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STRESZCZENIE

ukleozydo boranofosfoniany to analogi nukleotydéw w ktoérych jeden z niemostko-

wych atomoéw tlenu z czesci fosforanowej zostal zastapiony grupa boranowa (-BH3).
Zwiazki te wykazuja szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, miedzy innymi aktywuja
rybonukleaze H, sa odporne na dzialanie endo- i egzonukleaz, a ich trifosforany sa dobrymi
substratami dla polimeraz DNA i RNA. Pochodne nukleozydo boranofosfonianéw stoso-
wane s3 miedzy innymi w terapii antysensowej, w wyciszaniu ekspresji genéw za pomoca
techniki siRNA oraz jako potencjalne proleki antywirusowe i antynowotworowe. Borano-
fosfoniany sa takze wykorzystywane przy projektowaniu aptameré6w oraz w nowej meto-
dzie sekwencjonowania DNA. W niniejszej pracy skrotowo przedstawiono potencjalne bio-
logiczne zastosowania boranofosfonianow.

WPROWADZENIE

W ostatnich latach roénie zainteresowanie czgsteczkami zawierajacymi w
swojej strukturze atom lub atomy boru, ze wzgledu na ich obiecujace wiasci-
wodci biologiczne, ktére sprawiajg, ze zwiagzki te moga by¢ potencjalnie wyko-
rzystywane w biochemii i medycynie jako nowe $rodki terapeutyczne lub dia-
gnostyczne [1-3]. Jedna z klas zwigzkéw, zawierajaca atom boru w formie grupy
boranowej (-BH,)) sa nukleozydo boranofosfoniany. Sg to analogi nukleotydéw,
w ktorych jeden z niemostkowych atoméw tlenu z czeéci fosforanowej zostat
zastapiony funkcja -BH, (Ryc. 1) [4]. Wprowadzenie grupy boranowej do czas-
teczki powoduje zwiekszenie lipofilowosci czasteczki, podwyzszenie odpor-
nosci na dziatanie nukleaz komérkowych oraz stabilno$¢ w podwyzszonej tem-
peraturze (odpornoéé¢ na hydrolize i utlenianie) [1]. Sprawia to, Ze boranowe
pochodne nukleotydéw moga tatwiej przeniknaé do komoérki, wolniej ulegaja
rozkladowi w medium komérkowym i dlatego, w poréwnaniu do naturalnych
nukleotydéw, sa lepszymi kandydatami do zastosowar terapeutycznych [1].
Boranofosfoniany, dzieki swoim unikalnym wiasciwosciom moga by¢ wiec
wykorzystywane jako substraty w terapii antysensowej [2], przy projektowaniu
nowych prolekéw [4], w wyciszaniu ekspresji genéw za pomoca strategii siR-
NA [5], w nowej metodzie sekwencjonowania DNA [6] oraz przy wytwarzaniu
aptameréw metoda SELEX [7]. Dodatkowo, mozliwosé aktywowania rybonuk-
leazy H przez oligonukleotydy zawierajace nukleozydo boranofosfoniany [8],
wysoka odpornosé hydrolityczna tych zwigzkéw na dziatanie nukleaz komor-
kowych [9] oraz fakt, Ze ich 5'-trifosforany sa substratami dla polimeraz DNA
i RNA [6], sprawia, ze moga by¢ wykorzystywane jako narzedzia badawcze w
biologii molekularnej np. w poznawaniu mechanizméw proceséw enzymatyc-
znych oraz przy projektowaniu nowych terapeutykéw [1].

