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SINTEZA OLIGONUKLEOTIDA

Nakon otkric¢a nukleinskih kiselina koncem XIX stoljeca, trebalo je proéi nekoliko desetljeca da bi se otkrila prava
struktura purinskih i pirimidinskih jedinica, te priroda njihovog medusobnog povezivanja u polinukleotidne lance.
Kemijska struktura obaju rodova nukleinskih kiselina, DNK i RNK, utvrdena je do 1952. godine. Ubrzo nakon toga
Watson i Crick predlozili su strukturu dvostruke uzvojnice za DNK, a time je ujedno zapocela nova era kemijskih,
biokemijskih i molekularno-bioloskih studija nukleinskih kiselina.
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1. NAJUSPJESNUJI PRIMJERI PRVIH POKUSAJA PRIPRAVE OLIGONUKLEOTIDA U OTOPINI

1.1. Michelson i Todd publicirali su 1955. godine prvu sintezu 3'-d(TT)-5' dimera u otopini.
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Ac = acetil; NCS = N-klorsukcinimid

1.2. Khorana i njegovi suradnici su 1960-tih uspjeli pripraviti u otopini tzv. , fosfodiesterskim“ postupkom,
krace lance deoksinukleotida s odredenim redoslijedom baza, koji su zatim medusobno povezani u duge
lance u prisutnosti T4-DNK ligaze. Takvim postupkom uspjesno su sintetizirali gene odgovorne za

biosintezu t-RNK alanina iz kvasca i t-RNK tirozina iz E. coli. Tro
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Tr = trifenilmetil; DCC = 1,3-dicikloheksilkarbodiimid
ArSO,CI = 2,4,6-triizopropilbenzensulfonil-klorid

OAC



2. RAZVOJ KEMIJSKIH POSTUPAKA ZA PRIPRAVU OLIGONUKLEOTIDA NA CVRSTIM
NASACIMA

2.1. FOSFORAMIDATNI POSTUPAK

Tako su Beaucage i Caruthers pripravili nove sintone za sintezu oligonukleotida — fosforamide deoksiribonukleozida. Oni
su pripravljeni u reakciji 5'-O-dimetoksitritildeoksitimina sa N, N-dimetilaminoklor metoksifosfinom kao fosforiliraju¢im
sredstvom. Aktivacijom tako dobivenog fosforamida sa slabom kiselinom — 1H-tetrazolom, u prisutnosti 3'-O-
levuliniltimina pripravljen je dinikleozid kao fosfitni triester u gotovo kvantitativhom iskoristenju. Njegovom oksidacijom
vodenom otopinom joda dobiven je stabilni dinukleotid u obliku fosfatnog triestera.
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2.2. HIDROGEN FOSFONATNI POSTUPAK

Garegg i suradnici uocili su da 5'-O-dimetoksitritildeoksiribonukleozid-3'-O-hidrogenfosfonat brzo reagira sa 3'-O-
benzoiltiminom u prisutnosti aktivirajuéih agenasa kao Sto su TPS-Cl, benzensulfonil-klorid ili difenil-
fosfokloridata, pri ¢emu kao produkt nastaje odgovarajuc¢i (3'-5')-dinukleozid hidrogenfosfat. Prilikom
automatizacije toga procesa pivaloil-klorid i adamantoil-klorid pokazali su se efikasnijim aktiviraju¢im agensima
od naprijed spomenutih u sintezi u otopini. Oksidacijom vodenom otopinom joda uz trietilamin
hidrogenfosfonatna veza dinukleozida efikasno je oksidirana u fosfatnu.
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Oba postupka danas se u vrlo velikoj mjeri primjenjuju u laboratorijima Sirom svijeta u automatiziranim
postupcima sinteze oligodeoksi- i ologoribonukleotida s to¢no definiranim sekvencijama na ¢vrstim nosacima.



2.3. ZASTITNE SKUPINE EGZOCIKLICKIH AMINO SKUPINA
NUKLEOZIDNIH BAZA

Za zastitu egzociklickih amino-skupina nukleozidnih baza najcesce se rabe kiselinski kloridi kao npr. benzoil-
ili p-metoksibenzoil-klorid za dA i dC, dok se za dG primjenjuje i-butiril-klorid, u , one-pot” reakciji preko
trimetilsililnih intermedijara.
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2.4. FUNKCIONALIZACIJA SILIKAGELA ILI CPG

Funkcionalizacija silikagela ili CPG (,Controlled Pore Glass“) kao cvrstih nosaca postize se reakcijom s 3-
aminopropiletoksisilanom. Rezultirajué¢i aminoalkilirani silikagel ili CPG se zatim dalje funkcionalizira u reakciji s
anhidridom jantarne kiseline pri ¢emu se uvodi slobodna karboksilna skupina. Ta se skupina potom esterificira preko
3'-OH-skupine deoksiriboze odgovarajuéeg nukleozida u prisutnosti DEC u piridinu. Alternativno, odgovarajuéi 3'-O-
sukcinirani nukleozid takoder se moze na aminoalkilirani silikagel ili CPG vezati izravho amidnom vezom.
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4.0. IZOLACIJA OLIGODEOKSINUKLEOTIDA DMTrO = HO
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Three columns for simultaneous synthesis of oligonucleotides
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F;’gu re 1. Summary of chemistry for synthesis of DNA with efficient phosphoramadite
chemistry.

PURIFIED OLIGOMERS

Figure 2. Autoradiogram of erude and purified oligonucleotides Figure 3. UV shadowing of crude 40-mer.



