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Oligonukleotidien yleistynyt kaytto lddketieteessd on asettanut uusia vaatimuksia synteesimenetelmille.
Kustannustehokkaampien ja vihreimpien menetelmien kehittdminen on térked askel tulevaisuuden
oligonukleotidisynteeseille. Perinteisessd, teollisuudessa kiytettdvdssd kiintokantajalla tehtévéssi
synteesissd joudutaan kdyttdmddn suuria ylimédrid reagensseja ja liuottimia. Vaihtoehdon tarjoaa
linosfaasisynteesi, jossa reagenssien kulutus on pienempi.

Liuosfaasisynteesit asettavat uusia vaatimuksia suojaryhmaéstrategioille. Esimerkiksi yleisesti kdytetyn
5’-O-DMTr-suojaryhmén irtoaminen on osittain reversiibeli prosessi liuoksessa. Happolabiilit
asetaalisuojat sitd vastoin mahdollistavat irreversiibelin irtoamisen, minkd ansiosta niiden kéyttd
liuosfaasissa voi olla erinomainen vaihtoehto perinteisille suojaryhmille. Asetaalisuojan rakennetta
modifioimalla  voidaan  vaikuttaa  oligonukleotidin  rasvaliukoisuuteen ja  suojaryhmén
happolabiilisuuteen, mikd mahdollistaa erilaiset reaktio-olosuhteet. Asetaalisuojaryhmid kayttamalla
voidaan lisdksi minimoida depurinaatiota, joka on yksi merkittdvimmistd sivureaktioista
oligonukleotidisyntetiikassa.

Pro gradu -projektissa tutkittiin, miten asetaalisuojaryhmait, 2-metoksiprop-2-yyli (MIP) sekd 2-
isopropoksiprop-2-yyli (IIP), soveltuvat oligonukleotidien liuosfaasisynteeseihin. Synteesissi kéytettiin
liukoista saostettavaa tetrapodaalista pentaerytritolipohjaista kantajaa. Projektissa valmistettiin
oligonukleotidejd perinteisesti fosforamidiittikemiaa kéyttden, mutta myds fosforotioaatteja
enantiopuhtaasti P(V)-kemiaa hyddyntden. Fosforotiaattitrimeerit valmistettiin stereokontrolloidusti
kéyttden apuaineena (+)- ja (-)-limoneenia, joista valmistettiin (+)- ja (-)-‘P-aktivoidut 5'-O-MIP-
suojatut tymidiinit.

Avainsanat: asetaalisuojaryhmi, liuosfaasisynteesi, oligonukleotidi, fosforotioaatti, vihred kemia
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1 JOHDANTO

Oligonukleotidilddkkeet ovat yksi- tai kaksijuosteisia synteettisid nukleiinihappopolymeerejd,
joilla voidaan vaikuttaa geenien ilmenemiseen.! Oligonukleotidit sitoutuvat RNA:han tai
DNA:han komplementaarisesti muodostamalla Watson-Crick-emésparit kohdejuosteen
emdsten kanssa. Ladkekehityksessd eniten kiytetyt oligonukleotidit ovat yksijuosteisia
antisense-oligonukleotidejd.? Oligonukleotidit voidaan kohdistaa erittéin tarkasti kohteeseen,
jonka nukleotidisekvenssi tunnetaan. Oligonukleotideji on mahdollista kéyttdd jopa
harvinaisten sairauksien hoitoon potilasspesifisesti.’ T4lld hetkelld kliinisissd tutkimuksissa on
yli sata oligonukleotidildakettd ja kaupallisessa levityksessé 12.%° Uuden sukupolven ladkkeend
ne eivit kuitenkaan ole vield tdysin ongelmattomia.> Ongelmia aiheuttaa esimerkiksi annostelu,
jota voidaan parantaa muokkaamalla uutta lddkeainetta niin, ettd se muistuttaa kemiallisilta
ominaisuuksiltaan enemmaén perinteisid lddkeaineita. Tdmd onnistuu esimerkiksi lisdamaélla
kovalenttisia vuorovaikutuksia funktionaalisiin ryhmiin, jotka osallistuvat solukalvon
lapdisyyn tai soluun kohdentumiseen tai nanopartikkeleilla. Antisense-oligonukleotidien
kemialliset modifikaatiot voivat lisitd nukleaasiresistenssid ja vihentda myrkyllisyyttd.® Eréds
tiarkeistdi ominaisuuksista lddkeaineille on stereokemiallinen puhtaus.” Enantiopuhtaat
fosforotioaatit ovat mahdollinen ratkaisu oligonukleotidildfkkeiden stereokemian

kontrolloimiseen.

Oligonukleotidien kysyntd ldédketieteen ja teollisuuden tutkimuskdyttoon on lisdéntynyt
huomattavasti.® Lisddntynyt kysyntd on asettanut uusia vaatimuksia oligonukleotidien
valmistamiselle. Télld hetkelld lddketeollisuudessa valmistetaan oligonukleotideja
padasiallisesti automatisoidusti kiintedlld kantajalla fosforamidiittikemiaa hyddyntéen.’
Kilogrammaskaalan synteesit kiinteélld kantajalla ovat kuitenkin osoittautuneet melko
epakdytannollisiksi,* koska ne eivit ole kustannus- tai energiatehokkaita. Heterogeenisié
kiintedn faasin synteesejd ei voida optimoida loputtomiin kahden faasin asettamien rajoitusten
takia.!® Vierekkdin rakentuvat oligonukleotidiketjut voivat myods muodostaa keskendén
vuorovaikutuksia keskenddn sekd aiheuttaa steeristd ahtautta.’ Synteesin mittakaavan
kasvattaminen vaatii suuremmalle tuotantoméérdlle sopivien syntetisaattorien ja
synteesikolonnien ~ kehittdmistd sekd synteeseihin erikoistuneita laitoksia.!!  Siksi
oligonukleotidien valmistusprosessien kehittiminen onkin tarked askel lddkekehityksessé.

Perinteisessd, teollisuudessa kiytettdvadssd kiintokantajalla tehtéivissd synteesissd joudutaan



kiyttdmddn suuria yliméddrid reagensseja ja liuottimia. Ympdristoystdvillisemmén ja
kustannustehokkaamman vaihtoehdon tarjoaa mahdollisesti liuosfaasisynteesi, esimerkiksi

liukoisella kantajalla, jossa reagenssien kulutus on pienempi.’

Liuosfaasisynteesit asettavat uusia vaatimuksia suojaryhmaistrategioille. Suojaryhmén pitéisi
mahdollistaa prosessitehokkuuden kasvattaminen ja parantaa kasvavan oligonukleotidin
liukoisuutta reaktioliuoksessa, mikd on entistd tirkedmpi ominaisuus liuosfaasissa.
Optimaalinen suojaryhmé hajoaa haihtuviksi sivutuotteiksi, miké taas helpottaa tai vihentda
synteesin puhdistusvaiheita.! Esimerkiksi yleisesti kdytetyn DMTr-suojaryhmén irtoaminen
on osittain reversiibeli prosessi liuoksessa.!! Happolabiilit asetaalisuojat sitd vastoin
mahdollistavat pseudo-irreversiibelin irtoamisen, minki ansiosta niiden kaytto liuosfaasissa voi
olla erinomainen vaihtoehto perinteisille suojaryhmille.!%!? Asetaalisuojaryhmii kayttamalla ja
niiden rakennetta modifioimalla voidaan mahdollisesti minimoida depurinaatiota, joka on yksi

merkittdvimmista sivureaktioista oligonukleotidisyntetiikassa happamissa olosuhteissa.'?

Tuhansien kilogrammojen synteesit monimutkaisille ja suurille oligonukleotidimolekyyleille
on tirked ja ajankohtainen kehitysaskel oligonukleotidien valmistuksessa. Oligonukleotidien
kustannustehokkaat synteesit mahdollistavat laajemman lddkevalikoiman laajemmalle
potilaskannalle.>'* Monet ldhtdaineista ja liuottimista on valmistettu uusiutumattomista raaka-
aineista.” Esimerkiksi pyridiinid valmistetaan muun muassa kivihiilitervastal> ja
dikloorimetaania metaania klooraamalla.'® Oligonukleotidien valmistuksessa syntyy paljon
ylimadraista jatettd, erityisesti synteesi- ja puhdistusvaiheissa. Tdma johtuu siitd, ettd kiintedlla
kantajalla suoritetussa synteesissd ldhtdaineita ja liuottimia joudutaan kdyttdméin suuria
ylimédrid. Suurien ylimddrien lisdksi suojaryhmien kéyton takia synteesit eivit ole
atomiekonomisia. Suojaryhmien kaytto lisdé reaktiovaiheita ja siten syntyvien jitteiden maaraa
Vihredmpien oligonukleotidisynteesien kehittiminen on vilttimaton askel kestédvin kehityksen

kannalta. °

Téssd projektissa tutkittiin, miten perinteistd dimetoksitrityylid ympéristdystivallisempi
asetaalisuojaryhméstrategia soveltuu oligonukleotidien ja ndiden fosforotioaattianalogien
liuosfaasisynteeseihin.  Synteesissd  kiytettiin  liukoista  saostettavaa  nelihaaraista

pentaerytritolipohjaista kantajaa.



1.1 Asetaalisuojaryhmiit

Asetaaleja kédytetddn yleisesti nukleosidien hydroksyyliryhmien suojauksessa syntetisoitaessa
oligonukleotideja. Happolabiileina suojaryhmind ne ovat stabiileja emiksisissd olosuhteissa,
mutta hydrolysoituvat helposti happamissa olosuhteissa aldehydeiksi ja alkoholeiksi.!”
Asetaaliryhmédn ominaisuuksia, kuten lipofiilisyyttd ja stabiilisuutta voidaan sdétda rakennetta
muokkaamalla, joten asetaaliryhmid voidaan kayttdd monissa erilaisissa olosuhteissa.
Hydrolyysin nopeus riippuu asetaaliryhmin elektronin luovutus- tai vastaanottokyvysta.
Asetaalin happolabiilisuus kasvaa, kun asetaalihiileen lisdtddn ryhmd, joka kykenee
luovuttamaan elektroneja. Tdmai johtuu syntyvan karbokationin pysyvyyden kasvusta. Yleisesti
kiytettyjd asetaalisuojaryhmid ovat esimerkiksi metoksimetyyli ja tetrahydropyranyyli

(THP).!!
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Kuva 1. MOM- ja THP-asetaalisuojaryhmit

Asetaalisuojaryhmien kéyttod oligonukleotidisynteeseissd on tutkittu vastamaan erityisesti
liuosfaasin asettamiin haasteisiin. Yleisesti oligonukleotidien synteeseissé kiintedlld kantajalla
kiytetddn 5'-O-dimetoksitrityyli-suojaryhméstrategiaa, mutta liuosfaasissa hydrofobisemman
dimetoksitrityylin ~ poistaminen voi olla vaikeampaa kuin kiintedlld kantajalla.
Dimetoksitrityylin irtoaminen trityyli-kationina on olosuhteista ja erityisesti liuotinseoksesta
riippuva prosessi. Dimetoksitrityyliryhmén irtoaminen on liuottimessa reversiibeli prosessi,
jossa trityloidun ja detrityloidun yhdisteen vilille muodostuu tasapaino.!! Happolabiilit
asetaalisuojaryhmét irtoavat irreversiibelisti ja irtoavan suojaryhmin hajoamistuotteet ovat
haihtuvia, joten synteesin puhdistusvaiheet yksinkertaistuvat tai niitd ei tarvita ollenkaan.!”
Erittdin herkkien yhdisteiden suojaamiseen on kédytetty happolabiileja asetonipohjaisia
asetaalisuojaryhmid. Ne ovatkin osoittautuneet lupaavaksi vaihtoehdoksi oligonukleotidien
suojaamiseksi linosfaasisynteeseissa ja tarjoavat vaihtoehdon 5'-0-

dimetoksitrityylisuojaukselle.



1.1.1 Asetaalin kiyttd 5'-OH:n suojaryhméné

Asetonipohjaiset asetaalit ovat erittdin happolabiileja suojaryhmiid, joita voidaan kéyttdd
erityisesti hapoille herkkien yhdisteiden suojaamisessa. Pseudoirreversiibeli asetaaliryhmén
irtoaminen voidaan suorittaa miedoissa olosuhteissa. Hajoamisessa syntyvit sivutuotteet,
alkoholi ja asetoni, voidaan poistaa reaktioseoksista helposti joko haihduttamalla tai uuttamalla.
Erilaisia asetonipohjaisia asetaalisuojaryhmid (kuva 2) on kaytetty toistaiseksi vidhdn
oligonukleotidien valmistuksessa. 2-Metoksiprop-2-yylisuojaryhmdd (MIP) on kéytetty 5°-
hydroksyylin suojaamiseen oligoribonukleotidien liuosfaasisynteesisséd (Katso kappale 1.2).13
2-Metoksiprop-2-yylisuojaryhmé on helposti irtoava ja atomiekonomialtaan hyvi. Se hajoaa
happamissa olosuhteissa haihtuviksi hydrolyysituotteiksi, asetoniksi ja metanoliksi.
Dimetoksitrityylid happolabiilimpana ryhménd MIP on vaihtoehto oligonukleotidien 5°-
hydroksyyliryhmien suojaamiseen. MIP on kuitenkin kooltaan niin pieni, ettd se voi tehda
suojatusta yhdisteestd liian hydrofiilisen, joka aiheuttaa liukosuusongelmia tuotteen
eristimisessd ja puhdistamisessa synteesin aikana.!!:!8 2-Metoksi-isoprop-2-yylisuojaryhmassé
ei ole kiraalista keskusta, mikd estdd diastereomeerisen seosten syntymisen toisin kuin

esimerkiksi THP:114.1°
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Kuva 2. Asetonipohjaisia asetaalisuojaryhmia.

2-Isopropoksiprop-2-yyliryhméd (IIP) on happolabiilimpi vaihtoehto 2-metoksiprop-2-
yylisuojaryhmalle. Hydrolyysissé se hajoaa isopropanoliksi ja asetoniksi. IIP irtoaa kymmenen
kertaa!® nopeammin happamissa olosuhteissa ja lisdd nukleosidien lipofiilisyyttd toisin kuin
MIP. I1P-suojatut nukleosidit liukenevat helpommin orgaanisiin liuottimiin, mikd helpottaa
synteesid  erityisesti liuosfaasissa ja tuotteen eristimistd reaktioseoksista.'®  2-

Bentsyylioksipropan-2-yylisuojaus voidaan poistaa neutraaleissa olosuhteissa, mutta sen kéyttd



ei ole yleistynyt oligonukleotidisyntetiiikassa. My0Oskédn IIP:td, sykloheksaania ja 2,2,2-

trifluoroetyloksia ei ole aiemmin kiytetty asetaalisuojaryhminé oligonukleotidisynteeseissa.!!

Asetaalisuojaryhmien irrottamisen miedot olosuhteet vahentivit depurinaatiota. Depurinaatio,
eli puriiniemésten adeniinin ja guaniinin irtoaminen, on hallitseva sivureaktio erityisesti pitkien
oligonukleotidiketjujen synteeseissd. Depurinaatiota tapahtuu kuitenkin my0s joissain médrin
lyhyempien nukleotidiketjujen synteeseissd.!’> Depurinaatiota voidaan vihentdd kdyttamalld
miedompia olosuhteita.!?Asetaalin  hydrolyysi tapahtuu useimmiten oksokarbeniumionin
kautta. Muodostuvan oksokarbeniumionin poolisuus ja stabiilius mdéérittelevit kumpi

alkoksiryhmistd protonoituu ja vapautuu alkoholina.?’