BORANOFOSFONIANY W TERAPII ANTYSENSOWE]

Antysensowe oligonukleotydy sa to syntetyczne oligonukleotydy zaprojek-
towane do tworzenia duplekséw z mRNA zgodnie z regulami Watsona-Cricka
[10]. Nazywane sa antysensowymi, poniewaz posiadaja sekwencje antysenso-
wej nici DNA, z ktérej transkrybowana jest sensowa ni¢ mRNA. Po wniknieciu
do komorki, antysensowy oligonukleotyd sktadajacy sie srednio z okoto 12-20
jednostek nukleotydéw znajduje swoja unikalna, komplementarna sekwencje
sensowa w puli mRNA, hybrydyzuje z docelowa czasteczka tworzac hetero-
dupleks mRNA:DNA rozpoznawany przez enzym rybonukleaze H, ktéra ka-

Rycina 1. Poréwnanie struktury 5'-fosforanu tymidyny (1) i 5’-boranofosfonianu tymidyny (2).
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Rycina 2. Schemat ideowy przedstawiajgcy proces wyciszania ekspresji genow za
pomoca techniki antysensowe;.

talizuje proces degradacji nici mRNA w tej hybrydzie i tym
samym uniemozliwia dalsza ekspresje genu (zatrzymanie
procesu translacji, Ryc. 2).

Strategia antysensowa stwarza wiele mozliwosci do se-
lektywnej regulacji ilosci szkodliwego biatka w komorce i
dlatego mechanizm ten jest wykorzystywany w celach te-
rapeutycznych [11,12]. Pierwszym lekiem antysensowym
byt zatwierdzony w 1992 roku przez FDA Afovirsen (oligo-
nukleozydo tiofosforan), ktéry hamowat replikacje wiru-
sa brodawczaka ludzkiego. Niestety lek ten nie przeszed?
dalszych badan klinicznych i ostatecznie nie zostal wpro-
wadzony na rynek [13]. Do tej pory tylko 6 syntetycznych
oligonukleotydéw wykazalo wyrazny efekt terapeutyczny
w bardzo rygorystycznych badaniach klinicznych i zostaty
zatwierdzone przez FDA jako leki w terapii antysensowej.
Zwiazki te to miedzy innymi Eteplirsen (30-nukleotydowy
fosforomorfolido oligonukleotyd) stosowany w leczeniu
dystrofii mieéniowej Duchenne’a oraz Nusinersen (18-nukle-
otydowy 2’-O-metoksyetoksy oligonukleozydo tiofosforan
zawierajacy fragment 5-metylocytydyny) stosowany w le-
czeniu rdzeniowego zaniku mieéni [14].

Obecnie trwajg intensywne badania nad r6znymi mody-
fikacjami nukleotydéw, ktére mogtyby by¢ wykorzystywa-
ne w terapii antysensowej, gdyz naturalne oligonukleotydy
nie sa wystarczajaco efektywne, poniewaz ulegaja szybkiej
degradacji przez nukleazy, a dodatkowo, ich duza polar-
noé¢ utrudnia transport przez btony komoérkowe. Nieste-
ty wiekszoé¢ antysensowych oligonukleotydéw, pomimo
trwatosci w srodowisku komoérkowym i duzej lipofilowo-
§ci, nie powoduje aktywacji rybonukleazy H, dlatego proces
wyciszania ekspresji genéw nie zachodzi wydajnie. I tu wia-
$nie jednym z przykladéw analogéw nukleotydow, ktore
spelniaja wszystkie kryteria efektywnych srodkéw antysen-
sowych sa oligonukleozydo boranofosfoniany. Zwiazki te,
dzieki obecnoéci grupy boranowej, sa bardziej lipofilowe,
przez co latwiej przenikaja przez blony komoérkowe, sa row-
niez bardziej odporne na degradacje przez nukleazy oraz co
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Rycina 3. Przyklad catkowicie boranowanego oligonukleotydu, ktéry tworzy
kompleksy z DNA jak i z RNA.

