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Synteza oligonukleotydow przy uzyciu automatycznego syntezatora

W latach 90-tych opracowano metody preparatywne pozwalajace zastosowaé technike
podobng do stosowanej juz wczesniej] w syntezie peptydéw. Ogolnie technika ta polega na
zastosowaniu statego nosnika (suportu) w formie krétkiej (kilka mm) kolumny wykonanej ze
szkla o §cisle okreslonej wielkosci poréw ($rednica = 50000 — 300000 pm, 1pm = 102 m) lub
makroporowatego polistyrenu. Zastosowanie tej techniki syntezy umozliwia otrzymanie
oligonukleotydow o dhlugosci ok. 200 nukleotydéw, osiggane stezenia oligonukleotydow
wahajg si¢ w zakresie 40 nmoli do 1 mikromola. Ze wzrostem st¢zenia wzrasta takze stezenie
produktéw ubocznych powstajacych w trakcie syntezy 1 przy wyzszych stezeniach
oczyszczenie oligonukleotydéw staje sie trudniejsze. Bez wzgledu na zastosowany materiat
no$nika, przed uzyciem zostaje on poddany zabiegom chemicznym, ktére umozliwia
przytaczenie nukleozydéw do powierzchni. Szklo porowate poddaje si¢ dziataniu 3-
aminopropylotrietoksysilanu. Zawarte na powierzchni szkla grupy hydroksylowe ulegaja
alkilowaniu i powstaje zakonczenia 3-aminopropylowe. Wolne grupy aminowe zabezpiecza
si¢ traktujac je bezwodnikiem octowym. Dla celéw syntezy oligonukleotydow taki linker jest
jeszcze zbyt krotki 1 zazwyczaj zostaje przedluzony przez utworzenie wigzania amidowego W
reakcji z bezwodnikiem bursztynowym lub chlorkiem kwasu bursztynowego. W innym
wariancie grupg aminowa linkera traktuje si¢ izocjanianem 1,2-etandiolu. Wolne grupy
hydroksylowe w tym wypadku zabezpiecza si¢ poprze tritylowanie (pierwszorzedowa) i

estryfikacje kwasem dichlorooctowym (drugorzgdowa).

W przypadku porowatego polistyrenu, jest on wysoce usieciowanym kopolimerem
diwinylobenzenu, styrenu i 4-chlorometylostyrenu. Obecne w kopolimerze atomy chloru
wymienia si¢ na grupy aminowe, powstajg grupy aminometylowe, ktore funkcjonalizuje si¢

podobnie jak powyzej.

W przeciwienstwie do naturalnej syntezy oligonukleotydow (5°-3”), w syntezie na fazie stalej
oligonukleotydy taczone s3 wigzaniem fosfodiestrowym w kierunku 3°-5’. Aby
zminimalizowa¢ udziat reakcji ubocznych, pozostate w czasteczkach nukleotydow grupy o
charakterze nukleofilowym (aminowe i hydroksylowe) musza by¢ zabezpieczone (rys.2). W
przypadku syntezy oligonukleotydow RNA grupe hydroksylowg 2’-OH zabezpiecza si¢ grupa
tert-butylodimetylosililowg lub tris-isopropylsililoksymetylowg (rys.2).
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Rys. 1. Zabezpieczenia nukleozydow DNA stosowane w syntezie oligonukleotydow na fazie
statej
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Rys. 2. Grupy zabezpieczajgce w syntezie oligo-RNA

Grupa 3°-OH, biorgca bezposredni udzial w syntezie jest przeprowadzana w odpowiednig
pochodna fosforowsa, najczesciej poddaje si¢ ja reakcji z chloro[(N,N-diizopropyloamino)-2-
cyjanoetoksy]fosfing. Pelng sekwencje¢ reakcji prowadzacych do otrzymania monomeru

uzytego nastgpnie do syntezy oligo-DNA przedstawia schemat 1.
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Reagenty i warunki reakcji: i) HMDS, (NH,),SO,, nastepnie CH3CN, TMSOTT, -15 to 0 °C (5a: 93%; 5b:
86%); ii) @) NaOMe/MeOH, 90 min. t.p.; b) Amberlist IRC 120 (6a: 36%, 6b: 33%); iii) DMTrCI, pirydyna, t.p.
(7a: 80%; 7b: 86%); iv) NC(CH,),OP(CI)N(i-Pr),, CH;CN, diizopropyloetyloamina, t.p. (8a: 83%, 8b: 73%); v)
syntezator DNA; (A. Gondela; T. Santhosh Kumar; K. Walczak; J. Wengel, Chemistry and Biodiversity, 7(2),
350, (2010).