1.1.2 Asetaalin kiytté 2 -OH:n suojaryhméiné

Asetaalisuojaryhmid on kiytetty myds oligoribonukleosidien 2’-hydroksyyliryhmén
suojaamiseen kiintedn kantajan synteeseissd. 2'-OH tdytyy suojata siten, ettd se kestdd
esimerkiksi 5'-O-DMTr-suojaryhmén poiston reaktio happamat olosuhteet. Kun asetaali
poistetaan 2'-OH:sta, olosuhteiden on oltava tarpeeksi miedot, jotta 2°-OH ei hyokkaa
nukleofiilisesti viereiseen 3-5"-fosfodiesterisidokseen. Nédin RNA-juoste pysyy stabiilina eikd
katkea.?!:2? Liian iso suojaryhmi 2'-OH:ssa toimii steerisend esteend kytkentireaktiossa mikd
vaikuttaa reaktion tehokkuuteen. Esimerkiksi yleisesti kdytetyn 2’-O-TBDMS-ryhmén
aiheuttama steerinen este pidentdd RNA:n synteesissd kytkentdaikaa noin kahdeksankertaisesti
verrattuna DNA:n kytkentdreaktioon.?® Lisdksi 2"-OH:ssa on kéytettivi sellaisia suojaryhmid,
jotka ei irrotessaan alkyloi nukleotidin emdosaa.?? Asetaalien kiytto 2'-O-suojaryhméind

mahdollistaa tehokkaammat RNA-synteesit ja estid RNA-juosteen katkeamisen.

2’-OH:n suojaamiseen voidaan kéyttdd esimerkiksi erilaisia bentsyyliasetaaleja (kuva 3).
Bentsyylioksietyyliasetaalin erilaiset nitrofenyylijohdannaiset mahdollistavat asetaalin kdyton
2’-OH:n suojaamisessa happamissa olosuhteissa. Suojaryhmi irtoaa kaksivaiheisessa
prosessissa, jossa vahvalla emédkselld poistetaan ensin osa suojaryhmaistd (-eliminaatiolla,
minka jilkeen asetaali voidaan irrottaa erittdiin miedolla hapolla.?* My6s 4-(N-diklooriasetyyli-

N-metyyliamino)bentsyylioksimetyyli-suojaryhmié voidaan kayttda 2’-O-suojaryhmin. 22
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Kuva 3. 2’-O-bentsyylioksietyyli-2* ja 2’-O-4-(N-diklooriasetyyli-N-metyyliamino)bentsyylioksimetyylisuojaryhmiit. 22

RNA-teknologioita kéytetdén erityisesti geenien ilmenemisen kontrolloimiseen. Se on lisdnnyt
synteettisten oligoribonuklotidien kysyntdd ja vaatinut ribonukleosidifosforamidiitti-
menetelmdn  kehittdmistd niin, ettd kytkentékinetitkka ja -tehokkuus vastaisivat

deoksiribonukleotidifosforamidiittien kytkentid.??

1.2 Oligonukleotidien synteesi liukoisella kantajalla

Liuosfaasisynteesit tarjoavat uuden ja kustannustehokkaamman vaihtoehdon perinteisille
kiintokantajalla tehdyille synteeseille. On mahdollista, ettd liuosfaasisynteesisséd reaktio
voitaisiin saattaa loppuun niin, ettd kdytetdan pienempid reagenssiylimédrid. Liséksi prosessin
mittakaavan kasvattaminen on suoraviivaisempaa eiké kallista kiintedd kantajaa tarvittaisi.?®
Perinteisessé kiintokantajan fosforamidiittimenetelmaissa toistetaan reaktiosyklid, joka sisdltdd
5’-suojaryhmén irrotuksen, kytkennén, asetyloinnin ja hapetuksen. Yliméérdiset reagenssit seké
epdpuhtaudet pestddn pois. Oligonukleotidien synteesisséd liukoisella kantajalla liuos tarjoaa
homogeeniset olosuhteet reaktiolle.”> Tima mahdollistaa lineaarisemman reaktiokinetiikan ja
reagenssien tasaisemman jakautumisen niin, ettd reagenssit ovat paremmin saatavilla
reaktioseoksessa.* Homogeenisuuden ansiosta reaktion toteuttaminen suuremmilla skaaloilla
on mahdollista.?® Siind missd kiintedlld kantajalla suoritettavat synteesit eivét ole suurien
reagenssiyliméérien takia kustannustehokkaita ja kymmenien kilogrammojen skaalat vaikea
toteuttaa, liuosfaasi voi tarjota ratkaisun niihin ongelmiin.'® Sen lisiksi liuosfaasi mahdollistaa
oligonukleotidien valmistamisen tavallisilla laboratoriotarvikkeilla.?> Liuosfaasisynteesien

kehittiminen voi osoittautua hyodylliseksi erityisesti lyhyiden oligonukleotidien



valmistamiseen, joita kiytetdéin esimerkiksi tutkimustarkoituksiin. Liuosfaasi mahdollistaa
isompien méiérien valmistamisen kerralla yksinkertaisilla metodeilla ja tarvikkeilla. Myds
pidempien oligonukleotidien valmistamien liuoksessa on mahdollista. Koska vélituotteet ovat
liukoisia, jokaista synteesin vaihetta voidaan tarkkailla keradmalld reaaliaikaista dataa ja siten

optimoida esimerkiksi reagenssien kulutuksen vihentimiseksi.’

Liukoista kantajaa voidaan hyoddyntdd myos oligoribonukleotidien synteeseissd. Lyhyiden
RNA-sekvenssien kysynté tutkimustarkoituksiin on usein suurempi kuin miti kiintedn kantajan
synteesin  mittakaavassa ~ voidaan  valmistaa.  Kaupallisesti  saatavilla  olevissa
oligoribonukleotideissd on 2'-OH:ssa isoja hydrofobisia suojaryhmid, jotka hankaloittavat
esimerkiksi metanolisaostusta. Esimerkiksi hydrofiilisemmén 2-syanoetyylin kiyttd 2’'-

asemassa mahdollistaa valmiin nukleotidin erottamisen reaktioseoksesta saostamalla (kaavio

).

1,5 ekv.
0]
NC~ot CN
B = Ura, UraBZ, CytBZ, Ade®?, GualB! Y \(
PG —0
HO— :o: it +
O 0]
O O . ~
é ~"cN 1. Kytkenté i O—F:’ CN
! ~ °7 :o: 7
4. Suojausten poisto ; NC
ja kantajasta irrotus v :’ Sykli toistetaan 0O O
:‘ 2. Hapetus ii 3 " CN

\ Saostus iii

3 Deasetalisaatio i |v
_ 0 0 B

~| Saostus iii

Q 0\/\ o_g_oo\/\CN
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NC © {Oj NC k o 7
? Ovon (?) O

Kaavio 1. Oligoribonukleotidin synteesi liukoisella saostettavalla nelihaaraisella kantajalla 5°-O-MIP-suojattuja
fosforamidiitteja kéyttden. (i) DCI 1,5 ekv. DMF/MeCN (ii) I, 2,6-lutidiini/H,O/THF (1:2:4), asetylointi P(OMe); (iii) MeOH-
saostus (iv) HCI 15 mmol/l, MeOH/DCM (2:5), MeOH-saostus (v) Et;N (aq.) NH; (aq.), TBAF THF:ssa.?’



Yleisesti oligonukleotidit syntetisoidaan nelivaiheisessa synteesisyklissd fosforamidiittikemiaa
hyddyntden.* Kaaviossa 1 on esitetty liukoisella kantajalla suoritettava oligonukleotidin
synteesisykli, jossa suojaryhméni on kiytetty asetonipohjaista 2-metoksiprop-2-yyli (MIP)-
suojausta. Kytkenndssd nukleosidifosforamidiitti aktivoidaan esimerkiksi tetratsolilla, joka
protonoi ldhtevin dialkyyliaminoryhmédn ja hyokkdd fosforiin. Kytkenndssd uusi
nukleosidifosforamidiitti liitetdéin kasvavan oligonukleotidiketjun 5’-pddhdn. Tamén jdlkeen
muodostunut  fosfiittitriesteri hapetetaan fosfaatiksi, jolloin muodostuu fosfotriesteri.
Viimeisessé vaiheessa MIP-suojaryhmi poistetaan 5’-asemasta.’> Synteesisykli voidaan toistaa
tai valmiin oligonukleotidin kantaja, syanoetyyliryhmét ja emdsten suojaryhmét poistetaan

ammonolyysissi.’

Liuosfaasisynteesissd kantajaan rakentuva oligonukleotidi eristetddn reaktioseoksesta
esimerkiksi saostamalla, kromatografisesti, nanosuodattamalla tai uuttamalla.?> Saostuksessa
reaktioseos  lisdtdan  livottimeen, esimerkiksi dietyylieetteriin?®, metanoliin?’  tai
isopropanoliin.!?  Yliméirdiset reagenssit sekd epédpuhtaudet liukenevat liuokseen.*
Nanosuodatuksessa molekyylit erotetaan toisistaan kalvon avulla orgaanisessa faasissa. Kalvo
kestdd kovat reaktio-olosuhteet ja pH-vaihtelut. Kalvon avulla pystytdén erottamaan myds
nanomittakaavan molekyylejd. Nanosuodatuksen avulla reaktioseoksesta voidaan erottaa
yliméairéiset reagenssit ja epdpuhtaudet, mutta kantaja ja sithen rakentuva oligonukleotidiketju

eivit padse kalvon lapi. Raakatuote voidaan helposti puhdistaa seuraavaa vaihetta varten.’

Téssd projektissa syntetisoitiin lyhyitd di- ja trideoksiribonukleoitdejd saostettavalla

nelihaaraisella liukoisella kantajalla fosforamidiittimenetelmallad kayttden IIP-suojausta.

1.3 Fosforotioaattien stereokontrolloidut linosfaasisynteesit

Modifioimalla oligonukleotidin fosfodiesterisidos tiofosfodiesterisidokseksi korvaamalla ei-
silloittava happiatomi rikilla?® voidaan vaikuttaa koko molekyylin ominaisuuksiin
merkittavésti.?? Modifikaatio parantaa oligonukleotidin nukleaasiresistenssid,

farmakokinetiikkaa, RNA-affiniteettia seki biodistribuutiota.?®*° Fosforotioaatin Rp-isomeeri



muodostaa stabiilimpia kaksijuosteisia rakenteita ja vaikuttaa tehokkaammin RNaasi H:n

toimintaan.?! Sp-enantiomeeri ei ole yhtéd herkké nukleaasientsyymille.?

Fosforotioaatteja voidaan valmistaa liuosfaasissa perinteisesti fosforamidiiti*?-, H-
fosfonaatti*-, ja fosfotriesterimenetelmid®* kiyttden, jolloin tuotteena saadaan fosforotioaattien
diastereomeerien seos. Kytkenndssd muodostuneet fosfiittitriesterit tai vetyfosfonaatit
sulfurisoidaan fosforotioaatiksi. Synteesistrategiat liukoisella kantajalla ovat perustuneet
saostettavan liukoisen kantajan (SPG)* ja polyetyleeniglykolipolymeerien (PEG)*%37 seki
fosforamidiittikemian®® kdyttoon. Synteesisyklin aikana on kiytetty useita sakkautuksia
dietyylieetteristd ja suodatusta. Ladkekehityksen ndkokulmasta katsottuna diastereomeerisen
seoksen muodostuminen ei ole toivottavaa. Téstd syystd kehitetddn fosforotioaattien

stereokontrolloituja synteesimenetelmia.

Fosforotioaattien stereokontrolloiduissa synteeseissé kéytetdédn kiraalisia apuaineita (kuva 4).
Synteesimenetelmdt  perustuvat muun  muassa  P(V)-oksatiafosfolaanisulfidi-*337,
oksatiafosfolaani-*°, N-asyylioksatsafosfolidiini-*!, SOSICS-menetelmén oksatsafosfolidiini-*?

4344 sekd tri*>- ja tetrasyklisiin*® rakenteisiin. Tutkimuksissa

ja oksatsafosfolidiinirakenteseiin
saatujen tulosten perusteella stereokemiallinen selektiivisyys, kytkentdtehokkuus ja saannot

voivat vaihdella menetelmékohtaisesti merkittavasti.



P(V)-oksatiafosfolaanisulfidi- Oksatiafosfolaanimenetelméan N-asyylioksatsa- Oksatsafosfolidiinirakenteeseen

menetelmaan perustuva kiraalinen kiraaliset apuaineet*? fosfolidiinimenetelman perustuvan SOSICS-menetelman
apuaine?8:39 kiraalinen apuaine! kiraalinen apuaine*?
W\ \\.O S\\ \O O o
2N o) C
O S

P : :
q o P\N){/F g_P_\NQ
Ph)_/ Ph—e

R{=H, Me Me

Hi
Ry

o
f

\ tai Ry,Ry=-(CHy)s.
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Kuva 4. Fosforotioaattien stereokontrolloiduissa synteeseissé kiytettyja kiraalisia apuaineita.

Baranin kehittimdssd menetelmdssd fosforotioaatit syntetisoidaan stereokontrolloidusti
kiintedlld kantajalla kéyttden P(V)-oksatiafosfolaanisulfidien rakenteeseen perustuvaa
menetelmdd (kaavio 2).3® Synteesimenetelmd perustuu limoneenista valmistettavaan W-
reagenssin kdyttoon.?” Limoneeni on ympéristoystavillinen, sitruunan kuoresta eristettiva
terpeeni.’® Limoneenistd saadaan melko yksinkertaisella synteesilld valmistettua P-reagenssi,
jota voidaan kiyttdd nukleosidin aktivoimiseen.®® Nyt esitettivissd tutkimusprojektissa
dimetoksitrityylin tilalla 5"-OH:n suojauksessa kéytetddn asetaalisuojaryhmai!? ja liukoiseen
saostettavaan kantajaan kytketty tuote eristetddn reaktioseoksesta saostamalla kylmaéstéd

isopropanolista. Kytkennét suoritetaan V-aktivoiduilla tymidiineilla.
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Liuoksessa R=R’= TBDPS
Kiintealla kantajalla R = sukkinyyli-linkkeri-CPG, R'=DMTr

Kaavio 2. Fosforotioaattien valmistamien stereokontrolloidusti liukoisella kantajalla.'? (i) 1,7 ekv., Rp-tai Sp-akivoitua
nukleosidia, 2,7 ekv. DBU (ekv. /5'-OH-ryhmi), Py/MeCN (2:3, v/v), 1t., etikkahappo (3 ekv.); (i) saostus kylmaésté metanolista
(iii) 5% DCA MeOH/DCM-liuoksessa, tt., pyridiini (2 ekv./DCA); (iv) 25 % ammoniakin vesiliuos, 55 °C. Silyylin poisto:
HF/Pyridiini, imidatsoli..

1.4 Yhteenveto

Oligonukleotidilddkkeiden kdyton oletetaan lisddntyvén tulevaisuudessa. Ladkkeiden kysynnin
lisddntyminen lisdd my0s lddketeollisuuden pidédstdjd ja titen vaikutusta ympéristoon ja
ekosysteemeihin. Néin ollen vihredmpien synteesimenetelmien kehittdminen kési kddessa
synteesien optimoinnin kanssa on tdrked kehitysaskel kohti kestdvimpdd kemiaa. Myds
antibioottiresistenttien mikrobien kehittyminen voi nopeutua.*’ Kestdvin kehityksen periaatteet
on hyvd ottaa huomioon lddketeollisuuden kehityksessd, jotta luonnon monimuotoisuus ja

tulevien sukupolvien elimé saadaan turvattua.
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Kiinteélld kantajalla suoritettavien oligonukleotidisynteesin korvaaminen (SPOS) liukoisella
kantajalla suoritettavilla synteesimenetelmilld (LPOS) véhentdd ylimddrdistd liuotinten
kuluttamista mahdollistaen  kustannustehokkaammat ja reagensseja  sddstivammit
oligonukleotidisynteesit. Sen lisdksi homogeenisessd ympéristossd tapahtuvissa reaktioissa
kantajan aiheuttaman steerisen esteen vaikutus pienenee ja reagenssit ovat paremmin saatavilla.

Naéin suurten reagenssiylimiérien kiytt6d voidaan valttaa.

Liuosfaasi tuo kuitenkin haasteita suojaryhmaistrategioille. Perinteiset suojaryhmat eivét toimi
linosfaasissa samalla tavalla kuin kiintedssi faasissa. Siksi uusien strategioiden kehittdminen
on tdrkedd. Yksi  vaihtoehto on  korvata perinteiset suojaryhmidt, kuten
dimetoksitrityylisuojaryhmat, asetyylisuojaryhmilld. Happolabiilit asetaalit saadaan poistettua
ympdristdystivillisemmin ja syntyvit sivutuotteet ovat haihtuvia, jolloin on mahdollista vilttaa

ylimédrdisid puhdistusvaiheita.