najwazniejsze - ich dupleksy sa rozpoznawane przez rybo-
nukleaze H (réwniez patrz nizej), ktéra dokonuje ciecia nici
RNA w kompleksie mRNA:DNA powodujac jej degradacje
i zahamowanie syntezy biatka. Wiaczenie pojedynczego bo-
ranowego nukleotydu do faricucha oligonukleotydowego
nie ma wiekszego wplywu na stabilnos¢ termodynamiczna
tworzacych duplekséw, natomiast w pelni zmodyfikowane
grupa boranowa oligonukleotydy sa mniej trwate przez co
znaczaco aktywuja dzialanie rybonukleazy H. Stwierdzono
ze, calkowicie zmodyfikowany grupami boranofosfoniano-
wymi laficuch oligonukleotydowy (Ryc. 3) hybrydyzuje do
komplementarnego DNA lub RNA tworzac dupleksy [9] co
potwierdzilo, ze nukleozydo boranofosfoniany moga by¢
rozwazane jako potencjalne terapeutyki antysensowe. Bora-
nofosfoniany maja duzy potencjal biologiczny, ktéry moze
by¢ wykorzystywany dla projektowania nowych czynni-
koéw antywirusowych, antynowotworowych lub przeciw-
zapalnych [2].

BORANOFOSFONIANY JAKO LEKI
PRZECIWWIRUSOWE

Prowadzone sg réwniez badania nad wykorzystaniem
pochodnych nukleozydo boranofosfonianéw jako lekéw
przeciwwirusowych nakierowanych na inhibicje procesu
odwrotnej transkrypcji i zahamowanie replikacji materialu
genetycznego wirusa (np. wirusa HIV) [15]. Nukleozydo bo-
ranofosfoniany petnia zwykle role prolekéw, ktére jako takie
sa nieaktywne biologicznie, dopiero po wniknieciu do ko-
morki zostajg ufosforylowane przez kinazy komérkowe do
aktywnych biologicznie trifosforanéw (5, Ryc. 4) [16]. W ta-
kiej formie dideoksynukleozydo 5'-a-P-boranotrifosforany
hamuja replikacje wirusa przez wiaczenie sie do sekwencji
wirusowego DNA, co powoduje terminacje procesu od-
wrotnej transkrypgji [1]. Przykladem analogéw nukleoty-
dowych stosowanych w terapii przeciwretrowirusowej sa
zwiazki zawierajgce AZT (3’-azydotymidyne) (3, Ryc. 4)
jako czes$¢ nukleozydowa. Niestety, wysoka polarnosé fos-
foranéw utrudnia ich transport do komoérki, dlatego zaczeto
projektowac zwiazki zawierajace grupy maskujace fadunek
ujemny w czasteczce poprzez przylaczenie lipofilowych
fragmentéw do czesci fosforanowe;.
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Rycina 4. Struktura AZT (3) trifosforanu AZT (4) i a-P-boranotrifosforanu AZT
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Rycina 5. Analogi 5'-fosforanéw AZT zawierajace aryloaminy jako grupy masku-
jace zaproponowane przez grupe A. Kraszewskiego.
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Wiele grup badawczych na calym $wiecie zajmuje sie
projektowaniem réznego typu pronukleotydéw [17-20].
Takie badania byly prowadzone miedzy innymi w grupie
A. Kraszewskiego [21,22] gdzie zaproponowano nukle-
otydowe pochodne AZT, w ktérych grupe maskujaca sta-
nowily aryloaminy (6, 7, Ryc. 5). Zwiazki te wykazywaly
wysoka aktywnos$é przeciwwirusowa oraz bardzo niska
cytotoksycznos¢ [21]. Dokladny mechanizm dziatania tych
zwiazkéw nie zostal poznany, lecz uwaza sie, ze pochodne
zawierajace aryloaminy jako grupy maskujace moga hamo-
wacé dziatanie odwrotnej transkryptazy HIV poprzez bloko-
wanie jego miejsca aktywnego lub poprzez oddzialywania
allosteryczne [21].

