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Abreviaturas

Disolventes, reactivos y disoluciones
auxiliares

ACH: &cido a-ciano-4-hidroxicinamico
ACN: acetonitrilo

Ac,0: anhidrido acético

AcOEt: acetato de etilo

AcONH,4: acetato de amonio

AcOTEA: acetato de trietilamonio

BuNH,: butilamina

CA: citrato de amonio

DBU: 1,8-diazabiciclo[5,4,0]-7-undeceno
DCC: N,N-diciclohexilcarbodiimida

DCM: diclorometano

DIP: N,N-diisopropilcarbodiimida

DMAP: 4-(dimetilamino)piridina

DMF: N,N-dimetilformamida

DMSO: dimetilsulfoxido

DIEA: N,N-diisopropiletilamina

EDCI: hidrocloruro de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
HAcO: &cido acético

HOBt: 1-hidroxibenzotriazol

LCAA-CPG: bolas de vidrio de poro
controlado con un espaciador
aminoalquilico (long chain alkylamine
controlled-pore glass suport)

NMI: 1-metilimidazol

Pir.: piridina

Sar.: sarcosina

TCA: &cido tricloacético

TEA: trietilamina

TFA: &cido trifluoroacético

THAP: 2,4,6-trihidroxiacetofenona

THF: tetrahidrofurano

Tris-HCI: hidrocloruro de 2’-amino-
(hidroximetil)-1,3-propandiol

Grupos protectores

Alloc: aliloxicarbonilo
Bz: benzoilo
CNE: 2-cianoetil

DMT: 4,4'-dimetoxitritilo

Fmoc: 9-fluorenilmetoxicarbonilo
MMT: 4-monometoxitritilo

Mtr: 4-metoxi-2,3,6-
trimetilbencensulfonilo

Mts: metilen-2-sulfonilo

Pmc: 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-
sulfonilo

Ibu: isobutirilo

Unidades y medidas

ODygp: densidad optica a 260 nm
Pf: punto de fusién

Tm: temperatura de fusion

tr: tiempo de retencion

Rf: factor de retencidn

Técnicas de analisis

CCF: cromatografia en capa fina

EM: espectrometria de masas

ES: electroespray

FAB: bombardeo de atomos rapidos (Fast
Atom Bombardement)

HPLC: cromatografia liquida de alta
resolucién (Hight Performance Liquid
Chromatography)

IR: infrarrojo

MALDI-TOF: desorcidn idnica provocada
por laser asistida por matriz y con
analizador de tiempo de vuelo (Matrix
Assisted Laser Desorption Ionitzation-Time
of Flight)

RMN: espectroscopia de resonancia
magnética nuclear

UV-Vis: espectroscopia de Ultravioleta-

visible

4. General

A: adenina
anh.: anhidro
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C: citosina

CMV: citomegalovirus

CPP: cationic penetrating peptides

dA: desoxiadenosina

dC: desoxicitidina

dG: desoxiguanosina

DNA: &cido desoxirribonucleico

FDA: Food and Drug Administration
FRET: transferencia de energia por
resonancia FOster (Foster Resonance by
Energy Transfer)

G: guanina

LNA: acidos nucleidos bloqueados (locked
nucleic acids)

mMRNA: RNA mensajero

miRNA: microRNA

ODN: oligonucleédtido

PCR: polymerase chain reaction

PNA: acido nucleido peptidico (peptide
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RISC: RNA-induced silencing complex
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RNAi: RNA de inteferencia
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siRNA: small interfering RNAs
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(Single Nucleotide Polymorfism)

T: timina

U: uracilo
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Introduccion y objetivos

En un articulo! publicado en la revista Nature en 1953, basandose Unicamente en las
imagenes de difraccion de rayos X registradas por R. Franklin y en el apareamiento de
nucleobases, J. D. Watson y F. Crick dedujeron lo que ahora se acepta como el primer
modelo preciso de la estructura del DNA. Este descubrimiento tuvo inmediatamente un gran
impacto en genética y en biologia, permitiendo el nacimiento de la biologia molecular, ya que
finalmente se pudo comprender cdmo las instrucciones que determinan un organismo se
almacenan y se transmiten de un individuo a otro de generacion en generacion. Mas tarde, el
desarrollo de metodologias sintéticas automatizadas para obtener pequefios segmentos de
acidos nucleicos?, denominados oligonucleétidos (ODN), ha permitido el desarrollo de
diversas técnicas basadas en la complementariedad de las nucleobases que han sido
empleadas en biologia molecular y biotecnologia, diagnéstico y analisis clinico, desarrollo

terapéutico y nanotecnologia.

El presente trabajo trata del desarrollo metodoldgico para obtener un nuevo analogo
sintético de oligonucledtido y del estudio preliminar de sus propiedades biofisicas. En esta
parte introductoria, en primer lugar se trataran brevemente aspectos basicos de la
estructura y funcion de los acidos nucleicos, y a continuacion se comentaran ejemplos
relevantes de las aplicaciones tecnoldgicas y farmacoldgicas de los oligonucledtidos y de
diferentes aproximaciones quimicas disefiadas para abordarlas. Finalmente, se expondran y

explicaran los objetivos del presente proyecto de Tesis.

1. El DNA y sus estructuras

El acido desoxirribonucleico contiene la informacidon empleada en el desarrollo y
funcionamiento de todos los organismos vivos conocidos y su principal funciéon es el
almacenamiento de informacién, conteniendo las instrucciones necesarias para construir los
otros componentes de las células como las proteinas y los oligosacaridos. La informacion
contenida en un tramo de DNA se transfiere al correspondiente RNA en el proceso llamado
transcripcion. La informacién contenida en estas moléculas de RNA es empleada en la
biosintesis de proteinas mediante un proceso conocido como traduccién.® Las moléculas de
acido ribonucleico hasta hace bien poco se creian meros mensajeros de la informacidn
contenida en el DNA. No obstante, los descubrimientos recientes ponen de manifiesto cada
vez mas su papel fundamental en la regulacion de la expresion génica (ribozimas,

microRNAs, RNA riboswitch)*® en coordinacién con las proteinas.

Desde el punto de vista quimico, los acidos nucleicos son polimeros en los que se
alternan residuos de fosfato y nucledsidos (Fig. I.1). En el DNA, los nucledsidos estan
formados por unidades de 2-desoxiribosa que se une mediante un enlace glicosidico a cuatro
posibles nucleobases, dos de tipo pirimidinico, timina y citosina, y otras dos de caracter
purinico, adenina y guanina.” Es la secuencia de estas cuatro nucleobases a lo largo de la
cadena la que codifica la informacion. En las células el DNA se organiza en estructuras

llamadas cromosomas y el conjunto de cromosomas constituye el genoma. La informacion
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contenida en el DNA no solo descansa en la concatenacidn de nucleobases, sino también en

la estructura tridimensional que adopta, que es variada y dindmica.?

Figura I.1 Estructura quimica de las cadenas de DNA y RNA
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R 3 A H N H
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o~ I 0—P=0
0—P=0 |

| (S]
@o—F|>=o | 5
5 o B O_\@ Guanina (G) Citosina (C)
~ . O
q, %, " B

H 0]

DNA RNA

B=A,T,G,C B=A, U, G,C Uracilo (U)

1.1 Las dobles hélices de DNA

En los organismos vivos, el DNA normalmente no existe en forma de cadena sencilla,
sino que se encuentra asociado en forma de doble hélice. Esta doble hélice queda estabilizada
principalmente por las interacciones por puente de hidrogeno que se establecen entre las
nucleobases de cada cadena (Fig. I.2). Ambas cadenas se mantienen unidas también por

interacciones de tipo hidrofébico y por interacciones de apilamiento entre las nucleobases.®

Figura I.2 Enlaces por puente de hidrégeno tipo Watson-Crick entre A-T y C-G

H
N O ---- H—N

_N N—H---0 _
ﬁ J—
o}_ N, N~</N—H————O>_NH

H
A-T G-C

Por el momento se han identificado hasta tres familias de conformaciones diferentes
para la doble hélice, conocidas como A-DNA, B-DNA y Z-DNA, y que se dan de forma natural
en sistemas bioldgicos® (Fig. I.3). La forma helicoidal B-DNA, descrita por J. D. Watson vy F.

Crick! se cree que es la forma predominante en los organismos vivos.
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Figura I.3 Conformaciones de la doble hélice de DNA identificadas
en sistemas biolégicos

A-DNA

Las formas helicoidales A-DNA y Z-DNA difieren significativamente en la geometria y
en las dimensiones respecto al B-DNA.® El A-DNA se forma en condiciones no fisioldgicas de
muestras de DNA deshidratadas empleadas para experimentos cristalograficos, mientras que
en medio celular la adoptan los hibridos DNA-RNA, y determinados complejos enzima-DNA.°
En el medio celular, segmentos de DNA que han sido metilados pueden experimentar un
gran cambio en su conformacién adoptando la forma Z.® Las cadenas se disponen a lo largo
del eje de la hélice de manera opuesta a las formas A y B, tratandose en este caso de una
doble hélice levdgira. Estas estructuras pueden ser reconocidas por proteinas que se unen de
manera especifica a Z-DNA y pueden estar involucradas en procesos de regulacién de la

transcripcion.t?

1.2 Otras estructuras no canénicas del DNA

El DNA puede adoptar otras posibles estructuras diferentes de la doble hélice. De
estas estructuras no candnicas del DNA, aunque de papel bioldgico poco conocido, todo
parece indicar que estan involucradas en las etapas metabdlicas cruciales del DNA, como la

replicacion, la transcripcidon o la recombinacion.

Un tipo de estructura no candnica del DNA es la triple hélice (Fig. I.4), descrita por
primera vez en 1957 por G. Felsenfeld y A. Rich.!! Considerada una curiosidad durante
bastantes anos, esta estructura se forma al unirse una tercera cadena de DNA al surco
mayor de una doble hélice.’? Las nucleobases de la tercera cadena (en la figura, de color

amarillo) interaccionan de manera especifica con una de las cadenas de la doble hélice segun
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un esquema de enlaces por puente de hidrégeno (tipo Hoogsteen), diferente al descrito por
J. D. Watson y F. Crick. Para que estas estructuras sean estables, la cadena de la doble
hélice que interacciona con la tercera cadena ha de ser un tramo rico en purinas (en la
figura, de color azul). Por contra, la tercera cadena puede contener pirimidinas o bien

purinas (véase apartado 1.2, capitulo 3).

Figura I.4 Ejemplo de triple hélice de DNA. (La tercera cadena se
muestra en amarillo, y la cadena central purinica en azul)

Mas adelante, se sugirid que las triples hélices del tipo H-DNA podian tener un papel
bioldgico.'*> Consisten en una triple hélice intramolecular y se forma en regiones
homopirimidina-homopurina de secuencia palindrémica. Para adoptar esta estructura, la
mitad de un tramo se disocia de forma que la cadena que contiene la secuencia pirimidinica
se hibrida con el tramo purinico que no se ha disociado, dejando un segmento purinico sin
aparear. De manera similar al H-DNA, se forma el H'-DNA, siendo en este caso un segmento
purinico el que se hibrida con la doble hélice, quedando en este caso un segmento
pirimidinico sin aparear.!* La formacién de este tipo de estructuras se cree que puede estar

relacionada con procesos de regulacién de la expresion génica. 1>16

Los cuadruplex de guanina son otro de los motivos estructurales no candnicos de
DNA en que participan hasta cuatro cadenas de DNA (Fig. I.5), que se forman al apilarse
dos o mas cuartetos de guaninas coplanares y situadas en los vértices de un cuadrado
imaginario. En esta disposicidn, cada guanina forma cuatro enlaces por puente de hidrégeno,

dos con cada una de sus vecinas.’

Los cuadruplex de G son estructuras altamente polimdrficas. Seguin el nimero de
moléculas de DNA que forman parte de la estructura pueden ser tetramoleculares (formados
por cuatro moléculas de DNA), bimoleculares (dos moléculas que dimerizan donde cada una
de ellas forma una horquilla o hairpin), o unimoleculares (una sola molécula con varias
regiones ricas en guanina se repliega sobre si misma). Los cuadruplex de guanina se
estabilizan en presencia de cationes Na* y K* y son bastante estables en condiciones
fisioldgicas.®
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Figura 1.5 A) Interacciones por puente de hidrégeno en un cuarteto de guanina
B) Representacion esquematica del cuadruplex de guanina
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La existencia de los cuadruplex de guanina in vivo es una de las grandes cuestiones
gue aun quedan por confirmar, aunque existen evidencias indirectas de su formacién en
medios bioldgicos. El papel bioldgico mas aceptado tiene relacién con la presencia en los
teldmeros.'® El DNA telomérico estd formado por multiples repeticiones consecutivas de una
secuencia corta y rica en guaninas llamada secuencia telomérica que forma parte de los
extremos 3’ de los cromosomas en las células eucariotas. Son regiones no codificantes del
genoma que se unen a diversas proteinas dando lugar a estructuras bastante complejas,
cuya funcion principal es mantener la estabilidad e integridad de los cromosomas a lo largo
de los ciclos de replicacién y divisién celular.?° En el ser humano, las secuencias teloméricas
de las células somaticas se extienden a 8-10 kilobases y estan formadas por repeticiones de
la secuencia -TTAGGG-. Se han publicado diversos estudios donde se demuestra que las

secuencias teloméricas pueden estructurarse en forma de cuddruplex de guanina.*®

Otra estructura tetracatenaria es el cuadruplex de citosina o motivo de tipo i (/-
motif).?*?2 Es una estructura que se forma por intercalacién de pares de bases C-C* (Fig.
I.6). Por ello, se da Unicamente en secuencias ricas en citosina. Al necesitar de la
protonacién de la citosina es poco estable en condiciones fisioldgicas. Este tipo de secuencias
se puede encontrar en diferentes partes del genoma y en particular, en la zona telomérica,

en la cadena complementaria a la rica en guaninas.?

Figura 1.6 A) Interacciones por puentes de hidrégeno en un par C-C*
B) Representacion esquematica del i-motif
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2. Aplicaciones de las propiedades del DNA y sus derivados

Las interacciones especificas que se dan entre las nucleobases de los acidos nucleicos
constituyen las bases de la genética, pero también constituyen el mecanismo de
reconocimiento molecular de mayor sencillez y a la vez, de mayor afinidad y especificidad
conocido. De ahi, que los oligonucledtidos tengan hoy dia multiples aplicaciones que superan
el marco de sus propiedades bioldgicas. Partiendo de las excelentes propiedades de
reconocimiento molecular y de autoestructuracidon, los oligonucledtidos y sus derivados
tienen aplicacion hoy dia en muy diversos campos, en biologia molecular y biotecnologia, en
diagndstico y analisis clinico, en el desarrollo de nuevos farmacos e incluso en
nanotecnologia. A continuacion, en este apartado se comentaran algunas de las aplicaciones
mas relevantes. Como se vera, en cada una de ellas es fundamental la contribucion de la
quimica organica, procurando metodologias sintéticas sencillas, eficaces y automatizadas
para obtener oligonucledtidos y mejorando las limitaciones de la estructura natural de los

acidos nucleicos con el disefio de nuevos analogos.

2.1 Aplicaciones tecnoldgicas

Las excelentes propiedades de reconocimiento molecular de los acidos nucleicos por
hibridacién de cadenas han permitido desarrollar multiples aplicaciones tecnoldgicas. Por
ejemplo, en los dispositivos denominados chips o arrays de DNA se inmovilizan un gran
numero de oligonucledtidos de secuencia aleatoria de entre 10 y 25 nucleobases sobre un
soporte solido o superficie con el fin de emplearlos como sondas, entre otras aplicaciones,
para llevar a cabo el cribado de secuencias de DNA, proteinas, pequefias moléculas, e incluso
de nanoparticulas®* (Fig. 1.7, A)). Otras recientes aplicaciones han demostrado que estos
microdispositivos se pueden emplear como herramientas eficientes en la desconvolucién de

quimiotecas.?®

Figura I.7 A) Cadenas cortas de DNA inmovilizadas sobre un soporte
sdlido empleadas como sondas B) Ensamblaje direccionado
de diferentes nanoparticulas

PR R AR - »
. .
. .
. .
. ’ —_— ’
. . .
. . .
. . .
. . R4
. .
............................. .

ii iii i
LLLLL 1mﬂ_|_||ﬂTTm||ll\_/|—Tm|m|

i i’ i’ iv'




Introduccion y objetivos

Las propiedades de reconocimiento molecular por hibridacion de dos cadenas de DNA
de secuencia complementaria también pueden tener utilidad en el ensamblaje de
nanoparticulas metalicas y semiconductoras (Fig. 1.7, B)). Esta técnica, introducida en 1996
por C. A. Mirkin®® y colaboradores, permite de manera sencilla la obtencién de nuevos
materiales y ha evolucionado para constituir un fructifera area de investigacién con multiples
aplicaciones, que engloba desde la investigacion en materiales hasta el desarrollo de técnicas
de diagndstico médico.?”?° Por ejemplo, el ensamblaje de nanoparticulas dirigida por la
hibridacién de las cadenas complementarias podria dar lugar a una estructura
supramolecular repetitiva. Las cadenas oligonucleotidicas también se pueden emplear para
dirigir el ensamblaje de varios componentes, mediante la adecuada disposicion en la
superficie de las cadenas oligonucleotidicas de anclaje. Esta metodologia, cuya validez
inicialmente qued6 demostrada en el caso de los complejos de DNA-proteina®®, también se
ha empleado para dirigir el ensamblaje de nanoparticulas inorganicas,' y como molde para
llevar a cabo la sintesis de pequefias moléculas organicas sobre la superficie de forma

programada.>3?

Hay dos tipos de construcciones basicas en nanotecnologia: sistemas “de arriba, a
abajo” (top-down) y “de abajo, a arriba” (bottom-up). Como su hombre sugiere, un sistema
top-down consiste en la manipulacion microscopica de un pequefio nimero de unidades
moleculares que a modo de piezas de puzzle permiten construir estructuras ordenadas de
gran tamafio. En las construcciones bottom-up, la superestructura se origina por
autoensamblaje de una serie de pequefias moléculas con propiedades de reconocimiento
molecular. Debido a las excelentes propiedades de reconocimiento y autoestructuracion que
poseen los acidos nucleicos, éstos son especialmente interesantes en construcciones bottom-
up. Sin embargo, las dobles hélices, que son las estructuras tipicas de DNA, son lineales y
sin ramificaciones, por lo que estos motivos estructurales son insuficientes para construir
nanoarquitecturas mas complejas en dos y tres dimensiones. Para este propodsito se

requieren motivos estructurales mas complejos como unidades basicas de construccion.>3

Figura I.8 Motivos estructurales basicos empleados en
construcciones nanotecnolégicas
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La secuencia nucleotidica determina la habilidad de un oligonucledtido para
hibridarse total o parcialmente con un oligonucleétido complementario, permitiendo de este
modo la formacion de diferentes motivos como hélices, uniones, cruces y giros. Estos
motivos se pueden emplear como unidades basicas de construccién y se pueden ensamblar
mediante la interaccion con cadenas oligonucleotidicas con extremos cohesivos (sticky ends).
La combinacion de estos elementos puede ser empleada para generar unidades basicas de
construccidon mas complejas para obtener motivos estructurales de mayor orden y enriquecer

el abanico de herramientas disponibles para el disefio de nanoarquitecturas.3343

La capacidad del DNA para adoptar otros motivos estructurales diferentes de la doble
hélice puede ser también de utilidad en el disefio de nanoestructuras. Por ejemplo, las
nanoestructuras obtenidas por autoensamblaje de oligonucleétidos formadores de cuadruplex
de guanina son mas rigidas que las formadas por dobles hélices.** También se han disefiado
nanoestructuras complejas empleando como unidad de ensamblaje una forma de horquilla
del RNA, conocida con el nombre de tectoRNA***® (Fig. I.9).

Figura 1.9 Ejemplo de ensamblaje de un motivo estructural de RNA a
partir de tectoRNA como unidades basicas de construccion

En definitiva, el motivo estructural que actia como unidad basica de construcciéon se
elige seguln la construccién supramolecular que se quiere obtener, considerando aspectos

tales como la simetria, la periodicidad y las dimensiones de la estructura en crecimiento.

A pesar del extraordinario desarrollo experimentado en los Ultimos afios, no existe
aun ningun producto de mercado basado en nanoestructuras de DNA. Actualmente, las
aplicaciones hacen referencia a nuevos materiales o construcciones con propiedades
estructurales y funcionales, como el posicionamiento dirigido de moléculas y de

nanoparticulas empleando una estructura de DNA como guia,3”47->1

37,52,53

la generacién de
elementos conductores mediante la metalizacién, el disefio de dispositivos ldgicos y de
computacién basica basados en DNA,”*>’ o incluso su empleo en la fabricacién de
nanodispositivos mecanicos, tal y como se comentara a continuacion. N. C. Seeman
destacaba a principios de los afios 80 que uno de las principales objetivos a conseguir era la
construccién en tres dimensiones de cristales de DNA con el propdsito de emplearlos como
unidades repetitivas periddicas para el analisis cristalografico de moléculas de dificil

4

cristalizaciéon.®* Sin embargo, la construccion de nanoestructuras regulares en tres
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dimensiones no se llegd a conseguir hasta el afio 2004.°® Ademas de éstas, existen ejemplos
de estructuras basadas en DNA en forma de nanotubos,>?>°° |os cuales una vez metalizados

52,59

dan lugar a elementos conductores, e incluso a figuras geométricas como octaedros®! y

tetraedros.®?

Como ya se sefialaba anteriormente, el DNA no sélo puede ser util en la construccién
de estructuras estaticas, sino que también se puede emplear en la fabricacion de dispositivos
dindmicos. Pueden disefiarse dispositivos con capacidad de llevar a cabo trabajo

mecdanico3453

mediante uno o varios oligonucleétidos con la capacidad de adoptar dos o mas
estructuras por hibridacion alternativa de las cadenas. El cambio de estado topoldgico puede
inducirse externamente mediante la adicion de agentes quimicos externos. Por ejemplo,
simplemente variando el medio idnico o el pH, puede producirse un cambio topoldgico en el
DNA, como el superenrollamiento del DNA,%* la transicién entre la forma B y la forma Z de

> el cambio de orientacién entre dos cadenas hibridadas,®® la formacién

una doble hélice,®
reversible de cuadruplex de G,%®® asi como la formacién del cuadruplex de C y triples
hélices.?87° Todos estos cambios estructurales son reversibles y la direccién de la transicién
se puede invertir variando la fuerza id6nica del medio o el pH. Entre las potenciales
aplicaciones de estos procesos se incluyen interruptores moleculares que se activan o
desactivan segun la composicién del medio para por ejemplo, controlar el espaciamiento de
nanoparticulas, regular la accesibilidad del DNA a enzimas o simplemente actuar como

biosensores en medios celulares,34:53:66

Mientras que los ejemplos mencionados hacen referencia a cambios topoldgicos mas
o menos graduales ocasionados por la presencia o ausencia de pequefias moléculas, existe
otra estrategia que consiste en inducir cambios de estado de determinados motivos
estructurales mediante la hibridacidon con cadenas complementarias de DNA. El ejemplo mas
paradigmatico de esta estrategia ha sido el desarrollo de sensores moleculares fluorescentes
llamados balizas moleculares (molecular beacons, Fig. I.10), basados en fendmenos de
resonancia Foster (FRET o Foéster Resonance by Energy Transfer). En este caso, la

hibridacién con una cadena complementaria produce un cambio de fluorescencia.’?

Figura 1.10 Mecanismo de una baliza molecular (molecular beacon)

: :Q Q F

Estos dispositivos moleculares estan formados por una cadena oligonucleotidica, que
por complementariedad entre sus dos extremos, adopta una estructura de horquilla-lazo
(hairpin-loop) intramolecular. Ademas, los extremos del oligonucledtido estan modificados
guimicamente con un fluoréforo (F) y una sustancia que atenta la emision del fluordforo
(quencher, Q), mediante un fenémeno de transferencia de energia por resonancia FOster
(FRET). Al hibridarse con una cadena complementaria, Q queda alejado de F conduciendo a

un fuerte aumento en la fluorescencia. Siguiendo el mismo principio, existen otros
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dispositivos fluorescentes basados en otras estructuras de DNA, que actlan produciendo
atenuacion o incremento en la fluorescencia segun se produzca la hibridacién o no con sus

cadenas complementarias’?”3

Desde su aparicion, se han desarrollado numerosas
aplicaciones basadas en balizas moleculares que van desde la cuantificacion de la
amplificacion de secuencias via PCR (polymerase chain reaction), hasta la deteccion de
mutaciones, o de los Illamados polimorfismos mononucleotidicos (Single Nucleotide

Polymorfism o SNP) relacionados con determinadas patologias.”?74

Se han disefiado otros dispositivos dinamicos basados en el desplazamiento de
cadena por hibridacion. Si en una doble hélice algunas de las nucleobases no son
perfectamente complementarias o bien una de las cadenas tiene un extremo no hibridado, al
afiadir una cadena perfectamente complementaria se produce el desplazamiento de la
cadena parcialmente complementaria para formar un ddplex mas estable. Con este principio
se han disefiado diversas nanomaquinas de DNA donde el desplazamiento de cadena opera a
modo de interruptor entre dos estados.”>”” La Fig. I.11 muestra un ejemplo de este tipo de
dispositivos. También se han descrito dispositivos mecanicos en que la adicidon o sustraccién
de una cadena oligonucleotidica por hibridacion con una cadena afiadida externamente
produce un cambio estructural, pasando de dlplex a un cuadruplex de guanina.”®
Recientemente, se han disefiado dispositivos nanomecanicos que semejan rudimentarios

robots con la capacidad de desplazarse.”®8°

Figura 1.11 Ejemplo de un nanodispositivo de DNA que opera entre dos
estados por adicion o sustraccion de un cadena oligonucleotidica
parcialmente complementaria

Fc

Abierto
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Uno de los aspectos basicos tanto en el disefio de las nanoestructuras como de las
maquinas moleculares basadas en DNA es la correcta eleccién de los elementos
autoensamblables, ya que se precisa una elevada afinidad y selectividad para procurar la
correcta hibridacion de las cadenas oligonucleotidicas. Un factor limitante, en especial en
aquellos disefos que implican la participacion de un elevado numero de cadenas, es la
tendencia que presentan las cadenas oligonucleotidicas a adoptar estructuras alternativas,

por lo que es necesaria la utilizacion de complicados algoritmos para su correcta eleccion.

El gran incremento de publicaciones en este campo indica claramente que el disefio y
fabricacion de nanoarquitecturas de DNA es mucho mas que un desafio intelectual. Avances
recientes han propiciado aplicaciones bastante prometedoras como el posicionamiento
dirigido de proteinas y nanoparticulas, con posible aplicacién en biomedicina y el disefio de
elementos conductores para la construccion de dispositivos electrénicos de escala

nanométrica.3>*’

2.2 Aplicaciones terapéuticas

Durante los Ultimos veinte afios se ha dedicado un gran esfuerzo a estudiar el
empleo de los oligonucledtidos como agentes terapéuticos que actian como reguladores de
la expresiéon génica. Esta ha sido sin duda alguna la aplicacién mas importante de los
oligonucleédtidos y es de esperar que por los esfuerzos que aqui se comentan siga siéndolo en
el futuro. El primer indicio que se obtuvo de su posible aplicacién en este campo fue en 1977
por B. M. Paterson®! y colaboradores, que consiguieron inhibir el proceso de traduccién de un
RNA mensajero (mMRNA) mediante hibridacidon con un oligonucleétido sintético de cadena
complementaria. A lo largo de estos afios se han realizado numerosos estudios con el objeto
de desarrollar diversas estrategias Utiles para el empleo farmacoldégico de los
oligonucleétidos. Como se vera a continuacion, el ingente esfuerzo dedicado ha dado sus
frutos y actualmente ya se dispone de dos farmacos oligonucleotidicos, y es posible que su
ndmero aumente en un futuro proximo. Las diferentes estrategias se pueden clasificar en

funciéon de la diana celular sobre la que actlan y el mecanismo de accidn.

En la llamada estrategia antisentido, el oligonucleétido se disefia para ser
complementario a un mRNA. El hibrido oligonucledtido-mRNA asi formado interfiere en el
proceso de traduccion inhibiendo e incluso anulando la expresidon del gen responsable de un
determinado desorden. Al formarse el hibrido DNA-RNA también puede producirse la
degradacion del mRNA por activacién de la RNasa-H.8283 También se ha demostrado que los
oligonucledtidos antisentido pueden bloquear los procesos de autoescision o splicing
aberrantes en el pre-mRNA,®* que se desencadenan cuando se producen mutaciones en la
secuencia del pre-mRNA, conduciendo a proteinas mutadas. En la actualidad, se encuentra
en el mercado un oligonucleétido basado en la estrategia antisentido llamado Vitravene®,

comercializado por Isis Pharmaceuticals, empleado para tratar la retinitis causada por
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citomegalovirus (CMV). Otros oligonucledtidos antisentido se encuentran en fases clinicas

85,86

avanzadas, segun se indica en la Tabla I.1.

Tabla 1.1 Seleccion de oligonucledtidos antisentido en fases de desarrollo clinico

Farmaco Enfermedad Estado
Alicaforsen Enfermedad de Crohn Fase III
ISIS 301012 Colesterol Fase II
ISIS 113715 Diabetes Fase II
Resten-NG Restenosis Fase II
AVI-4065 Hepatitis C Fase Ib
AVI-4557 Metabolismo de farmacos Fase I
AVI-4020 Virus del oeste del Nilo Fase I
Genasense” Cancer Fase III
G4450" Céncer Fase I
GTI-2040" Carcinoma renal, leucemia Fasell
GTI-2501 Céncer de pulmoén y de Fase I/II
préstata
TPI-ASM8 Asma Fase II
0GX-011" Céncer Fase II
VRX496 HIV Fase I

*En combinacion con terapias convencionales para el cdncer

En la estrategia sentido, el oligonucledtido se disefia para unirse de manera
especifica y con gran afinidad a determinadas proteinas, para producir la inhibicién o
interferir en su actividad biolégica; son los llamados oligonucleétidos aptamero. El
reconocimiento de las dianas bioldgicas tiene su origen en la estructura terciaria adoptada
por la cadena oligonucleotidica.®” Los aptdmeros se obtienen a través de un proceso de
seleccion in vitro conocido como SELEX (Systematic evolution of ligands by exponential
enrichment), en el que los oligonucléotidos son seleccionados a partir de una biblioteca o
quimioteca inicial de secuencias (aproximadamente 10'°) realizando repetidos ensayos de
hibridacién y separacion de los oligonucleétidos de mayor afinidad por las dianas.%8:8°
Recientemente, la FDA (Food and Drug Administration) estadounidense ha aprobado un
farmaco basado en esta estrategia llamado Macugen®, coproducido por Eyetech
Pharmaceuticals y Pfizer, y que se emplea para tratar la degeneracion de la retina asociada
con el envejecimiento.?®°! Actualmente hay diversos grupos implicados en el desarrollo de
aptameros, dirigidos a tan diversas patologias como agentes anticoagulantes, tratamientos
contra la obesidad, antivirales, tratamientos contra el Alzheimer o el sindrome de
Creutzfeldt-Jakob.??°3 Md&s recientemente, por su elevada afinidad y especificidad, los
aptédmeros podrian también tener aplicacién en el desarrollo de sensores aplicados a

diagndstico y en la evaluacidn de nuevas dianas terapéuticas.”3°¢
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El RNA de interferencia (RNAi) es un mecanismo celular (Fig. I.12), que implica
la degradacién de moléculas de RNA. Descubierto recientemente, ha revolucionado la
investigacion en biologia. Prueba de ello, los primeros investigadores en hacer referencia a
este mecanismo en 1998, A. Fire y C. C. Mello®, fueron premiados el pasado afio con el
Premio Nobel. Su descubrimiento consistié en observar una gran eficiencia en la inhibicién de
un gen del nematodo Caenorhabditis elegans si se inyectaba un duplex de RNA de secuencia

complementaria.

Figura I.12 Mecanismos de silenciamiento por RNAi y miRNA
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El mecanismo de interferencia , aun no del todo conocido, se inicia con la
ribonucleasa Dicer, la cual se une y corta RNA exdgeno bicatenario para producir fragmentos
duplex de RNA mas cortos (20-25 nucleobases) y con algunas nucleobases desapareadas en
los extremos. Estos fragmentos mas cortos, llamados siRNA (small interfering RNAsS), son
separados e integrados en el complejo enzimatico RISC (RNA-induced silencing complex).
Los componentes con actividad catalitica del RISC son conocidos en animales como proteinas
Argonauta, con actividad endonucleasa, que producen la degradacién de mRNA de secuencia
complementaria a una de las cadenas de siRNA. De los fragmentos producidos por Dicer, tan
so6lo la cadena complementaria al mMRNA (cadena guia) se une a las proteinas Argonauta. La
cadena seleccionada como guia tiende a ser aquella cuyo extremo 5’ presenta una unién mas
débil con su cadena complementaria. La cadena se hibrida especificamente con el mRNA

objetivo, dirigiendo de este modo la actividad nucleasa del complejo. La otra cadena (cadena
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pasajero) es degradada por las proteinas Argonauta antes de la activacion del RISC. El

mecanismo se esquematiza en la Fig. I.12.
Como se indica en la Tabla I.2, existen ya ejemplos de RNAs de interferencia en
fases clinicas,® demostrando que se puede conseguir el silenciamiento del mMRNA empleando

analogos que mimetizan siRNA,101-103

Tabla I.2 Oligonucléotidos siRNA en fases de desarrollo clinico

Farmaco Enfermedad Estado
Cand5 Degeneracion macular Fase I

Sirna-027 Degeneracion macular Fase I

ALN-RSVO1 Infeccion virus RSV Fase I

Ademas del RNAi, se ha observado que existe otro mecanismo enddgeno de
regulacién génica de silenciamiento de mRNA, basado en los llamados microRNA (miRNA).
Descrito por primera vez por V. Ambros y colaboradores,'® los miRNA son también RNA
bicatenarios, de secuencia no codificante y de entre 21 y 23 residuos, que estan implicados
en la regulacién génica en plantas y animales.®> El mecanismo®!%-!1 de accién de los miRNA
aun no se conoce completamente (Fig. I.12). Se sabe que en primer lugar se transcribe el
pri-miRNA, que es procesado en el nlcleo para generar un pre-miRNA de menor tamafio
(alrededor de 70 nucleobases). En animales, este proceso lo lleva a cabo un complejo
proteico compuesto por la nucleasa Drosha y la proteina Pasha, que se unen al RNA
bicatenario. El pre-miRNA se procesa luego en el citoplasma para obtener el miRNA maduro
por mediacidon de la endonucleasa Dicer, la cual también inicia la formaciéon del complejo
proteico RISC, de forma similar a los siRNA. Las proteinas Argonauta del complejo RISC
pueden mediar en la degradaciéon del mRNA aunque la cadena guia del microRNA no sea
completamente complementaria. Sin embargo, si la cadena guia es parcialmente
complementaria, se sabe que el complejo formado puede interferir en la traduccién del
mRNA mediante un mecanismo aln no del todo conocido.!!® Existen evidencias que
relacionan los microRNA con diversas enfermedades, como la diabetes, desérdenes
neuroldgicos o el desarrollo de varios canceres'® !0 de ahi, que se haya sugerido la posible

aplicacién terapéutica de los oligonucleétidos basados en microRNA.

Existen otras posibles estrategias terapéuticas basadas en oligonucledtidos, pero sus
resultados son aun muy modestos. En la estrategia antigen el oligonucledtido se disefia
para unirse a un segmento de DNA cromosémico formando una triple hélice, con el objeto de
bloquear de este modo la maquinaria encargada del proceso de transcripcion.? La formacién
de la triple hélice puede dificultar o impedir la unién de las proteinas encargadas del proceso
de transcripcién de un determinado gen, interferir en la replicacion, alterar la recombinacion
génica, inducir reparaciones en una secuencia dafiada o incluso inducir mutagénesis.!!1"115 La
ventaja de esta estrategia es que se interviene en el origen de la informacion, el DNA

nuclear, y no en el mRNA, que es el siguiente eslabdn y del que existen numerosas copias en
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la célula. Sin embargo, la formacién de las triples hélices, aparte de verse condicionada por
la presencia de secuencias polipurinicas, requiere en ocasiones unas determinadas
condiciones idnicas y de pH'? (véanse los apartados 1.2 y 5.1 del capitulo 3) que difieren de
las fisioldgicas. En este caso, el blanco bioldgico es mas dificil de alcanzar, ya que el
oligonucleédtido antigen ha de poder llegar al ndcleo para unirse al DNA. Por todo esto, hasta
el momento el empleo de oligonucleétidos antigen se ha limitado a ensayos bioldgicos y en

modelos celulares.

Otra posible alternativa terapéutica se basa en los ribozimas, que son cadenas de
RNA que presentan la capacidad de degradar otras secuencias de RNA. Esta actividad fue
observada por primera vez por el grupo de T. R. Cech al constatar que el mRNA de
Tetrahema Thermophilia experimentaba un proceso de autoescision para generar el mRNA
maduro, el llamado proceso de splicing, sin participaciéon alguna de proteinas.!'® En los
Ultimos afios se han descubierto gran variedad de ribozimas, siendo el mas ampliamente
estudiado el ribozima cabeza de martillo (hammerhead).''”"118 Actualmente, existen algunos
RNAs en desarrollo clinico basados en este tipo de ribozima* (Tabla I.3). Por su contribucidn
al conocimiento de las propiedades enzimaticas de determinadas secuencias de RNA, T. R.

Cech recibi6 el Premio Nobel en 1989.

Tabla 1.3 Farmacos basados en ribozimas que se encuentran en desarrollo clinico

Farmaco Enfermedad Estado

Angiozyme Cancer colorectal Fase II
Herzyme Cancer Fase I

Heptazyme Hepatitis C Fase II

Muy relacionadas con las secuencias ribozima, recientemente se ha observado que
en muchas bacterias, la expresidon de genes cruciales en la biosintesis de metabolitos o el
transporte estd regulado por estructuras de mRNA llamados conmutadores de RNA o
riboswitches. Estas cadenas de RNA pueden re-estructurarse cuando se unen a un
metabolito especifico. EI cambio topoldgico de la estructura que se produce es la sefial que
induce a la activacion o a la inhibicion de la expresién de los genes relacionados con la
biosintesis del metabolito.®°"*?! Actualmente, el estudio de estas estructuras y sus

funciones se cree que puede ser Util en el desarrollo de nuevos antibacterianos.!?

3. Soluciones quimicas a las limitaciones de los oligonucleétidos en

sus multiples aplicaciones

Los oligonucledtidos son moléculas que cumplen con extrema perfeccion sus
funciones bioldgicas. Sin embargo, presentan importantes limitaciones en las diversas

aplicaciones que en los Ultimos afios se han ido desarrollando. Por ejemplo, en la
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construccién de nanoestructuras se requiere que sean quimicamente estables en condiciones
no fisioldgicas, muestren una gran afinidad y especificidad y que las estructuras que se
formen sean térmicamente muy estables.?*?° En cuanto a su aplicacién en diagnosis
nuevamente se requiere que presenten una elevada capacidad de reconocimiento molecular
y que los motivos estructurales que se forman con la diana sean suficientemente estables en
condiciones fisioldgicas e incluso, in vivo.”? Para su desarrollo como agentes terapéuticos
ademas de las ya mencionadas, se precisa elevada capacidad de reconocimiento molecular,
estabilidad enzimatica y formacién de motivos estructurales suficientemente estables en los
medios celulares, y se requiere también que sean capaces de atravesar membranas

bioldgicas para llegar a sus blancos biolégicos.!??

