si¢ przede wszystkim mieszane weglany do blokady
grupy 5’-hydroksylowej, przy czym ,fotolabilny alkohol” i funkcja 5°-OH nukleozydu
(oligonukleotydu) wchodza w sklad tego weglanu. Jako alkohole stosuje si¢ zdolne do
przemian fotochemicznych, pochodne o-nitrobenzylowe, o-nitrofenyloetylowe, benzoinowe i
pyrenylowe.%12 Proponuje sie rowniez zastosowanie powyzej wymienionych typéw alkoholi
jako blokad terminalnej funkcji fosforanowej w czasie syntezy oligonukleotydu. 11315
W mojej pracy podjetam proby przygotowania amidofosforynow chronionych fotolabilng
weglanowa grupa blokujaca, a takze opracowania wariantu metody syntezy oligonukleotydow

na podtozu stalym, w ktoérym datoby si¢ wykorzystaé fotolabilne grupy ochronne terminalnej

funkcji fosforanowe;j.

5.1. Zastosowania grupy a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowej (MeNPoc)
5.1.1. Synteza alkoholu a-metylo-6-nitropiperonylowego (MeNP-OH)

W  sktad weglanowych grup ochronnych funkcji  5°-hydroksylowej wchodzi
najczesciej reszta a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowa (MeNPoc). Wykazano w
badaniach firmy Affymetrix, Zze grupa MeNPoc jest kilkukrotnie bardziej labilna niz
analogiczna grupa z resztg 6-nitropiperonylowg.1%213214 7 teoo wzgledu wickszos¢ doniesien
literaturowych o syntezie chipéw DNA, nie tylko z Affymetrix, wykorzystuje fotolabilne
ugrupowanie o-metylo-6-nitropiperonylowe. W literaturze opisano synteze¢ amidofosforynow
z grupa MeNPoc bardzo pobieznie. Brak jest bardziej szczegétowych danych zarowno na
temat jej syntezy jak i na temat syntezy samego alkoholu a-metylo-6-nitropiperonylowego.

Zdecydowatam si¢ opracowaé wilasne podejscie do syntezy alkokolu a-metylo-6-
-nitropiperonylowego (MeNP-OH, 41), a nastgpnie skupi¢ uwage na opracowaniu syntezy
nukleozydoéw blokowanych w pozycji 5° grupa MeNPoc.

Postanowitam wykorzysta¢ handlowo dostepny aldehyd piperonylowy, a nie aldehyd
6-nitropiperonylowy. Ten ostatni jest znacznie drozszy. Udalo si¢ mi ten plan zrealizowaé i
chociaz w syntezie korzystalam z ogolnie znanych procedur preparatyki zwiazkow
organicznych, jednak musiatam tak naprawde¢ dopiero sama te procedury dopasowac do

moich potrzeb 1 je zoptymalizowaé. Ogolny przebieg syntez, ktére doprowadzity do
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utworzenia amidofosforynow nukleozydowych blokowanych grupa MeNPoc, przedstawia

schemat 19.
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Schemat 19. Etapy syntezy od aldehydu piperonylowego do amidofosforynéw nukleozydowych
blokowanych na funkcji 5’-OH grupa MeNPoc

Pierwszym etapem byta synteza alkoholu a-metylo-6-nitropiperonylowego (41), ktory
mial postuzy¢ do otrzymania grupy a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowej. W reakcji
Grignarda z jodkiem metylomagnezowym w eterze nastgpito przeksztatcenie piperonalu (40)
w alkohol a-metylo-piperonylowy (47). Reakcja ta przebiegta z dobra wydajnoscia (88%).
Wprowadzenie grupy nitrowej do tego zwigzku wymagato uprzedniego zablokowania funkcji
alkoholowej ze wzgledu na mozliwos¢ zajScia niepozadanych reakcji ubocznych w

mieszaninie nitrujacej. Zdecydowatam si¢ zastosowac blokade acetylowa majac na uwadze
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zarowno koszty odczynnikow jak i pdzniejsze usuwanie grupy ochronnej. Tak wigc nastepnie
poprzez dziatanie na otrzymany alkohol a-metylo-piperonylowy bezwodnikiem octowym w
pirydynie i wobec DMAP jako katalizatora nukleofilowego, zablokowatam grupe
hydroksylowg (48). Reakcja nitrowania moze zaj$¢ tylko w pozycje orto, gdyz pozycja para
jest zajeta przez podstawnik metylenoksylowy. Reakcje nitrowania (49) prowadzitam w
mieszaninie: stezony kwas azotowy - bezwodnik kwasu octowego w temperaturze -5°C.
Ostatnim etapem tej syntezy byta hydroliza blokady acetylowej. Zalezatlo mi na zastosowaniu
jak najtagodniejszych warunkéw hydrolizy. W trakcie caltej syntezy staratam si¢ korzystaé w
miare mozliwosci z reagentow, ktoérych uzycie nie pociggatoby za sobg stosowania
pracochtonnych przerobow mieszanin poreakcyjnych. Do hydrolizy zastosowalam jako
reagent ,,zasadowy” weglan w alkoholu. I tak, w obecnos$ci metanolu i weglanu potasu
nastepuje stosunkowo szybko reakcja odblokowania grupy acetylowej i uwolnienie funkcji
hydroksylowej. Koncowym produktem reakcji byl oczekiwany alkohol «o-metylo-6-
-nitropiperonylowy (41) (schemat 20). Opracowang przeze mnie procedur¢ wykorzystatam
pozniej kilkukrotnie do otrzymania kilkudziesigciogramowych ilosci alkoholu a-metylo-6-

-nitropiperonylowego w pojedynczej szarzy.
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Schemat 20. Synteza alkoholu o-metylo-6-nitropiperonylowego

5.1.2. Otrzymywanie pochodnych a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowych

Nastepnym etapem po otrzymaniu alkoholu o-metylo-6-nitropiperonylowego miato

by¢ utworzenie pochodnej pozwalajacej na wprowadzenie grupy a-metylo-6-
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-nitropiperonyloksykarbonylowej (MeNPoc) w pozycje 5°. Ten etap pracy okazal sie
najbardziej ktopotliwym etapem reakcji w catej syntezie grupy blokujacej MeNPoc.

Z publikacji wiadomo, ze istniejg dwie drogi otrzymywania takiej pochodnej. Jedna z
nich to otrzymanie chloromrowczanu o-metylo-6-nitropiperonylu (50), ktory nastepnie,
mozna uzy¢ do reakcji otrzymywania nukleozydu z zablokowana funkcja 5°-OH grupa
fotolabilng MeNPoc (45 A, C, T oraz 52 G) (schemat 21).2%°
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Schemat 21. Otrzymywanie nukleozydu z zablokowang funkcja 5’-OH grupa fotolabilng MeNPoc z

chloromréwczanu a-metylo-6-nitropiperonylu

Drugi sposob opiera si¢ na wykorzystaniu N,N’-karbonylodiimidazolu (53). Ten drugi sposob
wykorzystal Pirrung i wspot. do otrzymania nukleozydow blokowanych w potozeniu 5’-OH
grupg ochronng a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowa i grupa
3°,5’-dimetoksybenzoinoksy karbonylowa (schemat 22 ).?13
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Schemat 22. Otrzymywanie nukleozydu podstawionego na funkcji 5’-OH grupa fotolabilng MeNPoc

wedltug Pirrunga i wspotpracownikow
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W  pierwsze] kolejnosci  postanowitam  zbada¢ mozliwo$¢  otrzymania
chloromrowczanu a-metylo-6-nitropiperonylu (50). Do otrzymywania chloromrowczandéw
najczesciej stosowanym substratem jest fosgen. Jednak chcac unikngé kontaktu z tym
toksycznym gazem, postanowitam zastapi¢ go jego bezpiecznym w uzyciu prekursorem’ tzw.
trifosgenem. Trifosgen jest ciatem statym, krystalicznym (temp. top. 80°C, temp. wrz. 260°C).

216

Zgodnie z mechanizmem jego dziatania, opisanym przez Heinera Eckerta i Barbar¢ Forster=™,

trifosgen pod wptywem czynnika nukleofilowego rozpada si¢ wg. schematu 23.

o)
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cr

Schemat 23. Rozpad trifosgenu pod wptywem czynnika nukleofilowego

Wykorzystujac te informacje postanowitam uzy¢ trifosgenu do otrzymania chloromréwczanu
a-metylo-6-nitropiperonylu, ktory mial postuzyé jako substrat do otrzymania pochodnej
a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowej.
Chloromrowczany jako chlorki kwasowe sg zwigzkami reaktywnymi i1 trudnymi do analizy
chromatograficznej typu TLC. Prowadzac wstgpne doswiadczenia otrzymywania
chloromréowczanu a-metylo-6-nitropiperonylu w niewielkiej, co najwyzej milimolowej skali,
musialam zastosowa¢ odpowiednig metode analityczng. Dlatego chcac si¢ upewnié, ze
otrzymany produkt to oczekiwany chloromréwczan 50, przeprowadzilam nastgpujace proby
w celu uzyskania r6znych pochodnych z grupa MeNPoc (schemat 24 a,b,c).
We wszystkich wariantach syntezy, etap otrzymywania chloromrowczanu o-metylo-6-
-nitropiperonylu (50) opierat sie na schemacie rozpadu trifosgenu opisanym w literaturze.?*
Na tym etapie uzytam nastgpujacych ilosci substratow:

alkohol a-metylo-6-nitropiperonylowy 3 rownowaz. mol.

trifosgen 1 rownowaz. mol.

pirydyna lub trietyloamina 1 rownowaz. mol.
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Zalozytam, ze chloromrowczan o-metylo-6-nitropiperonylu (50) zaraz po jego
wytworzeniu zostanie albo poddany bezposredniej reakcji z alkoholem, albo wcze$niej
zostanie przeksztalcony w inny prekursor grupy ochronnej MeNPoc taki jak np. aktywny
ester pentafluorofenylowy. Wiadomo, ze aktywne estry pentafluorofenylowe aminokwasow
sg bardzo wygodnymi reagentami w syntezie peptydow.

Pierwsza probe, ktora podjetam to proba uzyskania pochodnej pentafluorofenylo a-metylo-6-
-nitropiperonyloksykarbonylowej (54) (schemat 24).
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Schemat 24. Otrzymywanie pochodnej pentafluorofenylo a-metylo-6-nitropiperonyloksy

karbonylowej z chloromréwczanu a-metylo-6-nitropiperonylu

W pierwszej kolejnosci wytworzytam chloromréwczan a-metylo-6-nitropiperonylowy (50) w
nastepujacy sposob: do trifosgenu (148 mg; 0,5 mmola) rozpuszczonego w 2 ml
tetrahydrofuranu dodatam alkohol o-metylo-6-nitropiperonylowy (316 mg; 1,5 mmola)
rozpuszczony w 3 ml tetrahydrofuranu. Mieszaning reakcyjng mieszatam przez 5 minut na
mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodatam pirydyne (0,163 ml;
1,5 mmola), ktéra byta czynnikiem nukleofilowym w tej reakcji. Po dodaniu pirydyny
wytracit si¢ chlorowodorek pirydyny. Po 1,5 godziny analiza TLC wykazala (chlorek
metylenu / metanol, 95:5, v/v) calkowite przereagowanie 41, prawdopodobnie z
réwnoczesnym wytworzeniem produktu przejsciowego, jakim powinien by¢ 50. Produkt 50
jest zwigzkiem bardzo nietrwalym, dlatego tez przed reakcja z pentafluorofenolem mieszanina
poreakcyjna nie byta oczyszczana. Przeprowadzilam jedynie krotki przeréb w celu usunigcia

wytworzonego chlorowodorku pirydyny. Mieszaning odfiltrowalam, zatezytam pod
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zmniejszonym ci$nieniem i odparowalam z toluenem w celu usunigcia pirydyny.
Przypuszczajac, ze wutworzyt si¢ chloromréwczan a-metylo-6-nitropiperonylu (50),
przeprowadzitam reakcj¢ z pentafluorofenolem. Do mieszaniny dodatam pentafluorofenol
(184 mg; 1 mmol) rozpuszczony w 4 ml tetrahydrofuranu, trietyloaming (0,696 ml; 5 mmola)
1 niewielkg ilo§¢ DMAP. Po jednej godzinie wytworzyt si¢ produkt (analiza TLC), jednak
reakcja nie zaszta do konca. Dodalam ponownie 1 mmol pentafluorofenolu. Dodawanie
kolejnych porcji pentafluorofenolu (3 x po 1 mmol), nie zmienilo stopnia przereagawania
substratu, jak rowniez stopnia wytworzenia oczekiwanego produktu 54. Reakcj¢ zakonczytam
dodajac 2,5 ml wody, nastepnie faz¢ wodng trzykrotnie ekstrahowatam chlorkiem metylenu.
Potaczone ekstrakty suszytam bezwodnym weglanem potasu i zatgzytam pod zmniejszonym
cis$nieniem. Otrzymany produkt oczyszczatam na kolumnie chromatograficznej, stosujac jako
eluent chlorek metylenu / metanol.

Po oczyszczeniu i1 zanalizowaniu okazalo sie, ze glownym produktem tej reakcji jest
symetryczny weglan MeNPO-H (80). Podejscie to nie doprowadzito do powstania
oczekiwanego produktu 54. Nie udato si¢ doprowadzi¢ do przereagowania alkoholu bez
jednoczesnego wytworzenia si¢ symetrycznego weglanu. Potwierdzeniem uzyskania
symetrycznego weglanu MeNPO-H (80), byta analiza masowa, jak réwniez widmo *H NMR.
Przeprowadzitam ponownie probe otrzymania 54. Reakcje przeprowadzitam uzywajac takich
samych 1ilosci stechiometrycznych substratow, jednak w tym przypadku zmienitam
rozpuszczalnik na eter dietylowy, a pirydyne zastgpilam trietyloaming. Rowniez w tym
przypadku produktem koncowym, okazat si¢ symetryczny weglan MeNPO-H (80).
Postanowilam  zmienié sposob generowania  chloromréwczanu a-metylo-6-
-nitropiperonylowego (50). Rozpuscitam trifosgen (148 mg; 0,5 mmola) w 4 ml eteru
dietylowego, nastepnie dodatam 1/3 réwnowaznika molowego pirydyny (0,054 ml;
0,5 mmola), po 2 minutach dodatam pozostata ilo$¢ pirydyny (2/3, 0,108 ml; 1 mmol). Po 10
minutach od momentu dodania catej ilosci pirydyny, dodatam alkohol a-metylo-6-
-nitropiperonylowy (316 mg; 1,5 mmola) rozpuszczony w 4 ml eteru dietylowego. Po 15
minutach mozna byto zaobserwowac¢ (analiza TLC) catkowite przereagowanie 41. Reakcje
odfiltrowalam, zatezylam pod zmniejszonym ci$nieniem i odparowatam z toluenem w celu
usunigcia pirydyny. Réwniez w tym przypadku przypuszczajac, ze utworzyt sig
chloromréwczan a-metylo-6-nitropiperonylu, przeprowadzitam reakcj¢ z pentafluorofenolem.
Do mieszaniny dodatam tak jak poprzednio pentafluorofenol (184 mg; 1 mmol) rozpuszczony

w 4 ml tetrahydrofuranu, trietyloamine (0,696 ml; 5 mmola) i niewielkg ilos¢ DMAP. Po
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godzinie wytworzyl si¢ produkt (analiza TLC). Reakcja nie zaszla jednak do konca. Dodatam
ponownie 1 mmol pentafluorofenolu. W tym przypadku réwniez uzyskatam jako glowny
produkt symetryczny weglan MeNPO-H (80). Inny sposéb generowania chloromréwczanu
a-metylo-6-nitropiperonylowego nie doprowadzit do otrzymania 54.
Podjetam nastgpng probe uzyskania 54. Zmienitam temperature reakcji, w ktorej wytwarzat
si¢ chloromrowczan o-metylo-6-nitropiperonylowy. Reakcje prowadzitam w temperaturze
-2 do -5°C. Po wytworzeniu 50, reakcja z pentafluorofenolem prowadzona byla tak jak w
poprzednich probach. W tym przypadku uzyskatam pochodng pentafluorofenylo a-metylo-6-
-nitropiperonyloksykarbonylowa z wydajnoscia 5%. W celu potwierdzenia, Zze otrzymany
produkt to 54 wykonatam analiz¢ masowa, jak rowniez widmo magnetycznego rezonansu
jadrowego dla jadra fluoru (**F NMR).

Sprawdzitam réwniez, czy mozliwe jest uzyskanie imidazolowej pochodnej a-metylo-

-6-nitropiperonyloksykarbonylowej (42) (schemat 25).
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Schemat 25. Otrzymywanie pochodnej imidazolowej a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowej z

chloromréwczanu a-metylo-6-nitropiperonylu

W pierwszej kolejnosci wytworzytam chloromréwczan a-metylo-6-nitropiperonylowy (50) w
nastepujacy sposob: do trifosgenu (148 mg; 0,5 mmola) rozpuszczonego w 2 ml
tetrahydrofuranu dodatam alkohol o-metylo-6-nitropiperonylowy (316 mg; 1,5 mmola)
rozpuszczony w 3 ml tetrahydrofuranu. Po dodaniu mieszaning mieszatam przez 5 minut na
mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodatam pirydyne (0,163 ml;
1,5 mmola), ktéra byta czynnikiem nukleofilowym tej reakcji. Po dodaniu pirydyny wytracit
si¢ chlorowodorek pirydyny. Po 1,5 godziny analiza TLC wykazata (chlorek metylenu /
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metanol, 95:5, v/v) wykazala calkowite przereagowanie 41. Przypuszczajac, ze utworzyt si¢
chloromrowczan o-metylo-6-nitropiperonylu, przeprowadzitam reakcje z imidazolem. Do
mieszaniny dodalam imidazol (102 mg, 1,5 mmola) rozpuszczony w 2 ml tetrahydrofuranu i
pirydyne (0,163 ml; 1,5 mmola). Po jednej godzinie, ani analiza TLC, ani analiza 'H NMR
nie wykazaty utworzenia 42. W reakcji gtownym produktem okazat si¢ symetryczny weglan
MeNPO-H (80). Przeprowadzitam probe w ktorej, generowanie chloromréwczanu o-metylo-
6-nitropiperonylowego (47) odbywato si¢ w temperaturze 0°C. Jednak rowniez w tym
przypadku, nie otrzymatam oczekiwanego 42.

Przeprowadzitam jeszcze jedng probg (schemat 26). Postanowitam otrzymac¢ pochodna
5’-a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylo 3’-O-benzoilotymidyny. W pierwszej kolejnosci
wytworzytam chloromréwczan a-metylo-6-nitropiperonylowy (50) w taki sam sposob jak w
przypadku proby syntezy 42. Po wytworzeniu chloromrowczanu o-metylo-6-
-nitropiperonylowego (50), do mieszaniny dodatam 3’-O-benzoilotymidyne (250 mg,
0,72 mmola) 1 niewielka ilos¢ DMAP. Postep reakcji obserwowatam za pomoca TLC. Mozna
bylo zaobserwowaé powstawanie produktu. Jednak analiza 'H NMR i tym razem nie
potwierdzita powstania produktu 55. Roéwniez w tym przypadku, powstajacym gltéwnym
produktem okazat si¢ symetryczny weglan MeNPO-H 80.
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Schemat 26. Otrzymywanie pochodnej 5’-a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylo 3°-O-
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benzoilotymidyny z chloromréwczanu a-metylo-6-nitropiperonylu
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Z przytoczonych opisOw wybranych prob, jasno wynika, ze otrzymanie pochodnej
a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowej nie udato si¢. Wprawdzie w jednej z prob
uzyskatam pozadany zwiazek, pochodna pentafluorofenylo a-metylo-6-
-nitropiperonyloksykarbonylowa, jednak z bardzo niska wydajnoscia (5%). Dlatego
zdecydowatam si¢ poszukac skuteczniejszego sposobu wprowadzania grupy MeNPoc w
potozenie 5’-OH nukleozydéw niz generowanie in Situ aktywnych analogow
chloromréwczanu a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylu. Po przeprowadzeniu powyzej
opisanych préb nadal nie chciatam otrzymywaé chloromréwczanu a-metylo-6-
-nitropiperonyloksykarbonylu w wigkszej skali ze wzgledu na toksyczno$¢ fosgenu a
zastosowanie trifosgenu, ktory jest drogim odczynnikiem, okazato si¢ na tym etapie badan
nieskuteczne.

Inna z metod otrzymywania pochodnych nukleozydowych blokowanych w potozeniu
5’ grupami ochronnymi typu weglanowego, zostata opisana przez M.C. Pirrunga i wspot.?!’
Polega ona na wykorzystaniu N,N’-karbonylodiimidazolu (CDI), ktéry w reakcji z bardzo
efektywnie dzialajagcym czynnikiem metylujacym jakim jest trifluorometanosulfonian metylu

ulega bis-N,N’-metylowaniu w nitrometanie (56) (schemat 27).217:218

N/\NLN/\N CFaS0sCHs ™\ o7\ )kN/\w/

N
\ / CH3NO. \ /
\_/ - e \_/ _ CF3S03°

53 56

ROH = alkohol drugorzgdowy

Schemat 27. Otrzymywanie pochodnej alkoksykarbonylometyloimidazolowej

Nastepnie t¢ aktywng pochodng CDI (56) poddaje si¢ reakcji z jednym réwnowaznikiem
molowym alkoholu drugorzgdowego uzyskujac aktywng pochodng karbaminianowa (57) (np.
triflan alkoksykarbonylo-N-metyloimidazoliowy) zdolng do reakcji z drugg czasteczka
alkoholu. Reaktywno$¢ powstatego produktu 57 w reakcjach z alkoholami wynika z
obecno$ci czwartorzgdowego atomu azotu w pierscieniu imidazolowym. W ten sposob
otrzymano 5’-weglanowe pochodne nukleozydow zaréwno typu MeNPoc jak 1 z grupa

3°,5’-O-dimetoksybenzoinoksykarbonylowa.
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Z drugiej strony, w literaturze mozna znalez¢ informacje na temat reakcji CDI z
alkoholami prowadzace do trwalych karbaminianéw imidazolowych.?!® Postanowitam
skorzysta¢ z tego faktu i zaproponowalam synteze nowego odczynnika do wprowadzania
grupy MeNPoc w pozycje 5°-OH nukleozydu. W reakcji alkoholu a-metylo-6-
-nitropiperonylowego z N,N’-karbonylodiimidazolem w acetonitrylu otrzymatam imidazolid

MeNPoc (42) jako trwaty, krystaliczny zwigzek (schemat 28).

NO, NO, o

LY 53 42

Schemat 28. Otrzymywanie imidazolidu MeNPoc

Zwiazek 42 oczyscitam wykorzystujac do tego celu chromatografi¢ kolumnowa na silikazelu.
Reakcja otrzymywania 42 przebiega z 96% wydajnoscig. Strukture otrzymanego imidazolidu
MeNPoc (42) potwierdzitam za pomocg widm protonowego rezonansu magnetycznego.
Podczas dhugiego okresu przechowywania zwigzku bez dostgpu wilgoci w lodéwcee zwigzek
nie ulega rozktadowi.

N-metylowanie reszty imidazolowej tego odczynnika 42 powinno przeksztatci¢ go w
aktywna form¢ N-metyloimidazoliowa 43. Postanowilam zbada¢:

1. uzycie innych, obok triflanu (trifluorometanosulfonianu) metylu, czynnikow
metylujacych — takich jak, siarczan dimetylu, jodek metylu;

2. uzycie innych, obok nitrometanu, rozpuszczalnikow dla reakcji metylowania-
acetonitryl, pirydyna, N,N’-dimetyloformamid;

3. mozliwos¢ ,,dezaktywacji” uzytego w nadmiarze czynnika metylujacego jako
etap poprzedzajacy uzycie aktywnego karbaminianu w reakcji acylowania
nukleozydu - dezaktywacja czynnika metylujacego miataby zapobiec
ewentualnemu metylowaniu nukleozasad nukleozydowych.

W celu sprawdzenia jak zachodza reakcje metylowania, w pierwszej kolejnosci
przeprowadzitam proby metylowania N,N’-karbonylodiimidazolu za pomocg CF3SO3CH3 i
(CH30)2SO; (Tabela 4). W tabeli 4 porownatam przesuniecia sygnatow pochodzgce od

N,N’-karbonylodiimidazolu przed i po metylowaniu.
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Tabela 4. Metylowanie N,N’-karbonylodiimidazolu (CDI) za pomocg CF3SO3sCHzi (CH30).SO>

W nitrometanie

CDI

CDI* - CHs
metylowanie CFsSO3CH3

CDI* - CH;
metylowanie (CH30),SO;

8,20 ppm (s, 2H, 2xCH)
7,53 ppm (m, 2H, 2xCH)
7,26 ppm (m, 2H, 2xCH)

8,86 ppm (s, 2H, 2xCH)

7,44 ppm (m, 2H, 2xCH)

7,18 ppm (m, 2H, 2xCH)

3,99 ppm (s, 6H, 2xCHs)

4,121 ppm (CFsSO3CHa)
(s, 3H, CHa)

8,93 ppm (s, 2H, 2xCH)

7,43 ppm (m, 2H, 2xCH)

7,20 ppm (m, 2H, 2xCH)

3,93 ppm (s, 6H, 2xCH3)

3,731 ppm ((CH30)2S02)
(c, 6H, 2xCH3)

4,339 (CH3NO) (s, 3H, CH3) 4,339 (CH3NO) (s, 3H, CHs)

Reakcje metylowania CDI (1 réwnowaznik molowy, 0,5 mmola, 81 mg) prowadzitam w
nitrometanie (1 ml). W przypadku metylowania siarczanem dimetylu uzytam dwukrotny
nadmiar (2 rownowazniki molowe, 1 mmol, 47ul) tego reagenta. Postep reakcji metylowania
obserwowalam wykorzystujac protonowy rezonans magnetyczny *H NMR. Po 10 minutach
mozna bylo zaobserwowac tworzenie si¢ bismetylowego N,N’-karbonylodiimidazolu, jednak
nadal pozostawal nieprzereagowany CDI, dlatego tez dodatam koleje 2 réwnowazniki
molowe siarczanu dimetylu. Po godzinie na podstawie zrobionego widma *H NMR mozna
bylo zaobserwowal calkowite metylowanie CDI 2z jednoczesnym utworzeniem
N,N’-dimetylokarbonylodiimidazolu. Sygnat pochodzacy od grup metylowych N,N’-dimetylo
karbonylodiimidazolu wykazywat przesunigcie na widmie *H NMR przy 3,93 ppm. Taka
samg reakcje¢ metylowania CDI przeprowadzitam uzywajac jako reagenta metylujacego
trifluorometanosulfonianu metylu. W tym przypadku wystarczyl dwukrotny nadmiar
CF3SO3CHs, aby nastgpito catkowite metylowanie CDI, jak rowniez czas potrzebny do
zajScia reakcji byl znacznie krotszy. Utworzenie N, N’-dimetylokarbonylodiimidazolu
nastgpito juz po 5 minutach. Sygnal pochodzacy od grup metylowych N,N’-dimetylo
karbonylodiimidazolu wykazywat przesuniecie na widmie *H NMR przy 3,99 ppm.