Téssd projektissa tutkitaan, miten asetaalisuojaryhméstrategiat toimivat syntetisoitaessa
oligonukleotideja  liukoisella  saostettavalla  kantajalla.  [IP-suojaryhmdd  kéytetddn
nukleosidifosforamidiittien 5’-hydroksyyliryhmén suojaamiseen. Fosforotioaattien

synteeseissd 5'-OH suojataan MIP-ryhmalla.
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2 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU
2.1 5’-O-suojattujen 2’-deoksiribonukleosidien happokatalysoitu metanolyysi

Asetaali- ja dimetoksitrityylisuojaryhmén irtoamisen sekd depurinaation tutkimiseksi 2’'-
deoksi-5"-O-DMTr-tymidiinin (1), 2’-deoksi-5"-O-MIP-tymidiinin (2) ja N°®-bentsoyyli-2'-
deoksi-5"-O-ITP-adenosiinin (3a) happokatalysoitua metanolyysid tutkittiin muurahaishapon
dikloorimetaanin ja metanolin seoksessa 25 °C:ssa. Havaitut puoliintumisajat on esitetty
taulukossa 1. Halogenoitujen happojen (kuten DCA ja TFA) korvaaminen karboksyylihapolla,
mahdollistaa vihredmman

synteesimenetelmdn ja depurinaation minimoinnin 5'-O-

suojaryhmin irrotuksen aikana synteesisykleissa.

o NHBz
or Tf;i” e refered
o o N O —o+o o N "o }o 0 o N
O OH OH OH
O\1 2 3a
o 5’-O-suojaryhmén | 5’-O-suojaryhmén | depurinaatio | depurinaatio
nukleosidi ) . . )
irtoaminen k; (s!) | irtoaminen #1(s) ki (s t12(s)
1 0,00124 559 NA NA
2 0,00554 125 NA NA
3 0,113 6,12 0,0000280 24800

Taulukko 1. Suojaryhmén irrottamisen ja depurinaation ensimmadisen kertaluvun nopeusvakiot ja puoliintumisajat
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Kuva 5. 1. kertaluvun nopeusvakion mééarittdminen
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Kuva 6.

T
50 100

1. kertaluvun

T
200

nopeusvakion

graafisesti lineaarisella regressiolla 5'-O-DMTr-
tymidiinin (1) deasetalisaatiolle limpétilassa 25°C.
tin= 13,4 min

madrittdiminen graafisesti lineaarisella regressiolla
5’-O-MIP-tymidiinille ~ (2)  deasetalisaatiolle
lampétilassa 25°C. tio= 3,0 min
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Kuva 7. 1. kertaluvun nopeusvakion mééarittdminen Kuva 8. 1. kertaluvun  nopeusvakion
graafisesti lineaarisella regressiolla 5°-O-IIP- madrittdminen graafisesti lineaarisella regressiol-
deoksiadenosiinin (3a) deasetalisaatiolle la 5°-O-11P-deoksiadenosiinin (3a) depurinaatio-
lampdotilassa 25°C. #1,=8,8 s lle lampdatilassa 25°C. #1,=9,9 h.

2.2 Synteesimenetelmit di- ja trinukleotidifosfodiestereille

2.2.1 Fosfitylointi

NS-bentsoyyli-2"-deoksi-5"-O-1IP-adenosiini (3a) fosfityloitiin 1-kloori-1-(2-syanoetoksi)-
N,N-diisopropyylifosfanamidiitilla (1,1 ekv.) trietyyliamiinin 14snéollessa dikloorimetaanissa
typpi-ilmakehdssd. Vastaavasti fosfityloitiin myds NS-bentsoyyli-2'-deoksi-5"-O-1IP-sytidiini
(3b) ja N?-isobutyryyli-2"-deoksi-5"-O-1IP-guanosiini (3c¢).

Cl
|
P N’ P\O/\/CN

}OJFO BPG A
:O: i

OH 3a-c
a: BPG = AdeP?

b: BPG = CytB?
c: BPG = GuaBv

4c 72 %

}O+O o BPG 4a 88 %
k j 4b 80 %

P
N,P\O/\/CN
/K 4

a-C

Kaavio 3. Fosfitylointireaktio (i) TEA 1,44 ekv., DMF, 3 h, rt.

2.2.2 Kytkentd

Synteesisyklit ~ fosforamidiittien =~ valmistamiseksi  sisdltdvdt  5'-O-asetaalisuojatun

nukleosidifosforamidiitin (4a-c; 2 ekv. 5'-OH:ta kohti) kytkennén nelihaaraiseen liukoiseen

14



kantajaan sidottuun tymidiinin (5) 5'-OH-ryhméédn typpi-ilmakehdssd. Kytkennéssi

aktivaattorina kiytettiin tetratsolia ja liuottimena DMF:n ja asetonitriilin seosta. Reaktioita

seurattiin RP-HPLC:1la.

HO— o c
?
0=P-0O
| o T
R
OH
v
HO CBZ
o]
o % 7 HO— o
NH 577 Hapetus:ii (¢] 577 Hapetus: ii
\fJ\/g Kytkenta: i ) o= }5 —O/\/CN Kytkenta: i C.’
HO o N O Saostus:Q /5503“153 i o o T Saostus:Q /Saostus: ii 0=P-0r .
Deasetalisaatio: iv k } Deasetalisaatio: iv o o
0 o
Q s Q° ?
0=P-O
_ 07 :o: 1
0 OH 8a-b
O = a: dA-dC-T
b: dG-dC-T

Kaavio 4. Fosforamidiittien kytkentédsykli (i) DMF, MeCN, TetH (ii) mCPBA (iii) iPrOH (iv) 6 % HCOOH, DCM/MeOH
(2:1, v/v) (v) 25 % NH;3

t=1 min t=1h 15 min t=3h45 min
0 5 0 15 20 2 o 5 10 15 20 25 0O 5 10 15 20 25

Kuva 9. Fosfityloidun deoksisytidiinin (4b) kytkenndn RP-HPLC-seuranta dC-T-PE-dimeerin 6 valmistamiseksi.
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2.2.3 Hapetus

Kytkenndssd muodostunut fosfiittitriesteri hapetettiin m-klooriperbentsoehapolla (1,9 ekv.
nukleosidifosforamidiittiin ndhden) fosfaatiksi. Hapettuminen tapahtui noin viidessd

minuutissa, jonka jilkeen reaktioseos saostettiin kylmasta isopropanolista.

J&ﬂuhnﬁl—n_ﬁq—
T T T T T
2 0o 5 10 15

Kuva 10. Hapetuksen onnistuminen tarkistettiin RP-HPLC:114: hapetuksen jélkeinen tuotesakka 6 ja isopropanoli-
supernatantti.

T T T T T
0 5 10 15 20

2.2.4 Deasetalisaatio

[IP-suojaryhma poistettiin 6 %:lla muurahaishapolla dikloorimetaanin ja metanolin seoksessa
(2:1 v/v). Deasetalisaatiota seurattiin HPLC:lla. Suojaryhma irtoaa noin kuudessa minuutissa,
jonka jdlkeen happo neutraloitiin pyridiinilld (2 ekv. HCOOH:n ndhden) depurinaation

minimoimiseksi. Reaktioseos saostettiin uudelleen kylmaésti isopropanolista.

Kuva 11. 6:n deasetalisaation RP-HPLC-kromatogrammi

2.2.5 Kantajasta irrottaminen

Syanoetyyliryhmit, emésten suojaryhmét ja PE-T-kantaja irrotettiin ammonolyysissd 25 %

ammoniakkiliuoksella 55 °C:ssa. Dimeerilld kdytetty reaktioaika oli kolme tuntia ja trimeereilld
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noin 20 h. Ammonolyysin onnistuminen tarkistettiin RP-HPLC:lla. Synteesisyklien

kokonaissaannot vaihtelivat valilla 44—70 %.

A
[S ..;7 1‘0 1‘5 ZB 2‘5 T
5 10 15 20
Kuva 12. RP-HPLC-kromatogrammit ammonolysoidun 6:n tuotteelle (7).
dA-dC-T (8a) dG-dC-T (8b)

Kuva 13. Valmiiden trimeerien (8a/b) puhtaus tarkistettiin RP-HPLC:114.

2.3 Stereokontrolloidut synteesimenetelmét di- ja trinukleotidifosforotioaateille

2.3.1 Asetaalisuojatun tymidiinin aktivointi W-reagenssilla

Oksatiafosfolaanisulfidi-rakenteeseen perustuvalla stereokontrolloidulla synteesimenetelmélla
voidaan syntetisoida fosforotioaatteja stereokontrolloidusti. Tymidiini aktivoitiin (+)- ja (-)-'¥'-
reagensseilla. Lahtdaineina (+)-'V- ja (-)-'W-reagenssien (12 ja 15) synteeseille (kaaviot 5 ja 6)
kdytettiin (-)- ja (+)- limoneenia (9 ja 13). Koska limoneeni esiintyy sekd (-)- ettd (+)-
muodoissa, siitd voidaan syntetisoida enantiopuhtaasti (+)- ja (-)-¥-reagenssit. Nukleosidin
aktivointi W-reagensseilla ja kytkentd tiofosfodiesterisidokseksi tuottaa stereokontrolloidusti

joko S- tai R-enantiomeerin (kaaviot 6 ja 7).3% 48
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Kaavio 5. (-)-limoneenia voidaan kiyttéd apuaineena stereokontrolloidussa fosforotioaattisynteesissi.3®
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Kaavio 6. (+)-limoneeni voidaan kiyttdd apuaineena stereokontrolloidussa fosforotioaattisynteesissi.’®

o o

Synteesin ensimmdiisessi vaiheessa (-)-cis-limoneeni (9) epoksidoitiin (-)-limoneenioksidiksi
(10) kéyttden vetyperoksidia (Kaavio 4). Vastaavasti (+)-cis-limoneenistd (13) valmistettiin
(+)-limoneenioksidi (14). Stereopuhdas tuote saatiin hajottamalla reaktiossa sivutuotteena

muodostunut toinen enantiomeeri pyrrolidiinikésittelylla.
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F
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F 34
F S SH"NEt;
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O——= " ——
9 10° (R

Kaavio 7. (-)-limoneenin (9) synteesi (+)-¥-reagenssiksi (12). (i) 1. HxO» (30 %), fenyylifosfiinihappo, metyylitrioktyyli-
ammoniumvetysulfaatti, Na,SO4, Na;WO4-2 H,0, H,O 2. pyrrolidiini, H>O, 85 °C, 36 h. (ii) TFA, DCM, 35 °C,1 h.
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Kaavio 8. (+)-limoneenin synteesi (13) (-)-'V-reagenssiksi (15) (i) 1. H,O (30 %), fenyylifosfiinihappo, metyylitrioktyyli-
ammoniumvetysulfaatti, Na,SO4, Na;WO4-2 H,0, H,O 2. pyrrolidiini, H>O, 85 °C, 36 h. (ii) TFA, DCM, 35 °C,1 h.
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Toisessa vaiheessa (-)-limoneenioksidi (10) tiolysoitiin trietyyliammonium-bis-(pentafluoro-
tiofenoli)fosforiditioaatilla (11) dikloorimetaanissa TFA:n ldsni ollessa, jolloin muodostui (+)-

W-reagenssi (12). (+)-limoneenioksidin (13) tiolyysi tuotti vastaavasti (-)-‘P-reagenssin (15).

Kolmannessa vaiheessa 5'-O-MIP-tymidiinin (16) 3’-OH aktivoitiin W-reagensseilla (12 ja 15)
stereokontrolloidusti. Liuottimena kéytettiin asetonitriilid, ja reaktion aktivaattorina toimi
DBU. Synteeseissd muodostuivat 3’-¥ aktivoidut 5°-O-MIP-suojatut tymidiinit 17 ja 18
(kaavio 9).

s, O
ZPC(Sp)

07Ny (5e

NH H 17

| i
—o«\—o o NAO — H “\ —
S, O \
S| e, e
15

OH

(e}

Kaavio 9. Tymidiinin (16) aktivointi stereokontrolloidusti ‘¥-reagensseilla (12/15). (i) MeCN, DBU, 1 h, rt

2.3.2 Kytkentd

Stereokontrolloidussa LPOS-menetelméssd synteesisyklin ensimmaéisessd vaiheessa (+/-)-'¥'-
aktivoitu 5'-O-MIP-tymidiini (17/18 1,6-1,8 ekv. 5'-OH:ta kohden) kytkettiin (5"-HO-T)4PE-
kantajaan (5) typpi-ilmakehédssd huoneenldmmdossd DBU-aktivaattorin  ldsnéollessa.
Liuottimena kaytettiin asetonitriilin ja DMF:n seosta. Reaktiota seurattiin RP-HPLC:1la (kuva
13). Kytkenndn reaktioaika oli 10 minuuttia, minkd jdlkeen DBU neutraloitiin
dikloorietikkahapolla (DCA) transesterifikaation estdmiseksi sakkautuksessa. Kantajaan

sidottu fosforotioaattidimeeri (19a/b) saostettiin kylmasta isopropanolista.
Trimeerien valmistamiseksi DBU neutraloitiin ja MIP-suojaryhmi poistettiin, jonka jilkeen

synteesisyklin kytkentd toistettiin, kuten edelld on kuvattu. 5'-T(Rp)T(Rp)T-PE-3" (20a)
syntetisoitiin  kytkemélld (+)-W-aktivoitu 5°-O-MIP-tymidiini (17) kantajaan sidottuun
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fosforotioaattidimeeriin 19a (5'-HO-T(Rp)T-3"-PE) (kuvat 7-13). Vastaavasti 5'-T(Sp)T-PE-3"
(19b) ja (-)-W-aktivoitu 5'-O-MIP-tymidiini (18) kytkettiin toisiinsa. Yhdisteen 19b

tapauksessa DBU:ta ei neutraloitu, koska MIP-suojaryhmé haluttiin séilyttdd 5 -asemassa.
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kytkenlﬁ:i/\saostus: ii ) —‘
( ) i io: iii saostus i _deasetalisaatio: iii iv S. 0 NH
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Kaavio 10. Fosforotioaattien synteesit (i) DMF, MeCN, DBU (ii) iPrOH-saostus (iii) 4 % DCA, DCM/MeOH (2:1) (iv) 25 %

NH;3 55 °C

M
5

Kuva 14. 5'-O-MIP-T(Rp)T-PE-3' Kuva 15. 5'-T(Rp)T-PE-3" DCA-

kytkenndn RP-HPLC-kromatogrammi,
kun reaktio oli mennyt lopppuun
(t=10 min).

2.3.3 Suojaryhmén poisto

lisiyksen RP-HPLC-kromatogrammi.

Kuva 16. 5'-T(Rp)T-PE-3' RP-
HPLC-kromatogrammi
sakkautuksen jélkeen.

Deasetalisointi suoritetiin DCA:lla (4 %) dikloorimetaanin ja metanolin seoksessa (2:1, v/v)

(kuva 16). Suojaryhmi irtosi 10 minuutissa tdydellisesti.

sakkautettiin uudelleen kylmaista isopropanolista.

Tédmin jdlkeen reaktioseos
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Kuva 17. Deasetalisaation RP-HPLC- Kuva 18. RP-HPLC-kromatogrammi
kromatogrammi. tuotteelle 19a sakkautuksen jilkeen.

Tuote (19b) saostettiin kylmastd tert-butyyli-metyylieetteristd (kuva 15). 5’-asetaalisuojan
sdilyttdiminen mahdollistaa esimerkiksi 3’-aseman muuttamisen fosforamidiitiksi tai

aktivoinnin -reagenssilla myohempié synteesejd varten.