Para solventar las diversas limitaciones de los esqueletos oligonucleotidicos en las
multiples facetas de sus aplicaciones, la modificacion quimica es sin duda alguna una de las
mejores herramientas.'?>'?3> Para mejorar la vehicularizacién en medios celulares de los
oligonucledtidos también se ha recurrido a la modificacién quimica,***'?> aunque existen
otras posibilidades.’?® Se resumen brevemente a continuacién los tipos de oligonucleétidos
modificados mas importantes y sus principales aplicaciones. Dada la especial relevancia de
los oligonucledtidos empleados en medios celulares o con aplicacion farmacoldgica, se
dedicara un apartado a comentar los esfuerzos dedicados a mejorar las propiedades de

penetracion celular.

3.1 Oligonucleétidos modificados quimicamente

En principio, cualquier posicién de la cadena oligonucleotidica puede ser modificada
para conseguir una mejora en sus propiedades. Ademas, los oligonucleétidos se pueden unir
covalentemente a una gran variedad de moléculas para dotarlos de propiedades adicionales.
Introducir modificaciones quimicas en un oligonucledtido puede afectar significativamente a
sus propiedades. Asi, puede tener efecto en sus propiedades de reconocimiento molecular,
alterando el esquema de formacion de enlaces por puente de hidrégeno, en las interacciones
por apilamiento, de caracter electrostatico o simplemente de tipo estérico. Los efectos
provocados por las modificaciones no son facilmente predecibles y dependen del tipo de

modificacion o de la posicién de la secuencia en que se han realizado.

Por lo que respecta al tipo de modificacion, la mas empleada y quimicamente mas
accesible es la sustitucidn del grupo fosfato por otras funcionalidades, y permite mejorar
normalmente la estabilidad a la degradacién enzimatica en medios celulares. En este sentido,
hay que tener en cuenta que una cadena de DNA presenta una vida media inferior a una
hora en condiciones fisioldgicas, porque es blanco de nucleasas que hidrolizan sus grupos
fosfato. Si se sustituye el grupo fosfato, un grupo anidnico, por un grupo neutro o catidnico,
la reduccidn de la carga negativa global del esqueleto mejora la afinidad de unién por su

cadena complementaria e incluso tiene efectos favorables en la penetracién celular.t?3:127-129
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Por otro lado, modificando el anillo de ribosa se puede mejorar sustancialmente la
afinidad de unién con su cadena complementaria. También, la incorporacién de apéndices en
los extremos de la cadena o que penden de posiciones internas pueden incrementar el
acercamiento de las cadenas por efecto electrostatico o variar el equilibrio conformacional de

la cadena favoreciendo la hibridacién con RNA.*3°

También se pueden sintetizar oligonucleétidos en los que se ha modificado por
completo el esqueleto ribosa-fosfato manteniendo sin embargo, la posicion de las
nucleobases. Al haberse reemplazado la ribosa y los grupos fosfato por otro tipo de
estructuras, estos oligonucledtidos no son sustrato de los enzimas encargados de la
degradacion de las cadenas de DNA. Con estas modificaciones también se puede mejorar la
afinidad de unidén al blanco por disminucion del caracter anidnico de la cadena o bien

forzando una nueva conformacién que maximiza las interacciones estabilizantes.?3127-12

Se pueden unir covalentemente a los extremos de una cadena oligonucleotidica otras
moléculas que incorporan nuevas funcionalidades dando lugar a conjugados. En la

bibliografia se han descrito numerosos ejemplos de conjugados oligonucleotidicos con

1 132,133 4 135-137

agentes intercalantes,'*! balizas fotoquimicas, nanoparticulas,3* péptidos 0
liposomas.*?® La modificacién quimica de los extremos hidroxilo de la cadena también aporta
estabilidad fisioldgica a los oligonucledtidos, ya que los protege de la degradacién enzimatica

producida por las exonucleasas.?”??

Las excelentes propiedades de reconocimiento molecular de los oligonucleétidos
descansan esencialmente en las nucleobases. Gracias al patréon de formacion de enlaces de
hidrogeno entre las nucleobases, las cadenas oligonucleotidicas se hibridan de forma
especifica pero ademas, se establecen interacciones estabilizantes de apilamiento entre los
anillos aromaticos, en que se combinan efectos hidrofdobicos y de fuerzas de dispersion entre
los anillos aromaticos. En conjunto, la hibridacién y el apilamiento aportan la mayor parte de
la energia necesaria para compensar la repulsion electrostatica entre los grupos fosfato. Por
tanto, la modificacidon quimica de las nucleobases no sélo puede alterar la especificidad de
uniodn del oligonucledtido sino también aumentar significativamente la afinidad por la cadena
complementaria, alterando el esquema aceptor-donador de los enlaces de hidrogeno o bien
incrementando las interacciones hidrofdobicas y de apilamiento. Ademads, las nucleobases

pueden ser también derivatizadas para unir otras moléculas.'*®

En los Ultimos afios, en la bibliografia se han descrito un gran numero de
modificaciones quimicas, tanto por lo que respecta al enlace internucleosidico, como a la
ribosa o a las nucleobases. La Fig. I.13 resume algunos ejemplos de oligonucleétidos

modificados de especial relevancia.
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Figura I.13 Ejemplos de oligonucledtidos modificados

", 5 “% B
(6] "’1., O o)
o B
S\
R “ STNE
< > < () (6]
P 6 R o |
©s—p=0 o I 0—P=0
| o—F|>—o c|>
o)
s, ! e
u,
Fésforotioato R=-0CHj5 (2'-O-Metil) LNA

R= -OCH,CH,OCH3 (2'-O-MOE)

HN "
0 0 o £
e )i
N
N
o Sl
v
O,
PNA Morfolino

La sustitucion de un oxigeno no enlazante del grupo fosfato por un atomo de azufre
da lugar a los oligonucledtidos fosforotioato, y ésta fue la primera modificacion de
esqueleto en ser ensayada.'®® Estos andlogos de DNA son mas resistentes a las nucleasas y
son capaces de actuar como sustratos de la RNAsa-H, por lo que son unos buenos candidatos
para actuar como agentes antisentido.'*% '*! De hecho, Vitravene®, el primer oligonucledtido
autorizado como farmaco, es un oligonucledtido fosforotioato y hay otros que se encuentran
en fases clinicas avanzadas. Aunque las dobles hélices formadas por este tipo de
oligonucleétidos son algo menos estables que las formadas por oligonucleétidos sin
modificar, mantienen la especificidad por la cadena complementaria.'*! No obstante, se ha

demostrado que tienen tendencia a establecer interacciones no especificas con proteinas.'*?

Modificando la posicidon 2’ del anillo de ribosa se pueden obtener 2'-O-metil-RNA vy
2’-O-metoxietil-RNA.1*° Ambas modificaciones proporcionan mayor resistencia a las
nucleasas y mejoran la afinidad de unidn, pero no son capaces de actuar como sustratos de
la RNAsa-H. Por otra parte, si s6lo se modifican las posiciones de los extremos y se deja la
parte central de la cadena oligonucleotidica sin modificar, se obtienen los llamados
gapmeros, que son capaces de activar la RNAsa-H y presentan mayor estabilidad fisiologica
al tener los extremos modificados.!*® Existen algunos ejemplos de este tipo de analogos en

ensayo clinico.??

Otra modificacion de la ribosa conduce al LNA (locked nucleic acid). Esta
modificacion tiene el efecto de fijar la conformacion 3’-endo de la ribosa, reduciendo el coste
entropico que se produce en el apareamiento de nucleobases y proporcionando un aumento
en la estabilidad de los duplex formados con RNA.#%15 Este tipo de andlogos no activa la
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RNAsa-H, pero sintetizando gadpmeros LNA-DNA-LNA se obtienen oligonucledtidos capaces de
activar este mecanismo y mas resistentes a las nucleasas al tener los extremos

modificados.'??

El llamado acido nucleico peptidico o PNA (peptide nucleic acid) constituye una
modificacion mas drastica del esqueleto ribosa-fosfato. Este andlogo estd formado por
unidades de N-(2-aminoetil)-glicina unidas mediante enlaces amida, de donde penden las
nucleobases distanciadas el mismo nimero de enlaces que en el DNA.'*® Este analogo posee
un esqueleto neutro, por lo que la hibridacién con DNA o RNA estd mas favorecida porque
disminuyen las repulsiones electrostaticas con los grupos fosfato. Debido a su estructura no
natural presenta una elevada estabilidad tanto a nucleasas como a las proteasas que
degradan las proteinas.!*’ Debido a la gran estabilidad quimica y enzimatica muestran un
gran potencial como herramientas de diagndstico en biotecnologia’*® y en la construccién de
nuevos materiales en nanotecnologia.’3* El PNA es incapaz de actuar como sustrato de la
RNAsa-H, pero es capaz de inhibir la expresion génica por bloqueo estérico. Se ha
comprobado que su actividad antisentido es mayor que la de los fdsforotioatos.*” No
obstante, los PNAs presentan una menor solubilidad en agua que los oligonucledtidos
naturales, aunque puede mejorarse sintetizando quimeras DNA-PNA.}*° Una importante

limitacion es su escasa capacidad para penetrar en células.

Los oligonucledtidos morfolino se caracterizan por tener una estructura neutra en la
que se ha sustituido el anillo de ribosa por morfolina y las uniones fosfato por grupos

fésforodiamidato.%915¢

Como los mondmeros pueden ser sintetizados a partir de los
correspondientes ribonucledsidos, constituyen una alternativa econémica a muchos analogos
de DNA descritos en la literatura. Presentan una elevada estabilidad en el medio fisioldgico vy,
a diferencia de otros analogos de DNA no idnicos, son solubles en medio acuoso.!®? Los
oligonucleétidos morfolino pueden hibridarse con RNA formando duplex mas estables que los
formados por DNA-RNA.*>3 En experimentos llevados a cabo en células se ha demostrado
que los analogos morfolino son mas efectivos como inhibidores antisentido que los
oligdmeros fdsforotioato, aunque los hibridos morfolino-RNA no sean capaces activar la
RNAsa-H.'>? Ademas, los oligonucleétidos morfolino no se unen de manera inespecifica a
proteinas y presentan una mayor especificidad de secuencia.'®® Actualmente existen diversos
oligonucleétidos morfolino en fases clinicas.®”> También se ha visto que pueden ser Utiles en
el estudio del desarrollo de vertebrados, ya que pueden provocar el bloqueo de la expresion
génica y producir modificaciones fenotipicas al ser inyectados en células embrionarias.>*1%
Con respecto a la estrategia antigen, se ha comprobado que los oligonucleétidos morfolino
pueden formar triples hélices en ausencia de magnesio y en presencia de potasio,
condiciones en las que otros andlogos de DNA no forman este tipo de estructuras.
Experimentos de hibridacidn y modelizacidn molecular muestran que el esqueleto de un
oligonucledtido morfolino es compatible con la estructura de una triple hélice, aunque sélo en

uno de los posibles motivos estructurales.®’
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Por otra parte, del mismo modo que ocurre con los PNAs, su principal limitacidon es
que presentan una escasa capacidad para atravesar membranas bioldgicas.'> Precisamente,
en el siguiente apartado se comentaran algunas de las principales estrategias para mejorar

la capacidad de los oligonucledtidos para atravesar membranas bioldgicas.

3.2 Mejora de la penetrabilidad celular de los oligonucleétidos

Las barreras bioldgicas han evolucionado para desempefiar diversas funciones, entre
ellas prevenir la entrada de agentes exdgenos al interior de la célula. Sin embargo, estas
barreras limitan o bloquean el beneficio terapéutico de un determinado farmaco. Las
propiedades fisicas de muchos farmacos quedan limitadas para poder permitir su difusion
desde un medio extracelular extraordinariamente polar a través de la bicapa lipidica de las

células, externamente muy polar pero internamente muy hidrofébica.

Dada la influencia en las propiedades farmacocinéticas de los farmacos, se han
desarrollado diversas técnicas a lo largo de los afios para mejorar la penetracion celular.
Entre otras, la microinyeccion se ha empleado habitualmente para este propdsito, aunque
tan sélo es util para realizar estudios in vitro. Habitualmente, la solucidon ha consistido en
mejorar las propiedades fisicoquimicas de un determinado candidato mediante la sintesis y
evaluacién de numerosos analogos, hasta identificar el candidato dptimo. La encapsulacién
de farmacos utilizando liposomas,**® por ejemplo, proporciona un medio eficaz de mejorar
las propiedades de aquellos candidatos que no presentan inicialmente unas propiedades

fisicoquimicas 6ptimas.

Otra técnica para poder mejorar el paso a través de membranas bioldgicas consiste
en aprovechar los mecanismos dependientes de receptores. Por ejemplo, se sabe que el
folato se importa al medio celular a través de un receptor especifico de membrana. De ahi se
ha observado que la unién de acido fdlico a un agente terapéutico puede mejorar su
importacién al medio celular.’® Siguiendo este razonamiento, en los Ultimos afios se han
ensayado con este fin la importacion celular mediada por esteroides, poliaminas,

aminoacidos u otros agentes que presentan un mecanismo de transporte celular activo.'2®

Recientemente, también se ha ensayado el uso de transportadores moleculares,
moléculas que a modo de lanzadoras son capaces de importar otras moléculas del medio
extracelular mediante mecanismos de transporte pasivo como la endocitosis. Dentro del
grupo de moléculas que actian como transportadores moleculares, se incluyen estructuras
muy diversas, como dendrimeros, nanotubos, nanoparticulas o liposomas. En los ultimos
afios se ha puesto especial interés en los péptidos catidnicos, denominados habitualmente
como CPP (cationic penetrating peptides).'%°162 Estos tranportadores peptidicos se inspiran
en secuencias de proteinas con elevada capacidad transportadora, como Tat de VIH-1 o el
péptido del homeodominio de Drosophila Antennapedia, que se caracterizan por poseer

segmentos poliarginina. Basadas en estas secuencias, se han disefiado numerosas moléculas
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gue actlian como transportadores moleculares, que incluyen péptidos no naturales,

peptoides, oligocarbamatos y dendrimeros, todas ellas con numerosos grupos

126,163,164 | o

guanidino. Fig. I.14 muestra ejemplos de este tipo de transportadores: I es un

dendrimero poliguanidino y II es un péptido catidnico. En todos ellos los grupos guanidino
juegan un papel importante a la hora de conferir propiedades de penetracion celular.

Figura I.14 Ejemplos de transportadores cationicos
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Como ya se ha comentado, el caracter polianidnico de los oligonucledtidos dificulta
en gran medida el paso a través de las membranas celulares. Como otras moléculas con una
escasa penetrabilidad celular, han podido ser internados favorablemente en presencia de
polimeros catidnicos y en especial, mediante los péptidos catiénicos mencionados

anteriormente.'®

Tal y como se ha mencionado anteriormente, cabria suponer que al disminuir el
caracter aniénico de los oligonucleotidos sustituyendo el grupo fosfato por otros grupos
neutros (PNAs, oligonucledtidos morfolino), se conseguiria una mejora en su capacidad de
atravesar membranas bioldgicas, pero normalmente eso no es asi. En este caso, la solucién
mas exitosa ha consistido en la conjugaciéon de los PNAs y oligonucledtidos morfolino a

péptidos catidnicos.137:153,166-170

Aunque no necesariamente relacionado con la mejora de las propiedades de
penetracion celular, pero si con el intento de dotar a los oligonucledtidos con cargas
positivas, existen numerosos ejemplos de oligonucledtidos modificados que incorporan el
grupo guanidino en diferentes posiciones del esqueleto oligonucleotidico?*'?> (Fig. I.15).

Las modificaciones mas habituales consisten en incorporar grupos alquilguanidino en el
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carbono 5 de las pirimidinas (III), sustituir el grupo fosfato por el grupo
N-guanidinoalquilfosforamidato (IV), o derivatizar con grupos alquilguanidino la posicién 2’
de la ribosa (V). Como los grupos guanidino a pH fisiolégico estan protonados dado su
elevado pK, (alrededor de 12,5), los oligonucledtidos asi modificados presentan una buena
solubilidad en medio acuoso e incluso pueden favorecer la hibridacion al establecer
interacciones electrostaticas favorables con los grupos fosfato de la cadena complementaria,
formando dobles y triples hélices mas estables. Algunos de estos analogos muestran también
una capacidad mayor para atravesar membranas bioldgicas, sin que para ello se haya
modificado completamente el esqueleto. Por ejemplo, se consigue un efecto 6ptimo en 20

meros con sélo introducir cuatro modificaciones del tipo III.1%*

Figura I.15 Oligonucleétidos modificados que incorporan el grupo guanidino

ZT

NH»

o |
0—P=0 ) i
(|) H 5 b/\/\N NH,
g H2N N\/\/\ | o | H
NTC e
® NH; Vv 0,111 oh'% Vv

Por otra parte, T. C. Bruice y colaboradores!’*?’* han desarrollado diferentes
metodologias para obtener oligonucledtidos con enlaces internucleosidicos de tipo guanidino
(Fig. I.16). Las cadenas asi modificadas, dan lugar a los llamados oligonucleétidos guanidino
(DNG), y forman dobles y triples hélices muy estables, probablemente por la interaccion
electrostatica favorable con los grupos fosfato, manteniendo aun asi la especificidad de
secuencia. En relaciéon con lo mencionado anteriormente, aunque aun no demostrado, la
presencia del grupo guanidino podria ser también beneficiosa para facilitar el transito a
través de las membranas bioldgicas. Por tener relacion con el proyecto de la presente Tesis,
se tratardn con mayor detalle las propiedades de los oligonucledtidos guanidino en el capitulo
3.

Figura I.16 Oligonucleétidos guanidino (DNG)
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4. Objetivos

Los resultados obtenidos con los oligonucledtidos guanidino son realmente notorios
(véase apartado 2 del capitulo 2). Sin embargo, esta aproximacién presenta enormes
dificultades sintéticas para acceder a los sintones nucleosidicos, ya que deben poseer un
grupo amino en la posicién 3’ de la ribosa con la misma estereoquimica que presentan los
nucledsidos naturales. Por otra parte, la metodologia sintética en fase sdlida para preparar
este tipo de oligomeros precisa del empleo de sales de mercurio, que ademas de ser toxicas,
generan sulfuro de mercurio como subproducto de reaccion, un residuo demasiado insoluble

para permitir la implementacidn en sintetizadores automaticos.!’1174

Una posible mejora en el disefio de los oligonucleétidos guanidino podria consistir en
la sustitucién del anillo de 3’,5-amino-2’,3’,5’-desoxiribosa por uno de morfolina, creando asi
un nuevo tipo de oligonucledtido en el que se combinan dos modificaciones. Como se ha
explicado anteriormente, los oligonucledtidos morfolino presentan caracteristicas
interesantes como analogos de los oligonucledtidos naturales. Se ha demostrado su
capacidad para formar dobles y triples hélices estables, presentan actividad en medios
bioldgicos y se han obtenido buenos resultados en ensayos clinicos, que permiten augurar en
un futuro préximo la comercializacién de un nuevo farmaco basado en este esqueleto. No
obstante, cabe recordar que una limitacién importante de los oligonucleétidos morfolino es
su escasa capacidad de internacién celular, siendo necesaria la conjugacién a péptidos

poliarginina para aumentar su actividad bioldgica.

Por tanto, es probable que sustituyendo el enlace internucleosidico neutro del tipo
fésforodiamidato de los oligonucledtidos morfolino por el grupo guanidino mejore
sustancialmente la capacidad de atravesar membranas bioldgicas. Por otro lado, la
sustitucion de un esqueleto neutro por otro total o parcialmente catidonico aumentara
también la afinidad por los acidos nucleicos, como resultado de las interacciones
electrostaticas favorables, formandose hibridos de elevada estabilidad. Los grupos guanidino
muestran también una elevada estabilidad quimica y son resistentes a la accion de los
enzimas celulares que degradan los acidos nucleicos. Ademas, el conjunto de estas
potenciales propiedades es deseable no so6lo en oligonucleotidos terapéuticos sino también
en otras posibles aplicaciones, como por ejemplo, en aquellos que se emplean en DNA arrays
de diagnédstico o como unidades autoensamblables en la construccién de nanoestructuras.
Este disefio también puede presentar ventajas desde un punto de vista sintético, ya que los
sintones nucleosidicos con estructura de morfolina son relativamente faciles de preparar a
partir de los correspondientes ribonucledsidos, siendo éstos unos precursores mas

econdmicos que los desoxirribonucledsidos.

Por todo ello, nos parecido interesante combinar las propiedades de los
oligonucledtidos morfolino con las de los oligonucledtidos guanidino disefiando un nuevo tipo
de oligédmero oligonucleotidico que incorpora unidades de morfolino-amidina (Fig. 1.17). Por

una parte, se podria acceder a oligonucleédtidos parcialmente modificados en los que se
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alternan las unidades de morfolino-amidina y ribosil-fosfato (A) o bien dar lugar a
oligonucleédtidos formados exclusivamente por unidades nucleosidicas con estructura de

morfolina enlazadas por grupos guanidino (B).

Figura I.17 Oligonucledtidos formados por A) unidades de morfolino-amidina
y ribosil-fosfato en posiciones alternadas y B) por segmentos de
morfolino-amidina
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Partiendo de estos razonamientos, los objetivos de la presente Tesis han consistido
en desarrollar la metodologia sintética destinada a preparar oligonucledtidos modificados que
incorporan unidades morfolino-amidina, para luego, evaluar las potenciales propiedades de
reconocimiento molecular de estos nuevos oligonucleétidos. Para ello, se han planteado las

siguientes etapas:

e Preparar sintones nucleosidicos con estructura de morfolina (morfolinonucledsidos),
adaptando si cabe metodologias previamente descritas o desarrollando nuevos
procedimientos, y explorar diferentes rutas sintéticas para obtener guanidinas

derivadas de nucleédsidos.

e Implementar la metodologia sintética de la anterior etapa en la obtencién de
oligonucledtidos que contienen unidades de morfolino-amidina, y adaptarla para
poderla llevar a cabo integramente en fase solida.

e Estudiar las propiedades de hibridacion de los nuevos oligonucledtidos en la

formacion de dobles y triples hélices por medio de métodos biofisicos, como por

ejemplo, las curvas de fusion por UV.
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Capitulo 1. Sintesis de oligonucledtidos que incorporan unidades morfolino-amidina a partir de
dinucledsidos

1. Introduccion

Antes de pasar a describir los resultados obtenidos, resulta conveniente resumir los
métodos sintéticos disponibles para la obtencion de guanidinas, asi como aquellos que
especificamente han sido descritos para sintetizar andlogos de DNA con uniones

internucleosidicas guanidino.

1.1. Métodos generales para la obtenciéon de guanidinas

De microorganismos y plantas se ha aislado una gran variedad estructural de
moléculas que incorporan el grupo guanidino y también se encuentra presente en muchos
compuestos que poseen actividad terapéutica.l™ Debido a su basicidad (pKa alrededor de
12,5), las guanidinas se encuentran protonadas en condiciones fisioldgicas y es por eso que
establecen interacciones electrostaticas con los grupos funcionales de carga negativa, como
los grupos fosfato y carboxilato.>® Por todo ello, existen gran nimero de metodologias
destinadas a sintetizar guanidinas. En la Fig.1.1 se resumen los métodos mas comunes para

la preparacién de guanidinas di-,tri- y tetrasustituidas.

Figura 1.1 Sintesis quimica de guanidinas
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Estrategia A: a partir de tioureas y ureas

La sintesis de guanidinas por reaccidon entre una tiourea y una amina es una de las
estrategias mas utilizadas (Fig. 1.1, A)). Se han empleado una gran variedad de reactivos
que transforman una tiourea en un intermedio electréfilo mas reactivo. Se pueden activar
tioureas por reaccion con haluros de alquilo para proporcionar S-alquiltioureas o derivados de
S-alquiltiouronio.” ! En este caso, el reactivo mas utilizado para activar la tiourea es el
yoduro de metilo. La posterior reaccion con la amina, aparte de que genera como
subproducto el gas metilmercaptano, requiere periodos largos de reaccion y elevadas
temperaturas. Una manera mas suave de obtener guanidinas a partir de tioureas es
empleando 1,4-dinitrofluorobenceno (reactivo de Sanger).”#1214 | a reaccién de la isotiourea

con aminas transcurre en condiciones mucho mas suaves que sobre S-metilisotioureas.

En la literatura se ha descrito también el uso de carbodiimidas’® para obtener un
intermedio activado a partir de tioureas. Se han obtenido buenos resultados empleando
diisopropilcarbodiimida (DIP),t°-20 hidrocloruro de (1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida (EDCI)?!"?” y carbodiimidas inmovilizadas en un soporte sé6lido.?® La reaccion
funciona bien con N,N’-tioureas disustituidas con grupos atractores de electrones, 20:26-28
mientras que cuando se utilizan N,N,N’-tioureas trisustituidas no se llega a obtener la
guanidina.?* Aunque no se conoce con seguridad el tipo de intermedio implicado en la
reacciéon, el mecanismo mas aceptado es la transformacién de la tiourea en una

carbodiimida.’-1%%7

Las sales de N-alquil-2-halopiridinio han sido ampliamente utilizadas como agentes
activantes de acidos carboxilicos.?°32 En particular, el yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio
(reactivo de Mukaiyama), se ha utilizado para convertir acidos carboxilicos en ésteres,
amidas, lactonas, lactamas y también para activar tioureas.>? En presencia de N,N’-tioureas

disustituidas conduce también a la formacién de carbodiimidas, 33-3°

19,21,23-26

por lo que se ha descrito

ampliamente para la formacion de guanidinas.

Para activar tioureas y S-alquilisotioureas también se han empleado sales inorganicas
de caréacter tiéfilo, esencialmente de Hg(II),!>17182536:37 paro también de Bi(III),%® Cu(II)*° y
Ag(D).*” La interaccién del azufre con el metal y posterior formacién de sulfuros muy

insolubles® convierte a la tiourea en la especie activada capaz de reaccionar con aminas.

Por otra parte, se han activado tioureas por tratamiento con diclorotrifenilfosfina
generada in situ a partir de trifenilfosfina y hexacloroetano.*! En este caso se cree que el
intermedio reactivo es una carbodiimida si se parte de una tiourea N,N’-disustituida, y una

sal de uronio si el reactivo de partida es una tiourea trisustituida.

Se ha descrito también la activacién de tioureas por oxidacién con peroxido de

42,43

hidrégeno o bien con &acido peracético***> generando un derivado de &acido sulfénico. El

grupo HSOs3™ puede ser facilmente desplazado por aminas para acabar generando guanidinas.

34



Capitulo 1. Sintesis de oligonucledtidos que incorporan unidades morfolino-amidina a partir de
dinucledsidos

De manera analoga a las tioureas, también se pueden obtener intermedios reactivos
a partir de ureas, que por reaccidn con aminas dan lugar a guanidinas, aunque en
condiciones mas enérgicas (Fig. 1.1, A)). Una manera de activar ureas es utilizando fosgeno
para obtener la sal de Vilsmeier.>”#23 En la literatura también se ha descrito el uso de
CBr./PPhs/NEt;*®*® o bien una mezcla de cloruro de p-toluensulfonilo/piridina*® para llevar a

cabo la deshidratacién de ureas a carbodiimidas.

Estrategia B: a partir de iminofosforanos

Las carbodiimidas son intermedios sintéticos muy utiles tanto para la obtencién de
una gran variedad de sistemas heterociclicos nitrogenados como para la obtencién de
guanidinas, (Fig. 1.1, B)). Se ha visto que las carbodiimidas se generan como intermedios
en alguno de los métodos de activacién de las tioureas y ureas. También se pueden preparar
a partir de iminofosforanos, preparados a su vez a partir de azidas y fosfanos mediante la
reaccidon de Staudinger. Las carbodiimidas se obtienen mediante una reaccion tipo aza-Wittig
entre un iminofosforano y un heterocumuleno como puede ser un isocianato o un

isotiocianato.5%->°

Estrategia C: a partir de metaniminas

En la estrategia C la obtencidon de guanidinas implica la reaccion entre una amina
con un agente guanidilante de estructura metanimina. Tal y como se muestra en la Fig. 1.1,
segun el tipo de reactivo se pueden clasificar en dos grupos. En ambos casos el mecanismo
seguido es el desplazamiento del grupo saliente Y; 0 Y, por una amina. Para los reactivos del
grupo 1 habitualmente se requiere que los sustituyentes R sean grupos tipo carbamato,
habitualmente grupos protectores como el tert-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo vy
aliloxicarbonilo, por lo que se limita a la obtencién de guanidinas mono- y N,N-disustituidas.
En este grupo se encuentran los reactivos del tipo N-(trifluorometilsulfonil)guanidina,® 81860
1H-pirazolil-1-carboxamidinal®17:18:3461 v {H-benzotriazolil-1-carboxamidina.®? El grupo 2

>86364 v |a di(imidazol-1-

incluye las metaniminas como la di(benzotriazol-1-il)metanimina
ilYmetanimina,®® que se han empleado en la sintesis de guanidinas N,N,N"-tri- y N,N,N’N"-
tetrasustituidas. El caracter electrofilo de las carboxamidinas resultantes del desplazamiento
del primer grupo Y, es menor que el de las metaniminas de partida. Por tanto, se necesitan
condiciones de reaccién mas enérgicas para producir el segundo desplazamiento que conduce

a la formacién de la guanidina.

1.2 Sintesis de oligonucleétidos quanidino

El grupo de T. C. Bruice ha desarrollado una metodologia que permite llevar a cabo la
sintesis de andlogos de DNA!%36456675 v RNA’%77 con grupos guanidino como enlaces
internucleosidicos. En un primer momento la metodologia sintética desarrollada se llevaba a

cabo en solucidén y consistia en activar una tiourea derivada de la timidina mediante haluros
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de alquilo!® o bien &cido peracético,*® obteniendo mejores resultados con este Ultimo
reactivo. Con el objetivo de superar las limitaciones inherentes a la quimica en solucién y
permitir la sintesis de cadenas oligonucleotidicas mas largas, se intentdé adaptar la
metodologia a la quimica en fase sdlida. Inicialmente, la elongacidon de la cadena consistia en
hacer reaccionar la sulfonilcarboxamidina II con el 3’-amino-2’,3’-desoxirribonucledsido
anclado a un soporte sélido I, (Método 1, Fig.1.2). La reaccién implicaba el desplazamiento
del grupo sulfonilo para generar el grupo guanidino. Después del acoplamiento, el grupo
azido se reducia con H,S en piridina y se volvia a repetir el ciclo. Sin embargo, el rendimiento
por acoplamiento iba disminuyendo sustancialmente a medida que se elongaba la cadena. La
longitud maxima alcanzada con esta metodologia no superaba las cinco unidades, y no

mejoraba sustancialmente la metodologia en solucién.

Figura 1.2 Sintesis en fase sélida de oligonucleétidos guanidino
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Este método inicial se optimizd, (Método 2, Fig. 1.2), con la incorporaciéon de un
grupo protector para la unidn guanidino, de manera que aumentaba la solubilidad en
disolventes organicos del oligdmero en crecimiento y se evitaba que el grupo guanidino
pudiera interferir en las etapas de acoplamiento. En este caso, la activacion de la tiourea V
se llevaba a cabo in situ utilizando sales de Hg(II). El intermedio activado generado (véase
apartado 1.1), reaccionaba con el derivado 5’-aminonucleésido anclado a un soporte sélido
IV para obtener la guanidina VI. De esta forma se pudo llevar a cabo la sintesis de tetra- y

pentanucledtidos modificados.
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El esquema de proteccién fue disefiado para ser compatible con los métodos
habituales de sintesis de oligonucledtidos. El extremo 5’-amino se protegia con el grupo MMT,
(4-monometoxitritilo), el cual se puede eliminar con un tratamiento Aacido suave,
(tricloroacético en diclorometano). El grupo guanidino se protegia con el grupo Fmoc (9-

fluorenilmetoxicarbonilo)”*”7

y se puede eliminar en la misma etapa en la que se eliminan el
resto de grupos protectores permanentes de las nucleobases y en la que también se produce
la escisién del enlace que une el oligonucledtido al soporte sélido por tratamiento con
amoniaco. Antes de recurrir al uso del grupo Fmoc se habian empleado otros grupos
protectores como los grupos  acetilo,%%®®  benzoilo,!%3®  aliloxicarbonilo® o

tricloroetoxicarbonilo,3%:67-7°

pero los resultados no eran tan satisfactorios.

Por lo que respecta a la etapa de acoplamiento por formacion del grupo guanidino,
dejando a un lado la toxicidad, el empleo de las sales de mercurio para activar tioureas
genera sulfuro de mercurio. Como se trata de un subproducto muy insoluble para proseguir
con la elongacion de la cadena, se ha de incluir un tratamiento con tiofenol tras la etapa de
acoplamiento para solubilizar la sal de mercurio formada y evitar la obstruccion del lecho de

sintesis.

Otra desventaja en la metodologia descrita reside en la dificultad sintética para
acceder a los sintones convenientemente funcionalizados con un grupo amino en el carbono
3’ de la ribosa con la misma estereoquimica que en los nucledsidos naturales. No obstante,
hasta la fecha se han conseguido sintetizar oligonucleétidos que incorporan los cuatro
posibles desoxirribonucledsidos’®’®> derivados de timina, adenina, guanina y citosina y

oligoribonucleétidos formados por los derivados de uracilo’® y adenina.”’

Como ya se ha comentado, el principal objetivo del trabajo aqui expuesto es
desarrollar una nueva metodologia que permita sintetizar oligonucledtidos con grupos
guanidino, combinando para ello el esqueleto de tipo morfolina (véase Introduccién) con la
presencia de uniones internucleosidicas de tipo guanidino. Con ello se esperan superar
algunas de las limitaciones mostradas por los dos tipos de oligonucleétidos modificados vy
también, por lo aqui expuesto, mejorar en lo posible la metodologia desarrollada por el grupo
de T. C. Bruice. A continuacion, se comentan los esfuerzos destinados a sintetizar
oligonucleétidos modificados de estructura alternada, con unidades morfolino-amidina vy

ribosil-fosfato.

2. Diseiio _de un esquema_sintético para la obtencién de un

oligonucleétido con alternancia de unidades morfolino-amidina y
ribosil-fosfato

El esquema retrosintético que se ha disefiado para la obtencidn de un oligonucleétido
con un esqueleto mixto de morfolino-amidina y ribosil-fosfato se resume en la Fig.1.3. Este
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esquema esta destinado a la obtencién de una cadena oligonucleotidica en la que se alternan

los grupos catidnicos (guanidino) y los grupos anidnicos (fosfato).

Fig.1.3. Esquema retrosintético para la obtencién de oligonucleétidos formados
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Por lo que respecta a la presencia de los grupos guanidino, la principal diferencia del
modelo aqui expuesto respecto a los oligonucleoétidos guanidino sintetizados por el grupo de

T. C. Bruice es la presencia de un anillo de morfolina en lugar de una 2’-desoxirribosa.”

A su similitud, nuestra estrategia sintética también se basa en el uso de tioureas
como precursores de las guanidinas. Sin embargo, nos hemos propuesto disefiar una
metodologia sintética alternativa en la que se evite utilizar sales de mercurio. La metodologia
de T. C. Bruice presenta como principal limitacidn la sintesis de los precursores 3’-amino-3’-
desoxirribonucledsidos, para cuya obtencion se precisan rutas sintéticas de numerosas

etapas para disponer de un grupo amino en el carbono 3’ con una estereoquimica definida,

* Con el objeto de simplificar la nomenclatura de los nucledsidos con estructura de morfolina, aunque no
se trate de una forma aceptada, nos referiremos a ellos como morfolinonucledsidos, de la misma manera
que los nucledsidos naturales con anillo de ribosa son llamados ribonucledsidos o se acepta el término de
arabinonucledsidos™, para los formados por unidades de arabinosa. Siguiendo este razonamiento, el

derivado morfolina de la uridina se nombrara morfolinouridina.
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gue no son idénticas para todos los nucledsidos. En nuestro disefio, los morfolinonucledsidos
no presentarian estas limitaciones, ya que son directamente accesibles a partir de los
correspondientes ribonucledsidos con una metodologia sintética practicamente idéntica para

todos ellos.”®-80

Para obtener un analogo de DNA como el que se muestra en la Fig.1.3, lo mas facil
seria disponer de un dinucledsido como B. Al funcionalizar el O3’ de la ribosa como un
derivado de P(III), (A), se pueden obtener precursores que se pueden ir acoplando
empleando la metodologia habitual de sintesis de oligonucledtidos fosfato en fase sélida para
dar lugar a las cadenas oligonucleotidicas quiméricas.®! Disponiendo del dimero A se evita
tener que alternar dos tipos de quimica diferentes para construir el oligdmero modificado, es
decir, la que se emplea para formar enlaces fosfato y la que se emplea para formar enlaces

guanidino, lo que permitiria en principio automatizar su sintesis.

En el apartado 1.2 ya se ha comentado la necesidad de un grupo protector para el
grupo guanidino. En el caso que nos ocupa, podrian tener lugar reacciones secundarias
durante la formacién de los enlaces fosfodiéster, como la fosfitilacion del grupo guanidino con
la consiguiente elongacion de la cadena sobre ese grupo. Por tanto, resulta conveniente que
el grupo guanidino permanezca protegido durante el acoplamiento de las unidades

nucleosidicas.

Recurriendo al ejemplo mas cercano, en la sintesis de péptidos se utilizan
habitualmente grupos protectores para evitar reacciones secundarias sobre el grupo
guanidino de la arginina. Los protectores mas comunes son los grupos metilen-2-sulfonilo
(Mts), 4-metoxi-2,3,6-trimetilbencensulfonilo (Mtr), nitro, 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-
sulfonilo (Pmc) y benciloxicarbonilo.®#? Ninguno de estos protectores es compatible con el
esquema de sintesis de oligonucledtidos, ya que la mayoria se eliminan con tratamientos

acidos que provocarian la rotura del enlace glicosidico por despurinacion de las nucleobases.

La eleccion del grupo protector ha de cumplir dos requisitos: ha de ser compatible
con el esquema de proteccion de los oligonucledtidos y que su eliminacion no afecte a la
integridad del oligdmero final. Puesto que el grupo protector del hidroxilo 5’ se elimina en
condiciones acidas suaves antes de cada acoplamiento, seria conveniente elegir un protector
que fuera estable a este tratamiento y que una vez finalizada la sintesis, se pueda eliminar
en condiciones basicas o neutras compatibles con la estabilidad del oligonucleétido.

Tal y como se ha comentado anteriormente, las tioureas son los intermedios mas
versatiles para obtener guanidinas. De este modo, en el esquema retrosintético se propone
obtener el dinucledsido con unién guanidino B por condensacion entre una tiourea y una
amina. Dicha condensacién se puede llevar a cabo de dos maneras: a partir de la 5’-tiourea
derivada del desoxirribonucledsido y del morfolinonucledsido, o bien a partir de la tiourea
derivada del morfolinonucledsido C y la 5-amino-2’,5’-didesoxirribonucledsido D. Se opta por

esta Ultima via ya que esta misma quimica podria ser util para llevar a cabo la sintesis en
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fase solida de otro tipo de oligonucledtido modificado con unidades de morfolino-amidinas

consecutivas.®3

La sintesis de la tiourea € puede realizarse a partir de isotiocianatos y el
morfolinonucledsido correspondiente. A su vez, los morfolinonucledsidos se pueden preparar
a partir de ribonucledsidos mediante una ruptura oxidativa del anillo de ribosa seguido de
una aminacidon reductora segin procedimientos one-pot previamente descritos.”®®® Para la
obtencion del 5’-amino-2’,5'-didesoxirribonucledsido D se pueden seguir procedimientos
descritos en la literatura, por reduccién de un 5'-azido-2’,5'-didesoxirribonucledsido,®* el cual
a su vez se obtiene mediante la azidacion regioselectiva del correspondiente 2’-

desoxirribonucledsido.®®

3. Ensayos de obtencion de la guanidina modelo

morfolinocarbonimidoil-5'-amino-2’,5’'-didesoxitimidina

Con motivo de facilitar la realizacion de los experimentos preliminares y la
caracterizacion de los productos obtenidos se creyd conveniente trabajar con un modelo de la
molécula a sintetizar. Aunque para la obtencién de morfolinonucledsidos se requieren muy
pocos pasos sintéticos resulta, mucho mas comodo y rapido utilizar un producto comercial en
su lugar. Para ello, se ha decidido evaluar la metodologia sintética a utilizar preparando un
derivado guanidino formado por morfolina en lugar de un morfolinonucleésido (Fig.1.4).

