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RESUMEN (en espaiiol)

Los oligonucledtidos terapéuticos son pequefios fragmentos de acido nucleico (ADN o ARN)
capaces de unirse especificamente al ARN y modular su funcién. Esta capacidad abre la
posibilidad de utilizarlos como farmacos por medio de diversos mecanismos de accion. Estos
farmacos han sido objeto de investigacion durante varias décadas y se han utilizado para tratar
enfermedades raras y comunes.

La sintesis quimica de oligonucledtidos se lleva a cabo en el laboratorio, habitualmente,
mediante sintesis en fase sdlida, utilizando como fragmentos de construcciéon fosforamiditos
protegidos de nucledsidos naturales o quimicamente modificados. Los factores limitantes de la
eficacia del proceso son: la obtencién de rendimientos bajos en alguna de las etapas, la
aparicion de reacciones secundarias indeseadas y las caracteristicas fisicoquimicas de la
resina soporte empleada, de las cuales dependen factores tan cruciales como su capacidad de
carga, entre otros.

Esta Tesis Doctoral esta dividida en dos capitulos, en cada uno de los cuales se aborda el
estudio de diferentes aspectos en la sintesis de oligonucleétidos desde una perspectiva
sintética y estructural, mostrando en algun caso sus propiedades bioldgicas.

El primer capitulo esta relacionado con el desarrollo de soportes sdlidos altamente eficientes
y econoémicos, que sigue siendo un importante desafio en el campo de la sintesis en fase sdlida
de acidos nucleicos. Dado que los actuales soportes comerciales son muy costosos, las
nuevas resinas Core-Shell se presentan como una alternativa interesante. Estas resinas,
constituidas por granulos poliméricos de tipo nucleo-carcasa en las que los grupos funcionales
aparecen distribuidos en la superficie exterior, evitan los problemas de difusion de las resinas
convencionales de tipo vidrio de poro controlado (CPG) o poliestireno (PS), ofreciendo asi una
mayor accesibilidad tanto para disolventes como para reactivos. Hasta ahora, este tipo de
resinas soélo habian sido utilizadas en la sintesis de péptidos y se carecia de una evaluacién de
las mismas en la sintesis de oligonucleétidos.

Se estudio la utilizacion de dos resinas Core-Shell de tipo PS-PEG denominadas PEG024 y
PEGO029 en la preparacion de manera manual de varios dimeros, trimeros y tetrameros. Tras
encontrar las condiciones optimas, se llevd a cabo la sintesis automatizada de oligonucleétidos
de secuencia mas larga, tales como el aptamero 16-mer TBA (Trombin Binding Aptamer) y el
fosforotioato antisentido R-Las (Renilla Luciferase Antisense). Los resultados obtenidos
permitieron demostrar la aplicabilidad de las resinas Core-Shell para la preparacién de
oligonucledtidos en fase sélida. El estudio se completdé mediante la sintesis de fragmentos
protegidos de ADN, asi como de ciertos conjugados lipidicos y acidos nucleicos ricos en
guanina capaces de conformar estructuras de tipo G-cuadruplex.

En el segundo capitulo, se describen las sintesis y el estudio comparativo de las propiedades
de oligonucleotidos G-cuadruplexes que contienen L-nucledsidos (-U) en el extremo 3’ y grupos
OMe u OMOE en la posicion 2'.

Un G-cuadruplex es una estructura tridimensional constituida por cuatro hebras de ADN, que
se forma al unirse cuatro oligonucleétidos ricos en guanina mediante puentes de hidrogeno de
tipo Hoogsteen. La unién de cuatro guaninas forma una superficie o unidad plana denominada
tétrada.

En primer lugar, se sintetizaron los oligonucleétidos en un sintetizador automatico utilizando
una resina CPG como soporte sélido. A continuacién, se llevd a cabo la formacién de las
estructuras G-cuadruplex mediante tratamiento térmico de las muestras y posterior enfriamiento
utilizando dos tipos de buffers (Na* y K*). Los ensayos realizados para los estudios de
estabilidad (dicroismo circular, calculo de Tm, degradacién enzimatica con fosfodiesterasas y
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electroforesis de tipo PAGE) determinaron que las modificaciones introducidas proporcionaron
una gran estabilidad a las estructuras G-cuadruplexes formadas.

Parte de los resultados obtenidos a lo largo de esta Tesis Doctoral han sido publicados en el
siguiente articulo:

“Synthesis of 2-O-Methyl/2’-O-MOE L-Nucleoside Derivatives and Their Applications:
Preparation of G-Quadruplexes, Their Characterization, and Stability Studies.” V. Martin-Nieves,
L.-M. Menéndez-Méndez, C. Fabrega, S. Fernandez, Y. S. Sanghvi, M. Ferrero, R. Eritja. ACS
Omega, 2023, 8, 44893-44904.

RESUMEN (en Inglés)

Therapeutic oligonucleotides are small fragments of nucleic acid (DNA or RNA) capable of
specifically binding to RNA and modulating its function. This ability opens the possibility of using
them as drugs through a variety of mechanisms of action. These drugs have been the subject of
research for several decades and have been used to treat rare and common diseases.

Chemical synthesis of oligonucleotides is usually carried out in the laboratory by solid-phase
synthesis using natural or chemically modified nucleoside-protected phosphoramidites as
building blocks. The limiting factors for the efficiency of the process are: low yields in some of
the steps, undesired side reactions, and the physicochemical characteristics of the support resin
used, on which crucial factors such as its loading capacity, among others, depend.

This Doctoral Thesis is divided into two chapters, each of which deals with the study of
different aspects of oligonucleotide synthesis from a synthetic and structural perspective,
showing in some cases their biological properties.

The first chapter is related to the development of highly efficient and cost-effective solid
supports, which remains a major challenge in the field of solid-phase synthesis of nucleic acids.
As the current commercial supports are very expensive, the new Core-Shell resins present
themselves as an interesting alternative. These resins, consisting of polymeric granules in
which the functional groups are distributed on the outer surface, avoid the diffusion problems of
conventional controlled pore glass (CPG) or polystyrene (PS) resins, thus offering greater
accessibility for both solvents and reagents. Until now, these types of resins have only been
used in peptide synthesis and there was a lack of evaluation of these resins in oligonucleotide
synthesis.

The use of two PS-PEG-type Core-Shell resins, named PEG024 and PEG029, was studied in
the manual preparation of several dimers, trimers, and tetramers. After finding the optimal
conditions, automated synthesis of longer sequence oligonucleotides, such as the 16-mer TBA
(Trombin Binding Aptamer) and the antisense phosphorothioate R-Las (Renilla Luciferase
Antisense), was carried out. The results obtained demonstrated the applicability of these Core-
Shell resins for the preparation of solid-phase oligonucleotides. The study was completed by the
synthesis of protected DNA fragments, as well as certain lipid conjugates and guanine-rich
nucleic acids capable of forming G-quadruplex structures.

In the second chapter, the synthesis and comparative study of the properties of G-quadruplex
oligonucleotides containing L-nucleosides (*U) at the 3'-end and OMe or OMOE groups at the
2'-position are described.

A G-quadruplex is a three-dimensional structure consisting of four strands of DNA, which is
formed when four guanine-rich oligonucleotides are joined together by Hoogsteen-type
hydrogen bridges. The joining of four guanines forms a flat surface unit called a tetrad.

First, oligonucleotides were synthesized in an automatic synthesizer using a CPG resin as a
solid support. Then, the formation of the G-quadruplex structures was carried out by heat
treatment of the samples and subsequent cooling using two types of buffers (Na® and K*). The
tests performed for stability studies (circular dichroism, Tm calculation, enzymatic degradation
with phosphodiesterases, and PAGE-type electrophoresis) determined that the modifications
introduced provided high stability to the G-quadruplex structures formed.

Part of the results obtained throughout this doctoral thesis have been published in the
following article:

“Synthesis of 2-O-Methyl/2’-O-MOE L-Nucleoside Derivatives and Their Applications:
Preparation of G-Quadruplexes, Their Characterization, and Stability Studies.” V. Martin-Nieves,
L.-M. Menéndez-Méndez, C. Fabrega, S. Fernandez, Y. S. Sanghvi, M. Ferrero, R. Eritja. ACS
Omega, 2023, 8, 44893-44904.
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“Everything should be made as simple as possible, but not
simpler”

Albert Einstein

“If you want to break new ground in science, you have to walk the
path alone”

Gobind Khorana

“Quise ser como tu yeres: foces, picos, mar y vientu.
Quise ser como tu yeres borrina, llume y formientu...”

Nuberu

“Aunque mis ojos ya no puedan ver ese puro destello,
que en mi juventud me deslumbraba.
Aunque ya nada pueda devolver
la hora del esplendor en la hierba de la gloria en las flores,
no hay que afligirse.
Porque la belleza siempre subsiste en el recuerdo...”

William Wordsworth






Ojala mi mano no tiemble al recordar con emocion, desde la perspectiva
y la nostalgia que otorga el tiempo transcurrido, aquellos lejanos dias de
juventud cuando, en la primavera de la vida, comenzaba mis estudios
universitarios en la Facultad de Quimica de la Universidad de Oviedo. Un
edificio al que me gustaba llamar “La Madraza” debido a que, en aquella
época, amenizaba mis horas de lectura y asueto una estupenda novela de
Noah Gordon titulada “El Médico” y que, por analogia comparativa, hacia
que mi imaginacion identificase por igual ambos lugares.

Aunque mi vocacion infantil habia sido, ya desde temprana edad, la
medicina, cuando llego la hora de comenzar mis estudios universitarios, el
devenir y las circunstancias de la vida encaminaron mis pasos a
matricularme en la carrera de Ciencias Quimicas, una opcion que hasta
entonces no habia barajado de manera fehaciente.

Durante todo el tiempo que dur6é mi formacion en esta disciplina, pude
descubrir las diferentes areas de conocimiento que la conforman, para
finalmente, ya en los ultimos cursos, decantarme por la especialidad de
Quimica Orgénica.

Si bien es cierto que, en una carrera tan multidisciplinar y versatil como
ésta, todas las ramas son intrinsecamente necesarias y complementarias,
era el estudio de los compuestos de carbono, asi como su presencia y
funcién en la Naturaleza, lo que mas llamaba mi atencidon por aquellos
tiempos. Recuerdo con nostalgia, como me fascinaban aquellos dibujos y
esquemas que, con tan sélo unos pocos y sencillos trazos, materializaban
en el papel complicadisimos e impronunciables nombres, haciendo mas
accesible al entendimiento la nomenclatura de las diferentes moléculas, asi
como sus reacciones, procesos y transformaciones espaciales. También
recuerdo con verdadero deleite como me apasionaba el trabajo en el
laboratorio, sintetizando nuevos compuestos y profundizando en el
“como” y “por qué” a través del estudio de los diferentes mecanismos de
reaccion (a veces casi imposibles) que permitian comprender de manera
racional la causa por la que unas veces, en el matraz, la sustancia obtenida
presentaba un desagradable aspecto ocre y otras veces (las menos) lucia
vivos y espléndidos colores.



A pesar de todo, cuando mi etapa formativa toc6 a su fin, curiosamente,
lo Gltimo que queria, era proseguir mis estudios haciendo un doctorado,
quizas por mi excesiva juventud y espiritu inquieto, mis motivaciones iban
mas encaminadas a experimentar cosas novedosas, conocer otros lugares,
otras formas de trabajo, otros sectores... en lugar de seguir durante mas
afios viviendo en la misma rutina de la facultad. Asi que, enseguida me
inserté en el mercado laboral trabajando en aspectos tan dispares como la
gestion de calidad o el medio ambiente para ciertas empresas.

Tras varios afos trabajando en el ambito burocratico, y algun tiempo
como técnico de laboratorio en industrias tan variadas como “Reny Picot”
0 “BASF”, un buen dia surgi6 la oportunidad de realizar una estancia en
un instituto de investigacion extranjero, y esto lo cambi6 todo...

Al principio, la idea parecia un tanto descabellada. Una estancia de seis
meses en el laboratorio de bioquimica de un instituto de investigacion en
Finlandia, en pleno invierno, no parecia que fuera a ser una experiencia
demasiado prometedora para un chaval de provincias que apenas habia
salido de su Asturias natal.

Pese a todo, (;,qué tenia que perder?), finalmente, acepté la oferta, cogi
el primer vuelo que salia hacia Helsinki y me lancé a la aventura. A dia de
hoy, y con la perspectiva que otorgan la madurez y el paso de los afios, he
de reconocer que fue una de las mejores decisiones que jamas haya
tomado.

El lugar de destino era el prestigioso Instituto de Investigacion Forestal
de Finlandia (antes “Métla” hoy “LuKe”) en su centro de Vaanta, donde,
bajo la supervision de la Dra. Taina Pennanen, comencé a trabajar en un
proyecto relacionado con la identificacion y separacion de fosfolipidos
acidos de membrana en muestras de suelos procedentes de bosques
boreales situados en las afueras de Helsingfors. Recuerdo que se trataba de
un proyecto relacionado con el estudio de micorrizas en determinados
suelos forestales susceptibles a ser repoblados con Piceas u otras especies
arbdreas mas apropiadas para determinadas latitudes.



Este era mi primer viaje al extranjero, y para un veinteafiero inexperto
en estas cuitas, esta experiencia supondria superar mas de un reto y no s6lo
en el ambito laboral.

Como es de suponer, durante las primeras semanas las cosas no fueron
demasiado faciles. La barrera cultural e idiomatica eran factores
importantes a tener en cuenta. Ademads, las condiciones econdémicas de la
beca eran irrisorias y como apenas podia permitirme afrontar los gastos de
alojamiento, fue la propia empresa quien me proporciono la vivienda: una
pequeia cabafia de madera en medio de un bosque perdido en mitad de la
nada, en un remoto lugar de la campifia finlandesa. Totalmente
incomunicado y alejado de la civilizacion, la Gnica opcidn de transporte
con la que contaba para recorrer los cuatro kilometros que me separaban
de mi centro de trabajo era una vieja bicicleta de segunda mano que me
permitié experimentar en mis propias carnes los rigores del crudo invierno
que asolaba aquellas lejanas tierras... (Quizas lo més sorprendente, es que
todo aquello no dejaba de recordarme a una de mis series televisivas
favoritas: “Northern Exposure” (Doctor en Alaska), que tantos éxitos
habia cosechado entre su minoritaria audiencia espafiola durante su
emision alla por los afios noventa, si la memoria no me falla...).

En el ambito laboral también me encontré importantes diferencias con
lo que conocia en Espafia, y he de decir que, para mi sorpresa, estas
diferencias fueron bastante positivas. Ya desde un principio, senti
verdadera admiracion por la forma de trabajar que tenian en aquel
laboratorio: orden y limpieza; dos palabras que resumian a la perfeccion la
jornada laboral en aquel lugar. Una forma de trabajar sistematica y
eficiente, tan necesaria en el &mbito de la investigacion, que fue unos de
los aspectos mas positivos que pude valorar durante aquella estancia.

Sin duda, esta experiencia marco un punto de inflexion en mi carrera,
pues a partir de ahi, comencé a considerar la posibilidad de iniciarme en el
mundo de la investigacion.

Estas primeras y efimeras sensaciones se fueron consolidando a
posteriori, cuando unos meses después de finalizar mi estancia en tierras



nordicas, fui contratado para trabajar en el departamento de “Terapias
Experimentales” del “Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas™ de
Madrid (CNIO) para realizar tareas de investigacion en el grupo de
“Quimica Médica” que, por aquel entonces, dirigian los prestigiosos Dres.
Paolo Pevarello y Guido Kurz.

Embarcado en un proyecto relacionado con la sintesis de compuestos
inhibidores de quinasas como agentes anticancerigenos, fue en esta etapa
donde mi vocacion investigadora iba tomando cuerpo y haciéndose poco a
poco realidad. Fue aqui donde, al trabajar en un grupo tan multidisciplinar
con nacionalidades tan diversas, descubri la gran importancia que tenia
dominar el inglés como idioma de comunicacion en el &mbito cientifico.

Partiendo de la base de que mi formacioén académica en el campo de los
idiomas habia sido predominantemente de indole francesa, no
desaproveché la oportunidad que me surgié para trabajar en el reconocido
“Centre for Synthesis and Chemical Biology” (CSCB) en Dublin, en un
proyecto (tutelado por los Dres. O’Shea y Tacke) relacionado con la
sintesis de nuevos complejos de titanio como posibles agentes
anticarcinogénicos. Durante el tiempo que dur6é mi estancia alli, ademas
de obtener resultados para realizar un Master en el “University College
Dublin” (UCD), pude perfeccionar mi nivel de inglés de manera
considerable, aspecto fundamental cuando uno trabaja en el campo de la
investigacion.

Desde un punto de vista quimico, en todos los proyectos en los que
habia estado trabajado hasta entonces, se abordaba la sintesis de
compuestos orgdnicos de manera convencional, es decir, utilizando
metodologias convencionales propias de la quimica en disolucion. Pero
fue a raiz de una pequefia estancia de un par de meses en el departamento
de Quimica Orgénica de la “Palaky University Olomouc” (Republica
Checa), donde tuve mi primer contacto con la quimica en fase sélida y
donde comencé a leer y conocer los trabajos del Prof. R. B. Merrifield en
este campo.



Alli, en un proyecto dirigido por el Dr. Jan Hlava¢, pude llevar a cabo
en el laboratorio mis primeras sintesis de compuestos orgéanicos en fase
solida. Una disciplina que apenas habia estudiado en la universidad y que
jamas habia abordado de manera practica en ningln trabajo previo en el
laboratorio. En aquella ocasion, fueron sintetizados compuestos organicos
heterociclicos nitrogenados sobre resinas de tipo Merrifield, con el
objetivo de confeccionar una serie de bibliotecas utilizando la quimica
organica combinatoria. Estos primeros escarceos en este campo abrieron
las puertas de mi interés hacia un drea intrinsecamente relacionada: la
sintesis de oligonucledtidos y sus derivados.

Pasado algun tiempo, comencé a trabajar para una empresa de
biotecnologia ubicada en el “Parque Tecnoldgico de la Salud (PTS)”, en
Granada, llamada “N-Life Therapeuthics”, que basaba su cartera de
negocio en la sintesis de oligonucledtidos modificados para su utilizacion
en terapias antisentido aplicables a nuevos tratamientos contra
enfermedades del sistema nervioso central (CNS diseases) tales como la
enfermedad de Parkinson o Huntington.

Al inicio, mi labor se centraba en tareas de sintesis de compuestos
organicos en disolucion, pero con el tiempo fui acercindome a la sintesis
de acidos nucleicos en fase sélida, un mundo, como digo, totalmente
desconocido para mi hasta aquel entonces. Fue debido a una
reestructuracion interna del departamento cuando la empresa decidid
cambiarme de puesto, pasando a hacerme cargo del laboratorio de sintesis
de oligonucleotidos.

Asi, tras un completisimo periodo de formacion bajo la supervision de
los Dres. Gabriel Alvarado y Javier Ortiz, comencé a familiarizarme con
la sintesis a pequefia escala (1-2 pmol) de oligonucledtidos de manera
automatizada y, entre otros aspectos, aprendi a manejar y utilizar un
sintetizador automatico en fase so6lida. Durante todo el tiempo en que
presté mis servicios en este laboratorio, recuerdo que se llevaron a cabo
las sintesis de oligonucleétidos antisentido (ASO) candidatos a ser
evaluados como agentes terapéuticos en ensayos bioldgicos y clinicos en
fase avanzada. Estos candidatos eran oligonucle6tidos monocatenarios de



tipo “gapmer” modificados en el extremo con moléculas como indatralina
o nomifensina. Recuerdo que también se sintetizaban “molecular probes”
marcadas con agentes fluorescentes como, entre otros, la fluoresceina.

Conforme pasaba el tiempo, mi interés por la quimica de los &cidos
nucleicos iba en aumento y tanto los conocimientos como las habilidades
practicas en este campo se iban consolidando. Pero, como bien es sabido,
nada dura eternamente, y mi colaboracion en aquel proyecto termind
subitamente el dia en que la empresa decidi6 externalizar la produccion de
oligonucleétidos y cerrar el laboratorio de sintesis.

De este modo, asi fue como el destino puso a Asturias de nuevo en mi
camino y cémo surgidé la oportunidad de trabajar nuevamente en la
Facultad de Quimica de la Universidad de Oviedo, bajo la supervision de
los Dres. Susana Fernandez Gonzdlez y Miguel Ferrero Fuertes, en un
fabuloso proyecto, en colaboraciéon con la empresa Rasayan Inc.
(California, EE.UU.) a través de su Presidente el Dr. Yogesh S. Sanghvi,
y directamente relacionado con el estudio de nucledsidos terapéuticos y la
investigacion de novedosos soportes sélidos, con enorme potencial, en la
sintesis oligonucleotidica en fase sdlida.

Un trabajo de investigacion que ha sido finalizado durante este tltimo
afio gracias a una colaboracion interdepartamental entre el grupo de
investigacion de Quimica Bioorganica de la Universidad de Oviedo y el
prestigioso grupo de Quimica de los Acidos Nucleicos perteneciente al
Instituto de Quimica Avanzada de Cataluna (IQAC-CSIC), dirigido por el
prestigioso investigador Prof. Ramoén Eritja Casadella, y donde he tenido
la oportunidad y el inmenso honor de completar mis estudios de doctorado
trabajando en su grupo. En definitiva, una fantéstica linea de investigacion
directa e intrinsecamente relacionada con mi experiencia profesional
previa, que me ofrecid poder poner en valor todo el conocimiento y
habilidades adquiridos para, asi, poder realizar esta Tesis Doctoral que
aqui presento.

Como es logico, en un periodo de tiempo tan extenso, son muchas las
situaciones, experiencias y momentos unicos vividos. Es mucho lo



aprendido, pero mas aun lo compartido. Esto ultimo, sin duda, lo mas
enriquecedor.

Un “compaiiero” es toda persona con la que se comparte el pan y, por
ende, teniendo en cuenta que el “pan” es el sustento que nos permite hacer
camino, podemos afirmar que un compaiiero es todo aquel que camina con
nosotros hasta una meta concreta.

A punto de alcanzar ya esta meta, vuelvo la mirada sobre mis pasos y
veo, en el polvo del camino, las huellas de todos los compaiieros que, de
un modo u otro, anduvieron conmigo en este fabuloso viaje. Es imposible
recordarlos a todos, pero s¢ que estuvieron, estdn y siempre estaran. En
estas lineas s6lo he mencionado a unos pocos, pues seria totalmente
imposible nombrarlos a todos, aunque, desde luego, su recuerdo
permanece indeleble en mi memoria.

Por ultimo, queria tener presentes en estos momentos tan emotivos, a
las personas mas cercanas: familiares y amigos, que nunca dudaron en
tenderme una mano cuando el sendero se desvanecia detras de la “borrina”
y era imposible avanzar... A todos, gracias, por todo y, por tanto.

Finalmente, permitanme que finalice estas palabras con el recuerdo y el
agradecimiento para la mas bella persona a la que tuve la fortuna de
conocer, una persona que estuvo ahi, al principio de todo, pero que
desgraciadamente, y a mi pesar, no podra estar al final de este viaje. Hace
ya algiin tiempo que nos dejo, pero su presencia atin perdura en el recuerdo
y seguird siempre viva en el corazon...

Ultreia et Suseia!






ABREVIATURAS Y ACRONIMOS







---- Abreviaturas y acréonimos

2’-F-ANA Acido 2’-desoxi-2’-fluoro-p-D-arabinonucléico
3TC Lamivudina

5-FU 5-Fluorouracilo

5-1U 5-Iodouracilo

A Adenina/Adenosina

ABI Applied Biosystems Incorporated
ACN Acetonitrilo

AcOH Acido acético

ADN Acido desoxirribonucleico

ADN-A Acido desoxirribonucleico de tipo A
ADN-B Acido desoxirribonucleico de tipo B
ADN-Z Acido desoxirribonucleico tipo Z
AIBN 2,2'-Azobis(isobutironitrilo)

ARN Acido ribonucleico

ARNi ARN de interferencia

ARNm ARN mensajero

ARNt ARN de transferencia

AM-PS Aminometil-poliestireno

ASO Oligonucleotido antisentido



Abreviaturas y acrénimos ----

AU Unidades de absorbancia

AX-HPLC HPLC de intercambio i6nico

AZT 3’-Azido-3’-desoxitimidina (zidovudina)
BMT 5-bencilmercaptotetrazol

Boc Terc-butoxicarbonilo

BSP Suero bovino fetal

BTT 5-benciltio-1H-tetrazol (BMT)

Bz Benzoilo

C Citosina/Citidina

CAP Proteina activadora de genes

CAP-A Capping reagent de tipo A

CAP-B Capping reagent de tipo B

CDCl; Cloroformo deuterado

CNE 2-cianoetilo

COSY Correlation Sprectroscopy

CP Crowns-pins

CPG Controlled Pore Glass (Vidrio de poro controlado)
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---- Resumen

Los oligonucledtidos terapéuticos son pequefios fragmentos de acido
nucleico (ADN o ARN) capaces de unirse especificamente al ARN y
modular su funcion. Esta capacidad abre la posibilidad de utilizarlos como
farmacos por medio de diversos mecanismos de accion. Estos farmacos
han sido objeto de investigacion durante varias décadas y se han utilizado
para tratar enfermedades raras y comunes.

La sintesis quimica de oligonucledtidos se lleva a cabo en el laboratorio,
habitualmente, mediante sintesis en fase soélida, utilizando como
fragmentos de construccion fosforamiditos protegidos de nucledsidos
naturales o quimicamente modificados. Los factores limitantes de la
eficacia del proceso son: la obtencion de rendimientos bajos en alguna de
las etapas, la aparicion de reacciones secundarias indeseadas y las
caracteristicas fisicoquimicas de la resina soporte empleada, de las cuales
dependen factores tan cruciales como su capacidad de carga, entre otros.

Esta Tesis Doctoral estd dividida en dos capitulos, en cada uno de los
cuales se aborda el estudio de diferentes aspectos en la sintesis de
oligonucledtidos desde una perspectiva sintética y estructural, mostrando
en algln caso sus propiedades bioldgicas.

El primer capitulo esta relacionado con el desarrollo de soportes sélidos
altamente eficientes y econémicos, que sigue siendo un importante desafio
en el campo de la sintesis en fase solida de acidos nucleicos. Dado que los
actuales soportes comerciales son muy costosos, las nuevas resinas Core-
Shell se presentan como una alternativa interesante. Estas resinas,
constituidas por granulos poliméricos de tipo nucleo-carcasa en las que los
grupos funcionales aparecen distribuidos en la superficie exterior, evitan
los problemas de difusion de las resinas convencionales de tipo vidrio de
poro controlado (CPG) o poliestireno (PS), ofreciendo asi una mayor
accesibilidad tanto para disolventes como para reactivos. Hasta ahora, este
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tipo de resinas s6lo habian sido utilizadas en la sintesis de péptidos y se
carecia de una evaluacion de las mismas en la sintesis de oligonucle6tidos.

Se estudio la utilizacion de dos resinas Core-Shell de tipo PS-PEG
denominadas PEG024 y PEG029 en la preparacion de manera manual de
varios dimeros, trimeros y tetrdmeros. Tras encontrar las condiciones
Optimas, se llevo a cabo la sintesis automatizada de oligonucledtidos de
secuencia mas larga, tales como el aptdmero 16-mer TBA (Trombin
Binding Aptamer) y el fosforotioato antisentido R-Las (Renilla Luciferase
Antisense). Los resultados obtenidos permitieron demostrar la
aplicabilidad de las resinas Core-Shell para la preparacion de
oligonucleétidos en fase solida. El estudio se completé mediante la sintesis
de fragmentos protegidos de ADN, asi como de ciertos conjugados
lipidicos y dacidos nucleicos ricos en guanina capaces de conformar
estructuras de tipo G-cuadruplex.

En el segundo capitulo, se describen las sintesis y el estudio
comparativo de las propiedades de oligonucleotidos G-cuédruplexes que
contienen L-nucledsidos (FU) en el extremo 3’ y grupos OMe u OMOE en
la posicion 2.

Un G-cuéddruplex es una estructura tridimensional constituida por
cuatro hebras de ADN, que se forma al unirse cuatro oligonucle6tidos ricos
en guanina mediante puentes de hidrégeno de tipo Hoogsteen. La unién de
cuatro guaninas forma una superficie o unidad plana denominada tétrada.

En primer lugar, se sintetizaron los oligonucleo6tidos en un sintetizador
automatico utilizando una resina CPG como soporte so6lido. A
continuacion, se llevo a cabo la formacion de las estructuras G-cuadruplex
mediante tratamiento térmico de las muestras y posterior enfriamiento
utilizando dos tipos de buffers (Na* y K*). Los ensayos realizados para los
estudios de estabilidad (dicroismo circular, calculo de Tm, degradacion
enzimatica con fosfodiesterasas y electroforesis de tipo PAGE)
determinaron que las modificaciones introducidas proporcionaron una
gran estabilidad a las estructuras G-cuddruplexes formadas.



---- Resumen

Parte de los resultados obtenidos a lo largo de esta Tesis Doctoral han
sido publicados en el siguiente articulo:

“Synthesis of 2’-O-Methyl/2’-O-MOE L-Nucleoside Derivatives and
Their  Applications:  Preparation of  G-Quadruplexes, Their
Characterization, and Stability Studies.” V. Martin-Nieves, L.-M.
Menéndez-Méndez, C. Fabrega, S. Fernandez, Y. S. Sanghvi, M. Ferrero,
R. Eritja. ACS Omega, 2023, 8, 44893-44904.
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---- Summary

Therapeutic oligonucleotides are small fragments of nucleic acid (DNA
or RNA) capable of specifically binding to RNA and modulating its
function. This ability opens the possibility of using them as drugs through
a variety of mechanisms of action. These drugs have been the subject of
research for several decades and have been used to treat rare and common
diseases.

Chemical synthesis of oligonucleotides is usually carried out in the
laboratory by solid-phase synthesis using natural or chemically modified
nucleoside-protected phosphoramidites as building blocks. The limiting
factors for the efficiency of the process are: low yields in some of the steps,
undesired side reactions, and the physicochemical characteristics of the
support resin used, on which crucial factors such as its loading capacity,
among others, depend.

This Doctoral Thesis is divided into two chapters, each of which deals
with the study of different aspects of oligonucleotide synthesis from a
synthetic and structural perspective, showing in some cases their
biological properties.

The first chapter is related to the development of highly efficient and
cost-effective solid supports, which remains a major challenge in the field
of solid-phase synthesis of nucleic acids. As the current commercial
supports are very expensive, the new Core-Shell resins present themselves
as an interesting alternative. These resins, consisting of polymeric granules
in which the functional groups are distributed on the outer surface, avoid
the diffusion problems of conventional controlled pore glass (CPG) or
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polystyrene (PS) resins, thus offering greater accessibility for both
solvents and reagents. Until now, these types of resins have only been used
in peptide synthesis and there was a lack of evaluation of these resins in
oligonucleotide synthesis.

The use of two PS-PEG-type Core-Shell resins, named PEG024 and
PEGO029, was studied in the manual preparation of several dimers, trimers,
and tetramers. After finding the optimal conditions, automated synthesis
of longer sequence oligonucleotides, such as the 16-mer TBA (Trombin
Binding Aptamer) and the antisense phosphorothioate R-Las (Renilla
Luciferase Antisense), was carried out. The results obtained demonstrated
the applicability of these Core-Shell resins for the preparation of solid-
phase oligonucleotides. The study was completed by the synthesis of
protected DNA fragments, as well as certain lipid conjugates and guanine-
rich nucleic acids capable of forming G-quadruplex structures.

In the second chapter, the synthesis and comparative study of the
properties of G-quadruplex oligonucleotides containing L-nucleosides
(*U) at the 3'-end and OMe or OMOE groups at the 2'-position are
described.

A G-quadruplex is a three-dimensional structure consisting of four
strands of DNA, which is formed when four guanine-rich oligonucleotides
are joined together by Hoogsteen-type hydrogen bridges. The joining of
four guanines forms a flat surface unit called a tetrad.

First, oligonucleotides were synthesized in an automatic synthesizer
using a CPG resin as a solid support. Then, the formation of the G-
quadruplex structures was carried out by heat treatment of the samples and
subsequent cooling using two types of buffers (Na" and K*). The tests
performed for stability studies (circular dichroism, Tm calculation,
enzymatic degradation with phosphodiesterases, and PAGE-type
electrophoresis) determined that the modifications introduced provided
high stability to the G-quadruplex structures formed.
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---- Summary

Part of the results obtained throughout this doctoral thesis have been
published in the following article:

“Synthesis of 2’-O-Methyl/2’-O-MOE L-Nucleoside Derivatives and
Their  Applications:  Preparation of  G-Quadruplexes, Their
Characterization, and Stability Studies.” V. Martin-Nieves, L.-M.
Menéndez-Méndez, C. Fabrega, S. Fernandez, Y. S. Sanghvi, M. Ferrero,
R. Eritja. ACS Omega, 2023, 8, 44893-44904.
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---- Introduccion

I.1. Estructura secundaria del ADN

La aparente simplicidad del ADN de doble hélice, el icono de la
biologia molecular, es engafiosa.

Ademas de la doble hélice descrita por Watson y Crick (ADN-B), el
ADN puede plegarse en otras estructuras secundarias diferentes tanto
intermoleculares como intramoleculares (Figura 1). Aunque durante
mucho tiempo se pensod que muchas de estas estructuras eran artefactos in
vitro, la bioinformatica demuestra que las secuencias de ADN capaces de
formar estas estructuras se conservan a lo largo de la evolucion, lo que
sugiere la existencia de ADN de forma no B in vivo. Asi mismo, los genes
que promueven la formacidon o resoluciéon de estas estructuras se
encuentran en diversos organismos y varias investigaciones en el campo
sugieren que la resolucion de las estructuras secundarias del ADN es
critica para la integridad del genoma. Si bien la arquitectura de sus hebras
antiparalelas sigue siendo la misma, las sutiles variaciones
conformacionales que se pueden presentar son lo suficientemente
importantes como para garantizar su reconocimiento por otras moléculas.

Estas variaciones estructurales son criticas, especialmente para el
reconocimiento fiable entre el ADN y las proteinas, que es condicion
indispensable en procesos esenciales tales como la replicacion, la
transcripcion y la compactacion de la cromatina del ADN.

Los cambios conformacionales locales inducidos por interacciones con
otras moléculas pueden dejar la estructura del ADN inalterada; es decir, en
forma de doble hélice recta (Figura 1a), o introducir curvas y torceduras
dentro de la doble hélice, como en los complejos de la proteina activadora
de genes y el ADN (CAP/ADN)! dependientes de la secuencia (Figura 1c¢)
o en el ADN enrollado alrededor de los nucleos de las histonas?
(Figura 1d).

'S. C. Schultz, G. C. Shields, T. A. Steitz. Science 1991, 253, 1001-1007.
2 K. Luger, A. W. Mader, R. K. Richmond, D. F. Sargent, T. J. Richmond. Nature 1997,
389, 251-260.
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Figura 1. Estructuras secundarias de ADN y ARN. Diferentes variaciones
estructurales: (a) estructuras canonicas de hélice monocatenaria del ARN y bicatenaria
del ADN; (b) distintos tipos de doble hélice adoptada por el ADN; (c) estructura del

complejo CAP-ADN; (d) plegamiento y empaquetamiento de las cadenas de ADN
alrededor de los nucleos de las histonas.

La resolucion refinada de la estructura del ADN, basada en la
cristalografia de rayos X, ha demostrado que existe una variacion
considerable de la estructura helicoidal del ADN dependiente de la
secuencia, y se ha vuelto cada vez mas claro que el ADN puede adoptar
una variedad de conformaciones alternativas basadas en motivos de
secuencias particulares e interacciones con varias proteinas. Estas
estructuras secundarias de tipo no B incluyen estructuras como ADN-A,
ADN-Z, estructuras cruciformes, triplex y G-cuddruplex (estructuras G4),
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que fueron caracterizadas originalmente in vitro utilizando técnicas
biofisicas como, por ejemplo, el dicroismo circular.?

En el ADN-B, las dos hebras del duplex son antiparalelas y los
nucleotidos dispuestos en una orientacion de 5° a 3’ en una hebra se alinean
con los nucledtidos complementarios en la orientaciéon de 3° a 5° de la
hebra opuesta. Estas interacciones se estabilizan mediante enlaces de
hidrogeno, apilamiento nt-n e interacciones hidrofobicas.* Seglin las reglas
de Chargaff, las dos cadenas emparejaran adenina (A) con timina (T) y
guanina (G) con citosina (C), dando lugar a la formacion de dos enlaces de
hidrégeno entre Ay T y tres entre G y C (Figura 2).

ADN-A ADN-B

Figura 2. Comparacion de las estructuras de doble hélice del ADN-A y ADN-B.
Ambas estructuras se diferencian principalmente en la conformacion del anillo de
desoxirribosa: (i) en el ADN-A la conformacion endo se presenta en el carbono C3’,

mientras que (ii) en el ADN-B esta conformacion corresponde al C2°.

3 J. Kypr, L. Kejnovska, D. Renciuk, M. Vorlickova. Nucleic Acids Res. 2009, 37, 1713-
1725.

4a) J. D. Watson, F. H. Crick. Nature 1953, 171, 737-738; b) J. D. Watson, F. H. Crick.
Nature 1953, 171, 964-967.

S L. C.Bock, L. C. Griffin, J. A. Latham, E. H. Vermaas, J. J. Toole. Nature 1992, 335,
564-566.
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El ADN-A es un tipo estructural de ADN diferente al modelo propuesto
por Watson y Crick (ADN-B) y que se forma en condiciones de escasa
humedad y menor temperatura; es decir, en condiciones creadas de manera
artificial. Se trata de una doble hélice dextrogira bastante similar a la forma
mas comun de ADN-B, pero con una estructura helicoidal mas corta y
compacta cuyos pares de bases no son perpendiculares al eje de hélice
como en el ADN-B, sino que se alejan del eje central y se acercan al surco
principal. El resultado es una hélice en forma de cinta con un nucleo
cilindrico més abierto en forma de A (Figura 1b). La principal diferencia
entre el 4cido nucleico en forma A y en forma B est4 en la conformacion
del anillo de aztcar de desoxirribosa, que se encuentra en la conformacion
C3' endo en la forma A, mientras que estd en la conformacion C2' endo
para la forma B (Figura 2).°

(a) (b)
Figura 3. Estructuras de la doble hélice del ADN-A (a) y ADN-Z (b).

Por otro lado, a diferencia del ADN de tipos A y B, el ADN-Z es una
hélice levogira’ con fragmentos de purinas y pirimidinas alternas. El
superenrollamiento negativo estabiliza la formaciéon de ADN-Z en

® T. Imanishi, S. Obika. Chem. Commun. 2002, 1653-1659.
7R. V. Gessner, C. A. Frederick, G. J. Quigley, A. Rich, A. H. Wang. J. Biol. Chem.
1989, 264, 7921-7935.
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condiciones fisioldgicas salinas® y se plantea la hipotesis de que el ADN-
Z alivia el estrés torsional inducido en el proceso de transcripcion.’ Los
motivos de ADN-Z estdn estrechamente asociados con los sitios de inicio
transcripcionales en los genomas de eucariotas! y pueden causar
inestabilidad en ellos (Figura 3).

El superenrollamiento negativo también puede hacer que el ADN-B
adopte una estructura secundaria cruciforme de cuatro brazos!!
(Figura 4a). Estas estructuras requieren repeticiones invertidas mayores o
iguales a seis nucledtidos (motivo cruciforme) para formarse, y tales
motivos se encuentran cerca de origenes de replicacion, uniones de punto

de ruptura y promotores de diversos organismos.!!?

El ADN triplex de tres cadenas (Figura 4b) se forma cuando el ADN
monocatenario establece enlaces de hidrogeno de Hoogsteen en el surco
principal del ADN-B bicatenario rico en purinas.'* Los triplex en los que
la tercera cadena es antiparalela al ADN duplex pueden formarse a pH
fisioldgico, y estas estructuras se estabilizan mediante superenrollamiento
negativo.!®> Las secuencias capaces de formar triplex son comunes en los
eucariotas, pero mucho mas raras en los procariotas.!® En los mamiferos,
los motivos formadores de triplex estan presentes en los intrones de una
variedad de genes esenciales, incluidos los implicados en el desarrollo y la
sefializacion.!” Ademads, se cree que los triplex causan inestabilidad

8 A. R. Rahmouni, R. D. Wells. Science 1989, 246, 358-363.

?S. C. Ha, K. Lowenhaupt, A. Rich, Y. G. Kim, K. K. Kim. Nature 2005, 437, 1183-
1186.

19 G. P. Schroth, P. J. Chou, P. S. Ho. J. Biol. Chem. 1992, 267, 11846-11855.

' E. Palecek. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 1991, 26, 151-226.

12.C. E. Pearson, H. Zorbas, G. B. Price, J. Zannis. Cell Biochem. 1996, 63, 1-22.

13 K. van Holde, J. Zlatanova. Bioessays 1994, 16, 59-68.

14B. A. L. Owen, Z. Yang, M. Lai, M. Gajec, J. D. Badger 11, J. J. Hayes, W. Edelmann,
R. Kucherlapati, T. M. Wilson, C. T. McMurray. Nat. Struct. Mol. Biol. 2005, 12,
663-670.

15 A. Jain, G. Wang, K. M. Vasquez. Biochimie 2008, 90, 1117-1130.

16 H. Manor, B. S. Rao, R. G. Martin. J. Mol. Evol. 1988, 27, 96-101.

17 A. Bacolla, J. R. Collins, B. Gold, N. Chuzhanova, M. Yi, R. M. Stephens, S. Stefanov,
A. Olsh, J. P. Jakupciak, M. Dean, R. A. Lempicki, D. N. Cooper, R. D. Wells. Nucleic
Acids Res. 2006, 34, 2663-2675.
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gendémica al causar roturas de doble cadena que resultan en
translocaciones.!®

/N
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Figura 4. Posibles conformaciones adoptadas por la doble hélice de ADN: (a) ADN
cruciforme; (b) conformacién de triplex.'

Por ultimo, las estructuras de tipo G-cuddruplex (estructuras G4) son
conformaciones secundarias de ADN estables que pueden formarse a partir
de motivos que contienen fragmentos de guaninas en tandem. Las guaninas
se unen mediante enlaces de hidroégeno de tipo Hoogsteen en una
disposicion plana, denominadas tétradas, y formando pilas conectadas por
bucles de ADN monocatenarios. Una o mas tétradas se pueden superponer
por apilamiento n-n formando la arquitectura de un G-cuddruplex. En la
cavidad central de cada tétrada normalmente se encuentran iones metéalicos
catidnicos que proporcionan mayor estabilizacion a toda la estructura. Las
cadenas de ADN pueden ser paralelas o antiparalelas y las estructuras G4
pueden formarse intra o intermolecularmente (Figura 5).2°

La evidencia acumulada apunta ahora hacia la existencia de estas
estructuras en condiciones fisiologicamente relevantes y se sabe que todas
ellas tienen actividades funcionales in vivo.

18 X. Wang, J. E. Haber. PLoS Biol. 2004, 2, e21.

19 M. L. Bochman, K. Paeschke, V. A. Zakian. Nat. Rev. Genet. 2012, 13, 770-780.

20 H. Inagaki, T. Ohye, H. Kogo, T. Kato, H. Bolor, M. Taniguchi, T. H. Shaikh, B. S.
Emanuel, H. Kurahashi. Genome Res. 2009, 19, 191-198.
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Figura 5. Estructuras G-cuadruplex (Gs4) de ADN. Los diagramas de i a vi representan
estructuras de G-cuadruplex intermoleculares, mientras que los diagramas vii y viii
representan estructuras intramoleculares. Las primeras muestran interacciones entre
cuatro (i, i1 y iii) o dos cadenas (iv, v, vi). Las flechas indican la direccion 3’-5’ de las
cadenas de ADN.

Los acidos nucleicos también pueden interactuar con las proteinas a
través de la formacion de estructuras secundarias tridimensionales, una
propiedad que también se esta explotando terapéuticamente. Por ejemplo,
los aptameros,?! acidos nucleicos (de tipo ADN o ARN) de cadena sencilla
y pequeilo tamaiio, de 15 a 80 nucledtidos de longitud, y con una region
central variable que les permite adoptar estructuras tridimensionales
unicas, posibilitando la interaccion de forma especifica y con alta afinidad
con sus moléculas diana y, eventualmente, modulando su actividad
(Figura 6). Sus usos potenciales abarcan, entre otros, el diagnostico de
enfermedades, el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, la deteccion
de riesgos alimentarios, la produccion de biosensores, la deteccion de

21 T. Hermann, D. J. Patel. Science. 2000, 287, 820-825.
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toxinas, el transporte de fairmacos en el organismo y la sefalizacion de
nanoparticulas.
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Figura 6. Diagrama esquematico de la union de un aptamero a su diana especifica.

Por otro lado, aunque la alta estabilidad térmica de las estructuras G4
es potencialmente un impedimento para las transacciones del ADN, el
interés en las estructuras G4 ha aumentado en los ultimos afios debido a
sus propiedades fisicas unicas y a la presencia de secuencias ricas en G en
regiones biologicamente funcionales de muchos genomas. Por ejemplo, las
regiones ricas en G con el potencial para formar estructuras G4 (motivos
G4) estan sobrerrepresentadas en telomeros, en sitios de ruptura de doble
cadena mitodtica y meidtica (DSB) y en sitios de inicio transcripcionales
(TSS; a menudo cerca de promotores). Estos hallazgos sugieren multiples
papeles para las estructuras G4. Ademas, trabajos recientes sugieren que
la falta de resolucion de estructuras de ADN no candnicas hace que los
motivos de secuencia sean capaces de formar puntos calientes estructurales
que contribuyen a la inestabilidad gendmica.
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1.2. Sintesis de oligonucledtidos: perspectiva historica

Historicamente, un oligonucledtido se ha definido como un fragmento
corto de 4cido nucleico de menos de 50 nucledtidos de longitud. Sin
embargo, en los ultimos afios el significado se ha ampliado hasta incluir a
todos los 4cidos nucleicos sintetizados quimicamente, sin tener en cuenta
su longitud.

Para hacerse una idea de la importancia que este tipo de moléculas tiene
en la actualidad, y de por qué los investigadores se han interesado tanto en
sintetizarlas, seria necesario remontarse a la década de 1950 y presentar
una cronica condensada de las contribuciones cientificas que condujeron
especificamente al lanzamiento de la sintesis de estos compuestos.

Aunque la composicion general de los 4cidos nucleicos y su funcion
bioldgica como portadores del codigo genético se conocia a mediados de
la década de 1940, fue el articulo historico publicado por Watson y Crick
en 1953, que describe la estructura de doble hélice del ADN,* el que reveld
el vinculo entre la quimica de la genética y su resultado bioldgico.

Si bien la industria biotecnologica surgid a raiz del creciente
conocimiento a nivel molecular de los sistemas biologicos, fue impulsada,
en ultima instancia, por el desarrollo de herramientas precisas.
Concretamente, fue la capacidad de simular y modificar sistemas
biologicos, a través de herramientas como la sintesis de proteinas
recombinantes y técnicas de clonacion, lo que permitio a la ciencia crear
nuevas biomoléculas.

Debido a que su quimica era algo mas simple, la sintesis de péptidos se
desarroll6 mas rapido que la de los oligonucleotidos. En consecuencia, los
sintetizadores de péptidos fueron los primeros sistemas automatizados
disponibles. Vega Biotechnologies fue pionera en este campo y también
introdujo el primer sintetizador de ADN, que, aunque utilizaba quimica
actualmente obsoleta, marc6 el primer intento de hacer que la sintesis de
oligonucledtidos estuviera facilmente disponible para los laboratorios de
investigacion.
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Sin embargo, la accesibilidad general a este tipo de quimica requeriria
muchos avances antes de que la sintesis automatizada de oligonucleo6tidos
fuese una realidad. El comienzo de la era de la investigacion del genoma
humano se remonta a la colaboracion entre el profesor Marvin Caruthers
de la Universidad de Colorado y el profesor Leroy Hood de CalTech,
cuando se propusieron automatizar la nueva sintesis quimica de
oligonucledtidos utilizando los fosforamiditos de Caruthers. Esta
colaboracion, que origind la creacion de Applied Biosystems Incorporated
(ABI), permiti6 la comercializacion del primer sintetizador de ADN de
fosforamidito a principios de la década de 1980. De esta forma, muchos
laboratorios tuvieron acceso rutinario a oligonucleottidos, lo cual fue
critico para avanzar en la comprension general de los sistemas bioldgicos.
Asi nacio la biologia molecular, el 4rea de la ciencia que investiga la
interconexion entre la biologia y la quimica.

