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ABSTRACT

Synthetic oligonucleotides constitute an important class of compounds which
can exhibit biological activity. As potential drugs they could be employed in anti-
sense strategy by acting on the pathogenic mRNA, causing inactivation of the target
molecules during the translation process [1]. Ideal antisense agent (ASO) should be
resistant to exo and/or endonucleases, exhibit a suitable pharmacological and phar-
macokinetic profile and exhibits high binding affinity towards the target mRNA. To
improve some properties of the ASO plethora of the chemical modifications intro-
duced within the nucleobase, sugar unit and internucleotide linkage are investigated
[3]. Among them, phosphorothioate oligonucleotides (PS-oligo), created by repla-
cing one of the nonbridging oxygen atoms with a sulfur atom, are the major repre-
sentatives of DNA analogs. PS-oligo display several attractive features like nuclease
resistance, activation of RNase H, and good pharmacokinetic properties [1].

Replacement of one of two nonbridging oxygens at phosphorus by sulfur indu-
ces asymmetry at the phosphorus atom. Hence, the synthesized oligo(nucleoside
phosphorothioate) is a mixture of 2" diastereomers (where # is the number of inter-
nucleotide phosphorothioate functions). Therefore the actual biological activity of
the P-chiral oligonucleotide analogues, (e.g., interactions with proteins or nucleic
acids) may depend on stereochemical factors [7]. One has to keep in mind that
the phosphoramidite [5] and H-phosphonate [32] methodologies (commonly used
to prepare PS-oligo) are nonstereospecific and give a mixture of 2n diastereomers.
Thus, various methods have been elaborated to synthesize these P-chiral oligonuc-
leotide analogs in a stereocontrolled manner [15, 17], among them the oxathia-
phospholane method developed by Stec et al. [18], the method utilizing nucleoside
3’-O-(3-N-acyl)oxazaphospholidine derivatives as monomer units [19], and the
method based on a stereoselective synthesis of nucleoside 3’-O-oxazaphospholidine
monomers [21, 22] are the most significant.

Keywords: oligo(deoxy)ribonucleoside phosphorothioates, antisense oligonucleo-
tides, synthesis of modified oligonucleotide, stereospecific synthesis
Stowa kluczowe: oligonukleozydotiofosforany, oligonukleotydy antysensowe, syn-
teza modyfikowanych oligonukleotydéw, synteza stereospecyficzna
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WSTEP

Zsekwencjonowanie ludzkiego genomu oraz rozwdj nowych technik badaw-
czych sprawil, ze pod koniec XX wieku w procesie poszukiwania nowych lekow
nastapil istotny przetom. Wczesniejsza strategia byla oparta na fizjologii choroby;,
czyli wykorzystywala widoczne symptomy choroby i byla skoncentrowana na poszu-
kiwaniu zwigzkéw niskoczgsteczkowych zazwyczaj oddzialywujgcych bezposrednio
z bialkiem odpowiedzialnym za powstanie okreslonej choroby. Stad tez tradycyjne
farmaceutyki usuwaja skutki, a nie przyczyny choroby.

Nowe podejscie oparte na tzw. molekularnym mechanizmie choroby ma za
zadanie tworzy¢ leki, ktore beda zapobiegaly przyczynom choroby poprzez precy-
zyjne oddzialywanie ze zrodtem proceséw chorobotwoérczych.

W nurt tych badan wpisuje sie miedzy innymi tzw. strategia antysensowa
wykorzystujaca syntetyczne oligonukleotydy komplementarne do sekwencji mRNA
docelowego genu i wigzace si¢ do niego poprzez sekwencyjnie specyficzny proces
hybrydyzacji za pomocg wigzan typu Watsona-Cricka [1]. Rezultatem tego zjawi-
ska jest hydroliza badz uszkodzenie docelowego mRNA, a zatem inhibicja ekspre-
sji okreslonego genu czyli zahamowanie syntezy bialka. Stosowane w tej strategii
oligonukleotydy nazywane s3 oligonukleotydami antysensowymi (ang. antysense
oligonucleotides, ASO).

Aby ASO mogly by¢ stosowane jako leki muszg po dotarciu do docelowych
komorek wystepowaé przez pewien okreslony czas w takim stezeniu, aby byly
zdolne wywolywac¢ oczekiwany efekt terapeutyczny. Stad tez koniecznym jest, aby
ASO byly odporne na degradacje enzymatyczng wobec wewnatrzkomoérkowych
nukleaz. Natywne czgsteczki ASO, tak jak i naturalne oligonukleotydy fosforanowe,
s3 jednakze szybko degradowane przez nukleazy obecne in vivo. Dodatkowo, inne
czynniki takie jak np. staba rozpuszczalnos¢ w ptynach ustrojowych czy mala prze-
puszczalnos$¢ przez blony biologiczne sprawily, ze stosowanie naturalnych fosfo-
diestrowych ASO bylo bardzo ograniczone [2]. Stad tez aby oligonukleotydy anty-
sensowe mogly wykazywaé pozadang efektywnos¢ terapeutyczna, wprowadzono
liczne modyfikacje chemiczne majace na celu polepszenie wtasnosci biologicznych
i fizykochemicznych tych biomolekut [3].

Sposérdd licznej grupy oligonukleotydéw modyfikowanych w obrebie wiazania
internukleotydowego na szczegolng uwage zastuguja analogi, w ktérych jeden z nie-
mostkowych atomdéw tlenu w tym wigzaniu zastgpiony zostal atomem siarki. Otrzy-
mane w ten sposoéb ASO nazywane sg oligonukleozydotiofosforanami (Rys. 1).
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Rysunek 1. Struktura chemiczna oligonukleozydotiofosforanéw
Figure 1. Chemical structure of phosphorothioate oligonucleotides (PS-oligos)

Oligonukleozydotiofosforany posiadaja wiele zalet w poréwnaniu do odpo-
wiednich niemodyfikowanych oligonukleotydéw, a najwazniejsza z nich jest zwiek-
szona odporno$¢ na dzialanie wewngtrzkomorkowych nukleaz. Réwnie istotng
cechg tych zwigzkow jest ich dogodny profil farmakokinetyczny (tj. przebieg zmian
stezenia/ilosci leku i jego metabolitéw w ptynach ustrojowych, tkankach i wydali-
nach) [3].

1. WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE I FIZYKOCHEMICZNE
OLIGONUKLEOZYDOTIOFOSFORANOW

Prace dotyczace syntezy tiofosforanowych analogéw oligonukleotydéw zostaty
zapoczatkowane pod koniec lat 60. minionego wieku, kiedy to tiofosforanowe ana-
logi dinukleotydéw byty wykorzystywane jako substraty w badaniach nad aktywno-
$cig niektorych nukleaz [4]. Dopiero opracowana przez Caruthersa w latach 80. XX
wieku amidofosforynowa metoda syntezy oligonukleotydéw na statym podlozu [5]
stala sie dogodna metoda syntezy oligonukleozydotiofosforanéw [6].

Zastgpienie jednego z niemostkowych atoméw tlenu w wigzaniu internukle-
otydowym atomem siarki indukuje powstawanie centrum chiralnoséci na atomie
fosforu. Jednakze w przypadku zwigzkéw chiralnych wtasnosci poszczegolnych
enancjomerdw badz diastereomerow sg zroznicowane. Totez rozwazajac aktywnos¢
biologiczng oligonukleozydotiofosforanéw nalezy uwzgledni¢ chiralno$¢ atomu
fosforu w kazdym wigzaniu tiofosforanowym [7]. Oznacza to, ze tiofosforanowy
oligonukleotyd jest mieszaning 2" diastereoizomerdw, gdzie n jest liczbg wigzan
internukleotydowych. Rozdzial poszczegolnych izomeréw za pomoca wysokoci-
$nieniowej chromatografii cieczowej jest mozliwy tylko w przypadku bardzo krot-
kich oligonukleotyddw: tri-, tetra- i pentamerdw.

Wspolng cechg stosowanych powszechnie metod syntezy oligonukleozydotio-
fosforandw jest ich niestereokontrolowany charakter. Ten ogélny problem zwigzany
z chiralno$cig tych zwiazkoéw mogl by¢ rozwiazany jedynie na drodze stereokontro-
lowanej syntezy.
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Przez wiele lat stereokontrolowana chemiczna synteza tiofosforanowych
pochodnych oligonukleotyddw stanowila prawdziwe wyzwanie dla chemikéw zaj-
mujacych sie tym obszarem badan. Poczatkowe prace ograniczaly si¢ do poszuki-
wania stereoselektywnych metod [8], a w pdzniejszym etapie koncentrowaly si¢ na
opracowaniu stereospecyficznych syntez [7].

2. ZASTOSOWANIE TECHNIK CHROMATOGRAFICZNYCH
DO OTRZYMYWANIA DIASTEREOMERYCZNIE CZYSTYCH
OLIGONUKLEOZYDOTIOFOSFORANOW

W poczatkowym etapie badan nad P-chiralnymi oligonukleozydotiofosfo-
ranami kluczowa role w otrzymywaniu ich w diastereomerycznie czystej postaci
odgrywaly metody oparte na technice rozdzialu chromatograficznego. Az do wczes-
nych lat 70. minionego wieku rozdzielone na tej drodze P-chiralne dinukleozydotio-
fosforany (Rp vs Sp) wykorzystywane byty w badaniach dotyczacych ich stabilnosci
hydrolitycznej wobec nukleaz jak réwniez do okreslenia ich powinowactwa wzgle-
dem jedno- lub dwuniciowego RNA i DNA [9].

Klasyczny rozdzial chromatograficzny stosowano réwniez do otrzymywania
diuzszych fragmentéw oligonukleotydéw, w ktérych wprowadzona byla jedynie
pojedyncza modyfikacja tiofosforanowa, dzigki czemu badano wplyw takich mody-
fikacji na trwalos¢ odpowiednich duplekséw i trypleksow [10].

Zaleta metody opartej o rozdzial chromatograficzny jest mozliwos¢ otrzymania
poszczegdlnych izomerdéw o bardzo duzej czystosci. Niestety sam proces rozdziatu
bywa klopotliwy i jest zalezny od struktury zwigzku (dtugos¢, sekwencja zasad,
pozycja centrum P-chiralnego). Im oligomer diuzszy, a sekwencja bardziej uroz-
maicona, tym rozdzial trudniejszy. [11]. Jeszcze wiekszy problem stanowi rozdziat
zwigzkow w ktérych wystepuje wieksza ilo§¢ centréw P-chiralnosci. Biorac pod
uwage fakt, ze poszczegdlne diastereomery posiadaja bardzo zblizone cechy (w tym
czasy retencji) ich rozdzial metodami chromatograficznymi jest wlasciwie niemoz-
liwy. Nawet stosujac zaawansowane techniki wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) rozdzial ten ogranicza si¢ do bardzo krotkich oligonukleotydow:
tri-, tetra- i pentamerdéw [12].