2.3.4 Kantajasta irrottaminen

Synteesien viimeisessd vaiheessa kantaja irrotettiin fosforotioaateista ammonolyysilld 55
°C:ssa, jolloin saatiin 5'-T(Rp)T(Rp)T-3" (20a) sekd 5'-MIP-T(Sp)T(Sp)T-3" (20b) (kuvat 18 ja
19). Ammonolyysin jidlkeen tuotteet puhdistettiin HPLC:lla (kuvat 18 ja 19). NMR-
karakterisoinnin perusteella voitiin kuitenkin todeta, ettd asetaalisuoja olikin ldhtenyt irti 20b:n

5’-asemasta ja syntynyt tuote oli 5"-T(Sp)T(Sp)T-3" (21b, kuva 19).
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Kuva 19. T(Rp)T(Rp)T (20a) RP-HPLC-kromatogrammi Kuva 20. T(Sp)T(Sp)T (21b) RP-HPLC-
kromatogrammi

21



2.4 Johtopiitokset ja yhteenveto

Projektissa tutkittiin asetaalisuojaryhmien soveltuvuutta oligonukleotidien liuosfaasi-
synteeseissd. Synteesissd kiytettiin liukoista saostettavaa pentaerytritolipohjaista kantajaa 1.
Kytkennét suoritettiin ‘P-aktivoiduilla tymidiineilld (9/10) tai nukleosidifosforamidiiteilla
(16a-c). Projektissa valmistettiin fosforotioaattitrimeerit T(Rp)T(Rp)T (13a) ja T(Sp)T(Sp)T
(14b) kayttden MIP-suojaryhméstrategiaa. IIP-suojaryhméstrategiaa hyddynnettiin, kun
syntetisoitiin heteromeeriset fosfodiesterit dC-T (18), dA-dC-T (19a) ja dG-dC-T(19b). IIP ei
sovellu fosforotioaattien suojaryhméksi esitetyssd synteesimenetelmissd, koska se on liian
labiili irroten osittain sdilytyksessd ja PSI-aktivoitujen nukleosidien
silikageelikromatografisessa puhdistuksessa. Siksi fosforotiaattien synteeseissd hyddynnetiin
MIP-suojaryhmaéstrategiaa. Fosforotioaatit 13a ja 14b onnistuttiin  syntetisoimaan
enantiopuhtaasti. Yhdisteen 14b tapauksessa MIP-suojaryhmid oli tarkoitus jittdd 5'-O-
asemaan, mutta sen todettiin irronneen HPLC-puhdistuksessa. Asetaalisuojaryhmat tarjoavat

toimivan suojaryhméstrategian oligonukleotidien syntetiikassa.

Heteromeeristen fosfodiesterien 18 ja 19a/b synteeseissd depurinaatiota ei havaittu
sivureaktiona. Puriiniemis pysyy kiinni deoksiriboosisokerissa, koska deasetalisaatiossa
kiytetty muurahaishappo mahdollistaa riittdvan miedot reaktioolosuhteet.
Asetaalisuojaryhmadstrategiaa ~ voidaankin  kdyttdd mahdollisesti myds  pidempien
oligonukleotidien reaktioissa. IIP on selkedsti kineettisten mittausten perusteella happolabiilein
suojaryhmistrategia (kuva 7). Myods MIP (kuva 6) on selvésti happolabiilimpi kuin yleisesti
kaytetty dimetoksitrityyli-suojaryhmé (kuva 5).

Trimeerien joukossa havaittiin RP-HPLC:n perusteella ja HRMS-karakterisoinnissa
epapuhtauksina vajaasti kytkeytyneet dimeerit (osuus n. 10 %), jotka eivit olleet reagoineet
kytkentdvaiheessa. Tdméd johtuu mahdollisesti dimeerin dC-T:n joukkoon jédneistd
isopropanoli- ja muurahaishappojidémistd sakkautusten yhteydessd. Myohemmin dA-dC-T ja
dG-dA-dC-T onnistuttiin syntetisoimaan paremmilla saannoilla ja kohtuullisen puhtaasti.
Asetaalin poiston jélkeen ennen seuraavaa kytkentdd sentrifugoitu sakka haihdutettiin useaan
kertaan kuivista liuottimista, mikd mahdollisti myds kuivemmat reaktio-olosuhteet. Koska
kosteus on merkittdvé tekijd synteesinsyklin kytkentdvaiheessa, sen pédédsy reaktioseokseen
vaikuttaa reaktion etenemiseen. Tdma korostuu pienen skaalan reaktioissa. Jos reaktion skaalaa

kasvatetaan, vdhenee kosteuden merkitys.
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3 KOKEELLISET MENETELMAT
3.1 Yleiset menetelmit

DCM, DMF ja pyridiini kuivattiin 4 A molekyyliseuloilla ja MeCN kuivattiin 3 A
molekyyliseuloilla. DBU ja TEA kuivattiin CaHa:114. Tuotteet karakterisoitiin  NMR
spektroskopisesti (Bruker Biospin 500 ja 600 MHz NMR spektrometri). Korkean resoluution
massaspektri saatiin elektronisuihkuionisaatiolla (Bruker Daltonics micrOTOF-Q- ja Waters
RDa HRMS-massaspektrit). Reaktioita seurattiin ohutkerroskromatorafisesti (TLC) tai korkean
erotuskyvyn nestekromatografialla (HPLC). Fosforotioaattien ja nukleosidifosforamidiittien
homogeenisuus sekd reaktioseoksista otettujen ndytteiden koostumus analysoitiin CI8
kolonnilla (RP HPLC; Shimadzu LCsolution) (4.6 x 250 mm, 5 um, virtausnopeus 1 ml/min).
HPLC-seurannoissa ja puhdistuksissa kéytettiin ajoliuoksena 50 mM
trietyyliammoniumasetaattia sekd asetonitriilid. Reaktioseoksista otettiin 2 ul:n néytteet
reaktioiden seurantaa varten, jotka laimennettiin 200 pl:1la HPLC-puskuria, joka sisélsi 70 %
asetonitriilid. Synteesien seurannoissa asetonitriilin pitoisuutta kasvatettiin 40 %:sta 100 %:iin
kahdenkymmenen minuutin aikana. Fosforotioaattien —ammonolyysin seurannoissa
asetonitriilin pitoisuutta kasvatettiin 10 %:sta 70 %:in 15 min aikana (virtausnopeus 1 ml/min).
Fosforamidiittien ammonolyysin seurannoissa asetonitriililiuoksen pitoisuutta kasvatettiin 6
%:sta 45 %:in 15 min aikana (virtausnopeus 1 ml/min). Tuotteet havaittiin UV-detektorilla
kéayttden aallonpituutena 260 nm:d. Fosforotioaatit puhdistettiin RP-HPLC:114 (Merck Hitachi)
C18 kolonnilla (10 x 250 mm, 5 pum, virtausnopeus 3 ml/min), eluenttina kéytettiin 50 mM
TEAA-puskuria ja MeCN:é (lineaarinen gradientti 11 %:sta 55 %:in MeCN 15 minuutissa).

3.2 5’-O-suojattujen 2'-deoksiribonukleosidien kineettiset mittaukset

Suojaryhmén irtoamisen ja depurinaation havainnollistamiseksi 2’-deoksi-5-O-DMTr-
tymidiinin (1; 1 ekv.; 21,2 nmol; 11,5 mg), 2"-deoksi-5"-O-MIP-tymidiinin (25 1,0 ekv.; 21,2
nmol; 6,7 mg) ja N®-bentsoyyli-2"-deoksi-5"-O-1IP-adenosiinin (3a; 1 ekv.; 21,2 nmol; 9,7 mg)
happokatalysoitua metanolyysia tutkittiin samoissa olosuhteissa huoneenldmpdétilassa. Suojatut
nukleosidit 1, 2 ja 3a liuotettiin 6 % muurahaishapon liuokseen DCM/MeOH-seokseen (2:1,
v/v) Eppendorf-putkessa. Metanolyysin etenemistd seurattiin RP-HPLC:114. 2 ul:n néytteitd
otettiin sopivin viliajoin. Reaktio pysdytettiin lisddmalld ndytteeseen trietyyliamiinia (2 ekv.

verrattuna muurahaishappoon), jadhdytettiin ja laimennettiin MeCN/H2>O-seoksella (200 ul,
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1:1, v/v). Néytteiden koostumus analysoitiin RP-HPLC:114. Esitetyt puoliintumisajat (kappale
2.1, taulukko 1) laskettiin soveltamalla ensimmadisen kertaluvun nopeusvakion yhtdloa

ldhtoainepiikin pienenemiseen.

3.3 Nukleosidifosforamidiitit

3.3.1 N°-bentsoyyli-2’-deoksi-5’-O-11P-adenosiini- 3’-(2-syanoetyyli-N.N-di-isopropyyli)-

fosforamidiitti

Né-bentsoyyli-2 '-deoksi-5"-O-1IP-adenosiini (3a; 1 ekv; 1,1 mmol; 500 mg) liuotettiin
dikloorimetaaniin (5,7 ml). Reaktioliuokseen liséttiin TEA (1,44 ekv.; 1,6 mmol; 0,220 ml) ja
1-kloori-1-(2-syanoetoksi)-N,N-diisopropyylifosfanamidiitti (1,2 ekv.; 1,3 mmol; 0,294 ml).
Reaktioseosta sekoitettiin huoneenldimmdssd noin kolme tuntia, minkd jélkeen reaktion
eteneminen tarkistettiin TLC-kromatografisesti (DCM, 10 % MeOH, 1 % TEA). Reaktioseos
puhdistettiin silikakromatografisesti. Ajoliuoksena kéytettiin etyyliasetaatti-heksaaniliuosta
(2:1, v/v, 3 % TEA). Liuottimet haihdutettiin pois alipaineessa ja tuote kuivattiin
vakuumieksikaattorissa. Saanto oli 0,63 g (88,8 %). Yhdiste 4a (Rf= 0,25) karakterisoitiin
NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti. 'H NMR (500 MHz, CD3CN): 6= 9,30 (1H,
s, NH), 8,64 (1H, d, J/=8,36 Hz, H2); 8,34 (1H, d, J=12,33 Hz, HS8); 7,99 (1H, t, J=19,91 Hz,
Bz); 7,69-7,65 (1H, m, Bz); 7,59-7,53 (2H, m, Bz); 6,52-6,49 (1H, m, H1’); 4,91-4,82 (1H, m,
H3); 4,26-4,18 (1H, m, H4’); 3,93-3,61 (7H, m, OCH, OCHa, 2 x NCH, H5"ja H5""); 3,03-
2,95 (1H, m, H2’); 2,73-2,62 (3H, m, CH> ja H2""); 1,31; 1,30; 1,30 ja 1,29 (6H, s, 2 x CH3
ketaalissa), 1,26 ja 1,24 (12 H, d, J= 6,50 ja 7,00 Hz, 4 x CH3 N,N-diisopropyyli), 1,03-1,01
(6H; m; 2 x CH3 isopropoksi).!*C NMR (126 MHz, CD3CN): 6= 152,4 (C6); 152,3 (C8); 150,4
ja 150,3 (C4); 143,0 (C2); 133,1; 129,3; 128,7 ja 125,3 (Bz), 124,3 (C5), 119,1 (CN), 100,9 ja
100,8 (C ketaalissa), 86,2; 86,1; 86,0 ja 85,9 (C4’), 84,7 ja 84,7 (C1"), 74,1; 74,0; 74,0 ja 73,8
(C37)63,5ja63,5(0OCH), 61,5ja61,4(C5"),59,2; 59,1; 59,1 ja 59,0 (OCH>), 43,7; 43,7; 43,61
ja 43,6 (CHN), 39,3; 39,2 ja 39,2 (C2’), 25,8 ja 25,7 (CH; ketaalissa), 24,5; 24,5; 24,5; 24,5;
24.4; 24.3; 24,3 ja 24,2 (CH3 N, N-diisopropyyli- ja isopropoksi-ryhmissid), 20,7 ja 20,6 (CH>).
3'PNMR (202 MHz, CD3CN): 6= 147,94 ja 147,78 ppm. HRMS (ESI): m/z [M+Na]* (havaittu);
678,3139 [M+Na]" (laskettu); 678,3123.
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3.3.2 NC-bentsoyyli-2 -deoksi-5"-O-II1P-sytidiini-3 '-(2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyyli)-

fosforamidiitti

Né-bentsoyyli-2’-deoksi-5"-O-I1P-sytidiini (3b; 1 ekv.; 1,1 mmol; 500,4 mg) liuotettiin
dikloorimetaaniin (6,0 ml) typpiatmosféddrissd. Reaktioliuokseen liséttiin TEA (1,44 ekv., 1,7
mmol; 0,233 ml) ja 1-kloori-1-(2-syanoetoksi)-N,N-diisopropyyli-fosfanamidiitti (1,1 ekv.; 1,3
mmol; 0,287 ml). Reaktioscosta sekoitettiin huoneenldimmaossd noin kolme tuntia, minka
jélkeen reaktion eteneminen tarkastettiin ohutkerroskromatografialla (DCM, 10 % MeOH, 1 %
TEA). Reaktioseos puhdistettiin  silikakromatografisesti. ~ Ajoliuoksena  kéytettiin
etyyliasetaatti-heksaaniliuosta (2:1, v/v, 3 % TEA). Liuottimet haihdutettiin pois alipaineessa
ja tuote kuivattiin vakuumieksikkaattorissa. Saanto oli 0,55 g (80,1 %). Yhdiste 4b (Rr= 0,44
ja 0,32) karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti. 'H NMR (500 MHz,
CD;CN): 6=9,09 (1H, s, NH); 8,24 (1H, d, J=7,68 Hz, H6); 7,89 (2H, d, J/=8,03 Hz, Bz); 7,68-
7,64 (2H, m, Bz); 7,57-7,54 (1H, m, Bz); 7,43 (1H, s, HS); 6,20-6,10 (1H, m, H1"); 4,58-4,52
(1H, m, H3’); 4,30-4,18 (1H, m, H4"); 4,07-3,97 (1H, m, OCH), 3,88-3,63 (6H, m, 2 x NCH,
H5’ jaHS”); 2,69-2,57 (3H, m, CH2 ja H2"); 2,31-2,25 (1H, m, H2""); 1,40, 1,39; 1,38 ja 1,36
(6H, s, 2 x CHj; ketaalissa), 1,22 (12H, d, J=7.00 Hz, 4 x CH3 N,N-diisopropyyli), 1,16 ja 1,14
(6H, d, J=6.00 Hz, 2 x CH3 isopropoksi). *C NMR (126 MHz, CD3CN): §=163,2 (C4), 155,1
(C2), 145,4 (Co), 134,4; 129,2; 128,7; 128,6 ja 128,6 (Bz), 119,1 (CN), 101,1 (C ketaalissa),
96,3 (C5), 87,6 (C1°), 86,50ja 86,5 (C4°), 74,1; 73,9 ja 73,7 (C3’), 63,8 (C5"), 61,2 (C5’), 59,1
ja 59,0 (OCH»), 43,7 ja 43,6 (CHN), 41,0 ja 40,9 (C2’) 25,8 ja 25,7 (CHj3 ketaalissa), 24,5; 24,5;
24,5; 24,4 ja 24,3 (CHs N,N-diisopropyyli- ja isopropoksiryhmissé), 20,7 ja 20,6 (CHa). 3'P
NMR (202 MHz, CD3CN): 6= 147,98 ja 147,93 ppm. HRMS (ESI): m/z 654,3027 [M+Na]"
(havaittu); [M+Na]"; (laskettu); 654,2997.

