WIADOMOSCI 2014, 68, 7-8
chemiiczne PLISSN 0043-5104

ZASTOSOWANIA ,,CLICK CHEMISTRY”
W MODYFIKACJACH NUKLEOZYDOW
I OLIGONUKLEOTYDOW

APPLICATIONS OF CLICK CHEMISTRY
IN MODIFICATION OF NUCLEOSIDES
AND OLIGONUCLEOTIDES

Michatl Gladysz*, Jan Milecki

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Chemii,
Pracownia Spektrochemii Organicznej
ul. Umultowska 89b, 61-614 Pozna#
*e-mail: migladysz@amu.edu.pl

Abstract
Wprowadzenie
Wykaz stosowanych symboli i oznaczen
1. Zastosowanie ,,Click Chemistry” w modyfikowaniu kwaséw nukleinowych
2. Modyfikacje czesci zasady azotowej kwasu nukleinowego
2.1. Antysensowne oligonukleotydy (ASO) i siRNA
2.2. Nanomaterialy oparte na oligonukleotydach
2.3.  Okreslanie struktury
2.4. Znakowanie fluorescencyjne
2.5. Poszukiwanie substancji przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych
3. Modyfikacje czesci cukrowej kwasu nukleinowego
3.1. Modyfikacje czesci cukrowej w pozycji C3’
3.2. Modyfikacje czesci cukrowej w pozycji C5’
3.3. Modyfikacje czesci cukrowej w pozycji C2’
4. Modyfikacje szkieletu kwasu nukleinowego
4.1. Modyfikacje szkieletu DNA
4.2. Modyfikacje szkieletu RNA
4.3. Pozostale modyfikacje szkieletu kwasu nukleinowego
5. Biosprzezenia
Uwagi konicowe
Pismiennictwo cytowane




618 M. GEADYSZ, J. MILECKI

mgr Michal Gladysz ukonczyt studia magisterskie na Wydziale Chemii Uniwersy-
tetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w roku 2009. W tym samym roku zostat
przyjety na studium doktoranckie na tym samym wydziale, gdzie pod kierunkiem
prof. Jana Mileckiego realizuje swojg prace doktorskg. Mgr Gladysz prowadzi bada-
nia nad syntezg acyklicznych pochodnych nukleozydoéw i oligonukleotydéw z zasto-
sowaniem ,,Click Chemistry”. Przedmiotem jego zainteresowan badawczych jest
chemia nukleozyddéw, nukleotydéw oraz kwaséw nukleinowych z wykorzystaniem
metody ,,Click Chemistry”.

dr hab. Jan Milecki studiowal chemie na UAM i na tej samej uczelni obronit dokto-
rat oraz si¢ habilitowal. Dwukrotnie byl stypendysta NIH, odbywat staze badawcze
w Freie Universitaet Berlin i Biomedical Center University of Uppsala. Jego zainte-
resowania badawcze to synteza modyfikowanych nukleozyddw, nukleotydéw i oli-
gonukleotydéw stosowanych w badaniach strukturalnych kwaséw nukleinowych.
Zajmuje si¢ tez chemig medyczng, stosowaniem trwalych izotopow do selektyw-
nego znakowania zwigzkéw organicznych, badaniami fluorescencji, spektroskopia
NMR. Jest profesorem UAM.
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ABSTRACT

since the year 2001 new ideology of clean and simple synthesis in organic chemi-
stry has been established. The outstanding scientists Meldal and Sharpless presented
their concepts of Click Chemistry. Among the reactions chosen for this concept the
reaction of Copper(I) Catalyzed Alkyne-Azide Cycloaddition (CuAAC) became the
most popular one. It is the basis of syntheses employed for building blocks synthesis
in medicinal chemistry and material science. Libraries of potentially pharmacologi-
cally active anticancer and antivirus compounds possessing neutral triazol linkage
could be easily obtained.

Remarkable efficiency of CuAAC reaction influenced on DNA- and RNA-
based synthesis of novel oligonucleotides derivatives. Many of nucleic acid mole-
cular modifications found applications in enzymatic transformation, nucleic acid
hybridization, molecular tagging and gene silencing. The CuAAC reaction allows
for introducing modifications into practically every region of nucleoside/nucle-
otide/oligonucleotide. This includes versatile modifications of the base moiety both
aiming at the base pairing ability or specific labeling of the nucleoside unit. Different
conjugates (bio-, fluorescent-, affinity- or spin labels) are being attached to the base
part of the nucleic acid taking advantage of the presence of azide or alkyne substitu-
ents, which can be installed without great difficulty.

Labeling at the sugar part of the nucleoside can be realized at the position 2} 3’
or 5; the latter two giving rise to the end-labeled oligonucleotides and the 2’ posi-
tion serving as the attachment point for labeling inside the oligonucleotide chain.
These kind of nucleic acid modifications are very promising. Versatility of CuAAC
reactions is demonstrated by numerous examples of introducing modifications
into practically every reactive site of the nucleotide/oligonucleotide molecule. The
review systematically presents application of the “click” technique for modification
of nitrogenous base, sugar or pseudosugar moiety or phosphorus center. Possibi-
lity of creating new kind of chain linkage, devoid of negative charge and nuclease
resistant is also shown. This allows to design a new class of nucleic acid analogues,
similar in its DNA-mimicking properties to PNA’.

Keywords: Click Chemistry, CuAAC, nucleosides modifications, oligonucleotides,
DNA, RNA

Stowa kluczowe: ,,Click Chemistry”, CuAAC, modyfikacje nukleozydéw, oligonu-
kleotydy, DNA, RNA
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WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEN

katalizowana miedzig(I) cykloaddycja azydek-alkin
(ang. copper(I) catalyzed alkyne-azide cycloaddition)
kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic
acid)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)
fluorouracyl

kwas peptydonukleinowy (ang. peptide nucleic acid)
katalizowana rutenem(II) cykloaddycja azydek-alkin
(ang. ruthenium(Il) catalyzed alkyne-azide cycloaddi-
tion)

antysensowny oligonukleotyd (ang. antisense oligo-
nucleotide)

male interferujagce RNA (ang. short-interfering RNA)
analog nukleozydu o aktywnosci przeciwwirusowej
(ang. antiviral nucleoside analogue)

oligonukleotydy tworzace potrojng helise (ang. triplex
forming oligonucleotides)

wirus syncytium nablonka oddechowego (ang. respi-
ratory syncytial virus)

wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus)
jednoniciowe DNA (ang. single stranded DNA)
matrycowe RNA (ang. messenger RNA)

grupa trimetylosililowa (ang. trimethylsilyl)

grupa fenylowa (ang. phenyl)

grupa acetylowa (ang. acetyl)

interferencja RNA (ang. RNA interference)
deaminaza adenozyny dwuniciowego RNA
3’-azydo-3’-deoksytymidyna

glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol)
7-azydo-4-(bromometylo)-2H-chromen-2-on
spektroskopia elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (ang. electron paramagnetic resonance)
ukierunkowane znakowanie spinowe (ang. site-direc-
ted spin labeling)
tris[(1-benzylo-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)metylo]amina
N,N-diizopropyloetyloamina

tetrahydrofuran

wolny rodnik 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksy-
lowy

polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single
nucleotide polymorphism)
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ANP
CML
AICAR

