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1. Uvod

Vice nez 40 let pfitahuji pozornost organickych che-

mikt,, biochemiki a biologh analogy nukleotidl

(nukleosidfosfatit), mezi kterymi piedstavuji isoelektronic-
ké (isopolarni) nukleosidfosfonové kyseliny (NFK) vy-
znamnou skupinu latek vyznacujici se pfitomnosti fosfona-
tové P—C vazby misto fosfoesterového P-O seskupeni.
Hybnou silou stale trvajiciho zajmu o NFK je absolutni
stabilita P—C vazby vuc¢i pisobeni fosfomonoesteras
a nukleotidas, hydrolyticky Sstépicich fosfoesterové P-O
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vazby, spojena s moznym vyuzitim NFK jako stabilnich
antimetaboliti vhodnych k regulaci metabolickych drah.
Prestoze prvni syntetizované NFK nevykazovaly prakticky
zadné biologické ucinky in vivo, staly se neocenitelnym
nastrojem pii studiu mechanismi spojenych se $tépenim
fosfoesterové a fosfodiesterové vazby a pienosem fosfo-
rylskupiny. V roce 1986 byla publikovana prace v ¢asopise
Nature (DeClercq a spol., 1986)', prezentujici vyrazné
protivirové U¢inky nové skupiny NFK, tzv. acyklickych
nukleosidfosfonovych kyselin. Po téméf dvou dekadach
byly tii z této velmi rozséhlé skupiny latek, objevenych na
UOCHB ve skuping Antonina Holého, zavedeny americ-
kou firmou Gilead Sciences do klinického pouZziti — Vistide
[(S)-1-(1-cytosinyl)-3-hydroxy-2-propoxymethylfosfonova
kyselina] proti zanétu sitnice indukovaného cytomegalovi-
rem u pacientd s AIDS, Viread [(R)-1-(9-adeninyl)-2-
-propoxymethylfosfonova kyselina] uréeny pro 1écbu paci-
entt s AIDS a Hepsera [2-(9-adeninyl)ethoxymethyl-
fosfonova kyselina] pro 1é€bu chronické hepatitidy typu B.
Po nékolika dekadach vyzkumu se tak sen o biologickych
aplikacich nukleosidfosfonovych kyselin stal skute¢nosti.

Extenzivni vyzkum v oblasti chemie a biochemie
slozek nukleovych kyselin, nukleobdzi, nukleosidl
a nukleotidt, zapocaty v 50. letech minulého stoleti, silné
stimuloval také vyzkum v oblasti chemie nukleovych ky-
selin a jejich kratkych §tépu, oligonukleotidis (ON). V roce
1953 Watson a Crick poprvé, na zakladé dat Franklinové
a Wilkinse, postulovali model sekundarni struktury mole-
kuly DNA — model dvousroubovice DNA. V témZe roce
byl zalozen Ustav organické chemie a biochemie AV CR
(UOCHB), ktery se zadal zabyvat, krom& jinych oblasti,
také chemii a biochemii nukleovych kyselin a jejich slo-
zek. Nukleosidova a nukleotidova chemie byla celosvétove
na svém pocatku a o moznostech syntézy DNA a RNA se
jenom uvazovalo. V roce 1966 rozlustili Nirenberg, Ochoa
a Khorana geneticky kod. V této souvislosti stoji urcité za
zminku, Ze v 60. letech se na UOCHB otazkou genetické-
ho kédu intenzivn€ zabyvala skupina pracovnikii kolem
Ivana Rychlika. V pribéhu 60. a 70. let dochazi k rychlé-
mu rozvoji metodik syntézy oligonukleotidi. Pivodni
fosfodiesterova metoda syntézy v roztoku (Khorana) byla
brzy nahrazena mnohem u¢inn&jsi fosfotriesterovou meto-
dou (Letsinger) a ta byla posléze vytésnéna metodou
H-fosfonatovou (Todd, Froehler, Matteucci) a fosfitovou
(Letsinger), ktera vytvorila zaklad fosforamiditové metody
(Caruthers); posledni jmenovana metoda je v soucasnosti
jedinou prakticky pouzivanou metodou syntézy oligonuk-
leotidii na pevné fazi.

V roce 1977 doslo k rozdéleni UOCHB a &st labora-
tofi piesla pod UMG. Zajimavosti je, ze tento ,,rozpad®,
ruku v ruce s pozadavky molekularni biologie na syntetic-
ké oligonukleotidy, umoznil rychly rozvoj ceskoslovenské
oligonukleotidové chemie pod vedenim Jifiho Smrta na
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UOCHB. Ve spoluprici s Vyvojovymi dilnami UOCHB
vyvinul Jifi Smrt béhem velmi kratké doby dva syntetiza-
tory oligonukleotidii (SynGen-1 a SynGen-2) a vypracoval
praktickou aplikaci chlorfosfitové metody syntézy oligo-
nukleotidl na pevné fazi. Za tuto praci obdrzel cely kolek-
tiv v Cele s Jifim Smrtem na pocatku 80. let Statni cenu za
chemii.