Po sprawdzeniu jak przebiegaja reakcje metylowania na zwigzku wzorcowym (CDI)
podjetam proby metylowania imidazolidu MeNPoc (42) wykorzystujac oba reagenty
metylujace (CF3SO3CH3z i (CH30)2S0z2), jak rowniez jako srodowiska reakcji uzytam kilku

innych rozpuszczalnikow.
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Pierwsze proby metylowania MeNPocl (42) za pomoca trifluorometanosulfonianu
metylowego czy siarczanu dimetylu prowadzitam w acetonitrylu. Mozna bylo zaobserwowac,
ze caly imidazolid a-metylo-6-nitropiperonyloksylowy (42) nie przeksztalcit si¢ w jego
aktywna form¢ metylowg , a reakcja bardzo rozciggneta si¢ w czasie (3 godziny). Okazalo sie,
ze reakcja metylowania prowadzona w nitrometanie biegnie znacznie szybciej, gdyz uzycie
innych rozpuszczalnikow aprotycznych nie tylko spowalnia reakcje N-metylowania
MeNPocl, ale takze prowadzi do ubocznych reakcji czynnika metylujacego np. z
rozpuszczalnikiem. Przeprowadzilam rowniez reakcje metylowania MeNPocl za pomoca
CF3SO3CHs w DMF. W rozpuszczalniku tym reakcja metylowania przebiega znacznie
wolniej, po 2 godzinach mozna bylo zaobserwowaé 60% przereagowania MeNPocl (42)
(analiza *H NMR), dlatego tez uznatam, ze DMF nie jest odpowiednim rozpuszczalnikiem dla
badanej reakcji metylowania.

We wszystkich reakcjach analiza TLC nie byta odpowiednim sposobem analizy przebiegu
reakcji metylowania MeNPocl (42) , gdyz tworzacy si¢ 43 jako reaktywny czynnik acylujacy,
ulegal najprawdopodobniej szybkiej hydrolizie i ostatecznie moglam, zaobserwowaé tylko
obecnos¢ alkoholu o-metylo-6-nitropiperonylowego. Chcac si¢ upewnié, ze otrzymatam
wlasciwy produkt przebieg reakcji obserwowatam wykorzystujac do tego celu widma
'H NMR.

Reakcje prowadzone w nitrometanie przebiegaly bardzo szybko 1 wydajnie. W pierwszej
kolejnosci przeprowadzitam reakcje¢ metylowania MeNPocl za pomocg siarczanu dimetylu.
Gdy uzytam rownomolowych ilosci MeNPocl i (CH30)2SO-, reakcja metylowania nigdy nie
zachodzila do konca, dlatego tez w przypadku tego reagenta stosowatam dos¢ duzy jego
nadmiar (ok. czterokrotny). W takim przypadku mozna bylo zaobserwowal catkowite
metylowanie MeNPocl, jednak czas metylowania tym reagentem wynosil ok. 30 minut.
Analiza 'H NMR potwierdzita utworzenie N-metyloimidazolidu MeNPoc (43). Mozna byto
zaobserwowac pojawienie si¢ sygnatu przy 4,33 ppm pochodzacego od grupy metylowej,
przy atomie azotu pier§cienia imidazolowego zwigzku 43. Chcac, aby reakcje metylowania
przebiegaly znacznie szybciej wykorzystatam do tego celu trifluorometanosulfonian metylu.
W tym celu przeprowadzitam reakcje metylowania MeNPocl za pomocg CF3SO3CHz w
nitrometanie stosujac rownomolowe ilo$ci wyjsciowych substratow. W przypadku tak silnego
reagenta metylujacego jakim jest trifluorometanosulfonian metylu, reakcja metylowania
przebiegala praktycznie natychmiast. Przebieg reakcji metylowania analizowatam za pomocg

'H NMR. Widma *H NMR wykonatam po 30 sekundach, 1 min., 2 min., 4 min. oraz 16 min.
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Juz po 30 sekundach mozna bylo zaobserwowac catkowite metylowanie MeNPocl. Mozna
byto zaobserwowac jednoczesnie zanikanie sygnatu grupy metylowej czynnika metylujacego
1 pojawienie si¢ sygnatu grupy metylowej przy atomie azotu pierscienia imidazolowego
zwigzku MeNPocIMe* X" (43).

Stwierdzitam, Zze do metylowania mozna wykorzysta¢ obok trifluorometanosulfonianu
metylowego (CFsSO3CHa), takze znacznie tanszy siarczan dimetylu ((CH30).SOz>), chociaz
ten pierwszy reagent metylujacy reaguje kilkakrotnie szybciej.

Przesunigcia chemiczne poszczegolnych protondw substratu czyli MeNPocl, jak rowniez jego

N-metylowej pochodnej umieszczono w tabeli 5.

Tabela 5. Metylowanie MeNPoc za pomocg CF3SO3CHs

MeNPocl MeNPocl* - CHs
metylowanie CF3SO3CHs
8,156 ppm (s, 1H, CH) 9,880 ppm (s, 1H, CH)
7,532 ppm (s, 1H, CH) 7,470 ppm (s, 1H, CH)
7,431 ppm (m, 1H, CH) 7,781 ppm (m, 1H, CH)
7,091 ppm (m, 1H, CH) 7,446 ppm (m, 1H, CH)
7,016 ppm (s, 1H, CH) 7,358 ppm (s, 1H, CH)
6,611 ppm (q, 1H, J=6,28, CH) 6,711 ppm (q, 1H, J=6,28, CH)
6,142 ppm (m, 2H, CHy) 6,141 ppm (m, 2H, CHy)
1,801 ppm (d, 3H, J=6,28, CHs) 1,877 ppm (d, 3H, J=6,28, CHs)

4,130 ppm (s, 3H, CHs)
4,121 ppm (CF3SO3CHg) (s, 3H, CH3)
4,339 (CH3NOy) (s, 3H, CHs)

Wiedzac, ze trifluorometanosulfonian metylu jest bardzo silnym i efektywnym czynnikiem
metylujacym postanowitam sprawdzi¢ czy rdwnie szybko i skutecznie zajdzie metylowanie,
jezeli do metylowania uzyje 0,9 mmola CF3SO3CH3z na 1 mmol MeNPocl, oraz rozciencze
srodowisko reakcji. W tym celu przeprowadzitam nastepujgca probe: imidazolid a-metylo-6-
-nitropiperonyloksykarbonylowy (30,5 mg; 0,1 mmola) rozpuscitam w 0,2 ml nitrometanu i

dodatam 0,112 ml roztworu trifluorometanosulfonianu metylu w nitrometanie, ktoéry zawierat,
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0,09 mmola CFsSO3CHz (10,18 pl). Juz po 30 sekundach mozna bylo zaobserwowac
calkowite metylowanie MeNPocl (analiza HINMR). Stwierdzilam Ze, nawet po dodaniu
czynnika metylujgcego rozpuszczonego w rozpuszczalniku (CH3NOz), co powoduje
rozcienczenie srodowiska reakcji, nie ma to wptywu na szybkos¢ i1 przebieg reakcji.
Z analizy widm 'H NMR wynikato, Ze lepszym czynnikiem metylujgcym okazal sie
CF3S03CHs3 niz (CH30)2S02. Reakcja metylowania (CH30)2SO:> byta zakonczona dopiero po
uptywie 30 minut i to w przypadku stosowania duzego nadmiaru tego odczynnika, natomiast
przy uzyciu CF3SO3CHs reakcja zachodzita praktycznie natychmiast.
Zoptymalizowatam dwie procedury przygotowania metylowej pochodnej imidazolidu
a-metylo-6-nitropiperonyloksylu. Optymalizacja reakcji metylowania dotyczyla reakcji
metylowania za pomocg siarczanu dimetylu, jak roéwniez trifluorometanosulfonianu metylu.
Dla dalszego wykorzystania reagenta N-metyloimidazoliowego do wprowadzenia
blokady 5’-MeNPoc konieczne jest uzycie odczynnika, w ktérym nie ma juz wolnego
czynnika metylujacego (TFMSMe, ang. magic methyl). Stwierdzitam, Ze jego dezaktywacja
nastgpuje w ciggu niespetna minuty w bezwodnej pirydynie, ktora jest zresztg stosowana jako
srodowisko reakcji blokowania grupy 5°-OH nukleozydu. Przeprowadzitam nastepujaca
probe, aby sprawdzi¢ jak reaguje pirydyna z czynnikiem metylujacym. Rozpuscitam 5 pl
CF3S03CH3 w 100 pl nitrometanu i dodatam 25 pl pirydyny. Z analizy *H NMR mozna byto
zaobserwowaé, ze metylowanie pirydyny zachodzi tak samo szybko, jak metylowanie
MeNPocl. Przesunigcia chemiczne sygnatow pochodzacych od pirydyny i1 soli N-

metylopirydyniowej zamiescitam w tabeli 6.

Tabela 6. Metylowanie pirydyny za pomocg CF3SO3CHa

Pirydyna s6l N-metylopirydyniowa
8,612 (m, 1H, CHorto) 8,881 (m, 1H, CHorto)
7,688 (m, 2H, CHpara) 8,492 (m, 2H, CHpara)
7,294 (m, 2H, CHmeta) 8,047 (m, 2H, CHmeta)

4,485 (s, 3H, CHs)

Fakt, ze metylowanie pirydyny zachodzi tak samo szybko, jak metylowanie MeNPocl

moglam wykorzystaé, aby dezaktywowal pozostaly, a nieprzereagowany podczas
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metylowania trifluorometanosulfonian metylu. Wniosek ten moglam wysnu¢ na podstawie
proby jaka przeprowadzitam: do 15 mg MeNPocl rozpuszczonego w 100 ul nitrometanu
dodatam 5 pl CF3SO3CH3. Wiasciwie od razu mozna bylo zaobserwowaé metylowanie 42
(analiza 'TH NMR), a oprécz tego nadal pozostawat nieprzereagowany CF3SO3CHs. Po 5
minutach dodatam 25 pl pirydyny, ktéra natychmiast ulegla reakcji z pozostatym, a
nieprzereagowanym trifluorometanosulfonianem metylu.

Reasumujac, opracowatam nowy reagent pozwalajacy z wyzszymi wydajnosciami od
opisanych w literaturze, takze patentowej, otrzymywa¢ pochodne 5’-MeNPoc

N-blokowanych nukleozydow (schemat 29).

2 o 0,
)J\ CF3S0;CH; lub
(CH30)23°2
(o] N/\N
\__/ CH3N02
X=F3CSO0; lub
H;COSO,(OH)

Schemat 29. Metylowanie pochodnej imidazolowej a-metylo-6-nitropiperonyloksylu

5.1.3. Synteza amidofosforynéw nukleozydéw blokowanych na funkciji 5’-OH grupa

a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowa

Otrzymany reagent N-metyloimidazoliowy 43 uzytam do syntezy blokowanych grupa
fotolabilng  amidofosforynéw  nukleozydowych. Zestawienie grup  N-ochronnych
kompatybilnych z fotolabilng grupa typu o-nitrobenzylowego (5’-O-MeNPoc) przedstawia si¢
nastepujaco dA™¢, dC™BY dG'™Y, dT. Takie grupy ochronne grup aminowych na zasadach sa
wymagane, kiedy myslimy o zastosowaniu fotolabilnej grupy ochronnej na funkcji 3 lub 5’
nukleozydu,?1321%:220

Zasady heterocykliczne jednostek amidofosforynowych wykorzystanych w syntezie
oligonukleotydow wymagaja ochrony grup egzoaminowych stanowiacych potencjalne centra
reaktywne w trakcie przylaczania kolejnych amidofosforynow. Blokady grup egzoaminowych

sg trwale we wszystkich warunkach reakcji stosowanych w syntezie DNA. Usuwa si¢ je

postsyntetycznie dziatajac stezonym wodnym roztworem amoniaku w 50°C. Najczesciej
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stosowanymi do tego celu grupami pozostaja grupa benzoilowa dla reszty adeniny i cytozyny

oraz grupa izobutyrylowa dla reszty guaniny.
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N ~ ~ ~
N N N
] ] ¢ ]
N N) C.H3 N N) N)
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Pi 2.H,0/NH
OH irydyna 9 0/ NH3 OH
58 A 59 A HiC-Si—CH, 44A
CH;
? CHj;
NH, NH, HN—C-CH
CH,
n 8 .
N~ Yo CH, N~ Yo N/KO
HO ) H;C—Si—O. HO
o TMSiCl CH, o 1.iBuCl )
Pirydyna 2.H,0/NH
« 112 3
OH 59.C ? OH
58 C HyC—8i—CHjs a4c
CH3
o] o o]
N N N
</ fj\H CH </ fj\H </ ﬁNH Q cH,
N™>N" “NH, 3 N >N""“NH, N~ >N~ “N—C-cH
HO H;C—Si-0 HO H "CH,
o TMSICI éHz o 1.iBuCl o
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OH 0 OH
58 G H3C—Si—CHs 446G
CH;

TMSICI - chlorek trimetylosilanu
FACOH - kwas fenoksyoctowy
iBuCl - chlorek izobutyrylu

Schemat 30. Synteza blokowanych na zasadzie nukleozydow

Chcac uzyska¢ amidofosforyny nukleozydow blokowanych grupg fotolabilng MeNPoc, ktora
to grupa bedzie odblokowana pod wplywem S$wiatla, nalezalo zastosowaé¢ w przypadku
adeniny i cytydyny inne blokady grup egzoaminowych. Cytydyna, nie moze by¢ chroniona
gdyz

ultrafioletowym o dlugosci fali wymaganej do odblokowania grupy MeNPoc. Dlatego tez do

blokada benzoilowa, ulega fotodegradacji podczas naswietlania S$wiatlem
ochrony funkcji egzoaminowej uzytam grupe izobutyrylowa.

W pierwszej kolejnosci uzyskatam odpowiednio blokowane nukleozydy dA™A¢, dC'BY, dG'B!
(schemat 30). Nukleozydy 58 A, C, G zablokowatam na funkcji 3’-OH i 5°-OH grupa
trimetylosililowg w celu unikni¢cia reakcji ubocznych z udzialem grup hydroksylowych.
Nastepnie zablokowane nukleozydy 59 A, C, G poddatam reakcji z kwasem fenoksyoctowym

lub chlorkiem izobutyrylu, aby wprowadzi¢ odpowiednie grupy blokujace na funkcje
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egzoaminowa. Na ostatnim etapie, w reakcji hydrolizy odblokowatam funkcje 3’-OH 1 5°-OH
nukleozydu uzyskujac oczekiwane produkty 44 A, C, G.

Nastepnym krokiem bylo otrzymanie pochodnych 5’-MeNPoc wszystkich czterech
deoksynukleozydow dAFAS, dC™BY, dG™®Y, dT. W pierwszym etapic wytworzytam
N-metyloimidazolid a-metylo—6-nitropiperonylowy (43), ktory miat postuzy¢é do
wprowadzenia grupy MeNPoc na funkcje 5’-OH nukleozydu. Po wygenerowaniu 43 w celu
dezaktywacji pozostalego, a nieprzereagowanego czynnika metylujgcego (trifluorosulfonianu
metylu lub siarczanu dimetylu) dodawatam pirydyn¢ i pozostawiatam reakcje na 15 minut. Po
tym czasie do reakcji dodawatam odpowiednio blokowany nukleozyd 44 A, C, G i 44 T.
Reakcje otrzymywania 45 A, C, G, T prowadzone byly w pirydynie, w temperaturze
pokojowej. We wszystkich przypadkach produkt otrzymywatam juz po jednej godzinie
(schemat 31).

NO, ) NO, 0
§ 1
o)J\N/\N/ ® 44A,CGT o o B
_— o
\—/ ; )
o
43

o
\__o \__o 45A,C,G, T OH
Ba= AFAc
Bc = Ci-Bu
X=F;CSO0; Bg =GB!
lub H3COSO,(OH) Br=T

Schemat 31. Synteza nukleozydow blokowanych na funkcji 5°-OH grupa fotolabilng MeNPoc

Nastepnie otrzymane pochodne nukleozydowe 45 A, C, G, T zostaly poddane reakcji z
2-cyjanoetylo N,N,N’,N’-tetraizopropylodiamidofosforynem w celu uzyskania odpowiednich
3’-amidofosforynow 46 A, C, G, T gotowych do zastosowania w syntezie scalonych bibliotek
oligonukleotydowych (schemat 32) metodami fotolitograficznymi. Reakcje otrzymywania 46
A, C, G, T przebiegaty w nastgpujacy sposob: odpowiedni nukleozyd blokowany na funkcji
5’-OH grupa MeNPoc 45 A, C, G, T rozpuscitam w chlorku metylenu. W przypadku 45A
zwigzek rozpuscitam w mieszaninie chlorek metylenu / acetonitryl (1 : 1). Nastgpnie
dodawatam 2-cyjanoetylo N,N,N’,N’-tetraizopropylodiamidofosforyn i 1-H tetrazol (w trzech
porcjach). Reakcje prowadzone byly w temperaturze pokojowej. Po godzinie nastgpito
powstanie amidofosforynéw 46 A, C, T, natomiast reakcja otrzymywania 46 G przedhuzyta

si¢ do dwoch godzin. Uzyskane amidofosforyny 46 A, C, G, T oczyszczalam na kolumnie
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chromatograficznej. Po oczyszczeniu poddatam produkty liofilizacji z benzenu. Proces ten ma
na celu usunigcie resztek rozpuszczalnikow, ktore moga podczas dluzszego przechowywania
powodowac¢ rozpad zwiazkow albo zakldcaé synteze oligonukleotydow z wykorzystaniem
amidofosforynéw. Ich miejsce ,,zajmuje” mniej lotny 1 nie powodujacy destrukcji zwiazku

benzen.

)J\ N P o/\/CN )J\

w
1-H tetrazol, CH,CI,

45A,C,G, T J/
_ AFhe NC -~ b
BC CI -Bu \
BG = Gi-Bu
B-=T 46 A,C,G, T
T=

Schemat 32. Synteza amidofosforynow nukleozydowych blokowanych grupa fotolabilng MeNPoc

Uzyskane amidofosforyny (46 A, C, G, T) byly mieszaning diastercoizomerow, poniewaz
podczas fosfitylowania powstaje nowe centrum chiralne znajdujace si¢ na atomie fosforu.
Otrzymane zwiazki byly charakteryzowane za pomoca P NMR (Tabela 7). W tabeli

zamies$citam rowniez wydajnos$ci uzyskanych amidofosforynéw 46 A, C, G, T.

Tabela 7. Charakterystyka otrzymanych 3’ amidofosforynow nukleozydow blokowanych na funkcji
5’ grupa fotolabilng MeNPoc

zwiazek 46 A 46 C 46 G 46T

wydajnosé 46,5% 89% 76% 86%
3IP NMR +149,23 +149,48 +148,88 +149,01
(ppm) +149,14 +149,21 +148,72 +148,79

5.1.4. Potwierdzenie fotolabilnosci grupy a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowej

Otrzymane amidofosforyny nukleozydowe (nukleozydy) blokowane na funkcji 5°-OH
grupa fotolabilng o-metylo—6-nitropiperonyloksykarbonylowg) sg stosowane do budowy
bibliotek kombinatorycznych.
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Synteze i-SOCL prowadzi si¢ na podtozu szklanym funkcjonalizowanym za pomoca bis (2-

-hydroksyetylo)aminopropylotrietoksysilanu.??!

Po przylaczeniu lacznika z fotolabilng
blokadg grupy hydroksylowej  (a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonyl,  MeNPoc)
przeprowadza si¢ naswietlenie przez odpowiednig maske. W Affymetrix wykorzystuje si¢ do
tego celu maszyne litograficzng, takg jaka jest uzywana w produkcji elektronicznych
obwodow scalonych.??! Nastepuje odblokowanie grup ochronnych lacznika w miejscach
naswietlania. Nastepnie catg ptyt¢ poddaje si¢ reakcji z odpowiednim 3’-O-(2-cyjanoetylo-
-N,N-diizopropyloamidofosforynem)  5’-O-MeNPoc-N-acylo-2’-deoksynukleozydu. W
kolejnym kroku, po naswietleniu plyty przez nastepng maske przylacza si¢ nastepny
amidofosforyn nukleozydu.! Takie postepowanie prowadzi ostatecznie do syntezy i-SOCL o0 z
gory zalozonej strukturze (Rys. 5). Nalezy podkresli¢, ze postepowanie to ma wszelkie cechy
syntezy kombinatorycznej, tzn. jednocze$nie prowadzi si¢ odblokowanie, a potem
przytaczanie kolejnych amidofosforynow we wszystkich wybranych miejscach otrzymane;j
biblioteki SOCL. Poprzez laczenie etapéw wspolnych synteza biblioteki oligonukleotydowej
z 4 nukleotydow, w ktorej najdtuzszy ologonukleotyd ma dtugo$¢ n nie wymaga wiecej niz 4

razy n krokow syntetycznych.

HHX X X X X X
oooo0oo0 T-X_ TT1TO0O0OO0O ___

>00
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oO-4-46
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powtorzyc
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k j Ba= AFAc
Bc = ci-Bu

NC_~o P. NJ/ Bg = G'BY
BT=T

Rys. 5 Schemat syntezy i-SOCL metoda amidofosforynowa z wykorzystaniem fotolabilnej grupy
ochronnej (MeNPoc) w potozeniu 5°. Grupy fotolabilne X usuwane sg poprzez naswietlenie przez

odpowiednie maski M i M?
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W moich badaniach chciatam sprawdzi¢ wtasciwosci fotochemiczne otrzymanej grupy
o-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowej, ktore to sa juz opisane w literaturze, 198215
Przeprowadzitam naswietlenie nukleozydow blokowanych na funkcji 5° grupg MeNPoc (45
A, C, G, T) przy uzyciu wysokoci$nieniowej rteciowej lampy tukowej o mocy 200 W. Lampa
ta emituje promieniowanie w catym zakresie $wiatla ultrafioletowego.

Wiadomo, ze kancerogenny i teratogenny wplyw promieniowania ultrafioletowego jest
spowodowany zmiang struktury DNA odpowiedzialnego za przekazywanie informacji
genetycznej. Maksimum absorpcji dla kwasow nukleinowych wystepuje przy A = 260 nm.
Nawet niewielka modyfikacja w nici DNA, tj. zmiana 1 na 107 par zasad, moze wywolaé
znaczace efekty biologiczne. Za absorpcje promieniowania ultrafioletowego odpowiedzialne
sg zasady purynowe i pirymidynowe, w ktorych zachodza przejscia elektronowe typu: II-11 i
n-11*. Przejscie elektronowe n-II" jest czesciowo wzbronione, dlatego zachodzi w niewielkim
stopniu, o czym $wiadczg niskie warto$ci molowych wspdlczynnikdéw absorpcji. Naswietlanie
kwasow nukleinowych promieniowaniem o dlugosci fali A<300 nm powoduje, jak juz
wspomniano wzbudzenie reszt purynowych i pirymidynowych, w wyniku czego ulegaja one
ré6znym przemianom fotochemicznym. Do najwazniejszych przemian zasad pirymidynowych
nalezg: fotohydratacja, fotodimeryzacja i fotoaddycja prowadzace do utworzenia adduktow
4-4’. W celu wyeliminowania reakcji ubocznych, uzytam szkta pyreksowego. Szklo pochtania
emitowane przez lampe¢ promieniowanie o krotkiej dlugosci $wiatta, a przepuszcza
promieniowanie od 320 nm. W moim przypadku jest to zakres wystarczajacy, gdyz grupa
MeNPoc ulega odblokowaniu pod wplywem $wiatta ultrafioletowego o diugosci fali
A=360nm.

W probowce Ependorfa umieszczatam 0,8 mg odpowiednich nukleozydéw 45 A, C, G, T.
Nastepnie dodawatam 0,5 ml rozpuszczalnika. Naswietlania prowadzitam w metanolu lub
dioksanie. Rozpuszczone zwiazki poddatam naswietlaniu wysokocisnieniowg rtgciowg lampa
tukowa o mocy 200 W. Po 20 minutach naswietlania analiza TLC wykazata calkowite
odblokowanie 45C, z wytworzeniem odpowiedniego nukleozydu 44C. W przypadku
odblokowania 45A, G, T konieczne byto wydtuzenie czasu naswietlania do jednej godziny,
aby uzyska¢ odpowiednie nukleozydy 44A, G, T.

W ten sposob  potwierdzitam  wlasciwosci  fotolabilne  grupy  a-metylo-6-
-nitropiperonyloksykarbonylowej nukleozydéw blokowanych na funkcji 5° grupa MeNPoc

(45 A, C, G, T), otrzymanych na innej drodze niz jest to opisane w literaturze. %215
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5.2. Modyfikacje metody fosforotriestrowej

Zasadniczym etapem syntezy oligonukleotydow jest tworzenie Wwigzania

internukleotydowego. Obecnie w syntezie laboratoryjnej i w syntezie na skale przemystowa
(synteza antysensowych oligonukleotydow przez Isis Pharmaceuticals Inc., USA) najszerzej
stosowana jest metoda amidofosforynowa. Jej wykorzystanie jest znacznie szersze niz dwoch
innych metod, ktére opierajg si¢ na uzyciu czynnikéw kondensujacych do wytworzenia
wigzan internukleotydowych, metody fosforotriestrowej i metody H-fosfonianowej.
W metodzie fosforotriestrowej, ktora jest ostatnio mniej popularna, niz amidofosforynowa
uzycie réznych czynnikoéw kondensujacych 1 czynnikéw fosforylujacych w polaczeniach z
nukleofilowym atomem tlenu (np.: w 4-podstawionych N-tlenkach pirydyny), powoduje
wzrost szybkosci tworzenia wigzania internukleotydowego. Zastosowanie tych katalizatorow
w syntezie oligonukleotydow metoda fosforotriestrowa na podltozu statym pozwala
zredukowac czas 1 cyklu elongacji na podtozu polimerowym do 10 minut.

W moich probach modyfikacji metody fosforotriestrowej postawitam sobie
nastepujace cele:

1. uzycie nukleozydu zamiast nukleotydu;

2. synteza na podilozu stalym (opracowana modyfikacja na by¢ wykorzystana w

wariancie syntezy na podtozu statym)

3. uniezaleznienie od kierunku syntezy tancucha oligonukleotydowego (3°—5°, ale

takze 5°—3’).
Rozwigzania te odniostam do syntezy metoda fosforotriestrowg (schemat 33) na podtozu

statym z mozliwoscig zastosowania fotolabilnych grup ochronnych.

R'O o B
R'O o B HO‘%OyB czynnik
k 71 kondensujacy 0\\ o]
* | katalizat Rzo’P<o B
atalizator
o\‘P/O O‘R3 nukleofilowy o
R20" O
O s
nukleotyd nukleozyd
R', R? = grupa blokujaca R3 = grupa blokujgca

takze podtoze state

Kat. nukl. = N-metyloimidazol
lub N-tlenek-4-metoksypirydyny

Schemat 33. Synteza oligonukleotydéw metodg fosforotriestrowa
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5.2.1. Synteza oligonukleotydoéw na podtozu statym metoda H-fosfonianowa

Zanim przystapitam do optymalizacji reakcji fosforylacji 1 kondensacji w metodzie
fosforotriestrowej sprawdzitam mozliwo$¢ zawigzania wigzania internukleotydowego metoda

H-fosfonianowa.

1 222 223

W potowie lat 80-tych Garegg i wspd oraz réwnolegle Matteucci i Froehler
odnotowali, ze 3’-O-H-fosfonian 5’-O-blokowanego deoksynukleozydu (60) ulega szybkiej
reakcji z 3’-O-benzoilotymidyng w obecnosci czynnika aktywujacego, takiego jak TPSCI,
chlorek benzenosulfonylu, difenylochlorofosforan lub chlorek piwaloilu (schemat 34), w

wyniku czego powstaje odpowiedni (3°—5”) H-fosfonian dinukleozydu (61).