TK
dNK
MSNT
DMT
'DNA

Fmoc
ODN
SPAAC

acykliczne fosfoniany nukleozydoéw (ang. acyclic nuc-
leoside phosphonate)

przewlekla bialaczka szpikowa (ang. chronic myelo-
genous leukemia)
5-amino-4-karboksyamido-imidazoilo1-f-D-rybo-
furanozyd (Acadesine)

kinaza tymidynowa

kinaza deoksyrybonukleinowa
1-(mezytyleno-2-sulfoniano)-3-nitro-1,2,4-triazol
grupa 4,4’-dimetoksytrytylowa

DNA polaczone ukladem triazolowym (ang. triazole-
-linked DNA)

grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa
oligodeoksynukleotyd (ang. oligodeoxynucleotide)
katalizowana naprezeniem pier§cienia cykloaddycja
azydek-alkin (ang. strain-promoted alkyne-azide cyc-
loaddition)
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WPROWADZENIE

Prawie 15 lat temu, w 2001 roku, Meldal i Sharpless odkryli katalityczny
wplyw jonéw miedzi(I) na reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena. Reakcja
CuAAC stala si¢ klasycznym przykladem reakcji typu ,,Click Chemistry” [1]. Do tej
rodziny reakcji zaliczamy réwniez inne procesy, ktorych wspolnym mianownikiem
jest spetnianie kilku warunkow - charakteryzuja sie wysoka wydajnoscia, prostota
prowadzenia, odpornoscig na tlen i wodg, fatwoscig oczyszczenia produktéw i ich
stabilno$cig w warunkach fizjologicznych. Istnieja cztery podstawowe typy reakcji
spelniajacych te warunki: (1) cykloaddycja hetero-Dielsa-Aldera i 1,3-dipolarna
cykloaddycja Huisgena [2], (2) substytucja nukleofilowa w naprezonych elektrofilo-
wych ukladach heterocyklicznych [3, 4], (3) reakcje grupy karbonylowej typu nie-
aldolowego, (4) reakcje z udzialem wigzan wielokrotnych wegiel-wegiel (Rys.1) [1].
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Rysunek 1. Rozne typy reakgji ,Click Chemistry” — (2) nukleofilowe otwarcie naprezonego pierscienia,
(3) reakgje typu niealdolowego z karbonylem, (4) reakcje addycji do wigzania podwdjnego [1]

Figure 1. Different types of Click Chemistry - (2) nucleophilic ring opening, (3) non-aldol carbonyl chemi-
stry, (4) addition to double bond [1]

Spoéréd tych roznych typéw reakcji ,,Click Chemistry”, to wlasnie reakcja
pomiedzy azydkiem i terminalnym alkinem zyskala najwigksza popularnos¢. Dzigki
duzej réznorodnosci, duzej szybkosci reakeji, prostocie jej prowadzenia i szero-
kiemu wachlarzowi zastosowan [5-8], stata si¢ kluczem do produkcji nowych mate-
rialow [9, 10] oraz bibliotek zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej [6].
Reakcja CuAAC moze by¢ stosowana w procesie biotransformacji zywych komorek
ze wzgledu na réznorodno$¢ warunkéw prowadzenia reakeji, wysoka wydajnos¢
zachodzacego sprzegania azydku z alkinem oraz fizjologiczng biernos¢ substratow
reakcji [11]. Wazna jest rdwniez kontrola regio- jak i stereospecyficznosci triazo-
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lowego produktu [1]. Ponadto na korzy$¢ stosowania metody CuAAC wplywaja
nastepujace cechy:

o Grupy alkinowe i azydkowe mogg zosta¢ przylaczone do bioczasteczek bez

istotnego zaburzania ich biofizycznych wlasciwosci;

 Azydki i nieaktywne alkiny sg praktycznie obojetne wzgledem grup funk-

cyjnych naturalnie wystepujacych w kwasach nukleinowych czy biatkach,
reaguja tylko ze sobg;

o Uklad jednostki triazolowej jest bardzo stabilny i nie wykazuje toksycz-

nosci.

W przypadku reakeji pomiedzy azydkiem i terminalnym alkinem inicjowanej
termicznie, czas reakcji jest diugi i otrzymuje si¢ mieszaning regioizomerow 1,4-
i 1,5-dipodstawionych 1,2,3-triazoli. Kataliza jonami miedzi(I) powoduje zwigk-
szenie szybkosci reakcji 10° razy oraz regioselektywny jej przebieg do produktu
1,4-dipodstawionego 1,2,3-triazolu (Schemat 1) [8].
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Schemat 1.  Reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena inicjowana termicznie (a) oraz katalizowana
jonami miedzi(I) (b) [12]

Scheme 1. Huisgen reaction of 1,3-dipolar cycloaddition initiated thermally (a) and catalyzed by copper(I)
ions (b) [12]

Reakcja katalizowana zwigzkami kompleksowymi rutenu(Il) jest tez regio-
selektywna, szybka i wydajna. Produktem reakcji RuAAC jest 1,5-dipodstawiony
1,2,3-triazol. Mozliwa jest réwniez reakcja cykloaddycji miedzy azydkiem i alkinem
wewnetrznym, ktéra prowadzi do 1,4,5-tripodstawionych 1,2,3-triazoli (Schemat 2)
[13-15].
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Schemat 2. Otrzymywanie 1,4,5-tripodstawionych 1,2,3-triazoli w obecnosci kompleksow rutenu(II)
Scheme 2. Synthesis of 1,4,5-trisubstituted 1,2,3-triazoles in the presence of ruthenium(II) complexes