Vyfeseni chemické syntézy ptirozenych oligonukleo-
tidii na pevné fazi na jedné a sekvenace DNA na druhé
stran¢ znamenaly zasadni pfevrat v biologickych védach.
Teorie o antisensnim puasobeni nukleovych kyselin pfi
regulaci exprese genetické informace v bunkach vyslovena
Zamecnikem polozila zéklady genové terapii a otevrela tak
dvete do uzasného svéta strukturné modifikovanych anti-
sensnich  oligonukleotidi (ASO) komplementarnich
k jednovlaknovym usekim RNA. Systematicky vyzkum
vzajemnych interakci oligonukleotidi vedl k poznatku, ze
hybridni duplex miize byt substratem enzymu ribonukleasy
H (RNasa H), ktera rozstépi RNA vlakno, zatimco DNA
vlakno zustane intaktni. Na druhé strané vytvoreni velmi
stabilniho hybridniho duplexu muze vést ke sterickému
bloku pii proteosyntéze (translation) nebo pfi sestiihu ge-
netické informace (splicing). Ve vsech tfech pripadech
dochazi k potlaceni exprese urcit¢ho genu. Pouziti ASO
in vivo je limitovano stabilitou fosfodiesterové internukle-
otidové vazby, zejména vici endonukleasam, které nemo-
difikovany ASO rychle hydrolyzuji. Proto je zcela ultima-
tivnim poZadavkem na ASO jejich nukleasova stabilita.
V prubéhu poslednich dvou dekad bylo syntetizovano né-
kolik stovek riznych modifikaci ASO, které se tykaly nuk-
leobaze, pentofuranosového kruhu nebo fosfodiesterové
internukleotidové vazby s cilem zvysit hydrolytickou sta-
bilitu a hybridizaci, zajistit prinik ASO do buné¢k a v nepo-
sledni fadé zvysit selektivitu u€¢inku ASO. Triumfem toho-
to vyzkumu bylo v roce 1998 schvaleni preparatu s na-
zvem Vitraven (od americké firmy ISIS Pharmaceuticals,
Inc.), ur€eného proti zanétu sitnice zptisobené cytomegalo-
virem (ASO byl cilen k potlaceni exprese virové DNA
polymerasy). Vitraven je plné fosforothioatovy ASO, ve
kterém byla fosfodiesterovda —O—P(=0)—O- internukleoti-
dova vazba nahrazena nukleasové stabilnéjsi chiralni fos-
forothioatovou —O-P(=S)-O- vazbou, kterd umoznuje
takto modifikovanym ASO pronikat 1épe do bunék a sti-
mulovat hydrolytickou aktivitu RNasy H. Vitraven byl
vice nez 10 let jedinym ASO zavedenym do klinické pra-
xe. Az v roce 2013 byl americkym ufadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA) schvalen ke klinickému pouziti
dalsi, opét plné fosforothioatovy oligonukleotid pod na-
zvem Kynamro, cileny proti dédi¢né hypercholesterolemii.
Nicméné vysledky poslednich 20 let ukézaly, Ze fosforo-
thioatové ASO vykazuji, v disledku pfitomnosti lipofilni-
ho atomu siry, celou fadu nespecifickych interakci s enzy-
my a dalSimi proteiny, coZ vede ke zvySené toxicité a pii
experimentech in vivo k nezadoucim fyziologickym proje-
vium. V disledku pfitomnosti nemethylovanych C v CG
sekvencich byla také pozorovana interference s pfiroze-
nym imunitnim systémem bunék (interakce s toll-like re-
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ceptorem 9). VSechna tato zjiSténi doslova ,,zmrazila“ po-
¢atecni nadSeni a na urcitou dobu pfestaly byt ASO vlajko-
vou lodi cilené inhibice exprese genomu. Mezitim byla
propracovana genialni metoda tlumeni gend (gene silen-
cing) aplikaci kratkych nemodifikovanych RNA-RNA
duplexi (siRNA, RNAIi) a objevem onkogennich miRNA
byla znovu ozivena problematika ASO a zdlraznéna nut-
nost pfipravy a studia novych chemickych modifikaci
ASO. Vyzkum v oblasti antisensnich latek jako uc¢innych
a selektivnich chemoterapeutik je pfedmétem zajmu fady
firem, mezi nimiz jsou ISIS Pharmaceuticals a Alnylam
Pharmaceuticals (ob&é USA) svétovymi lidry.

V roce 1993 byla ustavena na UOCHB nové skupina
oligonukleotidt, ktera si vytkla za cil syntézu a studium
vlastnosti oligonukleotidii s modifikovanou internukleoti-
dovou vazbou fosfonatového typu. V té dobé byly stale
intenzivné studovany nové typy nukleosidfosfonovych
kyselin s moznymi protivirovymi u&inky. Rada téchto
sloucenin, ktera neprosla sitem protivirového testovani,
byla Castecné vracena do hry ve formé vhodné chranénych
monomerll k zabudovani do kratkych modifikovanych
oligonukleotidii, u kterych byly zkoumany zakladni vlast-
nosti oligonukleotidd, jakymi jsou schopnost parovani
(hybridizace) s komplementarnimi tGseky DNA a RNA
a odolnost vici stépeni fosfonatové internukleotidové vaz-
by exo- a endonukleasami. Vzhledem k tomu, ze zavadéni
fosfonatovych a pfirozenych jednotek do oligonukleotido-
vého fetézce na pevné fazi vyzaduje pouZziti dvou chemic-
ky riiznych, avsak vzajemné kompatibilnich kondenzac-
nich metod (fosfotriesterové a fosforamiditové nebo fosfo-
triesterové a H-fosfonatové), byl vyvinut na UOCHB syn-
tetizator oligonukleotidii (GenSyn), ktery tento pozadavek
na kombinovanou ,,step-by-step syntézu spliiuje. Priprava
fosfonatovych oligonukleotidd s riznymi typy modifikova-
né cukr-fosfatové patefe (sugar-phosphate backbone) je
podminéna syntézou strukturné diverzifikovanych nukleo-
sidfosfonovych kyselin (NFK) jako zakladnich stavebnich
jednotek moznych ASO, které navic predstavuji potencial-
ni antimetabolity — inhibitory enzymi zachranného enzy-
mového mechanismu, ktery dovoluje zpétné vyuziti pro-
dukti katabolismu nukleovych kyselin — nukleobazi, nuk-
leosidi a nukleotidi (purine and pyrimidine salvage
pathway).

V soucasné dobé je UOCHB na mezinarodnim poli
jediné pracovisté, které se systematicky zabyva chemii
isopolarnich fosfonatovych analogti oligonukleotidt a stu-
diem jejich fyzikalné-chemickych, biochemickych a biolo-
gickych vlastnosti. Tento ¢lanek je redukovanym priufezem
feSené tématiky ve Skupiné nukleotidd a oligonukleotidd
na UOCHB. Védecky program Skupiny nukleotidii a oli-
gonukleotidd je zaméfen na dvé skupiny latek: (i) struktur-
n¢ diverzifikované nukleosidfosfonové kyseliny (NFK)
s modifikovanou cukernou c¢asti a latky piibuzné jako
mozné antimetabolity a (i7) chimerické fosfonatové oligo-
nukleotidy s antisensnimi a regula¢nimi u€inky.
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2. Nukleosidfosfonové kyseliny

2.1. Nukleosidfosfonové kyseliny s pyrrolidinovym
kruhem””

Syntéza této skupiny latek vychazi z pyrrolidinovych
nukleosidii s volnou sekundéarni aminoskupinou pyrrolidi-
nového kruhu (obr. 1).

