Capitol 1. Sintesi de conjugats acridina-oligonucleotid

1. SINTESI DE CONJUGATS  ACRIDINA-
OLIGONUCLEOTID

1.1 Introduccio

1.1.1 Objectius

En els darrers anys, un gran nombre de molécules han estat descrites per la
seva capacitat d’inhibir la telomerasa via estabilitzacié d’estructures quadruplex de G
als extrems telomeérics'. D’entre aquestes cal destacar alguns derivats d’acridines?,
antraquinones®* i fluorenones®. Un dels principals inconvenients que presenten la
majoria d’aquestes molécules per tal de poder ser utilitzades en un futur com a
farmacs anticancerigens, és una elevada citotoxicitat inespecifica. Aquesta és deguda,
en gran part, a la interaccié amb el DNA doble cadena present al llarg del cromosoma®.
En aquest context s’ha pensat en intentar minimitzar aquesta toxicitat mitjancant la
conjugacio6 d’aquestes molécules a oligonucledtids de seqiéncia complementaria bé al
telomer o bé a 'RNA de la telomerasa. D’aquesta manera, és d’esperar que
I'oligonucleotid del conjugat s’hibridi amb la seva cadena complementaria, situada als
telomers o a la telomerasa, dirigint aixi la part aromatica als extrems cromosomics.
Aquest fet comportaria una disminucié de la interaccié d’aquest sistema aromatic amb
el B-DNA present en altres zones del genoma, cosa que resultaria en una menor
citotoxicitat. A la figura 1.1 es mostra esquematicament la interaccié d’un conjugat
d’aquest tipus amb I'extrem d’un telomer. En ella es pot observar la zona monocadena
del telomer estructurada en forma de quadruplex de G. El sistema aromatic (groc)
interacciona amb aquesta estructura secundaria, mentre que la part oligonucleotidica
del conjugat (verd) es troba formant una doble cadena amb la seva seqliéncia
complementaria.
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Figura 1.1 — Esquema de la interacci6 d’un conjugat amb I'extrem monocadena del telomer.

En un primer moment, s’ha hagut de decidir de quina familia de compostos es
volen obtenir els conjugats. Per tal de prendre aquesta decisid, s’ha tingut en compte
basicament els resultats dels estudis d’inhibicié de la telomerasa realitzats i publicats a
la literatura®. Aixi doncs, s’han escollit les acridines, ja que al moment de comencar
aquesta tesi alguns derivats acridinics apareixien entre els inhibidors més potents de la
telomerasa. Hi ha forca estudis on s’evidencia una forta interaccié dels sistemes
acridinics amb estructures quadruplex de G’, aixi com també estudis de modelat
molecular on s’intenta explicar el perqué d’aquesta forta interaccié®. Sembla ser que la
preséncia del nitrogen de l'anell heteroaromatic és forga important en aquest sentit.
Aquest té un pKa al voltant de 9 a la proflavina (3,6,-diaminoacridina), per tant, és
d’esperar que en el pH fisioldgic es trobi protonat. La protonacié d’aquest nitrogen el
faria electrodeficient afavorint-se aixi la interaccié del sistema tant amb els carbonils de
les tétrades, com amb els grups fosfats dels loops.

L’objectiu plantejat en aquesta primera part de la tesi ha estat desenvolupar
una metodologia sintética general i versatil per tal d’obtenir conjugats acridina-
oligonucledtid. En aquest sentit, s’ha proposat desenvolupar un métode general que
permeti en un futur obtenir conjugats d’altres families de molécules, com ara les
antraquinones o les fluorenones. Tanmateix, versatil fa referéncia al fet que el métode
a desenvolupar no només ha de permetre obtenir els conjugats desitjats amb un
rendiment acceptable, sin6 també introduir diversitat estructural en diferents punts a
llarg de la sintesi, de manera que permeti sintetitzar gran quantitat de conjugats
diferents mitjangant la simple introduccié de reactius diferents en certes etapes.

Conjuntament amb el desenvolupament del métode sintétic, un segon objectiu
ha estat I'obtencié d’'una primera familia de conjugats acridina-oligonucleotid per tal de
posteriorment avaluar-ne les seves capacitats, tant d’interacci6 amb estructures
quadruplex de G, com d’inhibicié de la telomerasa.
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1.1.2 Conjugats acridina-oligonucleotid a la literatura

La conjugacio d’oligonucledtids a altres tipus de molécules és un camp que ha
despertat forga interés en els ultims anys. En aquest sentit, a una cadena nucleotidica
s’hi han arribat a unir una gran varietat de molécules, que van des de péptids® fins a
fulerens'®.

Respecte als derivats acridinics, a la literatura hi ha descrita la sintesi d’'uns
quants conjugats acridina-oligonucleotid'"'?13
fins i tot acridina-péptid'”'® o acridina-lligand de solc menor'. En el cas dels conjugats
amb oligonucledtids, la part acridinica s’incorpora tant al mig de la cadena nucleotidica
com a qualsevol dels extrems, utilitzant en la majoria de casos la quimica del fosfit

, aixi com també acridina-PNA™® o

triester, habitual en sintesi d’oligonucleotids. Aixi, els monomers acridinics que s’usen
s6n basicament fosforamidits, perd també altres derivats del sistema acridinic. La gran
majoria dels derivats utilitzats, no obstant, sén comercials i presenten el mateix patroé
de substitucié de I'anell acridinic: un grup metoxi a la posicié 2 i un atom de clor a la 6
(fig. 1.2). Aquests tipus de mondomers, perd, no son utils pel tipus de conjugats que
s’han plantejat sintetitzar en aquest treball. L’objectiu final que es persegueix amb
'obtencié dels conjugats és dotar de selectivitat certes acridines que han estat
descrites a la literatura per la seva forta interaccio amb els quadruplex de G. Aixi
doncs, una part important del treball ha recaigut en el disseny estructural de la part
acridinica que s’incorporara a la cadena nucleotidica.

RGOS ROOS
7 OMe ODMT = OMe
X\/\/\/NH inzN NH

X: Br, OH

Figura 1.2 - Derivats acridinics comercials usats en la sintesi d’alguns conjugats
acridina-oligonucleotid.

1.1.3 Disseny dels conjugats

D’acord amb els objectius plantejats, s’obre un ventall enorme de possibilitats,
ja sigui de molécules a sintetitzar com d’estratégies sintetiques a seguir. Aixi doncs,
primerament s’ha plantejat com han de ser estructuralment els conjugats que es volen
obtenir. S’ha decidit que el conjugat ha d’estar format per tres blocs basics: la part
aromatica (que interaccionara amb els quadruplex), la part oligonucleotidica (que
s’hibridara amb la seqiiéncia complementaria) i un espaiador (que permetra unié de la
les dues parts ja mencionades). A la figura 1.3 es mostra un esquema de I'esquelet
dels conjugats que es volen obtenir.
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Figura 1.3 - Esquelet dels conjugats desitjats.

El primer que ha calgut fer, ha estat decidir quins tipus de derivats acridinics
s’utilitzaran. En aquest context, ja que la finalitat és la d’intentar dotar de selectivitat
certes acridines que estabilitzen estructures quadruplex de G, s’ha considerat
convenient I'Us de derivats acridinics estructuralment tan similars com sigui possible
als ja descrits i avaluats. En tots els casos, pero, les molécules descrites sén derivats
simétricament diacilats de la proflavina que contenen dos grup amino terciaris. A la
figura 1.4 es mostren algunes de les acridines descrites amb els seus valors d’ICs
(uM) corresponents.
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Figura 1.4 - Derivats acridinics descrits com a inhibidors de la telomerasa amb el seu valor d’ICsq (1M).

S’han trobat diversos estudis a la literatura on es posen de manifest les
caracteristiques estructurals optimes d’aquesta classe de compostos. Aixi, es postula
que la distancia optima entre els grups amino terminal i els carbonils units a I'anell
acridinic és la de dos metilens. A més a més és important el fet que 'amina terminal
sigui terciaria i ciclica (preferiblement anells de 5 o 6 baules). Tenint aquestes
caracteristiques en compte en el disseny dels conjugats, s’ha decidit que la part
acridinica compleixi tants requisits d’aquests com sigui possible. Més concretament, el
bra¢ que no estara conjugat a l'oligonucleotid (R, vegeu fig. 1.3) haura de ser idéntic a
algun dels ja descrits (fig. 1.4). Referent a I'altre brag (R’), resulta evident que s’hauran
d’introduir modificacions per tal d’unir-lo covalentment a l'oligonucleotid. En aquest
cas, l'estructura vindra determinada per l'estratégia de conjugacié. S’intentara, no
obstant, que aquest bra¢ compleixi varies de les caracteristiques mencionades
anteriorment.

Un cop decidits els trets estructurals fonamentals de la part acridinica del
conjugat, s’ha de decidir a quina posicid de I'oligonucledtid (5’ o 3’) s’unira, aixi com
també la naturalesa de I'espaiador a utilitzar. Inicialment, s’ha decidit unir I'acridina a
'extrem 5 de la cadena oligonucleotidica. Habitualment, en la sintesi estandard
d’oligonucleotids en fase solida, I'elongacié de la cadena oligonucleotidica es du a
terme en la direccié 3’ — 5’, introduint-se en cada etapa un nou nucleoétid a I'extrem 5.
L’acoblament del nucledsid en questido té lloc mitjangant la reaccié del seu 3
fosforamidit sobre I'hidroxil 5 lliure de la cadena oligonucleotidica en creixement
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ancorada sobre el suport solid. Aquest tipus de reaccié esta molt optimitzada pels
derivats nucleosidics habituals, presentant rendiments gairebé quantitatius. Aixi, i
seguint el procediment estandard de sintesi d’oligonucleotids en fase sdlida, s’ha
pensat que el derivat acridinic es podria introduir com a ultim pas en la sintesi, just
abans que tingui lloc el desancoratge de I'oligonucledtid del suport solid. Per dur a
terme la reaccié de conjugacio, doncs, sera necessaria I'obtencié del fosforamidit d’'un
derivat acridinic (fig. 1.5).

N
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RHN N NHw~

Figura 1.5 — Esquema d’obtencié d’un fosforamidit d’un derivat acridinic per tal d’incorporar-lo a
una cadena oligonucleotidica.
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Referent a la naturalesa de l'espaiador, aquesta estratégia és plenament
compatible amb I'is d’'un derivat d’'un diol préviament protegit en un dels hidroxils i
fosfitilat en l'altre. D’aquesta manera, s’ha pensat en introduir I'espaiador mitjancant la
quimica habitual dels oligonucledtids just abans d’unir el derivat acridinic (fig. 1.6). Ja
que la missié de I'espaiador és basicament la de distanciar prudencialment el derivat
acridinic de la cadena nucleotidica, s’ha pensat en utilitzar diols lineals, ja siguin
completament alifatics o bé derivats de polietilenglicol.

DMTO~~0O— ﬁ’* (0]

1. Oxidacio

2. Eliminacié grup DMT

Figura 1.6 — Esquema d’introduccio de I'espaiador un cop sintetitzada la cadena nucleotidica i abans
d’introduir el derivat acridinic.
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En resum, aquesta estratégia sintética d’obtencié de conjugats no només és
compatible amb la quimica i I'estabilitat dels oligonucleotids, siné que a més a més, els
diferents blocs basics (oligonucleotid, espaiador i part aromatica) es van incorporant
sequencialment. Aixi, es podra introduir diversitat estructural a diferents nivells
simplement variant les sequéncies oligonucleotidiques sintetitzades o introduint
espaiadors o derivats acridinics diferents. Aixd0 ens permetra obtenir una familia de
conjugats estructuralment forca diversos utilitzant la mateixa ruta sintética. A més a
més, el fet que la introduccié de l'acridina tingui lloc com a ultim pas i amb
I'oligonucledtid encara ancorat sobre el suport solid, facilitara la purificacié final del
conjugat obtingut. A la figura 1.7 es mostra esquematicament com seran els conjugats
obtinguts.

X
\ 0 0

NH~0~F-0~~0-P-0—oligonucledtid —oH
o o

Figura 1.7 - Estructura esquematica dels conjugats desitjats.

1.2 Sintesi d’un derivat fosforamidit d’acridina

Un cop establertes les bases sobre les caracteristiques generals del métode
sintétic a desenvolupar (ja siguin referents a I'estructura dels conjugats o a 'esquema
sintétic a seguir), s’ha comencgat abordant la sintesi d’un primer derivat acridinic. Com
s’ha comentat anteriorment, aquest ha de contenir, per una banda un bra¢ dels
descrits ja a la literatura, i per I'altra, un grup hidroxil lliure. A partir d’aqui, s’haura de
dur a terme la fosfitilacié d’aquest hidroxil per tal de poder incorporar-lo com un
nucledsid més en l'ultim pas de la sintesi. La primera molécula que s’ha plantejat
sintetitzar ha estat I'acridina A5 (fig. 1.8).

i g
O/\)LH N/ ”MOH
A5

Figura 1.8 - Derivat acridinic que s’ha plantejat obtenir.

