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CAPITOLO 1

SINTESI IN FASE SOLIDA DI NUCLEOSIDI MODIFICATI

1. INTRODUZIONE

1.1 Nucleosidi Modificati

molecole dalle molteplici attivita biologiche'*®

L’evento scientifico piu interessante del ventesimo secolo, in campo medico, ¢
stato certamente la scoperta degli antibiotici, molecole che possono impedire la
proliferazione dei batteri in un organismo infetto senza creare grosse conseguenze
all’organismo stesso. Sfortunatamente il progresso nel trattamento di malattie quali
cancro ed infezioni virali, che sono tra le maggiori cause di mortalita nei paesi
industrializzati, ¢ stato molto piu lento e limitato. Tuttavia, le conoscenze accumulate
circa la replicazione virale e cellulare ha reso possibile ’identificazione di numerose
sostanze in grado di interferire selettivamente con le funzioni virali o le cellule
neoplastiche.

Alla meta degli anni ottanta, per la cura delle infezioni virali esisteva solo qualche
vaccino; oggi il quadro ¢ decisamente cambiato, poiché sono disponibili decine di
terapie antivirali e centinaia di altri farmaci sono in fase di sviluppo.

I primi farmaci antivirali (diretti principalmente contro i virus erpetici) sono stati
introdotti sul mercato negli anni sessanta ed erano il frutto dei metodi di ricerca
tradizionali usati in farmacologia.

I virus sono organismi strutturalmente semplici con una struttura che ne prevede
la replicazione all’interno di una cellula ospite. Per studiarne le proprieta, si
infettavano le cellule, le si faceva crescere in coltura e si esponevano
successivamente le colture all’azione di sostanze chimiche che si pensava potessero

inibire le attivita virali note a quell’epoca. Gli agenti che mostravano ridurre il titolo



virale in coltura erano poi selezionati per ricerche piu approfondite. Oltre ad essere
un processo casuale, questo tipo di analisi forniva ben pochi indizi su eventuali altre
funzioni virali che potessero rivelarsi utili bersagli. Cio ha ostacolato i tentativi di
mettere a punto farmaci che fossero piu efficaci o che mostrassero minori effetti
collaterali. La genomica ha permesso di scoprire nuovi target promuovendo lo
sviluppo di nuove classi di farmaci ad attivita antivirale.

Tra questi composti i nucleosidi modificati svolgono un ruolo importantissimo;
basti pensare che la maggior parte dei farmaci approvati per il trattamento di
infezioni virali sono analoghi nucleosidici.

I termine nucleoside fu coniato per la prima volta da Levene e Jacobs nel 1909 ed
¢ associato agli acidi nucleici, dalla cui idrolisi furono isolati per la prima volta®.

La caratteristica sostanziale di questa classe di molecole ¢ la sostituzione di uno o
piu atomi, o gruppi funzionali, rispetto ai metaboliti naturali che sono 1 costituenti
essenziali di DNA ed RNA.

Essi sono in grado di interagire con un terzo delle classi di proteine del genoma
umano, incluso polimerasi, chinasi, reduttasi, recettori di membrana e proteine
strutturali. I nucleosidi sono considerati fondamentali in molte vie metaboliche e di
particolare interesse risultano i loro meccanismi di riconoscimento associati ad un
ampio spettro d’azione. I nucleosidi modificati sono alla base di una serie di terapie
farmacologiche. Essi, mantenendo inalterate le proprieta metaboliche dei composti
naturali di partenza, sono in grado di penetrare all’interno della cellula e di sottostare
ai normali processi metabolici, inibendo in maniera reversibile o irreversibile gli
enzimi target, cosi da bloccarne le normali funzioni. Nel corso degli ultimi anni, la
sintesi degli analoghi nucleosidici ha interessato un numero sempre crescente di
studiosi. E utile suddividere queste specie in tre grandi categorie a seconda delle
caratteristiche strutturali che 1i differenziano rispetto ai corrispondenti composti
naturali:

e Nucleosidi contenenti la base eterociclica modificata;

e Nucleosidi contenenti 1’unita di zucchero, ribosio o 2’-deossiribosio,

modificata;

e Nucleosidi altamente modificati.



Molti derivati strutturali semplici dei nucleosidi fungono da costituenti minori
degli acidi nucleici e da essi sono stati isolati. Tutte le specie di tRNA contengono
basi “non usuali” che per la maggior parte sono di natura pirimidinica e presentano
modificazioni relative sia alla base eterociclica che all’unita ribosidica (Figura 1) (ad
esempio la S-metiluridina, 3-metilcitidina, 4-tiouridina, 2-tiocitidina, 5-
carbossimetiluridina o la N-4,2’-O-dimetilcitidina). L’introduzione nell’RNA di
queste molecole pud avvenire o in una fase post-trascrizionale, generalmente
attraverso modificazioni enzimatiche di nucleosidi gia esistenti, oppure, per azione

delle glicosidasi, una base ¢ eliminata, e sostituita con una base modificata.
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Figura 1. Nucleosidi con basi 'non usuali', ritrovati in tRNA

Molto meno numerosi sono i 2’-deossiribonucleosidi con strutture ‘non usuali’
riscontrati quali componenti minori del DNA; cio ¢ facilmente spiegabile tenendo
conto del maggior controllo enzimatico al quale sono sottoposte le catene di DNA in
crescita.

Un gruppo molto interessante di nucleosidi modificati, ritrovati in natura e dotati
generalmente di spiccate attivita antibiotiche, sono i nucleosidi altamente modificati
(Figura 2). Essi comprendono un gran numero di prodotti naturali costituiti da una
parte nucleosidica e da un’altra a struttura variabile, comprendente unita
monosaccaridiche, disaccaridiche, peptidiche o lipidiche. Esempi di tali molecole
sono le specie conosciute come poliossina J, tunicamicinaV e acido

ottasilico.
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Figura 2. Nucleosidi altamente modificati

Il crescente interesse rivolto dalla ricerca scientifica alla sintesi di nuovi
nucleosidi modificati’® ¢ legata alle attivita antibiotiche, antivirali e/o antitumorali
esplicate da alcuni analoghi nucleosidici. Ad esempio analoghi arabinosidici di
adenosina e citidina hanno una potente attivita antivirale e antitumorale.

Analoghi nucleosidici come la 5-iodo-5’-ammino-5’-deossiuridina (AIU), 5-iodo-
5’-ammino-2’,5’-dideossicitidina (AIC), 5’-ammino-5’-deossitimidina (Figura 3)

hanno attivita antivirale contro il virus dell’Herpes Simplex (HSV).
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Figura 3. Nucleosidi modificati ad attivita antivirale e antitumorale

Un altro gruppo di analoghi nucleosidici molto interessanti sono la ddC (2°,3’-
dideossicitidina), la ddI (2’,3’-dideossiinosina) e I’AZT (3’-azido-3’-deossitimidina).
Queste molecole sono state approvate dall’American Food and Drug Administration
(FDA) come farmaci anti-HIV. Altre molecole, come ad esempio il d4T (2’°,3’-
dideidro-2’,3’-dideossitimidina), 1’AZddU (3’-azido-2’,3’-dideossiuridina), il
carbovir (2’°,3’-dideossi-2’°,3’-dideidroguanosina) e [’ossetanocina A (Figura 4)
esplicano un’azione antivirale contro il virus dell’HIV e sono in avanzata fase di

sperimentazione clinica.



o)
:/ NH
Ho—wr\l«o
N3

AZT *

o} R 0O
:/ NH ;/ NH
HO N—

io?/ o]

HO  OH

SFU *

ddcC

daT *

N O
o ¢
HO N §< HO
_>/O\/ N NH, O
R
OH

R = CH,OH ganciclovir*
R = H acyclovir *

ossietanocina-A
(0]

:/ NH
N~
{ o}

OH

HO

avacavir * metanocarba-T

Figura 4. Alcuni nucleosidi modificati

N
TN €
N/J b

\
HO OH

HO— N
’,(O N 0]
s
3tc*
NH, NH,

N
Y
N/J
aristeromycina
o)
:/ NH
TBDMSO N—
o o)
H,N
| o otBDMS
S
70
o)

TSAO-T

* . approvati dalla Food and Drug administration per la sperimentazione sull'uomo

L’esatto meccanismo d’azione di ciascuno di questi agenti non ¢ ancora del tutto

noto®. I moderni metodi della ricerca farmacologica hanno fornito nuove possibilita

per bloccare 1 virus in ogni fase del loro ciclo vitale. Le specie virali presentano lievi



differenze nei dettagli specifici delle loro strategie riproduttive, ma generalmente le

diverse fasi del ciclo vitale possono essere suddivise come segue:

o formazione del legame e fusione con la cellula ospite;

. introduzione dei geni virali e loro replicazione;

. sintesi proteica (con 1’ausilio dell’apparato di sintesi della cellula
ospite);

. assemblaggio delle diverse componenti in nuove particelle virali e la

fuoriuscita dalla cellula ospite di queste particelle, che possono quindi
ricominciare il loro ciclo vitale in altre cellule dell’organismo.

I vaccini si dimostrano utili nella fase iniziale di un’infezione, perche stimolano il
sistema immunitario a distruggere specificamente 1’agente patogeno responsabile
della malattia quasi nel momento stesso in cui penetra nell’organismo. Oggi,
I’alternativa pit comune sono i cosiddetti vaccini a subunitd, che contengono
semplici frammenti dell’agente patogeno; questi frammenti non possono di per sé
scatenare un’infezione ma, se selezionati in maniera appropriata, possono indurre
una risposta immunitaria protettiva.

Quando non sono disponibili vaccini efficaci, diventano importanti le strategie
antivirali anche se la maggior parte di esse riesce solo a ridurre la gravita e la durata
dell’infezione virale.

Un gruppo di terapie limita 1’attivita virale interferendo con 1’ingresso del virus
all’interno della cellula, altre, invece, possono agire a livello di trascrizione del DNA
o di sintesi proteica.

I nucleosidi modificati agiscono in molti casi come inibitori dell’espressione
genica, interferendo con la sintesi di acidi nucleici e promuovendo la resistenza alla
replicazione del virus nelle cellule infette. Altre volte generano un -effetto
antiproliferativo delle particelle virali, agendo come inibitori della sintesi proteica e
della diffusione virale da cellula a cellula. In generale i nucleosidi modificati sono
profarmaci e sono sequenzialmente fosforilati dalle chinasi cellulari ai corrispondenti
derivati 5'-trifosfato (Figura 5). Il grado di efficienza del processo di fosforilazione

puo provocare differenze nell’attivita di tali molecole. Dopo la fosforilazione,



I’azione farmacologica dipende dal tipo di modifiche chimiche contenute nella

molecola.
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Figura 5. Fosforilazioni sequenziali di nucleosidi (profarmaci)

Analoghi come l'aciclovir (Figura 4), un nucleoside purinico modificato, in cui
mancano il C-2' e C-3', fungono da terminatori di catena ponendo fine alla sintesi del
DNA virale. Lo stesso meccanismo di azione’ & riscontrabile anche per la 3'-a-azido-
3'-deossitimidina (AZT, Figura 4). Grazie alla sua somiglianza con il nucleoside
naturale timidina, le chinasi cellulari sono in grado di fosforilare I'AZT,
convertendola nella sua forma attiva, AZT-5'-trifosfato, che risulta un analogo della
timidina trifosfato (TTP). L'inibizione della sintesi del DNA virale viene espletata
con almeno due meccanismi: inibizione competitiva e terminazione di catena.
Nell'inibizione competitiva, 1'AZT compete con la TTP per il sito attivo della
trascrittasi inversa provocando una diminuzione della forma attiva di tale enzima.
Una volta incorporato in catena di DNA, si ha blocco irreversibile dell’allungamento,
mancando tale nucleoside dell’ossidrile in 3°.

L’AZT, messo a punto inizialmente come farmaco antitumorale, pud provocare
gravi effetti collaterali, come 1’anemia. Tuttavia, gli studi compiuti sulla trascrittasi
inversa, basati sulla conoscenza della sequenza genica dell’enzima, hanno permesso
di utilizzare analoghi nucleosidici meno tossici. L’impiego di uno di questi, la

lamivudina, ¢ stato approvato anche per trattare le infezioni causate dal virus



dell’epatite B, che utilizza la trascrittasi inversa per convertire copie di RNA del suo
genoma a DNA nuovamente in una molecola di DNA.

Nel caso dei nucleosidi antitumorali, invece, i meccanismi molecolari attraverso i
quali si esplica Dattivita sono particolarmente complessi. In generale si ha
interferenza nella sintesi del DNA, dell’RNA e in alcuni casi anche nella sintesi
proteica, come accade per il 5-aza-C®. L’interferenza si verifica sia per le cellule sane
che per quelle neoplastiche, ma poiché¢ la velocita di replicazione di queste ultime ¢
molto piu elevata, I’effetto finale si traduce in una riduzione della neoplasia.

I nucleosidi antivirali presenti oggi sul mercato sono stati progettati con lo scopo
di confondere il virus utilizzando analoghi strutturali di substrati naturali. Una
possibile strategia da seguire consiste nel trovare la giusta combinazione tra un’unita
zuccherina e base eterociclica basandosi su studi di analisi configurazionale e
conformazionali di enzimi e substrati. Una volta mappati 1 geni virali, si possono
studiare le funzioni delle corrispondenti proteine e costruire cosi un quadro delle fasi
molecolari con cui il virus si introduce e si sviluppa nell’organismo. Da qui si
possono anche individuare quali sono le proteine, ¢ i domini, all’interno delle
proteine stesse, che sarebbe opportuno disattivare. In generale si preferiscono quei
bersagli la cui distruzione determina la massima inattivazione virale, e si cerca di
concentrarsi su domini proteici che assomigliano solo in piccola parte a quelli delle
proteine umane, in modo da non danneggiare le cellule sane ¢ da non causare
eccessivi effetti collaterali. Allo stesso tempo, perd, si cercano domini proteici
sostanzialmente identici in tutti i principali ceppi del virus, per consentire I’impiego
del farmaco nei confronti della gamma di varianti virali pit ampia possibile.

Una volta individuato un bersaglio virale, si possono sfruttare diverse tecniche per
identificare farmaci in grado di danneggiarlo: si possono, per esempio, utilizzare
tecniche standard di ingegneria genetica per produrre copie molto pure di una data
proteina da usare per mettere a punto farmaci. A questo scopo, si inserisce il gene
corrispondente in batteri o in altre specie cellulari che siano capaci di sintetizzare un
gran numero di copie della proteina codificata. Le molecole proteiche cosi prodotte
costituiscono una base per lo screening rapido: solo le sostanze che sono in grado di

legarsi ad esse sarranno studiate in maniera piu approfondita.



Le applicazioni farmacologiche dei nucleosidi modificati presentano,
sfortunatamente, numerosi limiti. Innanzitutto non sempre ¢ possibile prevedere
correttamente la relazione tra struttura del nucleoside modificato e la sua attivita
farmacologica poiché quest’ultima ¢ complicata dai processi di attivazione a cui ¢
sottoposto il nucleoside in vivo, i quali implicano numerosi stadi (i principali sono il
passaggio attraverso la membrana cellulare e i vari passaggi di fosforilazione). Ogni
stadio di attivazione richiede il riconoscimento del substrato da parte di numerosi
enzimi.

Nei processi biologici successivi diventa di fondamentale importanza la
specificita d’azione. Dal punto di vista applicativo, considerando I’attivita dei
nucleosidi modificati dapprima come farmaci antivirali, si rileva che essi, a causa
della mancanza di specificita di azione, presentano due inconvenienti principali:

o Possono fungere da terminatori di catena anche nella sintesi del DNA
delle cellule sane;

o Presentano affinita di legame anche per alcuni enzimi che svolgono un
ruolo chiave nel metabolismo cellulare.

Tale processo pud comportare fenomeni di mutagenesi e/o di proliferazione
cellulare incontrollata. Gli enzimi utilizzati dai virus e dalla cellula ospite per attivare
1 nucleosidi sono molto simili, come simili sono 1 meccanismi di attivazione. Cid
significa che un substrato riconosciuto da un enzima virale ha elevate possibilita di
essere riconosciuto anche dall’enzima della cellula ospite.

La linea di confine tra attivita e tossicita dipende esclusivamente dalla selettivita
verso due enzimi simili. Inoltre, ¢ molto probabile che i virus sviluppino resistenza
nei confronti di molti farmaci; ad esempio, quando i farmaci sono assunti per periodi
di tempo molto lunghi, come accade nel caso di malattie croniche come 1I’AIDS ¢ in
un buon numero di casi di epatite B e C.

Anche nel caso dei nucleosidi antitumorali la tossicita rappresenta un ostacolo
notevole all’utilizzo clinico dei farmaci. Gli effetti collaterali sono dovuti
essenzialmente all’aspecificita degli analoghi nucleosidici, che comporta fenomeni
immunodepressivi, dal momento che le cellule immunitarie, come quelle tumorali,

possiedono un’elevata velocita di riproduzione.
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Nonostante 1 notevoli progressi effettuati nel campo della realizzazione di
analoghi nucleosidici e della determinazione delle loro proprieta biologiche, la messa
a punto di nuove tecniche di screening farmacologico rapide ed efficienti (metodi
HTS) e di nuove metodologie per la realizzazione di un elevato numero di molecole
in tempi molto brevi (chimica combinatoriale), lascia, alla ricerca di base, notevoli

possibilita per lo studio di tali specie.

1.2 Sintesi organica combinatoriale

L’approccio sintetico convenzionale per la sintesi di molecole biologicamente
attive fa uso delle cosiddette metodiche classiche della sintesi organica, da sempre
utilizzate nella ricerca di nuovi farmaci e di molecole d’interesse biologico in
generale. Tali strategie prevedono essenzialmente tre fasi:

e sintesi chimica attraverso reazioni tradizionali;

e purificazione e caratterizzazione strutturale;

e determinazione delle proprieta biologiche del target in esame, usando saggi

biologici convenzionali.

Recentemente, invece, la ricerca nel campo della scoperta di nuovi agenti
terapeutici, si € rivolta alla preparazione di “librerie chimiche” come potenziali fonti
di candidati per lo sviluppo di nuovi farmaci. Le librerie chimiche costituiscono vere
e proprie collezioni di molecole strutturalmente correlate che possono essere ottenute
sinteticamente o biosinteticamente ed essere successivamente sottoposte a test di
attivita biologica.

Inoltre, lo sviluppo di nuove metodiche di screening farmacologico sempre piu
veloci, sensibili ed efficienti anche su miscele di composti (HTS — high —throughput
screening assays)™®, ha in parte rivoluzionato il lavoro del chimico organico,
introducendo la velocita di sintesi, o piu precisamente, il numero di sostanze
sintetizzate nell’unita di tempo, insieme alla resa ed alla selettivita, come altro
parametro per valutare 1’efficienza del processo sintetico.

In tale contesto risulta cruciale disporre di una strategia sintetica che consenta

I’ottenimento di un gran numero di molecole.
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La chimica combinatoriale ¢ una tecnica che consente la sintesi e lo screening
farmacologico di centinaia di molecole strutturalmente distinte in tempi molto brevi.
Il punto cruciale di tale metodica consiste nella possibilita di ottenere un ampio
spettro di analoghi utilizzando le stesse condizioni di reazione; in questo modo, un
chimico puo sintetizzare centinaia di migliaia di composti contemporaneamente,
anziché sintetizzare un solo composto per volta. Ad esempio, secondo le tecniche
della sintesi classica, il composto A reagira con quello B per dare la specie AB che
sara isolata solo dopo purificazione; al
contrario, la chimica combinatoriale, A'! ... A0 10
offre la possibilita di creare tutte le
possibili combinazioni tra varie specie A
(Al...An) e B (B1...Bn) in modo da
ottenere contemporaneamente un

A"B" 100
numero molto elevato di analoghi
(Figura 6). Clo. clo

Il termine chimica combinatoriale ¢
stato coniato per la prima volta nel 1980,
quando Mario Geysen, a Melbourne in ABC 1000
Australia, inventd un metodo per la D' plo
contemporanea sintesi di una serie
diversificata di peptidi, dando origine al
primo esempio di libreria AN BRCR DN 10 000
combinatoriale.

La sintesi organica combinatoriale

(COS) rappresenta quasi un’inversione Figura 6. Sintesi combinatoriale multi-step

intellettuale rispetto alla sintesi organica applicata per 50 anni. In un approccio
sintetico tradizionale il chimico ¢ interessato alla messa a punto di sintesi molto
complesse di molecole naturali o di analoghi di cui sia nota la struttura. Le reazioni
chimiche sono spesso impiegate o sviluppate con il fine di risolvere specifici
problemi sintetici, € non di mettere a punto metodologie di applicabilita generale.
Un rigoroso controllo della regiochimica e stereochimica delle reazioni ¢ necessario

per il raggiungimento del target sintetico. Al contrario, lo scopo ultimo della sintesi
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combinatoriale ¢ la creazione di vere e proprie popolazioni di strutture molecolari
diverse, e non I’ottenimento di una singola entita. Piuttosto che esercitare un rigoroso
controllo di tutto il processo sintetico, la chimica combinatoriale, mantenendo
elevata I’efficienza delle reazioni organiche, lascia un piu ampio margine di

variabilita stereo- e regiochimica.

1.3 Approccio combinatoriale: sintesi di librerie di piccole molecole

organiche

Il concetto di libreria combinatoriale ¢ strettamente connesso con quello di
diversita molecolare, che rappresenta una delle caratteristiche piu peculiari ed
interessanti dell’approccio combinatoriale. In senso assoluto, la diversita in un
insieme di composti ¢ riferita alle funzioni presenti su ciascun elemento della
libreria, che possano dare interazioni non covalenti con opportuni recettori, in
relazione anche alle diverse conformazioni spaziali possibili. La creazione di una
libreria di molecole si pone due obiettivi primari: la scoperta di nuovi farmaci e il
potenziamento/ottimizzazione dell’attivita di farmaci gia esistenti. Il primo di tali
obiettivi viene definito “random screening” ® e consiste nell’identificare un composto
attivo non tenendo conto di informazioni strutturali ottenibili da molecole attive gia
esistenti; il secondo obiettivo ¢ il “directed screening”, o “chemical analoging”, che
mira a produrre analoghi strutturali di molecole attive al fine di potenziarne o
ottimizzarne le proprieta. Questo secondo approccio ¢ in linea di principio piu logico
e razionale. Infatti quando un insieme di molecole ¢ stato trovato attivo nei confronti
di un target, la ricerca di derivati piu potenti attraverso la creazione di una libreria
combinatoriale appare il proseguimento naturale dello studio. Tuttavia I’universo dei
potenziali target farmacologici ¢ in continua espansione, cosi il problema
dell’identificazione di nuovi farmacofori diretti contro i suddetti target rende
necessario anche il “random screening”.

In via del tutto generale, librerie di composti si possono ottenere sia in soluzione
che in fase solida. In soluzione esistono due approcci fondamentali: ¢ possibile

sintetizzare delle miscele di vari composti di complessita variabile oppure realizzare
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una sintesi parallela che produce un numero molto minore di composti, ma presenta
vantaggi nella caratterizzazione strutturale e nella determinazione delle proprieta
biologiche della singola molecola.

La sintesi di composti in fase solida, invece, (solid phase organic synthesis —
SPOS) presenta numerosi vantaggi rispetto a quella in soluzione. Ad esempio le
procedure di reazione risultano notevolmente semplificate in quanto complessi
processi di purificazione ed isolamento dei prodotti sono sostituiti da semplice
filtrazione con solventi; si pud usare un largo eccesso di reagente per condurre le
reazioni a completezza ed il supporto pud essere rigenerato dopo 1’uso. Inoltre le
metodiche sintetiche in fase solida, in linea di principio, sono suscettibili di
automazione.

Solitamente, il supporto solido ¢ costituito da una resina polistirenica
funzionalizzata opportunamente in modo da consentire 1’ancoraggio di un linker o
direttamente del substrato.

Molti gruppi di ricerca e industriali hanno iniziato ad interessarsi attivamente di
chimica combinatoriale intorno alla meta degli anni ’80; all’inizio le “librerie
combinatoriali” preparate erano costituite solo da oligomeri naturali, quali peptidi e
oligonucleotidi’; questo perché lo schema di sintesi necessario per un oligomero &
ripetitivo e ad alta resa, assicurando la preparazione di librerie numerose e di alta
qualita. Tali librerie combinatoriali, una volta sintetizzate, venivano testate contro un
recettore 0 un enzima in modo da individuare leganti ad elevata affinita oppure
potenti inibitori. Nonostante questi studi abbiano ampiamente dimostrato le
potenzialita delle tecniche di sintesi e di screening delle librerie combinatoriali,
peptidi e oligonucleotidi sono dotati di una bassa attivita e sono suscettibili di rapida
degradazione in vivo; per tali ragioni, la loro utilitd quali agenti terapeutici
biodisponibili € spesso limitata.

Particolare interesse hanno suscitato, negli ultimi anni, le cosiddette “piccole

10a-b . .
» ) specie con peso molecolare non superiore a 600-700

molecole organiche
u.m.a. che sono dotate di favorevoli proprieta farmacocinetiche.

Tali molecole, oltre ad essere interessanti per lo sviluppo di nuovi agenti
terapeutici, sono dotate di ulteriori proprieta, utili ai fini di un efficiente

riconoscimento molecolare nonché per lo sviluppo di nuovi materiali e catalizzatori.
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Inoltre, la messa a punto di una numerosa serie di reazioni chimiche e di nuove
metodologie sintetiche in fase solida''** ha, negli ultimi anni, esaltato le potenzialita
dell’approccio combinatoriale, dirigendo [D’attenzione alla sintesi di supporti
ancoranti molecole dotate di peculiari caratteristiche, quali:

e lapresenza di piu gruppi funzionali;

e lapresenza di piu centri stereogenici;

e la versatilita chimica;

e le potenziali attivita biologiche degli analoghi correlati;

La prima libreria di piccole molecole organiche, precisamente benzodiazepine, ¢
stata riportata da Ellmann nel 1992'2; da allora gruppi all'avanguardia soprattutto nel
campo accademico (basti ricordare Nicolaou, Boger, Kurth, Ley, Ellmann ed
Hanessian) ed alcune compagnie biotecnologiche specializzate in chimica
combinatoriale (ad esempio Affymax, Selectide, Axys, Pharmacopeia, Combichem
ed Oxford Diversity) hanno sviluppato un gran numero di efficienti schemi sintetici

adatti alla produzione di numerose librerie.

1.4 Approccio combinatoriale: sintesi di librerie di analoghi

nucleosidici

Nel vasto panorama della chimica combinatoriale e della sintesi in fase solida di
librerie di piccole molecole organiche, nucleosidi e nucleotidi rappresentano una
classe di composti interessanti. Essi possiedono infatti le caratteristiche strutturali e
funzionali per la costruzione di librerie di potenziali farmacofori. E’ infatti ben nota
I’attivita biologica di numerosi nucleosidi modificati, ed ¢ sempre vivo I’interesse nei
confronti di analoghi di oligonucleotidi con migliori proprieta di stabilita enzimatica
e penetrazione delle membrane cellulari, nell’ambito delle strategie antisenso'’ e
antigene'®. Nucleosidi e nucleotidi sono dotati di numerosi gruppi funzionali
manipolabili selettivamente e presentano piu centri stereogenici che consentono una
ben precisa definizione spaziale dei sostituenti.

Seguendo un approccio sintetico classico sono state realizzate, dall’inizio degli

anni ‘80, molteplici famiglie di analoghi nucleosidici aventi come capostipiti
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nucleosidi modificati dotati di spiccate attivita biologiche. A tale scopo ¢ stato
necessario un massiccio impegno sintetico, a partire da molecole lead come ddC,
ddI, AZT", ossietanocina'®, TSAO-T' ¢ tante altre, per la realizzazione di classi di
analoghi nucleosidici dall’elevato grado di diversita e dalle spiccate attivita antivirali.

E’ stato presto riconosciuto che introdurre un punto di diversita nell’unita
zuccherina o nella base del nucleoside rappresenta una strategia fondamentale per
identificare leganti per specifici recettori, inibitori enzimatici o specie che
modificano le funzioni dei nucleosidi. Ma solo negli ultimi anni un relativo interesse
¢ stato rivolto all’ottenimento di librerie di tali molecole seguendo un approccio
combinatoriale.'**

Di particolare rilievo risulta un recente lavoro di R. Epple, R. Kurdirka, e W. A.
Greenberg'’, dell’universita della California, che attraverso 1’utilizzo di supporti
solidi macroporosi ha consentito lo sviluppo di una via sintetica altamente affidabile
e semplice per la derivatizzazione ad alte rese di ‘scaffold’ nucleosidici sia di tipo
pirimidinico che purinico. Essi ancorando il nucleoside al supporto (Figura 7), grazie
ad un legame acetalico degli ossidrili 2° e 3’ con un opportuno linker, hanno
focalizzato la loro attenzione sulla derivatizzazione della posizione 5’ del D-ribosio,

sulla posizione C6 della purina o sulla posizione C4 della pirimidina.

DT o
X N X Nﬂl\l
Oiﬁ_o Oiu{)

Figura 7. Supporti utili per la sintesi di librerie di nucleosidi modificati
Epple, R. et al. J. Comb. Chem. 2003, 5, 292-310
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Modificando tali posizioni chimicamente disponibili, ¢ stata realizzata la sintesi di
una consistente libreria (25000 membri) di nucleosidi dalle potenziali attivita
biologiche, ottenuti in modo efficiente e con buon grado di purezza. Questo lavoro
rappresenta un esempio di combinazione di reazioni organiche su ‘scaffold’ avanzati
con le piu moderne tecnologie di chimica combinatoriale volta sia alla produzione di
sostanze in alte rese e sia ad una veloce ricerca e sviluppo di nuovi target biologici.

Un’ulteriore dimostrazione di come lo sviluppo di efficaci metodiche di chimica
combinatoriale e la sintesi nella ricerca farmaceutica viaggino parallelamente ¢
rappresentato dalla sintesi della nikkomicyna e dei suoi analoghi (Figura 8), proposta
da A. Suda e suoi collaboratori®. La sintesi di tale antibiotico naturale e di librerie di
analoghi ¢ stata effettuata in fase solida grazie alla reazione di Ugi in cui la parte
amminica ¢ sul supporto solido che ¢ ancorato al nucleoside mediante la posizione 5’

del D-ribosio.
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Figura 8. Sintesi di analoghi della nikkomicina
Suda, A. et al. Heterocycles 2001, 55, 1023-1028



Non meno interessanti risultano le strategie riportate da W. Kazmiersk®' e R. P.
Iyer” che propongono, rispettivamente, la realizzazione di analoghi nucleosidici 5’-
sostituiti e piccoli frammenti di acidi nucleici (nucleic acid based library- NAB) con
giunzione internucleosidica modificata (Figura 9), utilizzando supporti, alcuni dei
quali disponibili commercialmente, ancoranti 1’unitd nucleosidica attraverso le

funzioni ossidriliche del D-ribosio.
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Figura 9. Librerie di nucleosidi e piccoli frammenti di acidi nucleici (NAB)
Kazmiersky, W. et al. Bioorg. & Med. Chem. Lett., 2000, 10, 2759-2763
Iyer, R. P.et al. Bioorg. & Med. Chem. Lett., 2000, 10, 1921-1925

E’ importante tener presente che gli scaffold di acidi nucleici (NAB) sono un

importante modello dal quale partire per la creazione di molecole dotate di un elevato
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grado di diversita. Esistono almeno tre caratteristiche importanti connesse con la

diversita dei NAB:
e Come per le altre piccole molecole organiche, i NAB possono essere utilizzati
per creare diversita spaziale variando la disposizione di gruppi idrofobici,

ionici, di legami idrogeno etc;

e Librerie di NAB possono essere create in modo da evidenziare “shapes in
space” (ovvero incorporazione di sequenze con forte tendenza ad

autostrutturarsi, come ad esempio quartetti di guanine, etc)

e Infine passando da deossiribosio a ribosio, a strutture a catena aperta, la
conformazione dell’anello furanosico puo variare da C2’-endo a C3’-endo,
rendendo possibili variazioni locali o globali della conformazione dei membri

della libreria.

1.5 Approccio combinatoriale: sintesi di librerie di nucleosidi 5’-

modificati

Tipicamente una diminuzione dell’attivita delle chinasi cellulari pud provocare
resistenza cellulare ai nucleosidi; connesso a cid € 1’osservazione che molti
nucleosidi che non sono ottimi substrati per le chinasi cellulari possono risultare
biologicamente attivi se rilasciati nella forma dei corrispondenti derivati
monofosfato.

In secondo luogo, 'utilita dei nucleosidi ¢ limitata dalla presenza di numerosi
effetti collaterali quali anemia, neuropatia periferica e mielosoppressione.

Ancora, molti nucleosidi hanno una scarsa farmacocinetica in vivo, poiché
vengono rapidamente eliminati secondo numerosi meccanismi. Questi effetti
limitano la loro distribuzione nei tessuti e i tempi di permanenza in cellula.

La polarita e la scarsa stabilita biologica dei nucleotidi stessi ne limita il rilascio,
sia in vivo che in vitro, nello spazio intracellulare.

Per tali motivi, la ricerca ha rivolto impegno sempre crescente alla scoperta di

nuovi meccanismi per il rilascio dei nucleosidi, sviluppando una serie di derivati
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pronucleotidici neutri che siano in grado di attraversare le membrane cellulari e
rilasciare il nucleoside in cellula®.

Tra tutte le strategie messe a punto, quella che ha fornito i migliori risultati ¢ stata
lo sviluppo di nuovi derivati 5’-modificati dei nucleosidi.

Numerosi gruppi di ricerca, negli ultimi anni, si sono interessati alla creazione di
librerie di derivati di tale natura e allo studio del loro meccanismo di azione.

Tra questi spiccano i lavori di Iyer, Wagner e collaboratori’*. Tali studiosi,
partendo dall’osservazione che farmaci convenzionalmente utilizzati per la cura di
infezioni virali o di tumori risultano notevolmente tossici € non sufficientemente
attivi, hanno realizzato una serie di derivati recanti in 5° un gruppo fosforammidato
legato ad una serie di amminoacidi o altre porzioni a struttura variabile, soprattutto di
natura aromatica. Sono stati, in tal modo, realizzati analoghi dell’AZT, della FLT
(3’-fluoro-3’-deossitimidina), della d4T, dell’AraC, del 5 fluorouracile ed altri,
caratterizzati dalla presenza di un gruppo arilico legato al fosforo in 5’ mediante un
legame estereo (Figura 10); nonche dalla presenza di un amminoacido (come ad
esempio la L-alanina) legato al fosforo tramite un legame fosforammidato con il
gruppo amminico primario®. Tali specie risultano notevolmente stabili in mezzo
cellulare e nel plasma umano, sono convertiti intracellularmente nei corrispondenti
derivati trifosfato, risultano molto piu attivi e meno tossici dei corrispondenti
nucleosidi non modificati ed hanno un tempo di permanenza in cellula notevolmente
piu elevato. I componenti di tali librerie sono dei potenziali inibitori delle chinasi e
polimerasi virali; il gruppo in posizione 5’ ha il duplice compito di aiutare il rilascio
intracellulare del nucleotide e di garantire delle interazioni idrofobiche che
consentano un’elevata affinita di legame tra il nucleotide e il recettore target.

Di tali molecole sono stati studiati i meccanismi di azione, le loro potenziali
attivita antivirali ed anticancro in vivo ed in vitro cosi come l’influenza della
porzione amminoacidica, della funzione ammidica ed esterea e della stereochimica
dei gruppi introdotti sulla loro farmacocinetica in vivo.

Partendo dalla considerazione che esistono anche farmaci antivirali inibitori della
trascrittasi inversa che non hanno natura nucleosidica (NNRTIs), come ad esempio la
nevirapina o 1 TSAO, e convinti che per ottenere notevoli benefici da terapie

antivirali sia necessario anche combinare differenti agenti anti-HIV, per prevenire la
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resistenza del virus a determinate terapie, sono stati realizzati una serie di derivati
che risultano dalla fusione di una porzione di tipo NRTI ed una di tipo NNRTIs
legate da un linker (Figura 10)*°, in modo da poter combinare le attivita antivirali di
entrambi 1 tipi di molecole.
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Figura 10. Esempi di nucleosidi 5'-modificati

Analoghi di tale natura, soprattutto di AZT e di TSAO, sono stati realizzati e

testati e di questi sono stati anche sintetizzati numerosi analoghi che si differenziano
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per la natura del linker che lega le due porzioni della molecola o che presentano
ulteriori modificazioni sull’unita nucleosidica o non nucleosidica. Studi biochimici

hanno dimostrato che tali specie posseggono una potente attivita contro il virus HIV-
1.
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2. RISULTATI E DISCUSSIONE

2.1 Nuova strategia sintetica: supporti funzionalizzati con analoghi

nucleosidici ancorati attraverso la base eterociclica

Durante il triennio di dottorato € stata realizzata la sintesi di nuove librerie di

nucleosidi modificati seguendo due approcci differenti:

1. mediante I’utilizzo di supporti solidi ancoranti gli analoghi nucleosidici
attraverso la base;

2. mediante supporti solidi ancoranti il nucleoside attraverso I’ossidrile in 5°.

Nel primo caso ¢ stato possibile realizzare una piccola libreria di derivati aventi
modifiche su una o piu posizioni dello zucchero, nel secondo caso si ha accesso a
librerie di derivati 5’-fosfodiestere e 5’-fosforammidato del nucleoside prescelto.

In relazione a studi precedentemente effettuati su supporti funzionalizzati con
unita nucleosidiche,”” da parte del gruppo di ricerca presso il quale & stato svolto
questo lavoro di dottorato, ¢ stata di recente proposta una nuova strategia sintetica

per la preparazione di nuovi supporti

solidi.®®  Tale strategia prevede ‘

: : . ®
I’aggancio  dell’'unitd  nucleosidica M
opportunamente  derivatizzata alla O

matrice polimerica attraverso la base v >
eterociclica (Figura 11). In tal modo, a / \

differenza delle strategie finora

riportate in letteratura, ¢ possibile Figura 1l. Nuova strategia sintetica

ottenere supporti solidi ancoranti nucleosidi in cui le funzioni ribosidiche sono
disponibili ad una serie di manipolazioni chimiche e risultano quindi utili per la
realizzazioni di librerie di nucleosidi modificati al ribosio. La reazione utilizzata per
I’ancoraggio dell’unita nucleosidica attraverso la base eterociclica ¢ la reazione di

Mitsunobu.”’ Tale reazione, utile generalmente per la trasformazione ROH—RX,
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ampiamente utilizzata per alchilazioni di basi puriniche e pirimidiniche di nucleosidi,
sfrutta I’acidita dei protoni delle funzioni immidiche o ammidiche delle basi azotate,
promuovendo in Situ la formazione dell’elettrofilo e del nucleofilo.

A tale scopo, studi precedenti hanno riguardato la possibilita di agganciare
opportuni analoghi della timidina ad un supporto sintetizzato ad hoc (1, Schema 1) in
grado di garantire il successivo rilascio dell’analogo nucleosidico per semplice

trattamento basico.
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2 —\ O
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.~ 0
PPh;, DEAD v

Y THF / DCM v

2Y = OTBDMS 4Y = OTBDMS
3Y:N3 5Y:N3

Schema 1. Nuovi supporti ancoranti analoghi della Timidina

La matrice 1 ¢ caratterizzata da un linker f-idrossietiltioetereo che consente, nel
supporto ancorante il nucleoside (4 o 5), dopo ossidazione della funzione tioeterea a
solfonica, il rilascio del nucleoside via A-eliminazione.’® Il supporto 1 ¢& stato
sintetizzato mediante semplici procedure, a partire da prodotti disponibili
commercialmente e utilizzando, come matrice polimerica, un copolimero polistirene
(PS)-polietilenglicole (PEG), noto commercialmente come Tentagel, funzionalizzato
con gruppi amminici primari, supporto molto versatile e compatibile con la sintesi di
molte molecole organiche, nonché con la sintesi automatizzata di peptidi e
oligonucleotidi. Sui supporti 4 e 5 (Schema 1) sono stati effettuati esperimenti per
valutare la possibilita di manipolare le funzioni in 5’ e 3’ attraverso reazioni in fase

solida, sintetizzando una serie di analoghi 3’ ¢ 5°,3’-funzionalizzati della timidina.*®
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2.2 Nuovi supporti solidi funzionalizzati con analoghi dell’uridina®

Una volta ottimizzata la strategia di incorporazione in fase solida -attraverso la
base eterociclica- della timidina, ci si ¢ posti ’obiettivo di rendere piu generale
I’approccio proposto ancorando al supporto anche altri nucleosidi, quali ribo-
nucleosidi o specie meno usuali. Inoltre si ¢ puntato alla realizzazione di nuovi
supporti solidi che prevedessero delle condizioni piu blande per il rilascio del
nucleoside e quindi compatibili con la sintesi di analoghi contenenti funzioni non
stabili alle condizioni di distacco previste dal supporto 1. A questo scopo, durante il
triennio di dottorato ¢ stata verificata la possibilita di:

1. ottenere supporti solidi funzionalizzati con uridina, inosina e 2’-
deossiguanosina, caratterizzati da una funzione immidica o ammidica sulla
base eterociclica;

2. sintetizzare supporti non contenenti una funzione tioeterea;

3. utilizzare tali matrici in condizioni Mitsunobu per 1’aggancio dell’unita
nucleosidica;

4. manipolare opportunamente le funzioni ribosidiche per la sintesi di opportuni
derivati.

In particolare, I’attivita di ricerca ¢ stata focalizzata sulle seguenti fasi:

¢ sintesi di nucleosidi opportunamente derivatizzati (core scaffold);

e ancoraggio degli analoghi sintetizzati alla matrice polimerica, via reazione di

Mitsunobu;

e verifica della reattivita delle diverse funzioni ribosidiche, attraverso la sintesi

di opportuni analoghi.

Per valutare la possibilita di incorporare sul supporto solido gli analoghi
nucleosidici progettati, sono stati effettuati, quali esperimenti preliminari, reazioni di
aggancio dei nucleosidi 6, 7, 8 (Schema 2), al supporto Tentagel-OH (0.27 meq/g).
Le rese di incorporazione, calcolate attraverso misure spettrofotometriche a A= 498
nm del catione DMT rilasciato per trattamento acido su quantita pesate di resina,

sono risultate soddisfacenti per gli analoghi dell’uridina e inosina (rese di
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incorporazione medie del 90%), non incoraggianti nel caso della guanosina (<15%).
Stimolati da tali risultati, si ¢ proceduto alla sintesi di opportuni analoghi (core

scaffold) da agganciare successivamente al supporto solido.

p

N
o=
DMTO N Q—CH,0H DMTO N
0 - 0
PPhy, DEAD
THF / DCM
/bC AcO OAC

AcO OAc
6 9
0 //9
HN N={’
R—\ /=N R\ )~N
N \ N \
DMTO N DMTO N
\;07 Q- CH,OH *$ © (
'
PPh;, DEAD
AcO OAcC THF / DCM AcO OAcC
7R=H 1I0R=H
8 R = NHiBut 11 R = NHiBut

Schema 2. Ancoraggio in fase solida di analoghi nucleosidici mediante reazione di Mitsunobu

Prendendo spunto da dati riportati in letteratura,****

¢ stata progettata la sintesi
dell’analogo 2’-a-azido-5’-O-dimetossitrifenilmetil-3’-O-tert-butildimetilsililuridina
quale utile scaffold da ancorare al supporto solido. I due gruppi protettori delle
funzioni ossidriliche (DMT e TBDMS) sono stati scelti in quanto rimovibili
ortogonalmente in fase solida, in modo da rendere le funzioni ossidriliche
selettivamente manipolabili.

La 5’-0-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-uridina (12, schema 3), prodotto di partenza,

¢ stata ottenuta mediante classica reazione di protezione dell’ossidrile in 5’ con

DMTCI (1.05 eq) e DMAP (0.1 eq) in piridina anidra con rese dell’87%.
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A partire dalla 5°-0-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-uridina (12), ¢ stata effettuata la
reazione con difenilcarbonato (1.3 eq) e NaHCO; (0.5 eq) in DMF a 120°C,

ottenendo il prodotto desiderato 2,2’-anidro 13.

O
an /EJj
0]
DMTO— o N—<O a DMTO— O-j N

HO  OH HO
12 13

DMTO N— DMTO Ry N—
\$ O ?/ (@] <C— $ O‘l? (@]

TBDMSO N3 HO Rz

16 14 RIZH R2:N3
15 RIZOH R2:H

Schema 3. a: (PhO),CO, NaHCO;, DMF, 120 °C 3 ore (83 %); b: LiN;, DMF, riflusso,
5 ore (45 %); c: TBDMSCI, THF, AgNOs, DIEA (85 %)

Tale prodotto risulta un substrato utile per una sostituzione nucleofila
stereospecifica al C2’. Tale reazione condotta con NaNj; (5.0 eq) in HO/DMF (1:10)
a riflusso, ha portato al prodotto atteso 14. In realta, tale procedura ha fatto registrare
rese di reazione medie del 40% ¢ concomitante formazione di 5’-O-(4,4’-
dimetossitrifenilmetil)-D-arabinofuranosil-uridina (30%, 15), ottenuto per attacco di
OH' al C2 della base eterociclica, con conseguente formazione dell’epimero al C2’
dell’uridina. Utilizzando in alternativa LiNs3 (7.0 eq, soluzione acquosa al 20%) e
conducendo la reazione in DMF a riflusso, non ¢ stata osservata la formazione del
derivato arabinosidico anche se cio non si ¢ tradotto, come sperato, in un sensibile
incremento della resa di reazione (45%). Infine, I'ultimo passaggio della sequenza
sintetica ha previsto la protezione dell’ossidrile in 3’ come tert-butildimetilsililetere.

La classica procedura di sililazione dell’ossidrile in 3°, con imidazolo e TBDMSCI in
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DMF a 25 °C, ha comportato delle rese di reazione molto basse (<25%).
Conducendo tale reazione in THF, a riflusso, utilizzando AgNO; come catalizzatore
e DIEA, ¢ stato osservato un buon incremento della resa di reazione (85%),
ottenendo il prodotto desiderato 16.

Avendo a disposizione I’analogo nucleosidico desiderato (16, Schema 3), una
prima serie di esperimenti ha riguardato la possibilita di agganciarlo al supporto
polimerico 1. Tale supporto ¢ stato ottenuto per semplice condensazione (Schema 4)
dell’acido 6-[2-(4,4’-dimetossitrifenilmetossi)]-etilsulfanil-esanoico 17 con i gruppi
amminici della matrice polimerica TG-NH,, (0.29 meq/g) attraverso classica
reazione con DIC (10.0 eq), HOBt (10.0 eq) e DIEA (10.0 eq) in Py per 48 ore a
25°C. La resa di incorporazione del tioetere, valutata per via spettrofotometrica
attraverso il test del catione DMT, ¢ risultata mediamente del 76%, corrispondente ad

una funzionalizzazione di 0.22 meq/g.

0 (@]

S a-_c S
DMTO™ > v\ﬁ/)ikOH Ho” N 3 N

17 1

Schema 4. a: TG-NH,, DIC, HOBT, DIEA, Py, 25 °C, 48 ore; b: Ac,O/Py (1:1), 25 °C, 30 min.;
c: 1% DCA in DCM, 25 °C, 10 min.

Il supporto cosi ottenuto ¢ stato sottoposto a trattamento con piridina e Ac,O per
bloccare i gruppi amminici che eventualmente non hanno reagito (capping) e
successivamente con DCA (1% in DCM) per deproteggere la funzione ossidrilica.

Successivamente sul supporto derivatizzato 1 ¢ stato condotto 1’ancoraggio
dell’analogo 16 attraverso reazione di Mitsunobu (Schema 5) in presenza di DEAD-
TPP in THF/DCM per 5 ore a 25°C, che ha fornito il supporto 18 con rese medie di
incorporazione del 95% (0.21 meq/g). Il supporto cosi ottenuto contiene tre gruppi
funzionali sull’unita ribosidica che sono suscettibili di ulteriori manipolazioni;
infatti, il DMT e il TBDMS possono essere selettivamente rimossi e gli OH cosi

liberati, sfruttati per la formazione selettiva di legami fosfodiesterei o glicosidici.
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PPh;, DEAD
TBDMSO N3 THF / DCM TBDMSO N3
16 18

Schema 5. Ancoraggio al supporto solido di analoghi dell'uridina
mediante reazione di Mitsunobu

Inoltre, la presenza di una funzione N3, come forma mascherata di un gruppo
amminico, pud rappresentare un utile strumento per la funzionalizzazione dell’unita
ribosidica con una varieta di molecole contenenti un gruppo carbossilico. E possibile,
infatti, formare legami ammidici stabili sfruttando classiche ed efficienti procedure di
sintesi in fase solida di peptidi.

Risulta, dunque, ben evidente che il supporto 18 pud essere utilizzato per la
realizzazione di librerie di 2’-amminoacil- o peptidil-derivati dell’uridina, quale
nuova classe di molecole le cui potenzialita biologiche non sono state esplorate®”.

Allo scopo di verificare la versatilita della procedura sintetica proposta per la
realizzazione di 2’ammino acil analoghi dell’uridina e piccoli oligomeri contenenti
questo scaffold, dapprima si € proceduto alla sintesi dei derivati 19-22.