Era natural, pues, que los quimicos tuvieran enseguida interés en tratar
de sintetizar algunas de las macrobiomoléculas recién descritas: proteinas
y &cidos nucleicos. Consecuentemente, en 1955, Michelson y Todd fueron
autores del primer estudio publicado de la sintesis quimica dirigida de un
oligonucleotido en sentido 3°-5°. Asi, describieron?? la preparacion de un
dinucleétido de timidina, en el que el enlace fosfato entre los dos
nucledsidos se hizo preparando primero el cloruro de fosforilo en la
posicion 3' de una timidina protegida con benzoilo en 5' y utilizando
dicloruro de fenilfosforilo como agente fosforilante. A la molécula
resultante se le hizo reaccionar con el hidroxilo libre de la posicion 5° de
una timidina protegida en la posicion 3' (Esquema 1). La reaccion tuvo
lugar, aunque muy lentamente. Ademas, el intermedio cloruro de fosforilo
no era muy estable, siendo susceptible de hidrdlisis.

22 A. M. Michelson, A. R. Todd. J. Chem. Soc. 1955, 2632-2638.
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Esquema 1. Método del oxicloruro de fosforo descrito por Michelson y Todd.

Los nuevos retos en la sintesis de oligonucledtidos se centrarian en la
proteccion y desproteccion selectiva de los multiples centros reactivos
presentes en los desoxirribonucledsidos.

Estos retos fueron resueltos de manera satisfactoria por un investigador
creativo, con vision de futuro, llamado H. Gobind Khorana y su grupo de
colaboradores?* de la Universidad de Chicago, quienes, a finales de la
década de 1950, se interesaron por la sintesis de oligonucleétidos e
introdujeron varios grupos protectores como los tritilos (para hidroxilos
primarios) y los benzoilos e isobutirilos (para las aminas exociclicas), asi
como dos conceptos nuevos en el campo: el esquema de proteccion on-off
y el uso de un nucleosido fosforilado estable que se acoplaba al nucledsido
deseado cuando este era activado. Ambos conceptos hicieron posible la
sintesis de oligonucledtidos mas largos.

Curiosamente, el primero de ellos, necesario para la sintesis secuencial
de oligonucleétidos, todavia sigue siendo utilizado hoy en dia por los
quimicos que trabajan en el campo, sin apenas modificaciones respecto a
las publicaciones iniciales de Khorana.

El segundo concepto, el uso de un nucledsido fosforilado estable,
denominado método del fosfodiéster en la sintesis de oligonucledtidos, ya

23 H. Schaller, G. Weimann, B. Lerch, H. G. Khorana. J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 3821-
3827.
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que después de la condensacion se forma un fosfodiéster (Esquema 2), fue
utilizado con éxito en el ensamblaje de un gen sintético®* y sigue el mismo
esquema hoy en dia, con la excepcion de la adicion de un paso de
oxidacion.

Esquema 2. Método de acoplamiento del fosfodiéster descrito por Khorana.

En este protocolo, en lugar del cloruro de fosforilo hidrolizable, se
emplean 3' fosfatos de nucledsidos protegidos en 5', usando
fosforocloridatos que se hidrolizan Iluego al fosfomonoéster. A
continuacion, estos fosfatos se activan utilizando un reactivo de
condensacion, como la N, N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC), para
acoplarse al hidroxilo 5' libre de otro nucleésido protegido en 3'. Este
método fue revolucionario en su momento y produjo una hazafa
verdaderamente notable: la sintesis de una molécula activa de 72-mer de
ARNt.®

Debido a que el fosfato en si no estaba protegido, este método tenia un
punto débil y presentaba importantes deficiencias al producirse con
frecuencia la ramificacioén en los enlaces de fosfato internucleotidico de
los acoplamientos anteriores. Como resultado, fue necesario seguir un
proceso de purificacion de varios pasos muy arduo, en el que se eliminaban

24 H. G. Khorana. Science 1979, 203, 614-625.
% K. L. Agarwal, H. Biichi, M. H. Caruthers, N. Gupta, H. G. Khorana, K. Kleppe, T.
Yamada. Nature 1970, 227, 27-34.
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los fragmentos ramificados. Sin embargo, a medida que aumentaba la
longitud del oligonucleotido, el porcentaje de ramificacion también
aumentaba, lo que hacia que la purificacion fuera atin mas dificil. La
quimica de la fase en disolucion hizo que el proceso fuera muy lento,
porque el oligonucledtido tenia que purificarse o precipitarse entre las
distintas etapas de la sintesis para eliminar el exceso de reactivos. Cuando
se considera la magnitud de la tarea, el logro de preparar una molécula
activa de ARNt es mucho mas notable.

Sin embargo, la contribucion mas duradera de Khorana fue en el area
de los grupos protectores de nucleodsidos, la mayor parte de los cuales
siguen estando en uso actualmente.

La clave para desarrollar una sintesis eficiente, ciclica y gradual es
disponer de un buen grupo protector que permita su eliminacion selectiva
de manera especifica y cuantitativa en el momento adecuado. De lo
contrario, el rendimiento del producto deseado sera bajo y muy dificil de
aislar de los subproductos. Para elevar atin mas el liston, las purinas son
susceptibles a la depurinacion en condiciones de acidez leve a moderada
(pH 4-5 durante periodos prolongados y pH 1-3 durante periodos bastante
cortos), por lo que se debe evitar el uso de acidos fuertes.

La solucion que Khorana propuso para la proteccion del hidroxilo en
posicion 5°, el grupo protector de dimetoxitritilo (DMT),?¢ sigue estando
omnipresente en la quimica de oligonucledtidos de hoy en dia. La
combinacion de una buena estabilidad general y la facil eliminacién con
acido en condiciones suaves han sido factores clave. Existen otras
opciones disponibles, como los grupos levulinilo y Fmoc, pero ninguna es
tan popular como la exclusiva familia del tritilo.

La razoén por la que este éter de trifenilmetano se escinde tan facil en
condiciones acidas, radica en el hecho de que es una de las pocas moléculas
a las que le gusta formar un carbocation. El enlace posterior del sistema de

26 M. Smith, D. H. Rammler, I. H. Goldberg, H. G. Khorana. J. Am. Chem. Soc. 1961, 84,
430-440.
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nubes de electrones © formado por los tres grupos fenilo es suficiente para
que el carbono metilico permanezca estable como una especie cargada
positivamente en condiciones ligeramente acidas.

Ademas, al igual que muchos otros carbocationes, los tritilos tienen un
color distintivo cuando se ionizan, lo que los ha convertido en una
herramienta de diagnéstico muy util. El carbocation dimetoxitritilo (DMT)
tiene un color naranja muy fuerte en medio &cido suave debido a su alto
coeficiente de extincidon, lo que significa que incluso a concentraciones
muy bajas todavia se puede medir Opticamente con precision. El
carbocation monometoxitritilo (MMT) tiene un color amarillo, mientras
que el cation tritilo (Tr) es de color rojo intenso (Figura 7). La eficiencia
de cada ciclo de adicion de nucledsidos se puede seguir midiendo la
absorbancia del DMT liberado y comparandolo con la etapa anterior.

~ \O

@@ (ii) (iii)

Figura 7. Diferentes tipos de cationes tritilo; (i) Tritilo (Tr) rojo; (ii)
Monometoxitritilo (MMT) amarillo; (iii) Dimetoxitritilo (DMT) naranja.

Khorana también introdujo los grupos protectores para las aminas
exociclicas que hoy se conocen como los grupos protectores estandar:
isobutiril para guanosina y benzoilo para adenosina y citidina (Figura 8).2
Aunque existen otros, estos son los grupos mas utilizados en la actualidad,
con la posible excepcion de la citidina, en ocasiones protegida con acetil,
que se elimina mas facilmente que el benzoilo.
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Figura 8. Grupos protectores de aminas exociclicas introducidos por Khorana; (i) N-
Benzoil (Bz) Adenosina; (ii) N-Isobutiril (Ibu) Guanosina; (iii) N-Benzoil (Bz) Citosina;
(iv) N-Acetil (Ac) Citosina.

El profesor Khorana influyé en muchos investigadores, tanto con sus
publicaciones como a través de las estancias que grandes nombres de la
quimica de oligonucleotidos realizaron en su laboratorio como estudiantes
doctorales, postdoctorales o visitantes académicos. Entre ellos se incluyen
Marvin Caruthers o Robert Letsinger, quien trabajo en la Universidad de
Northwestern y desarrolld dos hitos importantes en el campo: la sintesis
de oligonucleétidos en fase solida y la quimica del fosfito-triéster.

El profesor Letsinger comenzé en la Universidad Northwestern
(Illinois) a finales de la década de 1940 como quimico especializado en el
boro. Fue un investigador importante en ese campo, pero a principios de
la década de 1960 dirigi6 su mirada a un campo emergente, la sintesis de
biomacromoléculas. En ese momento, el objetivo era la sintesis de
péptidos. Sin embargo, un giro del destino movio a Letsinger de la quimica
de péptidos a la de oligonucledtidos a mediados de dicha década.

Letsinger estaba desarrollando un esquema de sintesis de péptidos
utilizando quimica en fase solida, utilizada en un principio para el soporte
de catalizadores, y utilizo la tecnologia de flujo continuo con un esquema
sintético ciclico para agregar unidades secuencialmente. La introduccion
de un sistema de filtrado interno demostrd ser un paso muy importante.

Sin embargo, no fue el Unico investigador que sigui6 este ejemplo. Bob
Merrifield también investigaba la sintesis de péptidos utilizando
tecnologia de fase solida. Merrifield publico primero un articulo
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describiendo la sintesis en fase sélida de péptidos,?” siendo galardonado
con el Premio Nobel por su trabajo. Esta inesperada primicia llevd a
Letsinger a adaptar su sintesis en fase solida para péptidos a la sintesis de
oligonucledtidos, en pleno auge en ese momento.

Letsinger hizo tres contribuciones importantes al campo de los
oligonucledtidos: la quimica en fase solida, el método de sintesis del
fosfotriéster, una mejora importante respecto al método del fosfodiéster de
Khorana, y el método del fosfito-triéster basado en P(III), que es la raiz del
método del fosforamidito de Caruthers.

La primera contribucion fue descrita en sus articulos publicados en
1963 y 1964.28 El soporte consistia en lo que se denominaba polimero de
tipo "palomitas de maiz", un polimero de estireno-divinilbenceno que tenia
la desafortunada propiedad de hincharse en algunos disolventes. Fue en
1965 cuando publicé el primer articulo sobre la sintesis en fase solida de
oligonucledtidos (dimeros y trimeros) utilizando este soporte.?” En él se
describe la union de la 2'-desoxicitidina (dC) a través de la amina
exociclica de la base en la posicion 4 al soporte modificado como cloruro
de 4cido para formar un enlace amida, que se hidroliza con hidréxido de
amonio (Esquema 3).
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NH2 0 HNLﬁ
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DMTO fo)
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Base suave Acido suave
o
O}\@

Esquema 3. Acoplamiento inicial propuesto por Letsinger para el acoplamiento de
dC a un soporte de resina modificada como cloruro de acido.

27 R. B. Merrifield. J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149-2154.

2 a) R. L. Letsinger, M. J. Kornet. J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 3045-3046; b) R. L.
Letsinger, M. J. Kornet, V. Mahadevan, D. M. Jerina. J. Am. Chem. Soc. 1964, 86,
5163-5165.

2 R. L. Letsinger, V. Mahadevan. J. Am. Chem. Soc. 1965, 87, 3526-3527.
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El hidroxilo en 3' de la dC estaba protegido con un grupo benzoilo y la
posicion 5' con un grupo DMT. La eliminacion selectiva del grupo DMT
con 4cido en condiciones suaves proporcion6d el monémero adecuado para
la sintesis de oligonucledtidos.

Durante la década de 1960 continu6é explorando la técnica de sintesis
en fase solida, proponiendo unir el hidroxilo 3' al soporte polimérico, tal
como se hace en la actualidad. De hecho, el investigador que jugo6 un papel
muy importante en ese trabajo fue Caruthers. Letsinger explor6 una serie
de formulaciones de polimeros, pero nunca encontré una solucion al
problema del hinchamiento del soporte sélido, que era tan perjudicial para
la sintesis. Ese papel recayd en su antiguo alumno, Caruthers, quien pronto
tendria un papel determinante en esta historia.

A finales de la década de 1960, Letsinger publicé el primer articulo
sobre el método del fosfotriéster para la sintesis de oligonucleétidos
(Esquema 4).%°

o o}
NH INH 0
\{k/g \(:go DMTO— o
N™ "0 Base (MSNT) %NH
DMTOT o + HO o

) h
o A 0”0 o
SO N e
P =~
ot o7 o //( 0
o NZ Q
TEA? OZ\

Esquema 4. Método de acoplamiento del fosfotriéster propuesto por Letsinger.

El avance clave de este método fue la proteccion del grupo fosfato para
evitar las ramificaciones indeseadas que, como ya se ha dicho, eran
inherentes a la sintesis por el método del fosfodiéster desarrollado por
Khorana. El grupo protector més utilizado fue el grupo B-cianoetilo, que

30R. L. Letsinger, K. K. Ogilivie. J. Am.Chem. Soc. 1969, 91, 3350-3355.
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se elimina facilmente con hidroxido de amonio.3' También se utiliz6 un o-
clorofenilo, pero requeria una mezcla de desproteccion mas complicada.

Sin embargo, resultd que la clave para impulsar la eficiencia de la
reaccion, que alcanzo niveles superiores al 95% por etapa, fue la seleccion
de un activador adecuado. El cloruro de mesitileno-2-sulfonilo (MSCI) y
el nitrotriazol de mesitileno-2-sulfonilo (MSNT) fueron los mas
utilizados.*

Esta fue la primera quimica lo suficientemente simple como para poder
ser reproducida con éxito en muchos laboratorios. La combinacion de esta
quimica, que funcionaba con relativa facilidad, con la metodologia de fase
solida condujo a la creacion de los primeros sintetizadores de ADN
automatizados y semiautomatizados, ejemplificados en los instrumentos
desarrollados por Vega Biotechnologies. Otro participante temprano fue
también Ron Cook y su compaiia Biosearch, que introdujo el SAM I a
finales de la década de 1970 basado en la quimica del fosfotriéster. Fue,
sin duda, el equipo mas popular de su época. Estos instrumentos
permitieron a los investigadores que no tenian una formacién quimica
preparar oligonucleotidos simples y crearon la capacidad de explorar las
secuencias de genes deseadas. Con este equipamiento la industria estaba
preparada para las técnicas emergentes de mapeo de genes, PCR y
validacion de objetivos.

Sin embargo, la quimica del fosfotriéster todavia sufria de
inconvenientes criticos. Entre ellos estaba el que la eficiencia promedio
por etapas nunca pudo elevarse de manera reproducible por encima del
97%, incluso a menudo no alcanz6 el 95%. Esto limité el método a la
sintesis rutinaria de oligonucledtidos de menos de 20 bases de longitud.
Otro problema afiadido era el prolongado tiempo de acoplamiento, que se
traducia en tiempos de ciclo que duraban mas de una hora y media.

3LR. L. Letsinger, K. K. Ogilivie, P. S. Miller. J. Am.Chem. Soc. 1969, 91, 3360-3365.
32 K. G. Devine, C. B. Reese. Tetrahedron Lett. 1986, 27, 5529-5532.
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A mediados de la década de 1970, Letsinger publico los primeros
articulos que describian el método del fosfito-triéster en la quimica de
oligonucleotidos.?® Esta quimica se basa en el uso de fosforo reactivo en
el estado P(IIl), en lugar de la quimica de fosforilo clasica de P(V)
(Esquema 5). El esquema requeria una etapa adicional en el ciclo de
sintesis, la oxidacion, para preparar la cadena natural de fosfato P(V). La
principal ventaja de este método fue la reduccion significativa en el tiempo
requerido para el acoplamiento debido a la naturaleza altamente reactiva
del intermedio nucleosidico fosfomonocloridito.

Esquema 5. Método de acoplamiento del fosfito-triéster.

El hecho de que el intermedio de P(III) sea més reactivo que la especie
de P(V) no es intuitivo. Uno sospecharia que, debido al oxigeno
doblemente unido, el P(V) seria més reactivo al ataque de un nucleéfilo
basado en su electronegatividad mejorada. Sin embargo, el factor
determinante de la velocidad de reaccion resulta ser la diferencia en la
energia de formacion para los intermedios de transicion de la especie P(III)
frente a P(V). Se forma un intermedio bipiramide trigonal y el oxigeno
doblemente unido dificulta la transicion de la configuracion del tetraedro
al plano mucho mas que el par solitario de electrones.

33 a) R. L. Letsinger, J. L. Finnan, G. A. Heavner, W. B. Lunsfold. J. 4m. Chem. Soc.
1975, 97, 3278-3279; b) R. L. Letsinger, W. B. Lunsford. J. Am. Chem. Soc. 1976,
98, 3655-3661.
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La oxidacién del intermedio fosfito-triéster en un fosfotriéster es
necesaria para estabilizar la cadena fosfatada del oligonucledtido en el
proceso de sintesis. Esta oxidacion es requerida en cada paso del ciclo
debido a la inestabilidad del intermedio fosfito-triéster en el medio &cido
requerido para eliminar el grupo DMT. Una mezcla de yodo y agua en
presencia de una base oxida el fosforo de manera muy eficiente y
cuantitativa en cuestion de segundos.

Esta nueva quimica supuso un gran avance en el campo. No so6lo se
pudo preparar ADN estdndar mas rapido, sino que se abri6 la puerta para
la investigacion de una amplia variedad de oligonucleotidos modificados
en la cadena fosfatada. Biologics, una compaiiia en la que participaban
antiguos alumnos de Letsinger, comercializé un sintetizador automatizado
basado en esta quimica y, a su vez, estaba otro en desarrollo por Vega
Biotechnologies. Sin embargo, la quimica del fosfito-triéster tenia grandes
inconvenientes.

El problema mas significativo fue la naturaleza altamente reactiva del
intermedio nucle6sido fosfomonocloridito, ya que era muy susceptible de
hidrolisis. El intermedio no era facil de almacenar y se sintetizaba justo
antes de cada acoplamiento. Otro problema era que la formaciéon del
intermedio activo era demasiado complicada. El reactivo activante de
fosfodicloridito tuvo que agregarse al nucledsido protegido en 5' en unas
condiciones que favoreciesen la formacion del intermedio deseado y se
redujera la formacion del dimero 3'-3' (Figura 9). La formacion de este
producto secundario provoca doble dafio, ya que reduce la cantidad de
material deseado y aumenta la cantidad del fosfodicloridito no utilizado
que permanece en disolucion. Este reactivo no utilizado cubriria de manera
muy eficiente la cadena de crecimiento antes de que el intermedio deseado
tuviera tiempo de acoplarse. Esa fue la razon por la que no se pudo usar un
exceso del reactivo para reducir la formacion del aducto 3'-3'. El uso de
muy pocos equivalentes del fosfodicloridito tenia un efecto perjudicial
similar en el sentido de que se formaria demasiado aducto 3'-3', reduciendo
la concentracion de reactivo de nucledsidos activos por debajo de un
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umbral critico. Aumentar la concentracion de los reactivos para combatir
eso solo condujo al efecto contrario y a una reaccién ain menos
controlable.

DMTO 0
N__O
Y
NH
o}

Figura 9. Dimero 3-3’.

Los protocolos disefiados para optimizar esta reaccion requerian la
adicion lenta de un ligero exceso de nucledsido solubilizado y protegido
en 5’ a una solucion de RO-PCl, a temperaturas extremadamente bajas
(- 78 °C).

Desafortunadamente, la combinacion del requisito de preparar el
nucleodsido activo justo antes de cada acoplamiento y la necesidad de
condiciones arduas durante esta activacion, elimind casi todas las ventajas
que suponian un tiempo de acoplamiento mas corto.

Este problema no se resolvid hasta principios de la década de 1980,
cuando un estudiante recién graduado hizo un descubrimiento fortuito que
mostrd que, una introduccion rapida del reactivo fosfodicloridito al
nucledsido a temperatura ambiente conducia a la sintesis del nucledsido
activo sin formarse demasiada proporcion del aducto 3'-3' o dejar mucho
fosfodicloridito sin reaccionar.’* Este método mejorado se combind mas

34 R. 1. Hogrefe. PhD dissertation. Northwestern University, Evanston, IL. 1987.
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tarde con la eliminacion de cualquier exceso de RO-PCl; de la mezcla de
reaccion. Fue este nuevo protocolo el que permiti6 a Vega
Biotechnologies, en colaboracion con Letsinger, desarrollar un
sintetizador de ADN automatizado con tiempos de acoplamiento de 15
minutos 0 menos. Aunque este instrumento fue una mejora significativa
sobre los sintetizadores que utilizaban el método del fosfotriéster nunca se
comercializd. El método del fosfito-triester fue eclipsado por el método
del fosforamidito, descubierto por Caruthers, que resolvia dos problemas
importantes: la expansion de los soportes de polimeros organicos y la
inestabilidad del intermedio nucleésido activo fosforilado.

En 1981, publicé el uso de matrices inorganicas como soportes para la
sintesis de oligonucledtidos.’® Al principio se utilizé silice de grado
cromatografico. Posteriormente, fue sustituida por vidrio de poro
controlado (CPQ). Esto resolvi6 el problema de expansion experimentado
con los soportes de polimero organico que se utilizaban en ese momento,
al permitir un flujo mas libre de reactivos sobre el soporte. Fue mas facil
enjuagar el soporte con los reactivos antes del siguiente paso y mas facil
acceder a todas las partes del soporte. Esto redujo el tiempo de lavado y
mejord la eficiencia del acoplamiento, ya que cualquier contaminacion en
el soporte interferia con la reaccion deseada a través de hidrolisis,
oxidacion prematura o taponado indeseado.

El método de sintesis de oligonucledtidos desde el enfoque de los
fosforoamiditos serd tratado en detalle en el siguiente epigrafe.

Finalizaremos esta resefa historica diciendo que Caruthers, con una
quimica viable en la mano, conocié a Hood; se disefio un instrumento
automatizado de sintesis y naci6 ABI.

Antes de la introduccion del método del fosforamidito, la sintesis de
oligonucledtidos estaba en gran parte en manos de quimicos
experimentados. Los instrumentos se comportaban de forma caprichosa y
cuando se combinaban con las sintesis de la época, casi imposibles de

35 M. D. Matteucci, M. H. Caruthers. J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 3185-3191.
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ejecutar con éxito. En su estado mas avanzado, a mediados de la década
de 1980, el método de fosfodicloridito era complicado y requeria un alto
grado de experiencia para reproducirse con éxito. Junto con el método del
fosforamidito, el sintetizador automatizado se volvio util para aquellos que
mejor podian hacer uso de €I, los bidlogos.

En conclusion, los métodos de sintesis de oligonucleétidos utilizados
actualmente son el fruto de décadas de investigacion por cientificos
progresistas como Khorana, Letsinger y Caruthers. A medida que avanza
la investigacion en el campo, se sigue con la tradicion de buscar mejores
formas de preparar oligonucledtidos. Hoy en dia, los desafios radican en
la necesidad de disponer de cantidades cada vez mayores de
oligonucleétidos modificados para aplicaciones terapéuticas; mejores
métodos de alto rendimiento para los mercados de cribado y PCR; y mejora
de la sintesis de oligonucleotidos modificados con marcadores para la
industria del diagnéstico.
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I.3. El método del fosforamidito en la sintesis de
oligonucledtidos

La modificacion del método general del fosfito-triéster de Letsinger
debido a la contribucion de Caruthers parece casi trivial: el intercambio de
un grupo saliente, un cloruro, por otro, una amina.*® Sin embargo, este
cambio sutil fue fundamental para el desarrollo de la sintesis rutinaria de
oligonucledtidos porque provocd cambios muy significativos en las
propiedades de la molécula.
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Figura 10. 2’-Desoxi fosforamiditos estandar mas utilizados en la sintesis de
oligonucleotidos. Nucledsidos: (i) 2’-desoxiadenosina; (ii) 2’-desoxiguanosina; (iii) 2’-
desoxicitidina; (iv) timidina; (v) 2’-desoxiuridina. Azul: grupo fosforamidito. Verde:
grupo protector dimetoxitritilo (DMT) del hidroxilo en posicion 5’ de la desoxirribosa, se
libera en condiciones acidas. Amarillo: grupo diisopropilamino, sirve como grupo
saliente en la etapa de acoplamiento (ver Esquema 6). Rojo: grupo 2-cianoetilo, es el
grupo protector del oxigeno libre del fosfito, se libera en condiciones alcalinas suaves.
Violeta: grupos protectores de los grupos amino exociclicos de las bases nitrogenadas,
pueden ser hidrolizados en medio basico.

36 2) S. L. Beaucage, M. H. Caruthers. Tetrahedron Lett. 1981, 22, 1859-1862; b) L. J.
McBride, M. H. Caruthers. Tetrahedron Lett. 1983, 24, 245-248.
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Ahora, el intermediario nucledsido fosforilado o fosforamidito
(Figura 10) podia ser fabricado con antelacion (y no necesariamente en el
momento de su uso, como era el caso del fosfomonocloridito), aislarse
como un solido estable y almacenarse hasta que fuese necesario. El
fosforamidito era activado justo antes del acoplamiento agregando un
acido débil, el tetrazol.

Esto permiti6 la fabricacion y distribucién a escala comercial de
reactivos de sintesis de ADN. Como se muestra en el Esquema 6, la tnica
diferencia entre el ciclo de sintesis del fosforamidito y el método de
Letsinger fue el paso de activacion.
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Esquema 6. Ciclo de sintesis del fosforamidito.

El ciclo comienza con la desproteccion del hidroxilo en 5 del
nucledsido unido al soporte. La eliminacion del grupo DMT se realiza
normalmente con una disoluciéon al 2-3% de &cido dicloracético o
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tricloroacético en diclorometano. A continuacion, el soporte se lava con
acetonitrilo para eliminar todos los restos de acido y reducir el agua
intersticial. Ahora vienen los pasos mas importantes, la activacion del
fosforamidito y su acoplamiento al hidroxilo en 5” del Gltimo nucledsido
unido a la resina, previamente desprotegido.

La activacion se realiza con tetrazol, una amina secundaria inusual que
en realidad actia como un acido suave. La donacion del proton permite la
formacion de un anillo aromdtico  aniénico  favorecido
termodinamicamente. El pKa de este acido es lo suficientemente alto como
para no eliminar el grupo protector DMT; sin embargo, sigue siendo lo
suficientemente acido como para activar al fosforamidito.

Este ciclo, elegante en su simplicidad, cuya quimica se abordara en
detalle en los siguientes apartados, se ha mantenido sin apenas cambios
durante mas de dos décadas.

I.3.1 Quimica de las reacciones involucradas en el método del
fosforamidito

Este método sintetiza los oligonucle6tidos en el sentido de 3* a 5°, el
contrario al sentido 5°-3’ utilizado por la naturaleza en el proceso de
biosintesis y replicacion del DNA. Cada ciclo completo consta de 4 etapas
y en cada ciclo se afiade un nucleétido, haciendo crecer la cadena en una
unidad por el extremo 5°.

1.3.1.1. Etapa 1: Destritilacion del nucledsido unido al soporte solido

Al comienzo del ciclo de sintesis, el primer nucleésido (A, G, C o T)
protegido estd anclado previamente a la resina (tipo estandar). El extremo
5’ de este nucledsido estara protegido con un grupo DMT (4,4’-
dimetoxitritilo) y este grupo protector debe ser escindido (destritilacion)
para que el hidroxilo en 5’ pueda reaccionar en el siguiente paso del ciclo,
permitiendo asi la elongacion de la cadena. Esta reaccion se lleva a cabo
con una disolucion de é4cido dicloroacético o tricloroacético al 3% en
diclorometano (Esquema 7).
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Esquema 7. Mecanismo de la reaccion de destritilacion catalizada por acido del

nucledsido 3’ unido a la resina.

En esta reaccion se libera el cation tritilo que presenta una fuerte
estabilizacion por resonancia. Este cation, que posee un maximo de
absorbancia caracteristico a una longitud de onda en torno a 500 nm, dota
a las disoluciones que lo contienen de una coloracidén naranja muy peculiar,
que es de mucha utilidad a la hora de monitorizar una sintesis, ya que
mediante medidas espectrofotométricas sencillas puede llegar a calcularse
la concentracion del cation tritilo liberado en cada ciclo y, por ende, el
rendimiento parcial y total del proceso sintético.

1.3.1.2. Etapa 2: Acoplamiento

Tras la eliminacion del grupo DMT, el nucledsido anclado al soporte
reacciona con el siguiente nucledsido a través del grupo fosforamidito en
3°. Para ello, se mezcla el fosforamidito, en gran exceso, con el activante,
tetrazol o un derivado de éste. Generalmente se utiliza acetonitrilo, ya que
es un buen disolvente para llevar a cabo reacciones de sustitucion
nucleofilica.

El grupo diisopropilamino del fosforamidito es protonado por el
tetrazol, que lo hace un buen grupo saliente, y reemplazado posteriormente
por este mismo reactivo, que sera sustituido tras el ataque nucleofilico del
grupo hidroxilo en posicion 5’ de la cadena en crecimiento. De esta
manera, se forma un nuevo enlace oxigeno-fosforo, dando lugar a un
nuevo fosfito-triéster unido al soporte solido (Esquema 8).
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Esquema 8. Mecanismo de activacion y acoplamiento del fosforamidito al nucle6sido
anclado al soporte solido.

1.3.1.3. Etapa 3: Acetilacion

Se puede esperar un rendimiento del 95.5% en la etapa de acoplamiento
pero, aun contando con la quimica més eficiente y los reactivos mas puros,
es imposible alcanzar el 100%. Por tanto, algunos grupos 5’-hidroxilo
quedaran sin reaccionar en el nucledsido anclado a la resina. Es necesario
bloquearlos para evitar que puedan participar como nucleéfilos en futuras
reacciones de acoplamiento con el fosforamidito correspondiente,
produciéndose cadenas con secuencias truncadas de oligonucleétidos.
Estas deleciones se irian acumulando con el paso de los ciclos, de manera
que el producto formado seria una mezcla de oligonucledtidos y entrafaria
una gran dificultad para su purificacion.
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Esquema 9. Mecanismo de acetilacion de los grupos 5’-hidroxilo libres que no
reaccionaron en la etapa de acoplamiento.

Para evitar este inconveniente, se introduce en el ciclo de sintesis una
etapa denominada capping, que consiste en proteger los grupos 5’-
hidroxilo libres utilizando una reaccién de acetilacion (Esquema 9). Para
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ello, se emplean dos disoluciones diferentes: una contiene anhidrido
acético y la otra N-metilimidazol (NMI). Ambos reactivos estan disueltos
en THF y un pequefio porcentaje de piridina. La mezcla electrofilica
origina rapidamente la acetilacion de los alcoholes, mientras que la
piridina asegura que se mantenga el pH basico durante todo el proceso para
evitar la posible destritilacion de la posicion 5° del fosforamidito debido al
acido acético formado por la reaccion entre el anhidrido acético y el NML.

1.3.1.4. Etapa 4: Oxidacion

El fosfito-triéster de P(II) formado en la etapa de acoplamiento es
inestable en medio 4cido y debe ser oxidado a P(V), mas estable. Esta
oxidacion se lleva a cabo con yodo en presencia de agua y piridina
(Esquema 10). El fosfotriéster resultante estd protegido en el fosfato con
el grupo 2-cianoetilo. Este grupo protector evita reacciones no deseadas
durante el ciclo de sintesis en el puente internucleotidico y sera eliminado
en la desproteccion final del oligonucleétido junto con el resto de grupos
protectores existentes en la molécula.

Esquema 10. Mecanismo de oxidacion en la ultima etapa del ciclo sintético.
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Este ciclo de sintesis se repite hasta preparar el oligonucleotido
deseado. A continuacion, se requiere un procesamiento posterior para
convertirlo en bioldgicamente activo en las aplicaciones de su uso final.

1.3.2. Procesos post-sintéticos en la preparacion de oligonucleotidos
en fase solida

Una vez completado el ciclo de sintesis, el oligonucledtido unido al
soporte solido estara protegido con: un grupo 4,4'-dimetoxitritilo (DMT)
en el hidroxilo 5' terminal, grupos 2-cianoetilo en los puentes fosfato y
grupos acilo en los grupos amino exociclicos de las bases nucleicas.

El procesamiento posterior a la sintesis es un paso critico en el
desarrollo de un oligonucleétido activo que cumpla con los requisitos de
pureza y rendimiento para una aplicacion final.

Hay tres procesos involucrados: escision del soporte solido,
desproteccion y purificacion.

Para poder utilizar el oligonucledtido en aplicaciones posteriores debe
separarse del soporte solido y los grupos protectores deben eliminarse.
Ambos procesos podrian realizarse simultdneamente. El grupo protector
DMT puede permanecer en su lugar para simplificar la purificacion
(DMT-ON) o ser eliminado con un tratamiento dcido (DMT-OFF).

1.3.2.1. Desproteccion y liberacion del soporte solido

La desproteccion del oligonucleotido implica tres reacciones: escision
de la cadena del oligonucleotido del soporte (Esquema 11), eliminacién
del grupo protector 2-cianoetilo de los grupos fosfato y desproteccion de
las bases (Esquema 12).

RO B
o RO B o
Q. 0 Hidrdlisis del éster —%27‘ . HONO/O
0o
OM( OH 0
0

NH; / H,0

Esquema 11. Reaccion de escision del extremo 3’ en la liberacion de un
oligonucleotido anclado a la resina.
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Este proceso se lleva a cabo, generalmente, en modo discontinuo, donde
la totalidad del soporte solido se incuba con reactivos especificos (Tabla
1).

Tabla 1. Reactivos utilizados para el desanclaje y desproteccion de oligonucleotidos.

Reactivo T (°C) t (h)

NH4sOH t.a.-65 10-24

NH4OH / EtOH (3:1) t.a.-65 10-24
NH4OH / Metilamina (1:1) t.a.-50 1-5
Metilamina t.a.-50 0.5-3

La eliminacion del grupo cianoetilo y de los grupos acilo sobre las bases
tiene lugar mediante tratamiento con hidréxido amonico concentrado a 55
°C durante 6 h.

o]
NH
HNJ\Ph . ?
N X ¢ |\N
N
¢ J NH4OH conc. HO N N/) o

HO N" N 0
A%Eﬂ i 55°C, 6 h N NH
N ) %
T T g el e
oo o

HO

Esquema 12. Eliminacion del grupo 2-cianoetilo y desproteccion de las aminas
exociclicas de las bases.

El acrilonitrilo, un subproducto resultante de la desproteccion del
fosfodiéster (Esquema 13), es un aceptor de Michael.

7N o o
NH, H o N///\ . O\B,OR

(@]

N |
OR

Esquema 13. Mecanismo de P-eliminacion del grupo cianoetilo y consiguiente
formacion del acrilonitrilo.
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Cabe destacar que, bajo las fuertes condiciones basicas utilizadas en la
desproteccion de oligonucledtidos, se pueden formar aductos de 2-
cianoetilo®”*® con las bases heterociclicas, particularmente con la timina
(Esquema 14).

o o /—\ /N?\“ o] //N@ (0] /,/N
\ﬁLNH NH; NS | N ‘ NTC
| - A — PN
NAO N’go N"So N"So

& R R R

Esquema 14. Formacion de aductos de cianoetilo y mecanismo de reaccion de la
timidina con acrilonitrilo en condiciones bésicas fuertes.

Para evitar la formacion de estos aductos, una vez finalizada la sintesis
se puede realizar un tratamiento previo del oligonucledtido con una base
débil en un disolvente orgédnico (por ejemplo, 10% dietilamina en
acetonitrilo). En estas condiciones, se elimina el grupo protector del
fosfato, mientras el oligonucle6tido permanece unido al soporte solido.

Tras la desproteccion total, el soporte solido liberado se filtra y se
recupera el oligonucleétido en disolucion.

1.3.2.2. Purificacion del oligonucledtido

Después de la desproteccion, los oligonucleotidos se desalan o purifican
mediante cartuchos de fase reversa (Reverse Phase Cartridge, RPC),
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC),
HPLC de intercambio anidénico (AX-HPLC) o electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE).

La eleccion del método de purificacion mas conveniente garantizara
que los oligonucledtidos sean adecuados para su aplicacion. Es
fundamental encontrar el equilibrio adecuado entre pureza y rendimiento,
porque a medida que aumenta la pureza disminuye el rendimiento. La

37 D. C. Capaldi, H. Gaus, A. H. Krotz, J. Arnold, R. L. Carty, M. N. Moore, A. N.
Scozzari, K. Lowery, D. L. Cole, V. T. Ravikumar, M. Caruthers. Org. Process. Res.
Dev. 2003, 7, 832-838.

38 R. Eritja, J. Robles, A. Avifio, F. Albericio, E. Pedroso. Tetrahedron Lett. 1992, 48,
4171-4182.
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disponibilidad de recursos, las consideraciones de tiempo y los requisitos
de pureza pueden ayudar a determinar qué método de purificacion es el
mas apropiado dependiendo de la aplicacion.

Los siguientes procesos se utilizan rutinariamente para la purificacion
de oligonucleotidos:

i) Desalacion

Los oligonucle6tidos desalados son adecuados para aplicaciones tales
como microarrays, secuenciacion o cebadores qPCR. Los oligos se tratan
para eliminar los subproductos de moléculas pequenas de las etapas de
sintesis, escision y desproteccion. La desalinizacion es aceptable para
oligonucleétidos con menos de 36 bases. Se recomienda un procesamiento
adicional, como la purificacion mediante cartuchos o HPLC, para
aumentar la pureza de secuencias mas largas u oligonucleotidos utilizados
en aplicaciones sensibles.

ii) Cartucho de fase reversa (RPC)

Es wuna excelente opcion para oligonucledtidos no marcados
(cebadores). Por lo general, proporciona un 70% de pureza, dependiendo
de la complejidad del oligonucleétido. Para que este método sea efectivo
el nucledtido final debe contener el grupo protector DMT en 5°. El
oligonucle6tido DMT-ON contiene un alto caracter hidrofobico y se puede
separar facilmente de las secuencias truncadas, que carecen de grupos
tritilo y no se adsorben de manera eficiente en la matriz hidrofobica de
resina del cartucho.?® El oligonucleotido purificado se eluye del cartucho
y se elimina el DMT. Esta técnica es adecuada para oligonucleotidos que
contienen hasta 50 bases. Para oligonucledtidos més largos se recomienda
la purificacion por HPLC o PAGE.

3 A. Ellington, J. D. Pollard, Jr. Introduction to the Synthesis and Purification of
Oligonucleotides. Curr. Protoc. Nucleic Acid Chem. 2000, 1, A.3C.1-A.3C.22.
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iii) HPLC de fase reversa (RP-HPLC)

Se usa para purificar oligonucledtidos que contienen colorantes, ya que
puede eliminar cualquier contaminacion fluorescente restante de la sintesis
de la sonda. Esta impureza puede elevar la fluorescencia de fondo y
oscurecer la deteccion de la sefial. También es una opcién ideal para la
sintesis a gran escala de oligonucle6tidos con menos de 50 bases. Los
oligonucle6tidos mas largos se pueden purificar utilizando este método,
aunque la pureza y el rendimiento pueden verse afectados negativamente.
Esta técnica conduce a productos con una pureza de ~80%, dependiendo
de la complejidad del oligonucledtido. El principio de este método de
purificacion es similar al cartucho de fase reversa; sin embargo, las fases
estacionarias utilizadas permiten una mayor capacidad de muestra.

iv) HPLC de intercambio anionico (AX-HPLC)

Se utiliza como alternativa a la RP-HPLC cuando un oligonucledtido
contiene estructuras secundarias significativas, comunes en secuencias con
alto contenido de G y C. Elimina las secuencias truncadas resultantes de
un acoplamiento deficiente durante la sintesis que pueden afectar a la
fabricacion de sondas. Estas impurezas pueden competir con la sonda para
encontrar la secuencia objetivo y pueden retrasar los ciclos a un valor
umbral en un ensayo de qPCR. Para un mayor éxito, la longitud del
oligonucleétido debe limitarse a unas 40 bases.

v) HPLC dual
La purificacion dual de HPLC es AX-HPLC seguida de RP-HPLC. Es un

método de purificacion mas riguroso que los descritos con anterioridad y
conduce a productos con ~ 90% de pureza, dependiendo de la complejidad
del oligonucledtido. Es una excelente opcion para oligonucledtidos que
requieren un alto nivel de pureza, como los utilizados en ensayos de qPCR
para aplicaciones industriales o aquellos que contienen modificaciones como
sondas fluorescentes.

48



---- Introduccion

vi) Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

Estos métodos de purificacion utilizan el peso molecular en lugar de la
carga para separar las impurezas de un oligonucleétido. Es ideal para
obtener un alto porcentaje de oligonucledtidos de longitud completa y
purificar secuencias no modificadas superiores a 50 bases. Si bien se logra
una alta tasa de pureza en comparacion con otros métodos, el rendimiento
final de un oligonucledtido purificado con PAGE serd menor que uno
purificado con HPLC. Este método logra una pureza de méas del 95% de la
secuencia completa, dependiendo de la complejidad del oligonucledtido.
Una limitacién es que los oligonucledtidos modificados no se separan tan
eficazmente como por HPLC debido a su naturaleza hidréfoba.

Para concluir este apartado, y a modo de resumen, podriamos decir que
los métodos de purificacion mas rigurosos reducen el rendimiento final del
producto. Los oligonucledtidos desalados ofrecen el mayor rendimiento,
pero generalmente son los menos puros. Por el contrario, los métodos dual
HPLC y PAGE ofrecen la mayor pureza, pero un rendimiento reducido en
comparacion con otros métodos.
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1.4. Soportes solidos en la sintesis de oligonucledtidos

La Sintesis Organica sobre soportes solidos, introducida por Merrifield
en 1963,%7 constituye una de las vias mas utilizadas actualmente en la
preparacion de nuevos compuestos. En contraste con la sintesis tradicional,
la sintesis en fase solida evita la necesidad del aislamiento y purificacion
de los intermedios sintéticos, ya que ¢ésta se lleva a cabo por lavados
exhaustivos del soporte solido al que estan anclados dichos intermedios.
Ademas, este procedimiento hace posible el uso de excesos de reactivos o
catalizadores. Se utilizan un gran nimero de soportes solidos, siendo el
mas comun la resina de poliestireno entrecruzada y diversamente
funcionalizada. También se utilizan espaciadores, entre la resina y el
compuesto a sintetizar, los cuales se clasifican dependiendo del grupo
funcional que liberen.

La seleccion de un soporte sélido apropiado es muy importante en la
sintesis en fase solida y sus propiedades son vitales para el éxito final del
proceso sintético. El desarrollo de nuevos soportes poliméricos ha sido un
aspecto importante en los ultimos anos debido a la evolucion de la sintesis
orgénica en fase solida de manera eficiente.

Se han descrito una amplia variedad de materiales como soportes
insolubles para diferentes aplicaciones. El soporte ideal debe contener una
funcionalidad quimica apropiada en su superficie que pueda acoplarse de
manera selectiva, generalmente a través de un brazo conector, a la primera
unidad monomérica. Es habitual que los soportes para la sintesis de
oligonucledtidos posean un grupo amino primario, aunque también se
utilizan soportes derivados de hidroxilo y carboxilo. El grado de
derivatizacion superficial (carga) en el soporte determina la cantidad
maxima de producto que se puede preparar. Se dispone de soportes con
cargas de 100 a 1000 pmol/g o mas para la sintesis de péptidos o moléculas
pequeiias.*

40 M. Winter. Supports for solid-phase organic synthesis. in Combinatorial Peptide and
Non-Peptide Libraries: A Handbook (G. Jung, ed). 1996, /7, 465-510.
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La estructura del brazo conector para unir la superficie del soporte al
primer nucledsido también es de importancia critica. Esta union se
compone de dos partes distintas. La primera parte es el espaciador que
conecta el grupo funcional activo (generalmente grupos amino o hidroxilo)
a la matriz del soporte insoluble. Este espaciador puede ser tan simple
como un solo grupo metileno o puede ser una cadena larga de alquilo o
alquiloxi. De manera general, se prefiere una cadena larga para distanciar
el grupo funcional terminal de la superficie del soporte.

A continuacion, se requiere una segunda molécula difuncional para
conectar el grupo amino o hidroxilo terminal en el soporte a la primera
unidad de nucleésido. En la sintesis de oligonucledtidos esta estructura se
conoce como linker (Figura 11).

H (0]
OMS'\/\/OJVO N o~~~ 0 N)W
3 e N H o
H
N oo
Soporte Soporte de . -
de CPG Espaciador: alquilamino de cadena larga Linker: succinilo aminometil- Linker: succinilo

poliestireno
(i) (if)

Figura 11. Estructura de los dos soportes en fase solida mas utilizados para la sintesis
de oligonucleodtidos: (i) LCAA-CPG. (ii) Aminometilpoliestireno (no hinchado y
altamente reticulado). En ambos casos, un nucleésido se une al grupo amino del soporte
a través de un enlazador de acido succinico, que puede ser escindido con amoniaco
después de la sintesis.

Estos conectores de union suelen ser acidos dicarboxilicos, como el
acido succinico*! o el 4cido hidroquinona-O,O-diacético,** que conectan
el nucleodsido al soporte a través de enlaces éster o amida. La longitud,
rigidez e hidrofobicidad del linker pueden afectar a la eficiencia del

41 a) R. T. Pon, N. Usman, K. K. Ogilvie. BioTechniques 1988, 6, 768-775; b) M. J.
Dambha, P. A. Giannaris, S. V. Zabarylo. Nucl. Acids Res. 1990, 18, 3813-3821; c) N.
N. Bhongle, J. Y. Tang. Synth. Commun. 1995, 25, 3671-3679.

4“2R.T. Pon, S.Yu. Nucl. Acids Res. 1997, 25, 3629-3635.
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acoplamiento* y su estabilidad quimica restringe las condiciones que se
pueden utilizar durante la sintesis. Esto afecta a la eleccion de los grupos
protectores. La mayoria de los /inkers para la sintesis de oligonucledtidos
son estables en condiciones acidas y se liberan en condiciones basicas.
Esto permite utilizar la combinacion més popular de grupos protectores:
grupos 4cido-labiles como el 5'-dimetoxitritilo (DMT) y grupos
protectores de N-acilo y fosfato de cianoetilo lébiles en condiciones
basicas. La velocidad con la que se puede escindir el conector también es
una consideracion importante a tener en cuenta. Las estrategias que
requieren la eliminacion de grupos protectores en oligonucledtidos sin
escision del soporte requieren brazos conectores que sean muy estables o
removibles utilizando condiciones de desproteccion ortogonales. También
se pueden usar otros tipos de uniones para preparar oligonucleotidos con
modificaciones terminales en el extremo 3’ como fosfato, amino,
carboxilo, tiol u otros sustituyentes.

Las propiedades quimicas del resto de la superficie del soporte deben
ser inertes o capaces de hacerse inertes por acetilacion, sililacion,
benzoilacion u otro tratamiento pasivante similar.** Esto se debe a que los
grupos residuales, como los grupos amino, hidroxilo o silanol, también
pueden reaccionar con el derivado de fosforamidito. Esto crea secuencias
truncadas acopladas al soporte a través de enlaces fosforamidato o
fosfodiéster que carecen del nucledsido correcto en la posicion 3°. Cuando
las reacciones de acoplamiento se monitorean mediante la cuantificacion
del cation dimetoxitritilo naranja liberado durante la destritilacion, la
formacion de tales secuencias fallidas puede deducirse de rendimientos de
acoplamiento aparentes >100%. Afortunadamente, los enlaces fosfodiéster
en la superficie del soporte son dificiles de hidrolizar y estas secuencias

43 J. Katzhendler, S. Cohen, M. Weisz, 1. Ringel, R. D. Camerini-Oterio, J. Deutsch.
Reactive Polymers 1987, 6, 175-187.

4 a) R. T. Pon. Solid-phase supports for oligonucleotide synthesis. 1993, Protocols for
Oligonucleotides and Analogs (S. Agrawal, ed.) 465- 496. Humana Press, Totowa, N.
J.; b) J. Y. Tang, J. X. Tang. Passivated polymer supports for nucleic acid synthesis.
1997, United States Patent #5, 668, 268.
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fallidas no se liberan del soporte en las condiciones habituales de
escision. 12

La hidrofobicidad de la superficie del soporte es otro aspecto a
considerar. A veces se prefieren soportes hidréfobos, como el poliestireno
y el polimetacrilato benzoilado, frente a otros soportes de vidrio de poro
controlado (CPG) y polietilenglicol (PEG), que tienen superficies
hidréfilas.** Todas las reacciones de acoplamiento mediante un
fosforamidito son sensibles a la humedad, que puede ser evitada mas
facilmente con los soportes hidrofobos. Esto permite una mayor eficiencia
de sintesis con menores excesos de reactivo; sin embargo, las
comparaciones cuantitativas son dificiles de hacer y tanto los soportes de
poliestireno rigido como los de CPG son muy utilizados.