1.2.1 Intents d’obtenir el derivat 3-(4-hidroxibutiramido)-6-(3-
N-piperidinopropionamido)acridina A5

La sintesi d’aquest derivat sembla accessible a través de poques etapes partint
de la proflavina. L’analisi retrosintétic proposat ha estat el seglent:

42



Capitol 1. Sintesi de conjugats acridina-oligonucleotid
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Figura 1.9 - Esquema retrosintetic proposat per a I'obtencié del derivat acridinic A5 (PG: grup
protector).

QN

Com es pot observar, l'intermedi clau és el derivat monoacilat de la proflavina
A3. A partir d’aqui, la reaccié de I'acid 4-hidroxibutiric degudament protegit amb el
grup amino lliure de I'anell acridinic ha de permetre obtenir el derivat acridinic AS.

1.2.1.1 Sintesi del derivat 3-(3-N-piperidinopropionamido)-6-amino-
acridina A3

1.21.11 Assaigs de monoacilacié de la proflavina per reaccié amb un
clorur d’acid

Per tal d’obtenir I'intermedi monoacilat A3 s’ha planejat una ruta sintética
basada en el métode descrit a la literatura pel grup del Prof. Neidle per a la sintesi dels
compostos acridinics diacilats®. Evidentment, s’hi han hagut d’introduir modificacions
per tal d’evitar la diacilacié de la proflavina. Aquesta ruta es mostra esquematitzada a
la figura 1.10.
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Figura 1.10 - Ruta sintética proposada per a I'obtencié del derivat monoacilat A3.

La sintesi té lloc en dues etapes: primerament l'acilaci6 de només un dels
grups amino de la proflavina amb el clorur de I'acid 3-cloropropionic, i posteriorment la
substitucio del clor per la piperidina. Com a producte de partida s’utilitza la proflavina,
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la qual es pot obtenir facilment a partir de qualsevol de les seves sals comercials
(hemisulfat o hidroclorur). El pas previ a I'acilacié, doncs, és l'alliberament de la base a
partir de la seva sal (fig. 1.11).

X NH; (33%) / Hy0 X
P - 1/2 H,pS0, - P
HoN N NH, H,N N NH,
A1

Rdt.=85%

Figura 1.11 — Reacci6 d’alliberament de la proflavina a partir del seu hemisulfat.

La reaccid s’ha dut a terme tal i com es troba descrita a la literatura®,
addicionant NH; (33%) a una dissolucié aquosa d’hemisulfat de proflavina, i obtenint-
se el producte desitjat per precipitacio.

L’'obtencié de derivats diacilats de la proflavina esta descrita a la literatura
emprant el mateix clorur d’acid com a dissolvent i mantenint un reflux de 3 hores. No
obstant, com que aquestes condicions semblen massa drastiques per tal d’obtenir el
derivat monoacilat A2, primerament s’ha intentat utilitzar algun dissolvent que no fos el
mateix reactiu. Per tal d’intentar acilar selectivament només un dels dos grups amino
també s‘ha reduit, no només I'excés de clorur d’acid, siné també la temperatura a la
qual té lloc la reacci6. A la seglent taula es resumeixen les diferents condicions
assajades per tal d’obtenir A2 seguint 'esquema mostrat a la figura 1.10.

Assaigs Clorur d’acid Condicions de reaccio Rdt. A2
A 1 eq. acetona, t.a., 1 nit 10%
B 1.5 eq. acetona, t.a., 3 dies 15%
C 2 eq. acetona, t.a., 5 dies 12%
D 2 eq. acetona, reflux, 5 dies 12%
E 1.2 eq. DIEA (2.2 eq.), acetona, t.a., 3 dies Mescla de productes
F 1.2 eq. DIEA (2.2 eq.), acetona, reflux, 3 dies  Mescla de productes
G 1.2 eq. DMF, reflux, 2 hores Mescla de productes
H >100 eq. t.a., 6 hores <5%

Taula 1.1 - Condicions assajades per tal d’obtenir el derivat monoacilat de la proflavina A2.

Després de realitzar els primers assaigs (condicions A-D) utilitzant acetona com
a dissolvent, s’ha pensat que el baix rendiment obtingut podia ser degut a la protonacié
del nitrogen central de la proflavina en les condicions de reacci6. Aquest fet
comportaria que els grups amino exociclics esdevinguessin menys reactius. Es per
aixd que s’ha assajat la reaccidé en condicions similars, perd addicionant DIEA com a
base per tal de neutralitzar I'acid clorhidric generat en la reaccié d’acilacié (condicions
E i F). De totes maneres, el rendiment de la reaccié no ha millorat. Tot al contrari, ja
que en aquestes condicions la purificacié ha estat encara més complicada, sense
poder-se aillar I'intermedi A2 amb la puresa desitjada.

Per tal d’intentar millorar els resultats obtinguts en els primers assaigs, s’ha
pensat en un canvi de dissolvent. La insolubilitat que presenten aquests compostos en
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la majoria de dissolvents habituals, perd, ha permés dur a terme assaigs només en
DMF (condicions G). El que s’ha obtingut en aquest cas ha estat una mescla
intractable. Finalment, s’ha assajat la reaccié de la proflavina amb el clorur d’acid
usant aquest mateix com a dissolvent, perd mantenint la reaccié a temperatura
ambient (condicions H), per tal d’intentar evitar la diacilacié. Aquest cop la purificacio
no ha presentat tants problemes, perd el que s’ha obtingut molt majoritariament ha
estat proflavina inalterada i el producte resultat de la diacilacio, amb un rendiment del
derivat desitjat inferior al 5%.

Aixi doncs, només en les condicions A-D ha estat possible aillar el producte
desitjat A2, per bé que els rendiments han estat molt baixos i la puresa amb la que
s’ha pogut obtenir, després de tedioses i laborioses purificacions, no sempre ha estat
la desitjada. Cal destacar que el derivat monoacilat A2 en dissolucié descomposa al
llarg del temps en diversos productes, cosa que dificulta encara més la seva
purificacio.

Analitzant els resultats obtinguts, cal destacar, per una banda la dificultat de fer
reaccionar selectivament només un dels dos grups amino de la proflavina, i per l'altra,
la dificultat que presenta la manipulacié d’aquests productes. Totes les reaccions han
estat seguides per CCF utilitzant diferents eluents i revelant les plaques a A=365 nm
per tal d’'observar la fluorescéncia del croméfor acridinic. El que s’ha observat en la
majoria dels casos (excepte en les condicions H) és tot un reguitzell de taques
allargades i poc definides que han fet molt dificil el control de la reacci6. Aquest
cromofor és molt sensible, i petites impureses s’observen intensament, de manera que
la interpretacio de la CCF esdevé desesperant. Aquest fet ha dut molts problemes en
les purificacions per cromatografia en columna dels productes obtinguts.

La seglent reaccié consisteix en la substitucié del clor per la piperidina. Per a
dur a terme aquesta reaccid, s’ha emprat EtOH com a dissolvent i un excés de
piperidina (6 eq.) per tal d’assegurar la conversio total (fig. 1.12). En la literatura es
descriu I'is de Kl en quantitats catalitiques en aquesta transformacio. Aixi, s’ha dut a
terme la reaccié en preséncia i en abséncia de Kl, sense observar-se cap canvi
rellevant entre ambdds assaigs, de manera que s’ha optat per prescindir-ne d’ara en
endavant.

X
0 = : > ) o)
/\)k ‘ / i e ! EtOH= /\A ‘ /
cl N N NH, N N N NH,
H A2 A3

reflux, 2h
Rdt.=70%

Figura 1.12 - Reaccié de substitucié del clor per I'anell de piperidina.

Aquesta reaccio és rapida i en 2 hores s’ha obtingut el producte desitjat amb un
rendiment del 70%. En resum, es pot concloure que seguint 'esquema proposat (fig.
1.10) és possible obtenir el derivat desitjat A3, per bé que les purificacions dels
productes son extremadament costoses i el rendiment global des de la proflavina A1
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és forca baix (<10 %). Com que aquest producte sembla que pot ser I'intermedi clau a
partir del qual obtenir diferents derivats que continguin un hidroxil lliure, s’ha intentat
buscar rutes alternatives per tal d’obtenir-lo amb millors rendiments. Paral-lelament,
també s’ha continuat endavant amb la sintesi plantejada assajant la reaccié d’acilacié
de l'altre grup amino exociclic amb I'acid 4-hidroxibutiric per tal d’obtenir el derivat A5.

1.21.1.2 Intents d’hidrolisi parcial de la 3,6-bis(3-N-piperidino-
propionamido)acridina A7

Com a via alternativa per obtenir l'intermedi A3 amb millor rendiment, s’ha
pensat en la possibilitat d’'una hidrolisi parcial del derivat acridinic A7, la sintesi del
qual esta descrita a la literatura amb molt bons rendiments (fig. 1.13).

o
~ L ~
H,oN N NH, CI/\AN N NMQ
Al H A6 H

Rdt.=90%

HN: > EtOH, reflux, 2h
Rdt.=43%

L S0, Jopel
/ - /
N/\)LN N NH, N/\)LN N NMN
H A3 H A7 H

H,O / acetona

Figura 1.13 — Intent d’ obtenir I'acridina A3 mitjangant una hidrolisi parcial del derivat diacilat A7.

Partint de la proflavina A1, es du a terme l'acilacido dels dos grups amino
exociclics amb el clorur de I'acid 3-cloropropionic usant aquest mateix reactiu com a
dissolvent i mantenint un reflux de 2 hores. Un cop obtingut I'intermedi diacilat A6, la
substitucio dels clors per la piperidina té lloc en un reflux d’EtOH. Ambdues reaccions
han presentat bons rendiments i ambdds productes s’han pogut purificar per
recristal-litzacié en mescles DMF/EtOH.

Un cop obtingut el derivat A7, s’ha assajat la reaccio d’hidrolisi parcial d’aquest
amb LiOH en una mescla H,O/acetona. Aquesta s’ha dut a terme usant 1i 1.5 eq. de
LiOH respectivament i seguint les reaccions per CCF. Aquestes condicions han estat
descrites amb éxit en el nostre grup en reaccions similars d’hidrolisi parcial de
diamides?'. En cap d’ambdues proves, perd, no s’ha observat cap transformacio, de
manera que s’ha descartat aquest meétode i s’ha continuat buscant altres rutes
alternatives.
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1.2.1.1.3 Sintesi del derivat monoacilat A3 en fase solida

Fent una ullada als resultats obtinguts fins al moment, es pot concloure que els
grups amino de la proflavina sén molt poc reactius, segurament degut a la
deslocalitzacié del parell d’electrons no enllacant a través del sistema aromatic. Aixi
doncs, per tal que reaccionin és necessari forgar les condicions (excés de reactiu i/o
temperatures elevades), de manera que és molt dificil fer reaccionar selectivament
nomeés un dels dos grups per tal de trencar la simetria de la proflavina i obtenir derivats
monoacilats. A més a més, s’ha observat que la manipulacié d’aquests derivats
acridinics és forca dificil en les condicions habituals utilitzades en sintesi organica
classica:

. La majoria dels derivats no sén gaire solubles en la majoria de dissolvents
organics habituals, fent dificil el control de la relacié estequiométrica entre
el derivat acridinic i el reactiu en questio.

° Les purificacions per cromatografia en columna de silica son tedioses i no
sempre s’aconsegueix el producte amb la puresa desitjada.

° L’analisi rutinaria dels productes per CCF és extremadament complexa, ja
que s’observen multiples taques fluorescents dificils d’'interpretar.

Es per aixd que s’ha plantejat un nou esquema d’obtencié de l'intermedi A3
treballant en fase solida. La resina escollida ha estat la funcionalitzada amb el grup
cloro-tritil (fig. 1.14), ja que permet I'ancoratge de nucledfils i el desancoratge es duu a
terme en condicions acides suaus (TFA 5% en DCM), en les quals els derivats
acridinics sbén estables. Aquesta nova estratégia presenta, a priori, dues grans
avantatges respecte la sintesi en solucid. La primera és que si s’aconsegueix tenir la
proflavina unida al suport solid per un dels grups amino, llavors, es poden forcar les
condicions de reaccié per tal d’acilar l'altre, obtenint com a resultat el derivat
monoacilat. La segona gran avantatge és I'eliminacié d’etapes de purificacid, que per
aquests productes son extremadament costoses.