Vytvofenim amidické vazby pfimou reakci s fenyl-
diisopropylfosfonoformiadtem nebo s diisopropylfosfon-
octovou kyselinou za pfitomnosti karbodiimidu byly ziska-
ny prislusné N-fosfonokarbonyl- a N-fosfonoacetylderivaty
a reakci s S-methyl-diisopropylfosfonodithioformiatem
byly ptipraveny fosfonothiokarbonylové slouc¢eniny. Man-
nichova reakce sekunddrni aminoskupiny s formaldehy-
dem a dialkylfosfitem poskytla N-fosfonomethylderivaty
a Michaelovou adici na vinylfosfonat byly pfipraveny
N-(2-fosfono)ethylderivaty. Pokud jde o konformaci pyrro-
lidinovych nukleotidd s N-fosfonoacyl- a N-fosfono-
thioacylskupinou, spektroskopicka analyza pomoci NMR
ukdzala planarizaci pyrrolidinového kruhu v disledku hy-
perkonjugace m-orbitalti ketoskupiny N-fosfonoacylového
uskupeni a m-orbitallt atomu dusiku a vznik cis a trans
rotamert. V piipadé fosfonothiokarbonylderivati bylo
dokonce mozné oba rotamery rozdélit na reverzni fazi; po
oddéleni vSak doslo k rychlé ekvilibraci. Také
N-fosfonoalkylderivaty vykazuji zajimavé konformacni
chovani. NMR studie ukazala kromé Gplné protonace py-
rrolidinového atomu dusiku ve velmi Sirokém rozmezi pH

také  jednoznatnou  frams  orientaci  nukleobaze
© @ B
O-—H H5| fa
© Q- H B HO. P/ ®N trans
| | AN
HO-P. N .
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Eervené zobrazené atomy a vazby lezZi v jedné roviné

Obr. 1. Konformace pyrrolidinovych nukleosid N-alkyl a N-
acylfosfonovych kyselin
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Schéma 1. Rizena dimethoxytritylace hydroxylu intramoleku-
larné akcelerovana atomem Kysliku N-oxidu

a N-fosfonoalkylového zbytku.

V duisledku protonace atomu dusiku mize dochazet
ke vzniku péti, pfipadné Sesticlenného cyklu (v zavislosti
na délce alkylového fetézce) stabilizovaného vodikovou
vazbou. Pfi syntéze pyrrolidinovych nukleosidl jsme obje-
vili zajimavou reakci®, kterdA nam umoZnila piipravu
O-dimethoxytritylderivatu N-alkyl-D-trans-3,4-dihydroxy-
pyrrolidinu v téméf kvantitativnim vytézku (Schéma 1).
Dimethoxytritylace do prvniho stupné je siln¢ akcelerova-
na pritomnosti N-oxidoskupiny, ktera siln€ zvySuje reakti-
vitu hydroxylu nachéazejiciho se v poloze cis k atomu kys-
liku N-oxidu. Naslednad deoxygenace pusobenim trifenyl-
fosfinu poskytla pozadovany dimethoxytritylderivat
v kvantitativnim vytézku.

2.2. Nukleosidfosfonové kyseliny s prolinolovym
kruhem’

Tyto latky jsou dal$i skupinou zajimavych analogt

nukleotidi, které velice vérné mimikuji pfirozené
HO— H B HO
N7 v~z
@ N HO” \o N® B
o |
N0 H
P
o0 ©OH
B-D- o-D-

vzajemna pozice nukleobase a
methylfosfonatového zbytku je trans

)
N
O 0
Ho' “OH

cis a trans izomerie na amidické vazbé

Obr.2. Konformace prolinolovych nukleosid N-alkyl a N-acyl-
fosfonovych kyselin
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D-nukleosid-3'-fosfaty (obr. 2). Konformacni charakteristi-
ky téchto prolinolovych nukleosidfosfonatti jsou obdobné
jako v pripad¢ latek, uvedenych v odstavci 2.1.
N-Fosfononokarbonylderivaty rovnéz vykazuji rotacni
cis a trans isomerii kolem N—C(O) vazby a nukleotidy
s N-fosfonomethylskupinou jsou plné protonovany na ato-
mu dusiku pyrrolidinového kruhu s trans vzéjemnou orien-
taci nukleobaze a N-fosfonomethylskupiny. Vzhledem
k uplné isosterii téchto analogl s pfirozenymi nukleotidy
jsou tyto fosfonaty jasnymi kandidaty pro syntézu modifi-
kovanych oligodeoxynukleotidt s cilem studia konformac-
ni adaptability v souvislosti s hybridizacnimi vlastnostmi.

2.3. Nukleosidfostony®

V ramci vyzkumu novych typi monomerti vhodnych
pro oligonukleotidovou chemii — nukleosid 5'-O-methyl-
fosfonatd rozvétvenych na atomu uhliku fosfonatového
uskupeni, jsme zkoumali stereochemické aspekty ptipravy
sedmiclennych nukleosidfostonti (schéma 2).

Tyto latky jsou dostupné elektrofilni inzerci chlordi-
ethylfosfitu do 1,3-dioxanového kruhu nukleosid-3',5'-O-
-acetalll nebo ketaltl za katalyzy SnCly. Byl navrzen me-
chanismus inzerce, kterd probihd jak s Uplnou regio-, tak
i stereoselektivitou. NMR spektra ukédzala vznik jednoho,
pro naSe ucely vSak nevhodného, regioisomeru. Tento typ
nukleosidfostoni je hydrolyticky extrémné stabilni; sedmi-
¢lenny kruh se nepodafilo oteviit, aniz bychom nedestruo-
vali celou molekulu. Nicmén¢ tento typ latek predstavuje
analogy cyklickych fosfatl (cAMP, cGMP, cCMP), a bude
proto dale zkouman.

2.4. 5'-Deoxynukleosid-4'-oxymethylfosfonaty’

Tyto nové typy isosternich analogli nukleosid-5'-

EtO,

(Et0),P-Cl
“snCl,

R*’@
}
R“T U

HO\\

C
S]
Cl—\'
Et'—O
EtO/

HO, O

Hoyw

rozvétveny nukleosid
5'-O-methylfosfonat
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Schéma 3. Elektrofilni adice hydroxymethanfosfonatu na exo-
cyklickou vinyletherovou vazbu

-fosfati s ketalovym usporadanim se vyznacuji pfitomnosti
fosfonomethoxyskupiny vazané na C4', kterd je regioiso-
merni s pfirozenou fosfoesterovou funkei. Pfitomna me-
thylova skupina pochazi z ptivodniho C5' atomu uhliku
nukleosidu (Schéma 3). Tyto fosfonové kyseliny jsou do-
stupné elektrofilni adici dialkylhydroxymethanfosfonatu
na vinyletherovou vazbu 4',5'-didehydronukleosidi
v pritomnosti nadbytku pyridinium-tosylatu jako elektrofil-
niho ¢inidla. Reakce neprobiha regioselektivné, vznikaji
oba C4' epimerni fosfonomethoxyderivaty.