Ciekawym przykiadem proleku nakierowanego na in-
hibicje procesu odwrotnej transkrypcji wirusa HIV, jest
zaproponowana przez grupe badawcza C. R. Wagnera
pochodna monofosforanu AZT, w ktérej polaczony z ato-
mem fosforu aminokwas pelnit role grupy maskujacej (8,
Ryc.6) [20]. Analogi tego typu byly dalej modyfikowane
poprzez wprowadzenie grupy boranowej, co zostato opi-
sane w pracach B. R. Shaw et al. [4] (9, 10, 11, Ryc. 6). Oka-
zalo sig, ze tak modyfikowane zwiazki tacza w sobie zalety
boranofosfonianéw jak i amidofosforanéw oraz posiadaja
wyzsza aktywnosé przeciwwirusowsq, wieksza biodostep-
nosc¢ oraz nizsza toksyczno$é niz referencyjny nukleozyd
AZT (3). Dodatkowo, obecnosé grupy boranowej zwieksza
sile wigzania substratu do odwrotnej transkryptazy HIV
[15] dzieki czemu enzym ten jest w stanie wbudowac efek-
tywniej zmodyfikowane nukleotydy w material genetycz-
ny wirusa, czynigc pochodne nukleozydo boranofosfonia-
néw potencjalnymi kandydatami do zastosowania jako
leki przeciwwirusowe.
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Rycina 6. Struktury potencjalnych prolekéw: amidofosforanu AZT (8) i
innych pochodnych boranofosfonianéw (9, 10, 11).
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ODDZIALYWANIE NUKLEOZYDO
BORANOFOSFONIANOW Z ENZYMAMI

Polimerazy to enzymy, ktérych zadaniem jest synteza
komplementarnych nici DNA lub RNA. Wyréznia sie poli-
meraze DNA, ktéra syntetyzuje ni¢ DNA w procesie repli-
kacji oraz polimeraze RNA, ktéra bierze udzial w procesie
transkrypcji, czyli przy przepisywaniu informacji genetycz-
nej z DNA na mRNA. Oligonukleozydo boranofosfoniany
mozna otrzymaé¢ metodami enzymatycznymi uzywajac
polimerazy DNA oraz odpowiednich nukleozydo 5-a-P-
boranotrifosforanéw jako substratéw. Reakcje te sa stereo-
selektywne: jedynie izomer o konfiguracji R, centrum bo-
ranofosfonianowego jest rozpoznawany przez odpowied-
nig polimeraze, a reakcja zachodzi z inwersja konfiguracji
na atomie fosforu [23]. Stwierdzono, ze oligonukleozydo
boranofosfoniany otrzymane metodami enzymatycznymi
moga hybrydyzowaé z naturalnymi oligonukleotydami,
umozliwiajac tym samym komplementarne parowanie do
nici DNA. Dodatkowo, kompleksy zawierajace boranofos-
foniany charakteryzuja si¢ mniejsza trwatoscia termody-
namiczng w poréwnaniu do duplekséw dwéch niezmo-
dyfikowanych nici, dzigki czemu latwiej aktywuja enzym
- rybonukleaze H, ktdra jest w stanie je rozpoznacé i poprzez
mechanizm antysensowy doprowadzi¢ do zdegradowania
nici mRNA [24]. Przeprowadzone badania pokazaly, ze
nukleozydo 5-a-P-boranotrifosforany sa dobrymi substra-
tami zaréwno dla polimerazy DNA jak i RNA, co pozwala
na synteze laricucha oligonukleotydowego zawierajacego
wszystkie jednostki nukleotydowe zmodyfikowane grupa
boranowgq. Tak zmodyfikowany taricuch oligonukleotydo-
wy jest stabilny w podwyzszonej temperaturze i moze by¢
uzyty np. w reakcji PCR (ang. Polymerase Chain Reaction), dla
powielania fragmentéw kwaséw nukleinowych [1,6].