CIC| Q 9
g

Figura 1.14 - Resina cloro-triril.

L’esquema sintétic proposat es mostra a la figura 1.15. Primerament, s’ha dut a
terme lI'ancoratge de la proflavina sobre la resina, que té una funcionalitzaci6 inicial
d'1.6 mmol/g. Seguidament, un tractament amb una mescla MeOH/DIEA permet
bloguejar les posicions de la resina que no han reaccionat mitjangant la formacié d’'un
éter metilic, i aixi evitar possibles interferéncies en les reaccions posteriors. A partir

47



Capitol 1. Sintesi de conjugats acridina-oligonucleotid

d’aqui, s’ha tractat la resina A8 amb el clorur de I'acid 3-cloropropionic per tal d’acilar
els grups amino lliures de la proflavina. Posteriorment, la reaccié amb la piperidina ha
de permetre obtenir la resina A10, el desancoratge de la qual es du a terme
mitjangant un tractament acid (TFA 5% en DCM). Després de cada reaccié s’ha
separat una petita aliquota de resina i s’ha fet un desancoratge per tal de poder
analitzar cada reaccié en concret i aixi anar seguint I'evolucié general. EI métode
d’analisi en aquest cas ha estat I'enregistrament d’espectres de RMN de cada cru de
desancoratge.

El primer acoblament ha funcionat bé i després del desancoratge només s’ha
observat la preséncia de proflavina de partida. Després de la reaccié amb el clorur
d’acid, perd, s’ha obtingut un cru forca més complex, en el qual s’ha pogut identificar

majoritariament la preséncia de dos m{)
compostos diferents: proflavina de

. . . L. 1. Proflavina / DIEA / DMF
partida i un derivat acridinic que per (Beq) @(5eq), 2h
RMN presenta senyals de protons a la 2. MeOH / DIEA, 20 min
zona tipica de dobles enllagos no- N
aromatics. El derivat esperat A2 només O /
, ) o HoN N N~
s’ha observat en proporcions infimes. A8 H
Tanmateix, en l'analisi del cru provinent Clorur d'cid / DIEA / DCM
de la resina A10, s’ha observat només (Bea)  (65eq), 2h

la preséncia del producte desitjat A3 i N
0
de proflavina A1, practicament en la O /

g  pracic ST Q)
mateixa proporcié. Aixi, no s’ha H A9 H
observat la preséncia del derivat Piperidina / DCM

, ), 2h
aparegut anteriorment en el @ea):
desancoratge de la resina A9. o O \

En vista dels resultats, en primer N/\)KN N ~Q
lloc, s’ha intentat augmentar el Q H A10 H
rendiment de l'acilacié de la resina A8

TFA 5% en DCM
usant el doble d’equivalents de clorur

d’acid (mantenint la proporcié de DIEA). 0
No obstant aix0, al duplicar la quantitat O\l/\)LH :13/ NH,
de clorur d’'acid, s’ha obtingut un cru

practicament idéntic a I'anterior. Aquest

fet ens ha fet pensar que potser la
preséncia de la proflavina en el cru de desancoratge no és deguda a un baix rendiment

Figura 1.15 - Sintesi del derivat A3 en fase solida.

de la reaccid d’acilacié de la resina A8 amb el clorur d’acid, sin6 a l'existéncia
d’entrecreuament en la reaccio inicial d’acoblament de la proflavina (fig. 1.16). Aquesta
hipotesi s’ha intentat confirmar realitzant un altre assaig amb proflavina préviament
protegida en un dels grups amino pel grup Fmoc. D’aquesta manera, no només
s’evitara el possible entrecreuament que pot tenir lloc a I'acoblar-se la proflavina A1
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sense protegir, sind que a més a més ens permetra calcular la funcionalitzacié de la
resina A8.

c—Q

1. Proflavina / DIEA / DMF
(3eq) (35eq), 2h

2. MeOH / DIEA, 20 min
900
- Q T O NN

HN N N
2 H

Figura 1.16 - Entrecreuament de la proflavina.

La sintesi de la Fmoc-proflavina A11 s’ha dut a terme per tractament de la
proflavina amb FmocCl usant piridina anh. com a dissolvent (fig. 1.17). La seva
obtencié ha estat forga costosa, sobretot en I'etapa de purificacié, perd finalment s’ha
pogut obtenir amb un rendiment acceptable.

N Fmoc-Cl / piridina anh. N
— > ~
H2N N NH2 N NH2

Rdt.=50% FmocNH
A11

Figura 1.17 - Sintesi de la Fmoc- proflavina A11.

Un cop obtinguda la Fmoc-proflavina, s’ha seguit I'esquema descrit
anteriorment (fig. 1.15) emprant el mateix tipus de resina (cloro-tritil, f=1,6 mmol/g),
perd incorporant-hi ara el derivat protegit (fig. 1.18). S’ha calculat la funcionalitzacié de
la resina obtinguda després de I'acoblament de la proflavina protegida A11, observant-
se una important disminucié de la funcionalitzacié (f=0,8 mmol/g). Aquesta analisi s’ha
realitzat seguint el protocol estandard de quantificacié de grups Fmoc (apartat D.2.1 de
Materials i métodes). El valor de funcionalitzacié obtingut ens indica que caldra
optimitzar les condicions d’aquesta reaccié de cara el futur. S’ha procedit, pero,
primerament amb el tractament amb MeOH/DIEA i posteriorment amb la introduccio
del clorur d’acid (3 eq. respecte la funcionalitzacié inicial) en DCM i en preséncia de
DIEA (2 eq. respecte el clorur d’acid). S’ha deixat reaccionar 2 hores i s’ha dut a terme
el desancoratge. En el cru es continua observant proflavina de partida que no ha
reaccionat, per bé que en forga menys proporcid que en l'assaig anterior. A I'haver
acoblat proflavina protegida, la preséncia de proflavina inalterada demostra que la
reaccio d’acilacié no té lloc de forma quantitativa en aquestes condicions, ja que ara
I'entrecreuament no hauria de tenir lloc (fig. 1.18).
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CIO

1. Fmoc-Proflavina / DIEA / DMF
(3eq) (35eq), 2h

2. MeOH / DIEA, 20 min

NO

A8a

FmocHN

1. Pip (20%) / DMF

A
—
HoN N NH,
A1
2. Clorur d'acid / DIEA /DCM .
(3eq.) 6.5eq.), 2h
i
N =
/\)Ci CI/\AH N NH,
Cl N N NO A2
H A9a H

Figura 1.18 - Assaig en fase solida usant proflavina protegida.

Per altra banda, es continua observant la preséncia del producte que conté
protons olefinics en el cru procedent del desancoratge de la resina A9a (fig. 1.19).
S’ha observat la preséncia d’aquest producte després de la reaccio de la resina A8 (o
A8a) amb el clorur d’acid en preséncia de DIEA, perd aquest producte ha desaparegut
després del posterior tractament amb piperidina. Aquestes observacions ens han
conduit a pensar que aquest producte podria ser el derivat A12 (fig. 1.19), format
durant la sintesi com a consequéncia d’'una reaccié d’eliminacié d’HCI per part de la
DIEA present en el medi de reaccié. Aquesta hipodtesi concorda amb el fet que després
de la reacci6 de la resina A9a amb la piperidina aquests senyals desapareixen com a
consequéncia de I'addicié conjugada de la piperidina sobre 'amida a,p-insaturada. Per
acabar de confirmar I'estructura del derivat A12 i la seva formacid, s’ha realitzat un
assaig consistent en tractar la resina A9a amb una base forta no nucleofila (DBU). La
posterior analisi del cru de desancoratge per RMN i per EM ha confirmat I'estructura
proposada per a I'acridina A12.

H,iHg

H, H H Hz Hy
H 5 . |\ O H
. |
l 1 k/l | ¢ A o\ A C
hadd! Joe wwkm

sA H

H,N NH,
. "

T T T T T T ] T T T T T T T T T T

9 8 7 6

Figura 1.19 — Espectre d’RMN de "H obtingut del cru de desancoratge de la resina A9a i estructura proposada
dels productes.
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En general, doncs, aquesta estratégia en fase solida, ha permés obtenir el
derivat desitjat A3 perdo en molt baix rendiment global (<15%), ja que la reaccio
d’acilacié ha presentat un rendiment forga baix, la qual cosa obliga a dur a terme una
purificacié posterior al desancoratge. Aquestes dues reaccions es podrien intentar
optimitzar, per0 de moment s’ha continuat amb la ruta sintética plantejada amb
anterioritat per tal d’obtenir el derivat amb el grup hidroxil A5.

1.2.1.2 Intents d’acilacié del derivat A3 per tal d’obtenir el producte
desitjat A5

1.21.21 Assaigs de la reaccio del derivat A3 amb I’acid 4-hidroxibutiric
protegit

Paral-lelament als assaigs infructuosos per tal d’obtenir el derivat monoacilat
A3 amb millor rendiment, s’ha intentat dur a terme l'acilacié d’aquest (obtingut en les
condicions A-D de la taula 1.1), amb I'acid 4-hidroxibutiric, per tal d’obtenir la molecula
objectiu A5. Per tal d’evitar possibles interferéncies en la reaccié d’acilacié, s’ha hagut
de protegir préviament el grup hidroxil de I'hidroxiacid en questié. Com a grup protector
s’ha escollit el grup tritil, labil en condicions acides suaus. La reaccié de proteccio s’ha
dut a terme a partir de la sal sodica de I'acid 4-hidroxibutiric en piridina anh. i usant
exceés de clorur de tritil, tal i com es mostra a la figura 1.20.

)

3 eq. TrCl
o O M~ _oH _ - o M ~_ ot
pir. anh., 50°C
Rdt.=85% Ada

Figura 1.20 - Protecci6 del grup hidroxil de I'acid 4-hidroxibutiric amb el grup tritil.
Posteriorment, s’ha assajat la reacci6 d’acilacié del derivat A3 amb I'hidroxiacid
protegit Ada usant agents acoblants forca potents, com ara les sals de fosfoni
PyBOP? o PyAOP? (fig. 1.21). Aquests agents acoblants sén ampliament usats en

quimica de péptids, i permeten obtenir enllacos amida dificils d’obtenir mitjangant I'is
d’agents acoblants més suaus com ara les carbodiimides.

N\ AN N\

"N< | B N<

N N N

6—?@ PFe (5—+F>@ PFe

PyBOP PyAOP

Figura 1.21 — Estructura dels agents acoblants PyBOP i PyAOP.
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A la taula 1.2 es troben resumides les condicions en les quals s’ha assajat la
reacci6 d’acilacié del grup amino lliure del derivat acridinic A3.

P I i
+ agent acoblant
O/\AN N7 NH, HO)K/\/OTr Mescla de productes
H A3 Ada

Assaig Hidroxiacid Agent acoblant DIEA Dissolvent
A 1eq. PyBOP (1 eq.) 2 eq. DCM anh. i DMF anh.
B 2 eq. PyBOP (2 eq.) 4 eq. DCM anh. i DMF anh.
C 5eq. PyBOP (5 eq.) 10 eq. DCM anh. i DMF anh.
D 5eq. PyAOP (5 eq.) 15 eq. DMF anh.

Taula 1.2 - Intents d’acilaci6 de I'acridina A3 amb I'hidroxiacid protegit A4a.

En tots els casos s’han obtingut crus de reaccié molt bruts que no han pogut
ser purificats ni caracteritzat cap dels productes.

1.2.1.2.2 Intents d’obtenir el clorur de I’acid 4-hidroxibutiric

Veient que en les condicions assajades d’acilacié no ha estat possible obtenir
el producte desitjat, s’ha pensat en la possibilitat de convertir I'hidroxiacid en una
espécie més reactiva com ara un clorur d’acid. Fins ara s’ha observat que els grups
amino de la proflavina o dels seus derivats sén tan poc reactius que en les Uniques
condicions en que s’han pogut acilar ha estat per reacci6 amb clorurs d’acid. El
problema principal, pero, és veure si el grup protector usat en aquest cas (Tr) sera
estable en les condicions necessaries per dur a terme la reaccid. A la bibliografia s’han
trobat descrits diferents métodes d'obtencié de clorurs d’acids en substrats que
contenen grups labils en condicions acides®*?. En dos d’aquests s’'usa clorur de tionil
com a reactiu en la preséncia d’'una base (TEA o piridina), usant en ambdés DCM com
a dissolvent a 0°C.

o o}

SOCI, (4 eq.) / TEA o pir. (8 eq.)
HoMOTr C|M0Tr

A4 DCM, 0°C A13

Figura 1.22 - Intents d’obtenir el clorur d’acid A13.