3.3.3  MNisobutyryyli-2’-deoksi-5 -O-11P-guanosiini-3’-(2-syanoetyyli-N.N-di-isopropyyli)-

fosforamidiitti

N2-isobutyryyli-2"-deoksi-5"-O-1IP-guanosiini (3¢; 1 ekv.; 1,1 mmol; 500 mg) liuotettiin
dikloorimetaaniin (5,7 ml). Reaktioliuokseen liséttiin TEA (1,44 ekv.; 1,6 mmol; 0,220 ml) ja
1-kloro-1-(2-syanoetoksi)-N,N-diisopropyyli-fosfananamidiitti (1,2 ekv.; 1,3 mmol; 0,294 ml).
Reaktioseosta sekoitettiin huoneenldimmdssd noin kolme tuntia, minkd jélkeen reaktion
eteneminen tarkistettiin ohutkerroskromatografialla (DCM, 10 % MeOH, 1 % TEA). Reaktio-

seos puhdistettiin silikakromatografisesti. Ajoliuoksena kéytettiin dikloorimetaanin ja
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metanolin livosta (95:5, v/v, 3 % TEA). Liuottimet haihdutettiin pois alipaineessa ja tuote
kuivattiin vakuumieksikaattorissa. Saanto oli 0,53 g (72,8 %). Yhdiste 4¢ (Rr = 0,55)
karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti. 'H NMR (500 MHz,
CD;CN): 6= 7,89 (1H, s, H8); 6,20 (1H, dd, J=6,50 ja 6,50 Hz, H1"); 4,77-4,69 (1H, m, H3");
4,22-4,17 (1H, m, H4’); 3,91-3,59 (7TH, m, OCH, OCH, 2 x NCH, H5’ jaH5"), 2,88-2,81 (1H,
m, H2”), 2,77-2,70 (3H, m, CH iBu, ja CH), 2,55 (1H, m, H2”"); 2,2 (H20); 1,34 ja 1,32 (1H,
s, 2 x CHs ketaalissa), 1,25-1,21 (3H, m, iBu:n CH ja CH>) 1,07-1,04 (6H, m, isopropoksin 2 x
CH3). *C NMR (126 MHz, CD3;CN): 6= 180,5 ja 180,5 (C=0 iBu), 155,9 (C6), 149,2 ja 149,1
(C2), 148,6 (C4), 138,0 ja 137,9 (C8), 121,7 ja 121,6 (CS), 119,2 ja 119,2 (CN), 100,9 (C
ketaalissa), 86,2; 86,2; 86,0 ja 86,0 (C4"), 84,1 (C1"), 75,6; 74,4; 74,3 ja 74,2 (C3"), 63,6 ja
63,5 (OCH), 61,7ja 61,6 (C5"), 59,0; 59,0; 58,9 ja 58,9 (OCH>), 43,7; 43,7; 43,6 ja43,6 (CHN),
39,3; 39,3 ja 39,3 (C2"), 36,2 ja 36,2 (CH iBu), 25,8; 25,7; 25,7 ja 25,7 (CHj3 ketaalissa), 24,5;
24.5; 24,5; 24,5; 24,4; 24,3; 24,3 ja 24,3 (CH3z N,N-diisopropyyli- ja isopropoksi-ryhmissi),
20,72; 20,70 ja 20,66 (CH>). 3'P NMR (202 MHz, CD3;CN): 6= 147,98 ja 147,77 ppm. HRMS
(ESI): m/z [M+Na]" (havaittu); 660,3245. [M+Na]" (laskettu); 660,3244.

3.4 Heteromeeristen fosfodiestereiden synteesit
3.4.1 dC-T

PE-T (5; 1 ekv.; 5,1x107 mol; 99,6 mg) liuotettiin kuivaan DMF:in (1,5 ml) N»-atmosfdérissa.
Seokseen liséttiin asetonitriiliin (0,7 ml) liuotettu fosfityloitu IIP-dC (4b; 8 ekv.; 0,41 mmol;
259 mg) ja tetratsoli (8 ekv.; 0,41 mmol; 0,91 ml). Reaktiota seurattiin HPLC:1la 3 h 45 min,
minkd jidlkeen reaktioseokseen liséttiin mCPBA (15 ekv.; 0,77 mmol; 171,7 mg). Hapetettu
tuote sakkautettiin kylmistd isopropanolista (62,6 ml) ja sentrifugoitiin. Isopropanoli
dekantoitiin pois ja sakka kuivattiin vakuumieksikkaattorissa. Saanto oli 204,4 mg (96,75 %).
Kuivattu sakka liuotettiin dikloorimetaanin ja metanolin seokseen (DCM:MeOH 2:1 v/v; 0,481
ml). Seokseen liséttiin muurahaishappoa (15 ekv.; 0,77 mmol; 0,029 ml). Reaktiota seurattiin
RP-HPLC:1l4. Seokseen lisdttiin 25 minuutin kuluttua pyridiinid (2 ekv. HCOOH:on nédhden,
1,5 mmol; 0,124 ml). Seos sakkautettiin uudelleen kylmaistd isopropanolista (12,7 ml) ja
sentrifugoitiin. Reaktioliuotin dekantoitiin pois ja sakka kuivattiin vakuumieksikkaattorissa.
Saanto oli 145,0 mg (75,9 %). 3'-dC-T-PE-5":n (6) joukkoon (7 mg; 0,0075 mmol) lisittiin 25
%:sta ammoniakkilivosta (1,2 ml) kierrekorkillisessa mikrosentrifugiputkessa. Reaktioliuosta
inkuboitiin 55 °C:ssa noin neljd tuntia. Seos kaadettiin kvantitatiivisesti keittopulloon veden

avulla ja haihdutettiin alipaineessa ammoniakki pois. Suodatettiin sakka pois alipaineessa ja
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sakkaa huuhdeltiin vedelld. Suodoksesta tarkastettiin ammonolyysin onnistuminen RP-
HPLC:lla. Vesifaasia uutettiin etyyliasetaatilla kolme kertaa. Tuotteen puhtaus varmistettiin
RP-HPLC:lla. UV-saanto oli 95,9 %. Synteesisyklin kokonaissaanto oli 70,4 %. Yhdiste 7
karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti. *'P NMR (202 MHz, D-0):
6=-1,03 ppm. ESI"-HRMS: m/z 530,1293 [M-H]" (havaittu); 530,1294 [M-H] (laskettu).

342 dA-dC-T

dC-T-PE (7; 1 ekv.; 0,03 mmol; 111,3 mg) liuotettiin kuivaan DMF:44n (0,98 ml) N»-
atmosfddrissd. Seokseen lisdttiin asetonitriiliin (0,45 ml) livotettu fosfityloitu IIP-dA (4a; 8
ekv.; 2,4x10* mol; 156 mg) ja tetratsoli (8 ekv.; 0,24 mmol; 0,52 ml). Reaktiota seurattiin
HPLC:1l4. Neljan tunnin jélkeen reaktioseokseen lisdttiin 4 ekv. tetratsolia, koska reaktio oli
pysdhtynyt. 6 h 40 min jdlkeen seokseen liséttiin vield 4 ekv. fosfityloitua nukleosidia ja
tetratsolia. 7h 40 min kuluttua reaktioseos hapetettiin mCPBA:lla (22,5 ekv.; 0,77 mmol; 150,3
mg). Hapetusreaktiota seurattiin  HPLC:lla. Hapetettu tuote sakkautettiin kylmésti
isopropanolista (49,4 ml) ja sentrifugoitiin. Isopropanoli dekantoitiin pois sakan joukosta, ja
sakka kuivattiin vakuumieksikkaattorissa. Saanto oli 160,1 mg (89,5 %). Kuivattu sakka
livotettiin dikloorimetaanin ja metanolin seokseen (DCM:MeOH 2:1 v/v; 0,28 ml). Seokseen
lisdttiin muurahaishappoa (15 ekv.; 0,45 mmol; 16,7 ul) ja annettiin reagoida. Reaktio
pysdytettiin 10 minuutin kuluttua lisddamalla pyridiinid (2 ekv. HCOOH:n néhden, 0,89 mmol;
72 ul). Seos sakkautettiin uudelleen kylméstd isopropanolista (7,4 ml) ja sentrifugoitiin.
Reaktioliuotin dekantoitiin pois ja sakka kuivattiin vakuumieksikkaattorissa. Saanto 75,1 mg
(50,2 %). 3’-dA-dC-T-PE-5:n joukkoon (5,3 mg; 0,95 umol) lisdttiin 25 %:sta
ammoniakkiliuosta (1,2 ml) kierrekorkillisessa mikrosentrifugiputkessa. Reaktioliuosta
inkuboitiin 55 °C:ssa noin 21 h. Seos kaadettiin kvantitatiivisesti keittopulloon veden avulla ja
haihdutettiin alipaineessa ammoniakki pois. Suodatettiin sakka pois alipaineessa ja sakkaa
huuhdeltiin vedelld. Suodoksesta tarkastettiin ammonolyysin onnistuminen HPLC:lla.
Suodosta uutettiin etyyliasetaatilla kolme kertaa. Tuotteen puhtaus varmistettiin RP-HPLC:lla
UV-saanto oli 119 % (kvantitatiivinen). Synteesin kokonaissaanto oli 44,9 %. Yhdiste 8a
karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti. *'P NMR (202 MHz, D-0):

= -1,03 ja -1,18 ppm. ESI*-HRMS: m/z 843,1956 [M-H7] (havaittu); 843,1870 [M-H]
(laskettu).
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3.43 dG-dC-T

dC-T-PE (7; 1 ekv.; 0,018 mmol; 67,8 mg) liuotettiin kuivaan DMF:4én (0,53 ml) N»-
atmosfddrissd. Seokseen liséttiin asetonitriiliin (0,25 ml) liuotettu fosfityloitu I[IP-dG (4c; 8,4
ekv.; 0,15 mmol; 97,6 mg), tetratsoli (8,4ekv.; 0,41 mmol; 0,32 ml) ja pyridiini (15 ul).
Reaktiota seurattiin HPLC:1la. Kun aikaa oli kulunut 2 h 50 min, reaktioseokseen lisittiin vield
tetratsolia ja fosfityloitua dG:a (4 ekv.). Viiden tunnin kuluttua reaktioseokseen lisdttiin
mCPBA (23,3 ekv.; 0,42 mmol; 94,8 mg) ja annettiin reagoida 15 min. Hapetettu tuote
sakkautettiin kylmastd isopropanolista (22,4 ml) ja sentrifugoitiin. Isopropanoli dekantoitiin
pois sakan joukosta, ja sakka kuivattiin vakuumieksikkaattorissa. Saanto oli 88,2 mg (87,94 %).
Kuivattu sakka liuvotettiin dikloorimetaanin ja metanolin seokseen (2:1, 271 ul). Seokseen
lisdttiin muurahaishappoa (15 ekv. teoreettiseen sakkaan nihden, 2,7x10 mol; 16,2 ul) ja
annettiin reagoida. Seokseen lisdttiin 6 min kuluttua pyridiinid (2 ekv. HCOOH:on ndhden; 0,54
mmol; 69,4 ul). Seos sakkautettiin uudelleen kylmistd isopropanolista (7,2 ml) ja
sentrifugoitiin. Liuotin dekantoitiin pois ja sakka kuivattiin vakuumieksikkaattorissa. Saanto
oli 63,5 mg (72,4 %). 3’-dG-dC-T-PE-5":n joukkoon (6 mg; 1,1 umol) lisdttiin 25 %:sta
ammoniakkiliuosta (1,2 ml) kierrekorkillisessa mikrosentrifugiputkessa. Inkuboitiin 55 °C:ssa
noin 19 h. Seos kaadettiin kvantitatiivisesti keittopulloon veden avulla ja haihdutettiin
alipaineessa ammoniakki pois. Suodatettiin sakka pois alipaineessa ja sakkaa huuhdeltiin
vedelld. Suodoksesta tarkastettiin ammonolyysin onnistuminen HPLC:lla. Suodosta uutettiin
etyyliasetaatilla kolme kertaa. Tuotteen puhtaus varmistettiin RP-HPLC:1la UV-saanto oli 97,3
%. Synteesin kokonaissaanto oli 62 %. Yhdiste 8b karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti ja
massaspektrometrisesti. >'P NMR (202 MHz, D20): §= -1,04 ja -1,16 ppm. ESI*-HRMS: m/z
859,1911 [M-H] (havaittu); 859,1819 [M-H] (laskettu).

3.5 Asetaalisuojatut W-aktivoidut tymidiinit

3.5.1 (-)-limoneenioksidi

Metyylitrioktyyliammoinmsulfaatti (0,02 ekv.; 2,2 mmol; 1,03 g), vetyperoksidi (1,1 ekv.; 0,12
mol; 12,35 ml), fenyylifosfonihappo (0,01 ekv.; 1,1 mmol; 0,17 g), natriumsulfaatti (0,3 ekv.;
0,033 mol; 4,62 g) ja natriumvolframidihydraatti (0,02 ekv.; 2,2 mmol; 0,7266 g) liuotettiin
veteen (6 ml). Reaktioliuokseen lisdttiin (-)-limoneeni (9; 1 ekv.; 0,11 mol; 17,78 ml) kolmessa

osassa siten, ettd reaktioseos ei limmennyt. Reaktioseosta sekoitettiin noin 22 tuntia ja reaktion
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etenemistd seurattiin TLC-kromatografisesti. Ajoliuoksena kaytettiin 100 % dikloorimetaania
ja levyt virjattiin KMnOgs-liuoksella. Reaktioseoksen joukkoon liséttiin heksaania (15 ml) ja
orgaanista faasia pestiin 10 % natriumbisulfaatilla (6 ml), kylldiselld natriumvetykarbonaatilla
(6 ml) sekd kylldiselld natruiumkloridiliuoksella (6 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin
natriumsulfaatilla, suodatettiin ja haihdutettiin alipaineessa. Haihdutusjdédnnokseen lisdttiin
pyrrolidiinia (1,0 ekv.; 0,11 mol; 9,19 ml) ja vettd (0,8 ekv.; 0,088 mol; 1,59 ml). Keittopulloon
yhdistettiin pystyjddhdytin vesikierrolla ja seoksen annetiin reagoida 85 °C:ssa 24 h toisen
enantiomeerin tuhoamiseksi. Vuorokauden kuluttua enantiopuhtaus tarkastettiin 'H NMR:1I4.
Halutun enantiomeerin lisdksi sivutuotteena havaittiin toista enantiomeeria, joten reaktiota
jatkettiin vield 12 h. Sivutuotteen tuhoutuminen varmistettiin vield uudestaan 'H NMR:1I4.
Reaktioseosten annettiin jadhtyd huoneenldmp6on, jonka jélkeen seokseen liséttiin heksaania
(15 ml). Seosta pestiin erotussuppilossa sitruunahapolla (2 x 7,5 ml), kylldiselld
natriumvetykarbonaatilla (kunnes liuoksen pH > 7, johon yksi pesukerta (7,5) ml oli riittévi) ja
natriumkloridiliuoksella (7,5 ml). Tuote ei kestd kahta useampaa sitruunahappopesua tai
vikevampadd sitruunahappoa. Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla, suodatettiin, ja
livottimet haihdutettiin alipaineessa. (Huom. Pesun onnistuminen tarkistettiin TLC:114, jossa
ajoliuoksena kiytettiin 100 % dikloorimetaania ja levyt virjattiin KMnOs-liuoksella seké
kuumennettiin ~ varovasti.  Raakatuote  (ruskea, Oljymdinen neste) puhdistettiin
silikakromatografisesti kéyttden ajoliuoksena 100 % dikloorimetaania. Tuotefraktiot
yhdistettiin, kuivattiin Na;SOsq:lla ja haihdutettiin kuiviin alipaineessa. Saanto oli 2,22 g (13
%). Yhdiste 10 (R = 0,55) karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti.
"HNMR (500 MHz, CDCl3): 6= 4,70 (1H, s,=C); 4,61 (1H, s, =CH>); 3,08 (1H, s, O-CH); 2,10
(2H, m, CH»); 1,85 (2H, m, CH»); 1,71 (4H, m, CH, CH3); 1,33 (3H, s, CH3); 1,19 (2H, m,
CH,). BC NMR (126 MHz, CDCl;3): 6= 149,1 (=C); 109,2 (=CH>); 60,6 (O-CH); 57,4 (O-C);
36,2 (CH); 30,9 (CH»); 28,8 (CHz); 25,9 (CH2); 24,3, (CH3); 21,1 (CH3).

3.5.2 (#)-limoneenioksidi

(+)-limoneenioksidi (14) valmistettiin kuten (-)-limoneenioksidi (10). Saanto oli 1,05 g (6,2
%). Yhdiste 14 karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti.

'"H NMR (500 MHz, CDCl3): 6= 4,70 (1H, s, =CH); 4,61 (1H, s, =CH2); 3,08 (1H, s, O-CH);
2,10 (2H, CHy); 1,85 (2H, m, CH>); 1,71 (4H, m, CH, CH3); 1,33 (3H, s, CHs); 1,19 (2H,
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m,CH,)."*C NMR (126 MHz, CDCls): 8= 149,1 (=C); 109,2 (=CHa); 60,6(0-CH); 57,4(0-C);
36,2 (CH); 30,9 (CH2); 28,8(CHa); 25,9(CHy); 24,3, (CHs); 21,1(CHs).

