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Neljan eri nukleoemiksen muodostamista sekvensseistd koostuva DNA sisdltdd kaiken
elimdlle tarvittavan geneettisen informaation. DNA:lla on monia ainutlaatuisia
ominaisuuksia, kuten esimerkiksi kyky monistaa ja siirtdd geneettistd informaatiota.
Néiden ominaisuuksien ansiosta silld onkin keskeinen rooli kemiallisessa evoluutiossa.
Viime vuosikymmenten aikana on kuitenkin herdnnyt kiinnostus luoda vaihtoehtoisia
emdsparijirjestelmid  luonnollisen =~ Watson-Crick-emésparijirjestelmidn  rinnalle.
Vaihtoehtoisten emadsparijirjestelmien luominen mahdollistaisi geneettisen koodin
laajentamisen ja sitd kautta muun muassa uusien biopolymeerien luomisen.

Metalli-ionivilitteistd emispariutumista on tutkittu yhtend vaihtoehtona Watson-Crick-
eméspariutumiselle. Kyseinen eméspari muodostuu kahden ligandina toimivan
nukleosidin tai niiden analogin sitoutuessa koordinaatiosidoksella samaan metalli-ioniin.
Metalli-ionin valinnalla voidaan vaikuttaa metalloitujen emaisparien koordinaatio-
ominaisuuksiin, kuten esimerkiksi selektiivisyyteen ja termodynaamiseen stabiiliuteen.
Metalli-ionivilitteistd ~ emdspariutumista  on  hyddynnetty = muun  muassa
nanoteknologiassa ja ladketieteessa.

Tdmén tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, kuinka merkuroidun sytidiinin
elohopeaionivilitteinen eméspariutuminen eri vastinemésten kanssa vaikuttaa DNA-
templatoidun N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatioreaktion nopeuteen ja tasapainoon.
Tutkimuksessa selvisi, ettd hyodyntdmaillda metalli-ionivilitteistd emadspariutumista
N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatioreaktion tasapainoa voidaan siirtdd enemmén
tuotteiden puolelle verrattuna reaktioon, jossa metalli-ionivélitteistd eméspariutumista ei
kaytetd.  N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatiossa ~ metyyliaminoryhmédn  typpi ja
sokerimolekyylin anomeerinen hiili reagoivat muodostaen N(Me)-
alkoksiaminoglykosidisidoksen. Reaktiomekanismi on tunnettu ja sitd hyddynnetddn
useiden  erilaisten  glykokonjugaattien = valmistuksessa.  N-glykosidisidoksen
muodostumista voidaan kontrolloida pH:n avulla, silld kyseinen reaktio on reversiibeli
pH:ssa 5 ja ldhes irreversiibeli pH:ssa 7.

Avainsanat: elohopea, metalli-ionivélitteinen eméspariutuminen, DNA-templaatti,
glykosylaatio
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1. Johdanto

DNA:lla on keskeinen rooli kemiallisessa evoluutiossa ainutlaatuisten ominaisuuksiensa
ansiosta. DNA koostuu neljdstd erilaisesta heterosyklisestd aromaattisesta
nukleoemiksestd, jotka ovat liittyneend sokeri-fosfaattirunkoon. Tatd sokeri-
fosfaattirunkoa pitdd yhdessd fosfodiesterisidokset. DNA pystyy varastoimaan,
monistamaan ja siirtdimddn geneettistd informaatiota, joka on taltioitu néihin neljasti
erilaisesta nukleoemaiksestd, adeniinista, guaniinista, tymiinistd ja sytosiinista,
muodostuviin sekvensseihin. DNA:n ainutlaatuiset ominaisuudet perustuvat siithen, ettd
ndma nelja erilaista emistd pystyvét sitoutumaan toisiinsa vain tietylld tavalla: adeniini
pariutuu tymiinin kanssa ja sytosiini pariutuu guaniinin kanssa. Tatd spesifistd

emispariutumista kutsutaan Watson-Crick-emispariutumiseksi. !

Viime vuosikymmenind tutkijoita on alkanut kiinnostaa  vaihtoehtoisten
emisparijirjestelmien  luominen  Watson-Crick-emisparijirjestelmén  rinnalle.?
Vaihtoehtoisten emadsparijirjestelmien luominen mahdollistaisi geneettisen koodin
laajentamisen ja sitd kautta tarjoaisi uusia mekanismeja luoda uusia biopolymeereja.
Useimmat kehitetyisté vaihtoehtoisista emésparijirjestelmistd perustuvat joko siihen, ettd
emésparin muodostavat molekyylit sopivat yhteen muotonsa ansiosta tai siithen, etti

vetysidokset muodostuvat tavallisten emésten sijaan eri rakenteiden vilille.?

Myo6s metalli-ionivélitteistd eméspariutumista on tutkittu vaihtoehtona Watson-Crick-
emispariutumiselle.! Tillainen emispari muodostuu, kun kaksi ligandina toimivaa
nukleosidia tai niiden analogia sitoutuvat molemmat samaan metalli-ioniin
koordinaatiosidoksella.!* Emisparissa voi olla myds useita metalli-ioneja.> Metalli-
ionivilitteisen emdsparin etuna muihin vaihtoehtoisiin eméisparinmuodostusjérjestelmiin
verrattuna on se, ettd metalloidun emédsparin muodostuminen DNA-kaksoiskierteessi
usein stabiloi rakennetta. Lisdksi metalli-ionivélitteisen emdsparin muodostamisessa
voidaan kéyttdd useita erilaisia metalli-ioneja, jolloin ndiden erilaisia kemiallisia ja
fysikaalisia ominaisuuksia voidaan hyddyntii DNA-rakenteessa.* Metalli-ionin
valinnalla voidaankin vaikuttaa metalloitujen emésparien koordinaatio-ominaisuuksiin,
kuten esimerkiksi selektiivisyyteen, rakenteeseen ja termodynaamiseen stabiiliuteen.!
Metalli-ionivilitteistd emdispariutumista voidaan hyddyntdd muun muassa DNA-

nanoteknologiassa®, molekyylikoettimissa’, diagnostiikassa ja kemoterapiassa®.

Ensimmaiset julkaisut metallivilitteisistd emédspareista ovat perdisin 1960-luvulta, kun

Katz’ havaitsi Hg"-ionin sitoutuvan kahteen deprotonoituneeseen tymidiiniin. Kuvassa
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la on esitetty kyseinen emédspari DNA-kaksoiskierteessd. Myohemmin on havaittu, ettd
myos esimerkiksi Ag'-ioni pystyy muodostamaan vastaavan “mismatch”-parin kahden
sytosiinin kanssa (Kuva 1b). Hg'- ja Ag'-ionien lisiksi metalloituihin emispareihin
voidaan kdyttiid muitakin siirtymédmetalli-ioneja, kuten esimerkiksi Cu', Ni", Pd" ja

Mn'", Nimi metalli-ionit pystyvit muodostamaan nelji koordinaatiosidosta.*

(a) (b)

NH,  H,N
“f” HN —Hg >_§ (_\<N Ag—N>/_\> T

T
0=P-0

P=0 | O— O N |
O ' 0]
w koog w koff
T-Hg'-T C-Ag'-C

Kuva 1. (a) Hg''-vilitteinen tymiini—tymiini-emispari; (b) Ag'-vilitteinen sytosiini—

sytosiini-emispari. Kuva mukailtu lhteesti .

Nukleiinihapoilla ja niiden keinotekoisilla analogeilla on useita kiyttdkohteita muun
muassa lddketieteessi sekd bio- ja nanoteknologiassa.’ Yksi mielenkiintoinen
mahdollisuus on kiyttda nukleiinihapposekvenssid muiden reaktioiden kuin luonnollisen

polymeraation ohjelmointiin.

DNA-templatoidulla synteesilla (DTS) tarkoitetaan reaktiota, jossa DNA-juostetta
kiytetddn templaattina reaktion 1dhtdaineille. DTS:ssd reaktion l&htdaineet
hybridisoituvat spesifisesti DNA-juosteen kanssa, jolloin ldhtdaineiden reaktiiviset osat
sijoittuvat lihelle toisiaan ja niin ollen reaktio tapahtuu todennikdisemmin.!®!! DNA-
templaatin avulla jopa kosteusherkit reaktiot voidaan saada tapahtumaan vesipitoisessa
ympiristdssi. Hesser ja hinen tutkimusryhminsi'? raportoivat artikkelissaan DNA-
katalyytteind  toimivista deoksiribotsyymeistd, jotka pystyvdt katalysoimaan
aryyliglykosidin ja DNA:n  3’-pddssd olevan hydroksyyliryhméin  vélistd
glykosylaatioreaktiota.

DNA:n lisdksi myds RNA-juostetta voidaan kiyttdd templaattina. Vasseur ja hidnen
tutkimusryhmiinsi'®> ovat hyddyntineet DNA-templaatin lisiksi RNA-templaattia
lyhyiden  bifunktionaalisten  oligonukleotidien  yhteen  liittdmisessd.  Téssd
oligonukleotidien vélisessd ligaatioreaktiossa toisen oligonukleotidin 5'-pddssd olevan
boronihapon hydroksyyliryhmit korvautuvat toisen oligonukleotidin 3’-pdéssd olevan

riboosisokerin alkoksyyliryhmilld, minkd seurauksena muodostuu boronaattiesteri.
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Denaturaatiotutkimuksessa huomattiin, ettd RNA-juosteet, joiden 5'-pddssd on

boronihappo, pystyvit muodostamaan myds RNA-silmukan RNA-templaatin avulla.'?

DNA-templaattia voidaan hyodyntdd myos N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatioreaktiossa.

Virta tutkimusryhmineen'*

on hyddyntidnyt oligonukleotiditemplaattia lyhyempien
oligonukleotidien liittdmisessd toisiinsa N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatiolla. Téssi
glykosylaatioreaktiossa ~ N(Me)-amino-oksiryhmén  typpi ja  sokerimolekyylin
anomeerinen hiili reagoivat muodostaen N(Me)-alkoksiaminoglykosidisidoksen.
Reaktiomekanismi on hyvin tunnettu ja sitd onkin hyodynnetty muun muassa erilaisten
glykokonjugaattien valmistuksessa. Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu, ettdi N(Me)-

alkoksiamiiniglykosylaatioreaktion nopeus ja tasapainosaanto kasvavat huomattavasti

DNA-templaattia kiiytettiessi verrattuna reaktioon, jossa siti ei kiytetd.!*

1.1.  Metalli-ionivilitteinen eméspariutuminen

Metalli-ionivilitteinen eméspari muodostuu, kun komplementaaristen nukleoemaésten
viliset vetysidokset korvataan kaksoiskierteen sisilld olevan metalli-ionin ja emésten
vilisilld koordinaatiosidoksilla. Emékset voivat koordinoitua joko yhteen tai useampaan
metalli-ioniin.!> Koordinaatiosidos muodostuu, kun Lewisin emis luovuttaa vapaan
elektroniparinsa Lewisin hapon tyhjille orbitaalille. Metalli-ionivélitteisten emésparien
tapauksessa emdsten elektronirikkaat atomit toimivat Lewisin eméksind ja metalli-ioni

toimii Lewisin happona.

Teoriassa metalli-ionit voivat sitoutua nukleoemisten elektroneja luovuttavien atomien
lisdksi DNA:n tai RNA:n fosfaattirunkoon. Metalli-ionista riippuen sen sitoutumispaikka
voi vaihdella, minkd seurauksena kaksoiskierrerakenne voi joko stabiloitua tai

destabiloitua.'®

Yleensd metalli-ionin sitoutuminen negatiivisesti varautuneeseen
fosfaattiryhméén stabiloi kaksoiskierrerakennetta, kun taas sitoutuminen emékseen
destabiloi. Esimerkiksi magnesium- ja kalsiumionit sitoutuvat ensisijaisesti
fosfaattiryhmiin, minkd seurauksena DNA:n kaksoiskierre stabiloituu negatiivisten
varausten aiheuttaman repulsion védhentyessd. Toisaalta taas esimerkiksi alumiini- ja
kupari-ionit voivat sitoutua fosfaattirungon lisdksi myos eméksiin, jolloin metalli-ionit
kilpailevat vetysidoksiin osallistuvien protonien kanssa nukleiinihappoemaésten
elektronirikkaista donoriatomeista destabiloiden kaksoiskierrerakennetta.!” Tavallisten
puriini- ja pyrimidiininukleosidien lisdksi metalli-ionivilitteisen emésparin voivat

muodostaa my®s keinotekoiset nukleosidit. '



1.1.1. Metalli-ionivilitteiset Watson-Crick-emésparit

Metalli-ionivilitteinen A-T-eméspari muodostuu, kun adeniinin Nl-atomi sitoutuu
metalli-ionin vélitykselld tymiinin deprotonoituneeseen N3-atomiin (Kuva 2). Metalli-
ionin ollessa Ag', Au' tai Cu' emispari on rakenteeltaan tasomainen. Metalli-ionin
muodostaman koordinaatiosidoksen lisdksi emdksid yhdistdd yksi vetysidos, joka
muodostuu adeniinin N6-H- ja tymiinin O4-atomien vélille. Verrattuna kupari-ioniin A-
Cu'-T-emisparissa hopeaioni on sitoutunut heikommin adeniiniin ja tymiinin A-Ag'-T-
emisparissa. Tdmi nihddin vertailemalla emisparien sidospituuksia: N1-Cu'-sidoksen
pituus on 1,903 A, kun taas N1-Ag'-sidoksen pituus on 2,153 A. Vastaavasti Cu-N3-
sidoksen pituus on 1,872 A ja Ag!-N3-sidoksen 2,097 A. Pidempien sidosten vuoksi A-
Ag'-T-emisparin sidoskulma on pienempi kuin A-Cu'-T-emisparissa, jonka sidoskulma
on 165°. Tdm4 johtuu siité, ettd mikili kulma olisi yhti suuri kuin A-Cu'-T-emisparissa,
adeniinin N6-H-atomi ja tymiinin O4-atomi eivét pystyisi muodostamaan rakennetta

stabiloivaa vetysidosta.'¢

Au'-vilitteisen A-T-emisparin sidospituudet ovat pituudeltaan A-Cul-T- ja A-Ag'-T-
emisparien vililti: N1-Aul-sidoksen pituus on 2,101 A ja Au'-N3-sidoksen 2,054 A.

Emisparin N1-Au-N3-sidoskulma poikkeaa lineaarisuudesta 15°.1°

Metalli-ionivélitteinen G-C-eméspari muodostuu metalli-ionin koordinoituessa guaniinin
deprotonoituneeseen  Nl-atomiin  sekd  sytosiinin ~ N3-atomiin  (Kuva 2).
Hopeaionivilitteisen G-C-emisparin rakenne osana metalloitua DNA-nanolankaa on
médritetty rontgenkristallografialla. Kyseisen nanolangan rakenne muistuttaa hyvin
paljon tavallisen B-DNA:n rakennetta. Tédssié DNA-nanolangassa olevassa G-Ag'-C-
emdisparissa on metalli-ionin muodostavan koordinaatiosidoksen lisdksi vain yksi,
guaniinin N2-H-atomin ja sytosiinin O2-atomin vilinen, vetysidos. N1-Ag'-sidoksen

pituus on noin 2,2 A ja Ag'-N3-sidoksen pituus noin 2,3 A."