1.4.1. Linkers

Para hacer que el material del soporte so6lido cumpla las condiciones
adecuadas para ser utilizado como resina en la sintesis de oligonucleétidos,
los linkers deben estar unidos covalentemente a los grupos amino reactivos
del CPG de aminopropilo, del CPG de alquilamino de cadena larga (LCAA
CPG) o del aminometilo del poliestireno macroporoso (MPPS),
dependiendo del material polimérico que se vaya a utilizar como soporte.
Los grupos amino que no reaccionen seran acetilados, posteriormente, para
prevenir posibles reacciones secundarias.

Atendiendo al tipo de [linker utilizado, estaremos ante tres grupos
diferentes de soportes solidos:

a) Soportes solidos nucleosidicos. En los que previamente a la sintesis

del oligonucledtido, el grupo 3'-hidroxi del nucledsido 3'-terminal
se ancla mediante un enlace tipo éster, hidrolizable en condiciones
fuertemente alcalinas, al soporte solido a través de un brazo que
por lo general suele ser un grupo succinilo. En la Figura 12 se

4 C. McCollum, A. Andrus. Tetrahedron Lett. 1991, 32, 4069- 4072.
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recogen varias de las opciones descritas en la bibliografia.*64’

Posteriormente, el ensamblaje de la cadena de oligonucledtido
comenzara con el acoplamiento del siguiente fosforamidito sobre
el nucledsido 3’-terminal anclado al soporte.

DMTO BASE
kif

o}

O-wlrent, guudo ety O g

v (vi) o M) o,
R=
5 O+ 1.1
e NH o
E
° Q NO, To(\)k

(viii) o}\ f (ix)
o o
O’MNH)K/YO\(CHZ)G*O?SC—E ONWNH)KAH/O\NIOW/‘%
: L ° 5o
x) o (

Figura 12. Soportes so6lidos nucleosidicos. Algunos de los /inkers desarrollados para
anclar el nucledsido por la posicion 3’ al soporte solido:*® (i) succinilo, (ii) oxalilo, (iii)
succinilsarcosilo, (iv) ftaloilo, (v) linker disulfuro, (vi) linker-Q, (vii) linker NPE [1-(2-
nitrofenil)etilo], (viii) linker FM, (ix) linker 2-nitrobencil, (x) linker sililo, (xi) linker
DM.49’50

b) Soportes s6lidos universales. Un linker, por lo general de caracter

no nucleosidico, se une al material de la resina por uno de sus

46 B. S. Sproat, D. M. Brown. Nucleic Acids Res. 1985, 13, 2979-2987.

47 A. P. Guzaev. Solid-phase supports for oligonucleotide synthesis. Curr. Protoc.
Nucleic Acid Chem. 2013, 53, 3.1.1-3.1.60.

48 A. Avifio, C. Fabrega, R. Eritja. Methods for the synthesis of oligonucleotides. From
the book: Nucleic Acids Chemistry: Modifications and Conjugates for Biomedicine
and Nanotechnology. 2021, 1-44.

4 G. R. Gough, M. J. Brunden, P. T. Gilham. Tetrahedron Lett. 1981, 22, 4177-4180.

S0 X. Lin, J. Chen, S. Shahsavari, N. Green, D. Goyal, S. Fang. Org Lett. 2016, 18, 3870-
3873.
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extremos (Figura 13), mientras que, por el otro, permite el anclaje
del nucleodsido del extremo 3’ durante el primer ciclo de la sintesis,
utilizando un fosforamidito convencional.*’ El ensamblaje de la
cadena continua hasta su finalizacion, para dar paso, en una tltima

etapa, a la liberacion del soporte.
o o

o Q o ! OJK(CI o DMT-O o
o. N | 0
ONWNHW DMT ONWNH)K/W J\ [¢] ONWNH)K/Y t
o o 0-DMT 0 z R

(i) (ii) (iii)
Figura 13. Algunos ejemplos de soportes s6lidos universales: (i) Soporte universal I,
(i1) Soporte universal I, (iii) Unylinker.

El rasgo caracteristico de los soportes sdlidos universales es que
la liberacion de los oligonucleodtidos se produce por la escision
hidrolitica de un enlace P-O que une el extremo 3'-O del residuo de
nucleétido 3’-terminal al /inker universal, tal como se muestra en

el Esquema 15.
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Esquema 15. Soportes so6lidos universales. Mecanismo de liberacion y
desfosforilacion del oligonucleétido sintetizado.

El resultado final del proceso es la liberacion de un
oligonucleodtido con el grupo 3’-hidroxi terminal desprotegido,
idéntico al que se hubiera obtenido al prepararlo sobre un soporte
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s6lido nucleosidico.#’*® La principal ventaja de este tipo de
soportes es que su utilizacion no depende del nucledsido en
posicion 3’ de la secuencia del oligonucledtido que se desee
sintetizar.

Soportes sélidos especiales. Se utilizan para insertar grupos

funcionales especificos, requeridos con fines concretos, en el
extremo 3' del oligonucledtido. Se indica un ejemplo en el
Esquema 16, donde el soporte solido representado permite, tras su
liberacion, la obtencion de un oligonucledtido que contiene un
grupo 3’-O-aminopropil en la posicion 3'-terminal. De manera
similar, en la bibliografia se han descrito muchos otros soportes
solidos especiales disefiados para la union de grupos funcionales
reactivos, grupos de marcaje no radiactivos o modificadores
terminales (por ejemplo, colesterol).*’

o o) o (0]
QN — Q- e NS\
)KCEIREN‘\_/O'DMT Sintesis del )KCEQEN‘\_/O 5

Y oligonucleétido %

NH3 / NH,OH Desanclaje

3
5'WVVV/\/\,VWoJNH2

oligonucleétido modificado en 3'

Esquema 16. Soportes solidos especiales.

1.4.2. Soportes solidos de CPG y poliestireno: ventajas e

inconvenientes

Desde la introduccion de la sintesis en fase sélida para oligonucleotidos,

se han desarrollado un gran numero de soportes sélidos. En contraste con

la sintesis orgénica en fase solida y la sintesis de péptidos, en la sintesis de

oligonucledtidos se obtienen mejores resultados con soportes sélidos no

hinchables o poco hinchables. Los dos materiales en fase sélida mas
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utilizados son el vidrio de poro controlado (CPG) y el poliestireno
macroporoso (MPPS).

Los soportes de CPG®! se han utilizado en diversos tipos de sintesis de
compuestos orgdnicos, como es el caso de los oligonucledtidos. Estas
resinas se definen cominmente por su tamafio de poro. En la quimica de
oligonucleotidos, tamafios de poro de 500, 1000, 1500, 2000 y 3000 A se
utilizan para la preparacion de oligonucledtidos de aproximadamente 50,
80, 100, 150 y 200-mer, respectivamente. Para que la CPG nativa sea
adecuada para su posterior procesamiento, la superficie del material debe
tratarse con 3-(trietoxisilil)-1-propanamina® para dar CPG aminopropilo.
El brazo de aminopropilo puede extenderse aun mds para dar como
resultado una CPG de aminoalquilo de cadena larga (LCAA). El grupo
amino se utiliza como punto de anclaje de linkers adecuados para la
sintesis de oligonucledtidos.

Un poliestireno macroporoso adecuado para la sintesis de
oligonucleétidos es un poliestireno altamente reticulado de baja expansion
obtenido por polimerizaciéon de divinilbenceno, estireno y 4-
clorometilestireno en presencia de un agente porogeno. El MPPS
clorometilo macroporoso obtenido puede ser convertido en aminometil
MPPS. De todas ellas, las mas comunes son las resinas de poliestireno
reticuladas con divinilbenceno al 1%. Este porcentaje es el mejor
compromiso entre compatibilidad y estabilidad mecanica de la resina. En
presencia de disolventes adecuados,® los grados mas altos de reticulacion
producen resinas mads estables, pero se expanden menos y, en
consecuencia, poseen una menor capacidad de carga.

SLF. Albericio, M. Pons, E. Pedroso, E. Giralt. J. Org. Chem. 1989, 54, 360-366.

52 A. P. Guzaev, R. T. Pon. Attachment of nucleosides and other linkers to solid-phase
supports for oligonucleotide synthesis. Curr. Protoc. Nucleic Acid Chem. 2013, 52,
3.2.1-3.2.23.

538, S. Wang. J. Org. Chem. 1985, 40, 1235-1239.
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Debido a los altos rendimientos de sintesis obtenidos con la CPG, es la

resina mas utilizada hasta el momento,*’*

aunque puede verse afectada
por el tratamiento &cido durante la liberacion del DMT o por la
desproteccion en condiciones basicas al final de la sintesis.*!** Ademas,
el uso de soportes CPG es limitado debido a su baja capacidad de carga, lo
que hace que la sintesis a gran escala o la funcionalizaciéon adicional del

soporte sean dificiles e ineficientes.
1.4.3. Nuevos soportes solidos

Las resinas de poliestireno entrecruzado han sido usadas en sintesis
organica en fase solida desde 1963 cuando Merrifield utiliz6 un
copolimero clorometilado de estireno y divinilbenceno (DVB). Este
soporte es un gel entrecruzado que permite la penetracion de reactivos y
disolventes entre los poros de las particulas del copolimero.

En las etapas tempranas, las resinas de clorometil/aminometil
poliestireno (PS) se utilizaron cominmente como soporte solido. Debido
a que estas resinas se preparan facilmente y son robustas en diversos
entornos quimicos sintéticos, como condiciones 4cidas/basicas, y
permanecen en estado de suspension en disolventes organicos polares/no
polares, son soportes solidos atractivos para la sintesis en fase solida.

Los tres soportes poliméricos mas utilizados en la actualidad y
sintetizados a partir de poliestireno son: clorometilpoliestireno, preparado
por  posderivatizacion  usando  clorometilmetiléter 'y  SnCly;
hidroximetilpoliestireno, preparado a partir de la resina de Merrifield por
esterificacion con acetato de potasio seguido de saponificacion o reduccion
del éster;’®* y aminometilpoliestireno, preparado por sustitucion con
ftalimida de potasio de la resina de Merrifield, seguido por una reaccioén
de aminometilacion (Figura 14).5 La resina aminometilada permite el uso
de una multitud de ligandos y espaciadores que pueden ser anadidos al

5 S.P. Adams, K S. Kavka, E. J. Wykes, S. B. Holder, G. R. Galluppi. J. Am. Chem. Soc.
1983, 105, 661-663.

35 A.R. Mitchell, S. B. H. Kent, B. W. Erikson, R. B. Merrifield. Tetrahedrom Lett. 1976,
17,3795-3798.
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sistema empleando grupos amida, los cuales son estables bajo condiciones
fuertemente acidas.
cl HO H,N

(i) (i) (iii)

Figura 14. Estructura de los soportes solidos mas usados de poliestireno: (i)
clorometilpoliestireno, (i1) hidroximetilpoliestireno, (iii)
aminometilpoliestireno.

Sin embargo, en las resinas convencionales basadas en poliestireno, los
grupos funcionales se distribuyen por igual en toda la region de las perlas
de resina. Como resultado, la reaccion entre los grupos funcionales en las
perlas de resina y los reactivos entrantes de la solucion, a veces, se retrasa
debido a su difusion limitada a la parte central de la resina. Para superar
esta limitacion, varios grupos de investigacion han desarrollado nuevos
materiales alternativos como las resinas PS injertadas con polietilenglicol
(PEG-PS): TentaGel, Anfispheres, Hypogel o ArgoGel, desarrolladas por
Bayer para usos especificos con disolventes polares,’® Pepsyn®’ vy
PolyHIPE,>® ahora utilizadas ampliamente.’ Sin embargo, en la escision
fotolitica de los productos, todas estas resinas tienen el mismo problema:
una penetracion inadecuada de la luz UV en el interior de las perlas de
resina. A medida que el PEG injertado mejora la compatibilidad de la
resina en disolventes hidrofilos, incluidos los medios acuosos, esas resinas
se han utilizado como soporte polimérico para la sintesis de compuestos

%6 a) E. Bayer. Angew.Chem. Int. Ed. 1991, 30, 113-129; b) E. Bayer, W. Rapp. Chem.
Pept. Protein 1986, 3, 3-8.

57 E. Atherton, R. C. Sheppard, A. J. Rosevar. J. Chem. Soc. 1981, 1151-1152.

S8 P. W. Small, D. C. Sherrington, J. Chem. Soc. 1989, 1589-1590.

% a) B. de la Torre, A. Avifio, G. Tarrason, J. Piulats, F. Albericio, R. Eritja.
Tetrahedron Lett. 1994, 35, 2733-2736; b) B. de la Torre, F. Albericio, E. Saison-
Behmoaras, A. Bachi, R. Eritja. Bioconjugate Chem. 1999, 10, 1005-1012.
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en perlas y bioensayos sobre perlas. Sin embargo, el problema de
distribucion de los grupos funcionales aun persiste, lo que podria causar
una baja eficiencia en algunas reacciones.

Los Crowns-pins (CP) son otro tipo de soportes constituidos por un
injerto de polietileno-polipropileno sobre la cadena de poliestireno
mediante iniciacion fotoquimica.®® La resina Kieselguhr-poliacrilamida
(KPA)S! también se usa en diversos tipos de sintesis organica. Por otra
parte, el copolimero polietilenglicol/dimetilacrilamida (PEGA) es un
material muy polar que aumenta sus propiedades en agua, posee
flexibilidad y facilita el acceso de grandes macromoléculas como las
enzimas; sin embargo, tiene baja estabilidad mecanica.®?

1.4.4. Resinas Core-Shell PS-PEG

Los avances logrados con la metodologia de sintesis en fase s6lida han
contribuido a que su empleo se haya diversificado hacia otras areas de la
investigacion, no solo en la sintesis de compuestos activos biologicamente,
sino en la preparacion de moléculas organicas especiales y familias de
ellas, asi como también de algunos polimeros y macromoléculas
biologicas. Es por ello, que existe un gran interés en la busqueda de un
soporte polimérico ideal.

Recientemente, se han sugerido unas resinas alternativas "tipo ntcleo-
capa" (Core-Shell), originadas a partir de Ila resina de
aminometilpoliestireno, que podrian solventar los problemas de difusion
de disolventes y reactivos durante el proceso de sintesis.®?

% H. M. Geysen, R. H. Meloen, S. J. Barteling. J. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81,
3998-4002.

1 A. Dryland, R. C. Sheppard. J. Chem. Soc., Perking Trans. 1 1986, 125-137.

62 M. Meldal. Tetrahedron Lett. 1992, 33, 3077-3080.

8 H.J. Cho, T. K. Lee, J. W. Kim, S. M. Lee, Y.-S. Lee. J. Org. Chem. 2012, 77, 9156-
9162.
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Otras matrices como el polivinilacetato (Oligoprep)®* vy el
polietilenglicol (ChemMatrix)® se estudiaron para la sintesis de

oligonucleoétidos.

En la actualidad, los soportes so6lidos méas demandados para la sintesis
a escala industrial de oligonucledtidos son los soportes de poliestireno
NittoPhase,* el soporte HybCPG a base de silice®’ y el Primer Support
5G. Sobre este ultimo, cabria destacar que se trata de un soporte de
poliestireno de ultima generacion desarrollado por General Electric
Company (GE) y que tiene una capacidad de carga de 350 pmol/g,
permitiendo la sintesis de oligonucledtidos a una escala de 750
mmol/reaccion.®

Cl- ¢~

Figura 15. Estructura de resina Core-Shell tipo PS-PEG.*

Hace un par de décadas, se ha descrito un método novedoso para
preparar este tipo de resinas, que tienen un nucleo de poliestireno (PS)

64 S. Aitken, E. Anderson. Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids. 2007, 26, 931-934.

65'S. Mazzini, F. Garcia-Martin, M. Alvira, A. Avifi, B. Manning, F. Albericio, R.
Eritja. Chem. Biodivers. 2008, 5,209-218.

% M. R. Putta, D. Yu, E. R. Kandimalla. E. R. Methods Mol. Biol. 2011, 764, 263-277.

7 D. M. Rothstein, M. L. Rothstein. Genetic Eng Biotech News 2012, 32, 42-43.

8 B. 1. Andrews, F. D. Antia, S. B. Brueggemeier, L. J. Diorazio,S. G. Koenig, M. E.
Kopach, H. Lee, M. Olbrich, A. L. Watson. J. Org. Chem. 2021, 86, 49-61.
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altamente reticulado (> 4%) y recubierto con una capa de polietilenglicol
(PEG).%

Para ello, se utilizd la polimerizacion en suspension de estireno.
Ademas, se agregdé un macromonomero PEG sintético que tenia un grupo
vinilo y un grupo amino en los extremos como comonomero y
estabilizador del sistema de suspension (Figura 15). Al preparar un
copolimero de este tipo con todos los grupos funcionales ubicados en la
cascara PEG, cabria esperar que los reactivos no necesitasen difundirse en
el interior de la perla, de modo que todas las reacciones quimicas, incluida
la fotdlisis, podria proceder de manera mas efectiva.

Las resinas tipo Core-Shell exhiben un mayor rendimiento y pureza en
la sintesis de péptidos que contienen secuencias dificiles, en comparacion
con las resinas convencionales. Sin embargo, son incompatibles con el
agua y aun no son adecuadas para bioensayos sobre perlas. Finalmente,
aunque se han desarrollado resinas de este tipo altamente cargadas que
contienen PEG en la capa de céascara (Hi Core),” la cantidad adecuada de
carga de PEG y grupos funcionales son todavia dificiles de controlar.

% J. K. Cho, B. D. Park, Y. S. Lee. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 7481-7485.
70 H. Kim, J. K. Cho, W.-J. Chung, Y.-S. Lee. Org Lett. 2004,6, 3273-3276.
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L.5. Aplicaciones de los oligonucledtidos

Los oligonucledtidos tienen el potencial de tratar o controlar una amplia
gama de enfermedades. Aunque la mayoria de las terapias con
oligonucleétidos se han centrado en el silenciamiento génico, se estan
aplicando otras estrategias, incluida la modulacién de corte y pegado
(splicing) y la activacidon génica, ampliando el rango de posibles objetivos
mas alla de los que son accesibles para las modalidades farmacéuticas
convencionales.

La mayoria de los oligonucledtidos interactian con sus moléculas diana
afines a través del emparejamiento complementario de bases de Watson-
Crick, por lo que la dilucidacién de la secuencia objetivo es relativamente
sencilla. Se pueden disefiar racionalmente compuestos con actividad
bioldgica y altamente especificos en funcién del conocimiento de la
secuencia primaria de un gen objetivo Unico y los candidatos principales
pueden ser identificados mediante un cribado rapido. El uso de
oligonucleétidos permite un enfoque de medicina precisa y/o
personalizada, ya que pueden disefiarse para atacar selectivamente
cualquier gen con efectos minimos, o al menos predecibles, fuera del
objetivo. Ademas, es posible dirigirse a secuencias especificas del paciente
que son causantes de enfermedades raras.”!

En los ultimos veinticinco afios, han sido aprobadas dieciocho terapias
con acidos nucleicos para el tratamiento de diversas enfermedades. Sus
modos de accion incluyen: oligonucledtidos antisentido (Antisense
Oligonucleotides, ASO), oligonucledtidos de tipo “splice-switching”
(Splice-switching Oligonucleotides, SSO), de ARN interferente (ARNi) y
un aptamero de ARN frente a una proteina. Entre las enfermedades a las
que se dirige esta nueva clase de farmacos se encuentran la
hipercolesterolemia familiar homocigoética, la atrofia muscular espinal, la
distrofia muscular de Duchenne, la amiloidosis hereditaria mediada por
transtirretina, el sindrome de quilomicronemia familiar, la porfiria

"1J.Kim, C. Hu, C. M. El Achkar, L. E. Black, J. Douville, A. Larson, M. K. Pendergast,
S. F. Goldkind, E. A. Lee, A. Kuniholm, ef al. N. Engl. J. Med. 2019, 381, 1644-1652.
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hepatica aguda y la hiperoxaluria primaria. La modificacién quimica del
ADN y el ARN ha sido fundamental para preparar farmacos a partir de
oligonucleodtidos.”

Dadas las exitosas aplicaciones diagnosticas y los prometedores
ensayos clinicos con ADN y ARN modificados, se cree que se necesitaran
grandes cantidades de oligonucledtidos de alta pureza en los proximos
afos.”. Por lo tanto, reducir el coste total de produccion de medicamentos
basados en oligonucleotidos incrementaria su potencial aplicaciéon en el
tratamiento de enfermedades oftdlmicas, aplicaciones cardiovasculares,
enfermedades metabolicas, trastornos inflamatorios, tratamiento del
cancer, trastornos neuroldgicos, infecciones virales y enfermedades
huérfanas.”

2 M. Egli, M. Manoharan. Nucleic Acids Res. 2023, 51, 2529-2573.
Y. S. Sanghvi. Curr. Protoc. Nucleic Acid Chem. 2011, 4.1.1-4.1.22.
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1.1. Nanoparticulas Core-Shell

Las nanoparticulas Core-Shell (nucleo-cascara) son una clase de
materiales nanoestructurados que recientemente han recibido mas atencion
debido a sus interesantes propiedades y amplia gama de aplicaciones en
catalisis, biologia, quimica de materiales, sensores y sintesis de

biomacromoléculas, como es el caso de los péptidos.

Al disefiar racionalmente los nticleos, asi como las capas de dichos
materiales, se pueden preparar una gama de nanoparticulas nticleo-cascara

con propiedades personalizadas.

En las ultimas décadas, el rapido desarrollo de la nanotecnologia ha
permitido a los investigadores ver a los catalizadores heterogéneos

convencionales desde una nueva perspectiva.’*

En particular, los materiales cataliticos ahora se pueden preparar con
mayor precision a través de procesos utilizados por la nanotecnologia.”

Las nanoparticulas que contienen metales nobles, que a menudo sirven

74 a) M. B. Gawande, S. N. Shelke, R. Zboril, R. S. Varma. Acc. Chem. Res. 2014, 47,
1338-1348; b) C. Burda, X. B. Chen, R. Narayanan, M. A. El-Sayed. Chem. Rev. 2005,
105, 1025-1102; ¢) C. T. Duncan, A. V. Biradar, S. Rangan, R. E. Mishler, T. Asefa.
Chem. Mater. 2010, 22, 4950-4963; d) F. Zaera. Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 2746-2762.

5 a)J. C. Park, A. Y. Kim, J. Y. Kim, S. Park, K. H. Park, H. Song. Chem. Commun,
2012, 48, 8484-8486; b) M. Kim, J. C. Park, A. Kim, K. H. Park, H. Song. Langmuir
2012, 28, 6441-6447; c) J. C. Park, H. Song. Nano Res. 2011, 4, 33-49.
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como componentes cataliticos activos, se pueden sintetizar rutinariamente
con tamafos, formas, facetas cristalinas, estructura y composicion bien

definidas.”®

Tal control sobre las estructuras de los materiales podria conducir al
desarrollo de nuevas tecnologias para aplicaciones en quimica verde,
procesos quimicos sostenibles y econdémicamente viables, que actualmente
se consideran entre las areas emergentes y mas desafiantes de la quimica.”’
Ademas de ofrecer soluciones a las demandas tradicionales de que los
catalizadores sean eficientes y selectivos para una reaccion catalitica
particular, estos nanomateriales podrian ofrecer las ventajas de la
reduccién de residuos, la eficiencia atomica, mayores velocidades de

reaccion y también la facil recuperacion del catalizador.”

Tradicionalmente, los nanomateriales compuestos con nucleos
(material interno) y capas (material de capa externa), ambos a nanoescala,
se definen como nanoparticulas nucleo-cascara  (Core-Shell
Nanoparticules, CSN).”

76 a) X. Guo, P. Brault, G. Zhi, A. Caillard, G. Jin, X. Guo. J. Phys. Chem. C, 2011, 115,
24164-24171; b) M. N. Nadagouda, V. Polshettiwar, R. S. Varma. J. Mater. Chem.
2009, 79, 2026-2031.

"7 a) M. B. Gawande, V. D. B. Bonifacio, R. Luque, P. S. Branco, R. S. Varma. Chem.
Soc. Rev. 2013, 42, 5522-5551; b) M. B. Gawande, V. D. B. Bonifacio, R. Luque, P. S.
Branco, R. S. Varma. ChemSusChem, 2013, 7, 24-44; ¢) B. M. Trost. Acc. Chem. Res.
2002, 35, 695-705; d) R. S. Varma. Green Chemical Reactions, ed. P. Tundo, V.
Esposito, 2008, 155-171.

8 a) F. Jutz, J. M. Andanson, A. Baiker. Chem. Rev. 2011, 111, 322-353; b) M. B.
Gawande, R. K. Pandey, R. V. Jayaram. Catal. Sci. Technol. 2012, 2, 1113-1125; c) M.
B. Gawande, A. Rathi, I. D. Nogueira, C. A. A. Ghumman, N. Bundaleski, O. M. N. D.
Teodoro, P. S. Branco. ChemPlusChem, 2012, 77, 865-871; d) S. S. Kahandal, S. R.
Kale, M. B. Gawande, R. Zboril, R. S. Varma, R. V. Jayaram, RSC Adv. 2014, 4, 6267-
6274.

7 H. Wang, L. Y. Chen, Y. H. Feng, H. Y. Chen. Acc. Chem. Res. 2013, 46, 1636-1646.
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Aunque, historicamente, el término fue acuiado para las nanoparticulas
semiconductoras con multicapas concéntricas,’® la definicion de los
nanomateriales nucleo-céscara puede extenderse a los nanomateriales que
tienen distintos materiales que cubren (total o parcialmente) el componente
interno, siempre que puedan identificarse por separado. Dependiendo de
la composicion y disposicion de los dos componentes, las nanoestructuras
nucleo-céscara se pueden dividir en varias clases, incluyendo CSN de tipo
inorganico-inorgdnico, inorganico-organico, organico-inorganico y
organico-organico.’! Las CSN pueden tener propiedades que son
sinérgicas entre los nucleos y las cascaras, ofreciendo nuevas propiedades
dependiendo de las interacciones entre ambos componentes.®? Estas
propiedades unicas y adaptables han posicionado a las CSN como una
clase muy importante de nanomateriales con aplicaciones en

bionanotecnologia,® dispositivos dpticos mejorados,?* y la sintesis en fase

80 a) C. F. Hoener, K. A. Allan, A. J. Bard, A. Campion, M. A. Fox, T. E. Mallouk, S. E.
Webber, J. M. White. J. Phys. Chem. 1992, 96, 3812-3817; b) I. Honma, T. Sano, H.
Komiyama. J. Phys. Chem. 1993, 97, 6692-6695.

81 a) H. Amouri, C. Desmarets, J. Moussa. Chem. Rev. 2012, 112, 2015-2041; b) H. H.
Park, K. Woo, J.-P. Ahn. Sci. Rep. 2013, 3, 1497.

82 a) D. Wang, Y. Li. Adv. Mater. 2011, 23, 1044-1060; b) J. Kitchin, J. Nerskov, M.
Barteau, J. Chen, Phys. Rev. Lett. 2004, 93, 156801; c) W. Cha, N. C. Jeong, S. Song,
H.-J. Park, T. C. Thanh Pham, R. Harder, B. Lim, G. Xiong, D. Ahn, I. McNulty, J.
Kim, K. B. Yoon, I. K. Robinson, H. Kim. Nat. Mater. 2013, 12, 729-734; d) L.
Adijanto, D. A. Bennett, C. Chen, A. S. Yu, M. Cargnello, P. Fornasiero, R. J. Gorte, J.
M. Vohs. Nano Lett. 2013, 13, 2252-2257; ¢) H. Wang, H. Guo, Y. Dai, D. Geng, Z.
Han, D. Li, T. Yang, S. Ma, W. Liu, Z. Zhang, Appl. Phys. Lett. 2012, 101, 083116.

8 a) S. Laurent, D. Forge, M. Port, A. Roch, C. Robic, L. Vander Elst, R. N. Muller.
Chem. Rev. 2008, 108,2064-2110; b) X. Gong, S. Peng, W. Wen, P. Sheng, W. Li. Adv.
Funct. Mater. 2009, 19,292-297; ¢c) W. S. Seo, J. H. Lee, X. Sun, Y. Suzuki, D. Mann,
Z. Liu, M. Terashima, P. C. Yang, M. V. McConnell, D. G. Nishimura, H. Dai. Nat.
Mater. 2006, 5, 971-976.

8 a) J. Zhang, Y. Tang, K. Lee, M. Ouyang. Nature 2010, 466, 91-95; b) X. Yu, J. Wan,
Y. Shan, K. Chen, X. Han. Chem. Mater. 2009, 21, 4892-4898; c) L. Wang, C. S.
Clavero, Z. Huba, K. J. Carroll, E. E. Carpenter, D. Gu, R. A. Lukaszew. Nano Lett.,
2011, /1, 1237-1240.
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solida de una amplia gama de biopolimeros como oligosacaridos y

péptidos, entre otros (Figura 16).7985

Interaccion receptor / ligando Marcadores fluorescentes

k’ ) Radioizétopos

-

Shell
Agentes de contraste Quimioterapia
terapéutico

Grupos hinker

DNA ./ Oligonucledtidos

Reacciones fototérmicas \i\

LASER

Figura 16. Representacion de las aplicaciones mas importantes de las nanoparticulas
Core-Shell.

Un desafio importante, que a menudo afrontan los quimicos que
trabajan en el area de la sintesis de compuestos en fase solida, es el
desarrollo de soportes y resinas poliméricas altamente cargadas, inertes,
selectivas, robustas, de bajo coste y ambientalmente benignos. Este
problema, en su totalidad o en parte, puede ser abordado mediante el

desarrollo de resinas con caracteristicas estructurales nucleo-cascara.

85 M. Weishaupt, S. Eller, P. H. Seeberger. Solid Phase Synthesis of Oligosaccharides,
Chapter 22, Academic Press, 2010, 478, 463-484.
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Entre las posibles ventajas que ofrecen este tipo de nanomateriales, se

pueden destacar tres principalmente:

- El uso de un ntcleo inerte como soporte, lo que favorece el disefio
estructural especifico de la superficie (shell) en términos de porosidad,
area superficial, etc., resultando asi un rendimiento superior en la

capacidad de carga (loading) de dicha capa.

- La sinergia entre la cascara y el nucleo, que permite lograr una mayor

eficiencia/rendimiento/selectividad en términos sintéticos.

- La combinacién de las propiedades del nucleo y la cascara conducen
a mejoras como, por ejemplo, la eliminacion de la porosidad y rigidez
estructural caracteristica de materiales ampliamente utilizados en el
campo, como es el caso de los soportes CPG en la sintesis de
oligonucleétidos, logrando asi una mayor expansion de la resina en
contacto con los disolventes de la reaccion y un aumento de la reactividad

superficial de la misma.

1.2. Resinas Core-Shell de tipo PS-PEG en la sintesis de
péptidos

La sintesis de péptidos altamente agregativos, responsables de diversas
enfermedades como el Alzheimer, la encefalopatia espongiforme bovina,
el Parkinson y la enfermedad de Huntington, es importante para identificar
las causas de estas enfermedades y desarrollar agentes terapéuticos.®® Para

sintetizar estas dificiles secuencias peptidicas se han propuesto métodos

8 a) J. P. Taylor, J. Hardy, K. H. Fischbeck. Science 2002, 296, 1991; b) D. L. Brody, D.
M. Holtzman. Annu. Rev. Neurosci. 2008, 31, 175; c¢) B. Caughey, P. T. Lansbury.
Annu. Rev. Neurosci. 2003, 26, 267.
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quimicos y recombinantes. A pesar de las ventajas del método
recombinante, sigue siendo un proceso complicado y no puede

proporcionar secuencias peptidicas no naturales y modificadas.

Por el contrario, el método quimico, en particular la sintesis en fase
sélida, es un proceso simple y facil de reproducir.®’ Sin embargo, el
método quimico también tiene limitaciones a la hora de sintetizar

secuencias peptidicas agregativas largas.

Uno de los factores mas importantes para el éxito de la sintesis en fase
solida es elegir un soporte sélido adecuado. El rendimiento del soporte
solido esta estrechamente relacionado con su propiedad de expansion,
accesibilidad y compatibilidad con el disolvente, los reactivos y el

compuesto sintetizado.

El desarrollo de soportes solidos altamente eficientes y econdmicos
sigue siendo un desafio en el campo de la quimica de péptidos. En general,
se emplean soportes de tipo gel ligeramente reticulados (1-2%). Sin
embargo, estas resinas requieren una capacidad de hinchamiento adecuada
para la difusion de los reactivos, lo que limita la eleccion de disolventes y
su uso para sistemas de flujo continuo.®® Incluso si las resinas estan
completamente hinchadas, presentan un obstadculo para el acceso de
moléculas grandes como las enzimas®® o la penetracion de la luz en las

perlas de resina.”

87 S. B. Kent, H. Annu. Rev. Biochem.1988, 57, 957.

8 a) J. Kress, R. Zanaletti, A. Rose, J. G. Frey, W. S. Brocklesby, M. Ladlow, M. J.
Bradley. Comb. Chem. 2003, 5, 28; b) B. Yan, J. B. Fell, G. J. Kumaravel. Org. Chem.
1996, 61, 7467, c) P. Hodge, Synthesis and Separations using Functional Polymers, D.
C. Sherrington, P. Hodge, Eds. John Wiley & Sons: New York, 1988; d) S. L. Regen,
Macromolecules 1975, 8, 689.

8 J. Kress, R. Zanaletti, A. Amour, M. Ladlow,J. G. Frey, M. Bradley. Chem. Eur. J.
2002, 8, 3769.

% A. Patchnornik, B. Amit, R. B. Woodward. J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 6333.
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En un esfuerzo por superar estos inconvenientes, el Prof. Y.-S. Lee y
sus colaboradores prepararon nuevas resinas de tipo nicleo-céscara con un
nicleo de poliestireno (PS) altamente reticulado (>4%) cubierto con una
carcasa de polietilenglicol (PEG) y mostraron su uso en la sintesis de
péptidos en fase solida. La utilizacion de un ntcleo rigido puede
proporcionar buenas propiedades mecéanicas y la céscara flexible

funcionalizada puede favorecer un facil contacto de los reactivos.

Para prepararlas utilizaron la polimerizacion de una suspension de
estireno. Ademas, se agregd un macromonomero PEG sintético que tiene
un grupo vinilo y un grupo amino en cada extremo como comondmero y
estabilizador del sistema de suspension. Al preparar un copolimero de este
tipo, con todos los grupos funcionales ubicados en la cascara PEG, era de
esperar que los reactivos no necesitaran difundirse en el interior de la perla,
de modo que todas las reacciones quimicas, incluida la fotolisis, pudiesen

producirse de manera mas efectiva.

Tras la sintesis, las perlas de polimero resultantes se tamizaron y se
lavaron con agua, metanol y diclorometano y, finalmente, se secaron en
vacio. Todas las resinas obtenidas eran de tipo perla, con un diametro de
50-200 pm y con capacidades de carga de los grupos amino de 0.05-0.2
mmol/g de resina. La vista transversal de las perlas, tefiidas con un
marcador fluorescente, mostré6 que todos los grupos amino estaban
ubicados en la parte superficial. El espesor de la cascara de PEG era de 2-

4 um (Figura 17).
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Figura 17. (a) Micrografia de barrido electronico que muestra las perlas esféricas
preparadas por polimerizacion en suspension. (b) Vista transversal de resinas PS-PEG

tipo nucleo-cascara mediante microscopio de fluorescencia.

Se descubrid que estas resinas se hinchaban menos que las de tipo
TentaGel tanto en agua como en la mayoria de los disolventes organicos.
Con un disolvente hidrofobico como el diclorometano, se hinchaban
menos que las resinas PS. Esto se debe a la alta reticulacion en el nucleo
de la perla de resina.

La carga inicial se mantuvo sin cambios incluso en condiciones de

reaccion severas.

Para comprobar el rendimiento de las nuevas resinas, se sintetizdo un
dipéptido modelo, Fmoc-Gly-Phe-OH, y se introdujo un /inker fotolabil,
el grupo o-nitrobencil, en las resinas.’! Posteriormente, el péptido se liberd
del enlazador mediante fot6lisis y el producto se analiz6 cuantitativamente
por HPLC.

°l'D. H. Rich, S. K. Gurwara. J. Am. Chem. Soc. 1975, 97, 1575-15709.
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% Yield

16
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Figura 18. Perfiles cinéticos de la fotolisis obtenidos para cada resina: PS (e),
TentaGel (O), PS-PEG-NH2 (Y), PS-PEG-NHz-Lys (V), PS-PEG-NH»-Lys-(Lys)2 (®).

Para esta prueba se emplearon las resinas tipo nucleo-cascara PS-PEG-
NH:> (0.13 mmol NH»/g) y las de capacidad de carga amplificada como la
PS-PEG-NH>-Lys (0.21 mmol NH>/g) y la PS-PEG-NHz-Lys-(Lys)2 (0.30
mmol NH2/g). A modo de comparacion, se utilizaron la resina de
aminoisopropilpoliestireno (PS) (1.22 mmol NH»/g) y la resina TentaGel

(0.26 mmol NHb»/g) en idénticas condiciones de reaccion.

Se encontré que las resinas PS-PEG tipo nucleo-cdscara eran mas
eficientes que la resina PS e incluso que la resina TentaGel. En cuanto a la
velocidad de escision fotolitica del producto peptidico, en las resinas PS-
PEG tipo nticleo-cascara fue también mucho mas rapida que en las resinas

PS o TentaGel. Se observa que los procesos son mas rapidos con las resinas
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de carga amplificada mediante el acoplamiento con Boc-Lys-(Boc)-OH.
Ademas, las resinas PS-PEG tipo ntcleo-cascara liberaron el producto con
rendimiento cuantitativo en 5 h. Sin embargo, después de 15 h, la resina
PS libero tan solo el 29% (similar a resultados anteriores)®?

TentaGel el 59% de los productos (Figura 18).

y la resina

A partir de estos resultados, se encontré que las resinas PS-PEG tipo
Core-Shell estaban libres del efecto retardante causado por el grupo nitroso
resultante durante la fotolisis.”®> El menor rendimiento de la resina PS
parecia razonable porque no se hinchd lo suficiente en un disolvente

hidrofilo como el metanol.

A pesar de que estas resinas mostraron un comportamiento adecuado en

las reacciones de escision fotolitica y enzimatica,’-*

presentan cargas
relativamente bajas (0.05-0.2 mmol/g) y la preparacion de los

macromondmeros fue demasiado complicada.

Posteriormente, se disefaron, caracterizaron y estudiaron nuevas
resinas de nucleo-céscara (Core-Shell, CS) preparadas facilmente a partir
de aminometilpoliestireno  disponible comercialmente (AM-PS,
BeadTech).”

Aunque estas resinas CS resultantes eran menos hinchables que las
resinas tipo gel, como resultado de su mayor grado de reticulacion, su
cascara anfifilica de polietilenglicol les permiti6 ser compatibles con una

amplia gama de disolventes hidrofilos/hidrofobos.

928.J. Wang. J. Org. Chem. 1976, 41, 3258-3261.

9 A. Patchnornik, B. Amit, R. B. Woodward, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 6333-6335.

% J.K Cho, B. D. Park, K. B. Park, Y. S. Lee. Macromol. Chem. Phys. 2002, 203, 2211-
2217.

%5 http://www.beadtech.co.kr.
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Los resultados obtenidos con la resina CS optima (0.37 mmol/g) se
compararon con los de la resina TentaGel-NH> (0.30 mmol/g) y la resina
AM-PS (reticulado al 1%). Durante el curso del ensamblaje del péptido en
las resinas, se encontr6 que la carga del primer aminoacido en la resina CS
ocurria de manera mucho mas eficiente que en las otras resinas. En la
sintesis organica en fase solida, se sabe que la carga inicial es un paso
problematico debido al efecto de la matriz de la cadena polimérica
principal.®® Sin embargo, este problema parece minimizarse en las resinas
CS. Para examinar detalladamente la cinética del proceso, se investigaron
los rendimientos de acoplamiento de Fmoc-Leu de acuerdo con el tiempo
de acoplamiento. La velocidad de acoplamiento en la resina CS fue entre
2-4 veces mas rapida que la de TentaGel, la resina PS de baja carga (Low
Loading, LL) o la resina PS de alta carga (High Loading, HL).

Después de la sintesis de péptidos en fase solida, se llevaron a cabo
reacciones de fotoescision en cada resina. Como era de esperar, en
comparacion con las otras resinas, la resina CS exhibi6 un excelente
rendimiento en la reaccion de fotoescision. Dicha resina liber6 el producto
rapidamente y proporciond mas del 95% de rendimiento en 1 h. En
contraste, la resina TentaGel liber6 solo el 72% del producto, y las resinas
LL PS y HL PS liberaron solo el 41% y el 34% del producto,
respectivamente, incluso después de 3 h. La diferencia en el rendimiento
entre las resinas TentaGel y PS puede deberse, en parte, al diferente grado
de expansion de las resinas en el metanol.”” A diferencia de las resinas de
gel, se descubrid que el rendimiento de la resina CS no estaba relacionado
con su capacidad de hinchamiento.

Si bien este tipo de resinas ofrecen resultados alentadores en la sintesis

de péptidos, la utilizacion de dos etapas en la polimerizacion,*’! la

% a) W. Li, B. Yan. J. Org. Chem. 1998, 63, 4092-4097; b) A. Basso, B. Evans, N. Pegg,
M. Bradley. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 3763-3767.
97 C. P. Holmes. J. Org. Chem. 1997, 62, 2370-2380.
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reticulacion del nucleo o la hidrdlisis parcial® en la preparacion de la
estructura Core-Shell de la perla de polimero requiere procedimientos

complicados y condiciones drasticas.

Para solucionar estos problemas, Lee disefid un procedimiento a partir
de una resina de aminometil poliestireno (AM PS) usando un método de
funcionalizacion bifasico sencillo y econémico en condiciones suaves de
reaccion. La resina resultante posee buenas propiedades de hinchamiento
y una estructura clara tipo nucleo-cidscara que puede ser facilmente
controlada y reproducida. Para evaluar el comportamiento de la resina se
sintetizaron varias secuencias peptidicas dificiles, un puente disulfuro
péptido ciclico y un 4cido peptidico nucleico. Esta resina mostrd mejores
resultados en comparacion con otras resinas convencionales que no

presentaban estructura de tipo Core-Shell.®

% T.K.Lee, J. H. Choi, S. J. Ryoo, Y.-S. Lee. J. Pept. Sci. 2007, 13, 655-661.

2 a) T.K. Lee, S. J. Ryoo, J. W. Byun, S. M. Lee, Y. S. Lee. J. Comb. Chem. 2005, 7,
170-173; b) T. K. Lee, S. M. Lee, S. J. Ryoo, J. W. Byun, Y. S. Lee, Tetrahedron Lett.
2005, 46, 7135-7138; ¢) J. H. Choi, T. K. Lee, J. W. Byun, Y. S. Lee, Tetrahedron Lett.
2009, 50, 4272-4275.
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El desarrollo de soportes solidos altamente eficientes y econdémicos
para la sintesis de oligonucledtidos en fase solida es un importante desafio,
pues los actuales soportes comercialmente disponibles, principalmente
poliestireno (PS) y vidrio de poro controlado (CPG), son muy costosos y

poseen una capacidad de carga relativamente baja.

En vista de los excelentes resultados obtenidos con las resinas de tipo
Core-Shell en la sintesis de péptidos, estos soportes sélidos se presentan

como una nueva alternativa en el campo de los oligonucledtidos.

El objetivo de este capitulo es evaluar las nuevas resinas Core-Shell de
tipo PS-PEG y demostrar que pueden ser empleadas de manera viable y

factible en la sintesis convencional de oligonucleétidos en fase solida.
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El desarrollo de la metodologia sintética en fase solida para la sintesis
de macrobiomoléculas como péptidos, oligonucleétidos y oligosacaridos
es una de las principales contribuciones de la quimica organica a las
ciencias de los materiales y de la salud.'

A medida que aumenta la demanda de oligonucleodtidos terapéuticos, se
requiere disponer de nuevas estrategias y metodologias sintéticas para un
desarrollo mas efectivo de los mismos a escala industrial, por lo que se
estan reanalizando los métodos estandar preexistentes de sintesis para
satisfacer las necesidades de oligonucledtidos en grandes cantidades.”
Ademas, también se estd revisando y minimizando el gran consumo de

reactivos y disolventes utilizados en los protocolos de sintesis en fase
solida.®

Por otro lado, las propiedades fisicas y mecanicas de los soportes
insolubles utilizados en este tipo de sintesis juegan un papel crucial en el
éxito de los protocolos desarrollados, asi como su capacidad para lograr la
mayor carga posible sin interferir en los rendimientos de la etapa de
acoplamiento del proceso sintético.!°!

100 R Breinbauer, Solid-Phase Synthesis of Biomolecules en “Wiley Encyclopedia of
Chemical Biology” 2008 (https://doi.org/10.1002/9780470048672.wecb552).

101 . Catani, C. de Luca, J. M. Alcantara, N. Manfredin, D. Perrone, E. Marchesi, R.
Weldon, T. Miiller-Spéth, A. Cavazzini, M. Morbidelli, M. Sponchioni. Biotechnol. J.
2020, /5, €1900226.
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Historicamente, la sintesis de oligonucleo6tidos en fase solida utilizando
fosforamiditos fue disefiada y desarrollada, principalmente, utilizando
soportes de silice y vidrio de poro controlado (CPG).!%? Estos soportes
permiten ciclos de sintesis rapidos, ideales para procesos a pequefia escala,
pero poseen el inconveniente de ser mecanicamente inestables y de
presentar capacidades de carga muy bajas (~50 umol/g). Por otro lado,
también fueron desarrollados soportes solidos de poliestireno (PS)
altamente entrecruzado para aplicaciones a pequeia escala (50-200 nmol)
que ofrecen la posibilidad de mayores rendimientos de acoplamiento
debido a su naturaleza altamente hidrofobica, lo que permite una répida
eliminacion del agua de la disolucion de yodo utilizada en la etapa
oxidativa del ciclo sintético.*

En la actualidad, los soportes s6lidos mas demandados para la sintesis
de oligonucledtidos a escala industrial son los soportes de poliestireno
NittoPhase,® el Primer Support 5G'°! y el soporte HybCPG a base de
silice.®

En este capitulo, evaluaremos la idoneidad de un nuevo soporte sélido
de tipo Core-Shell conformado por un nucleo (Core) de PS y un
recubrimiento de una longitud controlable de PEG (Skell), inicialmente
disefiado y desarrollado para la sintesis de péptidos en fase s6lida.®* Estos
dos tipos de materiales hacen que las propiedades de estos soportes
adquieran un compromiso entre el poliestireno hidréfobo y los soportes de
polietilenglicol tipo gel con elevada resistencia mecanica y alta capacidad
de carga. Como los grupos funcionales se distribuyen en la capa externa
del soporte, las reacciones de acoplamiento son rapidas, tal y como se ha
observado en su aplicacion en la sintesis de péptidos (Figura 19a).

102 M. H. Caruthers, A. D. Barone, S. L. Beaucage, D. R. Dodds, E. F. Fisher, L. J.
McBride, M. Matteucci, Z. Stabinsky, J. Y. Tang. Methods Enzymol., 1987, 154, 287-
313.
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(@) (b)

Figura 19. (a) Esquema de estructura de nanoparticulas tipo Core-Shell; (b) Imagen
de particulas Core-Shell del tipo PS-PEG por microscopia de fluorescencia.

Previamente al estudio de la sintesis de oligonucledtidos utilizando
diferentes soportes, tendremos en cuenta algunas consideraciones respecto
a su preparacion.

1. EL AGENTE DE ACOPLAMIENTO

La sintesis de oligonucleodtidos en fase solida utilizando el método del
fosforamidito, representa una estrategia muy conveniente y efectiva. Con
el fin de garantizar una sintesis exitosa con una elevada eficiencia, la
reaccion critica de acoplamiento entre los fosforamiditos y el hidroxilo
libre en la posicion 5° del nucledsido debe ser rdpida y casi cuantitativa
(Esquema 17), lo que requiere que los fosforamiditos estén activados por
un agente de acoplamiento eficiente.