624 M. GEADYSZ, J. MILECKI

1. ZASTOSOWANIE ,,CLICK CHEMISTRY” W MODYFIKOWANIU
KWASOW NUKLEINOWYCH

W procesie poszukiwan nowych farmaceutykow i narzedzi biotechnologicz-
nych, przeprowadza sie liczne i wielokierunkowe modyfikacje kwaséw nukleino-
wych. W przypadku oligonukleotydéw modyfikacje moga stuzy¢ ostabieniu niekto-
rych klopotliwych cech wynikajacych z ich budowy - na przykltad polianionowe;j
struktury szkieletu oraz ich podatnoéci do rozszczepiania przez nukleazy [16].
Wprowadzenie modyfikacji powoduje, ze zwiazki tej klasy znajduja zastosowa-
nia w diagnostyce molekularnej, miedzy innymi do syntezy mikromacierzy DNA
[17-19], sond molekularnych [20, 21], petnig rol¢ antysensownych oligonukleoty-
dow (ASO) [22, 23] i krotkich fragmentéw dwuniciowego RNA stuzacych wycisze-
niu ekspresji genow (siRNA) [24-26]. Analogi fragmentéw kwasow nukleinowych
sg badane jako substancje aktywne w terapiach przeciwwirusowych i przeciwno-
wotworowych, jak i substancje regulujace ekspresje gendw. Przeciwwirusowe ana-
logi nukleozydéw (ANA) i antysensowne oligonukleotydy sg handlowo dostepne
i stosowane do zwalczania choréb wirusowych oraz ekspresji wadliwych genow
w chorych komoérkach [27, 28]. Nadal trwajg badania nad efektywnoscig i mozli-
woscig zastosowania siRNA w terapii farmakologicznej [29-32]. Innymi przykta-
dami zastosowania biologicznie aktywnych pochodnych kwaséw nukleinowych jest
otrzymywanie syntetycznych rybozymoéw [33], unikalnych aptameréw [34] i oligo-
nukleotydéw formujacych potréjng ni¢ (TFO) [35].

Kwasy nukleinowe moga by¢ modyfikowane na trzy gtéwne sposoby: (1) mody-
fikacje cze$ci cukrowej nukleotydu, (2) modyfikacje nukleotydowej zasady azotowej
oraz (3) modyfikacje fragmentu fosfodiestrowego bedgcego miedzynukleotydowym
acznikiem. Do wprowadzania modyfikacji w kazdej z czesci nukleotydu, coraz sze-
rzej stosowana jest metoda ,,Click Chemistry”.

Najczesciej modyfikacje z uzyciem ,,Click Chemistry” wprowadzane sg we frag-
mencie zasady azotowej nukleozydu [36]. Tak przeprowadza si¢ znakowanie fluoro-
forowe lub izotopowe dla obrazowania molekularnego [37-40], formuje polaczenia
miedzy ni¢mi oligonukleotydow [41-43], wytwarza bio-polaczenia z czgsteczkami
transportujacymi w terapiach z uzyciem kwaséw nukleinowych [44], a nawet synte-
tyzuje si¢ nowe analogi calej czesci zasady azotowej nukleotydu [45-48]. Natomiast
mniejsza jest liczba prac dotyczacych zmian naturalnej struktury szkieletu oligo-
nukleotydowego [49]. GIéwnym problemem w zastosowaniu analogéw oligonukle-
otydéw jako substancji terapeutycznych, jest ich polianionowa struktura wynika-
jaca z obecnosci fosfodiestrowego lacznika [24, 26, 32]. ,Click Chemistry” moze
zaproponowac substytut dla uktadu fosfodiestrowego, podstawiajac w jego miejsce
elektrycznie obojetny i stabilny w warunkach fizjologicznych uktad triazolowy.
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2. MODYFIKACJE CZESCI ZASADY AZOTOWE] KWASU
NUKLEINOWEGO

Zasady azotowe sa najczesciej modyfikowanymi fragmentami kwaséw nukle-
inowych, co wynika z obecnosci centréw aktywnych chemicznie, krétszych drog
wprowadzania modyfikacji oraz réznorodno$ci w funkcjonalnosci otrzymywanych
pochodnych [39, 50]. Analogi zawierajace zmodyfikowana czg$¢ zasadowa moga
zosta¢ wlaczone w lancuch oligonukleotydu w postaci amidofosforynowego bloku
budulcowego [51]. W ten sam sposéb mozna wprowadzi¢ do oligonukleotydu ana-
logi zawierajace modyfikacje czesci cukrowej lub szkieletu. Przewaga w przypadku
modyfikacji cze¢sci zasady azotowej, jest mozliwo$¢ wlaczenia analogu w $rodku
tancucha oligonukleotydowego, a nie tylko na jego koncach [52]. Modyfikowane
zasady azotowe mogg zostac sterycznie wpasowane w duzg i matg bruzde w duplek-
sach DNA i RNA, bez zakldcania bezposrednich oddzialtywan Watsona-Cricka
[50, 53]. W niektorych przypadkach modyfikacja tego typu zwigksza doktadnos¢
hybrydyzacji krétkich modyfikowanych fragmentéw DNA i RNA, zapobiegajac nie-
wlasciwemu sparowaniu [38, 47]. Zmienia to aktywnos¢ tak modyfikowanych ana-
logéw oligonukleotydéw w procesie wyciszania wadliwych genéw, poprzez zmiane
termodynamiki parowania ich zasad [54].

Z wykorzystaniem ,,Click Chemistry” najczesciej modyfikuje si¢ pozycje 7-aza
lub deaza i N’ adeniny lub guaniny, oraz grupy aminowe 2-N guaniny i 6-N adeniny.
W przypadku zasad pirymidynowych, najcze$ciej modyfikowane sa pozycje C5,
grupa aminowa 4-N cytozyny i pozycja N'. Modyfikacja pozycji C5 w pirymidynie
i pozycji 7-deaza w purynach wykorzystuje przestrzen duzej bruzdy duplekséw RNA
i DNA oraz nie wplywa niekorzystnie na naturalne parowanie si¢ zasad. Ta strategia
pozwala na przylaczanie duzych czasteczek w celu badan strukturalnych, fluore-
scencyjnej wizualizacji badz ulatwienia transportu [40, 55, 56]. Poza modyfikacja
naturalnie wystepujacych zasad azotowych, triazole wykorzystano jako substytut tej
cze$ci nukleotydu (Rys. 2) [57]. Wsrdd analogéw nukleozydow tej grupy, mozna
wskaza¢ wykazujace dzialanie przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe [58-60].

e}

HO (/NMNHZ

[e) N—N

OH OH

Rysunek 2. Rybawiryna - lek przeciwwirusowy stosowany w zakazeniach wirusami RSV i HCV
Figure 2. Rybavirine - antiviral agent active against RSV and HCV viruses
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2.1. ANTYSENSOWNE OLIGONUKLEOTYDY (ASO) I siRNA