S’ha assajat la reaccié en ambdues condicions (fig. 1.22), perd en cap cas ha
estat possible obtenir el clorur d’acid desitjat A13, sind que s’ha obtingut com a
producte majoritari la butirolactona. La seva formacié es pot explicar per I'atac del grup
hidroxil (desprotegit en les condicions de reaccid) al grup carbonil activat, tal i com es
mostra a la figura 1.23. La gran estabilitat d’aquest cicle afavoreix la reaccio,
impossibilitant aixi 'obtencié del producte desitjat.
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A13 H A14

Figura 1.23 - Mecanisme de formaci6 de la butirolactona

Arribats a aquest punt i en vista de les dificultats que ens planteja la introduccio
de l'acid hidroxibutiric al derivat A3, degut en gran part a la poca reactivitat de les
amines dels derivats proflavinics (conjugades amb el sistema acridinic), s’ha decidit
canviar la molécula objectiu A5 per un altre derivat acridinic hidroxilat, que permeti
seguir una estratégia sintética diferent.

1.2.2 Sintesi del derivat 3-(3-N-(3-amino-1-propanol)-
propionamido)-6-(3-piperidinopropionamido)acridina
A19

Després de varis nombrosos intents d’obtenir el derivat monoacilat A5 sense
aconseguir-ho, s’ha pensat en un canvi destratégia. Aprofitant I'experiéncia
acumulada fins ara en les propietats dels derivats acridinics, s’ha plantejat abordar la
sintesi d’'una altra molécula objectiu A19 (fig. 1.24) a partir d’'un esquema sintétic
diferent. Aquest nou derivat compleix tots els requisits plantejats en I'apartat 1.1.3, ja
que conté un hidroxil primari susceptible de ser fosfitilat en un dels bracos, mentre que
en l'altre manté I'estructura del derivat A5. Es més, aquest derivat conté un grup amino
en posicio B al carbonil al mateix brag que I'hidroxil.

i 7
/
N/\)ku N H)K/\H/\/\OH
A19
Fiqura 1.24 — Seqgon derivat acridinic objectiu.

L’esquema sintétic proposat (fig. 1.25) comenca amb I'acilacié de tots dos
grups amino (reaccié ja realitzada amb éxit en anterioritat). El pas clau de I'esquema,
que ha de permetre el trencament de la simetria del sistema, és la substitucié
nucledfila d’'un dels clors per una amina. Aquest tipus de reaccions no requereixen
condicions massa extremes, de manera que sembla factible el fet de poder obtenir el
derivat A15 per reaccio de 'acridina A6 amb un defecte estequiométric de piperidina.
Posteriorment, la reaccid amb un aminoalcohol, ens hauria de conduir a I'obtenci6 del
derivat desitjat.
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Y

Rdt.=90%

o
o} = o}
A CI/\)LC\, reflux, 2h
O / CI/\)LN Ng N)vm
N N NH, H A6 H
A1
HN
O | eon

(1.3eq.)

i ~
e o
A19 H H A15

Figura 1.25 - Ruta sintética plantejada per tal d’obtenir el derivat A19.

S’ha assajat la reaccié de substitucié de només un dels clors de l'acridina A6
per un anell de piperidina. La reaccidé, perd, no ha permés I'obtencié del producte
esperat A15, siné que ha donat lloc a multiples productes secundaris, dels quals s’ha
analitzat el majoritari per RMN i s’ha observat, que si bé presenta un anell de
piperidina, també conté protons olefinics no aromatics. A la figura 1.26 es mostra
'espectre d’'RMN obtingut, aixi com també l'estructura proposada pel producte en
questié.

Figura 1.26 - Espectre d’RMN de "H i estructura de I'acridina A17.

Aquest resultat, rapidament s’ha relacionat amb I'obtingut en un dels assaigs
precedents realitzats en fase solida (apartat 1.2.1.1.3). Aixi, s’ha deduit que la reaccio
de substitucié del clor per la piperidina, que es pensava que era una substitucid
nucleodfila normal, segurament deu tenir lloc mitjiangcant un mecanisme més complex.
Primerament hi hauria una eliminacié d’HCI, i seguidament tindria lloc una addicié
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conjugada de I'amina al sistema carbonilic «,B-insaturat. Aixi doncs, en primera
instancia, la piperidina actuaria de base, per posteriorment donar una addicio
conjugada de Michael (fig. 1.27). Aquesta observacid6 permet canviar I'enfoc de
I'estratégia sintética abordada fins ara, i dissenyar un nova estratégia sintética, on
'etapa clau de trencament de simetria tingui lloc a través d’una reaccié d’addicio
conjugada.

O

(0] CNH 0] CNH
mAA N—Acr A N—Acr QN/\ANAU

H H H

Figura 1.27 — Mecanisme probable de la substitucié del clor per una molécula de piperidina.

Aixi doncs, s’ha plantejat la segient ruta sintética mostrada en la figura 1.28.
Aquesta potser no varia aparentment gaire de I'dltima proposada, perd té I'avantatge
que totes les reaccions a partir de l'intermedi A16 tindran lloc a través del mecanisme
d’addici6. Aquest tipus de reaccions es donen en condicions for¢ga suaus, de manera
que és d’esperar que sigui més facil trencar la simetria del sistema mitjangant aquest
mecanisme. A més a meés, no caldra protegir el 3-amino-1-propanol, ja que les amines
donen la reaccié d’addicié de Michael molt més rapidament que els alcohols.

NYeoreny
H

N
A16 H

A19

-
N/\)kN N/ Nk/\N/\/\OH N/\)kN N/ N)v
H H H H A7 H
Figura 1.28 - Ruta sintetica alternativa per a I'obtencioé del derivat A19.

1.2.2.1 Sintesi de la 3,6-bis(acriloilamido)acridina A16

Per intentar obtenir aquest intermedi, s’ha fet reaccionar la proflavina A1 amb el
clorur d’acriloil, usant aquest ultim com a dissolvent i mantenint un reflux de 3 hores
(fig. 1.29). Com que el derivat diacriloilat de la proflavina A16 és el primer precursor de
la sintesi i se’n requerira forca quantitat, s’ha provat també la reaccié usant
directament I'hidroclorur de proflavina. La reaccié ha funcionat amb un rendiment
similar (71%), aixi doncs, a partir d’ara s’utilitzara directament I'hidroclorur, eliminant
aixi el pas d’alliberament de la base a partir de la sal, cosa que fara augmentar el
rendiment global de la sintesi.
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(0]
O \ \ACI, reﬂUX, 3h \i ‘ \ i/
. > Pz .
P HCI § \ N \ _ - Hal

H,N N NH =719
) ) Rdt.=71% A1

Figura 1.29 - Reaccio d’obtencié del diacriloil derivat de la proflavina.

1.2.2.2 Addicié d’una molécula de piperidina al derivat A16

Aquesta reaccié s’ha dut a terme en EtOH i variant el nombre d’equivalents de
piperidina respecte el derivat acridinic A16 des de 0.5 fins a 1.3 amb la idea de
minimitzar la quantitat de producte de doble addicié. La reaccié té lloc faciiment a
temperatura ambient. En la seglient taula es mostra la relacié entre els productes
obtinguts en cada una de les condicions assajades.

? i
/\)kN N N)v
H H

N
i [ O v
\AN N~ N)v 3h, t.a. ~ o} N o}
H A16 H /\)L ‘/ )k/\

O

Equivalents de piperidina Rdt. A16 Rdt. A17 Rdt. A7
0.5 eq. 55% ~40% <5%
0.7 eq. 40% 50% 10%
1 eq. 30% 30% 40%
1.3 eq. 25% <5% 70%

Taula 1.3 - Proporcié dels diferents productes aillats en funcié del niumero d’equivalents de
piperidina respecte el derivat A16.

Com es mostra a la taula 1.3, quan la reaccié es du a terme amb menys d’'un
equivalent de piperidina, els rendiments d’obtencié de A17 sén moderats (40-50%),
perd en la purificacid posterior es pot recuperar un cert percentatge de producte de
partida A16, el qual es pot reciclar i utilitzar en posteriors sintesis. Un lleuger augment
en el nombre d’equivalents de piperidina, per contra, facilita la formacié del producte
A7 resultant de la doble addicié, fa disminuir el rendiment d’obtencié de A17 i permet
una menor recuperacio del reactiu de partida A16.
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1.2.2.3 Sintesi de la 3-(3-(N-3-amino-1-propanol)-propionamido)-6-
(3-piperidinopropionamido)acridina A19

Un cop obtingut el derivat A17, només cal introduir un aminoalcohol sobre el
doble enlla¢ conjugat per tal d’obtenir la molécula plantejada com a objectiu (fig. 1.30).
El derivat A17, a més a més, resulta ser de molta importancia perqué hauria de
permetre la introduccié de qualsevol aminoalcohol de manera especifica per la funcié
amina, sense la necessitat de protegir la funcié alcohol. Aixi doncs, a partir d’aquesta
molécula s’haurien de poder sintetitzar una gran varietat de productes analegs al
desitjat A19 simplement variant 'aminoalcohol usat.

i ‘ \ i EtOH /\i ‘ \ i/\
H,NT"on , Et Pz
/\)L N/ M z » N N N N N/\/\OH
N N N 1 nit, t.a H A19 H H
H A17 H , ta.
Rdt.=14%

Figura 1.30 - Addicié conjugada de I'aminopropanol per tal d’obtenir el derivat A19.

Aquesta reaccio s’ha dut a terme usant 1.5 equivalents d’aminoalcohol, perd no
s’ha observat practicament gens de transformacié. Aixi doncs, s’ha tornat a assajar la
reaccio d’addicié de I'aminoalcohol sobre el derivat A17 perd usant un excés més gran
de reactiu (10 eq.). Aquest cop si que s’ha pogut obtenir com a producte maijoritari el
derivat esperat A19, pero hi ha hagut molts problemes en la seva posterior purificacio,
degut al gran excés d’aminoalcohol present en el cru de reaccié. Primerament, s’han
dut a terme varies coevaporacions amb DCM i ACN, per tal d’eliminar part d’aquest
exceés, i posteriorment, s’han dut a terme dues cromatografies en columna de gel de
silice. Finalment s’han pogut obtingut 60 mg del derivat A19 amb la puresa adequada.
Ara, I'tltim escull abans procedir amb la sintesi d’'un conjugat acridina-oligonucleotid és
la fosfitilacio d’aquest derivat.

Aquest tipus de reaccié esta ben optimitzada per a derivats nucleosidics, pero
al canviar de substrat no sempre funciona de la forma desitjada. Convé remarcar
certes dificultats afegides que presenta el nostre cas concret, com ara la solubilitat del
derivat abans de fosfitilar. Anteriorment s’ha fet esment de la poca solubilitat que han
mostrat els derivats acridinics obtinguts en la majoria de dissolvents emprats
habitualment en quimica organica. Aixi, el derivat A19 presenta una solubilitat
practicament nul-la tant en diclorometa com en acetonitril, els dos dissolvents usats
normalment en les reaccions de fosfitilacio, i només presenta solubilitats acceptables
en metanol, aigua i dimetilformamida (dissolvents en els quals no es pot dur a terme la
reaccio). Per altra banda, ha estat molt dificil la seva purificacié i petites proporcions de
'aminoalcohol de partida podrien competir pel reactiu fosfitilant disminuint els
rendiments.

Simultaniament, al nostre grup s’ha intentat sense éxit la fosfitilacié d’un altre
derivat acridinic similar. Aixi doncs, en vista de les poques possibilitats que
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s’entreveuen d’obtenir el fosforamidit, s’ha decidit reservar el derivat A19 per a futures
avaluacions biofisiques i biologiques, i plantejar una altra estratégia general de
conjugacio.

1.3 Replantejament de [I'estratégia: conjugacié a
través de la formacié d’un enllag amida

Arribats en aquest punt, s’ha cregut convenient replantejar I'estratégia sintética
per tal d’obtenir els conjugats desitjats.

Mantenint la idea d’introduir la part acridinica com a ultim pas de la sintesi
tenint I'oligonucledtid ancorat en el suport solid, s’ha pensat en la formacié d’'un enllag
amida entre un derivat acridinic que contingui un grup carboxilic i un oligonucledtid
modificat en 5 de manera que contingui una amina primaria (fig. 1.31). A priori,
ambdds precursors semblen assequibles. Per una banda, i aprofitant que la sintesi del
derivat A17 té lloc amb rendiments acceptables, la introduccié d’un aminoacid ens
conduiria a I'obtencié d’un derivat acridinic a punt per ser conjugat. Per altra banda,
'obtencié de 5’-amino-oligonucleotids es pot aconseguir canviant la naturalesa de
'espaiador a utilitzar. En aquest cas s’haurien d’utilitzar fosforamidits d’aminoalcohols
protegits en el grup amino. La introduccié d’aquests espaiadors pot tenir lloc seguint un
cicle estandard de sintesi d’oligonucledtids, com si d’un altre nucledsid es tractés.

i O \ i
P 5 3
QN&AN N NkaOOH + HN—Oligonucleotid—()
H H

|

p I8
P 5 3
QNV&” N ”kCONHOIigonuclebtiWO

Figura 1.31 — Reacci6 de conjugacié entre un derivat acridinic amb funcionalitzacié acida i un
oligonucleotid 5-amino modificat ancorat a resina.