A tale scopo la funzione azide ¢ stata ridotta ad amminica per trattamento con una
soluzione 0.35 M di PBu; in THF/H,O/EtOH (4.5:1.4:6) per 5 ore a 25°C e
successivamente condensata con amminoacidi differenti, opportunamente protetti
(Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, 10.0 eq) in
presenza di HATU-HOBt (10.0 eq) in DMF per 2 ore a 25°C. Le rese medie di
incorporazione  dei  diversi amminoacidi, valutate = mediante = misure
spettrofotometriche a A=301 nm del gruppo fluorenile, rilasciato per trattamento con
una soluzione di piperidina al 20% in DMF, sono risultate sempre comprese tra
1’85% e il 95%. Successivamente, dopo totale rimozione del gruppo Fmoc, il
supporto ¢ stato trattato con Ac,O/Py (3/7, v:v) per acetilare i gruppi amminici
liberati e poi con una soluzione 0.5 M di m-CPBA in DCM per ossidare la funzione

tioeterea a solfonica. I gruppi DMT e TBDMS sono stati rispettivamente rimossi per
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trattamento con 1% DCA in DCM e con Et;Ne3HF per 18 ore a 25°C. Infine il
trattamento con NH4OH a 60°C per 18 ore ha consentito il rilascio degli analoghi 2’-

N-amminoacilici dell’uridina 19-22 (Schema 6) in forma molto pura.

S
> p

N 7 :?Nj
== o)
o= :} HO N /

DMTO N O
@)

HO HN—R
TBDMSO  Nj

19 = Ac-Leu-
18 20 = Ac-Phe-
21 = Ac-Val-
22 = Ac-Lys(Ac)-

Schema 6. Sintesi dei derivati 19-22

Per generare il dinucleotide 23 (schema 7), il supporto 18 ¢ stato trattato con una
soluzione 0.35 M di PBu; in THF/H,O/EtOH (4.5:1.4:6) per 5 ore a 25°C per
ottenere la riduzione della funzione 2’-azido. Dopo ripetuti lavaggi con H,O, MeOH
e DCM, il supporto ¢ stato trattato dapprima con piridina e Ac,O 3:7 (v/v) per 30
minuti a 25°C, poi con una soluzione 0.5 M di m-CPBA in DCM ed infine con
Et;Ne3HF per 18 ore a 25°C per la deprotezione dell’ossidrile in 3’. Il controllo
mediante TLC degli eluati, dopo il trattamento ossidativo e dopo la deprotezione dal
TBDMS, non hanno evidenziato alcun distacco di materiale nucleosidico.

A questo punto il supporto ¢ stato sottoposto ad un ciclo di accoppiamento con 5’-
O-DMT-citidina-3’-O-(2-O-cianoetil)-fosforammidito su sintetizzatore automatico di
oligonucleotidi. Dopo deprotezione degli ossidrili primari con 1% DCA in DCM ¢
stato effettuato il distacco per trattamento con NH4OH a 60°C per 18 ore.

Per la sintesi del derivato 24 (schema 7), la funzione 2’-azido del supporto 18 ¢
stata dapprima ridotta ad ammina; questa ¢ stata poi fatta condensare con Fmoc-
Lys(Fmoc)-OH in presenza di HATU-HOBt in DMF e 1 gruppi amminici che non

hanno reagito acetilati per trattamento con Ac,O in piridina. Il supporto cosi ottenuto
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¢ stato trattato con una soluzione 0.5 M di m-CPBA in DCM e poi con Et;Ne3HF per

18 ore a 25°C per la deprotezione dell’ossidrile in 3°.
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Schema 7. Sintesi dei derivati 23-26



A questo punto il supporto ¢ stato sottoposto ad un ciclo di accoppiamento con 5°-
O-DMT-citidina-3’-0-(2-O-cianoetil)-fosforammidito su sintetizzatore automatico di
oligonucleotidi. Dopo deprotezione degli ossidrili primari con 1% DCA in DCM ¢
stato effettuato il distacco per trattamento con NH4OH a 60°C per 18 ore.

Il dinucleotide 25 ¢ stato ottenuto dal supporto 18 attraverso le seguenti reazioni:
a) riduzione della funzione 2’-azido; b) accoppiamento con Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH;
c¢) rimozione del DMT; d) capping; d) ossidazione della funzione tioeterea del
supporto; ¢) rimozione del TBDMS; f) accoppiamento su sintetizzatore automatico di
DNA con 3’-DMT-timidina-5’-O-(2-O-cianoetil)-fosforammidito con rimozione
finale del DMT; g) rimozione dell’Fmoc; h) distacco con NH4OH.

Infine il supporto 18 ¢ stato utilizzato anche per la sintesi del trinucleotide 26
preparato in maniera del tutto analoga a 25 secondo la seguente sequenza di reazioni:
a) riduzione della funzione 2’-azido; b) accoppiamento con Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH;
c¢) capping; d) ossidazione della funzione tioeterea del supporto; e€) rimozione del
DMT; f) accoppiamento su sintetizzatore automatico di DNA con 5’-DMT-2’-deossi-
adenosina-3’-0-(2-O-cianoetil)-fosforammidito con rimozione finale del DMT; g)
capping; h) rimozione del TBDMS; 1) accoppiamento su sintetizzatore automatico di
DNA con 3’-DMT-timidina-5’-O-(2-O-cianoetil)-fosforammidito con rimozione

finale del DMT; 1) rimozione dell’Fmoc; m) distacco con NH4OH.

_ . ESI-MS (m/z)
Derivato tr (min) trovato
399.27 [M+H]"
19 14.51 42121 [M+Na]"
437.20 [M+K]"
455.25 [M+Na]
20 13.02 471.23 [M+K]"
o1 13.07 385.38 [M+H]"
456.44 [M+H]"
22 11.50 478.42 [M+Na]’
23 10.76 573.10 [M-H]
24 10.01 674.54 [M-H]
o5 10.80 674.47 [M-H]
987.52 [M-HJ
26 15.20 493.45 [M-2H]*
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Per tutti gli analoghi sintetizzati, 1’analist HPLC del grezzo di distacco, condotta
usando una colonna in fase inversa (NUCLEOSIL 100-5 C8), ha evidenziato una
discreta purezza della miscela distaccata. L’analisi 'H e *'P-NMR (per i derivati 23-
26) e ESI-MS dei prodotti isolati ha confermato ’identita dei composti sintetizzati

(Tabella 1).

2.3 Nuovi supporti solidi funzionalizzati con analoghi di inosina e

2’-deossiguanosina

La nuova strategia di incorporazione su supporto solido ¢ stata estesa anche a
nucleosidi purinici quali 2’-deossiguanosina e inosina. Prove di ancoraggio degli
analoghi 27 e 28 (Schema 8) al supporto 1 mediante reazione di Mitsunobu hanno

mostrato rese soddisfacenti (85%) solo nel caso dell’analogo dell’inosina.

O_S\/\O
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R—\ =N
=
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HN DMTO o N
DMTO o N Q S"on AcO OAcC
1
\q - 30aR=H
PPh;, DEAD 31a R = NHiBut
AcO OAc THF / DCM
( )—S\/\N 0

27R=H
28 R = NHiBut R—\ )~N

A

DMTO N
\7/_0_? /

AcO OAcC

30bR=H
31b R = NHiBut

Schema 8. Ancoraggio in fase solida di analoghi purinici mediante reazione di Mitsunobu
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Due sono le tipologie di legame che si possono formare tra I’inosina e il supporto,
durante la reazione di Mitsunobu, portando alla formazione dei supporti 30a ¢ 30b
(O-alchil e N-alchil, Schema 9). Nota la reattivita al C6 dei 6-O-alchil derivati
dell’inosina ai nucleofili,** il supporto 30 & stato sottoposto a trattamento con
NH4OH (17M) a 60° per 18 ore, allo scopo di sganciare solo il nucleoside legato
mediante un ponte O-alchilico dal supporto solido.

Le rese di distacco, calcolate attraverso misure spettrofotometriche a A= 498 nm
del catione DMT rilasciato per trattamento acido su quantita pesate di resina, sono
risultate del 40%. Dall’analisi HPLC del grezzo di distacco sono stati ottenuti due
prodotti poi isolati e caratterizzati per 'H NMR e ESI-MS: la 5°-O-(4,4’-
dimetossitrifenilmetil)-inosina (35, Schema 13) e la 5-0-4,4-
dimetossitrifenilmetil)-adenosina (37) in rapporto 1:2 (5’-DMT-I/5’-DMT-A) a
dimostrazione dell’avvenuta sostituzione nucleofila al C6 da parte sia dell’OH’, sia di

NH3j, durante la fase di distacco.

b sostituzione nucleofila al CH, del linker

O_X \/\//O a sostituzione nucleofila al C6
N /

z
__/ N=
& /N Q /N
N \ N \
YO N YO N
\7/-0-\1/ \7/-0-\1/
—_—
AcO OAC HO OH
30 X=8;Y=DMT — 357 =0H;Y =DMT
dE32X=S;Y=H 36Z=0H;Y=H
33X =S50, Y=DMT ¢ 37 Z=NH,; Y = DMT
34X =S50, Y=H 38Z=NH, Y=H

Schema 9. Prove di distacco
c: 1%DCA/DCM, 25 °C, 10 min.; d: 0.5 M mCPBA in DCM, 25 °C, 1h

Alla luce di tali esperimenti ¢ stata valutata la possibilita, sfruttando il
meccanismo di sostituzione nucleofila al C6, di poter sganciare alternativamente

analoghi dell’inosina o dell’adenosina a seconda che la reazione di distacco venisse
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effettuata utilizzando una soluzione acquosa di NaOH oppure una soluzione di NHj
in metanolo.

A tale scopo, dopo aggancio del nucleoside 27 alla matrice polimerica, sono state
effettuate prove di distacco (Schema 9) nelle seguenti condizioni:

e 17 M NH4OH, 60 °C, 18 ore, sui supporti 30 ¢ 32;

e 2 M NHj; in MeOH, 60 °C, 18 ore, sui supporti 30 e 32;

e (.5 M NaOH, 60 °C, 18 ore, sui supporti 33 e 34.

Il supporto 30 ¢ stato diviso in due aliquote, una delle quali, dopo deprotezione
dal DMT per trattamento con 1% DCA in DCM (32, Schema 9) ¢ stata trattata con
NH4sOH per 18h a 60°C. Il materiale distaccato, analizzato mediante HPLC,
utilizzando una colonna in fase inversa

(NUCLEOSIL 100-5 C18), ha evidenziato la

_¥8

11047

presenza di due prodotti: inosina (36) ed
adenosina (38) in rapporto di 1:1.8
rispettivamente (Figura 12), la cui struttura ¢
stata confermata paragonando i dati 'H
NMR dei prodotti isolati con campioni
autentici. La percentuale di distacco ¢ stata
valutata mediante test del catione DMT
sull’altra aliquota (30) ed ¢ risultata essere

del 45%. Il supporto risultante ¢ stato " L

successivamente sottoposto ad ulteriore

trattamento con NH4OH, a 60°C, per 18 ore s "
L .. Figura 12. profilo HPLC del
e la percentuale di distacco ¢ risultata essere distacco con NH,OH dal supporto 33

inferiore al 5%. Tale risultato ¢ stato
spiegato ammettendo che il restante 55% di nucleoside sulla matrice polimerica
risulta ancorato attraverso un legame N-alchilico, stabile al trattamento con NH,OH

a 60 °C.

Relativamente alla seconda prova, il supporto 30 ¢ stato diviso in due aliquote,
una delle quali, dopo detritilazione (32) ¢ stata trattata con NH3/MeOH 2 M a 60°C

per 18 ore. Il materiale distaccato, analizzato mediante HPLC, ha evidenziato la
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presenza unicamente di inosina (36) la cui struttura ¢ stata confermata paragonando i
dati "H NMR del prodotto isolato con un campione autentico. Tale risultato pud
essere spiegato ammettendo che la reazione principale non sia, come atteso, una
sostituzione nucleofila aromatica al C6 (via a, Schema 9), bensi una sostituzione
nucleofila al CH; del linker (via b, Schema 9), che porta al distacco dell’inosina (36).
Solo quando si ¢ in presenza di concentrazioni elevate di ammoniaca, com’¢ il caso
del trattamento con NH4OH 17 M, compete la sostituzione al C6 della base che porta
anche al distacco di adenosina. Tale interpretazione ¢ stata confermata dal test di
Kaiser, un test colorimetrico specifico per i gruppi amminici primari, risultato
positivo, effettuato sul supporto solido dopo trattamento con NHi:/MeOH 2M.
Sull’altra aliquota ¢ stata valutata la resa di distacco, mediante test del DMT, che ¢
risultata essere del 45%.

Infine I'ultimo esperimento ¢ stato effettuato sul supporto precedentemente
ossidato con una soluzione 0.5 M di m-CPBA; tale supporto (33) ¢ stato diviso in due
aliquote, una delle quali, dopo detritilazione, ¢ stata trattata con NaOH 0.5 M, 18 ore
a 60°C. Come atteso, I’analisi HPLC del distaccato ha evidenziato la presenza della
sola inosina (36), la cui struttura ¢ stata confermata paragonando i dati '"H NMR del
prodotto isolato con un campione autentico. La percentuale di distacco, valutata

mediante test del DMT sull’altra aliquota di 33, ¢ risultata essere del 95%.

2.4 Sintesi di matrici polimeriche derivatizzate con alcol 4-

idrossibenzilico

Nella strategia sintetica appena descritta, il supporto solido realizzato ¢
funzionalizzato con un linker B-idrossietiltioetereo; per tale supporto la procedura di
distacco del nucleoside prevede :

a. ossidazione della funzione tioeterea a solfone (M-CPBA in DCM, 25 °C)

b. trattamento basico (17M NH4OH, 60 °C)

Il trattamento ossidativo, necessario per il rilascio del nucleoside attraverso un

meccanismo di B-eliminazione (Figura 13), limita 1’utilizzo di tali supporti alla
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sintesi dei soli analoghi nucleosidici contenenti funzioni compatibili con tali

condizioni.
CIJI H
Q-s 0 O‘/S /o 0
| KRS, |
N - | a, b H N - | HN |
—_— R —_—
O)\ T ) Oéj\ N O)\ N
B | |

Figura 13. Meccanismo di distacco del nucleoside mediante f-eliminazione
a) 0.5 M m-CPBA in DCM, 25 °C, 1 ora; b) 17 M NH,OH, 60 °C, 18 ore

Per ovviare a tale limitazione, una seconda seconda fase di studi ¢ stata rivolta alla
sintesi di nuovi supporti piu versatili che consentano I’ancoraggio del nucleoside
attraverso la base eterociclica, risultando cosi utili per la realizzazione di librerie di
nucleosidi modificati al ribosio. A tale scopo, si ¢ focalizzata 1’attenzione sulle
seguenti tematiche:

1. progettazione di matrici polimeriche derivatizzate con un linker che
consente il rilascio del nucleoside per blando trattamento basico,
evitando il trattamento ossidativo;

2. studi relativi all’ancoraggio ai supporti sintetizzati di analoghi
nucleosidici (lead compound) mediante reazione di Mitsunobu;

3. verifica della possibilita di realizzare attraverso semplici ed efficienti
reazioni, una serie di analoghi nucleosidici dalle potenziali attivita
biologiche.

La scelta del linker da ancorare alla matrice polimerica ¢ stata condotta sulla base
di un attento esame delle nuove metodologie sintetiche riportate in letteratura per
I’ottenimento di oligonucleoditi 3’-fosfato.”” E’ stata focalizzata D’attenzione su
supporti derivatizzati con alcol 4-idrossibenzilico, che consentono il rilascio
dell’oligonucleotide attraverso il meccanismo riportato in figura (Figura 14a).

Alla luce di tale meccanismo 1 supporti derivatizzati con alcol 4-idrossibenzilico

si prestano bene all’ancoraggio di analoghi nucleosidici mediante reazione di
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Mitsunobu, offrendo la possibilita di distaccare I’analogo modificato per semplice

trattamento basico (Figura 14b).

0
/\r<:> 0
a) O)J\o g (;*\P//O L’ _O_Ll_o_o oN
g \o— NHy |
NH3 *NH, ODN +N|_'|?
1
0 O)fo g /7 e
HN N~~
o || —> NH O
o o

Figura 14. linker 4-idrossibenzilico; a) meccanismo di rilascio ODN fosfato; b)
meccanismo ipotizzato per il rilascio del nucleoside pirimidinico

Allo scopo di verificare la compatibilita dei supporti derivatizzati con tale linker
con le procedure di ancoraggio e di distacco, sono state preparate inizialmente le
matrici derivatizzate 2-4 (Schema 10) attraverso semplici ed efficienti reazioni. Sono
state utilizzate matrici quali Tentagel e polistirene, grazie alla buona compatibilita
con una numerosa serie di reazioni utili per I’ottenimento di numerose molecole
organiche. In particolare trattando inizialmente la Tentagel® ammino (X = NH) o
idrossi (X= O) con anidride succinica (10.0 eq.) e piridina per 12 ore a 25 °C e
successivamente conducendo una classica reazione di condensazione del supporto
risultante con 1 in presenza di DIC (10.0 eq.), HOBt (10.0 eq.) e DIPEA (5.0 eq.) in

piridina per 48 ore a 25 °C, sono stati ottenuti i supporti 2 ¢ 3.
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a. Anidride succinica, Piridina M
Q-x - Qx 0@
OH

b. DIC, DMAP

ODMT 1 2X=NH

3X=0

c. 1% DCA in DCM

= Tentagel; X = NH, O

a. DIC, DMAP
HO@ )
Q { ODMT l]
@ o Al
OH

b. 1% DCA in DCM

4
= Palistirene
Schema 10. Sintesi dei supporti 2-4
Tabella 2
o) o)
- Funzionalizzazione | Resa (%)*
OH ®)k0—< —
Q)J\ OH (meq/g)
@HMOH @HMO@ 0.13 46
fe) o) OH
o} o)
Qo ~ A @ O~ 0.25 89
OH o) .
o} w OH
o o
@ o @ O 093 25
OH

* determinata spettrofotometricamente mediante misure di assorbanza a A = 498 nm del catione DMT (e = 71700

cm’lM’l), su una quantita pesata di resina, sospesa in una soluzione di HC10,/EtOH (3:2, v:v)
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A partire dal supporto polistirene-COOH ed effettuando la reazione di
condensazione col linker 1 in presenza di DIC (10.0 eq.), HOBt (10.0 eq.) e DIPEA
(5.0 eq.) in piridina per 48 ore a 25 °C ¢ stato ottenuto il supporto 4. Le rese di
incorporazione del linker, valutate per via spettrofotometrica attraverso il test del
catione DMT su una quantitd pesata di supporto secco (Tabella 2), risultano
soddisfacenti nel caso di Tentagel-OH, non superiori al 50% negli altri casi. I
supporti con funzionalizzazione utile per studi relativi all’ancoraggio di analoghi
nucleosidici, via reazione di Mitsunobu, sono risultati 3 € 4 con funzionalizzazione

rispettivamente di 0.25 e 0.93 meq/g.

2.5 Studi relativi all’ancoraggio di analoghi nucleosidici (lead

compound) mediante reazione di Mitsunobu

Nel corso degli ultimi anni, sono stati condotti interessanti studi per meglio
comprendere I’influenza del tipo di fosfina e di aza composto prescelti come coppia
redox sul decorso della reazione di Mitsunobu in termini di rese, di regio e
stereospecificita.’®® E stato visto che la coppia redox gioca un ruolo fondamentale

nella formazione degli intermedi | € Il (Schema 11).

RYO RYO R\’/O
N N- R, RTOH N- Rs
” + Rl//P\R3 —_— | +/ 3 —_— | R/\O’-’-P/\
\"R, R
1
/& /& Ry /K
R (@] R O R @] 1
|
R3 + /R3 AJHX
N N
= P—
R X (@] P\\RZ R (@] ™R,
Rl X Rl

Schema 11. Meccanismo della reazione di Mitsunobu
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In particolare la struttura della fosfina influenza, oltre alla velocita di formazione
dell’intermedio |, ’elettrofilicita del carbonio che subisce poi I’attacco nucleofilo
dalla specie X'. Sono state osservate migliori rese di reazione, a paritd di R-OH e
HX, utilizzando tri-n-butilfosfina (TBP) rispetto alla trifenilfosfina (TPP) e cio ¢
attribuibile ad una maggiore o minore delocalizzazione della carica positiva. Infatti
per la trifenilfosfina (TPP) nell’intermedio Il la carica positiva ¢ delocalizzata; nel
caso della tri-n-butilfosfina (TBP) questa risulta strettamente localizzata sull’atomo
di fosforo aumentando di conseguenza il carattere elettrofilo del carbonio adiacente
che subisce la sostituzione nucleofila. In relazione all’aza composto ¢ stato osservato
invece che la sua struttura influenza la basicita dell’azoto nel complesso I; una
maggiore basicita di tale sistema, utilizzando ADDP o TMAD al posto della classica
DEAD consente di estendere tale reazione a sistemi HX con pK compreso tra 10 e
15.

In una prima fase ’attenzione ¢ stata focalizzata all’ottimizzazione delle rese di
ancoraggio di opportuni analoghi nucleosidici, variando una serie di parametri quali
la matrice polimerica, il solvente, la temperatura e la coppia red-ox.

Sono stati scelti, per tali studi, analoghi nucleosidici protetti opportunamente alle
funzioni ribosidiche, quali la 5’-O-dimetossitrifenilmetil-3’-O-acetiltimidina (5), 5’-
O-dimetossitrifenilmetil-2’,3’-di-O-acetil-uridina (6) e la 5’-O-dimetossitrifenilmetil-
2’-a-azido-3’-O-tert-butildimetilsililuridina (7), il cui scheletro puod rappresentare un

utile scaffold per la sintesi di analoghi nucleosidici (Figura 15).

Voot e e

DMTO DMTO DMTO N
AcO AcO  OAc TBDMSO N
5 6 7

Figura 15. Analoghi nucleosidici scelti come "scaffold"
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In analogia con quanto riportato in letteratura, relativamente alla reazione di
Mitsunobu in fase solida, sono state condotte reazioni di ancoraggio degli analoghi
scelti ai supporti 3 e 4, in solventi quali THF, DCM, benzene, NMM e in alcuni
esperimenti sono state utilizzate piccole percentuali di ammina. E infatti riportato in
alcuni casi che la presenza di un’ammina puod influenzare in modo significativo le
rese di reazione®®°.

Da un’analisi dei dati raccolti (Figura 16, 17, 18) si evince una non semplice
razionalizzazione e comprensione dell’influenza di alcuni parametri sulle rese di
ancoraggio. In particolare I’andamento di tali rese ¢ funzione della natura del
nucleoside. I solventi migliori sono risultati il THF e il DCM e I’aggiunta di ammina
(DIPEA) non ha, in nessun caso, fatto osservare dei miglioramenti significativi nelle
rese di reazione. Rese molto basse sono state osservate utilizzando la coppia red-ox
PBu3-ADDP, in contrasto con quanto ¢ riportato per reazioni in soluzione, in cui
I’utilizzo di tale coppia consente di ottenere rese accettabili anche con sistemi con
pKa maggiore di 10. Questo risultato negativo ¢ stato spiegato dal fatto che il
complesso PBus-ADDP precipita, sottraendosi in tal modo alla reazione in fase
eterogenea. In ogni caso sono state trovate le migliori condizioni di ancoraggio per i
diversi nucleosidi, consentendo [’ottenimento dei corrispondenti supporti con

funzionalizzazione media di 0.14 meq/g.
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PPhs-DEAD PnBus-DEAD |- PnBus-ADDP |

Figura 16. Andamento delle rese di reazione per I’incorporazione in fase solida del

nucleoside 6 in funzione dei parametri riportati
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PPh3-DEAD PnBus-DEAD - PnBus-ADDP

Figura 17. Andamento delle rese di reazione per I’incorporazione in fase solida del

nucleoside 7 in funzione dei parametri riportati
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Figura 18. Andamento delle rese di reazione per I’incorporazione in fase solida del

nucleoside 5 in funzione dei parametri riportati
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2.6 Nuovi supporti solidi ancoranti analoghi dell’AZT

Partendo da tali dati, si € poi proceduto alla realizzazione di un nuovo supporto
ancorante un analogo dell’AZT, per la realizzazione di analoghi 5’-modificati
dell’AZT. Particolare interesse destano analoghi dell’AZT che recano la posizione 5’
gia derivatizzata con un gruppo fosfato, opportunamente mascherato come
fosforammidato o fosfodiestere, cosi da penetrare efficacemente le membrane
cellulari e, una volta deprotetto il fosfato ad opera di esterasi, poter sottostare alle
successive fosforilazioni a dare il derivato 5’-trifosfato. Tali analoghi, sotto forma di
pro-drug, mostrano generalmente maggiore attivita e ridotti effetti collaterali, non
dovendo subire la conversione da AZT ad AZT-5’-monofosfato, che coinvolge una
chinasi ad elevata specificita di substrato. Mediante la nuova strategia di ancoraggio
esposta in precedenza, si puo avere facile accesso ad un’ampia varieta di nucleosidi
modificati; in particolare, ¢ possibile realizzare librerie di derivati 5’-modificati di
nucleosidi non aventi funzioni disponibili, sul D-ribosio, per ’ancoraggio alla
matrice polimerica come ad esempio, oltre all’AZT, il d4T, la ddC ed altri nucleosidi
con attivita farmacologia nota.

In tale quadro, facendo riferimento a procedure riportate in letteratura®’ ¢ stata
sintetizzata la 5’-N-(4-metossitrifenilmetil)-ammino-3’-azidotimidina, da ancorare
successivamente al supporto solido.

La sintesi ha previsto, inizialmente, la reazione di tosilazione della posizione 5’
della timidina (11) e successiva sostituzione nucleofila condotta con NaNj (1.5 eq) in
DMF (Schema 12).

Successivamente ¢ stata effettuata la riduzione della funzione azidica ad
amminica mediante idrogenazione condotta a pressione atmosferica, utilizzando
come catalizzatore, (Pd)C in EtOH. La protezione della funzione 5’-amminica,
ottenuta per reazione con il MmTrCl (1.3 eq) in presenza di DIPEA (2.0 eq), a 25 °C
per 3 ore, ha condotto all’intermedio 12. Le reazioni successive hanno previsto la
reazione della funzione ossidrilica in 3’ con cloruro di mesile (1.3 eq) e DIPEA (2.0
eq) in piridina anidra a 25° C per 1 ora e conseguente formazione del derivato 2,3’-

anidro mediante reazione con DBU (2.0 eq) in DMF anidra. L’intermedio 13 risulta
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un substrato chiave per una sostituzione nucleofila stereospecifica al C-3’. Tale
reazione, condotta con NaNj; (5.0 eq) in DMF a riflusso, ha portato al prodotto atteso

14 in resa complessiva del 51% per sette passaggi.

O] O

- -
@) o]
:<N / a. TsCl, piridina, -5 °C MmT _H :<N /
HO—\p/ b. NaN3, DMF, 100 °C mir _\p/
0] O
HO c.H,, Pd/C, 25 °C, EtOH
d. MmTrCl, piridina, 25 °C
11 12

e. MsCl, piridina, 0 °C
f. DBU, DMF, 100 °C

O O

HN N
H OH/N / H 0—<N /
MmTr_N_\§OJ/ g. NaN, DMF, 100 °C MmTr_N\%/

14 (51% da 11) 13

Schema 12. Sintesi del 5'-MmTr-3"-a-azidotimidina

L’analogo nucleosidico 14 cosi ottenuto ¢ stato impiegato per una serie di
esperimenti di ancoraggio ai supporti polimerici 3 e 4 in diverse condizioni di
reazione. Poiché esperimenti condotti a 0 e 25 °C hanno portato a rese di
incorporazione del nucleoside medio-basse, ¢ stato ritenuto opportuno condurre la
reazione di Mitsunobu a temperature superiori a quella ambiente. Sono state allora
effettuate prove in presenza di DIAD e PPh; o PBus, a ricadere in benzene. Le rese
osservate (Figura 19) sono risultate nettamente superiori e paragonabili a quelle

ottenute per gli altri analoghi nucleosidici.
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Figura 19. Andamento delle rese di incorporazione del nucleoside 14 sui supporti

Tentagel o polistirene in funzione dei parametri riportati

48



In relazione ad un progetto di piu ampio respiro riguardante la sintesi in fase
solida di nuovi 5’-modificati dell’AZT, ¢ stata valutata 1’efficienza del supporto 16
(Schema 13), attraverso note ed efficienti reazioni in fase solida per la sintesi di
nuovi 5’-amminoacilderivati dell’ AZT.

A tale scopo il supporto ¢ stato deprotetto in 5’ dal gruppo Mmtr per trattamento
con 1% DCA in DCM, e la funzione amminica ¢ stata fatta reagire con vari tipi di
acidi carbossilici modello opportunamente protetti.

La reazione di acoppiamento ¢ stata condotta aggiungendo al supporto una
miscela di HOBt (10 eq), HATU (10 eq), RCOOH (10 eq) e DIPEA (15 eq) in DMF.
Per gli analoghi con la tirosina e la lisina (Schema 13) le rese medie di
condensazione, valutate mediante misure spettrofotometriche a A=301 nm del gruppo
fluorenile rilasciato per trattamento con una soluzione di piperidina al 20% in DMF,

sono risultate in media del 93%.
0]

Q)ko@—\ a. 1% DCA in DCM

/O b. accppiamento con
N== 0 0 /?_4

o={ } ®J\ NH

MmTrHN N OH R)J\N N—\QO

o] H o
c. deprotezione

N d. NH,OH, 65 °C, 18 ore N
16

(O = protezione

@]
(@]
RCOOH = OH FmocHN
OH
HO NHFmoc

NHFmoc
COOH
AcO © @COOH
AcO Fe
OAc
OCHs <

Schema 13. Sintesi di 5'-derivati dell'AZT
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Dopo opportuna deprotezione, i supporti sono stati trattati con una soluzione di
NH4OH a 65°C per 18 ore ed 1 prodotti, dopo purificazione, sono stati caratterizzati

per via spettroscopica utilizzando spettri 'H NMR ¢ ESI-MS.

2.7 Sintesi di nuovi nucleosidi 5’-fosfodiestere e 5’-

fosforammidato®®

Durante il triennio di dottorato ¢ stata messa a punto una semplice ed efficiente
strategia sintetica per 1’ottenimento di librerie di derivati 5’-fosfodiestere e 5’-
fosforammidato dei nucleosidi in forma molto pura a partire da un supporto solido
opportunamente funzionalizzato con un’unitd nucleosidica.

In una fase preliminare di studio, ¢ stato scelto, come nucleoside, un derivato 5’-
fosforammidito della timidina da ancorare al supporto mediante classiche metodiche
della chimica del fosforammidito.

Cl Cl
@ oo LoD gy (o,
2. NH4OH, 2 ore, 50°C

O 1 O 2
o = Tentagel HL Y +
N Thy
Ty
| O

1. 1H-tetrazolo
2. I,/Py/H,0, 5', t.a.

H |C|) Thy
@~ O—ﬁ’-ow
OR (@]
0 J
Y
Linker DMTO
3
R:CH2CH2CN

Schema 14. Sintesi del supporto 3
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A tale scopo ¢ stata utilizzata una procedura sintetica simile a quella messa a
punto da Pedroso e collaboratori per la sintesi in fase solida di oligonucleotidi
ciclici®®. Tale strategia prevede I’utilizzo di un supporto solido funzionalizzato con
un linker 3-cloro-4-idrossifenilacetico 1 (Schema 14). Il supporto 3 ¢ stato
sintetizzato  sfruttando  prodotti = commercialmente  disponibili  mediante
condensazione della resina tentagel ammino (TG-NH, HL, 0.41 meq/g) con I’acido
3-cloro-4-idrossifenilacetico (10 eq) in presenza di DIC (10 eq), DIEA (10 eq),
HOBEt (10 eq) in piridina anidra per 18 ore a t.a. L’efficienza della condensazione,
monitorata mediante il test di Kaiser su quantita seccate e pesate del supporto, ¢
risultata pressoch¢ totale. Il supporto cosi ottenuto ha consentito I’incorporazione
dell’unita nucleosidica, agganciata mediante un legame fosfito triestere. La completa
ossidazione del fosfito triestere al piu stabile legame fosfato ¢ stata ottenuta mediante
I’utilizzo della soluzione ossidante convenzionalmente utilizzata per la sintesi degli
ODN, ovvero una soluzione di iodio in piridina/THF/acqua, ed ¢ stata monitorata
tramite analisi >'P-NMR del supporto sospeso in CDCls. A seguito dell’ossidazione,
il segnale a 135 ppm scompare e parallelamente compaiono due segnali centrati a
circa -4 ppm diagnostici di un atomo di P(V) chirale impegnato in un legame
fosfodiestereo. La funzionalizzazione del supporto con il nucleoside ¢ stata valutata
mediante test spettrofotometrico del catione DMT su una quantita pesata di supporto
secco ed ¢ risultata essere sempre superiore a 0.28 meq/g, corrispondente ad una resa
di incorporazione pari a circa il 68% (riferita alla funzionalizzazione iniziale della
TG-NH,, prima dell’incorporazione del linker).

Successivamente, il gruppo DMT ¢ stato rimosso per trattamento con una
soluzione all’1% di DCA in DCM e le funzioni 3’ossidriliche liberate sono state
acetilate utilizzando Ac;0O in piridina (3:7 v/v) per 30 min a t.a. Sulla matrice cosi
ottenuta, un trattamento con trietilammina in piridina (1:1, v/v, 1 ora, 50°C) ha
consentito la deprotezione del fosfato e ’ottenimento del supporto 4. Anche in
questo caso ’avvenuta trasformazione da fosfato triestere a fosfato diestere ¢ stata
monitorata tramite >'P-NMR che ha mostrato la presenza di un unico segnale a —3

ppm circa.
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c. NH,OH, 6 ore, 50 °C.
o 0
NH NH
R—O—P—0 N R—N—P—0 N0
H |
HO HO
5-8 9-12

Schema 15. Sintesi dei derivati 5'-modificati

Per wvalutare [Defficienza del supporto 4 nella sintesi di analoghi 5°-
fosforammidato e 5’-fosfodiestere della timidina, sono stati sfruttati due approcci
differenti che utilizzano entrambi le metodiche della chimica del fosfotriestere.

Per ottenere gli analoghi 5’-fosfodiesterei 5-8 (Schema 15 e tabella 2), il supporto
4 ¢ stato trattato con mesitilensulfonil-3-nitro-1,2,4-triazolo (MSNT) e 1’alcol scelto

in piridina per 12 ore a temperatura ambiente. Il distacco dal supporto dell’analogo
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sintetizzato, ¢ stato ottenuto mediante semplice trattamento basico con ammoniaca
acquosa per 5 ore a 50°C. Il grezzo distaccato ¢ stato analizzato mediante HPLC
usando una colonna in fase inversa (NUCLEOSIL 100-5 C18), che ha in tutti i casi
evidenziato la presenza di un solo picco, che integra per circa il 90% dell’area totale
(Figura 20). Analisi 'H e *'P-NMR dei grezzi distaccati hanno confermato la

presenza di un unico prodotto in ogni grezzo di reazione.

Tabella 2-Strutture dei derivati 5°-fosfodiesterei sintetizzati con i corrispondenti valori di *'P-NMR e
ESI-MS

Prodotto 5°'p ESI-MS (m/z)

(o]
Ho/\/o\é/\oa’vo\gio Thy
4 i o T/_o: 3.3 ppm 585.50 [M-H]

OH

i
Otos I
o o] 2.7 ppm 403.42 [M-HT
6

HO (e
(@]
0—P—0 Thy /% //>>\°CH3
c‘r o) ? %
o~ 2o . Ozﬁ’fow Thy 3.5¢2.7 ppm 537.39 [M-HT

0 2.6 ppm 689.78 [M-H]
0=p—0 Thy
o o
8
OH

La strategia sintetica da noi messa a punto consente 1’ottenimento dei prodotti
desiderati con purezza molto elevata, in quanto soltanto le specie che sono legate al
supporto mediante un legame fosfotriestereo cio¢ le unita nucleosidiche 1 cui gruppi
fosfato in 5’ hanno reagito con 1’alcol vengono distaccate per trattamento basico;

invece, le specie che sono legate tramite un legame fosfodiestereo che, quindi, non
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hanno reagito con il coniugante, non vengono rilasciate dal supporto solido per
trattamento basico.

Per  confermare cido, dopo
trattamento di distacco, il supporto 4 ¢
stato  nuovamente  trattato  con
ammoniaca acquosa a 50 °C per 5 ore;
in tal caso, 'analisi '"H-NMR e UV

degli eluati non ha in nessun caso

LE1

g8 24 2z o8 Ent
evidenziato la presenza di materiale i A i e .
p e j i E_ g s

T T
10 0

Figura 20 Profilo HPLC del grezzo distaccato 6

nucleosidico.

Per preparare 1 derivati 5’-
fosforammidato della timidina 9-12
(Schema 15 e Tabella 3) ¢ stata seguita una procedura gia utilizzata per
I’introduzione negli ODN di un legame ammidato®’. Seguendo tale procedura, il
supporto 4 ¢ stato trattato con p-tosil cloruro in piridina per 15 minuti e, dopo
opportuni lavaggi con piridina anidra, trattato con la ammina scelta disciolta in
piridina per ulteriori 15 minuti. Tale procedimento ¢ stato ripetuto tre volte ed ha
consentito la conversione dell’80% del diestere iniziale nell’ammidato desiderato.
Anche in questo caso, I’avvenuta conversione ¢ stata monitorata mediante analisi
3'P.NMR condotta sul supporto sospeso in CDCls. Il distacco dalla matrice ¢ stato
condotto con ammoniaca acquosa a 50°C per 5 ore e I’analisi HPLC dei grezzi
distaccati ha evidenziato in tutti 1 casi la presenza di un solo picco che integra per il
90 % dell’area totale.

Le strutture dei prodotti 5-12 sono state determinate mediante analisi 'H,*'P-NMR
ed ESI-MS, condotte direttamente sul materiale distaccato grezzo. Le rese di
ottenimento delle specie 5-12 sono state valutate mediante analisi UV quantitativa a
260 nm e sono risultate essere sempre tra il 70 e 1’80 % rispetto alla
funzionalizzazione iniziale del supporto 4. In tutti i casi studiati, 1 nucleosidi 5’-
fosfodiestere e 5’-fosforammidato sono stati isolati dal grezzo distaccato mediante
una semplice cromatografia ad esclusione molecolare su colonna Sephadex G25

eluita con H,O/EtOH 4:1 (v/v), non essendo richiesta una ulteriore purificazione per
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HPLC. In un esperimento tipico, a partire da 30 mg di resina funzionalizzata 4 sono

stati recuperati in media 2-4 mg del nucleotide desiderato in forma pura.

Tabella 3-Strutture dei derivati 5’-fosforammidato della timidina sintetizzati, con i corrispondenti
valori di *'P-NMR e ESI-MS

Prodotto §3p ESI-MS (m/z)
(o]
[
NP0 Thy 11.5 ppm 376.34 [M-H]
" (o]
9
OH

0
I

)\/\/K/\ R0 Thy 11.2 ppm 456.35 [M-H]
& ]

o
NHC4Hg
NH

OH
\
0=p—0 Thy

o o]
11

6.6 ppm 523.47 [M-H]

(0]
@ANH-PO Thy
S ° 410.26 [M-HJ

12 10.8 ppm

OH

Le strutture degli analoghi realizzati, confermate mediante analisi 'H ¢ *'P-NMR
ed ESI-MS sui grezzi distaccati, sono riportate nelle tabelle 2 e 3.

E importante notare che nel caso del derivato 7 si ottengono, come atteso, due
prodotti differenti che sono stati identificati come due regioisomeri in cui la
posizione 5’ della timidina ¢ legata una volta all’OH in 4 ed una volta all’OH in 6 del

mannosio.
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3. CONCLUSIONI

Durante il triennio di dottorato, la sintesi di nucleosidi e nucleotidi modificati ¢
stata affrontata sfruttando due approcci differenti. In una prima fase del lavoro di
ricerca, ¢ stata descritta la sintesi di nuovi supporti solidi funzionalizzati con unita
nucleosidiche ancorate attraverso la base eterociclica (18, paragrafo 2.2, 30 e 31
paragrafo 2.3). In particolare a partire dal supporto 18 ¢ stato possibile realizzare una
serie di piccoli frammenti di acidi nucleici (NAB) dotati di un elevato grado di
diversita. Tale supporto ¢ infatti caratterizzato dalla presenza di una funzione
amminica mascherata e di due gruppi ossidrilici ortogonalmente protetti che,
consentendo un accrescimento tridirezionale dell’oligomero, da facile accesso
sintetico alla realizzazione di interessanti biomolecole.

In una seconda fase di studi, ¢ stata messa a punto la sintesi di supporti solidi
funzionalizzati con unita nucleosidiche ancorate attraverso la base eterociclica in cui
il distacco dell’analogo non richiede il pretrattamento ossidativo previsto dai supporti
18, 30, e 31 (paragrafi 2.2 ¢ 2.3); in particolare partendo dal supporto 16 (paragrafo
2.6) ¢ stato descritto un protocollo che consente una facile ed efficace sintesi in fase
solida di nuovi 5’-amminoacilderivati dell’AZT, prodotti non facilmente ottenibili
con metodi tradizionali, attraverso note ed efficienti reazioni in fase solida.

Infine sfruttando un supporto solido tipo 4 (paragrafo 2.7) ¢ stata realizzata una
piccola libreria di derivati 5’-fosforammidato e 5’-fosfodiestere della timidina. A
questo scopo ¢ stata messa a punto una procedura sintetica semplice ed efficiente che
consente 1’ottenimento degli analoghi sintetizzati in forma molto pura, in quantita
dell’ordine dei milligrammi.

Tutti 1 metodi descritti si prestano bene, in linea di principio, a realizzare librerie
di nucleosidi, nucleotidi ed oligonucleotidi derivatizzati con molecole dalle proprieta
chimico-fisiche piu svariate, per soddisfare le diverse richieste di modifiche chimiche
sulle strutture “naturali” da utilizzarsi in campo analitico, diagnostico,

farmacologico.
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CAPITOLO 2

SINTESI IN FASE SOLIDA DI OLIGONUCLEOTIDI

CONIUGATI

1. INTRODUZIONE

1.1. Oligonucleotidi Modificati

Le interazioni di tipo Watson-Crick delle basi eterocicliche svolgono un ruolo
assolutamente cruciale nei processi molecolari degli organismi viventi. Questo
meccanismo di riconoscimento altamente specifico ¢ fondamentale per 1’evento che
definisce la vita stessa: la conservazione, trasmissione e traduzione dell’informazione
genetica. La semplicita di questi legami idrogeno e il numero molto limitato di basi
coinvolte consentono di prevedere facilmente le interazioni tra gli acidi nucleici, a
differenza di quanto si riscontra generalmente con le altre molecole biologiche. Il
riconoscimento fra basi puriniche o pirimidiniche complementari mediante
formazione di legami idrogeno ¢ operativo anche per oligonucleotidi piu corti, che
sono comunque considerate come molecole informazionali, in quanto contengono
frammenti del codice genetico.

Piccoli frammenti di acidi nucleici possono risultare utili modelli per studiare le
proprieta fisiche e biologiche di DNA ed RNA; infatti, a causa del numero limitato di
basi coinvolte, gli oligonucleotidi possono contenere un ampio spettro di gruppi
funzionali ed esibire un comportamento del tutto analogo a quello degli acidi
nucleici.

Gli oligonucleotidi sono utilizzati ampiamente in biologia molecolare come linker
o probe in esperimenti di sequenziamento, mutazioni genetiche, ecc.

Oltre che per analisi genetiche, gli oligonucleotidi sono anche interessanti agenti
terapeutici in strategie antisenso e antigene. Durante il fenomeno della trascrizione,

ogni gene funge da stampo per molteplici copie di RNA messaggero (mRNA), che
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viene poi trasformato in un discreto numero di proteine. Esistono alcuni farmaci
attualmente sul mercato la cui attivita ¢ basata sull’interazione diretta con il DNA.
Molte di queste molecole, utilizzate essenzialmente in chemioterapia, si legano
specificamente soltanto al DNA.

La scoperta, ad opera di Zamenick e Stephenson', pit di venti anni fa,
dell’inibizione dell’espressione genica ad opera di oligonucleotidi sintetici, ha posto
le basi della strategia antisenso’ come potenziale approccio terapeutico selettivo,
altamente efficace ed, in linea di principio, utilizzabile universalmente.

Tale approccio ¢ basato sull’utilizzo di un oligonucleotide sintetico, o di un suo
analogo, complementare ad una particolare sequenza di mRNA. La formazione di
una duplex di tipo Watson-Crick stabile con il target blocca il trasferimento di
informazione genetica tra il DNA e le proteine inibendo, quindi, la sintesi proteica
(Figura 1).

E’ stato dimostrato che I’inibizione pud avvenire secondo due meccanismi a
seconda di quale porzione del’'mRNA ¢ scelta come target. I due meccanismi piu
comuni sono basati sul diretto blocco della traduzione condotto dall’oligonucleotide
antisenso, oppure sull’attivazione di un enzima cellulare, quale ad esempio I’RNasiH
o I’RNasiL che, riconoscendo le duplex ibride DNA-RNA, degradano rapidamente

I’'mRNA in corrispondenza del sito di formazione della duplex.

Inibizlone normale
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DA
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Figura 1 Strategia antisenso
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La strategia antisenso, oltre a rivelarsi uno strumento importante in tecniche di
manipolazione dell’espressione genica e per studi sulle funzioni delle proteine, ¢
stata proposta con successo come utile approccio farmacologico, diretto in linea di
principio contro qualsiasi virus o oncogene del cui DNA sia nota la sequenza in basi.
Per essere efficaci in vivo, gli oligonucleotidi antisenso devono possedere le seguenti
caratteristiche:

e Elevata affinita e specificita di un oligonucleotide all’mRNA scelto come

target;

¢ Biodisponibilita: ovvero rapida ed efficiente capacita di attraversamento delle

membrane cellulari e nuclearti;

e Biostabilita: ovvero incrementata stabilita di un oligonucleotide analogo alle

nucleasi cellulari;

e Minimizzazione della tossicitd, immunogenicita, e attivitd non antisenso che

deriva da un legame aspecifico con gli elementi della matrice cellulare;

e Possibilita di produzione su scala industriale di molecole ad un prezzo

concorrenziale;

I notevoli sforzi condotti negli ultimi dieci anni nella ricerca di analoghi
oligonucleotidici® che abbiano le caratteristiche sopra riportate hanno evidenziato i
limiti delle metodologie sintetiche cosi come le difficolta di comprensione del
comportamento in vivo degli oligonucleotidi stessi.

Il primo grosso successo della strategia antisenso si ¢ avuto solo nel 1998, quando
la FDA ha approvato il Vitravene™, un oligonucleotide di 22 basi con legami
fosforotioato, come farmaco per il trattamento di retinite indotta da citomegalovirus
(CMYV). Attualmente circa una decina di nuovi oligonucleotidi antisenso sono in fase
avanzata (fase II/ fase III) di sperimentazione clinica. Fra questi ritroviamo
oligonucleotidi modificati “di prima generazione” caratterizzati da legami
internucleosidici di tipo fosforotioato, che attivano le RNAsiH; oppure
oligonucleotidi antisenso di seconda generazione®, costituiti da ribooligonucleotidi
2’0O-modificati; oppure i1 cosiddetti “gap-meri” costituiti da nucleotidi RNA 2’O-
modificati all’estremita della catena e da un core di DNA non modificato o

fosforotioato, che ¢ responsabile dell’attivazione dell’RNasiH.

63



Con lo scopo di migliorare D’affinita degli oligonucleotidi nei confronti
del’mRNA target, sono state proposte numerose modificazioni allo scheletro a
livello dei legami fosfodiesterei, all’unita zuccherina e alle basi etocicliche. Si conta
che le modificazioni descritte in letteratura fino ad oggi sono piu di un migliaio (di
cui 200 studiate dalla ISIS/Novartis® dal 1997 in poi) e di queste molecole solo
alcune mostrano un’aumentata affinitda di legame nei confronti del DNA o RNA
target che sia indipendente dalla sequenza.

Questo aspetto, associato alla rapida degradazione cui sono sottoposti gli ODN ad
opera di enzimi eso- ed endonucleasici, alla citotossicita e all’effetto antiproliferativo
esercitato dai prodotti di degradazione, ha prodotto negli ultimi anni un notevole
scoraggiamento in questo ambito di ricerca, anche considerato il fatto che non ¢
possibile prevedere I’effetto della modifica di un'unica unita nucleotidica sul
comportamento globale dell’intero oligomero.

Tale problematica ¢ del tutto analoga a quella della determinazione della struttura
terziaria delle proteine, per cui non ¢ possibile prevedere I’effetto di una modifica
puntuale, a livello di uno o pochi amminoacidi, sulla struttura complessiva del
polimero.

Un possibile modo per ricavare informazioni circa la struttura intrinseca e le
proprieta funzionali di DNA ed RNA, e quindi di conoscere le relazioni esistenti tra
struttura monomerica e proprieta di un oligonucleotide, consiste nel preparare,
analizzare e confrontare tra loro differenti strutture alternative.

Questa procedura ha preso inizio dagli studi di Eshenmoser su esopiranosil-,
pentapiranosil-, e tetrafuranosil-DNA° per definire 1’eziologia chimica della struttura
degli acidi nucleici.

Benché questi studi siano volti a comprendere perché la natura abbia scelto
proprio il DNA e I’'RNA come molecole depositarie dell’informazione genetica, i
risultati cosi acquisiti hanno notevolmente influenzato il design di nuovi analoghi del
DNA coniugati con carboidrati. In particolare il concetto di restrizione
conformazionale dei nucleosidi, quale strumento per un’efficace pre-organizzazione
del singolo filamento di DNA per la formazione della duplex, ¢ una diretta

conseguenza degli studi sugli homo-DNA e ha portato alla progettazione di nuovi
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analoghi del DNA come i triciclo-DNA’, gli HNA®, o gli LNA’ dotati di elevate
efficienze di binding nei confronti degli RNA.

