Synteza oligodeoksyrybonukleotydow modyfikowanych w obrebie

wigzan internukleotydowych atomem azotu lub siarki.

Badania bedgce przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczyty syntezy
oligodeoksyrybonukleotydow modyfikowanych w obrebie wigzan internukleotydowych

atomem azotu lub siarki.

Pierwsza cze¢$¢ badan skupiata si¢ wokol opracowania metody syntezy
stereozdefiniowanych oligonukleozydo-(N3°'—P5’)amidotiofosforanow (NPS-oligos) -

zwigzkow wykazujacych aktywno$¢ inhibitorowa wzgledem ludzkiej telomerazy.

Jako zasadnicze podejscie, ktore mogloby umozliwié¢ zrealizowanie tego zadania
wykorzystatam metode oksatiafosfolanowg. Ze wzgledu na to, iz istote tej metody
stanowi uzycie diastereomerycznie czystych oksatiafosfolanowych monomerow,
celowym bylo zbadanie efektywnosci ich rozdzialu w zaleznosci od rodzaju
podstawnika w pozycji 4 ugrupowania 2-tiono-1,3,2-oksatiafosfolanowego. Stad tez
poszczegolne 5°-O-DMT-3’-amino-2’,3’-dideoksynukleozydy fosfitylowatam wobec
elementarnej siarki za pomocg trzech réznych odczynnikow fosfitylujacych: 2-chloro-
1,3,2-oksatiafosfolanu, 2-chloro-4,4-dimetylo-1,3,2-oksatiafosfolanu i 2-chloro-4,4-
spiro-pentametyleno-1,3,2-oksatiafosfolanu. Otrzymane w ten sposob odpowiednie
3’-N-(2-tiono-1,3,2-oksatiafosfolanowe) pochodne poddatam procesowi rozdziatu
technikg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Sposréd zsyntezowa-
nych przeze mnie pochodnych najlepszy stopien rozdziatu uzyskatam w przypadku 4,4-

pentametylenowej oksatiafosfolanowej pochodnej 3’-amino-2’,3’-dideoksyguanozyny.

Kluczowa w metodzie oksatiafosfolanowej reakcja nukleofilowego podsta-
wienia na atomie fosforu wbudowanym w pierécien oksatiafosfolanowy zachodzita
wobec DBU jako aktywatora oraz wobec dodatkowo wprowadzonej do mieszaniny
reakcyjnej aminy trzeciorzedowej. Sposrod badanych amin najlepszg okazata si¢ by¢
trojetyloamina, ktorej zastosowanie pozwalatlo osiggnag¢é 88% wydajnos¢ etapu
kondensacji. W ten sposob zsyntezowatam szereg oligonukleozydo-(N3'—P5’)amido-
tiofosforanow, w tym dziesigciomer homotymidylanowy, w ktorym wszystkie wigzania
internukleotydowe byly stereozdefiniowane. Jednoczesnie wykazalam, ze wielko$¢
podstawnika w pozycji 4 pierScienia oksatiafosfolanowego ma znaczacy wpltyw na

wydajnosc¢ reakcji kondensacji i zmniejsza si¢ ona w szeregu: 3’-N-(2-tiono-1,3,2-oksa-
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tiafosfolan) > 3’-N-(2-tiono-4,4-dimetylo-1,3,2-oksatiafosfolan) > 3’-N-(2-tiono-4,4-
spiro-pentametyleno-1,3,2-oksatiafosfolan).

Innym, alternatywnym w stosunku do metody oksatiafosfolanowej podejsciem
otrzymywania stereozdefiniowanych oligonukleozydo-(N3'—P5’)amidotiofosforanow
bylo wykorzystanie wewnatrzczasteczkowej katalizy nukleofilowej. W prowadzonych
przeze mnie badaniach ugrupowanie 4-metoksy-1-oksydo-2-pikolilowe w reakcji kon-

densacji z nukleozydem stanowito wewnatrzczasteczkowg grupe katalityczng.

Tym samym odpowiednia 5’-,pikolilowa” pochodna w reakcji z grupg
3’-aminowa nukleozydu przylaczonego do ztoza wobec TPSCI prowadzita do
utworzenia oczekiwanych amidotiofosforanowych pochodnych. Niestety pomimo
opracowania optymalnych warunkéw otrzymywania odpowiednich dinukleotydow
wydajno$¢ otrzymanego ta metodg tetrameru homotymidylanowego wynosita
w najlepszym wypadku 55%. Jednakze ze wzglgedu na brak rozdziatu 5’-pikolilowych
monomeréw na P-diastereomery badania dotyczace tego kierunku reakcji nie byty

kontynuowane.

Natomiast przeprowadzona w roztworze analogiczna reakcja pomigdzy
5’-pikolilowymi pochodnymi a 5’-O-DMT-3’-amino-2’,3’-dideoksynukleozydami
pozwolila na otrzymanie odpowiednich dinukleotydow, ktore rozdzielitam na poszcze-
goélne P-diastereomery juz przy jednokrotnym naniesieniu ich na kolumne¢ chromato-
graficzna wypetniong silikazelem. Zwiazki te, po opracowaniu warunkow selektywnego
usuni¢cia grupy dimetoksytrytylowej w obecnosci grupy trytylowej, moga by¢ wyko-
rzystane jako bloki budulcowe do wprowadzenia w okreslong pozycje oligonukleotydu

chiralnego wigzania internukleotydowego.

Ostatnia czg$¢ niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczyta syntezy chimerycznych

oligodeoksyrybonukleotydéw fosforanowo-tiofosforanowych (PO/PS-oligo).

Wykazatam, ze zastosowanie tert-butylonadtlenotrojmetylosilanu w miejsce
stosowanych standardowo odczynnikow utleniajgcych (np. Io/H,O/Py) pozwala na
synteze chimerycznych PO/PS-oligo z wykorzystaniem mieszanej metody oksatiafosfo-
lanowo-amidofosforynowej. Stosujac  wspomniany odczynnik i monomeryczne
3’-O-oksatiafosolanowe pochodne nukleozydow otrzymatam seri¢ odpowiednich oligo-
nukleotydow zawierajacych od 1 do 6 internukleotydowych wigzan tiofosforanowych

w obrebie struktury.