Figura 1.4 Modelo de dimero
con unién guanidino

EE

H
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En primer lugar se describird la sintesis de morfolinocarbotioamidas (tioureas
derivadas de morfolina) protegidas y del derivado 5’-amino-2’,5’-didesoxirribonucleédsido, y a
continuacion se explicaran los resultados obtenidos en los diversos ensayos de obtencién de
la guanidina modelo protegida y de los correspondientes ensayos de eliminacién del grupo

protector del grupo guanidino.

3.1 Sintesis de morfolinocarbotioamidas protegidas

En la literatura se describen numerosos ejemplos de obtencion de tioureas a partir de

86-89

isotiocianatos y aminas, no sdélo en la sintesis de compuestos organicos, sino también
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para acceder a los sintones de oligonucleétidos guanidino.%364566-77 En general, se trata de
metodologias que proporcionan los derivados tiourea con elevados rendimientos en unas
condiciones de reaccién suaves, Unicamente limitada por la disponibilidad de las aminas y de

los isotiocianatos en cuestion.

De este modo, la obtencién de las tioureas se realizd a partir de morfolina y un
isotiocianato funcionalizado con un grupo protector, (Fig. 1.5). En la Tabla 1.1 se resumen
los resultados obtenidos en la sintesis de isotiocianatos y de las correspondientes tioureas
protegidas. Para la obtencidn de isotiocianatos se ensayaron dos metodologias diferentes. En
la Fig. 1.5 se indican las condiciones empleadas segun el tipo de metodologia.

Figura 1.5 Sintesis de morfolinocarbotioamidas protegidas
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Tal y como se ha comentado anteriormente, el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo se ha
empleado de manera habitual en la sintesis de oligonucledtidos guanidino, y en menor
medida, los grupos benzoilo y aliloxicarbonilo. Este ultimo también se ha empleado para
proteger el grupo amino exociclico de la guanina® y para proteger el grupo guanidino de la
arginina en sintesis de péptidos.®®°! El grupo fenoxiacetilo y los de tipo benzoilo también se
han empleado en sintesis de oligonucledtidos para proteger guanina.®® A priori, los grupos
protectores seleccionados se pueden eliminar en medio basico (a-f) o en condiciones

practicamente neutras con catalisis de paladio (g).
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Tabla 1.1 Obtencidon de los isotiocianatos 1 y las tioureas 2

Isotiocianato Rdto. Tiourea Rdto.
la 80 2a 81
1b Producto comercial 2b 72
1c 93 2c 69
1d* 72 2d 77
le 88 2e 75
1f No aislado 2f 26**
1g 76 2g 89

*El isotiocianato 1d se obtiene empleando el método 2 indicado en la Fig.1.5

**E| valor de 2f hace referencia al rendimiento global de las dos etapas

Para la sintesis de los isotiocianatos se ha optado por emplear el método clasico en el
que se emplea tiocianato de potasio y un cloruro de &cido en condiciones anhidras.?>°3 De
esta manera se han obtenido los isotiocianatos 1a, 1c, 1e y 1g con unos rendimientos que
oscilan entre un 76% y un 93%. Para obtener el isotiocianato 1f se ha tenido que preparar el
cloruro de acido partiendo del acido fenoxiacético y cloruro de tionilo. El cloruro de acido
obtenido se hizo reaccionar con tiocianato de potasio siguiendo el mismo procedimiento de
los isotiocianatos ya preparados anteriormente. En este caso, el crudo obtenido no fue tan
limpio y venia acompanado de restos de acido fenoxiacético. Pensando en la posibilidad de
mejorar los resultados en la obtencidn de isotiocianatos se utilizé6 una metodologia distinta en
la sintesis del producto 1d. Empleando también como productos de partida tiocianato de
potasio y el cloruro de acido, la sintesis del producto se llevo a cabo mediante catalisis por
transferencia de fase,®® obteniendo en este caso resultados similares a los otros

isotiocianatos ya sintetizados.

Exceptuando el isotiocianato 1f, los isotiocianatos se han obtenido con grados de
pureza adecuados, por lo que se han podido emplear en la siguiente etapa practicamente sin
purificar. En general, son poco estables y deben guardarse a baja temperatura y en
atmésfera inerte. Por este motivo se decididé no realizar la purificacién por cromatografia en
columna del isotiocianato 1f y utilizarlo directamente para obtener la correspondiente

tiourea.

La siguiente etapa consistio en la obtencion de la morfolinocarbotioamida 2 por
reaccion de los isotiocianatos obtenidos anteriormente con morfolina. Excepto el derivado 2f,
todas las tioureas se han podido obtener con un grado de pureza adecuado después de una
simple decantacion y con rendimientos bastante aceptables, (89-69%). En el ensayo
realizado empleando el isotiocianato 1f se formaron dos productos mayoritarios, siendo uno
de ellos la tiourea 2f, aislada con un 26% de rendimiento global, y un producto secundario

de amidacion de la morfolina.
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3.2 Sintesis de 5’'-amino-2’,5'-didesoxitimidina

La obtencidon del 5’-amino-2’,5-didesoxirribonucledsido se realizé a partir del
correspondiente 2’-desoxirribonucledsido, preparando en primer lugar el derivado 5’-azido-
2',5'-didesoxirribonucledsido (Fig. 1.6), y posterior reduccién del grupo azido.

Figura 1.6 Sintesis de la 5'-amino-2',5'-didesoxitimidina

- PPh3, CBry, LiNs, (i) PPhs, pir., 1h T

HO o DMF anh., 1h N5 o | (i) NHzac. 32%, 2h HN o
94% 97%

HO HO

3 HO 4

Hay cuatro posibles derivados 5’-amino a sintetizar segin sea el nucledsido de
partida escogido. En el caso de utilizar desoxiadenosina (dA), desoxiguanosina (dG) o
desoxicitidina (dC) es necesario proteger el grupo amino exociclico (véase apartado 6.2). En
la bibliografia se ha descrito una gran variedad de grupos protectores, aunque los mas
utilizados son el grupo benzoilo para dA y dC y el grupo isobutirilo para dG.%' Dado que la
timidina no precisa de grupo protector, con el fin de facilitar los ensayos de obtencion del
dimero con unidn guanidino, se decidié sintetizar el derivado 5’-amino-2’,5’-didesoxitimidina,
4.

Siguiendo una metodologia descrita®®, se obtuvo el derivado azido 3 en un solo paso
sintético con excelente rendimiento por tratamiento del nucledsido de partida con
trifenilfosfina, tetrabromuro de carbono y azida de litio. Comparada con la azida de sodio, la
azida de litio presenta la ventaja de ser soluble en dimetilformamida, por lo que la reaccion
se puede llevar a cabo sin necesidad de calentar. Si en el medio de reacciéon hay la mas
minima traza de agua, la reaccion no funciona de manera satisfactoria, por lo que la reaccion

debe realizarse en condiciones estriccamente anhidras y en atmdsfera inerte.

El siguiente paso sintético consistid en la reduccidon del grupo azido a amina. Si bien
la formacidon de aminonucledsidos por hidrogenacidon catalitica de azidonucledsidos es bien

70,73,75,76,84,959 ga optd por llevar a cabo la reduccién

conocida y ampliamente utilizada,
basada en la reaccidén de Staudinger, que emplea trifenilfosfina.>®* De esta manera, se trato
el azidonucledsido 3 con trifenilfosfina en piridina durante 1 hora para generar el
correspondiente iminofosforano, que se hidroliza in situ con una solucion de amoniaco al
32% para obtener el aminonucledsido 4 con un 97% de rendimiento. Una vez obtenidos los
precursores requeridos, se pasdé a ensayar la obtencién de la de la guanidina modelo

morfolinocarbonimidoil-5'-amino-2’,5'-didesoxitimidina 5.
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3.3 Sintesis del derivado gquanidino a partir de 5’-amino-2’,5'-

didesoxitimidina y morfolinocarbotioamida

Se ensay6 la obtencion de guanidinas por reaccidon de las morfolinocarbotioamidas 2
y 5’-amino-2’,5'-didesoxitimidina 4. Segun el reactivo utilizado, se pueden clasificar los

ensayos realizados en dos grupos, (Fig. 1.7).

(1) Método A: Reacciones en que se han empleado reactivos como el yoduro de 2-
cloro-1-metilpiridinio (reactivo de Mukaiyama), EDCI, HgCl, o Bi(NOs3)s3.5H,0.
Estos reactivos transforman la tiourea en una especie electréfila en el propio
medio de reaccion. La especie que se forma reacciona entonces con 5’-amino-

2',5’-didesoxitimidina para dar la guanidina.

(i) Método B: Consiste en preparar derivados aislables de la tiourea como el acido
sulfénico (2") o la S-2,4-dinitrofenilisotiourea (2'") utilizando H,0, y 1-fluoro-2,4-
dinitrobenceno (reactivo de Sanger), respectivamente. El intermedio asi
preparado se hace reaccionar luego con el aminonucledsido para dar la

guanidina.

Figura 1.7 Sintesis de las guanidinas protegidas derivadas de morfolina y
5'-amino-2',5'-didesoxitimidina mediante dos metodologias

T
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3.3.1 Ensayos realizados siquiendo el método A

La Tabla 1.2 recoge los ensayos realizados sobre Ilas tioureas N-(9-
fluorenilmetiloxicarbonilmorfolinocarbotioamida y N-benzoilmorfolinocarbotioamida (2a y 2b

respectivamente), utilizando el método A.
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Tabla 1.2 Ensayos de obtencidon de las guanidinas protegidas 5
siquiendo el método A

Condiciones Tiourea| Ensayo Resultado
2 (1 eq)+4 (1,2 eq)+TEA (2,2 eq)+R. Mukaiyama ’a 11 Mezcla de productos
(1,2 eq), DMF, 1 dia T amb.,+R. Mukaiyama (1 eq), 1 Desproteccion
dia T=70°C 2b 1.2 Mezcla de productos
% .
2 (1 eq)+4 (1,5 eq)+TEA (1 eq)+EDCI (2 eq), DMF, 1| 22 2.1 Desproteccion
iaT .,+EDCI (1 1 dia T=70°C
dia T amb., CI(1eq), 1 dia 0 2b 2.2 Mezcla de productos
2 (1 eq)+4 (1 eq)+DIEA (2,5 eq)+HgCI, (1,25 eq), .,
3 2a 3 Desproteccion
DMF, 1 dia T amb.
2 (1 eq)+4 (1 eq)+TEA (4 eq)+Bi(NOs3)s:.5H,0 (1eq),
(1 eq) (1 eq) (4 eq) (NO5)s 20 (1eq) 2b 4 Mezcla de productos

DMF, 1 dia T amb., 1 dia T=70°C

*No se continta después de 24 horas de reaccién a T ambiente

Siguiendo la metodologia descrita por M. A. Lipton y colaboradores,3* con la que se
han obtenido buenos resultados, se ha ensayado el reactivo de Mukaiyama para activar las
tioureas 2a y 2b respectivamente, (ensayos 1.1 y 1.2). Sin embargo, mientras que en el
ensayo 1.2 no se observé ningln cambio después de 24 horas de reaccién a T ambiente, en
el ensayo 1.1 la tiourea se habia consumido en parte y se habia formado un nuevo producto,
segun indicaba el analisis por CCF. Al anadir 1 equivalente mas de reactivo de Mukaiyama y
elevar la temperatura a 70°C se obtuvo en ambos casos una mezcla de productos. Con el fin
de averiguar si se habia formado el producto esperado se decidié purificar los crudos de los
ensayos realizados por cromatografia en columna. El andlisis por RMN H de las fracciones
aisladas del ensayo 1.1 reveld que el producto que se iba generando cuando la reaccion
transcurria a T ambiente correspondia a la pérdida del grupo protector. En ninguno de los

dos ensayos se puedo aislar el derivado guanidino.

Se barajo la posibilidad de emplear otro disolvente en las reacciones de
guanidilacion, ya que habia precedentes en los que el disolvente influia notablemente en los
rendimientos de las guanidilaciones mediadas por el reactivo de Mukaiyama. Por ejemplo, en
el trabajo realizado por M. A. Lipton y colaboradores,> los autores describen que los
rendimientos mejoran bastante si se emplea diclorometano en lugar de dimetilformamida.
Cuando se ensayd diclorometano se observd que el nucledsido era completamente insoluble.
Lo mismo ocurria con otros disolventes, por lo que se descarté la posibilidad de ensayar la

reaccion en otro medio y se pasaron a estudiar otros reactivos de activacion de tioureas.

En sustitucién al reactivo de Mukaiyama, se ensayé la formacion de guanidina con las
tioureas 2a y 2b utilizando EDCI, seguin se describe en la bibliografia.?* Después de 24 horas
de reaccién a T ambiente el anadlisis por CCF del ensayo 2.1 mostraba que la tiourea se habia
consumido en parte y se habia formado un nuevo producto, pero el perfil era similar al
observado en ensayo 1.1. Aunque no se disponia del analisis por RMN H se concluyé que en
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estas condiciones de reaccion se estaba produciendo la pérdida del grupo protector. En el
ensayo 2.2 no se observo ningun cambio transcurrido ese tiempo. Al afiadir 1 equivalente

mas de EDCI y elevar la temperatura a 70°C se obtuvo una mezcla de productos.

También se ensayd la reaccion de la tiourea 2a con en presencia de HgCl, (ensayo 3)
por ser esta la metodologia y el grupo Fmoc el protector empleado en la sintesis de
oligonucleétidos guanidino.”*””” En este caso, al igual que en el ensayo realizado con el
reactivo de Mukaiyama (ensayo 1.1), la tiourea de partida experimentaba la pérdida del
grupo protector. Se llegd a la conclusion de que se trataba de un grupo protector demasiado

labil que no resistia las condiciones de reaccion.

En la literatura se puede encontrar una alternativa no téxica a las sales de
mercurio,® en la que se emplea Bi(NO3); como agente activante de tioureas. De este modo,
se ensayod este reactivo para activar la tiourea 2b, (ensayo 4). Sin embargo, después de 1
dia de reaccidn no se observd ningln avance en la reaccion, y después de 1 dia mas de
reaccién a 70°C se observd que se habia generado una mezcla de productos en la que no fue

posible detectar el producto esperado.

Por tanto, analizando los resultados obtenidos del conjunto de ensayos realizados se
concluyé lo siguiente:
e El grupo Fmoc era demasiado labil en cualquiera de las condiciones ensayadas,
puesto que tras periodos de reaccién prolongados, se producia la pérdida del grupo
protector y la formacion de subproductos.

e En ninguno de los ensayos realizados con el grupo protector benzoilo se observd la
formacion de la guanidina deseada a temperatura ambiente, y si se aumentaba la

temperatura se formaban mezclas de productos.

3.3.2 Ensayos realizados siguiendo el método B

Dados los resultados obtenidos con los reactivos activantes de tioureas descritos en
el apartado anterior, parecid razonable cambiar de estrategia y ensayar con otros reactivos
que podian proporcionar un intermedio aislable. De este modo, se realizaron ensayos
utilizando en la etapa de activacién H,0, (ensayo 5), o bien el reactivo de Sanger (Tabla

1.3, ensayos 6.1-6.8), para transformar las tioureas 2a-2g en intermedios reactivos.

Se ensay6 la obtencién de un derivado de acido sulfénico a partir de la tiourea 2b
(ensayo 5), mediante la oxidacién del atomo de azufre (Fig. 1.8). C. A. Maryanoff y
colaboradores*? describen la formacién de derivados de acidos sulfénicos a partir de tioureas
utilizando H,0, como agente oxidante y molibdato de sodio como catalizador. En el articulo
se comenta que la adicion de 2 equivalentes de oxidante conduce a la formaciéon de

derivados de &cido sulfinico mientras que con la adicién de 3 equivalentes se obtienen
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derivados de &cido sulfénico, y que en general son estables a temperatura ambiente. Al ser
una reaccién exotérmica se recomienda controlar la temperatura para evitar Ia
descomposicién de los derivados de acido sulfinico que se vayan formando a medida que

avance la reaccion.

Figura 1.8 Ensayo de activacion de tiourea empleando H,0,

(i) HyO/metanol 1:1, NaCl, 0

j Na,M0o4.2H,0, T=00C [ j
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Exceptuando el disolvente, se siguid paso a paso el procedimiento experimental
descrito por los autores. En lugar de utilizar agua se empleé una mezcla de agua/metanol
1:1 debido la solubilidad de la tiourea de partida (2b). El analisis por CCF indicaba que,
después de haber afiadido todo el oxidante, la tiourea de partida se habia consumido para
dar dos nuevos productos y después de 3 horas de reaccién a T ambiente tan sélo quedaba
uno de ellos como producto mayoritario. Tras purificar el crudo de reaccion por decantacion,
el andlisis por RMN H mostraba sefiales pertenecientes al grupo benzoilo y al anillo de
morfolina, pero las primeras presentaban una integracion mucho mayor a las segundas. De
esto se puede deducir que la muestra analizada presentaba al menos 2 productos, que
podian provenir de la descomposicion de la tiourea, de la descomposicion de algln

intermedio de reaccion o bien de la descomposicion del producto 2b’.

En el llamado método de secuenciacién de Sanger se determina la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido por reaccién del 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno con el extremo
N-terminal mediante un proceso de sustitucién nucleéfila aromatica que, de esta manera,
marca el aminoacido terminal como derivado dinitrofenilo. El producto 1-fluoro-2,4-
dinitrobenceno, llamado reactivo de Sanger, también se ha utilizado en la sintesis de
guanidinas porque puede transformar el azufre de una tiourea en un buen grupo saliente
ante el ataque nucledfilo de una amina,'*?*® transcurriendo ambos procesos en unas
condiciones de reaccion suaves. Por ello, se consider6 que era un método adecuado para
nuestro caso. De este modo, se ensayo la obtencién de las isotioureas 2'" a partir de las

tioureas 2a-2g (Fig.1.9) con diferentes resultados, seglin se resume en la Tabla 1.3.

Adaptando un procedimiento previamente descrito, en el primer ensayo (6.1)
realizado se llevo a cabo la activacion de la tiourea 2b con 1 equivalente de reactivo de
Sanger en presencia de K,CO3 a T ambiente. Después de 3 horas de reaccién la tiourea se
habia consumido para dar un nuevo producto, pero se detecté por CCF que en el medio de
reaccidon aun quedaban restos del reactivo de Sanger sin reaccionar. Después de procesar el
crudo de reaccion y al no poder eliminarlo de forma sencilla, se realizé una purificacion en

columna dando como resultado la descomposicién del producto formado.
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Figura 1.9 Ensayos de obtencion de la guanidina 5 empleando el
R. de Sanger como agente activante de la tiourea
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Tabla 1.3 Ensayos de obtencién de las quanidinas protegidas 5 empleando el R. de

Sanger como agente activante de la tiourea

Tiourea | Ensayo Condiciones % 2" % 5

b 6.1 2 (1 eq)+K,COs3 (0,8eq)+R. Sanger (1 eq), ACN, 3 h, L L
T amb.

2b 6.2 . 92 80

5c 3 (i) 2 (1 eq)+K,COs (0,8 eq)+R. Sanger (0,8 eq), ACN, 5 3
3 h, Tamb.

2d 6.4 . 90 53
(ii) 4 (1,2 eq)+TEA (1 eq), THF anh., 2 h, T amb.

2e 6.5 88 30
(i)2 (1 eq)+K,COs5 (0,8 eq)+R. Sanger (0,8 eq), ACN,

2f 6.6 12 h, T amb. 46"
(ii) 4 (1,2 eq)+TEA (1 eq), THF anh., 2 h, T amb.

’a 6.7 2 (1 eq)+K,C05 (0,8 eq)+R. Sanger (0,8 eq), ACN, 24 L L
h, Tamb, 1 h T=55°C
(i)2 (1 eq)+K,COs5 (0,8 eq)+R. Sanger (0,8 eq), ACN,

2g 6.8 3 h, Tamb, 1 h T=55°C, DBU (1 eq.) 15 min. T amb. 21"
(ii) 4 (1,2 eq)+TEA (1 eq), THF anh., 2 h, T amb.

* El rendimiento de 5 incluye las dos etapas

Puesto que un exceso del reactivo de Sanger podia reaccionar con 5’-amino-2’,5'-
didesoxitimidina en la siguiente etapa, se decidi6 emplear un defecto del mismo (0,8
equivalentes) para obtener la isotiourea 2’ en posteriores ensayos. La presencia de una
pequefia cantidad de tiourea sin reaccionar no representaba un problema porque no

interferia en la reaccion de formacion de la guanidina.

En los ensayos realizados con los derivados del grupo benzoilo (ensayos 6.2-6.5), al
tratarse de productos tan sensibles se decidid no realizar purificacion por cromatografia en
columna y después de comprobar por CCF que se habia consumido todo el reactivo de
Sanger se proceso el crudo de reaccién mediante una decantacion. No obstante, después de
la decantacion se observd por CCF la aparicion de un nuevo producto de Rf muy similar al del
reactivo de Sanger. El analisis por RMN 'H de cada uno de los crudos de reaccidén, ademas de
presentar las sefales de las isotioureas, también presentaba sefiales correspondientes a un

subproducto del reactivo de Sanger.
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En la bibliografia se indica que, en presencia de bases no nucledfilas, las isotioureas
formadas empleando el reactivo de Sanger pueden descomponer generando el
correspondiente tiolato. Este producto puede reaccionar con otra molécula de isotiourea
mediante un mecanismo de sustitucion nucledfila aromatica para dar el sulfuro de bis(2,4-
dinitrofenilo).'? Por tanto, parecié razonable suponer que este proceso estaba teniendo lugar
también en nuestro caso (Fig. 1.10). En la figura también se indica el desplazamiento
quimico de las sefiales del grupo 2,4-dinitrofenilo del producto 7 y la proporcion de este
producto en cada caso respecto a la isotiourea 2", la cual se calculé a partir de los espectros
de RMN 'H mediante la proporcién de areas de los protones H; y H4. El subproducto 7 no fue
posible separarlo por cromatografia en columna sin que se produjera la descomposicion de la

isotiourea, por lo que se utilizaron los crudos de reaccién directamente en la siguiente etapa.

Figura 1.10 Formacioén del sulfuro de bis(2,4-dinitrofenilo)

o
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l Hi/Hg 94/6 85/15 88/12 73/27 He: 7,6, d, 1=8,4 Hz

La reaccion de las isotioureas con 5'-amino-2’,5’-didesoxitimidina fue progresando a
temperatura ambiente para dar las guanidinas 5b-5e al cabo de 3 horas. Un factor indicativo
del avance de la reaccién era el cambio de color desde el color naranja inicial hacia el rojo
oscuro, debido a la formacién de 2,4-dinitrobencenotiol como subproducto de reaccién. Tras
purificacion por cromatografia en columna, se aislaron los derivados guanidino con
rendimientos globales que iban del 30% al 80%. Las guanidinas asi obtenidas se
caracterizaron por resonancia magnética nuclear y por espectroscopia de masas, (MALDI-

TOF, modo positivo).

Aunqgue la presencia del subproducto 7 no impide que se forme la guanidina, dado
que proviene de la descomposicion de la isotiourea, produce una disminucion en el

rendimiento de su obtencion.

Para limitar al maximo la descomposicion de la isotiourea, se prepard la guanidina 5f
a partir de la tiourea 2f sin aislarla (ensayo 6.6). Sin embargo, la mejora no fue significativa

respecto a las guanidinas obtenidas en dos etapas.
En el ensayo realizado con el derivado protegido con el grupo Fmoc (tiourea 2a,

ensayo 6.7), después de 3 horas de reaccidén a temperatura ambiente no se pudo preparar la

isotiourea. Si se forzaban las condiciones elevando la temperatura a 55°C, lo Unico que se
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conseguia era una mezcla de productos. La tiourea protegida con el grupo aliloxicarbonilo
(Alloc) tampoco produjo la isotiourea en las condiciones de reaccién de los ensayos 6.2-6.5.
No obstante, después de afadir 1 equivalente de DBU el analisis por CCF indicaba que el
producto mayoritario seguia siendo la tiourea de partida, pero se habia formado un nuevo
producto de forma minoritaria y que se habia consumido todo el reactivo de Sanger. Al
afiadir 1 equivalente de aminotimidina se observé que el producto minoritario formado se iba
transformando paulatinamente para dar un nuevo producto. Después de realizar una
purificacion por cromatografia en columna, se caracterizdé el producto por resonancia
magnética nuclear y espectrometria de masas (MALDI-TOF, modo positivo), resultando ser el
derivado guanidino 5g. Este derivado se obtuvo con un rendimiento sensiblemente inferior a

las otras guanidinas.

4. Ensayos de desproteccion de las guanidinas 5b-5g

Una vez obtenidas las guanidinas protegidas se procedié a ensayar la eliminacion de
los diferentes grupos protectores empleados. Segun el tipo de grupo protector, se pueden
clasificar los ensayos realizados en dos grupos. Por un lado estan las guanidinas que tienen
grupos protectores labiles en medio basico (5b, 5c, 5d, 5e y 5f), y por otra parte la

guanidina 5g, cuyo grupo protector se elimina con catalisis de paladio (Fig. 1.11).

Figura 1.11 Desprotecccion de los derivados guanidino 5b-5g
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4.1 Ensayos de desprotecciéon de las quanidinas 5b-5f

Con el objetivo de evaluar la idoneidad de los grupos protectores benzoilo, p-
bromobenzoilo, p-nitrobenzoilo, 2,5-difluorobenzoilo y fenoxiacetilo, se ensayd la
desproteccion de las guanidinas 5b, 5c, 5d, 5e y 5f con diferentes tratamientos compatibles
con la sintesis de oligonucledtidos. La Tabla 1.4 resume los ensayos realizados sobre
aproximadamente 0,01 mmol de guanidina empleando un exceso elevado del reactivo de

desproteccidn respecto al sustrato. La evolucion del proceso se siguié por CCF y por HPLC.

Los ensayos realizados con el derivado 5b en diferentes condiciones (NHj3

ac./dioxano, LiOH en MeOH o K,COs; en MeOH/dioxano) no fueron en ningln caso positivos.
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En ninguno de los ensayos se pudo observar desproteccion apreciable de las guanidinas,
tanto a temperatura ambiente como calentando a 55°C.

El hecho de introducir sustituyentes electroatrayentes en el anillo aroméatico del grupo
benzoilo, como haldégenos o grupos nitro deberia facilitar la desproteccidon con tratamientos
basicos. Siguiendo este razonamiento, el derivado 5c tedricamente contiene un grupo
protector mas labil que el derivado 5b a causa del efecto electroatrayente del bromo en

posicién para.

Tabla 1.4 Ensayos de desproteccion de las guanidinas 5b-5f

Guanidina(5)| Ensayo| Tratamientos Resultado

5b 1.1-1.3 (1)-(3) no se desprotege

5c 2.1-2.5 (1)-(5) no se desprotege
2.6 (6) mezcla de productos
5d 3.1-3.5 (1)-(5) desproteccion parcial
5e 4.1-4.5 (1)-(5) desproteccion parcial
5.1-5.3 (1)-(3) desproteccién parcial
5f desproteccion parcial
2453 @y 3) y mezcla de productos

Tratamientos
(1) Dioxano/NHs3 ac. (32%) 1:1, 1 dia T amb., 8 h T=55°C

(2) LiOH 0,1 M en MeOH/dioxano/H,0 1,5:1,5:1, 1 dia T amb.,
8 h T=55°C

(3) K,CO3 0,05 M en MeOH/dioxano 1:1, 1 dia T amb., 8 h T=55°C
(4) Metilamina/MeOH 1:1, 1 dia Tamb., 8 h T=55°C
(5) Etilendiamina/MeOH 1:1, 1 dia Tamb., 8 h T=55°C

(6) Hidracina/MeOH 1:1, 8 horas T=55°C

Aparte de los tratamientos (1-3) ensayados sobre el derivado 5b, que no condujeron
a la desproteccion de la guanidina, se probaron otros tres tratamientos con bases nucledfilas
como metilamina, etilendiamina e hidracina. Sin embargo, tampoco en este caso ninguno de
los tratamientos realizados sobre la guanidina 5¢ produjo una eliminacién apreciable del
grupo protector. Al calentar en el ensayo 2.6 se observo la descomposicion paulatina del
derivado para dar una mezcla compleja de productos sin que pudiera ser aislada la guanidina

deseada.

Se ensayaron los mismos tratamientos sobre los derivados 5d y 5e, protegidos con
grupos tedricamente mas labiles como los grupos p-nitrobenzoilo y 2,5-difluorobenzoilo (5d y
5e respectivamente), pero tampoco fueron satisfactorios. En este caso si se observd una

eliminacién parcial de los grupos protectores al calentar a T=55°C durante 8 horas.
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Como se ha comentado en el punto 3.1, el grupo fenoxiacetilo también se ha utilizado
en la sintesis de oligonucleétidos como alternativa a los grupos benzoilo para proteger el
grupo amino exociclico de las nucleobases. Por ejemplo, se ha descrito que en el tratamiento
con amoniaco acuoso concentrado a 20°C de los residuos de guanina, adenina y citosina, el
grupo protector presenta un tiempo de vida media de 8, 7 y 2 minutos respectivamente. En
las mismas condiciones el tiempo de vida media de los correspondientes nucledsidos N-
benzoilados es, en el mismo orden, de 10, 11 y 3 horas.®! En nuestro caso, como grupo
protector de la guanidina 5f los resultados tampoco resultaron satisfactorios. En los ensayos
5.1-5.3 después de 1 dia de tratamiento con NH;, LiOH o K,CO3 a T ambiente no se observo
ningun cambio apreciable, y sdlo después de 8 horas de reaccion a 55°C se produjo una
eliminacién parcial del grupo protector. En los ensayos 5.4 y 5.5, realizados con metilamina y
etilendiamina respectivamente, después de 1 dia de reaccién a T ambiente el producto de
partida se consumia muy lentamente. Si se calentaba a 55°C, al cabo de 8 horas se
observaba la aparicion de mezclas de productos, entre los que aun se podia detectar la

presencia del producto de partida.

Los resultados obtenidos con los protectores benzoilo y fenoxiacetilo obligaron a
realizar un replanteamiento de la estrategia sintética, eligiendo como grupo protector de la
guanidina el grupo aliloxicarbonilo. La eleccién de este grupo protector parecié adecuada

porque las condiciones requeridas para su eliminacion eran diferentes a las ya ensayadas.

4.2 Ensayos de desproteccion de la guanidina 5g

El grupo aliloxicarbonilo se elimina habitualmente mediante un mecanismo de
sustitucion alilica catalizada por Pd (reaccion de Tsuji-Trost, Fig. 1.12). Se trata de un
mecanismo muy estudiado, en el que intervienen como catalizador especies de Pd(0),
generalmente con estructura PdL, o PdL,X (siendo X ligandos del tipo CI" o AcO’).®’ Los
ligandos L son generalmente fosfinas terciarias (normalmente es PPh3), y las especies activas

se pueden formar in situ de diversas maneras.

Figura 1.12 Mecanismo de la sustitucion
alilica catalizada por Pd
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El ciclo catalitico de la reaccidn incluye dos etapas. En la primera etapa la especie
PdL, actia como nucledéfilo (Pd(0)), y en la segunda etapa actla como grupo saliente, (Pd
(I1)). En el primer paso y después de la coordinacion al doble enlace, el fragmento PdL,
desplaza al grupo saliente Y para formar un complejo n-alilo. Este es un proceso de adicidon
oxidativa, en el que el estado de oxidacién del Pd pasa a ser (II). En la siguiente etapa se
produce el ataque de un nucledfilo sobre el complejo =-alilo, y se regenera la especie

catalitica PdL, mediante un proceso de eliminacion reductiva.

Una condicion necesaria para la eliminacion del grupo alilo es que Y sea
suficientemente buen grupo saliente como para permitir la formacion del complejo w-alilo. Los
acidos carboxilicos, fenoles, acidos fosforicos y fosfonicos son los principales grupos que
relnen esta condicién, aunque también lo son oximas, imidas y alilaminas protonadas. Por
otra parte, los éteres o tioéteres alilicos y las alilaminas son demasiado estables al
tratamiento con paladio. Estas limitaciones se pueden superar utilizando el grupo
aliloxicarbonilo en lugar del grupo alilo para la proteccion. Por tanto, en estos casos la

eliminacién del grupo protector va acompafiada de descarboxilacion.

Por lo que respecta a la quimica de acidos nucleicos, el uso de grupos alilicos en la
proteccion del fosfato internucleosidico y de las nucleobases ha sido introducido y
desarrollado esencialmente por R. Noyori y Y. Hayakawa.’® %! partiendo de la metodologia
descrita, se ensayd la desproteccion del derivado 5g utilizando Pd(PPh3), como catalizador y
acido formico/butilamina como capturador del complejo =-alilo. En este caso se consiguid
eliminar el grupo protector de forma cuantitativa en aproximadamente 40 minutos. El
producto de desproteccién se aislé por HPLC y se caracterizd por EM (MALDI-TOF, modo
positivo, m/z=354,3, esperado m/z=354,4) el cual resulté ser el producto 8. Debido a los
buenos resultados obtenidos, se pasé a ensayar la metodologia para obtener la guanidina

derivada del morfolinonucledsido.

5. Sintesis de la guanidina dinucleosidica derivada de
morfolinouridina y aminodesoxitimidina (12)

Una vez ensayada la sintesis de guanidinas derivadas de morfolina, se pas6 a
estudiar la obtencién de guanidinas formadas por un morfolinonucledsido. Por tanto, con el
objeto de facilitar la sintesis, se escogid sintetizar un derivado de morfolinouridina y timidina

(Fig. 1.13), ya que ninguna de las nucleobases precisa proteccion.

Figura 1.13 Guanidina derivada de morfolinouridina y aminodesoxitimidina
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A continuacion se describe la sintesis del dimero 12 utilizando la metodologia de

sintesis que emplea el reactivo de Sanger en la formacién de guanidina.

J. X. Khym!% y posteriormente A. P. Read y D. M. Brown'®® desarrollaron un
procedimiento de dos pasos para la preparacién de morfolinonucledsidos, que consiste en la
rotura oxidativa de un ribonucledsido por reaccién con peryodato de sodio y posterior
tratamiento del dialdehido resultante con metilamina en condiciones reductivas (Ra-Ni, H,),

para obtener un derivado N4-metilmorfolina (Fig. 1.14).

Figura 1.14 Preparacion de morfolinonucleésidos
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Posteriormente, J. E. Summerton y colaboradores'® describieron la sintesis de
morfolinonucledsidos como intermedios para la preparacion de andlogos de DNA con enlaces
internucleosidicos de tipo fosforoamidato. En este caso, como se requeria el nitrogeno del
anillo de morfolina sin sustituyentes, se empled el biborato de amonio como fuente de
nitrogeno (Fig. 1.14). Inicialmente se eligi6 este reactivo por sus propiedades
amortiguadoras de pH ante la preocupacién acerca de la posible epimerizacién del dialdehido
intermedio III. Sin embargo, con posterioridad se comprobé que el uso de NH4HCO; o
(NH4),CO3; como fuente de nitrogeno proporcionaba un solo diasteredmero del nucledsido
morfolino con buen rendimiento. Los morfolinonucledsidos con nucleobases naturales se
pueden obtener a partir de ribonucledsidos de esta manera, pero también se pueden preparar
otros derivados a partir de hexopiranésidos que provienen de glucosa o galactosa.®®

Segun la metodologia asi descrita, la obtencién del nucledésido 10 partiendo de
uridina tan sdélo implicaba dos pasos sintéticos (Fig.1.15). La primera etapa consistié en
proteger el hidroxilo 5’ del ribonucledsido, necesario luego para llevar a cabo la sintesis de
oligonucledtidos que incorporan el dimero de guanidina. La proteccion de este hidroxilo
también se podria haber realizado una vez obtenido el dimero, pero si se introduce al
principio presenta la ventaja de proporcionar al nucledsido mayor solubilidad en disolventes

organicos, propiedad que sin duda facilita la purificacién por cromatografia en columna. La
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proteccion del hidroxilo 5’ de la uridina se llevd a cabo por tratamiento con cloruro de
dimetoxitritilo en piridina. Se aisld el ribonucledsido protegido con el grupo dimetoxitritilo con

un 81% de rendimiento tras purificacién por cromatografia en columna.

Figura 1.15 Sintesis del monémero morfolinouridina
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El segundo paso sintético consistié en la transformacién del anillo de ribosa del
producto 9 en un anillo de morfolina mediante la metodologia de dos etapas ya comentada.

7980 5o sometié el ribonucledsido

Basandonos en procedimientos descritos en la literatura,
protegido a un proceso de rotura oxidativa del diol vecinal seguido de un proceso de
aminacion reductiva para obtener un producto mayoritario con un 60% de rendimiento
después de una purificaciéon por cromatografia en columna. El morfolinonucleésido 10 asi
obtenido se caracterizd por resonancia magnética nuclear (300 MHz, CDCl3) y espectrometria

de masas (ES, modo positivo).

Con el espectro monodimensional de RMN 'H tan sélo se pueden asignar las sefiales
correspondientes al grupo 4,4’-dimetoxitrifenilmetilo (dimetoxitritilo, DMT), las sefiales de los
dos protones aromaticos de la nucleobase y las sefiales de los protones Hy’ y Hs’ del anillo de
morfolina. Por los valores de & y la multiplicidad se puede decir que la sefial de 6=5,68
corresponde a H;’' y la sefal de §=3,96 corresponde a Hs'. Las seflales comprendidas entre
3,3y 2,5 ppm (Fig. 1.16) pudieron ser asignadas mediante el espectro bidimensional COSY-

1H,H (véase anexo). La Tabla 1.5 recoge los datos de la zona alifatica del espectro de RMN.

La multiplicidad de H;’ es un doblete de dobletes y estd relacionado con los dos
protones H," (6=3,15 J=2,4 Hz y 8=2,54 1=9,7 Hz respectivamente), que a su vez estan
relacionados entre ellos con J=12,1 Hz. El valor de la constante de acoplamiento entre H;' y
el H,’ de 8 mas bajo (J=9,7 Hz) sugiere una relacion anti entre ambos protones en posiciones
axiales. Los valores de & encontrados para H,' en posicidn ecuatorial (Hy'(ec)) Y H2' en posicion
axial (Hx'(ax)) concuerdan con la experiencia general de que los protones ecuatoriales estan

mas desapantallados que los axiales.