1.3.1 Sintesi de derivats acridinics funcionalitzats amb un
acid carboxilic

Per a la seva sintesi s’ha seguit 'esquema que es mostra a la figura 1.32, a
partir del derivat A17 obtingut anteriorment. S’ha cregut convenient, utilitzar la prolina
com a aminoacid, ja que la seva estructura permet al derivat final contenir una amina
terciaria i ciclica a cada brag, caracteristica que sembla ser molt important de cara a
I'activitat bioldgica del producte final. A més a més, conté un cicle de cinc baules que
és la mida idonia juntament amb els cicles de sis baules. Un altre avantatge que té el
fet d'utilitzar prolina, i que és extensible a tots els altres aminoacids amb cadenes
laterals alifatiques, és la manca d’etapes extres de proteccié i desproteccio.
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P + HN
e L
H A17 H

let.:21%

03
O/\)LN N/ NJK/\N {
H A20 H Q

Figura 1.32 - Reaccié d’addicié conjugada de la L-prolina al doble enlla¢ del derivat A17.

S’ha assajat la reaccié (fig. 1.32) emprant un excés de prolina i el principal
problema amb que s’ha topat ha estat el control de la mateixa. Fins ara, totes les
reaccions havien estat seguides per CCF, perd aixd en aquest cas no ha estat possible
degut a l'elevada polaritat d’'ambdos derivats acridinics presents (A17 i A20). En
aquest sentit s’ha decidit utilitzar la técnica d’espectrometria de masses de desorcio
ibnica per laser assistida per matriu (MALDI-TOF) per tal de seguir I'evolucié de la
reaccio. El resultat ha estat forga bo, ja que usant acid 2,5-dihidroxibenzoic (DHB) com
a matriu, s’han obtingut espectres de masses de bona qualitat i gran sensibilitat. S’ha
considerat acabada la reaccié d’obtencio del derivat A20 en el moment d’obtenir un
espectre de masses del cru on no s’hi observa la massa del producte de partida, o on
la intensitat d’aquesta senyal no evoluciona més. Llavors, s’ha procedit amb la
purificacié del derivat acridinic obtingut. Aquesta no ha estat gens facil i s’han hagut de
dur a terme 3 cromatografies en columna per tal d’obtenir el derivat A20 lliure de
prolina. La preséncia o abséncia de prolina en el producte eluit per la columna s’ha
controlat mitjangant el test de la ninhidrina (apartat D.1 de Materials i métodes)
realitzat sobre un cromatofoli de gel de silice.

L’espectrometria de masses MALDI-TOF, s’ha convertit, a partir d’aquest
moment, en la técnica emprada de forma rutinaria tant en el control de les reaccions,
com en l'analisi de les diferents fraccions provinents de les purificacions, fet que ha
permés millorar enormement ambdds processos. Una altra técnica introduida en
aquest punt ha estat la cromatografia liquida d’alta pressié en fase reversa (HPLC),
tant per a la purificacié dels derivats acridinics com per a comprovar la puresa dels
productes obtinguts. Degut a les diferents polaritats exhibides pels compostos
acridinics, no ha estat possible establir unes condicions generals, siné que s’ha decidit
abordar cada problema per separat pel que fa als sistemes d’elucid, gradients o
rebliments de columnes (C4, Cs i C4g). La incorporacié d’aquestes dues técniques
(MALDI-TOF i HPLC) ha estat de vital importancia en I'esdevenir del present treball.

Un cop s’ha aconseguit obtenir un primer derivat acridinic que conté un grup
carboxilic amb un rendiment acceptable, s’ha decidit sintetitzar-ne uns quants més per
tal de tenir una primera familia de derivats acridinics a punt per ser conjugats.
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[e]
A VL , reflux 3h O O
o e - AL
HoN N NH,
A1

Rdt.=71% A16
0,6 eq. RoNH

EtOH, 12h
Rdt.=35 - 55%

Sea RaNH, E1OH, 3h o) 0
/\)]\ J\/\ Rdt.=65 - 90% R2N/\)]\N Nig NJ\/

H
A20-A25 A17-A18

Figura 1.33 — Ruta sintetica segquida per a 'obtencié d’acridines a punt per ser conjugades.

Seguint I'esquema sintétic de la figura 1.33 s’han obtingut uns quants derivats
meés (fig. 1.34). Tots ells compleixen els requisits estructurals imposats al principi del
capitol, ja que contenen amines terciaries i cicliques amb anells de 5 o 6 baules als
extrems: pirrolidina i prolina (A21), pirrolidina i acid isonipecotic (acid 4-
piperidincarboxilic) (A22) i, piperidina i acid isonipecodtic (A23). També s’han obtingut
dos derivats simétrics, un dels quals conté dues unitats de prolina (A24) i I'altre dues
de prolinamida (A25). Aquests son forga més facils d’obtenir, ja que en la seva sintesi
s’elimina I'etapa critica de trencament de la simetria de I'anell acridinic, i han estat
obtinguts directament des I'acridina A16 per reaccid6 amb un excés de prolina i
prolinamida respectivament. No obstant, cal tenir en compte que el derivat A24 pot
portar problemes a I'hora de realitzar la conjugacio, ja que al tenir dos grups
carboxilics pot unir-se a dues cadenes oligonucleotidiques alhora. Aquest fenomen
s’intentara minimitzar utilitzant un gran excés de derivat acridinic en la reaccié de
conjugacio. D’altra banda, el derivat A25 no pot ser conjugat, ja que no conté cap grup
acid, perd s’ha sintetitzat perqué s’ha cregut interessant avaluar-ne les seves
propietats d’estabilitzacié d’estructures quadruplex de G (capitol 2).

Q
O /\)k )v Q\COOH Q O\COOH

HOOG \ \ COOH HNOG \ \ CONH,
S, ” A b A, ” A

Figura 1.34 — Estructura dels derivats acridinics obtinguts.

P
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A la figura 1.35 es mostren els cromatogrames d’HPLC dels derivats obtinguts i
a la taula 1.4 apareixen els rendiments de sintesi.

A B C D E F

U J«h JL_ |_‘J'L'“—ﬂ - __JN-«_J- SN R

| L | L | | L |
0 t(mn) 15 0 t(min) 15 0 t(mn) 15 0 t(mn) 15 0 t(mn) 15 0  t(min) 15

Figura 1.35 — Cromatogrames d’HPLC d’algunes de les acridines obtingudes: A20 (A), A21 (B), A22 (C),
A23 (D), A24 (E) i A25 (F). Gradient: 5-35% B en 15 min.; A: 0.045% TFA en H,0, B: 0.036% TFA en ACN.

Acridina Rdt. global Acridina  Rdt. global
A20 21% A23 23%
A21* 22% A24 33%
A22 27% A25 64%

Taula 1.4 — Rendiments de sintesi obtinguts per a cada acridina. *Sintetitzada
pel doctor Laurent Debéthune.

1.4 Sintesi d’oligonucleotids modificats amb un grup
amino en 5’

L’obtencié d’amino-oligonucleotids es pot abordar seguint diferents estratégies,
d’entre les que cal destacar I'is de monomers modificats (5° o 3’ amino nucleosids),
I'ts de resines especials?®® o I'lis d’amino-espaiadors. Aquesta Ultima es basa en la
introduccid de derivats fosforamidits d’aminoalcohols en l'Gltim pas de la sintesi d’'un
oligonucledtid. Aixi, s'obté el 5’ o 3’ amino-oligonucledtid, depenent de la direccié en la
que té lloc la sintesi.

L’s de mondmers modificats implica, en la majoria dels casos, la sintesi
d’aquests, de manera que l'obtencié dels oligonucledtids desitjats resulta molt
laboriosa. EI métode de les resines especials en general és forca bo, perd pot costar
posar a punt el meétode, ja que al tractar-se d’'una resina no estandard s’han
d’optimitzar molts parametres de sintesi. En el nostre cas, s’ha estat dubtant entre
utilitzar una resina especial i 's d’amino-espaiadors, perd finalment s’ha decidit per
utilitzar el darrer (fig. 1.36). Basicament, el gran avantatge que presenta, és la gran
diversitat estructural que es pot introduir, ja que hi ha forca espaiadors comercials,
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perd a part, se’'n poden obtenir de practicament qualsevol amino alcohol. Un altre
factor important en I'eleccié del metode, ha estat que els amino-espaiadors ja havien
estat usats en el nostre grup amb bons resultats.

MMTNH~ O*I"-’*O
OCNE

1. Oxidacio

2. Eliminacié grup MMT

Figura 1.36 — Esquema d’introduccié d’un amino-espaiador un cop sintetitzada la cadena nucleotidica i abans
d’introduir el derivat acridinic (MMT=monometoxitritil).

En els catalegs comercials habituals s’han trobat els seguents espaiadors
introductors de grups amino (fig. 1.37). Aquests es poden combinar amb altres, com
ara els derivats de diols, de manera que es poden introduir un 0 més derivats de diols i
finalment el derivat de I'aminoalcohol. Aixi, és possible obtenir conjugats amb

espaiadors realment llargs.

A
TFAHN">""0-P-NPr, MMTHN/\/O\/\O*I‘:’*NiPrQ
LN3TFA OCNE LN5 OCNE
; MMTHN. _~_ ~_ "~ i
TFAHN\/\/\/\O*E’*N'PQ O-P-NPr,
LN6TFA OCNE LN6 OCNE
MMTHN\/\/\/\/\/\/\ -
O-P-NPr
LN12 OCNE
B

DMT:! O. ! DMTQO _~_ S ;
N " 0-P-NPr, O-P-NPr,

LO9 OCNE LO12 OCNE
PN o o o -
DMTO " 0-P-NPr,  purg O o O g ~No-p-NPr,

Lo3 OCNE LO18 OCNE

Figura 1.37 — Espaiadors comercials derivats d’aminoalcohols (A) i de diols (B).
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S’ha decidit utilitzar LN5 i LN6, aixi com també un no comercial d’estructura
analoga a LN6 perd més curt (3 atoms de carboni) que hem anomenat LN3.
L’espaiador LN6, tot i ser comercial, havia estat sintetitzat en el nostre grup pel Dr.
Vicente Marchan, al qual aprofito per agrair-li la cessié de part del producte. Pel que fa
a LN3 s’ha hagut de sintetitzar. Finalment, també s’ha pensat en utilitzar I'espaiador
LO18 amb combinacié amb algun dels altres per tal d’estudiar com afecta la longitud
de lI'espaiador tant en la sintesi dels conjugats, com en les seves propietats. L'Us de
LN3 i LN6, també permetra estudiar com poden afectar petites variacions de longitud, i
LNS5 és interessant pel fet de ser d’'una naturalesa quimica diferent a LN3 i LN6.

Pel que respecte a en quin extrem s’introdueix la modificacié, de moment s’ha
decidit realitzar les sintesis de forma estandard i introduir-la en 5°. Un cop aconseguit
sintetitzar conjugats en 5’, obtenir-ne en 3’ no hauria de portar més complicacions que
el fet d’obtenir rendiments més baixos en la sintesi de la cadena nucleotidica.

1.4.1 Sintesi de I'espaiador LN3

La sintesi de I'espaiador derivat del 3-amino-1-propanol, s’ha realitzat seguint el
seguent esquema sintétic:

MMT-CI (0.1 eq.) / pir. anh.

H,N" >"0H > MMTHN" " OH

Rdt.=58%

P(OCNE)(N'Pry), (3 eq.)
Tetrazole (0.6 eq.)

OCNE
MMTHN" >""Y0-F_
NIPI'Z

Figura 1.38 — Sintesi de I'espaiador LN3 a partir del 3-amino-1-propanol.

La primera etapa consisteix en la proteccié de I'amina amb el clorur de
monometoxitritil. Aquest reactiu se sol utilitzar en la proteccié d’amines en preséncia
d’alcohols, ja que reacciona preferentment amb el grup amino. Per tal d’assegurar un
bon rendiment de reaccio, aquesta s’ha dut a terme amb un gran excés d’aminoalcohol
de partida.