3.5.3 (+)-W-reagenssi

(-)-limoneenioksidi  (10; 1,5 ekv.; 88 mmol; 1,35 g) ja trietyyliammonium-bis-
(pentafluorotiofenoli)fosforiditioaatti (11; 1 ekv.; 5,9 mmol; 3,5 g) liuotettiin dikloorimetaaniin
(17,5 ml) ja reaktioseokseen liséttiin TFA:a (1,5 ekv.; 8,8 mmol; 0,67 ml). Reaktioseosta
sekoitettiin 35 °C:ssa tunnin ajan minkd jilkeen reaktioseoksen annettiin jadhtya
huoneenldmp6on. Reaktion etenemistd seurattiin TLC:11d (100 % DCM, KMnOs-virjiys).
Reaktioseokseen lisdttiin heksaania (35 ml) ja seosta pestiin vedelld (17,5 ml), kylldiselld
natriumvetykarbonaattiliuoksella (35 ml) ja 10 %:1la kaliumdivetyfosfaattiliuoksella (10,5 ml).
Orgaaninen faasi kuivattiin magnesiumsulfaatilla, suodatettiin ja haihdutettiin noin 7 ml:n
tilavuuteen. Haihdutusjdannokseen lisdttiin metanolia (17,5 ml), josta haihdutettiin alipaineessa
puolet pois. Tdma toistettiin yhteensd kolme kertaa heksaanin poistamiseksi. (Huom. Tuote
sakkautui ensimmaéisen metanolilisdyksen yhteydessd haihdutuksen aikana). Seosta sekoitettiin
jaavesihauteessa (7 °C) 5 min, minkd jidlkeen liuos suodatettiin (Biichner-suppilolla).
Keittopulloon jédnyttd sakkaa pestiin kylmilld metanolilla (3,5 ml) ja liuos suodatettiin
uudestaan. Tuote 12 (valkoinen jauhe) kuivattiin vakuumieksikkaattorissa ja karakterisoitiin 'H
NMR:114 ja 3'P NMR:114. Tuotteen joukossa havaittiin toista diastereoisomeerié epapuhtautena.
Tuote uudellenkiteytettiin metanolista (13,9 ml) sekoittaen 60 °C:ssa, kunnes kaikki sakka oli
liuennut. Seos jadhdytettiin huoneenldmpdon ja siihen lisdttiin vettd (1 ml). Seosta sekoitettiin
magneettisekoittajalla 20 tuntia, suodatettiin (lasisintterin lépi alipaineen avulla) ja kuivattiin
vakuumieksikkaattorissa. >'P NMR:n perusteella tuote ei ollut vielikddn diastereomeerien
suhteen puhdasta, joten edelld mainitut tyovaiheet toistettiin, mutta vettd ja metanolia kéytettiin
1,5-kertaiset médrit. Tuote uudellenkiteytettiin yhteensé neljé kertaa. Saanto oli 0,49 g (18 %).
Yhdiste 12 (R¢ = 0,87) karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti. 'H
NMR (600 MHz, CDCls): 6= 5,02 (1H, s, =CH); 4,90 (1H, s, =CH»); 4,27 (1H, dt, J=12,3
J=8,3 Hz, CH); 2,11(3H, m, CH: ja CH); 1,78 (3H, s, CHs3); 1,72 (3H, s CH3); 1,59 (4H, 2 x
CH,). *C NMR (126 MHz, CDCl3): 6= 145,0 (Bz); 111,7 (=CH>); 86,6 (=C); 77,0 (O-CH);
38,9 (S-C); 33,7 (CH); 27,7 (CHa); 23,4 (CHa); 22,5 (CH3); 22,0 (2 x CH3). *'P NMR (202
MHz CDCl3): 6=101,2 ppm.

30



3.5.4 (-)-W-reagenssi

(+)-limoneenioksidi (14; 1,5 ekv.; 6,9 mmol; 1,05 g) ja trietyyliammonium-bis-
(pentafluorotiofenoli)fosforiditioaatti (11; 1 ekv.; 4,6 mmol; 2,74 g) liuotettiin
dikloorimetaaniin (13,69 ml). Reaktioseokseen liséttiin vield TFA:a (1,5 ekv.; 6,9 mmol; 0,56
ml). Reaktioseosta sekoitettiin 35 °C:ssa tunnin ajan. Reaktioseoksen annettiin jadhtyd
huoneenldmp6on (reaktion eteneminen tarkastettiin TLC:114 (100 % DCM, KMnOy-vérjdys)).
Reaktioseokseen lisdttiin heksaania (27,4 ml) ja seosta pestiin vedelld (14 ml), kylldiselld
NaHCOs-liuoksella (27,4 ml) ja 10 %:lla KH>POs-liuoksella (8,25 ml). Orgaaninen faasi
kuivattiin magnesiumsulfaatilla ja suodatettiin ja haihdutettiin alipaineessa noin 7 ml:n
tilavuuteen. Haihdutusjddnnokseen lisdttiin metanolia (13,7 ml), josta haihdutettiin alipaineessa
puolet pois. Tama toistettiin yhteensd kolme kertaa heksaanin poistamiseksi. (Tuote sakkautui
ensimmdisen metanolilisdyksen yhteydessd haihdutuksen aikana). Seosta sekoitettiin
jaavesihauteessa (7 °C) 5 min, minka jdlkeen suodatettiin (Biichner-suppilolla). Keittopulloon
jaanyttd sakkaa pestiin kylmalld metanolilla (2,7 ml) ja liuos suodatettiin uudestaan. Tuote 15
(valkoinen jauhe) kuivattiin vakuumieksikkaattorissa ja karakterisoitiin '"H NMR:Il4 ja 3'P
NMR:1l4. Tuotteen joukossa havaittiin toista diastereoisomeerid epdpuhtautena. Tuote
uudellenkiteytettiin metanolista (11,6 ml) sekoittaen 60 °C:ssa, kunnes kaikki sakka oli
liuennut. Seos jadhdytettiin huoneenldmpdon ja siihen liséttiin vettd (0,8 ml). Seosta sekoitettiin
magneettisekoittajalla 20 tuntia, suodatettiin (lasisintterin lépi alipaineen avulla) ja kuivattiin
vakuumieksikaattorissa. 3'P NMR:n perusteella tuote ei ollut vieldkdén diastereomeerien
suhteen puhdasta, joten edelld mainitut tyovaiheet toistettiin, mutta vettd ja metanolia kéytettiin
1,5- kertaiset méérat. Tuote puhdistui yhteensd kahden kiteytyksen jdlkeen. Saanto oli 0,581 g
(23 %). Yhdiste 15 (R = 0,86) Kkarakterisoitiin NMR-spektroskopisesti ja
massaspektrometrisesti. 'H NMR (600 MHz, CDCls): 6= 5,01 (1H, s, =CH>); 4,89 (1H, s, CH»);
4,27 (1H, dt, J=8,50 Hz, J=13,04 Hz, CH); 1,91(3H, m, CH3); 1,74 (3H, s, CH3); 1,60(7H, s, 3
x CHz ja CH). 3C NMR (126 MHz, CDCls): §=144,0 (Bz); 110,7 (=CH>); 85,5 (=C); 75,9 (O-
CH); 37,8 (S-C); 32,6 (CH); 26,7 (CHz); 22,4 (CH>); 21,5 (CH>); 23,0 (2 x CHz3). *'P NMR
(202 MHz CDCl3): 6=99,5 ppm.

3.5.5 (+)-W-reagenssilla aktivoitu 5 -O-(2-metoksiprop-2-yyli)-tymidiini

5’-0-(2-metoksiprop-2-yyli)-tymidiini (16; 1 ekv.; 0,50 mmol; 0,16 g) ja (+)- ¥-reagenssi (12;
1,3 ekv.; 0,65 mmol; 0,29 g) kuivattiin vakuumieksikkaattorissa yon yli. Yhdiste 12 liuotettiin
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asetonitriilin (4,47 ml) ja liséttiin yhdisteen 16 joukkoon. Reaktioseos jddhdytettiin
jadvesihauteessa ja sithen lisdttiin DBU (1,3 ekv.; 0,65 mmol; 0,097 ml). Reaktioliuosta
sekoitettiin 1 h, minké jélkeen tuote eristettiin lampokaapissa kuivatun 2,5 cm:n paksuisen
silikakerroksen ldpi lasisintterissd suodattaen ja kdyttien etyyliasetaattia ajoliuoksena, jossa oli
1 % pyridiinid. Tuotefraktiot yhdistettiin ja pestiin kylldiselld NaHCOs:1la (50 ml), tislatulla
vedelld (50 ml) ja 10 %:1la KH,POs-liuoksella. Orgaanien faasi kuivattiin MgSQOa4:1la (50 ml)
ja haihdutettiin kuiviin alipaineessa. Tuote puhdistettiin silikakromatografisesti ajoliuoksena
etyyliasetaatin ja heksaaniin seos (1:1), jossa oli 1 % pyridiinid. Applikoitaessa tuotetta
silikapylvdiseen se sakkasi etyyliasetaatin ja heksaanin seoksesta (v/v, 1:1), jossa oli 1 %
pyridiinid, mutta liukeni etyyliasetaatin ja 1 % pyridiinin seokseen. Ndin ollen applikointi
silikapylvddseen suoritettiin jalkimmaiselld liuoksella. Tuotefraktiot yhdistettiin, kuivattiin
magnesiumsulfaatilla ja haihdutettiin alipaineessa. Puhdistus toistettiin kéyttden ajoliuoksena
dikloorimetaanin, metanolin ja pyridiinin seosta (95:4:1). Tuote haihdutettiin kahdesti
dikloorimetaanista. Saanto oli 0,171 g (68 %). Yhdiste 17 (Rr = 0,54) karakterisoitiin NMR-
spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti. 'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6= 8,67 (1H, s, NH);
7,62(1H, s, H1"); 6,45 (1H, dd, J=5.,4, ja 9,2 Hz, H4"); 5,11 (1H, s, =CH>); 4,93 (1H, s, =CH>);
4,52 (1H, m, H3"); 3,77 (1H, d, J= 10,5 Hz, H5"); 3,70 (1H, d, /= 11,6 Hz, H5"); 3,28 (3H, s,
CHs); 2,53 (1H, q, J=5,7 Hz, H6); 2,20 (2H, m, H2"); 1,97 (3H, s, CH3, C5); 1,84 (3H, q, CH3);
1,73 (3H, s, CH3); 1,58 (8H, s, 3 x CH, ja 2 x CH); 1,43 (6H, s, 2 x CH3). 3'P NMR (500 MHz,
CDCh): 6 = 101,6 ja 101,7 ppm. HRMS (ESI) m/z: [M + Na]" lasketttu 583,1672; havaittu
583,1689.

3.5.6 (-)-W-reagenssilla aktivoitu 5 ~-O-(2-metoksiprop-2-yyli)-tymidiini

5’-0-(2-metoksiprop-2-yyli)-tymidiini (16; 1 ekv.; 0,42 mmol; 0,13 g) ja (-)-'Y-reagenssi (15;
1,3 ekv.; 0,55 mmol; 0,24 g) kuivattiin vakuumieksikaattorissa yon yli. Yhdiste 15 liuotettiin
asetonitriilin (3,76 ml) ja liséttiin yhdisteen 16 joukkoon. Reaktioseos jddhdytettiin
jadvesihauteessa ja siihen liséttiin DBU (1,3 ekv.; 0,55 mmol; 0,082 ml) (Reaktiota seurattiin
TLC:114 kayttden ajoliuoksena 100 % etyyliasetaattia.). Reaktioliuosta sekoitettiin 1 h, minka
jdlkeen tuote eristettiin ldmpdkaapissa kuivatun 2,5 cm:n paksuisen silikakerroksen ldpi
lasisintterissd suodattaen ja kdyttden etyyliasetaattia ajoliuoksena, jossa oli 1 % pyridiinié.
Tuotefraktiot yhdistettiin ja pestiin kyldiselld NaHCOs:1la (50 ml), tislatulla vedelld (50 ml) ja
10 % KH>POs-liuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin MgSQs:lla (50 ml) ja haihdutettiin kuiviin
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alipaineessa. Tuote puhdistettiin silikakromatografisesti ajoliuoksena etyyliasetaatin ja
heksaaniin seos (1:1), jossa oli 1 % pyridiinid. Tuotefraktiot yhdistettiin, kuivattiin
magnesiumsulfaatilla ja haihdutettiin alipaineessa. Saanto oli 0,179 g (76 %). Yhdiste 18 (Rr=
0,50) karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti. 'H NMR (500 MHz,
CDCl): 6= 8,64 (1H, s, NH); 7,63 (1H, s, H1"); 6,45 (1H, q, J=15,3 Hz, H4"); 5,10 (1H, s,
=CHb»); 4,94 (1H, s, =CH>); 4,51 (1H, dt, J=6,7 ja 13,3 Hz, H3"); 3,72 (2H, ddd, J=2,5, 10,7,
17,4 Hz, H5); 3,28 (3H, s, CH3); 2,53 (1H, dd, J=5,0, 8,8 Hz, H6); 2,20 (2H, m, H2"); 1,97
(3H, s, CH3 C5); 1,83(3H, s, CHs); 1,73(3H, s, CH3); 1,58 (8H, s, 3xCH2 ja 2xCH); 1,43 (6H,
s, 2x CH3). *'P NMR (202 MHz, CDCl3): § = 102 ppm. HRMS (ESI) m/z: [M + Na]" laskettu
583,1672; havaittu 583,1689.

3.6 Homomeeristen tymidiinifosforotioaattien synteesit

3.6.1 T(Rp)T-PE

(+)-P-reagenssilla aktivoitu 5-O-MIP-tymidiini (17; 7,26 ekv.; 0,15 mmol; 85,7 mg) ja PE-
T-kantaja (5; 1 ekv.; 0,021 mmol; 41,07 mg) liuotetiin asetonitriilin (0,39 ml) ja
dimetyyliformamidin (0,39 ml) seokseen johon liséttiin DBU (7,26 ekv.; 0,15 mmol; 22,9 ul).
Reaktiota seurattiin RP-HPLC:11d (katso yleiset menetelmit) ja reaktion tapahduttua DBU
neutraloitiin dikloorietikkahapolla (1,05 ekv. DBU:hun; 0,16 mmol; 13,3 ul). Kytkenta tapahtui
10 min:ssa. Tuote sakkautettiin kylméstd isopropanolista (30 ml, Falcon-putkessa),
sentrifugoitiin (25 min, 4 °C) ja isopropanoli dekantoitiin pois. Sakka liuotettiin
dikloorimetaanin (1,3 ml) ja metanolin (0,65 ml) seokseen, joka sisélsi 4 % DCA:ta (76 ul).
Asetaalisuojaryhmén irrottua (10 min) tuote sakkautettiin uudelleen kylmésti isopropanolista
(30 ml) ja sentrifugoitiin (25 min, 4 °C). Muodostunut keltainen sakka otettiin talteen
dekantoimalla isopropanoli pois. Saanto oli 70,2 mg (101 %), joten tuote 19a sisdlsi joitain

epdpuhtauksia tai liuotinjaamia.

3.6.2 T(Sp)T-PE

(-)-W-reagenssilla aktivoitu 5°-O-MIP-tymidiini (18; 6,35 ekv.; 0,13 mmol; 74,7 mg) ja PE- T-
kantaja (5; 1 ekv.; 0,021 mmol; 41,07 mg) liuotetiin asetonitriilin (0,34 ml) ja
dimetyyliformamidin (0,34 ml) seokseen, johon lisittiin DBU (6,35 ekv.; 0,13 mmol; 19,9 ul).
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Reaktiota seurattiin HPLC:1ld (katso yleiset menetelmédt) ja reaktion tapahduttua DBU
neutraloitiin dikloorietikkahapolla (1,05 ekv. to DBU; 0,14 mmol; 11,6 ul). (Huom! Kytkennin
reaktioaika oli 10 min, mutta DBU lisdttiin reaktioliuokseen 75 min kohdalla). Tuote
sakkautettiin kylmistd isopropanolista (29,9 ml), sentrifugoitiin (25 min, 4 °C) ja isopropanoli
dekantoitiin pois. Sakka liuotettiin dikloorimetaanin (1,1 ml) ja metanolin (0,55 ml) seokseen,
joka sisilsi 4 % DCA:ta (66 ul). Asetaalisuojaryhmén irrottua (10 min) tuote 19b sakkautettiin
uudelleen kylmaésti isopropanolista (29,9 ml) ja sentrifugoitiin (25 min, 4 °C). Saanto oli 52,3

mg (75 %).