/H
r/ N HIIIIIIO @) H—N
N / \N MZ+— N—Mz—N. ) MZ = Agdl, Aul, Cu!
N= /N,
/N HIIIIIIIIO R'
H
A-MZ-T G-M#*-C

Kuva 2. Metalli-ionivilitteiset Watson-Crick-emésparit. Kuva mukailtu lihteistd 16 ja 1°,



1.1.2. Viirinpariutuneet metalli-ionivilitteiset eméasparit

Tavallisten Watson-Crick-emisparien lisiksi myos esimerkiksi T-Hg!'-T , C-Ag'-C ja C-
Agl-A -parit ovat mahdollisia.'® Tillaisissa tapauksissa emisparin muodostavat kaksi
sellaista emdistd, jotka eivdt normaalisti Watson-Crick-emaspariutumissaintoja

noudattaen pariutuisi.

Vuonna 1963 Katz’ ehdotti ensimmiisti kertaa mahdollista rakennetta T-Hg!-T-
emdsparille, joka my6hemmin on osoitettu oikeaksi. Vuonna 1974 Stewart

tutkimusryhmineen?

julkaisi artikkelin, jossa he olivat selvittdneet [Hg(1-
metyylityminaatti)]-kompleksin rakenteen rontgenkristallografian avulla. Tutkimuksen
mukaan 1-metyylityminaatit ovat koordinoituneena Hg'-ioniin deprotonoituneiden N3-

atomien kautta (Kuva 3).%°
@) (@) /
N
/ N-Hg'-N_ /
T

Kuva 3. [Hg(1-metyylityminaatti),]-kompleksin rakenne.?

Stewartin méiérittiman emadsparin rakenne eroaa kuitenkin Katzin vuonna 1963
ehdottamasta rakenteesta 1-metyylityminaattien N1-atomien suuntautumisen suhteen.
Rontgenkristallografian perusteella N1-atomit ovat transoidisessa asemassa toisiinsa
ndhden (Kuva 4a), vaikka B-DNA-kaksoisjuosteessa ollessaan niiden pitdisi olla
cisoidisessa asemassa (Kuva 4b) vastakkaissuuntaisten juosteiden vuoksi.'® B-DNA:n
sijaan kyseinen emdspari voisikin olla osana sellaista DNA:ta, jossa juosteet ovat
samansuuntaiset. Téllaisissa rakenteissa emisparien glykosidisidokset ovat transoidisessa

asemassa toisiinsa nihden.'?

Myodhemmin T-Hg'-T-emisparin rakenne tavallisessa B-DNA:ssa on selvitetty niin
NMR-spektroskopialla®' kuin réntgenkristallografiallakin®’. Ono tutkimusryhmineen??
julkaisi vuonna 2014 tutkimuksen, jossa he olivat selvittineet rontgenkristallografian
avulla kaksi elohopeaionivélitteistd T-T-emésparia sisdltdvin B-DNA:n rakenteen. Ndma
kaksi metalli-ionivilitteistd emadsparia eivdt juurikaan vaikuttaneet B-DNA:n
konformaatioon.?? Emisparin rakenne oli yhtenevi Stewartin aiemmin toteaman [Hg(1-
metyylityminaatti);]-kompleksin kanssa ja, kuten Katz oli jo vuonna 1963 ehdottanut,

ollessaan osana B-DNA:ta tymiinien N1-atomit olivat cisoidisessa asemassa.
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Kuva 4. (a) T-Hg"-T-emispari, jossa N1-atomit ovat transoidisessa asemassa'®; (b) T-

Hg''-T-eméspari, jossa N1-atomit ovat cisoidisessa asemassa.’

T-Hg"-T-emisparin lisiksi C-Ag'-C-emispari on ollut yksi tutkituimmista metalli-
ionivilitteisistd emdspareista. Tatd emédsparia on tutkittu niin vastakkaissuuntaisissa kuin
samansuuntaisissakin DNA-kaksoiskierteissd.'> Myds C-Ag'-C-emésparin rakenne on
selvitetty B-DNA:ssa niin rontgenkristallografialla'® kuin NMR-spektroskopiallakin?®
(Kuva 5a). Huomattavaa on, ettd kyseisen emisparin transoidisessa konformaatiossa
(Kuva 5b) muodostuu metalli-ionin koordinaatiosidoksen lisdksi amino- ja
karbonyyliryhmén vélinen vetysidos. Yhden emdisparin tapauksessa transoidinen
konformaatio onkin cisoidista konformaatiota vallitsevampi muoto, silld vetysidos
stabiloi rakennetta.'> Ollessaan osana B-DNA:ta C-Ag'-C-emispari on kuitenkin

cisoidisessa konformaatiossa.’

(a)
NH2 H2N N H"""'O R'

(/_\<N Ag—N>_\> (_<N Ag' N>_)

S

)

Kuva 5. (a) C-Ag-C-emisparin cisoidinen konformaatio; (b) C-Ag'-C-emisparin

transoidinen konformaatio.'?

Toisin kuin kaksi edelld mainittua metalli-ionivilitteistd emisparia, C-Ag'-A-emispari
koostuu kahdesta eri nukleoemiksestd. Lippert tutkimusryhmineen®* julkaisi vuonna
1992 artikkelin, jossa he esittivit rontgenkristallografialla selvitetyn [Ag(1-
metyylisytosiini)(9-metyyliadeniini)(H>O)]NOs-kompleksin ~ rakenteen (Kuva 6).
Kompleksissa hopeaioni on sitoutunut koordinaatiosidoksella sytosiinin N3-atomiin ja
adeniinin N7-atomiin. Verrattuna aiempiin metalli-ionivélitteisiin eméspareihin erona
téssd emisparissa on ligandina toimiva vesimolekyyli. Akvaligandin vuoksi N3-Ag'-N7-
sidoksen sidoskulma ei ole lineaarinen, vaan 165,8°, minki vuoksi adeniinin aminoryhmi
ja sytosiinin karbonyyliryhmd pystyvdt muodostamaan rakennetta stabiloivan
vetysidoksen. Tdmén lisdksi my6s vesimolekyylin ja sytosiinin aminoryhmén vélille

muodostuu vetysidos.?*
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Kuva 6. [Ag(l-metyylisytosiini)(9-metyyliadeniini)(H2O)]NOs-kompleksin rakenne.

Kuva mukailtu ldhteesta 24,

Sytosiinin N1-atomin ja adeniinin N9-atomin transoidisen aseman vuoksi C-Ag'-A-
eméspari ei todennékoisesti ole yhteensopiva B-DNA-rakenteen kanssa, mutta voisi sen
sijaan olla osana kaksoiskierrettd, jonka juosteet ovat hybridisoituneet kéénteisen

Hoogsteen-emispariutumisen kautta.'®

1.1.3. Keinotekoiset metalli-ionivilitteiset emasparit

Metalli-ionivilitteisid emdspareja on luotu luonnollisten nukleoemisten lisdksi myds
keinotekoisista rakenneyksikoistd. Vuonna 2001 Schultz tutkimusryhmineen®® selvitti
ensimmadisen metallivélitteisen emésparin sisdltivin DNA:n kaksoiskierteen rakenteen
rontgenkristallografialla. Kyseinen DNA sisilsi kaksi Dipic-Cu'l-Pyr-emisparia, jossa
kolmihampainen pyridiini-2,6-dikarboksylaatti-ligandi (Dipic) sekd yksihampainen
pyridyyli-ligandi  (Pyr) ovat koordinoituneena  kupari-ioniin  (Kuva  7a).
Rontgenkristallografian perusteella DNA oli konformaatioltaan Z-muotoa. CD-
mittauksissa kuitenkin selvisi, ettd kaksoiskierteen konformaatio liuoksessa oli eri kuin
kiteisessd muodossa. Liuoksessa ollessaan kaksoiskierre oli B-DNA:n ja Z-DNA:n
védlimuotoa. Néin ollen kyseinen DNA-kaksoiskierre voi olla konformaatioltaan myds B-

DNA, mutta vain Z-DNA kiteytyy.*’

Ensimmiinen todistetusti B-DNA:ssa oleva metalli-ionivilitteinen emispari oli Im-Ag'-
Im-eméspari, jossa hopeaioni on koordinoituneena kahteen imidatsoliligandiin (Im)

6 selvitti timin kolme Im-Ag!-Im-emisparia

(Kuva 7b).!® Miiller tutkimusryhmineen?
sisiltivin B-DNA:n rakenteen NMR-spektroskopian avulla vuonna 2010. Im-Ag'-Im-
emdspari on yksi kaikkien aikojen tutkituimmista keinotekoisista metalli-ionivilitteisista
emdspareista. Tamén lisdksi wuseita imidatsolijohdannaisia on kéytetty muiden

metallivilitteisten emésparien kehittimisessi.?”-*5>

Edelld esitetyt metalli-ionivélitteiset emésparit ovat péddasiassa siséltdneet vain yhden

metalli-ionin. Kuitenkin my®&s kaksi*® ja jopa kolme®! metalli-ionia siséltivid emispareja
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on kehitetty. Ono tutkimusryhmineen® julkaisi vuonna 2017 kaksi S-2Ag'-S-emisparia,
jossa S viittaa 4-tiotymiiniin, siséltivin B-DNA:n rakenteen. Rakenne selvitettiin
rontgensidekristallografialla. Hopeaionien lisdksi emésparissa on 4-tiotymiinien

karbonyyliryhmit yhdistivi kaliumkationi (Kuva 7¢).>°

(a) (b) (c)

o} @ S S——Ag'——S
— — N—Ag'—N/\| \>_</ > </
\ N—Lu”—N\ / R’N\// \\/N‘R' / N———Ag'—N/ \
C< N—Q )N

R o) R' R 0—_ O R
K

Kuva 7. (a) Dipic-Cu-Pyr-emisparin rakenne®’; (b) Im-Ag'-Im-emisparin rakenne®’; (c)

S-2Ag'-S-emisparin rakenne™.

1.2.  Merkuroidun 2’-deoksisytidiinin elohopeaionivilitteinen
emaspariutuminen
Elohopea voi esiintyi hapetusasteilla I, II, III ja IV, joista yleisimmiit ovat I ja I1.3%3% Hg!l-
ioni on vahvasti polarisoituva, minkd ansiosta sen muodostamat sidokset ovat
luonteeltaan enemmain kovalenttisia kuin ionisia. Kova-pehmeéd happo-emais -teorian
mukaan Hg-ioni on pehmed happo, minki vuoksi se sitoutuu vahvimmin pehmeiden
emisten, kuten esimerkiksi rikin, typen ja fosforin, kanssa. Hg"-ionin muodostamat
kompleksit yksihampaisten ligandien kanssa ovat yleensd geometrialtaan lineaarisia tai

tetraedrisia.>?

Loénnberg tutkimusryhmineen® tutki 5-kloorimerkuri-2’-deoksisytidiinin (1, Kuva 8)
elohopeaionivilitteistd emédspariutumista monomeeri- ja oligonukleotiditasolla.
Monomeeritasolla elohopeaionivilitteistd emédspariutumista tutkittiin NMR-titrauksilla ja
oligonukleotidissa UV-sulamislampdtilamittauksilla. Tutkimuksessa havaittiin, ettd 5-
kloorimerkuri-2’-deoksisytidiini (1) pystyy edelleen muodostamaan tavallisen Watson-
Crick-emisparin, vaikka sen C5-atomi on merkuroitu.>* Samanlainen ilmi6 on havaittu
jo aiemmin 5-hydroksiurasiililla. 5-hydroksiurasiili pystyy muodostamaan sekd Gd"'-
vilitteisen emisparin toisen 5-hydroksiurasiilimolekyylin kanssa, etté tavallisen Watson-
Crick-emisparin  adeniinin  kanssa.>> Toisin  sanoen  metalli-ionivilitteinen
emidspariutuminen tarjoaa vaihtoehtoisen emaéspariutumistavan  Watson-Crick-
emadspariutumiselle, minka vuoksi sitd voidaan hyddyntid parantamaan oligonukleotidien

hybridisaatioaffiniteettia.>*
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Kuva 8. 5-kloorimerkuri-2’-deoksisytidiinin (1) rakenne.

1.2.1. Elohopeaionivilitteinen emispariutuminen monomeerina

Lénnberg tutkimusryhmineen tutki yhdisteen 1 affiniteettia luonnollisten nukleosidien
5’-monofosfaatteihin NMR-titrauksilla 25 °C:ssa ja pH:ssa 7,2. 5’-monofosfaatteja oli 5
erilaista: 5'-AMP, 5'-CMP, 5'-GMP, 5’-IMP ja 5'-UMP, joissa jokaisessa oli eri emés:
adeniini, sytosiini, guaniini, hypoksantiini ja urasiili. NMR-titrauksia varten valmistettiin
kantaliuvos DMSO-ds/240 mM fosfaattipuskurilivos D»O:ssa (1:1, v/v), jossa sekd
yhdisteen 1 ettd nukleosidi-5"-monofosfaatin konsentraatio oli 10 mM. NMR-titrauksen
edetesséd kantaliuoksesta laimennettiin vahitellen eri vahvuisia laimennoksia lisddmalla
aina sama maird DMSO-ds- ja fosfaattipuskuriliuosta niytteeseen. Laimennoksissa pH
ja ionivahvuus pysyivit kuitenkin koko ajan vakioina. Referenssiniytteend oli vastaavan

vahvuinen niyte pelkistiin yhdisteesti 1.%*

NMR-titrauksessa seurattiin yhdisteen 1 H6-protonin kemiallisen siirtymdn muutosta.
Hé6-protonin kemiallisen siirtymidn muutoksesta voidaan arvioida, onko metalli-
ionivilitteistd emdspariutumista tapahtunut. 5-Merkuri-2’-deoksisytidiini (1) on syn-
konformaatiossa ollessaan osana elohopeaionivilitteisti emdésparia, silld télldin
elohopeasubstituentti on emisparin keskelld.>* Syn-konformaatiossa H6-protoni on
vihemmin varjostunut kuin anti-konformaatiossa, jossa 2’-deoksisytidiini olisi
tavallisesti. Tdmén vuoksi H6-protonin kemiallisen siirtymén kasvu viittaisi sithen, ettd
H6-protonin varjostus vihenee eli merkuroitu 2°-deoksisytidiini on syn-konformaatiossa
osana elohopeaionivilittesti emdisparia. H6-protonin kemiallisen siirtymén lasku
puolestaan viittaisi siihen, ettd H6-protonin varjostus on lisdéntynyt eli merkuroitu 2'-
deoksisytidiini on anti-konformaatiossa eikd elohopeavilitteistd eméispariutumista ei ole
tapahtunut. Tdmén lisdksi 5-merkuri-2’-deoksisytidiinin (1) elektronitiheys muuttuu
nukleoemiksen koordinoituessa elohopeaan, mikd myos vaikuttaa H6-protonin

kemiallisen siirtymédn muutokseen.