3. WYKORZYSTANIE DIASTEREOMERYCZNIE CZYSTYCH
DIMERYCZNYCH BLOKOW BUDULCOWYCH

Dinukleozydotiofosforany z centrum chiralnosci na atomie fosforu 1 (Sche-
mat 1) rozdzielone na poszczegdlne Rp i Sp izomery 2 z wykorzystaniem chromato-
grafii typu ,,flash” zostaly przeksztalcone w odpowiednie 3’-amidofosforyny 3, ktére
nastepnie postuzyly jako dimeryczne bloki budulcowe 4 w syntezie oligonukleoty-
dow na fazie stalej metodg amidofosforynows [13].
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Schemat 1. Synteza stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanéw 4 z wykorzystaniem diastereomerycz-
nie czystych dimerycznych blokéw budulcowych 3
Scheme 1. Synthesis of stereoregular PS-oligos 4 using diastereopure dimer building blocks 3

W ten sposdb mozna bylo otrzymywa¢ oligomery zawierajace wiele P-chiral-
nych centréw w okreslonych pozycjach oligonukleotydu, zwigzkéw niemozliwych
do otrzymania na drodze rozdzialu chromatograficznego skomplikowanych mie-
szanin diastereomerycznych.

Zaletg opisanego podejscia bylo to, ze w dalszym etapie syntezy nie bylo
konieczne stosowanie stereokontrolowanej metody. Jednakze, aby za pomoca tej
metody zsyntezowaé okreslony oligonukleotyd zawierajacy cztery podstawowe
zasady azotowe potrzebne byly az 32 dimery (4 kanoniczne heterozasady odpowied-
nio na 5’ i 3’-koncu oraz dwa P-diastereomery) i ich rozdzial chromatograficzny na
poszczegdlne izomery nie zawsze byt mozliwy. Ponadto efektywnos¢ procesu kon-
densacji dimerycznych blokéw budulcowych jest znaczaco nizsza niz w przypadku
standardowo stosowanych monomeréw amidofosforynowych oraz niemozliwym
jest otrzymanie na tej drodze oligonukleotydéw zawierajacych nastepujace po sobie
kolejne P-chiralne centra tiofosforanowe.
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4. ENZYMATYCZNA SYNTEZA OLIGONUKLEOZYDOTIOFOSFORANOW

Réwnolegle do badan dotyczacych opracowania chemicznych metod syntezy
P-chiralnych oligonukleozydotiofosforandwtrwaty prace wykorzystujace dotego celu
reakcje enzymatyczne. Jako substraty do syntezy tychze zwigzkéw na drodze enzy-
matycznej stosowano odpowiednie a-tio-modyfikowane analogi naturalnych 5’-tri-
fosforandw (5; Rys. 2) [14], ktére wlgczane byty do taiicucha oligonukleotydu z wyko-
rzystaniem takich enzymoéw jak polimeraza DNA Iz E. coli. Reakcje prowadzone byty
w obecnosci odcinka starterowego (ang. primer) i odpowiedniej matrycy.

5 OH R

Rysunek 2. Struktura chemiczna a-P-tio-nukleozydo-5’-trifosforanow
Figure 2. Chemical structure of a-P-thio-nucleoside 5’-triphosphates

W odréznieniu od metody bazujacej na rozdziale chromatograficznym wyko-
rzystanie metody enzymatycznej umozliwito otrzymanie diastereomerycznie czy-
stych oligonukleotydéw zawierajacych w swojej strukturze nastepujacych po sobie
kilka internukleotydowych wigzan tiofosforanowych o diugosci powyzej 5 zasad.

Jednakze enzymatyczna synteza oligonukleozydotiofosforandéw posiada row-
niez ograniczenia wynikajace ze stereospecyficznosci stosowanych enzymow, gdyz
jedynie Sp-izomer NTPPaSs jest ich substratem. Stad tez mozna bylo otrzymac¢ tylko
tiofosforany o konfiguracji R na atomie fosforu (proces tworzenia wigzania inter-
nukleotydowego zachodzi w tym przypadku z inwersjg konfiguracji). Ponadto nie
mozliwym byto otrzymanie na tej drodze oligomeréw modyfikowanych w okreslo-
nych pozycjach tancucha ze wzgledu na to, ze okreslony a-P-tio-trifosforan zostawat
wprowadzony w kazde miejsce, w ktérym wystepowata dana nukleozasada. Dodat-
kowo pozadany oligomer potgczony byt z ,,primerem” wigzaniem kowalencyjnym.

5. STEREOKONTROLOWANA SYNTEZA
OLIGONUKLEOZYDOTIOFOSFORANOW

5.1. STEREOSELEKTYWNA SYNTEZA W OPARCIU O CHIRALNOSC RESZTY
CUKROWE]J

Jedno z najwcze$niej realizowanych podej$¢ do stereoselektywnej syntezy
P-chiralnych analogéw oligonukleotydéw opieralo sie na wykorzystaniu chiralno$ci
reszty cukrowej tj. rybozy badz deoksyrybozy, ktérych obecnoé¢ indukuje stereose-
lektywno$¢ reakcji syntezy odpowiednich analogéw. Faktem jest, Ze nawet prowa-
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dzona na ,niestereoselektywnej” drodze (np. metoda amidofosforynowa) synteza
dinukleozydotiofosforanéw nie daje mieszaniny izomeréw Sp:Rp w stosunku 50:50,
ale w zaleznosci od warunkéw prowadzenia reakcji stosunek ten waha si¢ w prze-
dziale 63:37 do 43:57 [12a]. Stad tez, prowadzone byly liczne badania majgce na
celu zwigkszenie obserwowanej stereoselektywnosci reakeji tak, aby mozliwa byta
synteza stereoregularnych analogéw oligonukleotydow.

Interesujace podejscie do stereoselektywnej syntezy oligonukleozydotiofosfora-
néw zaprezentowal Sekine i wspolpracownicy [15]. Zaprojektowali oni monomery
w ktorych, stosowana standardowo do ochrony funkeji 5°-hydroksylowej, grupa
dimetoksytrytylowa modyfikowana byta poprzez wprowadzenie podstawnika imi-
dazolowego (zwiazek 6) badz grupa ta byla polaczona poprzez tacznik z amidofos-
forynowym atomem fosforu na 3’-koncu nukleozydu (7; Rys. 3). Takie usztywnienie
struktury mialo w zamysle autoréw wymusic¢ przebieg reakcji w kierunku tworzenia
jedynie jednego z P-diastereomerdw.