Teniendo en cuenta que en el nucledsido de partida 9 los protones H;’ y H,' estaban
en cis, si no se ha producido racemizacion, estos mismos protones (H;’ y Hs’ en el producto
10), deberian mantener la misma disposicion. El hecho de que ambos protones estén en
posiciones axiales parace sugerir que el anillo de morfolina adopta una conformacion tipo
silla, en la que los sustituyentes mas voluminosos se encuentran en posiciones ecuatoriales,

minimizando las repulsiones 1,3-diaxiales.
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Figura 1.16 Asignacion de la zona alifitica del espectro de RMN de 1H del
producto 10. El color verde indica que hay correlacion con H;' y el
rojo que hay correlacién con Hs' en el espectro de COSY-1H,1H
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Tabla 1.5 Asignacidon de las seifales de la zona alifatica del espectro de
RMN de'H del producto 10

H d (ppm) Multiplicidad J (Hz)
Hs 5,77 d 7,6
Hy’ 5,68 dd 9,7y 2,4
Hs’ 3,96 m -
0O-CHs; 3,78 5 -—-
Hen’ 3,24 dd 9,5y 4,9
Ha' e 3,15 dd 12,1y 2,4
Hes” 3,07 dd 9,5y5,1
Ha'tec) 3,01 dd 12,7y 2,3
Ha'(ax) 2,58 dd 12,7y 10,7
Ha'(axy 2,54 dd 12,1y 9,7

En el espectro bidimensional se observa que el multiplete correspondiente a Hs' esta
acoplado con cuatro protones, agrupados a su vez en parejas. Esto se corresponde con los
dos H," y los dos Hg'. Los protones de 6=3,01 y 8=2,58 estdn relacionadas entre si con
J=12,7 Hz y con Hs' con J=2,3 Hz y 10,7 respectivamente. El valor de esta Ultima constante
de acoplamiento se corresponde con protones en anti, lo cual confirma la disposicion axial de
Hs' y permite asignar la anterior pareja de protones a H,' en posicion ecuatorial (H4'ec)) Y
axial (H4'(ax)), respectivamente. Los protones Hg'ay (8=3,24) y H¢';sy (8=3,07) estan

relacionados entre si con J=9,5 Hz y con Hs' con J=4,9 y 5,1 Hz respectivamente. Por el valor
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de las constantes de acoplamiento se puede deducir que ambos protones estdn en una

disposicién gauche respecto a Hs'.

De todo ello se deduce que el derivado 10 mantiene la disposicion cis de los protones
H," y Hs’, y que por tanto, no se ha producido racemizacion durante la tranformacién del
anillo de ribosa a morfolina, manteniéndose la configuracidon de los carbonos C;" y C, del
anillo de ribosa. Ademas, los datos experimentales son compatibles con una estructura tipo

silla del anillo de morfolina.

-carbotioamida, (11)

Para la obtencion de la tiourea 11 se ha seguido un procedimiento one-pot de dos
etapas (Fig.1.17). En lugar de preparar y procesar el isotiocianato 1g tal y como se describid
en la preparacion del derivado tiourea 2g (apartado 3.1), en este caso no se aislé y se hizo
reaccionar directamente con morfolinouridina 10. El isotiocianato de aliloxicarbonilo mostré
ser un producto poco estable y muy sensible a la humedad, por lo que el utilizarlo
inmediatamente después de ser preparado deberia mejorar el rendimiento de obtencién de la
tiourea sin tener que anadir un exceso de reactivo. De este modo, después de hacer
reaccionar tiocianato de potasio y cloruro de aliloxicarbonilo en acetato de etilo anhidro
durante 3 horas a T ambiente y bajo atmdsfera de argdn, se afiadid a esta mezcla una
solucion del nucledsido en acetato de etilo anhidro y con trietilamina por canulacién y se dejé
reaccionar durante 2 horas mas. Pasado este tiempo se detectd un producto Unico por CCF.
Después de purificarlo mediante una simple decantacion se aislé6 11 con un rendimiento
practicamente cuantitativo (98%). Comparando con el 68% de rendimiento global obtenido
en la sintesis de la tiourea 2g, se puede ver claramente que con este procedimiento in situ se

obtienen mejores resultados.

Figura 1.17 Sintesis de la tiourea 11
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El andlisis del producto obtenido por resonancia magnética nuclear (400 MHz, CDClIs)
y espectrometria de masas (ES, modo negativo) confirmé que se trataba de la tiourea 11. Al
comparar el espectro de RMN 'H de este producto (Fig. 1.18) con el del morfolinonucledsido
se pueden observar diferencias en las sefiales del anillo de morfolina. En este caso, las
sefiales de los protones H,’, Hy' y Hg¢" aparecen solapadas entre 6=3,29 y 6=3,98 ppm vy las
sefiales de H;' y Hs" aparecen a § ligeramente superiores. Debido al solapamiento de sefiales

no se pudo en este caso asignar el espectro con detalle.
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Figura 1.18 Asignacién del espectro de RMN de 1H

de la tiourea 11 (400 MHz, CDCI3)
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5. 3 Sintesis de la quanidina dinucleosidica 12

Para el siguiente paso sintético se siguid un procedimiento similar al descrito en el

apartado 3.3.2 (Fig. 1.19).

Figura 1.19 Sintesis de la guanidina 12
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Se prepard una solucién de la tiourea 11 en THF anhidro y a continuacion en lugar de

utilizar K,CO3 se empleé DBU como base. Una vez afiadidos 0,8 equivalentes de reactivo de

Sanger el andlisis por CCF indicaba que después de 15 minutos se habia consumido

completamente, y que se habia generado un nuevo producto. Sin aisla

r el intermedio, éste se

hizo reaccionar con de 5’-amino-5'-didesoxitimidina en presencia de TEA y disuelta en DMF,

al ser el aminonucledsido mas soluble en este disolvente. Después de 2 horas de reacciona T
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ambiente se habia consumido completamente el intermedio de reaccién y se habia formado
un producto mayoritario, el cual se aislé6 por cromatografia en columna. El andlisis del
producto obtenido por resonancia magnética nuclear (400 MHz, CDCIls) y espectrometria de
masas (FAB, modo negativo) confirmé que se trataba de la guanidina 12. El rendimiento de

obtencion fue del 42%.

5.4 Ensayo de desproteccion de la quanidina 12

Antes de pasar a sintetizar el intermedio de P(III) (dimero A, Fig.1.3) a partir del
producto 12, necesario para sintetizar un oligonucleétido y realizar los correspondientes
ensayos de incorporacién, resulté conveniente comprobar si el grupo aliloxicarbonilo se podia

eliminar en las condiciones empleadas con la molécula modelo 5g (Fig.1.20).

Figura 1.20 Ensayos de desprotecccion del dimero 12
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A diferencia del ensayo realizado con la molécula modelo, en este caso, después de 2
horas de reaccién a T ambiente Unicamente se detectaba por CCF la presencia del producto
de partida. Después de afnadir 0,05 equivalentes mas de Pd(PPhs), y pasados 30 minutos de
reaccion el producto de partida se habia consumido completamente para dar un nuevo
producto. Al exponer la CCF empleada para el seguimiento de la reaccion a vapores de HCl o
bien al calentarla en una estufa a 55°C durante 5 minutos se observo que la sefial del
producto formado se tefila de color naranja, lo cual indicaba que el producto contenia el
grupo dimetoxitritilo y por tanto, seguramente se trataba del producto de desproteccién 13.
En este ensayo se emple6 doble cantidad de catalizador que en el ensayo realizado con la
molécula modelo porque el catalizador es una sustancia sensible a la humedad, y en las
pequefias cantidades empleadas (alrededor de 2 mg), podria haberse deteriorado

parcialmente durante la manipulacidn.

Para poder comprobar que se trataba del producto de desproteccidon, se intentd
purificar por cromatografia en columna una parte del crudo de reaccién, pero el producto
obtenido resultdé ser tan polar que quedo6 retenido en la fase estacionaria. Finalmente, el
crudo de reaccién restante se consiguid purificar por CCF semipreparativa. Mediante el
analisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF, modo positivo, m/z=796,3), se pudo

confirmar que el producto aislado se trataba del producto de desproteccion.
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6. Sintesis en fase sdlida de un pentamero T(™Ugaioc)T)TC Yy ensayos

de eliminacion del grupo aliloxicarbonilo en fase sélida

Una vez sintetizado el dimero 12 y comprobado que podia eliminarse adecuadamente
el grupo Alloc, se procedi6 a evaluar la idoneidad del producto en la sintesis de
oligonucleédtidos. Para ello, en primer lugar se transformd en un derivado de P(III) de tipo
fosforamidito. Con el objeto de ensayar el acoplamiento en fase solida del derivado
fosforamidito 14, se ensayé la sintesis del pentdamero *T(™UgaioT)TC?, donde la unidad
"UgioT €s la que se muestra en la Fig. 1.21. Finalmente, se realizaron ensayos de

eliminacién del grupo aliloxicarbonilo en fase sélida.
Figura 1.21 Unidad "Ugajioc)T
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6.1 Consideraciones preliminares

El desarrollo de una metodologia eficiente para formar el enlace fosfato
internucleosidico fue durante muchos afios el principal problema a resolver en la sintesis de
oligonucledtidos. Finalmente, se soluciond con el desarrollo del método del fosfitotriéster y en
menor medida con el método del H-fosfonato (Fig. 1.22).%8' En ambos casos se emplea un
nucledsido funcionalizado en el extremo 3’ en forma de derivado de P(III), fosforamidito en el
método del fosfitotriéster e H-fosfonato en el método del mismo nombre, y con el hidroxilo 5’
convenientemente protegido (II), habitualmente con el grupo 4,4’-dimetoxitritilo labil a

tratamientos acidos suaves.

La etapa de acoplamiento o de formacidon del enlace internucleosidico consiste en
hacer reaccionar el derivado de P(III) con el hidroxilo 5 de un nucledsido, normalmente
anclado a un soporte sdlido (I), dando como resultado un fosfitotriéster (III). Después de

una etapa de oxidacion se obtiene el fosfatotriéster (IV).

El desarrollo de los fosforamiditos (II) como una nueva clase de intermedios por M.

80,106,101 3 principios de los afios 80 permitié que la sintesis de

H. Caruthers y S. L. Beaucage
oligonucledtidos pasara de ser una procedimiento manual o semimanual llevado a cabo por
unos pocos especialistas a ser un proceso automatizado. El éxito de esta metodologia reside

en los elevados rendimientos de acoplamiento que proporciona (>98%). Aunque desde
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entonces se ha ensayado una gran variedad de derivados de P(III) en la sintesis automatica
de oligonucledtidos, habitualmente se emplean derivados diisopropilamino protegidos con el
grupo 2-cianoetilo.®!

Figura 1.22 Método habitual en la sintesis quimica de DNA,
(método del fosfitotriéster)
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GP, GP'= grupos protectores

Al inicio del desarrollo de esta metodologia se utilizaban clorofosfitos, pero al
contrario que los N,N-diisopropilfosforamiditos, éstos eran demasiado sensibles a la humedad
como para poder ser manipulados en condiciones normales y por tanto, no eran unos
candidatos adecuados para su utilizacidn en la sintesis automatica. Por el contrario, un
fosforamidito es mucho menos reactivo y requiere la protonacion del nitrogeno para hacer de
él un buen agente fosfitilante. Para ello se utiliza 1H-tetrazol, ya que es suficientemente acido
(pKa=4,8) para producir la protonacién del grupo amino pero suficientemente suave para no

provocar la eliminacidén prematura del grupo DMT que protege el hidroxilo primario.

6.2 Metodologia general de sintesis de oligonucleétidos

Un oligonucledtido es una cadena de nucledsidos unidos entre ellos por enlaces
fosfodiéster entre el extremo 3’ de uno y el extremo 5’ de otro, tal y como ocurre en los
acidos nucleicos naturales. Recientemente se ha convertido en una practica habitual utilizar el

término de oligonucledtido para referirse a las cadenas de DNA sintéticas.

A diferencia de la sintesis bioldgica de DNA, la sintesis quimica habitualmente tiene
lugar desde el hidroxilo 3’ al hidroxilo 5’ (Fig. 1.23). Esta estrategia permite aprovechar la
mayor reactividad del hidroxilo primario en 5’ en las etapas de acoplamiento en que se forma

el enlace internucleosidico.

La sintesis automatica de oligonucledtidos se lleva a cabo en fase sdlida, mediante un
ciclo de sintesis en el que se van afiadiendo de manera secuencial los nucledsidos de la
cadena. Dado que la cadena que esta siendo sintetizada se mantiene unida al soporte sélido,
la separacion de los reactivos en exceso y los disolventes empleados en cada etapa se realiza

mediante una simple filtracion.
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Figura 1.23 Ciclo de sintesis de olignucleétidos mediante el método del fosfitotriéster
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Las bolas de vidrio de poro controlado (CPG, controlled-pored glass) son el soporte
solido habitual sobre el que se lleva a cabo la sintesis de oligonucleétidos, ya que presentan
las propiedades de ser rigidas, insolubles y con un comportamiento mecanico que no depende
del disolvente, permitiendo de este modo una buena accesibilidad y rapida difusién de los
reactivos y disolventes a través de la matriz.81%® Para asegurar aiin mas la accesibilidad de
los reactivos, las bolas de vidrio se encuentran funcionalizadas con un espaciador, cuyo
objetivo es alejar los sitios reactivos de la superficie. La funcionalizacion de estos soportes
oscila entre 10-50 pmol/g, ya que con una funcionalizacion mayor se pueden producir efectos

de impedimento estérico entre las cadenas oligonucleotidicas que se sintetizan.

En la Fig. 1.24 se muestra el espaciador aminoalquilico (LCAA, long chain
alkylamine) empleado habitualmente. Tal y como se puede observar en la figura, el primer
nucledsido del oligonucledtido a sintetizar se encuentra anclado al soporte sélido, y es de esta

manera como se comercializan normalmente. Para llevar a cabo la introduccién del primer
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nucledsido, se hace reaccionar el grupo amino del soporte sélido con el derivado 3'-O-
succinato del nucledsido en presencia de carbodiimidas como agente acoplante.
Figura 1.24 Soporte sélido utilizado en sintesis de oligonucleétidos
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LCAA-CPG=long chain alkylamine controlled-pore glass support

Los acidos nucleicos son sensibles a un amplio rango de reacciones quimicas y se han
de emplear condiciones de reaccidbn muy suaves para la sintesis de una cadena
oligonucleotidica. Las nucleobases son propensas a sufrir alquilaciones, oxidaciones y
reducciones y el enlace fosfodiéster es vulnerable a la hidrdlisis. El enlace glicosidico (C1’-N)
es labil a los acidos, especialmente si la nucleobase es una purina, produciéndose la llamada
despurinacién. Estas consideraciones limitan el rango de reacciones quimicas en la sintesis de
oligonucleédtidos a tratamientos alcalinos o con acidos débiles, desplazamientos nucledfilos,
reacciones de eliminacion catalizadas por bases y algunas reacciones redox poco agresivas

(oxidaciones con yodo o perdxidos, eliminaciones reductivas con Zn).%8

Los principales centros nucledfilos en un 2’-desoxirribonucledsido son los hidroxilos en
5’y 3"y en el caso de dA, dC y dG los grupos amino exociclicos. Para formar la unién fosfato
3'-5' entre dos 2’-desoxirribonucledsidos, los centros nucledfilos que no intervienen en la
formacion del grupo fosfato se han de proteger. Tal y como se ha comentado con
anterioridad, habitualmente se emplea el grupo 2-cianoetilo como grupo protector de fosfato,
y los grupos isobutirilo para proteger G y benzoilo para A y C respectivamente (Fig. 1.23). El
método estandar que se utiliza para proteger las nucleobases implica en primer lugar hacer
reaccionar el nucledsido con cloruro de trimetilsililo para proteger los hidroxilos 3’ y 5.
Seguidamente se protege el grupo amino utilizando cloruro de benzoilo o bien anhidrido
isobutirico y finalmente se elimina el protector de los grupos hidroxilo.'°® En la Fig. 1.23 se

resumen las diferentes etapas de la sintesis en fase sdélida de un oligonucleétido.

Etapa 1: Destritilacion o eliminaciéon del grupo dimetoxitritilo. El grupo protector
utilizado para el hidroxilo 5’ de los nucledsidos es el grupo dimetoxitritilo (DMT) (Fig. 1.25).
La sensibilidad al medio acido se debe a la estabilidad del cation resultante, estabilizado por
el caracter electrodonador de los sustituyentes de los anillos aromaticos.®* El grupo
dimetoxitritilo se elimina por tratamiento con disoluciones diluidas de acidos como el
dicloroacético o tricloroacético en disolventes no acuosos, condiciones que son

suficientemente suaves como para evitar la despurinacién. Durante la eliminaciéon de este
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protector se libera el cation dimetoxitritilo, de color naranja, propiedad que es empleada para

cuantificar el rendimiento del acoplamiento por UV-Vis.

Figura 1.25 Eliminacion del grupo protector del hidroxilo 5’

catién dimetoxitritilo
H+ color naranja
CH3O@C—OR —_— ROH + C A=498 nm
® £=71700 Mtcm™
CH30 OCH;
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Etapas 2 y 3: Activacion y acoplamiento del nucledsido fosforamidito. La activacién
del fosforamidito tiene lugar al mezclar este reactivo con 1H-tetrazol en acetonitrilo. El
acoplamiento del fosforamidito activado constituye la etapa crucial del ciclo. EIl mecanismo
mas aceptado es el que se muestra en la Fig. 1.26.1'% 1! En |a etapa de activacién, el 1H-
tetrazol protona el fosforamidito y el idn tetrazoluro generado desplaza el i6n N,N-
diisopropilamonio dando lugar a un intermedio reactivo que reacciona rapidamente con el

hidroxilo en 5’ del nucledsido anclado sobre el soporte sélido.

Figura 1.26 Mecanismo propuesto para la activacion con 1H-tetrazol
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Con el objeto de aumentar al maximo la eficacia de acoplamiento hasta valores
practicamente cuantitativos, en esta etapa se emplea un elevado exceso de nucledsido
fosforamidito con respecto a los grupos hidroxilo sobre la resina (10 equivalentes). De este
modo, aunque el 1H-tetrazol actla como catalizador, se afiade también un exceso (40
equivalentes) con objeto de incrementar la cinética de la reaccion y permitir que el
acoplamiento pueda realizarse en tiempos relativamente cortos, habitualmente inferiores a

un minuto.

Etapa 4: Acetilacion. A pesar del elevado rendimiento del acoplamiento, la acetilacién
de los grupos hidroxillo se lleva a cabo para bloquear las cadenas que por algin motivo no
han reaccionado durante la etapa de acoplamiento y de este modo se limita el nimero de
secuencias erroneas. Un beneficio fortuito de esta etapa es que se revierte una reaccion
secundaria que puede producirse con la guanina durante la etapa de acoplamiento, y es la

fosfitilacion del Og de la guanina (Fig. 1.27).
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Figura 1.27 Fosfitilacion del Og de la guanina
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Etapa 5: Oxidacion. Finalmente, se lleva a cabo la oxidacién del intermedio fosfito a
fosfatotriéster por tratamiento con una disolucién de yodo acuoso. Dado que en la reaccidn se
genera yoduro de hidrogeno, se suelen utilizar bases como piridina o 2,6-lutidina para

neutralizarlo.

El ciclo se va repitiendo hasta obtener el oligonucleétido de longitud y secuencia
requeridas. La eliminacion de los grupos protectores de las nucleobases y del grupo fosfato
asi como el desanclaje del oligonucleétido del soporte sélido tiene lugar en una Unica etapa al

realizar un tratamiento con una solucién acuosa de amoniaco.

6.3 Sintesis del derivado 3’'-O-fosforamidito del dinucleésido 12

Para la obtencién de 3’-O-fosforamiditos a partir de 5-O-DMT-nucledsidos se pueden
emplear dos métodos, segun sea el agente fosfitilante empleado (Fig.1.28).

En la sintesis de este tipo de derivados se utiliza habitualmente como agente
fosfitilante 2-cianoetil-cloro-N,N-diisopropilaminofosfina (método A).8! Se trata de un agente
bastante reactivo capaz de reaccionar directamente con el hidroxilo sin necesidad de ningln
activante liberando acido clorhidrico. Para evitar efectos no deseados como la pérdida del
grupo DMT, la rotura del enlace glicosidico o la protonacidon y posterior hidrdlisis del
fosforamidito recién formado, la reaccion se lleva a cabo en presencia de una base no
nucledfila como la trietilamina o la diisopropiletilamina. También se ha de mencionar que se

trata de un reactivo inestable a temperatura ambiente y sensible a la humedad.!*?
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Figura 1.28 Métodos de sintesis de derivados 3'-fosforamidito
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Como alternativa de fosfitilacion méas suave se ha descrito también el uso como
agente fosfitilante del 2-cianoetil-N,N,N’,N-tetraisopropilfosforodiamidito (método B).!!3
Como este agente no es suficientemente reactivo se requiere la presencia de un activante. A
escala de laboratorio normalmente se emplea el 1H-tetrazol, que es el activante mas utilizado
debido a los buenos resultados que se obtienen, aunque presenta ciertos problemas. Por
ejemplo, si se calienta excesivamente es explosivo, tiene un coste elevado, no es
completamente miscible en disolventes organicos como ACN o THF vy tiene caracter
higroscépico.'? Aunque por el momento no se conoce perfectamente el mecanismo de la
reaccion, lo mas aceptado es que en una primera etapa el 1H-tetrazol es suficientemente
acido (pK,=4,9) como para protonar el agente fosfitilante (Fig. 1.28). En una segunda etapa
la base conjugada del tetrazol desplaza un grupo N,N-diisopropilamino para generar un
intermedio fosfotetrazélido que reacciona rapidamente con el hidroxilo del 5-O-DMT-

nucleésido para formar el derivado fosforamidito, 0111114

Dado que el método B presenta la ventaja de emplear un reactivo fosfitilante mas
estable, se escogid para realizar un primer ensayo de fosfitilacion del dimero 12. Basandonos

en metodologias descritas en la literatura,®°%:110

se hizo reaccionar el producto 12, en
presencia de 1H-tetrazol, con 2-cianoetil-N,N,N’,N’-tetraisopropilfosforodiamidito. Después de
3 horas a T ambiente el analisis por CCF indicaba que el producto de partida era mayoritario,
por lo que se afadié mas agente fosfitilante y se dejo evolucionar 2 horas mas, aunque el
exceso de reactivo tampoco produjo una mejora sustancial. Dado el resultado, sobre la
mezcla de reaccion se decidié afadir 2-cianoetil-cloro-N,N-diisopropilaminofosfina (1
equivalente) en presencia de DIEA (2,5 equivalentes) y se dejo evolucionar durante 2 horas a
T ambiente. Pasado este tiempo el analisis por CCF indicaba que el producto de partida se
habia consumido completamente. El producto se aislé con un 65% de rendimiento como una

mezcla de diasteredmeros después de purificar por cromatografia en columna. El analisis por
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RMN 3!p (CDCl5, 81 MHz) indicaba la presencia de dos sefiales a §=149,0 y 148,8 ppm,
confirmando que se trataba del producto 14.

La reaccién de fosfitilacién se volvid a repetir utilizando este Ultimo reactivo desde un
inicio (método A), (Fig. 1.29). Después de 2 horas de reacciéon a T ambiente generalmente
se habia consumido todo el reactivo de partida. En este caso se pudo obtener el 3'-O-
fosforamidito con un 82% de rendimiento después de una decantacién y posterior
precipitacion sobre hexano a -10°C con un grado de pureza aceptable, sin que fuera

necesaria una posterior purificacion por cromatografia en columna.

Figura 1.29 Sintesis del derivado 3'-O-fosforamidito del dinucleésido 12
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6.4 Sintesis en fase sélida de un pentamero T("Ud aiioc)T)TC

Una vez preparado el fosforamidito 14 se pasd a ensayar su incorporacién en un
fragmento oligonucleotidico, en concreto el pentamero T(™UgioT)TC. En los diferentes
ensayos realizados se evalud esencialmente el porcentaje de incorporacidén del dinucledsido
14, variando el tiempo de reaccién y llevando a cabo uno o dos acoplamientos. Los diferentes

ensayos y los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 1.6.

La sintesis de cada uno de los pentameros se llevd a cabo indistintamente en dos
sintetizadores automaticos (Applied Biosystems 308B o PCR-MATE). Los rendimientos de cada
acoplamiento se determinaron midiendo la absorbancia de las disoluciones resultantes de la

etapa de eliminacion del grupo DMT (véase apartado C.3 de Materiales y Métodos).

En el caso del ensayo 1 la incorporacidon del fosforamidito 14 se llevd a cabo
mediante el procedimiento estandar implementado en el sintetizador, es decir, se realizd el
acoplamiento haciendo pasar por la columna que contenia la resina una mezcla 1:1 de las
disoluciones de 1H-tetrazol y fosforamidito durante 30 segundos. El rendimiento de
incorporacion fue en este caso del 61%. Lo habitual es que los rendimientos de incorporacién
de los derivados fosforamidito no modificados sean superiores al 95 %. Con el fin de mejorar
el porcentaje de acoplamiento del fosforamidito 14, se aumento el tiempo de reaccion a 300

segundos (ensayo 2), obteniendo en este caso un 66% de incorporacion.
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Tabla 1.6 Ensayos de acoplamiento del fosforamidito 14

no° %
Ensayo| Resina Activante t acopl. (s) ;
acopl. incorporacion

1 PENT(1) 1H-tetrazol® 1 30 61
2 PENT(2) 1H-tetrazol® 1 300 66
3 PENT(3) 1H-tetrazol® 2 30 71
4 PENT(4) 1H-tetrazol® 2 300 78
5 PENT(5) 5-(o-nitrofenil)-1H-tetrazol® 2 300 70
6 PENT(6) 5-etiltio-1H-tetrazol® 2 300 69
7 PENT(7) | Triflato de benzimidazolonio® 2 300 77

@ en ACN, ® en THF. Todas las soluciones de activante son 0,4 M.

En los ensayos 3 y 4 se optd por realizar un doble acoplamiento para intentar mejorar
la incorporacion del dimero. Tras el primer acoplamiento, se introdujo en el ciclo de sintesis
una etapa de vaciado y lavado de columna, para después llevar a cabo un segundo
acoplamiento, tras el cual se continud con el ciclo habitual. Aunque los rendimientos de
incorporacién fueron ligeramente mejores (71-78%), no se alcanzaron los valores

considerados 6ptimos para llevar a cabo una sintesis habitual.

Como posibles razones de la baja incorporacion del dinucledsido fosforamidito se
pueden barajar dos, probablemente relacionadas entre si. Por un lado, el tamafio molecular
del dinucledsido que probablemente es origen de efectos estéricos que dificultan la reaccidn
de formacidn del enlace fosfito. Por otra parte, la baja reactividad del dinucledsido
fosforamidito favorece probablemente la reaccion de hidrdlisis que compite con la de

acoplamiento (Fig. 1.30).'*®

Figura 1.30 Hidrélisis de un fosforoamidito activado a H-fosfonato
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En la literatura se ha escrito el uso de otros agentes acoplantes en la sintesis de
oligonucleédtidos alternativos al 1H-tetrazol.8!1! Por ejemplo, se han empleado derivados del
1H-tetrazol como 5-(o-nitrofenil)-1H-tetrazol,''® 5-etiltio-1H-tetrazol''” y también derivados
de benzimidazol como triflato de benzimidazolonio!!® con buenos resultados. Para tratar de
mejorar el porcentaje de incorporacién de fosforamidito 14 sobre resina se ensayé el

acoplamiento con cada uno de estos reactivos.
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Para llevar a cabo estos experimentos, se empledé 5-(o-nitrofenil)-1H-tetrazol segin

116

un procedimiento descrito™*°, el 5-etiltio-1H-tetrazol era un reactivo de origen comercial y el

triflato de benzimidazolonio se  obtuvo mezclando benzimidazol y acido

trifluorometansulfénico 1:1%18,

Sin embargo, los ensayos realizados empleando estos
reactivos (ensayos 5, 6 y 7 respectivamente) no mejoraron los resultados ya obtenidos

empleando 1H-tetrazol.

Aunque los resultados distaban de ser plenamente satisfactorios, se quiso evaluar la
idoneidad de la estrategia sintética analizando los oligonucleétidos obtenidos en los ensayos.
Para ello, las resinas asi sintetizadas se sometieron a las etapas de desproteccion vy
desanclaje para luego, una vez liberado el producto de la resina, ser convenientemente

analizado por cromatografia liquida.

6.5 Ensayos de desproteccion y caracterizaciéon de T(™UgT)TC

Antes de pasar a realizar pruebas de eliminacién del grupo aliloxicarbonilo en fase
sélida, resulté conveniente aislar y caracterizar el pentdmero T(™UgaioT)TC (15). Para ello,
se traté la resina PENT(1) (véase Tabla 1.6) con amoniaco acuoso concentrado a 55°C
durante 6 horas para desanclar el producto del soporte sélido y eliminar el grupo protector de
la citosina. Tras eliminar el amoniaco y liofilizar, la muestra se redisolvié en agua y se analizd
por HPLC (Fig. 1.31).

Figura 1.31 Cromatogramas de HPLC de PENT(1) y T("Ug aiioc)T)TC,
(A: AcONH, 0,01 M, B: H,O/ACN 1:1, 5-30% de B en 30 min.
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El cromatograma muestra un producto mayoritario acompafiado de otros productos
minoritarios. Los oligonucledtidos sintetizados sobre un soporte sdélido suelen presentar
subproductos cuando los acoplamientos no son cuantitativos, ya que se van generando
secuencias truncadas. También es posible que, si las etapas de acetilacion no han sido

suficientemente efectivas, se produzcan secuencias con deleciones. El producto mayoritario
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se aislé con un tiempo de retencion de 23,1 min., que resultd ser el oligonucledtido 15 seguln
el analisis por espectrometria de masas. Para calcular el rendimiento, se cuantificé la
disolucién obtenida segun se indica en el apartado C.4 de la seccidon de Materiales y Métodos,
resultando ser del 41%.

Para la eliminacion del grupo aliloxicarbonilo en primer lugar se realizé un ensayo
sobre la resina PENT(4) (Tabla 1.7, ensayo 1) utilizando una solucién de Pd(PPhs), y acido
férmico/butilamina 1:1, que fue el capturador del complejo =-alilo utilizado previamente en
los ensayos en solucién con la molécula modelo 5g y con el producto 12. Basandonos en

metodologias descritas en la literatura,®%%*

se trato la resina PENT(4) en las condiciones
indicadas en la Tabla 1.7. Tras el tratamiento se lavd la resina con una solucién de
dietilditiocarbamato de sodio. Este lavado se realiza para eliminar la contaminacién por
paladio del oligonucledtido.!®® Los mismos autores sefialan que, aunque la solucién es
ligeramente basica (pH=9,7), no se produce un desanclaje significativo de los

oligonucleétidos.

Tabla 1.7 Ensayos de eliminacién del grupo Alloc

Ensayo| Resina* Condiciones 17/16 | Rdto. 17

(A) HCOOH/BuUNH, 1:1 0,13 M, PPh; 0,02 M,
1 PENT(4) 1:0,49 40%
Pd(PPhs)s 2X10 M, 1h T=550C

(B) PhSiH; 0,05 M, 5 min., Pd(PPhs), 5X1073 M,
2 PENT(2) 1:0,57 33%
(10 min. T amb.)X2

(C) Me;NH.BH3 0,05 M, 5 min., Pd(PPh3),, 5X1073 M,
3 PENT(3) 1:0,75 32%
(10min. T amb).X2

* se describiod la sintesis de las resinas PENT(2-4) en el apartado 6.4 (véase Tabla 1.6)

En todos los ensayos, una vez realizado el tratamiento de eliminacién del grupo Alloc,
se procedid al desanclaje y eliminacién de los grupos protectores de las nucleobases con
amoniaco acuoso concentrado a 55°C durante 6 horas. El analisis por HPLC del ensayo 1
reveld que la eliminacién del grupo aliloxicarbonilo habia sido completa ya que no se
observaban trazas del oligonucledtido 15. Sin embargo, el crudo mostraba la presencia de un
producto mayoritario a tg=20,2 min. y otro en menor proporcién a tg=19,0 min. (Fig. 1.32).
La proporcién de cada uno de ellos se calculd a partir de las dreas de los cromatogramas de
HPLC.

El analisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF, modo negativo) indicd que el
producto de tg=20,2 min. correspondia al producto de desproteccién (producto 17), mientras
que el producto con menor tg correspondia a un subproducto formado durante la eliminacion
del grupo aliloxicarbonilo. La masa de este producto al ser 41 unidades superior a la del
producto 17 hace suponer que se trataba del producto de alilacidn del grupo guanidino.
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Figura 1.32 Cromatogramas de HPLC del ensayo 1 (Tabla 1.7) y de los
productos 16 y 17 purificados. (A: AcONH,40,01 M,
B: HO/ACN 1:1, 5-30% de B en 30 min.

Ensayo 1
PENT(4)
All
T(MUgm)TC M=1429,1 uma
16
T(MUgT)TC M=1390,3 uma
17
1 I
o =
ot (i |
16 17
tr=19,0 min. tg=20,2 min.
m/z=1431,4 m/z=1389,5
=T r- L
1 | | !
o o = =
— ol — T

Puesto que en la literatura se ha descrito la formacion de alilaminas durante la
desproteccién de alilcarbamatos catalizada por paladio,®” de manera analoga podria haberse

formado la alilguanidina 16 como producto secundario de la desproteccion de la guanidina.

En sintesis de péptidos se ha descrito el uso de reactivos como el feniltrihidrosilano*®

y complejos de amino-borano!?%:*21

como capturadores del complejo n-alilo que minimizan en
gran medida la formacion de alilaminas. De este modo, se realizaron dos nuevos ensayos de
eliminacién sobre las resinas PENT(2) y PENT(3) utilizando PhSiH; y Me,NH.BH; como
capturadotes respectivamente, pero al analizar los crudos no se observaba una mejora de los
resultados ya obtenidos. La Tabla 1.7 recoge la proporciéon del subproducto de alilaciéon
respecto al producto completamente desprotegido en los crudos de reaccion y el rendimiento

global de obtencién del pentdmero 17.
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Para acabar de confirmar que el producto 16 era el producto de alilaciéon del grupo
guanidino y el producto 17 era el producto esperado, se realizé el analisis de nucledsidos de
cada uno de los productos segun se indica en la seccién C.5 de Materiales y Métodos. En la

Fig. 1.33 se muestra el andlisis por HPLC realizado en cada caso.

Figura 1.33 1) Cromatograma de HPLC del analisis de nucleésidos del
producto 16 y 2) del producto 17. (A: AcONH, 0,01 M,
B: H;O/ACN 1:1, 10% de B 5 min., 10-25% de B en 15 min.,
25-100% de B en 5 min.)

1) 2)
dT
All
(MUgT) (18) ar
dC
dc tr=15,7 min.
m/z=535,3 MUgT (19)
tr=11,5 min.
m/z=494,5

N Y PR -:HULL A

[ ac dT 18 |
| 1.0 18 | 12 |

—

—

1,2 1,9 0,9

En el andlisis del producto 16 se detectd la presencia de dC, dT y un nuevo producto
con tg=15,7 minutos. Tras aislar este Ultimo producto por cromatografia liquida, el analisis
por espectrometria de masas (MALDI-TOF, modo positivo) indicé que se trataba del
dinucledsido alilado 18. Al analizar el producto 17 por HPLC también se detectd la presencia
de dC y dT y un nuevo producto con tg=11,5 minutos, que, tras analizarlo por espectrometria
de masas (MALDI-TOF, modo positivo), resulté ser el dinucledsido de morfolinouridina y
timidina 19. Las proporciones de cada producto se indican en la Fig. 1.33, y se han calculado
segun se indica en el apartado C.5 de la secciéon de Materiales y Métodos. Tanto para el
producto 18 como para el 19 se ha asumido que el valor del coeficiente de extincion molar
era 18,8 mMlcm™. Por tanto, con el andlisis de nucleésidos se confirmd que en las
condiciones ensayadas tenia lugar una reaccion secundaria de alilacion sobre el grupo

guanidino.
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6.6 Formacion de alilaminas durante la desproteccion de alilcarbamatos

La reaccion secundaria de formacién de alilaminas durante la desproteccién de
alilcarbamatos catalizada por paladio puede tener lugar mediante diferentes mecanismos.%’
En primer lugar, el grupo amino que se va generando durante la desproteccion puede
competir con el capturador del complejo =-alilo dando lugar a alilaminas (Fig. 1.34, A)). Por
tanto, en este caso es aconsejable emplear sistemas de desproteccion que conduzcan a
aminas protonadas, enmascarar el grupo amino dando lugar a una especie no nucledfila, o

bien utilizar un gran exceso de capturador del complejo =-alilo.

Figura 1.34 Formacion de alilaminas en la desproteccion
de alilcarbamatos

A) Grupo amino como capturador

Nu/[Pd]°

/————> R—NH, + —
'COZ xNu

\ RNH,/[Pd]®
R—NH, + \/\ _R

-CO, H

(0]
\/\O)]\N/R
H

B) Condensacion descarboxilativa

5 o,
SN0

pdl

H‘) At

Por otra parte, se sabe que los alilcarbamatos en presencia de cantidades cataliticas
de complejos de Pd y sin ningun capturador en el medio de reaccién pueden experimentar
descarboxilacion para dar lugar a alilaminas. La conversion de un derivado alilcabamato a N-
alilamina implica una condensaciéon con pérdida de CO, entre el complejo n-alilo y el contraidn
carbamato que se ha generado en la etapa de adicion oxidativa (Fig. 1.34, B)). La cinética
del proceso depende de la naturaleza de la amina, siendo generalmente mas rapido para

aminas secundarias que para aminas primarias.

El capturador utilizado en el ensayo realizado sobre la resina PENT(4) era el acido
férmico, que actia como un donador de hidruro. El mecanismo mas aceptado en este caso
(Fig. 1.35, A)) implica la formacién de un complejo de paladio formiloxi-n-alilo II por
intercambio de ligandos del complejo Y-m-alilo inicial I. Este complejo experimenta
descarboxilacion para dar un complejo hidruro-rn-alilo III el cual descompone para dar
propeno y el complejo de paladio inicial mediante eliminacién reductiva.®” Como en nuestro
caso se empled un exceso elevado de capturador (150 eq.), no es probable que el grupo
guanidino compita en la captura del complejo w-alilo por su mayor caracter nucleéfilo. Una

posible explicacién para la formacién del subproducto de alilacion es que la captura del
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complejo m-alilo por parte del formiato no sea lo suficientemente rapida como para evitar la

condensacion descarboxilativa que se ilustra en la Fig. 1.34.

Figura 1.35 Eliminacioén de Alloc catalizada por Pd con donadores
de hidruro como capturadores

A) HCOOH/BuNH;

x

/‘\\&) @Y HCOO@@ H,NBu ™ 22T [Pdo]
[Pd"] \' P~ -CO;  [pdU}—H - CH3CH=CH,
I yoe \ I
H2NBu ] ‘{N}%

II H 6]
Oy S] )]\/)\ LLL")
Y O H/

B) PhSiH3 y Me;NH.BH3

~® O PhSiH
A® AT ©v| - CHsCH=CH - iH3
/l Oy __AH l 3 Ay A-H= {MeZNH.BH3
II
[PdT] [Pd’] ) v
K \\ 0
I H [Pa"] [Pd]=PdL,

IV

En los ensayos llevados a cabo sobre PENT(2) y PENT(3) se han utilizado como
capturadores PhSiH3; y Me,;NH.BH3 (véase Tabla 1.7). La captura del complejo Y-r-alilo inicial
posiblemente transcurra segln un proceso de adicion oxidativa sobre el paladio para generar
un complejo hidruro-rn-alilo IV. Este intermedio descompone para dar propeno y regenerar el

complejo tipo PdL, inicial. En la desproteccién del grupo amino se describe!%12t

gue no se
obtiene directamente la amina libre, sino que se obtienen derivados silil- o boro-carbamatos
segln sea el caso, los cuales en presencia de agua experimentan hidrdlisis y pérdida de CO,
para dar la amina. Probablemente, por analogia al grupo amino, seguramente tampoco se
obtiene directamente el grupo guanidino, sino los derivados silil- o boro-carbamatos V (Fig.

1.35, B)).