BZ
DMTO— o HO :O: DMTO \/_0>

Esquema 17. Etapa de acoplamiento de fosforamidito usando 1H-tetrazol como
agente de acoplamiento.
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Los estudios de los mecanismos de acoplamiento indican que el
activante desempefia un doble papel. Por un lado, posee un caracter lo
suficientemente acido como para iniciar la protonacion de la fraccion de
amina en el fosforamidito (Esquema 18), pero no demasiado como para
provocar reacciones secundarias no deseadas durante el proceso de
sintesis, como podrian ser la hidrdlisis del grupo protector DMT o la
hidrolisis de las bases organicas nitrogenadas (despurinacion y
despirimidinacion).

Esquema 18. Protonacion del fosforamidito por el agente activante.

Por otro lado, debe actuar como buen nucledfilo para poder atacar a la
fosfina y generar el intermedio reactivo clave (Esquema 19).
H

BZ

\
N'N\{Tl
NN
DMTO—l o DMTO—l o

O\ )\ Activacion O\
P<H O/P\ N.®

S

o” Ne )\ N\N/:\/NH
O T

Esquema 19. Formacion de un fosforamidito activado muy reactivo.
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Estas son las caracteristicas a tener en cuenta en la mayoria de los
disefios de activantes.

El 1H-tetrazol y el 5-benciltio-1H-tetrazol (BTT) se utilizan muy a
menudo como agentes activantes en la reaccion de acoplamiento en la
sintesis en fase solida de acidos nucleicos (Esquema 20).

B!

o)
$ B2
2
B é DMTO o
DMTO—l 0
o)
\

(0] B1

Acoplamiento I\3
70
Py M@ H o ©
7 "N” SNH \ 8
\ N

o)
2 N=/ ~N 0
N, Il g
N  CN
by Q

Esquema 20. Etapa de acoplamiento durante la elongacion de la cadena del
oligonucleotido.

A

Los derivados del tetrazol son mas apropiados que el 1 H-tetrazol debido
a su alta acidez (Tabla 2). Ademas, el uso de 1H-tetrazol acarrea otros
problemas adicionales debido a su elevada explosividad y, aunque en el
pasado fue muy utilizado, actualmente se tienden a utilizar otras
alternativas como el empleo de derivados tales como el BTT.

Se pueden utilizar muchos activantes en la sintesis de oligonucledtidos.
Para su seleccion hay que tener en cuenta varios factores como son: el
coste, la solubilidad en acetonitrilo, la reactividad y la toxicidad. Los
activantes como 1H-tetrazol, 5-etiltio-1H-tetrazol (ETT), 5-benciltio-1H-
tetrazol y 4,5-dicianoimidazol (DCI) estan disponibles comercialmente y
son adecuados para la sintesis automdtica con soporte solido. La
solubilidad en acetonitrilo es un pardmetro importante, ya que el activante
con baja solubilidad tiene tendencia a cristalizar al ser usado en una
disolucion concentrada, lo cual afectaria a la estabilidad de dicha
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disolucion. Otro problema adicional, muy frecuente en el proceso
automatizado de sintesis, es que dichos cristales pueden provocar
importantes bloqueos en los tubos capilares del sintetizador, dando lugar a
averias en los equipos. Las solubilidades de los activantes mas comunes
en acetonitrilo se resumen también en la en la Tabla 2. 19

Tabla 2. Resumen de los valores de pKa y solubilidad en acetonitrilo de agentes
activantes mas comunes.

Entrada Activante Abreviatura pKa Sglgll;il(il(\lgd
| 1 H-tetrazol - 4.8 0.5
2 5-(4-nitrofenil)-1H-tetrazol 4-NPT 3.7 0.12
3 flﬁirzzso ltriﬂuor"memfe“ﬂ)' Activator-42 3.4 0.94
4 5-etiltio-1 H-tetrazol ETT 43 1.52
5 5-benciltio-1H-tetrazol BTT 4.08 0.44
6 5-metiltio-1H-tetrazol MTT 4.15 >2.0
7 1-metil-5-mercaptotetrazol 1-Me-MCT  3.86 >0.5
8 1-fenil-mercaptotetrazol 1-Ph MCT 3.65 >0.5
9 4,5-dicianoimidazol DCI 5.2 1.1

Diferentes estudios muestran que los activantes de tetrazol modificados
con mayor acidez, como ETT, 4-NPT, Activador-42 y MCT, son
superiores al 1H-tetrazol en la sintesis de ADN.!94.105.106.107 perg hay que
tener en cuenta que su alta acidez puede aumentar la formacion de
subproductos no deseados debido a la eliminacion del DMT u otros grupos

103X Wei. Tetrahedron 2013, 69, 3615-3637.

104 P Wright, D. Lloyd, W.Rapp, A. Andrus. Tetrahedron Lett. 1993, 34, 3373-3376.

105y, Hayakawa, M. Kataoka. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 1175-e11762.

106 A Wolter, M. Leuck. U.S. Patent 0,247,431, 2006.

107y A. Efimov, A. L. Kalinkina, O. G. Chakhmakhcheva. Russ. J. Bioorg. Chem.
1996, 22, 128-130.
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protectores durante la sintesis y, por lo tanto, minimizar el rendimiento del
acoplamiento.

En el trabajo desarrollado en esta tesis, se utiliz6 como agente de
acoplamiento un derivado del 1H-tetrazol, concretamente el 5-(benciltio)-
1 H-tetrazol (Figura 20b), més conocido por sus siglas BTT.

N—N N—N

l\/\N l \/\N

N S N
\ \
H H

(a) (b)
—N N—N
N I Y
SJI\ N A SJ\ N
\
H H
(© (d)

Figura 20. Tetrazoles mas utilizados como agentes activantes: (a) 1H-tetrazol; (b)
BTT; (¢) MTT; (d) ETT.

1.1. Sintesis de 5-benciltio-1H-tetrazol (BTT) mediante
cicloadicion 1,3-dipolar

La sintesis del agente activante se llevo a cabo utilizando una reaccion
de cicloadicion en la que participa una molécula 1,3-dipolar, que forma un
dipolo eléctrico a nivel molecular por deslocalizacion electronica a lo largo
de 3 atomos, y un dipolarofilo que reaccionara con la molécula dipolar
para obtener el compuesto esperado mediante un mecanismo de
cicloadicion periciclica concertada.!’® En este caso, se utilizo la azida de
sodio como molécula dipolar y el tiocianato de bencilo como dipolaréfilo.

108 R. Huisgen. Angew. Chem. Int. 1963, 2, 633-645.
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La reaccion se realiz6 a reflujo de tolueno, aislandose tras 16 horas el BTT
con un 86% de rendimiento y elevada pureza. (Esquema 21).

_N 1. EtzNHCI, tolueno N-N,
s reflujo, 16 h M
+ NaNj ©/\S H

2. H,0, HCl

1 2 3

Esquema 21. Sintesis de 5-(benciltio)-1H-tetrazol (BTT, 3) mediante reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar utilizando: tiocianato de bencilo (1), azida de sodio (2) y cloruro
de trietilamonio.
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2. EL SOPORTE SOLIDO
2.1. La difusion en soportes solidos

Para el estudio se eligieron dos resinas de tipo PS-PEG de elevada
capacidad de carga (~230 pmol/g) que habian sido disefiadas para superar
el problema de la deficiente difusion de disolventes y reactivos en los
soportes convencionales de poliestireno (PS, Figura 21a) y vidrio de poro
controlado (CPG, Figura 21b).

€Y (b)

Figura 21. Resinas utilizadas como soportes s6lidos convencionales en la sintesis de

acidos nucleicos: (a) particulas de poliestireno (PS); (b) vidrio de poro controlado (CPG).

Estos problemas de difusion tienen su origen y causalidad en la
distribuciéon homogénea de los centros reactivos por todo el soporte. Es
decir, que los sitios donde iran ancladas las cadenas de oligonucleotidos
durante el proceso sintético se distribuyen por todas las partes del
polimero, provocando que tanto los reactivos como los disolventes
utilizados en la sintesis no puedan llegar por igual a todas las partes de la
resina.

Por otro lado, en el caso de los materiales porosos como el CPG, el
crecimiento de las cadenas oligonucleotidicas en el interior de los poros
hace que estos se bloqueen conforme las cadenas se hacen mas grandes y
voluminosas, provocando impedimentos estéricos significativos y una
deficiente distribucion de los disolventes y reactivos necesarios para las
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sintesis o desanclaje de los compuestos formados, lo cual se traduce en una
limitacién importante en el rendimiento y/o la calidad de los productos
finales obtenidos.

Los soportes Core-Shell de tipo PS-PEG que se estudiardn tienen los
sitios reactivos exclusivamente en la superficie externa del recubrimiento
de polietilenglicol que conforma las particulas de la resina, lo cual aumenta
de forma considerable la accesibilidad de los mismos.

La estructura de las resinas seleccionadas se muestra en la Figura 22.
Su efectividad ya ha sido probada y demostrada en la sintesis de péptidos
complejos en fase solida,®® pero nunca antes con oligonucleotidos.

PS—_—PEG“)OO _NH2

PS-PEG 99)-NH,

()

O O
PS—PEGmOO\H)k/\HJ\/O ‘ g OMe

PS-PEG (g-B-Ala-Rink-Linker-NH, NH, OMe

(b)

Figura 22. Resinas Core-Shell de tipo PS-PEG estudiadas en este capitulo: (a)
PEG029; (b) PEG024.
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2.2. La expansion del soporte sélido

El hinchamiento (swelling) en las resinas es el aumento de volumen de
una resina cuando se expone a un disolvente o a una disolucién. El factor
de expansion es importante para la sintesis en fase soélida, ya que afecta a
la cinética, a los rendimientos y a las conversiones de la reaccion. Esta
caracteristica varia con el tipo de resina, dependiendo de su composicion
quimica, reticulacion, porosidad y compatibilidad con los disolventes.

La cinética de la reaccion esta controlada por el proceso de difusion. En
consecuencia, la resina que se hincha mas tendrd una mayor difusion de
los reactivos en el nucleo de la matriz, lo que dard como resultado tiempos
de reaccién mas cortos y mayores conversiones quimicas.

En el caso de la sintesis de acidos nucleicos, los dos soportes s6lidos
mas utilizados son el PS y el CPG. En términos de expansividad, el CPG
es un material rigido y poroso que no presenta ningiin aumento de volumen
en los disolventes utilizados durante la sintesis.

El poliestireno no reticulado o lineal se disuelve en disolventes
hidréfobos y precipita en disolventes proticos, por lo que la mayoria de los
soportes de poliestireno utilizados contienen un 1% o 2% de
divinilbenceno (DVB) como agente de reticulacion. Estos poliestirenos
reticulados son insolubles en todos los disolventes comunes. Por lo
general, estas resinas se preparan y utilizan como pequefias perlas
esféricas.

A pesar de que las resinas de poliestireno reticulado son insolubles en
disolventes orgéanicos, son solvatadas e hinchadas por disolventes
aproticos como el tolueno, la dimetilformamida (DMF) y el diclorometano
(DCM). Un gramo de resina reticulada DVB al 1% se hincharad de 4 a 6
veces su volumen original en DCM. Por el contrario, un gramo de resina
reticulada DVB al 2% se hincha solo de 2 a 4 veces su volumen original
en DCM.

En la Tabla 3 se enumeran los factores de hinchamiento tipicos del
poliestireno reticulado al 1% en una seleccion de disolventes comunes.
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Tabla 3. Factor de hinchamiento del poliestireno reticulado al 1% en varios

disolventes.

Disolvente =~ Hinchamiento (mL/g) Disolvente Hinchamiento (mL/g)

THF 55 ACN 3,5
Tolueno 53 Et.O 3,2
DCM 52 EtOH 2,0
1,4-Dioxano 4.9 MeOH 1,8
DMF 4,7 H:0 -

Aunque una mayor expansion de la resina en contacto con los
disolventes es mas efectiva en términos de rendimiento y tiempos cortos
de reaccion, en el caso de la sintesis automatizada de oligonucledtidos es
preciso llegar a un compromiso, ya que este tipo de sintesis esta limitada
por el volumen de la columna donde tiene lugar la reaccion. Un
hinchamiento excesivo del soporte s6lido podria conllevar a un bloqueo
por sobrepresion de la columna y, por consiguiente, una pérdida de
efectividad en la difusion de disolventes y reactivos, mermando asi la
capacidad del sistema. Por tanto, seran preferibles soportes sélidos con
hinchamientos moderados.

Asi, se ha estudiado el hinchamiento de las resinas PEG024 y PEG029
en los diferentes disolventes utilizados durante la sintesis de
oligonucledtidos. Para ello, se realizd6 un experimento en el que un
determinado volumen de resina seca (0.2 mL) fue introducida en una
jeringuilla graduada de 1 mL de volumen total, que posteriormente se
relleno con el disolvente de interés. Tras 16 h en contacto con el disolvente,

se midi6 el incremento de volumen experimentado por la resina (Figura
23).
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1222 .3 4 5 6 1RSEORN
(a) (b)

Figura 23. Experimento para el estudio del hinchamiento de las resinas: (a) PEG024
y (b) PEG029. Disolventes utilizados: (1) ACN; (2) CH2Clz; (3) destritilacion (3% de
acido dicloroacético en diclorometano); (4) CAP-A (THF/Py/Ac:0, 8:1:1); (5) CAP-B
(10% de 1-metilimidazol en THF); (6) oxidacion (0.02 M > en Py/THF/H20, 88:10:2);
(7) tolueno; (8) THF. En las posiciones (9) se encuentran las resinas secas en ausencia de

disolvente.

Los resultados obtenidos se encuentran recogidos en las Tablas 4 y 5.
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Tabla 4. Valores de hinchamiento de la resina PEG024 [133.5 mg, Vo (resina seca) =

0.2 mL] en diferentes disolventes.

Disolvente Vi(mL) (resina himeda)  Vi1-Vo (nL) Hinchamiento (mL/g)
1. ACN 0.30 0.10 0.75

2. CH2CL2 0.85 0.65 4.88

3. Destritilacion 0.80 0.60 4.51

4. CAP-A 0.75 0.55 4.13

5. CAP-B 0.80 0.60 4.51

6. Oxidacion 0.85 0.65 4.88

7. Tolueno 0.30 0.10 0.75

8. THF 0.75 0.55 4.13

9. No disolvente - - -

Tabla 5. Valores de hinchamiento de la resina PEG029 [120,5 mg, Vo (resina seca)

= 0.2 mL] en diferentes disolventes.

Disolvente Vi(mL) (resina himeda)  Vi1-Vo (uL) Hinchamiento (mL/g)
1. ACN 0.20 0.00 -

2. CH2CL2 0.80 0.60 4.97

3. Destritilacion 0.80 0.60 4.97

4. CAP-A 0.70 0.50 4.15

5. CAP-B 0.70 0.50 4.15

6. Oxidacion 0.90 0.70 5.81

7. Tolueno 0.20 0.00 -

8. THF 0.70 0.50 4.15

9. No disolvente - - -
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3. SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS EN FASE
SOLIDA

Para llevar a cabo el estudio de la viabilidad de las resinas Core-Shell
como soporte solido alternativo en la sintesis de oligonucleo6tidos en fase
solida, se procedio, en primer lugar, a realizar una sintesis manual de
secuencias cortas de oligonucledtidos sencillos de ADN.

El método de sintesis manual consisti6 en el ensamblaje de
oligonucleétidos por el método del fosforamidito mediante protocolos
convencionales utilizando reactivos y disoluciones anhidridas descritos en
la bibliografia,'® y usando un sencillo sistema de jeringuillas desechables
de pléstico provistas de una frita de polipropileno en su interior, como
reactor (Figura 24).

Figura 24. Jeringuilla desechable como reactor en la sintesis manual de oligonucledtidos.

3.1. Puesta a punto del método de sintesis. Primeras
secuencias con una resina universal

Para poner a punto tanto los protocolos de sintesis como el
equipamiento utilizado, se prepararon una serie de dimeros sencillos en
una escala entre 1 y 2 pmol. Para tal fin, se eligi6 el fosforamidito de

109 R, Giiimil, R. Eritja. Microinjection and Transgenesis 1998, 5, 96-112.
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timidina (T) (4, Figura 25) ya que, al carecer de grupos protectores en la
base, evitaria posibles complicaciones. La resina elegida para llevar a cabo
estas pruebas fue la “CUTAG” (5, Figura 25), una resina CPG de tipo
universal (comercializada por Merck) con un tamafio de poro de 500 A y
una carga inicial del /inker de 30-40 pumol/g.

NS0 o pmTO, o
DMTO o
e Q- i%f
0 CH3
s
/’\LP\O/\/CN

4 5

Figura 25. Estructura molecular del fosforamidito de timidina 4 y del /inker
universal de la resina “CUTAG” (Merck) S.

Los disolventes y reactivos utilizados en cada etapa de sintesis
fueron los siguientes:

- Destritilaciéon: una disolucion al 3% de acido dicloroacético en
diclorometano anhidro.

- Acoplamiento: una disolucion 0.1 M del fosforamidito en
acetonitrilo anhidro y una disoluciéon 0.4 M del agente activante BTT
(Figura 20b) también en acetonitrilo anhidro.

- Acetilacién: una disolucion CAP-A  compuesta de
THF/Py/anhidrido acético en proporcion 8:1:1 y otra de CAP-B
formada por 10% de 1-metilimidazol en THF.

- Oxidacién: disoluciéon 0.02 M de yodo en Py/THF/AcOH en
proporcion 88:10:2.

Cabe destacar que en la etapa oxidativa la mezcla de reactivos utilizados
habitualmente lleva un 2% de H>O en lugar de acido acético. El agua juega
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un papel importante en el paso de oxidacion de P(IIl) a P(V) actuando
como nucleodfilo y desplazando al yodo (Esquema 10).

Pero el agua puede ser perjudicial en la etapa de acoplamiento, ya que
compite con el hidroxilo 5’ libre del nucledsido anclado en la resina a la
hora de unirse a la posicion 3’ del fosforamidito. Esto ocurre
frecuentemente cuando el agua no ha sido bien eliminada antes de llegar a
esta etapa de sintesis.

Para evitar este inconveniente puede sustituirse el agua de la mezcla
oxidante por otro nucleéfilo como el 4cido acético (1-2%), que permitird
la oxidacion del fosforo en ausencia de H,O (Esquema 22).

B? B2 B?
DMTO- o DMTO o O DMTO

BZ B2 B2
DMTO 0 DMTO—l 1) o DMTO—l 0
d o, — 9)
@Q/OJ</‘ 5! 02 A B! ; 20 B'
o F,‘O o) o | E o © (0] b o © (0]
B —r X N
¢ N/ oL ;
oN ) ENe)
Q

Esquema 22. Mecanismo de la etapa de oxidacion donde se ha sustituido el agua por
acido acético en la reaccidn, evitando asi su presencia en etapas posteriores de la sintesis,
especialmente en la fase de acoplamiento, donde las condiciones deben ser anhidras.

De esta forma, se llevo a cabo la sintesis de dimeros de timidina tanto
en su version DMT-OFF como en DMT-ON para estudiar, por un lado, la
eficiencia de la etapa de acoplamiento y, por otra parte, el rendimiento total
obtenido al final de la sintesis.
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La escala de sintesis fue entre 1 y 2 pmol, por lo que para cada sintesis
se pesaron entre 30 y 60 mg de resina en la jeringuilla de reaccion. Tras el
lavado con CH2Cl, y ACN anhidros, se procedié a la desproteccion del
DMT del soporte agitando la resina en 1 mL de una disolucién al 3% de
DCA en CHxCl; anhidro y repitiendo el proceso hasta obtener una
disolucion incolora. Las diferentes fracciones de la disolucion naranja
obtenida se juntaron y se guardaron para su posterior analisis por
espectrofotometria Vis-UV. El valor de la absorbancia de esta disolucion
medida a una longitud de onda de A= 505 nm se tomara como referencia a
la hora de calcular el rendimiento del siguiente acoplamiento o del proceso
global de sintesis.

o Ho, O o 07 N (a) DMTO— o

o} DMTO CN

(o] —_—
Q> I ) S~/
o) CHg 0
0 o P
/L P CN ° o)
6 NN o
P Q- H N
o “CHs

_0 N [¢] o)
O/’P\O - CN
0 0 O/\/
_P_
L OH J o 0~ \O o o
9, R= DMT (DMT-ON) O’WVNH)WO f
10, R= H (DMT-OFF) o “CHy

Esquema 23. Sintesis de dimeros de timidina: (a) Primer ciclo de sintesis; (b) segundo

ciclo de sintesis; (c) etapa de desproteccion y liberacion del dimero del soporte sélido.

Tras esta etapa, la resina se lava sucesivamente con CH2Clo y ACN
anhidros para eliminar los restos de acido. A continuacion, se procedid al
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acoplamiento del primer fosforamidito (Esquema 23a). Para ello, se agitd
la resina 6, que presenta un hidroxilo libre, con una mezcla de la disolucion
activante (BTT) 3 y la disolucion de fosforamidito 4 durante 2 min. Una
vez finalizado el acoplamiento se obtiene el nucledtido incorporado en la
resina. Se completo el ciclo de sintesis con la etapa de acetilacion, agitando
la resina con una mezcla de las disoluciones CAP-A y CAP-B, descritas
previamente, y el posterior paso de oxidacion con una disolucioén de yodo
en THF/Py/AcOH, dando lugar al producto 7.

Tras varios lavados de la resina con DCM y ACN, se procedio a repetir
el ciclo de sintesis para incorporar el Gltimo fosforamidito y formar asi el
dimero esperado 8 anclado a la resina (Esquema 23b).

La ultima etapa consistio en el desanclaje del dimero de la resina. Si el
dimero final a obtener se requiere libre de DMT en el extremo 5’ es preciso
desproteger previamente esta posicion en las condiciones habituales. Se
utilizaran las disoluciones de color naranja obtenidas de los sucesivos
lavados para el calculo del rendimiento del Gltimo acoplamiento.

Para liberar el oligonucleotido de la resina (Esquema 23c) se trata con
una disolucién concentrada de amoniaco al 32% en agua a 55 °C durante
16 h. En estas condiciones también se desprotege el fosfato del grupo
protector cianoetilo mediante una B-eliminacion, aislandose los dimeros
deseados 9 y 10 tras la separacion de la resina por filtracion.

A continuacion, se llevo a cabo la purificacion del oligonucleétido
utilizando cartuchos de purificacion de oligonucleotidos (Oligonucleotide
Purification Cartridge, OPC) (Figura 26a), que permiten purificar
manualmente dcidos nucleicos DMT-ON mediante un sistema de fase
reversa.
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Figura 26. Cartuchos empleados en la purificacion de oligonucledtidos: (a) OPC; (b)
Sephadex.

Para purificar las secuencias DMT-OFF se utilizan los cartuchos de tipo
Sephadex (Figura 26b) que permiten la purificacion mediante un
mecanismo de exclusion por tamafios.

Para calcular los rendimientos de acoplamiento obtenidos en cada ciclo
de la sintesis se midi6 la absorbancia de las disoluciones del cation tritilo
obtenidas en cada una de las reacciones de destritilacion. La absorbancia
obtenida por estas disoluciones, a A= 505 nm, se puede relacionar
directamente, a través de la ecuacion de Lambert-Beer, con Ia
concentracion del cation tritilo en la disolucion. Esta, a su vez, con los
grupos hidroxilo desprotegidos en la posicion 5° de cada eslabon en la
cadena nucleotidica. La relacion entre el valor de la absorbancia obtenida
en cada etapa de destritilacion y el obtenido en la etapa anterior nos dara
el rendimiento del acoplamiento.
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ECUACION DE LAMBERT-BEER
A=¢ebc

A= absorbancia
&= absortividad molar
b= paso optico (1 cm)
c= concentracion de la especie que absorbe

Es preciso tener en cuenta que la ecuacion de Lambert-Beer so6lo
presenta linealidad a concentraciones muy bajas por lo que para poder
relacionar de manera directamente proporcional la concentracion con la
absorbancia es preciso que el valor de la absorbancia medido en cada
disolucion esté por debajo de 2 unidades. Cuando se obtuvieron
disoluciones con valores superiores de A se prepararon diluciones diluidas
1:10 o 1:100 de la muestra utilizando una disoluciéon 0.1 M de acido p-
toluensulfénico en acetonitrilo.

Para cuantificar la cantidad de dimero obtenido en cada sintesis, se
prepararon muestras diluidas (1:100; fz;= 100) a partir de muestra (1 mL;
Vimuesra = 1 mL) de los pellets obtenidos en cada lote, con agua milli-Q®.
Después se midid la absorbancia (A= 260 nm), utilizando un
espectrofotometro Vis-UV, y se calcularon las unidades OD (1 OD= 33
pug/mL) obtenidas mediante la siguiente ecuacion:

[ Unidades OD= A260 Vmuestra fdil }

A g0 = absorbancia de la muestra medida a una longitud de onda de 260 nm
Vonuesira= volumen total inicial en el que se encuentra diluida la muestra

tai1=factor de dilucién a la hora de preparar la muestra para la medicion

Los resultados de los rendimientos obtenidos en las reacciones 1-6 y su
cuantificacion quedan reflejados en las Tablas 6 y 7, respectivamente.

107



Resultados y discusion = ----

Tabla 6. Rendimientos de los acoplamientos para las reacciones 1-6 de preparacion
del dimero 5°-TT-3".

Reaccién Escala A A A Rend.

(umol) Etapa 1> FEtapa 2¢ (rend, %) Etapa 39 (rend, %)  (%)°
1. DMT-ON 1 0.0328 0.0297 (91) - -
2. DMT-ON 2 0.0138 0.0151 (>99) - .
3. DMT-OFF 1.5 2.1538 1.6579 (77) 1.8654 (>99) 86
4.DMT-OFF 15  2.1331 1.1211 (53) 0.3052 (27) 14
5. DMT-OFF 2 2.1336 2.1339 (>99) 2.1307 (99) 99
6. DMT-ON 2 2.1362 2.1348 (99) -- -

“A= Absorbancia medida a A= 505 nm. *Desproteccion de la resina. ‘Acoplamiento

primero. “Acoplamiento segundo. ‘Rendimiento global.

Como se puede observar en la Tabla 6, para la reaccion namero 4 se
obtuvieron rendimientos muy bajos. Tras analizar las posibles causas de
estos resultados, se llegd a la conclusion de que la utilizacién de material
de plastico a la hora de guardar y manipular las disoluciones de DCA
podrian provocar lecturas erroneas de absorbancia. Esto se corroboro al
llevar a cabo la reaccion nimero 5 donde se sustituyo todo el material de
plastico por recipientes de vidrio. Ademas, se utilizo una cubeta de cuarzo
a la hora de leer la absorbancia de las disoluciones 4cidas de tritilo en el
espectrofotometro. En este caso los rendimientos obtenidos fueron del
99%.

En la Tabla 7 se recogen los datos de la cuantificacion (ODs y cantidad
de dimero) de las preparaciones 1-6 de los dimeros DMT-ON.
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Tabla 7. Cuantificacion de las reacciones 1-6 de preparacion del dimero 5°-TT-3’.

Solo fueron cuantificadas las reacciones DMT-ON.

Escala Conc. Dimero
Reaccion MW A oD

(nmol) (ng/mL) (mg)
1. DMT-ON 847 1 0.333 33.30 1099 1.09
2. DMT-ON 847 2 0.0959 9.59 316 0.32

3. DMT-OFF 541 1.5 -- -- -- -

4. DMT-OFF 541 1.5 -- -- -- -

5. DMT-OFF 541 2 -- - -- -

6. DMT-ON 847 2 0.0606 6.05 200 0.20

A= Absorbancia medida a A= 260 nm.

A continuacion, y siguiendo la misma metodologia, se llevaron a cabo
varias sintesis de trimeros: dos de timidina (5’-TTT-3") (Figura 27a) y uno
de 2’-desoxiadenina (5’-dAdAdA-3’) (Figura 27b), para el cual se utilizo
el fosforamidito derivado de la dA®Z,

N o
o o
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Figura 27. (a) trimero de timidina; (b) trimero de 2’-desoxiadenina; (c) tetramero de
timidina. DMT-OFF (R=H); DMT-ON (R= DMT).
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Las Tablas 8 y 9 muestran los rendimientos y cuantificaciones de los
oligonucledtidos obtenidos.

Tabla 8. Rendimientos de los acoplamientos para las reacciones 7-9 de preparacion
de los trimeros 5’-TTT-3" y 5’-dAdAdA-3’ realizadas a escala de 2 pumol.

Reaccion A“b A A A Rend.
(rend, %) (rend, %) (rend, %) (%Y
7. DMT-OFF 0.0297 1.9925 1.9726
2.0918 . 94
Ts 91) (>95) (>99)
8. DMT-ON 15302 0.0151 1.5568 _
Ts (>99) (96)
9. DMT-ON 2.1348 1.6275
dAs 1.6354 (99) (98) -

“A= Absorbancia medida a A= 505 nm. *Desproteccion de la resina. ‘Acoplamiento

primero. “Acoplamiento segundo. Acoplamiento tercero. /Rendimiento global.

Tabla 9. Cuantificacion de las reacciones 7-9 de preparacion de los trimeros 5°-TTT-
3’y 5’-dAdAdA-3’. Sélo fueron cuantificadas las reacciones DMT-ON.

Escala Conc. Trimero
Reaccion MW A oD
! (umol) (ng/mL) (mg)
7.DMT-OFF ¢, 5 i B i B
Ts
8. DMT-ON 5, 2 0.0971 485 160 0.160
Ts
9. DMT-ON
A 1142 2 0.6560  32.80 1082 1.082
3

A= Absorbancia medida a A= 260 nm.
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Por ultimo, se prepar6 un tetrdmero de timidina (5’-TTTT-3") (Figura
27c¢c) para estudiar los rendimientos de acoplamiento (Tabla 10) y su
cuantificacion (Tabla 11).

Tabla 10. Rendimientos de los acoplamientos para las reacciones 10-11 de

preparacion del tetrdmero 5°-TTTT-3’ realizadas a escala de 2 umol.

Reaccién A%b A% A A*e A Rend.
(rend, %) (rend, %) (rend, %) (rend, %) (%)2
10. DMT-OFF 23186 21704 2177721770 2.1725 9
(94) (>99) (99) (99)

2.1685 2.1503 2.1331
11. DMT-ON  2.1433 (>99) (99) (99) - -

“A= Absorbancia medida a A= 505 nm. *Desproteccion de la resina. ‘Acoplamiento

primero. “Acoplamiento segundo. ¢Acoplamiento tercero. /Acoplamiento cuarto.

¢Rendimiento global.

Tabla 11. Cuantificacion de las reacciones 10-11 de preparacion del tetrdmero 5°-

TTTT-3’. Sélo fueron cuantificadas las reacciones DMT-ON.

Escala Conc. Tetramero
Reaccion MW “ oD

(hmol) (ng/mL) (mg)
10. DMT-OFF 1152 2 - - - -
11. DMT-ON 1454 2 0.7697 76.97 2540 2.54

A= Absorbancia medida a A= 260 nm.
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3.2. Primera aproximacion sintética con resinas Core-Shell:
Sintesis manual de tetrameros de ADN

Para demostrar la aplicabilidad de las resinas PEG024 y PEG029
(Figura 22) en la sintesis de oligonucledtidos en fase solida se comenzo
elaborando de forma manual una serie de pequenios fragmentos sencillos
de ADN que no implicasen ningtn tipo de complicacion adicional durante
los procesos sintético y post-sintético. Concretamente, las secuencias
elegidas para ser sintetizadas fueron las siguientes: 5’-TTdAdC-3’°, 5°-
dGTdCdA-3’ y 5°-dGdATdC-3’ (Figura 28). Estas estructuras fueron
elegidas con el objetivo de utilizar todas las bases posibles de ADN (A, C,
G, T).
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Figura 28. Tetrameros sintetizados manualmente: (a) 5’-TTdAdC-3’; (b) 5°-
dGTdCdA-3’; (c) 5-dGdATdC-3".
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Para llevar a cabo las sintesis, se utilizaron los 2’-desoxifosforamiditos
de adenosina, guanosina, citidina y timidina (Figura 29).

(0]
(0]
N HN\)KQ </kaNH (e}
N
N DMTO o
DMTO— o

O,
o, p-O
-
RSN N CN
N CN o}
v/ 7/ )K@ 7/ 1)
HN
(@) ﬁN ) \KLNH
\ A
N/&O N0
DMTO— o
DMTO— o
e}
o o PO
P~ CN
wac“ r
(©) (d)

Figura 29. 2’-Desoxifosforamiditos 5’-DMT utilizados en la sintesis manual de los
tetrAmeros de ADN: (a) 2°-dAP?; (b) 2°-dG™; (¢) 2°-dCP%; (d) 2°-T.
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Figura 30. Estructura y carga inicial de las resinas utilizadas como soporte solido en
la sintesis manual de los tetrameros de ADN. (a) y (b) resinas de tipo Core-Shell objeto
de estudio. Resinas de control: (c) CPG universal; (d) PS de carga elevada; (e) CPG
estandar 2°-dCP? (f) CPG estandar 2°-dAP?,
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En el estudio de las resinas Core-Shell PEG024 y PEG029 se utilizaron
como control las resinas de tipo CPG (estandar y universal) y de tipo PS
(NittoPhase) (Figura 30).

3.2.1. Derivatizacion de las resinas Core-Shell y NittoPhase

Como se puede observar en la Figura 30, tanto las resinas estandar como
la resina universal ya estan derivatizadas y presentan un grupo enlazante
(linker) en su estructura que permitird la sintesis directa de los tetrameros
a partir de los correspondientes fosforamiditos siguiendo los protocolos
convencionales de sintesis. En cambio, las resinas Core-Shell y NittoPhase
son resinas nativas (funcionalizadas con grupos amino e hidroxilo,
respectivamente) sobre las que se debe acoplar un linker para que la
sintesis de oligonucledtidos pueda llevarse a cabo. En este caso, el linker
que se va a insertar correspondera con el primer nucledsido (posicion 3’)
unido a un grupo espaciador (succinilo) que facilitara el distanciamiento
del oligonucleotido de la resina utilizada como soporte. La derivatizacion
de las resinas se hizo en varios pasos:

a) Preparacion de hemiésteres de succinilo nucleosidicos

Las secuencias de los tetrameros objeto de estudio tienen en el extremo
3’ los nucleodsidos 2°-dC o 2°-dA. Por tanto, se derivatizan las resinas con
estos dos nucledsidos para desarrollar la sintesis completa de los
tetrdmeros.

En primer lugar, se sintetizaron los nucledsidos 3’-succinilo a partir de
los correspondientes derivados 5°-O-DMT-2’-dAB? y 5°-O-DMT-2’-dCP=,
(Esquema 24). Estas reacciones se llevaron a cabo con anhidrido succinico
en presencia de DMAP como base y utilizando diclorometano como
disolvente, aislandose los derivados nucleosidicos 12 y 14 con
rendimientos del 85 y 95%, respectivamente.
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Esquema 24. Reaccion de sintesis de nucledsidos 3’-succinilo a partir de los
nucledsidos 2°-dAB? (11) y 2°-dCB? (13); (a) sintesis de 5’-O-DMT-3’-O-succ-2’-dAB?
(12); (b) sintesis de 5’-O-DMT-3’-O-succ-2’-dCB?(14).
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b) Funcionalizacion de los soportes solidos PEG024, PEG029 y

NittoPhase
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Esquema 25. Reacciones de derivatizacion de las resinas: (a) PEG024 y PEG029; (b)
NittoPhase.

Una vez obtenidos los succinatos de los nucledsidos que se utilizaran
para derivatizar las resinas nativas y que formaran el extremo 3’ de los
diferentes tetrameros a sintetizar, el siguiente paso consistié en unir estos
hemiésteres a las resinas 15 (PEG024), 18 (PEG029) y 21 (NittoPhase).

Para ello, los derivados 5'-O-DMT-3'-O-succinato de dAB? y dCB?
obtenidos se incorporaron a las resinas utilizando TBTU como agente
condensante y diisopropiletilamina (DIPEA) y dimetilaminopiridina
(DMAP) como catalizadores en acetonitrilo (Esquema 25).

Estas reacciones se hicieron bajo atmoésfera inerte y a temperatura
ambiente. El transcurso de las reacciones se fue controlando mediante la
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determinacion de la carga de pequefias alicuotas de resina en breves
periodos de tiempo.

Asi, se lleg6 a la conclusion que el tiempo 6ptimo de reaccion en el cual
la resina alcanzaba su carga maxima era de 24 h. Por debajo de este tiempo
se obtenian cargas demasiado bajas, mientras que a tiempos de reaccion
superiores la carga maxima alcanzada volvia a descender.

Una vez finalizada la reaccion, las resinas se filtraron y se lavaron con
una disolucion al 5% de trietilamina en acetonitrilo y, posteriormente, con
diclorometano. Las resinas se secaron a vacio y se procedio a su acetilacion
como paso previo a la sintesis de los tetrameros.

¢) Acetilacion de los grupos amino e hidroxilo libres de las resinas

Los grupos amino e hidroxilo libres en la resina podrian reaccionar con
los fosforamiditos introducidos en la etapa de acoplamiento, lo que
supondria un grave problema, ya que podrian producirse reacciones
secundarias indeseadas y errores de sintesis importantes como la
formacion de secuencias truncadas. Para evitar estos inconvenientes
durante la sintesis de los tetrdmeros, es necesario bloquear todos los grupos
amino e hidroxilo de las resinas que en la etapa anterior no reaccionaron
con el succinato de nucledsido.

Para ello, se realizaron reacciones de acetilacion (Esquema 26) con una
mezcla de piridina, anhidrido acético y N-metilimidazol (NMI) (2:1:1).
Tras este tratamiento, las resinas se filtraron y lavaron con una solucion al
5% de trietilamina en ACN seguido de acetonitrilo y diclorometano.
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Esquema 26. Reacciones de acetilacion de las resinas derivatizadas de: (a) PEG024
y PEGO029; (b) NittoPhase.

d) Deteccion de grupos amino libres por el método de Kaiser

Para saber si el proceso de acetilacion anterior funcion6 correctamente
en las resinas Core-Shell, se utiliz6 el test de Kaiser para comprobar que
los grupos amino libres habian sido acetilados en los soportes 24-29.

Este protocolo describe la deteccion de grupos amino libres unidos a un
soporte solido que quedan después de la derivatizacion y posterior
acetilacion. El método se basa en el trabajo de Kaiser et al.,''° que utiliza
la reaccion de la ninhidrina (30) con los grupos amino (Esquema 27) para

110 B Kaiser, R. L. Colescott, C. D. Bossinger, P. 1. Cook. Anal. Biochem. 1970, 34, 595-
598.
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dar lugar a la formacion del azul de Ruhemann (31), un colorante azul
oscuro (Sarin et al.).'!!
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Esquema 27. Test de Kaiser. Reaccion de la ninhidrina (30) con grupos amino libres
del soporte solido para formar azul de Ruhemann (31).

Para llevar a cabo el test, sobre alicuotas de las resinas acetiladas 24-27
se anaden unas gotas de una disolucion de agua, piridina y KCN, asi como
otra disolucion que contenia ninhidrina y etanol.

Como control negativo se cogié una muestra de resina sin grupos amino
libres (CPG universal, Figura 30c) y como control positivo las resinas
nativas sin derivatizar (PEG024, PEG029), que como muestran las Figuras
30a y 30b poseen grupos amino libres en su estructura y dardn una
coloracion azul en el test de Kaiser.

'y K. Sarin, S. B. H. Kent, J. P. Tam, R. B. Merrifield. Anal. Biochem. 1981, 17, 147-
157.
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Los controles recibieron el mismo tratamiento que las muestras
problema. Una vez afiadidas las disoluciones previamente descritas, todas
las muestras se calentaron a 105 °C durante 3 min. Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 31.

Como se puede observar, sdlo los controles positivos (viales ii)
mostraron coloracion, lo cual indica que el resultado de la etapa de
acetilacion fue satisfactorio y que la existencia de grupos amino libres en
las resinas fue minima o indetectable, por lo que estas resinas pueden ser
utilizadas para la sintesis de oligonucleotidos.
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Figura 31. Resultados del test de Kaiser. (a) Reaccion de la ninhidrina con las resinas:
(i) CPG universal “CUTAG” 5 (control negativo); (ii) PEG024 nativa 15 (control
positivo); (iii) y (iv) PEG024 cargada con dCP? 25; (v) PEG024 cargada con dAP? 24. (b)
Reaccion de la ninhidrina con las resinas: (i) CPG universal “CUTAG” 5 (control
negativo); (ii) PEG029 nativa 18 (control positivo); (vi) PEG029 cargada con dC®? 27,
(vii) PEG029 cargada con dAP? 26.

e) Determinacion de la carga inicial de las resinas derivatizadas

Es necesario hacer una estimacion de la carga inicial que tiene el
soporte funcionalizado con el que se va a trabajar.

Para ello, se realiz6 la determinacion cuantitativa de la carga superficial
de los soportes derivatizados mediante el ensayo del tritilo.’> Este
procedimiento describe como se calcula la carga superficial de los puntos
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de anclaje que estan protegidos con grupos tritilo mediante andlisis
colorimétrico. El método se basa en la capacidad de estos grupos
protectores mono-, di- y trimetoxitritilo para escindirse en condiciones
acidas liberando en la disolucién cationes tritilo de colores brillantes. En
ausencia de nucleofilos, el color permanece estable. El cromoéforo, el
cation tritilo, puede medirse espectrofotométricamente. Su intensidad vy,
por lo tanto, su concentracion, permitira calcular la cantidad del cation
presente, que es igual a la cantidad de puntos de anclaje protegidos y
unidos al soporte sélido (carga). Por tanto, la carga se puede calcular
directamente a partir de la absorbancia de las disoluciones acidas de cation
tritilo utilizando la siguiente ecuacion:

umol > Volumen muestra (mL) x Dilucién x Absorbancia

Carga <
g & x Peso resina (mg)

Donde € es el coeficiente de extincion molar del grupo trimetoxi-,
dimetoxi- o monometoxitritilo (116, 76 y 56 mL cm™ pmol?,
respectivamente). En nuestro caso, como tenemos el DMT, tomamos el
valor de 76 para realizar los calculos.

En la Tabla 12 se muestran las cargas de las resinas que seran utilizadas
en la sintesis de los tetrameros.

Cabe destacar que las resinas comerciales de tipo CPG utilizadas como
control ya estaban funcionalizadas y fueron utilizadas directamente en la
sintesis de los tetrdmeros tomando como referencia la carga indicada por
el fabricante (Figura 30).

Por otra parte, aunque todas las cargas obtenidas tras la derivatizacion
de los soportes son elevadas y estdn por encima de los valores
convencionales para este tipo de resinas, llama la atencion el bajo valor
que se obtuvo para las resinas PEG024, ya que sélo se consiguid
funcionalizar el 33 y 24% de la carga inicial de la resina nativa.
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Tabla 12. Carga de las resinas utilizadas para la sintesis de los tetrameros.

b
Tipo Resina n“ Cargan Resina d¢ Cargad®  Fun:
(nmol/g) (umol/g) (%)
Core-Shell PEG024 230 PEG024- 69-76 33
(PS-PEG) dA®”(24)
Core-Shell PEG024 230 PEG024- 56-66 24
(PS-PEG) dct(25)
Core-Shell PEGO029 230 PEG029-  153-163 71
(PS-PEG) dA®* (26)
Core-Shell PEGO029 230 PEG029-  186-220 96
(PS-PEG) dct (27)
PS NittoPhase 576 PS-dAP? 493 86
(28)
PS NittoPhase 576 PS-dCB? 427 74
(29)
CPGsoo JCUTAG -- - 30-40 -
universal
CPGso0 JCPG-dAP” - -- 45 --
estandar
CPGsoo JCPG-dC®” -- - 35 -
estandar

“Resinas nativas. “Carga de las resinas nativas. ‘Resinas derivatizadas. “Carga de las
resinas derivatizadas. “Grado de funcionalizacion. /Resinas comerciales.

Creemos que esto es debido a la naturaleza del Rink linker donde el
grupo amino que se necesita funcionalizar estd estéricamente muy
impedido y el acceso del succinato nucleosidico no es tan efectivo como
en el caso de las resinas PEG029 y NittoPhase, donde el grupo amino es
mas accesible.
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3.2.2. Sintesis manuales de tetrameros

Los tetrameros de secuencia 5’-TTdAdC-3°, 5°-dGTdCdA-3" y 5°-
dGdATdC-3’ fueros sintetizados manualmente siguiendo el método y los
protocolos de la sintesis en fase sélida mediante el uso de fosforamiditos

como bloques de construccion y utilizando como soporte solido, por
primera vez, las resinas PEG024 y PEG029.

Se compararon los rendimientos obtenidos con estos soportes Core-
Shell con los que se obtuvieron en sintesis paralelas utilizando como
controles soportes convencionales de vidrio de poro controlado (CPG) y
poliestireno de elevada carga (NittoPhase).

La sintesis se llevo a cabo sobre las cinco resinas citadas en una escala
de 1 pmol utilizando jeringuillas como recipientes de reaccion (Figura 24).
Los protocolos utilizados fueron los mismos que para las sintesis de
dimeros y trimeros de timidina descritos previamente en el apartado 3.1 de
este capitulo. Del mismo modo, la sintesis de los tetrameros se realizo tanto
en su version DMT-ON como en DMT-OFF. Asi, las secuencias
protegidas en 5’ fueron posteriormente purificadas utilizando cartuchos
OPC de fase reversa y cuantificadas. Finalmente, se analizaron por HPLC
y MALDI-TOF. En cambio, las secuencias desprotegidas en 5’ solo se
utilizaron para estudios comparativos de rendimientos en las etapas de
acoplamiento y rendimientos finales.

En todos los casos, se utilizaron disoluciones 0.1 M de fosforamiditos
en diclorometano anhidro y disoluciones 0.4 M de agente activante (BTT)
en acetonitrilo anhidro. Para cada ciclo de acoplamiento se emplearon 0.5
mL de cada disolucién y, por tanto, 0.05 mmol (50 equiv) de fosforamidito
y 0.2 mmol (200 equiv) de BMT.

Los rendimientos de los acoplamientos fueron de alrededor del 99%
(Tabla 13), excepto para los soportes Core-Shell, que cuando se utilizo
acetonitrilo como disolvente mostraron rendimientos inferiores al 50%.
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Tabla 13. Rendimientos de acoplamiento obtenidos en la sintesis de tetrameros

cuando se utiliza acetonitrilo como disolvente en las etapas de sintesis.

523 Resina DMT  Acopl. ACN (%)  Acopl. DCM (%)

TTdAdC CPGsoo Universal ~ OFF >99
(32) ON >99
CPG-dC®? OFF >99
ON 90
PS-dCE* OFF >99
ON >99

PEG024-dCP* OFF 20 >99

ON 29 >99

PEG029-dC®* OFF 44 >99

ON 61 >99
dGTdCdA  CPGsoo Universal ~ OFF >99
(33) ON >99
CPG-dAP” OFF 91
ON 95
PS-dAP? OFF >99
ON >99

PEG024-dAP* OFF 32 95

ON 70 >99

PEG029-dAP* OFF 45 99

ON 77 92
dGdATdC CPGsoo Universal ~ OFF 90
(34) ON 96
CPG-dC®? OFF 76
ON 97
PS-dCE= OFF 90
ON 99

PEG024-dCP* OFF 19 >99

ON 22 >99

PEG029-dC®* OFF 38 91

ON 47 94
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La reiterada obtencion de estos bajos rendimientos en ensayos repetidos
bajo las mismas condiciones nos llevd a pensar que posiblemente existia
un problema en la etapa de acoplamiento de la sintesis. En un principio, se
ampliaron los tiempos de acoplamiento del fosforamidito, pasando de 2 a
5 min, pero se volvieron a obtener valores de rendimientos muy bajos.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los ensayos de hinchamiento
de estas resinas nos hicieron sospechar que el problema podria estar en una
mala difusion de los disolventes y los reactivos en el interior de las resinas.

Como se abordd en el punto 2.2 de este capitulo, las propiedades de
hinchamiento de los soportes Core-Shell y NittoPhase se midieron en tres
disolventes que son utilizados normalmente en la sintesis de
oligonucledtidos: acetonitrilo, diclorometano y tolueno. El acetonitrilo es
necesario en la mayoria de las etapas del ciclo de sintesis, especialmente
en las de acoplamiento del fosforamidito. El diclorometano y el tolueno se
utilizan en las reacciones de destritilacion.

