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Tavallisesti oligonukleotidit syntetisoidaan kiinteédlld kantajalla kiyttden fosforamidiittimenetelmaa.
5’-Hydroksyyliryhmédn suojauksessa yleisimmin kaytetty suojaryhméd on 4,4"-dimetoksitrityyli
(DMTr). Terapeuttisten oligonukleotidien kasvava kysyntd asettaa haasteita oligonukleotidien
valmistukselle. Kustannustehokkaampia, ympéristoystavéllisempid ja suuremman mittakaavan
synteesimenetelmii tarvitaan.

Vaihtoehdon dimetoksitrityylille tarjoaa asetaalisuojaryhmét, joita on kéytetty syntetisoitaessa
oligonukleotideja liukoisella kantajalla. DM Tr-ryhmén irtoaminen liuoksessa on reversiibeli prosessi,
jolloin trityyli ei vélttdmittd ole optimaalinen valinta 5’-hydroksyyliryhmédn suojaryhmaiksi.
Asetaalisuojaryhmien, 2-metoksiprop-2-yylin (MIP) ja 2-isopropoksiprop-2-yylin (IIP), irtoaminen
tapahtuu pseudo-irreversiibelisti, jonka takia ne soveltuvat hyvin liuosfaasisynteesiin. Sivutuotteena
muodostuu haihtuvia tuotteita kuten asetonia ja metanolia tai isopropanolia. Asetaalisuojaryhmat
irtoavat myos huomattavasti nopeammin verrattuna dimetoksitrityyliin.

Myos piksyyli- ja fotolabiileja suojaryhmid on kéytetty 5’'-suojaryhminéd. Piksyyliryhmid on
happolabiilimpi kuin dimetoksitrityyli, ja sen happolabiilisuutta pystytddn sddtelemdin liittdmallad 9-
fenyylirenkaaseen erilaisia substituentteja. Lisdksi piksyylisuojaryhmilld suojatut nukleosidit
kiteytyvét paremmin kuin dimetoksitrityylilld suojatut nukleosidit. Fotolabiilit suojaryhmét voidaan
irrottaa sopivan aallonpituuden valolla, ja ne ovat osoittautuneet kayttokelpoiseksi valinnaksi
oligonukleotidimikrosirujen synteesissa.

LuK-tutkielmassa kasitellddn 5’-hydroksyyliryhmén suojausmenetelmié ja esitetdén suojaryhmien
irrottamiseen kéytettyjd olosuhteita oligonukleotidisyntetiikassa.

Avainsanat: 5'-hydroksyyliryhmad, nukleosidi, oligonukleotidi, suojaryhma
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1. Johdanto

Synteettisten oligonukleotidien rakenneanalogeja kédytetdén kasvavassa madrin monien sairauksien,
kuten esimerkiksi familiaalisen hyperkolesterolemian [1] ja spinaalisen lihasatrofian [2] hoidossa.
Talla hetkelld Yhdysvaltain elintarvike- ja lddkevirasto (FDA) on hyvéksynyt yhdeksédntoista

terapeuttista oligonukleotidid ladkekayttoon. Lisdksi on meneilldédn satoja kliinisid tutkimuksia. [3]

Nykyéén suurin osa oligonukleotideista syntetisoidaan fosforamidiittimenetelméaa kéyttiden kiintedlla
kantajalla. [3] Synteesimenetelmissd on oleellista sopivan suojaryhmén kidyttd sokerirenkaan 5'-
hydroksyyliryhméssd. Yleensd 5'-hydroksyyliryhmé suojataan 4,4 -dimetoksitrityylilla (DMTr),
mutta my0s esimerkiksi piksyylisuojaryhmié, fotolabiileja suojaryhmié ja asetaalisuojaryhmii on

Kiytetty. [3]