Badano réwniez odpornosé fragmentéw oligonukleozy-
do boranofosfonianéw na hydrolize enzymatyczng przez
endo- i egzonukleazy [25]. Odpornos¢ ta jest zréznicowana
i zalezy od stereochemii przy atomie fosforu zwigzanego z
atomem boru oraz od konkretnego enzymu. Z przeprowa-
dzonych badan z 3’-egzonukleazami wynika, ze oligonukle-
otydy z konfiguracja S, internukleotydowego wigzania bo-
ranofosfonianowego ulegaty hydrolizie enzymatycznej, lecz
wydajnosc tego procesu byta 330 razy nizsza w poréwnaniu
do niemodyfikowanych oligonukleotydéw. W przypadku
5"-egzonukleaz obydwa izomery ulegaty hydrolizie, jednak
reakgcje byty odpowiednio 30 razy (dla S diastereomeru) i
80 razy (dla R diastereomeru) wolniejsze w porownaniu do
niezmodyfikowanego oligonukleotydu. Wyniki te sugeruja,
ze pochodne boranofosfonianowe mozna uznacé za znacznie
bardziej odporne na dzialanie egzonukleaz od niemodyfi-
kowanych odpowiednikéw. Z kolei oligonukleozydo bora-
nofosfoniany byly calkowicie odporne na dziatanie endo-
nukleaz i nie ulegaly hydrolizie niezaleznie od konfiguracji
przy centrum boranofosfonianowym [26].

Rybonukleaza H to bardzo wazny enzym z grupy hy-
drolaz, ktéry degraduje fragmenty mRNA w hybrydach
mRNA:DNA poprzez hydrolize wiazan fosfodiestrowych
uwalniajac 5'-fosforylowany oligorybonukleotyd i drugi z
wolna grupa 3’-hydroksylowa [27]. Z przeprowadzonych
badan wynika, ze rybonukleaze H aktywuja tylko natural-
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Rycina 7. Schemat przedstawiajacy dziatanie egzo- i endonukleaz na
catkowicie boranowany w czeéci centralnej oligonukleotyd.

ne fragmenty DNA lub zmodyfikowane w taki sposéb, aby
wigzanie fosfodiestrowe zachowywatlo tadunek ujemny.
Poniewaz diestry boranofosfonianéw posiadaja formalny
tadunek ujemny, staly sie¢ potencjalnymi kandydatami do
takich badan. Stwierdzono, zZe oligonukleotydy zawie-
rajagce boranofosfonianowe wigzanie internukleotydowe
aktywuja rybonukleaze H 76 razy (w 20°C) oraz 18 razy
(w 30°C) wydajniej w poréwnaniu do oligonukleotydéw
z wiagzaniem fosfodiestrowym. Dodatkowo, poniewaz
hybrydy mRNA:DNA modyfikowane grupa boranowga
sq mniej termodynamicznie stabilne, zwieksza to stopieri
aktywacji rybonukleazy H [8]. Przede wszystkim wysoka
odpornoé¢ na dziatanie nukleaz oraz fakt, ze aktywuja ry-
bonukleaze H powoduje, ze nukleozydo boranofosfoniany
sg obiecujacymi kandydatami do zastosowan w terapii an-
tysensowej (Ryc. 7).

BORANOFOSFONIANY W WYCISZANIU
EKSPRESJI GENOW ZA POMOCA siRNA

siRNA (ang. Short Interfering RNA) to kroétkie fragmenty
dwuniciowego RNA, zawierajace okoto 20 par zasad, ktére
biora udziat w procesie wyciszania ekspresji uszkodzonych
genéw na poziomie mRNA [28]. W tym procesie wazna
role odgrywa enzym Dicer, ktéry tnie dwuniciowy RNA na
krotsze fragmenty. Lacza sie one z kompleksem biatkowym
RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex), ktéry ulatwia
ich rozplatanie, a nastepnie pojedyncza ni¢ siRNA-RISC
wiaze sie¢ do komplementarnego fragmentu komérkowego
mRNA. Powstala w ten sposéb hybryda siRNA:mRNA jest
rozcinana przez kompleks biatkowy RISC uniemozliwia-
jac w ten sposob translacje mRNA i tym samym ekspresje
informacji genetycznej zawartej w tym fragmencie mRNA
(Ryc. 8)[28].