1.2. Strategie per il design di nuovi farmaci antisenso

Recentemente, sono state messe a punto due strategie per il design di nuovi
farmaci antisenso: il “RNAse-H mapping” '° e lo scanning di librerie di
oligonucleotidi'",

II “RNase-H mapping” si basa sul principio che I’RNasi-H ¢ in grado di
riconoscere ¢ degradare selettivamente il filamento di RNA di una eteroduplex
DNA/RNA. Ulteriori informazioni sono, poi, ottenute combinando I’'mRNA target
con una libreria casuale di oligonucleotidi ed analizzando i1 frammenti di
degradazione. Il sequenziamento di tali frammenti evidenzia quali sono i siti per il
target degli ODN. Questa strategia ¢ stata utilizzata per individuare molecole
antisenso attive contro ’RNA del virus dell’epatite C e contro alcuni geni umani
resistenti ad altre malattie.

La seconda strategia consiste nello studiare librerie combinatoriali di
oligonucleotidi per la determinazione di molecole attive contro RNA modificati.
Utilizzando le usuali tecniche della sintesi in fase solida e la chimica del
fosforammidito ¢ stato possibile sintetizzare una vasta libreria di ODN modificati.
Mediante un RNA target radiomarcato, in grado di ibridizzare le sequenze della
libreria, € possibile identificare le sequenze attive. Questo approccio ¢ efficiente ma
anche lungo e laborioso, e tipicamente solo una piccola regione dell’RNA ¢
analizzabile. E’ possibile combinare le due metodologie appena descritte e utilizzare
“I’RNasiH mapping” per individuare quale regione del’RNA studiare e poi
sintetizzare una libreria combinatoriale di analoghi per identificare precisamente la
sequenza antisenso attiva.'?

Gli oligonucleotidi analoghi sono stati progettati per modulare specificamente il
traferimento dell’informazione genetica alle proteine, ma il meccanismo con cui un

oligonucleotide puo provocare un effetto biologico ¢ alquanto complesso.
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In relazione al loro meccanismo di azione si possono individuare due classi di
oligonucleotidi:

e Oligonucleotidi che attivano I’RNasi-H, che inducono la degradazione

irreversibile del’mRNA;

e Oligonucleotidi che mostrano attivita antisenso per effetto di semplice

inibizione fisica dei processi di traduzione (“steric blocker”).

La maggior parte degli oligonucleotidi studiati quali farmaci antisenso sono del
primo tipo: I’RNasi H ¢ un enzima ubiquitario che idrolizza il tratto di RNA di una
duplex DNA/RNA. Al contrario degli oligonucleotidi “steric blocker”, quelli RNasi-
H dipendenti possono inibire I’espressione delle proteine quando sono legati ad una
qualsiasi regione del’'mRNA.

Perché un oligonucelotide inibisca 1’espressione genica, € necessario che penetri
all’interno delle cellule; 1’’uptake” degli oligonucleotidi pud avvenire mediante
trasporto attivo, in dipendenza della temperatura, della struttura e concentrazione
dell’oligonucleotide e della linea cellulare contro cui ¢ diretto. Attualmente, si ritiene
che 1 principali meccanismi di internalizzazione di oligonucleotidi siano 1’endocitosi,
per assorbimento, e la pinocitosi, in fase fluida e che la percentuale di
internalizzazione  dipenda dalla  concentrazione dell’oligonucleotide. A
concentrazioni relativamente basse l’internalizzazione avviene per mezzo di una
interazione con un recettore di membrana; a concentrazioni relativamente elevate,
questi recettori sono saturati e il processo pinocitotico assume maggiore

- 2
importanza™.

1.3. Sintesi di oligonucleotidi coniugati

Il crescente interesse rivolto agli oligonucleotidi ¢ stato stimolato dai notevoli
sviluppi ottenuti nell’ambito della sintesi chimica, che ha reso possibile anche
Iottenimento di un numero molto ampio di oligonucleotidi coniugati'>.

Non tutte le modifiche sono classificabili come “coniugazioni”’; un coniugato ¢ il
risultato dell’unione mediante legami covalenti stabili di due o pit molecole e

mantiene le caratteristiche di entrambe. Un esempio ¢ la coniugazione di un
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oligonucleotide con un probe fluorescente a dare un oligonucleotide fluorescente. I
coniugati possono essere progettati in modo da migliorare alcune caratteristiche
proprie degli oligonucleotidi, come ad esempio la capacita di ibridizzazione e
I”’uptake” cellulare; piu spesso gli oligonucleotidi, pur mantenendo le loro capacita
di riconoscimento delle basi, sono dotati di nuove proprieta sia chimiche che fisiche.

Le molecole piu frequentemente coniugate agli oligonucleotidi si possono
dividere in tre principale categorie:

e Gruppi chimicamente reattivi sono introdotti per studiarne le interazioni con
gli acidi nucleici perché possono scindere o modificare 1’oligonucleotide ad
un particolare sito e creare in questo modo nuovi agenti terapeutici;

e Gruppi fluorescenti; questi sono usati come probe non radiattivi;

e Gruppi che promuovano le interazioni intermolecolari: alcuni esempi sono
rappresentati dagli agenti intercalanti, utilizzati per migliorare le proprieta di
ibridizzazione dell’oligonucleotide con il filamento complementare.

Le prime sintesi di oligomeri bioconiugati'* venivano condotte in soluzione; oggi,
invece, la maggior parte di questi oligomeri ¢ preparato o interamente in fase solida,
oppure il gruppo coniugante ¢ introdotto, mediante coniugazione in soluzione, dopo
il distacco dell’oligomero assemblato sul supporto solido. Poiché, pero, la sintesi
dell’oligomero viene comunque condotta in fase solida, ¢ piu semplice progettare un
metodo che consenta anche 1’aggancio del coniugante in fase solida. Il principale
vantaggio della sintesi in fase solida, come gia accennato in precedenza, risiede
soprattutto in procedure di purificazione molto meno complesse; infatti molti
sottoprodotti sono eliminati con semplici lavaggi del supporto, e, dopo rilascio in
soluzione dell’oligomero, ¢ richiesta un’unica purificazione cromatografica.
Viceversa per coniugazioni condotte in soluzione, il polimero deve essere purificato
sia prima che dopo la coniugazione.

Un’agevole purificazione diventa fondamentale quando si preparano coniugati
che consistono di due frammenti di biopolimeri.

Un altro significativo vantaggio consiste nel fatto che le procedure sintetiche
sono, in linea di principio, completamente automatizzabili, consentendo la sintesi

parallela di librerie di oligomeri coniugati.
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In via del tutto generale, la sintesi in fase solida di oligonucleotidi puo essere
effettuata utilizzando due diverse strategie: chimica del fosforammidito (via a, Figura
2) e dell’H-fosfonato (via b, Figura 2). In entrambe le strategie, I’allungamento della
catena ¢ condotto mediante reazione di un appropriato building block, in forma di
derivato nucleosidico 3’-(2-cianoetil-N,N-diisopropilfosforammidito) o 3’-(H-
fosfonato) opportunamente protetto all’ossidrile in 5 dell’oligonucleotide in crescita,
che ¢ ancorato al supporto mediante la posizione 3.

Uno degli obiettivi principali perseguiti con la coniugazione di oligonucleotidi ¢ di
aumentare 1’”uptake” cellulare. A questo scopo, si pud coniugare 1’oligonucleotide
con un’altra molecola nota per le sue capacita di penetrare o di interagire con le
membrane cellulari. Tali molecole includono composti lipofili, colesterolo', lipidi'®,
idrocarburi a catena lunga, acido colico e folico; oppure coniugati con la spermina,
omopolimeri come il polietilen glicole'’ e una varieta di peptidi'®. Altri tipi di
molecole sono stati coniugati agli acidi nucleici per ottenere specie utili per il
sequenziamento degli ODN'" o per aumentare le capacita di legame agli acidi

nucleici.
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1.4 Oligonucleotidi coniugati all’estremita 5’

Generalmente le coniugazioni sono condotte in posizione terminale (sia 3’ che 57)
per impedire interferenze con la capacitd di ibridizzazione delle sequenze
oligonucleotidiche.

Poiché I’assemblaggio della catena oligonucleotidica ¢ condotto un direzione
3’—5’, la coniugazione di un gruppo in posizione 5’ risulta generalmente abbastanza
semplice.

Infatti ¢ possibile funzionalizzare gli ODN all’estremita 5’ sia attraverso un
appropriato linker amminico'> oppure introducendo il coniugante, precedentemente
derivatizzato sotto forma di composto fosforammidito o H-fosfonato durante o alla

fine dell’assemblaggio dell’intero oligomero® (Figura 3).
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Figura 3 Alcuni esempi di molecole opportunamente derivatizzate per la coniugazione in 5'

Utilizzando il metodo del fosforammidito, sono stati introdotti probe fluorescenti,
ligandi per metalli, probe redox, molecole intercalanti, dieni e biotina®'; invece
seguendo il metodo dell’H-fosfonato, sono stati introdotti lipidi e porfirine®.
Nonostante questa metodologia risulti molto semplice, soffre dell’importante limite
di dover trasformare ogni coniugante nel derivato fosforammidito o H-fosfonato
prima di poterlo utilizzare inoltre, la coniugazione in 5’ in generale, impedisce la
marcatura con >°P dell’ODN mediante fosforilazione diretta in 5°.

Una strategia piu versatile per la coniugazione in 5’ consiste nell’introdurre,
mediante fosforammidito o H-fosfonato, un gruppo nucleofilo o elettrofilo
mascherato che, una volta deprotetto, consenta la coniugazione. Tra i nucleofili, 1 piu

comuni risultano essere le ammine, facilmente introdotte mediante linkers
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fosforammidito e il gruppo SH; infatti numerosi reagenti fosforammidito™ o H-
fosfonato sono stati descritti per I’introduzione di un gruppo 5’-mercaptoalchilico.
Altri nucleofili utilizzati sono gli alcoli che vengono introdotti mediante
fosfitilazione dell’OH 5° dell’oligonucleotide e successiva alcolisi del derivato
fosforammidito a fosfito triestere. A questo punto, 1’ossidazione e la rimozione del
gruppo 2-cianoetile, consentono la formazione di un coniugato legato mediante un

ponte fosfodiestereo™.

1.5 Oligonucleotidi coniugati all’estremita 3’

La coniugazione all’estremita 3’ risulta molto pit importante di quella in 5°; essa
consente la marcatura degli ODN con *’*P ma soprattutto protegge significativamente
I’ODN dall’attacco degli enzimi 3’-esonucleasici che sono le nucleasi pit abbondanti
nelle cellule e nei sieri biologici. Dal punto di vista strettamente sintetico, la
preparazione di 3’ coniugati ¢ molto piu complessa. Sono stati proposti numerosi

metodi per la coniugazione in 3%

e molti di questi prevedono un protocollo di
coniugazione post-sintesi dell’ODN. Poiché 1’assemblaggio degli oligonucleotidi
procede in direzione 3’—5’, molti dei metodi proposti hanno previsto lo sviluppo di
speciali linker bi o trifunzionali a ponte fra il supporto solido e la posizione 3’ del
primo residuo oligonucleotidico. Dopo assemblaggio della catena oligonucleotidica,
il distacco dell’ODN dal supporto comporta la liberazione di un gruppo funzionale a
cui il coniugante scelto viene, poi, legato. La funzione a tale scopo pit comunemente
utilizzata ¢ un’ammina o un tiolo.

Utilizzando questo approccio sono stati sintetizzati numerosi oligonucleotidi
coniugati in 3’ con biotina, fluoresceina e frammenti peptidici: il gruppo Fmoc ¢
rimosso per trattamento con piperidina in DMF e la funzione amminica risultante ¢
disponibile per reazioni di condensazione con un acido carbossilico. Una volta
realizzato 1’aggancio del coniugante, si procede con la normale sintesi
dell’oligonucleotide™.

Linker lineari sono utili in un approccio di coniugazione post-sintesi dell’ODN

una volta che questo sia stato distaccato dal supporto.
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In altri casi, un linker per I’estremita 3’ piu generale ¢ costituito da un gruppo
ramificato in cui una funzione opportunamente protetta ¢ presente sulla catena
laterale; un linker di tale natura dovrebbe consentire:
e L’introduzione della molecola coniugante prima dell’assemblaggio dell’ODN
(approccio pre-sintesi);

e [L’assemblaggio dapprima dell’ODN e poi la coniugazione post-sintesi dopo
il rilascio della specie in soluzione;

e La sintesi totalmente in fase solida del coniugato in un approccio post-sintesi;
infatti, la funzione introdotta in catena laterale puo servire come legame con
il supporto per la sintesi in fase solida dell’oligomero e successivamente per
I’introduzione del coniugante, sia esso un peptide o un’altra molecola, prima
del rilascio dell’ODN dal supporto.

Esempi di linker ramificati sono mostrati in Figura 4.
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Figura 4 Esempi di supporti funzionalizzati con linkers ramificati
per la coniugazione in 3' degli ODN

I linker ramificati pit comunemente utilizzati sono basati su 3-ammino-1,2-

propan diolo” (i figura 4) o 3-amminobutil-1,3-propandiolo®’ (ii, Figura 4); come
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varianti sono stati utilizzati il 3-ammino-glicerolo per la preparazione di ODN
coniugati con la fluoresceina® (iii, Figura 4); ancora un coniugato con il pirene &
stato sintetizzato sfruttando un linker 1,3-propandiolico. Tutte queste specie, pero,
introducono chiralita al punto di aggancio del linker; specie alternative che siano
achirali sono note in letteratura. Ad esempio, la dietanolammina ¢ stata proposta per
la sintesi del coniugato con I’antrachinone (iv, Figura 4); in questo caso il coniugante
¢ legato all’ammina secondaria®. Tutte queste specie proposte, per quanto utili e
funzionali alla preparazione di ODN coniugati, richiedono in ogni caso particolari
derivatizzazioni per la sintesi del linker e la sua introduzione nel supporto solido e
non sempre sono utilizzabili in approccio di coniugazione post-sintesi dell’ODN.
Un'altra interessante alternativa, per la sintesi di oligonucleotidi 3’ coniugati,
consiste nell’ancoraggio di 5’-O-DMT-2’-deossicitidina 3’-(2-clorofenil)fosfato ad
un supporto succinilato, attraverso la funzione amminica esociclica della base azotata
in 4. In questo modo ¢ possibile introdurre un coniugante in posizione 3’ e, dopo
deprotezione della funzione 5°, procedere con I’assemblaggio dell’oligonucleotide®

secondo metodi standard.

1.6 Glicoconiugati

Una categoria molto particolare di oligonucleotidi coniugati ¢ rappresentata dai
coniugati in cui un nucleotide o una catena oligonucleotidica sono derivatizzati con
unita zuccherine, per i quali & stato coniato il termine di nucleoglicoconiugati’'.

Secondo gli approcci descritti in precedenza, oligonucleotidi 3’-glicosilati, sono
stati ottenuti ancorando un metil glicoside, opportunamente protetto, attraverso una
delle sue funzioni alcoliche secondarie, ad un supporto succinilato e assemblando
1’ODN a partire dalla sua funzione alcolica primaria.*

Oligonucleotidi glicosilati ad entrambe le estremita 3’ e 5’ sono stati ottenuti
inserendo un building block glucosio fosforammidito nell’ultimo stadio di
accoppiamento della sintesi.”

Utilizzando anche in questo caso un approccio in fase solida, sono stati

sintetizzati, poi, oligonucleotidi 5’-glicosilati, mediante reazione dell’oligonucleotide
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completamente protetto con un opportuno derivato tricloroacetoimmidato di un’unita
di glucosio perbenzoilata, utilizzando il trimetilsililtriflato come attivante.**

L’interesse verso tali tipi di coniugati ¢ dettato dal fatto che ¢ noto che gli
oligosaccaridi svolgono piu di una funzione nei glicoconiugati: essi possono
intervenire direttamente nei processi cellulari o modificare le proprieta intrinseche
dell’oligonucleotide o la sua capacita di strutturazione. Il riconoscimento dei
carboidrati, processo fondamentale in cellula affinché I’informazione presente nella
struttura dello zucchero sia decodificata, ¢ deputato ad una vasta famiglia di recettori
proteici carboidrato-specifici, le lectine.*

Dal punto di vista biomedico i1 glicoconiugati rappresentano una classe di
composti di notevole interesse, non solo per i ruoli fondamentali svolti nei processi
cellulari ma anche perché la caratteristica presenza di unita zuccherine impartisce ai
composti cui sono legati proprieta di maggiore resistenza nei confronti di enzimi
idrolitici e nucleasici e maggiore capacita di penetrazione attraverso la membrana
cellulare, qualita desiderabili in un farmaco.

I primi esempi di glicoconiugati che sono stati presi in esame’® sono glicopeptidi e
glicoproteine, probabilmente la classe piu abbondante di glicoconiugati. La
glicosilazione chimica delle proteine permette il controllo della struttura del
glicoconiugato risultante, oltre che lo studio della natura del legame zucchero-
proteina. Numerosi studi sintetici, strutturali e funzionali di glicoproteine sono

riportati in letteratura®'~7*®.
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AcO OAC 2. accoppiamento con peptidi C-terminali
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Figura 5

Un recente esempio di sintesi in fase solida di glicoconiugati ¢ costituito dalla

messa a punto del derivato 1 mostrato in Figura 5 e del suo utilizzo per la sintesi in
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fase solida di analoghi dell’encefalina, un peptide endogeno riconosciuto dai recettori

di sostanze oppiacee e quindi utilizzabile quale analgesico in alternativa ai derivati

dell’oppio.
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Figura 6

Il composto 1 presenta un’unita zuccherina ancorata al supporto solido polimerico
Tentagel-OH attraverso la funzione carbossilica in posizione 6, ed ¢ stato coniugato
con I’estremita C-terminale di derivati peptidici, previa riduzione ad ammina del
gruppo azido in posizione anomerica. Tale “scaffold” consente, in linea di principio,
anche I’ottenimento di librerie combinatoriali di glicoconiugati di varia natura. La
strategia di sintesi di peptidi coniugati all’estremita C-terminale con unita
saccaridiche ¢ stata recentemente migliorata grazie alla procedura “one-pot” di
riduzione dell’azide e accoppiamento con il residuo amminoacidico®®. Ancora un
esempio di sintesi in fase solida di glicoconiugati ¢ stato riportato di recente da Silva
e Sofia®. Il derivato 2 mostrato in Figura 6 presenta la struttura-base delle
tunicamicine, una classe di analoghi nucleosidici antibiotici, il cui utilizzo in vivo ¢
perd limitato dall’elevata citotossicita. Lo “scaffold” 3 messo a punto possiede due
siti che possono essere derivatizzati ortogonalmente per I’ottenimento di librerie di
glicoconiugati.

Esempi interessanti di “scaffold” di natura saccaridica progettati**®® per la sintesi
combinatoriale di glicoconiugati sono i composti 4, 5 e 6, mostrati in Figura 7.

Ognuno di questi derivati possiede potenzialmente tre siti suscettibili di
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derivatizzazione, (questo per garantire il requisito minimo per il riconoscimento
molecolare), che diventano due se si considera che un gruppo funzionale ¢ utilizzato
per 1’aggancio al supporto solido polimerico. In particolare 4 e 5, derivatizzati con
una resina Tentagel mediante la formazione di un legame ammidico tra il gruppo
carbossilico in posizione 6 dello zucchero e il gruppo amminico primario presente
sulla resina, sono stati utilizzati in un approccio combinatoriale per la costruzione di
una libreria di 48 membri, per reazione con diversi isocianati e acidi carbossilici.

La coniugazione di sequenze oligonucleotidiche di interesse biologico con
zuccheri o oligosaccaridi ¢ particolarmente rilevante sia per 1’azione protettiva svolta
nei confronti della degradazione enzimatica, sia per le proprietd di riconoscimento
dei carboidrati da parte delle lectine e degli altri recettori carboidrato-specifici che
faciliterebbero 1’ingresso in cellula del frammento oligonucleotidico. Per queste
ragioni, se il coniugato DNA-carboidrato mantiene intatta la capacita di formare
strutture duplex stabili e conserva le funzioni di riconoscimento dei carboidrati, la
molecola non solo risulta un mimico di una struttura naturale glicosilata del DNA,
ma puo rivelarsi anche un potente strumento biomedico che combina in un’unica
molecola le caratteristiche proprie del DNA e dei carboidrati. L’altro fattore che ha
stimolato la ricerca nel campo dei nucleoglicoconiugati ¢ il ritrovamento di
frammenti di DNA glicosilati**° e di nucleobasi glicosilate in alcuni sistemi
biologici. Il ruolo di tali glicoconiugati resta ancora da chiarire, ma ¢ generalmente

accettato che siano coinvolti
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oltre che per ottenere nuovi potenziali regolatori dell’espressione genica, sfruttando
I’abilita di ibridizzazione del DNA con filamenti complementari. Numerose sono le
strategie messe a punto per 1’ottenimento dei nucleoglicoconiugati sfruttando la
sintesi in fase solida automatizzata, basata sulla chimica del fosforo (III) **®. La
metodica seguita in molti casi consiste nella sintesi del derivato fosforammidito
dell’unita zuccherina prescelta, che ¢ poi introdotta nella catena oligonucleotidica in
crescita secondo il protocollo standard di sintesi automatizzata del DNA. Un esempio
¢ costituito dalla sintesi da parte di Sheppard et al.”’ dei tre derivati fosforammidito
7, 8, 9 mostrati in Figura 8, seguita dalla sintesi di sequenze oligonucleotidiche
contenenti nucleosidi glicosilati in posizione intermedia ed alle estremita 3’ e 5 della
catena di oligonucleotidi modello. I nucleoglicoconiugati ottenuti hanno mostrato
capacita inalterate, rispetto alle corrispondenti sequenze non glicosilate, di formare

strutture duplex stabili con filamenti complementari di DNA.
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Figura 8

Piu recente ¢ la sintesi, e successiva introduzione in catena oligonucleotidica, da

parte di J.H. van Boom e collaboratori*’, del derivato OAc NHBz

glucosilato della 2’-deossicitidina 10 mostrato in Figura 9. Acoﬂo/\(& N
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Durante il triennio di dottorato, € stata rivolta notevole attenzione alla vasta
tematica della sintesi di oligonucleotidi coniugati. In tale ambito sono state studiate
due metodologie sintetiche differenti:

1. La prima ha previsto la messa a punto di nuovi supporti solidi per la sintesi di
oligonucleotidi coniugati con mimici di oligosaccaridi;

2. Laseconda consente la coniugazione, sia all’estremita 3’ sia a quella 5’°, in un

approccio di coniugazione sia pre che post sintesi dell’ODN, di un’ampia

varieta di molecole organiche.
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2. RISULTATI E DISCUSSIONE

Nell’ambito della ricerca di nuove strategie per I’ottenimento di glicoconiugati e

in particolare allo scopo di preparare nuovi supporti per la sintesi in fase solida
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Figura 10

di molecole dal potenziale interesse biologico, nel laboratorio dove ¢ stato svolto
questo dottorato di ricerca, recentemente ¢ stata messa a punto una strategia sintetica
per D'ottenimento di oligonucleotidi coniugati con mimici di oligosaccaridi che
presentano una giunzione internucleosidica di tipo fosfodiestereo.

A tale scopo, partendo da supporti solidi funzionalizzati con opportuni derivati di
glucosio (2, Figura 10) e saccarosio (1, Figura 10) e sfruttando monomeri di tipo
fosforammidito di saccarosio(4, Figura 10) e glucosio (3, Figura 10), ¢ stato possibile
realizzare una sintesi “on-line” di oligonucleotidi coniugati con una o piu unita
zucchero-fosfato ad una o entrambe le estremita dello scheletro oligonucleotidico™

Motivo strutturale caratteristico dei nuovi coniugati sintetizzati ¢ la presenza di
ponti fosfodiesterei quali legami covalenti stabili fra tutte le unitd monomeriche, sia

nella porzione oligonucleotidica, sia in quella saccaridica. Cid ha consentito

79



I’assemblaggio dell’intero coniugato utilizzando una stessa chimica (metodo del

fosforammidito), mediante sintesi automatizzata su sintetizzatore di oligonucleotidi.

2.1 Nuova metodologia sintetica per I’ottenimento di oligonucleotidi

coniugati con oligosaccaridi*’

Data I’intrinseca instabilita chimica degli oligosaccaridi (condizioni acide anche
blande li degradano velocemente a monosaccaridi) ed enzimatica (molte sono le
glicosidasi nei mezzi biologici, e presenti in elevata concentrazione), notevole
interesse ¢ concentrato sui glicomimetici.

I composti glicomimetici presentano un notevole interesse biologico, in quanto
offrono maggiore resistenza nei confronti di enzimi degradativi, conservando
inalterate le proprieta di riconoscimento da parte dei recettori specifici.

Glucosio e lattosio sono stati prescelti come zuccheri modello in questo studio.
Tutti i mono, disaccaridi ed oligosaccaridi in genere possiedono numerose
caratteristiche che li rendono interessanti strutture di partenza per la costruzione di
librerie di  molecole diverse. Essi sono enantiomericamente puri ¢
conformazionalmente rigidi, presentano un elevato grado di funzionalizzazione e di
conseguenza un’intrinseca densita di gruppi potenzialmente modificabili in un
approccio combinatoriale. Gli esosi in particolare sono inoltre in grado di legare con
elevata affinita numerosi recettori di membrana, e per questo motivo di svolgere un
importante ruolo per la veicolazione in cellula di farmaci.****.

Durante il triennio di dottorato, usando strategie in fase solida, sono stati
sintetizzati oligonucleotidi coniugati all’estremitd 3’ con unitd mono- e
disaccaridiche legate fra loro mediante legami ammidici, realizzati sfruttando metodi
di classica sintesi in fase solida di peptidi. A tale scopo sono stati preparati i supporti
funzionalizzati con residui di 1-azido glucosio (6, Schema 1) e con 1-azido lattosio
(14, schema 2), successivamente utilizzati per la sintesi di vari tipi di molecole
ibride.

Nei supporti 6 e 14, le cui sintesi sono illustrate negli Schemi 1 e 2, 'unita

zuccherina chimicamente legata alla matrice polimerica ¢ un’unitd opportunamente
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funzionalizzata di glucosio o di lattosio. I supporti 6 € 14 sono caratterizzati dalla
presenza di gruppi funzionali diversi, facilmente manipolabili e trasformabili
selettivamente, per I’ottenimento di diverse classi di glicoconiugati.

In particolare, nel corso del triennio di ricerca, I’interesse ¢ stato rivolto alla
sintesi, a partire dai supporti 6 e 14, di composti nucleoglicoconiugati. La formazione
di legami ammidici fra le unita saccaridiche ¢ stata realizzata facendo condensare il
gruppo amminico in posizione anomerica, che si ottiene per riduzione della funzione
azido, con il carbossile di un acido uronico opportunamente protetto. In tal modo si
possono ottenere diversi glicomimetici, in cui il legame glicosidico ¢ sostituito con
un legame ammidico di tipo 1,6. Recentemente sono state riportate diverse sintesi di
carboidrati mimetici contenenti legami peptidici in luogo del legame interglicosidico

49a-
naturale**®

f Da un punto di vista strutturale il legame ammidico conferisce allo
scheletro oligosaccaridico proprieta di maggiore rigidita, mentre da un punto di vista
sintetico ¢ particolarmente conveniente per la facilita di introduzione e per la
maggiore stabilita rispetto ad un legame O-glicosidico nelle condizioni richieste per
la sintesi di molti glicoconiugati (ad esempio le deprotezioni in ambiente acido
effettuate durante la sintesi di glicopeptidi)’ Oab

Per la sintesi dei supporti 6 e 14 ¢ stata scelta, come matrice polimerica, una
resina Tentagel-NH,. La scelta ¢ stata fatta sulla base delle caratteristiche di
compatibilita con solventi anche molto polari, compatibilita con la sintesi
automatizzata di oligonucleotidi, pronta disponibilitd commerciale e sufficientemente

alta funzionalizzazione iniziale (0.29 meq/g).

2.2 Sintesi del supporto funzionalizzato con un derivato del

glucosio (6)

La resina Tentagel-NH, ¢ stata derivatizzata con la prima unita glicosidica tramite
un linker succinico, precedentemente introdotto sul derivato glicosidico. Il linker
succinico ¢ labile alle basi, il che consente il distacco del materiale desiderato, a
sintesi ultimata, per blando trattamento alcalino (tipicamente si impiega NH4OH

conc. a 55 °C per 16 ore, condizioni utilizzate, tra 1’altro, anche per la rimozione
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degli acetili presenti sugli ossidrili dello zucchero, oltre che per la deprotezione totale

di nucleoglicoconiugati una volta completata la sintesi della sequenza
oligonucleotidica).
OTBDMS
COOH
Q | 0
AcO N . |ACO N
AcO 3 AcO 3
OAc OAcC
7 8
a,b,id
OAc
AcO % P77 >0
AcO a-c o Q
OA HO N3
Br OH
1 2
\d, e
ODMT OH
AcO N3 AcO N3
OAc OAc
4 3
‘g
HO._O HN._O
ODMT ODMT
Q h Q
e gie) N — o 0 N
AcO 3 AcO 3
OAc OAC
5 6

Schema 1. a) NaN;, DMF, 50 °C, 2 ore, 95 %; b) 7M NH;/CH;0H, 50 °C, 18 ore, quant.; ¢)
PTSA, a,a,-dimetossitoluene 50 °C, 6 ore, 80 %; d) Ac,O/piridina (2:3, v/v), t a.., 30 min.,
quant.; ) TFA/H,O/DCM (1:0.5:10, v/v), 0 °C, 3 ore, 90 %; f) DMTCI, DMAP, piridina, t. a.,
18 ore, 85 %; g) anidride succinica, DMAP, piridina, t. a., 18 ore, 90 %; h) Tentagel®-NH,,
DIPEA, DIC, HOBY, piridina, r. t., 48 ore, 74 %; i) TBDMSCI, imidazolo, DMF t. a., 18 ore, 85
%; 1) reattivo di Jones, acetone, -15 °C, t.a., 3 ore, 90 %.
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Nel caso del supporto 6, derivatizzato con un’unita di glucosio, il gruppo B-1-
azido, ¢ stato introdotto per reazione con NaN; in DMF a 50°C per 2 ore sull’o-
bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucosio, commercialmente disponibile. Dopo
trattamento con ammoniaca metanolica, il prodotto B-1-azido glucosio ottenuto, ¢
stato fatto reagire direttamente con a,c-dimetossitoluene in presenza di acido p-
toluensolfonico a dare il composto 2 con rese dell’80%.

Successivamente, un trattamento di acetilazione con anidride acetica e piridina,
seguito dalla rimozione del gruppo benzilidene, ha portato alla formazione
dell’intermedio 3 con resa del 90%.

Infine, tale intermedio ¢ stato protetto alla funzione 6 OH con il gruppo 4,4
dimetossitritile ed infine la reazione con anidride succinica in piridina ha portato alla
formazione dell’intermedio 5 con resa del 90%.

Tale building block ¢ stato incorporato nel supporto Tentagel NH; in presenza di
DIC, HOBt e DIPEA, portando alla sintesi del supporto 6. La resa di incorporazione
della prima unita glicosidica, valutata per via spettrofotometrica attraverso il test del
catione DMT, ¢ risultata circa del 74%, corrispondente ad una funzionalizzazione
compresa tra 0.20 e 0.23 meq/g.

La sintesi del building block 8 ¢ stata ottenuta a partire dall’a-bromo-2,3,4,6-tetra-
O-acetil-D-glucosio, su cui ¢ stata dapprima inserita la funzione azide, per reazione
con NaNs3 in DMF a 50°C per due ore. Successivamente, dopo deacetilazione e
introduzione del gruppo TBDMS sull’OH in 6, I’intermedio ¢ stato acetilato a dare la
specie 7 con rese quantitative. Tale specie ¢ stata, poi, trattata con il reattivo di Jones
a dare il building block desiderato 8. Il trattamento con il reattivo di Jones, che
consiste in una soluzione di acido solforico in acetone, consente la deprotezione
del’OH in 6 dal gruppo TBDMS e la sua successiva ossidazione a gruppo
carbossilico. La resa di recupero globale per tale prodotto ¢ risultata essere del 73%.
In realta, la sintesi del building block 8 era gia stata riportata da Toth a partire
dall’acido glucuronico in una procedura che ha previsto due passaggi sintetici ed una
resa del 73%. Tale sintone ¢ stato poi utilizzato nella sintesi in fase solida, sfruttando
le metodiche della chimica dell’Fmoc, di nuovi analoghi glicosilati dell’encefalina
che contengono uno o due residui di acido glucuronico legati, attraverso un legame

ammidico, all’amminoacido C-terminale di un pentapeptide’’. Nella strategia qui
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descritta, il prodotto 8 ¢ stato ottenuto mediante 5 passaggi con resa complessiva del
73%. Tale procedura, nonostante sia piu lunga, ¢ stata preferita a quella di Toth, in
quanto non ha previsto ’uso di reattivi aggressivi ed altamente igroscopici quali

1’SnCly, consentendo anche una maggiore riproducibilita delle reazioni effettuate.

2.3 Sintesi del supporto funzionalizzato con un derivato del lattosio
(14)

La sintesi del supporto 14 ancorante un’unita di lattosio, ¢ stata condotta come
descritto nello Schema 2.

Il lattosio peracetilato 9 commercialmente disponibile, scelto come substrato di
partenza, ¢ stato sottoposto a reazione di azidazione condotta con SnCly in DCM. 11
prodotto ottenuto 10 ¢ stato deacetilato per trattamento con ammoniaca metanolica,
trattato con a,a-dimetossitoluene in presenza di acido p-toluensolfonico per
proteggere gli ossidrili 4 e 6 dell’unita di galattosio e successivamente acetilato per
trattamento con anidride acetica in piridina per ottenere I’intermedio 11 con resa del
70% per i tre passaggi.

Il trattamento con TFA per rimuovere il benzilidene ha condotto alla formazione
dell’intermedio 12 con rese del 90%; tale specie ¢ stata poi sottoposta ad una
reazione di protezione dell’OH in 6 dell’unita di galattosio condotta con DMTCI in
piridina per 18 ore a temperatura ambiente. Infine, il prodotto cosi ottenuto con rese
dell’85% ¢ stato succinilato sull’OH in 4 rimasto libero a dare la specie 13.

Tale building block ¢ stato incorporato nel supporto Tentagel-NH, in presenza di
DIC, HOBt e DIPEA portando alla sintesi del supporto 14. La resa di incorporazione
della prima unita glicosidica, valutata per via spettrofotometrica attraverso il test del
catione DMT, ¢ risultata circa del 74%, corrispondente ad una funzionalizzazione di
0.20 meq/g.

La sintesi dell’intermedio 16 ¢ stata ottenuta a partire dalla specie 12 in tre
passaggi. Dapprima si ¢ proceduto ad una reazione con TBDMSCI in DMF; tale
trattamento ha condotto alla formazione di due regioisomeri sililati sull’OH in 6 e in

4 dell’unita di galattosio con resa dell’80%. La miscela di reazione cosi ottenuta ¢
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stata fatta reagire con anidride acetica in piridina ed, in tali condizioni, si ¢ osservata

la migrazione spontanea del TBDMS dalla posizione 4 alla posizione 6 e

’acetilazione di tutti gli altri gruppi ossidrilici del disaccaride a dare il prodotto 15.

\

Infine questa specie ¢ stata trattata con il reattivo di Jones che consente la

deprotezione dell’OH dal TBDMS e I’ossidazione della funzione OH liberatasi ad

acido carbossilico. La resa di recupero di tale prodotto ¢ risultata essere del 72%.
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Schema 2. a) SnCly, TMSN3;, DCM, setacci molecolari, t.a., 18 ore, 90 %; b) 7M NH;/CH;0H, 50 °C,
18 ore, quant.; c) PTSA, a,a -dimetossitoluene, 50 °C, Sore, 70 %; d) Ac,O/piridina (2:3, v/v), t.a.,
3ore, quant.; ¢) TFA/H,O/DCM (1:0.5:10, v/v), 0 °C, 3 ore, 90 %; f) DMTCI, DMAP, piridina, t.a., 18
ore 85 %; g) anidride succinica, DMAP, piridina,t. a., 18 ore, 90 %; h) Tentagel® NH,, DIPEA, DIC,
HOBY, piridina, r. t., 48 ore, 70 %; 1) TBDMSCI, imidazolo, DMF t.a., 18 ore , 80 %; 1) reattivo di Jones,

acetone, -15 °C, 15 min, poi t.a., 3 ore, 90 %.
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2.4 Assemblaggio del dominio oligosaccaridico

A partire dai due supporti funzionalizzati 6 e 14 e sfruttando i due building block
1-azido uronici 8 e 16, si ¢ proceduto all’assembaggio del dominio glicomimetico
mediante un approccio di sintesi in fase solida.

L’assemblaggio della porzione saccaromimetica ha previsto i seguenti passaggi:

e Riduzione della funzione 1-azido per aggiunta di 1,3-propanditiolo e Et;N in
DMF;

e Accoppiamento con I’opportuno acido uronico 8 o 16 in presenza di HOBH,
HATU e DIPEA in DMF;

e Capping delle funzioni amminiche che, eventualmente non hanno reagito, con
anidride acetica in piridina;

In particolare, per la sintesi dell’ibrido | (Schema 3) che contiene, come porzione
oligosaccaridica, due unita di glucosio tenute insieme attraverso un legame
ammidico, si ¢ proceduto, a partire dal supporto 6, dapprima alla rimozione del
gruppo DMT dell’OH in 6 con una soluzione all’1% di DCA in DCM e a successiva
acetilazione dell’OH rimasto libero con anidride acetica in piridina.

L’assemblaggio della porzione oligosaccaridica ¢ stato realizzato mediante
riduzione della funzione azido in posizione anomerica con 1,3-propanditiolo ¢ Et;N
in DMF per 2 ore a temperatura ambiente sotto flusso di azoto.

Il supporto risultante, dopo lavaggi con DMF anidra, ¢ stato quindi trattato
direttamente con il building block 8 in presenza di DIPEA, HOBt , HATU in DMF
per 2 ore a temperatura ambiente. E’ stato, quindi, effettuato un trattamento con
Ac,O/Py 1:1 (v/v) allo scopo di bloccare 1 gruppi amminici che eventualmente non

hanno reagito.
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Schema 3. a) 1% DCA in DCM, t. a., 10 min; b) Ac,O/piridina (1:1, v/v), t. a., 30 min; ¢) 1,3-
propanditiolo, TEA, setacci molecolari, DMF, t. a., 2 ore; d) accoppiamento con 8, HATU,
HOBt, DIPEA, DMF, t. a., 1.5 ore; e) accoppiamento con DMTO(CH,);COOH, HATU, HOBt,

DIPEA, DMF, t.a., 1.5 ore; f) assemblaggio dell'ODN ; g) rimozione finale del DMT; h) aq. NH;,
50 °C, 6 ore.

Per la sintesi degli ibridi Il (schema 4) e Ill (schema 5), contenenti, come
porzione oligosaccaridica, rispettivamente un’unita di lattosio ed una di glucosio
(ibrido Il) e due unita di lattosio (ibrido Ill) tenute insieme attraverso un legame
ammidico, si ¢ proceduto in maniera analoga alla sintesi di | sfruttando, per 1’ibrido

Il il supporto 14 e I’acido uronico 8, e, per I’ibrido I, il supporto 14 e 1’acido

uronico 16.

87



0}

Mo ODMT

Ac!
Q
AcO o]
OAc AcO N3

OAc
14

a-d
(0]

MO oA
AcQO,

%
0
AcO OAc AcO
¢ 0

H
N
A
¢ o
19 AcO N3
Ac OAc

c,f
(6]

o L

o) OAc

g& .
AcO e} H
OAc Ac SAs N
0
0
AcO H
20 AcO MODMT

OAc
(0]

0

H OH
H
Q Q
HO OH Ec H
OH
(0] 5

H
HO N I 3
H OH MO‘F"*O*d(CGG TCA CTC CTC CGT GCG)
&

o}

(0]

(n

Schema 4. a) 1% DCA in DCM, t. a., 10 min; b) Ac,O/piridina (1:1, v/v)t. a., 30 min; c) 1,3-
propanditiolo, TEA, setacci molecolari, DMF, t.a., 2 ore; d) accoppiamento con 8, HATU, HOBt,
DIPEA, DMF, t.a., 1.5 ore; e) accoppiamento con 16, HATU, HOBt, DIPEA, DMF, t. a., 1.5 ore; f)
accoppiamento con DMTO(CH,);COOH, HATU, HOBt, DIPEA, DMF, t.a., 1.5 ore, g) assemblaggio
dell'ODN; h) frimozione finale DMT; i) aq. NH3, 50 °C, 6 ore.

Per valutare I’avvenuta formazione della porzione oligosaccaridica, sono state
prelevate tre aliquote dei supporti 17, 19 e 21 e sono state trattate con una soluzione
di NH4OH a 50°C per 18 ore; il distaccato ottenuto ¢ stato analizzato mediante 'H-

NMR.
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Schema 5. a) 1% DCA in DCM, t. a., 10 min; b) Ac,O/piridina (1:1, v/v)t. a., 30 min; ¢) 1,3-
propanditiolo, TEA, setacci molecolari, DMF, t.a., 2 ore; d) accoppiamento con 8, HATU, HOBt, DIPEA,
DMF, ta., 1.5 ore; e) accoppiamento con 16, HATU, HOBt, DIPEA, DMF, t. a., 1. Sorh; f)
accoppiamento con DMTO(CH,)sCOOH, HATU, HOBt, DIPEA, DMF, t.a., 1.5 ore, g) assemblaggio
dell'ODN; h) frimozione finale DMT; i) aq. NH3, 50 °C, 6 ore.

In tutti e tre i casi, I’analisi "H-NMR ha evidenziato la presenza della porzione
oligosaccaridica desiderata ed una costante di accoppiamento, per i protoni
anomerici, compresa tra 7.7 e 8.8 Hz; tale valore ¢ consistente con una
configurazione di tipo 3 per il protone anomerico. Tale dato conferma, inoltre, che la
procedura di riduzione con il tiolo, che ¢ convenzionalmente accettato proceda
attraverso un meccanismo radicalico, non modifica la stereochimica della posizione

anomerica. Ultimata la sintesi della porzione oligosaccaridica, prima di procedere

all’assemblaggio dell’ODN su sintetizzatore automatico di DNA, in tutti e tre i casi
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si ¢ proceduto all’introduzione di un linker di acido-6-(4,4’-dimetossitrifenilmetossi)-
esanoico, la cui sintesi ¢ riportata nello Schema 6, sfruttando la stessa procedura di
riduzione della funzione azido in posizione anomerica e successiva reazione della

funzione amminica con il COOH del linker, descritta in precedenza.

0 o

ODMT
)W OH i + - )J\/\/\/
L . Py" O

Schema 6 i: a) DMTC1/ DMAP /Py 2 ore, t.a b) NaOH, 6M in EtOH 12 ore, t.a.

Per tutti e tre gli ibridi la funzionalizzazione del supporto, dopo introduzione del
linker, valutata per via spettrofotometrica attraverso il test del catione DMT, ¢
risultata compresa tra 0.12 e 0.14 meq/g. Se ne deduce che I’assemblaggio
dell’oligosaccaride procede con una resa del 65% a partire dalle supporti 6 e 14, con
una resa media per ogni ciclo di accoppiamento (riduzione dell’azide e formazione
del legame ammidico) di circa 1’80%.

Per la sintesi dei tre ibridi | , Il e I11, a partire dai supporti 18, 20 e 22, preparati
come descritto in precedenza, la porzione oligonucleotidica ¢ stata assemblata su
sintetizzatore automatico di DNA seguendo un protocollo standard di sintesi degli
ODN, secondo la chimica del fosforammidito. In tutti i casi, I’efficienza della sintesi
¢ stata monitorata mediante test del catione DMT e la resa, per ogni ciclo di
accoppiamento, ¢ risultata sempre non inferiore al 98%. La sequenza
oligonucleotidica sintetizzata, - GCGTGCCTCCTCACTGGC?), ¢ stata scelta in
quanto complementare ad un tratto di mRNA codificante per la proteina chinasi A di
tipo 1 (PKA1), subunita Rlg che ¢ superespressa nella maggior parte dei tumori
umani.

A sintesi ultimata, un trattamento basico condotto con una soluzione di NH4OH a
50°C per 18 ore ha consentito il distacco e la deprotezione degli ibridi sintetizzati dal

supporto.
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I grezzi distaccati di tutte e tre le specie sono stati purificati mediante HPLC
usando una colonna a scambio anionico Nucleogen e desalificati su una colonna ad
esclusione molecolare Sephadex G25 eluita con acqua. L’ulteriore analisi HPLC dei
prodotti isolati, condotta utilizzando una colonna in fase inversa (NUCLEOSIL 100-
5 C18), ha evidenziato una purezza, per ogni singolo prodotto, del 98%. Le specie I,
Il e Il sono state quindi caratterizzate mediante spettrometria di massa MALDI-
TOF. In tutti i casi, ¢ stato ritrovato un solo cluster di segnali, attribuibile a (M+H)",

(M+Na)", (M+K)", dove M rappresenta la massa molecolare del prodotto atteso.

2.5 Studi di stabilita chimica ed enzimatica

In una fase successiva di studio, € stato valutato 1’effetto dell’introduzione della
porzione oligosaccaridica in 3’ sulla stabilita chimica ed enzimatica degli oligomeri
realizzati e sulle capacita di binding nei confronti della sequenza oligonucleotidica
complementare.

Per valutare la stabilita chimica degli oligomeri I, Il ¢ Ill, 1.0 OD di ciascun
campione purificato ¢ stato incubato a 37°C in 1 mL di tampone fosfato costituito da
una soluzione acquosa

20 mM di KH2P04 a

17.122
ir.z77

tre valori differenti di
pH: 5.0, 7.0 € 9.0. Gli
esperimenti sono stati

monitorati mediante

HPLC; il campione

non trattato e quelli L —JJL
2|n I T T T

incubati a differenti ‘ ; )

valori di pH sono stati a b
. . Figura 11 Profili HPLC dell’ibrido Il non purificato (a) e, purificato,
controllati  mediante  dopo 20 giorni a pH=5 (b)
analisi HPLC su una
colonna a scambio anionico Nucleogen. I tre oligomeri sono risultati perfettamente

stabili alle condizioni di pH prescelte anche dopo 20 giorni (Figura 11).
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La coniugazione alle estremita 3’e 5° di un oligonucleotide ha come scopo quello
di evitare il riconoscimento dell” ODN da parte di enzimi esonucleasici che, come
detto in precedenza, rappresentano la classe di nucleasi piu abbondante in cellula.
Tali enzimi idrolizzano irreversibilmente 1’oligonucleotide a partire dall’estremita 3’-
OH e/o 5’-OH, producendo mononucleotidi, riducendone drasticamente il tempo di
vita in cellula.

Per verificare I’efficienza della coniugazione effettuata, per 1’oligomero 111, che

presenta, come porzione oligosaccaridica,

17.332

due unita di lattosio, € stata anche valutata la

stabilita enzimatica incubando 1.0 OD di "

oligonucleotide modificato con 1 mL di

==

siero fetale bovino a 37°C.

Un esperimento analogo ¢ stato condotto
per controllo sulla stessa sequenza L
oligonucleotidica non coniugata - )

d( GCGTGCCTCCTCACTGGC?).  Sono

t29s

stati, quindi, eseguiti prelievi a tempi noti .
delle miscele dei due ODN (naturale e i
coniugato) che sono stati analizzati su una
colonna HPLC Nucleogen a scambio

anionico. Come appare dai cromatogrammi ©

“E15

riportati in Figura 12, ’ODN coniugato ¢
completamente degradato ad una miscela di

3’ e 5’-mononucleotidi in 6 ore, mentre

quello naturale, non coniugato in tre ore. La ) w w w

5 10 1% 20

Figura 12 Profili HPLC dell’ibrido III
purificato, trattato con siero fetale

aumentare del 50% la stabilita bqvino:a) controllo effettuato dopo 15
min; b) controllo dopo 3 ore; c) controllo

dell’oligomero in mezzo biologico. dopo 6 ore

coniugazione in 3’ ha pertanto I’effetto di
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2.6 Studi di denaturazione termica

Affinch¢ un generico oligonucleotide sintetico coniugato possa trovare
applicazione in esperimenti antisenso ¢ necessario che le molecole introdotte alle
estremita non provochino una diminuzione dell’affinita dell” ODN nei confronti delle
sequenze bersaglio. Le analisi di denaturazione termica monitorate via UV
consentono di studiare la formazione e la stabilita di strutture duplex fornendo dati
non solo qualitativi ma anche quantitativi sulla stabilita degli ibridi formati, espressi
in termini di temperatura di fusione, cio¢ temperatura in corrispondenza della quale il
50 % del complesso inizialmente formato (duplex) & totalmente destrutturato
(random coil).

Monitorando I’assorbimento a A = 260 nm, all’aumentare della temperatura di
miscele 1:1 di ODN aventi sequenza complementare si osserva una tipica curva
sigmoidale indicativa della fusione della struttura duplex a dare i singoli filamenti
come ‘random coil’. La temperatura in corrispondenza del flesso di tale curva
definisce la temperatura di fusione della duplex in esame. Confrontando le
corrispondenti temperature di fusione, si possono ottenere dati circa la stabilita di
strutture duplex modificate in relazione a quelle naturali.