T
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Schemat 34. Synteza oligonukleotydow metodg H-fosfonianowa

W miar¢ rozwoju metody H-fosfonianowej, jako czynnik aktywujacy zaczeto wykorzystywaé

224 3 nastepnie chlorek adamantoilu.?®® Pozwolilo to na

prawie wyltacznie chlorek piwaloilu,
automatyzacje procedury syntezy oligonukleotydéw na podlozu statym. Jej zaletg jest wyzsza
trwato§¢ nukleozydowych prekursorow oraz brak koniecznosci blokowania grupy
fosforynowej w trakcie syntezy. W metodzie H-fosfonianowej grupa 5’-hydroksylowa
rosngcego tancucha oligonukleotydowego reaguje z 3’-H-fosfonianem nukleozydu
aktywowanym za pomoca halogenku acylowego takiego jak chlorek piwaloilu. Proces
utleniania do pochodnej fosforodiestrowej jest realizowany po zakonczeniu syntezy catego
fancucha oligonukleotydowego, jednocze$nie w stosunku do wszystkich internukleotydowych
wigzan H-fosfonianowych. Jako czynnik utleniajacy stosuje si¢ roztwor jodu w obecnosci
wody lub roztwor wodorotlenku tert-butylowego. Pozostate etapy cyklu syntetycznego sg

identyczne jak w metodzie amidofosforynowej za wyjatkiem etapu blokowania

nieprzereagowanych grup 5’-hydroksylowych.
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W moich badaniach sprawdzitam mozliwo$¢ tworzenia wigzania internukleotydowego
metoda H-fosfonianowa w taki sposob, ze etapy fosfonylacji i kondensacji byty rozdzielone.
Wolng grupe hydroksylowa rosngcego tancucha oligonukleotydowego fosfonylowatam
fosforynem difenylowym??6228 na podlozu statym. Nastepnie przeprowadzitam reakcje
hydrolizy grupy fenylowej 10 % wodnym roztworem pirydyny. Uzyskany H-fosfonian w
reakcji kondensacji z nukleozydem wobec chlorku piwaloilu utworzyt na podtozu statym H-
fosfoniano diester. Opis przeprowadzonej proby zamiescitam w tabeli 8. Do syntezy uzytam
podioze stale niosgce nukleozyd, takie jakie jest wykorzystywane do syntezy
oligonukleotydéw. W kolumnie reakcyjnej umiescitam 10 mg podtoza ,,Primer” z zatadowana
5’-O-dimetoksytrytylotymidyng. Podloze odtrytylowatam na syntetyzerze za pomoca 3%
kwasu dichlorooctowego. Nastgpnie przeprowadzitam reakcje fosfonylacji i kondensacji

(tabela 8).

Tabela 8. Synteza oligonukleotydow na podtozu statym metoda H-fosfonianowg

Nr Funkcja Objetos¢ uzytych Czas
operacji reagentéw [ml] [min]

1 Odtrytylowanie na syntetyzerze (101)*
(3% kwas dichlorooctowy)

2 Przemycie acetonitrylem 3x1 3
2 Fosfonylacja: 0,5 M (PhO),P(O)H w pirydynie 2x0,5 2x5
3 Przemycie acetonitrylem 3x1 3
4 Hydroliza: Py-H,0 9:1 0,5 30
5 Przemycie acetonitrylem, odwirowanie  kolumny, 3x1 3
przemycie acetonitrylem 3x1 3
6 Kondensacja:
0,1 M DMTIT w pirydynie 0,3 6
0,3 M chlorek piwaloilu w acetonitrylu 0,3
7 Przemycie acetonitrylem 3x1 3

8 Odtrytylowanie na syntetyzerze (82)*
(3% kwas dichlorooctowy)

" Odczyt wzglednej ilosci kationu dimetoksytrytylowego (DMT?)

Przeprowadzitam kilka prob syntezy zmodyfikowang metoda H-fosfonianowg. Odstapitam
jednak od préb wykorzystania metody H-fosfonianowej, ze wzgledu na niestabilnos¢ w
srodowisku zasadowym H-fosfonianowych diestrowych oligonukleotydow. Co wigcej, trudno
bylo zoptymalizowaé czas potrzebny do odblokowania grupy fenylowej z utworzonego

wigzania H-fosfonianowego, co prowadzito do obnizenia wydajnosci procesu. Rowniez
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uzycie bifunkcyjnego czynnika fosfonylujacego, fosforanu difenylowego mogto powodowaé
obnizenie wydajnosci reakcji fosfonylacji, poprzez utworzenie H-fosfonianowych

pirofosforanow.
5.2.2. Fosforylacja. Otrzymywanie monofunkcyjnych reagentéw fosforylujacych

Myslac o otrzymaniu oligonukleotydu na chipie chcialtam zapewni¢ rosngcemu
tancuchowi oligonukleotydu jak najwigksza trwalo$¢. Z tego powodu zrezygnowatam z
dalszych prob metoda H-fosfonianowa, a zwrocitam si¢ w strong metody fosforotriestrowe;.
Po pierwsze, nalezalo rozwigza¢ problem wydajnej fosforylacji. Fosforylacja
nukleozydowych grup hydroksylowych bedzie odbywala si¢ na podtozu stalym, dlatego
wazne jest, aby byla ona jak najbardziej wydajna. Nalezy uzy¢ monofunkcyjnego reagentu
fosforylujacego, ktory z racji swej monofunkcyjnosci nie moze spig¢ dwoch sgsiadujacych
fancuchéw oligonukleotydowych.

W pierwszej kolejnosci postawitam sobie pytanie, jaki powinien by¢ monofunkcyjny reagent
fosforylujacy, aby reakcje przebiegaly jak najbardziej efektywnie i wydajnie. Po pierwsze
powinien by¢ dostatecznie reaktywny, aby przereagowa¢ z grupg 3’-OH (lub 5°-OH)
deoksyrybonukleotydu. Po drugie tatwe powinno by¢ przeksztalcenie uzyskanego
fosforotriestru do blokowanego fosforodiestru. Fosforodiester powinien na tym etapie nies¢

grupe ochronng, ktéra bedzie mozna skutecznie odblokowaé po zakonczeniu syntezy

Q
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czynnik
dwufunkcyjny >
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oligonukleotydu.

Cl
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Schemat 35. Fosforylacja nukleozydowych grup hydroksylowych czynnikiem dwufunkcyjnym i

monofunkcyjnym
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Jezeli do fosforylacji uzytabym czynnika dwufunkcyjnego, mogtoby to doprowadzié¢

do spiecia ze soba, dwoch grup hydroksylowych sasiadujacych ze soba tancuchow. W ten
sposob dalsze wydtuzenie tancucha nie bytoby mozliwe (schemat 35). Dlatego tez, zwrdcitam
si¢ w stron¢ uzycia monofunkcyjnych reagentow fosforylujagcych. W tym przypadku kazda
grupa hydroksylowa przytaczonego do podtoza nukleozydu ulegnie reakcji fosforylacji. W
nastepnej kolejnosci bedzie mozna odblokowaé grupe ochronng, badz za pomocg zasady lub
wykorzystujagc $wiatto UV w przypadku uzycia czynnika monofunkcyjnego z grupa
fotolabilng. Powstanie wowczas fosforodiester (schemat 35), ktéry nastepnie w reakcji
kondensacji z nukleozydem moze wytworzy¢ wigzanie internukleotydowe.
Opracowatam synteze kilku monofunkcyjnych reagentow fosforylujacych, ktore z racji swej
monofunkcyjno$ci nie sa zdolne do spiecia dwoch sgsiadujacych na podlozu statym
fancuchéw oligonukleotydowych. Do otrzymania tych czynnikdw wykorzystatam czynnik
fosforylujacy Efimova (p-chlorofenylo pirydynylo fosforan (64)) Uzycie reagentow w
nastepujacych stosunkach:

p-chlorofenylo dichlorofosforan (63) 1 mmol;

pirydyna 6 mmoli;
dichlorometan 1,5 ml;

woda 0,9 mmola (16 pl);

pozwala na szybkie przygotowanie czynnika fosforylujacego z wysoka wydajnoscia (schemat
36).

0 Py, CH,Cly, H,0 Q4=
cl 0—p—Cl > CIOO—P—N
-8 i\ />

Cl

63 64

Schemat 36. Czynnik fosforylujacy Efimova

Stosunek ilosci reagentow okreslitam przeprowadzajac szereg reakcji, w ktorych zmienialam

ilosci reagentow (Tabela 9).
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Tabela 9. Optymalizacja syntezy czynnika Efimova.

Nr p-chlorofenylo pirydyna chlorek acetonitryl woda produkty uboczne
dichlorofosforan [mmol] [mmol] metylenu [ml] [ml] [mmol] %

1 1 4 1,7 1 31

2 1 4 1,7 0,7 22

3 1 4 1,7 1 32

4 1 6 15 1 20

5 1 6 15 1 17

6 1 6 15 0,9 13

Stosowalam takze rozpuszczalniki inne niz pirydyna do reakcji wytworzenia czynnika
Efimova: chlorek metylenu i acetonitryl. Stosunek ilosci uzytej wody do p-chlorofenylo
dichlorofosforanu (63), chciatam zoptymalizowaé, w celu uniknigcia tworzenia si¢ produktow
ubocznych, ktore towarzyszyly powstaniu p-chlorofenylo pirydynylo fosforanu (64) (schemat
37). Wytworzony p-chlorofenylo pirydynylo fosforan w widmie 3P NMR wykazywal

przesunigcie pochodzace od atomu fosforu przy — 10,86 ppm.
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Schemat 37. Reakcje uboczne towarzyszace tworzeniu czynnika fosforylujgcego Efimova

Proby optymalizacji czynnika Efimova doprowadzity do ograniczenia tworzacych sie¢
produktow ubocznych, p-chlorofenylo fosforanu (65) i bis(p-chlorofenylowego) pirofosforanu
(66) do 13 %. Przebieg reakcji obserwowalam za pomoca widm 3P NMR, poréwnujac
integracje tworzacego si¢ produktu 64 i produktow ubocznych 65 i 66.

Nastepnie przystapitam do otrzymania monofunkcyjnych reagentow fosforylujacych.
Wiadomo, ze grupa 2-cyjanoetylowa jest dobra grupa odchodzaca, usuwang na koncu syntezy
w tagodnych zasadowych warunkach. Podczas jej odblokowania nastgpuje reakcja

B-eliminacji. Reakcja otrzymywania p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo fosforanu (67) byta reakcja
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sprawdzajaca, jak bedzie przebiegala reakcja kondensacji wytworzonego monofunkcyjnego
czynnika z nukleozydem, w nowym wariancie syntezy oligonukleotydow metoda
fosforotriestrowg. W pierwszej kolejnosci wytworzytam p-chlorofenylo pirydynylo fosforan
(64) wykorzystujgc zoptymalizowang synteze tego zwigzku. Zwigzek 64 w reakcji z
2-cyjanoetanolem w bezwodnej pirydynie utworzyt p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo fosforan
(67) z wydajnoscig 67% (schemat 38). Otrzymany zwigzek 67 oczys$citam na kolumnie
chromatograficznej w fazie odwroconej (aceton-woda).  Produkt 67 analizowatam
wykorzystujgc fosforowy rezonans magnetyczny. Atom fosforu otrzymanego czynnika 67
wykazywal na widmie przesunigcie przy 6 = -5,28 ppm. W widmie sprz¢zonym
obserwowalam sygnal w postaci trypletu. Sprzezenie pochodzilo od grupy metylenowej

znajdujacej si¢ w sasiedztwie atomu fosforu p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo fosforanu (67).
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Schemat 38. Reakcje otrzymywania monofunkcyjnych reagentéw fosforylujacych

Zainteresowatam si¢ orto 1 para podstawionymi pochodnymi B-fenyloetanolu, ktére wchodza
w sktad grup blokujacych w metodzie fosforotriestrowej.14:23:24153:155160 7 hadan Pfleiderera
wynika, ze pochodna 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowa jest bardziej labilna niz grupa
2-cyjanoetylowa,23:157:16%:176:229

Odblokowaniu grup, ktéorych mechanizm odblokowania zwigzany jest z bezposrednim
atakiem nukleofilowym na atom fosforu, czesto towarzyszy rozerwanie wigzania
internukleotydowego (ang. wrong break-down). W metodzie fosforotriestrowej uzycie

B-eliminacyjnych grup ochronnych na funkcji fosforanowej uwaza si¢ za ulepszenie tej
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metody. Zwigzane jest to z przeksztalceniem fosforotriestru do fosforodiestru bez
nukleofilowego ataku na atom fosforu, co mogloby spowodowaé rozerwanie wigzania
internukleotydowego. Do takich grup ochronnych nalezg: grupa B-cyjanoetylowa (CE),
metylowe  pochodne  grupy  B-cyjanoetylowej,  grupy  B-(alkilosylfonylo)- i
B-(arylosulfonylo)etylowe. Grupy te sa stosunkowo czule na warunki zasadowe i ich
odblokowanie  nastgpuje  juz pod  wplywem  dziatania  amoniaku.  Grupa
2-(4-nitrofenylo)etylowa (NPE), ktora jest grupg bardziej labilng, jest odblokowana za
pomoca DBU (1,8-diazabicyclo [5.4.0Jundec-7-ene). ¢

W swoich badaniach wykorzystatam grupe 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowa do uzyskania
nowego monofunkcyjnego czynnika fosforylujacego. Przez wprowadzenie do pierscienia
kolejnej grupy nitrowej, wzrasta jej labilno$¢ w warunkach zasadowych.

W pierwszej kolejnosci zsyntezowatam 2-(2,4-dinitrofenylo)etanol, ktéry miat postuzy¢ do

wytworzenia nowego czynnika fosforylujacego (schemat 39).
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Schemat 39. Synteza alkoholu 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowego®®’

Produktem wyjSciowym w tej reakcji byl octan fenyloetylu (70), ktory poddatam reakcji
nitrowania w mieszaninie stgzonych kwasow azotowego i siarkowego (-10°C). W celu
poprawnego nitrowania pierscienia fenylowego nalezato uzy¢ §wiezo przygotowany dymigcy
kwas azotowy. W nastepnej kolejnosci uzyskany zwigzek 71 poddatam reakcji kwasowej
hydrolizy w celu usunigcia grupy estrowej. Produkt koncowy 72 po wstgpnym oczyszczeniu
na kolumnie chromatograficznej uzyskatam z wydajnos$cia 55% po krystalizacji.

Kolejnym etapem bylo otrzymanie p-chlorofenylo pirydynylo fosforanu (64) ktory, w reakcji
z 2-(2,4-dinitrofenylo)etanolem (72) w pirydynie utworzyt oczekiwany p-chlorofenylo
2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforan (68) z 68% wydajnoscia (schemat 38). Powstajacy produkt
68 analizowatam wykorzystujac fosforowy rezonans magnetyczny 3P NMR. Atom fosforu
otrzymanego czynnika 68 wykazywat na widmie przesunigcie przy & = -5,70 ppm. W widmie

sprzezonym obserwowalam sygnal w postaci trypletu. Sprzezenie pochodzito od grupy
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metylenowej  znajdujacej si¢  w  sasiedztwie atomu  fosforu  p-chlorofenylo
2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforanu (68).

Jak wczesniej wspomnialam, opracowany przeze mnie nowy wariant syntezy
oligonukleotydoéw metodg fosforotriestrowa bedzie rowniez zastosowany w wariancie syntezy
z uzyciem fotolabilnych grup ochronnych. Dlatego tez, nalezalo przygotowaé¢ monofunkcyjny
reagent fosforylujacy z fotolabilng grupa ochronng. W moim przypadku jest to grupa
a-metylo-6-nitropiperonylowa. Synteza alkoholu a-metylo-6-nitropiperonylowego (41)
uzytego do blokowania funkcji fosforanowej nukleotydu zostata opisana w rozdziale 5.1.1.2%°
Wiadomo, ze grupy fotolabilne mogg by¢ zastosowane jako blokady terminalnej funkcji
fosforanowej w czasie syntezy oligonukleotydu, stad pomyst uzyskania p-chlorofenylo
a-metylo-6-nitropiperonylo  fosforanu (69). W pierwszej kolejnosci  wytworzytam
p-chlorofenylo pirydynylo fosforan (64), ktory w reakcji z alkoholem a-metylo-6-
-nitropiperonylowym (41) w pirydynie utworzyt oczekiwany p-chlorofenylo a-metylo-6-
-nitropiperonylowy fosforan (69) z 70 % wydajnos$cia (schemat 38). Zwigzek 69
analizowatam za pomoca 3P NMR. Na widmie mozna bylo zaobserwowaé¢ przesuniccie
pochodzace od atomu fosforu produktu 69 przy — 5,90 ppm. W widmie sprz¢zonym
obserwowalam sygnal w postaci dubletu. Sprzgzenie pochodzitlo od grupy metinowe;j
znajdujacej si¢ w sasiedztwie atomu fosforu p-chlorofenylo a-metylo-6-nitropiperonylo
fosforanu (69).

5.2.2.1. Wytwarzanie wigzania fosforotriestrowego z wykorzystaniem

monofunkcyjnych reagentéw fosforylujacych

Nastegpnym krokiem bylo sprawdzenie czy wytworzone monofunkcyjne czynniki
fosforylujace 67, 68, 69 utworza z nukleozydem wiazanie fosforotriestrowe, jak szybko i czy
beda to reakcje przebiegajace ilosciowo. Do préob wytworzenia wigzania fosforotriestrowego
jako zwiagzek modelowy uzytam 5’-O-dimetoksytrytylotymidyne (5°-DMTrT).

W pierwszej kolejnosci podjetam probe wytworzenia wigzania fosforotriestrowego
wykorzystujac p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo fosforan (67) (schemat 40). Zwigzek 67 w
reakcji z 5’-DMTrT w pirydynie w obecnosci N-tlenku 4-metoksypirydyny, jako katalizatora
nukleofilowego, oraz  TPSCl  utworzyt p-chlorofenylo  2-cyjanoetylo  5°-O-
-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforan (73). Nalezy pamigta¢ o kolejnosci dodawania

substratdow, aby unikng¢ powstania pirofosforanu. W przypadku utworzenia  si¢
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pirofosforanu, powinno si¢ umie¢ go aktywowaé i przeksztalca¢é dalej w rosnacy
oligonukleotyd, aby uzyska¢ pozadane fosforotriestry z jak najwyzszymi wydajno$ciami. Ten
problem zostanie poruszony w dalszej czg¢sci ,,Badan wiasnych” (rozdzial 5.2.3.).
Przeprowadzitam nastepujgce doswiadczenie, ktore doprowadzito do powstania wigzania
fosforotriestrowego 73. W pierwszej kolejnosci do p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo fosforanu
(67) dodatam 5’-DMTYT, N-tlenek 4-metoksypirydyny w pirydynie (5’-DMTrT i N-tlenek
4-metoksypirydyny odparowatam dwukrotnie z bezwodng pirydyng). W nastepnej kolejnosci
dodatam TPSCI, co jest wazne, aby zmniejszy¢ ilo$¢ pirofosforanu powstajagcego podczas
reakcji kondensacji. Przebieg reakcji kontrolowatam za pomocg TLC. Analiz¢ otrzymanego
produktu 73 przeprowadzitam roéwniez, wykorzystujagc do tego celu fosforowy rezonans
magnetyczny P NMR. Na widmie mozna bylo zaobserwowa¢ przesuniecia chemiczne
sygnatow, ktore towarzyszyly wytworzonemu wigzaniu fosforotriesterowemu 73. Powstaty
dwa sygnaly, przy —7,42 ppm i — 7,71 ppm. W widmie sprz¢zonym obserwowatam sygnaty w
postaci dwoch kwartetow. Sprzezenia pochodzity od ugrupowania metylenowego grupy
2-cyjanoetylowej 1 od atomu wodoru 3’ pierscienia cukrowego tymidyny.

Te samg procedure wykorzystatam do uzyskania p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3°-ylo fosforanu (74) (schemat 40). Réwniez w tym
przypadku potrafitam wytworzy¢ wigzanie fosforotriestrowe, ktérego tworzenie moglam
obserwowac za pomoca TLC, jak réwniez na widmie fosforowego rezonansu magnetycznego.
W tym przypadku przesunigcia chemiczne sygnatow, jakie towarzyszyly powstaniu
p-chlorofenylo  2-(2,4-dinitrofenylo)etylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu
(74) byly nastepujace: -7,87 ppm , —8,03 ppm. W widmie sprz¢zonym obserwowatam sygnaty
w postaci dwoch kwartetow. Sprzezenia pochodzily od ugrupowania metylenowego grupy
2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej i od atomu wodoru 3’ pier§cienia cukrowego tymidyny.
Wytworzytam réwniez wigzanie fosforotriestrowe z monofunkcyjnym reagentem
fosforylujacym z fotolabilng grupa ochronng, p-chlorofenylo a-metylo-6-nitropiperonylo
fosforanem (69) (schemat 40). W tym przypadku jako czynnika nukleofilowego uzytam
N-metyloimidazolu, ktory jest reagentem znacznie tanszym, niz N-tlenek 4-metoksypirydyny.
Otrzymany p-chlorofenylo a-metylo-6-nitropiperonylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo
fosforan (75) wykazuje sygnaty o przesunieciach chemicznych na widmie 3P NMR przy
-7,51 ppm i —7,63 ppm. W widmie sprz¢zonym obserwowatam sygnaly w postaci dwoch
trypletow. Sprzg¢zenie pochodzito od ugrupowania metinowego grupy o-metylo-6-

-nitropiperonylowej i od atomu wodoru 3’ pier§cienia cukrowego tymidyny.
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Schemat 40. Tworzenie wigzania fosforotriestrowego z wykorzystaniem monofunkcyjnych

czynnikow fosforylujacych

5.2.2.2. Reakcje odblokowania grup ochronnych z atomu fosforu uzyskanych

fosforotriestrow

Po otrzymaniu fosforotriestrow z monofunkcyjnymi czynnikami fosforylujacymi
73,74,75, nastgpnym etapem, byla reakcja selektywnego odblokowania grup ochronnych z
trojestrowego atomu fosforu, aby mozna bylo przeprowadzi¢ kolejng reakcje przylaczania
nukleozydu. Odblokowanie grupy 2-cyjanoetylowej oraz 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej,
przeprowadzitam w §rodowisku zasadowym, uzywajac do tego celu silng zasade, jaka jest
tetrametyloguanidyna (TMG).

W przypadku kiedy do syntezy w nowym wariancie metody uzyjemy do zablokowania
funkcji fosforanowej grupg 2-cyjanoetylowa natrafimy na pewien problem. W przypadku
odblokowania grupy 2-cyjanoetylowej z 73 za pomoca TMG, odblokowanie prowadzone w
dioksanie nastapi dopiero po 2 godzinach.?!

Myslac o syntezie oligonukleotydu na syntetyzerze nalezato zastosowacé reagent usuwajacy
grupy ochronne z funkcji fosforanowej bardziej efektywnie i dla ktorego czas odblokowania
nie przekroczy 2-3 minut. Taka procedura zotala juz w literaturze opisana przez Popova i

wspot. Uzyli oni 2% pentametyloguanidyne (PMG) w dioksanie do calkowitego
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odblokowania grupy 2-cyjanoetylowej z funkcji  fosforanowej oligonukleotydu
P-Tp(CIPh)(CNEt), syntetyzowanego na poditozu polimerowym. PMG jest bardzo silng
zasada, dzialajacg efektywnie, i czas konieczny do odblokowania grupy 2-cyjanoetylowej jest
bardzo krotki. Kinetyke odblokowania grupy 2-cyjanoetylowej pokazano na schemacie 41.
Popow i wspot. poréwnali szybkos¢ odblokowania grupy 2-cyjanoetylowej za pomocg trzech
zasad. Czas odblokowania trietyloaming (pKa.=11) w acetonitrylu, jak réowniez 2 %
tetrametyloguanidyng w dioksanie jest znacznie dluzszy. W przypadku 2 % TMG wynosi
prawie dwie godziny. Gdy do odblokowania zostanie uzyta 2 % pentametyloguanidyna
(pKa=13,8) w dioksanie czas ten skraca si¢ do okoto 3 minut. Popow i wspoét. zbadali rowniez

inne rozpuszczalniki reakcji odblokowania pentamentametyloguanidyng (PMG) niz dioksan.
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Schemat 41. Kinetyka odblokowania grupy 2-cyjanoetylowej z polimeru-nukleotydu
P-Tp(CIPh)(CNELt) za pomoca (1) 2% PMG w dioksanie, (2) 2% TMG w dioksanie, (3) trietyloaminy
w acetonitrylu?®

Jesli zastosowano PMG w acetonitrylu lub pirydynie, reakcja odblokowania grupy
2-cyjanoetylowej z funkcji fosforanowej, zachodzila selektywnie prawie natychmiast.
Wymiennie badacze stwierdzili jednak, Zze powstaje w tych warunkach prawie 42%
produktow ubocznych. Dioksan okazal si¢ rozpuszczalnikiem z wyboru. W bezwodnym
dioksanie pentametyloguanidyna potrzebuje =zaledwie trzech minut, aby calkowicie
odblokowa¢ grupe 2-cyjanoetylowa z dinukleozydowychfosforandw i mononukleotydéw z
wydajnoscig od 98,7-100%.

Korzystajac z faktu, Ze pentametyloguanidyna jest najbardziej efektywnym reagentem
odblokowujacym zasadolabilne grupy ochronne z atomu fosforu nukleotydu postanowitam
wykorzysta¢ ja do moich badan. Pentametyloguanidyna nie jest zwigzkiem dostgpnym

handlowo i dlatego musiatam jg sama zsyntezowata¢. Popow i wspodt. otrzymali PMG na
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drodze reakcji jodku N,N,N’,N’,S-pentametylotiomocznika (78) z 27% roztworem
metyloaminy w etanolu. Brak dostepu do jodku N,N,N’,N’,S-pentametylotiomocznika (78)
spowodowat, iz musialam zsyntezowa¢ takze ten substrat. Uzyskany jodek N,N,N’,N’,S-
-pentametylotiomocznika (78) w 27% roztworze metyloaminy w etanolu przeksztatcitam
nastepniec w pentametyloguanidyne (PMG, (79)). Etepy syntezy pentametyloguanidyny

przedstawilam na schemacie 42.

CH, CH, CH, CH, CH, CH,
CH,l / 27% r-r CH;NH, w EtOH N /
N—C—N _— N—C—N N—C—N
|| aceton || \ 0°C,7h / || \
CH, CH, CH, CH, 50°C, 10 h CH, CH,
N AN
77 78  CH; r CH,

79
Schemat 42. Synteza pentametyloguanidyny

Po zsyntezowaniu pentametyloguanidyny przeprowadzitam proby odblokowania grupy
2-cyjanoetylowej z uzyskanego fosforotriestru 73, (schemat 43).