Poniewaz fragmenty siRNA s3 ujemnie naladowane, z
trudnoscia przenikaja przez blony komérkowe, a ponadto
sg réwniez podatne na degradacje przez nukleazy komor-
kowe [29]. Z tych wzgledéw trwaja badania nad modyfi-
kowaniem struktury siRNA by polepszy¢ ich odpornosé
na nukleazy i ulatwié¢ transport do komoérki. Przykladem
moga tu by¢ badania nad regulacja ekspresji genu EGFP
zielonego biatka fluorescencyjnego w komoérkach HelLa
[5]. Badania wykazaly, ze wprowadzenie grupy boranowej
do siRNA zwigksza jego odpornos¢ na dziatanie nukleaz
co najmniej dziesieciokrotnie, co czyni boranofosfoniany
bardziej uzytecznym narzedziem badawczym niz niemo-
dyfikowane siRNA. Wysoka aktywnos¢ przy niskich ste-
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Rycina 8. Schemat przedstawiajacy proces wyciszania ekspresji genow
wedtug strategii siRNA.

zeniach, a takze brak toksycznosci sprawiaja, ze fragmenty
siRNA zawierajace w swojej strukturze grupe boranofos-
fonianowa sa intensywnie badane jako nowa klasa poten-
cjalnych srodkéw terapeutycznych [5,30].

BORANOFOSFONIANY W SYNTEZIE
APTAMEROW METODA SELEX

Metoda SELEX [31] (ang. Systematic Evolution of Ligands
by Exponential Enrichment) to technika wykorzystujaca am-
plifikacje wybranych kwaséw nukleinowych przy pomocy
polimeraz DNA lub RNA [32]. Krétkie fragmenty kwaséw
nukleinowych (zawierajace okoto 20-100 jednostek nukleoty-
dowych) rozpoznajace specyficzne cele molekularne okresla
sie mianem aptameréw [33]. Sluza one miedzy innymi jako
wysoce specyficzne rodki diagnostyczne lub nosniki lekéw
przez wiazanie antygenéw powierzchniowych specyficznych
dla danego typu komorek. Aptamery moga by¢ wytwarzane
za pomoca metody SELEX [7]. Aptamery znajduja zastoso-
wanie terapeutyczne oraz diagnostyczne, miedzy innymi w
leczeniu zwyrodnienia plamki zéttej, cukrzycy, przewleklej
biataczki limfocytowej oraz w wielu innych chorobach [34].
Dotychczas tylko jeden lek aptamerowy Macugen (stuzacy
do leczenia zwyrodnienia plamki z6ltej) zostat zatwierdzony
przez FDA, natomiast kilka innych jest na etapie zaawanso-
wanych badan klinicznych [35]. Do zalet aptameréw naleza:
kompatybilnoé¢ z wieloma celami molekularnymi zaréwno
wewnatrz- jak i zewnatrzkomérkowymi, wysoka stabilnosé
oraz mozliwos¢ ich chemicznej modyfikacji [36]. Natomiast
gléwnym ograniczeniem tej metody jest wcigz niewielka
iloé¢ dostepnych modyfikacji nukleotydéw, ktére mogtyby
by¢ w niej efektywnie wykorzystywane.