La capacita degli oligomeri coniugati I, Il e Ill di ibridizzarsi con
I’oligodeossiribonucleotide avente sequenza complementare
YORTTGCCAGTGAGGAGGCACGCAT? " ¢ stata valutata attraverso esperimenti
di denaturazione termica eseguiti in una soluzione a pH = 7.0 pseudo-fisiologica (100
mM NaCl, 10 mM NaH,PO,). Tali esperimenti sono stati confrontati con esperimenti
analoghi condotti nelle stesse condizioni sulla duplex formata dall’ ODN naturale
YORCGGTCACTCCTCCGTGCG M e dal SUo complementare
YOITTGCCAGTGAGGAGGCACGCAT ",

Le curve di fusione relative alle tre duplex formate dai filamenti coniugati sono
risultate completamente sovrapponibili (Ty= 60°C ) alla curva di fusione registrata
per la duplex formata dai due filamenti naturali, dimostrando che la coniugazione in
3’ con I’oligosaccaride non modifica le proprieta di riconoscimento delle sequenze

oligonucleotidiche nei confronti del filamento complementare.
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2.7 Nuova strategia sintetica per la coniugazione in 3’ e in 5’ degli

oligonucleotidi®®

Per molti esperimenti in vivo ed in vitro, gli oligonucleotidi devono essere
covalentemente legati alle loro estremita 3 e 5’ con una varieta di molecole
organiche, quali probe flurescenti, intercalanti, molecole idrofobiche o peptidi.

Negli ultimi anni, un gran numero di pubblicazioni ha riguardato la sintesi di
ODN coniugati sia all’estremita 5’ che 3’. I metodi sintetici piu utilizzati per la
sintesi di tali oligomeri prevedono, come gia detto, I’utilizzo di:

- supporti funzionalizzati con opportuni linker che consentano 1’introduzione

del coniugante in un approccio post-sintesi dell’ODN;

- supporti opportunamente prederivatizzati con la molecola coniugante;

- coniuganti opportunamente derivatizzati, come fosforammidito oppure H-
fosfonato, da poter essere inseriti nel ciclo di accrescimento dell’ODN su
sintetizzatore automatico;

I supporti proposti per la sintesi di ODN coniugati sono la CPG (Controlled Pore
Glass, palline di vetro a porosita controllata) o copolimeri polistirene/PEG
derivatizzati con opportune molecole bis-funzionalizzate, tali da consentire sia
I’accrescimento del dominio oligonucleotidico sia la coniugazione con opportune
molecole coniuganti.

In tutti 1 casi, le strategie sintetiche messe a punto prevedono complesse procedure
per la realizzazione dei supporti o per la trasformazione dei coniuganti in derivati
fosforammidito o H-fosfonato; oppure complesse procedure di purificazione per
I’ottenimento dell’oligomero coniugato puro, a sintesi ultimata.

Con lo scopo di realizzare oligonucleotidi coniugati all’ estremita 3° e 5’ ¢ stata
messa a punto una procedura efficiente e versatile che non richiede purificazioni
HPLC finali, complesse derivatizzazioni dei coniuganti o delle matrici polimeriche.

Tale procedura prevede che il coniugante, presente sotto forma di ammina o alcol,
sia fatto reagire direttamente con il supporto solido opportunamente derivatizzato,

consentendo la realizzazione di un legame fosforammidato o fosfodiestereo tra il
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gruppo fosfato terminale dell’ODN agganciato alla fase solida e il coniugante
prescelto.

Per dimostrare la versatilita della metodologia proposta, sono state esplorate
condizioni di coniugazione sia pre- che post-sintesi dell’ODN, valutando la
possibilita di accrescere la catena oligonucleotidica sia in direzione 3’-5’ che 5°-3°,
ovvero di effettuare la coniugazione all’estremita 3’ 0 5” (schema 7).

Nella strategia sintetica messa a punto sono state sperimentate entrambe le matrici
commercialmente disponibili e convenzionalmente utilizzate per la sintesi in fase
solida di peptidi e oligonucleotidi: Tentagel-ammino (0,29 meq/g) ¢ LCAA-CPG
(0.10 meq/g). Le due matrici sono state funzionalizzate con il clinker da noi
prescelto,  anch’esso ~ commercialmente  disponibile, acido  3-cloro-4-

idrossifenilacetico, portando alla formazione dei supporti 1 e 2, rispettivamente.

. 1. coniugazione con

! R-OH o R-NH;
A 2. assemblaggio ODN ‘
i 3. deprotezione e distacco | >
Q ~O~R~0 Nu(DMT) . ~ (_R_»Xx-P—0— ODN
o O ﬁ ! 1. assemblaggio ODN ! I
f B 2. coniugazione con ‘ 0
sito di assemblaggio : R-OHoR-NH, |
coniugazione catena ODN . 3. deprotezione e distacco X=0,NH
ancoraggio prima
unita nucleotidica DMTO B -0 B
O o O
Nu(DMT) =
(x OH -0 ODMT
C}N)&/\A
1Q =TG
2Q =CPG
R ) = molecola coniugante

Schema 7 Strategia di sintesi per la realizzazione di ODN 3', 5'-coniugati

La funzionalizzazione dei supporti con il linker ¢ stata condotta con DIC, DIPEA,

HOBt in piridina a temperatura ambiente per 18 ore. Successivamente, dopo
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acetilazione del supporto e trattamento con ammoniaca acquosa per un’ora a 50° C,
si ¢ proceduto alla funzionalizzazione del supporto con la prima unita nucleotidica.

L’introduzione della prima unita nucleotidica ¢ stata condotta, su entrambi i
supporti, sfruttando monomeri, commercialmente disponibili, 3’- o 5’-
fosforammidito dei nucleosidi, noncheé classiche metodiche della sintesi in fase solida
degli ODN secondo la chimica del fosforammidito. Essenzialmente, per la
funzionalizzazione del supporto solido con il primo monomero, ¢ stata seguita la
procedura gia messa a punto per la sintesi in fase solida di analoghi nucleosidici 5°-
fosforammidato e 5’-fosfodiestere™, descritta nei dettagli nel paragrafo 2.7 del
capitolo 1.

La conversione del fosfito a fosfato triestere ¢ stata condotta mediante trattamento
con una soluzione di I, in Py/acqua/THF ed ¢ stato possibile monitorarne
Iefficienza, nel caso del supporto Tentagel, mediante analisi *'P del supporto
sospeso in CDCls.

La funzionalizzazione delle resine risultanti 3a-e e 5e (Schema 8), valutata
mediante test spettrofotometrico del catione DMT rilasciato per trattamento acido su
quantita pesate di resina, ¢ risultata essere compresa tra 0.19 e 0.22 meq/g per il
supporto Tentagel e tra 0.08 e 0.10 meq/g per il supporto CPG.

Per deproteggere il fosfato dal gruppo cianoetile, sui supporti ¢ stato condotto un
trattamento con Et;N/piridina (1:1, v/v) per 1 ora a 50° C; tale trattamento non
comporta perdita di funzionalizzazione del supporto, come confermato dal test DMT
e, per i supporti 4a-d (Schema 8) ¢ stato monitorato mediante analisi *'P-NMR.

I supporti ottenuti 4a-e e 6e (Schema 8), dopo tali trattamenti, contengono due
gruppi funzionali che possono essere ulteriormente funzionalizzati: I’OH in 3* 0 5°
protetto sotto forma di etere con il gruppo DMT, e la funzione fosfodiesterea in
posizione 3’ 0 5°. Queste due funzioni possono essere utilizzate, rispettivamente, per
I’accrescimento della catena oligonucleotidica e per I'introduzione della molecola

coniugante in un approccio di coniugazione pre- o post- sintesi dell’ODN.
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2.8 Coniugazione pre-assemblaggio dell’ODN

In un approccio di coniugazione pre-sintesi dell’ODN, [I’introduzione del
coniugante puo avvenire secondo due differenti strategie, che sfruttano le classiche
procedure della chimica del fosfotriestere.

Secondo la prima strategia, i supporti 4 a-e (Schema 8) sono stati trattati con il
coniugante prescelto, avente una funzione alcolica libera, in piridina ed in presenza
dell’agente attivante MSNT, per 12 ore a temperatura ambiente. La resa di
incorporazione del coniugante ¢ sempre risultata compresa tra il 75 e 1’80%, con
funzionalizzazioni delle resine comprese tra 0.15 ¢ 0.18 meq/g, solo nel caso del
supporto CPG 4e, le rese sono state sensibilmente piu basse (<10%). Le rese di
incorporazione del coniugante sono state valutate indirettamente mediante test DMT
su campioni pesati di supporto, dopo trattamento basico, valutando la percentuale di

nucleotide non coniugato rimasto ancorato al supporto.

% ii o

| |
Q--o-pon O Cop(®)

o

(0]

O 3(a-e) R=CH,CH,CN
§ il (@ -e) R=CHCr, 7a-0) x=0 —
OH — 4 (a-e€) R=EtNH" 8e X=NH 15

Cl

1Q=T6,2Q=cpPG
cl <IJR cl
HX Il
0lbot-o ¢ "W Qlotol & .
—_— 16
; o °© ii NH o

ODMT ODMT

[ 5e R = CH,CH,CN
6e R = Et;NH"

a®=T);b(B=C)c(B=A);d(@®=0); () = TentaGel;
4e, 8e (B =C); 5e, 6e, 9e (B = T); O =CPG

Schema 8 Coniugazione pre-assemblaggio dell'lODN

i) accoppiamento con un nucleoside 3' o 5' fosforammidito; ii) Et;N/Py, 1 ora, 50°C;
iii) accoppiamento mediante chimica del fosfotriestere; iv) assemblaggio del'ODN;
v) deprotezione e distacco (NH4OH, 6 ore, 55° C)
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Infatti, soltanto il nucleoside legato al supporto tramite un legame fosfotriestereo (7
8), ¢ facilmente rimosso per trattamento basico (28% NH4OH, 50° C, Sore).
Viceversa, il nucleoside ancorato al supporto tramite un legame fosfodiestereo (4 e 6)
I’aliquota di supporto che non ha reagito con il coniugante, ¢ assolutamente stabile
nelle stesse condizioni basiche.

Per preparare, invece, i supporti funzionalizzati 8e e 9e, 1 supporti 4e e 6e sono
stati dapprima attivati per trattamento con tosil cloruro in piridina per 15 minuti e,
dopo opportuni lavaggi, trattati con una soluzione del coniugante, avente una
funzione amminica, disciolto in piridina, per altri 15 minuti. Tale trattamento ¢ stato
ripetuto tre volte e le rese di coniugazione, valutate, anche in questo caso, mediante
test DMT sul supporto dopo trattamento basico, sono risultate comprese tra il 65 e
1’80%, corrispondente ad una funzionalizzazione dei supporti pari a 0.05 - 0.08
meq/g.

A questo punto, introdotto il coniugante, ¢ stato effettuato 1’assemblaggio della
catena oligonucleotidica. In particolare, partendo dai supporti 7 (a-d) e 8e, ¢ stato
assemblato un decamero (CT)s su sintetizzatore automatico di DNA in direzione 3’-
5°, sfruttando le metodiche della chimica del fosforammidito.

In maniera del tutto analoga, partendo dal supporto 9e ¢ stato assemblato un
esamero G3AG in direzione 5°-3°.

Per ottenere il distacco degli oligomeri sintetizzati, il supporto ¢ stato trattato con
ammoniaca acquosa a 50° C per 6 ore e i grezzi distaccati sono stati analizzati
mediante HPLC su una colonna Nucleogel a scambio anionico. In tutti i casi tale
analisi ha dimostrato la presenza di una sola specie, corrispondente ai prodotti
desiderati 11-16 (Tabella 1). Tale elevata purezza puo essere ottenuta in quanto solo
gli oligomeri che siano legati al supporto attraverso un legame fosfotriestereo o
fosforammidato vengono distaccati per trattamento basico. Viceversa, gli ODN legati
tramite un legame fosfodiestereo, ovvero le sequenze che non hanno reagito con il
coniugante, rimangono ancorate al supporto. I grezzi distaccati sono stati purificati
mediante cromatografia ad esclusione molecolare su colonna Sephadex G25 eluita
con H,O/EtOH (4:1, v/v). L’analisi MALDI-TOF dei prodotti ha confermato le

strutture attese.
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Tabella 1
Sequenze Oligonucleotidiche sintetizzate con approccio pre-assemblaggio dell’ODN

MS
ODN supg?rto Sequenza oligonucleotidica sperimentale tr, Resa
artenza -3 / (min) (%)
P calcolato
ﬁ H
CTC TCT CTC T*O*P*OWN © 3286.96
6 4a L ' 1835 41
/ O 3287.63
\N
3351.32
7 4b ﬁ 335182 34.10 47
TCTCTCTCT C*O*IT*O
&
ﬂ o]
13 2c TCT CTC TCT AioiF\)iOM\NJ\LyS-LyS-LyS-NHZ gjggég 1381 31
i
TCT CTCTCT G—0—P—0_~_ A~~~y
&
Q o 3484.44
14 7d h O 3480.63 2221 37
S
(9
03 3263.13
(o] (o] .
15 Be TCT CTC TCT c—o—‘Fl—N/\Q o 3mges 08 30
e
\_°
O
16 % W ;igéié 1245 38

N—P—0—TGG GAG
¢

In un esperimento tipico, a partire da 50 mg dei supporti 7 a-d con una

funzionalizzazione media, dopo incorporazione del coniugante, pari a 0.15 meq/g,

sono stati recuperati 150-200 OD di oligomeri 11-14 puri, dopo un semplice

passaggio di gel filtrazione. Nel caso dei supporti 8e e 9e, partendo da 50 mg di

supporto con una funzionalizzazione media di 0.08 meq/g, sono stati recuperati 80-

100 OD dell’ oligonucleotide coniugato dopo gel filtrazione.
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2.9 Coniugazione post-assemblaggio dell’ODN

In un approccio di coniugazione post-sintesi dell’ODN, i supporti 4b e 4e
(Schema 9), previamente trattati con Et;N/Py (1:1, v/v, 50°C, 1 ora) per rimuovere il
gruppo cianoetile al fosfato, sono stati utilizzati per 1’assemblaggio, su sintetizzatore
automatico di DNA, della sequenza (CT)s. A sintesi ultimata, I’OH in 5° dell’ultimo
residuo nucleotidico ¢ stato acetilato per trattamento con Ac,O/Py (1:1, v/v, 30 min.,
t.a.) e sui supporti risultanti ¢ stato effettuata la reazione di condensazione con 1’alcol

coniugante in presenza di MSNT e piridina per 12 ore a temperatura ambiente.

(0]

C I C
DMTO TCT CTC TCT—O—T—O
o oce ©°
- assemblaggio ODN Il

Cl cl) - - Cl Cl) ———> TCTCTCTCT C—O—IID—O
- . iii, v
O_@_O_IPI__O,E,(SNW capping in 5 O_@_O_ﬁ_o,Ethw o
o) le] 17,18
4b, 4e 10b )
iii, v non si osserva
10e ——mmmmmmmX™™™ ™ > . .
coniugazione
=0
a(B=T);b(B=C)c(B=A);d(@B=0) O = TentaGel;

4e,8e (B =C); 5e, 6e, 9 (B = T); ()=CPG

Schema 9 Coniugazione post-assemblaggio del'ODN
1. accoppiamento con un nucleoside 3’- o 5’- fosforammidito; ii. Et;N/piridina, 1 ora, 50 °C; iii. Accoppiamento con la
chimica del fosfotriestere; iv. Assemblaggio ODN ; v. deprotezione e distacco (NH4OH, 6 ore, 55 °C).

Per valutare I’efficienza della metodologia proposta, sono stati introdotti sui
supporti 10b e 10e, quali coniuganti, 1’esaetilenglicole, sotto forma di mono-DMT-
etere derivato, e il 6-amminoesanolo, protetto alla funzione amminica dal gruppo
MmTr quali linker flessibili che consentono, poi, ulteriori funzionalizzazioni
dell’oligomero. Le rese di incorporazione, valutate mediante test del catione DMT o
MmTr, sono risultate in tutti i casi accetabili e intorno al 60% per il supporto 10D,
mentre per il supporto 10e sono risultate minori del 5%. Ulteriori esperimenti
condotti sul supporto 10e, anche con alcoli differenti, hanno comunque confermato
che I’attivazione della funzione fosfodiesterea mediante ’'MSNT non ¢ efficiente su

supporti di tipo CPG.
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In ogni caso, per i supporti Tentagel, le rese di incorporazione del coniugante
sono sempre risultate soddisfacenti ed inoltre ¢ possibile ottimizzare ulteriormente
I’incorporazione ripetendo piu volte il trattamento con I’alcol e ’'MSNT.

Anche in questo caso il distacco degli oligomeri ¢ stato ottenuto mediante un
semplice trattamento basico con ammoniaca acquosa a caldo. L’analisi HPLC su una
colonna Nucleogel a scambio anionico, dei grezzi distaccati ha dimostrato la

presenza di una sola specie, corrispondente ai prodotti 17-19, la cui struttura ¢ stata

confermata mediante analisi di massa MALDI-TOF (Tabella 2).

Tabella 2
Sequenze Oligonucleotidiche sintetizzate con approccio post-assemblaggio dell’ODN
supporto . - MS
ODN di Sequenza ollfgo?ucleotldlca sperimentale/ th, Resa
5-3 (min) (%)
partenza calcolato
o)
17 106 TCT CTC TCT c—o—n%—o“éov\}o/\/o'4 3248.69 814 o
o 4 3247.63 8. 5
i NH 3099.42
TCT CTC TCT C—0—P—0" " "1 :
18 10b v 3096.59 17.35 29
i
19 10b TCT CTC TCT C—O—P—0—-ciclodestrina Non trovato 18.49 27
& 4099.83

L’approccio di coniugazione post-sintesi proposto risulta utile per due esigenze
sintetiche in particolare: introducendo all’estremita degli oligonucleotidi un linker
bifunzionale che presenti una funzione nucleofila all’altra estremita, opportunamente
protetta, la metodologia proposta pud essere efficacemente estesa anche per la
coniugazione di molecole che siano presenti sotto forma di elettrofili, come ad
esempio acidi carbossilici.

Inoltre, molti coniuganti possono presentare legami non stabili ai trattamenti
previsti per la sintesi del’ODN; in tali casi una efficiente coniugazione dell’ODN
puo essere realizzata solo mediante un approccio post-sintetico.

In tale categoria di molecole coniuganti rientra anche la B-ciclodestrina, che ¢
stata scelta come coniugante per 1’oligomero 19.

Studi preliminari, condotti su un supporto ancorante mediante il linker cloro-

fenilfosfato, un residuo di 2’-deossiadenosina-5’-O-acetilata ed un’unita di B-
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ciclodestrina, hanno mostrato che il residuo di ciclodestrina non ¢ stabile né ai
trattamenti acidi né al trattamento ossidativo previsti dal protocollo di sintesi
dell’ODN con la chimica del fosforammidito.

Pertanto per la preparazione del coniugato 19, ¢ stata realizzata dapprima la
sequenza (CT)s e successivamente ¢ stato effettuato 1’accoppiamento con la
ciclodestrina sfruttando MSNT come agente attivante, secondo un protocollo
fosfotriestereo standard.

Una volta isolato ’ODN coniugato 19 non ¢ stato possibile confermare la
struttura mediante esperimenti di massa MALDI-TOF. Infatti, la ciclodestrina non ¢
stabile in presenza delle matrici acide utilizzate di routine per la rivelazione degli
ODN mediante MALDI (acido picolinico/acido idrossipicolinico/acido sinapinico).
D’altra parte ¢ stato da noi verificato che la matrice comunemente usata per la
rivelazione degli oligosaccaridi (DHB) non consente il desorbimento di strutture
oligonucleotidiche. Per tale specie, la caratterizzazione ¢ stata effettuata mediante
analisi 'H-NMR dell’oligomero distaccato, che ha mostrato sia i segnali dei
nucleosidi, sia i segnali dei residui di glucosio della B-ciclodestrina nel rapporto

atteso.
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3. CONCLUSIONI

Durante il triennio di dottorato, la vasta tematica degli oligonucleotidi modificati
¢ stata affrontata mettendo a punto due differenti strategie sintetiche entrambe in fase
solida; una consente 1’ottenimento di oligonucleotidi coniugati all’estremita 3’ con
mimici di oligosaccaridi a struttura variabile; ’altra, invece, consente la sintesi di
oligonucleotidi coniugati all’estremita 3’ ¢ 5’ con una varietd di molecole organiche
in maniera rapida ed efficiente e con un elevato grado di purezza.

Nel primo caso, ¢ stata messa a punto una strategia di sintesi in fase solida on-line
che sfrutta supporti solidi Tentagel funzionalizzati opportunamente con unita di
glucosio o lattosio scelti come zuccheri modello, per 1’assemblaggio della porzione
oligosaccaridica, building block costituiti da derivati 1 azido di acidi uronici di
lattosio e di glucosio. Partendo da tali specie, mediante riduzione della funzione 1
azido seguita da accoppiamento con il gruppo carbossilico del building block acido
uronico, sono stati realizzati una serie di ibridi oligonucleotidici recanti in 3’ un
dominio oligosaccaridico in cui i legami O-glicosidici sono sostituiti da legami
ammidici. Gli ibridi I, Il e Ill sintetizzati sono stati caratterizzati mediante
spettrometria di massa MALDI. Su tali specie sono stati condotti esperimenti di
denaturazione termica monitorati via UV, ed esperimenti volti a valutarne la stabilita
chimica ed enzimatica.

L’altra strategia sintetica messa a punto prevede l’utilizzo di un supporto
polimerico insolubile funzionalizzato con un’unitd di o-clorofenolo, sul quale la
prima unita nucleosidica ¢ incorporata tramite il corrispondente derivato
fosforammidito. Il supporto cosi ottenuto ¢ stato sperimentato in un approccio di
coniugazione sia pre- che post-sintesi del’ODN e ha consentito una efficiente
coniugazione, sia all’estremita 3’ che 5’ degli oligonucleotidi, di una varieta di
molecole organiche purché aventi un gruppo nucleofilo, amminico o alcolico,
mediante attivazione della funzione fosfodiesterea.

Al termine della sintesi un semplice trattamento basico consente il distacco della

sola molecola coniugata in forma molto pura.
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Sfruttando tale strategia sono stati realizzati numerosi ibridi 11-19 coniugati con

molecole quali probe fluorescenti, peptidi, intercalanti, molecole lipofile, carrier ecc.
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CAPITOLO 3

SINTESI IN FASE SOLIDA DI OLIGONUCLEOTIDI

ADATTI ALLA FORMAZIONE DI STRUTTURE

QUADRUPLEX

1. INTRODUZIONE

La tendenza di oligonucleotidi ricchi di guanine a formare strutture quadruplex €

nota da circa 40 anni®; tali strutture posseggono un’inusuale mobilita elettroforetica e

sono stabilizzate da tetradi di G® Queste
tetradi consistono in un arrangiamento planare
di quattro guanine associate attraverso
un’organizzazione ciclica di legami ad
idrogeno in cui ciascuna base
contemporaneamente dona e riceve due
legami (Figura 1).

Alla stabilita delle strutture elicoidali (G-
quadruplex)  contribuiscono  delle  forti
interazioni di “stacking” tra i piani adiacenti di

G-tetradi distanti circa 3.4 A in cui ogni
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Figura 1 Tetrade di G

tetrade é avvolta secondo un’avvolgimento destrorso. La formazione di G-

quadruplex richiede la presenza di cationi metallici che giocano un ruolo importante

nella stabilizzazione della struttura. loni metallici possono coordinare piani adiacenti

di G attraverso quattro gruppi carbonilici elettronegativi delle guanine, che sono

dirette verso il centro di ciascuna tetrade (Figura 2).
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Figura 2 Struttura di una quadruplex con ioni sodio disposti tra piani adiacenti di tetradi di G;
Tetrade di G con uno ione sodio al centro

Nonostante strutture quadruplex siano state osservate solo in vitro, negli ultimi
anni I’interesse nei confronti di tali specie & notevolmente aumentato, essendo state
rinvenute molte evidenze della loro esistenza in vivo. Sequenze ricche di guanine, in
grado di strutturarsi in quadruplex, si ritrovano nelle nucleasi, elicasi e in molte
regioni significative del genoma umano, quali i telomeri e in sequenze strettamente
correlate con alcune malattie umane®,

Sembra che G-quadruplex siano coinvolte nella ricombinazione di sequenze
ricche di G nella protezione ed elongazione dei telomeri® e nella regolazione
trascrizionale®. In aggiunta alla completa comprensione dei ruoli ruoli svolti in vivo
dalle G-quadruplex, recentemente un grosso sforzo di ricerca in questo settore €
diretto verso due obiettivi principali: a ritrovare potenziali farmaci nelle terapie
anticancro e nel design di nuovi aptameri degli acidi nucleici, specie che sono in
grado di legarsi ed inibire I’azione di particolari proteine.

La prima applicazione prende origine dall’osservazione che la formazione di G-
quadruplex stabili alle estremita 3’ dei telomeri puo inibire I’azione dell’enzima
telomerasi, supersepresso nelle cellule tumorali che in tal modo sfuggono
all’invecchiamento e quindi alla morte cellulare programmata’. Infatti, I’induzione in

vivo delle telomerasi puo trasformare cellule sane in malate.
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La seconda applicazione € mirata a produrre opportuni aptameri, basati su
strutture quadruplex, in grado di legarsi in maniera specifica ad alcune proteine® ad
esempio fattori di trascrizione, promotori ecc. che in tal modo competono
significativamente con il DNA per i siti di legame sulla proteina, saturandoli. Ad
esempio, ODN che formano strutture quadruplex sono risultati dei potenti inibitori
dell’integrasi dell’HIV1, I’enzima responsabile dell’inserzione del DNA virale
all’interno del genoma della cellula ospite®.

Numerose sono le possibili conformazioni assunte da una quadruplex di DNA: in
tutti i casi le caratteristiche strutturali, cosi come le loro proprieta cinetiche e
termodinamiche dipendono dalla sequenza oligonucleotidica scelta e dallo ione

metallico utilizzato per il binding.

1.1 Arrangiamento strutturale delle G-quadruplex

Negli ultimi anni sono stati condotti numerosi studi strutturali per comprendere a
fondo la struttura di queste specie; tali studi sono stati condotti tramite metodiche di
diffrazione ai raggi X, spettroscopia Raman, studi di dicroismo circolare ed NMR ed
hanno confermato la convinzione che queste regioni ricche di guanine sono
caratterizzate da uno stupefacente polimorfismo™.

Le G-quadruplex possono

essere classificate in base al L\ |__¢
. . . . 1 = - "',.--"I 2
numero di filamenti che si e | -
associano (uno, due, guattro) l
a formare I’intera struttura. atealloans oot onp
. - E
Sono  poi ulteriormente \E 4 T /
. . g " i
classificate in base ) — u,—-:-- -  —
’ . e e ; >
all’arrangiamento e ? ‘\_} -
<__/ I
all’orientazione dei filamenti; — . Tetramer
lateral loops diagonal loops parallel strands

questi possono essere tutti
Figura 3 Differenti strutture G-quadruplex

paralleli, uno antiparallelo e
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tre paralleli, filamenti adiacenti paralleli o alternativamente paralleli e antiparalleli
(Figura 3).

Possono essere ancora classificate in base alla conformazione sin o anti dei legami
N-glicosidici delle basi. Solitamente nel DNA le basi si ritrovano esclusivamente in
conformazione anti; invece in questo caso, possono essere anche in conformazione
sin.

Una conseguenza di questa variazione nella conformazione glicosidica ¢ la
differente energia di stacking e la diversa orientazione delle basi oltre che della
natura dei solchi che si formano tra i filamenti di DNA. Infatti normalmente il DNA
presenta due solchi, uno maggiore e uno minore; invece nel caso delle G-quadruplex
si formano quattro solchi che non sono necessariamente identici. Se i legami N-
glicosidici di una tetrade sono tutti anti, i quattro solchi sono identici e di grandezza
media; se c’e, invece, un’alternanza sin-anti-sin-anti, due solchi presentano una
distanza tra i due gruppi fosfato di 7-9 A e due una distanza maggiore.

Infine, se I’orientazione é sin-sin-anti-anti, i solchi sono tutti di grandezza diversa
tra loro. La dimensione di questi solchi gioca un ruolo importante nel riconoscimento
specifico delle G-quadruplex da parte di specifici ligandi.

Un altro elemento che consente la classificazione di queste specie € la natura dei
loop che connettono i vari filamenti della quadruplex. Questi possono essere
classificati in tre famiglie principali: loop che connettono due filamenti adiacenti
antiparalleli, loop diagonali che connettono due filamenti antiparalleli opposti, e loop
che connettono filamenti adiacenti paralleli. Solitamente oligonucleotidi con una
singola sequenza ricca di residui di 2’-deossiguanosine, formano quadruplex
tetramolecolari con quattro filamenti paralleli (spesso chiamate quadruplex lineari) e
con tutte le guanine in conformazione anti. Cio suggerisce che questa struttura sia
preferita in assenza di loop; cosi come per una quadruplex unimolecolare, i tre loop
costringono le catene di G-quadruplex ad essere tutte antiparallele. In conclusione
I’effetto combinato di tutti i fattori sopra citati da luogo a differenti topologie di G-
quadruplex.
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1.2 Utilizzo di ODN G-quadruplex nelle terapie anticancro

Le estremita 3’ dei cromosomi, dette telomeri, sono costituite da porzioni di DNA
e da varie proteine ad esso associate; il DNA telomerico é strutturato in forma duplex
ma le estremita 3’ sono costituite da filamenti ricchi di guanine, che adottano

strutture quadruplex di varia tipologia®® (Figura 4).
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Figura 4 Struttura del DNA telomerico

Nelle cellule normali, i telomeri progressivamente si accorciano durante il
processo di replicazione, in quanto le DNA polimerasi non sono in grado di copiare
con assoluta fedelta le estremita del DNA telomerico™. Ad ogni ciclo replicativo, il
DNA telomerico delle cellule eucariotiche é accorciato di circa 80-100 basi fino ad
uno stadio cruciale in cui non e piu possibile la replicazione e si ha la morte
cellulare®™.

Tale accorciamento progressivo, per quanto evitato dalla telomerasi, un enzima
che catalizza la sintesi di DNA telomerico all’estremita 3’, & comunque un fenomeno
inevitabile dovuto anche ad una progressiva perdita di attivita dell’enzima stesso.
Un’attivita telomerasica anormale € riscontrata in molte cellule tumorali; tale enzima
mantenendo inalterata la lunghezza dei telomeri, gioca quindi un ruolo importate
nello sviluppo dei tumori stessi*.

Questo, dunque, ¢ il punto di partenza per lo sviluppo di inibitori della telomerasi

come potenziali agenti anticancro®.
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Nel 1991, Zahler e collaboratori hanno scoperto che il folding di DNA ricco di G
in forma quadruplex inibisce in vitro I’azione della telomerasi‘®. Dunque, un
approccio promettente per inibire la telomerasi in cellule tumorali prevede il
targeting di strutture di DNA in G-quadruplex che si pensano coinvolte nella
funzione di telomeri e telomerasi.

Il primo farmaco trovato che inibisce I’attivita della telomerasi umana é stato il
2,6-diamidoantrachinone, ~ utilizzato  sulla  sequenza  5°-TTAGGG-3''";
successivamente si é visto che anche altre molecole sono in grado di interagire con
strutture G-quadruplex come fluorenoni, acridine disostituite, porfirine cationiche ed
altre ancora.

Recentemente, é stato scoperto che nelle cellule della leucemia mieloide acuta, la
telomastatina induce un accorciamento dei telomeri portando all’apoptosi cellulare e
ad una elevata risposta al trattamento con daunorubicina e citosina arabinoside™.
Ancora, si & visto che la telomastatina esercita un effetto antiproliferativo nelle
cellule del mieloma multiplo attraverso I’inibizione della telomerasi e la conseguente
riduzione nella lunghezza dei telomeri®.

Tutti questi risultati rivelano che la telomerasi € un importante target terapeutico
per la cura del mieloma multiplo e che le specie che interagiscono con le sequenze
telomeriche in G-quadruplex possono essere degli importanti agenti anticancro. Le
strutture G-quadruplex sono anche coinvolte nel controllo trascrizionale del gene c-
MYC?. La superespressione dell’oncogene c-MYC & associata ad una varieta di
tumori umani: del colon, della cervice, con I’osteoblastoma, leucemie, ecc?.

La regione NHE Ill; puo formare G-quadruplex ed & un punto cruciale per il
processo della trascrizione; dunque specie che si legano in maniera specifica a tale
G-quadruplex possono essere dei buoni agenti anticancro®. Infatti, ligandi di G-
quadruplex, noti come inibitori delle telomerasi, stabilizzano la formazione di una
quadruplex intramolecolare per la specie c-MYC e possono essere utilizzati per

inibire la trascrizione di tale gene nelle cellule tumorali.
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1.3 ODN formanti G-quadruplex come aptameri*

Gli aptameri sono piccoli frammenti di acidi nucleici che si legano in maniera
specifica a target molecolari. Le molecole target sono svariate e includono da
proteine, acidi nucleici fino a piccole molecole organiche®. Il termine aptamero
deriva dal greco anterv che vuol dire “legare a” e pud essere esteso a tutti gli acidi
nucleici che mostrano attivita quali potenziali agenti terapeutici. Un modo per
ottenere oligonucleotidi con elevata attivita e specificita per determinate molecole
target consiste nell’evoluzione sistematica dei ligandi realizzata attraverso una
tecnologia di arricchimento sequenziale (SELEX)®. In tal modo gli aptameri sono
selezionati in vitro a partire da una libreria combinatoriale che contiene un numero
molto elevato di sequenze.

E stato osservato che alcuni aptameri formano strutture quadruplex e tra queste
I’aptamero piu studiato é il TBA (thrombin-Binding-Aptamer), un pentadecamero
ricco di guanine che adotta in soluzione una struttura G-quadruplex intramolecolare.
Ancora, e stato ritrovato che uno degli aptameri che lega I’RNasi H1 umana é
strutturato in G-quadruplex; cosi come € in grado di legarsi contemporaneamente alla
proteina citocromo ¢ e all’emina metalloporfirina. Infine, si € visto che strutture G-
quadruplex sono delle potenti inibitrici della replicazione del virus dell’HIV1
umano®?*,

In alcuni casi, gli aptameri non possono essere adoperati direttamente in vivo, ma
richiedono un adattamento alle condizioni di vita delle cellule. Ancora, possibili
utilizzazioni degli acidi nucleici per scopi terapeutici sono realizzabili solo per
molecole che siano stabili in condizioni fisiologiche.

Per aumentare I’affinita degli aptameri per i loro target e contemporaneamente per
aumentare la loro stabilita all’interno di fluidi biologici, sono stati utilizzati numerosi
oligonucleotidi modificati. Le modifiche chimiche possono impartire maggiore
stabilita alle strutture quadruplex, oppure possono aumentare la stabilita agli enzimi
nucleasici®®. Purtroppo, il design di nuovi aptameri & un aspetto piuttosto complesso
della chimica sintetica, in quanto numerosi fattori riguardanti la stabilita ed attivita di

queste molecole non sono ancora stati chiariti. La crescente capacita dei chimici di
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sintetizzare oligonucleotidi modificati, insieme con lo sviluppo di sempre piu
approfonditi studi chimici e biofisici, ha prodotto un notevole progresso nella
produzione di aptameri con migliori proprieta chimico-fisiche e biologiche che
hanno un significativo impatto biotecnologico sullo sviluppo di nuovi farmaci.
L’incorporazione di basi modificate all’interno di sequenze oligonucleotidiche puo
produrre utili variazioni nelle proprieta chimico-fisiche e biologiche dei frammenti di
DNA risultanti, oppure pud produrre maggiore resistenza agli enzimi nucleolitici®*.
Ancora, le modifiche possono essere utili per mantenere la concentrazione del
farmaco in situ per il tempo richiesto®®. Generalmente, gli aptameri modificati sono
utilizzati per incrementare le interazioni con i loro target. In alcuni casi, le modifiche
favoriscono la funzionalita di queste molecole.

Tuttavia, ancora pochi sono i lavori disponibili in letteratura sulle modifiche di
strutture quadruplex utilizzate come aptameri.

Modifiche sono state proposte allo scopo di aumentare I’attivita contro il virus
dell’HIV1 umano®” o I'attivita antiproliferativa per un determinato tipo di cellule
tumorali?®. Altri studi sono stati dedicati alla caratterizzazione strutturale e biofisica
di quadruplex modificate di sequenze telomeriche®®.

Una modifica interessante ha previsto la bromurazione di una guanosina in una
struttura  quadruplex®. Tale linea di ricerca ha preso spunto dagli studi
sull’importanza biologica di ciclici 3’-5° monofosfato dell’8-bromoguanosina®. Si &
visto che la presenza al carbonio in 8 di un sostituente ingombrante puo spostare
I’equilibrio conformazionale del legame glicosidico da anti a sin. Tale effetto e stato

studiato su una quadruplex unimolecolare antiparallela di sequenza

TTTGGTTTGGTTTGGTTTGG, in cui la conformazione anti adottata destabilizzava
la quadruplex®. Risultati analoghi sono stati ottenuti anche su altre sequenze tipiche
dei telomeri umani: TGGGT?®, AGGGT e TAGGGT.

Un’interessante modifica strutturale consiste nell’introdurre una porzione di PNA
all’interno dello scheletro oligonucleotidico, formando in tal modo chimere DNA-
PNA, molecole dalle interessanti proprietd biologiche come agenti antisenso® ed
antigene®.

Si é visto che sequenze PNA-DNA ricche di guanine sono in grado di formare

strutture quadruplex®®e questo pud essere importante considerando che il tratto di
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PNA pu0 aumentare la stabilita contro I’azione degradativa delle esonucleasi e
inoltre favorire processi di riconoscimento nei confronti di proteine che legano
selettivamente strutture quadruplex®’.

Ancora un’altra classe di analoghi e costituita dai “Locked Nucleic Acids”
(LNA), promettenti molecole antisenso in vitro ed in vivo®. E stato visto che un
oligomero contenente LNA di sequenza TGGGT forma una struttura quadruplex
stabili in soluzione®; dunque, le interessanti proprietd delle quadruplex LNA
possono aprire nuove prospettive per le applicazioni biologiche degli LNA come

nuovi aptameri.
1.4 TG3AG modificati in 5’

Negli ultimi anni, un ampio numero di oligonucleotidi antisenso e di
oligonucleotidi che formano strutture triplex sono stati progettati, sintetizzati e
saggiati quali potenziali agenti anti HIV®?. L’HIV1 & stato il virus pil studiato come
target di ODN naturali e modificati®. Questi ODN agiscono a diversi livelli, incluso
il binding a specifiche cellule target. Si legano anche all’RNA virale e prevengono la
sintesi del DNA provirale attraverso I’inibizione della trascrizione inversa. In ogni
caso si e visto che ODN che si aggregano in

strutture inter e intra molecolari di ordine A

piu elevato, quali le quadruplex, sono stati

individuati come potenti farmaci anti-HIV T T T T
che  agiscono  attraverso  differenti CI;;:E""T:S‘(E
meccanismi. Tra questi AR177 & un 17-mer é‘?G(l;
costituito solo da residui di 2’- é?é(ﬁ
deossiguanosina e timidina con legame ff\?llx f\
internucleosidico di tipo tioato, avvolto in éG’éG

una struttura di G-quadruplex. Questa _ )
= Sostituente aromatico

molecola & fortemente resistente all’attivita
delle nucleasi e possiede un’elevata attivita  Figura5 Struttura della G-quadruplex

. ) ) con un sostituente aromatico
antivirale dovuta sia al legame tioato che all’estremita 5’
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alla strutturazione in quadruplex®.

Ancora, Furukawa e collaboratori hanno riportato che un 15-mer con legami
internucleosidici di tipo fosfodiestereo e con un gruppo dimetossitritile all’estremita
5°, complementare ad un tratto della proteina TAT del virus dell’HIV-1, possiede
anch’esso una potente attivita contro il virus dell’HIV-1*?. Successivamente
numerosi gruppi di ricerca si sono interessati a questa sequenza ed hanno verificato
che la pitl corta sequenza attiva € il 6-mer > TGGGAG?.

Studi condotti dal gruppo di Hotoda hanno portato alla conclusione che frammenti
non modificati dell’ON in questione non presentano attivita contro I’HIV-1, mentre
legando all’estremita 5° del frammento un gruppo aromatico, I’ON esplica una
notevole attivita antivirale e risulta contemporaneamente poco citotossico®.

In particolare hanno focalizzato I’attenzione sulla sequenza recante in 5° dapprima
il gruppo dimetossitritile (DMT). Data la labilita di tale gruppo in ambiente acido,
sono stati anche sintetizzati vari esameri recanti in 5° altri gruppi aromatici simili al
DMT e si é potuto osservare che la sequenza recante un gruppo 3,4-
dibenzilossibenzile (DBB) risulta una molecola con ottime proprieta antivirali.
Sottoponendo > TGGGAG® non modificato a denaturazione termica & stato possibile
dimostrare che la presenza di quattro guanine pressoché consecutive favorisce la
formazione di una struttura elicoidale, detta *“quadruplex”, costituita da quattro
catene nucleotidiche disposte in parallelo tra loro (Figura 5). La presenza del gruppo
DBB in 5’ contribuisce ad aumentare ulteriormente la stabilita di tale struttura,
probabilmente grazie all’instaurarsi di interazioni idrofobiche.** Una plausibile
spiegazione di questi dati € che I’attivita biologica di questa particolare sequenza €
determinata dalla capacita di organizzarsi in strutture quadruplex, che risulterebbero
significativamente piu stabili in presenza di un sostituente aromatico di adeguate
dimensioni all’estremita 5°.

Il vero e proprio meccanismo d’azione dell’oligo DBB-5’-d(TGGGAG) contro
I’HIV-1 é stato chiarito solo successivamente con esperimenti in vitro, che hanno
dimostrato la capacita del composto d’interagire sia con un particolare sito presente
sulla glicoproteina virale di superficie gp120 (che normalmente lega i recettori CD 4
presenti sulle cellule immunitarie bersaglio), sia con la struttura dei recettori cellulari

stessi in corrispondenza di una regione nota come loop V3.%°
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Queste interazioni impedirebbero, da un lato, I’adsorbimento del virus alle cellule
linfocitiche MT-4, dall’altro una possibile trasmissione del materiale virale mediata

da adesione tra i linfociti stessi.
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2. RISULTATI E DISCUSSIONE

| dati raccolti da Hotoda***?“® hanno evidenziato che la sequenza TGGGAG,
quando non é modificata, non esplica attivita nei confronti del virus; viceversa, la

stessa sequenza recante in 5” il gruppo 3,4-dibenzilossibenzile (DBB) mostra una

.......

citotossicita per concentrazioni fino a 40 uM.

Spettri CD di tali sequenze hanno dimostrato che la presenza del sostituente
aromatico favorisce fortemente la strutturazione in quadruplex della sequenza.
Inoltre, sequenze in cui una delle guanosine & sostituita con una timidina non
riescono a strutturarsi in quadruplex e non mostrano alcuna attivita anti HIV-1;
ancora, sequenze recanti in 3’ il gruppo tert-butil dimetilsilile, o sequenze recanti in
5’ un gruppo aromatico relativamente piccolo, quale il benzile, riescono a strutturarsi
in quadruplex ma non mostrano rilevante attivita anti HIV-1. Da una
razionalizzazione dei dai raccolti, € risultato che sia la possibilita per la sequenza di
strutturarsi in quadruplex che la presenza in 5° di un gruppo aromatico di dimensioni
adeguate sono requisiti fondamentali perché tali esameri esplichino, da aptameri, la
loro attivita anti-HIV-1.

Confortati da tali dati, e poiché non sono stati condotti studi strutturali
approfonditi volti a comprendere le relazioni esistenti tra la struttura e I’attivita di tali
sequenze, durante il dottorato si & focalizzata I’attenzione su tre delle sequenze
studiate da Hotoda che mostrano la massima attivita anti-HIV-1: la sequenza recante
in 5” il gruppo DMT, TBDPhSi e il DBB. Tali sequenze sono state sintetizzate e su
di esse sono in corso studi per una completa caratterizzazione chimico-fisica di tali
quadruplex, condotta mediante DSC e CD, in collaborazione con il gruppo di ricerca
del Prof. Guido Barone del dipartimento di Chimica dell’Universita degli studi di
Napoli “Federico I1”.
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2.1 Sintesi della sequenza "M TG;AG

La sintesi della sequenza 1 > TGGGAG?, recante in 5’ il gruppo aromatico DMT,
¢ stata realizzata sfruttando monomeri nucleosidici  3’-fosforammidito
commercialmente disponibili. L’assemblaggio della sequenza é stato effettuato su
sintetizzatore automatico di DNA a partire da un supporto CPG con
funzionalizzazione pari a 0.1 meqg/g, recante ancorato il primo monomero
nucleosidico dG. La sequenza é stata assemblata secondo un classico protocollo di
sintesi automatizzata, basata sulla chimica del fosforammidito, non procedendo a

rimozione del gruppo DMT sull’ultimo monomero dT introdotto.

o 0 O
Ho—‘/o—T—o- 0-p-0 o— —o
OH OH
1 P\O/\/CN

Figura 6 Sequenza PMT TG;AG e monomero di timidina utilizzato per I'assemblaggio

A sintesi ultimata, un trattamento basico con NH,OH concentrata, a 50°C per 18
ore, ha consentito il distacco della sequenza dal supporto e la totale deprotezione
dell’oligonucleotide. Il grezzo distaccato € stato purificato mediante HPLC su una
colonna a fase inversa (NUCLEOSIL 100-5 C18) usando come eluenti una soluzione
0.1 M di TEAB e CH3CN. L’analisi di massa MALDI-TOF per il picco principale
eluito a 17 min., dopo desalificazione su Sephadex G25 eluita con acqua, ha

confermato la struttura attesa.
2.2 Sintesi della sequenza "2°""S'TG,AG

La sequenza 2 recante in 5 il gruppo TBDPhSi é stata assemblata su

sintetizzatore automatico di DNA sfruttando una resina CPG con funzionalizzazione
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pari a 0.1 meg/g, recante ancorato il primo monomero nucleosidico dG. Gli altri 4
nucleotidi sono stati introdotti sfruttando monomeri 3’ fosforammidito protetti in 5’
con il gruppo DMT, commercialmente disponibili. Per inserire il gruppo TBDPhSI in
5’ @ stato necessario preparare ad hoc il derivato 3’-fosforammidito della timidina 4
(Figura 7), che e stato utilizzato per I’ultimo accoppiamento su sintetizzatore
automatico di DNA.

GVO_ALOGRTQ >L©
: @ @%J

2 )\ P\ —~_-CN
NT O
2~

4

Figura7 Sequenza "BPP"SI TG,AG e monomero utilizzato per I'assemblaggio

La sintesi di tale monomero riportata nello Schema 1, ha previsto dapprima la
protezione dell’OH in 5 mediante reazione della timidina con TBDPhSICIl in DMF e
imidazolo a 0°C per 2 ore. Successivamente & stata condotta la reazione di
fosfitilazione dell’OH in 3’ con 2-cianoetil diisopropilclorofosforammidito e DIPEA

in DCM per 30 min a temperatura ambiente.

o
HN >L
0
W, J
HO N \O
o 1. TBDPhSICl, DMF, 2h, 0°C
2. cl
HO /LN,P\O/\/CN 0

)\ )\ N/P\O/\/CN
DIPEA, DCM, 30 min, t.a.

Schema 1 Sintesi di Timidina 5' tert-butildifenilsilile,3'-fosforammidito
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Al termine dell’assemblaggio della sequenza oligonucleotidica, un trattamento
basico con NH4OH concentrata a 50°C per 18 ore ha consentito il distacco della
sequenza dal supporto in forma deprotetta. Il grezzo distaccato é stato purificato
mediante HPLC su una colonna a fase inversa (NUCLEOSIL 100-5 C18) usando
come eluenti una soluzione 0.1 M di TEAB e CH3CN. L’analisi di massa MALDI-
TOF per il picco principale eluito a 15.00 min., dopo desalificazione su Sephadex

G25 eluita con acqua, ha confermato la struttura attesa.
2.3 Sintesi della sequenza "*°TG,AG

La sintesi dell’oligomero recante in 5° il gruppo DBB, a differenza delle altre due
sequenze modificate descritte in precedenza, ha richiesto maggiori accorgimenti
sintetici e la messa a punto di un schema sintetico per I’ottenimento del monomero
timidina 5’-O-dibenzilossibenzile-3’-fosforammidito. In letteratura®, & riportata una
alchilazione diretta della timidina 3’-O-tert-butildimetilsilile condotta con DBBCI ed
Nal in THF; questa reazione & effettuata attivando dapprima il substrato con NaH a
60°C per 2 ore e, successivamente, prevede I’aggiunta dell’agente alchilante,

lasciando la miscela di reazione a temperatura ambiente per 18 ore.

HN 2 ; o O
O=< / o 02* /
PO~

HO N
NaH, DBBNCI, Nal, THE_

TBDMSO 60°C-ta. ‘\p/
5 TBDMSO
20%

HO N NaH, DBBNCI, Nal, THE__

TBDMSO
5 6

Schema 2 Alchilazione diretta della 3'-tert-butildimetilsilil timidina
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In tali condizioni di reazione oltre ad osservare rese di alchilazione molto basse
(30%) é riportata come sottoreazione —di cui gli autori non specificano I’importanza
in percentuale- una parziale migrazione del gruppo TBDMS dall’OH in 3’ a quello in
5’, con conseguente formazione di due prodotti: uno alchilato in posizione 5* ed uno
alchilato in posizione 3"’ (Schema 2).

Per poter sintetizzare la 5’-O-dibenzilossibenzil timidina, abbiamo ripetuto tale

alchilazione, in varie condizioni di reazione.

Purtoppo, in nessun caso € stata osservata la ©/\o
o]
N
Y

formazione  del  prodotto  desiderato,
ottenendosi  piuttosto il  prodotto  di

alchilazione sull’N3 della base eterociclica. o=(

. ] . o N
Forzando le condizioni di reazione, e stato D/\OW

isolato, come unico prodotto, il derivato 8 TBDOMSG
(Figura 8), prodotto di bis alchilazione \\© 8
sull’OH in 5’ del ribosio e sull’N3 della base

eterociclica.