Antysensowne oligonukleotydy to jednoniciowe fragmenty DNA (ssDNA),
ktoére odnajdujg i hybrydyzuja komplementarnie ze specyficznymi transkryptami
mRNA w komoérkach. Ograniczaja w ten sposob ekspresje niepozadanych struktur
biatkowych [61-63]. Ponadto dupleks ASO:RNA moze aktywowa¢ enzym Rybonu-
kleaze H (RNase H), ktora rozklada transkrypt RNA lub fizycznie inhibuje jego wia-
$ciwg translacje. Modyfikacja zwigksza odpornos¢ ASO na degradacje enzymatyczng
z jednoczesnym zwigkszeniem stabilnoéci interakcji DNA:RNA [64]. W badaniach
Nielsena przylaczano ugrupowanie hydrofobowe i aromatyczne w pozycji C5 zasad
pirymidynowych, wykorzystujac uklad triazolowy [65]. Wykazano, ze wpasowanie
grup hydrofobowych w przestrzen duzej bruzdy DNA moze zwigkszy¢ stabilnos¢
duplekséw, poprzez oddzialywania steryczne [66, 67]. Z powoddw sterycznych
jak i z uwagi na mozliwo$¢ tworzenia wigzania wodorowego z protonem przy ato-
mie wegla C5 ugrupowanie triazolowe podnosi stabilno$¢ dupleksow [65, 68, 69].
W badaniach potwierdzajacych te wlasciwosci otrzymano, wychodzac z C5-jodo-
-cytydyny, analog cytydyny 1, ktéry po przeksztalceniu do bloku budulcowego 2
wprowadzono do sekwencji DNA otrzymujac ni¢ zawierajaca analog cytydyny 3.
Podobny analog otrzymano takze dla 5-(fenylotriazolo)urydyny (Schemat 3) [68].
Stwierdzono ze pochodna urydyny lepiej oddziatywata z RNA lub dupleksem DNA,
jako oligonukleotyd tworzacy tréjniciowe DNA (TFO).
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Schemat 3. Synteza ukladu z modyfikacja w pozycji C5 cytydyny, zwiekszajaca stabilno$¢ dupleksu DNA
Scheme 3. Synthesis of C5 modified cytydine structures, for increased DNA duplex stability

siRNA to dwuniciowe RNA zwykle o dlugosci 21 par zasad, w ktérym jedna ni¢
jest aktywna (przewodnia) i odpowiada za selektywne rozszczepianie transkryptow
mRNA [25]. Struktury siRNA s3 modyfikowane w celu zredukowania ich skfonnosci
do wigzania bialek nie uczestniczacych w interferencji RNA (RNAIi) [70, 36]. Biatka
wiazace si¢ z tym dwuniciowym RNA oddzialuja gtéwnie poprzez malg bruzde
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struktury dwuniciowej [71, 72]. Beal wraz z zespolem zaproponowat modyfikacje
rejonu matej bruzdy dupleksu RNA za pomocg analogu nukleotydu purynowego 4,
ktoéry wlaczono zaréwno do nici przewodniej jak i nici nieaktywnej (Rys. 3). Oka-
zalo sie, ze aktywno$¢ wyciszania niechcianych genéw nie zostala zmniejszona, ale
réwniez przy modyfikacji nici nieaktywnej zredukowano wigzanie siRNA z deami-
nazg adenozynowa (ADARI1) uczestniczacg w metabolizmie puryn [73].

w0 o N N)\NH\(\NI \J
:N/

Rysunek 3. Struktura zwigzku 4 wykorzystywanego w badaniach siRNA
Figure 3. Compound 4 used for siRNA-based applications

2.2. NANOMATERIALY OPARTE NA OLIGONUKLEOTYDACH

Seela i jego grupa badawcza otrzymali i przebadali nanomaterialy oparte na
DNA zawierajacym ugrupowanie triazolowe. Mozliwe jest ich zastosowanie jako
substancji przenoszacych leki [44] i do nanoznakowania powierzchni stalych.
Zespot Seeli przeprowadzit reakcje funkcjonalizowania 7-deaza-2’-deoksyguano-
zyny alkilowymi facznikami o réznej dtugosci zawierajacymi terminalne mono- lub
diacetylenki, otrzymujac odpowiednio pochodne 5 i 6 (Rys. 4).

Ligand

5 6 7

Rysunek 4. Struktury analogéw 8-aza-7-deazaguanozyny z podstawnikiem alkinowym
Figure 4. Structures of 8-aza-7-deazaguanosine analogues with alkyne substituent
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Po przytaczeniu zwiazku 5 w postaci amidofosforynu do konca 5’ lub w central-
nym regionie syntetyzowanego oligonukleotydu, doszlo do pofaczenia przez uktad
triazolowy z podlozem krzemowym sfunkcjonalizowanym azydkiem [74]. Immobi-
lizowane oligonukleotydy formowaly samoistnie wzory w zaleznosci od potozenia
analogéw deoksyguanozyny [68, 75]. Seela i in. kontynuowali funkcjonalizowanie
zwiazku 6 przez reakcje podwojnej cykloaddycji, wykorzystujac w tym celu rézne
pochodne zawierajace grupe azydkowg (AZT, PEG-N,, azydek benzylu) - co mialo
wplyw na zdolno$¢ transportu lekéw przez zmodyfikowany produkt 7.

2.3. OKRESLANIE STRUKTURY

Wiele réznych grup funkcyjnych znajduje zastosowanie w okreslaniu struktury
i funkcji zwigzkéw opartych na DNA lub RNA. Helm ze swoja grupa badawcza
przeprowadzit post-syntetyczne znakowanie taicucha oligonukleotydu chromofo-
rem (N3BC, 8) opartym na strukturze kumaryny (Schemat 4) [79].
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Schemat4.  Alkilowanie urydyny specyficznie w pozycji N* za pomocg N3BC
Scheme 4. Site-specific N’-alkylation of uridine with N3BC

Chromofor N3BC reagowal specyficznie z pochodng urydyny (9) zawartg
w badanej sekwencji RNA. Wykazywal tez, analogicznie do kumaryny, maksimum
diugosci fali wzbudzenia przy 320 nm. Nastepnie tak zmodyfikowane RNA pod-
dano reakcji CuAAC z fluoroforem sfunkcjonalizowanym grupg alkinows, dzigki
wolnej grupie azydkowej w czasteczce N3BC (10) [36].

W celu wykorzystania EPR potaczonego z SDLS [76], grupa badawcza Seeli
zastosowala metode ,,Click Chemistry” do modyfikacji czasteczek DNA i RNA
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zawierajacych sfunkcjonalizowane alkinem analogi purynowe 11 i pirymidynowe
12. Modyfikacja polegala na sprzeganiu z rodnikiem nitroksylowym 4-azydo-
-TEMPO bedacym znacznikiem spinu (Schemat 5) [55, 77]. Byl to pierwszy przy-
ktad tego typu modyfikacji stuzacej analizie struktury za pomoca EPR.