O vlastnostech téchto latek bude podrobnéji diskuto-
vano v souvislosti s jejich inkorporaci do oligonukleotida.

2.5. Nukleosidfosfonové kyseliny s tetro-
furanosovym kruhem'’

Vzhledem k pfirozenym 5'-nukleotidim jsou tyto

@
p
EtO.
ZP-0
\V ) 0 Rz\yvl %O e}
/ R1 CD
O
e
O/P N T

HO
HO‘P//O\ 00 T
o e
R1 I/Rz

rozvétveny nukleosid
3'-O-methylfosfonat

Schéma 2. NavrZeny mechanismus vzniku sedmiclenného nukleosidfostonu
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Schéma 4. Synteticky pFistup k nukleosidfosfonovym Kyselinam s tetrofuranosovym kruhem
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Obr. 3. NMR konformace cukerného kruhu dvou typi nukleo-
sidfosfonovych kyselin s tetrofuranosovym kruhem

analogy neisosterni — fosforylskupina je pfimo vazana na
C4' tetrofuranosového kruhu. Tyto latky jsou dostupné
multistupniovymi syntézami z aldopentos a hexos. Klico-
vym krokem celé syntézy je oxidativni Stépeni C1-C2
vazby cukerného 5(S)-hydroxyfosfonatu jodistanovym
aniontem za vzniku tetrofuranosylfosfonatu, ktery je synto-
nem pro nukleosidacni reakci (Schéma 4).

Vysledky konformacni analyzy provedené pomoci
NMR ukazaly, Ze ve vSech Etyfech uvedenych typech fos-
fonovych kyselin je vysoce preferovana S-konformace
(DNA typ; C2-endo > 80 %) tetrofuranosového kruhu
(obr. 3). To by mohlo byt zajimavé z hlediska inkorporace
nukleotidu s B-D-erythro konfiguraci nebo jeho 2'-deoxy-
derivatu do DNA oligonukleotidli s preorganizovanou
strukturou cukr-fosfatové patete.

2.6. 3',4'-Didehydronukleosid-5’-aldehydy a 3',4'-
-didehydronukleosid-5'-hydroxyfosfonaty'"'?

Studium chréanicich skupin cis-diolového uspotfadani

ribonukleosidlil v navaznosti na moznou oxidaci zbyvajici-
ho primarniho 5'-hydroxylu na aldehyd vedlo, pfi pouziti
2',3'-O-orthoesterového chranéni, k eliminacni reakci za
vzniku 3’-deoxy-3',4'-didehydronukleosid-5'-aldehydt
v kvantitativnim vytézku (pfiprava téchto latek vicestupno-
vou syntézou s nizkymi vytézky a obtizném c¢isténi byla

.
4 O 1]
N o e \_q

G, S
" RTGOR / \
(RO),(0)PCXCl, (RO),(O)PH
|
% B O=P-OR
O\ O B RO\
N ﬂ XN o)
N\ N\
RCOO

AS=®"955 R 3= 0,56 az 1,95

Schéma 5. Syntéza, NMR konformace a konfigura¢ni p¥ifazeni
"-epimernich 3',4'-didehydronukleosid-5"-hydroxyfosfonati
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v literatufe jiz zminéna) (Schéma 5).

Odstupujici skupinou je v tomto ptipad¢ orthoestero-
va funkce. Ziskané aldehydy jsou dilezitym syntonem pro
nukleofilni adici a Wittigovu reakci, které vedou k riznym
nukleosidfosfonatim. Nukleofilni adici dialkylfosfitu na
aldehydickou skupinu jsme ziskali v kvantitativnim vytéz-
ku epimerni smés hydroxyfosfonatii, kterou se podafilo
rozdélit, Cisté epimery vykrystalovat a urCit krystalovou
strukturu. Korelace s parametry ziskanymi z méfeni NMR
spekter umoznila pfifazeni epimerli ve smési na zakladé
rozdilu 8cs chemickych posund obou epimert, ktery ve
vSech ptipadech nabyval zapornych hodnot. V disledku
pritomnosti endocyklické dvojné vazby je dihydrofuranovy
kruh prakticky planarni utvar. NMR studie dale ukazala na
majoritni pfitomnost cis C4'-C5' rotameru, vztaZzeno na
vzajemnou pozici nukleobaze a fosforylskupiny. Z tohoto
pohledu tyto latky mimikuji nukleosid-5-fosfaty a budou
dale studovany.

2.7. 4'-Alkoxy-2',3'-dideoxydidehydronukleosidy'?
Tato nova skupina nukleosidi se vyznacuje ptitom-

nosti 4'-alkoxyskupiny, kterd vyznamné zvySuje stabilitu
nukleosidové vazby. Pfiprava téchto nukleosidii vychazi

/
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\
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CH;0
OHPY) g (c/@;.cmocwz ’ RO
o OH B_D
. R.oH B
. 5 RO
OH  PeOYH O j@
— H
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Schéma 6. Allylovy piesmyk Ferrierova typu a doprovodné reakce
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z 3'-deoxy-3',4'-didehydronukleosidii zminénych v odstav-
ci (2.6.). V pritomnosti alkoholu a dimethylacetalu DMF
dochézi k allylovému pfesmyku Ferrierova typu za vzniku
C4'-epimernich ~ 4’-alkoxy-2',3'-didehydro-2',3'-dideoxy-
nukleosidi, které 1ze chromatograficky separovat.

Navrzeny reakéni mechanismus vzniku B-D a a-L
epimert (Schéma 6) objasiiuje i vedlejsi reakce — Stépeni
nukleosidové vazby a eliminaci 2'-hydroxylu za vzniku
furanového derivatu. B-D a a-L epimery piedstavuji zcela
novou skupinu latek, jejichz biologické vlastnosti jsou
prubézné studovany.