En los dos ensayos sobre PENT(2) y PENT(3) (véase Tabla 1.7) se empled un exceso
de capturador (40 eq), por lo que es posible que no se libere directamente el grupo guanidino
y se descarta que éste compita en la captura del complejo n-alilo. Igual que en el ensayo
realizado sobre PENT(4), la explicacibn mas razonable vuelve a ser que la captura del
complejo mw-alilo no sea suficientemente rapida como para evitar la condensacion
descarboxilativa por el mayor caracter nucledfilo del grupo guanidino. En experimentos
posteriores (véase apartado 4.2, capitulo 2) se pudo comprobar que empleando una
concentraciéon mayor de capturador la reacciéon secundaria disminuia considerablemente

hasta practicamente desaparecer.
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7. Resumen de los resultados obtenidos

En el capitulo que aqui se resume, se ha ensayado la sintesis de un derivado
morfolinocarbonimidoilnucleésido como modelo de un dimero con unién guanidina con el
objetivo de desarrollar una metodologia adecuada que permita sintetizar oligonucledtidos en
los que se alternen las unidades de morfolino-amidina y 3’-ribosil-fosfato. Para sintetizar esta
molécula se ha escogido una ruta sintética en la que se emplean como precursores una
tiourea y una amina. Segun este esquema se ensayaron diversos reactivos que convierten la
tiourea en una especie electrofila en el propio medio de reaccion o bien en intermedios
aislables como acidos sulfénicos o isotioureas. De todos los reactivos ensayados tan sélo se
consiguié obtener el grupo guanidino utilizando 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno, el cual

transformaba la tiourea en una especie intermedia aislable.

Dado que la presencia de un grupo guanidino podria interferir en las reacciones de
fosfitilacion y de sintesis de oligonucledtidos, se hizo un estudio de diferentes grupos
protectores. Se ha conseguido sintetizar la guanidina modelo con los siguientes grupos
protectores: benzoilo, p-nitrobenzoilo, p-bromobenzoilo, 2,5-difluorobenzoilo, fenoxiacetilo y
aliloxicarbonilo. De todos ellos, tan sélo el grupo aliloxicarbonilo se pudo eliminar en
condiciones compatibles con la sintesis de oligonucledtidos. En los ensayos de desproteccion
realizados con los demas derivados los resultados se pueden resumir de la siguiente forma: i)
no se observd eliminacion del grupo protector (derivados con el grupo benzoilo y p-
bromobenzoilo), ii) habia eliminacion parcial del grupo protector (derivados con el grupo
protector p-nitrobenzoilo, 2,5-difluorobenzoilo y fenoxiacetilo), o bien habia descomposicién

del producto en las condiciones ensayadas (fenoxiacetilo).

Una vez se dispuso de un grupo protector adecuado, se ensayo la sintesis del dimero
morfolinouridina y timidina con unién guanidino 12. Se escogié la timidina como precursor
del aminonucledsido y la uridina como precursor del morfolinonucledsido porque ambas
nucleobases no precisan de grupo protector, lo cual simplifica el estudio. La metodologia
adecuada para obtener un morfolinonucledsido a partir de un ribonucledsido se encuentra
ampliamente descrita en la literatura. Para sintetizar este producto se ha seguido el mismo
procedimiento utilizado para la sintesis del modelo de guanidina. Se ha de comentar que la
metodologia de sintesis debe ser optimizada, ya que el rendimiento obtenido en la etapa de

formacion del enlace guanidino se sitla en el mejor de los casos alrededor del 40%.

Con el objeto de evaluar su posible aplicacion a la sintesis en fase soélida de
oligonucleédtidos, se prepard el fosforamidito correspondiente y se sintetizd el pentamero
T(MUGaoyT )TC. La sintesis del producto se llevd a cabo en un sintetizador de
oligonucledtidos segln la metodologia habitual descrita en la bibliografia. Se realizaron
diversos ensayos variando el tiempo de reaccion y el nimero de acoplamientos realizados,
pero el rendimiento del acoplamiento del fosforamidito derivado del dimero de guanidina no
supero el 78% en el mejor de los casos.
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La desproteccion y el desanclaje del oligonucledtido se llevaron a cabo en dos etapas.
En la primera de ellas, se elimind el grupo aliloxicarbonilo mediante catélisis de paladio. En la
segunda etapa se eliminaron el resto de grupos protectores y se desanclé el producto de
resina por tratamiento con amoniaco acuoso concentrado en caliente. Los ensayos de
desproteccion de los pentameros sobre resina no fueron del todo satisfactorios, ya que se
detectd entre otros un subproducto cuya formaciéon era debida a la alilacion del grupo

guanidino.

Por los resultados obtenidos se concluye que, a pesar de los esfuerzos realizados, la
metodologia aqui ensayada para obtener oligonucleétidos con subunidades morfolino-amidina
dista aun de ser satisfactoria. Los dos principales problemas observados, los bajos
rendimientos de incorporacidén de la unidad dinucleosidica en una cadena oligonucleotidica y
una vez concluida la sintesis, las reacciones secundarias en la etapa de eliminacion del grupo
protector de guanidina, limitan enormemente la obtencidon de este tipo de oligonucledtidos
modificados. Entre las posibles soluciones, se optd por evaluar una metodologia sintética
alternativa para sintetizar este tipo de oligonucleétidos modificados, que no precisa de la
preparacién previa de la unidad dinucleosidica y que permite formar los enlaces guanidino en

fase sélida. Los resultados obtenidos se resumen en el préoximo capitulo de esta memoria.
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Capitulo 2. Sintesis de oligonucledtidos que incorporan unidades morfolino-amidina por formacion de
enlaces guanidino en fase sélida

1 Introduccién

En el anterior capitulo se ha estudiado la sintesis de oligonucledtidos en los que se
alternan las uniones guanidino y fosfato. Para ello, era necesaria la preparacion del
dinucledsido B (véase capitulo 1, apartado 2, Fig. 1.3), conveniente funcionalizado como
derivado de P(III) para llevar a cabo la sintesis de oligonucledtidos en fase sdlida. Para
facilitar el desarrollo de la metodologia sintética a emplear, se trabajé con un modelo de la
molécula a sintetizar. Sobre este modelo se evaluaron diferentes metodologias de sintesis del
grupo guanidino en solucién, asi como la elecciéon de un grupo protector compatible con la
sintesis de oligonucleétidos. Como ya se ha comentado, una de las principales dificultades en

el conjunto de estos ensayos fue la eliminacion del grupo protector en fase sélida.

Dados los resultados anteriores, que ponian de manifiesto la dificultad de obtener los
derivados guanidina en solucidn y la posterior incorporacién en cadenas de oligonucleétido,
se quiso ensayar la formacién de la guanidina en fase solida segun el esquema de la Fig. 2.1,

adaptando la metodologia del capitulo 1.

Figura 2.1 Sintesis de guanidinas en fase sélida
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Para obtener la guanidina F, se parte de nuevo de una tiourea derivada de un
morfolinonucledsido, que convenientemente activada formaria el enlace guanidino con el
aminonucledsido anclado a un soporte sélido E (ver siguiente apartado). Esta estrategia
contaria con las ventajas habituales asociadas a la realizacién de reacciones en fase sélida
como son la separacidén de reactivos y subproductos mediante una simple filtracién o poder
modular el resultado de la reaccion mediante la utilizacidon de excesos y combinacién de

diferentes reactivos.

Por tanto, en este capitulo, aparte de proceder al estudio de la posible adaptacion a
la fase sodlida de la metodologia empleada para la sintesis del grupo guanidino en solucién,
que consistia en obtener un intermedio aislable por reaccién entre la tiourea y el reactivo de

Sanger, también se ensayaron otras metodologias mencionadas en el capitulo 1.
Esta nueva estrategia permitiria sintetizar analogos de DNA en los que se alternan las

unidades de morfolino-amidina y 3’-ribosil-fosfato como se pretendia en el anterior capitulo

(Fig. 2.2). Para ello, seria necesario disponer del derivado fosfitlado G de un 5'-
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aminonucledsido. La principal limitacién de este planteamiento consistiria en tener que
alternar dos quimicas diferentes, la que se emplea para formar enlaces fosfato y la que se

emplea para formar enlaces guanidino, obligando a sintetizar el oligonucleétido por etapas.

Figura 2.2 Esquema retrosintético de oligonucleétidos formados por unidades
de morfolino-amidina y 3'-ribosil-fosfato en posiciones alternadas
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No obstante, esta limitacidon seria minima en el caso de introducir un Unico grupo
guanidino en la cadena oligonucleotidica, e incluso facilitaria el procedimiento empleado para
ello en el anterior capitulo, en el que se precisaba disponer de un dimero A. Asi, para
introducir una modificacién en un oligonucledtido con sélo pirimidinas, para cubrir todas las
posibilidades de la secuencia seria necesario disponer de hasta cuatro dimeros (™Ugaioq)T,
"Ugano)Cr "Caio)T Y MCaiocyC), Mientras que realizando la sintesis de la guanidina en fase
solida los precursores necesarios serian el derivado de P(III) de los 5-aminonucledsidos de
citidina y timidina y las tioureas derivadas de morfolinouridina y morfolinocitidina.

La sintesis de guanidinas en fase sdlida también permite abordar la preparacion de
andlogos de DNA que contengan segmentos ininterrumpidos de unidades de morfolino-
amidina (Fig. 2.3). Para ello seria necesario un Unico intermedio, un derivado tiourea de 5’-
amino-5'-desoximorfolinonucledsido, que deberia permitir la sintesis del oligdmero
modificado mediante un ciclo de desproteccién y anclaje por formacién de un enlace
guanidino. Esta alternativa ha sido ensayada recientemente en nuestro grupo por J.

Alguacil .

Figura 2.3 Sintesis de oligonucleétidos formados por segmentos de
morfolino-amidinas
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En el presente capitulo se resumen los ensayos realizados para obtener
oligonucledtidos que contienen unidades de morfolino-amidina, en los que la formacion del
enlace guanidino internucleosidico se produce en fase sélida por reaccion de un derivado

morfolinocarbotioamida (tiourea) y un 5-aminonucledsido.

2. Sintesis de la aminonucleosidilresina 23

2.1 Consideraciones preliminares

En este apartado se detalla la preparacion de la aminonucleosidilresina sobre la que
se llevara a cabo la sintesis de oligonucledtidos modificados. El soporte con el que se ha
trabajado es LCAA-CPG, que es el que se utiliza habitualmente en la sintesis de
oligonucledtidos. La manera estandar de incorporar el primer nucledsido a un soporte sélido
consiste en formar un enlace amida entre el grupo carboxilo de un 3’-O-succinilnucledsido y
el grupo amino del soporte soélido empleando carbodiimidas como agente acoplante, como
por ejemplo, la N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) o la N,N-diisopropilcarbodiimida (DIP)%>
(Fig. 2.4). En nuestro caso, este mismo procedimiento puede ser empleado para incorporar

el 5’-aminonucledsido.

Figura 2.4 Incorporacion de un 3'-O-succinilnucledsido a un soporte sélido
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Aunque la preparacion de la aminonucleosidilresina no revestia dificultad adicional
respecto a las nucleosidilresinas habituales, se tuvo en cuenta la posibilidad de que en las
etapas de formacién de guanidinas se pudieran emplear bases fuertes, por lo que se decidié
variar ligeramente su estructura. Cabe recordar que en la sintesis del dinucledsido 12 se
empled DBU, por lo que pudiera ser el caso que hubiera que utilizarla en los nuevos ensayos
en fase sdlida. En la bibliografia se ha descrito que la unién succinato entre el soporte sdlido
y un nucleédsido no es estable en presencia de DBU.? Se ha comprobado que al tratar con una
solucién de DBU al 10% en diclorometano durante 1 hora un nucledsido o un oligonucleétido
se desancla parcialmente del soporte sdélido. La rotura de la unidén succinato probablemente

se inicia con la desprotonacion de la amida seguida de un ataque nucledfilo intramolecular
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sobre el carbonilo del éster (Fig.2.5) para formar el anillo de succinimida sobre resina y
liberando el nucledsido o el oligonucledtido.

Figura 2.5 Rotura de la union succinato en presencia de DBU
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Para paliar esta reaccion secundaria, se ha descrito*® la introduccién de un residuo
de sarcosina antes de incorporar el 3’-O-succinilnucleésido para evitar desanclajes
prematuros en presencia de DBU (Fig. 2.6). Los autores han comprobado que al tratar este
tipo de nucleosidilresinas con una solucién de DBU al 10% en diclorometano durante una
noche se observa menos del 5% de desanclaje del nucledsido. Por tanto, dada la posibilidad
que en nuestros ensayos se fueran a emplear bases fuertes, se tomd la precaucién de

introducir el residuo de sarcosina para evitar desanclajes no deseados.

Figura 2.6 Nucledsido unido al soporte sélido mediante
una unién succinil-sarcosina

2.2 Sintesis de 3'-0-succinil-5'-N-(4-monometoxitritil)amino-2',5'-

didesoxitimidina

Siguiendo el mismo razonamiento empleado en los ensayos de obtencion del dimero
12, el derivado escogido para incorporar al soporte soélido fue la 5’-amino-2',5'-
didesoxitimidina, ya que la nucleobase no precisa de proteccion. Para ello, en primer lugar se
ha de proteger el grupo amino para después derivatizar el hidroxilo 3’ con el grupo succinilo.
Para proteger el grupo amino se empleod el grupo 4-monometoxitritilo (MMT), (Fig. 2.7) ya
que es probable que el grupo DMT, que es el utilizado habitualmente en la sintesis de

oligonucledtidos, sea demasiado labil como protector de aminas en las condiciones de
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sintesis de oligonucledtidos. El grupo MMT no produce cambio alguno en el esquema de
proteccién de un derivado oligonucleotidico, dado que se puede eliminar en condiciones

similares al grupo DMT con una solucién de acido tricloroacético en diclorometano al 3%.

Figura 2.7 Sintesis de 5'-N-(4-monometoxitritil)amino-2',5'-didesoxitimidina
HoN o v MMT-CI 1,5 eq., TEA 1,5 eq., MMTN o y

w pir. anh., 12 h Hw

: 60%

4 HO 20

O,

H

° se llevé a cabo la

Basandonos en metodologias descritas en la literatura®?
proteccion del grupo amino de la 5’-amino-2’,5’-didesoxitimidina por tratamiento con cloruro
de 4-monometoxitritilo en piridina en presencia de TEA. El derivado 20 se aislé con un 60%

de rendimiento tras realizar la purificacidon por cromatografia en columna.

El siguiente paso sintético consistia en obtener el derivado succinilado en el hidroxilo
3’ del nucledsido. Para obtener derivados succinilados de nucledsidos, una practica habitual
en sintesis de oligonucleétidos es llevar a cabo la acilacién del hidroxilo 3’ con anhidrido
succinico catalizada por 4-(dimetilamino)piridina (DMAP). Para la obtencion del 3'-O-
succinilnucledsido protegido se hizo reaccionar el producto 20 con un exceso de anhidrido
succinico en presencia de cantidades cataliticas de DMAP, (Fig. 2.8). Después de 12 horas a
temperatura ambiente el analisis por CCF indicaba que aun quedaban trazas del producto de
partida, por lo que se afiadié mas anhidrido succinico y DMAP y se dejé evolucionar hasta
que no se detectaba la presencia del producto de partida. Una vez finalizada la reaccion, el
producto 21 se aislé tras una decantacidon con un 71% de rendimiento sin que fuera

necesaria una posterior purificacion cromatografica.

Figura 2.8 Sintesis de 3'-O-succinil-5'-N-(4-monometoxitritil)amino-
5'-desoxitimidina

MMTN o I
MMTN 0 v anhidrido succinico 2,5 eq H
H DMAP 0,6 eq, pir. anh, 12 h
0 :
g 71% 6
H 20 HO 21

2.3 Sintesis de Fmoc-Sarcosinil-LCAA-CPG

Oy,

El acoplamiento de Fmoc-Sar-OH al soporte sdlido es una reaccion de formacién de
un enlace amida entre el grupo carboxilo del aminoacido que se incorpora y el grupo amino
gue se encuentra sobre la resina (Fig. 2.9). En la quimica de péptidos la activacion del grupo

carboxilo se realiza in situ con agentes de acoplamiento como las carbodiimidas, que
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transforman el grupo acido en un derivado mas electrdéfilo. De esta forma, al reaccionar con

la amina se genera el enlace amida y una urea como subproducto.

Figura 2.9 Sintesis de Fmoc-Sar-LCAA-CPG
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Antes de proceder a la incorporacion del aminoacido protegido es conveniente
realizar un acondicionamiento del soporte solido (véase apartado 1.3 de la seccién
experimental). Una vez lavada y secada la resina se incorpora el residuo de Fmoc-Sar-OH en
presencia de DIP. Después del anclaje de Fmoc-Sar-OH al soporte se ha de realizar la
cuantificacién para poder determinar la nueva funcionalizacion. Esta deberia encontrarse
alrededor de 40 umol/g, por tratarse del valor 6ptimo en la sintesis de oligonucleétidos, y en

caso de ser demasiado baja se tendria que repetir el acoplamiento del aminoacido.

En la Tabla 2.1 se recogen los valores de funcionalizacion obtenidos. Después del
acoplamiento con 1 equivalente de cada reactivo se obtuvo un rendimiento de incorporacién
demasiado bajo, por lo que se repitid el acoplamiento dos veces mas incrementando la
cantidad de aminoacido y de carbodiimida, hasta lograr la funcionalizacién de 42 umol/g.

Tabla 2.1 Rendimientos de incorporacion de Fmoc-Sar-OH

Acoplamiento| Fmoc-Sar-OH| DIP | f (umol/g)

1 1eq 1eq 8
2 3 eq 10 eq 27
3 3 eq 10 eq 42

Para conocer el rendimiento de incorporacion, se determind la funcionalizacion en
grupos Fmoc de la resina, cuantificando el producto de eliminacién del grupo Fmoc.!! Para
ello, se elimind el grupo protector con una disolucién de piperidina en DMF al 20%. Al tratar
una alicuota de 22 con la solucibn basica en primer lugar se genera la especie
dibenzofulveno mediante un proceso de B-eliminacién, el cual reacciona a su vez con

piperidina para formar N-(9-fluorenilmetil)piperidina (Fig. 2.10).

El producto formado presenta un maximo de absorcidén en el espectro de UV-vis a
A=300 nm con un coeficiente de extincidn molar de 7800 Mlcm™. De este modo, mediante
la medida de absorbancia de la disolucion de piperidina utilizada para eliminar el grupo
Fmoc, se puede determinar la funcionalizacion de la resina. Una vez se obtuvo la resina con
un grado de funcionalizacién adecuado, se realizé el bloqueo por acetilacion de los grupos

amino libres de la resina para evitar el anclaje no deseado sobre estos grupos.
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Figura 2.10 Mecanismo de eliminacion del grupo Fmoc con piperidina
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2.4 Sintesis _de MMT-5'-amino-2’,5'-didesoxitimidinil-3'-succinilsarcosinil-

LCAA-CPG

Una vez obtenida la resina con la funcionalizacidon deseada y después de haber
eliminado el grupo Fmoc con piperidina, se llevd a cabo la incorporacion del primer
nucledsido. La incorporacién al soporte sélido se realizé por formacion de un enlace amida
entre el grupo amino de la sarcosina y el derivado 3’-O-succinilo del nucledsido en cuestidn,

segun se muestra a continuacién (Fig.2.11).

Figura 2.11 Sintesis de MMT-5'-amino-2',5'-didesoxitimidinil-
-3'-succinilsarcosinil-LCAA-CPG
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Para llevar a cabo la etapa de acoplamiento se empled como agente acoplante DIP en
presencia de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt). El carboxilo del 3’-O-succinilnucledsido en
presencia de DIP da lugar a la formacién de un derivado O-acilisourea, que a su vez
reacciona con HOBt para dar un éster activo y la urea derivada de la carbodiimida (Fig.

2.12). El éster activo reacciona finalmente con la amina para formar la amida.
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Figura 2.12 Secuencia de reacciones en la formaciéon de una amida por
activacion de un acido carboxilo con DIP y HOBt
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Después del anclaje de 21 se ha de realizar la cuantificacion para poder determinar
la nueva funcionalizacién. Esta deberia encontrarse entre 30-40 umol/g y en caso de ser
demasiado baja se tendria que repetir el acoplamiento del 3’-O-succinilnucledsido. Para
evaluar la eficacia del proceso sintesis se cuantificé el producto de eliminacién del grupo
MMT.'2 Este grupo protector se puede eliminar con una disolucién de TCA al 3% en DCM,
generando el catidn monometoxitritilo (color amarillo), que presenta un maximo de
absorcion en el espectro de UV-vis a A=473 nm con un coeficiente de extincidn molar de
53000 Micm™. Después de realizar un acoplamiento en las condiciones de la Fig. 2.11, se
obtuvo una resina con una funcionalizacion de 34 umol/g, por lo que no fue necesario volver
a repetir el proceso. Finalmente, se realizd el bloqueo por acetilacion de los grupos amino

libres de la resina para evitar reacciones secundarias durante la formacién de la guanidina.

3. Sintesis de gquanidina _en fase solida: preparacion de DMT-
(MUg(aioc)T)-succinilsarcosinil-LCAA-CPG

A fin de conocer el mejor procedimiento para formar una guanidina en fase sélida, se
ensayaron diferentes procedimientos, que se resumen en la Fig. 2.13. Cabe sefialar que
algunas de estas reacciones habian sido evaluadas anteriormente en disoluciéon en los

ensayos de obtencién de las guanidinas 5a-5g (véase el apartado 3.3 del capitulo 1).

Figura 2.13 Ensayos de obtencion de guanidinas en fase sélida
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Esencialmente, se ensayaron dos rutas. En primer lugar, se empled el reactivo de
Sanger (método A) para activar la tiourea 11, ya que esta fue la metodologia empleada
para obtener guanidinas en disolucién. En segundo lugar se emplearon reactivos que activan
la tiourea en el medio de reaccion (método B) para obtener el dinucledsido anclado a un
soporte sélido.

3.1 Método A (mediante el reactivo de Sanger)

En el capitulo 1 se ensayd la sintesis del derivado guanidino 12 en solucién a partir
de 5’-amino-2’,5'-didesoxitimidina y la isotiourea derivada de la tiourea 11 (véase apartado
5.3 del capitulo 1). Se ha de recordar que este intermedio se decidié no aislarlo porque era
poco estable por lo que, una vez asegurada su formacion por CCF, se empleaba directamente

en la siguiente etapa.

En este caso, lo que se pretendié fue adaptar la metodologia en disolucién a la
sintesis en fase soélida, por lo que se realizaron diferentes ensayos de acoplamiento de la
isotiourea llevando a cabo la formacién de la guanidina sobre el soporte sélido 23. A pesar
de la poca estabilidad de la isotiourea 24, se pens6 que resultaria mucho mas conveniente
aislarla con el objeto de fijar en lo posible las concentraciones de reactivo a emplear en los

ensayos.

3.1.1 Obtencidén de la isotiourea 24

Para la obtenciéon de la isotiourea 24 se modificé ligeramente el procedimiento
descrito en el capitulo 1 (véase apartado 5.3). Se prepard una solucién de la tiourea 11 vy
DBU en THF anhidro y a continuacién, se utilizé un exceso de este reactivo (Fig. 2.14) para
evitar que quedara producto de partida sin reaccionar. Pasados 15 minutos el analisis por
CCF indicaba que la tiourea de partida se habia consumido completamente.

Figura 2.14 Sintesis de la isotiourea 24

DMTO u
o)

DMTO U
0.
DBU 1,5 eq., THF anh., 5 min. 05N
\ R. de Sanger, 1,5 eq., 15 min. N
)%
)\ 85% s~ SN—Alloc
S N—Alloc
H NO
11 2 24

El exceso de reactivo de Sanger se pudo eliminar precipitando la mezcla de reaccion
sobre una mezcla hexano/éter 1:1, obteniendo de este modo la isotiourea 24 con un 85% de
rendimiento. El producto obtenido se guardd en nevera bajo atmdsfera de argdn hasta su

utilizacion.
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3.1.2 Ensayos de acoplamiento de la isotiourea 24 sobre resina

Una vez eliminado el grupo MMT y neutralizada la resina con una soluciéon de TEA en
DCM al 10%, se ensayo la incorporacion del derivado isotiourea 24 (Fig. 2.15) variando la
concentracién de la isotiourea 24, el numero de acoplamientos y el tiempo de reaccion. La

Tabla 2.2 resume los resultados obtenidos en cada uno de los ensayos realizados.

Figura 2.15 Ensayos de acoplamiento de 24 sobre resina
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Tabla 2.2 Ensayos de acoplamiento del derivado isotiourea 24 sobre resina

t reaccion/acopl.| % acopl.] % acopl.
Ensayo| Condiciones| n°® acopl.
(horas) (DMT) | (% area 26)
1 Al 1 1 8 10
2 Al 2 1 11 12
3 Al 3 1 15 17
4 Al 1 12 16 17
5 A2 1 1 17 21
6 A2 3 1 37 41
7 A2 1 12 31 37

El porcentaje de incorporacion del morfolinonucledsido se determind a partir de las
medidas de absorbancia de la disolucion resultante de eliminar el grupo DMT. En primer
lugar, se realizaron cuatro ensayos de acoplamiento con las condiciones A1, que consisten
en emplear 3 equivalentes de isotiourea y 3 equivalentes de TEA como base, en disolucion
de THF. Como se puede observar, el rendimiento de incorporacién aumenté con el nimero

de acoplamientos realizados o bien con el tiempo de reaccidn.

Al utilizar una solucién mas concentrada (condiciones A2), aumentd ligeramente el
porcentaje de incorporacion después de un acoplamiento. También en este caso el
rendimiento aumenté con el nimero de acoplamientos realizados y con el tiempo de
reaccion. Aun cuando la reaccion se llevaba a cabo en 12 horas, o en tres tandas de 1 hora
(ensayos 6-7), el rendimiento de incorporaciéon no superd en el mejor de los casos un 37%.

Cabe deducir que la reaccidén tenia lugar con una cinética lenta, o bien, dado que los
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experimentos con tres acoplamientos mostraban rendimientos semejantes o ligeramente
superiores a los de un Unico acoplamiento de 12 horas, que la eficacia de isotiourea

disminuya con el tiempo por ser inestable en las condiciones de reaccién.

Para analizar mas detalladamente el resultado de los ensayos de acoplamiento, una
vez eliminado el grupo DMT, se procedié a desanclar el producto del acoplamiento con una
solucidon acuosa de NHz a T ambiente. El analisis por HPLC (Fig.2.16) indicaba en todos los
casos analizados la presencia de dos productos a tg=3,4 y tg=7,9 minutos, respectivamente.
Después de aislar ambos productos, el analisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF,
modo positivo) indicaba que la masa del producto colectado a tg=3,4 minutos correspondia a

5’-amino-2’,5’-didesoxitimidina y el de tg=7,9 minutos al dinucledsido 26.

Figura 2.16 Cromatograma de HPLC del crudo correspondiente
al ensayo 5 de la Tabla 2.2. (A: AcONH,40,01M,
B: ACN, 5-100% de B en 30 min.)
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Se calculé también el porcentaje de incorporacion a partir de las areas de los
productos 4 y 26 en los cromatogramas. Como la suma de las areas de ambos productos era
practicamente del 100%, se dividid el area de cada producto por su correspondiente
coeficiente de extincion molar a 260 nm (8,7 y 18,8 mMlcm? para 4 y 26,
respectivamente). Tal y como se puede observar en la Tabla 2.2, los valores obtenidos
practicamente coinciden con aquellos que se habian calculado a partir de las medidas de

absorbancia de la disolucidn resultante de eliminar el grupo DMT.
Dados los resultados obtenidos, con porcentajes de formacion de guanidina situados

entre el 10 y el 40%, se creyd conveniente ensayar otras alternativas para la formacion del

grupo guanidino en fase sélida.
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3.2 Método B : activacion de la tiourea 11 in situ

Como alternativa al uso del reactivo de Sanger para la activaciéon de tioureas se
decididé ensayar la sintesis del grupo guanidino en fase sélida con reactivos que transforman

in situ la tiourea en un intermedio electréfilo mas reactivo.

En el capitulo 1 (véase apartado 3.3) ya se ensayd esta estrategia utilizando
reactivos como HgCl,, Bi(NO3)3;.5H,0, EDCI o el reactivo de Mukaiyama. El uso de sales de
Hg(II) o BIi(III) en la sintesis de guanidinas conduce a la formacién de sulfuros como
subproductos que precipitan en el medio de reaccidon, lo cual dificulta la sintesis en fase
sélida. Finalmente, se optd por ensayar el acoplamiento de la tiourea 11 con EDCI y el
reactivo de Mukaiyama, ya que los subproductos que se generan durante la reaccidén son
solubles en disolventes organicos, por lo que una vez terminada la reaccion pueden
separarse de la resina por simple filtracién.t3-16

Los ensayos de acoplamiento empleando EDCI o el reactivo de Mukaiyama se
realizaron una vez eliminado el grupo MMT del 5’-aminonucledsido anclado y neutralizada la
resina con una solucion de TEA en DCM al 10% (Fig. 2.17). Los resultados obtenidos en los
ensayos asi como las condiciones empleadas se resumen en la Tabla 2.3. Como en los
ensayos descritos en el anterior apartado, se muestran los rendimientos de incorporacion del
morfolinonucledsido sobre resina por cuantificacion UV-vis de la disolucion resultante de la

eliminacién del grupo DMT.

Figura 2.17 Sintesis de guanidinas en fase sélida activando la tiourea 11 in situ

DMTO U
T (o}
DMTO U HaN o
o) Condiciones B1-B4
N
+ : )\
A

~
G Alloc—N N o y
'\@D Hw
N—Alloc

S H 25 \

11 N

(0)
B1l: 3 eq. 11, 4 eq. TEAy 6 eq. EDCI en DCM @

B2: 3 eq. 11, 4 eq. TEA y 3 eq. R. de Mukaiyama en DCM
B3: 15eq. 11, 20 eq. TEA y 15 eq. R. de Mukaiyama en DCM
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1314 y en los ensayos de

Basandonos en metodologias descritas en la literatura
sintesis de guanidinas en disolucion (véase apartado 3.3 del capitulo 1), el acoplamiento de
la tiourea 11 se llevd a cabo utilizando como activante EDCI en las condiciones que se
indican en la Fig. 2.17. Como se resume en la Tabla 2.3 (ensayo 1.1), después de 1 hora
de reaccion el porcentaje de incorporacion tan sélo era del 8%, por lo que se descartd seguir

empleando este reactivo.
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Tabla 2.3 Ensayos de acoplamiento activando la tiourea in situ

t reaccion/acopl.| % acopl.| % acopl.
Ensayo| Activante| Condiciones| n° acopl.
(horas) (DMT) | (% 26)
1.1 EDCI B1 1 1 8 11
2.1 Mukaiyama B2 1 1 67 64
2.2 Mukaiyama B3 1 1 75 72
2.3 Mukaiyama B3 2 1 69 67
2.4 Mukaiyama B3 3 1 72 69
2.5 Mukaiyama B4 1 1 78 74
2.6 Mukaiyama B4 1 12 74 71

Se realizd un primer ensayo empleando como agente activante el reactivo de
Mukaiyama (yoduro de 2-cloro-N-metilpiridinio) (ensayo 2.1) adaptando un procedimiento
descrito en la literatura.’® En primer lugar se afiadié una solucién de tiourea y TEA sobre la
resina, se agité durante 15 minutos a T ambiente y a continuaciéon se afiadié la solucién del
reactivo de Mukaiyama. Después de 1 hora de reaccion a T ambiente el porcentaje de
incorporacion resultd ser del 67%, por lo que se decidid realizar mas ensayos de
acoplamiento variando la concentracién de reactivos, el tiempo de reaccién y el nimero de
acoplamientos para intentar mejorar el resultado obtenido. Tal y como se puede observar en
la Tabla 2.3 el rendimiento de incorporacidn no se ve afectado al aumentar la concentracion
de reactivos aplicados a la resina, el nUmero de acoplamientos realizados o el tiempo de
reaccion, ya que en todos los casos se han obtenido resultados muy similares, entre 67 y
78% de rendimiento.

Tal y como se habia realizado en los ensayos del anterior apartado, después de
eliminar el grupo DMT y desanclar el producto de la resina, se analizaron por HPLC los crudos
resultantes de los ensayos realizados con el reactivo de Mukaiyama. Todos los ensayos
presentaban el mismo perfil (Fig. 2 18): un producto mayoritario a tg=7,9 minutos, otro a
tr=5,6 minutos y en todos ellos la ausencia del 5-aminonucledsido de partida. Después de
aislar los dos productos, el andlisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF, modo
positivo) indicaba que el producto mayoritario era el dinucledsido 26 deseado (m/z=578,0) y
el producto minoritario, que presentaba una m/z=333,8, correspondia a la sal de 2-(5'-

amino-2’,5’-didesoxitimidinil)-1-metilpiridinio 27.

En todos los casos también se calculd el porcentaje de incorporaciéon de la tiourea 11
a partir de las areas de los cromatogramas. Como la suma de las areas de los productos 26
y 27 era practicamente del 100%, se dividi6 el area de cada producto por su
correspondiente coeficiente de extincidon molar a 260 nm asumiendo que el valor del
coeficiente de extinciéon molar del producto 27 equivalia al de timidina, o sea, 8,7 mMcm™.

Tal y como se puede observar en la Tabla 2.3, la proporcién de los productos en el

cromatograma coincidia con los porcentajes de incorporacion determinados a partir de los

grupos DMT sobre resina.
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Figura 2.18 Cromatograma de HPLC del crudo correspondiente
al ensayo 2.3 de la Tabla 2.3. (A: AcCONH,4 0,01 M,
B: ACN, 5-100% de B en 30 min.)
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Una posible explicacion a la formacion del subproducto 27 podria ser que el reactivo
de Mukaiyama, ademas de activar la tiourea, también reaccione con el grupo amino del 5’-
aminonucledsido anclado al soporte sélido segin un mecanismo de adicion-eliminacion
(Fig.2.19). Segun esta hipotesis, una manera de evitar esta reacciéon secundaria seria
mezclar previamente la tiourea 11 con el reactivo de Mukaiyama en presencia de TEA y
luego tratar la resina con esta solucion para evitar al maximo un exceso del reactivo de

Mukaiyama.”

Figura 2.19 Posible mecanismo de formacion de la sal de aminopiridinio 27
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En la literatura se describe el uso del reactivo de Mukaiyama y otras sales de
piridinio'>® en la obtencién del grupo guanidino a partir de tioureas N,N’-disustituidas. En
este caso se cree que la especie intermedia que se genera es una carbodiimida. Una
evidencia de ello es que al hacer reaccionar una tiourea N,N’-disustituida con el reactivo de
Mukaiyama el andlisis por IR indica que la banda correspondiente a C=S (st. 1340 cm™)
desaparece paulatinamente para dar la correspondiente a N=C=N (st. 2132 cm™).® Sin
embargo, este mecanismo no se aplica en el caso de tioureas N,N,N’-trisustituidas ya que no
pueden formar carbodiimidas. Por ello, el mecanismo propuesto es que el se esquematiza en

* posteriormente se pudo comprobar en el trabajo presentado por J. Alguacil Blanco®' que se podia
minimizar de este modo la formacion de la sal de 2-(5"-amino-2’,5"-didesoxitimidinil)-1-metilpiridinio.
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la Fig. 2.20. La primera etapa consistiria en la formacion del intermedio II por reaccidn
entre la tiourea y la sal de piridinio segin un mecanismo de adicién-eliminacién. En la
siguiente etapa probablemente tendria lugar un ataque nucledfilo del grupo amino sobre este
intermedio para formar la guanidina y la 1-metil-2-tiopiridona como subproducto de

reaccion.

Figura 2.20 Mecanismo propuesto para la formacioén del grupo guanidino
partiendo de tioureas N,N,N’'-trisustituidas por activacion con
el reactivo de Mukaiyama
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4. Eliminacion del grupo Alloc en fase sédlida

4.1 Consideraciones preliminares: métodos para minimizar la formaciéon de

alilaminas durante la eliminacion del grupo Alloc

En el capitulo 1 se ensayd la eliminacion del grupo Alloc sobre el pentamero
T(™UQGaiec)T)TC en fase sélida (véase apartado 6.5). Los resultados obtenidos no fueron del
todo satisfactorios, ya que se detectdé un subproducto de masa M+41 originado por la
alilacion del grupo guanidino. Para evitar esta reacciéon secundaria se ensayaron otras dos
condiciones de eliminacion variando el tipo de capturador (PhSiH; o Me,NH.BH3 en lugar de
HCOOH/butilamina). Tal y como se vera en el apartado 4.2, esta reaccién secundaria se

puede suprimir aumentando la concentracién de capturador.

En la literatura se han descrito otros tipos de capturadores, como compuestos de tipo

19-22 23-25

B-dicarbonilicos o sililaminas para evitar la formacion de alilaminas durante la
eliminacién del grupo Alloc como protector de aminas. La 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona
(dimedona) y el acido N,N-dimetilbarbitirico son compuestos B-dicarbonilicos de relativa
19-21 y

colaboradores como capturadores del complejo w-alilo en la eliminacion del grupo Alloc.

acidez (pK,=5,3 y 4,7 respectivamente), que fueron introducidos por H. Kunz

También se ha utilizado malonato de dimetilo??, que es otro compuesto B-dicarbonilico de
menor acidez (pK,=13).
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En presencia de estos compuestos, el mecanismo de eliminacion del grupo Alloc es el
que se indica en la Fig. 2.21. En una primera etapa se produce un intercambio acido-base
entre el intermedio carbamato n-alil-Pd y el compuesto B-dicarbonilico (NuH) conduciendo a
la formacion del enolato Nu- y al acido carbamico, el cual experimenta seguidamente
descarboxilacion para dar la amina libre. La adicidn irreversible del enolato sobre el complejo
n-alil-Pd permite la regeneracion del catalizador completando de este modo el ciclo. A
medida que la reaccién avanza, la concentracion de enolato en el medio va aumentando
debido a la reaccién acido-base entre la amina liberada y el capturador. Gracias a la
naturaleza irreversible del proceso, su relativa rapidez y a que la amina liberada esta

protonada por el exceso de capturador, se minimiza la formacién de alilaminas.

Figura 2.21 Compuestos S-dicarbonilicos como capturadores en la
eliminacion de Alloc catalizada por Pd
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También se han descrito otros procedimientos de desproteccion de carbamatos libres
de reacciones secundarias utilizando derivados N-trimetilsililados de aminas secundarias
como capturadores.?>?* En este caso, los productos de la reaccién son los correspondientes
carbamatos de trimetilsililo, que se hidrolizan rapidamente en un medio acuoso (Fig. 2.22).
Como el producto de la reaccion es un carbamato de trimetilsililo en vez de la amina libre, se

enmasacara la nucleofilia del grupo amino y se evita la formacién de alilaminas.

Figura 2.22 Derivados sililaminas como capturadores en la eliminacion
de Alloc catalizada por Pd
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Auln asi, dado que los carbamatos de trimetilsililo no se convierten directamente en la
amina libre sino que se hidrolizan primero para dar el acido carbamico y trimetilsilanol,
pueden formarse alilaminas en algunos casos como resultado de una condensacion
descarboxilativa entre el complejo =-alilo y el contraién carbamato.?®> Esta reaccién
secundaria se puede suprimir llevando a cabo la reaccion en presencia de agentes sililantes
como acetato, trifluoroacetato o mesilato de trimetilsililo junto al capturador a modo de
aditivos.?>2> El papel que juega el agente sililante es el de eliminar el contraién carbamato
antes de que se produzca la condensacidn descarboxilativa que conduce a la formacidon de
alilaminas (Fig. 2.23). El capturador sililamina reacciona entonces sobre el par iénico [n-alil-

Pd]+X- para regenerar el catalizador de paladio.