3.63 T(Re)T(Rp)T

Kantajaan sidottu fosforotioaattidimeeri (19a; 1 ekv.; 0,016 mmol; 52,7 mg) ja (+)-¥-
reagenssilla aktivoitu 5°-O-MIP-tymidiini (17; 6,5 ekv.; 0,11 mmol; 59,5 mg) liuotettiin
asetonitriilin (0,27 ml) ja dimetyyliformamidin (0,27 ml) seokseen johon lisittiin DBU (6,5
ekv.; 0,11 mmol; 15,9 ul). Reaktion tapahduttua (75 min) reaktioliuokseen lisittiin DCA (1,05
ekv; 9,21 ul) DBU:n neutraloimiseksi. Tuote saostettiin kylmaélld isopropanolilla (35 ml) ja
muodostunut sakka liuotettiin dikloorimetaanin (0,88 ml) metanolin seokseen (0,44 ml), joka
sisélsi 4 %:a DCA:a MIP-suojaryhmén poistamiseksi. Reaktiota seurattiin HPLC:114 20 min,
mink3 jdlkeen reaktioliuokseen lisattiin DCA:a (29 pl; nyt 6 %:n reaktioliuvos DCA:n suhteen).
Tuote sakkautettiin 10 min jilkeen kylmilld isopropanolilla (35 ml), sentrifugoitiin ja
dekantoitiin. Saanto oli 62,9 mg (85 %). Fosforotioaattitrimeeri (20 mg) liuotettiin
(kierrekorkillisessa mikrosentrifugiputkessa) 25 %:seen ammoniakin vesiliuokseen (2 ml).
Reaktioseosta pidettiin 55 °C:ssa (lampdkaapissa) 3 h, minké jdlkeen se siirrettiin veden avulla
keittopulloon ja haihdutettiin alipaineessa. Haihdutusjdénnds siirrettiin kvantitatiivisesti veden
avulla 100 ul:in erissd eppendorf-putkeen, johon lisdttiin etyyliasetaattia (300 ul). Seos
sentrifugoitiin, etyyliasetaattifaasi pipetoitiin pois ja vesifaasiin jadnyt tuote (20a) puhdistettiin
HPLC:1la. Tuotefraktiot yhdistettiin ja tuote kylmédkuivattiin. Tuotteen homogeenisuus
tarkistettiin HPLC:114. Saanto oli 6,52 mg (kokonaissaanto 41 %). Yhdiste 20a karakterisoitiin
NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti. 'H NMR (500 MHz, D,0): 6= 7,72(1H, s,
He6), 7,67(1H, s, H6), 7,57 (1H, s, H6), 6,22 (2H, m, H1"), 6,16 (1H, t, J=21,4 Hz, H1"), 4,99
(1H, m, H3"), 4,89 (1H, m, H3"), 4,50 (1H, m, H3"), 4,35 (1H, m, H4"), 4,15 (1H, m, H4"), 4,08
(5H, m, H4",2 x H5, 2 x H5 "), 3,77 (1H, dd, J = 8,0 Hz ja J = 12,50 Hz, H5"), 3,74 (1H, dd,
J=8,8HzjaJ=12,3Hz,H5""), 2,46 2H, m, H2" jaH2""), 2,27(4H, m, 2xH2" ja 2xH2""), 1,86
(6H, s, 2xCH3), 1,80(s, 3H, CH3). 3C NMR (126 MHz, D,0): §= 166,3; 166,3 ja 166, 3 (C4);
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151,5; 151,4 ja 151,4 (C2); 137,2 ja 137,0 (C6); 111,7; 111,6 ja 111,5 (C5); 85,6 ja 85,5 (C4");
85,2; 85,1; 85,0 ja 85,0 (C4" ja C1°); 84,3; 84,3; 84,2 ja 84,2 (C4"); 76,3; 76,2; 75.8; 75,7 ja
70,7 (C3); 65.2; 65,1; 64.9; 64,9 ja 60,9 (C5°); 38,9; 38,0 ja 37,6 (C2°); 11,8; 11,7 ja 11,6
(CH3). 3P NMR (202 MHz, CDCls): § = 55,5 ja 55,4 ppm

3.6.4 MIP-T(Sp)T(Sp)T

Kantajaan sidottu fosforotioaattidimeeri (19b; 1 ekv.; 0,016 mmol; 52,3 mg) ja (-)-'Y-
reagenssilla aktivoitu 5°-O-MIP-tymidiini (18; 7,2 ekv.; 0,12 mmol; 63,3 mg) liuotettiin
asetonitriilin (0,3 ml) ja dimetyyliformamidin (0,3 ml) seokseen johon lisdttiin DBU (6,5 ekv.;
0,12 mmol; 17,4 ul). Reaktion tapahduttua (75 min kuluttua) tuote saostettiin kylmailla fert-
butyyli-metyylieetterilld (30 ml). Seos sentrifugoitiin ja dekantoitiin. Sakasta ajettiin HPLC,
jossa ndkyi useita piikkejd tuotepiikin lisdksi. Sakan joukkoon liséttiin kylméii isopropanolia
(30 ml) mahdollisten epapuhtauksien liuottamiseksi. Fosforotioaattitrimeeri (20 mg) liuotettiin
(kierrekorkillisessa mikrosentrifugiputkessa) 25 %:een ammoniakin vesiliuokseen (2 ml).
Reaktioseosta pidettiin 55 °C:ssa (lampdkaapissa) 3 h, mink jdlkeen se siirrettiin veden avulla
keittopulloon ja haihdutettiin alipaineessa. Haihdutusjdénnds siirrettiin kvantitatiivisesti veden
avulla 100 ul:in erissd eppendorf-putkeen, johon lisdttiin etyyliasetaattia (300 ul). Seos
sentrifugoitiin, etyyliasetaattifaasi pipetoitiin pois ja vesifaasiin jaéinyt tuote (20b) puhdistettiin
HPLC:1la. Tuotefraktiot yhdistettiin ja tuote kylmédkuivattiin. Tuotteen homogeenisuus
tarkistettiin HPLC:114. Tuote on kuvassa 20 nikyva isoin piikki. Kuvassa 20 nikyva pieni piikki
on kolonnista tai HPLC-laitteistosta johtuva piikki, ei tuotteen epédpuhtaus. NMR-
karakterisoinnin perusteella havaittiin, ettd asetaalisuojaryhmaé oli ldhtenyt irti ja syntynyt tuote
olikin 5°-T(Sp)T(Sp)T-3" (21b). 'H NMR (500 MHz, D;0): 6= 7,67(2H; d; J=13,2 Hz; H6),
7,59 (1H; s; H6), 6,23 (2H; m; H1"), 6,15 (1H; t; J=21,4 Hz; H1"), 4,99 (1H; m; H3"), 4,89(1H;
m; H3"), 4,51(1H; m; H3"), 4,32(1H; m; H4"), 4,16-4,07(6H; m; 2xH4"; 2xH5"; 2xH5""),
3,78(1H; dd; J=13,3 Hz ja J=3,23 Hz; H5"), 3,73 (1H; dd; J/=4,31 Hz ja J= 11,49 Hz; H5”’),
2,48(2H; m; H2"; H2""), 2,35-2,26 (4H; m, 2xH2" ja 2xH2""), 1,86 (6H; s; 2xCH3), 1,80(3H; s;
CH3). BC NMR (126 MHz, D,0): 6 = 166,4; 166,3 ja 166,3 (C4), 151,6; 151,5 ja 151,4 (C2),
137,3; 137,3ja 137,2 (C6), 111,7; 111,6 ja 111,4 (C5), 85,5 ja 85,5 (C4"), 85,1; 85,1; 85,1; 85,0
ja 84,9 (C4’, C1"), 84,0; 84,0; 84,0 ja 83,9 (C4"), 76,1; 76,0; 75,2; 75,1 ja 70,8 (C3"), 65,5;
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65,4; 65,4; 65,3 ja 60,9 (C5"), 38,8;37,9; 37,9; 37,7 ja 37,7 (C2"), 11,7; 11,7 ja 11,5 (CH3). 3'P
NMR (202 MHz, CDCls): § = 55,3 ja 55,2 ppm.
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S LITTEET

Liite 1. (-)-limoneenioksidi 'H NMR

Current Data Parameters
HAME limoneneoxidel81021
EXENO 1
PROCNC 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20211018
Time 10.35 h
INSTRUM spect
PROBED ~ 2113652_022B {
PULPROG 2930
D 65538
SOLVENT cocl3
NS 18
Ds 2
SHH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
20 3.27675998 sec
RG 33.48
D 50.000 usec
DE £.50 usec
TE 258.0 K
D1 1.00000000 sec
TDOD 1
SFO1 500.0630875 MHz
HUC1 1H
P1 10.00 usec
PLA1 25.64555562 W
F2 - Processing parameters
ES 65538
SF 500.0600000 MHz
HDW no
S5B 0
LB 0 Hz
@ 0

[A)) EC 1.00

-3
w -

ppm

Liite 2. (-)-limoneenioksidi '*C NMR

cent Data Parameters
HA ninus-lim.ox
EXPNO P
PROCHD 1

hiili

FZ - hoquisition Farameters
ate 2021040

2.00000000 &
0. 03000000

Fi - Proceaslng
a1
13 125,

180 160 140 120 100 80 60 40 20




Liite 3. (+)-limoneenioksidi 'H NMR

<)
BRUKER
(<)

Current Data Parameters
epluslB1021

F2 - Acquisition B
Date_ 202
Time

INSTRUM

PROBHD  Z113652_022
PULPROG

SOLVENT
NS
Ds

SWH

298.0 K
DL 1.00000000 ses

SFOL 500.0630879 MHz
HuCL 10

PL 10.00 uses
PLWL 2564999962 W

FZ - Processing parameters

SL 65536

sF 500.0600000 MHz
WOW ne

13 @

LB @ Hz

GE @

BC 1.00

Ll

T T T
15 14 13 12 11 10 9 8 7 & 5

Liite 4. (+)-limoneenioksidi *C NMR

=nt Data Parameters
ninus-lim,ox. hiili
2

EXPNO
FROCHD 1

F2 - poguisition FACametsrs
Data_ 102104

Tivw
INSTRUM BREOE
PROBHE Tl13a52_g228 |

POLFRDG

Hz
Hz

Il 200000000
b1l 0. 03000000

g1 iz768
E 125.7452160 MHZ

WOW EH
358 a
LA 1.00 Hz
o] Q

- Mﬂ_ dr——— e

T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Liite 5. (+)-PSI-reagenssi 'H NMR

Current Data Parameters

NAME pluspsi2g, 10
EXENO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20211029
Time 13.35 h
INSTRUM spect.
PROBHD 2113652_0228 |
PULFROG zg30
65536
SOLVENT cocl3
NS 16
] 2
SWH 10000.000¢ Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767939 sec
RG 174.1
oW 50.000 usec
CE 6.30 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFol 500.063087% MHz
HuC1 1
Pl 10.00 usec
PLW1 25.64999952 W
F2 - Processing parameters
-3¢ 65536
SF S00.0600000 MHz
WO no
558 0
LB 0 Hz
=] 0
PC 1.20
i A l A (I | S l
T T T T T T T T
7 6 5 4 2 1 0 ppm
= o o3l edl il
Liite 6. (+)-¥-reagenssi '°C NMR
Current Data Parameters
WAME 220207_plusP3I_EP
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220227
Time 22.48 h
INSTRUM spect
PROBHD Zz113652_0228 |
PULPROG zgpg30
D 65536
SOLVENT CDCL13
NS 2048
Ds 4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908251 Hz
AQ 1.1010048 sec
RG 194.33
oW 16.800 usec
DE 6.30 usec
TE 298.0 ¥
D1 2.00000020 sec
oil 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7527610 MHz
NUC1 13ic
Pl 10.20 usee
PLW1 B7.4B200226 W
SFO2 500.0620002 MHz
Nucz2 1H
CPDPRG[2 waltzlg
PCED2 0.20 usec
PLWZ2 25.64999952 W
PLW1Z2 0.40077938 W
PLW13 0.20127000 W
F2 - Precessing parameters
SI 32758
SF 125.7401870 MHz
WDW =M
SSB a
LB 1.00 Hz
GB a
PC 1.40
T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 80 60 40 20 0 ppm
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Liite 7. (+)-¥-reagenssi >'P NMR

Co><)
BRUKER
(<D

Current Data Parameters

HAME 220207_plusPSI_EP
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220237
Time 16.38 h
INSTRUM spect
PROBHD Z113652_0228 |
PULPROG zgpg30
65536
SOLVENT cDcl3
NS 16
LS 4
SWH B1521.742 Hz
FIDRES 2.487816 Hz
AQ 0.4019511 sec
RG 194.33
oW 6.133 usec
DE 6.30 usec
TE 298.2 K
Dl 2.00000000 sec
D1l 0.03000000 sec
TDO 1
SFol 202.4178770 MHz
nucl 3le
Pl 14.30 usec
PLW1 46.70600128 W
SFO2 500.0620002 MHz
nuc2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 80.00 usec
PLWZ 25.64999962 W
PLW12 0.40077339 W
PLW13 0.20127000 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
WOW =M
ssB 0
T T T T T T T T T T:g B 1.90 He
100 50 0 -50 -100 -150 -200 ppm oo 110

100.00

Liite 8. (-)-W-reagenssi 'H NMR

<)
BRUKER
(<

Current Data Parameters

HAME minuspsi_271021
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Farameters
Date_ 20211027
Time B.45 h
INSTRUM spect
PROBHD Z113652_0229 (
BULFROG 2g30

D 63336
SOLVENT cocl3

NS 16

DS 2

SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767935 sec
RG 171.44

DW 50.000 usec
DE 6.30 usec
TE 298.0 K

38 1.0000003C sec
DO

SFOl 500.1230832 MHz
KUC1 18

Pl 10.00 useec
PLW1 19.68700027 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 500.1200090 MHz
WOW a0

558 o

LB 0 Hz

GB o

PC 1.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T

15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5§ 4 3 2 1 0
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Liite 9. (-)-W-reagenssi *C NMR

Current Data Parameters

NAME 220207_minus?SI_EP
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220227
Time 20.34 b
INSTRUM spect
PROEHD 2113652_0228 |
PULPROG zgpg3l
D 65536
SOLVENT copcl3
NS 2048
DS 4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908251 Hz
aQ 1.1010048 sec
RG 194.33
bw 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.0 K
D1 2.00000020 sec
D1l 0.03000030 sec
TDO 1
SFOl 125.7527610 MHz
nHuC1 13c
Pl 10.30 usec
PLW1 B87.4B200226 W
SFO2 500.0620002 MHz
KUC2 1H
CPDERG [2 waltzl6
PCPD2 80.00 usec
PLWZ 25.64999952 W
PLW12 0.40077935 W
PLW13 0.20127000 W
F2 - Processing parameters
SI 32758
SF 125.74031862 MHz
WOW M
SSB Q
LB 1.00 Hz
GB Q

| | ] L=

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Liite 10. (-)-W-reagenssi *'P NMR

Current Data Parameters

NAME 220207_minus?SI_EP
EXPNCG 2
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters

Date_ 20220227

Time 16.30 h
INSTRUM spect
PROBHD Z11365%2_0228 |
PULPROG zgpg3l

D 65536
SOLVENT CDCL3

NS 16

DS 4

SWH B1521.742 Hz
FIDRES 2.487846 Hz
RO 0.4019541 sec
RG 194,33

oo} €.133 usec
DE 6.30 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
DO 1

SFO1 202.4178770 MHz
HUCl 3lp

Bl 14.00 usec
PLW1 46.70600128 W
SFO2 500.0620002 MHz
Nuc2 1"
CEFDFRG[2 waltzlf
PCPD2 80.00 usec
PLW2 25.64999952 W
PLW12 0.40077935% W
PLW13 0.20127000 W

F2 - Processing parameters
sI 32758

A A O o e s bt i A oo T o) se 202.4279534 Wiz
WOW M

558 a
T T T T T T T T T T T T T 'Eg o 1.00 Hz
106 104 102 100 98 96 94 92 90 88 86 84 ppm oC 1.40

g
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Liite 11. (+)-W-reagenssilla aktivoitu 5-MIP-tymidiini '"H NMR

. J m\

ent Data Faramstezs
pluspalloadedZpurif1211
1

EXFHO
FROCHO 1

FZ - hogpalsitlon Paramecers
at 20211112

= i
FLM1 2344779963 K

Fi - Frocessing paraseters

§5536
200.0420000 Nz

LE & B2

T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 BO 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 ppm