Terapeuttisten oligonukleotidien kysynndn kasvaessa mielenkiinto suuremman mittakaavan
synteesimenetelmien kehittdmiseen seké kiintedlld kantajalla ettd liuosfaasissa vihredampid kemiaa
kiyttden on lisddntynyt. [4] Liuosfaasisynteesin etuna kiintokantajasynteesiin verrattuna on pienempi
livotinkulutus ja pienemmét reagenssimiérit. [5], [6] Oligonukleotidien synteesimenetelmien ja
suojaryhmien kehittdmisen lisdksi, CRISPR-menetelméd (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats), joka mahdollistaa DNA-juosteen muokkauksen halutussa genomin kohdassa on
herdttanyt kiinnostusta ladkekehityksessd. [7] Myos rakenteellisesti muokatut ei-luonnolliset
ksenonukleiinihapot (XNA), jotka kykenevdt hybridisoitumaan kohde sekvenssin kanssa ja

varastoimaan seké siirtimain geneettisté tietoa, ovat kiinnostava tutkimuskohde. [8]

Tutkielmassa  késitelldin  perinteisen ~DMTr-suojaryhméstrategian  lisdksi  vaihtoehtoisia
suojaryhmédmenetelmid 5'-hydroksyyliryhmélle sekd esitetddn suojaryhmien poistossa kéytettyja

olosuhteita oligonukleotidisyntetiikassa.

2. 5'-Hydroksyyliryhman suojaus oligonukleotidisyntetiikassa

Vuonna 1981 Beaucage ja Caruthers [9] esittivdt uraauurtavan oligonukleotidien
synteesimenetelmin, jossa kytkentd suoritettiin 5'-O-suojattuja nukleosidifosforamidiittiyksikdita
kayttden.  Nykyddn  oligonukleotidien = kemiallinen  synteesi  tehdddnkin  yleisimmin

fosforamidiittimenetelmilld kiintedlld kantajalla (Kaavio 1). [10] Synteesisyklin ensimmaéisessd
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vaiheessa linkkerin vilitykselld kiinteddn kantajaan sidotun nukleosidin 5'-hydroksyyliryhmén

trityylisuojaus poistetaan. Tdmén jdlkeen kyseisen nukleosidin 5'-hydroksyyliryhmi reagoi
nukleosidifosforamidiitin kanssa aktivaattorin ldsnd ollessa hydkéten fosforiatomiin ja muodostaen
fosfori-happisidoksen. Reagoimattomat 5’-hydroksyyliryhmét asetyloidaan, jotta ne eivét reagoi
seuraavassa kytkentdvaiheessa. Muodostunut fosfiittitriesteri hapetetaan jodilla stabiilimmaksi
fosfaattitriesteriksi. Synteesisyklid toistetaan, kunnes saadaan halutun mittainen oligonukleotidi. [10]
Koska oligonukleotidien kemiallinen synteesi tehdddn tavallisesti 3°-5-suunnassa, ei 3’-

hydroksyyliryhmalle tarvita erillistd suojaryhmaii, koska se on sidottu kiintedan kantajaan. [3]
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Kaavio 1. Oligonukleotidisynteesi kiinteélld kantajalla kdyttden fosforamidiittimenetelmaa.



2.1. Trityylisuojaryhma

4,4’-Dimetoksitrityylid (DMTr) on kéytetty nukleosidin 5’-hydroksyyliryhmin suojaamiseen
ensimmadistid kertaa jo vuonna 1963 (Kuva 1, 1). [11] Dimetoksitrityylistd on tullut yleisimmin
kéytetty suojaryhmé 5’-hydroksyyliryhmaélle oligonukleotidien valmistuksessa. [3] Trityyli voidaan
liittdd nukleosidin 5’-hydroksyyliryhméén spesifisesti ja poistaa vedettomélld hapolla. Poiston
yhteydessd tapahtuu vérireaktio, jonka avulla detritylaatiota on mahdollista seurata. Mono- ja

dimetoksitrityylit ovat stabiileja fosforamidiittimenetelmén kytkentdolosuhteissa, joissa kdytetddn
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Kuva 1. 5'-O-Dimetoksitrityylitymidiini.

aktivaattoreita. [3]