N HsC_CHs o
Cul, TBTA, DIPEA, 1t, 4h P
Oligonukleotyd——=—=CH 4+ N
H3C CH. THF:H,0:1BuOH, 3:1:1 CHg
\ ’ CH,
HiC |, CH, _ _’(/\,\\‘ 5
o Oligonukleotyd N
NH N
2 N o .
=z \ N SN
N N CHy HN N\
I\ | CH | CHj
AN 3
N N [¢) N CHg
HO HiC' th, O HO N
o o Hae TN
3¢ CH; O
OH OH

11 12

Schemat 5. Postsyntetyczne znakowanie oligonukleotydu za pomoca 4-azydo-TEMPO oraz przykladowe
struktury purynowego i pirymidynowego mimika

Scheme 5. The post-synthetic click-ligation of the 4-azido-TEMPO spin label and examples of purine and
pyrimidine mimics

2.4. ZNAKOWANIE FLUORESCENCYJNE

Przylaczanie sond fluorescencyjnych do zasad azotowych [38, 40, 56] lub wia-
czanie zasady nukleinowej w strukture fluorofora jako jego integralnej czesci [39,
52, 78] jest powszechng technikg znakowania oligonukleotydéw. Pozwala to zbie-
ra¢ dane wizualizujgce proces hybrydyzacji, w zaleznosci od struktury badanego
zwiazku [38,79]. Zastosowanie reakcji CuAAC znacznie upraszcza proces przyla-
czania fragmentu fluorescencyjnego do badanych zwigzkdow.

Ciekawym przyktadem fluorofora jest analog cytydyny 13 (Rys. 5), ktéry
powstal w wyniku reakcji CuAAC bloku budulcowego C5-etynylocytydyny z azyd-
kiem, przy czym zaden z reagentéw nie jest faktycznym fluoroforem [39]. Innym
przykladem jest przylaczenie fluorofora — Czerwieni Nilu, za pomocg uktadu tria-
zolowego, w pozycji C5-urydyny (14) [56]. Zeby wykry¢ obecno$¢ polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu (SNP) za pomoca fluorescencji, Hrdlicka wraz z zespolem
wykorzystali reakcje CuAAC i przylaczyli piren poprzez uklad triazolowy w pozycji
C5 urydyny. Tak otrzymany zwigzek 15 wskazywat na obecno$¢ polimorfizmu przez
obnizenie wydajno$ci kwantowej fluorescencji w obecnosci zmienionej sekwencji
(38].
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Rysunek 5. Struktury analogéw nukleozydow zawierajacych uktad triazolowy, o wasciwosciach fluorescencyjnych
Figure 5. Structures of nucleosides analogues with fluorescent properties

Seelaijego grupa otrzymali alternatywng pochodna pirolo-deoksycytydyny 16,
ktéra zmodyfikowano przez uklad triazolowy otrzymujac zwiazek 17, o dziesiecio-
krotnie wigkszej wydajnosci kwantowej fluorescencji [47]. Stwierdzono, ze fluores-
cencja zwigzku 17 ulega silnemu wygaszeniu przy hybrydyzacji z komplementarng
sekwencjg. Wygaszenie fluorescencji jest najwieksze przy parowaniu z deoksygu-
anozyna.

2.5. POSZUKIWANIE SUBSTANCJI PRZECIWWIRUSOWYCH
I PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Modyfikowane nukleozydy znane s3 ze swoich wasciwosci przeciwwirusowych
i przeciwnowotworowych. Zwiazki takie jak AZT, 5-fluorouracyl czy Ribaviryna s
powszechnie stosowanymi komercyjnymi lekami. Zastosowanie reakcji CuAAC
umozliwia tworzenie bibliotek nowych modyfikacji o potencjalnym dziataniu
przeciwwirusowym i przeciwnowotworowym [80]. O mozliwosci tworzenia wielu
pochodnych nukleozydéw wykazujgcych aktywno$¢ lecznicza, decydujg wspo-
mniane na wstepie bardzo korzystne wlasciwosci facznika triazolowego i ,,Click
Chemistry” [1, 6, 7, 11].

Substancje bedace aktywnymi antypatogenami nalezg do grupy acyklicznych
fosfonianéw nukleozydéw (ANP). Wystepujacy naturalnie cukrowy pierscien
furanozy jest w nich zastgpiony przez tancuch alkilowy, laczgcy fosfonian poprzez
triazol z pozycja N' zasady pirymidynowej lub pozycja N’ zasady purynowej. Przed-
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stawicielami tej klasy sa zwigzki: 18, wykazujacy aktywnos¢ przeciwko wirusowi
HCV [31] oraz 19, o potencjalnym dziataniu przeciwwirusowym [81]. Przykltadem
aktywnego przeciwwirusowo acyklicznego analogu N'-pirymidyny pozbawionego
reszty fosfonianowej jest zwiazek 20 (Rys. 6).
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| NH ° \E\NH FeC | NH
N/go /g )\3
_N
N \
Ho—p W=N EtO— N / //g/N

|
HO
18 EtO 19

Rysunek 6. Struktury zwigzkéw o wlasciwosciach przeciwwirusowych
Figure 6. Compounds displaying antiviral properties

Inng grupa modyfikowanych nukleozydéw o aktywnosci przeciwnowotworo-
wej sa fluorowane analogi, takie jak skuteczne leki 5-fluorouracyl, 5-fluorodeoksy-
urydyna (21) czy Gemcytabina (22). Tworzone sg biblioteki zwigzkéw fluorowanych
zawierajacych uklad triazolowy i testowana jest ich aktywnos$¢ przeciwwirusowa
[82, 58]. Modyfikujac pozycje C5 uktadéw 2’-deoksypirymidynowych [39, 65] uzy-
skano pochodne takie jak zwigzek 23. Wykazuja one wlasciwos¢ inhibicji wzrostu
komorek rakowych [58]. Agrofoglio wraz z zespolem réwniez opracowali biblioteke
pochodnych modyfikowanych w pozycji C5. Jeden z uzyskanych zwigzkow (24)
wykazuje aktywnos¢ przeciw wirusom DNA, ale réwniez jest aktywny przeciwno-
wotworowo w stopniu poréwnywalnym z 5-fluorouracylem (Rys. 7) [59].