2.8. Lipofosfonoxiny'*

Studium konjugati s nukleotidy a azacukry vedlo
k objevu nové skupiny latek nazvanych lipofosfonoxiny
(obr. 4), které sestavaji ze Ctyf strukturnich motivii — mo-
dulli: (i) nukleosidovy modul, (if) iminocukerny modul,
(iii) hydrofobni modul (lipofilni alkylovy fetézec) a (iv)
spojovaci modul (fosfonatova funkce). Lipofosfonoxiny
vykazuji vyraznou antibakteridlni aktivitu proti Gram-
pozitivnim bakteriim véetné multirezistentnich kmend
v rozmezi hodnot MIC (minimum inhibitory concentrati-
on) 1-12 pg ml™. Cytotoxicita vii&i eukaryotnim buiikam

—— eliminace nukleobaze

Pg = chranici skupina

R = methyl, 2-methoxyethyl,
2-methylthioethyl, allyl,
propargyl, trifluoroethyl,
azidoethyl, etc.

@

e

P
S o

A
(A) B. subtilis

(B) B. subtilis vystaveny
ucinku lipofosfonoxinu

Obr. 4. Modularni struktura nové generace protibakterialnich latek - lipofosfonoxini a jejich i¢inek na bakterii B. subtilis
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lezi vyrazné nad t€émito hodnotami. Dilezitou vlastnosti
téchto latek je relativné snadnd kombinace jednotlivych
modulll, a tudiz také tvorba chemickych knihoven pro vy-
hledavani antibakteridlni latek. V soucasné dobé probiha
studie zamétend na odhaleni mechanismu ucinku lipofos-
fonoxind. Lipofosfonoxiny jsou baktericidni a zptsobuji
destrukci bakteridlni buiiky (obr. 4). Z dosud provedenych
experiment se zda byt pravdépodobné, Ze tyto latky ptiso-
bi na L’lrovni bakterialni bunééné membrény Pro nejucin-
modelového mikroorganismu Bacilus subtilis, coz je ideal-
ni vlastnost potencialniho nového antibiotika.

3. Inhibitory enzymii ,,salvage pathway*

Vyznamnou soucasti nasi prace je studium inhibice
enzyml ,nucleoside and nucleotide salvage pathway*.
Tyto enzymy byly rozpoznany jako vhodné cile pro zésah
chemoterapeutik pfi 1é¢bé rakoviny. Praveé mezi nukleosid-
fosfonovymi kyselinami jsme nalezli G¢inné inhibitory
nékterych téchto enzymd, napf. nukleos1dfosf0rylas1516
hypoxantin-guanin-xantin-fosforibosyltransferas'’ a pyri-
midin specifickych 5'(3")-nukleotidas'®.

4. Isopolarni fosfonatové analogy
oligonukleotidi

4.1. Isosterni fosfonatové oligodeoxynukleotidy'”*

Zajimavou modifikaci internukleotidové vazby je typ
C3'-O-P-CH,—0-C4", isosterni s piirozenou fosfodieste-
rovou vazbou C3'-O-P—O-CH,—C4" (obr. 5).

Pentofuranosovy kruh se nachazi ptevazné v C2'-endo
konformaci (> 80 %), coz odpovida DNA typu. Pfekvapive
vSak duplex modifikovaného oligothymidylatu s komple-
mentarnimi rA;s a dAs vykazuje velmi nizké teplotni sta-
bility. Jak bylo prokdzdno hybridizatni studii
s fosfodiesterovymi C4'’-methyl-oligothymidylaty, je vliv
methylskupiny v poloze C4' na teplotni stabilitu duplexu
zcela zanedbatelny. Proto byla provedena pomoci NMR
konformacni studie fosfonatové internukleotidové vazby
v TpT dimeru, jehoz mistkova CH, skupina v poloze alfa
k atomu fosforu byla ozna¢ena izotopem atomu uhliku "*C.
Toto znaceni umoznilo ziskat kli¢ové interakéni konstanty
J(PC-0-C4'—C3") a J(C—O-C4'-CHs3) pro vypodet torz-
niho Ghlu y a relativni zastoupeni jednotlivych rotamert
gauche”, trans a gauche (rotamery kolem C4'—C5' vazby).
Z obrazku jsou patrné rozdily v relativnim zastoupeni jednot-
livych rotamerd pro fosfonatovou C3'-O-P-CH,-O-C4"
a fosfodiesterovou C3'-O-P-O-CH,—C4" vazbu. Z vys-
ledk?l vyplyva, Ze vysoka populace gauche’ rotameri je
zasadni faktor pozitivné ovliviiujici stabilitu duplexu.

4.2. Neisosterni fosfonatové oligodeoxynukleotidy

Inkorporace vybranych NFK dala vzniknout n¢kolika
typum oligodeoxynukleotidii (obr. 6) s neisosterni pro-
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Obr. 5. NMR konformac¢ni analyza izosterni fosfonatové inter-
nukleotidové vazby modifikovanych oligothymidylata

dlouzenou fosfonatovou vazbou (i) regioisomerniho typu
C3'-O-P-CH,—O-C5" (1) a C3'-O-CH,-P-0O-C5" (2),
které se lisi polohou CH, skupiny ve vazbé, (ii) konfor-
macné fixovaného typu C2',3'-0,0=C(R)-P-O-C5" (3)
a (ifi) zkrdceného hydroxyfosfondtového typu C3-O-P—-(HO)CS5”
(4), jejichz zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti, tj.
schopnost tvofit teplotné stabilni duplexy s komplementar-
nimi tseky DNA a RNA a biochemické vlastnosti byly
a jsou pribézné studovany. Ptiklad vzniku vazby typu (1)
je zobrazen ve schématu 7. Stabilita duplexu modifikova-
ného oligonukleotidu s RNA (a) vzriistd s poctem vazeb 1
(AT, = 2 °C/modifikaci) az do poméru 1:1 s fosfodiestero-
vymi vazbami a (b) rychle klesa s rostoucim poctem vazeb
typu 2. Pfitomnost vazby typu 3 v heteroduplexu silné
zvySuje jeho stabilitu (AT, > 5 °C/modifikaci) a rovnéz
vazba typu 4 ma stabilizujici ucinek (AT, =~ 2°C/
modifikaci). Zde je tfeba poukazat na slozitost chovani
modifikovanych oligonukleotidii v duplexu. Jak vysvétlit,
ze inkorporace vazby typu 1, kterd je o jeden atom delsi
nez prirozena vazba, ma stabilizujici ucinek? DalSi stupen
volnosti by se mél projevit ve zvySeni entropie a rdstu
nestability systému. Otdzka zni, ¢im je toto kompenzova-
no? MDS nepotvrdily moznou pfitomnost novych vodiko-
vych vazeb, které by mohly entropicky faktor kompenzo-
vat. Domnivame se, Ze prodlouzend internukleotidova
vazba typu 1 umoznuje v ramci duplexu energeticky mno-
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Schéma 7. Priklad syntézy fosfonatové internukleotidové
vazby na pevné fazi