DMTr-suojaryhmi liitetddn selektiivisesti nukleosidin  5’-hydroksyyliryhmdidn yleensd 4,4'-
dimetoksitrityylikloridilla (DMTr-Cl) pyridiinissd 4-dimetyyliaminopyridiinin (DMAP) ldsné ollessa
(Kaavio 2). DMTr-Cl on kuitenkin herkkd kosteudelle ja se on kallis reagenssi suuremman
mittakaavan synteesiin. [3] Shahsavarin tyoryhmd [12] onkin tutkinut monometoksitrityyli- ja
dimetoksitrityylialkoholin kdyttod suojatessaan nukleosidin 5'-hydroksyyliryhmén. Trityylialkoholi
4a-b reagoi trifluorietikkahappoanhydridin kanssa dikloorimetaanissa argonsuojakaasun alla, jolloin
muodostuu tuotteet Sa-b, joita kdytetddn nukleosidien tritylaatioon di-isopropyylietyyliamiinin
(DIEA) ldsné ollessa tetrahydrofuraanissa (THF) (Kaavio 3). [12] Menetelmii kéyttdmalla viltettiin
kalliiden hopeasuolojen kéytto, joita on kdytetty aikaisemmin muun muassa alkoholien tritylaatiossa.
[13] Myo6s Valeru tyoryhmineen [14] on kiyttinyt 4,4’ -dimetoksitrityylialkoholia stabiilimpana ja

taloudellisempana vaihtoehtona Amberlyst-15 katalyytin ldsni ollessa.
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Kaavio 2. Nukleosidin 5'-hydroksyyliryhmén suojaaminen 4,4 -dimetoksitrityylilld. Reagenssit: 1)
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Kaavio 3. Tritylaatio kidyttden trityylialkoholia ja trifluorietikkahappoanhydridid. Olosuhteet ja
reagenssit: 1) DCM, 1t, 2 h, pyoréhaihdutus. ii) DIEA, THF, 0°C-rt., 2 h. [12]
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Kaytettdessd tritylaatiossa mikroaaltoséteilytystd, voidaan valttdd pyridiini-liuottimen kayttd

nukleosidin 5’-hydroksyyliryhmén reagoidessa trityyli-, monometoksitrityyli- tai

dimetoksitrityylikloridin kanssa trietyyliamiinin ldsnd ollessa. [15] Myds 2,6-lutidiinia on kéytetty

eméiksend pyridiinin sijaan kilogramma mittakaavan synteesissi. [16]

Kaaviossa 4 on kuvattu detritylaation mekanismi. Yleensd detritylaatio tehddin di- tai
trikloorietikkahapolla dikloorimetaanissa tai muussa vedettomaissd liuottimessa. [3] Detritylaatio-
olosuhteissa havaitaan yleensd sivureaktiona tapahtuva depurinaatio erityisesti pitkid
oligonukleotideji valmistaessa ja suuremman mittakaavan synteeseissa. [17] Optimaalisinta olisikin,

jos detritylaatio voitaisiin tehda neutraaleissa olosuhteissa depurinaation minimoimiseksi. [3]
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Kaavio 4. Detritylaation mekanismi. [10]

Detritylaatiossa kdytettdvien happojen on havaittu sitoutuvan voimakkaasti oligonukleotidiin. [18]
Hapon konsentraation nostaminen johtaa nopeampaan ja tdydellisempdin detritylaatioon samalla
viahentden oligonukleotidin altistumisaikaa hapolle. [18] Tutkittaessa detritylaation- ja sivureaktiona
tapahtuvan depurinaation suhdetta di- ja trikloorietikkahapossa, tulosten perusteella optimaalisinta
olisi kayttdd 15 %:sta dikloorietikkahappoa dikloorimetaanissa. Kyseisessd olosuhteessa saavutettiin
mahdollisimman nopea detritylaatio ja minimaalinen depurinaatio. [19] Koska dikloorimetaani on
haitallinen ja mahdollisesti syOpédd aiheuttava liuotin, sen korvaamista tolueenilla on tutkittu

oligonukleotidien synteesissa. [20]

DMTr-suojaa on kéytetty myos kilogramma mittakaavan oligonukleotidisynteesissd kayttimélla
[21]

trifluorietikkahappoa tiolin (Ci2H25SH) ldsné ollessa, jolloin detritylaatio onnistui 1dhes tiydellisesti

konvergentti-liuosfaasisynteesié. DMTr-suojauksen irrottamiseen kaytettiin

(> 99.9 %). Menetelmaélld valmistettiin 18- ja 34-meerisid oligonukleotideja. [21]