NMR-titrausten tulokset voidaan jakaa karkeasti kahteen eri kategoriaan: niihin, joissa
lahtdaineiden konsentraation kasvaessa H6-protonin kemiallinen siirtymd kasvoi ja
niihin, joissa ldihtdaineiden konsentraation kasvaessa H6-protonin kemiallinen siirtyma
pieneni. Tamin lisdksi havaittiin, ettd 1 ja 5'-sytosiinimonofosfaatti eivit sitoutuneet
toisiinsa lainkaan, silld H6-protonin kemiallisen siirtyman muutos vastasi tilannetta, jossa
ndytteessd oli pelkéstddn merkuroitua 2’-deoksisytidiinid. Téssd vertailureaktion
tapauksessa Ho6-protonin kemiallinen siirtymd kasvoi hieman merkuroidun 2'-
deoksisytidiinin konsentraation kasvaessa, mutta H6-protonin kemiallisen siirtymén

muutos oli suhteellisen pieni verrattuna muihin niytteisiin.>*

H6-protonin kemiallinen siirtymd kasvoi ldhtéaineiden konsentraation kasvaessa
ndytteissd, joissa oli 5-kloorimerkuri-2’-deoksisytidiinin liséksi joko 5'-GMP, 5’-IMP tai
5’-UMP. Hé6-protonin kemiallisen siirtymén kasvu viittaisi sithen, ettdi 1 on
koordinoitunut elohopeaionin kautta kyseisiin nukleosidimonofosfaatteihin. Naitd
kolmea nukleosidimonofosfaattia yhdistda niiden suhteellisen hapan protoni emésosassa.
Tutkimuksen mukaan elohopeaionivilitteinen emaspariutuminen on mahdollista siksi,
ettd elohopeaioni pystyy koordinoitumaan nidihin deprotonoituneisiin rakenteisiin:
guaniinin ja hypoksantiinin N1-atomeihin sekd urasiilin N3-atomiin. Tutkimuksessa
myds madritettiin ndiden S5-merkuri-2’-deoksisytidiinin ja nukleosidimonofosfaattien
muodostamien kompleksien pysyvyysvakiot: 5-GMP = 1000 + 200 M™!, 5’-IMP = 290
+30 M1, ja 5"-UMP =400 = 100 M3

Hé6-protonin kemiallinen siirtymd puolestaan pieneni lineaarisesti ldhtdaineiden
konsentraation kasvaessa ndytteessd, jossa oli 5-kloorimerkuri-2’-deoksisytidiinin liséksi
5’-adenosiinimonofosfaatti. Tadméa viittaisi sithen, ettd 1 e1 ole koordinoitunut 5'-
adenosiinimonofosfaattiin yhtd vahvasti kuin 5-GMP:n, 5°-IMP:n tai 5-UMP:n

tapauksessa.>*

1.2.2. Elohopeaionivilitteinen eméspariutuminen oligonukleotidissa

Lonnberg  tutkimusryhmineen®®  tutki  5-kloorimerkuri-2’-deoksisytidiinin (1)
eméspariutumista myos oligonukleotidissa. Merkuroidun oligonukleotidin (ON1c-Hg)
hybridisaatiota merkuroimattomien vastinjuosteiden (ON2a, ON2¢, ON2g ja ON2t)
kanssa tutkittiin UV-sulamislampdtilamittausten avulla. UV-
sulamisldmpotilamittauksissa  kaksoisjuosteen — denaturoituminen havaitaan UV-
absorption kasvuna ldmpdtilan noustessa. Vastinjuosteet olivat sekvenssiltdédn muuten
samanlaiset, mutta yhdisteen 1 vastinemds oli jokaisessa juosteessa eri (Taulukko 1).

Mittauksia varten valmistettiin néytteet, joissa oligonukleotidi ON1-Hg (3,0 uM) oli
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livotettu eri ON2-oligonukleotidien (3,0 uM) kanssa 20 mM
kakodylaattipuskuriliuokseen (pH 7,4) ja liuosten ionivahvuus oli sdiadetty 0,1-
molaariseksi natriumperkloraatin avulla. UV-sulamislampdtilamittauksissa
oligonukleotidien absorbanssi mitattiin aallonpituudella 260 nm ja mittaukset tehtiin 10—
90 °C:ssa. Vastaavat sulamisldmpotilamittaukset tehtiin myds merkuroimattomalle

oligonukleotidille ON1¢ vertailun vuoksi.>*

Taulukko 1. Tutkimuksessa kéytettyjen oligonukleotidien sekvenssit. C™ tarkoittaa 5-

metyylisytosiinia ja C'¢ 5-kloorimerkurisytosiinia (1). Punaisella merkitty emis on eri

jokaisessa sekvenssissi.>

ONlc 5°-C™ GAGC™ CC" TGGC™ -37
ONlc-Hg | 5-C"GAGC™CHeC™ TGGC™ -3’
ON2a 5’-GCCAGAGCTCG-3’

ON2c 5-GCCAGCGCTCG-3’

ON2g 5’-GCCAGGGCTCG-3’

ON2t 5’-GCCAGTGCTCG-3’

Tutkimuksessa selvisi, ettd yhdisteen 1 sisdltdvé oligonukleotidi sitoutui voimakkaimmin
juosteeseen, jossa vastinemdksend oli tymiini. Tdiméin ON1c-Hg:ON2t-kaksoiskierteen
sulamisldmpotila oli ldhes yhtd korkea kuin merkuroimattoman ON1le:n ja ON2g:n
muodostaman kaksoiskierteen, jossa sytosiini on pariutunut tavallisella Watson-Crick-
emdspariutumisella guaniiniin, sulamisldmpétila. Todistaakseen, etti ON1c-Hg:ON2t-
kaksoiskierteen = pysyvyys johtui nimenomaan yhdisteen 1 ja tymiinin
elohopeavilitteisestd emaspariutumisesta, tutkimusryhmai toisti
sulamisldmpoétilamittaukset niin, ettd niytteessd oli mukana merkaptoetanolia (30 uM).
Merkaptoetanoli koordinoituu yhdisteessd 1 olevaan elohopeaioniin, jolloin elohopea ei
pysty endd muodostamaan koordinaatiosidosta tymiinin kanssa. Merkaptoetanolin ldsna
ollessa havaittiinkin, ettd ONle-Hg:ON2t-kaksoiskierteen sulamisldampdétila laski
merkittavisti, mika todisti kaksoiskierteen pysyvyyden johtuvan

elohopeaionivilitteisesti eméspariutumisesta.>*

Tutkimuksessa havaittiin myos, ettdi ON1c-Hg:ON2g-kaksoiskierteen sulamisldmpoétila
oli alhaisempi kuin merkuroimattoman ON1c:ON2g-kaksoiskierteen sulamislampdatila.
Kiinnostavaa oli kuitenkin se, ettd merkaptoetanolin 14snd ollessa ON1c-Hg:ON2g-
kaksoiskierteen sulamislampdétila oli 1dhes yhtd korkea kuin ON1e:ON2g-
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kaksoiskierteen sulamisldmpétila. Tamé johtui siitd, ettd kun elohopeaionin
koordinoituminen vastinemékseen estettiin merkaptoetanolilla, eméspariutuminen
tapahtui  jdlleen =~ Watson-Crick-emédspariutumisen kautta. Merkuroiduista
kaksoiskierteistd alhaisin sulamisldmpdétila oli ON1c-Hg:ON2a-kaksoiskierteelld ja
toisiksi alhaisin ON1c-Hg:ON2c-kaksoiskierteelld. Kaksoiskierteiden sulamislampdtilat

ovat sopusoinnussa NMR-titrauksilla saatujen pysyvyysvakioiden kanssa.>*

1.3. DNA-templatoidut reaktiot

Templatoitujen kemiallisten reaktioiden historia juontaa juurensa aina eldmin alkuajoille
asti. Tastd inspiroituneena oligonukleotideja onkin myShemmin kéytetty templaattina
erilaisille reaktioille, kuten esimerkiksi nukleofiilisille substituutio-, kondensaatio- ja
sykloadditioreaktioille. Nukleiinihappotemplatoituja reaktioita voidaankin hyddyntid
erilaisten toimintojen ohjaamiseen aina pienmolekyylisynteesistd nukleiinihappojen
tunnistukseen sekd nukleiinihappopohjaiseen kokoamiseen. DNA:n lisdksi templaattina

voidaan kiyttii RNA:ta tai ndiden synteettisii analogeja.¢

Bimolekulaarisen reaktion nopeuteen vaikuttaa, kuinka todennékdisesti reaktioon
osallistuvat reagenssit torméévit toisiinsa sekd reagoivien orbitaalien avaruudellinen
suuntautuminen térmiyksen aikana. Bimolekulaariset reaktiot ovatkin voimakkaasti
konsentraatioriippuvaisia, silld korkeammissa konsentraatioissa reagenssien tormdys
toisiinsa on todennikdisempdd kuin alhaisemmissa konsentraatioissa.’’” DNA-
templatoidussa reaktiossa DNA-juosteen kanssa komplementaariset reagenssit
hybridisoituvat samaan DNA-juosteeseen, minkd seurauksena niiden paikallinen

konsentraatio ja niin ollen reaktionopeus kasvavat.*®3

Nukleiinihappotemplatoidut reaktiot voidaan jakaa karkeasti kolmeen eri kategoriaan:
templatoitu  juosteiden vilinen sitoutuminen, templatoitu juosteiden vélinen
ligaatioreaktio sekd templatoitu transformaatio (Kuva 9). Templatoidussa juosteiden
vilisessd sitoutumisessa kahden komplementaarisen juosteen vilille muodostuu
kovalenttinen sidos. Templatoidussa juosteiden vélisessd ligaatioreaktiossa templaatin
kanssa komplementaariset reagenssit sitoutuvat samaan templaattiin, minkd ansiosta
reagenssien reaktiiviset osat sijoittuvat ldhelle toisiaan mahdollistaen niiden vélisen
ligaatioreaktion. Yleensd syntyvélld ligaatiotuotteella on suuri affiniteetti templaattiin,
mutta tuote saadaan irrotettua templaatista esimerkiksi I&mmoén avulla. Myds
templatoidussa transformaatiossa templaatti auttaa tuomaan reagenssien reaktiiviset osat
lahekkdin mahdollistaen reaktion tapahtumisen. Tdssa tapauksessa ei kuitenkaan tapahdu

ligaatiota.*®
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Kuva 9. (a) Templatoitu juosteiden vélinen sitoutuminen; (b) templatoitu juosteiden

vilinen ligaatioreaktio; (c) templatoitu transformaatio. Kuva mukailtu lihteesti >°.

Ensimmadiset DNA-templatoidut ligaatioreaktiot keskittyivit 1dhinnd fosfodiestereiden
muodostamiseen. Naissd ensimmadisissi DNA-templatoiduissa reaktioissa hyodynnettiin
vain muutamia kemiallisia reaktioita. Myohemmin DNA-templatoiduissa reaktioissa on
hyoddynnetty useita erilaisia reaktioita, mikd on mahdollistanut niiden kdyton useissa
erilaisissa  sovelluskohteissa, kuten esimerkiksi sensoreissa, lddkeaineiden
kuljettamisessa, ohjelmoiduissa monivaiheisissa synteeseissd sekd kemiallisten

kirjastojen luomisessa.*®

1.3.1. Tioeetterin muodostuminen

Liu tutkimusryhmineen®

olivat yksid edelldkdvijoitdi DNA-templatoidun synteesin
saralla. Vuonna 2001 he raportoivat DNA-templatoidusta tioeetterin valmistuksesta niin
tavallisessa DNA-kaksoiskierteessd kuin hiuspinnirakenteessa (Kuva 10). Tutkimuksessa
sekd hiuspinniin ettd yksijuosteiseen DNA:han liitettiin elektrofiilinen maleimidi, joka
reagoi komplementaariseen DNA-juosteeseen liitetyn tiolin kanssa muodostaen
tioeetterin. Vastaavaa reaktiota tutkittiin myos sellaisilla DNA-juosteilla, jotka eivit
olleet komplementaarisia toistensa kanssa. Tallgin tioeetterin muodostumista ei havaittu.
o,p-Tyydyttyméttomien karbonyyliyhdisteiden Michael-additioreaktion lisdksi DNA-
templatoitua synteesid kokeiltiin myos vinyylisulfonien Michael-additioreaktiolla seka
Sn2-substituutioreaktiolla. Nukleofiileind kokeiltiin tiolien liséksi primaarisia amiineja ja
elektrofiileind maleimidin liséksi jodiasetamidia, bromiasetamidia sekd vinyylisulfonia.
Kaikki tutkitut DNA-templatoidut reaktiot tapahtuivat hyvilla saannoilla sekd hyvilla

selektiivisyydelld.>”
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Kuva 10. DNA-templatoitu tioeetterisynteesi (a) DNA-kaksoiskierteen piaissd; (b)

hiuspinnirakenteessa. Kuva mukailtu lihteesti *°

Tutkimuksessa havaittiin myos, ettdi DNA-templatoitu synteesi on ldhes riippumaton
reagoivien funktionaalisten ryhmien vilisestd etdisyydestd. Tioliryhmén ja
maleimidiryhmén viéliin voitiin liittdd jopa 30 emaéstd ja ryhmit reagoivat silti toistensa
kanssa muodostaen tioeetterin. Tdmi viittaa sithen, ettd reagenssien paikallisen
konsentraation kasvu vaikuttaa enemmin DNA-templatoidun reaktion tapahtumiseen

kuin hybridisaation aikaansaamaa funktionaalisten ryhmien kohdennus.?”-*

1.3.2. Atsidi-alkyyni sykloadditio (Click-reaktio)

Click-reaktioksi kutsutaan sellaista reaktiota, jossa kaksi molekyylid liittyy yhteen
selektiivisesti niin, ettd reaktion saanto on korkea eikd reaktiossa juurikaan synny
sivutuotteita. Kuparikatalysoitu atsidi-alkyyni sykloadditioreaktio (CuAAC) on yksi
tallaisista Click-reaktioista (Kuva 11a). CuA AC-reaktiossa terminaalinen alkyyni reagoi
alifaattisen atsidin kanssa 1,3-dipolaarisella sykloadditioreaktiolla muodostaen 1,4-
disubstituoidun 1,2,3-triatsolin kuparin katalysoidessa reaktiota. CuAAC-reaktiolla on
monia sovelluskohteita eri kemian osa-alueilla. CuAAC-reaktiota on hyddynnetty
esimerkiksi aminohappo-triatsoli-johdannaisten, syklisten peptidien ja nukleotidien
valmistamisessa. Lisdksi reaktiota voidaan hyddyntia peptidien yhteen liittdmisessa, silla

muodostuva triatsolisidos vastaa ominaisuuksiltaan peptidisidosta.*’

Vuonna 2010 Winssinger tutkimusryhmineen*' tutkivat, olisiko PNA-juosteita
mahdollista liittda toisiinsa sekd DNA-templaattia ettd CuA AC-reaktiota hyddyntdmalla.