W pierwszej kolejnosci odblokowanie grupy 2-cyjanoetylowej z p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (73) przeprowadzitam za pomocg 2% TMG
w dioksanie. Przebieg reakcji kontrolowalam fosforowym rezonansem magnetycznym
S$IPNMR. Z integracji sygnalow mozna bylo obliczyé wydajnosé powstajacego
p-chlorofenylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (76). Po jednej godzinie
nastgpito odblokowanie grupy 2-cyjanoetylowej z 73 w 65 %, a po drugiej nastgpito
calkowite odblokowanie do p-chlorofenylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu
(76). W obrazie widma 3P NMR powstat singlet przy —6,65 ppm pochodzacy od 76. Na
widmie sprzezonym mozna bylo zaobserwowac¢ ten sygnat w postaci dubletu. Sprzg¢zenie
pochodzito od atomu wodoru 3’ pierécienia cukrowego tymidyny, p-chlorofenylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (76). Taki sam przebieg mialo odblokowanie
grupy 2-cyjanoetylowej za pomoca 2% PMG. W tym przypadku czas odblokowania skrocit
si¢ do 3 minut.

W mojej pracy do syntezy metoda fosforotriestrowg wprowadzitam do czasowego
zablokowania funkcji fosforanowej grupge 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowa. Grupa ta opisana
wczeéniej przez Pfleiderera i wspot.197198:232-234  jast  bardziej labilna niz grupa
2-cyjanoetylowa, o czym wspominatam juz wczesniej. Grupa 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowa
zablokowanego triestru 74 bardzo szybko i do konca zostaje odblokowana pod wplywem

dziatania tetrametyloguanidy (schemat 43). Tak jak szybko odblokowuje 2%
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pentametyloguanidyna grupg 2-cyjanoetylowa z fosforotriestru 73 (2-3 minut), tak samo
dziata tetrametyloguanidyna w przypadku odblokowania grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej
fosforotriestru 74. Wystarczy 3% TMG, aby w ciggu 4 minut nastgpito catkowite
odblokowanie grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej z 74.
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Schemat 43. Odblokowanie grup ochronnych z funkgcji fosforanowej otrzymanych fosforotriestrow
73,74, 75.

Warunki  odblokowania  zoptymalizowalam  dobierajac ~ odpowiednie  stezenie
tetrametyloguanidyny do uzytego p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (74). Zaczetam od stgzenia 0,11% TMG. Po
5 minutach grupa 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowa z 74 odblokowata si¢ w 38 %. Przy stezeniu
TMG 0,65% odblokowanie nastgpito w 21 %, po 2 minutach. Podwyzszylam stezenie TMG
do 1%-owego. Wykonatam kilka prob czasowych (Tabela 10), aby dobra¢ odpowiednie
warunki odblokowania. Przebieg reakcji kontrolowatam analizujac widma 3P NMR. Z
integracji sygnalow mozna bylo obliczy¢ wydajnos¢ powstajacego p-chlorofenylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3°-ylo  fosforanu (76) 1 ulegajacego odblokowaniu
p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu
(74).
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Tabela 10. Odblokowanie grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej z funkcji fosforanowej fosforotriestru

74 za pomoca 1% TMG w dioksanie

czas 74
[%]

20s 23
3 min 47
8 min 67
13 min 87

7 tabeli wynika, ze po 13 minutach nie nastgpitlo jeszcze catkowite odblokowanie
p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo 5°-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu
(74). Czas 13 minut wydaje si¢ czasem zbyt dlugim aby zastosowa¢ 1% TMG do
odblokowania grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej podczas syntezy metoda fosforotriestrowa
na podlozu staltym. Podjelam kolejng probe 1 do odblokowania  grupy
2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej zastosowatam 3% TMG (Tabela 11). Juz po 4 minutach
uzyskatam calkowicie odblokowany p-chlorofenylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo
fosforan (76). Potwierdzeniem uzyskania 76 jest analiza TLC i *'P NMR. W obrazie widma
31P NMR powstat singlet przy -6,65 ppm pochodzacy od 76. Na widmie sprz¢zonym mozna
byto zaobserwowac sygnat w postaci dubletu. Sprz¢zenie pochodzito od atomu 3’ pierscienia

cukrowego tymidyny, p-chlorofenylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (76).

Tabela 11. Odblokowanie grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej z funkcji fosforanowej fosforotriestru

74 za pomoca 3% TMG w dioksanie

Czas 74
[s] [%]
30 61
60 66
120 80
150 82
180 88
240 100

W przypadku, gdy do odblokowania grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej uzyjemy 2%

pentametyloguanidyne to odblokowanie zachodzi praktycznie natychmiast.
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Gdy funkcja fosforanowa p-chlorofenylo o-metylo-6-nitropiperonylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (75) bedzie zablokowana fotolabilng grupa
ochronna a-metylo-6-nitropiperonylowa, jej odblokowanie powinno nastgpi¢ pod wplywem
$wiatla ultrafioletowego o dhugosci fali A=360 nm. Mechanizm odblokowania grupy

a-metylo-6-nitropiperonylowej z 75 pokazano na schemacie 44.

o T b DMTO. o T ON .
> + 0= o +H
‘r ° o
O°E°TQ Ow" /
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Schemat 44. Mechanizm odblokowania grupy o-metylo-6-nitropiperonylowej pod wptywem $wiatta
UV z p-chlorofenylo o-metylo-6-nitropiperonylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo
fosforanu (75)

Probke 0,8 mg p-chlorofenylo a-metylo-6-nitropiperonylo 5°-O-dimetoksytrytylotymidyn-
-3’-ylo fosforanu (75) umiescitam w probowce Ependorfa. Nastepnie dodatam 0,5 ml
metanolu 1 5 pl trietyloaminy. Rozpuszczony zwigzek naswietlalam $wiatlem
wysokoci$nieniowej rteciowej lampy tukowej o mocy 200 W. Dla potwierdzenia
odblokowania grupy MeNP i otrzymania 76 wykonatam widmo P NMR. Na widmie 3!P
NMR mozna byto zaobserwowac¢ pojawienie si¢ singletu przy —7,42 ppm pochodzacego od
76. Na widmie sprzezonym mozna bylo zaobserwowaé ten sygnat w postaci dubletu.
Sprzezenie pochodzitlo od atomu 3’-pierScienia cukrowego tymidyny, p-chlorofenylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (76).
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5.2.3. Kondensacja. Sposoby aktywacji pirofosforanéw powstajacych podczas reakcji

kondensacji

Jak juz wspomniatam, kolejny problem ktory nalezato rowigza¢ w przypadku kiedy
myslimy o zastosowaniu metody fosforotriestrowej do syntezy oligonukleotydu na poditozu
stalym w wariancie, w ktorym grupy nukleotydowe nalezg do sktadnikow immobilizowanych
na podtozu statym to problem kondensacji. Podczas kondensacji z nukleozydem znajdujacym
si¢ w roztworze w obecno$ci czynnika kondensujacego 1 katalizatora nukleofilowego
powinien tworzy¢ si¢ oczekiwany fosforotriester. Moze jednak nastgpi¢ takze potaczenie
dwoch sasiednich tancuchow oligonukleotydowych z wytworzeniem si¢ symetrycznego (5°-5’
lub 3°-3”) pirofosforanu. Ze zjawiskiem tworzenia si¢ symetrycznych pirofosforandow mamy
do czynienia takze w czasie reakcji kondensacji fosforodiestru i nukleozydu metoda
fosforotriestrowa w roztworze wtedy, gdy w roztworze znajduje si¢ sktadnik nukleotydowy a
synteza prowadzona jest na podlozu stalym. W tych przypadkach jednak konsekwencja

powstawania symetrycznego pirofosforanu nie jest tak wazaca.

B0

9Ar (?Ar
‘0-P-0 0-P-0
o o OH
» +
czynnik kondensujacy OAr OAr
a a katalizator nukleofilowy o:F‘"O’I‘kO
o o

LA 3

Schemat 45. Reakcja kondensacji z nukleozydem w obecnosci czynnika kondensujacego i katalizatora
nukleofilowego

Na ten problem natknetam si¢ podczas reakcji kondensacji w roztworze, otrzymanych
monofunkcyjnych reagentow fosforylujacych: p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo fosforanu (67),
p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforanu (68) i p-chlorofenylo «o-metylo-6-
-nitropiperonylo fosforanu (69) z nukleozydem, gdzie oprocz produktu gtéwnego czyli

odpowiednich fosforotriestrow 73, 74 i 75 tworzyt si¢ symetryczny pirofosforan. Jego
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obecno$¢ mogtam wykryé zardéwno za pomoca analizy 3P NMR jak i TLC surowej
mieszaniny reakcyjnej. Jego tworzenie si¢ wydaje si¢ nieuniknione nawet jesli, jak wiadomo z
wczesniejszych badan, nie jest on aktywnym — zwigzkiem posrednim w syntezie
oligonukleotydéw metoda fosforotriestrowa. Tak utworzony pirofosforan powinnismy umiec
aktywowac i przeksztalci¢ go w rosnacy oligonukleotyd (schemat 45).

Wykorzystujac jako zwigzek modelowy 3’-O-benzoilotymidyne, sprawdzitam
reaktywnosci tworzacych si¢ podczas reakcji kondensacji symetrycznych tetrapodstawionych

pirofosforanow. W pierwszej kolejnosci otrzymatam 3’-O-benzoilotymidyne (schemat 46).

HO T DMTO T
o DMTCI o
- =
pirydyna
OH OH
44T 81
DMTO o T HO o T
51 BzCl 3% CI,CHCOOH
—_— —_—
pirydyna
OBz OBz
82 83

Schemat 46. Synteza 3’-benzoilotymidyny

Tymidyne 44 T trytylowatam w pozycji 5°-OH chlorkiem dimetoksytrytylu. Po zablokowaniu
funkcji 5°-OH przeprowadzitam reakcje benzoilowania 5’-DMTrT (81) chlorkiem benzoilu.
Uzyskang 3’-O-benzoilo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyne (82) odtrytylowatam roztworem 2%
kwasu dichlorooctowego w chlorku etylenu. Uzyskatam w ten sposob 3’-O-benzoilotymidyne
(83). Zwiazek 83 poddatam reakcji fosforylacji czynnikiem Efimova 64, wytwarzajac
wigzanie diesterowe 84 (schemat 47). Kolejng reakcje byta reakcja B-cyjanoetylowania
p-chlorofenylo 3’-O-benzoilotymidyn-5’-ylo fosforanu (84) 2-cyjanoetanolem w obecnosci
N-metyloimidazolu i TPSCl w bezwodnej pirydynie. Po 15 minutach mozna bylo
zaobserwowac calkowite przereagowanie substratow i utworzenie 85. Nastepnie mieszaning
reakcyjng przerobitam 1 oczyScitam na kolumnie chromatograficzne; uzyskujac
p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo 3’-O-benzoilotymidyn-5°-ylo fosforan (85) z wydajnoscia 81%.
Otrzymany p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo 3’-O-benzoilotymidyn-5’-ylo fosforan chciatam

przeksztalci¢ w sol trietyloaminowg (86) lub DBU (87). Mialam nadzieje, ze utworzone
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zwigzki uda si¢ otrzymaé¢ w formie statej. Podjetam probe krystalizacji, jednak nie udato si¢

wykrystalizowac¢ soli.
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[i] 2-cyjanoetanol, TMSCI, N-tlenek 4-metoksypirydyny (lub N-metyloimidazol), w pirydynie

[ii] DBU (EtzN) w pirydynie, temp.pok.

[iii ] TPSCI (0.5 equiv) w pirydynie, temp.pok.

[iv]5-DMTrT, N-tlenek 4-metoksypirydyny (lub N-metyloimidazol), w pirydynie, temp.pok.

[v] 5-DMTrT, TPSCI, N-tlenek 4-metoksypirydyny (lub N-metyloimidazol), w pirydynie, temp.pok.

Schemat 45. Reakcje sprawdzajgce reaktywno$¢ symetrycznych tetrapodstawionych fosforanow

Po uzyskaniu soli DBU p-chlorofenylo 3’-O-benzoilotymidyn-5’-ylo fosforanu (86) podjetam
probe wytworzenia pirofosforanu 88. Do wytworzonej in situ soli 86 dodatam
> rownowaznika molowego TPSCI. Po 15 minutach, wytworzyt si¢ pirofosforan 88, ktory
wykazywat trzy sygnaly na widmie fosforowego rezonansu magnetycznego przy okoto
-19 ppm. Do wytworzonego pirofosforanu 88 dodatam 5’-O-dimetoksytrytylotymidyng (81) i
N-tlenek 4-metoksypirydyny. Po 20 minutach widmo 3P NMR wykazalo przereagowanie
pirofosforanu 88 i utworzenie fosforotriestru dinukleozydylowego 89. Zwiazek 89 wykazywat
na widmie 3P NMR dwa sygnaty przy —7,30 i —7,60 ppm pochodzace do atomu fosforu

powstajacego fosforotriestru dinukleozydu 89.
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Mozna stwierdzi¢, ze pirofosforany powstaja stosunkowo szybko, jednak réwnie szybko
mozna je aktywowac do fosforotriestrow, ktore to majg by¢ gtownym i jedynym produktem

podczas reakcji kondensacji.

5.2.4. Synteza oligonukleotydoéw na podtozu statym modyfikowang metoda

fosforotriestrowg

Majac do dyspozycji uzyskane monofunkcyjne reagenty fosforylujace, ktore z racji
swej  monofunkcyjno$ci  nie  mogg spiag¢  dwoch  sasiadujacych  tancuchow
oligonukleotydowych, moglam oczekiwaé, iz wzrost tancucha oligonukleotydowego bedzie
procesem bardzo wydajnym. Duze szanse dla opracowania wydajnej syntezy mozna zwigzac
z faktem, ze utworzone pirofosforany w reakcji kondensacji udaje si¢ tatwo aktywowac i
przeksztalca¢ w fosforotriestry. Postanowitam przenies¢ te ustalenia do do§wiadczen syntezy

oligonukleotydow na podtozu statym.

5.2.4.1. Synteza oligonukleotydow na podtozu statym z wykorzystaniem czynnika

Efimova

Do syntezy oligonukleotydow metodg fosforotriestrowa stosowana jest procedura opracowana
przez Efimova. Do wprowadzania funkcji fosforanowej do jednostki nukleozydowej
wykorzystuje on p-chlorofenylo pirydynylo fosforan. W pierwszej kolejnosci chciatam
sprawdzi¢ jak bedzie przebiegata synteza oligonukleotydow metoda fosforotriestrowa na
podiozu stalym z uzyciem czynnika fosforylujacego Efimova.

Do syntezy uzytam kolumne, stosowang do syntezy oligonukleotydow na podiozu statym na
syntetyzerze DNA. Umieécitam w niej 14 mg poditoza ,Primer” z zatadowang
5’-O-dimetoksytrytylotymidyna. Podloze odtrytylowatam za pomoca 3% kwasu
dichlorooctowego. Po odtrytylowaniu wolng grupe 5’-hydroksylowa nukleozydu
przylaczonego do podloza poddatam reakcji z wczesniej otrzymanym reaktywnym
czynnikiem fosforylujacym, p-chlorofenylo pirydynylo fosforanem (64). Odczynnik
fosforylujacy 64 reaguje z wolng grupa hydroksylowa substratu nukleozydowego, w wyniku
czego powstaje fosforodiester  p-chlorofenylonukleozydowy. Nastepnie uzyskany
fosforodiester p-chlorofenylowy w reakcji kondensacji z nukleozydem (5°-DMTIT) w

obecnosci TPSCI 1 N-tlenku 4-metoksypirydyny przeksztatlcitam w  fosforotriester.
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Przeprowadzone operacje, ktore doprowadzity do uzyskania na podlozu statym wigzania

fosforotriestrowego zestawilam w tabeli 12.

Tabela 12. Synteza oligonukleotydoéw na podtozu statym metodg fosforotriestrowg z uzyciem

czynnika Efimova.

Nr Funkcja Objetos¢ uzytych Czas
operacji reagentéw [ml] [min]
1 Przemycie chlorkiem etylenu 3x1 2
2 | Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=1,4055)
3 Przemycie chlorkiem etylenu 3x1 2
4 Przemycie acetonitrylem 3x1 2
5 Fosforylacja:
czynnik Efimova™ 2x0,5 2x10
6 Przemycie acetonitrylem, odwirowanie  kolumny, 3x1 2
przemycie acetonitrylem 3x1 2

7 Kondensacja:
0,2 M DMTIT i 0,4 M N-tlenek 4-metoksypirydyny

pirydynie 2x0,3 2x15
TPSCI 2 x 100 mg

8 Przemycie acetonitrylem, odwirowanie  kolumny, 3x1 2
przemycie acetonitrylem 3x1 2

9 Przemycie chlorkiem etylenu 3x1 2

10 | Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=1,3966) *

11 Powtorzono operacje 1-9

12 Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=1,3877)

13 Powtorzono operacje 1-9

14 | Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=1,3648)

" pomiar absorbcji roztworu kationu dimetoksytrytylowego przy Amax504 nm
™ czynnik Efimova: 1 ml pirydyny + 82 ul dichlorofosforanu p-chlorofenylu + 9 ul wody, mieszanina

pozostawiona na 10 minut.

Z przedstawionych wynikow (tabela 12) wydaje sie, ze synteza oligonukleotydéw metoda
fosforotriestrowa, wykorzystujaca czynnik Efimova jako reagent fosforylujacy jest mozliwa.
Niestety synteza nie jest powtarzalna. Nie do konca udato mi si¢ stwierdzi¢, jakie czynniki
maja wplyw na uzyskanie wigzania fosforotriestrowego z jak najwyzsza wydajnos$cia.
Kilkakrotnie udato mi si¢ osiggngé prawie 100 % wydajno$¢ pierwszego przytaczenia
jednostki nukleozydowej. Analizujac poszczeg6élne etapy syntezy i zmieniajac ich warunki,

chciatam zoptymalizowa¢ synteze, aby byla ona powtarzalna oraz przebiegata z wysoka




85
5. BADANIA WEASNE

wydajnoscig. Przeprowadzitam liczne proby modyfikacji etapdw syntezy, zmieniajac sposob i
czas fosforylacji, a takze kondensacji z nukleozydem.

W syntezie metoda fosforotriestrowg z uzyciem czynnika fosforylujacego Efimova,
kluczowym etapem, ktory wptywa na wydajnos¢ koncows, jest etap fosforylacji. Istotng role
odgrywa odpowiednia ilo§¢ wody uzyta do utworzenia czynnika fosforylujacego Efimova.
Zbyt duza jej ilo$¢ moze spowodowaé tworzenia si¢ produktow ubocznych, p-chlorofenylo
fosforanu i bis(p-chlorofenylowego) pirofosforanu, ktoére powstaja podczas generowania p-
chlorofenylo pirydynylo fosforanu (64). Ich tworzenie moglo obniza¢ wydajnos¢ etapu
fosforylacji. W zwigzku z tym, zmniejszatam ilos¢ wody potrzebng do wygenerowania
czynnika Efimova nawet do 50 %, w poroéwnaniu do ilosci, jaka stosowal Efimov w swojej
syntezie. Jednak nie doprowadzito to do uzyskania powtarzalnych wysokich wydajnosci.
Rowniez dodanie do wytworzonego p-chlorofenylo pirydynylo fosforanu (64), podczas
procesu fosforylacji N-metyloimidazolu i TPSCI, ktore to czynniki mialy przyspieszy¢
tworzenie si¢ 64, nie wptyneto na wynik koncowy syntezy. Dodawanie duzych nadmiaréw
TPSCI miato usuwaé nadmiar wody podczas fosforylacji, jednak to rowniez nie wplyngto na
wydajnos¢ koncowa syntezy. Uzycie TPSCl na etapie fosforylacji, pociagato za soba
mozliwo$¢ tworzenia estrow sulfonylowych podczas reakcji z wolnymi grupami 5°-
hydroksylowymi. Nie obserwowatam jednak w do$wiadczeniach z TPSCI istotnego obnizenia
wydajnos$ci syntezy wigzania internukleotydowego.

W efekcie pomimo zachgcajacych wynikdéw syntezy w roztworze, przeniesienie tej syntezy na

podloze state nie zakonczyto si¢ satysfakcjonujacymi wynikami.

5.2.4.2. Synteza poditoza stalego modyfikowanego sarkozyng

W standardowej metodzie syntezy oligonukleotydow na podtozu staltym, otrzymany
oligonukleotyd po syntezie odcinany jest od podloza w wodnym roztworze amoniaku. W
moim wariancie syntezy zasadowe warunki beda mialy miejsce podczas odblokowania grupy
2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej z utworzonego fosforotriestru 74. W ten spos6b mozna bedzie
przeprowadzi¢  kolejna  reakcj¢  kondensacji w  celu  wydluzania  tancucha
oligonukleotydowego. Uzycie zasadowych warunkéw podczas reakcji odblokowania grupy
zasadolabilnej spowodowatoby odcigcie oligonukleotydu od podioza. Dlatego tez nalezato
przeprowadzi¢ taka modyfikacje tacznika pomigdzy nukleozydem, a podtozem, ktora

zapewnilaby jego odporno$¢ na zasadowe warunki podczas reakcji odblokowania grupy
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2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej. Taka modyfikacj¢ tacznika opisano juz w literaturze
chemicznej.®® Do zabezpieczenia grupy aminowej czesto wykorzystuje si¢ sarkozyne.
Powstaje wowczas wigzanie amidowe, ktore jest trwate w warunkach zasadowych.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam syntez¢ podloza modyfikowanego sarkozynag
(schemat 46).

Podloze CPG 90 funkcjonalizowatam 3-aminopropylotrietoksysilanem w bezwodnym
chlorku metylenu. Po funkcjonalizacji wolne grupy hydroksylowe podioza 90, ktore nie
przereagowaty  z 3-aminopropylotrietoksysilanem, zablokowatam grupami
trimetylosililowymi. Nastgpnie podtoza 91 poddatam reakcji z 9-fluorenometoksykarbonylo-
-N-metyloglicyna (Fmoc-sarkozyna). W kolejnej reakcji z podtoza 92 w $rodowisku 10%
piperydyny w pirydynie nastgpitlo odblokowanie grupy Fmoc z utworzeniem podtoza 93.
Podloze 93 w reakcji z 3’-O-bursztynylotymidyna (94) tworzy podtoze modyfikowane
sarkozyng 95.

Tak przygotowane podloze moze by¢ uzyte z powodzeniem w nowym wariancie syntezy
metoda fosforotriestrowa, wykorzystujaca grupy zasadolabilne do zablokowania funkcji

fosforanowej rosngcego oligonukleotydu.
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Schemat 46. Synteza podtoza modyfikowanego sarkozyna
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.5.2.4.3. Synteza oligonukleotydéw na podtozu stalym modyfikowanym sarkozyng w

nowym wariancie metody fosforotriestrowej

Po uzyskaniu podtoza modyfikowanego sarkozyna (95) mogtam przystapi¢ do syntezy

oligonukleotydow wykorzystujac nowy wariant metody fosforotriestrowej. W wariancie tym

bezposrednio na poditozu przeprowadzitam reakcje fosforylacji

fosforylujacym, p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforanem (68).

nowym czynnikiem

Po reakcji

fosforylacji nastepnym etapem bylo odblokowanie grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej.

Dokonatam tego stosujac 6 % tetrametyloguanidyne. Po odblokowaniu grupy zasadolabilne;j

w reakcji kondensacji 5’-blokowanego nukleozydu w obecnosci N-tlenku 4-metoksypirydyny

1 TPSCI wytworzylam wigzanie triestrowe. W tabeli 13 umies$citam warunki poszczegdlnych

etapow syntezy, ktore doprowadzilty do powstania wigzania fosforotriestrowego.

Tabela 13. Synteza oligonukleotydow na podiozu statym modyfikowanym sarkozyng w nowym

wariancie metody fosforotriestrowej.

Nr Funkcja Objetos¢ uzytych Czas
operacji reagentow [ml] [min]
1 Przemycie chlorkiem etylenu 2X2 2
2 | Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=1,289) * 2x5 4
3 Przemycie chlorkiem etylenu 2X2 2
4 Przemycie acetonitrylem 2X2 2
5 Fosforylacja:
02 M p-chlorofenylo  2-(2,4-dinitrofenylo)etylo
fosforan i 0,4 M N-tlenek 4-metoksypirydyny w 2x0,3 2x15
pirydynie
TPSCI 2x40mg
6 Przemycie acetonitrylem 2x5 2
7 Przemycie dioksanem 2x5 2
8 6 % TMG w dioksanie 0,5 10
9 Przemycie dioksanem 2x5 2
10 Przemycie acetonitrylem 2x5 2
11 Kondensacja:
0,2 M DMTYT i 0,4 M N-tlenek 4-metoksypirydyny w
pirydynie 2x0,3 2x15
TPSCI 100 mg
12 Przemycie acetonitrylem 2x5 2
13 Przemycie chlorkiem etylenu 2X2 2
14 | Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=0,877) * 2X5 4

" pomiar absorbcji roztworu kationu dimetoksytrytylowego przy Amax504 nm
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Z tabeli 13 wynika, ze mozliwe bylo przeprowadzenie sekwencji reakcji fosforylacji i
kondensacji z wytworzeniem wigzania internukleotydowego. Poréwnujac wyniki odczytu
pomiaru absorpcji roztworu kationu dimetoksytrytylowego po odblokowaniu podtoza (95) i
po wszystkich etapach syntezy, ktore doprowadzity do utworzenia wigzania
fosforotriestrowego, mozna zauwazy¢, ze wydajnos¢ (68 %) tego procesu nie jest
zadowalajagca. Podjatam proby optymalizacji poszczegolnych etapow syntezy w celu
uzyskania jak najwyzszej wydajnosci.

W pierwsze] kolejnosci zbadalam czy stezenie tetrametyloguanidyny (3 %) potrzebne do
odblokowania grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowe;j jest wystarczajace. Takie wlasnie stezenie
zastosowatam do odblokowania grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej z p-chlorofenylo
2-(2,4-dinitrofenylo)etylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (74), otrzymanego
metoda fosforotriestrowa w roztworze. Kolejno badatam, czy stezenia 3 %, 4 %, 6 %, a nawet
12 %  tetrametyloguanidyny  sa  wystarczajagce  do  odblokowania  grupy
2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej. Zastosowanie coraz wigkszego stezenia tetrametyloguanidyny
do odblokowania grupy zasadolabilnej nie miato wptywu na wynik konicowy syntezy. Nadal
najwyzsza wydajnos¢, ktora udalo si¢ osiagna¢ to wydajnos¢ 68 %. W tym przypadku
mogtam stwierdzi¢, ze do odblokowania grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej wystarczy
stezenie 3 % TMG, takie jakie zastosowalam do odblokowania grupy
2-(2,4--dinitrofenylo)etylowej z p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (74), otrzymanego na drodze syntezy metoda
fosforotriestrowa w roztworze.