Figura 2.23 Agentes sililantes como aditivos para evitar la formacion de
alilaminas durante la eliminacion del grupo Alloc
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(Me3SiX=acetato, trifluoroacetato o mesilato de trimetilsililo)

4.2 Ensayos de eliminaciéon del grupo Alloc sobre la resina 23

Se llevaron a cabo diversos ensayos de eliminacion del grupo aililoxicarbonilo sobre
la resina 23 a una escala de trabajo de 0,1 umol. Los resultados de estos ensayos de
desproteccion se recogen en la Tabla 2.4. En todos los casos, para limitar la formacion de
alilaminas se tomé la precaucion de trabajar a una concentraciéon mayor de capturador que la

utilizada para los ensayos de desproteccién del pentamero T("Ugioc)T)TC, siendo 0,6 M.

Tabla 2.4 Ensayos de eliminacién del grupo Alloc sobre la resina 25

Ensayo Capturador” Condiciones Resultado
1 malonato de dimetilo 30 min. desproteccién completa
2 trimetilsiliimorfolina/AcOSiMe; (1:1) 10 min. desproteccién completa
3 HCOOH/BuUNH; 1:1 1h desproteccién completa
4 PhSiH; (10 min.)x2 desproteccién completa
5 Me,NH.BH3 (10 min.)x2 desproteccidon completa

*En todos los casos se trabajo con una solucién 0,6 M de capturador y 0,01 M de Pd(PPhs)4 en THF

anhidro.

97



Capitulo 2. Sintesis de oligonucledtidos que incorporan unidades morfolino-amidina por formacion de
enlaces guanidino en fase sélida

En primer lugar se ensayé la eliminacidon del grupo aliloxicarbonilo con capturadores
del complejo n-alilo que evitan la formacién de alilaminas. Basandonos en los procedimientos
comentados anteriormente, se ensayo la eliminacion del grupo protector con catalisis de
paladio en presencia de capturadores como malonato de dimetilo?®> (ensayo 1) y
trimetilsililmorfolina empleando acetato de trimetilsililo como aditivo?® (ensayo 2). Después
de realizar el desanclaje de resina por tratamiento con amoniaco acuoso concentrado, se

analizé el producto resultante por HPLC (Fig. 2.24).

Figura 2.24 Cromatograma de HPLC del crudo correspondiente
al ensayo 1 de la Tabla 2.4. (A: AcONH,4 0,01 M,
B: ACN, 5-100% de B en 30 min.)
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Tal y como se ha indicado anteriormente, en los ensayos de desproteccidon se han
utilizado resinas en las que el rendimiento de incorporacion de la isotiourea 24 estaba entre
el 31-37% (Tabla 2.2) por tanto, el producto que eluye a tx=3,5 minutos corresponde a 5'-
amino-2’,5’-didesoxitimidina (4). En ambos casos no se observoé la presencia del producto sin
desproteger y se observdé que se habia formado el mismo producto a tg=5,4 minutos.
Después de purificarlo, el anadlisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF, modo positivo),
indicaba que se trataba del producto de desproteccion 19. En ninguno de los dos casos se
detectd el producto correspondiente a la alilacién del grupo guanidino.

También se ensayaron los capturadores empleados en la desproteccion de
T(™UQG(aiec)T)TC (véase apartado 6.5 del capitulo 1), HCOOH/BuNH,, PhSiH; y MeNH,.BH;
(Tabla 2.4, ensayos 3, 4 y 5 respectivamente). Se ha de destacar que el ensayo realizado
con HCOOH/BuUNH, se realizd a temperatura ambiente debido a la dificultad que suponia
llevar a cabo la reaccidon en una columna de sintesis de oligonucleétidos y calentar a 55°C.
No obstante, después de llevar a cabo el desanclaje y analizar el resultado por HPLC se
observé en todos los casos que la eliminacion del grupo protector era completa y en ningdn

caso se detectd la formacion del derivado guanidino alilado. Dado que todos los tratamientos

98



Capitulo 2. Sintesis de oligonucledtidos que incorporan unidades morfolino-amidina por formacion de
enlaces guanidino en fase sélida

realizados conducian al mismo resultado satisfactorio, cabe pensar que cualquiera de ellos es
adecuado para desproteger la guanidina. En este caso, la ausencia del subproducto de N-
alilacion, el cual se habia observado en la obtencién del pentamero 17, cabe atribuirla a

haber empleado un mayor exceso de capturador.

5. Sintesis y purificacion de los oligonucleétidos modificados con

unidades de morfolino-amidina, 14E1 y 14E2

Disponiendo de una metodologia para incorporar convenientemente una unidad de
morfolino-amidina en un oligonucledtido por formacién de un enlace guanidino en fase sélida
y para llevar a cabo la desproteccion de la guanidina, se pasé a sintetizar oligonucledtidos
con qué ensayar el efecto de la modificacidn en la formacién de dobles y triples hélices. Las
secuencias de los oligonucledtidos sintetizados se indican en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5 Secuencias de los oligonucleétidos modificados sintetizados

ODN Secuencia
14E1 SCTTTCTTCTCTT(™UgT)
14E2 SCTTTC(™UgT)CTCTTTT

5.1 Sintesis del oligonucleétido modificado 14E1

Para la sintesis del oligonucledtido modificado con la unidad ™UgT en el extremo 3’ se
siguid la metodologia descrita en los anteriores apartados. En primer lugar, se incorpord la
tiourea 11 sobre la resina 23 (escala 4 umol), utilizando el reactivo de Mukaiyama como
agente acoplante, siguiendo el procedimiento mencionado en el apartado 3.2.1 (Tabla 2.3,
ensayo 2.5). El rendimiento de formacién de la guanidina fue en este caso del 75%, por lo
que la funcionalizacién de la resina obtenida era de 25 umol/g.

Una vez preparada la resina 25, el resto de la cadena puede sintetizarse mediante el
ciclo de sintesis estandar de los oligonucledtidos fosfato. En este caso, la elongacién de la
misma cadena se llevd a cabo en cuatro ocasiones en un sintetizador Applied Biosystems
Expedite™, a una escala de 0,5 pmol (20 mg de nucleosidilresina), con un rendimiento de
sintesis que oscilaba entre el 75% vy el 82% y un rendimiento medio por acoplamiento
alrededor del 98%.

5.2. Eliminacidén del grupo Alloc y purificacién de 14E1

Antes de desanclar el oligonucledtido del soporte y eliminar los grupos protectores de
las nucleobases y de los grupos fosfodiéster, se llevd a cabo la eliminacién del grupo

protector Alloc sobre la guanidina.
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En el apartado 4.2 se ha descrito la eliminacion del grupo aliloxicarbonilo en fase
sélida con diferentes capturadores del complejo =w-alilo. En aquel caso, la escala de trabajo
era de 0,1 pumol con una funcionalizacién de grupos aliloxicarbonilo de 11-13 umol/g. Para
llevar a cabo la desproteccion, la concentracién de capturador fue 0,6 M y la de catalizador
0,01 M en THF. Por lo que respecta a 14E1, la escala de trabajo fue de 0,5 umol, y la
cantidad presente de grupos aliloxicarbonilo era de 25 umol/g. En todas las desprotecciones
se empled malonato de dimetilo como capturador, siendo las concentraciones de capturador
y de catalizador las mismas que para desproteger la resina 23. Para llevar a cabo la
eliminacién del grupo Alloc, se ensayaron las condiciones resumidas en la Tabla 2.6. Las
variables ensayadas fueron dos: el tiempo de tratamiento y, dado que el catalizador podia

perder eficacia con el tiempo, el nimero de tratamientos.

Tabla 2.6 Tratamientos de desproteccion de 14E1(I)-(IV) con paladio

Ensayo| ODN |t reaccion| n® tratamientos| % eliminacion Alloc
1 14E1(I) | 30 min. 1 28%
2 14E1(1I) 1h 1 42%
3 14E1(III) 1h 2 57%
4 14E1(1V) 1h 3 83%

Una vez llevado a cabo el tratamiento de eliminacién del grupo Alloc, se completd la
eliminacién del resto de grupos protectores y se liberd el producto de la resina por
tratamiento con una disolucién de amoniaco concentrado a 55°C durante 6 horas. Se

mantuvo protegido el hidroxilo primario 5’ para facilitar la purificacion.

Tras aislar el DMT-oligonucleétido por cromatografia liquida semipreparativa y
eliminar el grupo DMT, el analisis por HPLC indicaba que la fracciéon purificada al menos
contenia tres productos. Tras volver a purificar por cromatografia liquida semipreparativa, el
analisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF, modo negativo), indicaba que la primera
fraccion correspondia a oligdmeros con secuencias de delecién, probablemente generados
durante la sintesis. La segunda fraccidon recogida correspondia al producto esperado y la
tercera al oligbmero sin desproteger. En la Tabla 2.6 se indica el porcentaje de
desproteccidén calculado a partir del drea a 260 nm del andlisis por HPLC. La Fig. 2.25
muestra a modo de ejemplo los cromatogramas de HPLC semipreparativo de los crudos de
sintesis de los oligonucledtidos con y sin el grupo DMT y los cromatogramas de HPLC
analitico correspondientes a 14E1 y 14E1(Alloc) una vez purificados.

En la eliminacién del grupo aliloxicarbonilo se observd que al prolongar el tiempo de
tratamiento hasta 1 hora aumentaba el porcentaje de desproteccion, aunque distaba aun de
ser cuantitativo (ensayo 2, Tabla 2.6). Dado que era probable que la eficacia del catalizador
disminuyera paulatinamente con el tiempo, se considerd6 aumentar el numero de
tratamientos. Efectivamente, el porcentaje de oligonucledtido desprotegido aumentd hasta
practicamente un valor cuantitativo cuando se realizaron tres tratamientos de eliminacion del

grupo Alloc de forma consecutiva (ensayo 4, Tabla 2.6). Para determinar el rendimiento se
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llevé a cabo la cuantificacion de los oligonucleétidos obtenidos, (véase apartado C.4 de
Materiales y Métodos). En la Tabla 2.7 se indica la cantidad y el rendimiento obtenido para

cada uno de ellos asi como el coeficiente de extincidén molar calculado.

Figura 2.25 Cromatogramas de HPLC obtenidos en la purificacion
de 14E1 (ensayo 4 de la Tabla 2.6)
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Tabla 2.7 Rendimiento global obtenido

ODN €260 (mM-lcm-l) ODzso (teériCO) ODzso Rdto.
14E1(I) 2,7 5%
14E1(1I) 3,7 7%

106,2 53,1
14E1(III) 3,2 6%
14E1(1V) 7,0 13%

5.3 Sintesis del oligonucleétido modificados 14E2

Para llevar a cabo a sintesis del oligonucleétido modificado 14E2 (Fig. 2.26), que
contiene una unidad de guanidina en una posicién interna de la secuencia, era necesario
disponer del derivado fosforamidito de 5’-N-(4-monometoxitritil)amino-5'-didesoxitimidina.
Este derivado se incorpord en el punto requerido de la cadena en crecimiento segun la
metodologia estandar de sintesis de oligonucleétidos. Una vez liberado el grupo MMT, se
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incorpord la tiourea 11 por reaccidon con el grupo amino sobre resina en presencia del
reactivo de Mukaiyama para formar la uniéon guanidina. Finalmente, se continué con la
elongacién de la cadena hasta tener el oligonucledtido modificado con la secuencia requerida
mediante la metodologia estandar.

Figura 2.26 Esquema de sintesis del oligonucleétido 14E2Mer
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5.3.1 Sintesis del derivado fosforamidito de 5’-N-(4-monometoxitritil)amino-5’-

didesoxitimidina

El derivado fosforamidito 30 se prepar6 empleando 2-cianoetil-N,N-
clorodiisopropilfosfina en presencia de DIEA (Fig. 2.27). Como después de 2 horas de
reaccién a temperatura ambiente aun quedaba producto de partida se volvié a anadir mas
fosfina (0,5 eq.) y DIEA (1,2 eq.) y se dejd reaccionar una 1 hora mas. Pasado este tiempo,

el analisis por CCF indicaba que el nucledsido de partida se habia consumido.

Figura 2.27 Sintesis del derivado 5'-N-(4-monometoxitritil)amino-
-5'-didesoxitimidina
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El crudo de reaccidn resultante se purificd por cromatografia en columna. Para acabar

de secar el producto obtenido se disolvié en benceno anhidro (secado sobre Na) y se liofilizo,
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obteniéndose de este modo un sdlido blanco, con un rendimiento del 56%. El analisis por
RMN 3P (CDCl5, 81 MHz) indicaba la presencia de dos sefiales a §=150,05 y 150,30 (mezcla

de dos diasteredmeros) correspondientes al producto deseado 30.

5.3.2 Sintesis de 14E2

La sintesis del oligonucleétido con la unidad ™UgT en la parte central de la cadena se
ha realizado partiendo de una resina de origen comercial con el primer nucledsido ya
incorporado al soporte sélido por el extremo 3’, a una escala de trabajo de 1 umol, y con una

funcionalizacion inicial alrededor de 40 umol/g.

La sintesis del oligonucledtido 14E2 se ha llevado a cabo en diversas etapas para
conseguir introducir la unidad de guanidina en una posicién intermedia de la secuencia. En
primer lugar se llevo a cabo la elongacién de la cadena hasta el residuo de citosina justo
antes de incorporar el fosforamidito 30. Segln se recoge en la Tabla 2.8, el rendimiento de
esta primera etapa fue del 69%, segun se pudo determinar de las disoluciones de
destritilacion. En una segunda etapa, se incorpord el derivado fosforamidito 30 mediante la
misma metodologia de los nucledsidos no modificados. El rendimiento de incorporacion de

este nucledsido fue del 91%.

Tabla 2.8 Rendimiento de sintesis de 14E2 por tramos

CTTTC(™UgT)CTCTTTT
Rdto. Rdto. Sintesis
Tramo .
acoplamiento acumulado

crerrrr | mmme- 69%
NH,-TCTC 91% 63%
(™UgT)CTCTTTT 78% 49%
DMT-CTTTC(™UgT)CTCTTTT |  ----- 41%

En la siguiente etapa se pasé a formar la guanidina. En primer lugar, se elimind el
grupo MMT que protegia el grupo amino 5’, para luego incorporar la subunidad de
morfolinouridina por formaciéon de la guanidina, empleando la metodologia del apartado
3.2.1, que consistia en activar el grupo tiourea de la morfolinouridina con el reactivo de
Mukaiyama. El rendimiento de formacién de guanidina determinado mediante la absorbancia
de la disolucidn de destritilacion llevada a cabo después del acoplamiento fue del 78%.
Aunque netamente inferior a los porcentajes de incorporacion de los nucledsidos

fosforamidito, permitié continuar con la sintesis del oligonucleoétido.
Finalmente, se realizd la elongacion de la cadena, completando de este modo la

sintesis mediante la metodologia estandar del fosfito-triéster. El rendimiento de sintesis

acumulado hasta la incorporacion del penultimo nucledsido fue del 41% (el porcentaje de

103



Capitulo 2. Sintesis de oligonucledtidos que incorporan unidades morfolino-amidina por formacion de
enlaces guanidino en fase sélida

incorporacion del ultimo nucledsido no se pudo determinar porque se decidi6 mantener el

grupo DMT para facilitar la purificacion del oligonucleétido).

5.3.3 Eliminacién del grupo Alloc y purificaciéon de 14E2

Para llevar a cabo la desproteccidon del oligonucleétido se procedié de la misma
manera que con el oligonucledtido 14E1, el cual contenia la unidad guanidino en el extremo
3’. En primer lugar se elimind en fase sdlida el grupo protector Alloc empleando el
tratamiento de la Tabla 2.6 (Pd(PPh3), 0,01 M, malonato de dimetilo 0,6 M en THF, 4X1h). A
continuacion, se tratd la resina con una disolucién de amoniaco acuoso concentrado a 55°C
durante 6 horas para eliminar el resto de grupos protectores y liberar el oligonucledtido. El

crudo fue analizado por HPLC analitico tal y como se muestra en la Fig. 2.28.

Figura 2.28 Cromatogramas de HPLC obtenidos en la purificacion
de 14E2
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El DMT-oligonucledtido (tg=26,3 minutos) fue convenientemente aislado por HPLC en
condiciones semipreparativas. Tras eliminar el grupo DMT por tratamiento con HAcO al 80%
a 0°C, se analiz6 nuevamente por HPLC para mostrar el cromatograma II de la Fig. 2.28, en
el que se observaban dos productos (tg=13,4 y 15,1 minutos, respectivamente). Ambos

productos fueron separados por cromatografia liquida semipreparativa.

El andlisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF, modo negativo), indicaba que
la fraccién de menor tg correspondia a una mezcla de oligdmeros de delecion. La fraccion de
mayor tg, era mayoritaria, y correspondia al producto esperado (m/z=4080,4). En este caso
no se detecto el oligdmero protegido aiin con el grupo Alloc. Una vez purificado se obtuvieron
10,1 OD»gp, lo que supone un rendimiento global del 9,5%. En la Fig. 2.28 se muestran los
cromatogramas correspondientes a la purificacion de 14E2 (I y II) y el cromatograma

correspondiente a 14E2 una vez purificado (III).

6. Resumen de los resultados obtenidos

En el capitulo que aqui se resume se ha adaptado la metodologia empleada en
solucion para la sintesis de guanidinas a la sintesis en fase sélida. Esta metodologia consistia
en emplear el reactivo de Sanger para obtener un intermedio reactivo tipo isotiourea, el cual
por reaccién con un derivado 5’-aminonucledsido daba lugar a un dinucledsido de tipo

guanidino.

Para ello era necesario disponer de un derivado tiourea de un morfolinonucledsido
protegido y de un derivado 5’-aminonucledsido anclado a un soporte sdlido. Ya que en un
principio no se descartd llevar a cabo la activacién del derivado tiourea y la etapa de
acoplamiento en presencia de DBU, se decidié incorporar un residuo de sarcosina entre el
soporte y el nucledsido para evitar desanclajes prematuros del nucledsido. Inicialmente, se
realizaron diversos ensayos de acoplamiento empleando esta metodologia variando el
numero de acoplamientos, el tiempo de reaccion y el nimero de equivalentes de los
reactivos, pero en ningun caso se logro superar el 40% de incorporacion sobre el soporte
sélido. Probablemente, el bajo rendimiento de la reaccién fuera debido a que la reaccion en

fase solida era demasiado lenta, por lo que se decidié ensayar otras metodologias.

Como alternativa al uso del reactivo de Sanger para la activacién de tioureas, se
decidio ensayar la sintesis del grupo guanidino en fase sélida con reactivos que transforman
tioureas en intermedios electrofilos mas reactivos en el medio de reaccidon. Segun esta
estrategia, se ensayo la EDCI como reactivo activante, pero al obtener una incorporacion del
derivado tiourea al soporte soélido inferior al 10% se descartd. Cuando se empleé el reactivo
de Mukaiyama se obtuvo un porcentaje de incorporacion alrededor del 70%, por lo que se
decidié explorar mas detalladamente el uso de este reactivo. También en este caso, se

realizaron diversos ensayos, pero el porcentaje de incorporacién se mantenia alrededor del
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70%. El analisis de los crudos de reaccion indicaba que en todos los casos se habia formado
sélo el producto esperado y un producto secundario que correspondia al producto de reaccién
entre el reactivo de Mukaiyama y el 5-aminonucledsido anclado al soporte. Se vié que una
manera de reducir esta reaccidén secundaria era mezclar previamente el derivado tiourea y el

reactivo de Mukaiyama y para luego tratar la resina con esta solucion.

Se ensayd luego la eliminacion del grupo Alloc en fase sdélida sobre el dimero
MUgaocy T-succinilsarcosinil-resina. Se ensayaron diferentes reactivos para tratar de obtener
unas condiciones 6ptimas que evitaran la reaccion secundaria de formacion de alilaminas. Se
emplearon reactivos ya utilizados con anterioridad (PhSiH;, Me,NH.BH3; y HCOOH/BuUNH,), asi
como reactivos nuevos (malonato de dimetilo y trimetilsiliimorfolina/trimetilsililacetato). En
todos ellos se comprobd que empleando una concentracion elevada de reactivo se consiguid

la desproteccién completa del grupo guanidino y la supresién de la reaccion secundaria.

Una vez se dispuso de la metodologia adecuada se sintetizaron dos analogos de DNA
14mer, cada uno con una unidad ™Ugaeq)T en dos posiciones diferentes de la secuencia. Con
el objetivo de estudiar el efecto de la modificaciéon en la estabilidad de dobles y triples
hélices, se sintetizo el oligonucledtido con una unidad morfolino-amidina en el extremo 3’ de
la cadena (14E1), y otro en la parte central (14E2). Para la sintesis de 14E1 tan sdlo se
necesitaba preparar la resina "Ugioc)T-succinilsarcosinil-LCAA-CPG y proceder luego a la
elongacion de la cadena en un sintetizador automatico. En cambio, para la sintesis de 14E2
se necesitaba disponer de un derivado fosforamidito del correspondiente 5'-MMT-
aminonucledsido, incorporarlo sobre la cadena en crecimiento en un sintetizador automatico
y después incorporar el derivado morfolinonucledsido formando el enlace guanidino para
finalmente proseguir con la elongacién de la cadena en un sintetizador. El anadlogo 14E1 se
sintetizd en cuatro ocasiones con un rendimiento global de sintesis que se situaba entre el 80
y el 85%. El analogo 14E2 se sintetizd tan so6lo una vez, siendo la incorporacion del derivado
fosforamidito del 91% vy la incorporacién del derivado tiourea del 78%. En este caso, se
obtuvo un rendimiento global de sintesis alrededor del 40%. Una vez obtenidos los analogos
de DNA modificados se procedié a la eliminacidn del grupo Alloc en fase sélida. Al realizar la
eliminacién con las condiciones ya ensayadas anteriormente (empleando malonato de
dimetilo como capturador), tan sélo se obtuvo un 28% de eliminacién del grupo Alloc. Al
aumentar el nimero de tratamientos a cuatro y el tiempo de reaccién (una hora por cada
tratamiento), se obtuvo la eliminacidn completa del grupo protector. En ningln caso se
detectaron productos de alilacion del grupo guanidino. Los oligonucleétidos asi sintetizados
se emplearon en los experimentos de formacion de dobles vy triples hélices que se describen

en el préoximo capitulo.
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Capitulo 3. Estudio de dobles y triples hélices que contienen la unidad "UgT

1. Introduccion

En el presente capitulo se describen los resultados de los estudios de hibridacién de
los oligonucledtidos que contienen la unidad morfolino-amidina (™UgT), cuya sintesis se ha
descrito en el anterior capitulo. Antes de ello, se ha creido conveniente incluir un breve
resumen sobre la estructura de dobles vy triples hélices, cuya formacion se estudiara en los
experimentos de hibridacion y también, recopilar los datos existentes en la bibliografia o que
se han publicado durante la realizacion del presente trabajo sobre las propiedades de
hibridacién y de estructura de los oligonucledtidos guanidino.

1.1 Estructura de la doble hélice de B-DNA

La elucidacién de la estructura del DNA por J. D. Watson y F. Crick! fue la
culminacion de numerosos resultados experimentales previos aportados por un gran nimero
de investigadores. Entre otros, la equivalencia A-T y C-G entre las nucleobases en el DNA fue
establecida por E. Chargaff,? y A. R. Todd y colaboradores® determinaron que el DNA estaba
formado por desoxirribonucledtidos unidos mediante un enlace fosfato entre el hidroxilo 5’ de
un nucledsido y el hidroxilo 3’ del nucledsido adyacente. En la Fig. 3.1 se representa de
forma esquematica la forma B de una doble hélice de DNA: las dos cintas representan el

esqueleto ribosa-fosfato y las lineas horizontales los pares de bases.

Figura 3.1 Modelo de Ia forma B de una doble hélice de DNA

Surco
mayor —

Surco
menor —

En una doble hélice tipica de DNA en su forma B las dos cadenas se disponen
antiparalelamente, de manera que los pares de bases se colocan en un plano perpendicular
al eje de la hélice, mientras que el esqueleto azlcar-fosfato esta orientado hacia el exterior,
de forma que las cargas negativas de los fosfatos quedan expuestas al disolvente. Las

nucleobases se encuentran enfocadas hacia el interior estableciendo entre ellas enlaces de
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hidrégeno siguiendo el modelo descrito por Watson y Crick,! que mantienen unidas las dos
cadenas complementarias. Las parejas de bases se disponen unas sobre otras en diferentes
pisos perpendiculares al eje de la hélice, estableciéndose interacciones dipolo-dipolo inducido

y de van der Waals, que en conjunto se denominan interacciones de apilamiento.*>

Los enlaces glicosidicos que conectan los pares de bases a sus anillos de ribosa no se
disponen opuestos uno respecto a otro y por lo tanto, los esqueletos ribosa-fosfato de la
doble hélice no estan igualmente espaciados a lo largo del eje de la hélice, dando lugar a
surcos de diferente tamafio Ilamados surco mayor y surco menor (Fig. 3.1). El DNA es
altamente flexible y puede adoptar una gran variedad de estructuras helicoidales
dependiendo de la secuencia, el entorno idnico, la temperatura, el disolvente o la unién de
ligandos.® Se cree que la forma B es la conformacién predominante en los organismos vivos®
(Fig. 3.1), y se caracteriza por ser una doble hélice antiparalela y dextrdégira con una
periodicidad de 10 bases por giro y una distancia de aproximadamente 3,4 A ente los pares
de bases.

Como se ha comentado anteriormente, el DNA no sélo adopta dobles hélices sino que
en funcion de la secuencia puede también formar estructuras con mas de dos cadenas,
denominadas por ello motivos multicadena, como son las triples hélices, que implican la
participacion de hasta tres cadenas oligonucleotidicas y las denominadas cuadruplex de
guanina y los motivos i de citosina, formadas por la interaccion de hasta cuatro cadenas. Por
relacidon con el trabajo que expone el presente capitulo, se resumen en el préoximo apartado

las propiedades de las triples hélices.

1.2 Triples hélices de DNA

En 1957 se descubrié’ que el DNA y del RNA podian adoptar también triples hélices
en que participan hasta tres cadenas. Consideradas durante mucho tiempo una singularidad
estructural sin relevancia bioldgica, las triples hélices permanecieron poco estudiadas hasta
que en 1987 cobraron especial relevancia al considerarse que podrian ser un vehiculo para el
disefio de agentes especificos de secuencia del DNA.®° Tal y como se comentd en la
introduccion (véase apartado 1.3), el descubrimiento del H-DNA demostré que las triples

hélices podian estar implicadas en la regulacién génica.'?*3

Como el propio nombre sugiere, las triples hélices se forman por unién de tres
cadenas oligonucleotidicas, bien por replegamiento de una misma molécula (intramolecular)
o bien por participacion de moléculas diferentes (intermolecular). Formalmente, la estructura
se establece cuando una de las tres cadenas, denominada habitualmente tercera cadena,
interacciona con el segmento purinico de una doble hélice de DNA por el surco mayor,
mediante la formacion de enlaces por puente de hidrogeno especificos entre las nucleobases.
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Las triples hélices habitualmente se clasifican en dos grandes grupos segun sea la
orientacién y composicion de la tercera cadena respecto al duplex Watson-Crick. En las
triples hélices en las que la tercera cadena adopta una orientacién paralela se establecen
puentes de hidrogeno tipo Hoogsteen con las purinas de la doble hélice, mientras que si la
orientacidon es antiparalela se establecen interacciones Hoogsteen reversas.!*!> En la Fig.
3.2 se representan las diferentes combinaciones de nucleobases que conducen a triadas
estables. Las interacciones Watson-Crick se representan en negro y las interacciones
Hoogsteen y Hoogsteen reversas que establece la nucleobase de la tercera cadena con la
purina central se representan en azul y verde, respectivamente. En la figura también se
indica la nomenclatura de las triadas, de manera que, la primera letra hace referencia a la
nucleobase Hoogsteen, los dos puntos a interacciones tipo Watson-Crick y la linea a

interacciones Hoogsteen y Hoogsteen reversas.

Figura 3.2 Triadas de nucleobases en las triples hélices por el motivo paralelo
(columna izquierda) y motivo antiparalelo (columna derecha). Las
interacciones Hoogsteen se representan en azul y las Hoogsteen
reversas en verde
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Las triples hélices paralelas se caracterizan por tener habitualmente una tercera
cadena rica en pirimidinas, por lo que también se denominan triples hélices de motivo

pirimidinico. No obstante, segun la composicidn de la tercera cadena, se pueden clasificar en
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tres grupos: i) triples hélices homopirimidinicas, ii) triples hélices GT vy iii) triples hélices
mixtas TCG. En las triples hélices homopirimidinicas se forman los motivos T-A:T y C*-G:C.
Las triples hélices GT contienen triadas T-A:T y triadas G-G:C. Finalmente, en las triples
hélices mixtas TCG se pueden formar los tres tipos de triadas. Tal y como se observa en la
Fig. 3.2, para la formacion del motivo C*-G:C se requiere que la citosina esté protonada en
el nitrégeno N3. La protonacién de la citosina esta desfavorecida en solucidén acuosa a pH
neutro, ya que su pK, esta alrededor de 4,2. Sin embargo, se ha observado un aumento
aparente del pK, de la citosina en la triple hélice debido a la interaccién electrostatica

favorable de la triada con los grupos fosfato.®18

Las triples hélices antiparalelas normalmente se caracterizan por tener una tercera
cadena rica en purinas. Segun la naturaleza de las triadas formadas se pueden clasificar en
tres grupos: i) triples hélices GA, ii) triples hélices GT" vy iii) triples hélices mixtas GTA. En las
triples GA se forman triadas G-G:C y A-A:T. Las triples hélices GT* contienen triadas G-G:C,
y T-A:T. Estas triples hélices estan formadas por las mismas triadas que en las triples hélices
GT, pero en este caso las interacciones con la tercera nucleobase son de tipo Hoogsten
reverso. Se ha observado que las triples hélices serdn del tipo GT o GT* en funcién de la
proporcion de G y T en la cadena Hoogsteen. Si las timinas predominan la triple hélice
adoptara una orientaciéon paralela (tipo GT), mientras que adoptard una orientacidon
antiparalela (tipo GT") si hay mas guaninas que timinas.® Finalmente, en las triples hélices
mixtas GTA coexisten los tres tipos de triadas Hoogsten reversas.

1.3 Espectroscopia de UV-visible como método de estudio de la estabilidad
de dobles vy triples hélices

La estabilidad térmica de una doble hélice puede determinarse mediante un
experimento de desnaturalizacidén térmica. Al calentar se produce la rotura de los enlaces de
hidrogeno (no covalentes) que mantienen unidas las dos cadenas. En el caso de las proteinas
la desnaturalizacion es habitualmente irreversible. Por el contrario, en el caso de los acidos

nucleicos es reversible, ya que al enfriar se produce la renaturalizacion de la estructura.

En principio, de este modo se puede obtener una curva de desnaturalizacion térmica
midiendo cualquier propiedad fisica que varie durante el proceso, como la absorcién en el
UV-vis, la emision de fluorescencia, la intensidad de una sefial de RMN, la variacion del
espectro de dicroismo circular o una sefial de Raman.?° De entre todos ellos, para estudiar
las hibridaciones entre cadenas de acidos nucleicos el método mas utilizado y mas sencillo
consiste en medir la absorbancia de UV-vis. Para llevar a cabo el experimento se necesita
una cantidad de muestra muy pequefia, los cambios de absorbancia reflejan de manera
directa cambios en la estructura de las hélices y sélo se precisa como instrumentacién de un
espectrofotometro de UV-visible equipado para poder registrar espectros a diferentes
temperaturas.
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Los sistemas m de las nucleobases desempefian un papel importante en las
interacciones por apilamiento, por lo que las transiciones electrénicas en que intervienen al
ser irradiadas con una determinada longitud de onda se ven alteradas. De este modo, es
habitual que la hibridacidon de dos cadenas complementarias produzca un efecto hipocrémico
en su espectro de UV-vis. Es decir, la absorbancia de una doble hélice es inferior a la suma
de las absorbancias de las dos cadenas por separado. Como los oligonucledtidos presentan
un maximo de absorbancia alrededor de 260 nm, se pueden llevar a cabo experimentos de
desnaturalizacién térmica utilizando un espectrofotémetro de UV-vis registrando la variacién

de absorbancia con la temperatura a esta longitud de onda.

A medida que se va aumentando la temperatura de una solucién que contiene un
duplex de DNA se produce una transicion de la estructura de duplex a las dos cadenas
separadas. Si la disociacion del motivo estructural es cooperativa se establece un equilibrio
entre la forma asociada y las cadenas disociadas, el cual se va desplazando a medida que
aumenta la temperatura del sistema. De este modo, al representar la variacion de la
absorbancia frente a la temperatura se obtiene una curva sigmoidal como la que se muestra

en la Fig. 3.3.

El punto medio de la transicion define la denominada temperatura de fusién (Tm, por
melting temperature), y es a la temperatura en la que hay un 50% de cadenas estructuradas
y un 50% de cadenas libres. La temperatura de fusidn proporciona informacién sobre la
estabilidad térmica de la doble hélice ya que, cuanto mas estable sea el duplex formado, a

mayor temperatura tendra lugar la separacion de las cadenas.

Figura 3.3 Curva de desnaturalizacion térmica de una doble hélice

forma 3

asociada formas

disociadas

//’\

Absorbancia (260 nm)
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Las curvas de fusion también pueden registrarse partiendo de una temperatura en la
que las cadenas se encuentran desorganizadas y poco a poco ir disminuyendo la temperatura

para favorecer la formaciéon del complejo. En este caso se trata de un experimento de
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renaturalizacion. Cuando las curvas de los experimentos de desnaturalizacién vy
renaturalizacidon coinciden entonces la transicién es cinéticamente reversible. Si las cinéticas
de asociacion y disociacidn son diferentes, las dos curvas no coinciden, y se habla de

histéresis.

La fuerza idnica modula el valor de la temperatura de fusién de un didplex de DNA.%!
Los cationes juegan un papel esencial en este caso, ya que condensan alrededor de los
acidos nucleicos, que son polielectrolitos anidnicos. El incremento de la fuerza idnica conduce
a la paulatina neutralizacion de la carga negativa de los grupos fosfato, por lo que
disminuyen las interacciones electrostaticas desfavorables entre las cadenas y aumenta la
estabilidad de la doble hélice.??

Del mismo modo que ocurre con una doble hélice, la formacién de una triple hélice
da como resultado un cambio hipocrémico en la banda de absorcidn de UV-vis alrededor de
260 nm. De este modo, la asociacion y la disociacion en funcidén de la temperatura puede ser
monitorizada registrando la absorbancia a esta longitud de onda. La Fig. 3.4 muestra un
ejemplo de curvas de desnaturalizacién y renaturalizacidén térmica de una triple hélice (las

flechas indican si se trata de la curva de desnaturalizacion o renaturalizacidn).

Figura 3.4 Curvas de desnaturalizacion y renaturalizacion térmica
de una triple hélice

triplex =——> duplex ——> cadenas
desestructuradas

B
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En este caso, normalmente se observan dos transiciones. La que tiene lugar a
temperatura mas alta corresponde a la desnaturalizacidon de la doble hélice y es reversible.
Por el contrario, la transicion que tiene lugar a temperatura mas baja corresponde a la
desnaturalizacién de la triple hélice y es una transicibdn mas compleja. Las curvas de
desnaturalizacién y renaturalizacion normalmente no coinciden dando lugar a un fenémeno
de histéresis. Aunque se utilicen gradientes de temperatura bajos (0,5-2°C/min) para
asegurar que se alcanza el equilibrio, en cada punto de la curva las cinéticas de los procesos
de asociacion y disociacion en triples hélices difieren significativamente, ya que se

caracterizan por mostrar cinéticas de disociacion rapidas y velocidades de asociacion lentas.
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Asi, se observa que la formacion de triples hélices puede ser ente 100 y 1000 veces
mas lenta que la formacién de una doble hélice.?!?> Por tanto, al calentar la muestra, la
disociacién de la triple hélice ocurre tan rapido que, el analisis de la curva de fusién puede
conducir a una sobreestimacion de la Tm, y al enfriar la muestra, la renaturalizacion de la
triple hélice ocurre lentamente y puede conducir a una subestimaciéon de la Tm. Cuanto
mayor sea el gradiente de temperatura empleado mayor serad la diferencia entre ambas

curvas y por tanto, mayor el error en la medida de las temperaturas de fusion.

2. Precedentes en el estudio de hibridacion de analogos de DNA o

RNA en los que se han reemplazado total o parcialmente grupos
fosfato por grupos guanidino

En la bibliografia, se han descrito numerosos estudios de hibridacion realizados con
analogos en los que se ha reemplazado el grupo fosfato por el grupo guanidino tanto en
DNA%*33 (DNG, deoxynucleic guanidine) como en RNA3*3> (RNG, ribonucleic guanidine). Los
andlogos de DNA y RNA estudiados son oligdmeros de cadena corta (entre 3 y 8 residuos),
con secuencias homopoliméricas o bien mixtas (formadas por T y A). También se han
estudiado las propiedades de quimeras DNG/DNA formadas por segmentos polifosfato y

poliguanidino.3® Se resumen a continuacidn los resultados més relevantes.

2.1 Estudios de hibridacion de oligonucleétidos DNG v RNG

La Fig. 3.5 muestra las secuencias que se han sintetizado y estudiado hasta la
finalizacién del presente trabajo. Todas las secuencias se han representado empezando por
el extremo 5’. El subindice “g” indica que el enlace internucleosidico es un grupo guanidino
en lugar de ser un grupo fosfato. La Tabla 3.1 resume la informacion disponible de los
experimentos de hibridacién realizados hasta el momento con oligonucledtidos DNG y RNG.
En color azul se indican los experimentos realizados con oligonucledtidos sin modificar y en

negro con oligonucleétidos modificados.

Figura 3.5 Oligonucleétidos DNG y RNG empleados en estudios de

hibridacion
DNG I HO-TyToToToT-N3
DNG II (HO-CH,CH,0CH,CH,)gToTToTTgToToT-NH,
DNG III HaN-AgAgAgAGAgT-OH 0
DNG IV HO-ByByBgByByB-OH = NH
gBgBgBgBg (B=AoT) TG 74 |
N —
DNG V HaN-CyCqCqCqCqCqCqC-OH | N NH
DNG VI HaN-(c7G)g(c”G)g(c’G)-OH
RNG I HO-U4UgUqUgU-OH

115



Capitulo 3. Estudio de dobles y triples hélices que contienen la unidad "UgT

Tabla 3.1 Datos de hibridacion de los oligonucleétidos guanidino descritos en la
bibliografia

HO-T,T,T,T,T-N; (DNG I)

Diana Estequiometria| Cyxq (MmM) Cone Tm, Tm, ref.

1.1 poli(dA) 2:1 120-1200 42 umol/base 85-369C >95-710C | (24)

1.2 poli(rA) 2:1 120-1200 42 umol/base >95-44,40C | >95-82,4°C| (25)

1.3 | d(pA)s.o 2:1 30-220 42-126 umol/base 48-320C (26)

1.4 | d(pA)izis 2:1 60 42 umol/base 550C (26)

1.5 AsG3As 2:1 60-240 42-126 pmol/base 54-370C (27)

1.6 | GA4G:A.G 2:1 60-240 42-126 umol/base 53,5-36°C (27)

1.7 | GAs3G3A5G; 2:1 60-120 42-126 umol/base 52-46°C (27)

1.8 | GyA,GsALG; 2:1 60-120 42-126 pmol/base nd (27)
d(pPT)1e

Diana Estequiometria| Cyq (mM) Cbna Tm ref.

2.1 poli(dA) 1:1 120-1200 42 umol/base 39-560C (24)

2.1 poli(rA) 1:1 120-1200 42 umol/base 36-490C (25)
d(pT)s

Diana Estequiometria| Cyxq (mM) Cona Tm ref.