6
Kun halutun mittainen oligonukleotidiketju on syntetisoitu, viimeinen 5 -suojaryhmén poisto voidaan

tehdd kahdella eri tavalla. [3] Trityl-off menetelméssd 5’-suojaryhméd poistetaan ennen kuin
oligonukleotidi irrotetaan kiintedstd kantajasta ammonolyysilld. Trityl-on menetelmissd 5'-
hydroksyyliryhmén suojaryhmé jétetdén paikoilleen, kun oligonukleotidi irrotetaan kiintedsta
kantajasta. Menetelmén etuna on hydrofobisemman 5’-suojatun kohdeoligonukleotidin helpompi
puhdistaminen kéainteisfaasikromatografisesti lyhyemmistd sekvensseistd, joissa ei ole 5°-O-
suojaryhméé. Poistettaessa 5'-suojaryhmd vasta kantajalta irrotuksen ja puhdistuksen jélkeen,

depurinaation riski kuitenkin kasvaa. [3]

Depurinaatioriskid ~ voidaan  pienentdd  kdyttdimidlld  joko  mahdollisimman  lyhyttd
suojaryhmépoistoaikaa tai sddtdmillda pH optimaaliseksi. [3] Jilkimmaéisessd vaihtoehdossa
suojaryhmén poistossa kédytetddn miedosti hapanta natriumasetaattipuskuria (pH 3.0-3.2) di- tai
trikloorietikkahapon sijaan. [22] Kaiytinnossd oligonukleotidin kédinteisfaasikromatografisen
puhdistuksen jdlkeen (RP-HPLC) eluentin puskurikomponentit poistetaan, minkd jédlkeen
detritylaatio suoritetaan miedosti happamassa NaOAc -puskuriliuoksessa (10mM) ja mééritetdén 12
vs. pH kiyrd jokaiselle yksittédiselle sekvenssille ja detektoidaan lyhin mahdollinen kisittelyaika,
jossa 5'-O-suojaryhmi irtoaa annetuissa reaktioparametreissd. Tami mahdollistaa detritylaation
suorittamisen toistettavasti ilman HPLC-seurantaa. [22] Noudatettaessa kyseistd menetelmai
depurinaation osuus saatiin merkittdvésti pienennettyd (< 1 %) syntetisoitaessa 20-meerisid

oligonukleotidifosforotioaattisekvensseja. [23]

Kaytettdessd trityl-on-menetelméssd patruunapuhdistusta, detritylaatio suositellaan suoritettavaksi 3
% dikloorietikkahapolla ja 1 minuutin késittelyajalla yhdistettynd puhdistetun oligonukleotidin
pesuun puskuroidulla asetonitriililld. [24] Jos asetonitriilin vesiliuos (pH=5.5) puskuroitiin
natriumkarbonaatilla, liuoksen pH nousi 7.5:een, jolloin depurinaatiota ei havaittu valmistaessa 20-

ja 30-meerisid oligonukleotidisekvensseja. [24]

Detritylaatiota suoritettaessa on kédytetty myds Dowex-H" -ioninvaihtohartsia, jolloin detritylaation
on havaittu tapahtuvan noin 10 min:ssa, joka on huomattavasti nopeammin kuin tunnissa tapahtuva
detritylaatio 80 % etikkahappokésittelyssd. [25] Aikaisemmin mainitussa tutkimuksessa
detritylaatiossa kiytettiin Amberlyst-15 katalyyttid ja metanolia liuottimena. [14] Detritylaatio
voidaan  suorittaa myds  silikageelikromatografisen  puhdistuksen aikana  kayttdmalla

trifluorietikkahappoa eluentissa. [26] My®0s erilaisia Lewis-happoja kuten ceriumtriflaattia [27],
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antimonitrikloridia [28] ja indium(IID)triflaattia [29] on kaytetty katalysoimaan trityylin irtoamista

nukleosideista.