Wydaje mi si¢, ze najbardziej zawodnym etapem tej syntezy, jest etap pierwszy, czyli
fosforylacja wolnych grup hydroksylowych przytaczonych do podtoza. Do reakcji fosforylacji
uzylam 0,2 M p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforan, 0,4 M N-tlenek
4-metoksypirydyny w pirydynie 1 TPSCI. Chcac mie¢ pewnos¢, ze wszystkie wolne grupy
hydroksylowe  przereagowaly =z  czynnikiem  fosforylujacym,  p-chlorofenylo
2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforanem, reakcje¢ fosforylacji prowadzitam dwukrotnie, stosujac
nowg porcj¢ odczynnika (tabela 13). Jednak to rdwniez nie poprawilo wydajnosci syntezy.
Trudno byto udowodni¢, ze to wtasnie fosforylacja jest etapem przebiegajacym z nizsza
wydajnoscig. Postanowitam to sprawdzi¢, wykorzystujac do tego celu metodg
amidofosforynowa. W kolumnie do syntezy oligonukleotydéw na podiozu statym umiescitam
10 mg podtoza 95, nastepnie podloze odtrytylowatam, po czym przeprowadzitam reakcje

fosforylacji wolnych grup hydroksylowych. Jezeli fosforylacja nie zachodzi do konca, to
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nadal na podtozu znajduja si¢ wolne grupy hydroksylowe. Takie wolne grupy powinny ulec
reakcji kondensacji z amidofosforynem nukleozydu w obecnos$ci tetrazolu. W ten sposob
chciatam sprawdzi¢ jaka jest wydajno$¢ samego procesy fosforylacji. Po reakcji z
amidofosforynem  nukleozydowym  podioze poddatam  standardowej procedurze
odtrytylowania. Obecnos$¢ kationu dimetoksytrytylowego wskazuje, ze fosforylacja nie byla
ilosciowa. Z poréwnania odczytu pomiaru absorpcji roztworu kationu dimetoksytrytylowego
mozna byto wnioskowac, ze fosforylacja zachodzi z 81 % wydajnoscia, a 19 % wolnych grup
hydroksylowych wzieto udziat w reakcji kondensacji z amidofosforynem nukleozydowym.

Proces fosforylacji jest prosesem kluczowym tej syntezy. Jednak uzyskana wydajnos$¢ tego
etapu nie przekraczata 80 % wydajnosci. Mozliwe, ze jest to spowodowane duzg labilnoscia
grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej. Tym samym odczynnik p-chlorofenylo 2-(2,4-
-dinitrofenylo)etylo fosforan, nie jest jednorodny. W czasie jego syntezy (rozdzial 5.2.2.)
miatam duze trudnosci z uzyskaniem go w postaci zwigzku wolnego od zanieczyszczen

(analiza *'P NMR).

Reasumujac, zbadatam mozliwo$¢ prowadzenia syntezy zmodyfikowang metoda
fosforotriestrowa na podtozu statym 1 wykazatam, ze synteza taka moze zachodzi¢
efektywnie. Obserwowatam jednak bardzo duza niepowtarzalno$¢ wynikow poszczegolnych
etapow syntezy. Wydajnosci wahaly si¢ w szerokim zakresie. Niekiedy obserwowatam
wydajnos¢ bliska ilosciowej, a innym razem nie przekraczajaca 60 %. Wydaje sig, ze
podstawowe trudnosci w badanym przeze mnie wariancie syntezy oligonukleotydow metoda
fosforotriestrowa, zwigzane sg z wydajnym fosforylowaniem nukleozydowych grup
hydroksylowych. Badania w tym zakresie wymagalyby uwzglednienia w przysztosci, takze
wplywu na wydajno$¢ syntezy charakteru stosowanych podlozy statych.

Synteza oligonukleotydow w wariancie fosforylowania grup hydroksylowych na podtozu
stalym, a nastgpnie ich kondensacja z nukleozydami jest mozliwa, ale wydajno$s¢ metody

pozostaje niezadowalajaca.
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Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki mozna podzieli¢ na dwie cze$ci:
1. Podje¢tam proby przygotowania amidofosforynéw chronionych fotolabilng weglanowa
grupg blokujaca.
2. Opracowatam nowy wariant metody syntezy oligonukleotydow na podtozu stalym, w
ktérym wykorzystalam rowniez fotolabilng grup¢ ochronng terminalnej funkcji

fosforanowej.

W literaturze brak jest bardziej szczegdétowych danych zar6wno na temat syntezy
amidofosforynow z grupg MeNPoc, jak i na temat syntezy samego alkoholu o-metylo-6-
-nitropiperonylowego. Sklonito mnie to do opracowania wlasnego podejscia do syntez wyzej
wymienionych zwigzkow.

W pierwszej kolejnosci opracowatam wtlasne podej$cie otrzymywania alkokolu
a-metylo-6-nitropiperonylowego ((41), MeNP-OH). Udato si¢ ten plan zrealizowaé, chociaz
w syntezie korzystalam z ogolnie znanych procedur preparatyki zwigzkow organicznych.
Procedury te dopasowatam do moich potrzeb i1 je zoptymalizowatam. Opracowang przeze
mnie procedure wykorzystalam kilkukrotnie do otrzymania kilkudziesigciogramowych ilosci
alkoholu a-metylo-6-nitropiperonylowego.

Po otrzymaniu alkoholu o-metylo-6-nitropiperonylowego nastepnym etapem bylto
utworzenie  pochodnej  pozwalajacej na  wprowadzenie  grupy  a-metylo-6-
-nitropiperonyloksykarbonylowej (MeNPoc) w pozycje 5’-OH nukleozydu. W pierwszej
kolejnosci zbadatam mozliwo$¢ otrzymania chloromréwczanu a-metylo-6-
-nitropiperonylowego  (50). Podjete  proby  otrzymania pochodnej  a-metylo-6-
-nitropiperonyloksykarbonylowej nie byly udane. Wprawdzie uzyskiwatam chloromrowczan
a-metylo-6-nitropiperonylowy jednak z bardzo niskimi wydajnosciami. Poszukatam
skuteczniejszego sposobu wprowadzania grupy MeNPoc w potozenie 5’-OH nukleozydow,
niz generowanie in Situ aktywnych prekursorow chloromrowczanu o-metylo-6-

-nitropiperonyloksykarbonylu.
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W tym celu skorzystalam z faktu iz reakcja N,N-karbonylodiimidazolu z alkoholami
prowadzi do utworzenia trwatych karbaminianéw imidazolowych. Zaproponowatam synteze
nowego odczynnika do wprowadzania grupy MeNPoc na pozycje 5°-OH nukleozydu. W
reakcji alkoholu a-metylo-6-nitropiperonylowego z karbonylodiimidazolem w acetonitrylu
otrzymatam imidazolid MeNPoc (42) jako trwaly, krystaliczny zwigzek

Nastegpnie opracowalam nowy reagent pozwalajacy z wyzszymi wydajno$ciami od
opisanych w literaturze, takze patentowej otrzymywac pochodne 5’-MeNPoc N-blokowanych
nukleozydow. Byt nim N-metyloimidazolid a-metylo-6-nitropiperonyloksylowy (43).
Tak otrzymany czynnik uzytam do syntezy blokowanych grupg fotolabilng amidofosforynow
nukleozydowych. W pierwszej kolejnosci otrzymatam pochodne 5°-MeNPoc wszystkich
czterech deoksynukleozydow dAFAC, dC™BY dG™Y, dT (45 A, C, G, T). Nastepnie otrzymane
pochodne nukleozydowe przeksztalcitam w odpowiednie 3’-amidofosforyny nukleozydéw
blokowanych na funkcji 5° grupa a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowa (46 A, C, G,
T). Uzyskatam amidofosforyny nukleozydow blokowanych grupa fotolabilng MeNPoc
wszystkich czterech zasad z wyzszymi wydajnosciami od tych, opisanych w literaturze. Tak
otrzymane amidofosforyny sluzag do zastosowania w syntezie scalonych bibliotek
oligonukleotydowych metodami fotolitograficznymi.
W celu potwierdzenia fotolabilnosci otrzymanych nukleozydow blokowanych na funkcji
5’ grupg MeNPoc (45 A, C, G, T), przeprowadzilam naswietlenie przy uzyciu
wysokoci$nieniowej rteciowej lampy tukowej o mocy 200 W. Po naswietlaniu analiza TLC
wykazata calkowite odblokowanie 45A, C, G, T, z rdéwnoczesnym wytworzeniem
odpowiednich nukleozydow 44A, C, G, T. W ten sposdb potwierdzilam fotolabilno$¢

uzyskanych zwiazkéw 45 A, C, G, T, na innej drodze niz jest to opisane w literaturze.

W drugiej czgsci rozprawy opracowalam nowy wariant metody fosforotriestrowej
syntezy oligonukleotydow, w ktorym wykorzystatam réwniez fotolabilng grupe do ochrony
terminalnej funkcji fosforanowe;j.

Modyfikacje metody fosforotriestrowej objely:
e uzycie nukleozydu zamiast nukleotydu;
e opracowana modyfikacja byta wykorzystana w wariancie syntezy na podtozu statym;
e uniezaleznienie od kierunku syntezy tancucha oligonukleotydowego (3’ —5’, ale takze

5°-53").
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Synteza opracowana jest w wariancie syntezy na podtozu statym, dlatego musiatam rozwigzaé
nastepujace problemy.

Po pierwsze rozwigzalam problem wydajnej fosforylacji. Uzycie monofunkcyjnego
reagenta fosforylujgcego, ktory z racji swej monofunkcyjnosci nie moze spiag¢ dwoéch
sasiadujacych tancuchow oligonukleotydowych, jest waznym elementem opracowanego
wariantu metody triestrowej. W tym celu opracowatam synteze kilku monofunkcyjnych
reagentow fosforylujacych. Do otrzymania tych czynnikéw wykorzystalam czynnik
fosforylujacy Efimova 64 (p-chlorofenylo pirydynylo fosforan), ktorego synteze
zoptymalizowatam.

W nastepnej kolejnosci uzyskatam nastepujace monofunkcyjne reagenty fosforylujace:
¢ p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo fosforan (67);
e p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforan (68);
e p-chlorofenylo a-metylo-6-nitropiperonylo fosforan (69).

Uzyskane czynniki fosforylujace 67, 68, 69 utworzyly z
5’-O-dimetoksytrytylotymidyng w obecnosci katalizatora nukleofilowego i czynnika
kondensujacego oczekiwane wigzanie fosforotriestrowe 73, 74, 75. Otrzymalam w ten
sposob:

e p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo 5°-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforan (73);
e p-chlorofenylo  2-(2,4-dinitrofenylo)etylo  5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo

fosforan (74);

e p-chlorofenylo  a-metylo-6-nitropiperonylo  5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo

fosforan (75).

Nastepnym krokiem bylo odblokowanie grup ochronnych z centrum fosforowego
otrzymanych fosforotriestrow 73, 74, 75. Odblokowanie grupy 2-cyjanoetylowej oraz
2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej, przeprowadzitam w srodowisku zasadowym, uzywajac do tego
celu silng zasadg, jaka jest tetrametyloguanidyna (TMG), jak réwniez pentametyloguanidyne
(PMG). Odblokowanie grupy 2-cyjanoetylowej z p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (73) przeprowadzitam za pomoca 2% TMG
w dioksanie. Po dwoch godzinach nastapito odblokowanie grupy 2-cyjanoetylowej z 73
do p-chlorofenylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (76). Taki sam przebieg
miato odblokowanie grupy 2-cyjanoetylowej za pomoca 2% PMG. W tym przypadku czas
odblokowania skrocit si¢ do 3 minut. Gdy grupa blokujaca fosforotriesteru byta grupa
bardziej labilna, grupa 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowa to stosujac 3% TMG juz po 4 minutach
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uzyskalam catkowicie odblokowany p-chlorofenylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo
fosforan (76). Natomiast w przypadku gdy do odblokowania grupy 2-(2,4-
dinitrofenylo)etylowej z 74 uzytam 2% pentametyloguanidyn¢ to odblokowanie zachodzito
praktycznie natychmiast.

W  przypadku, gdy funkcja fosforanowa p-chlorofenylo o-metylo-6-nitropiperonylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (75) byta zablokowana fotolabilng grupa
ochronng a-metylo-6-nitropiperonylows, jej odblokowanie nastgpitlo pod wptywem Swiatta
ultrafioletowego o dlugosci fali A=360 nm.

Kolejny problem bardzo wazny, ktory rozwigzalam w przypadku opracowanego
wariantu metody fosforotriestrowej to problem kondensacji. Podczas kondensacji z
nukleozydem w obecno$ci czynnika kondensujacego i katalizatora nukleofilowego tworzyt
si¢ oczekiwany fosforotriester, ale rowniez nastgpowato potaczenie dwodch sgsiednich
fancuchéw oligonukleotydowych z wytworzeniem pirofosforanu. Na ten problem natknetam
si¢ podczas reakcji kondensacji w roztworze, otrzymanych monofunkcyjnych reagentéw
fosforylujacych ~ (p-chlorofenylo  2-cyjanoetylo  fosforan  (67),  p-chlorofenylo
2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforan (68), p-chlorofenylo a-metylo-6-nitropiperonylo fosforan
(69)) z nukleozydem, gdzie oprocz produktu gtownego czyli odpowiednich fosforotriestrow
tworzyly si¢ pirofosforany. Wykorzystujac jako zwigzek modelowy 3’-O-benzoilotymidyng
wytwarzalam tetrapodstawione pirofosforany, ktore nastgpnie szybko 1 wydajnie
aktywowatam do fosforotriestrow.

Majac do dyspozycji uzyskane monofunkcyjne reagenty fosforylujace i opracowana
metode aktywowania powstatych pirofosforanow w reakcji kondensacji, mogtam oczekiwac,
1z wzrost lancucha oligonukleotydowego bedzie procesem bardzo wydajnym. Ustalenia te
przeniostam do doswiadczen syntezy oligonukleotydéw na podtozu statym.

W pierwsze] kolejnosci chciatam sprawdzi¢ jak bedzie przebiegata synteza
oligonukleotydow metodg fosforotriestrowg na podlozu statym z uzyciem czynnika
fosforylujacego  Efimova.  Synteza  oligonukleotydow  metoda  fosforotriestrowa,
wykorzystujaca czynnik Efimova jako reagent fosforylujacy jest mozliwa. Niestety synteza
nie jest powtarzalna. Nie do konca udato mi si¢ stwierdzi¢, jakie czynniki maja wplyw na
uzyskanie wigzania fosforotriestrowego z jak najwyzsza wydajnoscig. Kilkakrotnie udato mi
si¢ osiggng¢ prawie 100 % wydajnos¢ pierwszego przytaczenia jednostki nukleozydowe;.
Przeprowadzitam liczne proby modyfikacji etapéw syntezy, zmieniajagc sposodb i czas

fosforylacji, a takze kondensacji z nukleozydem. W efekcie pomimo zachecajacych wynikoéw
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syntezy w roztworze, przeniesienie tej syntezy na podioze stale nie zakonczylo si¢
satysfakcjonujagcymi wynikami.

Wiedzac, ze w standardowej metodzie syntezy oligonukleotydéw na podtozu statym,
otrzymany oligonukleotyd po syntezie odcinany jest od podtoza w wodnym roztworze
amoniaku musiatam zmodyfikowa¢ podloze. W moim wariancie syntezy, w warunkach
zasadowych miato miejsce odblokowanie grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej z utworzonego
fosforotriestru 74. Zastosowanie standardowego tgcznika bursztynylowego spowodowatoby
na samym poczatku odciecie ,tancucha” od podtoza. Problem ten rozwigzatam stosujac
podtoze modyfikowane sarkozyng 95. Ta modyfikacja tacznika podloza, zapewnita jego
odpornos¢ na  zasadowe  warunki  podczas  reakcji  odblokowania  grupy
2-(2,4-dinitrofenylo)etylowe;j.

Nastepnie zbadatam mozliwo§¢ prowadzenia syntezy zmodyfikowana metoda
fosforotriestrowa na podtozu statym 1 wykazatam, ze synteza taka moze zachodzi¢
efektywnie. Obserwowatam jednak bardzo duza niepowtarzalno$¢ wynikow poszczegolnych
etapow syntezy. Bezposrednio na podlozu przeprowadzitam reakcje fosforylacji nowym
czynnikiem fosforylujacym, p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforanem (68). W
nastepnej  kolejnosci  po  odblokowaniu  grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej 6 %
tetrametyloguanidyng przeprowadzitam reakcje kondensacji z
5’-O-dimetoksytrytylotymidyng, wytworzajac na podlozu statym wigzanie fosforotriestrowe.
Prébowatam optymalizowaé poszczeg6lne etapy syntezy, jednak najwyzsza wydajnos¢, ktora
udato mi si¢ osiagnac to 70 %. Wydaje sie, ze podstawowa trudno$¢ w badanym przeze mnie
wariancie syntezy oligonukleotydow metodg fosforotriestrowg, polega na wydajnym
fosforylowaniu nukleozydowych grup hydroksylowych.

Synteza oligonukleotydow w wariancie fosforylowania grup hydroksylowych na podtozu
statym, a nastgpnie ich kondensacja z nukleozydami jest mozliwa, ale wydajno§¢ metody

pozostaje niezadowalajaca.
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Rozpuszczalniki

7. CZESC DOSWIADCZALNA

7.1. Odczynniki chemiczne

Wymienione rozpuszczalniki, przed wykorzystaniem w pracach dos$wiadczalnych,

zostaly przygotowane wg zamieszczonych opisow. Rozpuszczalniki przechowywano nad

sitami molekularnymi 3A firmy Merck (Niemcy).

Nazwa Producent Stopien Sposoéb oczyszczania

rozpuszczalnika czystosci

Acetonitryl Lab-Scan, Romil cz.d.a. Uzyto bezpos$rednio.

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

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

Chlorek etylenu POCh Gliwice  cz.,cz.d.a. Zasypano tlenkiem fosforu (V) — P.0s;
nastepnego dnia destylowano znad P7Os.

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

Chlorek metylenu POCh Gliwice  cz. Saczono przez kolumng wypetniong tlenkiem
glinu (|||) — A|203,

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

N,N- POCh Gliwice  cz.d.a. Destylowano pod zmniejszonym cisnieniem;

Dimetyloformamid przechowywano nad sitami.

(DMF)

1,4-Dioksan POCh Gliwice  cz. Saczono przez kolumng wypetniong AlOs,
nastgpnie ogrzewano z CaHz pod chtodnica
zwrotng ok. 8 godz. 1 destylowano;
przechowywano nad sitami.

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

Pirydyna Lobo cz.d.a. Destylowano znad P,Os, po czym ogrzewano

Feinchemie z CaH; pod chlodnica zwrotng ok. 8 godz. i
destylowano; przechowywano nad sitami;
($rednia zawarto$¢ wody 10 ppm)
Pirydyna POCh Gliwice  cz. Kilka dni przechowywano nad wodoro-

tlenkiem potasu — KOH; pozostate czynnosci
j.w.; ($rednia zawarto$¢ wody 15 ppm)
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Tetrahydrofuran POCh Gliwice  cz. Saczono przez kolumng wypetniong AlOs,

(THF) nastepnie ogrzewano z CaH, pod chtodnica
zwrotng ok. 8 godz. 1 destylowano;
przechowywano nad sitami.

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

Reagenty

W pracach doswiadczalnych zastosowano, po uprzednim oczyszczaniu, nastepujace

reagenty:

Nazwa reagenta Producent Stopien  Sposob oczyszczania
czystosci

Chlorek izobutyrylu POCh Gliwice  cz. Destylowano

Chlorek 2,4,6-triizopropylo-benzeno  Janssen cz. Przekrystalizowano z heksanu

sulfonylu (TPSCI) Chimica

Chlorek piwaloilu Fluka CZ. Destylowano

Chlorek trimetylosililu (TMSICI) POCh Gliwice  cz. Destylowano

Siarczan dimetylu Cz. Destylowano

1H-Tetrazol Fluka CZ. Sublimowano

Trietyloamina (TEA) Fluka cz.d.a. Ogrzewano z CaH: pod

Chtodnica zwrotng ok. 8 godz. i
destylowano;  przechowywano
nad CaH,

Ponizsze reagenty uzyto do reakcji bezposrednio,

oczyszczania.

z pominigciem procedur

Nazwa reagenta Producent Stopien
czystosci
Amoniak, wodny roztwor (32%) Merck >99%
Chlorek 4,4’-dimetoksytrytylu (DMTCI) Z.D. Chemipan 98%
Chlorek izobutyrylu POCh Gliwice cz.d.a.
Chlorek sodu POCh Gliwice cz.
1,8-Diazabicyklo[5.4.0]-undek-7-en (DBU) Fluka ~97%
4-Dimetyloaminopirydyna (DMAP) Fluka >98%
N-Etylodiizopropyloamina Aldrich 99%
FMOC-sarkozyna Fluka >98%
Fosforyn difenylowy Aldrich cz.
Jodometan Merck >99%
Kwas dichlorooctowy Aldrich 99%
Kwas fenoksyoctowy Aldrich 99%
Kwas siarkowy POCh Gliwice -
Kwas solny (35%) POCh Gliwice -
2,6-Lutydyna Aldrich 99%
Magnez Aldrich 98%
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Metyloamina, 33% roztwor w etanolu Fluka CZ.
N-Metyloimidazol Aldrich 99%
Ninhydryna POCh Gliwice cz.d.a.
Octan fenyloetylu Aldrich 99%
2,3,4,5,6-Pentafluorofenol Fluka >99%
Piperonal Aldrich 99%
Siarczan sodu bezw. POCh Gliwice cz.d.a.
Sulfotlenek dimetylu (DMSO) Ubichem cz.
Tetrametyloguanidyna Sigma cz.d.a.
Tetrametylotiomocznik Fluka > 97%
N-tlenek 4-metoksypirydyny Fluka ~ 95%
Trifluorometanosulfonian metylu Aldrich 99+%
Trifosgen Aldrich 98%
Tymidyna Pharma Waldhof 97%
Woda amoniakalna POCh Gliwice cz.d.a.
Wodoroortofosforan sodu POCh Gliwice CZ.
Wodoroweglan sodu POCh Gliwice cz
Wodzian hydrazyny (80%) POCh Gliwice (074

7.2. Aparatura

Widma NMR wykonano na spektrometrze Unity 300 firmy Varian (USA). Widma
protonowe (*H) rejestrowano z czestotliwo$cig operacyjng pola magnetycznego 299,9 MHz z
tetrametylosilanem (TMS) jako wewnetrznym wzorcem. Widma fosforowe (3'P) rejestrowano
z czestotliwoscig 121,4 MHz z 85% kwasem ortofosforowym jako wzorcem zewnetrznym.
Widma fluorowe (*°F) rejestrowano z czestotliwoscia 282,2 MHz z kwasem trifluorooctowym
jako wzorcem zewnetrznym. Widmo weglowe (**C) zarejestrowano z czestotliwoscia
75,4 MHz z TMS jako wewngtrznym wzorcem.

Widma UV wykonano przy uzyciu spektrometru DU®-65 firmy Beckman (Niemcy).
Do odtrytylowania przytaczonego do podtoza trytylowanego nukleozydu uzywano aparatu do
automatycznej syntezy DNA: Gene Assembler Plus firmy Pharmacia LKB (Szwecja).

W  celu zmierzenia zawartoSci wody Ww rozpuszczalnikach organicznych
przeprowadzono miareczkowanie kulometryczne Karla-Fischera na kulometrze Metrohm
684 KF.

Naswietlania wykonano wysokoci$nieniowg rteciowa lampa tukowa o mocy 200 W.
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7.3. Techniki ogélne

Chromatografia cienkowarstwowa — TLC

Mieszaniny reakcyjne i zwigzki chemiczne chromatografowano metoda wstepujacg w
cylindrycznych komorach szklanych, ktorych $cianki wytozono bibulg zanurzong w eluencie
w celu wysycenia atmosfery jego parami. Chromatogramy rozwijano i analizowano na
ptytkach analitycznych firmy Merck (Niemcy) pokrytych dwoma rodzajami absorbentu: (i)
zelem krzemionkowym 60 HF2s4* (* absorbent zawiera czynnik fluoryzujacy przy dtugosci
fali $wiatta wzbudzajacego 254 nm) stosujgc nastepujace eluenty:

(A)  chlorek metylenu;

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

(C)  chlorek metylenu / metanol (97,5:2,5, v/v);

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

(E)  chlorek metylenu / metanol (8:2, v/v);

(F)  chlorek metylenu / heksan (7:3, v/v);

(G)  octan etylu / heksan (1:1, v/v);

(H)  aceton / heksan / trietyloamina (45:45:10, v/vIv);
oraz (ii) zelem krzemionkowym 60 F2s4 Silanizowanym, stanowigcym tzw. faze odwrdcong
(ang. reverse phase) stosujac eluenty:

()] aceton / woda (7:3, v/v).

W przypadku stosowania eluentu (H) uprzednio impregnowano ptytki roztworem

trietyloaminy.

Kolumnowa chromatografia cieczowa

Pochodne nukleozydow 1 ich 3’-amidofosforyny oraz inne zwiazki posrednie do ich
otrzymywania oczyszczano stosujac technike kolumnowej chromatografii cieczowej. Jako
wypehienia kolumn uzyto dwa rodzaje zelu krzemionkowego firmy Merck o nastepujacych
uziarnieniach: (i) 0,040-0,063 mm oraz (ii) 0,063-0,200 mm. Zwigzki wymywano z kolumn
stosujac dwie metody: (i) metode gradientowa, polegajaca na zmianie sktadu procentowego
eluentu, a tym samym zmianie sily jego eluowania lub (ii) metoda izokratyczna, w ktorej
sktad procentowy eluentu nie ulega zmianie. Wykorzystano takie same eluenty jak w

przypadku chromatografii cienkowarstwowe;j.
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Powtarzalne procedury laboratoryjne

Do typowego przerobu reakcji uzywano nasycony roztwor NaHCOz i CHClo.
Warstwe wodna ekstrahowano trzykrotnie porcjami CH2Cl>.

Organiczne ekstrakty, otrzymywane na drodze przerobu reakcji, sgczono przez
bezwodny siarczan sodu w celu ich odwodnienia.

Czyste produkty reakcji liofilizowano rozpuszczajac je w 1,4-dioksanie lub benzenie,
nastgpnie roztwory te zamrazano w cieklym azocie 1 prowadzono sublimacje

rozpuszczalnikow na linii prézniowej przez kilka do kilkunastu godzin.

7.4. Synteza alkoholu a-metylo-6-nitropiperonylowego [41]

Synteza alkoholu a-metylo-piperonylowego [47]

W kolbie umieszczono widrki magnezu (2,30 g, 96 mmola) i 50 ml eteru osuszonego nad
sodem. Oddzielnie przygotowano roztwor jodku metylu (5 ml, 80 mmola) w 40 ml eteru.
Nastepnie przelano roztwér do wkraplacza zabezpieczonego przed dostgpem wilgoci rurkg z
chlorkiem wapnia. Do kolby wprowadzono 5 ml roztworu jodku metylu w eterze (reakcja
powinna rozpocza¢ si¢ od razu), w przeciwnym razie kolbe ogrzewa si¢ tagodnie na tazni
wodnej. Gdy reakcyjna mieszanina zaczeta lekko wrze¢ dodawano pozostaty roztwor jodku
metylu w eterze, w takim tempie aby utrzymywata lekkie wrzenie (60-90 min). Gdy wrzenie
cieczy bylo zbyt gwaltowne kolbe chtodzono wodg z lodem. Nastgpnie mieszaning reakcyjng
ogrzewano w temperaturze wrzenia na tazni wodnej przez 30 minut, po tym czasie chtodzono
reakcje do temperatury -5°C w potluczonym lodzie z chlorkiem sodu. Po ochtodzeniu dodano
roztwor piperonalu (6 g, 40 mmoli, R¢(D)40=0,78) w 40 ml eteru w ciggu 30 minut. Nie nalezy
dopusci¢, aby temperatura mieszaniny zwigkszyla si¢ powyzej —5°C. Po wkropleniu
catkowitej ilosci roztworu aldehydu piperonylowego produkt reakcji wylano na 150 ¢
pottuczonego lodu, nadmiar magnezu powinien pozosta¢ w kolbie. Powstaty zasadowy jodek
magnezu rozpuszczono przez dodanie 15 ml 15% kwasu siarkowego. Nastgpnie warstwe
organiczng oddzielono od wodnej i1 ekstrahowano warstwe wodng czterema porcjami eteru
(4x30ml). Potaczone roztwory eterowe zatezono pod zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie
suszono na lini proézniowej przez noc. Otrzymano 5,86 g alkoholu a-metylo-piperonylowego;
wyd. 88%. R#(D)47=0,39
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'H NMR (CDCls): & (ppm) 6,90-6,78 (m, 3H, 3xCH aromatyczne); 5,95 (s, 2H, OCH20);
4,82 (q, 1H, J=6,28 Hz, CH alifatyczny); 1,46 (d, 3H, J=6,28 Hz, CH3 alifatyczne)

Synteza octanu a-metylo-piperonylowego [48]

W kolbie umieszczono alkohol a-metylopiperonylowy (5 g, 30 mmli), bezwodnik kwasu
octowego (5,66 ml, 60 mmoli), pirydyne (12 ml, 150 mmoli) i DMAP (0,18 g, 1,5 mmoli).
Zawarto$¢ kolby mieszano na mieszadle magnetycznym przez 45 minut. Po tym czasie
kontrola TLC wykazata catkowite przereagowanie wyjsciowego substratu 47. Zakonczono
reakcj¢ przez dodanie 5 ml metanolu i pozostawienie reakcji na 15 minut. Nastepnie dodano
20 ml toluenu i odparowano mieszaning do zaniku zapachu pirydyny (czynnos¢ powtdrzono
czterokrotnie). Po usunigciu pirydyny dodano 10 ml NaHCO3 i fazg wodng ekstrahowano
chlorkiem metylenu (3x20ml). Warstwe organiczng suszono bezwodnym weglanem potasu,
po czym zatgzono 1 dalej suszono na lini prozniowej. Oczyszczano na kolumnie
chromatograficznej stosujac jako eluent chlorek metylenu. Otrzymano 6,149 48; wyd 98%;
R#(D)4s=0,70, R¢(F)4s=0,28; temp. top. ponizej temperatury otoczenia.