OMe

N m- lub p- > N
(014 AN O\ _ .
\ 17 (0] <S P N(1—Pr)2
e -
Cl
6 7

Rysunek 3. Struktura chemiczna monomeréw 6 i 7 wykorzystywanych w stereoselektywnej syntezie
dinukleozydotiofosforanow
Figure 3. Structure of monomers 6 and 7 used for stereoselective synthesis of dinucleoside phosphorothioates

Stosujac jako substraty monomer 6 oraz 3’-O-benzoilowang tymidyne (9)
autorzy otrzymali metoda triestrowg pozadane diastereoizomery dinukleozydotio-
fosforanu 10 w stosunku Rp:Sp réwnym 18:82 (Schemat 2). Jako aktywator w tym
przypadku uzyta zostata pochodna sulfonylowa (tzw. DDS).
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Schemat 2.  Stereoselektywna synteza dinukleozydotiofosforanu 10 metodg triestrowg
Scheme 2. Stereoselective synthesis of dinucleoside phosphorothioate 10 via phosphotriester method

Obserwowana stereoselektywno$¢ procesu wynikala najprawdopodobniej
z obecnodci reszty imidazolowej pelniacej funkcje wewngtrzczasteczkowej grupy
katalitycznej. Natomiast w przypadku uzycia jako monomeru zwigzku 7 dinukle-
ozydotiofosforan 10 otrzymano ze stereoselektywnoscia wahajaca sie¢ w granicach
od 50:50 do 86:14 w zaleznosci od zastosowanego linkera jak i uzytego aktywatora
jakimi byly pochodne 1-H-tetrazolu, imidazolu lub triazolu. Niestety mimo wielu
prob optymalizacji warunkow syntezy dla obu typéw monomerdéw nie udalo si¢
autorom uzyska¢ calkowitej stereoselektywnosci reakgji.

Chiralnos¢ rybozy byta réwniez wykorzystana w celu zwiekszenia stereoselek-
tywnosci syntezy oligonukleozydotiofosforanéw w przypadku stosowania metody
H-fosfonianowe;j. Efekt ten uzyskiwano poprzez zastosowanie duzego podstawnika
w pozycji 2’-rybozy, co tym samym stanowilo ograniczenie zastosowania takiego
podejscia dla pochodnych 2’-deoksyrybozy.

Przykladem ilustrujacym powyzszg strategie jest pochodzaca z laboratorium
Stromberga synteza diastereomerycznie czystego oligorybonukleozydotiofosforanu
16 o konfiguracji all-(Rp) przy zastosowaniu H-fosfonianowych monomeréw 12
chronionych na funkgji 2’-hydroksylowej grupa tert-butylodimetylosililowa [16].
Zwiazki 12 kondensowane byly z 5’-hydroksylowa funkcja zawieszonego na ztozu
nukleozydu 11 wobec chlorku piwaloilu jako odczynnika kondensujacego (Sche-
mat 3).
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Schemat 3. Synteza oligonukleozydotiofosforanu 16 metoda H-fosfonianowa
Scheme 3. Synthesis oligonucleotide phosphorothioate 16 via the H-phosphonate method

Otrzymano w ten sposob w pierwszym etapie po usunieciu z 5-konca grupy
monometoksytrytylowej (MMTr) odpowiednie dinukleozydo-H-fosfoniany 14
ze stereoselektywnoscig rzedu 80-85% dla P-epimeru o konfiguracji S. Zwiazki te
nastepnie utleniono za pomocg elementarnej siarki do odpowiednich tiofosfora-
néw 15. Z racji tej, ze proces usiarczania H-fosfonianowych diestréw 14 przebiega
z retencja konfiguracji (zgodnie z regula Cahna-Ingolda-Preloga sposréd czterech
podstawnikéw przylaczonych do atomu fosforu atom S jest starszy niz atom H) to
oligonukleozydotiofosforany 15 byty wzbogacone w izomer Rp.

W ostatnim etapie syntezy oligomery 15 poddawane byly trawieniu enzyma-
tycznemu za pomocg nukleazy P1 (specyficzna dla izomeréw Sp) dzieki czemu jako
ostateczny produkt uzyskiwany byt diastereomerycznie czysty oligonukleozydotio-
fosforan 16 o konfiguracji Rp.
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Wada opisanych powyzej podejs¢ jest to, Ze pozwalaja one na synteze tylko jed-
nego z P-epimerdéw oligonukleozydotiofosforandéw. W tym $wietle niezwykle inte-
resujacy przyklad syntezy dinukleozydotiofosforandéw jako diastereoizomerycznie
czystych blokéw budulcowych, stanowi praca Hayakawy i wspotpracownikéw [17].
Autorzy opracowali synteze triestrowego tiofosforanowego monomeru 17, ktéry
w zaleznosci od zastosowanych warunkéw deprotekcji jednej z grup (grupa alli-
lowa vs metylowa) byt prekursorem odpowiedniego diestru o konfiguracji Rp lub
Sp (Schemat 4). Usuniecie grupy allilowej z ugrupowania tiofosforanowego prowa-
dzito do odpowiedniego diestru 18 podczas gdy usuniecie grupy metylowej dawato
diester 19, ktdre to zwigzki utworzyly sie w postaci czystych P-epimeréw. Nastepnie
kondensacje tych zwigzkéw z 3’-O-acetylotymidyng (20) w warunkach reakcji Mit-
sunobu (DEAD, Ph,P), prowadzity do oczekiwanych triestrowych pochodnych 21
i22. W kolejnym etapie zwigzki te w reakgji fosfitylacji byty przeksztalcane w odpo-
wiednie 3’-amidofosforyny 23 i 24, a nastepnie wlaczane do taicucha oligonukle-

otydu.
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Ph,, HCO,H one ™ o >l Alo._Ohe
DMTO Thy 18 21 P
o) OAc N(i-Pr), 23
! | R,-PS-wigzanie
NS
5
e
17 DMTO o Thy
t-BuNH,
— T
oL s DEAD Ph,P \ s O/\ s
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Schemat 4.  Synteza diastereomerycznie czystych blokéw budulcowych 23 i 24
Scheme 4. Synthesis of diastereomeric pure dimer building blocks (23, 24) via common intermediate 17