Peptidinukleiinihapot (PNA) ovat luonnollisten oligonukleotidien peptideistd koostuvia
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keinotekoisia analogeja. Tutkimusryhmé valmisti alkyyniryhmén sisdltavid PNA-
juosteita ja  atsidiryhmén sisdltdvid PNA-juosteita. PNA-juosteiden kanssa
komplementaarisen DNA-templaatin avulla PNA-juosteet sitoutuivat toisiinsa
spesifisesti. Ligaatioreaktiota ei havaittu, kun toinen PNA-juosteista ei ollut
komplementaarinen DNA-templaatin kanssa. Tutkimustulosten perusteella CuAAC-
reaktiota voidaan hyddyntdd PNA-juosteiden yhteen liittimisessé DNA-templaatin

avulla.*!

DNA-templatoidun CuAAC-reaktion rajoitteena on kuitenkin katalyyttind toimiva
kupari. Kupari voi muodostaa reaktiivisia happiradikaaleja, jotka hapettavat
nukleiinihappoja.®® Lisiksi kuparijdéimit voivat aiheuttaa mydhemmin ongelmia
valmistettujen molekyylien sovelluskohteissa, silld kupari on myrkyllinen jo pienind
pitoisuuksina.’®*? Tisti syysti DNA-templatoidulle CuA AC-reaktiolle on kehitetty myos
metalliton vaihtoehto. SPAAC-reaktio on kuten CuAAC-reaktio, mutta tdssi reaktiossa
ei tarvita katalyyttind toimivaa kuparia (Kuva 11b), minkd vuoksi se sopii CuAAC-
reaktiota paremmin DNA-templatoituihin reaktiothin. SPAAC-reaktiossa reaktioon
osallistuva kolmoissidos on osana 8-rengasrakennetta. Rengasjidnnityksen vuoksi
molekyylin perustila on epdvakaampi kuin reaktion transitiotila, mink& vuoksi
pienirenkaiset sykloalkyynit reagoivat nopeammin kuin sellaiset alkyynit, joissa

rengasjinnitysti ei ole. *>*

(@)

R
N

R-N, + =R Cu(l), ligandi _ NNJZ

R.

(b) R
N

R Rengasjannitys - '
R-N; + N Y R
N

Kuva 11. (a) CuAAC-reaktio; (b) SPAAC-reaktio. Kuva mukailtu lihteesti *°.
1.3.3. Aldolikondensaatio

DNA-templatoitua synteesid on hyddynnetty myds kondensaatioreaktioissa. Huang ja
Coull* raportoivat vuonna 2008 tavan valmistaa hemisyaniiniviriainetta kahdesta DNA-
juosteesta, joista toinen oli p-aminobentsaldehydin ja toinen indoliniumin johdannainen
(Kuva 12). Katalyyttini reaktiossa kiytettiin diamiinia.** Reaktiota seurattiin

fluoresenssin avulla, silld kumpikaan reaktion ldhtdaineista ei ole fluoresoiva, kun taas
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reaktiotuote on voimakkaasti fluoresoiva.’¢

Hemisyaniiniviriaineen muodostumista
tutkittiin kahdella erilaisella DNA-kaksoiskierteelld. Toinen ndistd muodostui, kun kaksi
komplementaarista DNA-juostetta, joissa toisen pédssid oli p-aminobentsaldehydi ja
toisen padssd indoliniumioni, hybridisoituivat toistensa kanssa. Témdn seurauksena
kondensaatioreaktion ldhtoaineet sijoittuivat molemmat DNA-kaksoiskierteen padhin.
Toinen DNA-kaksoiskierre valmistettiin niin, ettd p-aminobetsaldehydin ja indoliniumin
sisdltdmédt DNA-juosteet olivat suunniteltu komplementaarisiksi DNA-templaatin kanssa.
Molempien juosteiden hybridisoituessa DNA-templaattiin reaktiiviset ryhmaét asettuivat

DNA-kaksoiskierteen keskelle. Molemmissa tapauksissa fluoresenssia havaittiin vain,

kun juosteet olivat tiysin komplementaarisia toistensa tai DNA-templaatin kanssa.**

\
N CHO
H
DNA N~<_/

O
H |
NT(\/\/W
(e} Br

Kuva 12. Hemisyaniinin muodostuminen. Kuva mukailtu lihteesti 4.

H ~ \
N N N \
J ' \
_ DNA —N N*
o
N
O H

1.3.4. N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatio

Glykosylaatioreaktioksi kutsutaan reaktiota, jossa hiilihydraatti liittyy kovalenttisesti
anomeerisesta hiilestdéin toisen molekyylin funktionaaliseen ryhmédin muodostaen
glykosidisidoksen. Tdmi funktionaalinen ryhmi voi olla esimerkiksi hydroksyyli-,
amino- tai tioliryhmi.* Elektrofiilistid hiilihydraattia kutsutaan glykosyylidonoriksi ja
nukleofiilisen funktionaalisen ryhmin siséltivdd molekyylid glykosyyliakseptoriksi.
Glykosylaatioreaktiossa muodostuu stereogeeninen keskus, minkd vuoksi reaktiossa voi
muodostua seki a- ettd f-diastereomeerit. Reaktiossa sokerin anomeerisen hiilen ja sithen
kiinnittyneen ldhtevdn ryhmén vilinen sidos katkeaa ldhtevdn ryhméin reagoidessa
aktivaattorin kanssa. Vilituotteena muodostuva karbokationi voi reagoida nukleofiilisen
glykosyyliakseptorin kanssa Sn1-mekanismilla. Nukleofiili voi hydkéata karbokationiin
kahdelta eri puolelta, minkd seurauksena voi muodostua joko a- tai f-anomeeri (Kaavio
1).*¢ Niisti kahdesta mahdollisesta tuotteesta a-anomeeri on pyranosideilla usein
termodynaamisesti stabiilimpi, silld renkaan happiatomin vapaa elektronipari voi
delokalisoitua anomeerisen hiilen ja sithen liittyneen, aksiaalisessa asemassa olevan,
substituentin viliselle 6 -orbitaalille. T#td kutsutaan anomeeriseksi efektiksi. Toisaalta

taas suuren substituentin on helpompi liittyd ekvatoriaaliseen asemaan, jolloin ei synny
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epdedullisia 1,3-diaksiaalisia vuorovaikutuksia liittyvén substituentin ja muiden sokerissa

olevien substituenttien vilille.*¢*’

N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatiolla tarkoitetaan reaktiota, jossa sokeri liitetddn N(Me)-
amino-oksiryhmén kautta toiseen molekyyliin. Tadssd glykosylaatioreaktiossa N(Me)-
amino-oksiryhmén typpi ja sokerimolekyylin anomeerinen hiili reagoivat muodostaen
N(Me)-alkoksiaminoglykosidisidoksen (Kaavio 1). Reaktio on kemoselektiivinen ja
reaktiotuotteissa havaitaan selked anomeerinen selektiivisyys: f-anomeeri on
vallitsevampi muoto.*® Reaktiota on hyddynnetty muun muassa useiden erilaisten

glykokonjugaattien ~ valmistuksessa®, detektiomenetelmissda*® ja  lidkeaineiden

kohdentamisessa oikeaan paikkaan®!'>2.

0 —-— OH OH 2
HO% HO HO '
HO OH HO -0 HO < R,
OH OH
OHOH,*
OH OH H
! OR :
(e} |+2 (0]
HO
HO™ LN - i Y H
OH 1 OH 2
R “OR,
OH OH
O OR, 0
HO . HO
HO N, HO
OH Ry OH,
R “OR,
S-anomeeri a-anomeeri

Kaavio 1. Alkoksiamiiniglykosylaatioreaktion mekanismi. Kun R = metyyli, kyseessd

on N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatioreaktio. Kuva mukailtu lihteestd *°.

N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatio on nopeimmillaan lievésti happamissa olosuhteissa
(pH 4-5,5). Taméd pH-alue suosii sekd alkoksiamiinin nukleofiilistd hyokkaystd ettd
vesimolekyylin  irtoamista  tetraedrisesti  vilituotteesta.**  Muodostuvaa  N-
glykosidisidosta voidaan kontrolloida pH:n avulla, silld sidos on dynaaminen pH:ssa 5 ja
lahes staattinen pH:n ollessa 7. Reaktiotuotteina syntyvét N-alkoksiaminoglykosidit ovat
vastaavasti stabiileja neutraalissa pH:ssa. Edelld mainittujen ominaisuuksiensa ansiosta
N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatiota =~ voidaan hyodyntdd muun muassa pH-
kontrolloidussa DNA-templatoidussa ligaatioreaktiossa. Watson-Crick-emésparit ja ndin

ollen DNA:n tavallisimmat sekundéérirakenteet ovat suhteellisen pysyvid vield pH:ssa 5.
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Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu, ettd hiuspinnirakenteessa = N(Me)-
alkoksiamiiniglykosylaatioreaktion nopeus ja tasapainosaanto kasvavat huomattavasti

verrattuna reaktioon, jossa DNA-templaattia ei kdytetd.'*

Virta tutkimusryhmineen'* raportoi ensimmiisini DNA-templatoidusta N(Me)-
alkoksiaminiiglykosylaatioreaktiosta. He tutkivat 5"-O-(metyyliamino)tymidiinin (2) ja
D-glukoosin (3) vilisen N-glykosylaatioreaktion nopeutta ja tasapainosaantoa sekd DNA-
templaatilla ettd ilman. Ensin he tutkivat ligaatiota ilman DNA-templaattia. Yhdiste 2
(5,0 mM) liuotettiin D-glukoosin (3; 10 mM) kanssa natriumasetaatti- tai 2-(N-
morfolino)etaanisulfonihappopuskuriliuoksiin, joiden pH-arvot olivat 4, 5 ja 6.
Nayteliuosten ionivahvuus oli sdddetty natriumkloridilla 0,1-molaariseksi ja mittaukset
suoritettiin 24 °C:ssa. N-glykosylaatioreaktion nopeus sekd tasapainovakio mairitettiin
jokaisessa pH:ssa RP-HPLC:n avulla. Tutkimuksessa havaittiin, ettd pH:ssa 4 reaktion
puoliintumisaika oli yli 74-kertaa lyhyempi ja tasapainosaanto laskenut ldhes 17 %
verrattuna reaktioon pH:ssa 6 (Taulukko 2). Jokaisessa reaktiossa havaittiin vain f-

anomeeria.'*

Taulukko 2. 5’-O-(metyyliamino)tymidiinin (2) ja D-glukoosin (3) vélisen N-

glykosylaatioreaktion puoliintumisaika, tasapainosaanto, anomeerien suhde ja

tasapainovakio eri pH-arvoissa'*

o) o)
OH
E'AJN: TLJN:
HO
“NH NS0 OH HO Q NS0
o + HO ° ¢ OH™N-ON
—_—
Ho oOH —— |
OH

OH OH
2 3 4
Tasapainosaanto plo Tasapainovakio,
pH fo,5 (%) -suhde K (L mol™)
4 30,8 0,8 h 25,0 1:0 38,1
5 223+ 8h 35,1 1:0 65,6
6 95,6 +4,0d 41,6 1:0 89,9

Tutkiakseen DNA-templaatin vaikutusta ligaatioon tutkimusryhmd valmisti kaksi
erilaista oligonukleotidia. He syntetisoivat 5’-O-(metyyliamino)tymidiinistd (2)

vastaavan fosforamidiitin (17, Kaavio 5), jonka he liittivét hiuspinni-oligonukleotidin 5°-
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padhin (ON1, Taulukko 3). Toisen, lyhyemmén, oligonukleotidin 3 -pd&héan liitettiin D-
glukoosi (ON2, Taulukko 3). Oligonukleotidit ON1 (10 uM) ja ON2 (20 uM) liuotettiin
0,1 molaariseen natriumasetaattipuskuriliuokseen (pH 5), jonka ionivahvuus oli sdadetty
natriumkloridilla ~ 0,1-molaariseksi.  Ligaatioreaktiota  seurattiin =~ 24  °C:ssa

ioninvaihtokromatografisesti.'*

Taulukko 3. Tutkimuksessa kiytettyjen oligonukleotidien sekvenssit'*

ON1 | 5'-N(Me)-TCGCGATCGCGATGGTACGAATT-3"
ON2 | 3-Glu-CCATGCTTAA-5’

Ioninvaihtokromatografian ja massaspektrometrian perusteella ligaatiotuotteen mééran
havaittiin kasvavan ja ldhtoaineiden ON1 ja ON2 méairin pienenevén 45 tunnin aikana.
Havaitulle DNA-templatoidulle = N-glykosylaatiolle (Kaavio 2) maédéritettiin
puoliintumisaika, joka oli 17,7 £ 1,4 h seké tasapainosaanto, joka oli noin 40 %. Mikili
oligonukleotidien viélistd ligaatiota voitaisiin késitelld bimolekulaarisena reaktiona, ndméa
tutkimustulokset vastaisivat 6300-kertaista nopeuden nousua ja noin 1000-kertaista
tasapainosaantoa verrattuna 5’-O-(metyyliamino)tymidiinin (2) ja D-glukoosin (3)
viliseen reaktioon. DNA-templatoitu N-glykosylaatio on kuitenkin ldhempéna
intramolekulaarista reaktiota, silld oligonukleotidit ON1 ja ON2 hybridisoituvat ensin
toistensa kanssa tuoden D-glukoosin anomeerisen hiilen ja N(Me)-amino-oksiryhmén
lahelle toisiaan, jolloin ligaatioreaktio on mahdollinen. Intramolekulaarisen
ligaatioreaktion nopeus sekéd tasapainovakio ovat riippuvaisia konsentraation sijaan D-
glukoosin ja N(Me)-amino-oksiryhmédn ldheisyydestd, minkd vuoksi reaktion tarkan

nopeusvakion mérittiminen on hankalaa.'

o)
o) o)
NH . 1.0 ey
3 /P\ 3 g :
HN \leo -:0” o oPo
: o) o
O + B —
HO — /
O HMOH HQMN\ 5
OH OH O--
o)
O:F:,_ o ON2 L(ON1-ON2)
°
ONI1

Kaavio 2. Oligonukleotidien ligaatioreaktio.'*
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Ligaatioreaktioiden lisiksi Virta'* tutki myds ligaatiotuotteiden hajoamista. Eristetty
ligaatiotuote (L(ON1-ON2); 10 uM) liuotettiin natriumasetaattipuskuriliuokseen (0,1 M,
pH 5). Tutkimuksessa havaittiin ligaatiotuotteen hajoaminen takaisin ldhtdaineiksi ON1

ja ON2 ja hajoamisreaktiolle mééritettiin puoliintumisajaksi 11,8 = 1,0 h.'4

1.4. Metalli-ionivilitteinen emédspariutuminen DNA-templatoidussa reaktiossa
Tassd tutkimuksessa valmistettiin  5-merkuri-2’-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosi (185,
Kaavio 4) sekd joukko N(Me)-alkoksiamiinioligonukleotideja. Tutkimuksen tavoitteena
oli selvittdd, kuinka nopeasti 5S-merkuri-2"-deoksisytidylyyli-3°,6-glukoosi (15) sitoutuu
oligonukleotidiin N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatiolla eri pH-alueilla ja vaikuttaako
elohopeavilitteinen emaéspariutuminen reaktion nopeuteen ja tasapainoon. Lisdksi

tavoitteena oli tutkia merkuroidun sytidiinin affiniteettia eri vastinemaiksiin.