'H NMR (CDCl3): & (ppm) 6,86-6,78 (m, 3H, 3xCH aromatyczne); 5,97-5,95 (m, 2H,
OCH0); 5,79 (q, 1H, J=6,28 Hz, CH alifatyczny); 2,06 (s, 3H, CHs alifatyczne); 1,50 (d, 3H,
J=6,28 Hz, CHj3 alifatyczne)

Synteza octanu a-metylo-6-nitropiperonylowego [49]

W kolbie umieszczono octan a-metylopiperonylowy (3 g, 14 mmoli, R#(F)48=0,28) i dodano
bezwodnika kwasu octowego (5,23 ml; 56 mmoli). Mieszaning ochtodzono do -5°C, dodano
stezonego kwasu azotowego (1,2 ml; 28 mmoli). Mieszaning utrzymywano w temperaturze
od -5°C do -1°C przez 30 minut. Po tym czasie analiza TLC wykazata przereagowanie
substratu. Dodano 6 ml NaHCOs w celu zobojg¢tnienia srodowiska reakcji. Warstwe wodna
ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x20ml). Pofaczone ekstrakty suszono bezwodnym
siarczanem sodu, a nastgpnie zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt 49
oczyszczano na kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent chlorek metylenu / heksan.
Otrzymano 2,23 g 49; wyd. 61%. R¢(F)49=0,33; temp. top.=100-101,5°C.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,48; 7,02 (2s, 2H, 2xCH aromatyczne); 6,35 (g, 1H, J=6,28 Hz,
CH alifatyczny); 6,12-6,11 (m, 2H, OCH.0); 2,08 (s, 3H, CHs alifatyczne); 1,59 (d, 3H,
J=6,28 Hz, CHjs alifatyczne)
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Synteza alkoholu a-metylo-6-nitropiperonylowego [41]

Do octanu a-metylo-6-nitropiperonylowego (1,3g; 5,14 mmola) umieszczonego w kolbie
dodano 10 ml metanolu i 10 ml chlorku metylenu w celu dobrego rozpuszczenia substratu.
Nastepnie dodano jeszcze 5 ml metanolu i weglan potasu (3,5g; 25,70 mmola). Po dodaniu
soli mieszanina reakcjna przyjmuje zabarwienie czerwono-pomaranczowe. Przebieg reakcji
kontrolowano TLC. Po 45 minutach dodano 4 ml kwasu octowego w celu zoboj¢tnienia
reakcji, zabarwienie powrocito do pierwotnego koloru (zottego). Warstwe nieorganiczng
wytrzasano chlorkiem metylenu (3x20ml), a nastgpnie polaczone ekstrakty organiczne
suszono bezwodnym siarczanem sodu i zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt 41
przekrystalizowato z mieszaniny chlorek metylenu / heksan (10 ml : 10 ml). Otrzymano
1,06 g 41; wyd.98 %. R¢(D)41=0,40; temp. top.=66-67°C.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,46; 7,27 (2s, 2H, 2xCH aromatyczne); 6,12-6,11 (m, 2H,
OCH:0); 5,46 (q, 1H, J=6,28 Hz, CH alifatyczny); 1,54 (d, 3H, J=6,28 Hz, CH3 alifatyczne).
13C NMR (CDCls): & (ppm) 152,41 (C-7); 146,93 (C-6); 141,56 (C-4); 138,95 (C-3); 106,36
(C-8); 105,14 (C-5); 102,92 (C-9); 65,70 (C-1); 24,21 (C-2).

FAB MS: [M+H]* 211,1 obliczone dla CoHgNOs M=211,05.

7.5. Synteza symetrycznego weglanu MeNPO-H [80]

Do trifosgenu (148 mg; 0,5 mmola) rozpuszczonego w 2 ml tetrahydrofuranu dodano alkohol
a-metylo-6-nitropiperonylowy (41) (316 mg; 1,5 mmola) rozpuszczony w 3 ml
tetrahydrofuranu. Mieszaning reakcyjng mieszano przez 5 minut na mieszadle magnetycznym
w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano pirydyne (0,163 ml; 1,5 mmola). Po dodaniu
pirydyny wytracit si¢ chlorowodorek pirydyny. Po 1,5 godziny analiza TLC wykazata
(chlorek metylenu / metanol, 95:5, v/v) catkowite przereagowanie 41. Przeprowadzono krotki
przerdb w celu usunigcia wytworzonego chlorowodorku pirydyny. Mieszaning odfiltrowano 1
przesacz zatgzono pod zmniejszonym ciSnieniem. Nastgpnie mieszaning reakcyjng
odparowano z toluenem w celu usunigcia pirydyny. Do wuzyskanego oleju dodano
pentafluorofenol (184 mg; 1 mmol) rozpuszczony w 4 ml tetrahydrofuranu, trietyloamine
(0,696 ml; 5 mmola) i szczypte¢ DMAP. Po jednej godzinie wytworzyt si¢ produkt (analiza
TLC), reakcja jednak nie zaszta do konca. Reakcje zakonczono dodajac 2,5 ml wody,
nastepnie faze¢ wodng ekstrahowano trzykrotnie chlorkiem metylenu. Potaczone ekstrakty

suszono bezwodnym weglanem potasu 1 zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany
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produkt 80 oczyszczano na kolumnie chromatograficznej, stosujac jako eluent chlorek
metylenu / metanol. Otrzymano 325 mg 80; wyd. 48%. R#(D)s0=0,90.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,48; 7,47 (2s, 2H, 2xCH aromatyczne); 7,02; 7,00 (2s, 2H, 2xCH
aromatyczne); 6,26-6,14 (m, 2H, 2xCH alifatyczne); 6,13-6,09 (m, 4H, 2xOCH20); 1,62
(t, 6H, 2xCHjs alifatyczne).

FAB MS: [M+H]* 448,1 g/mol; obliczone dla C1gH16N2011 M=448,08 g/mol.

7.6. Synteza pochodnej pentafluorofenylo a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowej
[54]
Synteza 54 przebiegata dwuetapowo. W pierwszej kolejnosci wytworzono chloromréwczan
a-metylo-6-nitropiperonylu (50), reakcj¢  prowadzono w temperaturze —2 do -5°C.
Rozpuszczono trifosgen (148 mg; 0,5 mmola) w 4 ml eteru dietylowego, nastepnie dodano
1/3 réwnowaznika molowego pirydyny (0,054 ml; 0,5 mmola), po 2 minutach dodano
pozostalg ilos¢ pirydyny (2/3 rownowaznika molowego, 0,108 ml; 1 mmol). Po 10 minutach
od momentu dodania catej iloéci pirydyny, dodano alkohol a-metylo-6-nitropiperonylowy
(316 mg; 1,5 mmola) rozpuszczony w 4 ml eteru dietylowego. Po 15 minutach mozna byto
zaobserwowac¢ (analiza TLC) catkowite przereagowanie 41. Przeprowadzono przerob, w celu
usuni¢cia wytworzonego chlorowodorku pirydyny. Reakcje odfiltrowano, zat¢zono pod
zmniejszonym cisnieniem i odparowano z toluenem. Nastepnie przeprowadzono reakcje 50 z
pentafluorofenolem (temperatura pokojowa) . Do mieszaniny dodano pentafluorofenol
(184 mg; 1 mmol) rozpuszczony w 4 ml tetrahydrofuranu, trietyloaming (0,696 ml; 5 mmola)
1 szczypte DMAP. Po godzinie wytworzyl si¢ produkt, ktory obserwowano w obrazie TLC,
reakcja jednak nie przebiegla do konca. Dodano ponownie 1 mmol pentafluorofenolu, jednak
nie zmienilo to stopnia przereagowania substratu 50. Reakcj¢ przerobiono przez dodanie
2,5 ml wody, nastepnie faz¢ wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x10ml). Potgczone
ekstrakty suszono bezwodnym weglanem potasu i1 zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymany produkt 54 oczyszczano na kolumnie chromatograficznej, stosujgc jako eluent
chlorek metylenu / metanol. Otrzymano 31 mg 54; wyd.5 %. R¢(D)s4=0,72
FNMR (CDCl3): & (ppm) -77,39; -77,46 (d, 2F, 2xCForo grupy pentafluorofenylowej);
-81,46 (t, 1F, CFpaa grupy pentafluorofenylowej); -86,15 (t, 2F, 2XCFmeta grupy
pentafluorofenylowej)
FAB MS: [M+H]* 421,0 obliczone dla C1sHsFsNO7 M=421,02.
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7.7. Synteza imidazolidu a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowego (MeNPocl) [42]

W kolbie umieszczono alkohol a-metylo-6-nitropiperonylowy (5 g, 24 mmole) R#(G)41=0,40,
ktory rozpuszczono w 48 ml acetonitrylu. Nastepniec dodano N,N’-karbonylodiimidazol
(11,59, 72 mmola). Po godzinie mieszania w temperaturze pokojowej, analiza TLC (faza
octan etylu / heksan 1:1, chlorek metylenu / metanol 97,5:2,5) wykazala, catkowite
przereagowanie wyjsciowego substratu 41. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano
50 ml wody. Warstwe wodna wytrzasano trzykrotnie chlorkiem metylenu (3x50ml).
Potaczone ekstrakty organiczne suszono bezwodnym weglanem potasu i zat¢zono pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany imidazolid a-metylo-6-
-nitropiperonyloksykarbonylowy oczyszczono chromatograficznie na zelu krzemionkowym
stosujac jako eluent chlorek metylenu / octan etylu. Uzyskano 6,94 g 42 ; wyd. 96% .
R#(G)42=0,11; temp. top.=128,5-130,5°C.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,15 (s, 1H, CH aromatyczny grupy imidazolowej); 7,53 (s, 1H,
CH aromatyczny grupy MeNPoc); 7,43 (m, 1H, CH aromatyczny grupy imidazolowej); 7,09
(m, 1H, CH aromatyczny grupy imidazolowej); 7,01 (s, 1H, CH aromatyczny grupy
MeNPoc); 6,61 (g, 1H, J=6,28 Hz, CH alifatyczny grupy MeNPoc); 6,14 (m, 2H, OCH-20
grupy MeNPoc); 1,80 (d, 3H, J=6,28 Hz, CHz alifatyczne grupy MeNPoc);

FAB MS: [M+H]* 305,1 obliczone dla C13H1:N3Os M=305,06.

7.8. Synteza N-metyloimidazolidu a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowego [43]

a. Metylowanie imidazolidu a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowego trifluoro
sulfonianem metylu

Rozpuszczono imidazolid a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowy (30,5 mg; 0,1 mmola)
w 0,2 ml nitrometanu. Dodano trifluorometanosulfonianu metylu (10,18 ul; 0,09 mmola).
Przebieg metylowania obserwowano za pomocg protonowego rezonansu magnetycznego.
Reakcja metylowania zwiazku 42 byla praktycznie natychmiastowa. Na widmie *H NMR
mozna bylo zaobserwowaé sygnat pochodzacy od grupy metylowej 43 przy, 6=4,13 ppm.
Metylowa pochodna imidazolidu a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowego 43 nie byta
izolowana, ani oczyszczana. Wytwarzano j3 na potrzeby reakcji otrzymywania nukleozydéw

blokowanych na zasadzie grupami kompatybilnymi z fotolabilng grupa ochronng MeNPoc.
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b. Metylowanie imidazolidu a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowego siarczanem
dimetylu

Rozpuszczono imidazolid a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowy (30,5 mg; 0,1 mmola)
w 0,2 ml nitrometanu. Dodano siarczan dimetyl (19 pl; 0,2 mmola). Przebieg metylowania
obserwowano za pomocg protonowego rezonansu magnetycznego. Po 30 minutach mozna
bylo zaobserwowaé calkowite metylowanie 42. Na widmie H NMR mozna byto
zaobserwowaé sygnal pochodzacy od grupy metylowej 43 przy 6=4,13 ppm. Metylowa
pochodna imidazolidu a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowego 43 nie byta izolowana,
ani oczyszczana. Wytwarzano ja na potrzeby reakcji otrzymywania nukleozydow
blokowanych na zasadzie grupami kompatybilnymi z fotolabilng grupa ochronng MeNPoc.

'H NMR (CDClIs): & (ppm) 9,88 (s, 1H, CH aromatyczny grupy N-metyloimidazolowej); 7,78
(m, 1H, CH aromatyczny grupy N-metyloimidazolowej); 7,47 (s, 1H, CH aromatyczny grupy
MeNPoc); 7,44 (m, 1H, CH aromatyczny grupy N-metyloimidazolowej); 7,35 (s, 1H, CH
aromatyczny grupy MeNPoc); 6,71 (g, 1H, J=6,28 Hz, CH alifatyczny grupy MeNPoc); 6,14
(m, 2H, OCH;O grupy MeNPoc); 4,13 (s, 3H, CHs alifatyczne grupy N-metylo
imidazolowej); 1,87 (d, 3H, J=6,28 Hz, CHj3 alifatyczne grupy MeNPoc).

7.9. Synteza nukleozydéw z grupami aminowymi blokowanymi grupami

kompatybilnymi z fotolabilng grupa ochronng MeNPoc

Synteza 6-N-fenoksyacetylodeoksyadenozyny (dA™3°)23° [44A]

Odparowano deoksyadenozyneg (2,5 g; 10 mmola) trzykrotnie po 15 ml z bezwodng pirydyna.
Nastepnie odparowang deoksyadenozyne rozpuszczono w 40 ml pirydyny. Dodano
jednorazowo chlorku trimetylosililowego (6,3 ml; 50 mmoli). Mieszaning reakcyjng mieszano
jedng godzing w temperaturze pokojowe;.

W drugiej kolbie rozpuszczono kwas fenoksyoctowy (1,8 g; 12 mmola) w 10 ml acetonitrylu.
Nastepnie dodano trzema porcjami N,N’-karbonylodiimidazol (1,95 g; 12 mmoli) i mieszano
jedng godzing. Po godzinie mieszaning dodano do wytworzonej rownoczesnie blokowanej
3°,5’-O-ditrimetylosiloksydeoksyadenozyny.  Reakcje pozostawiono przez noc w
temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji analizowano za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej. Po zakonczeniu reakcji odparowano pirydyne do 1/3 objetosci. Dodano

20 ml NaHCOg, nastepnie fazg wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x40 ml). Fazg
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organiczng suszono bezwodnym siarczanem sodu, zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem i
suszono na lini prozniowej. Otrzynano 3g (7,7 mmola) 44A; wyd. 77%. R#(B)44a=0,44

'H NMR (DMSO-de): & (ppm) 10,92 (s, 1H, C(6)-NH); 8,70 (s, 1H, H-2); 8,68 (s, 1H, H-8);
7,41-7,27 (m, 2H, 2xCH aromatyczne grupy fenoksyacetylowej); 6,98-6-93 (m, 3H, 3xCH
aromatyczne grupy fenoksyacetylowej); 6,45 (t, 1H, J=5,2 Hz; H-1"); 5,36-5,35 (d, 1H, OH-
3%); 5,03 (s, 2H, CH: alifatyczne grupy fenoksyacetylowej); 4,47-4,41 (m, 1H, H-3); 3,91-
3,87 (m, 1H, H-4"); 3,69-3,49 (m, 2H, H-5°,5""); 2,82-2,73 (m, 1H, H-2"); 2,38-2,31 (m, 1H,
H-2").

Synteza 4-N-izobutyrylodeoksycytydyny (dC"-BY) [44C]

Deoksycytydyng (227 mg; 1 mmol) odparowano dwukrotnie z bezwodng pirydyna, nastepnie
rozpuszczono w 5 ml bezwodnej pirydyny. Dodano chlorek trimetylosililu (0,64 mi;
5 mmoli). Po 50 minutach dodano chlorek izobutyrylu (0,21 ml; 2 mmole). Po okoto dwoch
godzinach od momentu dodania chlorku izobutyrylu, pobrano 20 ul mieszaniny i
przeprowadzono probe hydrolizy dodajac taka samg ilo§¢ wody. Analiza TLC po 10 minutach
wykazata utworzenie produktu, jak réwniez, cze$ciowe zdjecie blokad sililowych z pozycji
3’1 5 blokowanej deoksycytydyny. Do mieszaniny dodano 1,5 ml wody i po 10 minutach
1,5ml st¢zonego roztworu amoniaku. Pozostawiono przez noc w loddéwce. Przerobiono
ekstrahujac faze wodng chlorkiem metylenu (3x10 ml), ekstrakty suszono bezwodnym
siarczanem sodu, nastgpnie zatgzono pod zmniejszonym ci$nieniem. Oczyszczano na
kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent chlorek metylenu / metanol. Otrzymano
160 mg 44C; wyd.54%. R¢(B)44c=0,19, R¢#(E)44c=0,43

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 10,83 (s, 1H, C(4)-NH); 8,33-8,31 (d, 1H, J=5,7 Hz; H-6);
7,25-7,23 (d, 1H, J=5,7 Hz; H-5); 6,10 (t, 1H, J=5,0 Hz; H-1"); 5,27-5,29 (d, 1H, J=3,4 Hz;
OH-37); 5,05 (t, 1H, J=3,8 Hz; OH-5’); 4,24-4,18 (m, 1H, H-3’); 3,87-3,84 (m, 1H, H-4");
3,66-3,52 (m, 2H, H-5",5"); 2,76-2,67 (m, 1H, CH grupy izobutyrylowej); 2,32-2,25 (m, 1H,
H-2%); 2,05-1,97 (m, 1H, H-2""); 1,07-1,05 (d, 6H, J=5,0 Hz, 2xCH3 grupy izobutyrylowej);

Synteza 2-N-izobutyrylodeoksyguanozyny (dG8Y) [44G]

Deoksyguanozyng (2,67 g; 10 mmol) odparowano dwukrotnie z bezwodng pirydyna,
nastgpnie rozpuszczono w 50 ml bezwodnej pirydyny. Wkraplajac dodano chlorek
trimetylosililu (6,4 ml; 50 mmoli). Po wkropleniu catkowitej ilosci chlorku trimetylosililu

deoksyguanozyna ulegta rozpuszczeniu, z rownoczesnym wytrgceniem sie chlorowodorku
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pirydyny. Po 90 minutach dodano chlorek izobutyrylu (2,1 ml; 20 mmola). Po okoto trzech
godzinach od momentu dodania chlorku izobutyrylu, pobrano 20 ul mieszaniny i
przeprowadzono probe hydrolizy dodajac taka sama ilo§¢ wody. Analiza TLC po 10 minutach
wykazala utworzenie produktu, jak réwniez, cze$ciowe zdjecie blokad sililowych z pozycji
3’1 5 blokowanej deoksyguanozyny. Do mieszaniny dodano 10 ml wody i po 10 minutach
10 ml stezonego roztworu amoniaku. Pozostawiono przez noc w lodowce. Na drugi dzien
odparowano, a pozostato$¢ rozpuszczono w 50 ml wody. Nastepnie do mieszaniny dodano
eter dietylowy i octan etylu (1:1) razem 50 ml. Po wytrzas$nigciu w fazie wodnej wytracit si¢
osad 44G. Osad przesgczono. Przesgcz zatezono, po czym wytracila si¢ dalsza porcja 44G.
Osady potaczono Otrzymano 2,8g 44G; wyd. 83%. R#(E)44c=0,35

'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 12,06 (s, 1H, NH-1); 11,68 (s, 1H, C(2)-NH); 8,22 (s,1H,
H-8); 6,20 (t, 1H, J=5,9 Hz; H-1"); 5,34 (bs, 1H,0H-3"); 4,97 (bs, 1H, OH-5); 4,37 (bs, 1H,
H-3°); 3,85-3,81 (m, 1H, H-4"); 3,59-3,47 (m, 2H, H-5",5""); 2,83-2,70 (m, 1H, CH grupy
izobutyrylowej); 2,59-2,48 (m, 1H, H-2’); 2,30-2,23 (m, 1H, H-2"’); 1,23-1,10 (d, 6H,
J=6,5 Hz, 2xCHz grupy izobutyrylowej);

7.10. Synteza pochodnych nukleozydow blokowanych na funkcji 5’-OH grupa

a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowa

Synteza 6-N-fenoksyacetylo 5’-a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylo
deoksyadenozyny (MeNPocdAF¥) [45A]

Rozpuszczono MeNPocl (42) (1,14 g; 3,75 mmola) w 3,75 ml nitrometanu. Dodano siarczan
dimetylu (0,71 ml; 7,5 mmola). Po 30 minutach dodano 0,25 ml pirydyny i pozostawiono na
15 minut w celu dezaktywacji nieprzereagowanego reagenta metylujacego. Po tym czasie do
mieszaniny dodano 6-N-fenoksyacetylodeoksyadenozyng (1 g; 2,5 mmola) rozpuszczong w
4 ml pirydyny. Przed dodaniem dAFA¢ odparowano trzykrotnie z bezwodng pirydyna. Po 30
minutach analiza TLC wykazata przereagowanie N-6- fenoksyacetylodeoksyadenozyny. Do
mieszaniny reakcyjnej dodano 5 ml NaHCOz aq. Warstwe nieorganiczng wytrzgsano
trzykrotnie z chlorkiem metylenu (3x10ml). Potaczone ekstrakty organiczne suszono
bezwodnym siarczanem sodu i zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany zwigzek
45A oczyszczono chromatograficznie na zelu krzemionkowym stosujac jako eluent chlorek

metylenu / metanol. Uzyskano 0,76 g 45A ; wyd. 48%. R¢(B)4s4=0,54
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'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 10,94 (s, 1H, C(6)-NH); 8,69 (s, 1H, H-2); 8,68 (s, 1H, H-8);
7,33-7,21 (m, 3H, 2xCH aromatyczne grupy fenoksyacetylowej, 1xCH aromatyczny grupy
MeNPoc); 1xCH
aromatyczny grupy MeNPoc); 6,86-6,85 (m, 2H, OCH»O grupy MeNPoc); 6,84-6,83 (m, 1H,
CH alifatyczny grupy MeNPoc); 6,49 (t, 1H, J=5,0 Hz; H-1); 5,03 (s, 2H, CH; alifatyczne
grupy fenoksyacetylowej); 4,54-4,50 (m, 1H, H-3"); 4,33-4,31 (m, 1H, H-4"); 4,13-4,06 (m,
2H, H-5°,5""); 3,17-3,16 (d, 1H, J=3,8 Hz; OH-3"); 2,92-2,83 (m, 1H, H-2’); 2,44-2,36 (m,
1H, H-2"’); 1,56-1,53 (m, 3H, CH3 alifatyczne grupy MeNPoc).

6,98-6-93 (m, 4H, 3xCH aromatyczne grupy fenoksyacetylowej,

Procedura uzyskania pozostalych pochodnych nukleozydéow blokowanych na funkcji 5°-OH
grupa o-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowsg jest taka sama. W tabeli ponizej

umieszczono ilosci substratow wymagane do otrzymania 45 C, G, T.

[45A] [45C] [45G] [45T]
MeNPocl (42) 1,14 g; 3,75 mmola 2,02 g; 6,6 mmola 2,75 g; 9 mmoli 3,66 g; 12 mmoli
nitrometan 3,75 ml 6,6 ml 9ml 12 ml
siarczan dimetylu 0,71 ml; 7,5 mmola | 1,25 ml; 13 mmola | 1,71 ml; 18 mmola | 2,27 ml; 24 mmola
pirydyna 0,25 ml 0,3ml 1ml 2mi
AFAc 19; 2,5 mmola
(4 ml pirydyny)
CiBu - 1,3 g; 4,4 mmola
(5 ml pirydyny)
Gi*Bu - 2 g; 6 mmoli
(6 ml pirydyny)
T - 2 g; 8,3 mmola
(8 ml pirydyny)
czas reakcji 30 min. 1 godz. 1 godz. 1 godz.
NaHCOs aq 5ml 8 ml 10 ml 10 ml
masa produktu 0,76 g 0,96 g 19049 3,06 ¢
wydajnosé 48 % 41 % 56 % 77 %
R«(B) 0,54 0,44 0,41 0,52

Analiza NMR 45C

'H NMR (CDCls): & (ppm) 10,86 (s, 1H, C(4)-NH); 8,01-7,93 (m, 1H, H-6); 7,58-7,54 (m,
1H, CH aromatyczny grupy MeNPoc); 7,22-7,14 (m, 2H, H-5, CH aromatyczny grupy
MeNPoc); 6,24-6,23 (m, 2H, OCH.O grupy MeNPoc); 6,15-5,98 (m, 2H, H-1’, CH
alifatyczny grupy MeNPoc); 5,47-5,45 (d, 1H, J=3,4 Hz; OH-3"); 4,33-4,23 (m, 2H, H-5",5"");
4,22-4,14 (m, 1H, H-3%); 4,02-395 (m, 1H, H-4%); 2,76-2,67 (m, 1H, CH grupy
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izobutyrylowej); 2,33-2,24 (m, 1H, H-2"); 2,12-2,01 (m, 1H, H-2""); 1,60-1,57 (m, 3H, CH3
alifatyczne grupy MeNPoc); 1,09-1,05 (d, 6H, J=5,0 Hz; 2xCHz3 grupy izobutyrylowej);

Analiza NMR 45G

'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,52-847 (m, 1H, C(2)-NH); 8,06-8,01 (m,1H, H-8); 7,43 (s, 1H,
CH aromatyczny grupy MeNPoc); 7,23 (s, 1H, CH aromatyczny grupy MeNPoc); 6,12-6,08
(m, 2H, H-1’, CH alifatyczny grupy MeNPoc); 6,05-6,03 (m, 2H, OCH>O grupy MeNPoc,);
5,09-5,03 (m, 1H, OH-3"); 4,54-4,23 (m, 2H, H-5°,5""); 4,14-4,13 (m, 1H, H-3"); 4,04-3,96
(m, 1H, H-4"); 2,98-2,80 (m, 1H, CH grupy izobutyrylowej); 2,58-2,52 (m, 1H, H-2’);
2,16-2,03 (m, 1H, H-2""); 1,55-1,53 (d, 3H, J=6,2 Hz, CHs alifatyczne grupy MeNPoc);
1,23-1,21 (d, 6H, J=6,8 Hz, 2xCH3 grupy izobutyrylowej).