Z przeprowadzonych do tej pory badan wynika, ze
rybonukleotydowe analogi, takie jak guanozyno 5-a-P-
boranotrifosforan i urydyno 5-a-P-boranotrifosforan sa w
pelni kompatybilne z metoda SELEX oraz moga by¢ wy-
korzystywane w syntezie aptameréw [7], poniewaz grupa
boranowa odgrywa wazna role w rozpoznaniu celu mole-
kularnego [1]. Dodatkowo, aptamery zawierajace nukle-
ozydo boranofosfoniany sa trwalsze niz niezmodyfikowa-
ne, natomiast ich specyficznosé wzgledem wybranego celu
molekularnego jest poréwnywalna. Zostalo udowodnione,
ze jesli analogi boranowanych nukleotydéow sa obecne w
aptamerach w trakcie procesu selekcji, to ich wiasciwosci fi-
zykochemiczne zostajg zintegrowane z architektura wybra-
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nych czasteczek, dajac funkcjonalne boranowane aptamery.
Nukleozydo boranofosfoniany moga by¢ réwniez wykorzy-
stywane do syntezy aptameréw w celu specyficznego do-
starczania czasteczek zawierajacych atom boru do komoérek
nowotworowych w terapii Borowo-Neutronowej (BNCT,
patrz nizej) [7].

TERAPIA BOROWO-NEUTRONOWA

Terapia Borowo-Neutronowa (ang. Boron Neutron-Captu-
re Therapy; BNCT) - to technika eksperymentalna polegaja-
ca na dostarczeniu do zmienionych nowotworowo tkanek
izotopu boru B [37] i jest wykorzystywana do leczenia no-
wotworéw, gtéwnie mézgu i skéry, w tym glejakéw i czer-
niakéw, a takze innych choréb [38]. Naturalnie wystepujacy
bor zawiera okoto 20% izotopu B oraz 80% B. Zwiazki
zawierajace izotop °B sa dostarczane do zmienionych no-
wotworowo tkanek, gdzie pod wplywem promieniowania
neutronowego nastepuje wzbudzenie jader atomu boru,
ktére rozpadaja sie generujac czasteczki a (atomy helu).
Promieniowanie a jest silnie destrukcyjne dla komorek,
ale ze wzgledu na krotki zasieg, zniszczeniu ulegaja tylko
znajdujace sie¢ w bezposrednim sgsiedztwie komoérki nowo-
tworowe. Z tych powodéw terapia BNCT praktycznie nie
uszkadza zdrowych tkanek i nie wykazuje ogdlnoustrojo-
wej toksycznosci tak jak wiekszosé form chemio- i radiote-
rapii [2,7].

10B +1n — 11B* — 7L +*He (q)

Do tej pory w terapii borowo-neutronowej byly stoso-
wane gtéwnie zwigzki okreélane jako karborany (ang. car-
borane) [39]. Karborany sa to klastery zwierajace czgsteczki
wegla, boru i wodoru o wzorze C,B, H,,. W poszukiwaniu
nowych czynnikéw dla terapii BNCT zaczeto modyfikow-
a¢ karborany, laczac je np. z peptydami lub czasteczkami
cukréw [39]. Badania te trwaja nadal i nukleozydo borano-
fosfoniany naleza wilasnie do zwiazkéw, ktére w formie
aptameréw zaczely by¢ badane pod katem mozliwosci
ich wykorzystania jako nowych struktur mogacych by¢
zrédtem boru w BNCT [7].