2. Tulokset ja niiden tarkastelu

2.1. Dimeerin synteesi

Alkuperdisen suunnitelman mukaan N(Me)-amino-oksiryhma olisi liitetty merkuroidun
2’-deoksiuridiinin  5’-hiileen (Kaavio 3) ja N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatioon
tarvittava glukoosiosa oligonukleotidin 3’-pddhdn. Tdma suunnitelma ei kuitenkaan
toiminut, silld merkuroitaessa 5’-O-(metyyliamino)uridiinia (8) ei havaittu lainkaan
haluttua tuotetta 9, vaan reaktion ldhtdainetta 8 (m/z 258, [M+H]") sekd reaktiossa
muodostunutta sivutuotetta, joka ei sisdltdnyt lainkaan metyyliryhméd (m/z 244, [M-
Me]"). Lisdksi reaktioastian pohjalle oli muodostunut metallista elohopeaa.
Metyyliryhmén irtoaminen selittyy N(Me)-amino-oksiryhmédn hapettumisella takaisin
oksiimiksi, joka on myohemmin hydrolysoitunut. Pédteltiin, ettd N(Me)-amino-
oksiryhma on hapettuessaan pelkistidnyt elohopeaionit. Tdmén seurauksena merkurointi

epdonnistui ja reaktioliuos havitettiin.
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Kaavio 3. Alkuperdinen synteesisuunnitelma. (i) NONPhth, PhsP, DEAD, DMF; (ii)
NH>NH; - CH3COOH, CH>O, DMF; (iii)) NaCNBH3, EtOH; (iv) Hg(OAc)2, H20.

Uudessa  suunnitelmassa  glukoosiosa  liitettiin ~ merkuroituun  sytidiiniin
fosfodiesterisidoksella (Kaavio 4) ja N(Me)-alkoksiamiini puolestaan oligonukleotidin
5’-pddhdan. Suunnitelman muuttuessa myos nukleosidin emds vaihdettiin urasiilista
sytosiiniin.
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Kaavio 4. 5-Asetoksimerkuri-2’-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosin (15) synteesi. (i) TrCl,
(CH3CO)20, Pyridiini; (ii)) TFA, H>O, DCM; (iii) dC-CE-fosforamidiitti, 5-
(bentsyylitio)-1H-tetratsoli, ACN; (iv) THF/H2O/Pyridiini/I2, 90,54:9,05:0,41:0,43
(vv/v/w); (v) NH4OH; (vi) CH3COOH, H2O; (vii) Hg(OAc)2, AcONa, D2O.
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Lahtdaineen, D-(+)-glukoosin (3), hydroksyyliryhmaét suojattiin kdsittelemilld se ensin
trityylikloridilla ja sitten etikkahappoanhydridilld kuivassa pyridiinissd. Glukoosin
primddrinen 6-OH  suojattiin  trityyliryhmélld ja loput hydroksyyliryhmét
asetyyliryhmélld. Muodostuneesta 6-trityyli-D-glukoosi-1,2,3,4-tetra-asetaatista (10)
poistettiin trityylisuojaus trifluoroetikkahapolla vesi/dikloorimetaaniliuoksessa (1:20,
v/v). Reaktiotuotteena syntynyt D-glukoosi-1,2,3,4-tetra-asetaatti (11) reagoi
typpiatmosfadrissd ~ dC-CE-fosforamidiitin =~ kanssa  5-(bentsyylitio)-1H-tetratsolin
toimiessa reaktion aktivaattorina. Vilituotteena saatu fosfiittitriesteri hapetettiin
THF/H2O/pyridiini/I>-seoksella (90,54:9,05:0,41:0,43 (v/v/v/w)). Synteesin seuraavassa
vaiheessa (1,2,3,4-Tetra-O-asetyyliglukos-6-yyli)-(2-syanoetyyli)-[N°-bentsoyyli-5"-O-
(4,4’ -dimetoksitrityyli)-2"-deoksisytidin-3"-yyli|fosfaatista (12) poistettiin emadslabiilit
suojaryhmit ammoniakin 25 %:lla vesiliuoksella. Reaktioliuokseen lisdttiin 10 ml
metanolia  yhdisteen  liukenemisen  edistdmiseksi.  Lopuksi myds  4,4'-
dimetoksitrityyliryhmi poistettiin = 5"-O-(4,4"-dimetoksitrityyli)-2 "-deoksisytidylyyli-
37,6-glukoosista  (13) etikkahapolla.  Synteesin  viimeisessd  vaiheessa 2’-
deoksisytidylyyli-3’,6-glukoosi (14) merkuroitiin. Yhdiste 14 liuotettiin D2O:hon
natriumasetaatin ja elohopea-asetaatin kanssa 50 °C:ssa. Reaktiota seurattiin 'H-
NMR:1l4. Kun reaktion oli todettu menneen loppuun, ylimiardinen elohopea saostettiin
reaktioliuoksesta natriumkloridilla. 'H-, 1*C- ja *'P-NMR-spektrien sekii massaspektrin
perusteella reaktiossa havaittiin muodostuneen oikeaa yhdistettd 15. Synteesin tarkempi

kuvaus on esitetty tutkielman osiossa 4.

2.2. 5’-O-(Metyyliamino)tymidiinin fosforamidiittirakennuspalikan synteesi

(0] 0] (0]
NH NH NH
FmocN FmocN
(1) 11
(0] ( ) (0]
P\ /\/CN

2 16 N °
17

Kaavio 5. 5'-O-(Metyyliamino)tymidiinin fosforamidiittirakennuspalikan (17) synteesi.
(1) FmocCl, K>CO;, H>0, dioksaani; (11) 2-syanoetyyli-N, N-di-
isopropyylifosforamidokloridiitti, Et:N, DCM.

22



N(Me)-amino-oksiryhmén sisdltdvad tymidiini ja vastaava fosforamidiittirakennuspalikka
(17) syntetisoitiin aiemmin julkaistun proseduurin mukaan (Kaavio 5).'* Synteesi
aloitettiin aiemmin valmistetun 5’-O-(metyyliamino)tymidiinin (2) puhdistamisella.
Synteesin  seuraavassa vaiheessa N(Me)-amino-oksiryhméd suojattiin ~ Fmoc-
suojaryhmalld. Yhdiste 2 liuotettiin kaliumkarbonaatin ja FmocCl:n kanssa
vesi/dioksaani-liuokseen  (1:1, v/~v). Reaktiossa muodostuneen 5'-O-[N-(9-
fluorenyylimetoksikarbonyyli)metyyliamino]tymidiinin (16) 3"-OH-ryhmé fosfityloitiin
synteesin viimeisessi vaiheessa. Tolueenista haihduttamalla kuivattu 16 liuotettiin argon-
ilmakehéssd kuivaan dikloorimetaaniin. Liuos tehtiin eméksiseksi kalsiumhydridilla
kuivatulla trietyyliamiinilla, minka jdlkeen reaktioliuokseen liséttiin 2-syanoetyyli-V,/N-
di-isopropyylifosforamidokloridiitti. Synteesin lopputuotteen 17 todettiin 'H-NMR:n

perusteella olevan tarpeeksi puhdasta oligonukleotidien synteesiin.

2.3. Oligonukleotidien synteesi
Oligonukleotidit ON1-ON4 (Taulukko 4) syntetisoitiin 1 pmol skaalassa kaupallisista
DNA-fosforamidiittirakenneyksikdistd, syntetisoidusta fosforamidiittirakenneyksikosta

(17) seka adeniinikantajasta.

Oligonukleotidit ON1-ON4 syntetisoitiin kaiken kaikkiaan kahteen kertaan.
Ensimmadiselld kerralla ON1-ON4 syntetisoitiin kokonaan valmiiksi fosforamidiitin (17)
kanssa, mutta ammonolyysin jidlkeen massaspektreissd ndkyi oikeiden oligonukleotidien
lisdksi my0Os tuntemattomia, odotettua raskaampia, massoja. Epdiltiin, ettd kaikki
oligonukleotideissa kiinni olleet suojaryhmat eivit olisi irronneet ammonolyysin aikana,
joten ON1-ON4 laitettiin ammonolyysiin uudelleen. Toisen ammonolyysin jilkeen
massaspektreissd ndkyi samoja massoja kuin edelliselldkin kerralla, mutta ndiden lisdksi
jokaisessa oligonukleotidissa havaittiin [M-3H]*" -ionissa m/z-arvon lasku -9, eli
oligonukleotideista oli lohjennut -27. Epdiltiin, ettd yhdiste 17 olisi hajonnut toisen

ammonolyysin aikana.

Toisella kerralla oligonukleotidit ON1-ON4 syntetisoitiin ensin ilman 5 -paidn muokattua
fosforamidiittirakenneyksikkéd (17), jonka jdlkeen pieni ndyte kutakin irrotettiin
kantajasta ammoniakin 25 %:lla vesiliuoksella 55 °C:ssa ja analysoitiin
massaspektrometrisesti synteesin onnistumisen varmistamiseksi. Kun ON1-ON4
synteesi ilman fosforamidiittia 17 oli todettu massaspektrien perusteella onnistuneeksi,
17 liitettiin oligonukleotideihin DNA/RNA-syntetisaattorilla, ON1-ON4 irrotettiin
kantajista ammonolyysilld ja puhdistettiin RP-HPLC:lIla. Oligonukleotidien ON1-ON4

puhdistaminen oli vaikeaa, silld raakatuotteissa oli mukana myds sellaisia
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oligonukleotideja, joissa fosforamidiittirakenneyksikkdd 17 ei ollut kiinni lainkaan.
Koska tdllaiset oligonukleotidit olivat vain yhden monomeerin verran lyhyempiéd kuin
halutut oligonukleotidit, niiden erottelu toisistaan oli RP-HPLC:1la hankalaa. Lyhyempaa
oligonukleotidia oli kuitenkin selkedsti vihemman néytteissd, jotka olivat puhdistettu RP-
HPLC:lla useampaan kertaan. Koska oligonukleotidien puhdistaminen vaati useamman
puhdistuskerran, niiden saannot jaivat alhaisiksi. Oligonukleotidia ON3 ei saatu tarpeeksi

puhtaaksi ligaatiotutkimuksia varten tyohon varatun ajan puitteissa.

Taulukko 4. Syntetisoitujen oligonukleotidien sekvenssit

(0]
NH
ON1 | 5'-XCGCGATCGCGATAGTA-3’ P \fk P
Hl}l N O
ON2 | 5-XCGCGATCGCGATGGTA-3’ x= O- o
ON3 | 5-XCGCGATCGCGATCGTA-3’ N
I/O
- /P‘/\
ON4 | 5-XCGCGATCGCGATTGTA-3’ o -

2.4. Ligaatiotutkimukset
Oligonukleotidin ON2 sekd S-merkuri-2-deoksisytidylyyli-3°,6-glukoosin (15) vélisti
ligaatioreaktiota (Kuva 13) tutkittiin anioninvaihtokromatografialla pH:ssa 5,5 ja 6,0

huoneenlampdétilassa.

NH,

AcOHg!l A N
Tl

5’. x HO ()

X = N = A/C/G/T

3. N 0=P-C

0
B
ﬁo > r»fa

Kuva 13. Valmistettujen hiuspinnien oletettu rakenne ligaation tapahduttua.

5-Merkuri-2’-deoksisytidylyyli-3°,6-glukoosi (15; 10 uM) ja ON2 (10 uM) liuotettiin 20
mM kakodylaattipuskuriliuoksiin (pH 6 ja 5,5), joiden ionivahvuus oli 0,1 M (sdéddetty 1
M NaClOgs-liuoksella). Reaktioliuokset suojattiin valolta. Jotta voitiin tutkia elohopean
vaikutusta oligonukleotidin ja merkuroidun sytidiinin véliseen ligaatioreaktioon,

vastaavat  reaktioliuokset  valmistettiin  my0s merkuroimattomasta  sytidiini-
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glukoosidimeeristd (14) ja oligonukleotidista ON2. Néiden liséksi ioninvaihto-HPLC:1la
analysoitiin vastaavat ndytteet my0s pelkdstd oligonukleotidista ON2 (2 uM) ja
yhdisteestd 15 (2 uM) 4 mM:ssa kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 6,0), jonka
ionivahvuus oli 0,02 M (1 M NaClOs-liuoksella sdédetty).

Ioninvaihto-HPLC-kromatogrammeissa l&dhtdaineen ON2 piikki eluoitui noin 8 min
kohdalla (Kuva 14). Ligaatiotuote eluoitui olkapdand tdmén piikin jélkeen.
Kromatogrammeista integroitiin ON2- seki ligaatiotuotepiikki ja ndiden avulla laskettiin

ON2:n ja ligaatiotuotteen konsentraatiot eri ajan hetkill.

Alla on esitetty yhtdlé (1), jolla on tehty ON2-konsentraation vihenemistd kuvaavien
kdyrien  sovitus  mittapisteisiin.  Sovitetusta  kdyrdstdi on  saatu = ON2
tasapainokonsentraatio, nopeusvakio ja puoliintumisaika ON2 vidhenemiselle sekd

pH:ssa 6 ettd pH:ssa 5,5. Tulokset on esitetty taulukossa 5.

y =Ae t +yq (1)

Yhtilossd 1 y on ON2:n konsentraatio (mol 1I''), A on ON2:n konsentraation muutos
tasapainossa, x on aika sekunteina, t on nopeusvakion kéaénteisluku ja yo on ON2:n

tasapainokonsentraatio.

Taulukko 5. Ligaatioreaktioiden tulokset. Reaktio-olosuhteet: 5-merkuri-2'-
deoksisytidylyyli-3",6-glukoosi (15, 10 pM) tai 2’-deoksisytidylyyli-3",6-glukoosi (14,
10 uM) ja ON2 (2 uM) 20 mM:ssa kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 6 tai 5,5),
reaktioliuoksen ionivahvuus 0,1 M (sdddetty 1 M NaClOgs-liuoksella), 25 °C.