Figura 8 Prodotto di bis alchilazione ottenuto

A partire da tali risultati, é stata quindi progettata una sequenza sintetica
alternativa che prevede un gruppo protettore per I’OH in 3’ maggiormente stabile
alle condizioni di reazione per I’alchilazione ed una protezione transiente per I’N3
della base eterociclica. Il gruppo protettore scelto per I’OH in 3’ é stato il DMT; un
DMT-etere e notevolmente stabile alle condizioni basiche previste per I’alchilazione
con NaH, il che consente di forzare le condizioni di reazione in modo da poter
ottenere delle rese di introduzione del gruppo DBB piu elevate rispetto a quelle
riportate in precedenza.

La scelta del gruppo protettore per I’N3 della base eterociclica ha richiesto uno
studio sintetico piu accurato; infatti la specie introdotta deve essere assolutamente
stabile nelle condizioni di introduzione del gruppo DBB, ortogonale al DBB e
facilmente rimovibile, a sintesi ultimata, nelle condizioni basiche previste per il
distacco dell’ODN dal supporto solido.

Nelle metodiche standard previste per la sintesi di oligonucleotidi, la base timina
raramente € protetta. Laddove cio sia richiesto, ad esempio nel metodo del

fosfotriestere, la protezione della base nella timidina viene effettuata mediante
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conversione della funzione immidica in imminoeterea con, ad esempio, il nitrofenile
effettuata attraverso un intermedio reattivo, quale il 4-cloro o il 4-triazolil derivato.

L’inserzione di tale gruppo protettore prevede condizioni di reazioni drastiche e
I’utilizzo di reagenti altamente tossici (come POCIs):* la sua rimozione richiede
generalmente un trattamento prolungato con ioni ossimato.

In letteratura sono riportati pochi esempi di protezione alternativa. Uno di questi
riporta la protezione dell’N3 come N-acil derivato dell’anisoile®. In questo caso la
sequenza sintetica ha previsto tre conversioni del substrato, che ha fornito il derivato
desiderato con una resa complessiva del 75%. Entrambi i gruppi sopra esposti sono
rimovibili in condizioni basiche blande, ma non stabili a condizioni troppo drastiche.
Per le nostre esigenze, poiché il gruppo protettore scelto per la timidina deve essere
stabile alle condizioni fortemente basiche richieste per I’introduzione del gruppo
DBB, si é pensato di proteggere I’N-3 della timidina alchilandola attraverso reazione
di Mitsunobu® con il 2-feniltioetanolo. L’idea di sfruttare tale N-alchilazione nasce
dall’utilizzo di una specie analoga (vedi supporto I Schema 3 e paragrafo 2.2,
capitolo 1) come linker per un supporto solido che é stato, poi, funzionalizzato con
un’unita nucleosidica ancorata attraverso la base eterociclica. Nel caso del supporto |
il rilascio del nucleoside avviene per blando trattamento basico, attraverso un

meccanismo di B-eliminazione.

) H
Qs 0 Qs /o
| Iy |
2 @] Z
N/ | a’b H N’ | HN |
& ,
B

Schema 3. Meccanismo di distacco del nucleoside mediante S-eliminazione
a) 0.5 M m-CPBA in DCM, 25 °C, 1 ora; b) 17 M NH,OH, 60 °C, 18 ore
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Il 2-feniltioetanolo consente un meccanismo di rilascio del tutto analogo quando
la funzione tioeterea € ossidata a solfonica, €, viceversa, molto stabile in condizioni
fortemente basiche, quando lo zolfo e presente sotto forma di tioetere.

A partire dalla timidina  5’-O-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-3’O-tert-
butildimetilsililtimidina sono state effettuate inizialmente delle prove, volte a
valutare I’efficacia della specie scelta come gruppo protettore. Dapprima sono state
messe a punto le condizioni di introduzione del gruppo protettore mediante reazione
di Mitsunobu. Successivamente, dopo ossidazione della funzione tioeterea a
solfonica e deprotezione degli OH in 3’ e 57, sono state ottimizzate le condizioni di
rimozione di tale gruppo, in ambiente basico, che sfruttano un meccanismo di -
eliminazione. E stato ritrovato che un trattamento basico condotto con NH4OH per
18 ore a 50° C, analogo a quello previsto per il distacco degli ODN dal supporto al
termine della sintesi, porta alla formazione della timidina totalmente deprotetta,
come confermato da analisi ‘H-NMR ed ESI-MS nonché da confronto con un
campione autentico del prodotto della reazione.

A questo punto, ottimizzata la scelta del gruppo protettore sia per la base
eterociclica sia per I’unita di ribosio, si & potuto procedere alla sintesi del monomero
8 secondo i passaggi descritti nello Schema 4.

A partire dalla timidina si e proceduto all’introduzione in 5’ e in 3’ di due gruppi
protettori ortogonali, facendo dapprima reagire il substrato con TBDMSCI e
imidazolo in DMF a 0° C per 2 ore. Successivamente una reazione con DMTCI
condotta in piridina a t.a. per 18 ore consente I’introduzione del gruppo DMT
sul’OH in 3°.

A questo punto, e stata effettuata la reazione di protezione della base eterociclica.
La reazione e stata condotta per 18 ore a ta. in benzene, in presenza di
PhS(CH,),OH e utilizzando, come coppia trialchilfosfina-azacomposto, PBus/ADDP.
Successivamente é stata effettuata la deprotezione dell’OH in 5 con TBAF 1 M in
THF per 2 ore e quindi I’introduzione del DBB, condotta attivando il substrato in
presenza di NaH a t.a. per 20 minuti e aggiungendo poi DBBCI e Nal e lasciando la
miscela a reagire per altre 18 ore. Introdotto il gruppo DBB, € stata effettuata
I’ossidazione della funzione tioeterea a solfonica e poi, dopo deprotezione dell’OH in

3’ per trattamento con una soluzione al 3% di TFA in DCM, la fosfitilazione dell’OH
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in 3” per reazione con 2-cianoetil,N,N-diisopropilclorofosforammidito, DIPEA in
DCM per 30 minuti a t.a.

O o]
HN N
O# / O# /
TBDMSO ° N TBDMSO o N
b PBus, ADDP, PhS(CH,),0H_ 4\p/
o 10

DMTO CgHg, 0°-t.a. DMTO

1. 1M TBAF/THF

2. NaH, DBBNCI, Nal,DMF
ta.
S

o=¢" 1. m-CPBA, DCM, t.a. o=< j}»
3 2.3% TCA, DCM, t Oj@/\o N
. (1] , , La.
o o
/

Cl

)\N,I!ko/\/CN
PN

Et3N, DCM, t.a.

Schema 4. Sintesi del building block 13

127



Il monomero 13, cosi preparato é stato utilizzato per I’ultimo accoppiamento della
sintesi su sintetizzatore automatico di DNA della sequenza desiderata, sfruttando una
resina CPG con funzionalizzazione pari a 0.1 meqg/g, recante ancorato il primo
monomero nucleosidico dG e monomeri 3’ fosforammidito protetti in 5* con il

gruppo DMT, per le altre basi introdotte (Figura 9).

G

Ho_‘vo o sl ‘v S
A iy éﬁ? F
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o
)\N,P\o/\/CN
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13

Figura 9 Sequenza PBB TG;AG e monomero utilizzato per l'assemblaggio

A sintesi ultimata, un trattamento basico con NH4OH concentrata a 50° C per 18 ore
ha consentito il distacco della sequenza dal supporto e la rimozione di tutti i gruppi
protettori labili alle basi. Il grezzo distaccato e stato purificato mediante HPLC su
una colonna a fase inversa C18 (NUCLEOSIL 100-5) usando come eluenti una
soluzione 0.1 M di TEAB e CH3;CN. L’analisi di massa MALDI-TOF per il picco
principale eluito a 11.03 min., dopo desalificazione su Sephadex G25 eluita con
acqua, ha confermato la struttura attesa.
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3. CONCLUSIONI

Durante il triennio di dottorato, prendendo spunto dagli studi del prof. Hotoda su
sequenze oligonucleotidiche *TG3AG® recanti in 5’ un guppo aromatico, si &
focalizzata I’attenzione sulla sintesi di sequenze > TGGGAG® recanti in posizione 5’
il DMT (4,4’-dimetossitrifenilmetile), il TBDPhSi (tert-butildifenilsilile) e il DBB
(3,4-dibenzilossibenzile). In particolare I’assemblaggio della sequenza 3 ha richiesto
la messa a punto di uno schema sintetico ad hoc per la realizzazione del monomero
timidina 5’-dibenzilossibenzile-3’-fosforammidito, che ha previsto la protezione
dell’N-3 della base eterociclica mediante alchilazione con il 2-feniltioetanolo. Tale
gruppo ¢ facilmente intstallabile mediante reazione di Mitsunobu ed € assolutamente
stabile alle condizioni di reazione previste per I’introduzione del gruppo DBB in 5.
Inoltre, una volta ossidata la funzione tioeterea a solfonica, é facilmente rimovibile in
ammoniaca acquosa a 50° C per 18 ore, condizioni tipicamente utilizzate per il

distacco degli ODN dal supporto al termine della sintesi.
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PARTE SPERIMENTALE

CarPiTOLO 1

Procedure generali

Le misure UV sono state effettuate su uno spettrofotometro Jasco V530.

Gli spettri 'H e >C NMR sono stati registrati su spettrometri Bruker WM 400,
Varian-Gemini 200 e 300 e INOVA 500; tutti i chemical shift sono espressi in ppm
utilizzando come riferimento il segnale residuo del solvente; le costanti di
accoppiamento (J) sono espresse in Hz.

Gli spettri >'P-NMR, sono stati registrati a 161.98 MHz su uno spettrometro
Bruker WM-400 utilizzando H3;PO, all’85% come standard esterno.

Gli spettri di massa sono stati determinati con uno spettrometro Waters
Micromass ZQ in modalita elettrospray.

Le TLC sono state eseguite su lastrine analitiche di silice Merk (Kieselgel 40
F254) ed i prodotti sono stati visualizzati mediante luce UV a A= 254 nm. Per le
cromatografie su colonna ¢ stata utilizzata silice Merk (Kieselgel 60, 0.063-0.200
mm).

1l supporto solido Tentagel® (TG-NH,, TG-OH, 0.29-0.27 meq/g ¢ TG-NH, HL
0.40 meq/g), ¢ un prodotto acquistato dalla Novabiochem.

La funzionalizzazione dei supporti ¢ stata condotta in una piccola colonna di vetro
di 7 cm di lunghezza e 1 cm di diametro interno, munita ad un’estremita di filtro di
vetro e rubinetto e all’altra di tappo.

La sintesi degli oligonucleotidi in fase solida ¢ stata effettuata su un sintetizzatore
automatico di DNA Expedite PerSeptive Biosystem.

Le analisi HPLC degli analoghi sintetizzati sono state condotte su un apparecchio
Beckman System Gold munito di rivelatore UV Beckman mod. 166 e di un
integratore Shimadzu Chromatopac C-R6A.

PARTE SPERIMENTALE PGR 2.2-2.3
5’-0-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-uridina (12)

1 g (4.0 mmol) di uridina, precedentemente anidrificato mediante ripetute
coevaporate con piridina anidra, sono stati sciolti in 5 mL di piridina anidra e alla
miscela risultante sono stati aggiunti 1.5 g (4.5 mmol) di 4,4’-dimetossitritilcloruro e
50 mg (0.4 mmol) di DMAP. La miscela ¢ stata tenuta a temperatura ambiente per 10
ore e la reazione monitorata mediante cromatografia su strato sottile. La reazione ¢
stata interrotta per aggiunta di CH3OH e la miscela seccata a pressione ridotta. Il
grezzo di reazione ¢ stato purificato mediante cromatografia su colonna di gel di
silice sospesa in CHCls ed eluita con (CHCI3/Py (1:0.05, v/v))/CH3;0H (9:1, v/v).
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Sono stati recuperati 1.9 g (3.48 mmol) del prodotto desiderato (resa=87%), puro da
controllo TLC ed NMR.

Rf= 0.5 [eluente CHCIls/CH;0H (9:1, v/v)];

'H NMR (CDCl;, 300 MHz): 10.21 (1H, singoletto, N-H), 8.03 (1H, doppietto,
H-6, J=8.0 Hz), 7.39-6.81 (13H, segnali complessi, protoni aromatici gruppo DMT),
5.89 (1H, doppietto, H-1°, J=1.6 Hz), 5.43 (1H, doppietto, OH legato al C-2), 5.35
(1H, doppietto, H-5, J=8.0 Hz), 4.43 (1H, multipletto, H-3"), 4.34 (1H, singoletto, H-
2’), 4.17 (1H, multipletto, H-4"), 3.77 (6H, singoletto, 2 OCH; gruppo DMT), 3.51
(2H, multipletto, H,-5"), 3.31 (1H, doppietto, OH legato al C-3”).

BC NMR (CDCls, 75 MHz): 163.71 (C-4), 158.58, 144.23, 135.17, 134.99,
129.97, 128.00, 127.02, 113.19 (C aromatici gruppo DMT), 151.00 (C-2), 140.34 (C-
6), 102.12 (C-5), 90.62 (C-1’), 86.91 (C quaternario gruppo DMT), 83.67 (C-4’),
77.10 (C-27), 75.41 (C-37), 69.55 (C-57), 55.13 (2 OCH3).

Massa calcolata per C3yH3oN2Og: 546.20.
ESI-MS [M+H]": m/z 547.01.

5’-0-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-1’-(#-D-arabinofuranosil)-uridina 2,2’-anidro
(13)

1 g (1.8 mmol) di 12 sono stati sciolti in 8 mL di DMF anidra e alla miscela
risultante sono stati aggiunti 509 mg (2.3 mmol) di difenilcarbonato ¢ 7.5 mg (0.9
mmol) di NaHCOs;. La miscela ¢ stata tenuta a 120 °C per 5 ore e la reazione
monitorata mediante TLC. La miscela ¢ stata seccata a pressione ridotta ed il
prodotto ottenuto ¢ stato purificato mediante cromatografia su colonna di gel di
silice, eluita con un gradiente di metanolo in diclorometano/piridina, 1:0.05 (v/v), dal
5% al 10%. Sono stati recuperati 780 mg (1.5 mmol) del prodotto desiderato
(resa=83%), puro da controllo TLC ed NMR.

Rf=0.5 [eluente AcOEt/CH3;0H (8:2, v/v)];

'H NMR (CDCls, 300 MHz): 8.57 (1H, doppietto, H-6, J=7.6 Hz), 7.29-6.71
(13H, segnali complessi, protoni aromatici gruppo DMT), 6.14 (1H, doppietto, H-1",
J=5.6 Hz), 5.88 (1H, doppietto, H-5, J=7.6 Hz), 5.29 (1H, doppietto, H-2’, J=5.6 Hz),
4.58 (1H, singoletto, H-3"), 4.42 (1H, multipletto, H-4"), 3.71 (6H, singoletto, 2
OCHj; gruppo DMT), 3.04 (1H, multipletto, H,-5"), 2.93 (1H, multipletto, Hy-5");

BC NMR (CDCl;, 75 MHz): 159.50 (C-4), 158.37, 144.23, 135.32, 135.26,
129.73, 129.01, 123.79 (C aromatici gruppo DMT), 149.20 (C-2), 136.32 (C-6),
109.69 (C-5), 90.034 (C-17), 89.21 (C-2"), 87.36 (C quaternario gruppo DMT), 86.12
(C-4), 75.45 (C-3), 62.75 (C-5"), 55.06 (2 OCHs).

Massa calcolata per CzyH2sN2O7: 528.19.
ESI-MS [M+H]": m/z 529.27.
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5’-0-(4,4’-dimetossitrifenilmetil) 2’-a-azido-uridina (14)

A 700 mg (1.3 mmol) di 13, sciolti in 9 mL di DMF anidra, sono stati aggiunti
416 pL (9.2 mmol) di una soluzione di LiN3 al 20% in acqua e la reazione ¢ stata
tenuta a ricedere per una notte. La miscela di reazione ¢ stata seccata a pressione
ridotta, ridisciolta in CHCIl; e lavata per tre volte con H,O. La fase organica ¢ stata
recuperata, anidrificata su MgSO, anidro, filtrata, concentrata e caricata su una
colonna di gel di silice eluita con un gradiente di MeOH in CHCls/piridina, 1:0.05
(v/v) dallo 0% al 10%, ottenendo 343 mg (0.6 mmol) del prodotto desiderato
(resa=46%), puro da controllo TLC ed NMR.

Rf=0.5 [eluente CHCI3/CH30H (9:1, v/v)].

'H NMR (CDCls 300 MHz): 8.61 (1H, singoletto slargato, NH), 7.91 (1H,
doppietto, H-6, J=8.5 Hz), 7.37-6.83 (13H, segnali complessi, protoni aromatici
gruppo DMT), 5.93 (1H, doppietto, H-1", J=3.0 Hz), 5.37 (1H, doppietto, H-5, J=8.5
Hz), 4.54 (1H, multipletto, H-3"), 4.16 (1H, multipletto, H-2"), 4.07 (1H, multipletto,
H-4’), 3.79 (6H, singoletto, 2 OCH3 gruppo DMT), 3.60 (1H, doppietto, H-5,), 3.48
(1H, doppietto, H-5y).

BC NMR (CgDs, 75 MHz):163.66 (C-4) 159.31, 145.23, 135.79, 135.68, 130.65,
130.57, 113.69 (C aromatici gruppo DMT), 150.32 (C-2), 139.72 (C-6), 102.29 (C-
5), 88.70 (C-1’), 87.38 (C quaternario gruppo DMT), 82.99 (C-4’), 69.99 (C-3°),
67.00 (C-57), 61.82 (C-27), 54.84 (2 OCH3).

Massa calcolata per C3yHzgNsO7: 571.21.
ESI-MS [M+H]": m/z 572.22.

5’-0O-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-2’-a-azido-3’-O-tert-butildimetilsililuridina
(16)

300 mg (0.5 mmol) di 14 sono stati sciolti in 3 mL di THF anidro e alla miscela
risultante sono stati aggiunti setacci molecolari (4A), 1.8 mL (10.4 mmol) di DIEA,
880 mg (5.2 mmol) di AgNOs e 783 g (5.2 mmol) di tert-butildimetilsililcloruro. La
miscela ¢ stata tenuta a ricadere per 3 ore e la reazione monitorata mediante TLC. La
miscela di reazione ¢ stata seccata a pressione ridotta, ridisciolta in CHCl; e lavata
per tre volte con una soluzione al 5% di NaHCO;. La fase organica ¢ stata
recuperata, anidrificata su MgSO,4 anidro, filtrata, concentrata e caricata su una
colonna di gel di silice eluita con un gradiente di AcOEt in C¢Hg¢/piridina, 1:0.05
(v/v) dal 2% al 10%, ottenendo 300 mg (0.4 mmol) del prodotto desiderato
(resa=80%), puro da controllo TLC ed NMR.

Rf=0.4 [eluente C¢Hos/AcOEL (75:25, v/v)].

'H NMR (CDCl; 300 MHz): 8.00 (1H, doppietto, H-6 J=8.4 Hz), 7.60-8.80 (13H,
segnali complessi, protoni aromatici gruppo DMT), 6.10 (1H, doppietto, H-1°, J=4.2
Hz), 5.44 (1H, doppietto, H-5, J=8.4 Hz), 4.49 (1H, tripletto, H-3’, J=5.4 Hz), 4.14
(1H, multipletto, H-2"), 3.89 (1H, multipletto, H-4"), 3.84 (6H, singoletto, OCHj3),
3.74 (1H, doppio doppietto, H-5",, Jeem=11.1 Hz, J4 5=2.4 Hz), 3.38 (1H, doppio
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doppietto, H-5"y, Jeem=11.1 Hz, J4 5=2.4 Hz), 0.88 (9H, singoletto, CHs del tert-
butile), 0.15 (3H, singoletto, CHj3 sul silicio), 0.01 (3H, singoletto, CHj; sul silicio).

BC NMR (CDCls, 75 MHz): 163.07 (C-4), 158.79, 143.82, 134.87, 130.12,
128.18, 127.97, 127.27, 113.27 (C aromatici gruppo DMT), 150.16 (C-2), 139.40 (C-
6), 102.58 (C-5), 87.29 (C quaternario gruppo DMT), 86.89 (C-1"), 84.05 (C-4°),
71.85 (C-37), 66.04 (C-5), 61.41 (C-2’), 55.21 (2 OCH3), 25.54 (CHj3 del tert-butile),
17.89 (C quaternario gruppo tert-butile), -4.73 (CHj; sul silicio), -5.23 (CHj; sul
silicio).

Massa calcolata per CzsH43NsO7Si: 685.29.
ESI-MS [M+Na]": m/z 708.35.
ESI-MS [M+K]": m/z 724.35.

5’-0-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-2’,3’-di-O-acetil-inosina (7)

300 mg (1.1 mmol) di inosina, precedentemente anidrificati mediante ripetute
coevaporate con piridina anidra, sono stati sciolti in 2 mL di piridina anidra e alla
miscela risultante sono stati aggiunti 360 mg (1.1 mmol) di 4,4’-
dimetossitritilcloruro ¢ 20 mg (0.Immol) di DMAP. La miscela ¢ stata tenuta a
temperatura ambiente per 18 ore e la reazione monitorata mediante TLC. La reazione
¢ stata interrotta per aggiunta di MeOH e la miscela seccata a pressione ridotta. Il
grezzo ¢ stato purificato mediante cromatografia su colonna di gel di silice eluita con
un gradiente di MeOH in CHCls/piridina; 0:0.05 v/v dall’1% al 10%. Sono stati
recuperati 600 mg (1.0 mmol) del prodotto desiderato (resa=94%).

Il prodotto cosi ottenuto ¢ stato acetilato con una miscela 1:1 di Ac,O/Py,
lasciando la reazione per una notte a temperatura ambiente. La miscela di reazione ¢
stata seccata a pressione ridotta e lavata per tre volte con HyO/CHCl;. La fase
organica ¢ stata recuperata, anidrificata con MgSQy, filtrata e concentrata. Sono stati
recuperati 500 mg (0.8 mmol, resa=73%) del prodotto desiderato, puro per TLC ed
NMR.

Rf= 0.8 [eluente CHCl3/CH30H (9:1, v/v)].

5’-0O-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-3’-O-acetil-N-isobutirril-2’-deossiguanosina

(8)

A 250 mg (0.4 mmol) di 5’-O-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-N-isobutirril-2’-
deossiguanosina commercialmente disponibile, precedentemente anidrificati
mediante ripetute coevaporate con piridina anidra, sono stati aggiunti 2 mL di una
miscela 1:1 di Ac;O/Py. La reazione ¢ stata bloccata dopo 1 ora con H,0, la miscela
di reazione ¢ stata seccata a pressione ridotta e lavata per tre volte con H,O/CHCl;.
La fase organica ¢ stata recuperata, anidrificata con MgSOQy, filtrata, concentrata e
purificata su colonna di gel di silice eluita con MeOH/CHCl; (3:97) con 0.05% di
piridina. Sono stati recuperati 200 mg (0.3 mmol) del prodotto desiderato (resa=75%)
puro per TLC ed NMR.

Rf = 0.7 [eluente CHCIls/CH;0H (9:1, v/v)].
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Acido 6-[2-(4,4’-dimetossitrifenilmetossi)]-etilsulfanil-esanoico (17)

A 980 pl (14 mmol) di 2-mercaptoetanolo sciolti in 5 mL di DMF anidra sono
stati aggiunti 2.9 g (21 mmol) di K,COj anidro e successivamente 1.12 mL (7 mmol)
di 5-bromovaleriato di etile. La reazione ¢ stata tenuta per 3 ore a 60° C ed ¢ stata
interrotta aggiungendo qualche goccia di H,O. La miscela di reazione ¢ stata seccata
a pressione ridotta, lavata per tre volte con H;O/CHCIl; e la fase organica ¢ stata
anidrificata su MgSQO, anidro e seccata sotto vuoto.

La purificazione del grezzo di reazione ¢ stata effettuata su colonna di gel di silice
utilizzando un sistema eluente al 20 % di AcOEt in benzene. Sono stati in tal modo
recuperati 0.93 g del composto puro (5.2 mmol, 74 %).

A 0.5 g (24 mmol) del substrato cosi ottenuto, anidrificati per ripetute
coevaporazioni con piridina anidra, sono stati aggiunti 15 mg di DMAP (0.1 mmol) e
0.81 g (2.4 mmol) di DMTCI sciolti in 4 mL di piridina anidra e la miscela di
reazione risultante ¢ stata lasciata a temperatura ambiente e sotto agitazione. Dopo
una notte la reazione ¢ stata interrotta per aggiunta di H,O, la miscela di reazione ¢
stata seccata a pressione ridotta, ridisciolta in CHCIl; e lavata per tre volte con H,O;
la fase organica poi ¢ stata anidrificata su MgSO, anidro e seccata sotto vuoto. La
purificazione del grezzo ¢ stata condotta su una colonna di gel di silice, utilizzando
come sistema eluente una miscela al 5% di AcOEt in benzene/piridina, 0:0.1, v/v.
Sono stati recuperati 1.2 g (2.3 mmol, 96 %) di prodotto dimetossitritilato.

A 0.5 g (0.9 mmol) del substrato cosi ottenuto, sciolti in 4 mL di etanolo, sono
stati aggiunti 2 mL di una soluzione acquosa 3 M di NaOH e la miscela di reazione ¢
stata lasciata per 1 notte a temperatura ambiente e sotto agitazione. La miscela di
reazione ¢ stata seccata sotto vuoto, ridisciolta in CHCI; e lavata per tre volte con
H,O0; la fase organica ¢ stata trattata con MgSOy anidro, filtrata e seccata a pressione
ridotta. La fase organica ¢ stata ridisciolta in benzene, caricata su una colonna di gel
di silice eluita con un gradiente di AcOEt in benzene/piridina 0:0.1 (v/v), dal 10% al
20%, ottenendo 408 mg (0.85 mmol, 94%) di prodotto pulito da controllo TLC ed
NMR.

Rf= 0.5 [eluente C¢Hs/AcOEL (6:4, v/V)].

'H NMR (CD;OD, 400 MHz): 7.45-6.76 (13 H, segnali complessi, protoni
aromatici, DMT); 3.70 (6H, singoletto, 2 OCH; DMT); 3.22 (2H, tripletto,
CH,ODMT); 2.58 (2H, tripletto, SCH,CH,ODMT);, 2.42 (2H, tripletto,
CH,SCH,CH,ODMT); 2.23 (2H, tripletto, HOOCCH,); 1.56 (4H, multipletto,
CH,CH,CH,CH,).

3C NMR (CD;OD, 100 MHz): 175.76 (HOOCCH,); 160.47, 147.05, 137.98,
131.68, 129.75, 129.21, 128.23, 114.54 (C sp® del DMT); 88.01 (C quaternario del
gruppo DMT); 65.15 (CH,ODMT); 56.19 (OCHs); 34.94 (HOOCCH,); 33.41
(SCH,CH,ODMT), 33.10 (CH,S CH,CH,ODMT); 30.68 (HOOCCH,CH,); 25.62
(CH,CH,CH,S).

Massa calcolata per CygH3,05S: 480.20.
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ESI-MS [M+H]": m/z 481.34.

Funzionalizzazione di Tentagel-NH, con I’acido 6-[2-(4,4’-
dimetossitrifenilmetossi)]-etilsulfanil-esanoico (1)

A 0.2 g di resina Tentagel®-NH, (0.29 meq/g di gruppi ossidrilici disponibili, 0.06
mmol) sospesa in 100 uL di DCM anidro, sono stati aggiunti 320 mg (0.6 mmol)
dell’acido 6-[2-(4,4’-dimetossitrifenilmetossi)]-etilsulfanil-esanoico precedentemente
anidrificato per ripetute coevaporazioni con piridina anidra e ridisciolti in 500 pL di
Py anidra, 80 mg (0.6 mmol) di HOBt precedentemente anidrificato per ripetute
coevaporazioni con piridina anidra e ridisciolto in 500 pl di Py anidra, 90 puL (0.6
mmol) di DIC e 100 pL (0.6 mmol) di DIEA. La miscela ¢ stata tenuta sotto
agitazione per circa 48 ore a temperatura ambiente. Il supporto risultante, dopo
ripetuti lavaggi con DCM e MeOH, ¢ stato seccato a pressione ridotta per circa 2 ore.
La funzionalizzazione, valutata spettroscopicamente mediante misure di assorbanza a
A=498 nm del catione DMT (e=71700 cm'M™") rilasciato per trattamento acido
(HCIO4/EtOH, 6:4, v/v) di campioni seccati e pesati del supporto, € risultata essere di
0.22 meq/g, corrispondenti a una resa media del 76 %.

Il supporto ¢ stato trattato per un’ora a temperatura ambiente con la miscela
Py/Ac,0 (1:1, v/v) e successivamente ¢ stato lavato con DCM e MeOH e seccato a
pressione ridotta. Tale supporto ¢ stato infine deprotetto dal gruppo DMT per
trattamento acido, lavando ripetutamente con una soluzione all’1% di DCA in DCM
fino a scomparsa del colore arancione tipico del catione DMT. Il supporto deprotetto
¢ stato poi lavato ripetutamente con DCM, Py e MeOH e quindi seccato a pressione
ridotta per 2 ore.

Funzionalizzazione del supporto TG-SCH,CH,-OH con analoghi nucleosidici
via reazione di Mitsunobu

A 0.2 g (0.04 mmol) del supporto 1 sono stati aggiunti 0.35 mmol di nucleoside
sciolti in 300 uLL di DCM anidro e il complesso DEAD/TPP, preparato sciogliendo
400 mg (1.4 mmol) di TPP in 300 pL di THF anidro e aggiungendo 250 pL (1.4
mmol) di DEAD mantenendo la miscela a 0° C per 20’ e poi a temperatura ambiente
per altri 10 min. La miscela ¢ stata tenuta sotto agitazione per circa 5 ore a
temperatura ambiente. Il supporto risultante, dopo ripetuti lavaggi con DCM e
MeOH, ¢ stato seccato a pressione ridotta e trattato per 30 minuti a temperatura
ambiente con la miscela Py/Ac,O (1:1, v/v). Il supporto ¢ stato poi lavato
ripetutamente con DCM e MeOH e seccato a pressione ridotta.

La funzionalizzazione media, valutata spettroscopicamente mediante misure di
assorbanza a A=498 nm del catione DMT (e=71700 cm'M™") rilasciato per
trattamento acido (HCIO4/EtOH, 6:4 v/v) di campioni seccati e pesati, ¢ risultata
essere di 0.21 meq/g, corrispondenti a una resa media del 95 %.

Sintesi dei derivati amminoacidici 19-22

35 mg (0.07 mmol) del supporto solido 18 sono stati trattati con 2.25 mL di una
soluzione 0.35 M di PBus in THF, preparata sciogliendo 553 puL di PBus in
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THF/H,O/EtOH e poi ¢ stata trattata con 10 eq di HATU, 15 eq di DIPEA, 10 eq di
HOBt e 10 eq di dell’amminoacido sotto forma di N-Fmoc derivato in DMF a
temperatura ambiente per 1 ora. Il supporto ottenuto, dopo ripetuti lavaggi con DCM
e MeOH ¢ stato seccato a pressione ridotta.

La funzionalizzazione media, valutata spettroscopicamente mediante misure di
assorbanza a A=301 nm del fluorenile (e=7800 cm'M™) rilasciato per trattamento
basico (tre trattamenti da 5 min.; piperidina/DMF al 20 %) di campioni seccati e
pesati del supporto, ¢ risultata essere di 0.20 meq/g, corrispondenti a una resa media
del 90 %. Il supporto ¢ stato trattato con una soluzione al 20% di piperidina in DMF
(tre trattamenti da 5 min. ['uno) e successivamente per 30 min a temperatura
ambiente con la miscela Py/Ac,0 (1:1, v/v). Infine ¢ stato lavato ripetutamente con
DCM e MeOH e seccato a pressione ridotta. La resina ¢ stata ossidata con 3 mL di
una soluzione 0.5 M di m-CPBA in DCM per 1 ora a ta. e successivamente
deprotetta alla funzione 3’OH per trattamento con 1 mL di una soluzione Et;N«3HF
(0.49 mmol)/THF 1:1 (v/v) per 18 ore a t.a ¢ alla funzione 5’OH per trattamento con
una soluzione all’1% di DCA in DCM. Dopo ripetuti lavaggi con MeOH e CH,Cl,
la resina ¢ stata trattata con una soluzione di NH4OH 17 M per 18 ore a 60° C. Il
distaccato ¢ stato seccato a pressione ridotta, ridisciolto in H,O, filtrato e purificato
per HPLC su colonna a fase inversa NUCLEOSIL® 100-5 C8. Per I’cluizione del
grezzo ¢ stato usato un gradiente lineare da 0 a 100 % di CH3CN in H,O in 30 min
con flusso di 0.8 mL/min e rivelazione a A = 260 nm. I prodotti purificati sono stati
caratterizzati mediante 'H NMR e ESI-MS.

Uridina-2’-NH-Leu-NHAc (19)

'H NMR (500 MHz, D;0): 7.78 (1H, doppietto, H-6, J=7.5 Hz), 6.06 (1H,
doppietto, H-1°, J=8.0 Hz), 5.89 (1H, doppietto, H-5, J=7.5 Hz), 4.60 (1H,
multipletto, H-2"), 4.33-4.22 (2H, segnali complessi, H-3’ ¢ CH a della leucina), 4.20
(1H, multipletto, H-4), 3.85 (2H, multipletto, H»-5'), 2.00 (3H, singoletto, CHj3
dell’acetile), 1.60-1.57 (3H, segnali complessi, CH e CH; della leucina), 0.90 ¢ 0.86
(3H ciascuno, due doppietti, CHs della leucina).

Massa calcolata per C17H26N407 : 398.18.
ESI-MS [M+H] ": m/z 399.27.

ESI-MS [M+Na] ": m/z 421.21.

ESI-MS [M+K]": m/z 437.20.

Uridina-2’-NH-Phe-OH (20)

'H NMR (D,0, 500 MHz) segnali significativi: 7.86 (1H, doppietto, H-6, J=8.0
Hz), 7.42-7.26 (5H, segnale complesso, protoni aromatici), 6.01 (1H, doppietto, H-
1’, J=7.0 Hz), 5.93 (1H, doppietto, H-5, J=8.0 Hz, 4.21 (1H, doppio doppietto, CHa
della fenilalanina), 4.16 (1H, multipletto, H-4"), 3.93-3.84 (2H, multipletto, H,-5),
3.81 81h, multipletto, H-3"), 3.73 (2H, multipletto, CH, della fenilalanina), 1.97 (3H,
singoletto, CH; dell’acetile), il segnale di H-2* ¢ coperto dal segnale HDO residuo
del solvente.
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Massa calcolata per CyH24N4O7: 432.16.
ESI-MS [M+Na] : m/z 455.25.
ESI-MS [M+K]": m/z 471.23.

Uridina-2’-NH-Val-NHAc (21)

'H NMR (D,0, 500 MHz) segnali significativi: 7.75 (1H, doppietto, H-6, J=8.0
Hz), 6.07 (1H, doppietto, H-1", J=8.0 Hz), 5.89 (1H, doppietto, H-5, J=8Hz), 4.72-
4.64 (1H, multipletto, H-2"), 4.34 (1H, doppio doppietto, H-3’, J=5.5 ¢ J=2.5 Hz),
4.20 (1H, multipletto, H-4"), 4.12 (1H, doppietto, CHa della valina, J=6.5 Hz), 3.85
(2H, multipletto, H»-5"), 2.18-2.12 [1H, multipletto, CH(CHj3),] della valina), 1.83
(3H, singoletto, CH3 dell’acetile), 0.92 e 0.89 (3H ciascuno, due doppietti, CH(CHs)
della valina, J=7 Hz).

Massa calcolata per C15H24N4O7: 384.16.
ESI-MS [M+H]": m/z 385.22.

Uridina-2’-NH-Lys-(NHAc)NHAc (22)

'"H NMR (D20, 500 MHz): 7.85 (1H, doppietto, H-6, J=8.5 Hz), 6.05 (1H,
doppietto, H-1°, J=8.5 Hz), 592 (1H, doppietto, H-5, J=8.5 Hz), 4.65 (1H,
multipletto, H-2"), 4.35 (1H, multipletto, H-3"), 4.30 (1H, multipletto, CH a Lys),
4.25 (1H, multipletto, H-4"), 3.85 (2H, multipletto, H,-5), 3.25 (2H, tripletto, CH» ¢
Lys), 2.08 e 2.04 (3H ciascuno, 2 singoletti, acetili), 1.75 (2H, multipletto, CH, 3
Lys), 1.55 (2H, multipletto, CH; 6 Lys), 1.35 (2H, multipletto, CH, y Lys).

Massa calcolata per C19H29NsOg: 455.20.
ESI-MS [M+H]": m/z 456.44.
ESI-MS [M+Na]": m/z 478.42.

Sintesi degli ibridi 23 e 24

35 mg di supporto solido 18 con funzionalizzazione 0.21 meq/g sono stati
deprotetti dal gruppo DMT per trattamento con una soluzione all’1% di DCA in
DCM e acetilati per trattamento con Ac,O/Py (1:1, v/v) per 30 min a t.a..
Successivamente il supporto ¢ stato trattato con 2.25 ml di una soluzione 0.35 M di
PBu; in THF, preparata sciogliendo 553 pL di PBus in THF/H,O/EtOH e poi per 1
ora a temperatura ambiente con la miscela Py/Ac,O (1:1, v/v) ed ¢ stato poi lavato
ripetutamente con DCM ¢ MeOH e seccato a pressione ridotta per la sintesi del
derivato 23. Per ottenere il derivato 24, dopo riduzione della funzione azide, il
supporto ¢ stato trattato con 10 eq di HATU, 15 eq di DIPEA, 10 eq di HObt ¢ 10 eq
di Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH in DMF a temperatura ambiente per 1h. Dopo
accoppiamento con I’amminoacido, un trattamento con Ac,0 in piridina per 30 min a
t.a. ha consentito di bloccare le funzioni amminiche che eventualmente non avessero
reagito.

La resina ¢ stata ossidata con 3 mL di una soluzione 0.5 M di acido m-CPBA in
DCM per 1 ora a temperatura ambiente e poi deprotetta alla funzione 3’OH per
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trattamento con 1 mL di una soluzione Et;Ne3HF/THF (1:1, v/v) per 18 ore a
temperatura ambiente. Successivamente ¢ stata sottoposta ad un singolo ciclo di
accoppiamento sul sintetizzatore automatico di DNA con 5’-DMT-dCitidina (N*-
Benzoil)3’--cianoetil fosforammidito per il derivato 23 e 5’-DMT-Timidina (N*-
Benzoil)3’-f-cianoetil fosforammidito per il derivato 24, utilizzando una
concentrazione di monomero di addizione pari a 35 mg/mL. L’accoppiamento,
controllato monitorando 1’assorbimento del catione 4,4’-dimetossitrifenilmetile
rilasciato per trattamento acido, ¢ avvenuto con resa dell’80 %. Dopo ripetuti lavaggi
con MeOH e CH,Cl,, la resina ¢ stata trattata con una soluzione al 20 % di piperidina
in DMF a t.a. per 10 min, per la rimozione del gruppo Fmoc; infine il supporto ¢
stato trattato con una soluzione di NH4OH 17 M per 18 ore a 60° C. Il distaccato ¢
stato seccato a pressione ridotta, ridisciolto in H,O, filtrato e purificato per HPLC su
una colonna a fase inversa NUCLEOSIL® 100-5 C8. Per I’cluizione del grezzo &
stato usato un gradiente lineare da 0 a 100 % di CH3CN in H,O in 30 min con flusso
di 0.8 mL/min e rivelazione a A = 260 nm. I prodotti eluiti a tg=10.76 min (23) e
10.01 min (24) sono stati raccolti e caratterizzati mediante 'H NMR ed ESI-MS

'H NMR (D0, 500 MHz) segnali significativi: 7.86 (1H, doppietto, H-6 U, J=7.5
Hz), 7.78 (1H, doppietto, H-6 C, J=7.5 Hz), 6.31 (1H, doppio doppietto, H-1" C,
J=6.5 ¢ 7.0 Hz,), 6.14 (1H, doppietto, H-5 C, J=7.5 Hz), 6.07 (1H, doppietto, H-5 U,
J=7.5 Hz), 5.88 (1H, doppietto, H-1 U, J=8.0 Hz), 3.89-3.76 (4H, segnali
sovrapposti, H>-5’ U e C), 2.62-2.30 (2H, multipletto, H-2" C), 2.15 (1H, multipletto,
H-2’ U), 1.93 (3H, singoletto, acetile).

Massa calcolata per CoH27NeO1,P: 574.14.
ESI-MS [M-H]: m/z 573.10.

'H NMR (D0, 500 MHz) segnali significativi: 7.40 (1H, doppietto, H-6 U, J=8.0
Hz), 7.67 (1H, singoletto, H-6 T), 6.35 (1H, doppio doppietto, H-1" T, J=6.5 ¢ 6.5
Hz), 6.09 (1H, doppietto, H-1" U, J=8.5 Hz), 5.91 (1H, doppietto, H-5 U, J=8.0 Hz);
H-3’, H-2’ U and H-3" T sono coperti dal segnale HDO residuo, 4.15 (5H, segnali
sovrapposti, H-4” U, H-4> T, CH a Lys e H,-5" T), 3.85 (2H, multipletto, H,-5* U),
3.28 (2H, multipletto, CH, € Lys), 2.36 (2H, multipletto, H,-2 T), 1.93 (3H,
singoletto, CH3 T), 1.85 (2H, multipletto, CH, B Lys), 1.79 (2H, multipletto, CH, 6
Lys), 1.22 (2H, multipletto, CH, y Lys).

Massa calcolata per CosH3zgsN7O13P: 675.23.
ESI-MS [M-H]: m/z 674.54.

Sintesi dell’ibrido 25

35 mg di supporto solido 18 con funzionalizzazione 0.21 megq/g sono stati
deprotetti dal gruppo DMT con una soluzione all’1% di DCA in DCM e acetilati per
trattamento con Ac,O/Py (1:1, v/v) per 30 min a t.a. Successivamente il supporto €
stato trattato con 2.25 mL di una soluzione 0.35 M di PBu; in THF, preparata
sciogliendo 553 pL di PBus in THF/H,O/EtOH e poi con 10 eq di HATU, 15 eq di
DIPEA, 10 eq di HOBt e 10 eq di Fmoc-Lys-OH in DMF a temperatura ambiente per
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1 ora. Dopo accoppiamento con I’amminoacido, il supporto ¢ stato trattato con una
soluzione di Ac,O in piridina per 30’ a t.a. per bloccare le funzioni amminiche che
eventualmente non avessero reagito.

La resina ¢ stata ossidata con 3 mL di una soluzione 0.5 M di m-CPBA in DCM
per 1 ora a temperatura ambiente e poi deprotetta alla funzione 3’OH per trattamento
con 1 mL di una soluzione Et;Ne3HF/THF (1:1, v/v) per 18 ore a temperatura
ambiente. Successivamente ¢ stata sottoposta ad un singolo ciclo di accoppiamento
sul sintetizzatore automatico di DNA con 3’-DMT-timidina-5’-/-cianoetil
fosforammidito, utilizzando una concentrazione di monomero di addizione pari a 35
mg/mL. L’accoppiamento, controllato monitorando I’assorbimento del catione 4,4’-
dimetossitrifenilmetile rilasciato per trattamento acido, ¢ avvenuto con resa
dell’80%. Dopo ripetuti lavaggi con MeOH e CH,Cl,, la resina ¢ stata seccata a
pressione ridotta e trattata con una soluzione al 20% di piperidina in DMF per 5
minuti a temperatura ambiente. Infine ¢ stata trattata con NH4OH 17 M per 18 ore a
60°C. Il distaccato ¢ stato seccato a pressione ridotta, ridisciolto in H,O, filtrato e
purificato per HPLC su colonna a fase inversa NUCLEOSIL® 100-5 C8. Per
I’eluizione del grezzo ¢ stato usato un gradiente lineare da 0 a 100 % di CH3;CN in
H>O in 30 min con flusso di 0.8 mL/min e rivelazione a A = 260 nm. Il prodotto
eluito a tg=10.80 min ¢ stato raccolto e caratterizzato mediante '"H NMR ed ESI-MS.

'H NMR (D0, 500 MHz) segnali significativi: 7.91 (1H, doppietto, H-6 U, J=8.0
Hz), 7.68 (1H, singoletto, H-6 T), 6.32 (1H, doppio doppietto, H-1" T, J=6.5 ¢ 6.5
Hz), 6.10 (1H, doppietto, H-1" U, J=8.0 Hz), 5.94 (1H, doppietto, H-5 U, J=8.0 Hz);
H-3’, H-2’ U sono coperti dal segnale HDO residuo; 4.47 (2H, segnali sovrapposti,
H-4> T e H-4’ U), 4.19 (5H, segnali sovrapposti, H,-5" U, H»-5" T e CH a Lys), 3.24
(2H, multipletto, CH, € Lys), 2.33 (2H, multipletto, H»-2" T), 1.93 (3H, singoletto,
CH3 T), 1.80 (2H, multipletto, CH» 3 Lys), 1.72 (2H, multipletto, CH, & Lys), 1.18
(2H, multipletto, CH,y Lys).

3P NMR (D,0, 161.98 MHz): 1.75.

Massa calcolata per CasH3sN7O13P: 675.23.
ESI-MS [M-H]: m/z 674.47.

Sintesi dell’ibrido 26

35 mg di supporto solido 18 con funzionalizzazione 0.21 meq/g sono stati trattati
con 2.25 mL di una soluzione 0.35 M di PBu3 in THF, preparata sciogliendo 553 uL
di PBus in THF/H,O/EtOH e poi ¢ stato trattato con 10 eq di HATU, 15 eq di
DIPEA, 10 eq di HOBt e 10 eq di Fmoc-Lys-(Fmoc)-OH in DMF a temperatura
ambiente per 1h. Dopo accoppiamento con I’amminoacido, un trattamento con Ac,O
in piridina ha consentito 1’acetilazione delle funzioni amminiche che eventualmente
non avessero reagito.

La resina ¢ stata ossidata con 3 mL di una soluzione 0.5 M di acido m-CPBA in
DCM per 1 ora a temperatura ambiente e poi deprotetta alla funzione 5’OH per
trattamento  una soluzione all’1% di DCA in DCM per 10 min a ta.
Successivamente ¢ stata sottoposta ad un singolo ciclo di accoppiamento sul
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sintetizzatore automatico di DNA con 5’-DMT-2’-deossi-adenosina (N*-Benzoil)-3’-
[-cianoetil fosforammidito, utilizzando per il monomero di addizione, sciolto in
CH;CN anidro, una concentrazione di 35 mg/ml. L’accoppiamento, controllato
monitorando 1’assorbimento del catione 4,4’-dimetossitrifenilmetile rilasciato per
trattamento acido, ¢ avvenuto con resa dell’80%. Dopo rimozione del gruppo DMT
per trattamento con una soluzione all’1% di DCA in DCM per 10 min a ta. e
acetilazione con Ac,0 in piridina per 30 min a t.a., la resina ¢ stata trattata con 1 mL
di una soluzione Et;N.3HF/THF (1:1, v/v) per 18 ore a temperatura ambiente. Dopo
ripetuti lavaggi con MeOH e CH,Cl, ¢ stata seccata a pressione ridotta e sottoposta
ad un singolo ciclo di accoppiamento al sintetizzatore automatico di DNA con 3’-
DMT-timidina-5’-f-cianoetil fosforammidito, sciolto in CH3;CN anidro, ad una
concentrazione di 35 mg/ml. L’accoppiamento, controllato monitorando
I’assorbimento del catione 4,4’-dimetossitrifenilmetile rilasciato per trattamento
acido, ¢ avvenuto con resa dell’80%. Dopo rimozione del gruppo DMT per
trattamento una soluzione all’1% di DCA in DCM per 10 min a t.a. il supporto ¢
stato trattato con una soluzione al 20% di piperidina in DMF a temperatura ambiente
per 5 minuti e poi trattata con una soluzione di NH4OH 17 M per 18 ore a 60° C. 1l
distaccato ¢ stato seccato a pressione ridotta, ridisciolto in H,O, filtrato e purificato
per HPLC su colonna a fase inversa NUCLEOSIL® 100-5 C8. Per I’cluizione del
grezzo ¢ stato usato un gradiente lineare da 0 a 100 % di CH3CN in H,O in 30 min
con flusso di 0.8 mL/min e rivelazione a A = 260 nm. Il prodotto eluito a tg=15.20
min & stato raccolto e caratterizzato mediante 'H NMR ed ESI-MS.

'H NMR (D0, 500 MHz), segnali significativi: 8.33 (1H, singoletto, H-2 A),
8.29 (1H, singoletto, H-8 A), 7.78 (1H, doppietto, H-6 U, V J=9.5 Hz, 7.53 (1H,
singoletto, H-6 T), 6.44 (1H, doppio doppietto, H-1" A, J=7.0 e 7.5 Hz), 6.19 (1H,
doppio doppietto, H-1" T, J=8.0 e 8.5 Hz), 6.11 (1H, doppietto, H-1" U, J=11.0 Hz),
5.80 (1H, doppietto, H-5 U, J=9.5 Hz), 3.35 (2H, multipletto, CH, € Lys); H-3*, H-2’
U e H-3" A sono coperti dal segnale HDO residuo; 2.55 (2H, multipletto, H»-2> A),
2.32 (2H, multipletto, H>-2* T), 1.84 (3H, singoletto, CHs T), 1.68-1.49 (4H, segnali
sovrapposti, CH, B and CH, & Lys), 1.19 (2H, multipletto, CH, y Lys).