Analiza NMR 45T

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,49-7,48 (m, 1H, CH aromatyczny grupy MeNPoc); 7,34-7,31
(m, 1H, H-6); 7,00-6,99 (m, 1H, CH aromatyczny grupy MeNPoc); 6,32-6,27 (m, 2H, H-1’,
CH alifatyczny grupy MeNPoc); 6,13-6,12 (m, 2H, OCH20 grupy MeNPoc); 4,49-4,40 (m,
1H, H-3"); 4,39-4,28 (m, 2H, H-5",5""); 4,13-4,08 (m, 1H, H-4); 2,45-2,34 (m, 1H, H-2");
2,26-2,11 (m, 1H, H-2""); 1,91-1,90 (m, 3H, C(5)-CHa); 1,67-1,66 (m, 3H, CHz alifatyczne
grupy MeNPoc);

7.11. Synteza amidofosforynéw nukleozydéw blokowanych na funkcji 5’-OH grupa

a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowa

Synteza 6-N-fenoksyacetylo 5’-a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylo
deoksyadenozyn-3’-ylo amidofosforynu (FAMeNPocdAFz°) [46A]

W kolbie umieszczono MeNPocdA ¢ (45A) (0,76 g; 1,19 mmola) i rozpuszczono w 4 ml
bezwodnego chlorku metylenu i 4 ml acetonitrylu. Nastgpnie dodano N,N,N’N’-
-tetraizopropylodiaminofosforyn 2-cyjanoetylu (0,42 ml; 1,31 mmola) i tetrazol (83,3 mg;
1,19 mmola) w trzech porcjach w odstepach dwuminutowych. W celu dobrego wysuszenia
substratow wyjsciowych, tetrazol 1 45A suszono przez noc na lini prozniowej. Zawartos$¢
kolby mieszano na mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji

kontrolowano za pomoca TLC w fazie aceton / heksan / trietyloamina (45:45:10, v/v). Po
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godzinie reakcje zakonczono dodajac 6 ml NaHCOsz aq. Warstwe wodng ekstrahowano
chlorkiem metylenu (3x10ml). Ekstrakty organiczne suszono bezwodnym siarczanem sodu, a
nastepnie zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt 46A oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej stosujac jako eluent heksan / trietyloamina / octan etylu. Czysty zwigzek
liofilizowano z benzenu. Uzyskano 0,479 46A, wyd. 46,5%. R¢(H)464=0,47

IH NMR (CDCls): & (ppm) 9,42 (s, 1H, C(6)-NH); 8,71 (s, 1H, H-2); 8,19 (s, 1H, H-8):
7,30-7,24 (m, 2H, 2xCH aromatyczne grupy MeNPoc); 7,21-7,15 (m, 2H, 2xCH aromatyczne
grupy fenoksyacetylowej); 7,00-6,96 (m, 3H, 3xCH aromatyczne grupy fenoksyacetylowej);
6,92-6,87 (m, 2H, OCH20O grupy MeNPoc); 6,81-6,77 (m, 1H, CH alifatyczny grupy
MeNPoc); 6,43-6,37 (m, 1H, H-1"); 4,79 (s, 2H, CH_ alifatyczne grupy fenoksyacetylowej);
4,58-4,55 (m, 1H, H-3"); 4,46-4,38 (m, 2H, H-5",5"); 4,36-4,27 (m, 1H, H-4"); 3,86-3,65 (m,
2H, CH2 grupy cyjanoetylowej); 3,63-3,51 (m, 2H, 2xCH grupy izopropylowej); 2,86-2,66
(m, 1H, H-2%); 2,63-2,55 (m, 3H, H-2*’, CH2 grupy cyjanoetylowej ); 1,53-1,50 (m, 3H, CH3
alifatyczne grupy MeNPoc); 1,14-1,12 (m, 12H, 4xCH3 grupy izopropylowej ).

31P NMR (CDCls): & (ppm) +149,234; +149,143.

Procedura uzyskania pozostalych amidofosforyndw jest taka sama. W tabeli ponizej

umieszczono ilosci substratow wymagane do otrzymania 46 C, G, T.

[46A] [46C] [46G] [46T]
MeNPocdA™A¢ (45A) | 0,76 g; 1,19 mmola
MeNPocdC8 (45C) - 0,96 g; 1,79 mmola
MeNPocdGi8 (45G) - - 1,48 g; 2,57 mmola
MeNPocT (45T) - - - 3 g; 6,30 mmola
chlorek metylenu 4 ml 10 ml 14 ml 30ml
acetonitryl 4 ml
N,N,N’,N’-tetraizo 0,42 ml; 1,31 0,63 ml; 1,97 0,90 ml; 2,28 2,2ml; 6,90
propylodiamino mmola mmola mmola mmola
fosforyn-2-cyjanoetylu
tetrazol 83,3mg; 1,19 130 mg; 1,79 180 mg; 2,57 440 mg; 6,30
mmola mmola mmola mmola
czas reakcji 1 godz. 2 godz. 1 godz. 1 godz.
NaHCOs aq 6 ml 8 ml 10 ml 15 ml
masa produktu 0,46 ¢ 1,179 1519 3649
wydajnosé 46,5 % 89 % 76 % 86 %
Re(H) 0,47 0,44 0,16 0,49
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Analiza NMR 46C

IH NMR (CDCls): & (ppm) 8, 27 (s, 1H, C(4)-NH); 7,91-7,85 (m, 1H, H-6); 7,45-7,39 (m,
1H, CH aromatyczny grupy MeNPoc); 7,33-7,29 (m, 1H, H-5); 6,94-6,93 (m, 1H, CH
aromatyczny grupy MeNPoc); 6,26-6,12 (m, 2H, H-1’, CH alifatyczny grupy MeNPoc);
6,10-6,02 (m, 2H, OCH20 grupy MeNPoc); 4,46-4,18 (m, 4H, H-5’,5’, H-3°, H-4"),
3,85-3,61 (m, 2H, CH2 grupy -cyjanoetylowej); 3,59-3,45 (m, 2H, 2xCH grupy
izopropylowej); 2,75-2,45 (m, 4H, CH grupy izobutyrylowej, CH2 grupy cyjanoetylowej,
H-2%); 2,11-2,00 (m, 1H, H-2"’); 1,60-1,57 (m, 3H, CHs alifatyczne grupy MeNPoC);
1,22-1,08 (m, 18H, 2xCHs grupy izobutyrylowej, 4xCHs grupy izopropylowej).

3P NMR (CDCls): & (ppm) +149,483; +149,219.

Analiza NMR 46G

IH NMR (CDCl): & (ppm) 8,92 (bs, 1H, C(2)-NH); 7,68; 7,66; 7,62; 7,60 (4s,1H, H-8):
7,39-7,37 (m, 1H, CH aromatyczny grupy MeNPoc); 6,96; 6,92; 6,85; 6,82 (4s, 1H, CH
aromatyczny grupy MeNPoc); 6,25-6,18 (m, 1H, H-1"); 6,15-6,07 (m, 3H, OCH.O grupy
MeNPoc, CH alifatyczny grupy MeNPoc); 4,79-4,21 (m, 4H, H-3’, H-4’, H-5",5""); 3,91-3,63
(m, 2H, CH2 grupy cyjanoetylowej); 3,61-3,47 (m, 2H, 2xCH grupy izopropylowej);
2,91-2,67 (m, 3H, CH grupy izobutyrylowej, CH> grupy cyjanoetylowej); 2,58-2,52 (m, 1H,
H-2%); 2,50-2,35 (m, 1H, H-2"’); 1,56-1,53 (m, 3H, CHs alifatyczne grupy MeNPOC);
1,22-1,06 (m, 18H, 2xCHs grupy izobutyrylowej, 4xCHs grupy izopropylowej).

3P NMR (CDCls): & (ppm) +148,887; +148,729.

Analiza NMR 46T

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,42-7,40 (m, 1H, CH aromatyczny grupy MeNPoc); 7,29-7,22
(m, 1H, H-6); 6,94-6,93 (m, 1H, CH aromatyczny grupy MeNPoc); 6,28-6,19 (m, 2H, H-1’,
CH alifatyczny grupy MeNPoc); 6,06-6,05 (m, 2H, OCH20 grupy MeNPoc); 4,50-4,35 (m,
1H, H-3%); 4,33-4,24 (m, 2H, H-5",5"’); 4,21-4,03 (m, 1H, H-4); 3,85-3,62 (m, 2H, CH>
grupy cyjanoetylowej); 3,57-3,48 (m, 2H, 2xCH grupy izopropylowej); 2,61-2,53 (m, 2H,
CH2 grupy cyjanoetylowej); 2,52-2,33 (m, 1H, H-2"); 2,20-2,02 (m, 1H, H-2""); 1,83 (s, 3H,
C(5)-CHa); 1,59-1,57 (d, 3H, J=6,2; CH3 alifatyczne grupy MeNPoc); 1,13-1,09 (m, 12H,
4xCHs grupy izopropylowej ).

3P NMR (CDCls): & (ppm) +149,013, +148,791.
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7.12. Odblokowanie grupy a-metylo-6-nitropiperonyloksykarbonylowej (MeNPoc) z
pochodnych nukleozydow 45A, 45C, 45G, 45T pod wptywem swiatta UV

Probke 0,8 mg 45A [45C, 45G, 45T] umieszczono w proboéwce Ependorfa. Nastepnie dodano
0,5 ml metanolu (lub dioksanu) Rozpuszczony zwigzek 45A [45C, 45G, 45T] poddano
naswietlaniu wysokoci$nieniowa rteciowa lampa tukowa o mocy 200. Pomiedzy lampa, a
naswietlang probka umieszczono szybe ze szkla pyreksowego, ktore pochtania
promieniowanie o dtugosci fali ponizej 320 nm. Po 20 minutach naswietlania analiza TLC
wykazata catkowite odblokowanie 45C, z wytworzeniem odpowiedniego nukleozydu 44C. W
przypadku odblokowania 45A, 45G, 45T konieczne byto wydluzenie czasu naswietlania do
jednej godziny. Uzyskano odpowiednio nukleozydy 44A, 44G, 44T. Identycznosc

nukleozyddw potwierdzono za pomocg analizy TLC.

7.13. Synteza oligonukleotydéw metoda H-fosfonianowa

Do syntezy uzyto kolumng, ktorg wykorzystuje si¢ do syntezy oligonukleotydu na podtozu
statym na syntetyzerze DNA. Umieszczono w niej 10 mg podtoza ,,Primer” z zatadowana

5’-O-dimetoksytrytylotymidyng. Nastegpnie przeprowadzono operacje zestawione w tabeli

ponize;j.
Nr Funkcja Objetos¢ uzytych Czas
operacji reagentéw [ml] [min]

1 Odtrytylowanie na syntetyzerze (101)*
(3% kwas dichlorooctowy)

2 Przemycie acetonitrylem 3x1 3
2 Fosfonylacja: 0,5 M (PhO),P(O)H w pirydynie 2x05 2x5
3 Przemycie acetonitrylem 3x1 3
4 Hydroliza: Py-H,0 9:1 0,5 30
5 Przemycie acetonitrylem, odwirowanie  kolumny, 3x1 3
przemycie acetonitrylem 3x1 3
6 Kondensacja:
0,1 M DMTIT w pirydynie 0,3 6
0,3 M chlorek piwaloilu w acetonitrylu 0,3
7 Przemycie acetonitrylem 3x1 3

8 Odtrytylowanie na syntetyzerze (82)*
(3% kwas dichlorooctowy)

" Odczyt wzglednej ilosci kationu dimetoksytrytylowego (DMT™)
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7.14. Synteza p-chlorofenylo dichlorofosforanu 2% [63]

W kolbie umieszczono p-chlorofenol (32g; 0,25 mola), magnez (0,6g; 0,025mola) i dodano
chlorek fosforylu (26ml, 0,28 mmola). Mieszaning ogrzewano przez cztery godziny w
temperaturze wrzenia pod chtodnicg zwrotna, ktorej wylot byt zabezpieczony pompka wodna,
w celu odciggniecia wydzielajacych si¢ duzych ilosci chlorowodoru. Po tym czasie
przeprowadzono destylacj¢ pod proznig. Zbierano frakcje przy 162-165°C, ci$nienie 3 mb.
Otrzymano 29 ml 63, wyd. 72%

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,21-7,15 (m, 2H, CH), 6,78-6,73 (m, 2H, CH).

3P NMR (CDCl3): 6 (ppm) 3,74

7.15. Synteza 2-(2,4-dinitrofenylo)etanolu [72]

W pierwszej kolejnosci otrzymano dymigcy kwas azotowy o gestosci 1,52 g/ecm®.2" Do kolby
1 L wlano 200 ml stezonego kwasu siarkowego i 200 ml stezonego kwasu azotowego
(d=1,42 g/lcm®). Nastepnic mieszanine destylowano. Zbierano pierwsza frakcje w ilosci
ok. 100 ml uzytego do destylacji stezonego kwasu azotowego.

53 ml $wiezo otrzymanego stezonego kwasu azotowego (d=1,52 g/cm®) umieszczono w
kolbie 1 L i ochtodzono do temperatury -10°C. Po ochtodzeniu dodano 44 ml stgzonego
kwasu siarkowego. W temperaturze -10°C mieszanina byla pozostawiona jedng godzing.
Nastepnie dodano 10 g octanu fenyloetylowego. Mieszanina reakcyjna byta utrzymywana w
temperaturze -10°C jeszcze przez jedng godzine. Po tym czasie mieszaning doprowadzono do
O°C w ciagu godziny i w tej temperaturze pozostawiono przez pig¢ godzin. Mieszanine
wylano na 200 g pottuczonego lodu i1 przemyto 400 ml eteru. Fazg eterowg przemyto
nasyconym wodoroweglanem sodu, nastepnie suszono bezwodnym siarczanem sodu. Faze
eterowg zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. W nastgpnej kolejnosci do powstalego oleju
dodano 5% HCI w 10 ml metanolu. Po dodaniu kwasu mieszaning ogrzewano cztery godziny.
Nastepnie ostudzono i zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Powstaty produkt 72 wstepnie
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent chlorek metylenu /
metanol, a nastgpnie przekrystalizowano z 200 ml czterochlortku wegla z dodatkiem

niewielkiej ilosci etanolu. Otrzymano 7,2 g 72; wyd. 55%. R#(D)7.=0,35; temp.top.=67-68°C.
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'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,78 (s, 1H, CH aromatyczny); 8,40-8,37 (d, 1H, J=8,3 Hz, CH
aromatyczny); 7,70-7,68 (d, 1H, J=8,3 Hz, CH aromatyczny); 4,00 (t, 2H, J=5,9 Hz, CH;
alifatyczne); 3,28 (t, 2H, J=5,9 Hz, CH; alifatyczne).

7.16. Synteza monofunkcyjnych czynnikéw fosforylujgcych

Synteza p-chlorofenylo pirydynylo fosforanu [64]

W kolbie na 5 ml umieszczono 1,5 ml suchego chlorku metylenu i 485 pl bezwodnej
pirydyny (6 mmoli). Nastepnie dodano p-chlorofenylo dichlorofosforan (164 ul; 1 mmola) i
wodg (16 ul; 0,9 mmoli). Po dodaniu wody mieszanina rozgrzata si¢. W miar¢ ochtadzania si¢
mieszaniny wytracat sie chlorowodorek pirydyny. Widmo 3P NMR po 10 minutach
potwierdzito powstanie p-chlorofenylo pirydynylo fosforanu (64).

3P NMR (CDCl3): 6 (ppm) —10,86.

Synteza p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo fosforanu [67]

Do $wiezo przygotowanego p-chlorofenylo pirydynylo fosforanu (64) (10 mmoli) dodano
2-cyjanoetanol (0,815 ml; 12 mmoli) rozpuszczony w 10 ml bezwodnej pirydyny. Przed
reakcja 2-cyjanoetanol zostat odparowany z bezwodng pirydyng (2x5ml). Po godzinie analiza
TLC potwierdzita catkowite przereagowanie substratow. Otrzymany produkt 67 analizowano
rowniez za pomocg widma 3P NMR. Sygnat pochodzacy od atomu fosforu otrzymanego
zwigzku 67 wykazywal przesunigcie chemiczne o = -5,28 ppm. Nastepnie mieszaning
reakcyjng przerobiono dodajagc 10 ml NaHCOsz aq. Faze wodng ekstrahowano chlorkiem
metylenu (3x15ml). Polaczone ekstrakty organiczne zatezono pod zmniejszonym cisnieniem.
Zwiazek 67 oczyszczano na kolumnie chromatograficznej w fazie odwrdconej stosujac jako
eluent aceton/woda. Otrzymano 1,69 67; wyd. 67%. R#(B)s7=0,33 (ptytka impregnowana
trietyloaming).

'H NMR (CDCls): & (ppm) 8,78-8,77 (m, 1H, CH grupy p-chlorofenylowej); 7,92-7,87 (m,
1H, CH grupy p-chlorofenylowej); 7,24-7,15 (m, 2H, 2xCH grupy p-chlorofenylowej);
4,27-4,20 (t, 2H, J=5,98 Hz, CH2 grupy cyjanoetylowej); 2,75-2,71 (t, 2H, J=5,98 Hz, CH;
grupy cyjanoetylowej).

3P NMR (CDCl3): 6 (ppm) —5,28.
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Synteza p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforanu [68]

Do $wiezo przygotowanego p-chlorofenylo pirydynylo fosforanu (64) (10 mmoli) dodano
2-(2,4-dinitrofenylo)etanol (1,06 g; 5 mmoli) rozpuszczony w 5 ml bezwodnej pirydyny.
Przed reakcjg 2-(2,4-dinitrofenylo)etanol zostal odparowany z pirydyng (2x10ml). Po
godzinie analiza TLC wykazata calkowite przereagowanie substratu. Analiza 3P NMR
mieszaniny reakcyjnej wykazata pojawienie si¢ sygnatu & = -5,70 ppm pochodzacego od
produktu 68. Mieszaning reakcyjng przerobiono dodajac 5 ml buforu fosforanowego o pH=7.
Fazg wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x15 ml). Polaczone ekstrakty suszono
bezwodnym siarczanem sodu, a nastepnie zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem.
Oczyszczano na kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent chlorek metylenu /
metanol. Otrzymano 0,85 g 68; wyd. 42 %. R#B)ss=0,36 (plytka impregnowana
trietyloaming).

'H NMR (CDCl3): &6 (ppm) 8,57 (s, 1H, CH aromatyczny grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)
etylowej); 8,12 (bs, 1H, CH aromatyczny grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej); 7,63 (bs, 1H,
CH aromatyczny grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej); 7,06-7,00 (m, 4H, 4xCH grupy
p-chlorofenylowej); 4,20 (m, 2H, CH: alifatyczne grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej); 3,01
(m, 2H, CH: alifatyczne grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowe;j).

3P NMR (CDCl3): & (ppm) —5,70.

Synteza p-chlorofenylo a-metylo-6-nitropiperonylo fosforanu [69]

Do $wiezo przygotowanego p-chlorofenylo pirydynylo fosforanu (64) (5 mmoli) dodano
alkohol a-metylo-6-nitropiperonylowy (41) (422 mg; 2 mmole) rozpuszczony w 2 ml
bezwodnej pirydyny. Przed reakcja alkohol a-metylo-6-nitropiperonylowy zostat
odparowany z bezwodna pirydyna (2x2ml). Po godzinie analiza TLC wykazata catkowite
przereagowanie substratu. Analiza 3P NMR mieszaniny reakcyjnej wykazala pojawienie sie
sygnatu 6 = -5,90 ppm pochodzacego od produktu 69. Mieszaning reakcyjng przerobiono
dodajac 5 ml NaHCOg3z aq. Faz¢ wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x10ml).
Potaczone ekstrakty suszono bezwodnym siarczanem sodu, a nastgpnie zatezono pod
zmniejszonym ci$nieniem. Oczyszczano na kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent
chlorek metylenu / metanol. Otrzymano 526 mg 69; wyd. 66 %. R#(B)so=0,41 (ptytka
impregnowana trietyloaming).

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,21 (bs, 1H, CH aromatyczny grupy o-metylo-6-nitro
piperonylowej); 6,98-6,85 (m, 5H, CH aromatyczny grupy o-metylo-6-nitropiperonylowej,
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AXCH grupy p-chlorofenylowej); 5,96 (bs, 2H, OCH20 grupy o-metylo-6-
nitropiperonylowej); 3,76-3,69 (q, 1H, CH alifatyczny grupy a-metylo-6-nitropiperonylowej);
1,54-1,52 (d, 3H, CHs alifatyczne grupy a-metylo-6-nitropiperonylowej).

31p NMR (CDCls): 8 (ppm) —5,90.

7.17. Synteza fosforotriestrow z monofunkcyjnymi czynnikami fosforylujgcymi

Synteza p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu
[73]

p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo fosforan (67) (390 mg; 1,5 mmoli) odparowano dwukrotnie z
bezwodng pirydyna, po czym dodano 10 ml pirydyny. Nastgpnie dodano 5’-O-
-dimetoksytrytylotymidyne (544 mg; 1 mmol), N-tlenek 4-metoksypirydyny (500 mg;
4 mmole) 1 TPSCI (1,5 g, 5 mmoli), zwigzki te zostaty przed reakcja odparowane z bezwodna
pirydyna. Stopien przereagowania 67, jak rowniez tworzenie p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (73) obserwowano wykorzystujac fosforowy
rezonans magnetyczny i chromatografi¢ cienkowarstwowa. Po 30 minutach mozna byto
zaobserwowaé powstanie na widmie 3P NMR sygnatu pochodzacego od produktu 73.
Mieszanine reakcyjng przerobiono dodajac 10 ml NaHCO3 aq. Fazg wodng ekstrahowano
chlorkiem metylenu (3x5ml). Potaczone ekstrakty zatezono pod zmniejszonym cisnieniem.
Oczyszczano na kolumnie chlomatograficznej stosujac jako eluent chlorek metylenu/
metanol. Otrzymano 543 mg 73; wyd. 69 %. R¢( B)73=0,73; R#( D)73=0,36.

'H NMR (CDCIs): 6 (ppm) 8,46-8,44 (d, 1H, J=5,6 Hz, NH-3); 7,66-7,65 (m, 1H, H-6);
7,38-7,15 (m, 13H, 9xCH grupy DMT, 4xCH grupy p-chlorofenylowej); 6,86-6,80 (m, 4H,
4xCH grupy DMT); 6,47-6,39 (m, 1H, H-17); 5,24 (m, 1H, H-3"); 4,35-4,19 (m, 3H, H-4’,
H-5,5°); 3,88-3,87 (m, 2H, CH2 grupy cyjanoetylowej ); 3,79 (s, 6H, 2xOCH3s grupy DMT);
2,79-2,76 (m, 1H, H-2"); 2,66-2,62 (m, 2H, CH> grupy cyjanoetylowej); 2,59-2,46 (m, 1H,
H-2""); 1,95 (s, 3H, C(5)-CHg).

3P NMR (CDCl3): 6 (ppm) -7,42;-7,71

3P NMR (dioksan): & (ppm) —6,99; -7,20.
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Synteza p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo
fosforanu [74]

p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)etylo fosforan (68) (301 mg; 0,75 mmola) odparowano
dwukrotnie z bezwodng pirydyna, po czym dodano 1 ml pirydyny. Nastepnie dodano 5’-O-
-dimetoksytrytylotymidyne (272 mg, 0,5 mmola), N-tlenek 4-metoksypirydyny (250 mg;
2 mmole) i TPSCI (755 mg, 2,5 mmola) ), zwiazki te zostaly przed reakcja odparowane z
bezwodng pirydyna. Stopien przereagowania 68, jak rowniez tworzenie p-chlorofenylo
2-(2,4-dinitrofenylo)etylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (74) obserwowano
wykorzystujac fosforowy rezonans magnetyczny i chromatografi¢ cienkowarstwowa. Po 30
minutach mozna byto zaobserwowaé powstanie na widmie *'P NMR sygnalu pochodzacego
od tworzacego si¢ produktu 74. Mieszaning reakcyjna przerobiono dodajagc 1 ml buforu
fosforanowego o pH=7. Warstwe¢ wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3 x 10 ml).
Potaczone ekstrakty suszono bezwodnym siarczanem sodu, nastepnie zatezono i poddano
oczyszczaniu. Oczyszczano na kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent chlorek
metylenu / metanol. Otrzymano 0,46 g 74; wyd. 43 %. R¢( B)74=0,76; R#( D)74=0,44.

'H NMR (CDCls): & (ppm) 9,60; 9,55 (2s, 1H, NH-3); 8,81-8,78 (m, 1H, CH aromatyczny
grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej); 8,38-8,29 (m, 1H, CH aromatyczny grupy 2-(2,4-
-dinitrofenylo)etylowej);  7,62-7,59 (m, 1H, CH aromatyczny grupy 2-(2,4-
-dinitrofenylo)etylowej); 7,54 (m, 1H, H-6); 7,37-7,19 (m, 11H, 9xCH grupy DMT, 2xCH
grupy p-chlorofenylowej); 7,06-6,96 (m, 2H, 2xCH grupy p-chlorofenylowej); 6,85-6,81 (m,
4H, 4xCH grupy DMT); 6,44-6,38 (m, 1H, H-1"); 5,22-5,20 (m, 1H, H-3"); 4,54-4,41 (m, 2H,
H-5°, 5°); 4,25; 4,16 (m, 1H, H-4"); 3,78 (s, 6H, 2xOCHz grupy DMT); 3,54-3,35 (m, 4H,
2xCH: alifatyczne grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej); 2,64-2,37 (m, 2H, H-2°2"");
1,43-1,41 (d, 3H, C(5)-CHy).

3P NMR (CDCl3): 6 (ppm) —7,87; -8,03

3P NMR (dioksan): & (ppm) —6,90; -6,94.

Synteza p-chlorofenylo a-metylo-6-nitropiperonylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-
-ylo fosforanu [75]

p-chlorofenylo a-metylo-6-nitropiperonylo fosforan (69) (100 mg; 0,25 mmola) odparowano
dwukrotnie z bezwodng pirydyna, po czym dodano 2 ml pirydyny. Nastepnie dodano 5’-O-
-dimetoksytrytylotymidyne (109 mg, 0,2 mmola), N-metyloimidazol (0,08 ml; 1 mmola) i
TPSCI (363 mg, 1,2 mmola) ), zwigzki te zostaty przed reakcja odparowane z bezwodnag
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pirydyna. Stopien przereagowania 69, jak réwniez tworzenie p-chlorofenylo a-metylo-6-
-nitropiperonylo  5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo  fosforanu (75) obserwowano
wykorzystujac fosforowy rezonans magnetyczny i chromatografi¢ cienkowarstwowa. Po 30
minutach mozna byto zaobserwowaé powstanie na widmie 3'P NMR sygnalu pochodzacego
od tworzacego si¢ produktu 75. Mieszaning reakcyjng przerobiono dodajac 3 ml NaHCOsz aq i
5 ml chlorku metylenu. Warstwe wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3 x 10 ml).
Potaczone ekstrakty suszono bezwodnym siarczanem sodu, nast¢pnie zatg¢zono i poddano
oczyszczaniu. Oczyszczano na kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent chlorek
metylenu / metanol. Otrzymano 169 mg 75; wyd. 73 %. R¢( B)75=0,76; R¢( D)75=0,44.