5.2. STEREOSPECYFICZNA SYNTEZA Z WYKORZYSTANIEM OTRZYMANYCH
NA DRODZE CHROMATOGRAFICZNEGO ROZDZIALU DIASTEREOMERYCZNIE
CZYSTYCH MONOMEROW

Prawdziwy przelom w dziedzinie stereokontrolowanej syntezy tiofosforano-
wych analogéw oligonukleotydéw stanowila opracowana w zespole Steca oksatia-
fosfolanowa metoda syntezy oligonukleozydotiofosforanéw o okreslonej i z gory
zalozonej konfiguracji absolutnej na atomie fosforu w obrebie wigzan internukle-
otydowych [18].
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Istote tej metody stanowilo uzycie diastereomerycznie czystych odpowied-
nio chronionych 5’-O-DMT-nukleozydo-3’-O-(2-tiono-1,3,2-oksatiafosfolandw),
niepodstawionych (32) lub dipodstawionych w pozycji 4 w pierscieniu oksatia-
fosfolanowym (33-34). Byly one otrzymane w reakcji 5-O-DMT-nukleozydow
25 z 2-N,N-diizopropyloamino-1,3,2-oksatiafosfolanem (26-28) w obecnosci
1H-tetrazolu (Schemat 5) z nastepczym utlenieniem in situ, za pomocg elementar-
nej siarki, tworzacych si¢ w pierwszym etapie trojkoordynacyjnych zwigzkéw fos-
foru 29-31. Zsyntezowane oksatiafosfolanowe pochodne 32-34 byly rozdzielone na
Rp- i Sp-izomery technika chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym.
Efektywno$¢ tego rozdziatu byta uzalezniona od rodzaju podstawnika obecnego
w ugrupowaniu 2-tiono-1,3,2-oksatiafosfolanowym.

1 1
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1
DMT B );
o o, 1H-tetrazol Sg
+ R —_— (‘) —_— (‘)
.S
P PZ

P—N
7
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OH o o
25a-d 26 R=H LR LR
27 R=Me R R
28 R=(CHy)s- 29 a-d R=H 32a-d R=H
30 a-d R=Me 33a-d R=Me
a: B'=Thy; b: B'=Cyt"; c: B'=Ade™; d: B'=Gua™™ 31 a-d R=-(CH,);- 34 a-d R=-(CH,),-

Schemat 5. Synteza oksatiafosfolanowych monomerow 32-34
Scheme 5. Synthesis of oxathiaphospholane monomers 32-34

Ostatecznie stosowano pochodne 4,4-pentametylenowe 34 (zwigzki typu
»Spiro”), chociaz niedostepny handlowo odpowiedni merkaptoalkohol 37 potrzebny
do syntezy odczynnika 28 byl otrzymywany w kilkuetapowej syntezie (Schemat 6).
Do syntezy tego odczynnika uzyto cykloheksanokarboksyaldehyd (35), ktérego
reakcja w pierwszej kolejnosci z dichlorkiem disiarki a nastepnie redukcja za
pomocg NaBH, prowadzita do 1,1’-ditio-bis(1,1-pentametylenoetan-2-olu) (36).
W kolejnym etapie zwigzek 36 pod dzialaniem tetrahydroglinianu litu przeksztat-
cony zostal w 1-merkapto-1,1-pentametylenoetan-2-ol (37), ktéry wobec PCl, oraz
nastepczej reakcji z diizopropyloaming dawal oczekiwany ,,spiro”-4,4-pentamety-
leno-1,3,2-oksatiafosfolan 28.
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Schemat 6.  Synteza 2-N,N-diizopropyloamino-, spiro”-4,4-pentametyleno-1,3,2-oksatiafosfolanu (28)
Scheme 6. Synthesis of 2-N,N-diisoprpyloamino-“spiro”-4,4-pentamethylene-1,3,2-oxathiaphospholane (28)

Diastereoizomerycznie czyste monomery oksatiafosfolanowe 34 byly pod-
dawane w roztworze acetonitrylu reakcji z 5’-hydroksylowa grupa nukleozydu 39
(badz oligonukleotydem) wobec silnie zasadowego aktywatora jakim jest 1,8-diaza-
-bicyklo[5.4.0]-undek-7-en (DBU) (Schemat 7). W pierwszym etapie reakcji zak-
tywowany przez DBU 5’-hydroksylowy atom tlenu atakuje oksatiafosfolanowy
atom fosforu powodujac otwarcie pieciocztonowego pierscienia z utworzeniem
nietrwalego zwiazku posredniego 40 o strukturze triestru 2-merkaptoetylowego.
Przebiegajaca nastepnie w warunkach reakeji spontaniczna eliminacja episiarczku
41 prowadzita do utworzenia dinukleotydu 42 z wigzaniem internukleotydowym
o charakterze diestru tiofosforanowego. Otwarcie pierécienia oksatiafosfolanowego
okazalo si¢ by¢ procesem chemoselektywnym i stereospecyficznym (retencja konfi-
guracji), ktérego site napedowa stanowilo naprezenie pierscienia 1,3,2-oksatiafosfo-
lanowego. Natomiast roznice w energii dysocjacji endocyklicznych wiazan P-O i P-S
decyduja o chemoselektywnosci reakgji.
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Schemat 7.  Stereokontrolowana synteza oligonukleozydotiofosforanéw na fazie stalej metoda oksatia-
fosfolanowa

Scheme 7. Stereocontrolled synthesis of phosphorothioate oligonucleotides on solid phase by oxathiaphos-
pholane method

Powtorzenie powyzszego cyklu reakcji z nastepczym odblokowaniem i odcie-
ciem oligonukleotydéw 42 od zloza za pomoca wodnego roztworu amoniaku
pozwalalo otrzymywac z bardzo dobrymi wydajnosciami oligonukleotydotiofoso-
rany zawierajace w swoim szkielecie wigzania internukleotydowe wylacznie o kon-
figuracji absolutnej atomu fosforu Sp lub Rp.