2.2, Piksyylisuojaryhma

Chattopadhyaya ja Reese [30] esittivit 9-fenyyliksanteeni-9-yylin (Piksyyli, Kuva 2, 10a)
vaihtoehtoiseksi suojaryhmiksi trityylille. Nukleosidin 5'-hydroksyyliryhmé suojataan piksyylilla
kayttden 9-kloori-9-fenyyliksanteenia pyridiinissd. Piksyylijohdannaiset kiteytyvit paremmin kuin
dimetoksitrityylilld suojatut yhdisteet, mutta piksyylin happolabiilius on hyvin samankaltainen kuin
dimetoksitrityylin. Piksyyliryhmé@n poistonopeus vaihtelee 8—15 minuutin vélilldi 80 %:ssa
etikkahapon vesiliuoksessa 20°C:ssa. Samoissa olosuhteissa dimetoksitrityylin irtoaminen tapahtuu

16 minuutissa. [30]

Piksyyliryhmidn happolabiilisuutta on mahdollista sdddelld lisddmalla 9-fenyylirenkaaseen
elektroneja luovuttavia tai vastaanottavia substituentteja. Esimerkiksi p-metyyli-ryhmaén liittdminen
fenyylirenkaaseen tekee ryhmaéstd happolabiilimman. [31] Reesen ja Yan:in [32] tutkimuksissa
piksyyli- (10a) ja 9-(p-tolyyli)ksanteeni-9-yyli (Tx, Kuva 2, 10b) -ryhmien irtoamisen
puoliintumisajat olivat 198 ja 60 sekuntia, kun taas dimetoksitrityylin 450 sekuntia, kun poisto tehtiin
dikloorietikkahapolla (5 ekv.) pyrrolin (15 ekv.) ldsnd ollessa 0°C:ssa. Nopeamman irtoamisen
perusteella piksyyli- ja Tx-ryhmien kayttod suositeltiin DM Tr-ryhmén sijaan 5'-hydroksyyliryhmén

suojaamiseen. [32]

Kuva 2. Piksyyli- ja Tx-ryhma.

My®s piksyyliryhmén rakenneanalogia, 2,7-dimetyylipiksyylid (DMPx, Kuva 3, 11a) voidaan kéyttda
5’-suojaryhméni oligonukleotidien synteesissa. [33] 2,7-Dimetyyli-9-fenyyliksanteeni-9-oli (DMPx-
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OH) voidaan valmistaa Friedel-Crafts reaktiolla di-p-tolyylieetterin reagoidessa bentsoehapon kanssa

sinkkikloridin ja fosforyylikloridin ldsnd ollessa 95°C:ssa. [34] DMPx-OH:n liittdmisessa
nukleodisin 5'-hydroksyyliryhméin kiytetadn tris(pentafluorifenyyli)boraania (TPB) katalyyttind
(Kaavio 5). DMPx:lld suojatut nukleosidit kiteytyvdt helposti. DMPx-ryhmé irrotetaan
dikloorietikkahapolla  dikloorimetaanissa  pyrrolin ~ 1ldsnd  ollessa.  para-Substituentit  9-
fenyylirenkaassa (Kuva 3, 1la-e) vaikuttavat ryhmén irtoamisnopeuteen. Yhdisteiden 1la-e
puoliintumisajat olivat: 9, 40, 5, 15 ja 63 sekuntia. Elektroneja vastaanottavien substituenttien, kuten

bromin, liittdmisen fenyylirenkaaseen todettiin siis hidastavan irtoamisnopeutta. [34]

Kuva 3. Substituoitu DMPx-ryhma. [34]

R
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Kaavio 5. DMPx-suojattujen nukleosidien valmistaminen. Olosuhteet ja reagenssit: i) 3 mol% Lewis

happo, DCM, refluksointi, 3—4 h. [34]
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Myds p-metoksibentsyyli-2,7-dimetyylipiksyylieetteria (MBDPE) on kaytetty reagenssina 2,3-

dikloori-5,6-disyano-1,4-bentsokinonin (DDQ) ldsnd ollessa suojattaessa nukleosidin 5’-
hydroksyyliryhmd DMPx-ryhmélld. [35] MBDPE valmistetaan p-metoksibentsyylialkoholin
reagoidessa DMPx-OH:n kanssa dikloorimetaanissa kupari(Il)nitraatin toimiessa katalyyttina.
DMPx-suojaryhmi voidaan poistaa metanolissa DDQ:lla huoneenlimmdssd. DDQ:n kéyttdminen
mahdollistaa suojaryhmin liittdmisen ja poistamisen neutraaleissa olosuhteissa. [35] On myos
raportoitu, ettd nukleosidin 5’-hydroksyyliryhmi voidaan suojata kdyttdmdlla DMTr-OH:ta tai
DMPx-OH:ta dikloorimetaanissa kupari(Il)nitraatin ldsnid ollessa refluksoimalla. [36] Myds
suojaryhmén poistaminen onnistuu metanolissa kayttdmailld kyseistd katalyyttid. Kupari(Il)nitraatti
oli edullisempi katalyytti verrattuna aikaisemmin esitettyyn TPB:hen. [34] Lisdksi tutkimuksessa
voitiin vélttdd vdhemmin stabiilien ja kalliimpien DMTr-Clin ja DMPx-Cl:in kayttd, joka