Schemat 1. Typowa sekwencja reakcji w syntezie monomeru modyfikowanego nukleozydu
Synteza oligonukleotydéw obejmuje pie¢ etapow:

Deprotekcja (detritylowanie)

Aktywacja
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Schemat 2. Synteza oligo-DNA metoda fosforamidowa.
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Synteza oligonukleotydow
Detritylowanie

Grupe 4,4’-dimetoksytritylowa (DMT) terminalnego nukleotydu rozszczepia si¢ w warunkach
kwasowych, za pomocg rozcienczonego kwasu trichlorooctowego lub dichlorooctowego w
rozpuszczalniku obojetnym (chlorek metylenu lub toluen). W tych warunkach wydzielony
alkohol dimetoksytritylowy rozpuszcza si¢ i jest odmywany. Pozostaje czysty nukleotyd
przylaczony do nos$nika z wolna grupa 5’-hydroksylowa, ktora moze atakowaé zabezpieczona

pozycje 3’-hydroksylowa nastepnego zabezpieczonego nukleozydu.
Aktywacja

Roztwor fosforamidu nowego nukleozydu w acetonitrylu jest traktowany aktywatora:
tetrazolu, 2-etylotiotetrazolu, 4,5-dicyjanoimidazolu lub podobnymi kwasowymi azolami,

nast¢puje wymiana grupy diizopropyloaminowej na tetrazoliowa (Schemat 3).
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Schemat 3. Aktywacja monomeru w syntezatorze oligonukleotydow.

Kondensacja

Aktywowany monomer w duzym nadmiarze (nawet 20-krotnym) reaguje z terminalng grupa

5°-OH ostatniego dobudowanego nukleotydu tworzac fosforyn (trialkoksyfosfing).
Blokowanie

Nosnik wraz z syntezowanym fragmentem oligonukleotydow traktuje si¢ mieszaning 1-
metyloimidazolu i bezwodnika octowego. Zabieg ten ma na celu zablokowanie, poprzez
estryfikacje, wolnych grup 5°-OH, ktdre nie przereagowaty w etapie syntezy. Celem jest
zapobiezenie powstania oligonukleotydow z delecja (pominigcie w sekwencji jakiegos

nukleotydu).
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Utlenienie

Fosforyn utlenia si¢ do fosforanu wodnym roztworem jodu w obecnosci pirydyny lub innej

stabej zasady organicznej (najczesciej stosuje si¢ kolidyne lub lutydyne).

Pojedynczy cykl syntezy jest zakonczony i mozna rozpocza¢ nastepny przez usunigcie grypy

dimetoksytritylowej i powtdrzy¢ calg sekwencje reakcji.

Po zakonczeniu zaprogramowanej liczby cykli, nalezy rozszczepi¢ wigzanie laczace
oligonukleotyd z nosnikiem i odblokowa¢ zabezpieczone grupy zaré6wno w nukleozasadzie
jak 1 w reszcie fosforanowej. Grupy te usuwa si¢ si¢ przez traktowanie nosnika z
oligonukleotydem stez. roztworem amoniaku w wodzie w temp. 50 °C w czasie ok. 24
godzin. W przypadku zastosowania jako zabezpieczenia grupy fenoksyacetylowej i

piwaloilowej, usuwa si¢ je dziataniem amoniaku w bezwodnym metanolu.

Koncowe oczyszczanie oligonukleotydéw przeprowadza si¢ przy pomocy HPLC a nastgpnie

okresla mase czasteczkowg (ES MS lub MALDI MS).