W zaproponowanej znacznie pdzniej przez Beaucagea [19] i wspolpracowni-
kow syntezie stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanéw wykorzystano jako
monomery nukleozydo-3’-O-(3-N-acylo-1,3,2-oksazafosfolidynowe) pochodne 44,
ktére posiadaly chiralny P-IIT atom fosforu (Schemat 8). Monomery 44 powstawaty
w reakeji odpowiednio chronionych nukleozyddw 25 z 2-(dietyloamino)-3-N-acy-
looksazafosfolidynowa pochodng 43. Zwiazki 44 byty w kolejnym etapie rozdzielane
na P-diastereomery technika chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym.
Jednakze wydajnos¢, z jaka wyizolowano poszczegdlne izomery byta niska (20-26%)
ze wzgledu na ich niestabilo§¢ w procesie chromatograficznego rozdzielania.
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Schemat 8.  Synteza nukleozydo-3’-O-(3-N-acylo-1,3,2-oksazafosfolidynowych) monomerow 44
Scheme 8. Synthesis of nucleoside 3’-O-(3-N-acyl)oxazaphospholidine monomers 44

Zastosowana oksazafosfolidynowa pochodna 43 otrzymana byla z (+)-2-amino-
-1-fenyloetanolu (45) w dwuetapowej syntezie. W pierwszym etapie zwigzek 45
zostal przeksztalcony wobec flourooctanu etylowego (46) w odpowiedni amidoal-
kohol 47 (Schemat 9).
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Schemat 9.  Synteza zwigzku 43
Scheme 9.  Synthesis of compound 43

Nastepnie reakcja zwigzku 47 z tris(dietyloamino)fosfing prowadzila do cyklicz-
nego N-acyloamidofosforynu 43 [w formie dwoch rotameréw (43a i 43b)].
Monomery 44 w stereospecyficzny sposéb reagowaly wobec N,N,N’,N-tetra-
metyloguanidyny (TMG, 48) z 5’-hydroksylowa grupa nukleozydu 39 zwigzanego ze
stalym podlozem. Otrzymany w ten sposéb fosforynowy (1,1-diokso-3H-1,2-ben-
zoditiol-3-on, 50) do odpowiedniego dinukleozydotiofosforanu 51 (Schemat 10).
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Schemat 10. Synteza oligonukleozydotiofosforanéw na fazie stalej z wykorzystaniem monomeréw 52
Scheme 10.  Solid phase synthesis of PS-oligos using monomers 52

Finalny produkt 52 zostal otrzymany poprzez usuniecie grup ochronnych
z zasad azotowych oraz z wigzania internukleotydowego odpowiednio za pomocg
wodnego roztworu amoniaku i kwasu octowego. Stosujgc opisang metodologie Beau-
cage i wspdlpracownicy otrzymali na nosniku stalym miedzy innymi 11-merowy
homotymidylanowy tiofosforan o konfiguracji Rp na wszystkich atomach fosforu
(all Rp-d[(Tps),,T].

Sposrdd innych metod syntezy oligonukleozydotiofosforanéw wykorzystuja-
cych otrzymane na drodze chromatograficznego rozdziatu diastereomerycznie czy-
ste monomery na uwage zastuguja prace zapoczatkowane przez Efimova dotyczace
wykorzystania monomerdéw zawierajacych ugrupowanie 4-metoksy-1-oksydo-2-pi-
kolinowe jako nukleofilowy katalizator w tworzeniu internukleotydowych wigzan
tiofosforanowych [20].

Efimov opisal zautomatyzowang synteze¢ P—chiralnych tiofosforanowych analo-
gow zardwno DNA jak i RNA, gdzie kluczowymi zwigzkami byly ,,pikolilowe” mono-
mery 61 (Schemat 11) otrzymane w kilku etapowej syntezie, w ktorej substratem byt
3’-H-fosfonian nukleozydu 53 [21]. W pierwszym zostal on przeksztalcony w trie-
ster 57 pod dzialaniem 1-tlenku 4-metoksy-2-pirydynometanolu (54) wobec chlo-
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rofosforanu difenylu (55) jako odczynnika kondensujacego i N-(2-cyjanoetylomer-
kapto)imidu kwasu bursztynowego (56). Nastepnie grupa f3-cyjanoetylowa usuwana
byta z atomu siarki za pomocg DBU, a otrzymany tiofosforan 58 kondensowany byt
z 9-fluorenylometanolem (59, FmOH).
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Schemat 11. Synteza stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanéw z wykorzystaniem O-nukleofilowej
katalizy wewnatrzczasteczkowej

Scheme 11.  Synthesis of stereoregular phosphorothioate oligonucleotides using O-nucleophilic intramolecu-
lar catalysis

Powstaly w ten sposdb triester 60 byl rozdzielony chromatograficznie na P-dia-
stereoizomery, po czym reszta 9-fluorenylometylowa zostata usunieta pod dziata-
niem DBU. Otrzymane w ten sposéb P-chiralne monomery 61 wykorzystane zostaty
do syntezy na fazie stalej stereozdefiniowanych oligonukleozydotiofosforanow.

