RNS szerkezete, tulajdonsagok,
szintetikus lehetdségek

BAZIS

Cukor 5’-hidroxil

Cukor 2’-hidroxil Kellene egy
ortogonalis
Bazisok véddcsoport

Foszfat

2’-védetlen RNS specidlis tulajdonsagai:

* rnaz érzékeny — steril koriilmények kellenek

* sav €s bazis érzékenység nagyobb, mint a DNS-nél (pH = 4-7 kozott stabil csak)
(cc. Vizes NH, elbontja)



RNS szintézis megoldasok 1.
(2'-TBDMS moaodszer)

1. A sikeres amidit médszer 1. adapticiéja FLUORIDERZEKENY SZILIL védécsoport
 2’-pozicioban tercbutildimetilszilil védocsoport
(ez kibirja a DMTr atmeneti védocsoport savas, €s az allandé védodcsoportok
ammonias hasitasat is.)

0 Hatranvyok:
e monomer eloallitasa soran szerkezeti 1izomerek
‘ /J\ képzodése illetve migracio (kromatografias
N (@]

elvélasztas sordn izomertisztasag nem 100%-0s)
e emiatt a szintetizalt RNS nem annyira tiszta
(tartalmaz 2’-5’ kotéseket 1s)

e térbeli zsufoltsag miatt lassu kapcsolds (kb. 10-
15 perc, mig DNS-nél 10-25 masodperc)

e rns tisztitasanal ioncsere €s sOtalanitas
sziikséges, mikozben steril koriilmény kell

Elonvyok :
* jelenleg a legolcsobb modszer az olcso
monomerek miatt




RNS szintézis megoldasok 2.
(2'-TOM modszer)

1. A sikeres amidit médszer 2. adapticiéja FLUORIDERZEKENY SZILIL védécsoport
e 2’-pozicioban triizopropilszilil-oximetil védOcsoport
(ez kibirja a DMTr atmeneti védocsoport savas, €s az allandé védodcsoportok
ammonias hasitasat is.)

Elonyok :
‘ /K * monomer eldallitasanal nincs migricio, igy
N @)

elvileg izomertisztasag szempontjabol tisztabb
monomerek €s RNS

* gyorsabb kapcsoldsok, mint a TBDMS
modszernél, de még mindig nem olyan gyors,
mint a DNS

DMTrO

Hatranyok:

* monomer el0allitdsa nehézkes, két regioizomer
képzodik

e konnyebb rns tisztitas, de még igy 1s kell
ioncsere €s sotalanitas steril koriilmény kozott

* igen dragak a monomerek




RNS szintézis megolddsok 3.
(2'-ACE modszer)

1. A sikeres amidit modszer 3. adapticidja ugy, hogy a savérzékeny DMTr atmeneti
védécsoportot FLUORIDERZEKENY SZILIL dtmeneti véddcsoportra cserélték és a 2’-
véddcsoportnak enyhén savérzékeny véddcsoportot fejlesztettek

e 2’-pozicidban acetil-etilénglikol-ortoformiat véddcsoport

(ez kibirja az atmeneti védOcsoport fluoridos, és az alland6é védodcsoportok

ammonias hasitasat mikozben az acetil csoportok a bazikus kezelésnél
eesnek. Az ortoészter/€szter pedig enyhe savra késobb barmikor lehasithato.)

ElOnyok :

* monomer eldallitdsandl nincs migracio, igy elvileg
izomertisztasag szempontjabol tisztdbb monomerek és RNS

* majdnem olyan gyors kapcsoldsok, mint a DNS-nél

« 2’-véddcsoportot elég kozvetleniil a felhasznélas elott
eltavolitani (illékony savas puffer hasznélhat6), igy az rns
tisztitdsandl nem kellenek steril koriilmények

eHatrdnyok:

* minden ciklusban kell fluoridozni (specialis szintetizatort
igényel, + kornyezetvédok!)

* mivel a cianoetil csoport helyett metilt kell hasznélni, igy plusz
egy 1épés a metil véddcsoport eltavolitds, rdadasul metilez6dés
torténhet ennél a 1épésnél, ami a terméktisztasagot rontja

* dragdk a monomerek, de leginkdbb is nem aruljdk



RNS szintézis 4.
(2'-metilénditiotercbutil)

Elony:
NH,  enyhe redukciora hasithaté a 2’-

védocsoport (pl. Ditiotreitol, DTT)
XN e 4llitélag nagy hatékonysagu

‘ kapcsolas, tiszta, hosszua RNS
N 5 Hatrany

* eddig a fenti elOnyokrol csak a
fejlesztok szamoltak be, és
kérdéses, hogy miért nem terjedt
még el masok kozott, ha annyira j6
* (gyanithato, hogy a
diszulfidcsoport nem teljesen inert
az amiditmodszerrel torténd

DMTrO

T
N kapcsolasnal, ugyanis ehhez
Y Y hasonl6 szerkezet{i anyagokkal
szokas foszforotioatokat eloallitani)

Valami lengyel csoport Uppsala-ban fejleszti vagy 15-20 éve.



RNS szintézisek (2'-TBDMS
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TBDMS és TOM RNS oligomer szintézis:
linker, 2" -védocsoport €s nukleobdzis védelem eltavolitas
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ACE RNS oligomer szintézis:

linker, 2" -védocsoport €s nukleobdzis védelem eltavolitas
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RNS monomer arak

TERMEK AR (Ft/g)

TOM amiditek (GlenRes) 71.000



DNS monomer szintézis
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2°-TBDMS RNS MONOMER SZINTEZIS 1.
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2°-TBDMS RNS MONOMER SZINTEZIS 2.

V. Serebryany, L. Beigelman (Ribozyme Ph. Inc. Boulder) 2003
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2°-TOM RNS monomer szintézis
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2°-ACE RNS monomer szintézis
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L.LNA monomer szintézis
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