Ligaatioreaktio pH  [ON2]eq Nopeusvakio, to,5
(10° M) k(s

Merkuroitu 6,0 1,46 1,56+10° 124,8 h

Merkuroimaton 6,0 1,80 9,54.10° 20,1 h

Merkuroitu 5,5 1,73 9,97-10° 18,2 h

Merkuroimaton 5.5 1,80 9,80-10° 19,4 h

Kun verrataan merkuroidun ja merkuroimattoman dimeerin ligaatioreaktioita pH:ssa 6,0
sekd pH:ssa 5,5 huomataan, ettd merkuroidun dimeerin ligaatioreaktioissa ldhtéaineen
ON2 tasapainokonsentraatio on alhaisempi kuin merkuroimattoman dimeerin reaktioissa.
Tama tarkoittaa sitd, ettd merkuroidun dimeerin kanssa reaktio on edennyt pidemmadlle.

Lisdksi huomataan, ettd pH:ssa 6,0 merkuroidun dimeerin reaktiossa ON2:n
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tasapainokonsentraatio on alhaisempi kuin pH:ssa 5,5. Tamid johtuu siitd, ettd
alhaisemmassa pH:ssa liuoksessa on enemmén protoneja, minki seurauksena elohopean
koordinaatio vastineméksen typpiatomiin kilpailee protonaation kanssa. Tuloksista
havaitaan my®ds, ettd N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatioreaktio on nopeampi pH:ssa 5,5

kuin pH:ssa 6,0, miki on sopusoinnussa aiempien tutkimustulosten'* kanssa.

170000 —— Merkuroitu dimeeri
1 — ON2
160000 + 20 h
| —45h
150000 117 h
140000 ——332h
(2] J
<
£ 130000 -
2 |
$ 120000 -
o)
2 |
110000 +
100000 §
90000
80000
70000 T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t/ min

Kuva 14. Ligaatioreaktion (pH 6,0) HPLC-kromatogrammit ajanhetkillda 20 h, 45 h, 117
h ja 332 h. Reaktio-olosuhteet: 5-merkuri-2"-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosi (15; 10 uM)
ja ON2 (2 uM) 20 mM:ssa kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 6), reaktioliuoksen
ionivahvuus 0,1 M (sdddetty 1 M NaClOs-liuoksella), 25 °C. Lisdksi kuvaajassa on
yhdisteen 15 ja oligonukleotidin ON2 HPLC-kromatogrammit.
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Kuva 15. ON2:n ja ligaatiotuotteen konsentraatiot ajan funktiona pH:ssa 6,0. Reaktio-
olosuhteet: 5-merkuri-2’-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosi (15; 10 pM) ja ON2 (2 uM) 20
mM:ssa kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 6,0), reaktioliuoksen ionivahvuus 0,1 M
(sdddetty 1 M NaClOgs-liuoksella), 25 °C. D(Hg) viittaa yhdisteeseen 15 ja L(ON2-
D(Hg)) ligaatiotuotteeseen.
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180000 —

160000 —
150000
140000

130000 —

Absorbanssi

120000 -

110000 ~

100000 —

90000 —

80000

0 5 10 15 20 25 30
t/ min

Kuva 16. Vertailuligaatioreaktion (pH 6,0) HPLC-kromatogrammit ajanhetkilld 21 h ja
188 h. Reaktio-olosuhteet: 2'-deoksisytidylyyli-3",6-glukoosi (14; 10 uM) ja ON2 (2
uM) 20 mM:ssa kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 6,0), reaktioliuoksen ionivahvuus 0,1
M (sdddetty 1 M NaClOgs-liuoksella), 25 °C.
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Kuva 17. ON2:n ja ligaatiotuotteen  konsentraatiot ajan  funktiona

vertailuligaatioreaktiossa pH:ssa 6,0. Reaktio-olosuhteet: 2’-deoksisytidylyyli-3’,6-
glukoosi (14; 10 uM) ja ON2 (2 uM) 20 mM:ssa kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 6),
reaktioliuoksen ionivahvuus 0,1 M (sdddetty 1 M NaClOgs-liuoksella), 25 °C. D viittaa
yhdisteeseen 14 ja L(ON2-D) ligaatiotuotteeseen.
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Kuva 18. Ligaatioreaktion (pH 5,5) HPLC-kromatogrammit ajanhetkilld 24 h ja 211 h.
Reaktio-olosuhteet: 5-merkuri-2’-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosi (15; 10 uM) ja ON2 (2
uM) 20 mM:ssa kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 35,5), reaktioliuoksen ionivahvuus 0,1

M (sdadetty 1 M NaClOg4-liuoksella), 25 °C.
28



2,0E-6
1,8E-6 ‘\

1,6E-6

4 ON2

1,4E-6

M)

—

1,2E-6

Konsentraatio
_(b u_\
o o
IRIs s
~ [o)]
1 1

6,0E-7

4,0E-7
&

2,0E-7 - //

0,0E+0

T " T L T % T L T % T ¥ T L T % T L

0 100000 200000 300000 400000 500000 600000 700000 800000
Aika (s)

# L(ON2-D(Hg})

Kuva 19. ON2:n ja ligaatiotuotteen konsentraatiot ajan funktiona pH:ssa 5,5. Reaktio-
olosuhteet: 5-merkuri-2’-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosi (15; 10 pM) ja ON2 (2 uM) 20
mM:ssa kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 5,5), reaktioliuoksen ionivahvuus 0,1 M
(sdddetty 1 M NaClOgs-liuoksella), 25 °C. D(Hg) viittaa yhdisteeseen 15 ja L(ON2-
D(Hg)) ligaatiotuotteeseen.
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Kuva 20. Vertailuligaatioreaktion (pH 5,5) HPLC-kromatogrammit ajanhetkilld 21 h ja
188 h. Reaktio-olosuhteet: 2'-deoksisytidylyyli-3",6-glukoosi (14; 10 uM) ja ON2 (2
uM) 20 mM:ssa kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 35,5), reaktioliuoksen ionivahvuus 0,1
M (sdddetty 1 M NaClOgs-liuoksella), 25 °C.
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Kuva 21. ON2:n ja ligaatiotuotteen  konsentraatiot ajan  funktiona
vertailuligaatioreaktiossa pH:ssa 5,5. Reaktio-olosuhteet: 2’-deoksisytidylyyli-3°,6-
glukoosi (14; 10 uM) ja ON2 (2 uM) 20 mM:ssa kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 5,5),
reaktioliuoksen ionivahvuus 0,1 M (sdddetty 1 M NaClOgs-liuoksella), 25 °C. D viittaa
yhdisteeseen 14 ja L(ON2-D) ligaatiotuotteeseen.

3. Johtopéddtdkset ja yhteenveto

Yhdiste 15 syntetisoitiin onnistuneesti, mutta kokonaissaanto jdi alhaiseksi. Alhaiseen
saantoon vaikutti etenkin yhdisteen 11 vajaa reagointi dC-CE-fosforamidiitin kanssa sekd
yhdisteen 12 vajaa hapettuminen. Yhdisteen 12 havaittiin *'P-NMR-spektrin perusteella
olevan epidpuhdasta, silld siind ndkyi useita yliméérdisid piikkejd. Suurimpana
yliméirdisend piikkind 3'P-NMR-spektrissd havaittiin siirtymilld 10,49 ppm oleva
singletti, joka viittaa rakenteeseen, jossa ei ole anomeriaa eikéd diastereomeriaa fosforin
suhteen. Toisin sanoen tistd rakenteesta puuttui glukoosi. Siirtymén ja stereoisomerian
puuttumisen perusteella kyseinen epdpuhtaus voisi olla hapettumaton tuote, jossa
glukoosin tilalla on hydroksyyliryhmé (12a, Kuva 22). Massaspektrissi puolestaan nikyi
m/z 1081,3865, mikd puolestaan viittaa fosfiittitriesterivélituotteeseen, jossa olisi
glukoosi kiinni (12b). Yhdisteen 12 vajaa hapettuminen selittyy silld, ettd synteesissd

hapetinta lisattiin vain 0,8 ekvivalenttia yhdisteeseen 11 verrattuna.

Myos yhdiste 13 oli 3'P-NMR:n perusteella epipuhdasta. *'P-NMR-spektrissd oli
siirtymaélld 6,19 ppm ylimaardinen singletti, joka viittaa jdlleen rakenteeseen, jossa ei ole
anomeriaa eikd ndin ollen glukoosia. Massaspektri tukee tétd, silld massaspektrissd nakyy

m/z 592,2351, joka viittaa hapettumattomaan hydrolyysituotteeseen, josta ovat irronneet
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muut suojaryhmét paitsi 4,4 -dimetoksitrityyli (13a). Laskettu massa tille yhdisteelle on
592,18543. Lisiksi 3'P-NMR-spektrin tuotepiikki oli jakautunut kolmeksi piikiksi.
Kahtia jakautunut piikki kertoo anomeriasta, mutta kolmannelle piikille ei 10ydy selitysta.
Myods 'H- ja 'C-NMR-spektreissi nikyy tuntemattomia piikkejd, kuten myds
massaspektrissi, jossa on tuotepiikkifikin suurempana m/z 812,3416. Yhdiste 14 oli 'H-,
13C- ja *'P-NMR-spektrien perusteella melko puhdasta, kun taas yhdiste 15 oli *'P-NMR-
spektrin perusteella hieman epdpuhdasta. Yhdisteessd 15 havaittiin sekd o- ettd f-

anomeerit.

o NH,

(g/l DMTrO—l 0 Eg/l
N~ ~O o N~ ~O
DMTrO o F:’—O/\/CN DMTrO o
Q O \/_\/
| O

12a 12b 13a
Kuva 22. Todennikoisten sivutuotteiden rakennekaavat.

Yhdiste 17 syntetisoitiin myds onnistuneesti ja sen todettiin 'H-NMR:n perusteella olevan
tarpeeksi puhdasta oligonukleotidien synteesiin sellaisenaan. Synteesin kokonaissaanto

oli 48 %.

Myds oligonukleotidien ON1-ON4 syntetisointi onnistui lopulta. Synteesien saantoa olisi
voinut saada paremmaksi kayttdmilld yhdistettd 17 vieldi enemmin verrattuna
oligonukleotideihin. Lisdksi osa ongelmista johtui varmasti my0s oligonukleotidien
syntetisoinnissa kiytetystd vanhasta syntetisaattorista, joka on mydhemmin korvattu
uudella. Myods RP-HPLC-olosuhteita olisi voinut optimoida enemmén, jotta
oligonukleotidien ON1-ON4 puhdistamiseen ei olisi tarvittu niin monta puhdistuskertaa
ja ndin ollen tuotetta olisi sddstynyt enemman. ON3:a ei saatu tarpeeksi puhtaaksi

ligaatiotutkimuksia varten ty6hon varatun ajan puitteissa.

Ligaatiotutkimuksissa ioninvaihto-HPLC:n olosuhteita voisi optimoida vield enemmaén,
jotta tuotepiikki saataisiin erottumaan paremmin ldhtéainepiikistd. Ligaatiotutkimusten
perusteella merkuraatio dimeerissé saa DNA-templatoidun N(Me)-

alkoksiamiiniglykosylaatioreaktion tasapainon siirtymién enemmaén tuotteiden puolelle
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kuin sellaisessa DNA-templatoidussa N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatioreaktiossa, jossa
dimeerid ei ole merkuroitu. Liséksi elohopea koordinoituu lujemmin pH:ssa 6,0 kuin
pH:ssa 5,5. DNA-templatoidun N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatioreaktion nopeus
puolestaan hidastuu pH:n kasvaessa, miki on sopusoinnussa aiempien tutkimustulosten'*

kanssa.

4. Kokeelliset menetelmat

4.1 Yleiset menetelmat

Reaktioissa kéytetyt liuottimet kuivattiin molekyyliseuloilla. Reagenssit kuivattiin
eksikkaattorissa fosforipentoksidilla. NMR-spektrit mitattiin Bruker 500 MHz Avance-
II - ja Bruker 600 MHz Avance-III -NMR-spektrometreilld. Massaspektrit mitattiin
Bruker ESI-micrOTOF-Q-massaspektrometrilld. Reaktioiden etenemistd seurattiin

ohutlevykromatografialla (TLC) sekd HPLC-MS:114 (Agilent 6120).

4.2 5-Asetoksimerkuri-2"-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosin (15) synteesi

4.2.1 6-Trityyli-d-glukoosi-1,2,3,4-tetra-asetaatti (TGTA, 10)

Kuiva D-(+)-glukoosi (3; 6,0320 g, 33,481 mmol) ja trityylikloridi (10,0285 g, 35,973
mmol) punnittiin liekitettyyn keittopulloon. Keittopulloon liséttiin kuivattu pyridiini (25
ml) ja reaktioliuosta sekoitettiin 90 °C:ssa Oljyhauteessa, kunnes ldhtdaineet olivat
liuenneet kokonaan. Reaktioliuokseen lisittiin etikkahappoanhydridi (18 ml, 190,4
mmol), jonka jdlkeen liuosta sekoitettiin huoneenldmmossd 16 h. Tdmén jilkeen
reaktioliuos kaadettiin hitaasti jaddveden (800 ml) ja etikkahapon (50 ml) seokseen ja sitd
sekoitettiin 4 h. Muodostunut valkoinen sakka imusuodatettiin ja pestiin kylmaélla vedella.
Sakka jatettiin yon yli kuivumaan vetokaappiin. Kuivunut sakka suspentoitiin
dietyylieetteriin (20 ml) ja suspensiota sekoitettiin 10 min, jonka jédlkeen sakka
imusuodatettiin ja kuivattiin vakuumieksikaattorissa. TGTA:n valmistuksesta jatkettiin

suoraan GTA:n valmistukseen. Saanto 10,14 g (51 %).

4.2.2 D-glukoosi-1,2,3 4-tetra-asetaatti (GTA, 11)

TGTA (10; 10,1384 g, 17,1654 mmol), vesi (0,8 ml) ja dikloorimetaani (16 ml)
sekoitettiin keskenddn keittopullossa. Liuokseen lisdttiin hitaasti trifluoroetikkahappo
(5,1 ml, 67 mmol), jonka jilkeen reaktioliuosta sekoitettiin huoneenldammossd 10 min.
Reaktioliuokseen liséttiin vettd (40 ml) ja dikloorimetaania (40 ml), jonka jilkeen
muodostuneet faasit erotettiin toisistaan erotussuppilolla. Vesifaasia uutettiin uudelleen
dikloorimetaanilla (81 ml), jonka jélkeen orgaaniset faasit yhdistettiin ja niitd pestiin

kylldisella NaHCOs-liuoksella (101 ml) sekd vedelld (2 x 100 ml). Orgaaninen faasi
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kuivattiin magnesiumsulfaatilla ja liuos konsentroitiin pydrohaihduttajalla. Muodostunut
valkoinen vaahto liuotettiin mahdollisimman pieneen mééradn kuivattua dietyylieetteria.
Liuotusta tehostettiin 1dmmittdmailld reaktioliuosta vesihauteessa, jonka jilkeen liuos
jatettiin- yon yli kiteytymddn jadkaappiin. Muodostuneet kiteet puhdistettiin
silikageelipylvéskromatografisesti (heksaani/etyyliasetaatti, 35:65, v/v). Saanto 0,83 g
(14 %).