hem vyhodné;jsi ,,stacking® interakce, které vzrist entropie
kompenzuji. Nelze také vyloucit, ze v disledku prodlouZe-
ni internukleotidové vazby se zvysi flexibilita pfechodu
mezi S- a N-typem konformaci cukerné casti, a tim
ik vyhodngjsi vzajemné akomodaci obou vladken
v duplexu. Otazkou vsak stale zistava, pro¢ se typ vazby 2
nechova stejné jako typ 1, kdyz jsou regioisomerni, a pro¢
konformacné¢ fixovany typ vazby 3, ktery je jakousi
,»mezni konformaci® typu 2, vykazuje vynikajici stabilizaci
duplexu.

V popiedi naseho zajmu jsou kromé fyzikalng-
chemickych vlastnosti zejména biologické vlastnosti fosfo-
natovych oligonukleotid jako moznych antisensnich latek
s pouzitim pfi regulaci exprese genomu. Jedna z nedav-
nych studii ukazala, ze oligodeoxynukleotidy, které obsa-
huji jak pfirozené vazby, tak i modifikované vazby typu 1,
stimuluji v heteroduplexu aktivitu ribonukleasy H
(RNasa H), ktera stépi RNA vlakno s pocatecni rychlosti,
ktera n€kolikanasobné pievysuje rychlost $tépeni piiroze-
ného heteroduplexu®'. Tento poznatek davé Sanci fosfona-
tovym oligonukleotidiim k pouziti v biochemickych a bio-
logickych experimentech.
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4.3. Neisosterni fosfonatové oligoribonukleotidy”

Modifikované oligoribonukleotidy tvofi nejméné za-
stoupenou skupinu analogti oligonukleotidi. Divodem je
skutecnost, Ze biologické aplikace jednovlaknovych oligo-
ribonukleotidd prakticky nebyly zapotiebi. S nastupem
dvouvlédknovych RNA zndmych jako siRNA, které se vyu-
zivaji k selektivnimu tlumeni genti, se vSak pohled na po-
ttebu chemicky modifikovanych vldken RNA zacind ménit
a nukleasova stabilita internukleotidové vazby v oligoribo-
nukleotidech za¢ina opé€t nabyvat na dilezitosti (obr. 7).

V ramci naseho vyzkumu jsme se zaméfili na syntézu
monomert nukleosid-5"-O- a 3'-O-methylfosfonati, které
po zabudovani do internukleotidového fetézce vytvaii
regioisomerni fosfonatové vazby (C3'-O-CH,—P-O-C5"
a C3'-O-P—CH,—0O-C5"), a pravé vlastnosti téchto regiois-
omernich oligoribonukleotidi jsou piredmétem naSeho
zajmu. Kli¢ovym krokem pti syntéze monomernich nukle-
osid-5'-O-methylfosfonati bylo nalezeni vhodné chranici
skupiny 2'-hydroxylu. Byla vyvinuta 2'-O-benzoyloxy-
methoxymethyl skupina (BOMOM), kterou jsme Uspésné
aplikovali 1 na chranéni 2'-hydroxylu pftirozenych mono-
meru (obr. 7). Je to prvni nesilylova chranici skupina pou-
Zitd pro reverzni syntézu oligoribonukleotidli na pevné
fazi. Jeji vyhodou je odstranéni bez pouziti fluoridovych

reg|0|zomern|

|
HO-P=0 HO"":O, vazby ,Hz
|
B CH HOPO
o o) d
— k_v k_v

pfirozena

fosfodiesterova vazba C3'-0O-P- CH2 0-C5' C3'-O- CH2 P O-C5"
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.
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Obr. 6. Studované neizosterni fosfonatové internukleotidové
vazby modifikovanych oligonukleotidii
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Obr. 7. Pfiklady monomerii pro syntézu fosfonatovych oligo-
nukleotidii na pevné fazi

aniontli, a tim i podstatné zjednoduseni deprotekcniho
a purifikacniho protokolu pii finalnim zpracovani oligori-
bonukleotidd. Oba regioisomerni typy vazeb v oligoribo-
nukleotidech vykazuji rezistenci vuc¢i ribonuklease A
a fosfodiesterase I a II. Déle byly nalezeny velké rozdily
v hybridizacnich vlastnostech obou regioisomernich oligo-
ribonukleotidii. Zatimco pfitomnost 5'-O-methylfosfo-
natové jednotky (C3'-O—P-CH,—O-C5" vazba) teplotni
stabilitu RNA-RNA duplexu snizuje o AT, = —1,8 °C/
modifikaci, pfitomnost 3'-O-methylfosfonatové jednotky
(C3'-O-CH,—P-O-C5" vazba) RNA-RNA duplex silné
destabilizuje (AT, = — 5,7 °C/modifikaci). Tento dramatic-
ky rozdil se podafilo vysvétlit na zdkladé MD simulaci .

V piipadé 5'-O-methylfosfonatového oligoribonukleo-
tidu byla nalezena vodikova vazba 2'-O-H....O-5" mezi
sousednimi nukleotidy jednoho fetézce, ktera pravdépodobné
stabilizuje priznivéjsi konformaci C3'-O—P-CH,—OC5" vaz-
by v duplexu (obr. 8). 5-O-Methylfosfonatové oligonukle-
otidy vykazuji vhodny hybridiza¢ni potencial pro vyuziti
v biologickych aplikacich, napf. soucast siRNA.