mahdollistaa taloudellisemman vaihtoehdon suuremman skaalan synteesiin. [36]

DMPx-ryhméda on kéytetty 5'-hydroksyyliryhmén suojaamiseen myds 8-aryyli-substituoiduissa 2’-
deoksiguanosiinien tapauksessa. [37] 8-Aryyli substituoitujen yhdisteiden on kuitenkin todettu
olevan suhteellisen herkkid hydrolyysille happamissa liuoksissa, joissa DM Tr-ryhma poistetaan. Nain
ollen oligonukleotidien synteesi onnistui paremmin DMPx-suojaryhméa kéyttden, joka voitiin poistaa

laimeammissa olosuhteissa 0,5 % dikloorietikkahapolla. [37]

2.3. Fotolabiilit suojaryhmat

Fotolabiilit suojaryhmidt voidaan irrottaa sopivan aallonpituuden omaavalla valolla. [38]
Fotolabiileissa suojaryhmissd on kromofori, joka aktivoituu siteilytettdessid. Sopivan kromoforin
valitseminen tekee suojaryhmén poistamisesta hyvin selektiivisen. Fotolabiileja suojaryhmié ei ole
kuitenkaan kiytetty oligonukleotidisyntetiikassa kovinkaan paljon muihin suojaryhmiin verrattuna,

niiden eduista huolimatta. [38]

Oligonukleotidimikrosirujen valmistuksessa on kdytetty fotolabiileja suojaryhmii. Erés fotolabiili 5°-
hydroksyyliryhmén suojauksessa kéytetty ryhma on 2-(2-nitrofenyyli)propoksikarbonyyli (NPPOC,
Kuva 4). [39] Kyseisen ryhmin fotolyyttistd tehokuutta on parannettu substituoimalla
nitrofenyylirengas  bentsoyylilld tai  tiofenyylilldi ja etyylilli. [40] Bentsoyyli-2-(2-
nitrofenyyli)propoksikarbonyylin (Bz-NPPOC, Kuva 4) ja tiofenyyli-2-(2-
nitrofenyyli)propoksikarbonyylin (SPh-NPPOC, Kuva 4) on todettu irtoavan fotolyyttisesti 2- ja 12-
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kertaa nopeammin kuin NPPOC-ryhmin. Néin ollen kyseisten suojaryhmien avulla on mahdollista

nopeuttaa fotolitografisten mikrosirujen valmistusta huomattavasti. [40]

%,
r
NO, O

NPPOC

O
0%
T
N02 °

Bz-NPPOC

O

SPh-NPPOC

Kuva 4. NPPOC-, Bz-NPPOC- ja SPh-NPPOC-ryhmiit.

2.4. Asetaalisuojaryhmat

Liuosfaasisynteesi mahdollistaa muun muassa liuottimien ja reagenssien kdyton minimoinnin
verrattuna kiinteélld kantajalla suoritettavaan synteesiin, samalla vdhentien muodostuvien jétteiden
madrdd ja kustannuksia. Huomionarvoista on, ettd liukoisen kantajan kayto1ld on mahdollista yhdistiaa

kiintokanta- ja liuosfaasisynteesin parhaat puolet. [5], [6]

DMTr-ryhmé ei ole paras mahdollinen 5'-hydroksyyliryhmén suojaryhma liuosfaasisynteesissé, miké
johtuu detritylaation reversiibeliydestd. [41] Onkin esitetty, ettd liuosfaasisynteesissd voitaisiin

kayttda asetaalisuojaryhmid, koska niiden poistaminen tapahtuu pseudo-irreversiibelisti. [42], [43]

2.4.1 2-Metoksiprop-2-yyli (MIP)

Oligonukleotidien liuosfaasisynteesissd on kaytetty asetaalisuojaryhménd 2-metoksiprop-2-yylid

(MIP, Kuva 5), joka on dimetoksitrityylid happolabiilimpi ja atomiekonomisempi. [41] Mahdollisena
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ongelmana MIP-suojaryhmén kéytdssd voi olla se, ettd nukleotidi jdi liian hydrofiiliseksi ryhmén

pienen koon takia. [41]

Kuva 5. 2-Metoksiprop-2-yyli suojaryhma.