H 3 d(pA)s nr 100 2 uM <50C (34)

(HOCH,CH,0CH,CH,) T T T T T ToT,T-NH, (DNG II)

Diana Estequiometria| Cyxq (MmM) Cone Tm, ref.

4.1 poli(rA) 2:1 600 nr >950C (28)

4.2 d(pA)s 2:1 100-300 2,5 uM 62,8-56,3°C (29)

4.3 A,C 2:1 100-300 2,5uM 59,7-520C (29)

4.4 CAsC 2:1 100-300 2,5 uM 55,1-47°C (29)

4.5 C2A4C, 2:1 100-300 2,5 uM nd (29)

4.6 A4CA3 2:1 100-300 2,5uM 48-46,1°C (29)

4.7 A3CoA; 2:1 100-300 2,5 uM nd (29)

H>N-A A A A;A T-OH (DNG III)

Diana Estequiometria| Cyc (mM) Cbne Tm;, ref.

5.1 d(pT)s 1:2 100 2 uM 69°C (30)

5.2 d(pT)s 1:2 100 2 uM 79°C (30)
AAAAAT

Diana Estequiometria | Cxcq (MmM) Cona Tm ref.

H 6 d(pT)s nr 100 2 uM nd (30)

HO-A T A T T,A-OH (DNG IVa)
Diana Estequiometria | Cxcg (MmM) Cone Tm ref.
H 7 TAATAT 1:1 100 3 uM 400C (31)
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HO-T_A,A,T,A,T-OH (DNG IVb)

Diana | Estequiometria Cka (mM) Cbone Tm ref.

8.1 | ATATTA 1:1 100 3 uM 410C (31)

8.2 | DNG IVa nr 100 3uM dd (31)

8.3 | DNG Iva nr 750 3 uM dd (31)

TAATAT
Diana | Estequiometria Cka (mM) Cone Tm ref.
H 9 | ATATTA nr 100 3 uM nd (31)
H>N-C4,C,C,C,C,C,C,C-OH (DNG V)

Diana | Estequiometria Cka (mM) Cone Tm ref.

10.1| d(pG)s 1:1 100 7,5 uM >90°C (32)

10.2 | d(pG)s nr 130-530 7,5uM nd (32)
d(pC)s

Diana | Estequiometria Cka (mM) Cone Tm ref.

11.1] d(pG)s 1:1 100 7,5 uM 380C (32)

11.2| d(pG)s nr 130-530 7,5 uM nd (32)

HO-(c’G)4(c’G)4(c’G)-OH (DNG VI)
Diana | Estequiometria Cka (mM) Cone Tm ref.
H 12 | d(pC)s 1:1 nr nr nr (33)
HO-U,U U U ,U-OH (RNG I)

Diana | Estequiometria Cka (mM) CRrNG Tm ref.

13.1] d(pA)s 1:1 100 2 uM 620C (34)

13.2 | AAAAT 1:1 100 2 uM 550C (34)

13.3| r(pA)s 1:1 100 2 uM <50C (35)
r(pVU)s

Diana | Estequiometria Cka (mM) Crne Tm ref.

14.1] d(pA)s 1:1 100 2 uM <50C (34)

14.2 | r(pA)s 1:1 100 2 uM <50C (35)

*¥[K,HPO4]=10mM, pH=7 en todos los analisis

nd: no se detecta; nr: no reportado; dd: dato desconocido

poli(dA),2*2¢ d(pA),2® (x=5-18) y poli(rA)?® indican que la estequiometria de unién es de 2:1,
lo que quiere decir que la cadena poliguanidino DNG I forma triples hélices DNG.DNA.DNG o
DNG.RNA.DNG. Como la cadena DNG I empleada es de menor longitud que las cadenas de

poliadenina, los autores postulan la formacién de triples hélices poliméricas como las que se

Los estudios de hibridacién realizados con DNG I y las cadenas complementarias de

muestran en la Fig. 3.6.%°
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Figura 3.6 Disposicion de DNG I en los complejos formados
con poli(dA), d(pA)y o poli(rA)
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Los estudios de desnaturalizacién térmica realizados con poli(dA) y poli(rA) en el
rango de temperatura de 5-95°C dan como resultado dos transiciones. La de menor
temperatura (Tm;) corresponde a la disociacion DNG.DNA.DNG — DNG+DNA.DNG, vy la de
mayor temperatura (Tm;) a DNA.DNG — DNG+DNA (entradas 1.1 y 1.2). Este resultado
contrasta con la desnaturalizacion de los complejos formados por d(Tp)is Yy poli(dA) o
poli(rA), en los que se observa una Unica transicion (entradas 2.1 y 2.2). En cualquier caso,
las dobles hélices que forma DNG I (entradas 1.1-1.8) son extraordinariamente mas
estables que las que forma d(pT)e con poli(dA) o poli(rA). A una concentracién de 120 mM
de KCI, d(pT)i¢ forma una doble hélice con poli(dA) (Tm=39°C) y con poli(rA) (Tm=36°C),
mientras que los complejos formados por DNG I y poli(dA) o poli(rA) son tan estables que
no se disocian incluso en agua a ebullicion. Cabe suponer que debido a las interacciones
electrostaticas favorables, DNG I presenta una afinidad de unién por cadenas de DNA y RNA
complementarias mucho mayor que las cadenas polifosfato. Prueba de ello, es que la
estabilidad de los complejos formados por DNG I queda atenuada al incrementar la

concentraciéon de sales.

El aumento de la estabilidad de los complejos formados por DNG I no es a costa de
la pérdida de especificidad. No se observa cambio alguno en la absorbancia en los
experimentos de hibridacion de DNG I con las cadena homopoliméricas de C, G, T o U.
Relacionado con ello, también se ha estudiado la fidelidad de union de DNG I a cadenas
homopurinicas cortas con apareamientos no favorables (entradas 1.5-1.8).2” En general,
DNG I también se asocia con estas cadenas con estequiometria 2:1, aunque formando
complejos de menor estabilidad. La formacion de las triples hélices se pone de manifiesto en
los fendmenos de histéresis de las curvas de fusién y renaturalizacién. Dado que la cadena
de DNG I es de menor longitud que las cadenas purinicas, se supone que las triples hélices
formadas son poliméricas, formando estructuras tipo “dominé” segin los autores.?” En la

Fig. 3.7 se muestra un ejemplo de los posibles complejos formados entre DNG I y AsGsAs.
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Figura 3.7 Disposicion de DNG I en los complejos formados
con AsG3As
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La hipocromicidad y los valores de Tm de las curvas de desnaturalizaciéon de estos
complejos aumentan con la concentracion de oligonucledtidos y disminuyen con el nimero
de apareamientos no favorables. La secuencia que contiene el mayor nimero de guaninas
muestra, a diferencia de las otras dos, una curva de fusion con dos transiciones, la de menor
temperatura atribuible a la fusion de la triple hélice, y la de mayor temperatura con una
menor hipocromicidad. Aunque por la presencia de un gran nimero de guaninas se podria
pensar en la formacion de complejos de agregacion de guanina, tipo cuadruplex, los autores
lo atribuyen a la formacion de complejos con estructura triplex pir.pur.pur con la cadena de
poliguanidina autorreplegada (Fig. 3.8), en relacion con complejos minoritarios de
estequiometria 1:2 observados en los experimentos de Job.?’

Figura 3.8 Formacion de complejos de esteguiometrial:2
entre DNG I y G>,A3G3A3G>

GPGpAPAPAPGPGPGPAPAPAPGPG GPGPAPAPARGD . | pnG 1
TgTgTgTgT TgTgTgTgT GPGPAPAPAPGP
TgTgTgTgT

En cuanto al efecto de la longitud de las cadenas en la estabilidad de las triples
hélices, la desnaturalizacion térmica de los complejos formados por DNG I con d(pA)y
(entradas 1.3 y 1.4), indica que la constante de formacion del complejo aumenta con la
longitud de la cadena complementaria mientras que la constante de disociacién disminuye. El
aumento de la fuerza idnica tiene el mismo efecto en los valores de las constantes de
formacion y disociacién del complejo. En las mismas condiciones, no se observa transicion

alguna en el experimento de hibridacidn realizado entre d(pT)s y d(pA)s (entrada 3).

El oligonucledétido DNG II formado por ocho residuos de T también se une a
poli(rA)?® y d(pA)s?® (entradas 4.1 y 4.2) con una estequiometria de 2:1, formando triples
hélices. En el triplex formado con poli(rA) no se puede observar la disociacion del complejo
en el rango de temperaturas de 5-959C por ser extremadamente estable, incluso con una
concentracion de KClI de 600 mM, concentracion a la que la afinidad de DNG I por sus

cadenas complementarias empezaba a disminuir. La desnaturalizacién térmica del triplex
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formado con d(pA)g en ese mismo rango de temperaturas muestra una Unica transicion. De
forma similar a DNG I, al aumentar la concentracion de sales, los valores de Tm y de

hipercromicidad disminuyen.

También en este caso se ha estudiado la fidelidad de unién de DNG II a segmentos
parcialmente complementarios, sustituyendo A por C en los extremos y en posiciones
centrales (entradas 4.3-4.7). Por cada C introducida en el extremo de la cadena se reduce la
Tm 4-5°C y se atenua la hipercromicidad de la transicién. Al sustituir cuatro residuos de A en
los extremos de la cadena, la estabilidad de la triple hélice resultante es muy baja. La
presencia de apareamientos desfavorables en posiciones centrales de la cadena tiene un

efecto mucho mas pronunciado, ya que no se detecta la formacién de la triple hélice.

El hexdmero DNG III, que contiene un tramo pentaadenilico en su secuencia, se une
a d(pT)s y d(pT)s (entradas 5.1 y 5.2) con estequiometria 1:2,3° y por tanto, forma una triple
hélice paralela (véase apartado 1.2). Las curvas de fusidn muestran en este caso una Unica
transicion. Al aumentar la longitud de las cadenas complementarias de DNA, aumenta el
valor de Tm. En este caso, no se observa transicion alguna en la desnaturalizacion térmica
de la mezcla de DNG III y d(pC)s, indicando que las interacciones electrostaticas favorables
con el esqueleto polianidnico no comprometen la selectividad de unidén entre pares de bases.
Al realizar el experimento de hibridaciéon con el hexamero sin modificar y d(pT)s (entrada 6)
no se observa ninguna transiciéon en el rango de temperatura estudiado, indicando que no

hay formacién de triple ni doble hélice por encima de 5°C.

Por otra parte, los oligonucledtidos DNG IVa y DNG IVb,3' con alternancia de
timidinas y adenosinas en la secuencia (entradas 7 y 8.1), se unen a sus respectivas cadenas
complementarias de DNA con estequiometria 1:1 formando una doble hélice con una
estabilidad mucho mayor (40°C y 41°C, respectivamente), que sus correspondientes
oligonucleétidos sin modificar (entrada 9), que no forman dobles hélices en estas
condiciones. Los autores sefialan que las secuencias mixtas DNG IVa y DNG IVb muestran
menor afinidad respecto a las cadenas complementarias de DNA que la cadena
politimidinilica octamérica DNG II o la cadena pentaadenilica hexamérica DNG III (en las
mismas condiciones, Tm=62°C y 69°C, respectivamente), y lo atribuyen a la menor longitud
de DNG IVa y DNG IVb o a apilamientos menos favorables.3! Al estudiar la formacién de
duplex entre DNG IVa y DNG IVb (entradas 8.2 y 8.3), de secuencia complementaria, la
curva de fusidon no muestra transicion observable, aunque si se mide la absorcién de la
mezcla a 4°C se puede deducir que el duplex si se forma, porque se observa una disminucion

en la absorbancia alrededor del 7%.3!

Los estudios realizados con analogos DNG homopirimidinicos y homopurinicos
compuestos por C o G son menos extensos. El oligonucleétido DNG V, que contiene ocho
residuos de C, se une a d(pG)s con una estequiometria de unién de 1:1 (entrada 10.1)%,
formando una doble hélice cuya Tm es mayor de 90°C. En las mismas condiciones,
d(pC)s.d(pG)s (entrada 11.1) muestra Tm=38°C. Analizando los valores termodinamicos que
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se calculan a partir de las curvas de fusidn, se obtiene AAG°=-4,8 Kcal/mol a favor del
complejo DNG V.d(pG)g, o sea, una unién 1000 veces mas estable. Sin embargo, la
deconvolucién de las curvas de fusion permite apreciar en las condiciones estudiadas que la
cadena complementaria d(pG)s se estructura autoasociandose incluso en presencia del
oligonucleétido DNG V. Prueba de ello, al aumentar la concentraciéon de KCl (entrada 10.2)
no se observa un incremento en la absorbancia al incrementar la temperatura, es decir, no
se forman dobles hélices. En estas condiciones, el oligonucledtido d(pG)g se agrega formando
cuartetos de guanina, que impiden la hibridacion con DNG V. Con el objeto de evitar la
formacion de estructuras tipo cuartetos de G, tipicas de las secuencias ricas en G, se ha
ensayado la hibridacién con una secuencia formada por 7-desazaguaninas (c’G), en que se
reemplaza el N7 de la guanina por un carbono. Para ello, se ha descrito la sintesis del
oligonucleétido DNG VI, que contiene tres residuos de la purina modificada.>> Se sabe que
este oligomero se une a d(pC)s (entrada 12) con una estequiometria de 1:1, aunque se

desconoce el valor de Tm.

Finalmente, también se han realizado estudios de hibridacion del analogo
ribonucleotidico RNG I y las cadenas complementarias d(pA)s>* vy r(pA)s>® (entradas 13.1 y
13.3 respectivamente). En ambos casos, la estequiometria de unién es 1:1 formando un
duplex, pero la estabilidad de las dobles hélices resultantes es sin embargo, muy diferente.
Mientras que el complejo formado por RNG I y d(pA)s muestra Tm=62°C, mucho mas
estable que el duplex formado por cadenas no modificadas (valores extrapolados en ambos
casos, r(pU)s.d(pA)s Tm=00°C y d(pT)s.d(pA)s Tm=-10°C)3**, para el complejo formado por
RNG I y r(pA)s los autores estiman que Tm<5°C. Esta inestabilidad se atribuye a la
alteraciéon que probablemente se produce en la conformacion natural del RNA al formarse el
complejo RNG.RNA. El estudio por dicroismo circular del diplex RNG I.d(pA)s permite
deducir una estructura de tipo B-DNA (mdaximo positivo a 275 nm y negativo a 245 nm).3®
Estos datos concuerdan con la estructura calculada por modelado molecular de RNG.?” El
orden de estabilidad térmica que se deduce de los experimentos de fusién es: RNG I d(pA)s
> r(pU)s.r(pA)s > RNG I r(pA)s > r(pU)s.d(pA)s > d(pT)s d(pA)s. También se ha comprobado
la fidelidad de uniéon de RNG I al hibridarse con cadenas de DNA (entrada 13.2), siendo
capaz de discriminar entre bases complementarias y no complementarias. Por ejemplo, al
sustituir una A por una T en el extremo de la cadena en d(pA)s, se observa una disminucién
de 7°Cenla Tm.

2.2 Estructura de los complejos formados por los oligonucleétido gquanidino

Los unicos datos de que se dispone sobre la estructura de las dobles y triples hélices
formadas por los oligonucledtidos guanidino provienen del modelado mediante mecanica y

dindmica molecular y de dicroismo circular.

El modelado mediante mecénica molecular CHARMm?>® de d(Tg).o'd(Ap)10 Muestra una

doble hélice en la que el fragmento de DNA presenta conformaciones C2’-endo, que son
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tipicas del B-DNA, mientras que las ribosas del fragmento guanidino tienden a una estructura
0O4'-endo, producto de enlaces de hidrégeno entre N(5)H y O(4'). Las dos cadenas se
encuentran a distancias menores que en el DNA, producto de las interacciones electrostaticas
entre grupos guanidino y fosfato. También se ha estudiado la doble hélice DNG.RNA
(d(Tg)oTN3r(Ap)oA).3>*0 La estructura minimizada muestra una estructura C3’-endo de las
ribosas, excepto en la unidad 3’-terminal de la cadena de guanidina. Esta conformacién del
anillo de ribosa es indicativa de una conformacién de A-DNA. Si se comparan las dimensiones
de los surcos con los de una doble hélice RNA.RNA candnica, se observa que en este caso el
surco mayor es mas ancho (+2,5 &), mientras que el surco menor es mas estrecho (-1,4 R),
lo que probablemente tiene relacion con las interacciones electrostaticas favorables entre las

cadenas.

El estudio por dindmica molecular de la doble hélice DNG.DNA (d(Tg)s.d(Ap)s)*! en
una caja de agua, neutralizada con NaCl muestra una estructura que mantiene los enlaces
Watson-Crick a lo largo de la simulacién. Los éangulos de torsidon se mantienen en los valores
tipicos de la forma A, pero son mas estables en la cadena de poliguanidina que en la de
polifosfato, muy probablemente por la mayor flexibilidad de la cadena polianidnica. Por lo que
respecta a los enlaces por puente de hidrogeno entre las nucleobases, y contrariamente a lo
que cabria esperar para una doble hélice con un segmento A.T, sélo se observa un enlace de
hidrégeno bifurcado cerca del extremo 5'. Los enlaces de hidrogeno bifurcados son tipicos de
las secuencias (A.T)n porque maximizan las interacciones de apilamiento entre las purinas de
pisos contiguos. Por tanto, los autores sefialan que la escasa formacién de estos enlaces en la
estructura del hibrido explica que sélo se llegue a formar la triple hélice DNG.(DNA.DNG) y no
se detecte la doble hélice DNG.DNA.

La doble hélice RNG.RNA (r(Ug)i,.r(Ap);2) también ha sido estudiada por dindmica
molecular, mostrando la tendencia tipica de las secuencias formadas por unidades guanidino,
es decir, adoptando una conformacién a medio camino entre la forma A y la B.*> Ambas
cadenas muestran conformaciones de las ribosas proximas a C3’-endo. El &ngulo de torsidn
glicosidico y las distancias fosfato-fosfato en la cadena de RNA son tipicas de la forma A,
mientras que la distancia entre grupos guanidino en la cadena RNG (6,6 +0,2 R) es tipica de
la forma B. Como la planaridad del grupo guanidino fuerza a una elongaciéon de la cadena

RNG, el duplex RNG.RNA muestra una forma mas alargada que los tipicos duplex de RNA.

Los calculos de dinamica molecular han permitido también comparar estructuras que
no se han estudiado experimentalmente, como por ejemplo, las dobles hélices
d(Ag)12.d(Tg)12 ¥ d(Gg)1>.d(Cg)12.** Los dos dodecdmeros adoptan estructuras préximas a la
forma B, aunque la rigidez del gupo guanidino pueda explicar que algunos de los parametros
helicoidales muestren valores poco corrientes en cadenas oligonucleotidicas, como por
ejemplo, que las distancias entre grupos guanidino intercadena sean relativamente mas

cortas que entre fosfato en DNA. Los surcos mayor y menor, aunque inferiores, muestran
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dimensiones comparables a las de las cadenas de DNA, a excepcion de d(Gg);,.d(Cg)12, cuyo

surco menor tiene una anchura a medio camino entre las formas A y B.

La estructura de triples hélices formadas por cadenas oligonucleotidicas guanidino
también ha sido modelada.3®#%444 En general, se repiten las caracteristicas comentadas
para las dobles hélices. La estructura muestra esencialmente parametros tipicos de la forma
B por lo que respecta al esqueleto Watson-Crick, pero con mayor tendencia hacia la forma A
en la cadena Hoogsten. En general, la distancia entre grupos guanidino de una cadena y los
grupos fosfato de otra es menor que entre cadenas fosfato, lo que es prueba de las
interacciones electrostaticas favorables. Las interacciones electrostaticas también acercan las
cadenas guanidino y fosfato, provocando que los surcos mayor y menor sean mas estrechos
que en una estructura de DNA candnica.’® Por lo que respecta a la triple hélice
d(Tg)s.d(Ap)s.d(Tg)s, se observa un mayor numero de enlaces bifurcados entre A y T que en
el duplex d(Tg)s.d(Ap)s, lo que corrobora que la triple hélice sea mas estable y la Unica

estructura observada experimentalmente al mezclar d(Tg)s y d(Ap)s.*!

También se ha estudiado por modelacion la estructura de la triple hélice
(Up)oU.r(Ag)sA.(Up)sU.** Las ribosas de la cadena RNG adoptan una conformacion 04’-endo y
Cl’-exo. Por lo que se refiere al esqueleto ribosa-fosfato, la conformacion de las ribosas es
Cl’-exo, lo que unido a otros parametros helicoidales, sugiere una forma B. Como en otras
estructuras, los surcos mayor y menor son mas estrechos que en una estructura de DNA
candnica, como resultado de las interacciones electrostaticas favorables entre grupos

guanidino y fosfato.

2.3 Estudios de hibridacién de quimeras DNG/DNA

En la bibliografia se ha descrito también la sintesis y las propiedades de hibridacién
de quimeras DNG/DNA,3® es decir, cadenas oligonucleotidicas en las que se combinan tramos
polifosfato y guanidino. La Fig. 3.9 muestra las secuencias mixtas sintetizadas, donde el
subindice “g” indica que el enlace internucleosidico es un grupo guanidino, asi como la

secuencia de DNA sin modificar y las secuencias complementarias de DNA y RNA utilizadas.

Figura 3.9 Secuencias empledas en estudios de
hibridaciéon con quimeras DNG/DNA

TTGTTAGTTTTCTTGTTT TTGTTAGTTTTCTTGTTT
DNG/DNA 1 DNAI
TgTGTTAG CTTGTTT AAACAAGAAAACTAACAA
DNG/DNA II DNA II

TgTGTTAGTTgTTCTTGTTT AAACAAGAAAACUAACAA
DNG/DNA III RNA I
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La Tabla 3.2 resume la informacién disponible de los experimentos realizados hasta

el momento con oligonucledtidos mixtos DNG/DNA.

Tabla 3.2 Resultados de Ios experimentos de hibridacién con
quimeras DNG/DNA

Tm (°C)
Duplex no NacCl 10 mM NacCl 100 mM NacCl

(DNA 1) (DNA II) 34,8 48,6 58,5
(DNG/DNA I)/(DNA II) 34,8 47,6 56,5
(DNG/DNA II):(DNA II) 36,8 48,6 57,5
(DNG/DNA III)-(DNA II) 34,8 46,6 53,5
(DNA I)(RNA I) 34,0 49,7 59,9
(DNG/DNA I)(RNA I) 31,2 43,9 54,0
(DNG/DNA II)(RNA I) 34,2 45,9 57,1
(DNG/DNA III)(RNA I) 30,1 41,8 50,9

*[NayHPO4]=10mM, pH=7 en todos los analisis

Los oligonucledtidos mixtos DNG/DNA sintetizados presentan una unidad guanidino
en la parte central de la cadena (DNG/DNA I), dos uniones guanidino, una a cada extremo
de la cadena (DNG/DNA II) y tres uniones guanidino, una a cada extremo y una en una
posicion central de la cadena (DNG/DNA III). Los oligonucleétidos mixtos DNG/DNA vy el
oligonucleédtido sin modificar DNA I son secuencias no autocomplementarias y sélo pueden

formar dobles hélices antiparalelas con sus secuencias complementarias de DNA y RNA.

En la Tabla 3.2 se puede observar que los valores de Tm para los duplex de
DNA.DNA y DNA.RNA aumentan al aumentar la concentraciéon de NaCl. En los experimentos
de desnaturalizacion térmica realizados con oligonucledtidos mixtos DNG/DNA y DNA se
producen efectos diferenciados al aumentar la concentracion de sales, segun la posicién en
que se ha realizado la modificacion. Asi, el diplex formado por DNG/DNA II y DNA II en
ausencia de NaCl presenta una Tm ligeramente mayor que el diplex formado por DNA I y
DNA II (duplex control), y al aumentar la concentracién de NaCl a 100 mM se observa una
Tm ligeramente inferior a la del duplex control. Segln estos datos, una sola modificacién en
la parte central de la cadena no afecta a la estabilidad del duplex formado. Sin embargo, al
aumentar la concentracion de NaCl a 10 mM, el valor de Tm disminuye respecto al duplex
control. El oligonucleétido DNG/DNA III forma un diplex de Tm igual al diplex control en
ausencia de sales, pero al aumentar la concentracion de sales es el que presenta mayor

desestabilizacion respecto al duplex control.

En los experimentos de desnaturalizacidon térmica realizados con RNA se puede
observar que el duplex formado por DNG/DNA II y RNA I en ausencia de sales presenta un
valor de Tm similar al duplex control de DNA.RNA, mientras que con los otros dos analogos

los valores de Tm son inferiores. Al aumentar la concentracion de sales también se puede
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observar la misma tendencia, aunque en este caso las diferencias en los valores de Tm son

algo mayores.

Se concluye por tanto, que las dobles hélices formadas por los oligonucleétidos

quiméricos muestran practicamente la misma estabilidad que las dobles hélices no

modificadas o aumentan la estabilidad de las dobles hélices en ausencia de NaCl, mientras

gue son ligeramente desestabilizantes en medios de mayor fuerza idnica, tanto en dobles
hélices DNA.DNA como en DNA.RNA.

3. Sintesis de oligonucleoétidos no modificados

En este apartado se va a describir la sintesis y purificacion de oligonucleétidos no

modificados. En la Tabla 3.3 se enumeran las secuencias oligonucleotidicas que se

disefiaron para llevar a cabo los experimentos de hibridacidn descritos en los apartados 4 y

5.

Tabla 3.3 Secuencias de los oligonucledtidos

no modificados sintetizados

ODN Secuencia
14C SCTTTCTTCTC
14D SAAAAGAGAAGAAAG

23A | °CTCTGAAAGAAGAGAAAAGTCTC
23B *GAGAC CTCTTCTTTCAGAG

Con el objetivo de realizar experimentos de hibridacién de dobles y triples hélices con

oligonucleétidos modificados que incorporan una unidad de ™UgT, en el disefio de los

oligonucledtidos a sintetizar se tuvieron en cuenta las siguientes consideraciones:

i)

Ya que se realizarian experimentos de hibridacion de triples hélices, el
oligonucledtido ha de poseer una secuencia rica en purinas o bien en pirimidinas.
Como los ensayos de acoplamiento sobre resina han sido realizados con un
derivado 5’-aminotimidina anclado a resina y un derivado tiourea de
morfolinouridina, se decidid sintetizar una cadena polipirimidinica. Para evaluar el
efecto de la modificacion, se decidié estudiar su efecto en un extremo de la

cadena (secuencia 14E1) y en la zona central (secuencia 14E2).

El oligonucledtido ha de tener una longitud suficiente para poder formar una
doble hélice suficientemente estable que permita determinar la temperatura de
fusidn y que no se autoestructure compitiendo con la formacién de dobles o
triples hélices. Para ello, la secuencia debe presentar baja o nula

autocomplementariedad con el propdsito de evitar la formacion de otras posibles
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dobles hélices y no deben presentarse mas de tres guaninas consecutivas para

evitar la formacién de agregados tipo cuadruplex.

Siguiendo estas indicaciones, se disefiaron las secuencias 14C, y el oligonucleétido de
cadena complementaria 14D. El oligonucledtido 23A presenta la misma secuencia que 14D
en la parte central, y se han afiadido en los extremos 5’ y 3’ cuatro y cinco nucledsidos
respectivamente. El oligonucledtido de secuencia 23B es complementario a 23A, y
constituyen el duplex sobre el que se realizaran experimentos de hibridacién de triples

hélices.

Para la sintesis y purificacion de los oligonucleétidos no modificados se ha seguido el
mismo procedimiento para todos ellos. Por lo que respecta a los oligonucledtidos
modificados, la sintesis y purificacion se ha comentado en el apartado 5 del segundo
capitulo. Para obtener los oligonucledtidos 14C, 14D, 23A y 23B se ha seguido el
procedimiento ya descrito en el capitulo 1 (véase apartado 6.2). La sintesis de los
oligonucleétidos se ha llevado a cabo indistintamente en dos sintetizadores, Applied
Biosystems PCR-MATE o Expedite™. En la Tabla 3.4 se indica en cada caso el rendimiento

de sintesis obtenido y el rendimiento medio por acoplamiento.

Tabla 3.4 Rendimiento de sintesis de los oligonucleétidos

ODN | Rdto. sintesis| Rdto. medio/acop.
14C 88% 99%
14D 79% 98%
23A 71% 98%
23B 51% 97%

Una vez sintetizados se procedid a la desproteccidon y desanclaje por tratamiento con
amoniaco acuoso concentrado a 55°C durante 6 horas si se trata de una secuencia que sélo
contiene pirimidinas y 12 horas si la secuencia contiene purinas. Para facilitar la purificacion,
se mantiene el grupo protector DMT en el extremo 5’ de los oligonucledtidos. El crudo
obtenido se purific6 mediante HPLC semipreparativo en fase reversa Cis, empleado
gradientes lineales de acetato de amonio 0,05 M y acetonitrilo, los cuales se fueron variando
en funcién del crudo a purificar. La Fig. 3.10 muestra los cromatogramas de HPLC
semipreparativo de los crudos de sintesis de los oligonucleétidos con el extremo 5’ protegido

por el grupo DMT obtenidos en su purificacion.

En estas condiciones el tiempo de retencién aumenta cuanto mas apolar es un
compuesto, por lo que en el caso de los oligonucledtidos el tiempo de retencidon suele
aumentar con la longitud de la cadena. De este modo, se incrementa la dificultad para
separar cromatograficamente oligonucleétidos de longitud similar, especialmente las
secuencias truncadas generadas hacia el final de la sintesis, ya que son las que presentan un

comportamiento cromatografico mas similar al oligonucledtido que se quiere purificar. Es por
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ello que, para facilitar la separacion cromatografica, se suele mantener el grupo DMT de los
oligonucledtidos al término de la sintesis sobre el extremo 5’ (sintesis DMT-ON), ya que el
de

DMT-oligonucleétido presenta un tiempo de retencién superior al las secuencias

truncadas.

Figura 3.10 Cromatogramas de HPLC de los crudos de sintesis de
I) 14C, I1) 14D, III) 23B y 1IV) 23A.(A: AcCONH, 0,05 M,
B: ACN:H,0 1:1)

I) II) III)
10-50% de B 10-40% de B 10-60% de B ||
en 30 min. en 30 min. en 30 min.
DMT-ODN DMT-ODN DMT-ODN
1 [ 1 ' 1 1 1
e e ] @ = 2 2
IV) 10-60% de B
en 30 min.
2.50
o0 & DMT-ODN
e
1.50
2
1.00 -~
0
8
0.50 /

0.00

20,00 25.00 30.00

Minutes

T T
10.00 15.00

Una vez purificado el DMT-oligonucleédtido, el grupo protector se elimindé mediante un
tratamiento con &cido acético (80%) a 0°C durante 15 minutos. La disoluciéon de acido
acético se elimind por liofilizacién, se redisolvid el residuo obtenido en agua calidad Milli-Q y
se realizaron extracciones con éter etilico para eliminar los subproductos generados en la
eliminacién del grupo DMT. La Fig. 3.11 muestra el analisis por HPLC de los oligonucledtidos

una vez purificados y completamente desprotegidos.

Para la purificacion y analisis de los oligonucleétidos se han empleado gradientes
lineales de acetato de amonio 0,05 M (14C y 14D) o acetato de trietilamonio 0,05 M (23A y
23B) y acetonitrilo. Estos gradientes se fueron variando en funcidon del oligonucleétido a
analizar. El analisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF, modo negativo), de cada uno

de los productos purificados confirmd que se trataba de los productos esperados.
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Figura 3.11 Cromatogramas de HPLC de los oligonucelétidos no
modificados una vez purificados
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*eluyentes: A: AcONH4 0,05 M(14C y 14D) 6 0,05 M AcOTEA (23A y 23B)

B: H,O/ACN 1:1

Los oligonucledtidos obtenidos se cuantificaron por absorciéon en UV-vis, en unidades
de OD,¢o (véase el apartado C.4 de la seccidn de Materiales y Métodos). En la Tabla 3.5 se
indica la cantidad y el rendimiento obtenido para cada uno de ellos, asi como el coeficiente

de extincion molar calculado en cada caso.

Tabla 3.5 Datos de los oligonucleétidos sintetizados

ODN | €560 (MM™cm™)| OD,6o (tedrico)] OD,eo | Rdto.
14C 109,7 109,7 34 31%
14D 166,9 166,9 89 53%
23A 237,3 237,3 112 47%
23B 210,8 210,8 81 38%
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4. Analisis de desnaturalizacion térmica de dobles hélices que

contienen la unidad "UgT

Para registrar las curvas de fusién de los diferentes productos se ha seguido la
metodologia descrita en los apartados D.1 y D.2 de Materiales y Métodos. En la Fig. 3.12 se
muestra un ejemplo de las curvas de fusion obtenidas. En la grafica superior (A) se
muestran las curvas de fusién correspondientes a los duplex formados por 14C (en negro),
14E1 (en azul) y 14E2 (en verde) y su cadena complementaria en ausencia de MgCl,, y en la
parte inferior (B) se muestran las curvas de fusién para los mismos duplex en presencia de

1mM de MgCl,.

Figura 3.12 Curvas de fusion de dobles hélices modificadas y no
modificadas. Condiciones experimentales: 140 mM,
40 mM fosfato, pH=7, A) 0 mM MgCl,, B) 1 mM MgClI,
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El tampon empleado estaba formado por NaH,PO,/Na,HPO, (40 mM) (a pH=7), NaCl
(140 mM) y MgCl, (1 mM) o bien sélo NaCl (140 mM). Las concentraciones se eligieron para
reproducir la composicidn salina de los medios fisioldgicos. Tal y como se indica en la Fig.
3.12, se realizaron experimentos en ausencia y presencia de MgCl, (1 mM), ya que estaba
previsto realizar experimentos de hibridacion de triples hélices con estos mismos
oligonucleédtidos, y en los que es indispensable la presencia de Mg(II) para observar la
formacion de estas estructuras. También se queria comprobar si la presencia de cationes

divalentes podria enmascarar el efecto del grupo guanidino.

Todos los experimentos se han realizado con una concentracion de 1,5 umol de
oligonucledtido, registrando la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm y con una
variacién de temperatura de 0,5°C por minuto. Para cada duplex se han registrado como
minimo dos veces las curvas de desnaturalizacidn y renaturalizacion. Los datos obtenidos del
espectrofotometro se trataron segun se indica en el apartado D.3 de Materiales y Métodos
para obtener la representacién correspondiente de absorbancia frente a temperatura. Los
valores de Tm se han obtenido a partir del maximo de la derivada de la curva de absorbancia
frente a temperatura, con una diferencia maxima en la temperatura de fusién de +1°C. En la
Tabla 3.6 se resumen los valores de Tm y el porcentaje promediado del cambio de

absorbancia de las transiciones.

Tabla 3.6 Resultados de las curvas de fusiéon

Duplex C MgCl, (mM) | Tm (°C) | ATm (°C)| AA (%)
14C.14D 0 42,4 -—-- 19,2
14E1.14D 0 43,9 +1,7 17,4
14E2.14D 0 34,5 7.9 13,5
14C.14D 1 42,5 19,5
14E1.14D 1 43,7 1,2 17,6
14E2.14D 1 34,3 -8,2 13,2

Tm=£0,5°C; AA 0,4

En primer lugar se registraron las curvas de fusién correspondientes a los duplex
formados por 14C y 14D en ausencia y en presencia de MgCl, (1 mM), a modo de referencia.
Como se observa en la Tabla 3.6, la presencia de MgCl, no proporcionaba una estabilidad
adicional en los duplex formados por oligonucleétidos no modificados, ya que los valores de

Tm y de hipercromicidad practicamente coinciden.

Al analizar los datos obtenidos de los duplex formados por 14E1 y 14D y compararlos
con los de los duplex formados por oligonucleétidos sin modificar se pueden extraer diversas
conclusiones. En primer lugar se puede decir que MgCl, no afecta a la estabilidad de los
duplex formados, ya que los valores de Tm y de hipercromicidad obtenidos practicamente no
se ven alterados. En cambio, si se comparan con los obtenidos en los oligonucleétidos sin

modificar, si que se observaron diferencias de Tm y de hipercromicidad.
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Al comparar los valores de Tm obtenidos para 14E1 se observd un incremento entre
1,2-1,7°C respecto a 14C, lo que en principio llevaria a concluir que los duplex formados por
14E1 y su cadena complementaria son ligeramente mas estables que los formados por 14C
en esas condiciones. Sin embargo, al analizar los valores de hipercromicidad se observé
claramente que la variacién de absorbancia asociada a la curva de fusién era mayor para los

duplex formados por 14C.

De estos resultados se podrian deducir las siguientes conclusiones:
(i) Como el duplex formado por 14E1 muestra un valor de Tm ligeramente superior,
indicaria que introducir un grupo con carga positiva en el extremo de la cadena
aporta una cierta estabilidad por interaccidén electrostatica favorable con los

grupos fosfato.

(i) El valor de hipercromicidad para el duplex formado por 14E1 es menor, indicando
que las interacciones por apilamiento o el apareamiento entre nucleobases son
probablemente mas débiles, lo cual indicaria que el grupo ™UgT localizado en el

extremo de la cadena produce una cierta distorsion estructural.

Al analizar los datos obtenidos de los duplex formados por 14E2 y 14D en ausencia y
en presencia de MgCl, se observa la misma tendencia que en los casos anteriores. La
presencia de Mg(II) no afecta sensiblemente a la estabilidad de los duplex formados, ya que
practicamente no varian los valores de Tm. La comparacién de los resultados obtenidos para
14E2 con los obtenidos para 14C resulta en este caso mucho mas sencilla. Los valores de Tm
(entre 7,9-8,2°C) y de hipercromicidad (13%) son significativamente inferiores. De estos
datos se desprende que la distorsion provocada en la estructura al introducir la modificacion
en una posicion central de la cadena es mucho mayor que la estabilizacion producida por la

interaccién electrostatica favorable del grupo guanidino con los grupos fosfato.

5. Triples hélices que contienen la unidad "UgT

5.1 Consideraciones preliminares

En la bibliografia se describe*® que la formacién de una doble hélice se inicia cuando
dos o tres pares de bases se aparean y desaparean en un equilibrio rapido y poco favorable.
Cuando a este intermedio critico se le afiaden nuevos pares de bases se forma el nlcleo de
la hélice, que promueve rapidamente la formacién de la estructura a modo de cremallera.
Este modelo también se puede aplicar a la formacion de triples hélices, pero aqui se
requieren de tres a cinco pares de bases para que se dé la nucleacion. La nucleacidén se
puede dar en cualquier punto de la secuencia, siempre y cuando las nucleobases se
encuentren alineadas adecuadamente. Para ello, las dos cadenas han de adoptar una
configuracion favorable y envolverse una sobre la otra para que se puedan dar estas

primeras interacciones entre pares de bases. Este paso puede ser mas sencillo en el caso de
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una doble hélice, donde las dos cadenas oligonucleotidicas son relativamente flexibles en
solucion, mientras que en el caso de la triple hélice una cadena oligonucleotidica (la cadena
Hoogsteen o tercera cadena) ha de enrollarse alrededor del surco mayor de la doble hélice
previamente formada, que es mas rigida. Ademas, cuando la triple hélice se forma, la doble

hélice experimenta un cambio conformacional.

En la formacion de una doble hélice las repulsiones electrostaticas entre los grupos
fosfato es el factor determinante en el apareamiento de las primeras nucleobases antes de
que la estructura se pueda estabilizar por interacciones por apilamiento y por la formacion de
los enlaces de hidrégeno entre las nucleobases. Estas repulsiones electrostaticas son mucho
mas importantes en la formacion de una triple hélice, ya que la cadena Hoogsteen ha de
entrar en contacto con la doble hélice que presenta el doble de densidad de carga que una
cadena sola.?® Por todo ello, la formacién de triples hélices estd mucho menos favorecida que

la de dobles hélices.