(CF2)7CF3

O G T
U Y

21 22

Rysunek 7. Struktury lekéw przeciwnowotworowych - 5-fluorodeoksyurydyny (21) i Gemcytabiny (22) oraz
zwigzkdw 23 i 24, rowniez aktywnych przeciwnowotworowo
Figure 7. Anticancer active compounds — Floxuridine (21), Gemcitabine (22) and compounds 23 and 24

Mathew wspélnie z innymi autorami opracowat synteze analogéw nukleozy-
dow wykorzystujac podstawnik alkinowy w pozycji C6 puryny. Dzigki sprzeganiu
z azydkiem w reakcji typu CuAAC otrzymano kilka pochodnych takich jak dimer
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homopurynowy 25 (Schemat 6). Zwiazki tego typu sg agonistami lub antagonistami
receptoréw adenozynowych [83].
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Schemat 6.  Synteza dinukleozydu z tacznikiem triazolowym w czesci zasadowej
Scheme 6. Synthesis of triazole-linked dinucleosides

Kolejnym rodzajem modyfikacji jest substytucja czg¢sci zasadowej nukleozydu,
czyli wprowadzenie triazolu w pozycji 1’-furanozy. Istnieje kilka przyktadow aktyw-
nych biologicznie czasteczek imitujacych naturalne nukleozydy, z pier§cieniem
triazolowym w pozycji 1’-furanozy [84]. Praktyczng metoda wprowadzania ukladu
triazolowego okazala si¢ synteza z wykorzystaniem ultradzwickow. Reakcje typu
»one-pot” prowadzi si¢ w obecnosci jonéw zelaza(III), uzycie ultradzwickow skraca
czas reakcji do minut, jednoczesnie zwieksza si¢ wydajnos¢ procesu (Schemat 7).
Wykazano, ze produkt reakcji (26) skraca czas zycia komorek K562 przewleklej
biataczki szpikowej (CML) o 93% w poréwnaniu ze znanym inhibitorem AICAR
skracajacym ten czas o 35%.
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Schemat 7. Synteza mimikéw nukleozydow wspomagana ultradzwigkami oraz struktura AICAR
Scheme 7. Ultrasonic irradiation assisted one-pot synthesis of nucleosides mimics and AICAR structure
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3. MODYFIKACJE CZESCI CUKROWE] KWASU NUKLEINOWEGO

Modyfikacje czgsci cukrowej nukleozydow stuza przede wszystkim poszukiwa-
niom nowych lekéw przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych. Wykorzystanie
reakcji CuAAC umozliwia tworzenie bibliotek zwigzkéw z réznorodnymi modyfi-
kacjami, zawierajacych tgcznik triazolowy. Ograniczeniem w przypadku tego typu
zmian struktury jest niewielka ilo$¢ miejsc aktywnych w cze$ci cukrowej mogacych
ulec modyfikacji [85, 86]. Modyfikacje wprowadzane w pozycjach C3’ i C5’ sg stoso-
wane w przypadku czgsteczek monomerdw lub dimeréw, ewentualnie w przypadku
terminalnego nukleotydu fancucha DNA lub RNA [87-92]. Modyfikacja w pozycji
C2’ umozliwia wprowadzenie analogu nukleotydu w $rodek syntetyzowanego lan-
cucha oligonukleotydu [93-95].

3.1. MODYFIKACJE CZESCI CUKROWE] W POZYCJI C3’

Bardzo popularng strategia przy wprowadzaniu modyfikacji w pozycji C3’
furanozy jest wykorzystywanie komercyjnie dostepnej czasteczki AZT jako sub-
stratu reakcji CuAAC [87]. Errikson wraz z zespotem otrzymal w ten sposéb mig-
dzy innymi zwigzek 27 (Rys. 8), bedacy inhibitorem kinazy tymidynowej 1 (TK1).
Enzym ten odpowiedzialny jest za etap inicjujacy replikacje DNA, ograniczajacy
szybko$¢ catego procesu, w przypadku linii komorek rakowych ulega on nadmiernej
ekspresji [96, 97].
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Rysunek 8. Struktury zwigzkow 27 i 28
Figure 8. Structures of compounds 27 and 28

HO

Van Celenbergh wraz z zespolem w podobny sposéb otrzymal analogi nukle-
ozydow z dodatkowym podstawnikiem 2-bromowinylowym w pozycji C5 zasady
azotowej [88]. Przykladem jest zwiazek 28 (Rys. 8), bedacy selektywnym inhibito-
rem kinazy tymidynowej 2 (TK2), nalezacej do grupy enzymoéw - kinaz deoksyry-
bonukleinowych (dNK) [98].
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3.2. MODYFIKACJE CZESCI CUKROWE] W POZYCJI C5

Analogi nukleozydéw modyfikowane azydkiem lub alkinem w pozycji C5
rybozy moga zosta¢ przylagczone na koncu 5 syntetycznego oligonukleotydu.
Daje to mozliwo$¢ dalszej modyfikacji z uzyciem reakcji CuAAC w celu polep-
szenia zdolno$ci komplementarnej hybrydyzacji fancucha, mozliwosci jego trans-
portu czy potencjatu cytotoksycznego [91]. Wu wraz z zespotem przebadali serig
urydyn, tymidyn i cytydyn modyfikowanych triazolem w pozycji C5, pod katem
wlasciwosci przeciwnowotworowych [89]. Zwigzek 29 wykazal znaczng aktywno$¢
cytotoksyczng przeciwko trzem z czterech przebadanych linii komoérek rakowych,
przewyzszajac szeéciokrotnie aktywno$¢ 5-fluorouracylu, bedacego substancja
poréwnawczg w badaniu (Rys. 9).
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Rysunek 9.  Analog urydyny 29, modyfikowany w pozycji C5’
Figure 9. Uridine analogue 29, modified at C5’ position

3.3. MODYFIKACJE CZESCI CUKROWE] W POZYCJI C2’

W przeciwienstwie do analogéw nukleozydéw modyfikowanych w pozycjach
C3’ i C5; zwigzki modyfikowane w pozycji C2" moga by¢ wlaczone w dowolnej
pozycji syntetycznego oligonukleotydu. Fauster wspolnie z innymi autorami opra-
cowala analogi cytydyny i guanozyny modyfikowane w pozycji C2’ grupg azydkowg
[93]. Problemem utrudniajacym ich zastosowanie jest niekompatybilnos¢ azydkow
w technice amidofosforynowej syntezy oligonukleotydéw (redukcja Staudingera)
[99]. Dlatego w wiekszoséci przypadkéw modytikacji oligonukleotydu za pomoca
reakcji CuAAC, wprowadza si¢ do tancucha nukleotydy zawierajace podstawnik
alkinowy. Mozna jednak wlaczy¢ diester 30 w okreslonej pozycji tworzonej nici
oligonukleotydu technikg triestrowa P(V), przy pomocy aktywatora MSNT (Sche-
mat 8) [93, 100]. Kontynuowanie zautomatyzowanej syntezy z uzyciem amidofos-
forynéw nie wplyneto negatywnie na wolng grupe azydkowg w zmodyfikowanym
nukleotydzie. Otrzymany w zautomatyzowanym procesie azydowany siRNA moze
zosta¢ oznaczony fluoroforem. Taka strategia syntezy umozliwia uniwersalne zna-
kowanie struktury DNA i RNA.
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struktura MSNT
Scheme 8. RNA synthesis using phosphoramidite chemistry in the presence of free azide moiety at C2 posi-
tion and structure of MSNT