Molina tyoryhmineen [44] on kéyttinyt 5’-hydroksyyliryhmén suojaukseen MIP-ryhmii
valmistaessaan lyhyitd oligodeoksiribonukleotidejd liuoksessa kayttamélld [(-syklodekstriinid
liukoisena kantajana. MIP-ryhmé poistettiin happokatalysoidulla metanolyysilld, mikd muodosti
haihtuvina tuotteita asetonia ja metanolia. [44] Toisessa tutkimuksessa [45] MIP-ryhmii on kéytetty
5’-hydroksyyliryhmidn suojaamiseen valmistaessa lyhyitd oligoribonukleotidejd liuoksessa.
Liukoisena kantajana kédytettiin saostettavaa pentaerytritolin johdannaista. Sokeriosassa kéytetyt
suojaryhmit, 2'-OH:n 2-syanoetyyli ja 5-OH:n MIP, ovat pienid ja melko polaarisia, jotka yhdessi
liukoisen kantajan kanssa mahdollistivat saostuksen metanolista jokaisen synteesivaiheen jilkeen.

[45]

MIP-suojaryhméaa on kaytetty myo0s syntetisoitaessa stereokontrolloidusti
fosforotioaattioligonukleotidejd P(V)-kemiaa kayttden. [42] Nukleosidit aktivoitiin limoneenista

valmistetuilla (+)- ja (-) -W-reagensseilla (Kaavio 6). [42]
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Kaavio 6. 3'-O-Y-aktivoitujen 5'-O-MIP-2"-deoksinukleosidien synteesi. Olosuhteet ja reagenssit:

1) 2,2-dimetoksipropaani, THF, TsOH-H:0, rt., 3 h. ii) TBAF-3H20, THF, rt., 2 h — y6n yli. iii) (-) -
PSI/ (+) -PSI, DBU, MeCN, rt., 2 h. [42]

2.4.2 2-lsopropoksiprop-2-yyli (lIP)

Myds 2-isopropoksiprop-2-yyli (IIP) -ryhmin on havaittu olevan toimiva valinta nukleosidien 5°-

hydroksyyliryhmén suojaamiseen liuosfaasisynteesissd. [43] IIP-ryhmé liitetdin nukleosidiin

happokatalysoidulla transasetalisaatiolla 2,2-di-isopropoksipropaanilla (Kaavio 7). [43]
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Kaavio 7. Nukleosidin 5’-hydroksyyliryhmén suojaaminen IIP-ryhmaélld. Reagenssit: 1) 2,2-di-
isopropoksipropaani. [43]

2-Isopropoksiprop-2-yyli-ryhmi on happolabiilimpi kuin MIP-ryhmé. [43] IIP-ryhmé voidaan
poistaa happokatalyyttisesti miedolla karboksyylihappokésittelylld. Poistossa muodostuu haihtuvina
sivutuotteina asetonia ja isopropanolia. Tutkimustulosten perusteella (Taulukko 1) IIP-ryhmén
irtoaminen tapahtuu noin 15 kertaa nopeammin kuin MIP-ryhmén. Detritylaatio on huomattavasti
hitaampi kuin [IP-ryhmén irtoaminen samoissa olosuhteissa. Myds IIP-suojatun adenosiinin

depurinaatio tapahtuu huomattavasti hitaammin verrattuna IIP:n irtoamiseen. [43]

Taulukko 1. 5'-O-Suojattujen nukleosidien suojaryhmien irtoamisen ja depurinaation

puoliintumisajat. [43]

Nukleosidi 5°-O-suojauksen Depurinaatio t1/2/s

irtoaminen ti2/s

Né-bentsoyyli-2'-deoksi-5"-O-lIP-adenosiini (21) 6+1 25000 + 110
2’-deoksi-5"-O-lIP-tymidiini (22) 102 -
2’-deoksi-5"-O-MIP-tymidiini (23) 12516 -