La segona reaccio, la fosfitilacio del grup hidroxil, ha presentat més
complicacions de les previstes inicialment. Primerament s’ha realitzat amb els reactius
habituals, la 2-cianoetiltetraisopropilaminofosfina (bis-fosfina, 1.2 eq.) i tetrazole (0.5
eq.), perd no s’ha obtingut el fosforamidit desitjat, sin6 el fosfit triester derivat de la
reaccio de dues molécules de I'aminoalcohol amb una de bis-fosfina. Aixi doncs, s’ha
repetit la reaccio de fosfitilacio realitzant dos assaigs en paral-lel. En un s’ha usat la 2-
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cianoetil clorodiisopropilaminofosfina (cloro-fosfina, 1.1 eq.) com a agent fosfitilant en
preséncia de DIEA anh. (2 eq.), i en l'altre, la bis-fosfina perd amb un excés més
important (3 eq. i 0.6 de tetrazole). En ambdés casos s’ha obtingut el producte desitjat,
per bé que en el cas de la bis-fosfina la reaccié sembla ser forga més neta (fig. 1.39).
Tot i aix0, al purificar el cru obtingut en la segona reaccié mitjangant una cromatografia
en columna s’ha observat que el fosforamidit s’havia descomposat. Aixi doncs, s’ha
repetit la sintesi en les ultimes condicions, i s’ha utilitzat el fosforamidit sense cap
etapa de purificacio.

11.869

A
z fosforamidit
A, e A A YA o mewm
' ‘ 1 % 0 ‘ 1 U 0 ‘ Srtl I l!l —5‘ 0
B HTETe

—3.720

144.936
142.001
141.788

o .023
1.803

133
37.191

fosforamidit | |
|

it “*’MWMWWWWW " LUWWWW“

T
150 100 0

Figura 1.39 — Espectres de masses de MALDI-TOF de la reaccié de fosfitilacié realitzada amb
bis-fosfina (A) i amb cloro-fosfina (B).

1.4.2 Sintesi dels 5’-amino-oligonucleotids

Arribats en aquest punt del treball, ha calgut plantejar quines sequéncies
oligonucleotidiques es volen sintetitzar. D’entrada, s’ha considerat convenient obtenir
oligonucleodtids complementaris al DNA teloméric i no a 'RNA de la telomerasa.
D’aquesta manera, s’intentara dirigir els conjugats als extrems telomérics per tal
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d’incidir en I'estructura tridimensional dels telomers. Dirigint els conjugats contra 'RNA
de la telomerasa, el mecanisme d’inhibici6 de lI'enzim segurament estaria més
relacionat en el fet d'impedir I'hibridacié6 de 'RNA amb la seqléncia telomérica, i no
tant amb la formacié de quadruplex de guanina en els telomers. Cal recordar que
'objectiu que es pretén amb la sintesi dels conjugats és dotar de selectivitat les
acridines, pero intentant mantenir el seu mecanisme d’inhibici6 de I'enzim via
estabilitzacié d’estructures quadruplex. Tot i que resulta forca complicat saber
exactament quin mecanisme té lloc, el que si que és cert, és que dirigint els conjugats
als teldmers s’evitaran, o almenys es minimitzaran, altres tipus d’interaccions. D’altra
banda, si bé és cert que pot resultar forca interessant obtenir conjugats dirigits a ’'RNA
de la telomerasa, aquesta possibilitat ha quedat fora de I'abast del present treball.

S’ha plantejat la sintesi de 3 cadenes oligonucleotidiques diferents. Dues
d’elles complementaries a la sequéncia telomérica humana (CTAACCCT i
AACCCTAA) i una altra no complementaria pero de similar composicié (TCACTCAT),
que servira de control negatiu en els assaigs posteriors. S’ha decidit comencgar per
obtenir cadenes relativament curtes de 8 nucledtids, ja que és una llargada que permet
treballar comodament i alhora presentar certa selectivitat dins el genoma d’'un
organisme. Més endavant, i en vista dels resultats obtinguts, ja es plantejara la
possibilitat d’obtenir conjugats amb cadenes més llargues que permetin
reconeixements meés especifics (16-mer a 18-mer).

En primera instancia, els oligonucledtids s’han sintetitzat sobre dos tipus
diferents de suport solid. Per una banda s’ha utilitzat el suport habitual en sintesi
d’oligonucleotids (CPG) i per l'altra una resina de poliestiré, ja que I'experiéncia del
nostre grup en sintesi de nucleopéptids ens indica que les reaccions de formacio
d’enllag amida tenen lloc amb millor rendiment en aquest ultim tipus de suport solid®’.
Per a la sintesi sobre poliestiré resulta necessari incorporar manualment el nucleotid
de l'extrem 3’. Aixi doncs el primer pas ha estat obtenir les nucleotidil resines
desitjades.

1.4.2.1 Obtenci6o de les resines DMT-T-succ-Ala-MBHA-PS i
DMT-dAB%succ-Ala-MBHA-PS

S’ha escollit la resina MBHA-PS, que conté una matriu de poliestiré reticulada
amb divinilbenzé i funcionalitzada amb grups p-metilbenzidrilamina (fig. 1.40), ja que
s’ha utilitzat amb éxit en la sintesi de nucleopéptids, on també té lloc la formacié
d’enllagos amida. Aixi doncs, les condicions de sintesi d’oligonucledtids sobre aquest
suport solid estan ja for¢ca optimitzades. A la figura 1.40 es mostra 'esquema sintétic
utilitzat per tal d’obtenir les nucleotidil-resines a punt per I'elongacié de la cadena
oligonucleotidica.
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HN—)

Fmoc-Ala-OH / DCC
(0.35eq.) (0.35€eq.)

H
Fmoc— AlafNO

1. Ac,0 / DIEA
(10eq.) (10eq.)

2. Pip 20% en DMF
10 + 10 min

1
H- A|a—H0

DMTO-dN-O-CO-(CH,),-COOH / DCC
(3eq.) (3eq.)

Y
H
DMTO*O*dN—O*SUCC*AIa*NO

Figura 1.40 — Esquema sintetic d’obtencio de nucleotidil-resines usant com a suport solid MBHA-PS.

El primer pas en I'obtencié de les resines desitjades consisteix en 'acoblament
d'un residu d’alanina per tal de disminuir la funcionalitzacié inicial de la resina (0.70
mmol/g). Esta comprovat que amb aquesta disminucié s’aconsegueixen rendiments
més bons en la sintesi d’oligonucleodtids sobre suport de poliestiré?®. Aixi doncs,
controlant els equivalents de Fmoc-Ala-OH, es poden aconseguir funcionalitzacions
meés adequades, al voltant de 0.25 mmol/g. Un cop incorporat el residu d’alanina, es
determina el nou grau de funcionalitzaci6 i en cas de ser el desitjat, es procedeix amb
el bloqueig (capping) per acetilacio dels grups amino de la resina que no han
reaccionat. Si per contra no s’ha assolit el valor desitjat, es repeteix el tractament amb
I’Fmoc-Ala-OH, fins a assolir-lo.

Un cop obtinguda la resina amb la funcionalitzacié desitjada, i després
d’eliminar el grup Fmoc amb piperidina, té lloc la incorporacié del primer nucleotid. La
unié entre aquest i el suport solid es realitza a través de la formacié d’'un enlla¢ amida
entre el grup amino de l'alanina i el derivat succinilat del nucleotid en questid. Aquest
tipus d’'unié és la que permetra el desancoratge de la cadena oligonucleotidica de la
resina mitjangant un tractament amb amoniac. Aixi doncs, en primer lloc s’ha d’obtenir
el derivat nucleosidic protegit en 5’ i succinilat en 3. En el present treball s’han
obtingut els derivats succinilats de la T i de la N-benzoil-2’-desoxiadenosina (A®?), la
sintesi dels quals es mostra esquematicament en la figura 1.41.

0= -0
DMTO 5 T/ owap pMTO B
1 0 (2.5eq.) (0.6€q.) W(Oy
> 1 (0]
pir anh., 1 nit ON
OH Rdt.=99% 3 o
B=T, AP

Figura 1.41 - Reaccié de succinilacié dels nucleosids protegits en 5'.
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Els nucleosids protegits en 5 amb el grup DMT, sén comercials, de manera
que només ha calgut realitzar la succinilacié en 3. Aquesta reaccio s’ha dut a terme
usant un excés d’anhidrid succinic en preséncia de DMAP. La reacci6é ha funcionat bé
per ambdds nucledsids.

Un cop obtingut el derivat succinilat, s’ha prosseguit amb I'esquema sintétic
mostrat en la figura 1.40, duent a terme I'acoblament del nucledsid succinilat usant
DCC com a agent acoblant. L’eficiéncia de I'acoblament s’ha controlat mitjangant el
test qualitatiu de la ninhidrina sobre la resina un cop rentada. L’acoblament s’ha repetit
fins a obtenir un assaig negatiu en el test, indicatiu de que ja no queden grups aminos
lliures sobre la resina. Finalment, s’ha obtingut una funcionalitzacié de 0.17 mmol/g en
el cas dela T, ide 0.26 mmol/g en el cas de la A%

1.4.2.2 Elongacié de la cadena oligonucleotidica

La sintesi dels oligonucleotids s’ha realitzat seguint les condicions estandards
en el cas de CPG? i les condicions experimentals desenvolupades en el nostre grup
per a la sintesi sobre suport de poliestire*®. En ambdés casos, els protectors de les
nucleobases utilitzats de forma estandard son el benzoil per a I'adenina, i la citosina i
I'isobutiril per a la guanina. Com a diferéncies principals entre la sintesi sobre poliestiré
i I'estandard sobre boles de vidre (CPG), cal destacar els dissolvents emprats i la
concentracié dels fosforamidits, aixi com també alguns dels tractaments de rentat de la
resina. Aquestes diferéncies es poden observar a la seguent taula:

CPG PS
Etapes
Reactiu t(min.) Reactiu t(min.)
Rentats ACN 0.5 DCM 0.3
Destritilacio 3% TCA en DCM 1 3% TCA en DCM 2
Rentats ACN 2 DCM 3.3
Neutralitzacio - --- 2% DIEA en DCM 0.5
Rentats -—- - ACN anh. 0.75
Assecat Argd 0.5 Argd 0.75
Fosforamidit 0.1 M + tetrazole Fosforamidit 0.2 M en DCM anh. +
Acoblament 1 15
0.5 M en ACN anh. tetrazole 0.8 M en THF anh.
Rentats ACN (HPLC) 1 THF 0.5
Acetilacié Ac,O/NMI 1 Ac,O/NMI 2
Rentats ACN 1 DCM 1
Oxidacié '‘BUOOH 1 '‘BUOOH 1
Rentats ACN (HPLC) 1 THF, DMF, DCM 3

Taula 1.5 — Condicions experimentals tipiques en la sintesi d’oligonuclectids sobre CPG i PS.

L’obtencié dels 5’-amino-oligonucledtids s’ha realitzat duent a terme la
introduccié de l'espaiador al final de la sintesi i en les mateixes condicions que
qualsevol altre fosforamidit. Abans de realitzar-se aquest ultim acoblament, no obstant,
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s’ha dut a terme un petit desancoratge de I'oligonucledtid per tal d’avaluar la qualitat
del producte obtingut. En el cas d’obtenir-se un cru molt brut, s’ha repetit la sintesi.
D’entrada, i per tal de realitzar els primers assaigs de conjugacidé dels derivats
acridinics sobre els oligonucledtids, s’ha sintetitzat solament una de les sequéncies
plantejades: CTAACCCT, a la qual posteriorment s’hi han incorporat bé I'espaiador
LN6, o I'LN3, obtenint-se els 5’-amino-oligonucledtids OL1 i OL2, respectivament (fig.
1.42).

O
I
0 P-0-CBITABZABZ BB BT ()
2 OCNE
oL1

0]
1
HN_~_0-P-0-CBZTABZABZCBZCB2cBT ()
OCNE
oL2

Figura 1.42 — Estructura dels 5-amino-oligonuclectids OL1 i OL2 ancorats sobre resina.

1.5 Assaigs de conjugacié

Els assaigs de conjugacié han estat realitzats majoritariament pel Dr. Laurent
Debéthune, tanmateix, considero convenient incloure’ls resumidament en la present
memoria perqué d’aquests assaigs n’ha derivat en ultima instancia el métode utilitzat
en la sintesi dels conjugats. La meva contribucié en aquest apartat inclou algun dels
assaigs realitzats, aixi com també una forta implicacié en la interpretacio dels resultats
obtinguts.

Els primers assaigs han consistit en I'intent d’acoblar I'acridina A20 sobre el 5'-
amino-oligonucleotid OL1, ancorat sobre una resina de CPG, per tal d’obtenir el
conjugat C1 (fig. 1.43). El procediment seguit en aquests assaigs ha consistit en els
seglents passos:

° Eliminacido en condicions acides del grup protector de I'extrem 5’-amino
(MMT).