8
7,33
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6,1
6
4,88 497
5
oo 4
>4
£
3
2
1 0,75 0,75
- -
0 A

acetonitrilo diclorometano tolueno

m NittoPhase ®PEG024 m PEG029

Figura 32. Grafica comparativa del hinchamiento de las resinas PEG024 y PEG029
frente la resina PS de elevada carga (NittoPhase) en los principales disolventes usados en
las sintesis en fase solida.
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Como se observa en la Figura 32, el soporte NittoPhase tiene buenas
propiedades de hinchamiento en los tres disolventes; en cambio, los
soportes Core-Shell solo se expanden en diclorometano, siendo muy bajo
el hinchamiento en acetonitrilo y tolueno. Creemos que los bajos
rendimientos de acoplamiento obtenidos fueron debidos a este factor.

Este hecho ya fue observado previamente en soportes de

112,113

poliestireno y durante la sintesis de conjugados de péptido-

oligonucleodtido en soportes PEG-poliestireno.>

Se repitieron las sintesis de los tetrameros en los soportes PEG024 y
PEGO029 sustituyendo el acetonitrilo por diclorometano en todas las etapas
de reaccion excepto en la disolucion del agente activante BTT (insoluble
en CH2Cl). De esta manera, la reaccion de acoplamiento de los
fosforamiditos se realiz6 en una mezcla de CH>Clo/ACN (1:1).

Los valores para los rendimientos de acoplamiento obtenidos en
acetonitrilo se superaron facilmente disolviendo los fosforamiditos en
diclorometano y dejando la disolucion de BTT en acetonitrilo.

En estas condiciones, se obtuvo una mejora considerable en los
rendimientos de acoplamiento que llegaron mayoritariamente hasta
valores de 98-99% para las resinas Core-Shell (Tabla 13).

12 F, Bardella, E. Giralt, E. Pedroso. Tetrahedron Lett. 1990, 31, 6231-6234.
113 F X, Montserrat, A. Grandas, R. Eritja, E. Pedroso. Tetrahedron 1994, 50,2617-2622.
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Todos los soportes con los tetrdmeros resultantes se trataron,
posteriormente, con amoniaco concentrado y los productos DMT-ON se
filtraron y purificaron por OPC para calcular la cantidad obtenida (Tabla
14).

Tabla 14. Cuantificacion de las reacciones de preparacion de tetrameros.

5>3 Resina oD MW Conc. Cantidad
(ng/mL) (umol)
TTdAdC (32) 1148.8
CPGsoo Universal ~ 12.44 410.6 0.36
CPG-dCP* 6.07 200 0.17
PS-dCP* 7.96 268.7 0.23
PEG024-dCP* 1.52 50.16 0.04
PEG029-dC®* 17.25 569.4 0.49
dGTdCdA (33) 1173.8
CPGso0 Universal 7.40 244.4 0.21
CPG-dA®” 3.71 122 0.10
PS-dAB” 4.92 162.4 0.14
PEG024-dA®* 3.18 104.9 0.09
PEG029-dA®* 5.48 181.2 0.15
dGdATdC (34) 1173.8
CPGso0 Universal 0.2 100 0.1
CPG-dCP* 11.97 395 0.08
PS-dCP* 21.07 695 0.34
PEG024-dC®* 0.39 12.87 0.59
PEG029-dC®* 222 73.19 0.01

Los tetrameros purificados 32-34 fueron analizados por HPLC en fase
reversa (Figuras 33-35). En todos los casos, se observd una sefal
destacada, que fue recogida y analizada por espectrometria de masas
MALDI-TOF.
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Figura 33. Cromatogramas de HPLC del tetramero 5’-TTdAdC-3’ (32) sintetizado

con las resinas: (A) PEG024 y (B) PEG029.
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Figura 34. Cromatogramas de HPLC del tetramero 5’-dGTdCdA-3’ (33) sintetizado
con las resinas: (A) PEG024 y (B) PEG029.
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Figura 35. Cromatogramas de HPLC del tetramero 5’-dGdATdC-3’ (34) sintetizado
con las resinas: (A) PEG024 y (B) PEG029.
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En las Figuras 36-38 se muestran los espectros de masas de todos los
tetrameros sintetizados con las resinas Core-Shell.
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Figura 36. Espectros MALDI-TOF del tetramero 5’-TTdAdC-3’ (32) sintetizado con
las resinas: (A) PEG024 y (B) PEG029.
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Figura 37. Espectros MALDI-TOF del tetramero 5°-dGdCTdA-3’ (33) sintetizado

con las resinas: (A) PEG024 y (B) PEG029.
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Figura 38. Espectros MALDI-TOF del tetramero 5°-dGdATdC-3’ (34) sintetizado
con las resinas: (A) PEG024 y (B) PEG029.
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Como se muestra en la Tabla 15, la pureza de los compuestos obtenidos
con todos los soportes estudiados fue elevada y muy similar tanto para los
tetrdmeros sintetizados con las resinas control como con las resinas
PEG024 y PEG029.

Tabla 15. Comparacion de la pureza, analizada por HPLC en fase reversa, de los tres

tetrameros de ADN 32-34 sintetizados manualmente con los cinco soportes so6lidos.

Secuencia 5°>3’ Soporte so6lido Disol. acoplamiento Pureza (%)”

TTdAdC CPGso0 Universal ACN 99.5
TTdAdC CPG-dCP* ACN 99.0
TTdAdC PS-dCP* ACN 94.6
TTdAdC PEG024-dC®* ACN/CH2CL2 (1:1) 97.8
TTdAdC PEG029-dC®* ACN/CH2CL2 (1:1) 99.0
dGTdCdA CPGso0 Universal ACN 99.5
dGTdCdA CPG-dCP* ACN 99.2
dGTdCdA PS-dCP* ACN 92.6
dGTdCdA PEG024-dC®* ACN/CH2CL2 (1:1) 96.2
dGTdCdA PEG029-dC®* ACN/CH2CL2 (1:1) 98.9
dGdATdC CPGso0 Universal ACN 97.0
dGAdTdC CPG-dCP* ACN 97.9
dGdATdC PS-dCP* ACN 97.9
dGdATdC PEG024-dC®* ACN/CH2CL2 (1:1) 95.4
dGdATdC PEG029-dC®* ACN/CH2CL2 (1:1) 94.2

135



Resultados y discusion = ----

3.2.3. Sintesis automatizada de oligonucledtidos de ADN de cadena
larga con resinas Core-Shell

En vista de los excelentes resultados obtenidos en la sintesis manual de
los tetrameros 32-34, el siguiente paso consistid en utilizar las resinas
PEG024 y PEGO029 para realizar la sintesis de oligonucledtidos
automatizada. Para ello, se eligieron una serie de secuencias variadas con
una longitud apropiada que podrian ser sintetizadas rutinariamente
utilizando soportes s6lidos convencionales.

La sintesis de estos oligonucledtidos, con un rango de entre 14 y 18
bases, fue llevada a cabo en un sintetizador automatico de ADN utilizando
2-cianoetil fosforamiditos en una escala de 1 umol (Tabla 16).

Tabla 16. Oligonucledtidos de ADN de cadena larga sintetizados con resinas de tipo
Core-Shell.

Nombre n Fosfato Secuencia’ 5°>3’ Resina Rf nd

Bases (%)

PEG024- 14 fosfodiéster TAGCCTGACACGTC PEG029 98

14mer (35)

PEG024- 15 fosfodiéster ~ AGATTAGGTATGTAC  PEG024 99

15mer (36)

PEG029- 15 fosfodiéster ~ AGATTAGGTATGTAC  PEG029 98

15mer (37)

R-Las-PO (38) 18 fosfodiéster ~CGTTTCCTTTGTTCTGGA  PEGO024 99
R-Las-PS (39) 18 fosforotioato CGTTTCCTTTGTTCTGGA  PEGO024 99

?Todos los nucle6tidos son 2’°-desoxi.

Una de estas secuencias es el oligonucledtido R-Las (18-mer), que fue
sintetizado tanto en su version de cadena de fosfatos (P-O) 38, como en su
version fosforotioato (P-S) 39. Desde un punto de vista estructural, la
diferencia entre ambas secuencias radica en la naturaleza de la cadena
fosfatada (Figura 39).
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Figura 39. Tipos de enlace fosfato: (a) fosfodiéster; (b) fosforotioato; (c) agente
sulfurante D-1,4-ditiotreitol (DDTT).

El oligonucle6tido R-Las es la secuencia complementaria del sitio 21-
38 del ARNm de la luciferasa de renilla. La version fosforotioato 39 se

utiliza en la inhibicion antisentido de dicha luciferasa.!!4!13

Los fosforamiditos se disolvieron en DCM (0.1 M) y se implement6 un
ciclo modificado con tiempos crecientes para cada etapa de sintesis: 5 min
para el acoplamiento, 1 min para los pasos de proteccion y oxidacion, y 2
min para la destritilacion. En el caso de los fosforotioatos, la etapa de
sulfuraciéon se realizd utilizando una disolucion 0.05 M del agente
sulfurante (3-((dimetilaminometilideno)amino)-3H-1,2,4-ditiazol-3-tiona
(DDTT, Figura 39) en piridina. Esta etapa viene a sustituir a la etapa de
oxidaciéon con yodo que se hace en una secuencia con grupos fosfato, y
debe hacerse inmediatamente después del acoplamiento del fosforamidito
y antes del paso de acetilacion para minimizar la formacion de
fosfodiésteres.

En estas condiciones, la preparacion de los 14-mer 35 y 15-mer 36/37
fue mas eficiente con la resina PEG024 que con la PEG029. Por esta razon,
se selecciond6 PEG024 para la sintesis de R-Las 18-mer 38 y 39. El

114 H -Y. Zhang, J. Mao, D. Zhou, D. Xu, H. Thonberg, Z. Liang, C. Wahlestedt, Nucleic
Acid Res. 2003, 31, e72.

115§, Grijalvo, M. Terrazas, A. Avifio, R. Eritja. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 2144-
2147.
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oligonucledtido se ensamblo eficientemente tanto en la version de
fosfodiéster natural como en la version de fosforotioato modificado. Todos
los oligonucleotidos se sintetizaron en modo DMT-ON, se desanclaron del
soporte solido siguiendo protocolos estdndar con amoniaco y fueron
purificados con cartuchos OPC de fase reversa.

Finalmente, los compuestos resultantes se analizaron mediante HPLC
mostrando un producto mayoritario (Figura 40), el cual fue caracterizado
por espectrometria de masas MALDI-TOF (Figura 41, Tabla 17).

Tabla 17. Secuencias de oligonucledtidos y masas obtenidas por MALDI-TOF.

Nombre Secuencia® 5°>3° call\;[:ls;da enclt)/[;tsrz da
PEG024-14mer (35) TAGCCTGACACGTC 4220.7 4221.1
PEG024-15mer (36) AGATTAGGTATGTAC 4630.0 4632.0
PEG029-15mer (37) AGATTAGGTATGTAC 4630.0 4632.0
R-Las-PO (38) CGTTTCCTTTGTTCTGGA 5461.5 5464.7
R-Las-PS (39) CGTTTCCTTTGTTCTGGA® 5734.7 5737.4

“Todos los nucledtidos son 2’-desoxi. “Todos los grupos fosfato son del tipo fosforotioato.
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Figura 40. Espectros HPLC de los oligonucleotidos: (A) PEG024-14mer 35; (B)
PEG024-15mer 36; (C) PEG029-15mer 37; (D) R-Las-PO 38 y (E) R-Las-PS 39.
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Figura 40 (cont.). Espectros HPLC de los oligonucledtidos: (A) PEG024-14mer 35;
(B) PEG024-15mer 36; (C) PEG029-15mer 37; (D) R-Las-PO 38 y (E) R-Las-PS 39.
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Figura 40 (cont.). Espectros HPLC de los oligonucledtidos: (A) PEG024-14mer 35;
(B) PEG024-15mer 36; (C) PEG029-15mer 37; (D) R-Las-PO 38 y (E) R-Las-PS 39.
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Figura 41. Espectros MALDI-TOF de los oligonucleotidos: (A) PEG024-15mer 36;
(B) PEG029-15mer 37; (C) R-Las-PO 38 y (D) R-Las-PS 39, sintetizados con la resina
PEG024.
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Figura 41 (cont.). Espectros MALDI-TOF de los oligonucleotidos: (A) PEG024-
15mer 36; (B) PEG029-15mer 37; (C) R-Las-PO 38 y (D) R-Las-PS 39, sintetizados con
la resina PEG024.

142



----  Capitulo 1

Como se observa en los datos de las Tablas 16 y 17, en todos los ensayos
sintéticos de oligonucledtidos de cadena larga con las resinas Core-Shell,
se obtuvieron los compuestos deseados con unos rendimientos de
acoplamiento muy elevados, siendo la resina PEG024 la que proporciond
mejores resultados (99%).

Este soporte, a pesar de ser el que menor carga inicial presentaba para
dAB?= 69-76% y dCB?= 56-66% (Tabla 12) debido a poseer una estructura
molecular mas compleja y por ende mas impedida estéricamente, resultd
ser el mas apropiado para la sintesis.

Por tanto, basdndonos en los resultados obtenidos, podemos decir que
las resinas PEG024 y PEG029 permiten la sintesis de oligonucleotidos en
fase s6lida con una longitud, en principio, de hasta 18 nucledtidos con unos
rendimientos de acoplamiento Optimos. Estos compuestos fueron
purificados y caracterizados, obteniéndose los productos esperados con
buen rendimiento.
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3.3. SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS
MODIFICADOS

3.3.1. Sintesis en fase solida de fragmentos protegidos de ADN
utilizando resinas Core-Shell como soporte solido

En los ultimos afios, el desarrollo de oligonucleotidos terapéuticos, asi
como el desarrollo de vacunas de ARNm, han desencadenado la busqueda
de métodos de sintesis alternativos, que requieran un menor consumo de
reactivos y/o que permitan unas sintesis mas rapidas de oligonucleotidos
de cadena larga.

La utilizacion de bloques de construccion formados por pequefios
fragmentos protegidos de ADN y ARN son una de las posibles
alternativas.

Su sintesis es especialmente interesante para el desarrollo de
mutagénesis dirigida por oligonucledtidos, que necesita fosforamiditos
poliméricos de trinucledtidos para experimentos de mutagénesis

aleatoria.!!®

La generacion de bibliotecas de ADN por adicion de fosforamiditos
monomeéricos no es apropiada para la mutagénesis aleatoria, ya que
podrian incorporar codones de terminacion y sin sentido. La sintesis de los
fragmentos protegidos con ADN y ARN se realiza generalmente utilizando

quimica en disolucion'!’

118

y, recientemente, con el uso de tecnologias de
mecanoquimica''® o nanofiltracion.!'” Ademads, se han sugerido varios
métodos basados en técnicas de fase solida para proporcionar una

alternativa mas rapida a las técnicas en disolucion. Estos métodos han sido

116 B, Virnekis, L. Ge, A. Pliickthun, C. Schneider, G. Wellnhofer, S. E. Moroney.
Nucleic Acids Res. 1994, 22, 5600-5607.

"7 A. Ono, A. Matsuda, J. Zhao, D. V. Santi. Nucleic Acids Res. 1995, 23, 4677-4682.

118 1. D. Thorpe, D. O’Reilly, T. Friscic, M. J. Damha, Chem. Eur. J. 2020, 26, 8857-

8861.

1195 F. Kim, P. R. J. Gaffney, 1. B.Valtcheva, G. Williams, A. M. Buswell, , M. S. Anson,
A. G. Livingston. Org. Process Res. Dev. 2016, 20, 1439-1452.

144



----  Capitulo 1

revisados en los ultimos afios!'?%1?!

y, por esta razon, se ha decidido evaluar
en este capitulo la posibilidad de utilizar los soportes Core-Shell para la

preparacion de fragmentos protegidos de ADN.

En una primera aproximacion, se comenz6 ensamblando el trimero 5’-
DMT-TTT-3" (Tabla 18) en un soporte sélido de 5’-DMT-T-succinil-
PEGO024, utilizando metilfosforamiditos como precursores sintéticos
(Figura 42) en una sintesis a escala de 1 pmol.

Tabla 18. Fragmentos protegidos de ADN que contienen enlaces de metilfosfato y
mesilfosforamidato.

Nombre 523 Estabilidad grupos protectores
5’-DMT-TTT-3" (40) TmTmT estable
5’-DMT-TTdAEB2-3’ (41) TmTmdAP? eliminacion parcial del grupo Bz
5’-DMT-TTdG""-3" (42) TmTmdG™ eliminacion parcial del grupo Ibu
5’-DMT-TT-3" (43) T*T estable
5’-DMT-TAB2-3’ (44) T*dAP? eliminacion parcial del grupo Bz
5’-DMT-TG™""-3" (45) T*dG" eliminacion parcial del grupo Ibu
5’-DMT-TCB%3’ (46) T*dCB? eliminacion del grupo Bz

m Indica enlace de metilfosfato; *Indica enlace de mesilfosforamidato.

La etapa de oxidacion se realizo con una disolucion acuosa de ‘BuOOH
en ACN para evitar la pérdida del grupo metilfosfato, descrita cuando se
utilizan las disoluciones estandar de yodo.!??

Una vez finalizada la sintesis, se liber6 el oligonucleoétido del soporte
mediante tratamiento con una disolucién 0.4 M de NaOH en metanol a la
que se adiciona H>O en relacion 4:1, respectivamente. Para determinar el
tiempo minimo necesario de reaccion sin que exista pérdida del grupo

120 T S. Arunachalam, C. Wichert, B. Appel, S. Miiller. Org. Biomol. Chem. 2012, 10,
4641-4650.

121 R, Suchslan, B. Appel, S. Miiller. Preparation of trinucleotide phosphoramidites as
synthons for the synthesis of gene libraries. Beilstein J. Org. Chem. 2018, 14, 397-406.

122 M. Hassler, Y. Q. Wu, M. Reddy, T. H. Chan, M. J. Damha. Tetrahedron Lett. 2011,
52,2575-2578.
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protector del fosfato, el soporte solido fue tratado con la disolucion basica
a intervalos de 5 min.
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Figura 42. (a) Metilfosforamiditos; (b) Enlace internucleotidico de fosforamidato de
mesilo, (¢) Resina 5’-DMT-T-succinil-PEG024; (d) Oligonucleétido 5’-DMT-TmTmT-
3’ 40 con grupos protectores metilo en los enlaces fosfato internucleotidicos.

Ademas, los filtrados resultantes fueron neutralizados inmediatamente
después de acabar la reaccion con 1 equiv de &cido acético. Tras el andlisis
de las muestras, se observd que la mayor parte de los fragmentos
protegidos con DMT se liberaron tras 10 min de reaccion.

El aislamiento de los fragmentos protegidos con DMT se logrd
mediante evaporacion del metanol, cargando posteriormente la solucion
acuosa neutralizada en un cartucho de purificacion de fase reversa (OPC).
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Los productos fueron analizados por HPLC y MALDI-TOF (Figura 43)
que confirmaron la obtencion del fragmento protegido con DMT.
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Figura 43. Espectros de HPLC (A) y MALDI-TOF (B) del trimero 5’-DMT-TTT-3" 40.
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La presencia de un metilo en el grupo fosfato origina la formacion de
un nuevo centro quiral, lo cual hace que en el espectro de HPLC aparezcan
las sefiales correspondientes a cada uno de los cuatro diasteroisdémeros del
trimero 40 analizado.

Siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente, se llevo a
cabo la sintesis de los trimeros 5’-DMT-TTdAB%3> 41 y 5’-DMT-
TTdG™"-3” 42 sobre un soporte PEG024 previamente derivatizado. Todo
el proceso de sintesis y purificacion tenia como objetivo verificar la
estabilidad de los grupos protectores de benzoilo (Bz) e isobutirilo (Ibu)
presentes en las bases A y G, respectivamente, en una disolucion 0.4 M de
NaOH en metanol a la que se adiciona H>O (relacion 4:1), necesaria para
la liberacion de los trimeros protegidos de ADN.

Previamente, se habia evaluado y analizado por cromatografia de capa
fina (TLC) la estabilidad de los nucledsidos dAB? dG™ y dCB? (ver
seccion experimental) en esta misma disolucién, asi como en otra
disolucion saturada de KoCO3 en metanol. El estudio mostré una mayor
estabilidad de los productos en la disolucion de NaOH, en comparacion
con la de K»COs, con tiempos de vida media de 5-20, 5-25 y 5-15 minutos
para dAP? dG™ y dCP?, respectivamente. Estos datos apoyarian el uso de
estos nucleodsidos protegidos para la obtencion de los trimeros 5’-DMT-
TTAPB23> 41 y 5’-DMT-TTG™"-3" 42, pues el tiempo necesario para la
liberacion de los fragmentos protegidos con DMT de los soportes PEG024
se estimo6 en 10 min.

Desafortunadamente, el anélisis de los resultados obtenidos por HPLC
y MALDI-TOFF (Figura 44) de los productos de la sintesis de estos
trimeros sugirid una eliminacion parcial de los grupos benzoilo e
isobutirilo.
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Figura 44. Espectros de HPLC (A) y MALDI-TOF (B) del trimero 5’-DMT-TTdABz-3’

41.
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En los ultimos afios, se ha descrito la sintesis de oligonucle6tidos
portadores de enlaces mesilfosforamidato,'?* que tienen una alta afinidad
con el ARN diana, buena resistencia a las nucleasas y un reclutamiento

eficiente de la RNasa H.!'?%12

Debido a estas excelentes propiedades, decidimos ensayar los soportes
Core-Shell para preparar cuatro dimeros de 5’-DMT-TT-3" 43, 5°’-DMT-
TdAPB?-3’ 44, 5°>-DMT-TdG™"-3" 45 y 5>-DMT-TdCPB?-3’ 46 que portaban
un enlace mesilfosforamidato internucleosidico (Figura 42b). Este
fragmento protegido con DMT en 5’ se sintetiz6 mediante el acoplamiento
de B-cianoetilfosforamiditos sobre soportes de DMT-nucledsido-succinil-
PEGO024, seguida de una etapa de oxidacion con una disolucion 0.4 M de
azida de mesilo en acetonitrilo.!?°

Tabla 19. Secuencias de oligonucledtidos y masas obtenidas por MALDI-TOF.

Nombre 52>3 Masa calc. Masa encontrada
5’-DMT-TTT-3" (40) TmTmT 1180 1150.5 (-2Me)
5’-DMT-TTdAEB2-3’ (41) TmTmdAP? 1294 1159.2 (-2Me, -Bz)
5’-DMT-TTdG™"-3" (42) TmTmdG™ 1276 1175.1 (-2Me, -Ibu)
5’-DMT-TT-3’ (43) T*T 925 924.4
5’-DMT-TdAPB23’ (44) T*dAB” 1039 1037.5
5’-DMT-TdG™"-3" (45) T*dG'™ 1020 1019.6
5’-DMT-TdCP?*-3" (46) T*dCP” 1015 909.6 (-2Me, -Bz)

m Indica enlace de metilfosfato.* Indica enlace de mesilfosforamidato.

123 B. P. Chelobanov, E. A. Burakova, D. V. Prokhorova, A. A. Fokina, D. A. Stetsenko.
Rus. J. Bioorg. Chem. 2017, 43, 664-668.

124 S K. Miroshnichenko, O. A. Patutina, E. A. Burakova, B. P. Chelobanov, A. A.
Fokina, V. V. Vlassov, S. Altman, M. A. Zenkova, D. A. Stetsenko. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 2019, 116, 1229-1234.

125 Q. A. Patutina, S. K. Gaponova, A. V. Sen’kova, I. A. Sevin, D. V. Glaskikh, E. A.
Burakova, A. A. Fokina, M. A. Maslov, E. V. Shmendel’, M. J. A. Wood, V. V.
Vlassov, S. Altman, D. A. Stetsenko, M. A. Zenkova. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2020,
117,32370-32379.

126'Y. Xing, G. Sheng, J. Wang, P. Lu, Y. Wang. Org. Lett. 2014, 16, 1244-1247.
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En primer lugar, se sintetiz6 el dimero 5’-DMT-T*T-3" 43 y se liber6
del soporte siguiendo el protocolo mencionado anteriormente. La

identidad esperada del producto fue confirmada mediante andlisis de
HPLC y MALDI-TOF (Figura 45).
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Figura 45. Espectros de HPLC (A) y MALDI-TOF (B) del dimero 5’-DMT-T*T-3" 43.
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Posteriormente, de manera similar, se sintetizaron los dimeros DMT-
5’-T*dAP?-3’ 44, DMT-T*dG™"-3" 45 y DMT-T*dCPB?-3’ 46.

Una vez liberados del soporte y purificados, el analisis por HPLC de
los productos 44 y 45 mostr6 tres sefales de tamafo similar
correspondientes al dimero esperado y al dimero hidrolizado, lo que indica
la eliminacion parcial de los grupos benzoilo € isobutirilo en dAB?y dG™
(Figuras 46 y 47).
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Figura 46. Espectros de HPLC (A) y MALDI-TOF (B) del dimero 5’-DMT-T*dABz-
3’ 44.
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Figura 47. Espectros de HPLC (A) y MALDI-TOF (B) del dimero 5°-DMT-T*dG™"-
3’ 45.
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En el caso del dimero 46 el cromatograma de HPLC mostrd una tnica
sefial correspondiente a la pérdida del grupo benzoilo de la dC. Los
espectros de MALDI-TOF corroboran estos resultados (Figura 48).
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Figura 48. Espectros de HPLC (A) y MALDI-TOF (B) del dimero 5’-DMT-
T*dCPB%-3” 46.
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3.3.2. Sintesis de oligonucleotidos conjugados con acidos grasos

Para completar el estudio de la viabilidad del uso de resinas Core-Shell
como soporte solido en la sintesis de oligonucledtidos, se disefio la sintesis
de dos oligonucledtidos ricos en guanina, susceptibles de formar
estructuras de tipo G-cuadruplex, a los que posteriormente se les acoplo
dos cadenas distintas de acidos grasos en su extremo 5°.

En primer lugar, se procedio a la sintesis de los oligonucledtidos
seleccionados, uno de cadena larga, el aptamero antitrombina TBA, cuya
secuencia responde a una cadena monocatenaria de ADN con una longitud
de 15-mers [5’-d(GGTTGGTGTGGTTGG)-3’], y otro de cadena corta
dG4T [5-d(GGGGT)-3’]. Ambos fueron ensamblados de manera
automatizada utilizando como soporte la resina PEG024 (Esquema 28),
previamente funcionalizada con los nucledsidos correspondiente (47, 48),
en una escala de 1-2 umol y siguiendo los protocolos de sintesis DMT-
OFF descritos en apartados anteriores.

5
HOMO Gy
O
o] 3
DMTO—%_; PS-PEG)] H o 49

(0]
(o]
PEG024 N)K/Wo ]
;PS-PEG] H ) 5
HO-G4-0 T
47,B=G" o 2%27
48,B=T PEGOZ4I N)K/YO
PS-PEG)| H o) 50

Esquema 28. Sintesis de oligonucledtidos DMT-OFF de TBA (49) y G4T (50).

En este caso, los B-cianoetilfosforamiditos utilizados fueron 5’-DMT-
dGPMF y 5°-DMT-T (Figura 49).
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Figura 49. Estructura de los fosforamiditos: (a) 5-DMT-dGP™F; (b) 5'-DMT-T.

Después de la sintesis de los oligonucledtidos, fue necesario la
introduccion de un grupo enlazante de tipo amino que permitiese la
conjugacion posterior del 4cido nucleico con la cadena de acido graso. Para
ello, se utilizd el derivado de fosforamidito de MMT-6-aminohexanol
(Figura 50a), que permitid la incorporacion de un grupo espaciador (Ce) y
un grupo amino en el extremo 5'- de la secuencia.

0 Q N/\/\/\/O\P/O\/\CN
/ H

|
Q) A
(@) .
WMOH
(b) o

Figura 50. (a) Fosforamidito MMT-aminohexanol; (b) Acido oleico; (c) Acido
linoleico.

La unién del espaciador al extremo 5° de la cadena (Esquema 29) se
llevo a cabo utilizando el sintetizador de ADN, programando esta etapa
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como si fuese un ciclo mas del proceso sintético, con la salvedad de que
se evitd el paso de acetilacion para evitar dicha reaccion sobre el grupo
amino, lo que inhabilitaria a la molécula para formar el conjugado final.

NC/\/O\ O\M,NHMMT

P\/ 6
5' o_/\/\o Glbu
o}
o} 3
PEG024 N)K/YO
(PS-PEG)] H L
MMT= § O o

NHMMT O

T

|

O'G4'
50 —» 0 3
PEG0244 0
(PS-PEG)]| H S 52

Esquema 29. Acoplamiento del grupo espaciador C¢-NHz en 5°.

49 —»

NC/\/O\ _0

X

e}

Tras eliminar el grupo protector de tritilo (MMT) con una disolucion de
TCA al 3% en DCM, las resinas resultantes estuvieron listas para la
siguiente etapa (Esquema 30). Una pequefia alicuota del compuesto
desprotegido fue liberada de la resina para hacer una estimacion de las OD
obtenidas. En un paso previo, esta alicuotas fueron lavadas con Et;N con
el fin de eliminar el grupo protector cianoetilo, que en la liberacion de la
resina podria provocar reacciones indeseadas con el grupo amino libre. El
valor de OD obtenido fue de 7.20 para el producto 53 y 2.48 para 54.
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Esquema 30. Desproteccion del grupo amino.
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Una vez que se dispone del grupo amino libre, el oligonucledtido ya
puede ser conjugado con el acido graso de interés (Esquemas 31 y 32).
Esta reaccion de acoplamiento se hace antes de liberar el soporte solido,
en un proceso manual que implica la adicion de una disolucion del acido
graso junto con DIPEA y el agente de acoplamiento PyBoP en
diclorometano sobre la resina que se pretende conjugar. Esta mezcla

permanecid en contacto a temperatura ambiente y sin agitacion durante 2
h.

1. Acido oleico H
TBA-O.1_0 N
PTG A
2. DIPEA, PyBop, DCM, t.a. 1h o o )
7
3.NH,4OH, 55°C, 1 h 55
53 |
o o° H
1. Acido linoleico TBA-O.1_0, N X
P RS 3 |
2. DIPEA, PyBop, DCM, t.a. 1 h 0 o)
3. NH4OH, 55 °C, 1 h 56 !

Esquema 31. Conjugados de TBA con los acidos oleico (55) y linoleico (56).
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H
Os O N
L . /P \(\/),6 6\
1. Acido oleico 60 o) )7
0-G,4-0 T
2. DIPEA, PyBop, DCM, t.a. 1 h - @
3.NH,OH, 55°C, 1 h
OH 57
54 |
O« 0 . N N
1. Acido linoleico SPTT 3
o o) |
2. DIPEA, PyBop, DCM, t.a. 1 h 0-G4-0 T g
3. NH,4OH, 55°C, 1 h 5 @
OH 58

Esquema 32. Conjugados de G4T con los acidos oleico (57) y linoleico (58).

Una vez transcurrido este tiempo la resina se filtrd y se lavo varias veces
con diclorometano. Después se seco en vacio.

Por ultimo, el oligonucleotido conjugado con el acido graso se liberd
de la resina en una disolucion de amoniaco concentrado a 55 °C durante 1
h. Después la resina se filtro y la disolucion se purifico en un cartucho
Sephadex. Debido a la hidrofobicidad de los productos conjugados, la
elucion se hizo con una disolucion de ACN al 20% en H2O. Las OD para
los productos finales fueron calculadas y las muestras obtenidas se
analizaron por MALDI-TOF. Estos resultados se reflejan en la Tabla 20.

Tabla 20. Resultados de las masas encontradas por MALDI-TOF para los
oligonucleotidos conjugados con acido oleico y linoleico.

Cédigo Sequences MW MW
(3'2>3) (cale.) (encontr.)

NH2-G4T (54) NH,-Cs-d(GGGGT) 248 17383 1738.9
Oleico-G4T (57) Oleico-NH2-Ce-d(GGGGT) 1.26 2004 1999.1
Linoleico-G4T (58)  Linoleico-NH2-Cs-d(GGGGT) 2.2 2002 2002.1
NH>-TBA (53) NH2-Cs-TBA 7.2 4907 4903.1
Oleico-TBA (55) Oleico-NH>-Cs-TBA 7.0 5173 nd
Linoleico-TBA (56) Linoleico-NH2-Cs-TBA 7.3 5171 5158.3
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Como se puede observar las masas calculadas para los oligonucleotidos
conjugados de G4T (54, 57, 58) y TBA (53) se corresponden con la masa
encontrada. En cambio, desafortunadamente, en el caso de los conjugados
55 y 56, la masa esperada no se corresponde con la encontrada.

A continuacién, se muestran los cromatogramas de HPLC de los
conjugados de TBA-NH; 53 y de los conjugados TBA-oleico 55 y TBA-
linoleico 56 (Figura 51).
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Figura 51. Cromatograma de HPLC del conjugado HoN-TBA (53) (A).
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Figura 51 (cont.). Cromatogramas de HPLC de los conjugados oleico-TBA (55) (B)
y linoleico-TBA (56) (C).
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En la Figura 52 se recogen los espectros de MALDI-TOF de los
conjugados de HoN-G4T 54, oleico-G4T 57 y linoleico-G4T 58. Ademas,
también se muestran los espectros fallidos de MALDI-TOF de los
conjugados HoN-TBA 53 y linoleico-TBA 56 (Figura 53).
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Figura 52. Espectro MALDI-TOF del conjugado HoN-G4T (54) (A).
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Figura 52 (cont.). Espectros MALDI-TOF de los conjugados: oleico-G4T (57) (B) y
linoleico-G4T (58) (C).
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Figura 53. Espectros MALDI-TOF de los conjugados: HoN-TBA (53) (A) y
linoleico-TBA (56) (B).
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En este capitulo se ha descrito, por primera vez, la utilizacion de resinas
Core-Shell en la sintesis de oligonucledtidos.

Con el empleo de este novedoso tipo de soporte sélido, compuesto por
perlas con un nucleo inerte de poliestireno y un recubrimiento superficial
de polietilenglicol funcionalizado, se facilito que la reactividad de la resina
se focalizase tnica y exclusivamente en la zona superficial, obteniéndose
como resultado una mayor accesibilidad de los disolventes y reactivos
durante todo el proceso sintético. De esta forma, se llevo a cabo la sintesis,
tanto manual como automatizada, de una serie de oligonucledtidos de
diferentes tipos y tamafios, demostrando asi que las resinas Core-Shell de
tipo PS-PEG son una buena alternativa a los soportes convencionales
utilizados habitualmente en la preparacion de oligonucle6tidos.

En resumen, se ha demostrado la viabilidad de estas resinas para la
preparacion de tetrameros oligonucleotidicos con rendimientos de
acoplamiento efectivos en comparacion con otros soportes soélidos,
incluido el vidrio de poro controlado (CPQG) y el poliestireno (NittoPhase).
Ademas, se han sintetizado oligonucleo6tidos con una longitud de entre 14
y 18 bases con rendimientos Optimos.

Estas resinas Core-Shell se utilizaron también para incorporar enlaces
de tipo fosforotioato, metilfosfato y fosforamidato de metilsulfonilo a
varias secuencias de dimeros y oligonucledtidos, en sintetizadores de ADN
automatizados, con buenos rendimientos.

Sin embargo, en vista de los resultados obtenidos, surge la necesidad de
ampliar el estudio de los enlaces de unién entre el soporte solido y los
dimeros de ADN para conseguir ensamblar fragmentos totalmente
protegidos que puedan utilizarse posteriormente como bloques de
construccion en la sintesis de secuencias largas de ARN.

Para concluir el estudio, se incorporaron exitosamente dos acidos
grasos diferentes en el extremo 5' de dos oligonucledtidos G-cuddruplexes,
sintetizados sobre resinas Core-Shell, con el fin de obtener los conjugados
lipidicos correspondientes.
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1. Condiciones de trabajo, disolventes y reactivos

Las reacciones en atmdsfera inerte se realizaron en matraces de tipo
Schlenk con agitacion magnética y bajo atmosfera de argén o nitroégeno.

Los fosforamiditos, los soportes Standard CPGsoo (CPG-AHAP-succ-
dC®% 35 umol/g) y CPGsoo (CPG-AHAP-succ-dAP?, 45 pmol/g), fueron
proporcionados por la empresa Rasayan Inc. (California, USA), el
soporte universal CPGsoo (CUTAG, 30-40 umol/g) por Merck Chemicals
(Merck-Sigma-Aldrich, Espana), el soporte NittoPhase (575 pmol/g) por
Kinovate (California, USA), la aminoalquil-CPG de cadena larga
(LCAA)-CPG (69 pmol/g) y el fosforamidito MMT-aminohexanol por
Link Technologies Ltd. (Lanarkshire, Escocia, Reino Unido) y las resinas
Core-Shell PEG024 y PEG029 (230 pmol/g) por BeadTech Inc. Co., Ltd.
(Korea). Los disolventes y otros reactivos como los acidos oleico y
linoleico, asi como otros productos quimicos, se compraron a Merck
Chemicals (Merck-Sigma-Aldrich, Espafa), incluidos los disolventes
anhidros y los disolventes deuterados (CDCl;, MeOH-ds), que se
utilizaron directamente. El H>O desionizada mQ utilizada en los
experimentos se obtuvo de un sistema de purificacion de agua ultrapura
Milli-Q®QE 7000 (Merck-Millipore) que presentaba una resistividad de
18.2 MQ-cm a 25 °C y una cantidad de carbono total organico (TOC) <

5 ppb.

Las disoluciones de reactivos usados en la sintesis manual de
oligonucleétidos fueron preparadas utilizando disolventes destilados con
el maximo grado de sequedad posible. Estas disoluciones fueron las
siguientes: (a) desproteccion (deblocking): una disolucion al 3% de acido
dicloroacético en diclorometano anhidro; (b) acoplamiento (coupling):
una disolucion 0.1 M de fosforamidito en acetonitrilo anhidro y una
disolucion 0.4 M del agente activante BTT 3 en acetonitrilo anhidro; (c)
acetilacion  (capping): una disolucion CAP-A compuesta de
THF/Py/anhidrido acético en proporcion 8:1:1 y otra de CAP-B formada
por 10% de 1-metilimidazol en THF; (d) oxidacion (oxidizing): una
disolucion 0.02 M de yodo en Py/THF/AcOH en proporcion 89:10:1.
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Para los fosforotioatos, el reactivo de oxidacion estaba compuesto por
una disoluciéon 0.05 M de DDTT en ACN anhidro. Para la formacion de
los fosforamidatos de mesilo se utiliz6 una disolucion 0.4 M de azida de
mesilo en ACN anhidro.

Los oligonucledtidos enumerados en las Tablas 6-11 y 13-15 se
sintetizaron de manera manual mediante quimica en fase sélida de 2-
cianoetilfosforamiditos a escala de 1 pmol y utilizando protocolos

estandar.'?’

Para los enumerados en las Tablas 16-17 se siguieron los
mismos protocolos, pero de manera automatizada. Los oligonucledtidos
mencionados en las Tablas 18-19 fueron sintetizados de forma manual
por quimica de fase solida y utilizando metilfosforamiditos o
cianoetilfosforamiditos. El agente sulfurante (DDTT) para la sintesis de
oligonucleétidos con enlace fosforotioato fue suministrado por la
empresa Biosearch Technologies (California, USA). Después del
tratamiento con amoniaco (NH3 conc. aq. a 55 °C, durante la noche), los
oligonucledtidos (DMT-OFF) se desalaron usando columnas de tamiz
molecular rellenas de Sephadex G-25 (NAP-10 o NAP-5) y
proporcionadas por la empresa GE Healthcare (Little Chalfont, Reino
Unido), mientras que los oligonucledtidos DMT-ON se purificaron
mediante cartuchos en fase reversa (OPC) para ADN de la marca
GlenResearch (Virginia, USA) y Thermofisher scientific (Spain).

La cromatografia en columna se realizé con gel de silice (60 A, malla
230 x 400), y la cromatografia en capa fina (TLC) se llevd a cabo en
placas de Silica-Gel 60 F2s4 (Merck-Sigma-Aldrich, Espafia).

Los experimentos MALDI-TOF se realizaron utilizando una matriz
compuesta de citrato de amonio dibasico y 2',4',6'-trihidroxiacetofenona
monohidrato (THAP, Aldrich).

Las fases moviles utilizadas en el analisis de HPLC se prepararon
utilizando acetato de trietilamonio (TEAA), acetonitrilo y agua ultrapura

127 M. H. Caruthers, A. D. Barone, S. L. Beaucage, D. R. Dodds, E. F. Fisher, L. J.
McBride, M. Matteucci, Z. Stabinsky, J. Y. Tang. Methods Enzymol. 1987, 154,
287-313.
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(Millipore). El tampén A (5% ACN en 0.1 M TEAA) fue el mismo para
experimentos analiticos y semipreparativos; El tampon B: 70% o 50%
ACNen 0.1 M TEAA, respectivamente.

2. Instrumentacion

Los espectros de RMN se midieron en un espectrometro Varian
Mercury-400 ("H 400.13 MHz, '3C 100.6 MHz) o en un Bruker DPX-
300 ("H 300.13 MHz, '3C 75.5 MHz). Los desplazamientos quimicos se
expresan en partes por millon (ppm) tomando como referencia la sefial
de disolvente residual y los valores de las constantes de acoplamiento (J)
se expresan en hercios (Hz).

Los oligonucledtidos sintetizados manualmente se ensamblaron
utilizando jeringuillas de plastico desechables de la marca GE Healthcare
(Little Chalfont, Reino Unido).

Los oligonucledtidos se prepararon en un sintetizador automatizado
de ADN (Applied Biosystems 3400).

La liberacion de los tetrameros de las resinas (cleavage) se llevo a
cabo en un mezclador térmico de bloques con regulacion de temperatura
de la casa Thermofisher scientific (Spain).

Se realiz6 HPLC analitico y semipreparativo en fase reversa (RP) en
un sistema de cromatografia Waters equipado con un moddulo de
separacion Waters 2695 y un detector de matriz de fotodiodos Waters
2998. Se utilizaron las siguientes condiciones:

a) Una columna analitica ACE 3 pm HILA-3-1546-A (4.6 x 150 mm)
con inyeccion automatica, flujo de 1 mL/min y dos eluyentes.

b) Una columna semipreparativa Xbridge OST Cig 2.5 um (10 x 50
mm) con inyeccion manual y flujo de 1 mL/min.
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Los espectros de masas de oligonucledtidos se registraron en un
espectrometro de tiempo de vuelo (TOF) MALDI Voyager DETM RP
(Applied Biosystems).

Los espectros de absorcion molecular entre 220 y 550 nm se
registraron con un espectrofotoémetro Jasco V650, donde se utilizaron
cubetas de cuarzo Hellma.

3. Procedimientos experimentales
3.1. Sintesis de benciltio-1H-tetrazol (BTT)

Para llevar a cabo la reaccion a gran escala, se prepar6 una suspension
de cloruro de trietilamonio (5.50 g, 40 mmol) en tolueno (200 mL) a
temperatura ambiente, utilizando un matraz redondo de una boca. Tras
15 min de agitacion magnética se afiadié lentamente azida de sodio (2)
(2.64 g, 40 mmol) y la mezcla se agité durante 30 min. A continuacion,
con la ayuda de un embudo de adicién con presion compensada, se
afiadi6é gota a gota una disolucion de tiocianato de bencilo (1) (6 g, 40
mmol) en tolueno (200 mL). Finalmente, la mezcla de reaccién se calento
a reflujo durante 16 h. Después de enfriar, se afiadieron 160 mL de agua
destilada y se dejo agitar durante 15 min. Se separ6 la fase acuosa y se
lavo la fase organica con agua destilada (3 x 40 mL). Se recolectaron los
extractos acuosos. A continuacion, la fase acuosa se enfri6 a temperatura
ambiente y se acidifico a pH 3-4 utilizando HCI diluido mientras se
agitaba durante 10 min. Al afadir el acido se observo la formacion de un
precipitado blanco del producto 3 que se filtro, se lavd con agua, se
recristalizd y se secd en vacio, obteniéndose un rendimiento del 86%
(6.65 g). Los anélisis por RMN mostraron una pureza elevada del BTT
obtenido, por lo que fue utilizado sin necesidad de realizar ningun tipo
de purificacion adicional.
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3.2. Test de hinchamiento (swelling) de las resinas Core-Shell

En jeringuillas de 1 mL, se introdujo un volumen, de peso conocido,
de 0.2 mL de la resina PEG024 o PEG029. Posteriormente, se relleno la
jeringuilla con 1 mL del disolvente a estudiar, dejando que la resina se
embebiese durante 16 h en contacto con el disolvente. Durante este
tiempo se midi6 el incremento de volumen experimentado por la resina
después de 1, 3, 8 y 16 h. Los disolventes empleados en el estudio fueron:
(1) ACN; (2) CH2Cly; (3) destritilacion (3% de acido dicloroacético en
diclorometano); (4) CAP-A (THF/Py/anhidrido acético, 8:1:1); (5) CAP-
B (10% de I1-metilimidazol en THF); (6) oxidacion (0.02 M I, en
Py/THF/H>0, 88:10:2); (7) tolueno; (8) THF. Los datos obtenidos se
encuentran recogidos en las Tablas 4 y 5.

3.3. Sintesis de dimeros de timidina

Para una escala 1-2 pmol, se pesaron entre 30 y 60 mg de resina
universal CPGso-CUTAG (30-40 umol/g) en una jeringuilla de 5 mL
provista de una frita ajustada de polipropileno. Tras el lavado con CH2Cl»
y ACN anhidro, se procedié a la desproteccion del DMT del soporte
agitando la resina en 1 mL de una disoluciéon de DCA al 3% en CH:Cl
anhidro. El proceso se repiti6 hasta obtener una disolucion incolora. Las
diferentes fracciones de la disolucién naranja obtenida se juntaron y
guardaron para su posterior andlisis por espectrofotometria vis-UV.

a) Primer ciclo de sintesis (Esquema 24a)

La resina desprotegida 6 se lavd sucesivamente con CH2Cl, y ACN
anhidros (3 x 1mL) para eliminar los restos de 4acido. A continuacion, se
agitd con una mezcla de disolucion activante de BTT 3 (0.5 mL, 0.4 M
en ACN anhidro) y la disolucion de fosforamidito 4 (0.5 mL, 0.1 M en
ACN anhidro) durante 2 min. Una vez finalizado el acoplamiento, se lavo
la resina con ACN anhidro (3 x 1 mL) y se complet6 el ciclo de sintesis
con la etapa de acetilacion. Para ello, la resina se agitd con 1 mL de una
mezcla de disoluciones CAP-A y CAP-B, descritas previamente. En la
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ultima etapa, se hizo la oxidacion del P(III) a P(V) con la disolucion de
yodo en THF/Py/AcOH, dando lugar al producto 7.

b) Segundo ciclo de sintesis (Esquema 24b)

El producto 7 anclado a la resina fue desprotegido con la disolucion
de destritilacion y tras los lavados con DCM y ACN fue sometida a un
nuevo ciclo sintético siguiendo los mismos pasos y protocolos descritos
en el apartado anterior, con el fin de incorporar el segundo nucleétido en
la posicion 5°. Una vez finalizado este ciclo se obtuvo el dimero unido a
la resina 8.

¢) Desproteccion y liberacion del dimero del soporte solido (Esquema
24c)

Para obtener los dimeros DMT-ON, los oligonucle6tidos fueron
liberados de la resina 8 mediante tratamiento con una disolucion
concentrada de amoniaco (33%) en H»O, a 55 °C, durante 16 h,
obteniéndose el dimero 9. En el caso de los dimeros DMT-OFF fue
necesario un tratamiento previo de desproteccion con una disolucion de
DCA al 3% en ACN, y posterior tratamiento con amoniaco, obteniéndose
el dimero 10.

d) Purificacion de los dimeros 9 y 10.

La resina se separd por filtracion, haciendo pasar la disolucion
amoniacal con el oligonucle6tido a través de una pipeta Pasteur provista
de un pequeinio algodén, a modo de filtro, en su interior. Tras evaporar
por corriente de N> el exceso de amoniaco, las muestras con el producto
9 (DMT-ON) se purificaron utilizando cartuchos de OPC (fase reversa)
y eluyendo las muestras con 1 mL de una disolucion de ACN al 20% en
H>O mQ. Las muestras con el producto 10 (DMT-OFF) no fueron
purificadas. Finalmente, las muestras purificadas se evaporaron bajo
presion reducida hasta llevarlas a sequedad, obteniéndose asi un pellet
que fue posteriormente cuantificado (Tabla 7).
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3.4. Sintesis de trimeros de timidina y 2’-desoxiadenosina

Estos compuestos se sintetizaron en una escala de 2 umol siguiendo
los mismos protocolos que para los dimeros del apartado anterior, pero
afiadiendo un ciclo més en el proceso de sintesis. El trimero de adenosina
solo se sintetizd en su version DMT-ON utilizando fosforamiditos del
nucledsido dAP? Tras la purificacion por OPC los productos fueron
cuantificados (Tabla 9).