SEKWENCJONOWANIE DNA Z WYKORZYSTANIEM
NUKLEOZYDO BORANOFOSFONIANOW

W biologii molekularnej sekwencjonowaniem DNA na-
zywa sie technike odczytywania kolejnosci nukleotydéw
w danym fragmencie DNA. Istnieje wiele, efektywnych
metod sekwencjonowania DNA, a jednymi z klasycznych
przykladéw sa metody Sangera i Maxama-Gilberta [40].
Najnowsza z propozycji w tym wzgledzie jest metoda se-
kwencjonowania kwaséw nukleinowych z uzyciem nuk-
leozydo boranofosfonianéw (Ryc. 9), ktéra wykorzystuje
ich zwigkszong odpornoécé na dziatanie egzonukleaz [6]. Dla
oznaczenia sekwengcji, badany fragment DNA powiela sie
za pomoca techniki PCR, uzywajac jednego z nukleozydo
5’-a-P-trifosforanéw zmodyfikowanego grupa boranowa w
pozycji 5. W ten spos6b uzyskuje sie fragmenty DNA, w
ktérych w réznych miejscach znajduja sie czasteczki nuk-
leozydo boranofosfonianéw. Nastepnie taka pule DNA
poddaje sie dziataniu 3’-egzonukleazy i otrzymuje fragmen-
ty o réznej dlugosci, ale zawsze zakonczone nukleotydem
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Reakcja PCR w obecnosci niewielkich
ilosci 5'-fosfor r ianow

Kopie DNA zawierajace
5" 5 .5’ nukleozydo boranofosfoniany
3'-egzonukleaza,
a nastepnie elektroforeza

VA VAVAN
VA VAN

Fragmenty DNA zakonczone
nukleozydo boranofosfonianem

Q@ ——» nukleozydo boranofosfonian

Rycina 9. Schemat sekwencjonowania DNA z wykorzystaniem nukleozydo bo-
ranofosfonianéw [2].

z modyfikacja boranowa, ktére poddaje sie elektroforezie
i po analizie danych ustala si¢ sekwencje calej nici DNA
[6]. Do zalet sekwencjonowania DNA z wykorzystaniem
nukleozydo boranofosfonianéw mozna zaliczy¢ prostote
eksperymentalng, dokladnos¢ oraz fakt, ze mozna odczyty-
wacé sekwencje produktéw otrzymanych bezposrednio sto-
sujac technike PCR, bez koniecznosci ich oczyszczania. Ta
technika sekwencjonowania kwaséw nukleinowych z uzy-
ciem nukleozydo boranofosfonianéw stanowi korzystna al-
ternatywe do innych, znanych juz metod [2].

PODSUMOWANIE

Nukleozydo boranofosfoniany to nowa klasa analogéw
nukleotydéw. Pomimo modyfikacji funkcja -BH,, struktura
tych zwigzkéw przypomina naturalne nukleotydy, ponie-
waz grupa boranowa jest izoelektronowa wzgledem tlenu
i rowniez posiada 6 elektronéw walencyjnych. Dodatkowo,
boranofosfoniany zachowuja fadunek ujemny w czasteczce
podobnie do naturalnych fosforanéw [4]. To duze podo-
bieristwo do naturalnych nukleotydéw sprawia, ze bora-
nofosfoniany moga by¢ efektywnie wykorzystywane jako
nowy substytut nukleotydéw w badaniach nad $rodkami
terapeutycznymi i w diagnostyce medycznej. Ze wzgledu
na atrakcyjny potencjal nukleozydo boranofosfonianéw ak-
tualnie trwajg intensywne badania nad opracowaniem no-
wych, efektywnych i wydajnych metod syntezy tych zwigz-
kow i oceny ich potencjatu biologicznego oraz przydatnosci
jako narzedzia badawczego w biologii molekularne;j.
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ABSTRACT

Nucleoside boranephosphonates are nucleotide analogues in which one of the non-bridging oxygen atom of the phosphate part has been
replaced by a borane group (-BH3). This modification imparts a wide spectrum of biological activity, e.g., activation of ribonuclease H, resi-
stance to endo- and exonucleases, and their respective triphosphates are good substrates for DNA and RNA polymerases. Nucleoside bora-
nephosphonate derivatives are used in antisense therapy, silencing gene expression using siRNA strategies, and as potential antiviral and
anti-cancer prodrugs. Boranephosphonates find also applications as aptamers and as substrates in a new method of DNA sequencing. This
review briefly presents potential biological applications of nucleoside boranephosphonates.
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