. Rentats + Neutralitzaci6.

. Reaccié d’acoblament de 'acridina (5 eq.).

. Rentats.

° Desancoratge i desproteccio del conjugat amb NHs.

. Analisi del cru per MALDI-TOF i HPLC (per tal de determinar quins
productes contenen derivats acridinics, s’enregistren els cromatogrames de
260ia410 nm).
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Figura 1.43 — Assaigs de conjugacié de I'acridina A20 sobre I'oligonucleotid OL1, per tal d’obtenir el
conjugat C1.

1.5.1 Assaigs sobre CPG-oligonucleotidil resines

Inicialment s’ha utilitzat DIPCDI com a agent acoblant en DMF i en preséncia
d’HOBt, perd no s’ha observat la preséncia del conjugat desitjat en el cru de reaccio,
sind que s’ha obtingut majoritariament 'amino-oligonucledtid de partida. Aixi doncs,
s’ha decidit assajar agents acoblants més potents que les carbodiimides, com ara el
PyBOP o el PyAOP (fig. 1.21), també en DMF i en preséncia de DIEA, requerida pel
mecanisme de reaccio. L'analisi per MALDI-TOF del primer assaig amb PyBOP ha
revelat la preséncia de diversos productes, cap dels quals, pero, és el conjugat
desitjat. Majoritariament s’ha observat la preséncia de I'amino-oligonucledtid de partida
(acetilat i no-acetilat) i, sorprenentment, del producte resultant de la conjugacié d’'una
molécula de prolina (C1b) a I'amino-oligonucleotid (fig. 1.44). En menor proporcio
també s’ha observat un conjugat que conté el cromodfor acridinic, perd que té una
massa 68 unitats menor a I'esperada (C1a). Aquesta massa correspon a la pérdua de
'anell de piperidina del conjugat, seguit de la introducci6 d’'un grup amino. El
desancoratge té lloc en condicions molt basiques (NH3; 33%, 55°C, 1 nit), cosa que
hauria pogut donar lloc a una reaccié de Michael a la inversa (retro-Michael), en la qual
s’eliminaria la piperidina per donar lloc al derivat acriloil. Posteriorment, aquest derivat
addicionaria I'amoniac present en el medi per donar lloc al conjugat C1a (fig. 1.44).
Aquesta mateixa reaccié secundaria explicaria I'obtencié del producte que conté
I'oligonucledtid amb una molécula de prolina, ja que I'acridina de partida no contenia
impureses de prolina.
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Figura 1.44 — Reaccions secundaries que tenen lloc durant el tractament amb NHj3 del conjugat C1.

Per intentar minimitzar aquestes reaccions secundaries, s’han suavitzat les
condicions inicialment assajades disminuint el temps de desancoratge (NH; 33%,
55°C, 2h). En aquest cas, s’ha obtingut un cru forga similar a I'anterior perd amb la
preséncia del conjugat desitjat. Aquest assaig sembla confirmar la hipotesi sobre la
retro-Michael com a reaccié secundaria en I'etapa de desancoratge i desproteccio.
Aixi doncs cal, d’'una banda millorar el rendiment de I'acoblament, i de I'altra evitar o
minimitzar aquesta reaccié secundaria. La reaccié6 d’acoblament amb PyAOP ha
presentat uns resultats molt similars, obtenint-se una proporcié de productes
provinents del conjugat (conjugat desitjat + productes de degradacié durant el
desancoratge) menor del 10%.

1.5.2 Assaigs sobre PS-oligonucleotidil resines

Paral-lelament als ultims assaigs realitzats sobre CPG, s’han comencgat a
realitzar els assaigs sobre PS, i en vista que aquests darrers han estat més
prometedors s’han abandonat els assaigs sobre CPG.

S’ha assajat la reaccid® dacoblament usant els agents acoblants 4-
nitrobenzensulfonat de pentafluorofenil (PFNB), PyAOP i HATU en DMF, realitzant en
tots ells el desancoratge amb una mescla NHa/dioxa (1:1) durant 2.5 hores a 55°C.

70



Capitol 1. Sintesi de conjugats acridina-oligonucleotid

Com es pot observar en els cromatogrames de la figura 1.45, 'agent acoblant que ha
permés obtenir una proporcié de productes provinents del conjugat més elevada ha
estat el PFNB (55%). En el cas del PyAOP, aquesta proporciéo ha estat del 17%,
mentre que amb 'HATU no ha superat el 30%.

A B C1

H-linker-oligo ~ Ac-linker-oligo Cla

N/ e AN

Ac-linker-oligo

\ !
1l

0 t (min) 30 0 t (min) 30

Figura 1.45 — Cromatogrames d’HPLC dels crus de desancoratge dels assaigs de conjugacio realitzats
amb PyAOP (A) i amb PFNB (B). Gradient: 5-35% B en 30 min.; A: 10 mM NH4OAc en H,0, B: ACN/H,O

(1:1).

La reacci6 retro-Michael, no obstant, continua tenint lloc. Per tal de minimitzar
els seus efectes s’ha pensat en suavitzar encara més les condicions de desancoratge i
desproteccid, disminuint la temperatura a la que té lloc el tractament. Aixo implica, no
obstant, utilitzar fosforamidits en la sintesi de I'oligonucledtid, que continguin protectors
de les nucleobases més labils. Aquests sén el benzoil per a I'adenina (A®?), I'acetil per
la citosina (C*°) i la dimetilformamida per a la guanina (G°™). En el nostre cas, doncs,
I'dnic canvi ha estat I'is de la C*® enlloc de C®, ja que cap dels oligonucleotids
plantejats conté guanines. Ara, el desancoratge i la desproteccié de les bases es pot
dur a terme amb la mateixa mescla NHs/dioxa (1:1) a temperatura ambient i durant 6
hores. Cal remarcar que d’ara en endavant tots els oligonucledtids s’han sintetitzat
utilitzant el fosforamidit de la C*°.

Per tal de millorar el rendiment de I'acoblament del derivat acridinic A20 sobre
el 5’-amino-oligonucledtid, s’ha pensat en la possibilitat de canviar el dissolvent (DMF)
per una dissolucio de LiCl 0.8 M en una mescla DMF/NMP (1:1). Aquest nou dissolvent
dificulta la formacié d’enllacos d’hidrogen, de manera que s’eviten possibles
estructuracions i/o agregacions dels derivats acridinics. L’assaig ha resultat positiu, de
manera que a partir d’ara s’utilitzara aquest dissolvent en la reaccioé de conjugacio.

Finalment, un dels problemes que ha presentat fins ara la sintesi dels conjugats
és la preséncia en el cru de reaccidé d'una important quantitat de 5’-amino-
oligonucledtid acetilat. Aquest producte es creu que podria provenir, en part, de la
reaccio del grup amino situat en 5, que queda lliure un cop feta la neutralitzacié de la
resina, amb el grup acetil de la C*°. Aixi doncs, s’ha cregut convenient no realitzar
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aquesta etapa de neutralitzacié prévia, siné fer una neutralitzacid in situ durant
'acoblament. S’ha decidit utilitzar 25 equivalents de DIEA per tal que hi hagi suficient
base per dur a terme la neutralitzacid, evitar la protonacié de I'acridina i intervenir en el
mecanisme de reaccid de l'agent acoblant. Aquest assaig s’ha realitzat de forma
similar als anteriors, perd intentant acoblar l'acridina A20 sobre el 5-amino-
oligonucleotid OL2 per tal d’obtenir el conjugat C2.

A la figura 1.46 es pot observar com amb totes aquestes modificacions i amb el
fet de no realitzar la neutralitzacié prévia, siné in situ, augmenta molt la qualitat del cru
i disminueix drasticament la proporcio de producte acetilat.

A B
Ac-linker-oligo c2

. e

Ac-linker-oligo

A _,»b 'Y

t (min) 30 0 t (min) 30

oT

Figura 1.46 — Cromatogrames d’HPLC dels crus de desancoratge dels assaigs de conjugacioé
realitzats amb neutralitzacioé prévia de la resina (A) i amb neutralitzacié in situ (B). Gradient: 5-
35% B en 30 min.; A: 10 mM NH4OAc en H>O, B: ACN/H,0 (1:1).

En vista dels resultats obtinguts en aquests assaigs, s’ha decidit procedir a la
sintesi d’'una primera familia de conjugats emprant un excés d’acridina de 5
equivalents i utilitzant el PFNB com a agent acoblant (5 eq.) amb la preséncia de DIEA
(25 eq.) i una quantitat catalitica ’HOBt.

1.6 Sintesi d’'una primera familia de conjugats
acridina-oligonucleotid

1.6.1 Sintesi del PFNB

L’agent acoblant que millors rendiments ha donat en la reaccié d’acoblament ha
estat el PFNB (4-nitrobenzensulfonat de pentafluorofenil), i per tant és el que
s'utilitzara en la sintesi dels diferents conjugats. El PFNB és un solid cristal-li que
s’utilitza en quimica de péptids com a alternativa a altres reactius més comuns en
acoblaments dificils®'. El producte, que no és comercial, s’obté a través de la reaccié
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del clorur de 4-nitrobenzensulfonil amb el pentafluorofenol. La reaccié es du a terme
en piridina i té lloc en bon rendiment (fig. 1.47).

R F F F
0 piridina, 0°C 0
OZN@§*CI + HO F - OZN@§*O F
o} Rdt.=70% 0
F F F F

Figura 1.47 — Reacci6 d’obtencié del PFNB.

El mecanisme de reacciéo del PFNB (fig. 1.48) requereix la preséncia d’'una
base organica no nucledfila i quantitats catalitiques d’HOBt*? (molt utilitzat en quimica
de péptids). Primerament, té lloc l'activacié del benzensulfonat amb 'HOBt, formant-se
un intermedi molt reactiu, el qual reacciona amb el grup carboxilat per donar un
anhidrid mixt sulfonic-carboxilic. En aquest punt, tant pot tenir lloc I'atac directe del
nucleofil (en el nostre cas de I'amina) donant I'amida desitjada, com formar-se
préviament un ester actiu de pentafluorofenil. Es important deixar reaccionar el PFNB
amb 'HOBt i el carboxilat en preséncia de la base abans d’incorporar 'amina, ja que si
no, aquesta ultima pot reaccionar amb el sulfonat activat formant-se un producte no
desitjat (sulfonamida).

o)
't HOBt o RCO, o 1
OZN@§*Opr OZN@§*OBt " . ON s-07" "R
o) o) o .
.. PfpO"
"
R'NH, R'NH, RCOPfp
" RINH,

rd

0
OZN@::*NHR' RCONHR'
o

Figura 1.48 — Mecanisme de reacci6 dels acoblaments realitzats amb PFNB.

1.6.2 Obtencio dels conjugats

Primerament s’ha realitzat la sintesi dels oligonucledtids sobre suport de
poliestiré a escala 5 umol. Els grups protectors de les nucleobases utilitzats han estat
el benzoil per 'adenina i l'acetil per la citosina i les sintesis s’han realitzat tal i com
s’explica a I'apartat C dels materials i métodes, obtenint-se rendiments molt elevats en
cada etapa d’acoblament (>97%), excepte en el cas de I'espaiador LN3 (~70%). Sovint
els fosforamidits no comercials presenten rendiments d’acoblament menors, degut
normalment al fet de contenir una mica d’humitat. Com que només s’ha utilitzat per a la
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sintesi d’'un conjugat, de moment no s’ha treballat per optimitzar la seva incorporacio.
Aixi, els rendiments globals d’obtencié dels oligonucledtids han estat en tots els casos
superiors al 80% excepte per I'oligonucledtid OL3 (~55%). A la taula 1.6 es mostren
els 5’-amino-oligonucledtids sintetitzats.

Nom Seqiiéncia Linker (M-H) obs. (M-H) calc.
oL1* CTAACCCT® LN6 2505.81 2507.51
oL2 ScTAaAcccT® LN3 2464.04 2465.46
oL3 ScTAACCCT® LN5 2493.98 2495.50
oL4* ScTAACCCT® LN5+LO18 2840.44 2841.40
oL5 STCACTCAT® LN5 2509.52 2510.21
oL6 SAACCCTAA? LN5 2528.23 2529.58

Taula 1.6 - 5-~Amino-oligonucledtids sintetitzats. *Oligonucleotids sintetitzats pel Dr. Laurent
Debéthune.

Un cop obtingut els 5-amino-oligonucledtids desitjats, s’ha procedit a
I'incorporacié de les acridines préviament sintetitzades. L'obtencié dels conjugats s’ha
realitzat tal i com es mostra a la figura 1.49.