3.5. Sintesis de tetrameros de timidina

Siguiendo la metodologia anterior se sintetizaron dos tetrameros a
escala de 2 pmol en version DMT-ON y DMT-OFF afiadiendo un ciclo
mas en el proceso de sintesis de los trimeros. Tras la purificacion del
derivado DMT-ON por OPC se cuantifico y el resultado se refleja en la
Tabla 11.

3.6. Sintesis de oligonucledtidos de ADN con resinas Core-Shell
3.6.1 Derivatizacion de las resinas Core-Shell y NittoPhase

a) Preparacion de hemiésteres de succinilo de los nucledsidos dA% y
dC? (Esquema 25)

Los monomeros 5'-O-DMT-dAB? 11 (1 g, 1.5 mmol) y 5'-O-DMT-
dC"” 13 (1 g, 1.6 mmol) se secaron dos veces por evaporacion, en un
matraz Schlenk de 50 mL, y se redisolvieron en CH>Cl, anhidro (40 mL)
bajo atmosfera de argon.

A continuacion, se afiadieron 2.2 equivde DMAP y la mezcla se agit6
magnéticamente a temperatura ambiente durante 5 min.

Posteriormente, se afiadieron 6 equiv de anhidrido succinico y la
mezcla de reaccion se agitd entre 24 y 48 h a temperatura ambiente,
siendo controlado el proceso por TLC.

Una vez finalizadas las reacciones, se obtuvieron disoluciones
blanquecinas a las que se afnadieron 6 equiv de EtsN seguidos de 2 mL
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de H»O. Se agitd6 la mezcla durante 2 h mas. A continuacion, los
disolventes se evaporaron en vacio y se obtuvo un sirope marron.

Este residuo se redisolvié en 100 mL de CH>ClL, y se lavo (4 x 35 mL)
con una disolucion 0.1 M de TEAA en H>O (pH 5). Las capas orgénicas
se mezclaron y lavaron con una disolucion 0.5 M de 4cido citrico en H,O
(3 x 10 mL). Finalmente, se secaron con Na>SOs, se filtraron y
concentraron hasta sequedad para obtener una espuma so6lida blanca.

Este producto fue purificado por columna cromatogréafica de gel de
silice utilizando como eluyente un gradiente de EtzN/MeOH/CH>Cl, que
va desde 0:0:100 hasta 5:15:80.

Tras la purificacion se obtuvieron los succinatos de nucledsido
esperados 12 y 14 con rendimientos del 85 y 95%, respectivamente. La
estructura fue confirmada después de su caracterizacion por RMN.

b) Funcionalizacion de los soportes solidos PEG024, PEG029 y
NittoPhase (Esquema 26)

En este apartado, se describe la funcionalizacion de las resinas 15
(PEG024, 0.23 mmol/g), 18 (PEG029, 0.23 mmol/g) y 19 (NittoPhase
0.57 mmol/g) con los derivados de nucledsido correspondientes 12 y 14.

Para ello, en dos matraces Schlenk de 50 mL cada uno, se secaron (2-
3 equiv) de cada uno de los derivados de succinato 12 (650 mg) y 14 (660
mg) y se disolvieron en ACN anhidro (~15 mL) bajo atmdsfera de Na.

A continuacién, se afadieron 0.21 equiv de DMAP y 6.3 equiv de
DIPEA y se agitaron las mezclas durante 15 min. Finalmente, se
afiadieron 2.15 equiv del agente de acoplamiento, TBTU, y se agitaron
las disoluciones durante 1 h, obteniéndose sendas disoluciones de color
marrdn oscuro.

Dichas disoluciones se transfirieron a otros dos matraces que
contenian una suspension de 1 g (1 equiv) de la resina a derivatizar en
ACN anhidro (~15 mL) y la mezcla se agit6 utilizando un agitador orbital
durante 24 h.
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Al cabo de este tiempo, las resinas se filtraron y se lavaron con una
disolucion al 5% de Et3N en acetonitrilo (3 x 5 mL) y, posteriormente,
con diclorometano (3 x 5 mL). Las resinas se secaron en vacio y se
procedio a la acetilacion de los grupos amino e hidroxilo libres que no
reaccionaron.

c) Acetilacion de los grupos amino e hidroxilo de las resinas
(Esquema 27)

Las resinas fueron tratadas durante 1 h con 20 mL de una mezcla de
Py/anhidrido acético/1-metilimidazol (2:1:1) con el fin de acetilar los
restantes grupos amino e hidroxilo libres en el soporte. Al finalizar, la
resina se filtrd y se lavé sucesivamente con una disolucion al 5% de EtsN
en ACN (3 x 5 mL), ACN (3 x 5 mL) y CH2Cl; (3 x 5 mL). A
continuacion, se seco a presion reducida.

El célculo de la carga se llevd a cabo mediante un ensayo de
destritilacion. La carga encontrada para los soportes funcionalizados fue
de 69-76 umol/g para 24 (33%), 56-66 pmol/g para 25 (24%), 153-163
umol/g para 26 (71%), 186-220 umol/g para 27 (96 %), 493 umol/g para
28 (86%) y 427 umol/g para 29 (74%).

d) Deteccion de grupos amino libres por el método de Kaiser

Se prepard una disolucion A que contenia: 40 g de fenol, 98 mL de
piridina, 10 mL de etanol (95%), 1.3 mg de KCN y 2 mL de agua.
Después una disolucién B con: 2.5 g de ninhidrina y 50 mL de etanol
(95%).

Con una pipeta Pasteur, se recogio una pequefia muestra de resina, de
1.5 a2 mL, en un tubo de ensayo de plastico. Se adicioné 1 mL de ACN,
para hacer un lavado y se retird la disolucion. Para una observacion
conveniente, la cantidad de soporte s6lido debe formar una capa de 2 a 3
mm en el fondo del tubo de ensayo.

Como muestras de referencia se utilizaron aproximadamente las
mismas cantidades de una resina CPG universal (CUTAG) (sin grupos
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amino libres, control negativo) y las resinas nativas PEG024 y PEG029
sin funcionalizar (grupos amino libres, control positivo) colocadas en
tubos de ensayo separados.

Sobre cada tubo se anadieron 50 pL de cada disolucion A y B (a las
muestras de ensayo y a las muestras de control). Se agitaron los tubos y
se calentaron durante 3 min a 105 °C. Tras este tiempo, se retiraron los
tubos de ensayo del equipo calefactor e inmediatamente se observo el
color formado.

El soporte solido en el control negativo (GPC) permaneci6 incoloro y
la disolucion continud amarilla. El soporte sélido y la fase liquida en el
control positivo (resinas nativas Core-Shell) mostraron un color azul
oscuro. Los colores de los soportes solidos de ensayo coincidieron todos
con el color mostrado por el control negativo, lo cual indica que no se
detecto la presencia de grupos amino libres y que la acetilacion funciond
correctamente.

3.6.2 Sintesis manual de los tetrameros 5’-TTdAdC-3’ (32), 5’
dGTdCdA-3’ (33) y 5’-dGdATdC-3’ (34)

a) Procedimiento sintético

Cada una de las secuencias fue sintetizada manualmente en una escala
de 1 pmol sobre cinco tipos de soporte soélido diferente: CPGsoo-
universal, CPGsoo-dNB% PS-dNBZ PEG024-dNB? y PEG029-dN®?, donde
N puede ser A o C dependiendo de la secuencia. Todas las reacciones se
llevaron a cabo en jeringas de plastico de 5 mL provistas de una frita de
polipropileno.

En cada ciclo de sintesis tuvo lugar el ensamblaje de un nuevo
nucledtido, utilizando como precursores los B-cianoetilfosforamiditos de
los 2’-desoxinucledsidos correspondientes, en disoluciones 0.1 M en
ACN anhidro para los soportes convencionales o en DCM anhidro para
los soportes de tipo Core-Shell. Como activante se utilizaron
disoluciones 0.4 M de BTT en ACN anhidro para todos los soportes.
Cada ciclo consto6 de las siguientes etapas:
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1. Desproteccion del grupo DMT en 5°: los soportes solidos (1
umol) se colocaron en el interior de la jeringa y se lavaron con ACN
anhidro (2 x 1 mL) y DCM anhidro (2 x 1 mL), y posterior secado por
succion a vacio. Posteriormente, se lavaron varias veces con 1 mL de
disolucion desbloqueante (3% DCA en DCM anhidro). Las
disoluciones de color naranja intenso obtenidas se utilizaron para
evaluar el rendimiento del acoplamiento. A continuacion, los soportes
solidos se lavaron con DCM y ACN anhidros varias veces. Cuando se
utilizaron resinas Core-Shell, todos los lavados se hicieron solo con
DCM anhidro.

2. Acoplamiento: se carga la disolucion activante (0.4 M BTT en
ACN anhidro para todos los soportes) en las jeringas y se agitan las
suspensiones durante 30 s. Posteriormente, se anadio6 la disolucion de
fosforamidito correspondiente (0.1 M) y se agitd junto con el
activador y el soporte solido durante 2 min mas. Se descartaron los
disolventes y los soportes solidos se lavaron dos veces con ACN
anhidro (DCM anhidro para soportes Core-Shell).

3. Acetilacion: se afiadieron 0.5 mL de solucion CAP-A
(Ac2O/Py/THF 1:1:8) y 0,5 mL de CAP-B (10% N-metilimidazol en
THF) y se agitaron con los soportes solidos durante 30 s. Se
descartaron los disolventes y los soportes sélidos se lavaron dos veces
con ACN anhidro (DCM anhidro para soportes Core-Shell).

4. Oxidacion: se llevo a cabo utilizando una disolucion de 1> (10%)
en Py/THF/AcOH (89:10:1) y agitando la resina durante 30 s.

Una vez finalizado el ciclo sintético, los soportes solidos se lavaron

de nuevo varias veces con ACN y DCM anhidros, evitando el ACN con

los soportes Core-Shell.

Este proceso se repitid, utilizando el fosforamidito correspondiente en

la siguiente etapa de acoplamiento, hasta alcanzar la longitud completa

de la secuencia requerida. Para las secuencias DMT-OFF fue necesario
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un paso adicional de desproteccion. Para ello, se trataron los
oligonucledtidos con una disolucion al 3% de DCA en DCM.

Para liberar los tetrameros de los soportes, se colocaron en un vial de
1.5 mL con tapdn de rosca y se afiadio 1 mL de disolucion de NH3 al 33%
en H>O. Las suspensiones se calentaron durante 16 h a 55 °C.

Las secuencias DMT-ON se purificaron mediante cartuchos de fase
reversa (OPC) y se analizaron, posteriormente, por HPLC y MALDI-
TOF. En todos los casos, se obtuvieron los productos esperados.

b) Purificacion de los tetrameros (DMT-ON) con cartuchos OPC

Después de la sintesis de los tetrameros de ADN vy tras su liberacion
de la resina en 1 mL de disolucion amoniacal, esta disolucion se purificd
directamente, sin ningun tipo de paso previo, sobre un cartucho de OPC.

La presencia del grupo protector DMT es muy importante, pues
permite que las moléculas que lo contienen (secuencias de interés)
queden retenidas por adsorcion en la resina, mientras que las secuencias
truncadas e impurezas (sin grupo DMT) no se quedan retenidas y pueden
ser separadas facilmente.

Para preparar la muestra a purificar, se anadi6 1 mL de una disolucién
de NaCl (100 mg/mL) en H2O mQ), lo que origina un volumen final de 2
mL, con una concentracion de la muestra de alrededor 50 mg/mL, lista
para ser cargada en el cartucho.

El cartucho se conectdé a una jeringa de 5 mL y se acondicion6
afiadiendo 0.5 mL de ACN seguido de 1 mL de una disolucion 2 M de
acetato de trietilamonio (TEAA) en H>O mQ. El ACN lava los residuos
organicos de la resina y la humedece, mientras que la disolucion de
TEAA actlia como reactivo de par idnico que permite mejorar la union
de los oligonucledtidos DMT-ON a la resina.

La purificacion se llevd a cabo haciendo pasar alicuotas de 1 mL de
muestra y guardando las disoluciones recolectadas para repetir el proceso
de carga. Las moléculas con las secuencias de interés se quedaron
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retenidas en la fase solida del cartucho, mientras que las impurezas y
secuencias no deseadas salieron de la columna.

Después el cartucho se lavd con una disolucion salina de lavado (5%
ACN en una disolucion de100 mg/mL de NaCl en H>O) (2 x 1 mL). Con
este paso se eliminaron los restos de secuencias fallidas del cartucho.

A continuacion, se enjuaga el cartucho con una disolucion al 2-3% de
acido trifluoroacético (TFA) en H2O mQ (2 x 1 mL). Asi se elimind el
grupo protector DMT y como resultado se observo una franja de color
naranja en el interior del cartucho debido a los cationes tritilo liberados.
Posteriormente, se lavo con HoO mQ (2 x 1 mL) para eliminar el tritilo,
observandose la desaparicion de la banda naranja.

El oligonucleotido purificado se eluye de la columna con 1 mL de una
disolucion al 20% de ACN en H>O. Los tetrameros purificados se
recogieron en viales de microcentrifugacion (Eppendorfde 1.5 mL) y se
procedié a su cuantificacion mediante el calculo de OD. Tras la
evaporacion del disolvente en vacio utilizando un equipo speed-vac, los
pellets obtenidos se guardaron a baja temperatura.

3.6.3 Sintesis automatizada de oligonucleotidos de cadena larga
de ADN con resinas Core-Shell

a) Procedimiento sintético

Las secuencias de oligonucle6tidos PEG024-14mer (35), PEG024-
15mer (36) y PEG029-15mer (37), se sintetizaron en una escala de 1
umol utilizando ~15 mg de PEG029-dC®* (186-220 umol) y ~40 mg de
PEG024-dC®% (56-66 pmol). Las secuencias R-Las-PO (38) y R-Las-PS
(39) se sintetizaron en una escala de 1 p mol utilizando ~15 mgy ~12 mg
de PEG024-dAB? (69-76 pmol), respectivamente. Para completar el
espacio muerto de la columna, se utilizd6 un poco de resina CPG
previamente acetilada como relleno inerte. Las secuencias se sintetizaron
con el protocolo estindar DMT-ON, a excepcion de la PEG024-15mer
(36) que fue sintetizada con el protocolo DMT-OFF. Los fosforamiditos
(dAB?, dCP%, dG™" y T) se disolvieron en DCM para mejorar la eficiencia
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del acoplamiento. Las secuencias de los oligonucledtidos sintetizados se
muestran en la Tabla 16.

b) Tratamiento post-sintético: desproteccion, purificacion y
caracterizacion

Los soportes solidos que contenian las diferentes secuencias de
oligonucleétidos se transfirieron a viales de vidrio de 5 mL provistos de
tapon de rosca, se afiadieron 100 pL de 1,4-dioxano (expansion de la
resina), seguido de 1 mL de disolucién acuosa de NH3 (33%) y se dejo
reaccionar durante 6 h a 55 °C, consiguiendo asi la desproteccion de las
nucleobases y la liberacion de los oligonucleotidos de los respectivos
soportes solidos.

Posteriormente, las disoluciones amoniacales de oligonucledtidos
obtenidas se cargaron en un cartucho OPC para eliminar todas las
secuencias truncadas y el grupo DMT, lo que permitié la purificacion y
destritilacion de los productos de interés, que fueron eluidos con una
disolucion de ACN al 20% en H.O mQ.

Por ultimo, todos los oligonucledtidos se analizaron mediante
cromatografia HPLC de fase reversa y MALDI-TOF.

3.7. Sintesis manual en fase sdélida de fragmentos protegidos de
ADN utilizando resinas Core-Shell como soporte sélido

a) Tritilacion en 5’ del nucleédsido 2’-dG™ con DMT

En un matraz redondo de dos bocas y bajo atmosfera de argon, se
disolvié 2°-dG™" (~1 g, 3.17 mmol) en piridina anhidra (25 mL) y se
agitd la mezcla 15 min a temperatura ambiente. Después, se afadio
lentamente DMTCI (1.3 g, 1.2 equiv) y la mezcla de color rojizo se agitd
durante 6 h a temperatura ambiente. La reaccion fue monitorizada por
TLC con un eluyente de DCM/MeOH/Et:N (100:1:1).

Tras la evaporacion del disolvente se obtuvo un sirope amarillo que se
redisolvio en AcOEt (~25 mL) y se lavo con H,O (3 x 15 mL), salmuera
(3 x 15 mL) y NaHCOs (3 x 15 mL) usando un embudo de extraccion.
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La fase orgénica se seco con NaSQq, se filtrd y se evaporo a vacio. El
crudo resultante de color amarillento fue purificado por columna
cromatografica con gel de silice (CH2Cl/MeOH, 99:1), aislandose un
solido blanco (2.28 g, 90%) que fue caracterizado por RMN.

b) Preparacion de hemiésteres de succinilo de los nucledsidos dG™ y
T

Los mon6meros 5'-O-DMT-dG™ (1 g, 1.5 mmol) y 5'-O-DMT-T (1
g, 1.8 mmol) se secaron dos veces por evaporacion, en un matraz Schlenk
de 50 mL, y se redisolvieron en CH>Cl, anhidro (40 mL) bajo atmosfera
de argon.

Después, se agregaron 2.2 equiv de DMAP y la mezcla se agito
magnéticamente a temperatura ambiente durante 5 min.

Posteriormente, se afiadieron 6 equiv de anhidrido succinico y la
mezcla de reaccion se agitd durante 24 h a temperatura ambiente, siendo
controlado el proceso por TLC.

Una vez finalizadas las reacciones, se obtuvieron disoluciones
blanquecinas a las que se afnadieron 6 equiv de EtsN seguidos de 2 mL
de H»O. Se agit6 la mezcla durante 2 h mas. A continuacion, los
disolventes se evaporaron a vacio y se obtuvo un sirope marrén.

Este residuo se redisolvié en 100 mL de CH>ClL y se lavo (4 x 35 mL)
con una disolucién 0.1 M de TEAA en H2O (pH 5). Las fases orgénicas
se lavaron con una disolucion 0.5 M de écido citrico en H>O (3 x 10 mL),
se secaron con NaxSOys, se filtraron y concentraron hasta sequedad para
obtener una espuma solida blanca.

Este producto fue purificado por columna cromatogréafica de gel de
silice [gradiente CH2Cl> - EtsN/MeOH/CH»Cl: (5:15:80)].

Tras la purificacion se obtuvieron los succinatos de nucledsido
esperados 3'-succ-T y 3'-succ-dG™" con un rendimiento del 90 y 96%,
respectivamente. Su estructura fue confirmada tras su caracterizacion por
RMN.

191



Parte Experimental ----

¢) Funcionalizacion del soporte PEG024 con hemiésteres de succinilo
de los nucleésidos dG™ y T

En matraces Schlenk de 50 mL se disolvieron 2 equiv de cada uno de
los derivados succinato de T (~342 mg, 0.46 mmol) y dG™ (~387 mg,
0.46 mmol) en ACN anhidro (~15 mL) bajo atmésfera de argon.

Luego se afiadieron 0.21 equiv de DMAP y 6.3 equiv de DIPEA y se
agitaron las mezclas durante 15 min. Finalmente, se afiadieron 2.15 equiv
del agente de acoplamiento TBTU y se agitaron las disoluciones
magnéticamente durante 1 h.

Las disoluciones se transfirieron a otros dos matraces que contenian
una suspension de 1 g (1 equiv) de la resina PEG024 en ACN anhidro
(~15 mL) y la mezcla se agit6 utilizando un agitador orbital durante 46
h.

Al cabo de este tiempo, las resinas se filtraron y se lavaron con una
disolucion al 5% de EtsN en ACN (3 x 5 mL) y, posteriormente, con
diclorometano (3 x 5 mL). Las resinas se secaron a vacio y se procedio a
la acetilacion de los grupos amino e hidroxilo libres que no reaccionaron
mediante tratamiento con 20 mL de una mezcla de Py/Ac>O/1-
metilimidazol (2:1:1) durante 1 h. La resina se filtr6 y se lavd con una
disolucion de 5% de EtsN en ACN (3 x 5 mL), seguida de ACN (3 x 5
mL) y CH2Cl; (3 x 5 mL). La resina se sec6 finalmente a vacio.

El célculo de la carga se llevd a cabo mediante un ensayo de
destritilacion. La carga encontrada para los soportes funcionalizados fue
de 108 umol/g para la PEG024-T y de 61 pmol/g para la PEG024-dG™".

d) Sintesis manual de trimeros y dimeros protegidos de ADN

Se sintetizaron tres trimeros diferentes 5'-TTT-3' (40), 5'-TTdAB=-3’
(41) y 5'-TTdG™"-3' (42) utilizando protocolos DMT-ON en fase solida
a escala de 2 pmol, con O-metilfosforamidito-T, y las resinas PEG024-
succ-T (108 pmol/g), PEG024-succ-dG™ (61 pmol/g) y PEG024-succ-
dAB? (69-76 umol/g) como soportes solidos.
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En una jeringa de plastico de 5 mL se lavan los anteriores soportes
con DCM anhidro (3 x 1 mL). La destritilaciéon se realizé utilizando
varios mL de una solucion al 3% de TCA en DCM anhidro. Las
soluciones naranjas resultantes se utilizaron para evaluar el rendimiento
del acoplamiento. A continuacion, los soportes solidos se lavaron con
DCM anhidro (2 x 1 mL). El acoplamiento del fosforamidito se realiz6
agitando 1 mL de solucion activante (0.4 M BTT en ACN anhidro) y 1
mL de O-metilfosforamidito-T en DCM anhidro durante 2 min. Después
de retirar la disolucion de acoplamiento y lavar los soportes solidos, la
etapa de acetilacion se llevo a cabo utilizando 0.5 mL de una disolucion
CAP-A (Ac2O/Py/THF 1:1:8) y 0.5 mL de CAP-B (10% de N-
metilimidazol en THF) durante 30 s. Finalmente, la reacciéon de
oxidacion se realizo utilizando una disolucion al 70% de hidroperoxido
de terbutilo en ACN. Este ciclo se repitio dos veces mas para acoplar el
segundo y tercer fosforamidito.

Por otro lado, se sintetizaron manualmente los diferentes dimeros de
fosforoamidato de mesilo en modo DMT-ON: 5'-TT-3' (43), 5'-TdAB=-3'
(44), 5'-TdG™"-3' (45) y 5°-TdCP? (46), utilizando los mismos protocolos,
excepto la etapa de oxidacidon, que se sustituyd por una etapa de
mesilacion, mediante tratamiento con una disolucioén 0.4 M de azida de
mesilo en ACN. El tiempo de reaccion fue de 20 min.

e) Desproteccion de fragmentos protegidos con DMT

Los soportes se trataron con una disoluciéon 0.4 M de NaOH en
metanol a la que se adiciona H>O (relacion 4:1) en varios lotes de 5 min
para liberar los dimeros y trimeros protegidos de la resina. La reaccion
de escision fue seguida por TLC (DCM/MeOH, 9:1).

Los filtrados resultantes se neutralizaron inmediatamente con 1 equiv
de 4cido acético y el metanol se evapor6. A continuacion, la disolucion
acuosa se cargd en un cartucho de purificacion en fase reversa y se eluy6
con 50% ACN/H,O y ACN. Las diferentes fracciones se analizaron
mediante UV, HPLC y MALDI-TOF.
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3.8. Sintesis de oligonucledtidos conjugados con acidos grasos

En primer lugar, se procedid a la sintesis automatizada de los
oligonucledtidos de TBA (5°’-GGTTGGTGTGGTTGG-3") 49 y G4T (5°-
TGGGG-3) 50. Ambos fueron ensamblados (Esquema 28) de manera
automatizada utilizando como soportes las resinas PEG024-dG™" (47) y
PEGO024-T (48) en una escala de 1-2 umol y siguiendo los protocolos de
sintesis DMT-OFF. Los B-cianoetilfosforamiditos utilizados fueron 5’-
DMT-dGPMF y 5°-DMT-T. Finalizado el ciclo sintético fue necesario un
tratamiento adicional donde se introdujo el fosforamidito de MMT-6-
aminohexanol (Figura 50a) que permiti6 la incorporaciéon de un grupo
enlazante amino unido al oligonucledtido en posicion 5° por un grupo
espaciador Ce.

El grupo MMT de las secuencias formadas se desprotegié con una
disolucion al 3% de TCA en DCM de manera similar a los
oligonucledtidos con DMT. Los soportes se lavaron varias veces con
DCM vy se secaron bajo corriente de N». Una alicuota de cada uno de los
dos oligonucleétidos 5'-amino se liberd del soporte como control, siendo
posteriormente analizadas por RMN y MALDI-TOF.

Estos 5’-amino nucledtidos se conjugaron con los acidos oleico y
linoleico de forma manual. Para ello, en un vial Eppendorf de 1.5 mL se
mezclaron 8 plL de DIPEA con el 4cido graso correspondiente (linoleico
u oleico, 8 pL) previamente disuelto en 80 uL de DMF. Tras esto se
afiadieron 13 mg de PyBoP y se agit6 la mezcla durante 10 min.

Estas disoluciones se afiadieron sobre los soportes solidos de interés y
se dejaron reaccionar a temperatura ambiente durante 2 h. A
continuacion, el exceso de reactivos y disolventes fue eliminado
mediante lavados sucesivos de los soportes solidos con DMF, DCM y
ACN.

Los conjugados de lipido-oligonucledtido se liberaron del soporte
solido utilizando 1 mL de una disolucion acuosa de NH3 (33%) a 55 °C
durante 6 h. Tras filtrar la resina con la ayuda de una pipeta Pasteur
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provista de un algodoén, se elimind el amoniaco por corriente de N2y las
muestras se purificaron en un cartucho Sephadex.

Para ello, primero se equilibrd el cartucho haciendo pasar H2O mQ
varias veces y descartando estas disoluciones. Se cargd sobre el cartucho
1 mL de disolucion con la muestra y se hizo pasar dos veces dejando que
cayese por gravedad. Finalmente, el producto de interés fue eluido del
cartucho con una disolucion al 20% de ACN en H.O mQ debido a la
hidrofobicidad del grupo lipidico. Tras la eliminacion de disolventes se
calcularon las OD de los productos obtenidos (Tabla 20) y las muestras
fueron caracterizadas por MALDI-TOF.

4. Datos experimentales

Se muestran aqui los datos experimentales que han permitido la
caracterizacion de los compuestos sintetizados en este capitulo. La
numeracion utilizada en la asignacion de los espectros de RMN se indica
en la figura que acompaifia a cada compuesto. En este apartado no se
incluye ninguno de los oligonucledtidos sintetizados: dimeros, trimeros,
tetrdmeros, oligonucleotidos de cadena larga y otros derivados. Estos
datos, junto con los espectros HPLC y MALDI-TOF, estan recogidos en
el apartado de Resultados y discusion.
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5-Benciltio-1H-tetrazol (3)

12 6

Soélido blanco

Rt 0.12 (Hexano/AcOEt) (1:2)
Férmula molecular: CgHsN4S
Masa molecular: 192.24 g/mol

TH-RMN (300.13 MHz, MeOH-ds) 5 4.46 (s, 2H, He), 7.41=7.18 (m, 5H,
Harom) ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, MeOH-ds) & 38.0 (Cs), 128.9 (C10), 129.7 (Co +
Ci1), 129.98 (Cs + C1a), 137.5 (C7), 155.6 (Cs) ppm.
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N®-Benzoil-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-3’-O-succinil-2°-
desoxiadenosina (12)

O fb
\ 5 8</N !

T e
O\

2
0 )
o

(0]

Soélido blanco

Ry: 0.37 (EtsN/MeOH/CH:Cla, 5:5:90)
Férmula molecular: C4gHs4NsOo
Masa molecular: 858.9 g/mol

TH-RMN (300.13 MHz, MeOH-ds): & 1.25 (t, 9H, 3CH; EtNH*, J= 7.3
Hz, 9H), 2.45-2.76 (m, 6H, Hy + 2CH succ), 3.09 (g, 6H, 3CH; ENH,
J=17.3 Hz), 3.35-3.50 (m, 2H, Hs'), 3.74 (d, 6H, 2MeO, J = 2.1 Hz),
4.34-4.39 (m, 1H, Hy), 5.55-5.61 (m, 1H, Hs"), 6.55 (t, 1H, Hy-, J = 6.9
Hz,), 6.77 (dd, 4H, Harom, J = 8.8, 6.2 Hz), 7.23 (dd, 8H, Harom, J = 16.1,
8.2 Hz), 7.38 (dd, 2H, Harom, J = 8.1, 1.5 Hz), 7.53-7.69 (m, 3H, H arom),
8.06-8.11 (m, 2H, Harom), 8.49 (s, 1H, Hy) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, MeOH-ds): § 9.4 (CH3 EtsNH™), 31.8 (CH> succ),
33.3 (CHz; succ), 37.7 (Cz), 47.6 (CH2 EtsNH"), 55.7 (CH3 MeO), 65.1
(Cs), 76.5 (Cs), 86.1 (Cs3:), 86.9 (Cy’), 87.8 (C DMT), 114.0 (CHarom
DMT), 127.9 (Cs), 128.7 (CHarom DMT), 129.3 (CHarom DMT), 129.4
(CHarom DMT), 129.8 (CHarom DMT), 129.8 (CHarom DMT), 131.2
(CHarom DMT), 131.3 (CHarom DMT), 133.9 (CHarom Bz), 135.0 (Carom
Bz), 136.9 (CHarom Bz), 137.0 (CHarom Bz), 144.8 (Cs), 146.2 (Carom
DMT), 151.0 (C), 153.1 (Cs), 158.2 (C4), 160.1 (Csrom OMe DMT),
174.6 (C-O Bz), 180.0 (C-O succ), 180.1 (C-O succ) ppm.
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N*-Benzoil-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-3’-0-succinil-2’-desoxicitosina
(14)

O N*CB

N@“
N

Soélido blanco

Ry: 0.29 (EtsN/MeOH/CH:Cla, 5:5:90)
Foérmula molecular: C47Hs4N4O1o
Masa molecular: 834.9 g/mol

TH-RMN (300.13 MHz, MeOH-ds): & 1.29 (t, 9H, CH; EtNH, J = 7.3
Hz,), 2.36-2.69 (m, SH, Hy + CH> succ), 2.79 (ddd, 1H, Hy, J = 14.2,
6.0, 2.6 Hz), 3.17 (q, 6H, 3CH, Et:NH", J = 7.3 Hz), 3.41-3.53 (m, 2H,
Hs'), 3.75 (d, 6H, 2MeO, J = 4.0 Hz), 4.33 (d, 1H, Hy, J = 2.7 Hz), 5.46
(dd, 1H, Hy,, J= 7.2, 4.0 Hz), 6.21 (t, 1H, Hy-, J = 6.3 Hz), 6.87 (dd, 4H,
Harom, J = 8.8, 3.9 Hz), 7.15-7.41 (m, 11H, Harom + Hs), 7.47-7.68 (m,
3H, Harom), 7.90-8.01 (m, 2H, Harom), 8.26 (d, 1H, He, J = 7.5 Hz) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, MeOH-ds): 6 9.3 (CH3 EtsNH™), 31.3 (CH> succ),
32.3 (CH: succ), 40.4 (Cy), 47.8 (CH, EzNH"), 55.9 (CH3 MeO), 64.4
(Cs), 75.7 (Cs), 86.6 (C3°), 88.5 (C DMT), 89.2 (Cr), 98.4 (Cs), 114.4
(CHarom DMT), 128.2 (CHarom DMT), 129.1 (CHarom DMT), 129.3
(CHarom DMT), 1294 (CHarom DMT), 129.9 (CHarom DMT), 131.3
(CHarom DMT), 131.5 (CHarom DMT), 134.2 (Carom Bz), 134.8 (Carom Bz),
136.6 (CHarom Bz), 136.9 (CHarom Bz), 145.8 (Cs), 146.2 (Carom DMT),
157.8 (C2), 160.4 (Carom OMe DMT), 169.2 (Cs), 174.5 (C-O Bz), 179.0
(C-0O succ),182.0 (C-O succ) ppm.
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5’-0-(4,4’-Dimetoxitritil)-3’-O-succiniltimidina

! N

Soélido blanco

Ry: 0.39 (EtsN/MeOH/CH:Cla, 5:5:90)
Formula molecular: C41HsiN3O1o
Masa molecular: 745.9 g/mol

'TH-RMN (300.13 MHz, MeOH-ds): 8 1.26 (t, 9H, CH3 EtsNH", J = 7.3
Hz), 1.32-1.35 (m, 3H, CH; *Me), 2.39-2.65 (m, 6H, Hy + CH: succ),
3.08 (t, 6H, CH> EtsNH", J = 7.3 Hz), 3.37-3.53 (m, 2H, Hs"), 3.78 (s,
6H, 2Me0), 4.18 (d, 1H, Hs, J= 2.1 Hz), 5.51 (d, 1H, H3’, J= 1.7 Hz),
6.36 (t, 1H, Hy», J = 7.2 Hz), 6.88 (d, 4H, Harom, J = 8.9 Hz), 7.31 (dd,
7H, Harom, J = 8.9, 1.8 Hz), 7.45 (d, 2H, Harom, J = 1.5 Hz), 7.66—7.72 (m,
1H, He) ppm.
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5’-0-(4,4’-Dimetoxitritil)-N-isobutiril-3’-O-succinil-2’-

desoxiguanosina

O/
8

5. «f&

Tl

N

o N

Soélido blanco

Ry: 0.48 (EtsN/MeOH/CH2Cl,), 5:5:90)

Férmula molecular: C4sHs¢NeO1o

Masa molecular: 840.4 g/mol

TH-RMN (300.13 MHz, CDCl3): 8 0.98-1.11 (m, 6H, CH; Ibu), 1.17 (t,
9H, CH; EtsNH", J = 7.3 Hz), 2.35 (d, 1H, CH Ibu, J = 7.3 Hz), 2.45—
2.66 (m, 5SH, CH> succ + H»), 2.79 (dd, 1H, H», J = 9.6, 4.6 Hz), 2.90
(q, 6H, CH>; EtNH", J = 7.3 Hz), 3.33 (qd, 2H, Hs>, /= 10.3, 3.4 Hz),
3.76 (d, 6H, 2MeO, J = 2.2 Hz), 4.22 (s, 1H, Hs), 5.46 (d, 1H, Hz, J =
5.3 Hz), 6.14 (dd, 1H, Hp, J = 9.3, 5.1 Hz), 6.73—6.82 (m, 4H, Harom),
7.12-7.35 (m, 7H, Harom), 7.41 (d, 2H, Harom, /= 7.0 Hz), 7.77 (s, 1H, Hs)
ppm.
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Como moléculas quirales, los D-oligonucledtidos naturales tienen
enantiomeros, L-ADN y L-ARN, que estdn compuestos de azlcares L-
(desoxi)ribosa. Estos oligonucledtidos de imagen especular tienen las
mismas propiedades fisicas y quimicas que sus analogos de tipo D, pero
son altamente ortogonales al entorno estereoespecifico de la biologia. En
consecuencia, los L-oligonucledtidos son resistentes a la degradacion de
las nucleasas y a muchas de las interacciones que afectan a las tecnologias
tradicionales basadas en D-oligonucle6tidos. Por tanto, son agentes ideales
para desarrollar aplicaciones biomédicas.

A pesar de haber mostrado interés durante la década de 1990, la
incapacidad de los oligonucleétidos D y L para formar interacciones entre
si de Watson-Crick entre los pares de bases, han llevado a la percepcion
de que los L-oligonucleotidos tienen una utilidad limitada. Sin embargo,
en los ultimos afios se han comenzado a descubrir nuevas estrategias para
aprovechar la bio-ortogonalidad de los L-oligonucle6tidos, mientras se
supera e incluso explota su incapacidad para formar pares de bases con el
polimero natural.

2.1. L-Nucleosidos

Los L-nucleodsidos son los enantiomeros de los nucledsidos naturales,
es decir, la imagen especular no superponible de los nucledsidos de la serie
D, en la que todos los estereocentros tienen una configuracion invertida.
Por analogia con los nucledsidos naturales que se encuentran en los acidos
nucleicos, la nucleobase de un nucleésido L es cis al grupo 4-hidroximetilo
del azutcar en su configuracion de furanosilo. (Figura 54).
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B-D-nucleésido B-L-nucleésido
Figura 54. Representacion de D- y L-B-nucledsidos en sus formas furandsicas.

Aunque la primera sintesis de un L-nucleo6sido tuvo lugar en la década
de 1960, en general, se ha prestado poca atencion a estos derivados.

En 1989 se describio la sintesis y la actividad anti-VIH de un analogo
de nucledsido inusual, la ()-2°,3'-didesoxi-3'-tiocitidina (BCH-189).!28
Posteriormente, se encontré que el isomero L de este derivado (3TC) era
mas potente y menos toxico que su isomero D.!2%:130

Desde entonces, se han sintetizado y evaluado bioldégicamente varios
analogos de nucleosidos L, y se ha reconocido la importancia de la
quiralidad y su influencia en la actividad antiviral de dichos derivados. Sin
embargo, el aspecto mas sorprendente en este campo fue el hecho de que
en algunos casos las quinasas celulares son capaces de fosforilar a los
nucledsidos L a sus correspondientes trifosfatos, lo que les permite
desarrollar diversas actividades bioldgicas.

2.1.1. Aspectos historicos

En 1964, Smejkal y Sorm realizaron la sintesis del primer L-nucle6sido,
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la L-timidina,”' que fue sintetizada a partir de 2-desoxi-L-ribosido

siguiendo el procedimiento descrito para el isomero D (Esquema 33).

128 B. Belleau, D. Dixit, N. Nguyen-Bu, J.-L. Kraus. International Conference on AIDS.
Montreal, Canada, 4-9 June 1989 paper T.C.O.1.

129 J. A.V. Coates, N. Cammack, H. J. Jenkinson. Antimicrob. Agents Chemother. 1992,
36, 202-205.

130 R F. Schinazi, C. K. Chu, A. Peck. Antimicrob. Agents Chemother, 1992, 36, 672—

676.

131 J. Smejkal, F. Sorm. Collect. Czech. Chem. Commun. 1964, 29, 2809-2813.
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L-arabinosa OH
L-timidina

Esquema 33. Sintesis de L-timidina.

Ese mismo afio, se describieron métodos sintéticos para la L-adenosina,
a partir de L-arabinosa y L-xilosa, utilizando el acoplamiento del
cloroazucar resultante con cloromercurio-6-benzamidopurina, de acuerdo
con el procedimiento conocido para la D-adenosina (Esquema 34).132

O NH,

BzO (0] \ N7

N
O~|_ \ BzO OR BzO OR ‘ N\
\ 0o OMe 0 k\N N> on

BzO BzO OAc (0]

09\\ 7 HO OH

(0]
TsO L-adenosina

OTs

Esquema 34. Sintesis de L-adenosina.

Otros L-nucledsidos como L-uridina, L-citidina, L-adenosina, L-
guanosina y 5-metil-L-uridina fueron sintetizados en 1969 (Esquema
35).133

OH OTs oTr B OH
O- - . O~ . o . o
BHOM\OH MOH
B — B — 0o B —
OH HO OH

OH HO OH

L-ribonucledsidos

Esquema 35. Sintesis de L-ribonucledsidos.

132 E. M. Acton, K. J. Ryan, L. Goodman. J. Chem. Soc. 1964, 86, 5352-5354.
133 A. Holy, F. Sorm. Collect. Czech. Chem. Commun. 1969, 34, 3383-3391.
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La 2’-desoxi-L-adenosina y la 2’-desoxi-L-guanosina fueron
preparadas por Robins e al. utilizando el método de fusion.!** Holy
también realizo6 la sintesis de 2’-desoxi-L-uridina, 2’-desoxi-L-timidina y
2’-desoxi-L-citidina construyendo la base en varias etapas en lugar de
utilizar la condensacion directa.!3?

2.1.2. Actividad biologica de los L-nucledsidos: antivirales
terapéuticos y agentes antitumorales

Los andlogos de nucledsidos han desempefiado un papel fundamental
como agentes terapéuticos de enfermedades infecciosas.!*%!37 Debido a la
similitud  conformacional con la  estructura  natural de
nucleotidos/nucledsidos, se han disefado varios andlogos de nucledsidos
carbociclicos que pueden reconocer especificamente a las polimerasas!*®

139

o hidrolasas’>” objetivo y bloquear de manera efectiva sus actividades

bioldgicas.

Sin embargo, la aplicacion de analogos de nucleodsidos carbociclicos
como agentes terapéuticos estd, en muchas ocasiones, restringido por la
citotoxicidad asociada. En los ultimos afios, la bisqueda de alternativas
novedosas basadas en andlogos nucleosidicos de configuracion L para
conseguir disminuir dicha toxicidad ha sido pionera en este campo.

Muchos L-nucledsidos han demostrado tener una gran actividad como
agentes antivirales. Un ejemplo seria el andlogo 5-fluoro de la lamivudina,
la emtricitabina (B-L-2’,3’-didesoxi-3’-tia-5-fluorocitidina, FTC, Figura
55), un farmaco aprobado para el tratamiento de infecciones por VIH.

De la misma forma, los andlogos de B-timidina, telbivudina y clevudina,

son dos farmacos antivirales aprobados contra el VHB. El maribavir es

134 M. J. Robins, T. A. Khwaja, R. K. Robins. J. Org. Chem. 1969, 34, 636-639.

135 a) A. Holy. Tetrahedron Lett. 1971, 12, 189-193; b) A. Holy. Collect. Czech. Chem.
Commun. 1972, 37, 4072-4082.

136 E, de Clercq. Nat. Rev. Drug Discov. 2002, 1, 13-25.

137 B.de Clercq. Nat. Rev. Microbiol. 2004, 2, 704-720.

138 C. Périgaud, G. Gosselin, J. Imbach. Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids. 1992, 11,

903-945.
139 B. de Clercq. Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids 1994, 13, 1271-1295.
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otro L-nucledsido que ha exhibido una mayor eficacia que la terapia

antiviral convencional contra el citomegalovirus, por lo que estd siendo

valorado para su aprobacion por la FDA. !4

NH, NH, 0
O)\N OH o)\N OH 07N OH
kovr kovr °
S S
OH
Lamivudina, 3TC Emtricitabina, FTC Telbivudina, LdT
(VIHy VHB) (VIH) (VHB)
(0]
HN NH cl N 3/
A | N7 | F D—NH
(0] N Cl N OH
OH
Fs PN OH 0
(0]
—_— HO OH
OH
Clevudina, L-FMAU Elvucitabina, L-d4FC Maribavir
(VHB) (VHB) (Citomegalovirus)

Figura 55. Algunos L-nucledsidos antivirales comercializados (3TC, FTC, LdT y L-
FMAU) o en fase de estudio.

La pandemia del SARS-CoV-2 ha puesto de manifiesto la deficiencia
de terapias efectivas y la importancia de desarrollar multiples estrategias
antivirales debido a las mutaciones rapidas del virus, capaz de desarrollar
resistencia a los tratamientos.

Por ello, se han llevado a cabo grandes esfuerzos para desarrollar
analogos de nucledsidos de amplio espectro dirigidos a SARS-CoV-2-
ARN dependiente de la ARN polimerasa.'4!

Los derivados de L-nucledsidos son también prometedores agentes
anticancerigenos. La troxacitabina (Figura 56) es el primer compuesto con

140 takeda.com/Newsroom/ News Releases. 21/07/2021.
141 M. Chien, T. K. Anderson, S. Jockusch, C. Tao, X. Li, S. Kumar, J. J. Russo, R. N.
Kirchdoerfer, J. Ju. Proteome Res. 2020, 19, 4690-4697.
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isomeria L que ha mostrado actividad contra tumores solidos y leucemia.
Otro ejemplo es su andlogo 5-fluoro, la 5-fluorotroxacitabina, que ha
mostrado actividad in vifro contra la leucemia mieloide aguda.!*?

NH, NH,
N N F
O)\N OH O)\N OH

OJ OJ
< <
Troxacitabina, TRX 5-Fluorotroxacitabina, SFTRX

Figura 56. L-nucledsidos antitumorales.

2.2. L-Oligonucleotidos

Muchas de las aplicaciones mas prometedoras de los oligonucledtidos
(ON) requieren que actuen dentro de ambientes bioldgicos complejos, por
ejemplo, dentro de células vivas. Sin embargo, los ON administrados
exogenamente tienen una vida media del orden de minutos y son
susceptibles a interacciones no deseadas con macromoléculas endogenas,
que los hacen poco adecuados para tales entornos.'*

Para superar estas limitaciones, los investigadores han desarrollado una
variedad de analogos de nucleétidos modificados quimicamente, incluidos
los 2'-O-metilrribonucledtidos, acidos nucleicos bloqueados (LNA) y
derivados con enlaces fosforotioato (PS).'#*

142 A, Bankar, T. P. Siriwardena, B. Rizoska, C. Rydergard, H. Kylefjord, V. Rraklli, A.
Eneroth, P. Pinho, S. Norin, J. Bylund. Haematologica 2021, 106, 754-579.

143 2) K. E. Lundin, O. Gissberg, C. I. Smith. Hum. Gene Ther. 2015, 26, 475-485; b) H.
Sands, L. J. Gorey-Feret, A. J. Cocuzza, F. W. Hobbs, D. Chidester, G. L. Trainor.
Mol. Pharmacol. 1994, 45, 932-943; c¢) H. Sands, L. J. Gorey-Feret, S. P. Ho, Y. Bao,
A.J. Cocuzza, D. Chidester, F. W. Hobbs. Mol. Pharmacol. 1995, 47, 636-646; d) J.
Goodchild, B. Kim, P. C. Zamecnik. Antisense Res. Dev. 1991, 1, 153-160; e) S.
Agrawal, J. Temsamani, W. Galbraith, J. Tang. Clin. Pharmacokinet. 1995, 28, 7-16.

144 a) B. Groves, Y. J. Chen, C. Zurla, S. Pochekailov, J. L. Kirschman, P. J. Santangelo,
G. Seelig. Nat. Nanotechnol. 2016, 11, 287-294; b) C. Molenaar, S. A. Marras, J. C.
Slats, J. C. Truffert, M. Lemaitre, A. K. Raap, R. W. Dirks, H. J. Tanke. Nucleic Acids
Res. 2001, 29, ¢89; ¢) S. K. Singh, A. A. Koshkin, J. Wengel, P. Nielsen. Chem.
Commun. 1998, 455-456; d) F. Eckstein. Annu. Rev. Biochem. 1985, 54, 367-402.

210



----  Capitulo 2

Aunque estos nucledtidos modificados pueden aumentar
considerablemente la estabilidad intracelular de los ON, y en algunos casos
reducir las interacciones fuera del entorno objetivo, a menudo tienen un
profundo impacto en las propiedades de hibridacion.!* Por otro lado,
algunas modificaciones quimicas pueden provocar un aumento de la
toxicidad e inmunogenicidad in vivo, que hacen desfavorable su
introduccion en los sistemas de ON existentes. !4

En contraste, se espera que una modificacion ideal del 4cido nucleico
tenga una bioestabilidad absoluta, baja toxicidad y baja inmunogenicidad,
al tiempo que mantiene la compatibilidad de la termodinamica del &cido
nucleico. Aunque disefiar un andlogo de ON que cumpla con estos criterios
puede parecer muy dificil, la soluciéon puede requerir solo “mirar en el
espejo”. Las ultimas dos décadas han visto un resurgimiento en la
investigacion de L-ON, debido, en parte, a la disponibilidad comercial de
L-fosforamiditos, lo que ha dado lugar al desarrollo de muchas tecnologias
prometedoras basadas en L-ON.

A continuacion, se describe brevemente la historia de los L-ON, asi
como sus aplicaciones biologicas basadas en las tecnologias emergentes
que utilizan L-ON en investigacion y terapia.