Ugrupowanie ,,pikolinowe” jako nukleofilowy katalizator w tworzeniu inter-
nukleotydowego wigzania tiofosforanowych zostalo réwniez wykorzystane przez
Stawinskiego w syntezie P-diastereomerycznych ditymidylo-(3’-5’)tiofosforanow
(70) [22]. Kluczowym zwigzkiem posrednim w tym przypadku byt odpowiedni
triester 66 (Schemat 12) powstajacy w reakeji tiofosforylacji 5’-O-tert-butylo-
-difenylosililotymidyny (65) za pomocg 4-metoksy-1-oksydo-2-pikolilo-(9-
fluorenylometylo)-tiofosforanu (64) wobec 2-chloro-5,5-dimetylo-2-okso-1,3,2-
-dioksafosforinanu (63, NEPCI).
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Schemat 12.  Stereospecyficzna synteza ditymidylo-(3’-5")tiofosforanéw (70) z wykorzystaniem nukleofilowej
katalizy wewnatrzczasteczkowej

Scheme 12.  Stereospecific synthesis of dithymidyl-(3’-5’) phosphorothioates (70) based on intramolecular
nucleophile catalysis

Zastosowany odczynnik 64 zostal otrzymany poprzez dzialanie na 9-fluore-
nylometylofosfonian (62) 1-tlenkiem 4-metoksy-2-pirydynometanolu (54), z nas-
tepczym usiarczeniem tworzacego si¢ fosforynu za pomocy elementarnej siarki.
Wprowadzenie duzego podstawnika 9-fluorenylometylowego w strukture zwigzku
66 pozwolito na stosunkowo latwe rozdzielenie go na P-diastereoizomery metoda
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. W kolejnym etapie wspo-
mniana grupa usuwana byta za pomocg tert-butyloaminy, a uzyskane na tej drodze,
poszczegdlne P-diastereoizomery 67 kondensowane byly z 3’-O-tert-butylodifeny-
losililotymidyna (68) w obecnosci NEPCI (63) jako odczynnika kondensujacego.
Powyzsza reakcja zachodzila ilosciowo, a co najwazniejsze w sposob catkowicie ste-
reospecyficzny.

Grupy ochronne w otrzymanych zwigzkach 69 byly usuwane w pierwszym eta-
pie za pomocg ukfadu trdjetyloaminatiofenol (reszta ,pikolilowa”), a nast¢pnie pod
dzialaniem anionu fluorkowego (grupy tert-butylo-difenylosililowe). Uzyskane tio-
fosforany 70 zostaly nastepnie poddane trawieniu enzymatycznemu dzieki czemu
przypisano im odpowiednig konfiguracj¢ na atomie fosforu (Rp lub Sp).
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5.3. STEREOSELEKTYWNA SYNTEZA MONOMEROW I ICH ZASTOSOWANIE
DO SYNTEZY STEREOREGULARNYCH OLIGONUKLEOZYDOTIOFOSFORANOW

Wada zaréwno metody oksatiafosfolanowej jak i metody opartej na wyko-
rzystaniu cyklicznych N-acetyloamidofosforynéw 2’-deoksyrybonukleozydéow 44
jest konieczno$¢ chromatograficznego rozdzialu odpowiednich monomeréw na
poszczegdlne P-epimery. Dodatkowo w obu podej$ciach kondensacja z kolejnym
nukleozydem zachodzi wobec silnej zasady (DBU, TMG). Stad tez byty podejmo-
wane proby otrzymania w stereoselektywny sposéb monomeroéw, ktére bylyby
wykorzystane do syntezy P-chiralnych oligonukleozydotiofosforanow [23].

Ostatecznie problem ten zostal rozwigzany przez Wade [24], ktoéry opracowat
strategie syntezy stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanéw opartg na oksa-
zafosfolidynowych pochodnych nukleozydéw oryginalnie zaproponowanych przez
Agrawala [23c]. Istotag metody Wady s3 diastereoizomerycznie czyste bicykliczne
monomery 1,3,2-oksazafosfolidynowe 73 (Schemat 13) otrzymane w sposob stereo-
selektywny w reakcji odpowiednio blokowanych nukleozydéw 71 z odczynnikiem
fosfitylujagcym 72 wobec trietyloaminy.

Et,;N (0]
_—
THF, -78C

DMT B \Cl
0 P
+ 0" N
w 0 i
OH Ph

T1a-d 72
(1.5 equiv)

nastgpnie rt, 30min O)—NQ
Ph

(R, 1ub S,) 73a-d

N
O‘ i N 0/\/CN
HN HN ) N
A I TN ¢
O T\‘I N)j }\1 NN N N/)\NA
o%\ | <N ‘ N/) | H
\
B= Thy (a) Cyt™ (b) Ade”™ (¢) Gua®™™™ (d)
Schemat 13. Synteza bicyklicznych monomeréw 1,3,2-oksazafosfolidynowych 73
Scheme 13.  Synthesis of bicyclic 1,3,2-oxazaphospholidine monomers 73

Zastosowany w syntezie odczynnik fosfitylujacy, [4S, 5R]-2-chloro-1,3,2-oksa-
zafosfolidyna 72, otrzymany zostal w reakcji enancjomerycznie czystego amino-
alkoholu 74, bedacego pochodng L-proliny, z trichlorkiem fosforu (PCl,) wobec
N-metylomorfoliny (Schemat 14) [25].
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74 72

Schemat 14. Synteza odczynnika fosfitylujacego 72
Scheme 14.  Synthesis of phosphitylating reagent 72

Aktywacja zwigzkéw 73 polegata na protonowaniu atomu azotu za pomoca
trifluorometanosulfonianu N-(cyjanometylo)pirolidynowego (CMPT, 75). Diaste-
reoselektywnos¢ kondensacji 73 z 5-hydroksylowa grupa drugiego nukleozydu
zwigzanego ze stalym podlozem (39) wynosita 99:1 (Schemat 15).