3P NMR (D0, 161.98 MHz): 2.20 e 1.92.
Massa calcolata per CssHsoN1201gP2: 988.28.
ESI-MS [M-H]: m/z 987.52.

ESI-MS [M-2H]*: m/z 493.46.

Prove di distacco sul supporto ancorante la 5’-O-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-
2’,3’di-O-acetil-inosina (30)

1) Prova distacco con 17 M NH,OH
35 mg di supporto solido 30 (0.21 meq/g) sono stati deprotetti dal gruppo DMT
per trattamento con una soluzione all’1% di DCA in DCM fino a scomparsa del

colore arancione dalla resina. Il supporto deprotetto ¢ stato poi lavato ripetutamente
con DCM, MeOH e quindi seccato a pressione ridotta. Il supporto 32 ¢ stato poi
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trattato con una soluzione di NH4OH concentrato a 60° C per 18 ore. Il distaccato ¢
stato seccato a pressione ridotta, ridisciolto in H,O, filtrato e purificato per HPLC su
colonna a fase inversa NUCLEOSIL® 100-5 C8. Per ’cluizione ¢ stato usato un
gradiente lineare da 0 a 100 % di CH3CN in H,O in 20 min con flusso di 0.8 mL/min
e rivelazione a A = 260 nm. I prodotti eluiti a tg=9.07 min e tg=11.00 min,
caratterizzati mediante '"H NMR e confronto con campioni autentici, sono risultati
essere rispettivamente inosina (36) e adenosina (38).

Inosina (36) - '"H NMR (DMSO, 500 MHz): 12.44 (1H, singoletto slargato, NH),
8.37 (1H, singoletto, H-2), 8.11 (1H, singoletto, H-8), 5.90 (1H, doppietto, H-1",
J=5.7 Hz), 5.54 (1H, singoletto slargato, OH in 2’), 5.25 (1H, singoletto slargato, OH
in 3%), 5.12 (1H, singoletto slargato, OH in 5°), 4.52 (1H, doppietto, H-2’, J=5.7 Hz),
4.16 (1H, singoletto, H-3"), 3.98 (1H, multipletto, H-4"), 3.68 (1H, multipletto, H-
5%), 3.58 (1H, multipletto, H-5").

3C NMR (DMSO, 125 MHz):156.51 (C-6), 148.12 (C-4), 145.84 (C-2), 138.70
(C-8), 124.32 (C-5), 87.36 (C-17), 85.53 (C-4"), 74.03 (C-3"), 70.22 (C-2"), 61.19 (C-
5%).

Adenosina (38) - 'H NMR (DMSO, 500 MHz)-: 8.38 (1H, singoletto, H-2), 8.17
(1H, singoletto, H-8), 7.41 (2H, singoletto slargato, NH,), 5.91 (1H, doppietto, H-1"),
5.51 (1H, singoletto slargato, OH in 2’), 5.48 (1H, singoletto slargato, OH in 5°),
5.24 (1H, singoletto slargato, OH in 3°), 4.64 (1H, multipletto, H-2"), 4.17 (1H,
multipletto, H-3"), 3.99 (1H, multipletto, H-4"), 3.69 (1H, multipletto, H-5"), 3.58
(1H, multipletto, H-5").

3C NMR (DMSO, 125 MHz): 156.86 (C-6), 153.16 (C-2), 149.84 (C-4), 140.72
(C-8), 120.09 (C-5), 88.75 (C-1°), 86.65 (C-4"), 74.26 (C-2), 71.41 (C-3"), 62.41 (C-
5°).

2) Prova distacco con 2 M NH3/MeOH

35 mg di supporto solido 30 (0.21 meq/g) sono stati deprotetti dal gruppo DMT
per trattamento con una soluzione all’1% di DCA in DCM fino a scomparsa del
colore arancione dalla resina. Il supporto deprotetto ¢ stato poi lavato ripetutamente
con DCM, MeOH e quindi seccato a pressione ridotta. Il supporto 32 ¢ stato poi
trattato con una soluzione 2 M di NHj3; in MeOH, a 60° C per 18 ore. Il distaccato ¢
stato seccato a pressione ridotta, ridisciolto in H,O, filtrato e purificato per HPLC su
colonna a fase inversa NUCLEOSIL® 100-5 C8. Per I’cluizione ¢ stato usato un
gradiente lineare da 0 a 100 % di CH3CN in H,O in 30 min con flusso di 0.8 mL/min
e rivelazione a A = 260 nm. Il prodotto eluito a tg=10.07 min, caratterizzato mediante
dati "H NMR ¢ risultato essere inosina (36) per confronto con un campione autentico
e con dati di letteratura.

3) Prova distacco con 0.5 M NaOH

35 mg di supporto solido 30 (0.21 meq/g) sono stati deprotetti dal gruppo DMT
per trattamento con una soluzione all’1% di DCA in DCM fino a scomparsa del
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colore arancione dalla resina. Il supporto deprotetto ¢ stato poi lavato ripetutamente
con DCM, MeOH e quindi ossidato con una soluzione 0.5 M di acido m-
cloroperbenzoico a temperatura ambiente per 1 ora. Il supporto ¢ stato, poi, trattato
con una soluzione 0.5 M di NaOH a 60° C per 18 ore. Il distaccato ¢ stato seccato a
pressione ridotta, ridisciolto in H,O, filtrato e purificato per HPLC su colonna a fase
inversa NUCLEOSIL® 100-5 C8. Per I’eluizione ¢ stato usato un gradiente lineare da
0 a 100 % di CH;CN in H>O in 20 min con flusso di 0.8 mL/min e rivelazione a A =
260 nm. Il prodotto eluito a tg=9.69 min, caratterizzato mediante H NMR, ¢ risultato
essere inosina (36) per confronto con un campione autentico e con dati di letteratura.

Parte sperimentale pgr 2.4-2.6
5’-0-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-3’-O-acetil-timidina (5)

300 mg (1.2 mmol) di timidina, precedentemente anidrificati mediante ripetute
coevaporate con piridina anidra, sono stati sciolti in 2 mL di piridina anidra e alla
miscela risultante sono stati aggiunti 545 mg (1.6 mmol) di 4,4’-
dimetossitritilcloruro e 15 mg (0.1 mmol) di DMAP. La miscela ¢ stata tenuta a 25
°C per 18 ore e la reazione monitorata mediante TLC. La reazione ¢ stata interrotta
per aggiunta di MeOH e la miscela seccata a pressione ridotta. Il grezzo ¢ stato
purificato mediante cromatografia su colonna di gel di silice eluita con un gradiente
di MeOH in CHCls/piridina (1:0.1) dall’1% al 10%. Sono stati recuperati 545 mg
(1.0 mmol) del prodotto desiderato (resa=83%).

I1 prodotto cosi ottenuto ¢ stato acetilato per trattamento con una miscela 1:3 (v/v)
di Ac,O/Py, per una notte a 25 °C. La miscela di reazione ¢ stata seccata a pressione
ridotta e lavata per tre volte con HyO/CHCIs. La fase organica ¢ stata recuperata,
anidrificata con MgSQ,, filtrata e concentrata. Sono stati recuperati 411 mg (0.7
mmol, resa=70%) del prodotto desiderato, puro per TLC ed NMR.

Rf= 0.5 [eluente benzene/acetato di etile (9:1, v/v)].

5’-0O-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-2’,3’di-O-acetil-uridina (6)

300 mg (1.2 mmol) di uridina, precedentemente anidrificati mediante ripetute
coevaporate con piridina anidra, sono stati sciolti in 2 mL di piridina anidra e alla
miscela risultante sono stati aggiunti 520 mg (1.5 mmol) di 4,4’-
dimetossitritilcloruro e 15 mg (0.1mmol) di DMAP. La miscela ¢ stata tenuta a 25 °C
per 18 ore e la reazione monitorata mediante TLC. La reazione ¢ stata interrotta per
aggiunta di MeOH e la miscela seccata a pressione ridotta. Il grezzo ¢ stato purificato
mediante cromatografia su colonna di gel di silice eluita con un gradiente dall’1 % al
10 % di MeOH in CHCI3/Py (1:0.1, v/v). Sono stati recuperati 600 mg (1.1 mmol)
del prodotto desiderato (resa=92%).

I1 prodotto cosi ottenuto ¢ stato acetilato per trattamento con una miscela 1:1 (v/v)
di Ac,O/Py, per una notte a 25 °C. La miscela di reazione ¢ stata seccata a pressione
ridotta e lavata per tre volte con HyO/CHCls. La fase organica ¢ stata recuperata,
anidrificata con MgSQ,, filtrata e concentrata. Sono stati recuperati 500 mg (0.8
mmol, resa=73%) del prodotto desiderato, puro per TLC ed NMR.

Rf = 0.8 [eluente CHCl3/CH30H (9:1, v/v)].
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5’-0-(p-toluensolfonil)-timidina

1.0 g (4.1 mmol) di timidina sono stati sciolti in 7 mL di piridina anidra e sono
stati lasciati per 10 minuti alla temperatura di —10°C in un bagno di ghiaccio ¢ NaCl.
Sempre a —10°C alla miscela risultante sono state effettuate tre aggiunte di 288 mg
(1.5 mmol) di p-toluensolfonilcloruro, a intervalli di 1 ora ciascuna. La miscela ¢
stata tenuta alla temperatura di —10°C per 4 ore e la reazione monitorata mediante
cromatografia su strato sottile. La reazione ¢ stata interrotta per aggiunta di H,O e la
miscela seccata a pressione ridotta. Il grezzo di reazione ¢ stato purificato mediante
cromatografia su colonna di gel di silice sospesa in CHCI; ed eluita con un gradiente
di CH;0H in CHCIl; dallo 0% al 5%. Sono stati recuperati 850 mg (2.1 mmol) del
prodotto desiderato (resa=51%), puro da controllo TLC ed NMR.

Rf= 0.5 [eluente CHCl3/CH3OH (9:1, v/v)];

'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 11.5 (1H, singoletto, N-H), 7.89 (2H, doppietto,
protoni aromatici del tosile, J=8.1 Hz), 7.56 (2H, protoni aromatici del tosile, J=8.1
Hz), 7.47 (1H, singoletto, H-6), 6.24 (1H, tripletto, H-1’, J=6.9 Hz), 5.55 (1H,
doppietto, OH 3°), 4.34-4.24 (3H, segnali sovrapposti, H-5’e¢ H-3’), 3.96 (1H,
multipletto, H-4’), 2.51 (3H, singoletto, CH; del tosile), 2.35-2.15 (2H,
multipletto,H,-2"), 1.86 (3H, singoletto, CHs della timidina).

BC NMR (DMSO-ds, 75 MHz): 163.61 (C-4), 150.33 (C-2), 145.17 (C-6),
135.86 (C quaternario legato allo S del tosile), 132.09 (C quaternario legato al CHj;
del tosile), 130.16, 127.59 (C del tosile), 109.79 (C-5), 83.95 (C-4’), 83.17 (C-1"),
70.12 (C-37), 69.90 (C-5), 38.316 (C-2’), 21.07 (CHj; del tosile), 12.05 (CHs della
timidina).

Massa calcolata per C;7H20N207S: 396.10.
ESI-MS [M+Na]": m/z 419.23.
ESI-MS [M+K]": m/z 435.16.

5’-azido-timidina

A 850 mg (2.1 mmol) di 5’-O-(p-toluensolfonil)-timidina, sciolti in 4 mL di DMF
anidra, sono stati aggiunti 210 mg (3.2 mmol) di NaNj3 e la reazione ¢ tenuta a 100°
C per 1 ora. La miscela di reazione ¢ stata seccata a pressione ridotta e poi caricata su
una colonna di gel di silice sospesa ed eluita con CHCI:/MeOH, 85:15 (v/v),
ottenendo 550 mg (2.0 mmol) del prodotto desiderato (resa=95%), puro da controllo
TLC ed NMR.

Rf = 0.4 [eluente CHCIls/CH;0H (9:1, v/v)].

'H NMR (DMSO-ds, 200MHz): 11.39 (1H, singoletto slargato, NH), 7.54 (1H,
singoletto, H-6), 6.25 (1H, tripletto, H-1°, J=6 Hz), 5.46 (1H, singoletto slargato, OH
legato al C-3”), 3.89 (1H, multipletto, H-3"), 3.60 (2H, doppietto, H,-5°, J=5.2 Hz ),
2.55 (1H, singoletto, H-4"), 2.27 (2H, multipletto, H,-2"), 1.83 (3H, singoletto, CH3
della timidina).
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B3C NMR (DMSO-dg, 50 MHz):163.69 (C-4) 150.52 (C-2), 136.10 (C-6), 109.82
(C-5), 84.56 (C-4’), 83.87 (C-1"), 70.73 (C-37), 51.69 (C-5"), 38.08 (C-2°), 12.09
(CHj della timidina).

Massa calcolata per C1oH13N504: 267.24.
ESI-MS [M+H]": m/z 268.22.

ESI-MS [M+Na]": m/z 290.20.

ESI-MS [M+K]": m/z 306.14.

5’-deossi-5’-ammino-timidina

550 mg (2.0 mmol) di 5’-a-azido-timidina sono stati sciolti in 35 mL di EtOH ed
alla miscela risultante ¢ stato aggiunto il 10% di (Pd)C. La miscela ¢ stata lasciata
sotto atmosfera di H, per 3 ore. La reazione ¢ stata monitorata mediante TLC. La
miscela di reazione ¢ stata filtrata, seccata a pressione ridotta e sono stati recuperati
490 mg (2.0 mmol) del prodotto desiderato (resa=100%), puro da controllo TLC ed
NMR.

Rf=0.2 [eluente CHCl3/CH3OH (7:3, v/v)].

'H NMR (D20, 200 MHz): 7.34 (1H, singoletto, H-6), 6.16 (1H, tripletto, H-1",
J12=6.8 Hz), 4.32 (1H, multipletto, H-3"), 3.90 (1H, multipletto, H-4’), 2.94 (2H,
multipletto, H-5"), 2.30 (2H, multipletto, H,-2"), 1.79 (3H, singoletto, CH; della
timidina).

BC NMR (D,0, 50 MHz):166.29 (C-4) 151.00 (C-2), 135.06 (C-6), 109.25 (C-5),
83.26 (C-1" e C-4°), 69.22 (C-3’), 40.17 (C-2’), 35.66 (C-5’), 9.56 (CHj della
timidina).

Massa calcolata per C1oH1sN304: 241.23.
ESI-MS [M+H]": m/z 242.17.

ESI-MS [M+Na]": m/z 264.16.

ESI-MS [M+K]": m/z 280.14.

5’-N-(4-monometossitrifenilmetil)-timidina (12)

490 mg (2.0 mmol) di 5’deossi-5’-ammino-timidina, precedentemente anidrificati
mediante ripetute coevaporate con piridina anidra, sono stati sciolti in 10 mL di
piridina anidra e alla miscela risultante sono stati aggiunti 975 mg (3.1 mmol) di 4-
monometossitritilcloruro e 815 uL (4.7 mmol) di DIPEA. La miscela ¢ stata tenuta a
25 °C per 3 ore e la reazione monitorata mediante cromatografia su strato sottile. La
reazione ¢ stata interrotta per aggiunta di CH3;OH e la miscela seccata a pressione
ridotta. Il grezzo di reazione ¢ stato purificato mediante cromatografia su colonna di
gel di silice sospesa in CHCI; ed eluita con CHCIl; e lo 0.5% di piridina con un
gradiente fino al 2% di CH3OH. Sono stati recuperati 1.0 g (1.9 mmol) del prodotto
desiderato (resa=95%,), puro da controllo TLC ed NMR.

Rf=0.4 [eluente CHCls/CH3;OH (95:5, v/v)];
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'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): 11.40 (1H, singoletto slargato, N-H), 7.56-7.41
(14H, segnali complessi, protoni aromatici gruppo Mmtr), 6.39 (1H, tripletto, H-1")
5.48 (1H, doppietto, OH legato al C-3’), 4.44 (1H, singoletto, H-3), 4.07 (1H,
doppietto, H-4’, J=4.0 Hz), 3.97 (3H, singoletto, OCH; gruppo Mmtr), 2.89 (1H,
tripletto, NH, J=8.0 Hz), 2.55-2.31 (4H, segnali sovrapposti, H-5" ¢ H»-2’), 1.94
(3H, singoletto, CH; della timidina).

BC NMR (DMSO-ds, 125 MHz): 163.66 (C-4), 150.39 (C-2), 138.94 (C-6),
157.38, 146.23, 137.74, 129.60, 128.26, 127.92, 127.68, 113.04 (C aromatici gruppo
Mmtr), 109.74 (C-5), 85.75 (C-4"), 83.41 (C-1°), 71.12 (C-3"), 69.74 (C quaternario
gruppo Mmtr), 54.93 (OCH3), 46.09 (C-2°), 38.80 (C-5"), 12.12 (CH; della timidina).

Massa calcolata per C3yH3;N3Os: 513.58.
ESI-MS [M+H]": m/z 514.35.

ESI-MS [M+Na]": m/z 536.34.

ESI-MS [M+K]": m/z 552.26.

5’-N-(4-monometossitrifenilmetil)-3’-O-metansolfonil-timidina

1.0 g (1.9 mmol) di 12, sono stati sciolti in 10 mL di piridina anidra e alla miscela
risultante sono stati aggiunti 200 uL (2.0 mmol) di cloruro di mesile e 650 uL (3.7
mmol) di DIPEA. La miscela ¢ stata tenuta alla temperatura di 5° C per 1 ora e la
reazione monitorata mediante cromatografia su strato sottile. La reazione ¢ stata
interrotta per aggiunta di CH3OH e la miscela seccata a pressione ridotta. Il grezzo di
reazione ¢ stato purificato mediante cromatografia su colonna di gel di silice eluita
con CHCI; e lo 0.5% di piridina. Sono stati recuperati 1.0 g (1.7 mmol) del prodotto
desiderato (resa=89%), puro da controllo TLC ed NMR.

Rf = 0.5 [eluente CHCI3/CH3OH (95:5, v/v)].

'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): 8.62 (1H, singoletto, NH della timidina), 7.59-
6.88 (14H, segnali complessi, protoni aromatici gruppo Mmtr), 6.19 (1H, tripletto,
H-1°, J;-»=65 Hz) 5.44 (1H, singoletto, H-3), 4.19 (1H, singoletto, H-4"), 3.76 (3H,
singoletto, OCHs gruppo Mmtr), 3.30 (3H, singoletto, CHs del mesile), 3.00 (1H,
singoletto, NH), 2.58-2.34 (4H, segnali sovrapposti, H,-5’¢ H,-2’), 1.71 (3H,
singoletto, CHs della timidina).

B3C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): 163.63 (C-4), 157.43, 146.13, 136.22, 129.62,
128.27, 127.71, 127.44, 113.05 (C aromatici gruppo Mmtr), 150.38 (C-2), 136.09 (C-
6), 109.77 (C-5), 83.64 (C-4°), 83.01 (C-1°), 80.89 (C-3’) 69.83 (C quaternario
gruppo Mmtr), 54.95 (OCHs), 45.29 (C-2°), 37.80 (CHj; del mesile), 35.98 (C-5’),
12.01 (CHj; della timidina).

Massa calcolata per C3;H33N3O7S: 591.24.
ESI-MS [M+H]": m/z 592.29.

ESI-MS [M+Na]": m/z 614.29.

ESI-MS [M+K]": m/z 630.26.
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5’-N-(4-monometossitrifenilmetil)-timidina-2,3’-anidro (13)

1 g (1.7 mmol) di 5’-N-(4-monometossitrifenilmetil)-3’-O-metansolfonil-timidina
sono stati sciolti in 15 mL di DMF anidra e alla miscela risultante sono stati aggiunti
252 pL (1.7 mmol) di DBU. La miscela ¢ stata tenuta a 100 °C per 30 minuti e la
reazione monitorata mediante TLC. Un’aliquota della miscela di reazione ¢ stata
prelevata e purificata mediante cromatografia su una colonna di gel di silice fluita
con un gradiente di MeOH in CHCls/Py (0:0.1, v/v) dallo 0 % al 5 %.

Rf=0.2 [eluente CHCls/CH3OH (95:5, v/v)]

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 7.61-6.62 (14H, segnali complessi, protoni
aromatici gruppo Mmtr), 5.64 (1H, doppietto, H-1°, J;-»=2.5 Hz ), 5.12 (1H,
singoletto, H-3"), 4.13 (1H, tripletto, H-4’, J=5.5 Hz ), 3.52 (3H, singoletto, OCHj3
gruppo Mmtr ), 2.31 (2H, multipletto, H,-2"), 2.03 (2H, multipletto, H»-5"), 1.59 (3H,
singoletto, CHs della timidina).

B3C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): 170.78 (C-4), 157.32, 149.58, 137.38, 129.62,
128.21, 127.64, 125.95, 112.99 (C aromatici gruppo Mmtr), 153.37 (C-2), 136.07 (C-
6), 115.99 (C-5), 86.55 (C-4°), 84.34 (C-1°), 77.20 (C-3’) 69.69 (C quaternario
gruppo Mmtr), 54.89 (OCH; ), 43.86 (C-2’°), 32.86 (C-5’), 13.03 (CHj; della
timidina).

Massa calcolata per C3oH2gN304: 495.58.
ESI-MS [M+H]": m/z 496.37.

5’-N-(4-monometossitrifenilmetil)-3’deossi-3’-a azido-timidina (14)

Alla miscela di reazione contenente il derivato 13 sono stati aggiunti direttamente
550 mg (8.4 mmol) di sodio azide. La miscela ¢ stata tenuta alla temperatura di
150°C per 2 ore e la reazione monitorata mediante cromatografia su strato sottile. Il
grezzo di reazione ¢ stato seccato a pressione ridotta, filtrato, e caricato su una
colonna di gel di silice eluita con CHCl; contenente lo 0.5% di piridina ottenendo
490 mg (0.9 mmol) di prodotto desiderato (resa=53%), puro da controllo TLC ed
NMR.

Rf= 0.6 [eluente CHCIls/CH30H (95:5, v/v)];

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 11.4 (1H, singoletto slargato, NH della
timidina), 7.56-6.89 (14H, segnali complessi, protoni aromatici gruppo Mmtr), 6.14
(1H, tripletto, H-1’, J;-.=6 Hz), 4.64 (1H, multipletto, H-3"), 3.88 (1H, multipletto,
H-4%), 2.84 (1H, tripletto, NH, J=8 Hz), 2.35-2.32 (4H, segnali sovrapposti, H»-2’e
H,-5%), 1.81 (3H, singoletto, CH; della timidina).

3C NMR (DMSO-d, 125 MHz): 163.65 (C-4), 157.43, 146.12, 137.60, 129.61,

128.25, 127.70, 126.08, 113.05 (C aromatici gruppo Mmtr), 150.38 (C-2), 136.23 (C-
6), 109.79 (C-5), 83.13 (C-4’), 82.66 (C-1’), 60.45 (C-3’), 69.74 (C quaternario
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gruppo Mmtr), 54.94 (OCHj ), 45.17 (C-2’), 35.61 (C-5°), 12.09 (CHj della
timidina).

Massa calcolata per C3yH3oNgO4: 538.58.
ESI-MS [M+H]": m/z 539.35.

ESI-MS [M+Na]": m/z 561.34.

ESI-MS [M+K]": m/z 577.26.

4-idrossi-benzil-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-etere (1)

Ad una soluzione di alcol 4-idrossibenzilico (500 mg, 4.0 mmol) in 8 ml di
piridina anidra sono stati aggiunti 1.36 g (4.0 mmol) di DMTCI. La miscela di
reazione ¢ stata lasciata per 12 ore a 25 °C sotto agitazione e la reazione ¢ stata
monitorata mediante TLC. Dopo una notte la reazione ¢ stata interrotta per aggiunta
di MeOH, la miscela di reazione ¢ stata seccata a pressione ridotta, ridisciolta in
CHCI; e lavata per tre volte con H,O; la fase organica poi ¢ stata anidrificata su
MgSO; anidro e seccata sotto vuoto.

La fase organica ¢ stata ridisciolta in benzene, caricata su una colonna di gel di
silice eluita con un gradiente di AcOEt in benzene, dallo 0% al 10% contenente lo
0.5% di piridina, ottenendo 1.0 g (2.3 mmol, 57%) di prodotto risultato puro da
controllo TLC ed NMR.

Rf = 0.6 [eluente CHCI3/CH3;0H (98:2, v/v)].

'H NMR (CDCl;, 500 MHz): 7.49-6.83 (segnali complessi, 13H, protoni
aromatici, DMT); 7.24 (2H, doppietto, protoni aromatici dell’alcol benzilico, J=8.5
Hz), 6.80 (2H, doppietto, protoni aromatici dell’alcol benzilico, J=8.5 Hz), 4.72 (1H,
singoletto, OH), 4.07 (2H, singoletto, OCH, —Ar), 3.79 (6H, singoletto, 2 OCHj;
DMT).

Funzionalizzazione di Tentagel-OH e Tentagel-NH; con il linker 1

A 0.2 g di resina Tentagel®-NH, (0.29 meq/g, 0.05 mmol) e di Tentagel®-OH
(0.28 meq/g, 0.05 mmol) sospesa in 500 pL di piridina anidra, sono stati aggiunti 403
mg (4.0 mmol) di anidride succinica e 61 mg (0.5 mmol) di DMAP, precedentemente
anidrificati mediante ripetute coevaporate con piridina anidra e ridisciolti in 2.0 mL
di piridina anidra. La miscela ¢ stata lasciata sotto agitazione a 25 °C per 24 ore. La
resina ¢ stata poi lavata con piridina e DCM.

La resina succinilata ¢ stata sospesa in 500 pL di piridina anidra e ad essa sono
stati aggiunti 213 mg (0.5 mmol) di 1 precedentemente anidrificato per ripetute
coevaporazioni con piridina anidra e DMAP (61 mg, 0.5 mmol) e ridisciolti in 500
pL di Py anidra, 76 mg (0.5 mmol) di HOBt precedentemente anidrificato per
ripetute coevaporazioni con piridina anidra e risciolto in 500 pL di Py anidra, 77 pL
(0.5 mmol) di DIC e 43 puL (0.25 mmol) di DIEA. La miscela ¢ stata tenuta sotto
agitazione per circa 48 ore a 25°C. Il supporto risultante, dopo ripetuti lavaggi con
piridina ¢ DCM, ¢ stato seccato a pressione ridotta per circa 2 ore. La
funzionalizzazione, valutata spettroscopicamente mediante misure di assorbanza a
A=498 nm del catione DMT (e=71700 cm'M™) rilasciato per trattamento acido
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(HCIO4/EtOH 6:4 v/v) di campioni seccati e pesati del supporto, ¢ risultata essere di
0.25 meq/g, corrispondenti a una resa media del 89 %, per la Tentagel-OH, e di 0.13
meq, corrispondenti ad una resa del 45%, per la Tentagel-NH,.

Il supporto ottenuto, sospeso in 500 pL di piridina anidra, ¢ stato trattato per 15
ore a 25 °C con 132 mg (0.5 mmol) di pentaclorofenolo precedentemente anidrificato
per ripetute coevaporazioni con piridina anidra e DMAP (61 mg, 0.5 mmol) e
ridisciolto in 500 pL di Py anidra, 76 mg (0.5 mmol) di HOBt precedentemente
anidrificato per ripetute coevaporazioni con piridina anidra, e ridisciolto in 500 pL di
Py anidra, 77 pL (0.5 mmol) di DIC e 43 pL (0.25 mmol) di DIEA. Il supporto
risultante, dopo ripetuti lavaggi con piridina e DCM, ¢ stato trattato per 5 minuti con
una miscela piperidina/piridina (1:2, v/v) e poi nuovamente lavato e seccato a
pressione ridotta ed infine deprotetto dal gruppo DMT per trattamento acido, lavando
ripetutamente con una soluzione all’1% di DCA in DCM fino a scomparsa del colore
arancione tipico del catione DMT. Il supporto deprotetto ¢ stato poi lavato
ripetutamente con Py e DCM e quindi seccato a pressione ridotta.

Funzionalizzazione della resina polistirenica con il linker 1

A 0.2 g di resina polistirenica (3.74 meq/g, 0.75 mmol) sospesa in 1.5 mL di
piridina anidra, sono stati aggiunti 479 mg (1.1 mmol) di linker 1 precedentemente
anidrificato per ripetute coevaporazioni con piridina anidra e DMAP (183 mg, 1.5
mmol) e ridisciolti in 1 mL di Py anidra, 580 pL (3.7 mmol) di DIC e 130 uL (0.75
mmol) di DIEA. La miscela ¢ stata tenuta sotto agitazione per circa 48 ore a 25 °C. Il
supporto risultante, dopo ripetuti lavaggi con piridina e DCM, ¢ stato seccato a
pressione ridotta per circa 2 ore. La funzionalizzazione, valutata spettroscopicamente
mediante misure di assorbanza a A=498 nm del catione DMT (¢=71700 cm'M™)
rilasciato per trattamento acido prolungato di 4 ore (HCIO4EtOH 6:4 v/v) di
campioni seccati e pesati del supporto, ¢ risultata essere di 0.93 meq/g,
corrispondenti a una incorporazione del linker in media del 25 %.

Il supporto ottenuto e sospeso in 1.5 mL di piridina anidra ¢ stato trattato per 15
ore a 25 °C con 396 mg (1.5 mmol) di pentaclorofenolo, precedentemente
anidrificato per ripetute coevaporazioni con piridina anidra e DMAP (183 mg, 1.5
mmol) e ridisciolti in 1.0 mL di Py anidra, 580 pL (3.7 mmol) di DIC e 137 pL (0.75
mmol) di DIEA. Il supporto risultante, dopo ripetuti lavaggi con piridina ¢ DCM, ¢
stato trattato per 5 minuti con una miscela piperidina/piridina (1:2, v/v) e poi
nuovamente lavato e seccato a pressione ridotta ed infine deprotetto dal gruppo DMT
per trattamento acido, lavando ripetutamente con una soluzione all’1% di DCA in
DCM fino a scomparsa del colore arancione tipico del catione DMT. Il supporto
deprotetto ¢ stato poi lavato ripetutamente con Py e DCM e quindi seccato a
pressione ridotta.

Funzionalizzazione del supporto Tentagel 3 con analoghi nucleosidici mediante
reazione di Mitsunobu

A 0.2 g (0.05 mmol) del supporto 3 sono stati aggiunti 0.40 mmol dei nucleosidi

5, 6 e 7 sciolti in 300 pL di solvente anidro (THF, DCM, benzene) e il complesso
azacomposto/fosfina, preparato a parte sciogliendo 1.75 mmol di fosfina in 300 pL di
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solvente anidro e aggiungendo 1.75 mmol di azacomposto, mantenendo la miscela a
0°C per 20 min e poi a 25 °C per altri 10 min. La miscela ¢ lasciata sotto agitazione
per circa 5 ore alle temperature di 0°C, 25°C, e 80°C. Il supporto risultante, dopo
ripetuti lavaggi con DCM, ¢ stato seccato a pressione ridotta e trattato per 30 minuti
a 25 °C con la miscela Py/Ac,O (8:2, v/v), quindi ¢ stato poi lavato ripetutamente
con DCM e seccato a pressione ridotta.

La funzionalizzazione ¢ stata valutata spettroscopicamente mediante misure di
assorbanza a A=472 nm del catione Mmtr (e=46773 cm'M") rilasciato per
trattamento acido prolungato per 4 ore (HCIO4/EtOH, 6:4, v/v) di campioni seccati e
pesati di supporti 8, 9 e 10 (Figura 16-18).

Funzionalizzazione del supporto polistirenico (4) con analoghi nucleosidici
mediante reazione di Mitsunobu

A 0.2 g (0.19 mmol) del supporto 4 sono stati aggiunti 0.56 mmol di nucleoside
14 sciolti in 600 pL di solvente anidro (THF, DCM, benzene) e il complesso
azacomposto/fosfina, preparato a parte sciogliendo 1.90 mmol di fosfina in 600 pL di
solvente anidro e aggiungendo 1.90 mmol di azacomposto, mantenendo la miscela a
0°C per 20 min. e poi a 25 °C per altri 10 min. La miscela ¢ stata tenuta sotto
agitazione per circa 5 ore alle temperature di 0°C, 25°C, e 80°C. Il supporto
risultante, dopo ripetuti lavaggi con DCM, ¢ stato seccato a pressione ridotta e
trattato per 30 minuti a 25 °C con la miscela Py/Ac,0O (8:2, v/v). Il supporto ¢ stato
poi lavato ripetutamente con DCM e seccato a pressione ridotta.

La funzionalizzazione ¢ stata valutata spettroscopicamente mediante misure di
assorbanza a A=472 nm del catione Mmtr (e=46773 cm'M") rilasciato per
trattamento acido prolungato di 4 ore (HCIO4/EtOH, 6:4, v/v) di campioni seccati e
pesati di supporto 16 (Figura 19) ed ¢ risultata in media di 0.32 meq/g.

Accoppiamneto con Fmoc-Tyr-OH

35 mg (0.11 mmol) del supporto solido 16 sono stati deprotetti dal gruppo Mmtr
per trattamento con una soluzione all’1% di DCA in DCM. Il supporto ¢ stato poi
lavato ripetutamente con DCM e seccato a pressione ridotta. Alla resina, sospesa in
50 pL di DMF sono stati dunque aggiunti 17 mg (1.0 mmol) di HOBt,
precedentemente anidrificato, sciolto in 100 pL. di DMF anidra, 44 mg (1.0 mmol) di
Fmoc-Tyr-OH, 38 mg (1.0 mmol) di HATU e 26 uL (1.5 mmol) di DIPEA. La
miscela ¢ stata tenuta sotto agitazione per circa 12 ore a 25 °C. Il supporto ottenuto,
dopo ripetuti lavaggi con DCM, ¢ stato seccato a pressione ridotta.

La funzionalizzazione media, valutata spettroscopicamente mediante misure di
assorbanza a A=301 nm del fluorenile (e=7800 cm'M™) rilasciato per ripetuti
trattamenti basici da 5 minuti ciascuno (piperidina/DMF al 20%) di campioni seccati
e pesati del supporto, ¢ risultata essere di 0.31 meq/g, corrispondenti a una resa
media del 98 %. Sul supporto sono stati effettuati ripetuti trattamenti da 5 minuti
ciascuno con una soluzione al 20% di piperidina in DMF fino a completa rimozione
dell’Fmoc. Il supporto ¢ stato successivamente trattato per 30 minuti a 25 °C con la
miscela piridina/Ac,0 (8:2, v/v) ed infine lavato ripetutamente con DCM e seccato a
pressione ridotta.
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Successivamente, la resina ¢ stata trattata con una soluzione di NH4OH 17 M per
18 ore a 65° C. Il distaccato ¢ stato seccato a pressione ridotta, ridisciolto in CH;0H,
e purificato su lastra semipreparativa usando come eluente CHCI3/CH3;OH (8:2, v/v).
Il prodotto purificato ¢ stato caratterizzato mediante dati 'H NMR ed ESI-MS.

'H NMR (CD;OD, 500 MHz): 7.38 (1H, singoletto, H-6), 6.70-6.62 (4H,
multipletto, protoni aromatici della tirosina),5.95 (1H, tripletto, H-1’, J;-.=6.4 Hz)
4.50 (1H, multipletto, H-4"), 3.85-3.75 (2H, multipletto, H-3’ ¢ H-a della tirosina),
3.40 (2H, multipletto, CH; della tirosina,), 2.94 (2H, multipletto, H»-5"), 2.23 (2H,
multipletto, H,-2"), 1.92 (3H, singoletto, CH; dell’acetile), 1.90 (3H, singoletto, CH;
della timidina).

Massa calcolata per C,1H2sN7Og: 471.47.
ESI-MS [M+H]": m/z 472.62.

ESI-MS [M+Na]": m/z 494.60.

ESI-MS [M+K]": m/z 510.55.

Accoppiamento con Fmoc-Lys(Fmoc)-OH

35 mg (0.1 mmol) del supporto solido 16 sono stati deprotetti dal gruppo Mmtr
per trattamento con una soluzione all’1% di DCA in DCM. Il supporto ¢ stato poi
lavato ripetutamente con DCM e seccato a pressione ridotta. Alla resina, sospesa in
50 uL di DMF, sono stati dunque aggiunti 17 mg (1.0 mmol) di HOBEt,
precedentemente anidrificato, sciolto in 100 puL. di DMF anidra, 65 mg (1.0 mmol) di
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, 38 mg (1.0 mmol) di HATU e 26 pL (1.5 mmol) di DIPEA.
La miscela ¢ stata tenuta sotto agitazione per circa 12 ore a 25 °C. Il supporto
ottenuto, dopo ripetuti lavaggi con DCM, ¢ stato seccato a pressione ridotta.

La funzionalizzazione media, valutata spettroscopicamente mediante misure di
assorbanza a A=301 nm del fluorenile (e=7800 cm'M™) rilasciato per ripetuti
trattamenti basici da 5 minuti ciascuno (piperidina/DMF al 20%) di campioni seccati
e pesati del supporto, ¢ risultata essere di 0.28 meq/g, corrispondenti a una resa
media dell’88 %. Sul supporto sono stati effettuati ripetuti trattamenti da 5 minuti
ciascuno con una soluzione al 20% di piperidina in DMF fino a completa rimozione
dell’Fmoc.

Dopo ripetuti lavaggi con CH,Cl,, la resina ¢ stata trattata con una soluzione di
NH4OH 17 M per 18 ore a 65° C. Il distaccato ¢ stato seccato a pressione ridotta,
ridisciolto in H,O con lo 0.1% di TFA, filtrato e purificato per HPLC su colonna a
fase inversa NUCLEOSIL 100-5-C8. Per I’eluizione del grezzo ¢ stato usato un
gradiente lineare da 0% al 100% di CH3CN in H,O contenente lo 0.1% di TFA in 60
minuti con flusso 0.8 ml/min e rivelazione a A=260 nm. Il prodotto purificato ¢ stato
caratterizzato mediante dati '"H NMR ed ESI-MS.

'H NMR (CD;0D, 500 MHz): 7.40 (1H, singoletto, H-6), 5.97 (1H, tripletto, H-
1’) 4.45 (1H, multipletto, H-4"), 3.56 (1H, tripletto, CH a della lisina), 3.73 (1H,
multipletto, H-3"), 2.77 (2H, multipletto, CH, ¢ della lisina), 2.95 (2H, multipletto,
H,-57), 2.23 (2H, multipletto, H»-2"), 1.90 (3H, singoletto, CH; della timidina), 1.73-
1.43 (6H, multipletto, CH, B3,7,0 della lisina).
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Massa calcolata per C15H26NgO4: 394.43.
ESI-MS [M+H]": m/z 395.40.

ESI-MS [M+Na]": m/z 417.38.

ESI-MS [M+K]": m/z 433.31.

Accoppiamento con acido Ferrocenecarbossilico

35 mg (0.1 mmol) del supporto solido 16 sono stati deprotetti dal gruppo Mmtr
per trattamento con una soluzione all’1% di DCA in DCM. 1l supporto ¢ stato poi
lavato ripetutamente con DCM e seccato a pressione ridotta. Alla resina, sospesa in
50 pL di DMF, sono stati dunque aggiunti 17 mg (1.0 mmol) di HOBt,
precedentemente anidrificato, sciolto in 100 uLL di DMF anidra, 25 mg (1.0 mmol) di
Fmoc-acido-ferracene-carbossilico, 38 mg (1.0 mmol) di HATU e 26 uL (1.5 mmol)
di DIPEA. La miscela ¢ stata tenuta sotto agitazione per circa 12 ore a 25 °C. Il
supporto ottenuto, dopo ripetuti lavaggi con DCM, ¢ stato seccato a pressione ridotta.

La resina ¢ stata trattata con una soluzione di NH; in MeOH 7 M per 12 ore a 65°
C. Il distaccato ¢ stato seccato a pressione ridotta ed ¢ stato trattato con una soluzione
di NH4OH 17 M per 48 ore a 65°C. Il distaccato ¢ stato seccato a pressione ridotta,
risciolto in CHCls, filtrato e purificato per HPLC su colonna a fase diretta
NUCLEOSIL 50-7. L’eluizione del grezzo ¢ stata effettuata in isocratica con il 2% di
CH30H in CHCI; con un flusso di 1 mL/min e rivelazione a A=260 nm. Il prodotto
purificato ¢ stato caratterizzato mediante 'H NMR e ESI-MS.

'H NMR (CDCls, 500 MHz): 7.03 (1H, singoletto, H-6), 5.88 (1H, tripletto, H-1",
Ji'»=6.4 Hz), 5.09 (1H, doppietto, H-3’, J=4.2 Hz), 4.82 (1H, singoletto, H
ciclopentadienile del ferrocene), 4.72 (1H, singoletto, H ciclopentadienile del
ferrocene), 4.59 (2H, singoletto, H ciclopentadienile del ferrocene), 4.35 (5H,
singoletto, H ciclopentadienile del ferrocene), 3.99-3.70 (3H, segnali sovrapposti, H-
4’e H,-5%), 2.75-2.15 (2H, multipletto, H,-2’), 1.90 (3H, singoletto, CH;3 della
timidina).

BC NMR (CDCls, 125 MHz): 188.60 (C carbonilico ferrocene), 163.19 (C-4),
150.85 (C-2), 135.42 (C-6), 111.00 (C-5), 88.72 (C-4’), 82.82 (C-1"), 70.74, 69.75,
68.56, 60.91 (C ferrocene) 68.05 (C-37), 40.71 (C-2’), 36.34 (C-5"), 13.16 (CHj della
timidina).

Massa calcolata per Cz1HzFeNgOq4: 478.29.
ESI-MS [M+H]": m/z 479.30.

ESI-MS [M+Na]": m/z 501.27.

ESI-MS [M+K]": m/z 517.22.
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Accoppiamento con acido metil-a-2,3,4-tri-O-acetilglucuronico

35 mg (0.1 mmol) del supporto solido 16 sono stati deprotetti dal gruppo Mmtr
per trattamento con una soluzione all’1% di DCA in DCM. Il supporto ¢ stato poi
lavato ripetutamente con DCM e seccato a pressione ridotta. Alla resina, sospesa in
50 pL di DMF, sono stati dunque aggiunti 17 mg (1.0 mmol) di HOBt,
precedentemente anidrificato, sciolto in 100 uL di DMF anidra, 38 mg (1.0 mmol) di
acido metil —a-2,3,4-tri-O-acetilglucuronico, 38 mg (1.0 mmol) di HATU e 26 uL
(1.5 mmol) di DIPEA. La miscela ¢ stata tenuta sotto agitazione per circa 12 ore a 25
°C. Il supporto ottenuto, dopo ripetuti lavaggi con DCM, ¢ stato seccato a pressione
ridotta.

La resina ¢ stata trattata con una soluzione di NH4OH 17 M per 18 ore a 65°C. Il
distaccato ¢ stato seccato a pressione ridotta risciolto in CH3OH ed ¢ stato purificato
su lastra semipreparativa usando come eluente 85:15 (v/v) CHCI;/CH;0H. 11
prodotto purificato ¢ stato caratterizzato mediante 'H NMR e ESI-MS,

'H NMR (CD;0D, 500 MHz): 7.52 (1H, singoletto, H-6), 6.14 (1H, tripletto, H-
17), 6.14 (1H, tripletto, H-1", J;-»=6.6 Hz), 4.72 (1H, doppietto, H-1 residuo di acido
glucuronico, J=3.6 Hz), 4.24 (1H, quadrupletto, H-3’, J=6.8 Hz), 3.39 (3H,
singoletto, OCHj3 glucuronico), 3.89 (1H, quadrupletto, H-4’, J=5.0 Hz ), 3.79-3.41
(6H, segnali sovrapposti, H>-5’e H-2, H-3, H-4 del residuo di acido glucuronico),
2.37 (2H, multipletto, H-2"), 1.92 (3H, singoletto, CHs della timidina);

3C NMR (CD;OD, 125 MHz): 173.08 (C carbonilico glucuronico), 166.39 (C-4),
152.26 (C-2), 13436 (C-6), 112.08 (C-5), 109.89 (C-1 del residuo di acido
glucuronico), 86.05 (C-4’), 83.69 (C-1°), 74.77, 73.75, 73.02, 72.66 (C-2, C-3, C-4,
C-5 del residuo di acido glucuronico), 62.29 (C-3’), 56.17 (OCH3; del glucuronico),
41.28 (C-2°),37.39 (C-5), 12.35 (CH3 della timidina).

Massa calcolata per C17H24NgOq: 453.41.
ESI-MS [M+H]": m/z 454.42.
ESI-MS [M+Na]": m/z 476.35.

PARTE SPERIMENTALE PGR 2.7
Funzionalizzazione del supporto con I’acido 3-cloro-4-idrossifenilacetico (2)

500.0 mg di resina Tentagel®-NH2 HL (0.41 meq/g, 0.20 mmol) sono fatti reagire
con una miscela di 382.0 mg (2.0 mmol) di acido 3-cloro-4-idrossifenilacetico, 317
uL (2.0 mmol) di DIC, 352 pL di DIEA e 313.6 mg (2.0 mmol) di N-
idrossibenzotriazolo (HOBt-H,0), sciolti in 4 mL di piridina anidra per 18 ore a t.a.
Successivamente il supporto ¢ stato lavato ripetutamente con DCM, CH3;0H e Et,0 e
seccato a pressione ridotta. Il test di Kaiser, eseguito su quantita seccate e pesate del
supporto ha consentito di determinare che 1’incorporazione del linker, ¢ risultata
pressocché quantitativa. Dopo acetilazione con Ac,0 in piridina a t.a. per 30 minuti,
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il supporto ¢ stato trattato con ammoniaca acquosa concentrata (28%) a 50° C per 1
ora.

Incorporazione della 5’-O-(2-cianoetil)-N,N-diisopropil-fosforammidito-3’-O-
(4,4’-dimetossitrifenilmetil)- timidina

A 500 mg (0.41 meq/g, 0.20 mmol) di supporto 2 sono stati aggiunti 4.5 mL (2.03
mmol) della soluzione attivante del sintetizzatore (0.45 M tetrazolo in CH3CN) e 224
mg (0.31 mmol) di 5’-O-(2-cianoetil)-N,N-diisopropil-fosforammidito-3’-O-(4,4’-
dimetossitrifenilmetil)-timidina. Dopo 1 ora il supporto ¢ stato lavato con CH3;CN e
trattato con 5 mL della soluzione ossidante del sintetizzatore (I./piridina/H,O/THF)
per 5 min. Dopo ripetuti lavaggi con CH3CN, DCM e Et,0, il supporto 3 risultante ¢
stato seccato a pressione ridotta.

La completa ossidazione del fosfito triestere a fosfato triestere del supporto 3 ¢
stata monitorata mediante analisi >'P NMR della resina sospesa in CDCls: ¢ stata
osservata la scomparsa del segnale a 135 ppm e la comparsa di un segnale a 4 ppm.
Le rese di incorporazione del nucleotide nel supporto 2, sono state valutate mediante
test spettrofotometrico del catione DMT su quantita pesate di supporto secco 3, e
sono risultate sempre comprese tra 70-80% (0.28-0.32 meq/g).

Il supporto 3 ¢ stato trattato con una soluzione all’1% di DCA in DCM per
rimuovere il gruppo DMT e acetilato per trattamento con Ac,0 in piridina 1:1 (v/v).
Successivamente il supporto ¢ stato trattato con una soluzione di Et;N/piridina 1:1
(v/v) per 1 ora a 50° C per rimuovere il cianoetile dal fosfato. La completa
deprotezione ¢& stata confermata mediante analisi >'P NMR del supporto sospeso in
CDCl; dalla coalescenza dei due segnali del P(V) chinale, in un segnale a circa -3

Procedura generale per la sintesi in fase solida di nucleosidi 5 fosfodiesterei 5-8

30 mg (0.28 meq/g, 0.0084 mmol) di supporto 4 secco sono stati lavati con
piridina anidra e poi trattati con una miscela di 0.084 mmol dell’alcol prescelto e 25
mg (0.084 mmol) di 1-mesitilenesulfonil-3-nitro-1,2,4-triazolo (MSNT) in 300 puL di
piridina anidra per 12 ore a t.a. Dopo ripetuti lavaggi con piridina, CH;OH, DCM e
Et,0, gli analoghi sintetizzati sono stati distaccati dal supporto mediante trattamento
con ammoniaca acquosa concentrata a 50 °C per 5 ore.

Procedura generale per la sintesi in fase solida di nucleosidi 5’ fosforammidato
(9-12)

30 mg (0.28 meq/g, 0.0084 mmol) di supporto 4 secco sono stati lavati con
piridina anidra. Il supporto ¢ stato, poi, trattato con 1 mL di una soluzione di p-tosil
cloruro (0.2 M p-TsCl, 0.4 M N-metil imidazolo in piridina) per 15 min a t.a. per
generare |’estere attivato e, in seguito ad opportuni lavaggi con piridina anidra,
trattato con 1 mL di una soluzione dell’ammina prescelta (0.45 M in piridina). Dopo
lavaggi con piridina, CH;0H, DCM e Et,0, gli analoghi desiderati sono stati
distaccati dal supporto mediante trattamento con ammoniaca acquosa concentrata a
50 °C per 5 ore.
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I grezzi distaccati sono stati analizzati mediante HPLC con una colonna in fase
inversa. In tutti i casi, 1 profili HPLC degli analoghi distaccati hanno evidenziato la
presenza di un unico picco che integra per il 90 % dell’area totale dello spettro.
Tipicamente, in un esperimento, a partire da 30 mg di supporto 4 ¢ stato possibile
ottenere 2-4 mg degli analoghi desiderati puliti. Le rese di recupero degli analoghi 5 -
12, valutate mediante analisi UV quantitativa a 260 nm, sono sempre state comprese
tra il 70-80%, riferite alla funzionalizzazione iniziale del supporto.