145 a) H. Urata, E. Ogura, K. Shinohara, Y. Ueda, M. Akagi. Nucleic Acids Res. 1992, 20,
3325-3332; b) G. W. Ashley. J. Am. Chem. Soc. 1992, 114,9731-9736; c¢) B. Wlotzka,
S. Leva, B. Eschgf-ller, J. Burmeister, F. Kleinjung, C. Kaduk, P. Muhn, H. Hess-
Stumpp, S. Klussmann. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002, 99, 8898-8902; d) N. C.
Hauser, R. Martinez, A. Jacob, S. Rupp, J. D. Hoheisel, S. Matysiak. Nucleic Acids
Res. 2006, 34, 5101-5111.

146 A Garbesi, M. L. Capobianco, F. P. Colonna, L. Tondelli, F. Arcamone, G.Manzini,
C. W. Hilbers, J. M. E. Aelen, M. J. J. Blommers. Nucleic Acids Res.1993, 21, 4159-
4165.
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2.2.1. Aspectos historicos

Los origenes de la investigacion de L-ON se remontan a la década de
1930 cuando los avances en la quimica de azucares sintéticos hicieron
posible el acceso a la L-ribosa y la L-desoxirribosa, que no estan presentes
en la naturaleza (Figura 57).!47
ot

Fosforamiditos de L-nucleésid
comercialmente disponibles

Sintesis en disolucién y
Si"_t“is de caracterizacién de L-
L-ribosa oligonuclétidos de
cadena corta

600

Primer L- 500
nucleésido

sintetizado

Sintesis en fase
soélida de L-
oligonucleétidos

400

300

1970-1984

|- 200

|-100

Figura 57. Linea de tiempo que muestra los hitos mas significativos de las tecnologias
basadas en L-oligonucledtidos. El nimero de citas por afio que hacen referencia a L-
oligonucleotidos (azul) o solamente spiegelmers (naranja) se representa entre los afos
2001 y 2018. Datos obtenidos de Web of Science.

Motivados por la posibilidad de desarrollar terapias basadas en L-ON
biocompatibles, muchos grupos de investigacion han dedicado esfuerzos
significativos hacia la sintesis y caracterizacion de L-ON y sus complejos.

Como era de esperar, se demostrd que las hélices homoquirales
compuestas por dos hebras de L-ON complementarias eran levogiras y
conservaban transiciones dindmicas e interacciones mediante enlaces de
hidrégeno similares a las de las hélices dextrogiras compuestas por D-
ON.145a,148

Sin embargo, los esfuerzos para caracterizar las interacciones
heteroquirales entre dos ON de estereoquimica opuesta (D versus L)
fueron menos claros e incluso controvertidos. Los primeros estudios de

147 2) W. C. Austin, F. L. Humoller. J. Am. Chem. Soc. 1934, 56, 1152-1153; b) J.
Meisenheimer, H. Jung. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1927, 60, 1462-1465; c) P. A.
Levene, L. A. Mikeska, T. Mori. J. Biol. Chem. 1930, 85, 785-787.

148 H. Urata, K. Shinohara, E. Ogura, Y. Ueda, M. Akagi. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113,
8174-8175.
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modelizacion realizados por Ashley sugirieron que la hélice de ARN en

forma A podria facilitar la formacion de complejos heteroquirales.'4®

De hecho, varios grupos describieron la formacion de interacciones
especificas entre homopolimeros de L-ADN/ARN (por ejemplo, L-
poli[rA] y L-poli[dA]) y sus acidos nucleicos naturales complementarios,
aunque los complejos heteroquirales resultantes fueron consistentemente

menos estables que los naturales. 43514

Estas observaciones iniciales llevaron a algunos investigadores a
especular que los L-ON eran capaces de reconocer ADN y ARN naturales
complementarios.

Sin embargo, esta hipotesis fue refutada mas tarde por Garbesi y sus
colaboradores, quienes demostraron que los L-ADN de secuencia mixta
que contenian las cuatro bases no podian hibridarse a moléculas
complementarias de D-ADN o D-ARN.!46

Hoy en dia, se acepta que el emparejamiento de bases de tipo Watson-
Crick es estrictamente estereoespecifico.!>°

Debido a que esto impide el uso de L-ON en tecnologias dependientes
de la hibridacion, como la interferencia antisentido o de ARN, se penso
que los L-ON tenian poca utilidad practica. Sin embargo, los
investigadores se dieron cuenta de que esta propiedad, junto con la
bioestabilidad superior de los L-ON, podria explotarse para desarrollar una
variedad de tecnologias prometedoras basadas en L-ON bioortogonales
con aplicaciones en investigacion y en medicina. En los siguientes
epigrafes se analizaran ejemplos de estas tecnologias.

1993) Y. Hashimoto, N. Iwanami, S. Fujimori, K. Shudo. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115,
9883-9887; b) H. Fujimori, K. Shudo. J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 7436-7438; c) U.
Asseline, J. F. Hau, C. Stanislas, T. Le Diguarher, M. C. Perlat, J. M. Valery, N. T.
Thuong. Nucleic Acids Res. 1991, 19, 4067-4074; d) D. J. Anderson, R. J. Reischer,
A. J. Taylor, W. J. Wechter. Nucleosides Nucleotides 1984, 3, 499-512.

130 K. Hoehlig, L. Bethge, S. Klussmann. PLoS One 2015, 10, €0115328.

213



Antecedentes ----

2.2.2. Actividad biologica de los L-oligonucledtidos: spiegelmers y
otras aplicaciones en biologia molecular
a) Spiegelmers

Quizas la aplicacion mas exitosa de los L-ON, hasta la fecha, es el
descubrimiento y desarrollo de aptdmeros compuestos enteramente de L-
ADN y/o L-ARN, denominados spiegelmers (Figura 58).!5!
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Figura 58. Secuencias y estructuras secundarias de d-TAR RNA y 6-4t (spiegelmers).

Los aptdmeros son polimeros de acidos nucleicos que son capaces de
reconocer, con alta especificidad y afinidad, un extenso rango de

ligandos.!?

Hasta la fecha, los spiegelmers han evolucionado para unirse a una
variedad de objetivos, incluyendo moléculas pequenas, péptidos y
proteinas.!> Por ejemplo, Olea et al. identificaron con éxito un spiegelmer

151 a) S. Klussmann, A. Nolte, R. Bald, V. A. Erdmann, J. P. Furste. Nat. Biotechnol.
1996, /4, 1112-1115; b) A. Nolte, S. Klussman, R. Bald, V. A. Erdmann, J. P. Furste.
Nat. Biotechnol. 1996, 14, 1116-1119.

152 ) J. L. Vinkenborg, N. Karnowski, M. Famulok. Nat. Chem. Biol. 2011, 7, 519-527;
b) M. Famulok, G. Mayer, M. Blind. Acc. Chem. Res. 2000, 33, 591-599.

133 2) S. Helmling, C. Maasch, D. Eulberg, K. Buchner, W. Schroder, C. Lange, S.
Vonhoff, B. Wlotzka, M. H. Tschop, S. Rosewicz, S. Klussmann. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2004, 101, 13174-13179; b) R. Boisgard, B. Kuhnast, S. Vonhoff, C. Younes, F.
Hinnen, J. M. Verbavatz, B. Rousseau, J. P. Furste, B. Wlotzka, F. Dolle, S. Klussmann,
B. Tavitian. Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 2005, 32, 470-477; c) W. G. Purschke, D.
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de L-ARN capaz de inhibir la ribonucleasa barnasa, destacando asi la
increible resistencia del L-ARN a la degradacion de la nucleasa.'>* Los
spiegelmers conservan una alta afinidad por sus objetivos in vivo, a la vez
que no son toxicos ni inmunogénicos.'4*13%>¢ Aynque se han descubierto
numerosos spiegelmers contra péptidos y proteinas, la capacidad de aislar
spiegelmers contra dianas de acidos nucleicos permanece en gran parte
inexplorada.

Se han sometido a ensayos clinicos varias terapias basadas en
spiegelmers, y varios farmacos han completado ensayos clinicos de fase I
o IT en los Estados Unidos.!>¢ M4s all4 de su utilidad clinica y terapéutica,
los spiegelmers también se han utilizado para desarrollar bioensayos para
la deteccion de analitos clinicamente relevantes dentro de mezclas
biologicas complejas, abriendo asi la puerta a futuras aplicaciones de
diagnostico.

Como muestra la Figura 57, los spiegelmers y las publicaciones
relacionadas con ellos, comprenden casi dos tercios de todas las citas de
L-ON existentes en la literatura.!>> En consecuencia, son numerosas las
revisiones que han abordado esta clase de L-ON, y su discusion excederia
el objetivo de este capitulo.

b) Otras aplicaciones de los L-ON en biologia molecular

Aparte de los spiegelmers, muchas de las primeras aplicaciones
publicadas de los L-ON buscaron explotar su estricta bio-ortogonalidad
para ampliar el alcance y la versatilidad de los ensayos tradicionales de la

Eulberg, K. Buchner, S. Vonhoff, S. Klussmann. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2006, 103,
5173-5178; d) O. Kulkarni, R. D. Pawar, W. Purschke, D. Eulberg, N. Selve, K.
Buchner, V. Ninichuk, S. Segerer, V. Vielhauer, S. Klussmann, H. J. Anders. J. Am.
Soc. Nephrol. 2007, 18, 2350-2358.

154 C. Olea, Jr; J. Weidmann, P. E. Dawson, G. F. Joyce. Chem. Biol. 2015, 22, 1437-
1441.

155 2) D. Eulberg, S. Klussmann. Chembiochem 2003, 4, 979-983; b) A. Vater, S.
Klussman. Curr. Opin. Drug Discov. Dev. 2003, 6, 253-261; c¢) S. Klussman. The
Aptamer Handbook (Ed.: S. Klussman) Wiley-VCH, Weinheim, 2006, pp. 417-442; d)
S. Hoffmann, J. Hoos, S. Klussmann, S. Vonhoff. Curr. Protoc. Nucleic Acid Chem.
2011, 4, 1-30; e) A. Vater, S. Klussmann. Drug Discovery Today 2015, 20, 147-155.
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biologia molecular. En un ejemplo, Hauser et al. desarrollaron una

novedosa plataforma universal de microarrays compuesta por placas de

vidrio con secuencias identificativas de L-DNA (Figura 59a).!43
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Figura 59. Aplicaciones de L-ONs en ensayos microbiologicos. a) Representacion de
un ensayo de una matriz de secuencias para detectar interacciones ADN-proteina. b) Una
sonda ortogonal de L-ADN configurada para la optimizacion en tiempo real de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) a temperatura de ciclo (es decir, "PCR adaptativa").

La matriz se us6 junto con una sonda que consiste en una region de D-
ADN complementaria a un gen diana, por ejemplo, y una region de D-
ADN complementaria a la matriz del codigo identificativo.

De esta manera, se inmovilizaron secuencias gendmicas especificas en
la matriz para su posterior analisis mediante el uso de diversas técnicas.
Por ejemplo, este enfoque se utilizé para detectar polimorfismos de un solo
nucleodtido e interacciones proteina-ADN (Figura 59a), tanto de forma
independiente como simultdnea en el mismo portaobjetos de microarrays.
El uso de estas secuencias identificativas de L-ADN aseguré que no
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hubiera riesgo de hibridacion cruzada entre los ON de posicionamiento de
los microarrays y la muestra de D-ADN, reduciendo asi significativamente
el fondo en comparacion con el de los microarrays tradicionales basados
en D-ADN. Ademas, las matrices de codigo identificativo de L-ADN
demostraron ser completamente resistentes a la degradacion de la
nucleasa. Por tanto, ademds de las ventajas de manejo, estas matrices de
L-ADN permiten una incubacién y captura prolongadas con andlisis
directo de muestras dentro de entornos bioldgicos complejos.

En un segundo ejemplo, Adams et al. describieron el uso de un sensor
de hibridacién basado en L-ADN para la optimizacion, en tiempo real, de
los ajustes de temperatura durante una PCR, denominada PCR adaptativa
(Figura 59b).15¢ Aqui, los analogos de L-ADN, tanto del duplex objetivo
como del complejo plantilla-cebador, se agregaron directamente a la PCR.
Cada uno de los analogos de L-ADN fueron disefiados para producir una
respuesta fluorescente unica durante el ciclo de temperatura.

A medida que la PCR se calentaba (etapa de fusion), el objetivo del L-
ADN analogico se desnaturalizo, produciendo una sefial fluorescente que
indicé que el daplex objetivo de D-ADN correspondiente estaba
completamente desnaturalizado.

Del mismo modo, a medida que la muestra se enfriaba (etapa de
annealing), el analogo del cebador de L-ADN se uni6 a la plantilla de L-
ADN, resultando en la extincion de fluorescencia, e indicando que el
cebador de D-ADN correspondiente también se habia recombinado con la
plantilla de D-ADN. Como los analogos fluorescentes son compuestos de
L-ADN bioinertes, se pueden agregar directamente a la muestra de PCR
para monitorizar, en tiempo real, cuando se han logrado el cebador 6ptimo,
el recombinado y la fusion del objetivo sin interferir con la reaccion de
amplificacion.

156 N. M. Adams, W. E. Gabella, A. N. Hardcastle, F. R. Haselton. Anal. Chem. 2017, 89,
728-735.
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Se han descrito muchas otras aplicaciones, como los biosensores
basados en L-oligonucleodtidos,!>”:158 1a deteccion y separacion de analitos

159,160

quirales o incluso interesantes aplicaciones en el campo de la

nanotecnologia.

2.3. G-cuadruplexes como agentes terapéuticos

La estructura G-cuddruplex en ON es particularmente interesante, ya
que se ha encontrado en 4reas relevantes como en regiones promotoras o
teloméricas, asi como en oncogenes.'¢!

Un ejemplo de este tipo de moléculas seria el aptdmero TBA, también
conocido como G15D, HTQ, HD1 o ARC183 (Figura 60i y 60iii). Se trata
de un ADN monocatenario 15-mer, con la secuencia -
GGTTGGTGTGGTTGG-3",'6? 1a cual interactaa con el exosite I de la alfa-
trombina humana, que es el sitio de union del fibrindgeno, por lo que este
aptamero actua como un agente anticoagulante que inhibe la activacion del
fibrin6geno y la agregacion plaquetaria.

157Y. Kim, C. J. Yang, W. Tan. Nucleic Acids Res. 2007, 35, 7279-7287.

158 2) L. Cui, R. Peng, T. Fu, X. Zhang, C. Wu, H. Chen, H. Liang, C. J. Yang, W. Tan.
Anal. Chem. 2016, 88, 1850-1855; b) H. Liang, S. Xie, L. Cui, C. Wu, X. Zhang.
Anal. Methods 2016, 8, 7260-7264.

159 T. A. Feagin, D. P. Olsen, Z. C. Headman, J. M. Heemstra. J. Am. Chem. Soc. 2015,
137, 4198-4206.

160 2) Q. Deng, I. German, D. Buchanan, R. T. Kennedy. 4Anal. Chem. 2001, 73, 5415-
5421;b) S. L. Clark, V. T. Remcho. J. Sep. Sci. 2003, 26, 1451-1454; c) A. Brumbt,
C. Ravelet, C. Grosset, A. Ravel, A. Villet, E. Peyrin. Anal. Chem. 2005, 77, 1993-
1998; d) C. Ravelet, R. Boulkedid, A. Ravel, C. Grosset, A. Villet, J. Fize, E. Peyrin.
J. Chromatogr. A 2005, 1076, 62-70; ¢) J. Ruta, C. Ravelet, C. Grosset, J. Fize, A.
Ravel, A. Villet, E. Peyrin. Anal. Chem. 2006, 78, 3032-3039; f) J. Ruta, C. Grosset,
C. Ravelet, J. Fize, A. Villet, A. Ravel, E. Peyrin. J. Chromatogr. B 2007, 8§45, 186-
190.

161 M. L. Bochman, K. Paeschke, V. A. Zakian. Nat. Rev. Genet. 2012, 13, 770-780.

162 .. C. Bock, L. C. Griffin, J. A. Latham, E. H. Vermaas, J. J. Toole. Nature 1992, 335,

564-566.
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Figura 60. (i) Secuencia de la cadena del aptdmero TBA. (ii) Interacciones entre las
bases de guanina (G) para formar un cuarteto (G-cuarteto); este cuarteto es representado
esquematicamente como un cuadrado y M* denota la presencia de un catiéon monovalente.
(iii) Estructura G-cuddruplex adoptada por el TBA.

La quimica computacional ha proporcionado informacion relevante
para ser aplicada en estudios biomédicos y estructurales del TBA.

El TBA se pliega en una estructura G-cuadruplex antiparalela
consistente en dos tétradas de G conectadas por dos bucles TT y un bucle
TGT central (Figura 60iii).

Los elementos estructurales que controlan la conformacién del TBA no
solo se limitan a las G-tétradas. Se sabe que los bucles juegan un papel
importante en la estructura de plegado y en la unién a la molécula objetivo.

En particular, los dos bucles TT interactian con el exosite 1 de la
trombina. El bucle TGT del asa central estd muy cerca del sitio de union a
la heparina de una molécula de trombina diferente, lo cual hace que el TBA
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que interactia con dos moléculas de trombina, s6lo inactive a una de
ellas 163,164,165

Otro ejemplo es el oligonucledtido de Oxytricha nova d(G4T4Gs), que
consta de 1,5 unidades de la repeticion en los teldémeros de Oxytricha nova.
Es una estructura G-cuadruplex simétrica con cuatro tétradas G y bucles
T4 que abarcan la diagonal de las tétradas G finales (Figura. 61ii).1%

Figura 61. Esquema comparativo de la estructura del TBA (i) y el oligonucleoétido
de repeticion de telomeros de Oxytricha nova (ii).

El TBA esta atrayendo considerable atencion debido a que muestra
notables propiedades anticoagulantes in vitro y algunos mutantes basados
en su estructura se encuentran en ensayos clinicos avanzados.'®” Ademas,
algunas estructuras G-cuadruplex, incluida el TBA, han mostrado

163 J. A. Kelly, J. Feigon, T. O. Yeates. J. Mol. Biol. 1996, 256 417-422.

164 K. Padmanabhan, A. Tulinsky. Acta Crystallogr. Sect. D: Biol. Crystallogr. D52 1996,
272-282.

1651, Russo Krauss, A. Merlino, C. Giancola, A. Randazzo, L. Mazzarella, F. Sica. Nucleic
Acids Res. 2011, 39, 7858-7867.

166 p_ Schultze, N. V. Hud, F. W. Smith, J. Feigon. Nucleic Acids Res. 1999, 27, 3018-

3028.
167 M. Khati. J. Clin. Pathol. 2010, 63, 480-487.
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actividad antiproliferativa en células cancerosas.!*® Aunque no existe una

relacién clara entre la estructura y las propiedades biofisicas en el

comportamiento  antiproliferativo,!6®

169,170,171

investigaciones mas recientes
avanzan en esta direccion.

Las investigaciones basadas en la topologia de plegamiento del TBA
también pueden ser explotadas en diagndstico o en aplicaciones de
biodeteccion. Asi, el TBA se utilizé como un aptasensor de ADN para la
determinacion de metales.!”?

Estudios experimentales han demostrado que es posible modular las
diversas funciones biologicas de los &cidos nucleicos mediante la
incorporacion de modificaciones quimicas especificas en sitios concretos.

Por ejemplo, para el aptdmero TBA se han descrito varias
modificaciones para mejorar su estabilidad térmica, resistencia a las

nucleasas y afinidad hacia la trombina.!7*-174

Avif6 et al. han demostrado que una estructura de orden superior del
TBA se puede estabilizar mediante simples modificaciones especificas en
el bucle o mediante la sustitucion de varios nucle6tidos naturales por otros
con propiedades estructurales o fisico-quimicas especiales.!” También se
han introducido en diferentes posiciones del TBA otros derivados como

168 V. Dapic, V. Abdomerovic, R. Marrington, J. Peberdy, A. Rodger, J. O. Trent, P. J.
Bates. Nucleic Acids Res. 2003, 31, 2097-2107.

169 A, Virgilio, L. Petraccone, V. Vellecco, M. Bucci, M. Varra, C. Irace, R. Santamaria,
A. Pepe, L. Mayol, V. Esposito, A. Galeone. Nucleic Acids Res. 2015, 43, 10602-
10611.

170 N. Zhang, T. Bing, X. Liu, C. Qi, L. Shen, L. Wang, D. Shangguan. Chem. Sci. 2015,
6, 3831-3838.

71 M. Scuotto, E. Rivieccio, A. Varone, D. Corda, M. Bucci, V. Vellecco, G. Cirino, A.
Virgilio, V. Esposito, A. Galeone, N. Borbone, M. Varra, L. Mayol. Nucleic Acids
Res. 2015, 43, 7702-7716.

172 M. Jarczewska, t.. Gorski, E. Malinowska. Sensors Actuators B Chem. 2016, 226, 37-
43,

173 A. Aviilo, C. Fabrega, M. Tintoré, R. Eritja. Curr. Pharm. Des. 2012, 18, 2036-2047.

174 D. Musumeci, D. Montesarchio. Pharmacol. Ther. 2012, 136, 202-215.

175 A, Avifio, G. Portella, R. Ferreira, R. Gargallo, S. Mazzini, V. Gabelica, M. Orozco,
R. Eritja, FEBS J. 2014, 281, 1085-1099.
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acidos nucleicos bloqueados (LNA),!76177 4¢idos nucleicos desbloqueados
(UNA)'® o el &cido 2'-desoxi-2'-fluoro-B-D-arabinonucleico (2'F-
ANA),'” todos ellos con caracteristicas troncales interesantes. Ademas, se
han estudiado modificaciones en las nucleobases, tales como alquilaciones
o bases con diferente densidad electronica, para comprender la topologia
de plegamiento y la estabilidad del TBA.!8°

(0] [e) (6]
CH3 H4C N
HN 3 NH NH
)\)ﬁ fig Br—</j|\):\
0~ "N OH OH N0 HO N™ >N “NH,
ki?r S‘ ! 2
HO
OH H OH

() (ii) (iii)

Figura 62. Estructura quimica de los residuos de (i) L-timidina, (ii) (S)-GNA-T y (iii)
8-bromo-2'-desoxiguanosina utilizados para la sintesis de G-cuadruplexes modificados.

Recientemente, Avifi6 ef al. prepararon un grupo de variantes del TBA
introduciendo en diferentes posiciones del bucle varias modificaciones,
entre ellas, (5)-GNA-T, 8-bromo-2’-desoxiguanosina y L-timidina (Figura
62).181

En primer lugar, se estudio el efecto de la sustitucion de timidinas del
TBA por unidades GNA-T. Este derivado de timina es un precursor para
la formacion de nucleétidos de propilenglicol con tres atomos de carbono

unidos por enlaces fosfodiéster. '3

176 A. Virno, A. Randazzo, C. Giancola, M. Bucci, G. Cirino, L. Mayol. Bioorg. Med.
Chem. 2007, 15, 5710-5718.

177 L. Bonifacio, F. C. Church, M. B. Jarstfer. J. Mol. Sci. 2008, 9, 422-433.

178 A. Pasternak, F. J. Hernandez, L. M. Rasmussen, B. Vester, J. Wengel. Nucleic Acids
Res. 2011, 39, 1155-1164.

179 C. G. Peng, M. J. Damha. Nucleic Acids Res. 2007, 35, 4977-4988.

180 G.-X. He, S. H. Krawczyk, S. Swaminathan, S. G. Regan, J. P. Dougherty, T. Terhorst,
V. S. Law, L. C. Griffin, S. Coutr¢, N. Bischofberger. J. Med. Chem. 1998), 41,2234-
2242,

181 A, Avifid, S. Mazzini, C. Fabrega, P. Pefialver, R. Gargallo, J. C. Morales, R. Eritja.
Biochim. Biophys. Acta 2017, 1861, 1205-1212.

1821,, Zhang, E. Meggers. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 4174-4175.
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Los GNA-T forman estructuras de diplex antiparalelas segun las reglas
de Watson-Crick,'®? y estos derivados no se habian probado en los bucles
de G-cuadruplex. También se modificaron las posiciones simples en las
regiones del bucle del TBA con L-timidina en un esfuerzo por comprender
el efecto de la quiralidad del nucleotido en residuos del bucle especificos.

Se demostré que las modificaciones quimicas podrian proporcionar
informacion importante sobre la estabilidad del TBA y la afinidad
vinculada a los acidos proteinicos-nucleicos. La sustitucion de posiciones
del bucle con GNA-T conduce a una desestabilizacion del TBA, al igual
que la sustitucion con L-timidina, aunque en este tltimo caso fue mucho
menor.

La estabilizacion del G-cuddruplex permite su utilizacion como una
nueva estrategia contra el cancer,'® ya que el principal mecanismo
responsable de la inmortalidad celular es un alargamiento descontrolado
de un telémero por la enzima telomerasa. En las células normales, este
alargamiento no se produce, lo que garantiza una diana especifica contra
el cancer.!84

Ademas, se sabe que los extremos teloméricos de los cromosomas estan
protegidos de los procesos de reparacion, recombinacion y fusion final del
ADN por repeticiones en tindem de motivos de ADN ricos en G donde las
proteinas como la telomerasa pueden interactuar.'®

Por tanto, si las secuencias ricas en G en los promotores y los telomeros
de oncogenes se pliegan en G-cuddruplex, no seran reconocidos por los
factores de transcripcion y la telomerasa, respectivamente.

Los ligandos objetivo de G-cuddruplexes surgieron como una
alternativa prometedora a la quimioterapia convencional para tratar todos
los tipos de cancer sin mostrar efectos de segundo orden.

183 M. di Antonio, R. Rodriguez, S. Balasubramanian. Methods 2012, 57, 84-92.

184 K. Jager, M. Walter. Genes (Basel) 2016, 7, 39.

185 M. Read, R. J. Harrison, B. Romagnoli, F. A. Tanious, S. H. Gowan, A. P. Reszka, W.
D. Wilson, L. R. Kelland, S. Neidle. Proceedings of the National Academy of Sciences
2001, 98, 4844-4849.
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Para seleccionar eficazmente los mejores compuestos, se ha disefiado
un método basado en cromatografia de afinidad, el ensayo G4-CPG (G-
quadruplex on Controlled Pore Glass), con secuencias bioldgicas
relevantes que forman G-cuadruplex fijadas capaces de identificar
ligandos al interactuar selectivamente con ellos.!86

Un ejemplo de este tipo de compuestos son las diimidas de naftaleno
(NDI), que tienen un potencial notable como fdrmacos contra el cancer
debido a su capacidad para interactuar con los cuartetos G de los G-
cuadruplexes. Especificamente, se encontré que NDI-5 (Figura 63i) es el
candidato mas prometedor contra las células cancerosas debido a su
actividad fuerte y selectiva.!87-188.189

() KL P (i

Figura 63. Ligandos dirigidos a G4: (i) NDI-5 y (ii) dicentrina.

Otro compuesto es la dicentrina (Figura 63ii), un alcaloide
isoquinolinico de tipo aporfina que relaja el ADN e inhibe la actividad

186 C. Platella, D. Musumeci, A. Arciello, F. Doria, M. Freccero, A. Randazzo, J. Amato,
B. Pagano, D. Montesarchio. Anal Chim Acta 2018, 1030, 133-141.

187 C. Platella, V. Pirota, D. Musumeci, F. Rizzi, S. Iachettini, P. Zizza, A. Biroccio, M.
Freccero, D. Montesarchio, F. Doria. Int. J. Mol. Sci. 2020,21, 1964.

188 C. Platella, M. Trajkovski, F. Doria, M. Freccero, J. Plavec, D. Montesarchio. Nucleic
Acids Res. 2020, 48, 12380-12393.

139 C. Platella, E. Napolitano, C. Riccardi, D. Musumeci, D. Montesarchio. J. Med. Chem.
2021, 64, 3578-3603.
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catalitica de las topoisomerasas de ADN. Ademas, se sabe que la
dicentrina estabiliza la G-cuadruplex telomérica y oncogénica inhibiendo
la actividad de la telomerasa.!®

/
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Figura 64. Algunos ejemplos de compuestos naturales como ligandos dirigidos a G4:
(1) trans-resveratrol, (i1) 2,8-dihidroxi-1,7-dimetil-6-vinil-9,11-
dihidrodibenz[b,f]loxepina, (iii) quelidonina y (iv) rotenona.

Ademas, se encontr6 que compuestos naturales como el trans-
resveratrol (Figura  641), 2,8-dihidroxi-1,7-dimetil-6-vinil-9,11-
dihidrodibenz[b,f]loxepina (Figura 64ii), quelidonina (Figura 64iii) y
rotenona (Figura 64iv) son ligandos que interactiian especificamente con
modelos G-cuddruplex de secuencias teloméricas y oncogénicas,
emergiendo como compuestos activos contra las células cancerosas y con
poca actividad en las células normales.!?1:19%:193

190 C, Platella, F. Ghirga, D. Musumeci, D. Quaglio, P. Zizza, S. Iachettini, C. D’ Angelo,
A. Biroccio, B. Botta, M. Mori, D. Montesarchio. Int J Mol Sci 2023, 24, 4070.

Pl c. Platella, F. Ghirga, P. Zizza, L. Pompili, S. Marzano, B. Pagano, D. Quaglio, V.
Vergine, S. Cammarone, B. Botta, A. Biroccio, M. Mori, D. Montesarchio.
Pharmaceutics 2021, 13, 1611.

192 C. Platella, D. Capasso, C. Riccardi, D. Musumeci, M. DellaGreca, D. Montesarchio.
Org. Biomol. Chem. 2021, 19, 9953-9965.

193 C. Platella, S. Mazzini, E. Napolitano, L. M. Mattio, G. L. Beretta, N. Zaffaroni, A.
Pinto, D. Montesarchio, S. Dallavalle. Chem. Eur. J. 2021, 27, 8832-8845.
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El enorme potencial de los L-nucledsidos como agentes terapéuticos y
como unidades monoméricas de L-oligonucleodtidos, ha despertado el
interés por su preparacion.

En este capitulo, se abordard la sintesis de oligonucledtidos con
secuencias ricas en guanina y con uno de sus extremos modificado con un
nucledsido de la serie L.

Para ello, se prepararan los derivados L-nucleosidicos 2'-O-metil/2'-O-
MOE, partiendo de L-arabinosa, y los correspondientes precursores
succinilo y fosforamidito, que permitirdn su incorporacion en la cadena
oligonucleotidica durante su sintesis en fase solida.

Posteriormente, una vez formadas las estructuras no candnicas de tipo
G-cuadruplex, se llevaran a cabo ensayos de estabilidad térmica, toxicidad
y degradacion por las nucleasas.
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1. Sintesis de los derivados 2'-O-metil/2'-O-MOE-L-
nucleosidos

La sintesis de los derivados L-nucleosidicos se llevo a cabo a través de
una estrategia basada en la apertura de un anhidronucledsido (O*?-
anhidro-L-uridina, 61),'* preparado a partir de L-arabinosa, mediante una
reaccion de sustitucion Sn2. Dependiendo del tipo de nucledfilo empleado
se consiguid la sintesis de diferentes derivados de uridina sustituidos en la
posicion 2’.

1.1. Sintesis de O*?-anhidro-L-uridina

(0]
HoN N
2 >\ o l I
/
N OH /J\ OH
Wi\_?r NC-NH, %q = OMe N K(D'B?r
NH4OH, MeOH OH EtOI-_I-HZO OH
ta.,72h reflujo, 4 h
L-arabinosa 70% 65 %
59 60 61

Esquema 36. Preparacion de O**-anhidro-L-uridina a partir de L-arabinosa.

En primer lugar, la condensacion entre L-arabinosa y cianamida en un
medio basico (MeOH-NH4OH) durante 3 dias a temperatura ambiente
proporcion6 la aminooxazolina 60 con un rendimiento del 70% (Esquema
36). La estructura conformacionalmente bloqueada de 60 lo convierte en
un precursor adecuado y eficiente para sintetizar los andlogos de L-
nucledsidos deseados. El tratamiento posterior de 60 con propinoato de
metilo en una mezcla de EtOH-H>O a reflujo durante 4 h conduce a la
anhidro-L-uridina 61 con un rendimiento del producto aislado del 65%.

194 A. Holy, Coll. Czech. Chem. Commun. 1972, 37, 4072-4087.
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1.2. Sintesis de 2’-O-metil-L-uridina

Para sintetizar el derivado 2'-O-Me, se utiliz6 el procedimiento descrito
por Szlenkier et al.'®® para los nucledsidos D, debido a la facil
accesibilidad de los reactivos y al alto rendimiento de la reaccion. Asi, el
compuesto 61 se adicioné a una suspension de magnesio y yodo en
metanol y la mezcla se agit6 a reflujo durante 5 h. Sin embargo, en lugar
del compuesto deseado 62, se aislé un derivado resultante de la yodacion
de 61 en la posicion 5 de la nucleobase (40%). Para prevenir la formacion
de este subproducto, no se empleo el yodo como catalizador.!*®

o

YT

—_—_—

MeOH
OH reflujo, 5 h MeO  OH

85%
61 62

Esquema 37. Apertura del anillo de anhidrouridina mediante mecanismo Sn2
utilizando metanol como nucleoéfilo.

Para asegurar que el Mg(OMe): se generaba in situ, se aiadié magnesio
al metanol y se agit6 vigorosamente a 30 °C durante 40-45 min, hasta que
no se observa la liberacion de hidrogeno gas. Posteriormente, se agreg6 la
anhidrouridina 61 y la reaccion se agita a reflujo durante 5 h (Esquema
37). En estas condiciones, se obtuvo la 2'-O-metil-L-uridina (62) con un
rendimiento del 85%.

1.3. Sintesis de 2’-O-metoxietil-L-uridina

Siguiendo un procedimiento similar al descrito en el apartado anterior,
se utilizd 2-metoxietanol en lugar de metanol. Sin embargo, no se logrd
generar el derivado 2'-O-MOE 63. La sintesis de este compuesto se realizd

195 M. Szlenkier, K. Kamel, J. Boryski, Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids 2006, 35,
410-425.
1% Roy, S. K.; Tang, J. Org. Process Res. Dev. 2000, 4, 170-171.
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mediante la adicion de la anhidrouridina 61 a una mezcla de 2-
metoxietanol y aluminio, previamente calentada a reflujo durante 2 h, de
acuerdo con las condiciones descritas por Legorburu et al.'®’ (Esquema
38). Después de 48 h, se aislo la 2'-O-MOE-L-uridina (63) con un
rendimiento del 55%.

(0]
(o}
]N HN
l )\ ~Onon )\ |
N O OH Al (0] N OH
& g
reflujo, 48 h

OH 55% IO OH
MeO

61 63

Esquema 38. Apertura del anillo de anhidrouridina mediante un mecanismo Sn2
utilizando 2-metoxietanol como nucledfilo.

2. Sintesis de soportes sdlidos funcionalizados con
monomeros de 2'-0-metil/2'-O-MOE-L-uridina

Una vez sintetizados los L-nucledsidos de interés necesarios para la
funcionalizaciéon de la resina de CPG para la sintesis de los
oligonucledtidos ricos en guanina, fue necesario un paso previo
consistente en la introducciéon de un grupo espaciador (succinilo) en la
posicion 3’ del anillo de ribosa que permitira el anclaje de los nucledsidos
62 y 63 a la resina nativa mediante la formacion de un enlace de tipo amida
entre el grupo amino libre de la resina y el carboxilo del succinato unido a
la ribosa.

La preparacion de un soporte solido adecuado para ser utilizado en la
sintesis automatizada de los oligonucledtidos requeridos se llevé a cabo en
tres etapas. En la primera, se protegio el grupo hidroxilo de la posicion 5’
del nucledsido para evitar reacciones secundarias indeseadas en etapas
sucesivas. Después, se procedié a introducir el grupo succinilo en la

97°U. Legorburu, C. B Reese, Q. Song. Tetrahedron 1999, 55, 5635-5640.
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posicion 3’ y, finalmente, se funcionalizo la resina anclando el nucleésido
de interés a la misma a través del espaciador de succinilo.

2.1. Proteccion de la posicion 5’ de los derivados de L-uridina con
DMT

La proteccion del grupo hidroxilo primario de los compuestos 62 y 63
se llevo a cabo con DMTCI, en presencia de trietilamina, utilizando 1,4-
dioxano como disolvente (Esquema 39). La reaccion se agitdé a 30 °C
durante 2 h, dando lugar a los compuestos 64 y 65 con rendimientos del
80 y 95%, respectivamente.

(@] (@]
'e oy G
(@] N OH DMTCI O N (@] O O

X OH X OH O

1,4-Dioxano
30°C,2h
62, X= OMe 64, X= OMe, 80%
63, X= OMOE 65, X= OMOE, 95%

Esquema 39. Sintesis de 5’-O-dimetoxitritil-L-nucledsidos 2’-modificados.

2.2. Acoplamiento del grupo succinilo en la posicion 3’ de los L-
nucleodsidos

En una segunda etapa, y previamente al anclaje de los nucledsidos a la
resina, se hace indispensable la introduccioén del grupo succinilo en el
grupo 3’-hidroxilo del anillo de ribosa. Este grupo servird como nexo de
unién y elemento espaciador entre el nucledsido y la resina. Este
espaciador es necesario para que el nucledsido esté lo suficientemente
separado de la superficie solida de la resina, permitiendo asi que las
interacciones con reactivos y disolventes, durante el proceso sintético en
fase solida, sean mas efectivas y evitando que los sitios de reaccion se vean
ocluidos o bloqueados por el soporte.
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Esta sintesis se realizo haciendo reaccionar el hidroxilo en posiciéon 3’
de los derivados de L-uridina 64 y 65 con anhidrido succinico en presencia
de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) y CH>Cl> anhidro como disolvente a
temperatura ambiente (Esquema 40). Los derivados de succinato 66 y 67
se obtuvieron con un rendimiento del 93 y 91%, respectivamente.

0]
o}
0)

HN
P | 0 o HNT
0~ "N ODMT
0 ODMT
DMAP vr
X OH CH,Cl,
ta.,16h  HO \/\[(

64, X= OMe 66, X= OMe, 93%
65, X= OMOE 67, X= OMOE, 91%

Esquema 40. Sintesis de 5’-O-dimetoxitritil-3’-O-succinil-L-nucledsidos  2’-
modificados.

2.3. Funcionalizacion del soporte solido con los derivados L-
nucleosidicos

El tercer y ultimo paso consistio en la funcionalizacion de un soporte
solido de vidrio de poro controlado unido a una cadena larga de
aminoalquilo (LCAA-CPG) con los L-nucledsidos 3'-O-succinilo
sintetizados anteriormente.

o] o]
HN HN
)\ | DMAP, DTNP |
erDMT PPhg vrC’DMT
CH,Cl, |-|
ACN \/\[(

o™ T Y TAP® i

LCAA-CPG 66, X= OMe 68, X= OMe, 20 umol/g

69 umol/g 67, X= OMOE 69, X= OMOE, 23 pmol/g

Esquema 41. Reaccion de acoplamiento de los L-nucleésidos 2’-modificados a la
resina CPG.
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Para ello, los derivados nucleosidicos 66 y 67 se hicieron reaccionar a
temperatura ambiente y durante 2 h con la resina de CPG nativa en
presencia de trifenilfosfina y el agente de acoplamiento 2,2’-ditiobis(5-
nitropiridina) (DTNP), utilizando DMAP como catalizador bésico
(Esquema 41).18

El resultado de la reaccion entre el grupo funcional carboxilo del 3’-
succinilo presente en los compuestos 66 y 67 con el grupo amino libre de
la resina fue la formacion de un enlace peptidico que permitio el anclaje
de los L-nucleosidos a la resina nativa, conformando asi el extremo 3’ del
oligonucledtido que se sintetizard, posteriormente, sobre estos soportes
solidos.

La carga inicial obtenida al final del proceso fue de 20 y 23 pmol/g para
los soportes 68 y 69, respectivamente. Teniendo en cuenta que la carga
inicial de la resina nativa era de 69 pmol/g, podemos decir que el
porcentaje de carga obtenido para los soportes 68 y 69 con respecto a la
carga inicial de la resina nativa fue del 30 y 33%, respectivamente.

2.4. Sintesis de fosforamiditos a partir de derivados L-nucleosidicos
o)

o
HN cl
PN |  _P__~_CN HN™
0" N ODMT  Pr,N" O A
0 07N ODMT
DIPEA Kg?r
ta.,1h FI’ CN
PrN" Y07
64, X= OMe 70, X= OMe, 67%
65, X= OMOE 71, X= OMOE, 65%

Esquema 42. Sintesis de L-fosforamiditos a partir de derivados de L-uridina.

198 A. P. Guzaev, R. T. Pon, Curr. Protoc. Nucleic Acid Chem. 2013, 3.2.1-3.2.23.
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La sintesis de fosforamiditos derivados de L-uridina 2'-sustituidos se
llevé a cabo a partir de los correspondientes analogos protegidos con 5'-O-
DMT (Esquema 42).

El tratamiento de los derivados de L-uridina 64 y 65 con 2-cianoetil-
N,N-diisopropilclorofosforamidito en diclorometano a temperatura
ambiente y en presencia de N, N-diisopropiletilamina durante 1 h condujo
a la formacion de los fosforamiditos 70 y 71 con un rendimiento del 67 y
65%, respectivamente.

Estos compuestos permitirian la insercién de un derivado de L-uridina
bien en el extremo 5’ o en una posicién intermedia de una cadena de
oligonucleétidos, pudiendo ser utilizados como bloques de construccion
durante la sintesis en fase sélida mediante el método del fosforamidito.

3. Sintesis y caracterizacion de G-cuadruplexes
funcionalizados en el extremo 3' con 2'-0O-metil/2'-O-MOE-
L-uridina

3.1. Sintesis en fase solida de los oligonucledtidos TG4T, TGsUome,
TG4"Uome y TG4*Uomox

Para investigar la idoneidad y el efecto estabilizador de los L-
nucleodsidos en las estructuras de G-cuddruplexes, se seleccionaron una
serie de secuencias cortas de una sola hebra basadas en la secuencia
TGGGGT (TG4T), todas ellas con un componente elevado de guaninas,
que les permite reagruparse y autoconformar una estructura no canonica
del tipo G-cuddruplex paralelo, mediante un sencillo proceso de
tratamiento térmico (annealing).

Este oligonucleotido junto con su derivado TGsUowme, el cual se
sintetizo sustituyendo la timidina de la posicion 3’ de la secuencia TG4T
por Uome, se utilizaran como controles de referencia a la hora de analizar
los resultados de los acidos nucleicos objeto de estudio TGs Uowme y
TG4s"Uowmok en los diferentes ensayos a los que seran sometidos.
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De esta manera, se estudiard, por comparacion, si la presencia de
derivados de L-nucleodsidos afecta a la estabilidad del G-cuadruplex, o si
su comportamiento ante la degradacion por nucleasas ofrece mayor
resistencia a la observada en los controles.

Con este fin, se sintetizaron los oligonucledtidos cuyas secuencias se
recogen en la Tabla 21.
Tabla 21. Secuencias de oligonucledtidos y datos de cuantificacion obtenidos por

espectroscopia UV. Estos valores corresponden a la mitad del stock total de
oligonucleotidos sintetizado, por tanto, la cantidad total real es el doble de la indicada.

Cadigo Secuencias (5' 2 3') oD pg/mL pmol/mL
TG4T TGGGGT 15.8 521.4 0.28
TGaUowme TGGGGUowme 7.2 237.6 0.13
TGs"Uome TGGGG"Uome 14.4 475.2 0.25
TG4-Uowmok TGGGG Uomor 212 699.6 0.36

Los oligonucledtidos objeto de estudio se caracterizan por contener un
derivado L-nucleotidico en el extremo 3’ y fueron sintetizados
reemplazando la T del extremo 3’ de la secuencia TG4T por los
nucleosidos 2'-O-metil-L-uridina (62) y 2'-O-MOE-L-uridina (63) en
dicha posicion.

En total, se llevo a cabo la sintesis de manera automatizada de cuatro
oligonucledtidos en escala de ~1 pmol (30-40 mg de resina) y en modo
DMT-ON, usando un sintetizador de ADN que utiliz6 protocolos estandar
de sintesis en fase solida por el método del fosforamidito.'*”

Dos de ellos, los controles TG4T y TGsUowme, fueron preparados a partir
del correspondiente soporte sélido estandar comercial funcionalizado en
3’ (CPG-dT y CPG-Uowme), mientras que para los otros dos, TGs*Uowme y
TG4 Uowmok, se usaron los soportes descritos anteriormente en el apartado

199 A. Ellington, J. D. Pollard. Curr. Protoc. Mol. Biol. 1998, 42, 2-11.
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1.2.3., previamente funcionalizados con 5'-O-DMT-3'-O-succ-2'-O-metil-
L-uridina (68) y 5'-O-DMT-3'-O-succ-2'-O-MOE-L-uridina (69).

3.2. Procesado y cuantificacién de TG4T, TGsUome, TGs*Uome y
TG4"Uomok

En el proceso post-sintético, todos los oligonucledtidos fueron
purificados, cuantificados y caracterizados del mismo modo.

Primero se procedio a la destritilacion manual de la posicion 5° (DMT-
OFF) con una disolucién al 3% de acido tricloroacético (TCA) en
diclorometano, observandose la caracteristica disolucion de color naranja
intenso propia de las disoluciones que contienen el cation tritilo.

En segundo lugar, se llevo a cabo la liberacion de los oligonucledtidos
de su soporte solido (cleavage) utilizando una disolucion de amoniaco
concentrado en agua. Cabe destacar que solo fue utilizada la mitad de la
cantidad total de la resina, reservandose la otra mitad para posibles
necesidades futuras.

Una vez separados los acidos nucleicos de sus correspondientes
soportes éstos fueron filtrados, desalados y purificados utilizando resinas
de exclusion por tamanos, pues al tratarse de oligonucledtidos que habian
sido liberados previamente de su grupo tritilo en 5° (DMT-OFF) la
purificacion con resinas de adsorcion en fase reversa (OPC) se presentaba
como una opcion inviable.

Finalmente, se utilizd la espectroscopia de ultravioleta (UV) para
cuantificar los diferentes lotes de oligonucledtidos obtenidos.

Aplicando esta aproximacion a nuestros resultados y teniendo en cuenta
el peso molecular de los oligonucleo6tidos estudiados podemos expresar la
concentracion de estos en unidades de OD, pg/mL o umol/mL, tal como
se muestra en la Tabla 21. Téngase en cuenta que estos resultados se
corresponden solamente con la resina procesada tras el proceso de sintesis,
que fue la mitad de la cantidad total. Por tanto, las concentraciones totales
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obtenidas de oligonucleotido se corresponden con el doble de los valores
reflejados en la tabla.

3.3. Caracterizacion de los oligonucleétidos TG4T, TGsUowme,
TG4"Uome y TG4*Uomox

El control de calidad de las secuencias sintetizadas se llevo a cabo
mediante HPLC de fase reversa y espectrometria de masas (MALDI-
TOF). Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Secuencias de oligonucledtidos y datos de caracterizacion.”

Cédigo Secuencias Tm (°C)’  tr (min)* MW (calc.) MW (real)
¢'=2>3)
TG4T TGGGGT 67.1 11.53 1862 1861.2
TG4Uome TGGGGUowme 71.3 11.81 1878 1875.7
TGs"Uome  TGGGG-Uome 65.8 12.65 1878 1878.4
TGs“Uomoe TGGGG-Uomor 60.3 11.85 1921 1919.6

“Medidos por curvas de desnaturalizacion, HPLC-RP (Figura 65) y MALDI-TOF
(Figura 66). Los nucledsidos subrayados son nucledsidos de L-ARN. “Temperaturas de
fusién medidas por CD en tampon de sodio de 10 mM (Figura 69). “Tiempos de retencion
obtenidos por HPLC de fase reversa.

Como se ve en los cromatogramas de HPLC (Figura 65), los picos
mayoritarios que corresponden a los oligonucledtidos de interés aparecen
a tiempos muy similares, por lo que los tiempos de retencion (tr) de los
compuestos analizados estan todos en torno a los doce minutos. Llama la
atencion que el tr observado para las secuencias TG4T y TG4"Uome se
desvian ligeramente de este valor.

Por otro lado, los espectros de masas de MALDI-TOF (Figura 66)
muestran picos moleculares (masa encontrada) muy similares con la masa
esperada (calculada) con un error maximo de +1 unidades, lo cual
corrobora fehacientemente la correcta identidad de las secuencias
analizadas.
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Figura 65. Espectros de HPLC en fase reversa obtenidos en la caracterizacion de los
oligonucleodtidos de las secuencias: (A) TGsT; (B) TGsUome; (C) TGaUome; (D)

TG4*Uomoe.
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Figura 65 (cont.). Espectros de HPLC en fase reversa obtenidos en la caracterizacion
de los oligonucleotidos de las secuencias: (A) TG4T; (B) TGsUome; (C) TG4 Uome; (D)
TG4 "Uomok.
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Figura 66. Espectros de caracterizacion MALDI-TOF de oligonucleotidos: (A)
TG4T; (B) TGaUome; (C) TG4*Uome; (D) TG4*Uomok.