4. MODYFIKAC]JE SZKIELETU KWASU NUKLEINOWEGO

Wprowadzanie modyfikacji w szkielecie kwasu nukleinowego jest bardzo
korzystne z punktu widzenia zachowania lub zwigkszenia aktywnosci siRNA lub
ASO. Limitem dlugosci dla syntetycznego oligonukleotydu jest w przyblizeniu sto
zasad, przy wykorzystaniu tradycyjnych technik syntezy DNA i RNA, takich jak
synteza amidofosforynowa na podlozu staltym [101]. W celu pominigcia limitu dlu-
gosci tanicucha udato sie utworzy¢ nowa klase oligonukleotydéw z modyfikowanym
szkieletem, w ktorych 1,4-dipostawiony-1,2,3-triazol stanowi internukleotydowe
polaczenie [33, 102]. Korzyscia ptynacg z wykorzystania oligonukleotydéw pota-
czonych ukladem triazolowym, jest ich odporno$¢ na rozszczepienie przez endo-
i egzonukleazy, co zwigksza mozliwosci zastosowania tych zwigzkéw w srodowisku
fizjologicznym [5, 11, 26].

4.1. MODYFIKACJE SZKIELETU DNA

W ramach modyfikacji szkieletu DNA zamieniono naturalnie wystepujace
polaczenie fosfodiestrowe na uklad triazolowy. Dondoni wspoélnie z innymi auto-
rami uzyt analogéw nukleozydéw 32 i 34 posiadajacych podstawnik alkinowy oraz
analogéw nukleozydéw 31 i 35 z ugrupowaniem azydkowym; otrzymano dwa typy
struktur DNA 33 i 36 o triazolowym szkielecie (Schemat 9). Otrzymane produkty
rdznig si¢ liczbg atomoéw w zmodyfikowanym szkielecie. Otrzymano réwniez mode-
lowa czasteczke trimeru sktadajacego sie z trzech nukleozydéw tymidynowych
polaczonych ugrupowaniem triazolowym [103].
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Schemat 9.  Synteza analogu DNA z nienaturalnym triazolowym szkieletem
Scheme 9. Synthesis of DNA analogue with unnatural triazole backbone linkage

Koncepcja takiej modyfikacji szkieletu DNA zostala rozwinieta przez Isobe
i jego zespoOl. Zaprojektowano i zsyntezowano nowy analog DNA polaczonego
ukladem triazolowym (""DNA) wykorzystujac reakcje CuAAC. Ten analog oligo-
nukleotydu otrzymano selektywnie i z wysoka wydajnoscia, co powinno umozliwi¢
przeprowadzenie reakcji w wickszej skali. Pochodna azydkowa 37 i alkinowa 38
przereagowaly dajac chronione oligomery, ktére w wyniku deprotekeji daty produkt
39 (Schemat 10). Otrzymany produkt moze okaza¢ si¢ przydatny, z perspektywy
badania struktury i aktywnosci biologicznej oligonukleotydéw, z powodu sztyw-
nego szkieletu bogatego w elektrony 1 co daje mozliwo$¢ koordynacji metalu [104].
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Schemat 10. Katalizowana promieniowaniem mikrofalowym synteza 10-meru analogu ""DNA
Scheme 10. Microwave assisted synthesis of 10-mer ""DNA analogue
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Otrzymany w ten sposob analog oligonukleotydu jest rozpuszczalny w wodzie
do stezenia 7 umoli na litr, przy czym rozpuszczalnos¢ zwigksza sie w obecnosci
acetonitrylu. Temperatura topnienia dupleksu utworzonego przez produkt z nicig
naturalnego komplementarnego DNA wynosi 61°C. Jest to warto$¢ znacznie wyzsza
od temperatury topnienia (20°C) dupleksu utworzonego przez dwie naturalne nici
DNA (dA,.dT ). Autorzy sugeruja, ze korzystny wplyw na trwato$¢ otrzymanego
dupleksu ma wystepujaca w szkielecie analogu i powtarzajaca si¢ odleglos¢ szesciu
wigzan pomiedzy tgcznikami triazolowymi. Wieksza dlugos¢ triazolowego frag-
mentu szkieletu, zdaje si¢ destabilizowa¢ dwuniciowa strukture. Udalo si¢ réwniez
przeprowadzi¢ zbiezng synteze analogu oligonukleotydu o siedmiu i o§miu jednost-
kach [105]. Odblokowanie pochodnej alkinowej chronionej ukladem sililowym
i sprzeganie typu CuAAC dwdch oligomerdw przeprowadzono w systemie ,one
pot”. Analogi nukleotydéw tego typu beda mogty konkurowa¢ z kwasem peptydo-
nukleinowym (PNA) jesli zostanie opracowana metoda syntezy ""DNA o mieszanej
sekwencji, to znaczy oligomery bedg zawieraé wszystkie cztery zasady nukleinowe
Watsona i Cricka w zadanej sekwencji.

4.2. MODYFIKAC]JE SZKIELETU RNA

Podobnie jak w przypadku modyfikacji szkieletu DNA, badania nad RNA
skupiajg si¢ na zamianie naturalnie wystepujacego lacznika fosfodiestrowego na
uktad triazolowy. El-Sagheer i Brown przeprowadzili faczenie metoda ,,Click Che-
mistry” mniejszych polimeréw rybo- i deoksyrybonukleotydowych sfunkcjonali-
zowanych podstawnikami alkinowymi lub azydkowymi. Tym samym, za pomocg
reakcji CuAAC uzyskano analogiczny efekt jaki otrzymano by w reakgji z udzia-
tem ligazy przy taczeniu DNA. W tych eksperymentach udalo si¢ otrzymac serie
katalitycznie aktywnych RNA lub DNA:RNA zlozonych struktur rybozymoéw typu
Hairpin i Hammerhead o dtugosci okoto 100 nukleotyddw [33]. Hybryda 42 zostata
utworzona w wyniku reakcji CuAAC pomiedzy terminalnymi alkinem i azydkiem,
umieszczonymi na koncach 3’ lub 5 wolnych nici DNA lub RNA (Schemat 11).
W wyniku reakeji substratu 40 - 5’-azydourydyny z substratem 41 - 3’-propargilo-
-2’-deoksycytydyny, otrzymano modyfikowane rybozymy typu Hairpin i Ham-
merhead wykazujace aktywnos$¢ wzgledem czasteczek docelowych. Wiasciwosci
te $wiadcza o potencjalnej kompatybilnosci oligonukleotydéw o zmodyfikowanym
przez triazol szkielecie z naturalnymi kwasami nukleinowymi i zwigzkami o aktyw-
nosci biologiczne;.