'H-NMR &y (500 MHz, CDCl3): 7,29 (CDCl3), 5,75 (d, 1H, J= 7,0 Hz, H1), 5,33 (t, 1H,
J =182 Hz, H4), 5,15-5,11 (m, 2H, H2 ja H3), 3,79 (d, 1H, J = 10,6 Hz, H6"), 3,67 (m,
1H, H6""), 3,60 (m, 1H, H5), 2,16 (m, 1H, OH), 2,09 (s, 3H, O-Ac), 2,06 (s, 3H, O-Ac),
2,06 (s, 3H, O-Ac), 2,05 (s, 3H, O-Ac).

423 (1,2,3,4-Tetra-O-asetyyliglukos-6-yyli)-(2-syanoetyyli)-[ N®-bentsoyyli-5"-O-
(4,4’ -dimetoksitrityyli)-2"-deoksisytidin-3 -yyli]fosfaatti (12)

D-glukoosi-1,2,3,4-tetra-asetaatti  (11; 0,2746 g, 0,7884 mmol) liuotettiin
typpiatmosfadrissd kuivaan asetonitriiliin (6,3 ml). Liuokseen liséttiin dC-CE-
fosforiamidiitti  (0,6791 g, 0,8143 mmol) sekd 5-(bentsyylitio)-1H-tetratsolin
asetonitriililiuos (6,3 ml, 1,6 mmol), jonka jidlkeen liuosta sekoitettiin 30 min.
Reaktioliuokseen liséttiin  hapetinta (THF/H2O/pyridiini/I2, 90,54:9,05:0,41:0,43
(viviviw)) (32 ml, 0,64 mmol), minkd seurauksena liuos muuttui kellertdvén vériseksi.
Reaktioliuosta konsentroitiin pyoréhaihduttajalla, jonka jdlkeen se pestiin 5 %:lla
natriumbisulfiitin  vesiliuoksella (100 ml) ja kuivattiin natriumsulfaatilla. Liuos
haihdutettiin kuiviin ja puhdistettiin silikageelipylvaskromatografisesti

(TEA/MeOH/CH2Cla, 1:10:89, v/v). Saanto 0,56 g (80 %).

ESI* -MS: m/z 1097,3859 [M+H]", 1119,3610 [M+Na]", 1135,3408 [M+K]" (havaittu).
m/z 1097,3427 [M+H]" (laskettu).

'H-NMR & (500 MHz, CDCls): 7,91 (d, 2H, J = 7,8 Hz, Bz), 7,63 (m, 1H, Bz), 7,53 (m,
2H, Bz), 7,47-7,12 (m, 12H, CDCls, DMTt, H6), 6,87 (m, 4H, DMTr), 6,31 (m, 1H, H1"),
5,72 (m, 1H, Glu-H1), 5,28 (m, 1H, H5), 5,12 (m, 2H, Glu-H4, H3"), 4,53 (m, 1H, Glu-
H2), 4,44-4,06 (m, 4H, -CH,-CH»-CN, H4’, Glu-H3), 3,82 (m, 7H, O-Me), 3,77 (m, 2H,
Glu-H6), 3,70-3,61 (m, 1H, Glu-H5), 3,57-3,43 (m, 2H, H5", H5""), 2,96 (m, 1H, H2"),
2,77 (m, 1H, -CH>CN), 2,72 (m, 1H, -CH2CN), 2,39 (m, 1H, H2""), 2,21-1,97 (m, 11H,
0-Ac), 1,87 (m, 1H, O-Ac).

3IPNMR &p (200 MHz, CDCls): -2,87 (O=P(OR)3).

33



424 5-0-(4,4 -Dimetoksitrityyli)-2’-deoksisytidylyyli-3",6-glukoosi (13)

Yhdiste 12 (0,5291 g, 0,4823 mmol) liuotettiin 25 %:een ammoniakin vesiliuokseen (10
ml). Reaktioliuokseen liséttiin 10 ml metanolia 14htéaineen liukenemisen edistdmiseksi.
Livos ldmmitettiin 6ljyhauteella noin 50 °C:een, jonka jédlkeen se jatettiin sekoittumaan
yon yli. Tdmaén jdlkeen reaktioliuos haihdutettiin kuiviin ja haihdutusjaéannds puhdistettiin
silikageelipylvdskromatografisesti (TEA/MeOH/etyyliasetaatti, 1:3:96 — 1:20:79, v/v).
Fraktioiden puhtaus tarkistettiin NMR- ja massaspektrometrisesti. Epépuhtaat
tuotefraktiot  yhdistettiin, haihdutettiin  kuiviin  ja  puhdistettiin  uudelleen
silikageelipylvdskromatografisesti (TEA/MeOH/etyyliasetaatti, 1:2:97 — 1:40:59, v/v).
Etyyliasetaattijddmien poistamiseksi tuote luotettiin metanoliin ja saatu liuos

haihdutettiin kuiviin. Saanto 0,11 g (31 %).
ESI" -MS: m/z 770,3085 [M-H]  (havaittu). m/z 770,23316 [M-H] (laskettu).

'H-NMR &y (500 MHz, MeOD): 7,85 (m, 1H, H6), 7,43 (m, 2H, DMTr), 7,31 (m, 6H,
DMTY), 7,24 (m, 1H, DMTT), 6,90 (m, 4H, DMTr), 6,33 (br, 1H, H1"), 5,84 (m, 1H, Glu-
H1), 5,62 (m, 1H, H5), 5,02 (MeOH), 4,30 (m, 1H, H4"), 4,14-3,85 (m, 4H, Glu-H4, Glu-
H5, Glu-H6), 3,80 (s, 6H, O-Me), 3,49 (m, 1H, H5"), 3,46-3,30 (m, 4H, Glu-H2, Glu-H3,
H3',H5""), 2,74 (m, 1H, H2"), 2,36 (m, 1H, H2"").

BC-NMR §¢ (125 MHz, MeOD): 166,1 (C4), 158,9 (DMTr), 156,8 (C2), 141,1 (C6),
130,1 (DMTr), 128,1 (DMTr), 127,6 (DMTr), 126,7 (DMTr), 112,9 (DMTr), 94,7 (C5),
86,2 (C17), 85,4 (C4"), 81,0 (Glu-C1), 78,9 (Glu-C5), 76,2 (Glu-C3), 75,7 (C3"), 75,5
(Glu-C2), 68,7 (Glu-C4), 67,9 (C5"), 63,4 (Glu-C6), 58,5 (O-Me), 47,7 (MeOH), 33,9
(C2).

3IPNMR 3p (200 MHz, MeOD): -0,22 (O=P(OR),OH).

4.2.5 2’-Deoksisytidylyyli-3",6-glukoosi (14)

Yhdiste 13 (0,1127 g, 0,1462 mmol) liuotettiin Milli-Q-veteen (10 ml). Reaktioliuokseen
lisdttiin 1 M etikkahappoa, kunnes liuoksen pH oli noin 3-4 (2 ml, 2,0 mmol). Reaktiota
seurattiin LC-MS:11d niin, ettd reaktio pysdytettiin lisidmailld liuoksesta otettuun 1 pl
ndytteeseen 1 ml trietyyliammoniumasetaattipuskuria, jonka pH oli 7. 1 h sekoituksen
jélkeen reaktio oli edennyt hieman, mutta Idht6ainetta oli edelleen jdljelld. Reaktioliuos
jatettiin sekoittumaan yon yli huoneenldmpdon. Aamulla reaktion todettiin LC-MS:114
menneen loppuun ja kellertdvidksi muuttunut reaktioliuos neutraloitiin lisdamalla sithen
trietyyliamiinia (200 pl, 1,435 mmol). Saatu tuote puhdistettiin HPLC-laitteella

isokraattisella systeemilld: ajoliuoksena ACN/50 mM trietyyliammoniumasetaattipuskuri
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pH 7 (4:96, v/v), virtausnopeus 2,5 ml min!, Thermo scientific ODS HYPERSIL -kolonni
(250 x 10 mm, 5 pm), detektointi UV-detektorilla 260 nm aallonpituudella. Tuotepiikki
eluoitui n. 8 min kohdalla (suurempi piikki). Kerétyt fraktiot haihdutettiin kuiviin
kylmékuivurissa, jonka jdlkeen haihdutusjddnnokset haihdutettiin uudelleen D>O:sta

ajoliuosjddmien poistamiseksi. Saanto 6 mg (9 %).
ESI" -MS: m/z 492,0974 [M+Na]" (havaittu). m/z 492,09953 (laskettu).

"H-NMR &y (500 MHz, D,0): 7,82 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H6), 6,23 (m, 1H, H1"), 6,02 (d,
1H, J=17,4 Hz, HS), 5,14 (d, 1H, J=4,4 Hz, Glu-H1), 4,71 (s, H2O, H3"), 4,58 (m, 1H,
Glu-H1), 4,19 (m, 1H, H4"), 4,13-3,95 (m, 2H, Glu-H6), 3,88 (m, 1H, Glu-HS), 3,80 (dd,
1H, J=3,5 Hz ja 12,65 Hz, H5"), 3,73 (dd, 2H, J=4,8 Hz ja 12,5 Hz, H5""), 3,67 (m,
1H, Glu-H2), 3,54-3,46 (m, 2H, Glu-H3, Glu-HY), 3,41 (m, 2H, Glu-H4, Glu-H2), 3,20
(m, 1H, Glu-H3), 2,56 (m, 1H, H2"), 2,30 (m, 1H, H2"").

I3C-NMR &¢ (125 MHz, D;0): 165,0 (C4), 156,0 (C2), 142,2 (C6), 96,1 (C5), 96,0 (Glu-
C1), 92,1 (Glu-C1), 86,2 (C1°), 85,9 (C4"), 75,6 (Glu-C2), 75,0 (C3"), 74,6 (Glu-C5),
74,1 (Glu-C3), 72,6 (Glu-C2), 71,5 (Glu-C3), 70,4 (Glu-C5), 69,3 (Glu-C4), 64,5 (Glu-
C6), 61,2 (C5°), 38,3 (C2").

3IP-NMR §p (200 MHz, D;0): -0,27 (O=P(OR),OH).

4.2.6 5-Asetoksimerkuri-2’-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosi (15)

Yhdiste 14 liuotettiin D>O:hon (0,5 ml), jonka jdlkeen liuoksen konsentraatio méadritettiin
UV-spektrofotometrisesti.  Liuoksesta  tehtiin  10-kertainen  laimennos, jonka
absorbanssiksi aallonpituudella 274 nm mitattiin 0,657, kun optisen tien pituus oli 0,5
mm. Deoksisytidiinille etsittiin taulukoitu molaarinen absorptiokerroin, joka on
aallonpituudella 271 nm 8860 M'cm™. Yhtildstd (2) ratkaistiin laimennoksen

konsentraatio:

A 20 X 0,657
el 8860 M~1cm~1x1cm

c= =0,00148307 M. (2)

Reaktioliuoksen konsentraatio oli 10-kertainen laimennoksen konsentraatioon néhden eli

0,0148307 M. Tésti saatiin ratkaistua lahtdaineen 14 ainemaira yhtélolla (3):
n=Vc=0,5ml x 14,8307 mM = 7,41535 pmol. 3)

Reaktio suoritettiin NMR-putkessa ja sitd seurattiin 'H NMR-spektrometrisesti. NMR-
laitteen mittapdd asetettiin 50 °C:een reaktiota varten. Reaktioliuokseen lisdttiin
natriumasetaatti (1,2 mg, 15 pmol), jonka jilkeen ajettiin ensimméiinen 'H-NMR -spektri.
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Tamin jédlkeen liuokseen lisdttiin elohopea-asetaatti (2,4 mg, 7,5 umol). Noin tunnin
kuluttua elohopea-asetaatin lisisimisesti reaktio ei ollut edennyt juuri lainkaan 'H-NMR
-spektrien perusteella. Reaktioliuokseen lisdttiin toinen ekvivalentti elohopea-asetaattia
(2,4 mg, 7,5 umol). Kahden tunnin kuluttua reaktion aloittamisesta reaktio oli edennyt
noin 10 %. Reaktioliuos jitettiin NMR-putkessa 50 °C:een 6ljyhauteeseen viikonlopun

yli. NMR-putki suojattiin valolta alumiinifoliolla.

Viikonlopun aikana reaktioliuokseen oli muodostunut valkoista sakkaa. Sakka ja liuos
erotettiin toisistaan sentrifugoimalla. Sakka analysoitiin '"H-NMR:1l4 liuottimena DMSO-

de. Spektrin perusteella sakka ei sisdltanyt haluttua tuotetta.

Sakasta erotettu liuos analysoitiin LC-MS:lld kéyttden apuna elohopeaan lujasti
koordinoituvaa 2-merkaptoetanolia (ME). Massandyte valmistettiin lisddmalld 2 pl
reaktiolivosta 1 ml:aan vettd, jonka jédlkeen tdhdn liuokseen liséttiin 1 pl 2-
merkaptoetanolia. LC-MS:114 saatiin nékyviin sekd haluttu tuoteioni 746 ([M+ME]), ettd
lahtdaineioni 468 ([M]). Ionien suhde oli noin 1:1, joten reaktiota péétettiin vield jatkaa.
Reaktioliuokseen lisdttiin vield kaksi ekvivalenttia elohopea-asetaattia (4,8 mg, 15 pumol)
sekd neljd ekvivalenttia natriumasetaattia (2,4 mg, 29 umol). Liuos jétettiin reagoimaan
yon yli 50 °C:een 6ljyhauteeseen. Liuoksesta ajettiin 'H-NMR, jonka perusteella reaktion
paiteltiin menneen ldhes loppuun. Yliméérdinen elohopea saostettiin reaktioliuoksesta

pois lisddamailla natriumkloridia (65,2 mg, 1,12 mmol).