245



Resultados y discusion = ----

1878.4
| 4048.4
|
|
907
80+
704
) 601
° 1
& - |
3 |
o £
= =
g
-
[=
30 |
} | 19005
|
20
I
10‘ \‘ 1916.4
T\ | ‘l | 19223
1 17273 I
[ I fsre.7
| 14108 15737 1377 | 17492 /Uu‘éwsms
1399.0 16214 18438 20662 22886 25110
Mass (miz)
L
C TG4 UOme
19196
1007 3475
901
80
70
— |
Q\O 60
=
z
B | .
© £ ]
2 | ¢ |
] 40
3 |
[=]
30-
20- }
| 1921.7
10+
19406
0 Lk, A ] s\h,‘ A ik . . L
1399.0 1621.4 18438 2066.2 228856 25110
Mass (m/z)
L
D TG4 UOMOE

Figura 66 (cont.). Espectros de caracterizacion MALDI-TOF de oligonucleotidos:
(A) TG4T, (B) TG4UOme; (C) TG4LUOme; (D) TG4LUOMOE.
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3.4 Tratamiento térmico de los oligonucledtidos TG4T, TG4Uowme,
TG4+"Uome y TG4"Uomor

Una vez finalizada la sintesis y caracterizacion de los oligonucleétidos,
el siguiente paso consistié en la formacion de la estructura secundaria no
canonica de G-cuadruplex, que se forma en las cadenas de acidos nucleicos
ricos en guanina.

Estas cadenas, tras un tratamiento denominado annealing, tienden a
interaccionar de manera que las bases de guanina se reagrupan en una
conformacion espacial denominada tétrada. El apilamiento de estas
tétradas dara lugar a la formacion de estructuras de tipo cuadruplex.

El annealing es un tratamiento consistente en un calentamiento rapido
del oligonucleotido, en el que queremos formar el cuadruplex, disuelto en
un tampodn salino a 90-95 °C durante un breve periodo de tiempo (5 min),
seguido de un enfriamiento paulatino hasta alcanzar la temperatura
ambiente. Tras este proceso, las hebras de los 4cidos nucleicos se habran
agrupado conformado una estructura estable de cuadruplex.

La naturaleza del tampdn salino utilizado como disolvente es un aspecto
crucial a la hora de estudiar la estabilidad de las estructuras formadas, ya
que las tétradas de guanina se formaran en torno a un cation central que les
proporcionara una mayor o menor estabilidad dependiendo de factores
como la carga o el tamafio de éste.

Diferentes estudios han demostrado que la estabilidad de la estructura
G-cuadruplex depende en gran medida de la naturaleza y tipo de catién
que ocupe la cavidad central de las tétradas. De este modo, en un estudio
llevado a cabo por Venczel et al., se observo el siguiente orden de iones
que estabilizan la estructura: Sr** > Ba?"> Ca?" > Mg?* y K* > Rb" > Na*
> Lit = Cg* 200

Aunque los cationes monovalentes fisiologicamente mas relevantes son
el K* y el Na*, actualmente se sabe que los cationes monovalentes Rb”,

200 B A, Venczel, D. Sen. Biochemistry 1993, 32, 6220-6228.
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Cs*, NH4" y TI', y los cationes divalentes Sr**, Ba** y Pb*", pueden
promover las estructuras de G-cuddruplex en algunos oligonucleotidos
especificos.?%!

En nuestro caso, los estudios fueron realizados sobre estructuras
formadas en tampones con cationes Na“ y K.

3.5. Formacion y caracterizacion de estructuras G-cuadruplex

La formacién de las estructuras G-cuddruplex que contienen el
ribonucledsido de L-uridina fue corroborada mediante dicroismo circular

(DC).

Los espectros obtenidos de TGs*Uome y TGs"Uomor se muestran en la
Figura 67. Como se puede observar, ambos compuestos muestran el perfil
caracteristico de esta conformacion con una banda negativa a 238 nm y un
maximo positivo a 265 nm, parametros que son indicativos de una
estructura tetramolecular G-cuddruplex de cadena paralela.

201 D, Bhattacharyya, G. M. Arachchilage, S. Basu. Front. Chem. 2016, 4, 38.
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Figura 67. Espectros de dicroismo circular (DC) de los oligonucledtidos G-
cuadruplex a una concentracion de 3 pM; (A) en 100 mM NaCl, (B) en 10 mM KCI.
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Por otro lado, se evalu6 también, mediante el empleo de técnicas de
dicroismo circular, la estabilidad térmica de los oligonucle6tidos
TG4s"Uome y TGs*Uomor (Figura 68).

En estos experimentos de temperatura de fusion, se utilizé un tampoén
de cloruro de sodio de 10 mM para obtener las curvas de desnaturalizacion
que son representadas en la Figura 69.

Aunque en un principio, siguiendo los protocolos presentes en la
202

bibliografia,=’* se plane6 utilizar un tampon de Na 100 mM en agua, esta
idea tuvo que ser descartada debido a que, a dicha concentracion, las
curvas de desnaturalizacion no se completaban al alcanzar una temperatura

de 90 °C.

Por otro lado, con el tampon de potasio no se observd la
desnaturalizacion del tetrdmero cuddruplex como se describid

anteriormente para TG4T.?%?

Ademas, los perfiles sigmoidales del cambio en la elipticidad frente a
la temperatura, a 265 nm de longitud de onda, permitieron hacer una
estimacion de su temperatura de fusion que se encontr6 entre valores de
65.8 °C (TG4"Uome) y 60.3 °C (TG4"*Uowmor), medidas en tampon de sodio
de 10 mM (Figura 68).

Estos valores (reflejados en la Tabla 22) fueron ligeramente inferiores
a los correspondientes valores de temperatura de fusién encontrados para
las secuencias de control TG4T (67.1 °C) y TG4Uome (71.3 °C), tal como
se muestra en la Figura 69.

202 R, Ferreira, M. Alvira, A. Aviiig, I. Gdmez-Pinto, C. Gonzélez, V. Gabelica, R.
Eritja. ChemistryOpen, 2012, 1, 106-114.
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Figura 68. Espectros de dicroismo circular. Las muestras fueron sometidas a
calentamiento superior a 90 °C en tampdén 10 mM de NaCl en agua. (A) TG4T; (B)
TGasUowme; (C) TGa“Uome; (D) TGa"Uomok.
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Figura 68 (cont.). Espectros de dicroismo circular. Las muestras fueron sometidas a
calentamiento superior a 90 °C en tampdén 10 mM de NaCl en agua. (A) TG4T; (B)
TGasUowme; (C) TGa“Uome; (D) TGa"Uomok.
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Figura 69. Curvas de desnaturalizacion térmica seguidas por dicroismo circular: (A)
TG4T; (B) TGsUome; (C) TGatUome; (D) TGa“Uomok.
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Figura 69 (cont.). Curvas de desnaturalizacion térmica seguidas por dicroismo
circular: (A) TG4T; (B) TGaUome; (C) TG4"Uome; (D) TG4*Uomok.
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La formacién de G-cuddruplexes de derivados de L-uridina se confirmé
también mediante electroforesis en gel de poliacrilamida nativa al 20%
(PAGE). Esta es una técnica fundamental utilizada para separar
oligonucledtidos y otras macromoléculas por su movilidad electroforética.
Los geles de poliacrilamida se forman mediante la polimerizacion de
monoémeros de acrilamida y moléculas reticulantes de bis-acrilamida.
Juntas, la acrilamida y la bis-acrilamida forman poros a través de los cuales
pueden migrar las moléculas en estudio. Por tanto, el tamafio y volumen
de la molécula seran factores cruciales para que, durante el proceso de
migracion a lo largo del gel, unas queden mas retenidas que otras. De esta
forma, el gel consigue separar los acidos nucleicos por su tamafo. Cuanto
mayor sean ¢éstos mayor dificultad tendran para atravesar un determinado
tamano de poro y, por tanto, permaneceran mas retenidos en el gel.

En el caso que nos ocupa, los oligonucledtidos ricos en G, al formar
estructuras de tipo G-cuadruplex, son mas voluminosos que los acidos
nucleicos que no adquieren esta conformacion y ofreceran mayor
resistencia al atravesar la estructura reticulada del gel de poliacrilamida
que las moléculas que no formen esta estructura.

Por ello, cabria esperar que, tras correr y revelar el gel, las bandas
correspondientes a las estructuras de G-cuadruplex aparezcan mas
retenidas que las moléculas que no adquieren dicha conformacion.

En la préctica, el ensayo se llevo a cabo utilizando las secuencias TG4T
y Ts como controles de referencia y, como tampoén, una disolucién 10 mM
de Tris-Borato-EDTA (TBE) que, a su vez, contenia una disolucién 100
mM de KCL

En un principio, el experimento fue disefiado para realizarse a
temperatura ambiente, pero, tras varios intentos, los resultados fueron
fallidos. En estas condiciones, las bandas corrian demasiado y los geles
obtenidos mostraban bandas muy igualadas y cercanas a la base del gel en
todas las muestras estudiadas.
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Finalmente, se decidio realizar el experimento electroforético bajando
la temperatura de la cubeta a 4 °C durante todo el proceso (2-3 h).

Bajo estas condiciones se logré obtener un gel donde los resultados
obtenidos se reflejan en la Figura 70.

Figura 70. PAGE nativo al 20% en buffer de TBE 1X complementado con 100 mM
KCly utilizando el mismo buffer durante el desplazamiento a 100 W y 4 °C durante 2-3
h; tefiido con Stains-All. Secuencias: (1) 5'-TGs"Uomoe-3"; (2) 5'-TG4*Uome-3’; (3) 5'-
TG4T-3’; (4) 5-TGaUome-3"; (5) y (6) Ts; (7) Colorante (Azul de bromofenol + Cianol de
xileno).

Como puede apreciarse, las estructuras ricas en guanina con L-uridina
en la posicion 3’ (pocillos 1 y 2) mostraron una banda principal con
movilidad reducida, comparable a la mostrada por la estructura TG4Uome
(pocillo 4), pero un poco mas retardada que la banda correspondiente a
TG4T (pocillo 3). Esto se explicaria porque, aunque todas estas secuencias
ricas en guanina tienen una estructura de cuddruplex, las secuencias
modificadas en 3’ con los grupos 2’-metoxi (OMe) y 2’-metoxietilo
(OMOE) serian de mayor tamafio y, por tanto, tendrian una movilidad de
desplazamiento electroforético menor.
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En todos los casos, la movilidad de las secuencias ricas en G fue
diferente de la movilidad de la secuencia Ts, que se desplazé a mayor
velocidad.

Estos datos serian consistentes con los resultados obtenidos en los
experimentos de CD, que confirman la formaciéon de una estructura
paralela de G-cuadruplex que no se ve afectada por la sustitucion del
ribonucleodsido de timina terminal en posicion 3’ por un ribonucleésido de
L-uridina modificado en 2’. Ademads, la presencia de diferentes
sustituyentes en la posicion 2’ de la ribosa no impidi6 la formacion de la
estructura paralela tetramérica.

4. Estudio de la estabilidad frente a nucleasas de G-
cuadruplexes funcionalizados con 2’-0O-metil/2’-O-MOE-L-
uridina en el extremo 3'

La estabilidad de las estructuras G-cuadruplex es uno de los elementos
clave para su uso potencial en aplicaciones terapéuticas. Uno de los
principales inconvenientes que suelen sufrir los oligonucledtidos y que es
un factor limitante a la hora de su empleo como agentes terapéuticos es su
baja resistencia a la escision por nucleasas. Los oligonucleétidos naturales
se degradan facilmente por este tipo de enzimas que son abundantes en
toda clase de células.

Para comprobar la estabilidad y la resistencia a las nucleasas de estos
oligonucledtidos modificados con L-nucledsidos, se llevaron a cabo una
serie de ensayos de degradacion con la exonucleasa fosfodiesterasa I
(veneno de serpiente, SVP), que rompe los oligonucledtidos a partir del
extremo 3’ libre.

Este enfoque, a primera vista, podria parecer un poco pobre, pues lo
ideal seria realizar una evaluacion mas precisa incluyendo el uso de suero
bovino fetal (fosfodiesterasa II, BSP), pero la gran cantidad de compuestos
presentes en el suero hacian inviable su anélisis analitico mediante técnicas
de HPLC y requeririan el uso de técnicas electroforéticas, las cuales
presentaban ciertos problemas técnicos intrinsecamente relacionados con
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la difusion de las muestras fuera y dentro del gel durante los protocolos de
tincion debido al pequeiio tamafio de los oligonucleodtidos a estudiar (6-
mer). Por otra parte, tampoco fue viable el uso de colorantes intercalantes
como Syber-Green, ya que la muestra control Ts al no formar cuadruplex
no puede ser tefiida con este tipo de tintes.

Para estudiar el efecto del enzima sobre los diferentes oligonucle6tidos
modificados con derivados de L-nucledsidos, se llevdo a cabo una
incubacion de 20 puL de 1 OD de cada muestra con el enzima
fosfodiesterasa en un tampon de TRIS y MgCl en agua, a una temperatura
de 37 °C y utilizando un agitador térmico. Los periodos de incubacion se
hicieron durante determinados intervalos de tiempo: 30 min, 1 h, 4 h, 8 h
y 24 h.

Tras el periodo de incubacion correspondiente, las muestras fueron
sometidas a un calentamiento brusco (85 °C) durante 5 minutos para
desnaturalizar el enzima y detener asi la reaccion de degradacion.
Adicionalmente, las muestras de los controles TG4T y TG4Uome también
fueron incubadas en intervalos de 5, 10, 15 y 20 minutos, ya que tras 30
minutos de incubacién estas muestras se encontraban totalmente
degradadas. Tras la desnaturalizacion del enzima, las muestras se
analizaron por HPLC en fase reversa tomando como referencia muestras
de oligonucledtidos incubadas en las mismas condiciones que las
anteriores, pero en ausencia del enzima.

Los espectros de HPLC de las muestras de control TG4T y TGsUowme
muestran un pico principal que eluye en torno a 12 min, en ambos casos,
cuando no fueron tratadas con la exonucleasa (Figura 71A y 71C).
Después del tratamiento con el enzima durante 30 min, se observa que esta
sefial ha desaparecido, dando lugar a otro pico con menor tiempo de
retencion (alrededor de 3 min) y que se corresponderia con el derivado
monofosfato, el cual eluye muy rdpido y aparece al comienzo del
cromatograma (Figura 71B y 71D). Como se observa en la Tabla 3, tras 20
min ambos oligonucle6tidos estan totalmente degradados.
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Figura 71. Sefiales de las muestras control TG4T (B) y TGaUowme (D) tras incubacion
con fosfodiesterasa I durante 30 min. Las figuras (A) y (C) corresponden a la sefial de las
muestras incubadas en ausencia de enzima. Tras este tiempo ambas muestras fueron
completamente degradadas.
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Figura 71 (cont.). Sefiales de las muestras control TG4T (B) y TGsUowme (D) tras
incubacion con fosfodiesterasa I durante 30 min. Las figuras (A) y (C) corresponden a la
sefial de las muestras incubadas en ausencia de enzima. Tras este tiempo ambas muestras
fueron completamente degradadas.
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En cambio, para las muestras con derivados L-nucleotidicos en posicion
3’ (Figura 72), tras 24 h de incubacion enzimatica, todavia se observaron
picos del oligonucledtido inicial correspondientes a fragmentos que no
habian sido aun degradados por el enzima. Tras 24 h de reaccion con la
fosfodiesterasa, estos acidos nucleicos no se habrian degradado de forma
completa (Tabla 23), mostrando un mejor comportamiento ante la
resistencia a la nucleasa en comparacion con los G-cuddruplexes no

modificados.

Tabla 23. Resistencia a la degradacién enzimatica por exonucleasas de G-
cuadruplexes a intervalos de tiempo tras ser sometidos a incubacién con el enzima
fosfodiesterasa I.

Degradacion (%)
Codigo S5min 10min 15min 20min 30min 1h 4h 8h 24h
TG4T 45 52 72 100 00 - - - -
TG4Uowme 50 56 78 100 00 - - - -
TG4 "Uome - - - - 0 0 57 8 90
TG4 Uomoe - - - - 15 17 51 67 70

En la Figura 73 se representan los datos correspondientes a la
degradacion de los G-cuddruplexes tras incubacion con fosfodiesterasa I.
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Figura 72. Sefales de las muestras TG4"Uome (B) y TG4"Uwmok (D) tras incubacion
con fosfodiesterasa I durante 24 h. Tras este tiempo ambas muestras no fueron

completamente degradadas. Las figuras (A) y (C) corresponden a la sefial de las muestras
incubadas en ausencia de enzima.
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Figura 72 (cont.). Sefiales de las muestras TGs*Uome (B) y TG4*Uwmoe (D) tras
incubacion con fosfodiesterasa I durante 24 h. Tras este tiempo ambas muestras no fueron
completamente degradadas. Las figuras (A) y (C) corresponden a la sefal de las muestras
incubadas en ausencia de enzima.
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Figura 73. Degradacion de los G-cuadruplexes tras incubacion con fosfodiesterasa I:
(A) Controles TG4T y TG4Uowme; (B) TG4*Uome y TG4*Uomok.
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En este capitulo, se ha descrito la sintesis de derivados de L-uridina-2'-
sustituidos con grupos -OMe y -OMOE mediante una ruta sintética que
implica la formacién de O**-anhidro-L-uridina, sintetizada a partir de L-
arabinosa, y la posterior apertura del anillo con diferentes agentes
nucleofilicos.

Un aspecto clave en la aplicacion terapéutica de oligonucledtidos es
incrementar la resistencia a las nucleasas. Con este objetivo, se llevo a cabo
con éxito la carga de los mondmeros 2'-O-Me- y 2'-O-MOE-L-uridina en
un soporte solido convencional en la sintesis automatizada en fase solida.
Posteriormente, se sintetizaron y caracterizaron oligonucle6tidos ricos en
guanina de tipo G-cuddruplex funcionalizados en el extremo 3' con
ribonucleotidos derivados de L-uridina.

Ademéds, se analizaron sus caracteristicas estructurales y propiedades
de resistencia a las nucleasas en comparacién con el oligonucleotido
control no modificado TG4T.

Los resultados obtenidos por técnicas de dicroismo circular y analisis
electroforético en gel de poliacrilamida sugirieron que ambos
oligonucleotidos, TGs"Uome y TGs*Uomor, mantienen la estructura
paralela de G-cuddruplex de manera similar a TG4T, lo que indica que la
sustitucion del extremo 3' T por diferentes ribonucleétidos de L-uridina no
afecta a la topologia de la estructura G4.

Los ensayos de estabilidad frente a las nucleasas indicaron que la
incorporacion de ribonucledtidos de L-uridina en el extremo 3' ofrece una
mayor resistencia a la degradacion enzimdtica, aumentando
significativamente la estabilidad paralela del G-cuadruplex en medios
fisiologicos y con un impacto minimo en las propiedades estructurales del
acido nucleico.

Las potenciales aplicaciones de estos nuevos monomeros incluyen la
incorporacion de estos compuestos en los extremos salientes 3'- de siRNAs
y la estabilizacion de aptdmeros u otros oligonucleotidos terapéuticos.
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1. Condiciones de trabajo, disolventes y reactivos

Los reactivos y métodos generales han sido detallados en la Parte
experimental del capitulo anterior.

Los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 1 se sintetizaron de
manera automatizada mediante quimica en fase solida de 2-
cianoetilfosforamiditos a escala de 1-2 umol y utilizando protocolos
estandar.'?’” Después del tratamiento con amoniaco (NH3 conc. aq. a 55
°C, durante la noche), los oligonucledtidos se desalaron usando columnas
de tamiz molecular rellenas de Sephadex G-25 (NAP-10 o NAP-5)
proporcionadas por la empresa GE Healthcare (Little Chalfont, Reino
Unido).

2. Instrumentacion

Las técnicas instrumentales utilizadas en la realizacion de este
capitulo han sido detalladas en el capitulo anterior, con las siguientes
excepciones:

Los espectros de RMN se midieron en un espectrometro Varian
Mercury-400 (*'P 121.5 MHz).

Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) se registraron en
un espectrometro de masas bajo ionizacion por pulverizacion de
electrones (ESI).

Las mediciones de dicroismo circular se llevaron a cabo con un
espectropolarimetro J-810.

Los experimentos de degradacion enzimatica se realizaron en un
termoagitador Eppendorf a 37 °C, y el control de la degradaciéon se
monitorizd mediante RP-HPLC (Chromatograph Waters) a 260 nm
utilizando una columna semipreparativa Xbridge OST Cig 2.5 um (10 x
50 mm).

Los espectros infrarrojos fueron adquiridos con un espectrometro
Jasco FT/IR 4700.
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3. Procedimientos experimentales
3.1. Preparacion de 2’-0O-metil/2’-O-MOE-L-uridine (62 y 63)
a) Sintesis del derivado de aminooxazolina 60

Sobre una suspension de L-arabinosa (1 g, 6.7 mmol) y cianamida
(677 mg, 16.1 mmol) en metanol (17 ml) se afade una disolucion acuosa
de NH4OH 6 M (2.8 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 3 d. A continuacion, se disminuy6 la temperatura a -10 °C y se
mantuvo en agitacion durante 12 h. Se evapor6 el disolvente a presion
reducida y el solido se filtr6 y se lavo con MeOH y Et;0. El producto 60
se obtuvo con un 70% de rendimiento.

b) Sintesis de O*? -anhidro-L-uridina (61)

Sobre una disolucion del compuesto 60 (1.6 g, 9.2 mmol) en 23 ml de
una mezcla EtOH/H>O (1:1, v:v) se afiadid propiolato de metilo (1.6 ml,
18.4 mmol) y la mezcla se agit6 a reflujo durante 4 h. A continuacion, se
evapord el disolvente a presion reducida y el sélido se filtro y se lavo con
EtOH y H20. El compuesto 61 se obtuvo con un rendimiento del 65%.

c) Sintesis de 2’-O-metil-L-uridina (62)

Una suspension de magnesio (430 mg, 17.6 mmol) en MeOH anhidro
(13 ml) se agitd vigorosamente a 30 °C durante 45 min. A continuacion,
se afiadid la anhidrouridina 61 (200 mg, 0.88 mmol) y se agit6 a reflujo
durante 5 h. La mezcla se enfrid, primero a temperatura ambiente y
después a 0 °C, y se afiadi6 acido acético glacial hasta pH neutro.
Posteriormente, se evaporaron los disolventes hasta obtener una espuma
que se redisolvid en EtOH y se calent6 a reflujo durante 2 h. Tras una
filtracion sobre Celite®, el crudo se purific0 mediante columna
cromatografica (5% MeOH/CHCl), aislandose el compuesto 62 con un
85% de rendimiento.

d) Sintesis de 2’-O-metoxietil-L-uridina (63)

Una suspension de aluminio (36 mg, 1.3 mmol) en 2-metoxietanol (1
ml) se agit6 a reflujo durante 2 h. A continuacidn, la mezcla se enfri6 a
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temperatura ambiente, se afiadio el compuesto 61 (50 mg, 0.22 mmol) y
se calento a reflujo durante 48 h. Posteriormente, la mezcla se enfrid a
temperatura ambiente y se triturd y coevapord con MeOH (3 veces). El
crudo resultante se purific6 por columna cromatografica (5%
MeOH/CH2Cl»), obteniéndose el compuesto 63 con un 55% de
rendimiento.

3.2. Preparacion de soportes solidos funcionalizados con 2'-O-
metil/2'-O-MOE-L-uridina (68 y 69)

a) Proteccion de los derivados 62 y 63 en la posicion 5’ con DMT.
Sintesis de 64 y 65

Et3N anhidro (10 equiv) y cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (1.5 equiv)
se afadieron sucesivamente sobre una disoluciéon de 62 o 63 en 1,4-
dioxano anhidro (0.1 M). La mezcla se agité a 30 °C durante 2 h. A
continuacion, se afiadié una solucioén acuosa saturada de NaHCOs3 y se
extrajo con CH>Cl. La fase orgénica se seco sobre Na>SOs, se filtrd y se
evapord a presion reducida. El crudo se purific6 por columna
cromatografica (40% AcOEt/hexano), previamente empacada con gel de
silice utilizando una solucion de EtsN al 10% en AcOEt:hexano (4:6,
v:v). Los compuestos 64 y 65 se obtuvieron en un 80 y 95% de
rendimiento, respectivamente.

b) Sintesis de los hemisuccinatos de L-uridina 66 y 67

Los mondémeros 5-O-DMT 64 o 65 (1 equiv) se secaron por
evaporacion con CH2Clz y se redisolvieron en CH>Clz anhidro (0.02 M).
Sobre la mezcla se agregaron 1.5 equiv de DMAP y 1.5 equiv de
anhidrido succinico. La solucion se agito a temperatura ambiente durante
la noche. Posteriormente, la mezcla de reaccion se diluyé con CH»Cl, y
la fase organica resultante se lavo con una disolucion acuosa 0.1 M de
NaH;PO4 (pH 5), se secd sobre Na;SOs y se evapord a sequedad,
proporcionando 66 (93% de rendimiento) u 67 (91% de rendimiento).
Estos hemisuccinatos fueron utilizados directamente para la
funcionalizacién de los soportes so6lidos.
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¢) Incorporacion de 3'-O-hemisuccinatos de L-uridina 66 y 67 a un
soporte solido CPG-LCAA. Sintesis de 68 y 69

En una jeringa de polipropileno, equipada con una frita del mismo
material, se colocaron 643 mg de resina CPG-LCAA-NH> (CPG New
Jersey, 69 umol/g) (para 68) u 800 mg (para 69) y se lavaron
secuencialmente con CH>Cl> y ACN a vacio.

En un tubo Eppendorf se disolvieron 15 mg (~1 equiv) de DMAP en
100 pL o 1 ml de ACN y la solucion se afiadié gota a gota sobre 55 mg
(0.08 mmol) de 5'-O-DMT-3’-O-succinil-2'-O-metil-L-uridina (66) u 80
mg (0.11 mmol) de 5'-O-DMT-3’-O-succinil-2'-O-MOE-L-uridina (67),
permitiendo la disoluciéon completa de la muestra. En otros tubos se
disolvieron 25 mg (~1 equiv) de PhsP en 100-200 uL. de ACN, y 30 mg
o 34 mg de 2,2'-ditiobis-(5-nitropiridina) (DTNP) en una solucion de
CH2CI/ACN (3:1) (~100 pL). Ambas disoluciones se mezclaron y se
agregaron sobre las disoluciones de hemisuccinato-nucledsido. Se
obtuvo una solucién rojo anaranjado, que se afiadid sobre la resina nativa.
La reaccion se dejo durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente,
la resina se lavé abundantemente con CH>Cl, / ACN. Las etapas de
acetilacion se llevaron a cabo pasando a través del cartucho 4 mL de una
solucion de anhidrido acético, piridina y 1-metilimidazol
(AcoO/Py/NMI) (1:1:1) en THF. La carga alcanzada para la resina se
calcul6 mediante el ensayo de tritilo. Los valores de carga calculados
fueron 20 umol/g y 23 umol/g para las resinas 68 y 69, respectivamente.

3.3. Sintesis de fosforamiditos de derivados L-uridina (70 y 71). El
compuesto 64 o 65 se seco por coevaporacion con acetonitrilo anhidro y
se dejo en un liofilizador durante toda la noche. A continuacion, se
disolvié en CH,Cl, anhidro (0.1 M) y se adicion6 ‘ProNEt (3 equiv) a la
solucion. La mezcla se enfrid en un bafio de hielo y se adiciono 2-
cianoetil-V,N-diisopropilclorofosforamidito (1.5 equiv) gota a gota con
una jeringuilla. Después de la adicidn, se dejo que la reaccion alcanzase
temperatura ambiente y se agité durante 1 h adicional. La reaccion se
detuvo mediante la adicion de salmuera y se extrajo con CH2Clz. La capa
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organica se secd sobre NaxSO4 y se evapor6 a sequedad. El residuo se
purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice previamente
empaquetada con una solucion al 10% de EtsN en 20% hexano:AcOEty
eluida con 20% hexano/AcOEt, aislandose 70 (67%) o 71 (65%).

3.4. Sintesis de secuencias de oligonucledtidos ricos en G

Todas las secuencias de oligonucledtidos G-cuddruplex (ricos en G)
utilizadas en este trabajo (ver Tabla 1) fueron preparadas DMT-ON en
una escala de 1 pmol en un sintetizador automatico de ADN de Applied
Biosystems y utilizando la quimica de los fosforamiditos en fase so6lida.
Antes de la etapa de escision, los oligonucledtidos se destritilataron
utilizando una solucion de acido tricloroacético (3%) en CH2Cl.. A
continuacion, el soporte solido se trato con 1 mL de una disolucion
acuosa concentrada de amoniaco (32%) durante la noche a t.a. vy,
posteriormente, 1 h a 55 °C. Los oligonucleétidos se desalaron utilizando
un cartucho de Sephadex. La longitud y homogeneidad de los
oligonucleédtidos fueron verificadas por espectrometria de masas
MALDI-TOF (Tabla 1).

La cuantificacion y concentracion de los oligonucleotidos obtenidos
se determind mediante la relacidbn matematica existente entre su
coeficiente de extincion molar y los valores de absorbancia medidos para
cada muestra a una longitud de onda de 260 nm (Ley de Lambert-Beer).
La cantidad total de cada una de las secuencias ricas en G se dividio en
varias alicuotas de 1 OD2eo.

Finalmente, todas las muestras se llevaron hasta sequedad en vacio y
se almacenaron a -20 °C para su posterior utilizacion.

3.5. Formacion de G-cuadruplexes

Los cuatro oligonucledtidos se disolvieron en una disolucion 10 mM
de NaCl en H,O Milli-Q y se llevé a cabo el proceso de “annealing”,
calentando las muestras a 95 °C durante 5 min y enfridandose lentamente
a t.a. Los conjugados de oligonucleotidos G-cuadruplexes resultantes se
almacenaron a 4 °C.
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Por otro lado, se disolvieron otras muestras de oligonucledtidos en una
disolucion tampoén diferente (una mezcla de KH2PO4 20 mM y de KC1 70
mM en H,O Milli-Q) y se sometieron nuevamente al proceso de
annealing en las mismas condiciones anteriores. Los cuadruples
formados se almacenaron a 4 °C.

3.6. Experimentos de desnaturalizacion térmica: estudios de
temperatura de fusion y espectros de dicroismo circular (DC)

Las curvas de fusion UV de los oligonucledtidos ricos en G se
realizaron monitorizando la hipercromicidad de absorbancia a 240 nm y
260 nm. Los espectros de absorcion UV se registraron a 0.5 °C en
intervalos de 1 min, con un tiempo de equilibrio de 1 min entre cada valor
de temperatura; la muestra se calent6 en el rango de 20-80 °C. La cantidad
de oligonucleodtido en las muestras fue de alrededor de 1 ODzso. Se
permitié que cada muestra se equilibrara a la temperatura inicial durante
5 min antes de que se iniciara el experimento de fusion.

Las mediciones de dicroismo circular se registraron entre 200-320 nm
en el mismo tampoén que para las curvas de desnaturalizacion. Los
experimentos de desnaturalizacion térmica de DC se realizaron en el
rango de temperatura de 10-90 °C utilizando una velocidad de
calentamiento de 0.5 °C/min y monitorizando los valores de DC a 260 y
295 nm con una velocidad de escaneo de 100 nm / min, un tiempo de
respuesta de 4 s, un paso de datos de 0.5 nm y un ancho de banda de 1
nm.

3.7. Ensayo de desplazamiento de movilidad en electroforesis de
poliacrilamida nativa (PAGE)

Se prepar6 una electroforesis en gel nativo de poliacrilamida (PAGE)
utilizando acrilamida al 20% (v/v) en condiciones nativas. Las muestras
se disolvieron en glicerol y el gel se corrido en un tampoén TBE (1x)
(combinado con 100 mM KCIl) a 100 V durante aproximadamente 2-3 h
a una temperatura fija de 4 °C. La tincion de las bandas de
oligonucleétidos se llevo a cabo con el revelador Stains-All, preparado a
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partir de una punta de espatula del compuesto de cianina en una
disolucion del 45% de formamida en agua y siguiendo los protocolos
estandar. Los oligonucledtidos TG4T y Ts se utilizaron como secuencia
de control positiva y negativa, respectivamente. Se utilizd una solucion
que contenia azul de bromofenol y cianol de xileno como apoyo para el
seguimiento visual de la migracion de los oligonucledtidos durante el
proceso de electroforesis.

3.8. Ensayo de degradacion enzimatica

Se realizaron ensayos de degradacion enzimatica mediante analisis de
HPLC de los oligonucleotidos ricos en G.

Para ello, se disolvié una cantidad de 1 OD2so de oligonucledtido en
93 puL. de H>O, 5 pL de una soluciéon acuosa de Tris-HCI 1 M (pH 8.0) y
1 pL de una solucién acuosa 1 M de MgCla. A continuacion, se afiadio 1
uL de la fosfodiesterasa I del veneno de Crotalus adamanteus (SVP) y
las muestras se incubaron a 37 °C.

Se sacaron alicuotas de 20 pL a las 0.5, 1, 4, 8 y 24 h.
Inmediatamente, se calentaron a 85 °C durante 5 min con el fin de
desnaturalizar la enzima y detener la digestion. Las muestras se
analizaron mediante HPLC y se compararon los resultados con una
muestra control de oligonucleodtidos ricos en G, los cuales estaban
disueltos en el mismo tampon, pero sin la enzima fosfodiesterasa I.

Las condiciones de andlisis por HPLC fueron de 20 min de gradiente
lineal de 0 a 30% de tampon B. El volumen de muestra inyectado fue de
40 pL en cada caso.

4. Datos experimentales

Se muestran aqui los datos experimentales que han permitido la
caracterizacion de los compuestos sintetizados en este capitulo. La
numeracion utilizada en la asignacion de los espectros de RMN se indica

en la figura que acompafia a cada compuesto.
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Parte Experimental ----

2-Amino-B-L-arabinofurano[1°,2°:4,5]oxazolina (60)

Soélido blanco

Pi: 179-181 °C

R: 0.40 (1% NH3/MeOH)

Férmula molecular: CsHioN204

Masa molecular: 174.15 g/mol

TH-RMN (300.13 MHz, D,0): § 3.49 (dd, 1H, Hs, J=12.1, 6.9 Hz), 3.57
(dd, 1H, Hs, J = 12.1, 5.4 Hz), 3.98 (m, 1H, H4), 4.29 (dd, 1H, H3, J =
3.1, 1.0 Hz), 4.89 (dd, 1H, Hz, J=5.5, 1.0 Hz), 5.87 (d, 1H, Hi, J=5.5
Hz) ppm.

BC.RMN (75.5 MHz, D,0): 5 61.2 (Cs), 75.2 (Cs), 84.3 (Cs), 88.7 (Ca),
98.6 (C1), 164.8 (C7) ppm.

EMAR (EST*, m/z):

-Calculada para C¢éH11N204 [M+H]": 175.0713. Encontrada: 175.0718

-Calculada para CgHioN2NaOs [M+Na]™: 197.0533. Encontrada:
197.0530

-Calculada para C¢H10KN>O4 [M+K]": 213.0272. Encontrada: 213.0268
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O0** -Anhidro-L-uridina (61)

Soélido blanco

Py 237-239 °C

Ry: 0.53 (40% MeOH/CH2Cl»)
Férmula molecular: CoH;0N2Os
Masa molecular: 226.19 g/mol

IR: v 3249, 2192, 1775, 1619 cm™.

TH-RMN (300.13 MHz, D20): & 3.56 (m, 2H, Hs"), 4.40 (m, 1H, Hs),
4.67 (m, 1H, Hs'), 5.47 (d, 1H, Hy, J= 5.9 Hz), 6.19 (d, 1H, Hs, J= 7.4
Hz), 6.54 (d, 1H, Hy-, J= 5.9 Hz), 7.92 (d, 1H, He, J = 7.4 Hz) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, D;0): § 60.9 (Cs’), 75.5 (Cs'), 89.6 (C2), 89.8
(C4), 91.0 (Cr), 108.7 (Cs), 138.4 (Cs), 161.2 (C2), 175.7 (C4) ppm.

EMAR (EST*, m/z):

-Calculada para CoH11N2Os [M+H]": 227.0662. Encontrada: 227.0658
-Calculada para CoHioNoNaOs [M+Na]": 249.0482. Encontrada:

249.0477

-Calculada para CoH10KN>Os [M+K]": 265.0221. Encontrada: 265.0216
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2’-0-Metil-L-uridina (62)

Sélido blanco
Pr: 156-158 °C
Rt 0.77 (30% MeOH/CH,Cl,)

Férmula molecular: C10H14N20g
Masa molecular: 258.23 g/mol
IR: v 3232, 3005, 2990, 1649 cm!.

'TH-RMN (300.13 MHz, D20): & 3.50 (s, 3H, O-Me), 3.79 (dd, 1H, Hs,
J=12.9,4.3 Hz),3.91 (dd, 1H, Hs, J=12.8, 2.8 Hz), 4.04 (dd, 1H, H>,
J=5.2,4.0Hz),4.09 (ddd, 1H, Hy, J=6.3,4.2,3.0 Hz), 4.32 (t, 1H, Hs",
J=5.7Hz), 588 (d, 1H, Hs, J = 8.1 Hz), 5.96 (d, 1H, Hr, J= 3.9 Hz),
7.89 (d, 1H, He, J = 8.1 Hz) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, D,0): & 58.2 (CHs), 60.4 (Cs), 68.1 (Cs"), 82.6
(C2), 84.2 (Cy), 87.6 (Cr’), 102.2 (Cs), 141.7 (Cs), 151.4 (Ca), 166.1 (Cs)

ppm.
EMAR (EST*, m/z):

-Calculada para C1oH1sN2Og [M+H]"™: 259.0925. Encontrada: 259.0928
-Calculada para CioHi4sN2NaOs [M+Na]™: 281.0744. Encontrada:
281.0747

-Calculada para C10H14KN>Os [M+K]": 297.0483. Encontrada: 297.0486
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2’-0-(2-Metoxietil)-L-uridina (63)

Sélido blanco
Ps: 116-118 °C
Rt 0.77 (30% MeOH/CH,Cl,)

Férmula molecular: C12H1sN20O7
Masa molecular: 302.28 g/mol
IR: v 3235, 3005, 2990, 1647 cm'1

1H-RMN (300.13 MHz, DMSO-ds): 6 3.22 (s, 3H, O-Me), 3.44 (t, 2H,
Hy», J=4.8 Hz), 3.62 (m, 4H, Hs + Hi»), 3.85 (q, 1H, Hs, J= 3.1 Hz),
3.94 (t, 1H, H2>:, J = 5.0 Hz), 4.09 (q, 1H, H3*, J=5.0 Hz), 5.06 (d, 1H,
OHs, J=5.7Hz), 5.16 (t, 1H, OHs", J= 5.0 Hz), 5.65 (d, 1H, Hs, J=8.1
Hz), 5.84 (d, 1H, Hr», J=5.1 Hz), 7.92 (d, 1H, He, J= 8.1 Hz), 11.35 (sa,
1H, NH) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, DMSO-ds): 5 58.1 (CHs), 60.6 (Cs’), 68.4 (Cs),
69.0 (C1), 71.2 (C2), 81.4 (C2), 85.1 (Cs'), 86.2 (C1), 101.8 (Cs), 140.5
(Cs), 150.6 (C2), 163.2 (C4) ppm.

EMAR (EST*, m/z):

-Calculada para C12H19N2O7 [M+H]": 303.1187. Encontrada: 303.1190
-Calculada para Ci2HisN2NaO7; [M+Na]™: 325.1006. Encontrada:
325.0997

-Calculada para C12HsKN>O7 [M+K]": 341.0746. Encontrada: 341.0736

281
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5’-0-(4,4’-Dimetoxitritil)-2’-0-metil-L-uridina (64)

Sélido blanco
P¢: descompone a partir de 97 °C

Ry: 0.44 (5% MeOH/CH,Cl)

Férmula y masa moleculares: C31H32N20g y 560.59 g/mol
IR: v 3326, 3010, 2990, 1643, 1520 cm™.

TH-RMN (300.13 MHz, CDCl5): 6 3.54 (m, 2H, Hs"), 3.64 (s, 3H, O-Me),
3.73 (m, 1H, Hy"), 3.76 (s, 6H, Me-DMT), 3.99 (d, 1H, Hs, J= 7.9 Hz),
4.47 (dd, 1H, Hy, J=17.7, 5.5 Hz), 5.27 (d, 1H, Hs, J= 8.2 Hz), 5.96 (s,
1H, Hy), 6.84 (d, 4H, H,, J = 8.8 Hz), 7.28 (m, 7H, Hc + Hq + Hy), 7.38
(d, 2H, Hy, J= 7.5 Hz), 8.03 (d, 1H, He, J = 8.1 Hz) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CDCls): & 55.4 (2 O-CHs, DMT), 58.9 (O-CHs),
61.3 (Cs'), 68.5 (Cs'), 83.4 (Cs'), 84.2 (C2°), 87.15 (C1-), 87.24 (C7), 102.3
(Cs), 113.4 (4Cy), 127.3, 128.2, 128.3, 130.25, 130.34 (2Cy + 2Cc + Cy +
4Cy), 135.2 (Co), 135.4 (Co), 140.2 (Cs), 144.5 (Ca), 150.2 (Ca), 158.8
(Ch), 158.9 (Ch), 163.3 (C4) ppm.

EMAR (EST*, m/z):

-Calculada para C31H33N20s [M+H]": 561.2231. Encontrada: 561.2210
-Calculada para C31H3N2NaOg [M+Na]™: 583.2051. Encontrada:
583.2028

-Calculada para C31H3KN20g [M+K]": 599.1790. Encontrada: 599.1765
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‘ 5’-0-(4,4’-Dimetoxitritil)-2’-0-(2-metoxietil)-L-uridina (65)

Sélido blanco
P¢: descompone a partir de 30 °C

Ry: 0.67 (10% MeOH/CH,Cl,)

Férmula y masa moleculares: C33H3sN209 y 604.65 g/mol
IR: v 3330, 3010, 2990, 1647, 1521 cm™.

TH-RMN (300.13 MHz, CDCl5): 6 3.38 (s, 3H, O-Me), 3.52 (m, 2H, Hs),
3.59 (m, 2H, H»»), 3.78 (m, 1H, Hi~), 3.80 (s, 6H, Me-DMT), 4.01 (dd,
1H, Hy, J= 5.0, 2.5 Hz), 4.09 (m, 2H, H;» + Hs"), 4.44 (t, 1H, H3,, J =
5.7 Hz), 5.28 (d, 1H, Hs, J= 8.2 Hz), 5.95 (d, 1H, Hy», /= 2.4 Hz), 6.84
(m, 4H, Hy), 7.17 (m, 2H, Hc), 7.28 (m, 5H, Hq + Hy), 7.38 (m, 2H, Hy),
7.97 (d, 1H, He, J = 8.2 Hz) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CDCls): & 55.4 (2 O-CHs, DMT), 59.0 (O-CH,
MOE), 61.7 (Cs’), 68.9 (C3), 70.4 (C1), 71.8 (C2), 83.3 (C2), 83.5 (Cx),
87.1 (C7), 87.9 (C1-), 102.2 (Cs), 113.2, 113.4 (4C,), 127.2, 127.9, 128.1,
128.3,129.3, 130.2, 130.3 (2Cp + 2C. + Ca + 4Cy), 135.2 (Ce), 135.5 (Co),
140.2 (Cs), 144.5 (C,), 150.4 (C2), 158.77 (Ch), 158.80 (Ch), 163.6 (C4)

EMAR (EST*, m/z):

-Calculada para C33H37N209 [M+H]": 605.2494. Encontrada: 605.2489
-Calculada para Cs3H3sN2NaOg [M+Na]™: 627.2313. Encontrada:
627.2310

-Calculada para C33H3sKN>O9 [M+K]": 643.2052. Encontrada: 643.2049
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5’-0-(4,4’-Dimetoxitritil)-3’-O-succinil-2’-0-metil-L-uridina (66)

Sélido blanco

Férmula y masa moleculares: C3sH3sN2O1oy 644.67 g/mol

TH-NMR (300.13 MHz, MeOD-ds): & 2.62 (m, 4H, H;» + Hy), 3.45 (s,
3H, O-Me), 3.51 (m, 2H, Hs), 3.79 (s, 6H, Me-DMT), 4.14, 423 (2m,
2H, Hy + Hy), 5.30 (d, 1H, Hs, J = 8.1 Hz), 5.32 (m, 1H, H3), 5.94 (m,
1H, Hy'), 6.89 (d, 4H, Harom, J = 8.9 Hz), 7.32 (m, 7H, Harom), 7,41 (m,
2H, Harom), 7.93 (d, 1H, He, J= 8.1 Hz) ppm.
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5’-0-(4,4’-Dimetoxitritil)-3’-0-succinil-2’-0-(2-metoxietil)-L-
uridina (67)

Sélido blanco
R¢: 0.38 (10% MeOH/CH,Cl,)

Férmula y masa moleculares: C43HssN3O12 y 805.92 g/mol

'H-NMR (300.13 MHz, CDCL): § 1.18 (t, 9H, Me-Et:N, J=7.3 Hz),
2.55,2.68 (2m, 4H, H,» + Ha), 2.93 (q, 6H, CH>-EtN, J = 7.3 Hz),
3.29 (s, 3H, O-Me), 3.47 (m, 4H, 2Hs + 2Hy»), 3.68 (m, 1H, H,»),
3.78 (s, 6H, Me-DMT), 3.83 (m, 1H, H;~), 4.27 (m, 1H, Hy), 4.34 (t,
1H, Hy, J = 4.6 Hz), 5.29 (d, 1H, Hs, J = 7.7 Hz), 5.30 (m, 1H, Hy),
6.00 (d, 1H, Hy, J = 4.1 Hz), 6.83 (d, 4H, Hurom, J = 7.7 Hz), 7.25,
7,34 (2m, 9H, Hurom), 7.86 (d, 1H, He, J = 8.2 Hz) ppm;

13C-NMR (75.5 MHz, CDCLs): & 8.8 (3 CHs, Et:N), 30.4, 31.4 (C;
+ Cy),44.9 (3 N-CH,, Et:N), 55.4 (2 O-CHs, DMT), 59.1 (O-CHs,
MOE), 62.1 (Cs"), 70.4 (Cx), 70.6 (Ci-), 72.3 (C2-), 81.3, 81.4 (Co +
Cy), 87.4 (C7), 87.6 (Cr), 102.3 (Cs), 113.4, 127.3, 128.16, 128.22,
130.2, 130.3 (2Cp + 2Cc + Cq + 4Cs + 4Cy), 135.1 (Ce), 135.3 (Co),
140.3 (Ce), 144.3 (Cy), 150.4 (C2), 158.8 (2Ch), 163.4 (Cy), 172.9
(C=0), 177.3 (C=0) ppm.
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3'-(2-Cianoetil-N, N-diisopropilfosforamiditil)-5'-0-(4,4'-
dimetoxitritilo)-2’-O-metil-L-uridina (70)

Sélido blanco

Ry: 0.61 y 0.68 (20% Hexano/AcOEt)

Férmula y masa moleculares: C40H49N4O9P y 760.32 g/mol
SP-RMN (121.5 MHz, CDCl;3): 8 150.39 y 150.90 ppm
HRMS (ESI*, m/z):

-Calculada para CsoHsoNsOoP [M+H]": 761.3310. Encontrada:
761.3307

-Calculada para CsoHs9NsNaOoP [M+Na]*: 783.3129. Encontrada:
783.3122
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3'-(2-Cianoetil-N, N-diisopropilfosforamiditil)-5'-0-(4,4'-
dimetoxitritilo)-2'-0-(2-metoxietil)-L-uridina (71)

Soélido blanco

R¢: 0.44 y 0.53 (20% Hexano/AcOEt)

SP-RMN (121.5 MHz, CDCl3): 8 150.15 y 150.21 ppm
Férmula y masa moleculares: C42Hs3N4O1oP y 804.35 g/mol
HRMS (ESI*, m/z):

-Calculada para CsHsaN4O10P [M+H]": 805.3572. Encontrada:
805.3568

-Calculada para C4Hs3NasNaOioP [M+Na]™: 827.3392. Encontrada:
827.3384

-Calculada para CsHs3KN4O10P [M+K]+: 843.3131. Encontrada:
843.3131
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