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W 1978 roku Zamecnik i Stephenson rozpoczeli nowg er¢ w biologii molekularnej poprzez
zastosowanie syntetycznego oligonukleotydu DNA do zahamowania translacji RNA obecnego w
retrowirusie Rous sarcoma. Byto to mozliwe poniewaz zdefiniowane przez Watsona i Cricka reguty
oddzialywania pomigdzy zasadami nukleinowymi pozwalaja na zaprojektowanie sekwencji oligonukleotydu
rozpoznajacej wybrany fragment stanowiacej cel terapeutyczny czasteczki kwasu nukleinowego. Badania
prowadzone przez kolejne lata pokazaty istnienie kilku mechanizméw wewnatrzkomorkowych, dzigki
ktérym ta docelowa czasteczka po utworzeniu mozliwie trwatego kompleksu z podana sondg przestaje
wykonywa¢ swoja pierwotng funkcje. Stosujac takie podejScie mozna hamowaé ekspresje gendow (na
przyktad onkogenow) poprzez blokowanie procesu transkrypcji (DNA—mMRNA) lub translacji
(mMRNA—bialko). Jednak aby takie oligonukleotydy znalazly zastosowanie terapeutyczne powinny by¢
odporne na dziatanie egzo- i endonukleaz, ktore w komorce jak i w przestrzeni migdzykomorkowej
hydrolizujg oligonukleotydy DNA i1 RNA, o ktorych organizm ,wie”, Ze sg obce i mogg stanowi¢
zagrozenie. Zwigkszenie odpornosci na dziatanie nukleaz moze zosta¢ osiagnigte poprzez wprowadzenie
modyfikacji chemicznych w obrebie zasady heterocyklicznej, reszty cukrowej lub wigzania
internukleotydowego, ale nie powinno si¢ to wigzaé ze zmniejszeniem trwalosci termodynamicznej
majacych powsta¢ kompleksow sonda/DNA lub sonda/mRNA. Jedna z pierwszych wprowadzonych
modyfikacji, ktora okazata sie by¢ ogromnie uzyteczna, bylo zastgpienie niemostkowego atomu tlenu grupy
fosforanowej atomem siarki, a powstate w ten sposob oligomery tiofosforanowe pozostajg izoelektronowe z
naturalnymi i zachowujg dobre wiasciwosci hybrydyzacyjne. Jednak atomy fosforu w tak zmienionym
wigzaniu internukleotydowym staja si¢ centrami stereogenicznymi i przez dilugi czas chemicznie
syntezowane zwigzki byly mieszaning setek lub nawet tysigcy mozliwych P-diastereoizomeréw. Dopiero
tzw. metoda oksatiafosfolanowa (opracowana w naszym Zaktadzie) pozwolita na synteze P-
stereozdefiniowanych oligonukleotydow, ktore w do§wiadczeniach biologicznych pokazaly istotne roznice
zalezne od konfiguracji absolutnej atomow fosforu.

Celem niniejszego projektu jest synteza P-stereozdefiniowanych tiofosforanowych analogow
kwaséw nukleinowych zawierajacych jeszcze jedng modyfikacje, ktorg jest zastapienie naturalnej reszty
deoksyrybozy szesciocztonowym pierscieniem morfoliny, w wyniku czego grupy tiofosforanowe staja si¢
amidotiofosforanowymi (tutaj jak i w opisie szczegotowym projektu stosowany jest skrot sTMO, P-
stereodefined Thiophosphoramidate Morpholino Oligonucleotides). Inspiracjg do podjecia tej tematyki byty
dla mnie wyniki prac prowadzonych w zespole profesora Marvina Caruthersa (Uniwersytet Kolorado,
Boulder), gdzie metoda amidofosforynowa zsyntezowano TMO w postaci mieszaniny wszystkich P-
diastereoizomerow. Poniewaz nawet w tej formie TMO wykazuja interesujgce wlasciwosci biologiczne i
znaczny potencjal terapeutyczny, dostrzegtam mozliwos¢, iz pozadane aktywnosci TMO moga by¢ uzyskane
stosujac jedynie pewna frakcje probki - te o sprzyjajacej stereochemii atomow fosforu. W ten sposéb moga
ulec ograniczeniu efekty niepozadane wywotywane przez nieaktywne czasteczki podanej sondy. Aby moc
badaé te zjawiska planowana jest synteza 4-6 sSTMO oraz oligonukleotydéw typu gapmer Re- i Sp-
[STMO/DNA/sTMO] o dlugosci 10-12 nukleotydow z wykorzystaniem metody oksatiafosfolanowej.
Pierwsza cz¢$¢ projektu obejmuje synteze morfolinowych analogéw nukleozydéw, opracowanie metody ich
przeksztatcenia w odpowiednie monomery oksatiafosfolanowe 1 znalezienie warunkow rozdziatu
monomeréw na P-diasterecoizomery. Waznym elementem bedzie okreslenie metoda rentgenostrukturalng
konfiguracji absolutnej atoméw fosforu w rozdzielonych P-diasterecizomerach. Czyste P-diastereomery
bedg nastepnie wykorzystane do syntezy Rp- i Sp-sTMO oraz w/w gapmerow. W drugiem etapie projektu
zostanie okreslony wpltyw czynnika stereochemicznego na ich zdolno$ci hybrydyzacyjne z
komplementarnymi oligonukleotydami typu DNA i RNA (wyznaczenie warto$ci temperatur migkniecia Trm)
oraz na konformacj¢ tworzonych struktur (z uzyciem techniki CD, Circular Dichroism). Wiasciwosci
biologiczne wybranych Re- i Sp-sTMO beda poréwnane z wilasciwosciami TMO otrzymanymi metoda
amidofosforynowsg. Uzupelnieniem tej czgSci projektu bedzie badanie trwalosci wybranych oligonukletydow
w ludzkim osoczu.

Koncepcja zastosowania Re- i Sp-sTMO oraz gapmerow Rp- i Sp-[STMO/DNA/sTMQ] jako
sekwencyjnie specyficznych sond trwale kompleksujacych oligonukleotydy docelowe wpisuje sie w nurt
poszukiwan narzedzi molekularnych stuzacych modulowaniu wiasciwosci  fizykochemicznych i
biologicznych oligonukleotydow. W dalszej perspektywie by¢ moze bedzie ich wykorzystanie w terapii badz
diagnostyce. Jest to nurt badan intensywnie rozwijany i powoli przynoszacy wymierne korzysci w postaci
rejestracji i wprowadzania na rynek farmaceutyczny lekow opartych na kwasach nukleinowych
zawierajacych internukleotydowe wigzania tiofosforanowe (Vitravene) czy reszty morfolinowe (Eteplirsen,
Golodirsen).