'H NMR (CDCls): 6 (ppm) 9,02-9,00 (2s, 1H, NH-3); 8,08-8,02 (m, 1H, H-6); 7,28-7,10 (m,
13H, 9xCH grupy DMT, 4xCH grupy p-chlorofenylowej); 6,96-6,93 (m, 1H, CH
aromatyczny grupy o-metylo-6-nitropiperonylowej); 6,88-6,85 (m, 1H, CH aromatyczny
grupy a-metylo-6-nitropiperonylowej) 6,78-6,73 (m, 4H, 4xCH grupy DMT); 6,36-6,30 (m,
1H, H-17); 5,11 (bs, 2H, OCH20 grupy a-metylo-6-nitropiperonylowej); 4,38-4,22 (q, 1H,
CH alifatyczny grupy o-metylo-6-nitropiperonylowej); 4,13-4,06 (m, 1H, H-3"); 3,71 (s, 6H,
2XOCHzs grupy DMT); 3,46-2,92 (m, 3H, H-4’, H-5, 5°°); 2,49-2,38 (m, 1H, H-2"); 2,34-2,27
(m, 1H, H-2"); 1,63 (s, 3H, C(5)-CH3); 1,34-1,32 (d, 3H, J=3,88 Hz; CH3 alifatyczne grupy
a-metylo-6-nitropiperonylowej)

3P NMR (CDCl3): & (ppm) —7,51; -7,63.

7.18. Odblokowanie grup ochronnych z funkcji fosforanowej otrzymanych
fosforotriestrow [73] i [74] do fosforodiestru [76].

Odblokowanie grupy 2-cyjanoetylowej z p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo
5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (73):

za pomocg 2% TMG
Zwigzek 73 (16 mg; 0,02 mmola) umieszczono w kolbie i odparowano dwukrotnie z
bezwodnym dioksanem. Nastepnie dodano 0,7 ml 2% TMG w dioksanie. Przebieg reakcji
kontrolowano fosforowym rezonansem magnetycznym. Po 2 godzinach mozna bylo
zaobserwowaé catkowite odblokowanie 73 i pojawienie si¢ sygnalu pochodzacego od
produktu 76.

za pomocqg 2% PMG
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Zwiagzek 73 (16 mg; 0,02 mmola) umieszczono w kolbie i odparowano dwukrotnie z
bezwodnym dioksanem. Nastepnie dodano 0,7 ml 2% PMG w dioksanie. Przebieg reakcji
kontrolowano fosforowym rezonansem magnetycznym. Po 3 minutach mozna bylo
zaobserwowac¢ catkowite odblokowanie 73 1 pojawienie si¢ sygnalu pochodzacego od
produktu 76.

3P NMR (dioksan): & (ppm) —6,65.

Odblokowanie grupy 2-(2,4-dinitrofenylo)etylowej z p-chlorofenylo 2-(2,4-dinitrofenylo)
etylo 5°-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu (74):

za pomocg 3% TMG
Zwiagzek 74 (18 mg; 0,02 mmola) umieszczono w kolbie i odparowano dwukrotnie z
bezwodnym dioksanem. Nastepnie dodano 0,7 ml 3% TMG w dioksanie. Przebieg reakcji
kontrolowano fosforowym rezonansem magnetycznym. Po 4 minutach mozna bylo
zaobserwowa¢ catkowite odblokowanie 74 1 pojawienie si¢ sygnalu pochodzacego od
produktu 76.

za pomocg 2% PMG
Zwigzek 74 (18 mg; 0,02 mmola) umieszczono w kolbie i odparowano dwukrotnie z
bezwodnym dioksanem. Nast¢pnie dodano 0,7 ml 2% PMG w dioksanie. Przebieg reakcji
kontrolowano fosforowym rezonansem magnetycznym. Reakcja odblokowania 74 byta
natychmiastowa. Na widmie 3P NMR powstat sygnat pochodzacy od produktu 76.
3P NMR (dioksan): & (ppm) —6,65.

7.19. Odblokowanie p-chlorofenylo a-metylo-6-nitropiperonylo 5’-O-
dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu [ 75 ] pod wptywem swiatta UV do p-
chlorofenylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-3’-ylo fosforanu [76]

Probke 0,8 mg [75] umieszczono w probowce Ependorfia. Nastepnie dodano 0,5 ml metanolu
1 5 pl trietyloaminy. Rozpuszczony zwigzek naswietlano wysokoci$nieniowg rtgciowg lampa
lukowa o mocy 200 W. Pomiedzy lampa, a naswietlang prébka umieszczono szybe ze szkta
pyreksowego, ktore pochlania promieniowanie o dlugosci fali ponize; 320 nm. Po
2 godzinach naswietlania analiza TLC wykazata catkowite odblokowanie 75. Dla
potwierdzenia odblokowania grupy MeNP i otrzymania 76 wykonano widmo 3'P NMR.

3P NMR (CDCl3): 6 (ppm) —7,42.
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7.20. Synteza pentametyloguanidyny [80]

Synteza jodku N,N,N’,N’, S-pentametylotiomocznika [78]

N,N,N’,N’-tetrametylotiomocznik (77) (5g, 37,5 mmola) rozpuszczono w 25 ml bezwodnego
acetonu mieszajac na mieszadle magnetycznym. Nastepnie dodano jodek metylu (5 ml,
75 mmoli). Po 5 minutach zaczat wytracac si¢ gesty osad. Aby unikng¢ zbrylenia powstatego
produktu dodano jeszcze 10 ml suchego acetonu. Reakcje pozostawiono na noc. Na drugi
dzien zawarto$¢ kolby przeniesiono na lejek Schotta i przesaczono. Osad przemyto acetonem.
Przesacz organiczny zatgzono pod zmniejszonym ci$nieniem. Po zatezeniu wytracita si¢
kolejna porcja jodku N,N,N’,N’, S-pentametylotiomocznika (78), ktora rowniez przesaczono.

Osady potaczono. Otrzymano 7,5 g 78; wyd. 72 %.

Synteza pentametyloguanidyny?®! [80]

Jodek N,N,N’,N’, S-pentametylotiomocznika (78) (7g, 30 mmoli) dodano do 30,8 ml 27%
roztworu metyloaminy w etanolu ochtodzonego do temperatury O°C. W tej temperaturze
mieszaning reakcyjng mieszano 7 godzin. Nastgpnie w ciggu dwoch godzin doprowadzono
mieszaning do 50°C i w tej temperaturze utrzymywano przez kolejne 10 godzin. Po tym
czasie mieszaning odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Do pozostatosci po zatezeniu
dodano 40% wodnego roztworu wodorotlenku sodu. Faz¢ nieorganiczng ekstrahowano 50 ml
benzenu (2 x 25 ml). Polaczone ekstrakty organiczne zatgzono. Otrzymano 1,3 g 80;

wyd. 37 %.

7.21. Synteza 3’-O-benzoilotymidyny [83]

Synteza 5’-O-dimetoksytrytylotymidyny [81]

Tymidyne (44T) (4,85g; 20 mmola) odparowano dwukrotnie z bezwodng pirydyna, nastepnie
rozpuszczono w 40 ml pirydyny. Dodano chlorek dimetoksytrytylu (7,45g; 22 mmola)
Zawarto$§¢ kolby mieszano energicznie do catkowitego rozpuszczenia si¢ chlorku
dimetoksytrytylu na mieszadla magnetycznym. Po dwoch godzinach analiza TLC wykazata
catkowite przereagowanie tymidyny. Po zakonczeniu reakcji dodano 15 ml NaHCOs3 aqg.
Warstwe wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x20ml). Ekstrakty potaczono i zatezono
pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt 81 krystalizowano z toluenu. Otrzymano 10,10 g 81;
wyd. 93%. R#(B)s1=0,41, R¢(D)s1=0,19
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'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 11,34 (s, 1H, NH-3); 7,515-7,511 (m, 1H, H-6); 7,40-7,23 (m,
9H, 9xCH grupy DMT); 6,91-6,88 (m, 4H, 4xCH grupy DMT); 6,20 (t, 1H, J=5,0 Hz; H-1");
5,34-5,32 (d,1H, J=3,4 Hz; OH-3); 4,33-4,29 (m, 1H, H-3"); 3,90-3,88 (m, 1H, H-4"); 3,73
(s, 6H, 2xOCH3s grupy DMT); 3,24-3,14 (m,2H, H-5°,5"); 2,29-2,20 (m, 1H, H-2"); 2,18-2,10
(m, 1H, H-2"); 1,45-1,44 (m, 3H, C(5)-CHs).

Synteza 3’-O-benzoilo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyny [82]

5’-O-dimetoksytrytylotymidyne (81) (4 g, 7,34 mmola) odparowano dwukrotnie z bezwodng
pirydyna, nastepnie rozpuszczono w 30 ml pirydyny, kolb¢ zamknigto szklanym korkiem i
umieszczono w tazni lodowej (0°C +/-2). Po okoto 10 minutach dodano chlorek benzoilu
(1,70 ml; 14,68 mmola). Kolb¢ wyjeto z tazni i energicznie mieszano, az do rozpuszczenia si¢
chloreku benzoilu. Mieszaning reakcyjna pozostawiono przez noc w temperaturze pokojowe;.
Po zakonczeniu reakcji dodano 15 ml NaHCO3z aq. Warstwe organiczng ekstrahowano
chlorkiem metylenu (3x20ml), ekstrakty potaczono i zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkt 82 oczyszczano na kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent chlorek

metylenu / metanol. Otrzymano 3,71 g 82; wyd. 78%. R#(D)s2=0,52

Synteza 3’-O-benzoilotymidyny [83]

W kolbie umieszczono 3’-O-benzoilo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyne (82) (3 g; 4,6 mmola) i
dodano 40 ml 3% kwasu dichlorooctowego (9,2 mmola) rozpuszczonego w chlorku etylenu.
Reakcje pozostawiono na noc. Analiza TLC wykazata odblokowanie grupy
dimetoksytrytylowej z funkcji 5°, 3’-O-benzoilo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyny (82). Do
mieszaniny dodano 40 ml wodoroweglanu sodu. Fazg¢ wodng wytrzasano z chlorkiem
metylenu. W trakcie wytrzasania w fazie wodnej wytracita si¢ 3’-O-benzoilotymidyna (83),
ktéra odsaczono. Osad przemyto, a nastgpnie suszono w eksykatorze na lini prozniowe;.
Otrzymano 1,529 83; wyd. 95 %. R¢(B)ss=0,55

'H NMR (DMSO-ds): &6 (ppm) 11,37 (s, 1H, NH-3); 8,03-8,00 (m, 2H, 2xCH grupy
benzoilowej); 7,798-7,794 (m, 1H, H-6); 7,72-7,66 (m, 1H, CH grupy benzoilowej);
7,58-7,53 (m, 2H, 2xCH grupy benzoilowej); 6,29 (t, 1H, J=5,2 Hz; H-1°); 5,49-5,47 (m, 1H,
H-3%); 5,27 (t,1H, J=4,1 Hz ; OH-5"); 4,17-4,16 (m, 1H, H-4"); 3,72-3,69 (m, 2H, H-5°,5"");
2,43-2,39 (m, 2H, H-2",2""); 1,803-1,801 (d, 3H, C(5)-CHj3).
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7.22. Synteza p-chlorofenylo 3’-O-benzoilotymidyn-5’-ylo fosforanu [84]

W pierwszej kolejnosci wytworzono czynnik fosforylujacy Efimova 64 (8 ml bezwodnej
pirydyny, 0,650 ml p-chlorofenylo dichlorofosforanu, 0,072 ml wody). Po 15 minutach
dodano 3’-O-benzoilotymidyne (83) (346 mg, 1 mmol) rozpuszczong w 1 ml pirydyny. Przed
dodaniem 83 odparowano dwukrotnie z bezwodng pirydyng. Po 30 minutach mozna byto
zaobserwowac catkowite przereagowanie 3’-O-benzoilotymidyny (kontrola TLC). Po tym
czasie mieszaning reakcyjng przerobiono dodajagc 4 ml wody i 1,125 ml trietyloaminy.
Nastepnie faze nieorganiczng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x10ml). Ekstrakty
organiczne suszono bezwodnym siarczanem sodu, a nast¢pnie zatezono. Do nastepnego etapu
produkt 84 zostal uzyty bez oczyszczania. Otrzymano 560 mg 84 w postaci oleju.
R#(B)s4=0,25

3P NMR (CDClg3): 6 (ppm) —4,36.

7.23. Synteza p-chlorofenylo 2-cyjanoetylo 3’-O-benzoilotymidyn-5’-ylo fosforanu [85]

Reakcje PB-cyjanoetylowania przeprowadzono z nieoczyszczonym zwigzkiem 84. Do
p-chlorofenylo 3’-O-benzoilo-5’-ylo fosforanu (84) (536 mg, 1 mmol) dodano:
2-cyjanoetanol (0,137 ml; 2 mmole), N-metyloimidazol (0,199 ml; 2,5 mmola) i
rozpuszczono w 10 ml pirydyny. Przed reakcja 2-cyjanoetanol i N-metyloimidazol
odparowano dwukrotnie z bezwodnag pirydyna. Nastgpnie dodano TPSCI (0,605 g; 2 mmole).
Po 15 minutach nadal pozostawat czesciowo nieprzereagowany 84 (analiza TLC). Dodano
ponownie 2-cyjanoetanol (0,137 ml; 2 mmole), N-metyloimidazol (0,199 ml; 2,5 mmola) i
TPSCI (0,605 g; 2 mmole). Po kolejnych 15 minutach mozna bylo zaobserwowac catkowite
przereagowanie substratow. Do mieszaniny reakcyjnej dodano 4 ml wody. Nastgpnie fazg
wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3 x 10 ml), potaczone ekstrakty organiczne
suszono bezwodnym siarczanem sodu, po czym zatgzono na pompie pod zmniejszonym
cisnieniem. Otrzymany 85 oczyszczono na kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent
chlorek metylenu / metanol. Otrzymano 478 mg 85; wyd. 81%. R¢#(D)ss=0,44

'H NMR (CDClz): & (ppm) 9,99-9,98 (d,1H, J=3,0 Hz; NH-3); 8,06-8,03 (m, 2H, 2xCH
grupy benzoilowej); 7,65-7,59 (m, 1H, H-6); 7,51-7,48 (m, 2H, 2xCH grupy p-
chlorofenylowej); 7,46-7,77 (m, 1H, CH grupy benzoilowej); 7,38-7,29 (m, 2H, 2xCH grupy
benzoilowej); 7,22-7,17 (m, 2H, 2xCH grupy p-chlorofenylowej);6,49-6,43 (m, 1H, H-1");
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5,56-5,52 (m, 1H, H-3"); 4,62-4,54 (m, 1H, H-4"); 4,45-4,32 (m, 4H, H-5°,5", CH2 grupy
cyjanoetylowej); 2,56-2,51 (m, 2H, CH: grupy cyjanoetylowej); 2,64-2,56 (m, H, H-2"); 2,34-
2,24 (m, H, H-2"); 1,85-1,83 (M, 3H, C(5)-CHs).

31p NMR (CDCls): & (ppm) —6,88; -7,17.

7.24. Synteza pirofosforanu bis(p-chlorofenylowo 3’-O-benzoilotymidyn-5’-ylowego)
[88]

85 (1,18 g; 2 mmole) odparowano dwukrotnie z bezwodng pirydyna, nastepnie rozpuszczono
w 2 ml pirydyny. Do mieszaniny dodano DBU (0,24 ml; 1,6 mmola). Po 15 minutach
minutach analiza TLC wykazata utworzenie soli 86. Do wytworzonej in situ soli 86 dodano
2 rownowaznika molowego TPSCI (0,3 g; 1 mmola). Mieszanin¢ reakcyjna pozostawiono
mieszajac na mieszadle magnetycznym przez 15 minut. Po tym czasie wykonano analiz¢ TLC
i 3P NMR, potwierdzajace powstanie 88. Ri(B)ss=0,75

3P NMR (CDCls): & (ppm) —-18,89; -19,01; -19,09.

7.25. Synteza 3’-O-benzoilotymidynylo p-chlorofenylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyn-
-3’-ylo fosforanu [89]

Uzyskany 88 odparowano dwukrotnie z bezwodna pirydyna i rozpuszczono w 2 ml pirydyny.
Dodano 5’-O-dimetoksytrytylotymidyne (544 mg, 1 mmol), N-tlenek 4-metoksypirydyny
(625 mg; 5 mmola). Mieszaning reakcyjng mieszano na mieszadle magnetycznym 20 minut.
Po tym czasie wykonano analize TLC i P NMR, ktore potwierdzily utworzenie 89.
R#(B)g9=0,55

3P NMR (CDCls): & (ppm) —7,30; -7,60.

7.26. Synteza 5’-O-dimetoksytrytylotymidyny zwigzanej ze statym nosnikiem
modyfikowanym sarkozyng [95]

Synteza 3’-O-bursztynylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyny [94]

5’-O-Dimetoksytrytylotymidyne (218 mg, 0,40 mmola ) umieszczono w kolbie o poj. 10 ml i
odparowano dwukrotnie z bezwodng pirydyna. Do kolby dodano bezwodnika bursztynowego
(48 mg, 0,48 mmola). Nastepnie dodano 2 ml bezwodnego chlorku metylenu, oraz
trietyloaming (140ul, 1 mmol) i DMAP (2,4 mg). Mieszaning reakcyjng mieszano w

temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Postgp reakcji kontrolowano metoda TLC
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(CH2CI2/MeOH, 9/1). Po tym czasie dodano kolejng porcje bezwodnika bursztynowego (0,48
mmola). Po godzinie zakonczono reakcje przez dodanie 2 ml NaHCO3 aq. Warstwe wodng
ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x5ml). Polaczone ekstrakty organiczne suszono
bezwodnym siarczanem sodu i zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Po zatezeniu
uzyskano jasno zo6tta piang. Otrzymano 245 mg surowego produktu 94; wyd. 95%.
R#(B)94=0,48

'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,55-7,54 (m,1H, H-6); 7,32-7,15 (m, 9H, 9xCH grupy DMT);
6,78-6,74 (m, 4H, 4xCH grupy DMT); 6,35 (t, 1H, J=4,1 Hz; H-1"); 5,41-5,39 (m, 1H, H-3");
4,10-4,09 (m, 1H, H-4%); 3,71 (s, 6H, 2xOCH3s grupy DMT); 3,39-3,37 (m,2H, H-5°,5"");
3,04-2,96 (m, 2H, CH> grupy bursztynylowej); 2,44-2,38 (m, 1H, H-2"); 2,36-2,33 (m, 1H, H-
2°%); 1,279-1,276 (m, 3H, C(5)-CHa); 1,22-1,17 (m, 2H, CH2 grupy bursztynylowej).

Przygotowanie statego nosnika modyfikowanego sarkozyna

a. Funkcjonalizacja CPG [91]

Szkto o kontrolowanej porowatosci CPG 90 (D = 94 nm, dp = 71-125 um, V,=1,06 cm?/g)
(0,5 g) umieszczono w kolbie o poj. 10 ml. Dodano 4 ml chlorku metylenu oraz 0,4 ml
3-aminopropylotrietoksysilanu. Reakcje wytrzasano przez noc. Po tym czasie zawarto$¢
kolby przeniesiono na lejek Schotta, odsaczono, a nastepnie przemyto chlorkiem metylenu i
metanolem. Po doktadnym przemyciu, podloze wstawiono na jedng godzing do suszarki o
temp. 100°C. Po tym czasie podtoze przeniesiono do kolby, dodano 2 ml bezwodnego chlorku
metylenu 1 TMSiCl (0,13 ml; 1 mmol). Reakcje wytrzasano jedng godzing. Nastepnie
uzyskane podtoze 91 dobrze przemyto chlorkiem metylenu i metanolem, po czym suszono

przez dwie godziny na lini prézniowe;.

b. Przylagczenie Fmoc-Sar-OH do podtoza 91 [92]

W kolbie umieszczono O,5 g podtoza 91, przemyto suchym chlorkiem metylenu (3x4 ml).
Nastepnie dodano 1,5 ml CH2Clz, Fmoc-Sar-OH (0,314 g; 1 mmol), DMAP (10 mg), DCC
(1,031g, 5 mmoli) i 0,5 ml EtsN. Mieszaning wytrzgsano przez noc. Po tym czasie na probce
odmytego podtoza (okoto 10 mg), sprawdzono efektywnos¢ przylaczenia Fmoc-Sar-OH do
podtoza (proba z 1% ninhydryng w metanolu). Uzyskane podtoze 92 przemyto chlorkiem
metylenu, a nastepnie 6 ml mieszaniny CH3CN / MeOH (1 / 1). Po doktadnym przemyciu

podtoze 92 traktowano przez 2 godziny mieszaning acetylujaca: 0,7 ml bezwodnika kwasu
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octowego, 2 ml EtsN, 24 mg DMAP i 4 ml chlorku metylenu. Po acetylowaniu, podtoze 92
przemyto mieszaning CH3CN / MeOH (1 / 1) (10 ml), a nastgpnie CH2Cl> (20 ml).

c. Odblokowanie grupy Fmoc z podtoza 92 [93]

Do osuszonego podioza 92 umieszczonego w kolbie dodano 5 ml 10% piperydyny w
pirydynie. Reakcj¢ wytrzasano 45 minut. Po tym czasie zawarto$¢ kolby przeniesiono na lejek
Schotta, odsgczono, a nastepnie przemyto mieszaning CH3CN / MeOH / Py (1 / 1/ 1),

porcjami 3x6 ml. Otrzymane podtoze 93 suszono na lini préozniowej 2 godziny.

Przytaczanie 3’-O-bursztynylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyny do statlego nos$nika 93
[95]

W kolbie umieszczono 3’-O-bursztynylo 5’-O-dimetoksytrytylotymidyng (94) (75 mg) i
odparowano dwukrotnie z pirydyng. Nastepnie dodano podloze 93 (200 mg) (przemyte
dwukrotnie suchym chlorkiem metylenu), 4 ml chlorku metylenu, DCC (170 mg),
trietyloaming (200 pl) i DMAP (6 mg). Mieszaning tagodnie wytrzasano przez noc. Po tym
czasie zawarto$¢ kolby przeniesiono na lejek Schotta, odsgczono, dokladnie przemyto
mieszaning CH3CN / MeOH / pirydyna (1 / 1 / 1) (3x18 ml), a nastepnie CH3CN (20 ml).
Odmyte podtoze 95 traktowano przez 2,5 godziny mieszaning acetylujaca: 0,7 ml bezwodnika
kwasu octowego, 2 ml EtsN, 24 mg DMAP i 4 ml chlorku metylenu. Po acetylowaniu,
podioze 95 przemyto mieszaning CH3CN / pirydyna (1 / 1) (10 ml), a nastepnie CH2Cl>
(20ml). W celu okreslenia stopnia zatadowania (ang. loading) otrzymanego podioza
modyfikowanego sarkozyng 95 odwazke¢ podtoza (ok. 6 mg) umieszczono w kolbie miarowej
o pojemnosci 10 ml i dopetniono 3% roztworem kwasu dichlorooctowego w CH2Cl,. Dla tak
sporzadzonego roztworu mierzono absorpcjeé uwolnionego kationu dimetoksytrytylowego

przy Amax 504 nm. Zatadowanie podtoza (Lgs) obliczylam wedtug wzoru:

Los = A X V x 1000/ 70000 x m

A — absorbcja probki przy Amax504 nm
m — masa nawazki podioza (mg)
V — pojemnos$¢ kolby miarowej (ml)

Otrzymano podtoze o zatadowaniu 31 umol/g.
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7.27. Synteza oligonukleotydow na podtozu statym z uzyciem czynnika Efimova

Do syntezy uzyto kolumng, uzywana do syntezy oligonukleotydow na podiozu statym na
syntetyzerze Gene Assembles (Pharmacia LKB). Umieszczono w niej 14 mg podloza
,Primer” z zaladowang 5’-O-dimetoksytrytylotymidyng. Nastepnie przeprowadzono operacje

zestawione w tabeli ponizej.

Nr Funkcja Objetos¢ uzytych | Czas
operacji reagentow [ml] [min]
1 Przemycie chlorkiem etylenu 3x1 2
2 Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=1,4055) *
3 Przemycie chlorkiem etylenu 3x1 2
4 Przemycie acetonitrylem 3x1 2
5 Fosforylacja:
czynnik Efimova™ 2x0,5 2x10
6 Przemycie acetonitrylem, odwirowanie  kolumny, 3x1 2
przemycie acetonitrylem 3x1 2

7 Kondensacja:
0,2 M DMTIT i 0,4 M N-tlenek 4-metoksypirydyny

pirydynie 2x0,3 2x15
TPSCI 2 X100 mg

8 Przemycie  acetonitrylem, odwirowanie  kolumny, 3x1 2
przemycie acetonitrylem 3x1 2

9 Przemycie chlorkiem etylenu 3x1 2

10 | Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=1,3966) *

11 Powtoérzono operacje 1-9

12 Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=1,3877)

13 Powtoérzono operacje 1-9

14 Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=1,3648) *

" pomiar absorbcji roztworu kationu dimetoksytrytylowego przy Amax504 nm
™ czynnik Efimova: 1 ml pirydyny + 82 ul dichlorofosforanu p-chlorofenylu + 9 ul wody, mieszanina

pozostawiona na 10 minut.

7.28. Synteza oligonukleotydéw na podtozu statym w nowym wariancie metody

fosforotriestrowej

Do syntezy uzyto kolumng, uzywana do syntezy oligonukleotydéw na podlozu stalym na
syntetyzerze Gene Assembles (Pharmacia LKB). Umieszczono w niej 10 mg podloza
modyfikowanego sarkozyng z zaladowang 5’-O-dimetoksytrytylotymidyng. Nastepnie

przeprowadzono operacje zestawione w tabeli ponizej.




7. CZESC DOSWIADCZALNA

126

Nr Funkcja Objetos¢ uzytych Czas
operacji reagentéw [ml] [min]
1 Przemycie chlorkiem etylenu 2X2 2
2 Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=1,289) 2X5 4
3 Przemycie chlorkiem etylenu 2X2 2
4 Przemycie acetonitrylem 2X2 2
5 Fosforylacja:
02 M p-chlorofenylo  2-(2,4-dinitrofenylo)etylo
fosforan i 0,4 M N-tlenek 4-metoksypirydyny w 2x0,3 2x15
pirydynie
TPSCI 2x40mg
6 Przemycie acetonitrylem 2Xx5 2
7 Przemycie dioksanem 2x5 2
8 6 % TMG w dioksanie 0,5 10
9 Przemycie dioksanem 2x5 2
10 Przemycie acetonitrylem 2Xx5 2
11 Kondensacja:
0,2 M DMTYT i 0,4 M N-tlenek 4-metoksypirydyny w
pirydynie 2x0,3 2x15
TPSCI 100 mg
12 Przemycie acetonitrylem 2X5 2
13 Przemycie chlorkiem etylenu 2X2 2
14 | Odtrytylowanie: 3% kwas dichlorooctowy (A=0,877) " 2X5 4

" pomiar absorbcji roztworu kationu dimetoksytrytylowego przy Amax504 nm
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