2’-deoksi-5"-O-DMTr-tymidiini (24) 560+54 -
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Kuva 6. [IP- MIP- ja DMTr -suojatut nukleosidit. [43]

Tutkittaessa [43] [IP-ryhmin stabiilisuutta fosforamidiittimenetelméssd kytkentdvaiheessa
kéytettdvien happamien aktivaattorien 1H-tetratsolin ja 4,5-disyanoimidatsolin (DCI) ldsni ollessa,
[IP-suojaryhmén ei todettu irtoavan tetratsolia kéytettdessd, mutta DCl:n tapauksessa IIP irtoaa
huomattavasti kahden tunnin aikana. [IP-ryhmaéd kdytettdesséd on siis valittava tarkoitukseen sopiva

aktivaattori. [43]

3. Yhteenveto

4,4’-Dimetoksitrityyli (DMTr) on kéytetyin suojaryhmé 5’-hydroksyyliryhmin suojaamisessa
oligonukleotidien synteeseissé. Tritylaatiossa trityylialkoholien kéyttdd on tutkittu, jotta voitaisiin
vilttdd kosteus herkkien ja kalliiden trityylikloridien kayttd. [12], [14] Myds detritylaatiossa
kaytettdvid reaktio-olosuhteita on tutkittu sddtdmalld kiytettivin hapon konsentraatiota niin, ettd
detritylaatio tapahtuu tehokkaasti, mutta depurinaation osuus olisi minimaalinen. [18], [19] Liuoksen
pH:ta sdatamalld pyritdén optimoimaan 5’-suojaryhmén irrottaminen. [22], [24] My0s vaihtoehtoisia
suojaryhmid kuten piksyyli- ja fotolabiileja suojaryhmia on esitetty dimetoksitrityylin korvaamiseksi.
Piksyyliryhmd irtoaa noin 2 kertaa nopeammin kuin dimetoksitrityyli. [32] Piksyylin ja sen
rakenneanalogin DMPx:n irtoamisnopeutta voidaan myds helposti sdddelld lisdaméalld O9-
fenyylirenkaaseen substituentteja. [31], [34] Lisdksi piksyylilld ja DMPx:lI4 suojatut yhdisteet
kiteytyvid paremmin kuin dimetoksitrityylilld suojatut yhdisteet. [30], [34] DMPx-ryhmé on my0s
mahdollista irrottaa 0,5 % dikloorietikkahappokésittelylld, joka on miedompi kuin dimetoksitrityylin
poistoon tarvittavat olosuhteet. [37] Fotolabiilit suojaryhmit taas mahdollistavat suojaryhmén
poistamisen valolla, eikd happokisittelyd tarvita ollenkaan. Téllaisten suojaryhmien fotolyyttista

tehokkuutta on onnistuttu parantamaan, jopa 12 kertaisesti. [40]
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Perinteiselle kiintokantajasynteesille tarvitaan kuitenkin uusia vaihtoehtoja, jotta suuremman

mittakaavaan synteesit olisivat mahdollisia terapeuttisten oligonukleotidien kysynnin kasvaessa.
Liuosfaasisynteesi on yksi lupaava vaihtoehto, jonka avulla synteesin mittakaavaa voidaan suurentaa
ja samalla noudattaa vihredn kemian periaatteita. [S], [6] Liuosfaasisynteesiin tarvitaan kuitenkin
uudenlainen suojaryhmaéstrategia, koska DMTr-ryhmén detritylaatio on liuoksessa reversiibeli
prosessi. [41] Asetaalisuojaryhmét, MIP ja IIP, ovat erds vaihtoehto 5’-hydroksyyliryhmén
suojaukseen, koska niiden poistaminen tapahtuu pseudo-irreversiibelisti muodostaen haihtuvia
sivutuotteita kuten asetonia ja alkoholia. [42]-[45] DMTr-suojaa on kéytetty konvergentti-
liuosfaasisynteesissid syntetisoidessa oligonukleotidejd kilogramma mittakaavassa, jolloin DMTr-

suojastrategian kéyttokin osoittautui toimivaksi. [21]
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