4.4. Fosfonatové oligoadenylaty s 2',5'-inter-
nukleotidovou vazbou — efektory
ribonukleasy L (RNase L)

RNasa L hraje vyznamnou roli v rdmci pfirozeného
obranného mechanismu bunék indukovaného a fizeného
interferonem (2-5A pathway). Latentni enzym je aktivovan
(vznik homodimeru) unikatnimi agonisty — kratkymi
5'-fosforylovanymi 2',5’-oligoadenylaty (3—4 jednotky),
které jsou syntetizovany z ATP dsRNA-zavislymi oligo-
adenylatsyntetasami. Pro funkci agonisty je zcela zésadni
pritomnost alespon jedné fosfatové skupiny na 5'-konci.
Bé&hem virové a bakteridlni infekce Stépi aktivovand RNa-
sa L jednovlaknovou patogenni RNA. Je prokazano, ze
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pfima aplikace oligoadenylati do bunék zvySuje jejich
odolnost vuci infekci a naopak potlaceni aktivity RNasy L
tuto odolnost zna¢né snizuje. Navic je prokdzana klicova
ucast enzymu pii bunécné apoptdze, coz fadi tento enzym
mezi terapeutické cile (napf. pfi rakoviné prostaty). Vy-
zkum v této oblasti by mohl pfinést metabolicky stabilni
agonisty a antagonisty RNasy L, perspektivni z medicin-
ského hlediska.

Pro pftipravu fosfonatovych 2',5'-oligoadenylatt
(obr. 9) jsou vhodnymi stavebnimi jednotkami adeninové
binace tetramerd, které zahrnovaly 2’-O-methylfosfonaty
odvozené od ribo, xylo a arabino-adenosinu (7 tetramerd
od kazdé skupiny). Mezi 21 tetramery jsme nalezli dva
potentni agonisty mysi RNasy L pApAp™’Ap.A (ECso =
8,3nM) a pApAp*™“Ap.A (ECso = 1,3nM) a jednoho
silného antagonistu pApAp““Ap.A (ECso = 3,6 nM). Hod-
noty ECs a relativni rychlost §tépeni jednovlaknové RNA
v pritomnosti agonistl 0,7 (ribo) a 2,3 (xylo) vztazena
k rychlosti $tépeni v piitomnosti pfirozeného pA4 (ECso =
1 nM) ukazuji na potencial téchto latek v biologickych
experimentech.

Na zéaklad¢ téchto vysledki byly ptipraveny vsech-
ny kombinace tetramerid, které zahrnovaly regioiso-
merni 5'-O-methylfosfonaty odvozené od ribo, xylo a ara-
bino-adenosinu (15 tetramerd od kazdé skupiny, tj.
45 tetramer(). Ve skupin¢ téchto latek nas zajimaly zejmé-
na tetramery nesouci na 5'-konci 5'-O-methylfosfonatové
seskupeni (misto fosfoesterového), které je zcela stalé vaci

e

O, OH

3'-O-methylfosfonatova
vazba

,, OH

5'-O-methylfosfonatova
vazba

Obr. 8. Rozdily mezi dvéma regioizomernimi internukleotido-
vymi vazbami
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enzymové defosforylaci. Naméfené relativni rychlosti
Stépeni jednovlaknové RNA (vztazeno k piirozenému pA,)
— 1,8 (p. A" pApApA) a 2.2 (p. A““pApApA) ukazuji opét
na biologicky potencial téchto latek. Tetramer p.A”“pApApA
neindukoval Zzadné $t€peni RNA a je zkoumdn jako moz-
ny antagonista mysi RNasy L. VSechny pfipravené tetra-
mery byly také zkoumény jako efektory lidské RNasy L,
ktera, jak se ukazalo, je citlivéjsi na pritomnost modifikaci
v tetrameru®*. Ze souboru vice nez 70 tetramerti byly nale-
zeny Ctyfi latky s nanomoléarni vazebnou afinitou. Ukézalo
se, ze piitomnost adeninového nukleotidu ve ¢tvrté pozici
(lidskému enzymu stac¢i k dimerizaci trimerni pAs) ovliviiuje
vyznamné vazebnou schopnost agonisty, jak o tom svédci
nalezené hodnoty ECsy [pAs (17 nM), pApApAp.A™’
(15nM), pApApApA““ (6,5nM) apApApAp.A™~”
(4,2 nM)]. Pokud jde o tetramer s 5'-koncovym fosfona-
tem, tak zde byla nalezena dramatickd zévislost
[pA™pApApA (53 n1M), pA““pApApA (>1000 nM)
a p. A “pApApA (300 nM)]. Z t&chto vysledki je patrné,
ze je tfeba soustfedit pozornost na syntézu novych typi
adeninovych nukleosid-5'-fosfonatd, protoze pfitomnost
enzymov¢ stabilniho fosfoesterového mimika na 5'-konci
oligoadenylatu, ktery bude akceptovan RNasou L, je za-
sadnim poZadavkem na terapeuticky zajimavou latku.

2'-O-methylfosfonatové 2',5'-oligoadenylaty

A OH A A
:O: /O: O\OJ
OH O O OH \
ribo (:3H2 xylo (:3H2 arabino  CH,
0=P-OH
: A

0=P—OH 0=P—OH
| | 0o
] :o:

O
O
O

A

' OH
0 /o:

xylo

iiYe)
iiYe)

ribo arabino

Obr. 9. Cast struktury 2'-5' oligoadenylati s regioizomernimi
internukleotidovymi vazbami

384

Referat

4.5. Fosfodiesterové 4’-alkoxyoligodeoxy-
nukleotidy?’

Vyzkum v oblasti nukleosidovych analogii a jejich
inkorporace do oligonukleotidi odhalil novou a slibnou
alternativu k existujicim fosfodiesterovym oligonukleoti-
dim (obr. 10). Oligomerace 4'-methoxy a 4'-(2-methoxy-
ethoxy)thymidinu vedla k modelovym oligothymidylatim
(4-me0T)14T @ (4-meori0T)14T, jejichZ duplexy s komplemen-
tarnimi dA;s arA;s vykazovaly vysoké teplotni stability
srovnatelné se stabilitami 2'-O-methyloligothymidylata
(2'-O-methyl modifikace se dnes bézné pouziva v antisens-
nich oligonukleotidech). Podobné jako znamé 2'-O-methyl-
nukleosidy, nabyvaji i 4'-alkoxynukleosidy pievazné
C3'-endo konformace cukerné casti (N-typ), a proto
4'-alkoxyoligonukleotidy ~ vykazuji vys$si hybridizaci
s RNA nez s DNA, coz se potvrdilo na studovanych homo-
oligomerech v pfitomnosti sodnych iontt (tab. I).