LN

g A

Liite 12. (+)-¥-reagenssilla aktivoitu 5’ -MIP-tymidiini *'P NMR

T4 Barametors
LuaspslloadedZpuridf1211
2

5 L]
sF 202.4279984 Mix
no

I

T T T
104 103 102

A

-

T T
1 100 29
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Liite 13. (-)-W-reagenssilla aktivoitu 5'-MIP-tymidiini 'H NMR

Co><)
BLR%R

Current Data Parsmeters

AME minuspsiloadeds 1711
EXFNO 1
PROCHO 1
F2 - hequisition Parameters
Date_ 20211117
Time 8.36 h
INSTRUM spect
PROBHD Z113852_0228 |
PULFROG 2930
™ 65336
SOLVENT cocL3
HS 16
DS 2
W0 10000.000 He
FIDRES 0.305176 He
AQ 3.2T67999 sec
RG 155,
oW 50.000 usec
DE 6.50 usec
E 298.0 K
D1 1.00000000 sec
DO 1
sFO1 500.0630879
wuel b0
Pl 13.00 usec
PLH1 25.64955962 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
sF 500.0600000 Mz
WO na
s5H
1B
cE ]
‘ ec 1.00
. o I N A p s el S ‘
T T T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
[x) - o L] =] o w o [ =t B ol o L)
@ = = 2= 1= 2 | (ﬂ par] ] ] e ] Q|

Liite 14. (-)-W-reagenssilla aktivoitu 5'-MIP-tymidiini 3'P NMR

rant Data Paraseters

HANE niruspsiloadedd_1711
EXI'HO F
FROCHD 1

FZ - Acquisition Parameters
bhata_ 20311117
Time .24 b
THEThibd spact
PROBHD ZILI&52_NZIE |
POLERDG Tgpg39

jae] ES53E
SOLVENT CLCL3

LE) 1024

4
BL521.74Z Hz
2.4B7B4E Hz
D.4013541 suc

184.8%
B.133 vaee
4. 59 usec
2%B.0 B
2.00000000 =g0
C.03000000 Ses

EQE.A4BI4LE MHz
e
14.00 vaee
45.70600125 W
SO0, 0820002 MHZ
18

HOZZ

CEDFRG[2 waltzlf
FCPD2 B0.00 uase
PLWZ 2354359952 W
PLAEL2 G, 40077535 W
FLW13 T.20127000 W
FZ - Frocessing PACAMETErs
51 32

5F

WhW

B3B i

Ly [ H

GB [

rc 1.00

=



Liite 15. 5'- T(Rp)T(Rp)T -3" 'H NMR

5

aF

WOW

558

L8

| 8
1T

1 WY TV Y W

T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 60 55 50

T T T
45 40 35 3.0

T T T T
25 20 15 ppm

=t 818 kL

<|<|s B el

1810

Liite 16. 5'- T(Rp)T(Rp)T -3” °C NMR

Current Dats Parameters

HAME PlusTI_HKME
EXPHO 1
FROCHD 1

FZ - Acquisitian Parametsrs
Date_ 20220105
Tima 13.58 b
INSTRIM spect
PROBHD  T113452_0dzd |
PULPROG zgio

™ G538
SOLVERT bz

N3 3z

Bs 2

SuE 10080.000 Hz
FIDRES 0305178 Hz
e 32767395 see
G 57,24

oM 0,000 uzes
oE 6,50 uzes
TE 298.0 ¥

n 1.00000000 sae
00 1

SE01 509, 063087 MHZ
HuC1

Pl 10,00 usée
FLN1 2564508362 W

Fi - Frocessing parameters
1

45534
S00. 0600000 MHz
EM

]
9,36 Hz
]
1.00

Current Data Farameters
HAME plustrimesrci
EXPNO 1
FROCHY 1
E2 - heoquisiticn Parameters
Date_ 20220111
T i 4.56 h
ITHETRIM apact
FROIBHD EL13IE5Z_0Z28
PULERIG zgpal
by ] 65536
SOLVENT [
HE rooon
[2}=] 4
ENH 29781.504 Bz
FIDRES 0.900261 Bz
AQ L,10L004R mes
R 134, 83
ON 1&.800 usac
DE 6,530 useo
TE 208.0 K
nl 2.00000000 aws
Oll 003000000 sas
DO
EFO1 HMHz
HLC1 -
Pl Lanac
PLW1 BY_4BZO0ZZE W
BFO2 500.0620002 HMHz
HOC2 LH
CPDERG [2 waltzlf
PCPDE &0.00 waec
PLWZ 25_G43393E2 W
FLW1Z 0.40077539 W
FLW1X D.zo1zvoon W
FZ = Proceszing paramesbers
EI 327ER
F 12%. 7401870 MHz
WO EM
G5B ]
LB 1.00 Az
GE ]
FC 1.40

T

0 ppm
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Liite 17. 5'- T(Rp)T(Rp)T -3" 3'P NMR

furcent Dats PaTspetecs
KAME PlusTl _PRME
EXFNO z
FROCHO 1

Fz - Roguisition Parameters
Data_ 20220105

Tisw 14,06 b
INSTRUM spe-
PROBHD  Z1ldd52_pizd |
PULPROG 2gpgin

0 BES3E
SOLVERT D20

WS 150

5 4

5ME B1521.742 Hz
FIDRES 2.48784E Hz
A 0.4015541 swe
G L34, B3

™™ 6,130 uses
TE 650 uzes
TE 288.0 ¥

1 200000000 see
b1l 003000000 see
o0 1

501 MEz
uCl

Fl 14,00 usee
FLN1 A6, 70600188 W
Fo2 500, 0620002 MHz
WO 1B
CPDPRE] 2 waltzlé
FEEDE BO. 00 usae
PLNZ 25.44595362 W
PLN1Z 0.406775Y

F2 - Procaaalng pararatets
a1 7

5F 202.,4279504 MHz

wow EM
82B a
LE 1.00 He
T T T T T T T T T T T cB a
57.5 57.0 56.5 56.0 55.5 55.0 54.5 54.0 53.5 ppm ¢ Lo
B
=
.. , 1
Liite 18. 5"- T(Se)T(Sp)T -3"'H NMR
Current Data Farameters
KAME ninusTl_HKME
EXPHO 1
FROCHD 1
F2 - hoquisition Paramsters
Datsa_ 20220107
Tima 14.28 n
IRSTRIA 5P
FROBED  T113452_0ean
FULFROG
bi] GEE3E
SOLVENT pao
HE 4
s 2
SMH 10000.000 Hz
FIDREZ 0.305176 Hz
A 3.2TETHS soe
RG 47.24
o™ S0.000 usec
e 6.50 usec
E 288.0
Ll 1.00000000 see
TR 1
5F01 S00.063087% MHz
NUC1 18
Pl 10.00 usas
FLW1 35_E43903ET W
Fi - Frocessing parameters
51 63534
sF 500.0500000 MEZ
WOR EH
558 a
La 2.30 Hz
=] a
rc 1.00
Il i Y N
T T T T J T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm
3’% &5 b 28 5
| = == = el =5
- -
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Liite 19. 5'- T(Sp)T(Sp)T -3° 3C NMR

o

Trant Dats Parapstecs

WAME 12612 2minusTd
EXFHO 1
PROCHE 1
FZ - Roquimition Farameters
Data_ 10220113
Sxm 5.3% b
INSTRIM speat
PROBED  TL13452 0229 |
PULFRDG R0
BEE3E
>
12000
4
4 Bz

25M4L. %
[} 8161

0.03000000 Swe

125, 7527610 MHz
130

Pl 10.00 usac
PLW1 AT ARIN022E W
EO2 00, 0420002 MHZ
18

&1 7
a3 125, 7401870 MEx
W EM

SEB a

La 1.00 He

w8 Q

=} 1.40

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
. ’ r 31
Liite 20. 5"-T(Sp)T(Sp)T-3" 3'P NMR
Current Data Farametecs
HAME minusTY_FKEME
EXPNO E]
PROCHD 1
FZ2 - Roquisition Farameters
Data_ 20220108
Tima 10.20 h
INETREUM speck
PEDBHD T113a52_o22w |
PULPROG zgpgIc
pusl 6553E
BO0LVENT Dzo
HE aopc
)
SMH Hz
FIDRES Hz
AQ A
R
e useg
DE umea
TE ) K
ol aee
b1l 0.03000000 sec
paell 1
SFD1 20Z. 4178770 MBEz
HOC1 EaH
1 1400 usmae
PLW1 A8, 70500128 W
BEDE 2090, 0620002 MEz
HUCZ 1B
CPDFPREG (2 Walrzls
PCPDZ BO. 00 usmae
PLWZ 20 24700502 W
PLW1Z EEN
FLW13 W
F2 - Precaialng parasmtabs
a1 Az76E
WOW
BEE a
L
kel Q
PC L+
e - i g

T T T T T T T T T
58.5 58.0 575 570 565 560 555 550 545 54.0 535 530 525 520 ppm

H £




Liite 21. N°bentsoyyli-2'-deoksi-5"-O-1IP-sytidiini-3-(2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyyli)-
fosforamidiitti '"H NMR

<)
BRUKER
(<D

Current Data Barameters

HAME 071022fosf dCBzl
EXEND 1
BROCKD 1

F2 - Aoquisition Parameters
20221007

Date

Time 11.00 h

INSTROM spect.

PROBHE E113652 8228 |

BULPROG zgil

TD 65536

SOLVENT o3l

HE 0

os z

e 10080.000 Hz

FIDRES 0.305176 Hz

g 3.2767999 =ec

BE 141.48

ow 50.000 usec

bE £.50 usec

TE 298.0 K

o1 1.00000000 sec

TDO

5Fal 500. 0630879 MHz

HuC1

el 10.00 usec

BLH1 25.64339962 W

F2 - Processing parameters
65536

SF 500.0608538 MHz

538 o

iy 2.30 Mz
G o
' ‘ | ! ec 1.00
LT y .10

Liite 22. N°-bentsoyyli-2'-deoksi-5"-O-IIP-sytidiini-3-(2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyyli)
fosforamidiitti *C NMR

Current Dats Parameters
HAME 0110Etost_doBz1
EXPHD £
PROCHD

F2 - Aoquisition Parameters
Dats_ 202210

INSTRV o)

PROBHD  TlldeS2_gaze |
PULFROG ZgpTIc
m 85536

PLWZ
FLW1Z
FLW13

Fi - Peoeasslng paramators
1 327

68
5F 125, 7401150 MHz
M

] 1.00 He

=1 a
JL ) TR T " i e

200 180 160 140 120 100 B0 &0 40 20 0 ppm



Liite 23. NC-bentsoyyli-2"-deoksi-5"-O-IIP-sytidiini-3~(2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyyli)-
fosforamidiitti*'P NMR

Data Paraneters
121222_1TPCBz_fosf
I

EXPHO
PROCHD

= alng p e £
5F 202, 4765753 MBEz
WOR EH
=19 a
La 0% Hz
-
- LA
T T T T T T T T
200 150 100 50 0 -50 -100 ppm

Liite 24. N°-bentsoyyli-2'-deoksi-5"-O-IIP-adenosiini-3’-(2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyyli)-
fosforamidiitti '"H NMR

Current Data Parameters
HEME G811_TIF-dABz

L Epect
E TL1d852_o228 |
oG zgin
65535
£03ICH
5

FZ - Processing pasamster
51

65534
sF 500.060023% MHz

WOR EM
G5B 4

La 9. 30 Hz
B Q

i 1.00

,..:m_jL Ll_ ! L_J.__.-._JHII-._,_.]

T T T T T T T T
8 7 & 5 4 3 2 1 ppm
/

10 9
W FRAAEEE M A A e
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Liite 25. N®-bentsoyyli-2'-deoksi-5"-O-IIP-adenosiini-3’-(2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyyli)-
fosforamidiitti*C NMR

Cugrant Data Faramatera
AN 0811_II1F-dABz
EXPHD 1
PROCKD 1

Date_
Time
IHSTRUM
PROGHD
PULFROIG

vake

e

10,00 usec
87.48200226 W
500, 0820002 WHz

HOCZ
CEDFRGLZ
PLRDZ

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Liite 26. N®-bentsoyyli-2'-deoksi-5"-O-IIP-adenosiini-3’-(2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyyli)-
fosforamidiitti’' P NMR

Current Tata Farameters

HAME 141222_ITP-dA-FA
EXPHO 2
PROCHD 1
FZ - Roquisition Farametars
Tata_ 20221214
13,48 n
ppect
Tla2hzd_o0ss |
zgpgin
65535
£D3cH
100

B152 §2 ¥
2.4BTEAE
0. 4018541

180 64

200000000 &
0.03000008 s

20E, aa L

.7 #T W
200, 1820007 MBz
18

Walrzls

13
0. 308G 3% W
0.150858%8% W
FZ - Peoceaalng patasmtets
8 A2
202, 4TH3731 MHz
EH
a
1.00 Hz
]
1.0

T
200 150 100 50 0 -50 =100 ppm



Liite 27. N*-isobutyryyli-2'-deoksi-5 -O-1IP-guanosiini-3’-(2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyyli)-
fosforamidiitti '"H NMR

<)
BRUKER
(<)

Current Data Parameters

MNAME 281122 _1IP-dGiBu
EXPNO 1
PROCND 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221128
Time 10.11 kb
INSTRUM spect
PROBHD  2113§52_022B (
PULPROG 2930
™D 65536
SOLVENT co3cn
NS a5
Ds z
SWH 10000.000 Hz
FIDRES .305176 Hz
A0 3.2767993 sec
RG 125.82
oW 50,000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.0 K
D1 1.00000000 sec
DO 1
5FO1 500.0630B79 MHz
NuUC1 1H
Pl 10.00 usec
PLW1 25.64998962 W
F2 - Processing parameters
51 65536
SF 500.0800225 MH:z
WDW EM
SSB ()
LB 0.30 Hz
GB 0

x L BC 1.00

LA |

T T T T T T T
2 1 0 ppm

4 4 befhieh sl

T on
1.00 =

Liite 28. N*-isobutyryyli-2'-deoksi-5 -O-1IP-guanosiini-3’-(2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyyli)-
fosforamidiitti*C NMR

urcent Tata Parameters
dG-FA

XPHO 2
PROCHO 1

Aoquimition Earameters
20230120

LE a

I |J| 1 ‘|* |1_.J N g o

T g T g . T v T N T - T i T § T '
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm



Liite 29. N*-isobutyryyli-2'-deoksi-5"-O-IIP-guanosiini-3’-(2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyyli)-
fosforamidiitti’' P NMR

furrent Daka Parameters
NAME 2012232 _ITP-0G-Fh
EXFHO z
PROCHD 1

FZ2 - Roquisition Farameters
Data_ 20221220
1

ima h
INSTRUM

PROBEHDE
PULFRODG
0
SOLVENT
HE

0.03000000 sec

202, 42665392 MHEz
g

T T
1485 1480 1478 14TOD 1

F2 - PESC@sulig pacasutaEs
51 AzT6a
I3 202, 4TE5753 MBz
WOW EM
L3-1.9 a
La 1.0% Hz
&8 Q ;
™ 1.00
T T T T T T I T T
200 150 100 50 [} -50 -100 ppm
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Liite 30. dC-T *'P NMR
Current Data Parameters
NAME 050123 CT_F
EXPHO 1
PROCHD 1
F2 - Moguisition Farameters
Dl 20230105
ira 12.2T n
INSTRIM Bpes
PROBHD T1226Z24_0035 |
PULFROG zgpg it
o 6553E
SOLVENT D20
NE
o5
SMH
FICRES
AQ
ORI | W
] 0.0 05 -1.0 15 <20 n
PLW1Z 0.150959%59% W
F2 - Procaaslng paramatars
51 A2
2024765753 MHEz
EM
a
1.06 Hz
2 a
_ ) - c 1.40

150 100 50 ] -50 -100 ppm



Liite 31. dA-dC-T *'P NMR

M
EXFHO
FROCHD 1
moguisition Farame
— 20230113

14

Tisw
INSTRIM sp
PROBHD  T12424_0035 |

288.0 ¥
2.00000000 sec
0.03000000 sec

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 =20

Liite 32. dG-dC-T *'P NMR

rent

&M
EXPHO
PROCHD 1

aquisition Farameters
0230117

.0
2. 00000000
0.03000000

202, 4866382
1F

150 100 50 o =50 ppm