Ph
O
. ®
1) CF,COIm
2) nsiarczanie (DTD)
B1
DMT: o
O
S\ ') 1
K/O "0 o %
L
O

slereoregntarne PS-Oligo  B!= Thy, Cyt*", Ade™, Gna™-=
G_z]mH@ B=Thy, Cyt, Ade, Gua

Schemat 15. Synteza stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanéw metoda oksazafosfolidynowa
Scheme 15.  Synthetic cycle for stereoregulated PS-oligos by the oxazaphospholidine method

Przejsciowo utworzony fosforyn 76 byl utleniony za pomocag disiarczku
N,N’-dimetylotiuramu (DTD) do tiofosforanu 77. Usuniecie grupy dimetoksytryty-
lowej z funkgji 5’-hydroksylowej w 77 oraz powtdrzenie powyzszego cyklu n-razy
pozwalalo na otrzymanie stereoregularnych oligonukleozydotiofosforanow (52)
o dlugosci od 8 do 12 nukleotydéw. Oligonukleotydy odblokowywane byty i odci-
nane od zloza za pomocg wodnego roztworu amoniaku.
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PODSUMOWANIE

Jakkolwiek wsrod réznorodnych analogéw oligonukleotydéw modyfikowanych
w ugrupowaniu fosforanowym oligonukleozydotiofosforany naleza do najwczesniej
opisanych w literaturze chemicznej oraz najlepiej poznanych zwigzkow tej klasy, to
metody otrzymywania zwigzkow zawierajacych stereozdefiniowane internukleoty-
dowe wigzania tiofosforanowe zostaly zaproponowane znacznie pdznie;.

Stad tez w 1998 roku zostal zarejestrowany przez FDA (Amerykanska Agencje
do Spraw Lekéw i Zywno$ci) w postaci mieszaniny diastereoizomeréw pierwszy lek
antysensowy pod nazwg handlowa Vitravene. Pod wzgledem chemicznym jest on
21-merowym oligonukleotydem tiofosforanowym stosowanym w leczeniu zapale-
nia siatkdwki wywotanego wirusem cytomegalii (CMV) u pacjentéw z Zespotem
Nabytego Uposledzenia Odpornosci (AIDS) [26]. Vitravene podawany jest poprzez
bezposrednia iniekcje do oka.

Wiele oligonukleozydotiofosforanéw jest obecnie na réznych etapach badan
klinicznych [27]. W 2013 roku FDA dopuscito do leczenia hipercholesterolemii
Mipromersen (nazwa handlowa Kynamro) [28]. Pod wzgledem budowy chemicz-
nej jest to oligonukleozydotiofosforan w ktérym centralny fragment zbudowany
jest z jednostek deoksyrybonukleotydowych natomiast na obu koncach wstepuja
rybonukleotydy, w ktérych funkcja 2’-hydroksylowa chroniona jest grupa metylowa
(2’-O-Me).

Pomimo zaznaczonych powyzej przyktadow terapeutyczne zastosowanie tio-
fosforanowych analogdéw kwaséw nukleinowych w medycynie niesie za sobg row-
niez istotne ograniczenia, a nawet zagrozenia. Nalezy pamietal, ze gtowna wada
oligonukleozydotiofosforanéw jest ich zdolno$¢ do wigzania si¢ z pewnymi bial-
kami, w szczeg6lnosci takimi, ktére moga oddzialywac z polianionami [29]. Do tej
grupy naleza na przykfad biatka wiazace heparyne. Mechanizm tego typu niespecy-
ficznych interakcji nie jest jeszcze w pelni poznany, chociaz wiadomo, ze skutkiem
tych oddzialywan moze by¢ zwiekszona toksyczno$¢ oligonukleozydotiofosforanow
w komorkach. Ponadto, istotny problem stanowi réwniez trwalo$¢ tychze zwigzkow
w organizmie czlowieka. W rzeczywistosci jedynie diastereomer Sp jest odporny
na dzialanie wewnatrzkomérkowych nukleaz [30]. Jak wskazujg liczne badania
diastereomer Rp, tak jak naturalne oligonukleotydy, jest wrazliwy na dzialanie tych
enzymow. Z drugiej jednak strony tiofosforany typu Sp wywieraja destabilizujacy
efekt na strukture tworzonych przez nie duplekséw, jak réwniez kompleksow oligo-
nukleotyd/mRNA, czego odzwierciedleniem jest spadek ich temperatury migknie-
cia w poréwnaniu do duplekséw utworzonych przez niemodyfikowane oligonukle-
otydy.

Niemniej jednak istniejaca obecnie mozliwo$¢ syntezy stereozdefiniowanych
oligonukleozydotiofosforanéw ma szczegoélne znaczenie w kontekscie ich terapeu-
tycznego wykorzystania. Kiedy tworza one podwojne helisy z komplementarnymi
oligonukleotydami, podstawniki na chiralnych atomach fosforu sg skierowane do
wewngtrz lub na zewnatrz duzej bruzdy helisy w zaleznosci od konfiguracji abso-
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lutnej na kazdym atomie fosforu. W rezultacie na wlasnosci takich duplekséw (np.
termiczng stabilno$¢) ma wplyw konfiguracja na atomach fosforu. Stad tez efekt
terapeutyczny moze by¢ uzalezniony od stereochemii wigzania internukleotydo-
wego [31].

Niewatpliwie stereoregularne P-chiralne analogi naturalnych oligonukleoty-

dow na pewno bedg znajdowaly coraz szersze zastosowanie zaréwno w medycynie
(terapie antysensowe) jak i w biologii molekularnej jako tzw. sondy molekularne
pozwalajace na selektywne zwigzanie i wykrycie okreslonych substancji.
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