Timidina 5’-HEG (5)

'H NMR (D,0, 400 MHz): 7.78 (1H, singoletto, H-6 T), 6.39 (1H, doppio
doppietto, H-1" T, J = 7.2 e 7.2 Hz,), 4.63 (1H, multipletto, H-3* T), 4.21 (1H,
multipletto, H-4" T), 4.13 (2H, multipletto, H,-5" T), 4.05 (2H, multipletto,
CH,OPO:»), 3.87-3.67 (22H, segnali sovrapposti, OCH, residuo dell’esaetilenglicole),
2.42 (2H, multipletto, H»-2" T), 1.97 (3H, singoletto, CH3 T).

3P NMR (D0, 161.98 MHz): 3.3.

Massa calcolata per CoH3gN2O14P : 586.21.
ESI-MS [M-H]: m/z 585.50.

Timidina 5’-cicloesanolo (6)

'H NMR (D,0, 400 MHz): 7.79 (1H, singoletto, H-6 T), 6.41 (1H, doppio
doppietto, J = 6.8 ¢ 6.8 Hz, H-1’ T), 4.66 (1H, multipletto, H-3> T), 4.22 (1H,
multipletto, H-4’ T), 4.11 (3H, segnali sovrapposti, CH cicloesanolo e H»-5" T), 2.46
(2H, multipletto, H,-2" T), 1.99 (3H, singoletto, CHs T), 1.73 (4H, m, 2CH2-CH-0),
1.44-1.24 (6H, segnali sovrapposti, altri 3 CH, del cicloesanolo).

3P NMR (D,0, 161.98 MHz): 2.7.

Massa calcolata per C15H2sN2OgP : 404.13.
ESI-MS [M-H]: m/z 403.42.

Timidina 5’-mannosio (7a e 7b)

'H NMR (D,0, 400 MHz) 7a e 7b come miscela: 7.84 ¢ 7.82 (due singoletti, H-6
T), 6.41 (doppio doppietto, H-1’ T, J = 6.8 ¢ 6.8 Hz), 5.06 e 5.03 (due singoletti, H-1
mannosio), 4.65 (multipletto, H-3" T), 4.31 — 3.74 (segnali sovrapposti, H-4’ ¢ H,-5’
T e H-2, H-3, H-4, H-5 ¢ H,-6 mannosio), 3.49 e 3.46 (due singoletti, 1-OCHj3
mannosio), 2.43 (multipletto, H,-2” T), 1.99 e 1.98 (due singoletti, CHs T), 1.58,
1.55, 1.45 e 1.42 (due singoletti, CHj3 acetonide).

3P NMR (D0, 161.98 MHz): 3.5, 2.7.

Massa calcolata per CyH31N2O13P: 538.16.
ESI-MS [M-H]: m/z 537.39.
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Timidina 5’-colesterolo (8)

'H NMR (CD;OD, 400 MHz): 7.79 (1H, singoletto, H-6 T), 6.35 (1H, doppio
doppietto, H-1" T, J = 6.4 ¢ 6.4 Hz), 5.32 (1H, multipletto, H-6 colesterolo), 4.50
(1H, multipletto, H-3* T), 4.04-3.90 (3H, segnali sovrapposti, H-4’ e H,-5" T), 3.65
(1H, singoletto, H-3 colesterolo), 2.30 (2H, multipletto, H»-2 T), 2.20-0.65 (segnali
complessi del colesterolo), 1.94 (3H, singoletto, CH3 T).

3P NMR (CD;0D, 161.98 MHz): 2.6.

Massa calcolata per C3;HsgN2OgP: 690.40.
ESI-MS [M-H]: m/z 689.78.

Timidina 5’-butilammina (9)

'H NMR (CD;OD, 400 MHz): 7.89 (1H, singoletto, H-6 T), 6.35 (1H, doppio
doppietto, H-1’ T, J = 6.4 ¢ 6.4 Hz), 4.52 (1H, multipletto, H-3> T), 4.03 (1H,
segnale slargato, H-4’ T), 3.96 (2H, segnale slargato, H,-5" T), 2.86 (2H, multipletto,
CH,-NH), 2.33-2.18 (2H, multipletto, H,-2" T), 1.95 (3H, singoletto, CH; T), 1.46
(2H, multipletto, CH3;-CH,-CH,-CH,-NH), 1.32 (2H, multipletto, CH3-CH,-CH,-
CH,-NH), 0.89 (3H, tripletto, J = 7.2 Hz, CHj3 del butile).

1P NMR (CD;0D, 161.98 MHz): 11.5.

Massa calcolata per C14H24N3O7P: 377.14.
ESI-MS [M-H]: m/z 376.34.

Timidina 5’-geranilammina (10)

'H NMR (CD;0OD, 400 MHz): 7.89 (1H, doppietto, H-6 T, J=1.2 Hz,), 6.35 (1H,
doppio doppietto, H-1"T, J = 8.0 ¢ 6.0 Hz), 5.29 (1H, tripletto, CH-CH,NH olefinico,
J =7.6 Hz), 5.08 (1H, tripletto apparente, CHCH,CH, olefinico, J = 1.2 ¢ 1.6 Hz),
4.51 (1H, multipletto, H-3* T), 4.02 (1H, multipletto, H-4* T), 3.97 (2H, tripletto
apparente, H,-5" T, ] = 4.4 ¢ 2.8 Hz), 3.48 (2H, tripletto, CH,-NH, J = 8.0 Hz), 2.33-
2.15 (2H, multipletto, H,-2 T), 2.06 (2H, tripletto, CH,-CH,, J = 7.6 Hz), 1.98-1.93
(5H, segnali sovrapposti, CH; T e CH,-CH,), 1.65, 1.61, 1.58 (3H ciascuno,
singoletto, 3 x CH3).

1P NMR (CD;0D, 161.98 MHz): 11.2.

Massa calcolata per CyH3,N3O7P: 457.20.
ESI-MS [M-H]: m/z 456.35.

Timidina 5’-fenilalanina (11)

'H NMR (CD;OD, 400 MHz): 7.85 (1H, singoletto, H-6 T), 7.36-7.24 (5H,
multipletto, protoni aromatici Phe), 6.33 (1H, doppio doppietto, H-1" T, J = 6.0 ¢ 6.0
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Hz), 4.60 (1H, multipletto, H-3" T), 4.05 (1H, multipletto, CH a Phe), 3.95 (1H,
multipletto, H-4’ T), 3.93 (2H, multipletto, H,-5" T), 3.63 (2H, CH; Phe), 3.10 (2H,
multipletto, CH,-NH), 2.65 (2H, multipletto, CH,-CH,NH), 2.30-2.15 (2H,
multipletto, H,-2’ T), 1.91 (3H, singoletto, CH3 T), 1.60 (2H, multipletto, CH,-CH3),
0.90 (3H, tripletto, J = 7.2 Hz, CH3).

1P NMR (CD;0D, 161.98 MHz): 6.6.

Massa calcolata per Co3H33N4OgP: 524.20.
ESI-MS [M-H]: m/z 523.47.

Timidina 5’-benzilammina (12)

'H NMR (CD;OD, 400 MHz): 7.84 (1H, singoletto, H-6 T), 7.36-7.17 (5H,
multipletto, protoni aromatici), 6.32 (1H, doppio doppietto, H-1" T, J = 8.0 ¢ 6.0 Hz),
4.65 (2H, sistema AB, CH,-Ph ) 4.41 (1H, multipletto, H-3 T), 3.98 (1H,
multipletto, H-4’T), 3.93 (2H, multipletto, H,-5" T), 2.25-2.13 (2H, multipletto, H,-
2’ T), 1.93 (3H, singoletto, CH3 T).

3P NMR (CD;0D, 161.98 MHz): 10.8.

Massa calcolata perC;7H2,N3O7P: 411.12.
ESI-MS [M-H]: m/z 410.26.
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PARTE SPERIMENTALE

CAPITOLO 2

Procedure generali

Le misure UV e gli esperimenti di denaturazione termica sono state effettuate su
uno spettrofotometro JASCO V-530, munito di un programmatore di temperatura
ETC-505T.

Gli spettri 'H e >C NMR sono stati registrati su spettrometri Bruker WM 400,
Varian-Gemini 200 e 300 e INOVA 500; tutti i chemical shift sono espressi in ppm
utilizzando come riferimento il segnale residuo del solvente; le costanti di
accoppiamento (J) sono espresse in Hz.

Gli spettri >'P-NMR, sono stati registrati a 161.98 MHz su uno spettrometro
Bruker WM-400 utilizzando H3;PO, all’85% come standard esterno.

Gli spettri di massa sono stati determinati con uno spettrometro Waters
Micromass ZQ equipaggiato con una sorgente elettrospray. Gli spettri di massa
MALDI-TOF sono stati determinati con uno spettrometro Voyager Perseptive
MALDI DE-PRO in modalita lineare utilizzando come matrice una miscela di acido
picolinico e 3-idrossipicolinico.

Le TLC sono state eseguite su lastrine analitiche di silice Merk (Kieselgel 40
F254) ed 1 prodotti sono stati visualizzati mediante luce UV a A= 254 nm. Per le
cromatografie su colonna ¢ stata utilizzata silice Merk (Kieselgel 60, 0.063-0.200
mm).

L’1,3-propanditiolo ¢ stato distillato prima dell’uso; il supporto solido Tentagel®
(TG-NH,, 0.29 meq/g) ¢ un prodotto acquistato alla Novabiochem; il supporto solido
LCAA-CPG-NH; ¢ un prodotto acquistato alla Sigma.

La funzionalizzazione dei supporti ¢ stata condotta in una piccola colonna di vetro
di 7 cm di lunghezza e 1 cm di diametro interno, munita ad un’estremita di filtro di
vetro e rubinetto e all’altra di tappo.

Gli ODN sono stati sintetizzati su un sintetizzatore Expedite PerSeptive
Biosystems, utilizzando come unita di accrescimento 2’-deossinucleosidi-3’-O-(2-
cianoetil)-N,N-diisopropil-fosforoammidito acquistati dalla Applied Biosystems.

Le analisi HPLC degli analoghi sintetizzati sono state condotte su un apparecchio
Beckman System Gold munito di rivelatore UV Beckman mod. 166 e di un
integratore Shimadzu Chromatopac C-R6A.

PARTE SPERIMENTALE PGR 2.1-2.6
B-1-azido-4,6-benziliden-D-glucopiranosio (2)

1.0 g (2.40 mmol) di a-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucosio, sciolti in 7 mL di
DMF anidra, ¢ stato trattato con 470 mg (7.3 mmol) di sodio azide a 50 °C per 2 ore.

161



Dopo 2 ore la miscela di reazione ¢ stata seccata a pressione ridotta e purificata
mediante cromatografia su colonna di gel di silice sospesa in acetone ed eluita con
CH,Cl; dallo 0 % al 3 %. Sono stati recuperati 857 mg di -1-azido-2,3,4,6-tetra-O-
acetil D-glucosio (2.3 mmol, 95 %).

Il prodotto ottenuto (857 mg, 2.3 mmol) ¢ stato trattato con 2 mL di NH3/MeOH 7
N a 50 °C per 18 ore. La miscela ¢ stata seccata sotto vuoto e poi ridisciolta in 7 mL
di DMF anidra, trattata con 20 mg (0.11 mmol) di PTSA e 570 pL (4.6 mmol) di a,0-
dimetossitoluene a 50 °C per 6 ore. La miscela di reazione ¢ stata seccata a pressione
ridotta e purificata mediante cromatografia su una colonna di gel di silice eluita con
acetone in CH,Cl, dal 5 % al 10 %. Sono stati recuperati 685 mg (1.84 mmol, 80 %)
del composto 2.

'"H NMR (500 MHz, CD;OD): & 7.50-7.33 (5H, segnali complessi, protoni
aromatici), 5.57 (1H, singoletto, PhCH), 4.64 (1H, doppietto, H-1, J = 9.0 Hz), 4.30
(1H, multipletto, H-5), 3.79 (1H, tripletto, H-6,, J = 10.5 ¢ 10.0 Hz), 3.67 (1H,
tripletto, H-4, J = 8.5 ¢ 9.5 Hz), 3.55 (1H, multipletto, H-6y), 3.49 (1H, tripletto, H-2,
J=9.0e9.5 Hz), 3.31 (1H, tripletto, H-3,J=9.0 ¢ 9.5 Hz).

BC NMR (125 MHz, CD;0OD): & 139.49, 130.45, 129.91, 129.53 ¢ 128.00
(carboni aromatici), 103.41 (PhCH), 92.96 (C-1B), 82.33 (C-2), 76.03 (C-3), 75.17
(C-4), 70.17 (C-5), 69.89 (C-6).

Massa calcolata per Ci3H 5sN30Os: 293.27.
ESI-MS [M+Na]™: m/z 316.40.
[M+K]": m/z 332.51.

p-1-azido-2,3-di-O-acetil-D-glucopiranosio (3)

Il composto 2 (685 mg, 1.84 mmol) ¢ stato trattato con 2 mL di Ac,O in 3 mL di
piridina anidra a t.a. Dopo 1 ora, la miscela di reazione ¢ stata seccata a pressione
ridotta e il grezzo ¢ stato trattato con 5 mL di TFA/H,O/DCM (1:0.5:10 v/v/v) a0 °
C per 3 ore. La reazione ¢ stata bloccata con piridina, seccata a pressione ridotta e
purificata mediante cromatografia su una colonna di gel di silice eluita con CH;0H
in CHCI; dall’l % al 5 %. Sono stati recuperati 477 mg (1.65 mmol, 90 %) di
prodotto 3.

'"H NMR (500 MHz, CDsOD): 6 5.09 (1H, tripletto, H-3, J = 9.5 ¢ 9.0 Hz), 4.81
(1H, doppietto, H-1, J = 5.5 Hz), 4.75 (1H, tripletto, H-2, J = 9.5 ¢ 9.0 Hz), 3.92-3.72
(2H, multipletto, H,-6), 3.61 (1H, tripletto, H-4, J = 9.5 e 9.5 Hz), 3.53 (1H,
multipletto, H-5), 2.04 e 2.03 (3H ciascuno, singoletto, COCHj3).

BC NMR (125 MHz, CD;0D): § 172.54 ¢ 171.68 (2 CO), 89.46 (C-1pB), 80.50
(C-5), 77.22 (C-3), 73.19 (C-2), 69.51 (C-4), 62.48 (C-6), 21.28 ¢ 21.05 (COCH3).

Massa calcolata per C1oH;5N307: 289.24.

ESI-MS [M+Na]™: m/z 312.16.
[M+K]": m/z 328.16.
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p-1-azido-2,3-di-O-acetil-6-0-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-D-glucopiranosio (4)

477 mg (1.64 mmol) di prodotto 3, sciolti in 4 mL di piridina anidra, sono stati
trattati con 670 mg (1.98 mmol) di DMTCI e 10 mg (0.08 mmol) di DMAP a 25 °C
per 18 ore. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di metanolo e la miscela
risultante concentrata sotto vuoto e purificata mediante una cromatografia su una
colonna di gel di silice eluita con acetato di etile in benzene /Py (1:0.5 v/v) dal 5% al
15%. Sono stati recuperati 827 mg (1.40 mmol, 85 %) di prodotto 4.

'"H NMR (500 MHz, CDCl;): & 7.45-6.84 (13H, segnali complessi, protoni
aromatici), 5.06 (1H, tripletto, H-3, J = 9.0 ¢ 10.0 Hz), 4.91 (1H, tripletto, H-2, J =
9.0 € 9.5 Hz), 4.60 (1H, doppietto, H-1, J = 8.5 Hz), 3.84 (1H, tripletto, H-4, J = 10.0
e 9.0 Hz), 3.82 (6H, singoletto, OCH3), 3.56 (1H, multipletto, H-5), 3.45 (2H,
multipletto, H»-6), 2.09 e 2.08 (3H ciascuno, singoletti, COCH3).

BC NMR (125 MHz, CDCls):  170.83 ¢ 169.44 (2 CO), 158.50, 144.19, 135.29,
129.90, 129.86, 127.87, 126.86 e 113.17 (carboni aromatici), 87.47 (C-1pB), 86.68
(carbonio quaternario del gruppo DMT), 76.22 (C-5), 74.98 (C-3), 70.75 (C-2), 70.17
(C-4), 63.21 (C-6), 55.08 (OCH3), 20.66 ¢ 20.51 (COCHj3).

Massa calcolata per C;1H33N307: 591.61.
ESI-MS [M+Na]": m/z 614.15.
[M+K]": m/z 530.31.

p-1-azido-2,3-di-O-acetil-6-0-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-4-O-succinil-D-
glucopiranosio (5)

827 mg (1.40 mmol) di composto 4, disciolti in 4 mL di piridina anidra, sono stati
trattati con 630 mg (6.21 mmol) di anidride succinica ¢ 10 mg (0.074 mmol) di
DMAP a 25 °C per 18 ore. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di acqua,
concentrata a pressione ridotta e lavata per tre volte con CHCl;. La fase organica ¢
stata recuperata e caricata su una colonna di gel di silice eluita con CH3;OH in
CHCI5/Py (1:0.05, v/v) dal 2 % al 10 %. Sono stati recuperati 870 mg del composto 5
(1.26 mmol, 90 %).

'"H NMR (500 MHz, CDCl3): & 7.45-6.82 (13H, segnali complessi, protoni
aromatici), 5.30 (1H, tripletto, H-4, J = 10.0 e 10.0 Hz), 5.19 (1H, tripletto, H-3, J =
10.0 e 10.0 Hz), 5.01 (1H, tripletto, H-2, J = 9.0 e 9.0 Hz), 4.65 (1H, doppietto, H-1,
J=8.5 Hz), 3.77 (6H, singoletto, OCH3), 3.69 (1H, multipletto, H-5), 3.33-3.09 (2H,
multipletto, H,-6), 2.49-2.38 (4H, m, CH, gruppo succinico), 2.07 ¢ 1.97 (3H
ciascuno, singoletti, COCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls): & 170.27 e 170.23 (2 CO), 158.39, 144.34, 135.64,

129.25, 128.21, 127.75, 126.72 e 113.03 (carboni aromatici), 87.36 (C-1p), 86.02
(carbonio quaternario del gruppo DMT), 75.51 (C-5), 72.57 (C-3), 70.94 (C-2), 68.18
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(C-4), 61.42 (C-6), 55.05 (OCH3;), 28.69 e 28.61 (CH; gruppo succinico), 20.44 ¢
20.38 (COCH3).

Massa calcolata per C3sH37N3012: 691.68.
ESI-MS [M-H]: m/z 690.38.

p-1-azido-2,3,4-tri-O-acetil-6-O-tert-butildimetilsilil-D-glucopiranosio (7)

390 mg (1.9 mmol) di B-1-azido-glucosio, disciolti in 5 mL di DMF anidra, sono
stati trattati con 420 mg (2.8 mmol) di TBDMSCI e 258 mg (3.8 mmol) di imidazolo
a t.a. per 18 ore. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di acqua a 0 °C ¢ la
miscela risultante, ripresa in 100 mL di CHClIs, ¢ stata lavata per due volte con 5%
NaHCOs e poi con acqua. La fase organica ¢ stata recuperata e purificata su una
colonna di gel di silice eluita con il di 5 % CH3;OH in CHCIl;, Sono stati recuperati
488 mg (1.6 mmol, 85 %) di prodotto pulito. Il composto ¢ stato trattato direttamente
con 2 mL di Ac,0 in 3 mL di piridina anidra a t.a. per 3 ore. La reazione ¢ stata
bloccata per aggiunta di CH3;OH, seccata a pressione ridotta e purificata su una
colonna di gel di silice eluita con CHCI;3. Sono stati ottenuti 690 mg (1.60 mmol) di
prodotto 7 pulito.

"H NMR (400 MHz, CDCl;): & 5.17 (1H, tripletto, H-3, J = 9.6 ¢ 9.6 Hz), 5.06
(1H, tripletto, H-4, ] = 9.6 ¢ 9.6 Hz), 4.89 (1H, tripletto, H-2, ] = 9.2 ¢ 9.2 Hz), 4.55
(1H, doppietto, H-1, J = 8.8 Hz), 3.76-3.66 (2H, multipletto, H-6), 3.60 (1H,
multipletto, H-5), 2.03, 1.99 e 1.97 (3H ciascuno, singoletti, COCHs), 0.86 {9H,
singoletto, [(CH3);C]Si}, 0.04 e 0.028 [3H ciascuno, singoletti, Si(CHj3),].

13C NMR (100 MHz, CDCly): § 170.07, 169.07 ¢ 169.00 (3 CO), 87.55 (C-1B),
7678 (C-5), 72.87 (C-3), 7071 (C-2), 6820 (C-4), 61.93 (C-6), 25.63
{[(CH3);C]Si}, 20.42 (3 x COCH3), 18.17 [(CH3)5C], -5.54 [Si(CHa).].

Massa calcolata per C;gH3;N303Si: 445.54.
ESI-MS [M+Na]": m/z 468.15.
[M+K]": m/z 484.25.

Acido B-1-azido-2,3,4-tri-O-acetil-p-D-glucuronico (8)

690 mg (1.60 mmol) di composto 7 sono stati trattati con 3 mL di reattivo di Jones
(5 g CrOs/15 mL H,O/5 mL H,SO4) a -15 °C per 15 min, poi portati lentamente a t.a.
e lasciati per altre 3 ore. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di etanolo,
neutralizzata per aggiunta di una soluzione al 5 % di NaHCOs; e poi lavata con
CHCI;. La fase acquosa ¢ stata portata a pH = 2 con HCI 3 M e lavata due volte con
CHCIs. Le frazioni organiche sono state riunite e seccate a pressione ridotta. Sono
stati recuperati 497 mg (1.44 mmol, 90 %) di prodotto 8.

"H NMR (300 MHz, CDCls): & 5.30-5.25 (2H, segnali sovrapposti, H-3 ¢ H-4),

4.97 (1H, tripletto, H-2, ] = 8.6 ¢ 9.4 Hz), 4.75 (1H, doppietto, H-1, J = 8.8 Hz), 4.17
(1H, multipletto, H-5), 2.08, 2.05 ¢ 2.03 (3H ciascuno, singoletti, 3 x COCHs).
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13C NMR (75 MHz, CDCL): § 170.25, 169.74, 169.34 ¢ 169.12 (3 CO e COOH),
87.63 (C-1p), 73.25 (C-5), 71.76 (C-2), 70.16 (C-3), 68.63 (C-4), 20.29 (3 x
COCHS).

Massa calcolata per C1;H;5N309: 345.26.
ESI-MS [M-H]: m/z 344.18.

B-1-azido-lattosio peracetilato (10)

1.0 g (1.47 mmol) di lattosio peracetilato sono stati trattati con 86 pL (0.73 mmol)
di SnCly e 485 pL (3.67 mmol) di trimetilsililazide in 20 mL di CH,Cl, anidro e 1
mL di setacci molecolari 4A sotto atmosfera di azoto per 18 ore a t.a. La miscela di
reazione ¢ stata lavata due volte con 1 M KHSO,4 e poi con acqua. Le frazioni
organiche sono state riunite e seccate con MgSO, anidro. Sono stati ottenuti 879 mg
(1.32 mmol, 90 %) di composto 10.

'"H NMR (500 MHz, CDCl;): & 5.33 (1H, multipletto, H-4 Gal), 5.19 (1H,
tripletto, H-3 Glc, J = 9.0 e 9.0 Hz), 5.08 (1H, tripletto, H-2 Gal, J=8.5 ¢ 9.5 Hz),
4.94 (1H, doppio doppietto, H-3 Gal, J = 3.5 e 10.5 Hz), 4.84 (1H, tripletto, H-2 Gle,
J=9.5¢9.5Hz), 4.61 (1H, doppietto, H-1 Glc, J = 9.0 Hz), 4.47 (1H, doppietto, H-1
Gal, J = 7.5 Hz), 4.12-4.04 (4H, segnali sovrapposti, H,-6 Glc e H,-6 Gal), 3.86 (1H,
tripletto, H-5 Gal, J = 7.0 e 7.0 Hz), 3.80 (1H, tripletto, H-4 Glc, J = 9.5 ¢ 9.5 Hz),
3.69 (1H, multipletto, H-5 Glc), 2.08, 2.05, 2.04, 1.98, 1.97, 1.96 ¢ 1.87 (3 H
ciascuno, singoletti, 7 x COCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCls): & 170.13, 169.44, 169.86, 169.45, 169.31 ¢ 168.89
(CO), 100.93 (C-1B Gal), 87.53 (C-1PB Glc), 75.61 (C-4 Glc),74.63 (C-5 Glc), 72.36
(C-3 Glc), 70.82 (C-5 Gal), 70.75 (C-3 Gal), 70.58 (C-2 Glc), 68.89 (C-2 Gal), 66.43
(C-4 Gal), 61.56 (C-6 Gal), 60.62 (C-6 Glc), 20.62, 20.55, 20.44 ¢ 20.32 (COCH3).

Massa calcolata per C;sH35N3047: 661.57.
ESI-MS [M+Na]": m/z 684.17.
[M+K]": m/z 700.14.

4,6-benziliden-2,3-di-O-acetil-§-D-Galp(1—4)-p-1-azido-2,3,6-tri-O-acetil-D-
Glep (11)

879 mg (1.32 mmol) di prodotto 10, sono stati trattati con 6 mL di NH3/CH3OH 7
N per 18 ore a 50 °C. La miscela ¢ stata seccata a pressione ridotta, ridisciolta in7
mL di DMF anidra e trattati con 12 mg (0.06 mmol) di PTSA e 237 uL (1.58 mmol)
di a,0-dimetossitoluene a 50 °C per 6 ore. La miscela di reazione ¢ stata diluita con
AcOEt e lavata due volte con acqua. La fase organica ¢ stata seccata e poi acetilata
per trattamento con Py/anidride acetica 3:2 (v/v) per 1 ora a t.a. La miscela di
reazione ¢ stata concentrata a pressione ridotta e purificata su una colonna di gel di

silice eluita con CH,Cl, in acetone dall’l % al 10 %. Sono stati recuperati 612 mg
(0.92 mmol, 70 %) del prodotto 11.
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'H NMR (500 MHz, CDCls): & 7.44-7.37 (5H, segnali complessi, protoni
aromatici), 5.46 (1H, singoletto, PhCH), 5.25-5.20 (2H, segnali sovrapposti, H-2 Gal
e H-3 Glc), 4.90-4.87 (2H, segnali sovrapposti, H-3 Gal e H-2 Glc), 4.61 (1H,
doppietto, H-1 Glc, J = 9.0 Hz), 4.53 (1H, doppietto, H-6, Glc, J] = 12.0 Hz), 4.48
(1H, doppietto, H-1 Gal, J = 8.5 Hz), 4.33 (1H, doppietto, H-4 Gal, J = 3.5 Hz), 4.29
(1H, doppietto, H-6, Gal, J] = 11.0 Hz), 4.13 (1H, doppio doppietto, H-6, Glc, J= 5.0
Hz e 12.5 Hz), 4.05 (1H, doppietto, H-6, Gal, J=13.0 Hz), 3.81 (1H, tripletto, H-4
Gle, J= 9.5 and 9.5 Hz), 3.71 (1H, multipletto, H-5 Glc), 3.46 (1H, singoletto
slargato, H-5 Gal), 2.12, 2.10, 2.06, 2.05 e 2.03 (3H ciascuno, singoletti, 5 x
COCHa3).

13C NMR (125 MHz, CDCls): § 170.59, 170.14, 169.42, 168.77 e 160.85 (CO),
137.26, 129.12, 128.14 € 126.34 (carboni aromatici), 101.23 (PhCH), 100.94 (C-1B
Gal), 87.74 (C-1p Glc), 75.33 (C-4 Glc e C-5 Glc), 74.93 (C-4 Gal), 72.97 (C-3 Gle),
71.91 (C-2 Glc), 70.74 (C-3 Gal), 68.83 (C-2 Gal), 68.30 (C-6 Glc), 66.41 (C-5 Gal),
61.60 (C-6 Gal), 20.69 e 20.47 (COCHs).

Massa calcolata per Cy9H35N3045: 665.60.
ESI-MS [M+Na]": m/z 688.28.
[M+K]": m/z 704.21.

2,3-di-O-acetil-p-D-Galp(1—4)-p-1-azido-2,3,6-tri-O-acetil-D-Glcp (12)

612 mg (0.92 mmol) di composto 11 sono stati trattati con 5 mL di
TFA/H,O/DCM (1:0.5:10, v/v/v) a 0 °C per 3 ore. La reazione ¢ stata bloccata per
aggiunta di piridina, seccata a pressione ridotta e il residuo purificato su una colonna
di gel di silice eluita con CH30H in CHCI; dall’l % al 10 %. Sono stati recuperati
480 mg (0.83 mmol, 90 %) del composto 12.

"H NMR (500 MHz, CD;0D): & 5.21 (1H, tripletto, H-3 Glc, J= 9.5 ¢ 9.5 Hz),
5.14 (1H, multipletto, H-2 Gal), 4.87-4.81 (3H, segnali sovrapposti, H-3 Gal, H-2
Glc e H-1 Glc), 4.56 (1H, doppietto, H-1 Gal, J = 7.5 Hz), 4.54-4.18 (2H, sistema
ABX, H,-6 Glc), 4.06 (1H, doppietto, H-4 Gal, J = 2.5 Hz), 3.92 (1H, tripletto, H-4
Gle, J = 9.0 ¢ 9.0 Hz), 3.86 (1H, multipletto, H-5 Glc), 3.74 (2H, multipletto, H,-6
Gal), 3.62 (1H, tripletto, H-5 Gal, ] = 6.5 ¢ 6.5 Hz), 2.12, 2.09, 2.08, 2.07 ¢ 2.04 (3H
ciascuno, singoletti COCHs).

3C NMR (125 MHz, CD;OD): § 172.83 ¢ 171.81 (CO), 102.98 (C-1p Gal), 89.15
(C-1B Glc), 77.56 (C-4 Glc), 76.97 (C-5 Gal), 76.68 (C-5 Glc), 75.96 (C-3 Gal),
74.72 (C-3 Glc), 72.92 (C-2 Gle), 71.69 (C-2 Gal), 68.01 (C-4Gal), 63.99 (C-6 Glc),
62.17 (C-6 Gal), 21.60, 21.29, 21.16 ¢ 20.99 (COCH3).

Massa calcolata per C;;H3N30;5: 577.49.

ESI-MS [M+Na']: m/z 600.15.
[M+K']: m/z 616.31.
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2,3-di-O-acetil-6-0-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-4-O-succinil--D-Galp(1—4)-§-
1-azido-2,3,6-tri-O-acetil-D-Glcp (13)

480 mg (0.83 mmol) di composto 12, disciolti in 4 mL di piridina anidra, sono
stati trattati con 337 mg (0.99 mmol) di DMTCI e 5 mg (0.04 mmol) di DMAP a 25
°C per 18 ore. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di metanolo e concentrata a
pressione ridotta. Il residuo ¢ stato purificato mediante una cromatografia su colonna
di gel di silice eluita con CHCI3/Py 1:0.05 (v/v). Sono stati recuperati 624 mg (0.71
mmol, 85 %) di prodotto che ¢ stato, poi, disciolto in 4 mL di piridina anidra e
trattato con 320 mg (3.18 mmol) di anidride succinica ¢ 5 mg (0.035 mmol) di
DMAP a 25 °C per 18 ore. la reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di acqua e
seccata a pressione ridotta. Il residuo, ripreso in 100 mL di CHClIs, ¢ stato lavato per
due volte con acqua, concentrato a pressione ridotta e purificato su una colonna di
gel di silice eluita con CH30H in CHCl3/Py 1:0.05 (v/v) dal 2 % al 10 %. Sono stati
recuperati 617 mg di composto 13 (0.60 mmol, 89 %).

'"H NMR (500 MHz, C¢Dg): & 7.69-6.74 (13H, segnali complessi, protoni
aromatici), 6.17 (1H, doppietto, H-4 Gal, J = 3.5 Hz), 5.62 (1H, multipletto, H-2
Gal), 5.41 (1H, doppio doppietto, H-3 Gal, J =3.0 Hz e 10.5 Hz), 5.33 (1H, tripletto,
H-3 Glc, J=9.0 € 9.5 Hz), 5.12 (1H, tripletto, H-2 Glc, ] = 9.5 ¢ 9.0 Hz), 4.50 (1H,
doppietto, H-6, Glc, J = 10.5 Hz), 4.40 (1H, doppietto, H-1 Gal, J = 8.0 Hz), 4.14
(1H, segnali parzialmente sovrapposti, H-6, Glc), 4.12 (1H, doppietto, H-1 Gle, J =
8.5 Hz), 3.78 (1H, multipletto, H-6, Gal), 3.69 (1 H, multipletto, H-5 Gal), 3.48 (1H,
multipletto, H-6, Gal), 3.44 (4H, segnali sovrapposti, OCH; gruppo DMT e H-4
Glc), 3.27 (1H, multipletto, H-5 Glc), 2.64-2.21 (4H, multipletto, CH, gruppo
succinico), 2.06, 1.98, 1.91, 1.81 e 1.78 (3H ciascuno, singoletti, COCHs).

BC NMR (125 MHz, CDCL): & 174.23 (COOH), 171.66, 170.13, 170.05 ¢
169.10 (CO), 159.35, 149.46, 144.70, 135.91, 130.72, 130.62, 130.41, 113.65,
128.75, 127.34 e 123.69 (carboni aromatici), 101.71 (C-1B Gal), 87.66 (C-1p Glc),
87.09 (carbonio quaternario del gruppo DMT), 76.57 (C-4 Glc), 75.02 (C-5 Glc),
73.11 (C-3 Glc), 72.44 (C-5 Gal), 71.80 (C-3 Gal), 71.18 (C-2 Glc), 70.01 (C-2 Gal),
67.46 (C-4 Gal), 62.40 (C-6 Glc), 60.93 (C-6 Gal), 54.80 (OCH; gruppo DMT),
29.24 ¢ 29.20 (CH, gruppo succinico), 20.85, 20.47, 20.36, 20.20 e 20.10 (COCH3).

Massa calcolata per C47Hs3N3029: 979.93.
ESI-MS [M-H]: m/z 978.50.

2,3,4-tri-O-acetil-6-O-tert-butildimetilsilil-p-D-Galp(1—4)-p-1-azido-2,3,6-tri-O-
acetil-D-Glcp (15)

381 mg (0.66 mmol) di composto 12, disciolti in 5 mL DMF, sono stati trattati
con 149 mg (0.99 mmol) di TBDMSCI e 90 mg (1.32 mmol) di imidazolo a t.a. per
18 ore. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di acqua a 0 °C e seccata a pressione
ridotta. Il residuo € stato ridisciolto in 100 mL di CHCIs, lavato due volte con 5 %
NaHCOj; e poi con acqua. Il grezzo ¢ stato purificato su una colonna di gel di silice
eluita con il 2 % di CH30H in CHCls. Sono stati recuperati 366 mg (0.52 mmol, 80
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%) di un prodotto pulito che sono stati direttamente acetilati per trattamento con
Py/anidride acetica 3:2 (v/v) a t.a. per 3 ore. La miscela di reazione ¢ stata diluita con
CHCI; e lavata due volte con acqua. Le frazioni organiche riunite sono state seccate a
pressione ridotta. Sono stati recuperati 388 mg (0.52 mmol) del prodotto 15.

'"H NMR (500 MHz, CDCl;): § 5.41 (1H, doppietto, H-4 Gal, J = 3.0 Hz), 5.17
(1H, tripletto, H-3 Glc, J = 9.5 ¢ 9.0 Hz), 5.05 (1H, multipletto, H-2 Gal), 4.95 (1H,
doppio doppietto, H-3 Gal, J = 3.5 Hz e 10.0 Hz), 4.82 (1H, tripletto, H-2 Glc, J =
9.5 ¢ 9.0 Hz), 4.59 (1H, doppietto, H-1 Glc, J = 8.5 Hz), 4.49 (1H, doppietto, H-6,
Glc, J = 12.0 Hz), 4.43 (1H, doppietto, H-1 Gal, J = 8.0 Hz), 4.07 (1H, doppio
doppietto, H-6, Glc, J = 4.5 Hz e 12.0 Hz), 3.80 (1H, tripletto, H-4 Glc, J = 10.0 ¢
9.0 Hz), 3.69-3.61 (3H, segnali sovrapposti, H-5 Glc, H-6, Gal e H-5 Gal), 3.52 (1H,
tripletto, H-6, Gal, ] = 7.5 ¢ 8.0 Hz), 2.10, 2.09, 20.4, 2.01, 2.00 ¢ 1.93 (3H ciascuno,
singoletti, 6 x COCHs), 0.83 {9H, singoletto, [(CH3);C]Si}, -0.004 e -0.02 [3H
ciascuno, singoletti, (CH3)Si].

BC NMR (125 MHz, CDCl3): § 170.08, 169.86, 169.66, 169.30 ¢ 168.97 (CO),
100.82 (C-1P Gal), 87.50 (C-1B Glc), 75.21 (C-4 Glc), 74.57 e 73.41 (C-5 Glc e C-5
Gal), 72.42 (C-3 Glc), 71.06 (C-3 Gal), 70.79 (C-2 Glc), 69.26 (C-2 Gal), 66.35 (C-4
Glc), 61.53 (C-6 Gal), 59.88 (C-6 Gal), 25.47 {[(CH3);C]Si}, 20.59, 20.45, 20.40 e
20.34 (COCHj3), 17.88 (carbonio quaternario del gruppo TBDMS), -5.86 ¢ -5.91
[(CH3)Si].

Massa calcolata per C;0H47N3016Si: 733.79.
ESI-MS [M+Na']: m/z 756.36.
[M+K]: m/z 772.32.

Acido-B-1-azido-2,2,3,3’,4°,6-esa-O-acetil-latturonico (16)

388 mg (0.52 mmol) di composto 15 sono stati trattati con 3 mL del reattivo di
Jones (5 g CrOs/15 mL H,O/5 mL H;SO4) a -15 °C per 15 min, poi portati
lentamente a t.a. e lasciati per altre 3 ore. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di
etanolo e neutralizzata per aggiunta di una soluzione al 5 % di NaHCOj; e lavata con
CHCls. La fase acquosa ¢ stata portata a pH = 2 con HCI 3 M e lavata due volte con
CHCIls. Le frazioni organiche sono state riunite e seccate a pressione ridotta. Sono
stati recuperati 298 mg (0.47 mmol, 90 %) del prodotto 16.

'"H NMR (500 MHz, CDCls): 8 5.68 (1H, doppietto, H-4 Gal, J = 1.5 Hz), 5.26
(1H, tripletto, H-3 Glc, J = 9.5 ¢ 9.0 Hz), 5.12-5.05 (2H, segnali sovrapposti, H-2 Gal
e H-3 Gal), 4.84 (1H, tripletto, H-2 Glc, J = 8.5 ¢ 10.0 Hz), 4.68 (1H, doppietto, H-1
Glc, J] = 9.0 e 9.0 Hz), 4.58 (1H, doppietto, H-1 Gal, J = 8.0 Hz), 4.50-4.47 (2H,
segnali sovrapposti, H-6, Glc e H-5 Gal), 4.16 (1H, multipletto, H-6, Glc), 3.85-3.73
(2H, segnali sovrapposti, H-4 Glc e H-5 Glc), 2.12, 2.11, 2.09, 2.08, 2.07 ¢ 2.06 (3H
ciascuno, singoletti, 6 x COCH3).

3C NMR (50 MHz, CDCl3): § 172.72, 172.39, 171.92, 171.48, 171.30 e 171.12
(CO e COOH), 101.89 (C-1p Gal), 88.67 (C-1p Glc), 77.21 (C-5 Glc), 76.04 (C-5
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Gal), 74.48 (C-2 Glc e C-3 Gal), 72.73 e 72.55 (C-2 Gal e C-3 Glc), 70.77 e 70.66
(C-4 Gal e C-4 Glc), 20.64, 20.57 € 20.48 (COCHS3).

Massa calcolata per Cy4H3N30;7: 633.51.
ESI-MS [M-H]: m/z 632.18.

Acido-6-(4,4’-dimetossitrifenilmetossi)esanoico

500 pl (3.0 mmol) di etil 6-idrossiesanoato, disciolti in 4 mL di piridina anidra,
sono stati trattati con 1.0 g (3.0 mmol) di DMTCI e 190 mg (1.5 mmol) di DMAP per
4 ore a t.a. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di CH30H e concentrata a
pressione ridotta. Il residuo ¢ stato ripreso in 100 mL di CHCl; e lavato per due volte
con acqua. Il residuo ¢ stato disciolto in 4 mL di etanolo e trattato con 25 mL di
NaOH 6 M per 6 ore a t.a. La miscela di reazione ¢ stata diluita con CHCIl; e lavata
due volte con acqua. Dopo purificazione su una colonna di gel di silice eluita con
acetone in CH,Cl,/Py 1:0.05 (v/v) ¢ stato ottenuto 1.0 g (2.25 mmol, 75 %) del
prodotto desiderato.

'"H NMR (200 MHz, CDCl;): & 7.42-6.88 (13H, segnali complessi, protoni
aromatici), 3.86 (3H, singoletto, OCHs), 3.12 (2H, tripletto, CHy ¢, ] = 4.4 Hz ¢ 4.2
Hz), 2.42 (2H, tripletto, CH, o, ] = 4.8 Hz ¢ 5.2 Hz), 1.69 (4H, segnali sovrapposti,
CH; B e CH; 9), 1.50 (2H, multipletto, CH, y).

BC NMR (50 MHz, CDCls): & 179.79 (COOH), 158.20, 145.28, 136.55, 129.92,
128.07, 127.67, 126.54 e 112.89 (carboni aromatici), 85.59 (carbonio quaternario del
gruppo DMT), 63.02 (CH:; ¢), 55.12 (OCH3), 34.01 (CH; o), 29.68 (CH, B), 25.79
(CH,Y), 24.55 (CH» 9).

Massa calcolata per C,;H30Os5: 434.52.
ESI-MS [M-H]: m/z 433.18.

Funzionalizzazione del supporto solido: sintesi di 18, 20 e 22

In un esperimento tipico, 300 mg di Tentagel®-NH, (0.29 meq/g, 0.09 mmol) sono
fatti reagire con 0.90 mmol di 5 o 13, 130 pL (0.90 mmol) di DIC, 117 mg (0.90
mmol) di HOBt e 150 pL (0.90 mmol) di DIEA in 500 pL di DMF anidra a t.a. per
12 ore. Dopo lavaggi con DCM, CH;0H e Et,0, il supporto ¢ stato seccato a
pressione ridotta. Le rese di incorporazione delle specie 5 o 13 sono risultate del 74%
in media (0.20-0.23 meq/g), come determinato dal test del DMT condotto su
campioni seccati e pesati dei supporti 6 o 14. Il gruppo DMT ¢ stato rimosso per
trattamento con 1 % DCA in DCM seguito da un trattamento standard con anidride
acetica in piridina (2:3, v/v) per bloccare le funzioni 6-OH liberate. 50 mg (0.0095
mmol) del supporto risultante sono stati trattati con 24 pL (0.24 mmol) di 1,3-
propanditiolo e 33 uL (0.24 mmol) di trietilammina in 300 pnLL. DMF sotto atmosfera
di azoto per 2 ore a t.a. Dopo 2 ore, il supporto ¢ stato lavato piu volte con DMF
anidra e accoppiato con 1’acido carbossilico 8 o 16 (0.095 mmol), 16 uL (0.095
mmol) di DIEA, 37 mg (0.095 mmol) di HATU e 35 mg (0.095 mmol) di HOBt in
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300 uL di DMF per 1.5 ore a t.a. Successivamente ¢ stato effettuato il trattamento dei
supporti ottenuti 17, 19 o 21 con 24 uL (0.24 mmol) di 1,3-propanditiolo e 33 pL
(0.24 mmol) di trietilammina in 300 pL di DMF sotto atmosfera di azoto per 2 ore a
t.a. Dopo 2 ore, il supporto ¢ stato lavato numerose volte con DMF anidra e
accoppiato con il linker acido-6-(4,4’-dimetossitrifenilmetossi)esanoico (0.095
mmol), 16 puL (0.095 mmol) di DIEA, 37 mg (0.095 mmol) di HATU e 35 mg (0.095
mmol) di HOBt in 300 pLL di DMF per 1.5 ore a t.a. La funzionalizzazione dei
supporti ottenuti 18, 20 e 22 ¢ risultata sempre compresa tra 0.12-0.14 meq/g, come
determinato dal test del DMT.

Sintesi dei 3’-glicoconiugati I, II e I1T

La sintesi dell’ODN ¢ stata condotta su 50 mg (6.5umol) dei supporti 18, 20 o 22
su un sintetizzatore automatico di DNA sfruttando un protocollo standard di chimica
del fosforammidito, con rimozione finale del gruppo DMT. La sequenza
d( GCGTGCCTCCTCACTGGC®) ¢ stata assemblata con rese, per singolo
accoppiamento, sempre superiori al 98%, come valutato dal test del DMT per ogni
accoppiamento. Gli oligomeri sono stati distaccati dal supporto e deprotetti mediante
un trattamento con ammoniaca acquosa concentrata per 18 ore a 55°C. 1l
supernatante ¢ stato filtrato e seccato a pressione ridotta. Una volta ridisciolto in
acqua, ¢ stato analizzato e purificato mediante HPLC su una colonna Nucleogel SAX
(Macherey-Nagel, 1000-8/46) e utilizzando, come fasi mobili il sistema A, costituito
da una soluzione acquosa 20 mM di KH,PO4 a pH=7 contenente il 20% di
acetonitrile e il sistema B, costituito da una soluzione 1M di KCI, 20mM di KH,PO4
a pH=7 contenente il 20% di acetonitrile, con un gradiente lineare dallo 0% al 100%
di B in 30 minuti. Gli oligomeri isolati a tempi di ritenzione : 21.37 min per I; 20.90
min per II e 17.13 min. per III, sono stati raccolti e desalificati mediante
cromatografia ad esclusione molecolare su una colonna Sephadex G25 eluita con
acqua. Dall’analisi HPLC su una colonna a fase inversa Nucleosil 100-5 C18 dei
prodotti isolati € risultata, per ciascuno, una purezza maggiore del 98%.

Composto I Massa calcolata per Ci90H251N64O123P1s: 5954.06.
MALDI TOF-MS: m/z [M-H]: 5952.57.

Composto II Massa calcolata per C196H261N64O128P1s: 6116.11.
MALDI TOF-MS: m/z [M-H]J: 6113.62.

Composto III Massa calcolata per C;02H271N¢4O133P15: 6278.17.
MALDI TOF-MS: m/z [M-H]: 6276.56.

Esperimenti di degradazione enzimatica

5.0 OD del coniugato III sono stati incubati con 1.0 mL di siero fetale bovino a
37° C. Piccole aliquote della miscela sono state prelevate a determinati intervalli di
tempo, tenuti a 85°C per 5 min, equilibrati a t.a. e analizzati mediante HPLC su una
colonna a scambio anionico analitica. Un esperimento analogo, condotto su 5.0 OD
di oligonucleotide non modificato di sequenza d° GCGTGCCTCCTCACTGGC?),
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ha dimostrato che I’ODN naturale viene degradato dopo 3 ore ad una miscela
complessa di 3’- e 5’- mononucleotidi. Al contrario, I’oligomero III viene degradato
in 6 ore.

Studi di denaturazione termica

La concentrazione degli ODN  sintetizzati ¢  stata  determinata
spettrofotometricamente a A=260 nm e a 85°C, utilizzando come coefficiente di
estinzione molare quello calcolato con 1 seguenti coefficienti: 15400 (A), 11700 (G),
7300 (C), 8800 (T) cm'M™. In tutti i casi il contributo del residuo saccaridico a
A=260 nm ¢ trascurabile. Una soluzione acquosa 100 mM di NaCl, 10 mM di
NaH,PO,4 a pH=7 ¢ stata utilizzata per gli esperimenti di denaturazione termica. Le
curve di fusione sono state registrate utilizzando una concentrazione di 1 uM per
ogni filamento in 1 mL della soluzione in cuvettes con tappo di teflon e cammino
ottico di 1 cm. Le soluzioni risultanti sono state riscaldate a 80 °C per 15 min e
lentamente raffreddate e tenute a 5 °C per 30 min. Dopo equilibrazione termica a 10
°C ¢ stata monitorata I’assorbanza a 260 nm in funzione della temperatura variata di
0.5 °C/min nell’intervallo 20-80°C. Le temperature di fusione, determinate in
corrispondenza del punto di flesso, sono la media dei valori ottenuti da tre differenti
esperimenti di fusione. In tutti i casi studiati, sia la duplex naturale sia quella
modificata hanno una temperatura di fusione pari a 60°C, nei limiti dell’errore
sperimentale.

PARTE SPERIMENTALE PGR 2.7-2.9

Funzionalizzazione del supporto TG-NH; (1)

500 mg di TentaGel®~NH, LL (0.29 meq/g, 0.15 mmol) sono stati fatti reagire
con una miscela di 280 mg (1.5 mmol) di acido-3—cloro—4—idrossifenilacetico, 230
uL (1.5 mmol) di DIC, 255 uL di DIEA e 227 mg (1.5 mmol) di N-
idrossibenzotriazolo (HOBt-H,O) disciolti in 6 mL di piridina anidra, per 18 ore a t.a.
Dopo lavaggi con DCM, CH3;OH e Et,0, il supporto ¢ stato seccato a pressione
ridotta. Il test di Kaiser, condotto su campioni seccati ¢ pesati di supporto, ha
evidenziato che I’incorporazione del linker ¢ stata pressocché quantitativa. Dopo
capping delle funzioni amminiche eventualmente non reagite con Ac,O/Py (1:1, v/v)
per 1 ora a t.a., il supporto ¢ stato trattato con ammoniaca acquosa concentrata a 50
°C per 1 ora. Dopo lavaggi con CH3;0H, DCM e Et;0, il supporto risultante 1 ¢ stato
seccato a pressione ridotta.