638 M. GLADYSZ, J. MILECKI

Nj o v HO o N
O -
0 OH Q oH
o’—||=:o O'~F|’=0
o}

CMe
(0]
o]
u
o]

A
B
o B (e} o
CuAAC N
+ 'hl N

N
o on O o
Sl 0—P=0
0—P=0 . | A
<|) B © o T
o
<|) OH
CH RNA
40 OH OH 41 NG 42

Schemat 11.  Otrzymywanie hybryd DNA-RNA przy pomocy reakcji CuAAC
Scheme 11. DNA-RNA hybrids obtained with CuAAC reaction

4.3. POZOSTALE MODYFIKACJE SZKIELETU KWASU NUKLEINOWEGO

Grupa badawcza Winssingera dokonata substytucji tacznika amidowego
w kwasie peptydonukleinowym (PNA), przez lacznik triazolowy [106]. Oligomery
PNA posiadajace terminalng grupe azydkowa zostaly otrzymane w standardo-
wej procedurze Fmoc [107], nastgpnie przeprowadzono ich sprz¢ganie w reakcji
CuAAC z réznymi monomerami alkinowymi. W gléwnym produkcie, dimerze 43,
modyfikacja w postaci tacznika triazolowego miata niewielki wplyw na zdolno$¢
hybrydyzacji modyfikowanej nici PNA i dokladno$¢ sekwencji syntetyzowanej nici
(Rys. 10). Te wyniki wskazuja, ze grupa triazolowa jest odpowiednim zamiennikiem
facznika amidowego w PNA, co mozna wykorzysta¢ do sprzggania struktur PNA
w reakcji CuAAC.

HoN

Rysunek 10. Struktura PNA faczonego uktadem triazolowym 43
Figure 10.  Structure of PNA linked with triazole moiety 43

Krishna i Caruthers opracowali polaczenie internukleotydowe 1,2,3-triazo-
lofosfonianowe (TP), w ktorym ugrupowanie 1,2,3-triazolowe zwigzane jest przez
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heterocykliczny atom wegla C4 z ukladem fosfonianowym [49]. Otrzymane pota-
czenia 1,2,3-triazolofosfoniano-internukleotydowe 45 s3 tworzone w procesie
dwuetapowym. W pierwszym kroku wprowadzono pofaczenie internukleotydowe
zawierajace ugrupowanie alkinowe 44, wykorzystujac klasyczng metod¢ amidofos-
forynowa. W drugim etapie wykorzystano reakcje CuAAC z wybranymi azydkami
tworzac uklad triazolowy, jeszcze przed odlgczeniem syntetyzowanego oligonukle-
otydu od podloza statego (Schemat 12). W ten wlasnie sposéb udalo si¢ otrzymac
chimery oligonukleotydowe zbudowane z 16-23 meréw, zawierajace do szesciu
modyfikacji 1,2,3-triazolofosfonianowych jak i innych modyfikacji [108]. Dalsze
badania pozwolily stwierdzi¢, ze tak modyfikowane uktady sa wysoce odporne na
dzialanie egzonukleaz, a stabilnos¢ duplekséw z RNA nie zmienia si¢ znacznie. Flu-
orescencyjnie znakowany oligonukleotyd zbudowany z 16 zasad i dwdch polaczen
typu 1,2,3-triazolofosfonianowego, zostat z sukcesem wychwycony przez komorki
ssaka podczas transfekeji.

DMTO o N N DMTO o N
N X
/ N
< | ) o) o]
N 7 o
© ODN __ | NH CUAAC N FI’—O NH
- HC_—T:O | - r‘u /0 | /g
o N/go RNy R o N No
& &

CHy CHy %‘

DMTO

44 R' = SiMe, lub N(Me) CH,CH, $ 45

Schemat 12.  Synteza lacznika internukleotydowego 1,2,3-triazolofosfonianowego
Scheme 12.  Synthesis of 1,2,3-triazolylphosphonate internucleotide linkage

5. BIOSPRZEZENIA

Modyfikacje typu biosprzezen polegaja na generowaniu polaczen pomiedzy
czasteczky oligonukleotydu i wybranymi strukturami biologicznymi. Takie pota-
czenia zmieniaja wlasciwosci wyjsciowego oligonukleotydu, przykladowo mozliwe
jest zwigkszenie zdolno$ci transportu syntetycznych oligonukleotydéw do okreslo-
nych komorek czy tkanek, poprzez przytaczenie do nich czgsteczek bialek, lipidow
czy cukrow. Z kolei fluorescencyjne znakowanie syntetycznych oligonukleotydow
umozliwia nam §ledzenie jaka funkcje sprawuja i jak si¢ zachowuja w ukladach bio-
logicznych [109, 110].

Duzym utrudnieniem jest niemozliwo$¢ stosowania katalizy jonami miedzi(I)
w organizmach zywych z powodu ich toksycznosci. Jony miedzi moga powodowaé
uszkodzenia DNA i RNA co ostatecznie prowadzi do przerwania ich nici [111].
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Z tego powodu prowadzone sg badania nad niekatalizowang wersjg reakeji. Dotych-
czasowe poszukiwania skupiaja si¢ wokot zastosowania nietoksycznych pochodnych
cyklooktynu, ktore moga ulega¢ reakcji SPAAC - katalityczny wplyw ma naprezenie
struktury cyklooktynu i niepotrzebna jest obecnos¢ jonéw miedzi(I) [112,113].

UWAGI KONCOWE

Procesy funkcjonalizacji kwaséw nukleinowych w celu poszukiwania nowych
wlasciwosci biologicznych jak i rozwdj nowych nanomateriatéw dobrze rokujg na
przyszlos$¢. Reakcja typu katalizowanej jonami miedzi(I) cykloaddycji Huisgena
[3+2] okazala si¢ bardzo wydajnym narzedziem, w poréwnaniu do klasycznych
metod modyfikacji kwaséw nukleinowych. Selektywne sprzeganie azydkéw z alki-
nami z utworzeniem 1,4-regioizomeru w szerokim spektrum warunkéw daje bar-
dzo wiele mozliwo$¢ prowadzenia modyfikacji nukleozydéw. Jesli dodamy do tego
ilos¢ modyfikowalnych pozycji w strukturze kwaséw nukleinowych, otrzymujemy
praktycznie nieskonczone mozliwosci kreacji nowych biopolimeréw, lekéw prze-
ciwwirusowych i struktur wyciszajacych wadliwe geny.
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