Sintesi estandard”

DMTO*NO HO—| Oligonucledtid protegit {)

d'oligonucleotids

N =T, dAB?
O - ps 1. MMT-NH OP(OCNE)(NPry), tetrazole
2. capping
3. oxidacio

Protectors de les nucleobases
labils a temperatura ambient

4. TCA 3% en DCM

(0]
Il . ) .
Cl3CCOOH -HZNMNW;gI;cF")fo— Oligonucleotid protegit —O

(0] A (0]
PFNB, DIEA, HOBt (cat.)
R N/\)kN O N/ N)K”HCOOH (5eq.) (25eq.)
2 B B LiCI (0.8M) en DMF/NMP (1:1)
(5eq.)

NHg / dioxa 1:1, temp. amb.

i i 0
~
RzN/\)LH N N)KHHCONH -

N ofF‘ho« Oligonucleodtid desprotegit —QH

Figura 1.49 — Esquema sintetic seguit per a la sintesi dels conjugats acridina-oligonucleotid.

Primerament, té lloc I'eliminacio del grup monometoxitritii amb una dissolucié
de TCA al 3% en DCM. Seguidament, i després de rentar bé la resina, aquesta s’infla
amb el dissolvent en el que tindra lloc la reaccié de conjugacid, una dissolucié 0.8 M
de LiCl en DMF/NMP (1:1). Paral-lelament, s’activa I'acridina deixant-la uns 15 minuts
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amb el PFNB, la DIEA i 'HOBt. La reacci6 té lloc durant 6 hores, després de les quals
es realitza el desancoratge i la desproteccid de les nucleobases. Mitjangant aquest
meétode s’han sintetitzat els conjugats que apareixen a la taula 1.7.

Conjugat Oligonucleotid Acridina (M-H) obs. (M-H) calc. tg (min.)

c1* oL1 A20 3007.44 3006.77 13.7
C2 oL2 A20 2964.64 2962.73 12.4
c3* oL3 A21 2980.10 2980.71 121
c4* oL3 A24 3023.77 3024.70 11.2
C5 oL3 A22 2993.18 2994.74 1.4
ce” oL4 A21 3319.97 3324.84 12.6
C7 OL5 A21 2994 .81 2996.56 12.5
Cs8 OoL6 A22 3027.48 3028.58 11.3
C9 OoL6 A21 3013.28 3014.58 11.9

Taula 1.7 — Conjugats obtinguts. *Conjugats sintetitzats pel doctor Laurent Debéthune.
*Gradient: 5-35% B en 15 min.; A: 10 mM NH4OAc en H,0, B: ACN/H-0 (1:1).

Tots ells han estat purificats per cromatografia liquida de mitja pressié (MPLC) i
han estat caracteritzats per MALDI-TOF i analitzada la seva puresa per HPLC (fig.
1.50).

I |

0 t (min) 30 0 t (min) 30

Figura 1.50 — Cromatograma del cru de sintesi del conjugat C5 (A) i del conjugat purificat (B).
Gradient: 5-35% B en 30 min.; A: 10 mM NH4OAc en H-0, B: ACN/H-0 (1:1).

A la figura 1.51 es mostren les estructures de tots els conjugats obtinguts
mitjangant 'esquema de la figura 1.49.
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Figura 1.51 — Estructura dels conjugats obtinguts.
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1.6.2.1 Consideracions per a la sintesi de conjugats en 3’

En la sintesi estandard d’oligonucledtids, I'elongacié de la cadena es realitza en
la direcciéo 3 — 5, ja que els reactius usats sén els 3’-fosforamidits dels nucledsids
convenientment protegits. De totes maneres, és també possible sintetitzar un
oligonucledtid en la direccio contraria (5° — 3’). Aixd s’aconsegueix simplement amb
I'is de 5-fosforamidits, la majoria dels quals també sén comercials. En aquest cas,
perd, els rendiments no acostumen a ser tan bons, degut en gran part a factors
estérics.

Aixi doncs, havent pogut obtenir els conjugats en 5’, en principi la sintesi dels
conjugats en 3’ no hauria de presentar més complicacions que rendiments inferiors
d’acoblament dels fosforamidits i, per tant, rendiments inferiors en la sintesi dels
oligonucledtids. Ara bé, per a la sintesi dels conjugats ha calgut utilitzar fosforamidits
dels nucledsids amb les bases protegides amb grups protectors meés labils dels
habituals. Aquest fet no és ftrivial si es vol realitzar la sintesi amb 5’-fosforamidits, ja
que només sén comercials els que contenen els protectors estandard. Aixi, caldria
sintetitzar el fosforamidit de la citosina protegida amb un grup protector labil.

Cal tenir en ment que tot i que en els assaigs de desancoratge del conjugat
s’han observat reaccions secundaries, aquestes sempre s’han observat en realitzar
tractaments a 55°C. El grup benzoil de la C (protector estandard) es pot eliminar també
mitjangant tractaments prolongats a temperatura ambient. En el cas dels conjugats en
5, aquesta prova no s’ha realitzat perqué al ser comercial el fosforamidit de la C*°,
s’han dut a terme les sintesis amb el fosforamidit que conté el protector labil. Ara pero,
cal comprovar si els conjugats experimenten les reaccions secundaries observades
durant tractaments llargs a temperatura ambient, ja que si no les experimenten, llavors
la sintesi dels conjugats en 3’ es podria realitzar amb els fosforamidits comercials.

S’ha dissolt una petita fracci6 de C4 en una mescla NHs/dioxa (1:1), i s’ha
analitzat per HPLC. Passades 24 hores la puresa és només del 77%, mentre que
abans era del 98%, cosa que posa de manifest que el conjugat en questié ha patit una
certa degradacié. Aixi doncs, els conjugats en 3’ s’haurien d’obtenir mitjangcant el
mateix esquema sintétic desenvolupat pels conjugats en 5’, cosa que implica I'Us, i per
tant la sintesi, del derivat fosforamidit en 5’ de la C*™ (citosina protegida amb el grup
isobutiril), ja que és el derivat que s'utilitza en les sintesis d'oligonucleotids en la
direccié 5 — 3’ quan es requereix I'is de protectors més labils.

1.6.2.2 Quantificacié dels conjugats obtinguts

Un cop obtinguda una primera familia de conjugats, ha sorgit el problema de la
quantificacié d’aquests. La quantificacié dels conjugats no només ha de servir per tal
de calcular els rendiments obtinguts en les sintesis d’aquests, sind6 que resulta
imprescindible per tal de dur a terme els assaigs biofisics i bioldgics que s’expliquen en
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el capitol 2 de la present memoria, ja que en aquests és necessari saber la quantitat
de cadascun dels conjugats que intervé en cadascun dels assaigs.

Els oligonucledtids es quantifiquen mitjangant [I'espectroscopia d'UV.
S’enregistra I'absorbancia a 260 nm d’una dissolucié aquosa d’oligonucledtid, i
coneixent el volum exacte de la dissolucid analitzada es pot calcular el valor de
densitat optica (OD.g), que és la unitat usada en la quantificacié d’oligonucleotids. Es
defineix 1 OD4go com la quantitat d’oligonucledtid que, continguda en 1 mL d’aigua i en
una cubeta d’1 cm de pas de llum déna una absorbancia d’1. L’equivaléncia molar de
les ODygg €s determina a partir d’'una aproximacié en qué es considera que I'absorcio
de l'oligonucleotid en qliestio és deguda a I'efecte acumulat de I'absorcio individual de
cadascuna de les diferents nucleobases que el composen. En aquesta aproximacié es
realitza una correccid, en la qual es considera el fenomen de l'apilament que
experimenten les bases en el DNA estructurat. El coeficient d’absortivitat molar d’un
oligonucledtid es calcula mitjancant la seglient formula:

8oligo = ngase 'fa

En ella, €base son els coeficients individuals de cada base ifa el factor de

correccio (0.9 per a oligonucleodtids de cadena unica i 0.8 per a autocomplementaris o
de doble cadena).

En el cas dels conjugats acridina-oligonucleoétid, pero, la quantificacio no és tan
senzilla, ja que els derivats acridinics també absorbeixen llum ultraviolada a 260 nm.
D’aquesta manera, és necessari conéixer el seu coeficient d’extincié molar. L’espectre
d’'UV d‘una acridina presenta dos maxims (figura 1.52), un dels quals es troba a
longituds d’ona menors de 280 nm i l'altre cap a 400 nm. Aixi doncs, s’ha decidit
calcular per a 2 acridines diferents els coeficients d’extincié molar a 260 i 410 nm (€xgp |
€410), ja que soOn els tradicionalment emprats en sistemes acridinics. Un cop obtinguts
aquests parametres, llavors s’intentara agafar un valor promig (si és que els coeficients
s6n del mateix ordre) a partir del qual es podra procedir a la quantificacié dels
conjugats

1
200 3bo 400 500
A (nm)

Figura 1.52 — Espectre d’UV de I'acridina 21.
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1.6.2.3 Calcul del coeficient d’extincido molar de les acridines A21 i
A22

Per tal de determinar els €, i €410 S’han escollit dues de les acridines que
contenen un acid carboxilic i estan a punt per a ser conjugades (A21 i A22).

L’estudi s’ha fet dissolvent les acridines en tampé NH,OAc 10 mM, i ajustant-ne
el pH a 7, ja que segurament en aquest tipus de compostos I'€ té un forta dependéncia

del pH. S’ha estudiat un rang de concentracions que van de 0 a 0.2 mmol/L. El resultat
ha estat una recta, el pendent de la qual correspon al coeficient d’extincié molar,
segons la llei de Lambert-Beer (fig. 1.53). L'experiment s’ha realitzat per duplicat i s’ha
agafat el valor mig.

. Calcul d’&0 o Calcul d’&419
084 . _ 0.8 e
y=23.358x +0.0022 y=42185x+ 00094 "
S 06 R=T 8 0.6 R*=0.999 P
= : c v -~
. - e
£ 2 e
o o o
2 04 2 04 -
< < -
0.2 024 //'
0.0 . . . . . 0.0+— . . . .
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Concentracio (mmol/L) Concentracié (mmol/L)

Figura 1.53 — Determinacio6 dels coeficients d’extincié molar a 260 i 410 nm de I'acridina A21.

Acridina €260 (IFmol-cm™) €410 (IFmol-cm™)
A21 23404 4230
A22 19500 2409

Taula 1.8 — Valors d’€0gg i €410 obtinguts experimentalment per a les acridines A21 i A22.

Com es pot observar a la taula 1.8, els €419 varien forga entre les dues acridines
estudiades, mentre que els €55 son d’'un mateix ordre. Donat que no sabem quin
efecte pot tenir sobre I'e una acridina situada en I'entorn d’'un oligonucleotid, no s’ha
cregut convenient fer un estudi exhaustiu de totes les acridines sintetitzades. Es per
aixo, que s’ha decidit utilitzar el valor mitja de I'exq0 d’'ambdues acridines: 21500 I-cm’
“.mol”" com a €agigina. UN avantatge de quantificar a 260nm és que els errors provinents
de la generalitzacié feta queden en part minimitzats per I'absorcié de les bases. D’altra
banda, a 410 nm només absorbeixen les acridines, de manera que I'error seria molt
més important. Els coeficients d’absortivitat molar aixi com la quantitat obtinguda de
cadascun dels conjugats es mostren en la seglent taula:
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Conjugat Eoligo (OD/umol) Econjugat(OD/umol) OD 260 umol Rdt.

c1 69.8 89.8 485 0.54 10.8%
c2 69.8 89.8 55 0.06 1.2%
C3 69.8 89.8 63.1 0.70 14%,

ca 69.8 89.8 9.8 0.11 209
c5 69.8 89.8 414 0.46 9.2%
cé 69.8 89.8 137 1.53 30.6%
c7 71.2 91.2 7.28 0.08 1.6%
cs 83.1 103.1 7.14 0.07 1.4%
co 83.1 103.1 9 0.09 1.8%

Taula 1.9 — Coeficients d’absortivitat molar, quantitat obtinguda i rendiment dels conjugats
sintetitzats.

Els rendiments d’obtencié dels conjugats han estat for¢ca variables. Aquests
responen a diversos factors, com ara recuperacions baixes en les purificacions. Alguns
sén realment molt baixos (C2, C4 i C7-9), pero s’ha de tenir en compte que no han
estat optimitzats. D’entre els altres, cal destacar el 30.6% obtingut en la sintesi de C6.
Aquest conjugat és el que conté com a espaiador LN5+L0O18, un espaiador molt més
llarg que tots els altres. Aixi, s’ha relacionat el rendiment de la reaccié de conjugacio
amb la distancia a la que té lloc aquesta respecte a la cadena oligonucleotidica.
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