Ptestoze jsou pyrimidinové 4’-alkoxynukleosidy rela-
tivné snadno dostupné, syntéza purinovych 4'-alkoxy-
nukleosidii ve vytézcich vyssich nez 2-3 % nebyla dosud
publikovana, coz prakticky vylucuje pouziti téchto latek
pro pfipravu komplexnich 4'-alkoxyoligonukleotidi.
V neddvné dobé se ndm podafilo uspéSné vytesit syntézu
purinovych 4'-alkoxynukleosidd (rukopis v ptipraveé) a tak
ptipravit fadu komplexnich 4'-alkoxyoligonukleotidu.

Nyni studujeme jejich hybridiza¢ni chovani a stabili-
tu. Posledni vysledky odhalily vysokou stabilitu fosfodies-
terové vazby v 4'-alkoxyoligonukleotidech jak vuci exo-,
tak i endonukleasam. V tomto pfipadé¢ brani pravdépodob-
n¢ 4'-alkoxyskupina spravnému nasednuti nukleasy. Navic
se zda, ze vlastnosti té&chto oligonukleotidii 1ze modulovat

-
HO-| o HO o T
Q O OCH,
HO-F|’=O HO_T:O 14x
T
OH 14x OH OCH,
dTs (T2.ome)1aT
T T
HO o HO o
0 H,CO
ocH, 9 ?
HO"TZO 14x H0-||9=0 14x
T T
o} 0 0 o
o HaCO
ocH, O OH
(a-meoEtOT)14T (a-me0T1aT

Obr. 10. 4’-Alkoxyoligodeoxynukleotidy — nova generace fos-
fodiesterovych oligonukleotidi s C3'-endo konformaci cuker-
ného kruhu
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Tabulka I

Srovnani teplotnich stabilit komplex 4'-alkoxyoligo-
thymidylatl s komplementdrnimi deoxy a ribooligoadeny-
laty a porovnani se standardy

Modifikovany Teplota tani T, [°C]
dTs Typ komplexu
deoxyA s riboA 5
Na' Mg2+ Na' Mg2+
dTs 38 48 36 36
duplex  duplex  duplex triplex
(Tyome)1aT 25 54 48 55
-- duplex  duplex  duplex
(4-me0E0T) 14T 20 49 48 57
-- duplex  duplex  triplex
(4-meo 14T 39 55 51 55
-- triplex  duplex  duplex

typem 4'-alkoxyskupiny. Véfime, ze tato modifikace ma
zna¢ny potencial v antisensnich technologiich pfi vytvare-
ni chimerickych oligonukleotidt a jejich konjugatt.

5. Zavér

Vyzkum v oblasti chemie analogl nukleosidi a nuk-
leotidd ve Skupiné nukleotidii a oligonukleotidi na
UOCHB poskytl béhem poslednich deseti let fadu zajima-
vych strukturné diverzifikovanych NFK, mezi kterymi
byly objeveny potentni inhibitory nékterych enzymt meta-
bolické drahy ,salvage pathway®“. V uzké spolupraci s
dalSimi specializovanymi pracoviSti u nas i v zahranici se
snazime o dikladné biologické zhodnoceni novych typi
nukleosidfosfonovych kyselin s cilem jejich mozného medi-
cinalniho vyuziti.

V oblasti fosfonatovych oligonukleotidli jsme nalezli
unikatni modifikaci, ktera v duplexu silné stimuluje $tépici
aktivitu RNasy H. Studium hybridiza¢nich vlastnosti no-
vych oligonukleotidii odhalilo silné hybridizujici latky,
které mohou byt vyuzity pro konstrukci tzv. gapmeru,
chimerickych oligonukleotidli s dobfe hybridizujicimi
obéma konci a centralni sekvenci stimulujici RNasu H.
V této souvislosti se zabyvame typy vazeb se sniZenou
konformacéni volnosti, u kterych piedpokladame urcity
stupel preorganizace fetézce vstupujiciho do duplexu.
Nalezli jsme enzymové stalé fosfonatové 2',5'-
oligoadenylaty, které jsou ucinnymi agonisty RNasy L.
V soucasnosti feSime velky projekt fosfonatovych oligo-
nukleotidit s CpG motivem jako latek s moznymi imunos-
timula¢nimi u€inky (interakce s toll-like receptorem, TLR-
9) a celou fadu dalsich projekti ve spolupraci s dal§imi
pracovisti. Navazali jsme kontakty s firmami v USA, které
projevily zijem o spoluprdci v oblasti oligonukleotidi.
Jsme ptesvédceni o smysluplnosti nasi prace a véfime
v perspektivu nukleotidové a oligonukleotidové chemie na
UOCHB.
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Prispévek k 60. vyroci zalozeni UOCHB by nemohl
byt napsan bez nadseni a vysokého pracovniho nasazent
vSech mych dlouholetych spolupracovnikii, Ivany Dvord-
kové (Kavenové), Viadimiry Klimové (Hurychové), Petra
Kocalky, Radka Libosky, Pavla Novika, Ondreje Pacesa,
Ondreje Pava, Magdaleny Petrové (Endové), Dominika
Rejmana, Sarky Rosenbergové (Kralikové), Ondreje Sima-
ka, Zdenka Tocika a Evy Zbornikové a pracovnikii oddéle-
ni NMR spektroskopie, Mileny Masojidkové a MiloSe Bu-
desinského. Podekovani patri také Paviu Fiedlerovi
z oddéleni infracervené spektroskopie a vsem pracovnikiim
hmotnostni spektrometrie za dlouholetou vizkou spolupraci
pri reSeni vSech projektii. V neposledni rade vyjadruji sviij
dik pracovnikiim Vyvojovych dilen UOCHB za jejich pro-
fesionalitu pri konstrukci DNA syntetizatorii.

Tato prace byla podporena projektem GACR
13-265268.
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I. Rosenberg (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague): Chemistry of Phosphonate Analogs of Nucleo-
tides and Oligonucleotides — Brief Reminiscence and
the Present

Our investigation in the chemistry of nucleoside phos-
phonates has provided an impressive number of novel
structurally diverse compounds. Among them, several
potent inhibitors of enzymes of nucleosides and nucleotide
salvage pathways were found. The findings obtained in
synthesis of nucleoside phosphonates are unique. The nu-
cleoside phosphonates provided several types of mono-
mers for the synthesis of modified oligonucleotides. The
first non-silyl protecting group was developed and used in
the solid-phase synthesis of modified oligoribonucleotides
in the reverse direction. The superior nuclease stability of
phosphonate internucleotide linkages, their ability to en-
hance hybridization together with the ability to elicit
RNase H activity may classify these compounds as useful
in biochemistry and biology.