Funzionalizzazione del supporto LCAA-CPG-NH; (2)

500 mg di LCAA-CPG-NH; (0.10 meq/g, 0.05 mmol) sono stati fatti reagire con
una miscela di 93 mg (0.5 mmol) di acido-3—cloro—4—idrossifenilacetico, 77 pL (0.5
mmol) di DIC, 85 uL di DIEA e 76 mg (0.5 mmol) di HOBt-H,O disciolti in 4 mL di
piridina anidra. Dopo lavaggi con DCM, CH3O0H e Et,0, il supporto ¢ stato seccato a
pressione ridotta. Il test di Kaiser, condotto su campioni seccati e pesati di supporto,
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ha evidenziato che 1’incorporazione del linker ¢ stata pressocché quantitativa. Dopo
capping delle funzioni amminiche eventualmente non reagite con Ac;O/Py (1:1, v/v)
per 1 ora a t.a., il supporto ¢ stato trattato con ammoniaca acquosa concentrata a
50°C per 1 ora. Dopo lavaggi con CH3;0H, DCM e Et,0, il supporto risultante 2 ¢
stato seccato a pressione ridotta.

Procedura generale per la preparazione dei supporti 4(a—d)

4.9 mL (2.2 mmol) della ‘activator solution’ del sintetizzatore (0.45 M tetrazolo in
CH;CN) sono stati aggiunti a 35 mmol di 2’-deossiribonucleoside-5’-O-(2-cianoetil)-
N,N-diisopropilfosforammidito-3’-O-(4,4’-dimetossitrifenilmetile) ¢ 500 mg (0.29
meq/g, 0.14 mmol) di supporto 1. Dopo 1 ora il supporto ¢ stato lavato con CH3CN e
trattato per 3 volte con 5 mL della ‘oxidizer’ solution del sintetizzatore
(Io/piridina/H,O/THF) per 5 min. Dopo lavaggi con CH3CN, DCM e Et,0, il
supporto ¢ stato seccato a pressione ridotta. La totale ossidazione del fosfito triestere
a fosfato triesetere ¢ stata monitorata attraverso analisi °'P NMR della resina sospesa
in CDCl; e confermata dalla scomparsa del segnale a 135 ppm e dalla comparsa di
due segnali a —7 ppm. Le rese di incorporazione dei nucleotidi sono state sempre
comprese tra 65-80% (0.19-0.22 meq/g), come determinato dal test del DMT
eseguito su quantita seccate e pesate dei supporti 3(a-d). Dopo il capping con
Ac,O/piridina 1:1 (v/v), ¢ stato rimosso il gruppo 2-cianoetile per trattamento con
Et;N/piridina (1:1, v/v) per 1 ora a 50 °C. La totale deprotezione del fosfato ¢ stata
confermata dalla presenza di un segnale a & = ca. —6 ppm nello spettro *'P NMR
della resina sospesa in CDCl;.

Procedura generale per la preparazione dei supporti 4e e 6e

1.1 mL (0.5 mmol) della ‘activator solution’ del sintetizzatore (0.45 M tetrazolo in
CH;CN) sono stati aggiunti a 0.08 mmol di 5-O—(2—cianoetil)-N,N—
diisopropilfosforammidito—3°-0—(4,4’—dimetossitrifenilmetil)-timidina o 5’-O—
(4,4’—dimetossitrifenilmetil)-3’-O-(2—cianoetil}-N,N—diisopropilfosforammidito—2’-
deossicitidina ¢ 500 mg (0.10 meq/g, 0.05 mmol) di supporto 2. Dopo 1 ora il
supporto ¢ stato lavato con CH3CN e trattato per 3 volte con 5 mL della ‘oxidizer’
solution del sintetizzatore (I»/piridina/H,O/THF) per 5 min. Dopo lavaggi con
CH;CN, DCM e Et,0, i supporti 3e o Se sono stati seccati a pressione ridotta. Le rese
di incorporazione dei nucleotidi sono state sempre comprese tra 80-99% (0.08-0.10
meq/g), come determinato dal test del DMT eseguito su quantita seccate e pesate dei
supporti 3e e Se. Dopo il capping con Ac,O/piridina 1:1 (v/v), ¢ stato rimosso il
gruppo 2-cianoetile per trattamento con Et;N/piridina (1:1, v/v) per 1 ora a 50 °C.

Approccio di coniugazione pre-sintesi: procedura generale per la preparazione
degli oligomeri 11-14.

50 mg (0.20 meq/g, 0.01 mmol) di supporto secco 4(a-d), lavati con piridina
anidra, sono fatti reagire con una miscela di 0.1 mmol dell’alcol prescelto e 30 mg
(0.10 mmol) di I-mesitilenesulfonil-3—nitro—1,2,4—triazolo (MSNT) in 500 pL di
piridina anidra per 12 ore a t.a. Dopo opportuni lavaggi con piridina, CH;OH, DCM
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e Et,0, il supporto risultante ¢ stato seccato a pressione ridotta. Le rese di
coniugazione, valutate mediante test del DMT su quantita pesate e seccate del
supporto dopo trattamento con ammoniaca (28% NH4OH, 50 ° C, 5 ore), sono
risultate comprese tra il 75 — 80 %.

Dopo reazione con il coniugante, sul supporto ¢ stato assemblato I’ODN di
sequenza prescelta su sintetizzatore automatico di DNA, utilizzando monomeri di
accrescimento  3’-fosforammidito commercialmente disponibili. Il distacco
dell’oligomero ¢ stato realizzato per trattamento con una soluzione di ammoniaca
acquosa (28%, 6 ore, 55 °C) e il grezzo distaccato ¢ stato purificato mediante
cromatografia ad esclusione molecolare su una colonna Sephadex G25 eluita con
H,O/EtOH 4:1 (v/v). La purezza dei composti isolati ¢ stata verificata tramite analisi
HPLC su una colonna a scambio ionico e la loro struttura ¢ stata determinata
mediante analisi di massa MALDI-TOF.

Approccio di coniugazione pre-sintesi: procedura generale per la preparazione
degli oligomeri 15 e 16.

50 mg (0.10 meq/g, 0.005 mmol) di supporto 4e (o 6e) sono stati lavati con
piridina anidra e trattati con 1 mL di una soluzione di p—tosil cloruro (0.2 M p—TsCl,
0.4 M N-metil imidazolo in piridina) per 15 min a t.a. per generare 1’estere attivato,
seguito dall’aggiunta di 1 mL della soluzione di ammina (0.45 M in piridina),
intervallati da opportuni trattamenti di lavaggio del supporto.' La procedura sintetica
descritta ¢ stata ripetuta tre volte. Dopo lavaggi con piridina, CH;OH, DCM e Et,0, i
supporti risultanti 8e (o 9e) sono stati seccati a pressione ridotta. Le rese di
coniugazione, valutate dal test DMT su quantita seccate e pesate dei supporti, dopo
trattamento con ammoniaca (28% NH4OH, 50 °C, 5 ore), sono sempre risultate
comprese tra il 65 — 80 %.

Dopo reazione con il coniugante, sul supporto ¢ stato assemblato ’ODN di
sequenza prescelta su sintetizzatore automatico di DNA, utilizzando monomeri di
accrescimento 3’-(o 5’-)fosforammidito commercialmente disponibili. Il distacco
dell’oligomero ¢ stato realizzato per trattamento con una soluzione di ammoniaca
acquosa (28%, 6 ore, 55 °C) e il grezzo distaccato ¢ stato purificato mediante
cromatografia ad esclusione molecolare su una colonna Sephadex G25 eluita con
H,O/EtOH 4:1 (v/v). La purezza dei composti isolati ¢ stata verificata tramite analisi
HPLC su una colonna a scambio ionico e la loro struttura ¢ stata determinata
mediante analisi di massa MALDI-TOF.

Approccio di coniugazione post-sintesi: procedura generale per la preparazione
degli oligomeri 17-19.

A partire dal supporto 4b, ¢ stato assemblato il decametro di sequenza (CT)s su

sintetizzatore automatico di DNA, secondo il protocollo del fosforammidito con
finale deprotezione dal gruppo DMT. L’estremita 5’-OH dell’ODN ¢ stata acetilata
per trattamento con anidride acetica in piridina (1:1, v/v) per 30 min. a t.a.

;Davis, P. W.; Osgood, S. A. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1999, 9, 2691.
Eckstein, F. Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, IRL Press, Oxford, UK., 1991.
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Successivamente, 50 mg di supporto secco, sono stati lavati con piridina anidra e
trattati con una miscela contenente 10 meq dell’alcol prescelto e 10 meq di 1-
mesitilenesulfonil-3—-nitro—1,2,4—triazolo (MSNT) in 300-500 uL di piridina anidra
per 12 ore a t.a. Dopo lavaggi con piridina, CH;0H e DCM, il supporto risultante ¢
stato seccato a pressione ridotta. Il distacco dell’oligomero ¢ stato realizzato per
trattamento con una soluzione di ammoniaca acquosa (28%, 6 ore, 55 °C) e il grezzo
distaccato ¢ stato purificato mediante cromatografia ad esclusione molecolare su una
colonna Sephadex G25 eluita con H,O/EtOH 4:1 (v/v). La purezza dei composti
isolati ¢ stata verificata tramite analisi HPLC su una colonna a scambio ionico e la
loro struttura ¢ stata determinata mediante analisi di massa MALDI-TOF.
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PARTE SPERIMENTALE

CAPITOLO 3

Procedure generali

Le misure UV sono state effettuate su uno spettrofotometro Jasco V530.

Gli spettri 'H e >C NMR sono stati registrati su spettrometri Bruker WM 400,
Varian-Gemini 200 e 300 e INOVA 500; tutti i chemical shift sono espressi in ppm
utilizzando come riferimento il segnale residuo del solvente; le costanti di
accoppiamento (J) sono espresse in Hz.

Gli spettri °'P NMR, sono stati registrati a 161.98 MHz su uno spettrometro
Bruker WM-400 utilizzando H3;PO, all’85% come standard esterno.

Gli spettri di massa sono stati determinati con uno spettrometro Waters
Micromass ZQ equipaggiato con una sorgente electrospray. Gli spettri di massa
MALDI-TOF sono stati determinati con uno spettrometro Voyager Perseptive
MALDI DE-PRO in modalita lineare utilizzando come matrice una miscela di acido
picolinico e 3-idrossipicolinico.

Le TLC sono state eseguite su lastrine analitiche di silice Merk (Kieselgel 40
F254) ed 1 prodotti sono stati visualizzati mediante luce UV a A= 254 nm. Per le
cromatografie su colonna ¢ stata utilizzata silice Merk (Kieselgel 60, 0.063-0.200
mm).

11 supporto solido CPG-dG (0.1 meq/g) ¢ stato acquistato alla Glen Research.

Gli ODN sono stati sintetizzati su un sintetizzatore Expedite PerSeptive
Biosystems, utilizzando come unita di accrescimento 2’-deossinucleosidi-3’-O-(2-
cianoetil)-N,N-diisopropil-fosforoammidito acquistati dalla Applied Biosystems.

Le analisi HPLC degli analoghi sintetizzati sono state condotte su un apparecchio
Beckman System Gold munito di rivelatore UV Beckman mod. 166 e di un
integratore Shimadzu Chromatopac C-R6A.

5’-O-tert-butildifenilsilil-timidina

1.0 g (4.13 mmol) di timidina sono stati disciolti in 20 mL di DMF anidra e trattati
con 1.5 g (5.37 mmol) di TBDPhSICl e con 844 mg (12.39 mmol) di imidazolo a
0°C per 2 ore. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di acqua, la miscela ripresa
in 100 mL di CHCIs e lavata per tre volte con una soluzione al 5% di NaHCOs. Le
frazioni organiche sono state raccolte e seccate a pressione ridotta. Il grezzo ¢ stato
purificato su una colonna di gel di silice eluita con CHCIs. Sono stati recuperati 1.8 g
(3.72 mmol, 90%) di prodotto pulito.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz): 7.67-7.26 (10H, segnale complesso, protoni

aromatici), 6.41 (1H, doppio doppietto, H-1’, J=5.6 e 8.2 Hz), 4.55 (1H, segnale
slargato, H-4), 4.03 (1H, segnale slargato, H-3), 3.94 (2H, multipletto, H,-5), 2.40
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(1H, multipletto, Hj,-2), 2.20 (1H, multipletto, Hp»-2), 1.62 (3H, singoletto, CH3),
1.08 {9H, singoletto, [(CH3);C]Si}.

Timidina-5’-tert-butildifenilsilile-3’-O-(2-cianoetil)-N,N-diisopropil-
fosforammidito (4)

Ig (2.08 mmol) di 5°-O-tert-butildifenilsilil-timidina sono stati sciolti in 15 mL di
DCM e alla miscela sono stati aggiunti 2 mL di setacci molecolari 41&, 780 pL (3.33
mmol) di (2-cianoetil)-N,N-diisopropilclorofosforoammidito € 1 mL (6.24 mmol) di
DIPEA. La reazione ¢ stata lasciata a t.a. per 30 min, la miscela di reazione ¢ stata
quindi diluita con DCM, lavata per due volte con una soluzione al 5% di NaHCO;,
seccata su MgSOy e concentrata a pressione ridotta. Il grezzo ¢ stato purificato su una
colonna di gel di silice eluita con 30% di AcOEt in esano con 1’1% di Et;N. Sono
stati recuperati 1 g (1.6 mmol, 77 %) di prodotto pulito.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) come miscela di diasteroisomeri: 7.68-7.26 (20H,
segnali complessi, protoni aromatici), 6.37 (2H, tripletto, H-1°, J=7.2 ¢ 6.4 Hz), 4.66
(2H, segnale slargato, H-4"), 4.15-3.57 (10H, segnali sovrapposti, H,-5, CH(CHs)a,
OCH,CH,CN), 2.63 (2H, tripletto, CH,CN, J=6.4 e 6.4 Hz), 2.52 (2H, multipletto,
H,-2’,), 2.47 (2H, tripletto, CHCN, J=6.4 ¢ 6.4 Hz), 2.04 (2H, multipletto, H,-2"}),
1.60 (6H, singoletto, CH3), 1.28 e 1.18 (9H ciascuno, singoletto, (CHs);C), 1.14,
1.12, 1.10, 1.09 (6H ciascuno, singoletti, 4x(NCH(CHj3)s.

3P NMR (CDCl3, 161.98 MHz): 151.9 ¢ 151.7
5’-O-tert-butildimetilsilil-timidina

1.0 g (4.13 mmol) di timidina sono stati disciolti in 20 mL di DMF anidra e trattati
con 750 mg (4.90 mmol) di TBDMSCI e con 844 mg (12.39 mmol) di imidazolo a
0°C per 2 ore. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di acqua, la miscela ripresa
in 100 mL di CHCI; e lavata per tre volte con una soluzione al 5% di NaHCOs. Le
frazioni organiche sono state raccolte e seccate a pressione ridotta. Il grezzo ¢ stato
purificato su una colonna di gel di silice eluita con CH;0H in CHCI; dall’1% al
10%. Sono stati recuperati 1.3 g (3.71 mmol, 90%) di prodotto pulito.

'H NMR (CDCls, 300 MHz): 7.52 (1H, singoletto, H-6), 6.38 (1H, tripletto, H-1",
J=8.0 e 8.0 Hz), 4.44 (1H, singoletto, H-3), 4.05 (1H, singoletto, H-4), 3.90 (2H,
sistema ABX, H»-5), 3.01 (1H, singoletto slargato, OH), 2.39 e 2.08 (2H, sistema
ABX, H,-2), 1.90 (3H, singoletto, CH3), 0.91 {9H, singoletto, [(CH3);C]Si}, 0.11 e
0.10 [3H ciascuno, singoletti, Si(CH3);]

3C NMR (CDCls, 75 MHz): 163.81 (C-2), 150.45 (C-4), 135.36 (C-6), 110.85
(C-5), 87.21 (C-1°), 84.93 (C-4’), 72.44 (C-3’), 63.49 (C-5°),41.00 (C-2), 25.80
{[(CH;);C]Si}; 18.23 [(CH;)5C]; 12.39 (CH; T),-5.49 e -5.59 [Si(CHs)s].

Massa calcolata per C16H2sN2O5Si: 356.24.
ESI-MS [M+H']: m/z 357.32.
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[M+Na']: m/z 379.30.
[M+K]: m/z 395.23.

5’-O-tert-butildimetilsilil-3’-O-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-timidina (9)

1.0 g (1.52 mmol) di 5’-O-tert-butildimetilsilil-timidina, sciolti in 10 mL di
piridina anidra, sono stati trattati con 1.0 g (3.04 mmol) di DMTCI e 19 mg (0.15
mmol) di DMAP. La reazione ¢ stata lasciata a t.a. per 18 ore, bloccata per aggiunta
di CH30H e seccata a pressione ridotta. Il grezzo, ripreso in 100 mL di CHCl;, ¢
stato lavato per due volte con acqua e poi purificato su una colonna di gel di silice
eluita con 1% di acetone in CHCls/Py (1:0.05, v/v). Sono stati recuperati 980 mg
(1.49 mmol, 98%) di prodotto 9 pulito.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz): 7.54-6.81 (13H, segnali complessi, protoni
aromatici DMT), 6.39 (1H, doppio doppietto, H-1’, J= 5.1 e 9.3 Hz), 4,27 (1H,
doppietto, H-3’, J=6.0 Hz), 4.02 (1H, singoletto, H-4), 3.79 (3H, singoletto, OCHs),
3.69 (1H, doppietto, H-5’,, J=11.0 Hz), 3.30 (1H, doppietto, H-5’, J=11.4 ¢ 2.1 Hz),
1.85 (3H, singoletto, CH3), 1.71-1.51, 2H, multipletto, H»-2"), 0.80 {9H, singoletto,
[(CH3)sC]Si}, -0.05 e -0.10 [3H ciascuno, singoletti, Si(CH3),].

BC NMR (CDCls): 163.48 (C-4), 150.12 (C-2), 135.49 (C-6), 158.65, 145.06,
136.30, 130.2, 128.24, 127.94, 127.04, 113.25 (carboni aromatici), 110.81 (C-5),
87.25 (C-17),86.66 (C quaternario gruppo DMT), 84.92 (C-4’), 74.98 (C-3’), 63.58
(C-5%), 55.24 (OCHs;), 39.96 (C-2°), 25.78 {[(CHj3);C]Si}; 18.23 [(CH3);C]; 12.42
(CH3 T), -5.39 ¢ -5.72 [Si(CH3)3].

Massa calcolata per C3;H4sN207: 658.02.
ESI-MS [M+Na']: m/z 681.43.
[M+K']: m/z 697.38.

N-3-(2-feniltioetil)-5’-O-tert-butildimetilsilil-3’-O-(4,4’-
dimetossitrifenilmetil)timidina (10)

900 mg (1.36 mmol) di 5’-O-tert-butildimetilsilil-3’-O-(4,4’-
dimetossitrifenilmetil)-timidina sono stati sciolti in 10 mL di benzene a 0°C e trattati
con 138 pL (1.02 mmol) di 2-feniltio-etanolo e 419 uL (1.70 mmol) di
tributilfosfina. Dopo 10 min, la miscela ¢ stata portata a t.a. e sono stati aggiunti 428
mg (1.70 mmol) di ADDP e la miscela lasciata a t.a. per 18 ore. Il grezzo ¢ stato poi
seccato a pressione ridotta, ripreso in 100 mL di AcOEt e lavato una volta con acqua.
La fase organica ¢ stata seccata a pressione ridotta e purificata su una colonna di gel
di silice eluita con il 2% di acetone in CHCI3/Py (1:0.05, v/v). Sono stati recuperati
1.07 g (1.09 mmol, 80%) di prodotto 10 puro.

'H NMR (CDCl;, 500 MHz): 7.47-6.85 (18H, segnali complessi, protoni
aromatici), 6.48 (1H, doppio doppietto, H-1’, J= 5.6 ¢ 9.6 Hz), 4.27 (1H, doppietto,
H-3°, J=12.0 Hz), 4.22 (2H, multipletto, CH,-N), 4.01 (1H, singoletto, H-4"), 3.82
(3H, singoletto, OCHs), 3.67 (1H, doppio doppietto, H-5,, J=4.0 ¢ 12.0 Hz), 3.28
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(1H, doppio doppietto, H-5",, J=4.0 e 12.0 Hz), 3.19 (2H, tripletto, CH,-S, J=8.0 ¢
8.0 Hz), 1.87 (3H, singoletto, CH3), 1.76 (1H, doppio doppietto, H-2’,, J=4.0 ¢ 12.0
Hz), 1.57 (1H, segnale complesso, H-2",), 0.83 {9H, singoletto, [(CH3);C]Si}, -0.02
e -0.08 [3H ciascuno, singoletti, Si(CHjs),].

3C NMR (CDCls, 125 MHz): 162.83 (C-4), 150.37 (C-2), 135.86 (C-6), 158.29,
150.37, 144.70, 135.95, 135.28, 135.27, 128.87, 128.75, 128.51, 127.99, 127.86,
127.51, 126.63, 125.35, 112.83 (carboni aromatici), 109.62 (C-5), 86.81 (C
quaternario gruppo DMT), 86.16 (C1°), 85.12 (C-4"), 74.55 (C-3°), 63.12 (C-5"),
54.80 (OCHs), 40.59 (CH»-N), 39.55 (C-2’), 29.22 (CH,-S), 25.34 {[(CH3);C]Si},
17.77 [(CH3);C], 12.68 (CH3 T), -5.86 ¢ -6.18 [Si(CH3),].

Massa calcolata per C4sHs4sN,O7SSi: 794.34.
ESI-MS [M+K]: m/z 833.75.

N-3-(2-feniltioetil)-3’-O-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-timidina

1.0 g (1.02 mmol) di prodotto 10 sono stati trattati con 1.5 mL di una soluzione 1
M di TBAF in THF. Dopo 30 min il grezzo ¢ stato diluito con AcOEt e lavato due
volte con acqua. Le frazioni organiche raccolte sono state seccate a pressione ridotta
e il grezzo purificato su una colonna di gel di silice eluita con CHCl3/Py (1:0.05,
v/v). Sono stati recuperati 680 mg (1.00 mmol, 98%) di prodotto puro.

'H NMR (CDCl;, 500 MHz): 7.49-6.85 (18H, segnali complessi, protoni
aromatici), 6.16 (1H, doppio doppietto, H-1°, J=6.0 e 8.8 Hz), 4,41 (1H, doppietto,
H-3°, J=6.4 Hz), 4.19 (2H, tripletto, CH»-N, J=5.6 ¢ 7.2 Hz), 4.00 (1H, singoletto, H-
4%), 3.82 (3H, singoletto, OCHj3), 3.70 (1H, doppietto, H-5’,, J=11.6 Hz), 3.34 (1H,
multipletto, H-5"), 3.16 (2H, tripletto, CH,-S, J=7.6 ¢ 7.6 Hz), 2.61 (1H, tripletto
slargato, OH), 1.97 (1H, multipletto, H-2’,), 1.88 (3H, singoletto, CH3), 1.74 (1H,
multipletto, H-2"}).

3C NMR (CDCls, 125 MHz): 162.99 (C-4), 150.68 (C-2), 136.18 (C-6), 158.62,
150.68, 149.65, 144.98, 135.89, 135.50, 135.24, 130.13, 128.83, 128.28, 128.15,
127.87, 126.99, 125.69, 123.64, 113.19 (carboni aromatici), 109.62 (C-5), 88.30 (C-
1”), 87.09 (C quaternario gruppo DMT), 86.45 (C-4’), 74.18 (C-3°), 62.54 (C-5"),
55.14 (OCH3), 40.84 (CH,-N), 38.49 (C-2°), 29.46 (CH,-S), 13.09 (CH; T).

Massa calcolata per CzgHzoN20O7S: 680.26.
ESI-MS [M+H']: m/z 681.57.

[M+Na']: m/z 703.61.

[M+K]: m/z 719.62.

N-3-(2-feniltioetil)-5’-O-dibenzilossibenzil-3’-O-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-
timidina (11)

600 mg (0.88 mmol) di 3’-O-(4,4’-dimetossitrifenilmetil)-N-3-(2-feniltioetil)-
timidina sono stati sciolti in 5 mL di DMF anidra e trattati con 100 mg (2.6 mmol) di
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NaH (60% in olio minerale) e lasciati a t.a. per 20 min. Alla miscela di reazione sono
stati quindi aggiunti 1.5 g (4.41 mmol) di DBBNCI e 66 mg (0.44 mmol) di Nal. La
miscela ¢ stata lasciata a t.a. per 18 ore. La reazione ¢ stata bloccata per aggiunta di
acqua e AcOEt, diluita con AcOEt e lavata due volte con acqua. Le frazioni
organiche sono state seccate a pressione ridotta e purificate su una colonna di gel di
silice eluita con 40% di AcOEt in esano/Py (1:0.05, v/v). Sono stati recuperati 605
mg (0.61 mmol, 69%) di prodotto 11.

'H NMR (CDCl;, 500 MHz): 7.45-6.76 (32H, segnali complessi, protoni
aromatici, H-6), 6.49 (1H, doppio doppietto, H-1’, J=5.6 e 8.8 Hz), 5.17 (4H,
multipletto, Ph-O-CH;), 4.5 (2H, doppietto, Ph-CH,-O, J=5.6 Hz), 4.29 (1H,
multipletto, H-3), 4.17 (2H, multipletto, CH,-N), 3.82 (1H, singoletto, H-4), 3.76
(3H, singoletto, OCH3), 3.390 (1H, doppio doppietto, H-5’,, J=2.0 ¢ 10.4 Hz), 3.15
(2H, tripletto, CH,-S, J=8.0 e 11.6 Hz), 2.96 (1H, doppio doppietto, H-5’, J=2.4 ¢
8.0 Hz), 1.96 (1H, doppio doppietto, H-2’,, J=6.0 e 13.6 Hz), 1.69 (1H, multipletto,
H-2’,), 1.53 (3H, singoletto, CH3).

B3C NMR (CDCls, 125 MHz): 163.09 (C-4), 150.77 (C-2), 136.93 (C-6), 158.60,
148.83, 148.64, 144.98, 137.09, 136.19, 135.61, 134.26, 134.03, 130.67, 130.11,
128.66, 128.37, 128.27, 128.90, 127.86, 127.77, 127.69, 127.22, 127.16, 127.09,
127.10, 126.98, 125.68, 120.53, 120.07, 115.03, 114.66, 114.29, 113.95 (carboni
aromatici), 109.95 (C-5), 87.11 (C quaternario gruppo DMT), 85.59 (C-1’), 85.21
(C-4’), 74.95 (C-3’), 71.28 e 71.05 (2 x O-CH,-Ph), 69.91 (CH,OPh), 65.10 (C-5),
55.12 (OCH3), 40.79 (CH»-N), 39.66 (C-27), 29.51 (CH»-S), 12.77 (CH3 T).

Massa calcolata per CgoHsgN2OgS: 982.39.
ESI-MS [M+Na']: m/z 1005.93.
[M+K']: m/z 1021.88.

N-3-(2-fenilsolfoniletil)-5’-O-dibenzilossibenzil-3’-O-(4,4’-
dimetossitrifenilmetil)- timidina

600 mg (0.61 mmol) di prodotto 11 sono stati sciolti in 5 mL di DCM e trattati
con 309 mg (1.8 mmol) di m-CPBA a t.a. per | ora. Il grezzo ¢ stato diluito con
DCM e lavato due volte con una soluzione al 5% di NaHCOs. Le frazioni organiche
sono state raccolte e purificate su una colonna di gel di silice eluita con CH;OH in
CHCIl5/Py (1:0.05, v/v) dallo 0% al 5%. Sono stati recuperati 612 mg (0.60 mmol,
98%) di prodotto pulito, puro per TLC ed NMR.

'H NMR (CDCl;, 500 MHz): 7.96-6.75 (32H, segnali complessi, protoni
aromatici, H-6), 6.42 (1H, doppio doppietto, H-1’, J=5.6 e 8.8 Hz), 5.17 (2H,
singoletto, Ph-O-CHs), 5.16 (2H, singoletto, Ph-O-CH,), 5.04 (2H, singoletto, Ph-
CH»-0), 4.28 (3H, segnali sovrapposti, H-3” ¢ CH,-N), 3.80 (1H, singoletto, H-4"),
3.74 (3H, singoletto, OCH3), 3.46 (2H, tripletto, CH,-S, J=7.2 e 7.6 Hz), 3.38(1H,
doppio doppietto, H-5’,, J=1.6 ¢ 10.4 Hz), 2.97 (1H, doppio doppietto, H-5’y, J=2.0 ¢
10.4 Hz), 1.96 (1H, doppio doppietto, H-2’,, J=5.6 e 13.2 Hz), 1.68 (1H, multipletto,
H-2’y), 1.58 (3H, singoletto, CH3).
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B3C NMR (CDCls, 125 MHz): 162.74 (C-4), 150.38 (C-2), 136.17 (C-6), 158.63,
149.72, 148.88, 148.71, 144.97, 138.87, 137.22, 136.95, 136.94, 135.85, 134.30,
133.73, 130.65, 130.11, 129.19, 128.37, 128.20, 128.00, 127.86, 127.70, 127.18,
127.10, 127.03, 123.62, 120.58, 120.09, 115.12, 114.74, 114.43, 114.03, 113.19,
(carboni aromatici), 109.76 (C-5), 87.14 (C quaternario gruppo DMT), 85.73 (C-4°),
85.29 (C-17), 74.90 ¢ 72.90 (2 x O-CH,-Ph), 71.33 (CH,OPh), 69.84 (C-3’), 65.09
(C-5%), 55.12 (OCH3), 52.44 (CH»-S), 39.71 (C-27), 35.09 (CH2-N), 12.64 (CH;3 T).

Massa calcolata per CgoHsgN2011S: 1014.38.
ESI-MS [M+Na']: m/z 1037.93.
[M+K"]: m/z 1053.86.

N-3-(2-fenilsolfoniletil)-5’-O-dibenzilossibenzil- timidina (12)

600 mg (0.59 mmol) di 5’-O-dibenzilossibenzil-3°-0-(4,4’-
dimetossitrifenilmetil)-N-3-(2-fenilsolfoniletil)-timidina, sono stati sciolti in 10 mL
di DCM e trattati con 1 mL di una soluzione al 3% di TFA in DCM. Dopo 30 min, il
grezzo ¢ stato diluito per aggiunta di DCM e lavato per due volte con una soluzione
al 5% di NaHCO:s. I residui organici, seccati a pressione ridotta, sono stati purificati
su una colonna di gel di silice eluita con CH30H in CHCl3/Py (1:0.05, v/v) dallo 0%
al 5%. Sono stati recuperati 378 mg (0.53 mmol, 90%) di prodotto 12 puro.

'H NMR (CDCl;, 500 MHz): 7.85-6.88 (18H, segnali complessi, protoni
aromatici), 6.32 (1H, tripletto, H-1’, J=6.5 ¢ 6.5 Hz), 5.16 (2H, singoletto, Ph-O-
CHy), 5.15 (2H, singoletto, Ph-O-CH), 4.54 (2H, multipletto, Ph-CH,-0O), 4.38 (1H,
multipletto, H-3), 4.27 (2H, multipletto,CH»-N), 4.02 (1H, singoletto, H-4"), 3.69
(1H, doppio doppietto, H-5’,, J=2.5 e 13.0 Hz), 2.97 (1H, doppietto, H-5’y, J=10.0
Hz), 3.47 3.46 (2H, tripletto, CH»-S, J=7.5 e 7.5 Hz), 2.29 (1H, multipletto, H-2’,),
2.25 (1H, tripletto slargato, OH), 2.18 (1H, multipletto, H-2",), 1.60 (3H, singoletto,
CHs;).

3C NMR (CDCls, 125 MHz): 162.79 (C-4), 150.28 (C-2), 136.96 (C-6), 148.86,
148.81, 138.76, 137.05, 134.20, 133.77, 130.51, 129.20, 128.38, 127.98, 127.76,
127.65, 127.12, 127.03, 120.92, 114.73 (carboni aromatici), 109.70 (C-5), 85.63 (C-
4%), 85.48 (C-1°), 73.17 e 72.05 (2 x O-CH,-Ph), 71.19 (CH,OPh), 70.09 (C-3"),
69.54 (C-5), 52.41 (CH>-S), 40.84 (C-2"), 35.02 (CH,-N), 12.73 (CH; T).

Massa calcolata per CzgHzoN2OgS: 711.25.
ESI-MS [M+H']: m/z 712.00.

[M+Na']: m/z 735.57.

[M+K]: m/z 751.64.
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Timidina-N-3-(2-fenilsolfonileti)-5’-O-dibenzilossibenzil-3’-O-(2-cianoetil)-N,N-
diisopropil-fosforoammidito (13)

350 mg (0.49 mmol) di prodotto 12, sono stati sciolti in 5 mL di DCM. Alla
miscela sono stati aggiunti, sotto atmosfera di azoto, 2 mL di setacci molecolari 44,
257 pL (1.47 mmol) di DIPEA e 183 pL (0.78 mmol) di (2-cianoetil)-N,N-
diisopropilclorofosforoammidito. La miscela ¢ stata lasciata a t.a. per 30 min, poi ¢
stata diluita con DCM e lavata una volta con una soluzione al 5% di NaHCO;. La
frazione organica ¢ stata seccata su MgSQy e purificata su una colonna di gel di silice
eluita con AcOEt/n-esano 1:1 (v/v) contenente 1’1% di Et;N. Sono stati recuperati
357 mg (0.39 mmol, 79 %) di prodotto (13) puro.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) come miscela di diasteroisomeri: 7.85-6.89 (36H,
segnali complessi, protoni aromatici), 6.33 (2H, tripletto, H-1°, J=7.2 ¢ 6.4 Hz), 5.14
(4H, singoletto, Ph-O-CH>), 5.13 (4H, singoletto, Ph-O-CHy), 4.56 (2H, multipletto,
H-3°), 4.46 (4H, multipletto, Ph-CH»-0), 4.25 (4H, multipletto,CH»-N), 4.27 ¢ 4.26
(1H ciascuno, singoletto, H-4’), 3.84-345 (14H, segnali sovrapposti, H)-5’,
CH(CH3),, OCH,CH,CN, CH,-S), 2.61 (2H, tripletto, CHCN, J=6.0 ¢ 6.0 Hz), 2.55
(2H, tripletto, CHCN, J=6.0 ¢ 6.4 Hz), 2.45 (2H, multipletto, H»-2’,), 2.09 (2H,
multipletto, H»-2’y), 1.55 (6H, singoletto, CH3), 1.19, 1.17, 1.16, 1.14 [6H ciascuno,
singoletti, 4x(NCH(CHj3),].

3C NMR (CDCls, 100 MHz): 162.77 (C-4), 150.34 (C-2), 137.05 (C-6), 148.99,
138.94, 134.27, 133.71, 130.74, 129.18, 128.38, 128.01, 127.72, 127.14, 120.96,
114.95 (carboni aromatici), 117.45 (CN), 109.80 (C-5), 85.61 (C-4’), 85.58 (C-1°),
74.09 (C-37), 73.24 (CH,OPh), 71.35 e 71.28 (2 x O-CH,-Ph), 69.67 ¢ 69.54 (C-5"),
58.00 (OCH,CH,CN), 52.48 (CH,-S), 43.31 ¢ 43.19 (CH(CHjs),), 39.92 (C-2°), 35.07
(CH»-N), 24.45 (NCH(CHjs),), 20.29 (CH,CN), 12.67 (CH; T).

3P NMR (CDCl;, 161.98): 149.3

Massa calcolata per C4gHs7N4O10PS: 912.35.
ESI-MS [M+H']: m/z 912.27.

[M+Na']: m/z 935.89.

[M+K]: m/z 952.90.

Sintesi in fase solida degli oligomeri 1,2 e 3

Per ’assemblaggio dell’oligomero 1, a partire da 100 mg di supporto CPG-dG
con funzionalizzazione 0.1 meq/g, ¢ stato assemblato un oligonucleotide di sequenza
“TG3AG® su sintetizzatore automatico di DNA, sfruttando monomeri 3’-
fosforammidito commercialmente disponibili. Per I’assemblaggio degli oligomeri 2 e
3, a partire da 100 mg di supporto CPG-dG 0.1 meq/g, ¢ stato assemblato un
oligonucleotide di sequenza > TG;AG® su sintetizzatore automatico di DNA,
sfruttando monomeri 3’-fosforammidito commercialmente disponibili per i
nucleotidi dG e dA e le specie 4 e 9, precedentemente sintetizzate.
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A sintesi ultimata, un trattamento basico con ammoniaca acquosa a 50 °C per 18
ore, ha consentito il distacco dal supporto degli oligomeri sintetizzati. 1 grezzi
distaccati sono stati purificati mediante HPLC su una colonna a fase inversa
NUCLEOSIL® 100-5 C8. Per I’eluizione del grezzo & stato usato un gradiente lineare
dal 20% a 100 % di CH3CN in 0.1 M TEAB in 20 min con flusso di 0.8 ml/min e
rivelazione a A = 260 nm. I prodotti purificati sono stati caratterizzati mediante
spettrometria di massa MALDI-TOF.

Oligomero 1: Massa calcolata per CgiHg,N27036Ps: 2173.49
MALDI-TOF [M+H]": m/z 2173.98

Oligomero 2: Massa calcolata per C;7Hg4N27034PsSi: 2123.49
MALDI-TOF [M+H]": m/z 2123.88

Oligomero 3: Massa calcolata per CgiHg,N27036Ps: 2173.49
MALDI-TOF [M+H]": m/z 2173.76

182



ABSTRACT

The subjects described reported in this PhD thesis are related to the general field
of:

e Synthesis of modified nucleosides and nucleotides
e Synthesis of modified oligonucleotides

The development of a broad array of reactions in the solid phase increase the
scope and the potential of combinatorial chemistry?, allowing the synthesis of
libraries endowed with a series of molecular diversity motifs. Various combinatorial
approaches have been successfully utilized for the generation of different oligomeric
and small molecule libraries for a wide range of biological screenings. Many small
molecule libraries are designed around a single core scaffold, which is typically a
polyfunctional and biomedically interesting molecule®.

In this context, nucleosides can be regarded as valuable scaffolds to be
incorporated into polymeric supports for combinatorial libraries, containing various
functional groups that can be selectively and differently manipulated. In addition,
nucleosides, either naturally occurring or not, are known since decades to be
endowed with a plethora of biological properties; their use as pharmaceutical and/or
diagnostic tools actively stimulates the preparation of novel, more efficient and less
toxic related compounds. As a matter of fact, the chemical diversity of the usual
constituents of nucleic acids is rather limited in terms of number of the starting
structures, of types of accessible reactions and of number of sites which can be
combinatorialized on the nucleoside skeletons. These issues intrinsically prevent the
generation of a large diverse nucleoside library. In order to conspicuously expand the
repertoire of topological variations on nucleoside and oligonucleotide analogues, a
valid strategy is the replacement of natural monomers with modified nucleosides and
non-nucleotide moieties.

Our research group recently described a simple and efficient solid phase strategy
for the preparation of various 5°,3’-derivatised thymidine analogues by using
polymeric supports linking the thymidine residue through the nucleobase, so that all
the ribosidic functions are susceptible of selective modifications in the solid phase.
To this purpose, ad hoc selected thymidine derivatives were attached through the
imino function to a TentaGel® resin, previously functionalised with a p-
hydroxyethyl-thioether linker, by exploiting a Mitsunobu reaction. After the desired
manipulations of the ribosidic functions, oxidation of the thioether function of the
linker to sulfone, followed by a simple ammonia cleavage, allowed the release of
various thymidine-containing compounds in a highly pure form®. In the course of the
studies carried out during this PhD, aiming at a more general approach, we
immobilized onto solid supports 4 and 5 (Scheme 1) differently functionalized,
nucleoside  analogues as  5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-a-azido-3’-O-tert-
butyldimethylsilyl-uridine (1), 5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’,3’di-O-acetyl-uridine
(3), 5’-N-(4-monomethoxytrityl)-amino-5’-deoxy-3’-a-azido-thymidine 2
affording supports 6, 7and 8. Starting from support 6 containing 5’-O-(4,4’-
dimethoxytrityl)-2’-a-azido-3’-O-tert-butyldimethylsilyl-uridine, we have devised a

183



versatile synthetic strategy to various analogues nucleoside or short oligonucleotide
hybrids of uridine, following simple and well established peptide and oligonucleotide

chemistry.
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Support 6 can be a useful entry to the synthesis of high diversity nucleic acid
based libraries (NAB); in fact, not only this support contains an intact nucleoside
skeleton, but also the simultaneous presence of a masked amino function (i.e. the 2’-
azido group) and orthogonally removable protecting groups (DMT and TBDMS),
respectively at the 5° and 3’-OH of the ribose moiety, allows a versatile tridirectional
elongation and/or derivatisation of the desired hybrid biomolecules.
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The synthesized hybrids depicted in Figure 1 were purified by HPLC and
characterized by *H and *P-NMR and ESI-MS data’.

Starting from support 5 we have then tested different conditions for the
incorporation of nucleosides 1, 2 and 3 onto solid supports, by varying parameters
like type of the solid support (Tentagel or polystyrene), solvent and temperature.
Using support 7, functionalized with 5’-N-(4-monomethoxytrityl)-ammino-5’-deoxy-
3’-a-azido-thymidine, a set of new 5’-aminoacyl derivatives of AZT, molecules with
interesting biological applications as anti-HIV agents (Scheme 2) could be efficiently
prepared.
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Scheme 2

As an alternative approach to the solid phase synthesis of modified nucleosides,
we also developed an efficient synthetic procedure to obtain a large variety of 5’-
phosphate diester or phosphoramidate monoester nucleoside analogues in a highly
pure form. The proposed synthetic procedure, uses a polymeric support
functionalized with a 3-chloro-4-hydroxyphenylacetic linker, onto which the
nucleotide is attached through a phosphite triester linkage exploiting classical
phosphoramidite chemistry (Scheme 3). After activation of the phosphodiester
moiety, reactions with amines or alcohols (Table 1) are carried out so to produce
phosphotriester or phosphoramidate linkages at the 5’-end of the nucleoside, which
by a simple ammonia cleavage is released as the desired 5’-derivative in a very pure
form. The so obtained molecules were characterized by *H and **P-NMR and ESI-
MS spectra®.
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Table 1 Amines and alcohols used for the coupling at the 5’-phosphate moity of thymidine,
chosen as model nucleoside

The second research field which has been addressed in this PhD is the solid phase
synthesis of modified oligonucleotides. The large interest for these molecules is
motivated by their biological applications as regulators of gene expression in
antisense and/or antigene strategies. In addition, modified and/or conjugated
oligonucleotides find increasing applications as therapeutic candidates and as
mechanistic and diagnostic probes in molecular biology experiments, in genetic
analyses and in many biomedical applications. Valuable tools for in vitro and in vivo
experiments are synthetic oligonucleotides covalently linked at their 5 or 3’-end
with a variety of molecules, including fluorescent tags, intercalators, hydrophobic
species and peptides’. Current methods for the conjugated oligonucleotide synthesis
include the utilization of prefabricated labels in the form of phosphoramidite
derivatives or of elaborate supports introducing the appropriate linkage between the
solid support and the conjugating residue.
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Figure 2
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Within this research a new and easy method for the solid phase synthesis of
oligonucleotides tethered at the 3* or 5’—end with a wide variety of labels has been
developed®. In our strategy the solid supports (TG or LCAA-CPG) are derivatized
with a suitable linker (Figure 2), onto which the first nucleotide is attached through a
phosphate linkage.

Such a solid support contains a phosphodiester function and the 5- or 3’-
hydroxy group transiently masked as DMT-ether function on the nucleoside, which
can be exploited for a pre— or post-assembly conjugation with a number of different
labels and the automated DNA chain assembly respectively. The obtained oligomers,
characterized by MALDI-TOF mass analysis, are reported in Table 1.

Another set of experiments were focused on the synthesis of oligonucleotides
conjugated to oligosaccharide mimics. The presence of sugar moieties in
biomolecules can improve their cellular uptake, increase their resistance to enzymatic
degradation or, in general, favourably modulate their biological activity.

Table 1 Synthesized oligonucleotides by exploiting support 1 (Figure 2)
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Recently, considerable efforts have been devoted to the development of efficient
methodologies for the rapid assembly, both in solution and in the solid phase, of
oligosaccharides and glycoconjugates in general. Indeed, the regio- and
stereocontrolled sequential addition of sugar residues linked by glycosidic junctions
is still a very challenging task and, as a consequence, the preparation of ODNSs
conjugated with oligosaccharide chains is still not optimised®.

In this frame we recently focused our attention on oligonucleotides conjugated
with oligosaccharide mimics where the O-glycosidic junctions are replaced by
chemically and enzimatically more stable linkages, the synthesis of which can be
efficiently realized through easy and high fidelity solid phase reactions.

As a result of this research activity, an on-line solid phase synthesis of
oligonucleotides conjugated at the 3’-end with [1-6]-linked oligosaccharide mimics,
having the O-glycosidic linkages replaced by amide bonds, has been described. The
assembly of the carbohydrate domain has been carried out by exploiting classical
solid phase peptide synthetic protocols, starting from solid supports functionalized
with 1-azido sugars (1 and 2, Figure 3), in association with suitably protected 1-azido
uronic acids of glucose and lactose (3 and 4, Figure 3), chosen as model addition
monomers. After the insertion of a flexible linker, elongation of the ODN chain was
performed by standard automated phosphoramidite protocols. 3’-Glycoconjugated
18-mers (a, b and c) exhibited an increased enzymatic stability with respect to the
same unmodified ODN sequence. UV thermal denaturation experiments showed that
the presence of the oligosaccharide tail at the 3’-end of the oligonucleotides did not
negatively interfere with their duplex formation abilities™.
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a. °®GCGTGCCTCCTCACTGGC?-GLU-GLU
b. ®GCGTGCCTCCTCACTGGC?-LATT-GLU
c. >°GCGTGCCTCCTCACTGGCS -LATT-LATT

GLU = glucose-based monomeric unit
LATT = lactose-based monomeric unit

Figure 3

As a third research subject, in the course of this PhD activity studies, have been
carried out the synthesis of 6-mers of sequence d(° TGGGAG®) with aromatic groups
at the 5-end. Recently, Hotoda and coworkers™ demonstrated that 6-mers of
sequence d(° TGGGAG®) with aromatic groups at the 5'-end exhibit potent anti-HIV-
1 activity in vitro. Such antiviral activity was correlated with their ability to form
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stable quadruplexes. However, unmodified d(°TGGGAG®), which under
physiological conditions adopts a well defined quadruplex structure, showed no
antiviral effects. Interestingly, no specific biological activity was also found when
the aromatic groups were linked at the 3’-end of the same sequence. This behaviour
was interpreted in terms of enhanced quadruplex stability of the 5’-conjugated
oligomers, which could be induced by the aromatic groups exclusively when
attached at the 5’-end of the native ODN backbone, but no explicit data were
provided to substantiate this hypothesis.

A series of oligomers of sequence d°T*GGGAG?®), where T* is a thymidine
residue bearing various aromatic residues at the 5’-position, have been synthesized
and characterized by means of DSC, CD and molecular modelling studies, in order to
elucidate their structure-stability-activity relationships. For the preparation of the 6-
mer bearing at the 5'-end the 3, 4-dibenzyloxybenzyl (3,4-DBB) group, i.e. the one
showing the most potent activity and the least cytotoxicity, associated with the higher
stability when incubated with human plasma, an improved synthetic protocol has
been developed, involving a new and explicit protection for the terminal thymine
base with the base-labile 2-phenylthioethyl group.
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ABBREVIAZIONI

AcOH acido acetico

Ac,0 anidride acetica

AcOEt acetato di etile

ADDP azo-bis-piperidilammide

t-BuOH ter-butanolo

m-CPBA acido m-cloroperbenzoico

DBB 3,4-dibenzilossibenzile

DBU 1,8-diazabiciclo [5.4.0] undec-7-ene

DCA acido dicloroacetico

DCCI N,N-dicicloesilcarbodiimmide

DCM diclorometano

DEAD azo-bis dietilcarbossilato

DHB acido-2,5-diidrossibenzoico

DIAD diisopropil-azodicarbossilato

DIC N,N-diisopropilcarbodiimmide

DIEA N,N-diisopropiletilammina

DMAP N,N-dimetilamminopiridina

DMF N,N-dimetilformammide

DMT 4,4’ -dimetossitrifenilmetile

Et,O etere etilico

EtOH etanolo

Fmoc N-(9-fluorenilmetossicarbonile)

HATU N,N,N’,N’-tetrametil-O-(7-aza-benzotriazol-1-il)uronio
esafluorofosfato

HOBt N-idrossibenzotriazolo

Leu leucina

Lys lisina

MeOH metanolo

MmTr 4-monometossitrifenilmetile

MSNT 1-(2-mesitilensolfonil)-3-nitro-1,2,4,triazolo

ODN oligodeossiribonucleotide

ON oligonucleotide

Phe fenilalanina
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PS polistirene

Py piridina

Pyp piperidina

TBAF tetrabutilammoniofluoruro
TBDMS tert-butildimetilsilile
TBDPhSI tert-butildifenilsilile

TBP tri-n-butilfosfina

TCA acido tricloroacetico
TEAB tetrabutilammonio

TG Tentagel

THF tetraidrofurano

TMAD N,N,N’,N’-tetrametilazodicarbossiammide
TPP trifenilfosfina
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