La introduccidon de modificaciones que reemplazan los grupos fosfato por grupos con
carga positiva favorece la formacién de triples hélices (véanse apartados 2.1-2.3), ya que
disminuyen las repulsiones electrostaticas entre grupos fosfato. Los oligonucledtidos 14C vy
14E1 y 14E2, ambos modificados con un grupo guanidino, pueden formar triples hélices con
el duplex constituido por 23A y 23B. En este caso, las triples hélices se formaran por el
motivo pirimidinico con triadas T-A:T y C*-G:C, con una orientacion paralela de la cadena
Hoogsteen con respecto al tramo purinico central (23A) (Fig. 3.13) Por tanto, en los
experimentos que a continuacion se describen, se estudiard qué efecto produce sobre la
estabilidad de la triple hélice la sustitucidon de un Unico grupo fosfato de la cadena Hoogsteen
por un grupo guanidino. Como ya se ha comentado anteriormente, la formacidn de las triples
hélices paralelas formadas por triadas C*-G:C depende del pH, por ello, se han realizado
experimentos de desnaturalizacién térmica a diferentes valores de pH (7,0, 6,5 y 6,0). Los

resultados se resumen a continuacion.

Figura 3.13 Triples hélices formadas por 14C, 14E1 o 14E2
con el diplex 23A.23B
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5.2 Curvas de fusién de triples hélices que contienen la unidad "UgT

Los experimentos se han realizado con una concentracion de 1 pumol de cada
oligonucleétido, registrando la absorbancia a 260 nm y con una variaciéon de temperatura de
0,5°C por minuto. Para cada experimento se han registrado como minimo dos veces las

curvas de desnaturalizacion.

En primer lugar, antes de realizar experimentos de fusidon con tres cadenas
oligonucleotidicas, se registraron las curvas de fusion correspondientes al duplex formado
por 23A y 23B. En este caso, dado que la Tm de la doble hélice no depende del pH, se
registraron las curvas sélo a pH=7. El valor de Tm calculado para el duplex fue de 61,8°C,
que como se vera, no interfiere con las transiciones de las triples hélices. La Fig. 3.14

muestra un ejemplo de las curvas de fusiéon que han sido estudiadas.

Figura 3.14 Curva de fusion de la doble hélice 23A.23B.
Condiciones experimentales: 140 mM,
40 mM fosfato, pH=7, 1 mM MgCl,
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Una vez registradas las curvas de fusion de la doble hélice diana, se registraron las
curvas de fusidn de las triples hélices con 14C, 14E1 y 14E2 a diferentes valores de pH (7,0,
6,5 y 6,0). Para preparar las muestras y registrar las curvas se ha seguido la metodologia
descrita en los apartados D.1 y D.2 de Materiales y Métodos. En la Fig. 3.15 se muestran las
graficas con las curvas de fusién de las muestras en las que la tercera cadena corresponde a
14C (en negro), 14E1 (en azul) y 14E2 (en verde). Los valores de Tm en cada caso se han
obtenido a partir del maximo de la derivada de la curva de absorbancia frente a la
temperatura. La Tabla 3.7 resume los valores de la temperatura de fusién correspondiente a

la disociacion de la cadena Hoogsteen y que caracteriza la estabilidad de las triples hélices.
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Figura 3.15 Curvas de fusion de las triples hélices estudiadas.
Condiciones experimentales: 140 mM, 40 mM fosfato,
1 mM MgCI, A) pH=7,0, B) pH=6,5, C) pH=6,0
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Como se puede observar en la Fig. 3.15, el perfil de las curvas indica que se dan dos

transiciones, siendo la que tiene lugar a temperatura mas alta la correspondiente a la

desnaturalizacion de la doble hélice y las mas baja a la desnaturalizacion de la triple hélice.
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Los valores de Tm y de hipercromicidad calculados se promediaron para obtener los
resultados que se indican en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7 Resultados obtenidos de las curvas de fusion de las triples hélices

Cadena Hoogsteen pH Tm, (°C) AA (%)
14C 7 nd
14E1 7 24,3 2,1
14E2 7 13,2 1,1
14C 6,5 26,8 6,3
14E1 6,5 32,0 4,5
14E2 6,5 21,6 3,9
14C 6 31,1 9,4
14E1 6 36,4 6,5
14E2 6 38,1 4,8

Tm=0,5°C; AAbs +0,4

nd: no detectado

Tal y como cabia esperar para este tipo de triples hélices, las curvas de fusidn
muestran una clara dependencia con el pH. En las curvas registradas a pH=7,0 para 14C se
observd un ligero cambio en la absorbancia entre 11 y 17°C, que se podria atribuir a la
formacion de la triple hélice, pero al ser tan poco intensa, no fue posible calcular el valor de
Tm, de esta transicion. En este caso se podria concluir que la estructura formada es muy
poco estable. Al disminuir el pH a 6,5, se observd que esta primera transicidn mostraba un
cambio en la absorbancia del 6,3% y un valor de Tm; de 26,8°C. A pH 6,0, el aumento en la
hipercromicidad (9,4%) y en la Tm, fue aun mayor (31,1°C ).

Los resultados obtenidos para las triples hélices formadas por 14E1 en el rango de
pH estudiado presentaban la misma tendencia que las muestras analizadas con 14C al
disminuir el pH, pero con algunas diferencias. En primer lugar, a pH=7,0 se observo una
transicion con un cambio hipercrémico alrededor del 2% y Tm=24,3°C. Al disminuir el pH, la
Tm y la hipercromicidad fueron aumentando paulatinamente (4,5% y 32,0°C a pH=6,5y
6,5% y 36,4°C a pH=6). En comparacion con las triples hélices formadas por el
oligonucledtido no modificado 14C, el aumento en la hipercromicidad con la disminucion de
pH fue menor. Sin embargo, los valores de Tm; siempre fueron mayores en cualquiera de los
tres valores de pH. Analizando estos resultados, se puede concluir que al sustituir una carga
negativa por una carga positiva en el extremo de la cadena favorece extraordinariamente la
formacion de la triple hélice a pH=7,0, ya que se observa una transicidn clara (Tm;=24,3°C),
mientras que con 14C apenas se observa. No obstante, los valores de hipercromicidad
obtenidos para 14E1 eran menores en comparacion con 14C a pH=6,5y 6,0, lo que induce a

pensar que la modificacion también altera estructuralmente la triple hélice.
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Por lo que respecta a las triples hélices formadas por 14E2, en el rango de pH
estudiado presentaban la misma tendencia que las formadas por 14E1. Es decir, los valores
de Tm; aumentaban al disminuir el pH, pero de manera diferente. A pH=7,0 se detectdé un
ligero aumento en la absorbancia alrededor del 1% respecto al valor inicial, suficiente como
para poder asignar un valor de Tm; a esa transicién (13,2°C). Al disminuir el pH, la Tm; y la
hipercromicidad aumentaron (Tm;=21,6°C y AA=3,9% a pH=6,5), pero eran inferiores a los
valores obtenidos para 14C y 14E1 a ese pH. A pH=6,0 la hipercromicidad aumenté
(AA=4,8%), aunque seguia siendo inferior a los valores obtenidos para 14C y 14E1l. En
cambio, el valor de la temperatura de fusion de la triple hélice (Tm;=38,1°C), es el mayor
para los casos estudiados. Comparando estos resultados con los obtenidos para 14C y 14E1,
se puede concluir que la presencia de una carga positiva en la parte central de la cadena
favorece ligeramente la formacion de la triple hélice a pH=7,0, ya que el cambio en la
absorbancia y la el valor de Tm; es menor que para 14E1. En cambio, se puede decir que a
pH=6,5 la desestabilizacién producida por haber situado la modificacién en la parte central
de la cadena es mayor que la estabilizacion que pueda aportar la carga positiva, resultando
en una estructura menos estable que la formada por 14C. Sin embargo, a pH=6,0 el valor de
Tm; es mayor en comparacién con 14C, por lo que se podria concluir que a ese pH la
estabilidad introducida por la carga positiva es mucho mayor y compensa el efecto de

distorsion de la estructura por el grupo guanidino.

Del conjunto de resultados se puede concluir lo siguiente:

i) los oligonucledtidos modificados con un grupo guanidino estabilizan
notablemente la formacion de la triple hélice a pH=7,0 (14E1 Tm;=24,3°C, 14E2
Tm;=13,2°C), condiciones en las que la triple hélice no modificada practicamente
no se forma. Muy probablemente la interaccién electrostatica favorable del grupo
guanidino con los grupos fosfato adyacentes compensa la desestabilizacion del
complejo provocado por el bajo porcentaje de protonacién de las citosinas, que
de esta forma no pueden formar triadas C*-G:C estables. El efecto de
estabilizacion es mucho mayor para el oligonucleétido modificado en el extremo
3’ (14E1) que para aquel en el que el grupo guanidino se encuentra en una
posicion central de la cadena (14E2). Aqui probablemente la estabilizacién es
menor porque a pesar del efecto electrostatico estabilizante, la introduccién de Ila
subunidad ™UgT produce una mayor distorsién estructural en una posicién

central que en un extremo.

i) A pH=6,5 la estabilizacion aumenta para las tres triples hélices, aunque el
incremento de Tm; es mayor para la no modificada y es mucho mas moderado
para las modificadas. Aun asi, la triple hélice 14E1 es también la mas estable. Al
disminuir el pH, aumenta la protonacién de las citosinas de la cadena Hoogsteen,
y por tanto, la estabilidad de la triple aumenta como resultado del mayor numero
de triadas C*-G:C formadas. En estas condiciones es ldgico pensar que el efecto
estabilizante de la interaccion de los grupos guanidino pierda peso en la

estabilizacion del complejo.

136



Capitulo 3. Estudio de dobles y triples hélices que contienen la unidad "UgT

i)

iv)

A pH=6,0 la estabilidad de las triples hélices modificadas practicamente se
iguala, siendo 14E2 la mas estable. En estas condiciones, la estabilizacion
provocada por el grupo guanidino sigue siendo importante, situandose en
ATm=5-6°C con respecto a la triple hélice no modificada.

La introduccion de la subunidad ™UgT produce por tanto la estabilizacion de la
triple hélice, siendo maxima a pH=7,0, condiciones en que la triple hélice no
modificada practicamente no se forma, y cuando la modificacion se sitia en el
extremo 3’ (Fig. 3.16, A)). Por los datos de que se dispone, esta estabilizacidon
cabe atribuirla a la interaccién electrostética favorable del grupo guanidino con
los fosfatos, que disminuye al disminuir el pH, ya que en medios acidos la triple
hélice esta perfectamente formada. Con independencia del efecto estabilizante,
la subunidad ™UgT produce una distorsion estructural de la triple hélice, que se
manifiesta en los menores porcentaje de AA con respecto a la no modificada a
pH=6,5 y 6,0 (Fig. 3.16, B)). La distorsion es menor en un extremo de la

secuencia que en una posicion central.

Figura 3.16 Variacion en funcion del pH de los valores de A) Tm; y

B) AA obtenidos de las curvas de fusion de triples hélices
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6. Resumen de los resultados obtenidos

Los resultados obtenidos en los experimentos de hibridacién, aunque preliminares,
permiten deducir algunas pautas sobre el efecto de introducir subunidades morfolino-amidina
(™UgT) en la estabilidad de dobles y triples hélices. Se concluye que una sola guanidina no es
suficiente para estabilizar una doble hélice de DNA. Si la modificacion se sitla en un extremo
de una de las cadenas hibridadas, la estabilidad es practicamente idéntica a la no modificada
pero el efecto es claramente desestabilizante si se modifica una posicién central. No
obstante, la introducciéon de las subunidades guanidino aumenta la estabilidad quimica y
enzimatica de las cadenas oligonucleotidicas. Cabe recordar que ambas son propiedades
deseables en cualquiera de las aplicaciones de los oligonucledtidos, ya sea en la deteccidon de
secuencias bioldgicamente relevantes y en el diagndstico médico, en el cribado de bibliotecas

quimicas mediante arrays de DNA o en la construccidon de nanoestructuras.

Como ya se habia visto en los numerosos estudios de hibridacién con
oligonucledtidos guanidino, la introduccidn de las subunidades morfolino-amidina produce
una estabilizacion significativa de las triples hélices. Con una sola subunidad guanidino, se
observa la formacion de triples hélices estables a pH neutro, condiciones en que la triple
hélice no modificada no se forma. No obstante, el efecto de estabilizacion depende del pH
(disminuye con el aumento de pH) y de la posicion modificada en la secuencia
oligonucleotidica. A la vista de algunos de los resultados, la subunidad morfolino-amidina
puede producir una cierta distorsion estructural en las dobles y triples hélices. Esto explica
que la mayor estabilizacién se consiga modificando el extremo de unas de las cadenas. No
obstante, la limitacidon se convierte en ventaja ya que es mucho mas facil llevar a cabo la
sintesis quimica de tramos modificados en los extremos que introduciendo modificaciones en
una zona central de la secuencia. En determinadas aplicaciones, como los oligonucledtidos
antisentido o en RNA de interferencia, resulta conveniente precisamente que las
modificaciones quimicas se sitlen sélo en los extremos para evitar la disminucion de la
actividad. Ademas, la previsible mayor estabilidad en condiciones fisioldgicas de las triples
hélices asi modificadas permitiria abordar determinadas aplicaciones hasta el momento
prohibitivas.

Aunque aun no suficientemente optimizada, la sintesis de los oligonucleédtidos
modificados en fase sélida permite facilitar notablemente su obtencién, en especial, si se
compara con la de los analogos guanidino previamente descritos por T. C. Bruice. De modo
paralelo a lo aqui expuesto, también se ha estado trabajando en la sintesis de
oligonucleétidos que contienen un tramo de unidades morfolino-amidina, adaptando la
metodologia en fase sdlida aqui descrita. El objetivo seria poder obtener oligonucleétidos
parcial o totalmente modificados. Posiblemente, entre diversas posibles aplicaciones, los
oligonucleétidos formados por subunidades morfolino-amidina podrian mejorar las
propiedades de internacion celular de los analogos morfolino, los cuales deben conjugarse a
péptidos policatidonicos para mostrar una buena actividad bioldgica.
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En la presente Tesis Doctoral se han ensayado diferentes metodologias para la
obtencion de un nuevo analogo oligonucleotidico con unidades catidnicas en su esqueleto,
formadas por morfolinonucledsidos que se unen mediante enlaces guanidino (morfolino-
amidinas). Mediante la metodologia asi desarrollada, se han conseguido preparar dos
oligonucleétidos que contienen una unidad morfolino-amidina en el extremo 3’ y en una
posicion central de la cadena y se han estudiado sus propiedades de hibridacion mediante

curvas de fusion.

La sintesis de los oligonucledtidos que contienen la unidad morfolino-amidina se ha
ensayado mediante dos rutas. La primera consiste en sintetizar la unidad dinucleosidica
morfolino-amidina, para luego, convenientemente funcionalizada como derivado
fosforamidito, actuar como sintén de la sintesis de oligonucledtidos. La segunda estrategia
ensayada se basa en la formacion del enlace guanidino en fase sélida por acoplamiento entre

el derivado tiourea de un morfolinonucledsido y un aminonucledsido anclado a resina.

Por lo que respecta a la primera estrategia, para preparar la subunidad dinucleosidica
morfolino-amidina, se ensayaron diversos métodos de formacién de guanidina. La eleccién
de la metodologia se realizé preparando un derivado modelo, por condensacién de un
derivado tiourea de morfolina y 5-amino-2’,5’-didesoxitimidina. Los ensayos concluyeron
gue la mejor opcidn consistia en preparar un intermedio activado de la tiourea por reaccion
con el reactivo de Sanger, que por reaccion con el aminonucledsido daba lugar a la formacién
de la guanidina. En estos ensayos, también se estudiaron diversos grupos para proteger el
grupo guanidino, resultando ser la mejor opcidn el grupo aliloxicarbonilo, ya que se podia
eliminar cuantitativamente en condiciones compatibles con la estabilidad de los

oligonucléotidos mediante la catdlisis de paladio.

Concluidos los ensayos, esta metodologia se empledé en la sintesis de un dimero
guanidino de morfolinouridina y aminodesoxitimidina, que convenientemente funcionalizado
como derivado fosforamidito, se empleé para preparar el pentdmero >T(™UgaioT)TC, con
rendimientos de incorporacion que no superaban el 78%, valor bastante inferior a lo
considerado o6ptimo para llevar a cabo una sintesis habitual. La baja incorporacion del
dinucledsido se puede atribuir a efectos estéricos del propio dinucledsido que dificultan la
reaccion de formacion del enlace fosfito, que a la vez facilita la reacciéon de hidrodlisis que
compite con la de acoplamiento. Por tanto, se optd por evaluar una metodologia sintética
alternativa que no precisara de la preparacién previa de la unidad dinucleosidica. También se
observé que en la etapa de eliminacion del grupo aliloxicarbonilo, que se realizaba sobre fase
solida, daba lugar, ademas del producto deseado, a una reaccidn secundaria de N-alilacion

de guanidina.

Por lo que respecta a la segunda ruta, para llevar a cabo la sintesis de guanidinas en

fase solida, se ensayaron nuevamente diversos procedimientos. Inicialmente se ensayé la
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metodologia ya ensayada en disolucién, pero la pre-activacion de la tiourea derivada de
morfolinouridina con el reactivo de Sanger, para luego llevar a cabo el anclaje sobre 5'-
amino-2’,5’-didesoxitimidina anclada a la resina, en ninguno de los casos logrdé superar el
40% de incorporacion. Como alternativa se decidié ensayar la activacion in situ del derivado
tiourea. Se obtuvieron los mejores resultados empleando el reactivo de Mukaiyama,
obteniéndose un porcentaje de incorporacion alrededor del 70%. El analisis de los crudos de
reaccion indicaba que en todos los casos se formaba el producto esperado y un producto
secundario de la reaccién entre el reactivo de Mukaiyama y el 5’-aminonucledsido anclado al
soporte. Posteriormente, se comprobd que esta reaccidon secundaria podia ser minimizada
mezclando previamente el derivado tiourea y el reactivo de Mukaiyama, para luego tratar la

resina con esta solucion.

Posteriormente, se ensayd la eliminacion del grupo Alloc en fase sélida sobre
MUganocy T-succinilsarcosinil-resina. Se ensayaron diferentes tratamientos para conseguir una
eliminacién cuantitativa y minimizar la reaccion secundaria de alilacion del grupo guanidino.
Por los ensayos realizados, se comprobé que se minimizaba la reaccién secundaria

empleando una concentracién elevada de capturador.

Mediante la metodologia asi desarrollada, se sintetizaron dos oligonucleétidos
polipirimidinicos 14mer, que contenian una unidad morfolino-amidina (™Ugaioc)T), €l primero
en el extremo 3’ de la cadena (14E1), y el segundo en una posicion central (14E2). En estos
casos se observd que para poder eliminar el grupo Alloc era necesario realizar mas de un

tratamiento con paladio para conseguir una eliminacién cuantitativa.

Los oligonucleétidos asi sintetizados se emplearon en los experimentos de formacién
de dobles y triples hélices, con el fin de explorar de forma preliminar las propiedades de
hibridacién de los oligonucleétidos que contienen unidades de morfolino-amidina. Los
resultados obtenidos en los experimentos de hibridacién, aunque preliminares, permiten
deducir algunas pautas sobre el efecto de introducir subunidades morfolino-amidina (™UgT)
en la estabilidad de dobles y triples hélices. Se concluye que una sola guanidina no es
suficiente para estabilizar una doble hélice de DNA. Si la modificacion se sitla en un extremo
de una de las cadenas hibridadas, la estabilidad es practicamente idéntica a la no modificada
pero el efecto es claramente desestabilizante si se modifica una posicién central. No
obstante, la introducciéon de las subunidades guanidino aumenta la estabilidad quimica y
enzimatica de las cadenas oligonucleotidicas. Con una sola subunidad guanidino, se observa
la formacion de triples hélices estables a pH neutro, condiciones en que la triple hélice no
modificada no se forma. No obstante, el efecto de estabilizacién depende del pH (disminuye
con el aumento de pH) y de la posicidn modificada en la secuencia oligonucleotidica. A la
vista de algunos de los resultados, la subunidad morfolino-amidina puede producir una cierta
distorsion estructural en las dobles y triples hélices, ya que la mayor estabilizacién se

consigue modificando el extremo de unas de las cadenas.
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A. Disolventes y disoluciones tampon

A.1 Disolventes

AcOEt anhidro: se guarda sobre piedras de CaH, y bajo atmdsfera de argén.

ACN anhidro: se destila ACN calidad HPLC sobre CaH, en polvo y se guarda sobre
piedras de CaH, bajo atmdsfera de argén.

Agua calidad Millipore: se hace circular agua desionizada a través de un sistema

Milli-Q Plus hasta que presenta una resistividad superior a 18,2 Q'.cm™®,

DCM anhidro: se destila sobre CaH, en polvo y se guarda sobre piedras de CaH, y
bajo atmdsfera de argon. Si se va a emplear para disolver un producto labil a acidos, como
los productos protegidos con DMT o MMT, antes de destilarlo se neutraliza eluyéndolo por

una columna de alimina basica.
DIEA anhidra: se guarda sobre piedras de CaH, y bajo atmdsfera de argén.

DMF anhidra: se vierte sobre tamiz molecular activado de 4 A. Antes de utilizarla se

burbujea enérgicamente con nitrégeno para eliminar las impurezas volatiles.

Piridina anhidra: se destila sobre ninhidrina y se guarda sobre piedras de CaH, y
bajo atmodsfera de argdn.

TEA anhidra: se destila sobre CaH, en polvo y anhidrido benzoico. Se guarda sobre

lentejas de KOH bajo atmédsfera de argén.

THF anhidro: se destila sobre sodio en presencia de benzofenona. Se guarda sobre

piedras de CaH, y bajo atmdsfera de argon.

A.2 Preparacion de disoluciones tampoén

A.2.1 Acetato de amonio (AcONH,), 2M, pH=7,0

Se disuelven 71 g de acetato de amonio en 400 mL de agua calidad Milli-Q, se ajusta
el pH a 7 (con acido acético glacial o con una soluciéon acuosa de NHs al 33% segun sea el
caso) y se enrasa a 500 mL. La disolucidn final se filtra a través de un filtro de nylon con un

tamafio de poro de 0,45 um y se guarda en la nevera.

A.2.2 Acetato de trietilamonio (AcOTEA), 2M, pH=7,0

Se mezclan 140 mL de TEA, 58 mL de AcOH glacial y 250 mL de agua calidad Milli-Q
agitando vigorosamente. Una vez se ha enfriado la disolucién se ajusta el pH a 7 (con TEA o

acido acético glacial segun sea el caso) y se enrasa el volumen a 500 mL con agua calidad
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Milli-Q. La disolucidn final se filtra a través de un filtro de nylon de 0,45 um de tamafio de

poro y se guarda en la nevera.

A.2.3 Tris-HCIl, 0,1 M, pH=8,0

Para preparar 100 mL de esta solucién tampoén se disuelven 1,21 g de Tris-HCI en
80-90 mL de agua calidad Milli-Q, se ajusta el pH con HCl y se enrasa a 100 mL en un

matraz aforado.

A.2.4 NaH,PO,/Na,HPO,, 0,1 M, pH=7,0, 6,5y 6,0

Para preparar la solucién tampdn de fosfato a pH=7,0 se mezclan 30,5 mL de una
solucién acuosa 0,2 M de NaH,PO4y 19,5 mL de una solucion acuosa 0,2 M de Na,HPO,. Se
ajusta el pH (con la soluciéon de NaH,PO, o de Na,HPO, segun sea necesario), y se enrasa a
100 mL en un matraz aforado.

Para preparar la solucién tampdn de fosfato a pH=6,5 se mezclan 41,5 mL de una
solucion acuosa 0,2 M de NaH,PO, y 8,5 mL de una solucién acuosa 0,2 M de Na,HPO,. Se
ajusta el pH (con la soluciéon de NaH,PO, o de Na,HPO, segln sea necesario), y se enrasa a
100 mL en un matraz aforado.

Para preparar la solucion tampodn de fosfato a pH=6,0 se mezclan 47,0 mL de una
solucion acuosa 0,2 M de NaH,PO, y 3,0 mL de una solucién acuosa 0,2 M de Na,HPOQO,. Se
ajusta el pH (con la soluciéon de NaH,PO, o de Na,HPO, segln sea necesario), y se enrasa a
100 mL en un matraz aforado.

B. Instrumentacion y técnicas generales

B.1 Técnicas espectroscoépicas

Los espectros de resonancia magnética nuclear de H y !3C se han realizado en
equipos Gemini-200 MHz y Mercury-400 MHz y los espectros de P se registraron en un
equipo Varian Unity-300 MHz de la Unitat d'RMN d’Alt Camp de los Servicios Cientifico-
Técnicos de la UB. Los valores de desplazamiento quimico (8) en los espectros de H y 3C se
expresan en ppm respecto a la sefial de protén y carbono del tetrametilsilano. (=0 ppm). En
los espectros de 3!P se indica el desplazamiento quimico en ppm respecto a una referencia
externa de H3PO, (85%, 8=0 ppm). En este caso, los espectros se registraron introduciendo
un capilar de vidrio cerrado que contiene la referencia dentro del tubo que contiene la

muestra.

Los espectros de absorcién de Ultravioleta-Visible (UV-vis) se han registrado en
espectrofotémetros Perkin-Elmer Lambda 5 y Jasco V-550, provisto de un Pelltier ETC-505T
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(Jasco) como controlador de la temperatura. Las cubetas utilizadas son de cuarzo con un
camino oOptico de 1 cm y una capacidad de 1,5 mL.

Los espectros de infrarrojo (IR) se han adquirido en un espectrofotometro Nicolet
510 FT-IR.

B.2 Espectrometria de masas

Los espectros de masas se han realizado en el Servicio de Espectrometria de masas
de la Facultad de Quimica. Los espectros obtenidos mediante las técnicas de ionizacion en
electrospray (ES) y por bombardeo de atomos rapidos (FAB) se han realizado en un equipo
VG-Quattro (Fison Instruments), utilizando un voltaje capilar de 3.5 kV y 10kV,

respectivamente.

Los espectros adquiridos mediante la técnica de desorcion idnica por |aser asistida por
matriz y deteccién de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) se han registrado en un equipo de
Perseptive Biosystems Voyager DETMRP, con un ldser de N, de 337 nm y pulsos de 3 ns, y se
han empleado las siguientes matrices: acido a-ciano-4-hidroxicinamico (ACH) (10mg/mL en
ACN/H,0 1:1), 9-nitroantraceno (10 mg/mL en ACN) y 2,4,6-trihidroxiacetofenona (THAP)
(10mg/mL en ACN/H,0O 1:1), y en los casos que ha sido necesario se ha empleado la co-
matriz citrato amoénico (CA) (50 mg/ml H,0).

La preparaciéon de las muestras depende de su naturaleza Por lo que respecta a los
intermedios de sintesis de nucledsidos la matriz se prepara de la siguiente manera: a 1 ul de
una solucion del compuesto en ACN/H,O 1:1 (10-50 pmol/uL) se anade 1 uL de ACH, se
homogeneiza y se deposita 1 uL de la mezcla sobre la placa. Antes de realizar las medidas se
deja evaporar el disolvente. Si el producto no es estable en agua, se utiliza como disolvente
ACN y como matriz 9-nitroantraceno. Si la muestra a analizar se trata de un oligonucleétido,
ésta se disuelve en ACN/H,0 1:1 (10-50 pmol/uL), se toma 1 uL y se mezcla con 1 ul de CA.
Se toma 1 uL y se afiade a 1 uL de THAP. Se homogeneiza y a continuacién se deposita 1 pL
de la mezcla sobre la placa. Antes de realizar las medidas se deja evaporar el disolvente. En
todos los casos la mezcla de muestra y matriz se deposita en una placa metalica “well plate”
provista de 100 posiciones y se deja secar antes de introducirla en el equipo para registrar el
espectro de masas.

B.3 Técnicas cromatograficas

B.3.1 Analisis por cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia en capa fina (CCF) se ha realizado sobre cromatofolios de gel de
silice con soporte de aluminio e indicador de fluorescencia a 254 nm (60 F, 0,2 mm, Merck).
Como fase moévil se han utilizado mezclas de DCM, MeOH, TEA y AcOEt en diferentes
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proporciones segln el compuesto analizado. Para el revelado se han empleado diferentes
procedimientos en funcidn del tipo de compuesto analizado.

¢ Revelado por UV (grupos aromaticos/cromoforos): el revelado de las capas finas se
ha realizado exponiendo la placa cromatografica directamente bajo una lampara de

ultravioleta a A=254 nm.

e Revelado de grupos protectores DMT y MMT: el revelado de los compuestos que
contienen los grupos protectores DMT y MMT se ha llevado a cabo sometiendo la
placa cromatografica a vapores acidos o bien calentando en una estufa a 55°C
durante 5 minutos. La coloracion naranja (DMT) o amarilla (MMT) indica la presencia

del cation tritilo.

e Revelado de azuUcares (deteccion del anillo de ribosa y 2'-desoxirribosa): para
preparar la solucion de revelado se afiaden 50 mL de acido acético glacial y 1,5 mL
de H,SO,; concentrado a 90 mL de EtOH. Finalmente se disuelven 0,5 g de
difenilamina. La placa cromatografica se moja con el revelador y se deja secar. A
continuacion se calienta en una estufa a 110°C durante 3 minutos. La presencia de
compuestos que contienen el anillo de ribosa o 2'-desoxirribosa se pone de

manifiesto por la aparicién de coloracién marrén oscuro.

e Revelado con ninhidrina (deteccion de grupos amino libres): se pulveriza la placa
cromatografica con una disolucion de ninhidrina (0,5% en acetona) y se calienta en
una estufa a 110°C durante 3 minutos. La presencia de grupos amino se pone de

manifiesto por la aparicién de coloracion violeta.

e Revelado con nitrato de plata (deteccidén de fosfinas): para preparar la soluciéon de
revelado se aflade 5 mg de nitrato de plata a 15 mL de etanol. La placa
cromatografica se moja con el revelador y se deja secar. A continuacién se calienta
en una estufa a 110°C durante 3 minutos. La presencia de compuestos que
contienen fésforo se pone de manifiesto por la aparicion de coloracién marrén

Oscuro.

B.3.2 Cromatografia en columna

La cromatografia en columna se ha realizado sobre gel de silice (Chromatogel 60 A&,
35-70 micrones, SDS). Se utilizan 60 g de silice por gramo de crudo a purificar. Los
eluyentes utilizados se indican en cada caso. Si el crudo es soluble en la fase mdvil éste se
aplica disuelto en ella. En caso contrario, se disuelve en un disolvente adecuado y se afade
la cantidad de silice necesaria (5 g de silice por cada gramo de crudo a purificar).
Posteriormente, se evapora el disolvente a sequedad y se procede a aplicar la carga sdlida

obtenida a la columna.
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La cromatografia liquida de elevada eficacia a escala analitica se ha realizado en tres
cromatdgrafos de las casas comerciales Shimadzu y Waters compuestos por:
e Shimadzu I: dos bombas LC-6A con un mezclador de alta presién, sistema de control
y programacion de gradiente SCL-6B, autoinyector SIL-6B, detector de UV-vis de
longitud de onda variable SPD-6A y registrador integrador Chromatopac C-R6A.

e Shimadzu II: dos bombas LC-10AS con un mezclador de alta presion, sistema de
control y programacion de gradiente SCL-6B, autoinyector SIL-9A, detector de UV-
vis de longitud de onda variable SPD-10A y registrador intregrador Chromatopac C-
R5A.

e Waters: cromatdgrafo compuesto por una unidad de Separations Module 2695 y un
detector PDA 2996.

En todos los casos se ha trabajado con columnas de cromatografia liquida en fase
reversa y siempre con el mismo tipo de columna, Kromasil C;g (Tracer) de 250x4 mm con
tamano de particula de 10 um. Los sistemas de elucion utilizados (flujo=1 mL/min) se han
basado en gradientes lineales de los eluyentes diferentes. Los eluyentes y gradientes
utilizados se especifican en cada caso. En todos los casos la deteccion se ha realizado a
A=260 nm. Para evitar obstrucciones en el equipo de HPLC, antes de inyectar las muestras

éstas se filtran a través de un filtro de nylon de tamafio de poro de 0,45 um.

B.3.4 Purificaciéon por cromatografia de elevada eficacia a escala semipreparativa

Se ha llevado a cabo en los mismos cromatografos en los que se han realizado los
analisis, aunque se ha adaptado para poder llevar a cabo la purificacion. En este caso las
columnas empleadas son Kromasil Cig (Tracer) de 250x10 mm y de 10 um de tamafio de

particula y se ha trabajado con un flujo de 3 mL/min.

C. Sintesis de oligonucleétidos en fase sdlida

C.1 Calculo de la funcionalizaciéon de una resina

C.1.1 Fmoc-resinas

En una jeringa de polipropileno de 2 mL equipada con un disco filtrante de
polipropileno se pesa una alicuota de 7-10 mg de resina y se trata con 0,3 mL de una
solucién de piperidina en DMF al 20% durante 1 minuto (x3). La solucién resultante se va
recogiendo en un matraz aforado de 10 mL. Una vez acabado el tratamiento para eliminar el
grupo protector se enrasa con DCM. A continuacién se registra la absorbancia entre 220 y

320 nm. El producto resultante de los tratamientos (N-9-fluorenilmetilpiperidina) tiene un
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maximo de absorbancia a 300 nm (¢=7800 M *cm™). La disolucién de referencia contiene las
mismas cantidades de DCM, piperidina y DMF (0,9 mL de la solucién de piperidina en DMF al
20% y 9,1 mL de DCM). Mediante la siguiente ecuacién se calcula la funcionalizacion:

f(umol/g)=(Az00 X V X 10°)/(e300 X | X M)

donde A es la absorbancia a 300 nm, V es el volumen del matraz aforado (10 mL), €
es el coeficiente de absortividad molar a 300 nm (Mlcm™), I es el paso de luz a través de la

cubeta (1 cm) y m es la cantidad de resina depositada (mg).

C.1.2 MMT-resinas

En una jeringa de polipropileno de 2 mL equipada con un disco filtrante de
polipropileno se pesa una alicuota de 7-10 mg de resina y se trata con 0,5 mL de una
solucién de acido tricloroacético (TCA) al 3% en diclorometano durante 3 minutos (x3). A
continuacion se lavan las muestras con 1 mL DCM (x3). Los filtrados se recogen en un baldén
y se elimina el disolvente en el rotavapor. El residuo obtenido se redisuelve en una solucion
de EtOH/HCIO, 2:3 y se transfiere a un matraz aforado de 25 mL. Se calcula la
funcionalizacion midiendo la absorbancia a 473 nm, correspondiente al cation 4-

monometoxitritilo (e=53000 M'cm™) segln la siguiente ecuacidn:
f(umol/g)=(As73 X V X 10°)/(e473 X | x M)

donde A es la absorbancia a 473 nm, V es el volumen del matraz aforado (25 mL), ¢
es el coeficiente de absortividad molar a 473 nm (M'cm™), | es el paso de luz a través de la
cubeta (1 cm) y m es la cantidad de resina depositada (mg).

C.1.3 DMT-resinas

Para determinar la funcionalizacidon se trata la resina resultante con 1 mL de una
solucién de acido tricloroacético (TCA) al 3% en diclorometano durante 3 minutos (x3). A
continuacion se lavan las muestras con 1 mL de DCM (x3). Los filtrados se recogen en un
balén y se elimina el disolvente en el rotavapor. El residuo obtenido se redisuelve en una
solucién de EtOH/HCIO4 2:3 y se transfiere a un matraz aforado de 50 mL. Se calcula el
porcentaje de acoplamiento midiendo la absorbancia a 498 nm, correspondiente al cation
4,4'-dimetoxitritilo (e=71700 Mtcm™) segln la siguiente ecuancién:

f(umol/g)=(Ases X V X 10°)/(e49s X | x M)

donde A es la absorbancia a 498 nm, V es el volumen del matraz aforado (50 mL), €
es el coeficiente de absortividad molar a 498 nm (Mlcm™), I es el paso de luz a través de la

cubeta (1 cm) y m es la cantidad de resina depositada (mg).
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C.2 Instrumentacion y reactivos generales

La sintesis de oligonucledtidos se ha realizado en tres sintetizadores diferentes de
Applied Biosystems (modelo 308B, PCR-MATE y Expedite™) seglin el método del fosfito-
triéster implementado en cada sintetizador. Los reactores son cartuchos de Applied
Biosystems que contienen el soporte sélido (CPG), con el primer nucledsido anclado al
soporte por el extremo 3’ mediante un enlace succinilo y con una funcionalizacion
aproximada de 40 umol/g (Glenn Research o Applied Biosystems). Los reactivos y las

soluciones utilizadas en cada tipo de sintetizador se resumen en la Tabla I.

Tabla I Reactivos y soluciones utilizados en sintesis de oligonucleétidos

308B/PCR-MATE Expedite™

fosforamidito 0,1 M en ACN 0,05 M en ACN

1H-tetrazol 0,45 M en ACN 0,45 M en ACN
oxidante ‘BUOOH 1M en DCM I, 0,05 M en THF/H,0/piridina

e .. Ac,0O/Iutidina/THF 1:1:8 Ac,0O/Iutidina/THF 1:1:8
acetilacion

1-metilimidazol 6,5% en THF 1-metilimidazol 6,5% en THF

eliminacion DMT TCA 3% en DCM TCA 3% en DCM

Los derivados 3'-O-(2-cianoetil)-N,N-diisopropilaminofosforamidito de los 5’-O-(4,4’-
dimetoxitritil)desoxirribonucleésidos (DMT-dA®?, DMT-dG®!, DMT-dT, DMTdC®?) han sido
suministrados por Glenn Research. La solucidon de activante (1H-tetrazol sublimado 0,5 M en
acetonitrilo) fue proporcionada por Glenn Research. Las soluciones de acetilacion
(Ac,0O/lutidina/THF 1:1:8 y 1-metilimidazol 6.5 % en THF) y de desproteccidon (TCA 3% en
DCM) se han adquirido de Applied Biosystems, Cruachem o Glenn Research. La solucién de
agente oxidante (*BuOOH 5-6 M en tolueno) fue proporcionado por Fluka y la de yodo fue

proporcionada por Glenn Research.

Todo el material a utilizar se seca a 110°C y al utilizarlo se deja atemperar en un
desecador. Los fosforamiditos utilizados se pesan el dia anterior, se secan en los respectivos
viales en un desecador durante 1 hora y se dejan toda la noche en el desecador. El
acetonitrilo anhidro utilizado para disolver los fosforamiditos es de origen comercial

adecuado para la sintesis de oligonucleotidos (J. T. Baker).

C.3 Calculo de la eficiencia de acoplamiento y rendimiento global en la

sintesis automatica

En los sintetizadores Applied Biosystems 308B y PCR-MATE, los rendimientos
individuales de cada acoplamiento se determinan por comparacion de las medidas de
absorbancia de las disoluciones obtenidas en la etapa de eliminaciéon del grupo protector
DMT. Para que la medida de absorbancia sea adecuada se diluyen con una disolucién de

acido p-toluensulfénico 0,1 M en ACN (19 g de acido p-toluensulfénico monohidrato en 1 L de
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ACN). Se adiciona la solucion de acido p-toluensulfénico a las disoluciones que provienen del
sintetizador hasta llegar a un volumen total aproximado de 25 mL para cada fraccion a
analizar. La medida de absorbancia se realiza a 498 nm y el rendimiento se calcula mediante
la expresion:

R(%) = (An/An-1) x 100

siendo