Yhdisteen 15 ainemiird miiritettiin '"H-NMR-spektrometrisesti (600 MHz, D»O)
lisidmalla reaktioliuokseen, jonka tilavuus oli 860 pl, 0,9 mg (12,3 umol) N,N-
dimetyyliformamidia. "H-NMR-spektrissi oli N,N-dimetyyliformamidista tuleva piikki
2,88 ppm kohdalla (33H, CH3), jota verrattiin yhdisteestd 15 tulevaan piikkiin 2,64 ppm

(1H, H2"). Toisin sanoen yhdisteen 15 ainemdidrd oli ﬁx12,3 umol =

1,119 ... ymol = 1,12 pmol ja kokonaismassaksi saatiin 0,814 mg. Néin ollen yhdisteen

15 saantoprosentti oli 15 %.
ESI" -MS: m/z 704,0318 [M+CI]" (havaittu). m/z 704,03414 [M+CI] (laskettu).

'H-NMR 8y (500 MHz, D,0): 7,91 (m, 1H, H6), 6,34 (m, 1H, H1"), 5,26 (d, 1H, J = 3,8
Hz, Glu-H1), 4,70 (m, 2H, H,0, H3", Glu-H1), 4,20 (m, 1H, H4"), 4,15-4,02 (m, 2H, Glu-
H6), 3,99-3,95 (m, 1H, Glu-H5), 3,90 (dd, 1H, J = 4,25 Hz ja 12,7 Hz, H5"), 3,83 (dd,
1H, J = 5,3 Hz ja 12,55 Hz, H5"), 3,67 (m, 1H, Glu-H2), 3,61-3,57 (m, 1H, Glu-H5),
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3,56-3,52 (m, 1H, Glu-H3), 3,49 (m, 2H, Glu-H4, Glu-H2) 3,25 (m, 1H, Glu-H3), 2,65
(m, 1H, H2"), 2,41 (m, 1H, H2").

I3C-NMR &¢ (125 MHz, D,0): 167,8 (C4), 155,9 (C2), 147,8 (C6), 96,5 (C5), 96,0 (Glu-
C1), 92,2 (Glu-C1), 86,5 (C1"), 86,1 (C4"), 75,6 (Glu-C2), 75,5 (C3"), 74,7 (Glu-C5),
74,2 (Glu-C3), 72,7 (Glu-C2), 71,8 (Glu-C3), 71,5 (Glu-C5), 69,3 (Glu-C4), 64,6 (Glu-
C6), 61,5 (C5°), 38,4 (C2").

3IP-NMR §p (200 MHz, D;0): -0,17 (O=P(OR),OH).

4.3 3’-O-[(2-Syanoetyyli)-(N, N-di-isopropyyliamino)fosfinyyli]-5"-O-[ N-(9-

fluorenyylimetoksikarbonyyli)metyyliamino]tymidiinin (17) synteesi

4.3.1 5-O-(Metyyliamino)tymidiini (2)
Aiemmin valmistettu 5’-0O-(metyyliamino)tymidiini (2) puhdistettiin

silikageelipylvaskromatografisesti (MeOH/CH2Cly, 1:9, v/v). Saanto 74 mg.

"H-NMR &y (500 MHz, DMSO-dy): 11,29 (s, 1H, NH-Tymiini), 7,54 (d, 1H, J= 1,14 Hz,
He), 6,68 (q, 1H, J= 6,8 Hz, HNO), 6,16 (t, 1H, J= 6,3 Hz, H1"), 5,29 (d, 1H, J = 4,35
Hz, OH), 4,20 (m, 1H, H3"), 3,90 (m, 1H, H4"), 3,76 (dd, 1H, J=4,1 Hzja 11,3 Hz, H5"),
3,68 (dd, 1H, J=5,35Hzja 11,15 Hz, H5""), 3,32 (H20), 2,51 (m, 3H, DMSO, Me-NO),
2,14-2,08 (m, 1H, H2"), 2,08-2,03 (m, 1H, H2""), 1,79 (d, 3H, J= 1,1 Hz, Me-Tymiini).

4.3.2 5-O-[N-(9-Fluorenyylimetoksikarbonyyli)metyyliamino]tymidiini (16)

Yhdiste 2 (74 mg, 0,27 mmol) livotettiin kaliumkarbonaatin (49 mg, 0,35 mmol) kanssa
4 ml:aan vesi/dioksaani -liuosta (1:1, v/v), minka jilkeen liuokseen lisdttiin FmocCl (89
mg, 0,35 mmol). Liuosta sekoitettiin 3 h huoneenldmmdssd, minkd jilkeen
reaktioliuokseen lisdttiin 8 ml kylldistdi NaHCOs-liuosta. Reaktioliuosta pestiin
dikloorimetaanilla (4 x 8 ml), minkd jdlkeen orgaaniset faasit yhdistettiin, kuivattiin
natriumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin. Raakatuote puhdistettiin

silikageelipylvdskromatografisesti (MeOH/CH>Cly, 1:9, v/v). Saanto 90 mg (67 %).

"H-NMR &y (500 MHz, CDCI5): 9,15 (s, 1H, NH), 7,79 (d, 2H, J = 7,7 Hz, Fmoc), 7,59
(d, 2H, J = 7,47 Hz, Fmoc), 7,42 (t, 2H, J = 7,55 Hz, Fmoc), 7,38-7,31 (m, 3H, Fmoc,
H6), 6,31 (t, IH, J = 6,7 Hz, H1"), 4,68-4,59 (ddd, 2H, J = 6,15 Hz, 10,78 Hz ja 16,85
Hz, Fmoc), 4,36 (b, 1H, H4"), 4,25 (t, 1H, J = 5,79 Hz, Fmoc), 4,03-3,93 (m, 2H, H5",
H5""), 3,86 (b, 1H, H3"), 3,15 (s, 3H, MeNO), 2,31 (ddd, 1H, J = 3,45 Hz, 6,05 Hz ja
13,75 Hz, H2"), 2,04 (m, 1H, H2""), 1,88 (s, 3H, Me-Tymiini).
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BC-NMR &c¢ (125 MHz, CDCls): 163,84 (C4), 157,28 (Fmoc), 150,42 (C2), 143,48
(Fmoc), 141,42 (Fmoc), 135,58 (C6), 127,86 (Fmoc), 127,20 (Fmoc), 124,72 (Fmoc),
120,09 (Fmoc), 111,04 (C5), 85,03 (C4"), 84,20 (C1"), 73,54 (C5"), 71,75 (C3"), 67,55
(Fmoc), 47,22 (Fmoc), 40,29 (C2"), 36,52 (MeNO), 12,52 (Me-Tymiini).

4.3.3 37-O-[(2-Syanoetyyli)-(N,N-di-isopropyyliamino)fosfinyyli]-5"-O-[ N-(9-
fluorenyylimetoksikarbonyyli)metyyliamino Jtymidiini (17)

Yhdiste 16 (90 mg, 0,18 mmol) haihdutettiin kolme kertaa kuivasta tolueenista, minkéa
jalkeen se liuotettiin kuivaan dikloorimetaaniin (3 ml) ja kalsiumhydridilld kuivattuun
trietyyliamiiniin (76 pl, 0,55 mmol) argon-ilmakehissd. Reaktioliuokseen liséttiin 2-
syanoetyyli-V,N-di-isopropyylifosforamidokloridiitti (53 pl, 0,24 mmol), minka jélkeen
reaktioliuosta sekoitettiin 1 h huoneenlammossd. Reaktioliuokseen liséttiin kuivaa
dikloorimetaania (25 ml) ja liuosta pestiin kylldiselld NaHCOs-liuoksella (3 x 20 ml).
Dikloorimetaanifraktiot yhdistettiin, kuivattiin natriumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin.
Yhdisteen 17 todettiin 'H-NMR:n perusteella olevan tarpeeksi puhdasta

oligonukleotidien synteesiin. Saanto 91 mg (72 %).

'H-NMR &y (500 MHz, MeCN-dy): 7,86-7,81 (m, 2H, Fmoc), 7,69-7,64 (m, 2H, Fmoc),
7,46-7,39 (m, 3H, Fmoc, H6), 7,37-7,31 (m, 2H, Fmoc), 6,27-6,22 (m, 1H, H1"), 4,61-
4,52 (m, 2H, Fmoc), 4,51-4,46 (m, 1H, Fmoc), 4,33-4,28 (m, 1H, H4"), 4,20 (m, 1H, H3"),
4,12 (m, 1H, H3"), 4,02-3,88 (m, 2H, H5', H5""), 3,85-3,71 (m, 2H, POCH>), 3,67-3,59
(m, 2H, N(CH(Me)2)2), 3,10 (m, 3H, N(Me)O), 2,65 (q, 2H, J = 6,18 Hz, CH.CN), 2,37
(ddd, 0,5H, J =3 Hz, 6,05 Hz ja 13,8 Hz, H2"), 2,31 (ddd, 0,5H, J = 2,65 Hz, 5,75 Hz ja
13,8 Hz, H2"), 2,21-2,12 (m, 1H, H2""), 1,80 (m, 3H, Me-Tymiini), 1,36-1,08 (t, 12H,
1Pr).

BC-NMR &c (125 MHz, MeCN-dy): 163,85 (C4), 157,09 (Fmoc), 150,55 (C2), 143,97
(Fmoc), 141,31 (Fmoc), 135,91 (C6), 127,79 (Fmoc), 127,52 (Fmoc), 127,19 (Fmoc),
125,00 (Fmoc), 120,06 (Fmoc), 119,87 (Fmoc), 118,55 (CN), 117,31 (MeCN), 110,37
(C5), 84,85 (C1"), 83,48 (C4"), 73,97 (C5"), 73,71 (C3"), 67,35 (Fmoc), 58,34 (POCH>),
47,08 (Fmoc), 43,13 (iPr), 38,68 (C2"), 36,14 (MeNO), 23,92 (iPr), 20,03 (CH.CN),
11,61 (Me-Tymiini).

3IP_NMR &p (200 MHz, MeCN-ds): 148,32 (P(OR)s).
4.4 Oligonukleotidien synteesi

Oligonukleotidit ON1-ON4 (Taulukko 4) syntetisoitiin automatisoidulla DNA/RNA-

syntetisaattorilla 1,0 pumol skaalalla kayttden kaupallisia DNA-
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fosforamidiittirakenneyksikoitd, syntetisoitua fosforamidiittirakenneyksikkod (17) seka

adeniinikantajaa. Aktivaattorina kdytettiin bentsyylitiotetratsolia.

Synteesin jélkeen oligonukleotidit ON1-ON4 irrotettiin kantajistaan liuottamalla
jokainen erikseen ammoniakin 25 %:een vesiliuokseen ja inkuboimalla liuoksia 55 °C:ssa
yon yli. Inkuboinnin jilkeen liuokset haihdutettiin kuiviin ja ON1-ON4 liuotettiin
jokainen erikseen 1 ml:aan Milli-Q-vettd. Oligonukleotidiraakatuotteet analysoitiin
massaspektrometrilla synteesien onnistumisen varmistamiseksi. Massaspektrindytteet
valmistettiin laimentamalla oligonukleotidien vesiliuoksista 1/200-laimennokset 50 mM
TEAA, 35 % H>0/65 % ACN -liuokseen. Raakatuotteista mitattujen massaspektrien

perusteella oligonukleotidisynteesien todettiin onnistuneen.

Oligonukleotidit ON1-ON3 puhdistettiin RP-HPLC:lla gradienttieluoinnilla 20-50 %
ACN 25 min, ajoliuoksina 50 mM HAA-puskuri pH 7 ja 50 mM HAA-puskuri
(H,O/ACN, 1:1, v/v) pH 7, virtausnopeus 3 ml min™!, Clarity Oligo-RP -kolonni (250 x
10 mm, 5 pm), detektointi UV-detektorilla 260 nm aallonpituudella. ON4 puhdistettiin
muuten samalla systeemilld, mutta ACN-pitoisuus muuttui 25-50 % 25 minuutissa. ON1
ja ON2 eluoituivat noin 23 minuutin kohdalla, kun taas ON4 eluoitui noin 21 minuutin
kohdalla. Puhdistettujen oligonukleotidien ON1, ON2 ja ON4 saannot médritettiin UV-
Vis-spektrofotometrilla: ON1 5,5 nmol, ON2 4,9 nmol, ON4 5,0 nmol. ON3 ei saatu

puhdistettua tarpeeksi puhtaaksi aikataulun puitteissa.

ESI'-MS: ON1: m/z 1744,9476 [M-3H]* (havaittu). m/z 1744,64448 [M-3H]*" (laskettu).
ON2: m/z 1749,2657 [M-3H]* (havaittu). m/z 1749,97612 [M-3H]*" (laskettu). ON4: m/z
1741,6276 [M-3H]* (havaittu). m/z 1741,64062 [M-3H]*" (laskettu).

4.5 Ligaatiotutkimukset
Oligonukleotidin ON2 sekd 5-merkuri-2’-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosin (15) vélista
ligaatioreaktiota tutkittiin  anioninvaihtokromatografialla pH:ssa 5,5 ja 6,0

huoneenlampdtilassa.

Ligaatioreaktiota varten 5-merkuri-2’-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosi (15; 10 uM) ja
ON2 (10 uM) livotettiin 20 mM kakodylaattipuskuriliuoksiin (pH 6 ja 5,5), joiden
ionivahvuus oli 0,1 M (sdddetty 1 M NaClOs-liuoksella), huoneenldmmossa.
Reaktioliuokset suojattiin valolta. Vastaavat reaktioliuokset valmistettiin myos
merkuroimattomasta sytidiini-glukoosidimeeristd (14) ja oligonukleotidista ON2.
Ioninvaihto-HPLC:td varten reaktioliuokset laimennettiin viidenteen osaan. N&iden

lisédksi ioninvaihto-HPLC:lla analysoitiin  vastaavat ndytteet my0s pelkésti
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oligonukleotidista ON2 (2 uM) ja yhdisteesti 15 (2 uM) 4 mM:ssa
kakodylaattipuskuriliuoksessa (pH 6), jonka ionivahvuus oli 0,02 M (I M NaClO4-
liuoksella sdédetty).

Ajoliuoksina ioninvaihto-HPLC:ssd kéytettiin 0,01 M Tris - HCI (pH 7,6) ja 1 M NacCl,
0,01 M Tris - HCI (pH 7,6) -liuoksia ja gradientti muuttui 40-100 % NaCl 10,5 min.
Kolonnina kédytettiin Thermo Scientific ProSwift, SAX-1S, analytical (1 x 50 mm) -
kolonnia, virtausnopeutena oli 0,2 ml min™', injektointitilavuutena 50 pl ja detektointi

tapahtui UV-detektorilla aallonpituudella 260 nm.
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Liite 1. D-glukoosi-1,2,3,4-tetra-asetaatin (11) "H-NMR-spektri
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Liite 3. (1,2,3,4-Tetra-O-asetyyliglukos-6-yyli)-(2-syanoetyyli)-[N%-bentsoyyli-5"-O-
(4,4’ -dimetoksitrityyli)-2 -deoksisytidin-3"-yyli]fosfaatin (12) *'P-NMR-spektri.
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Liite 4. 5°-0-(4,4 -Dimetoksitrityyli)-2’-deoksisytidylyyli-3",6-glukoosin (13)

NMR-spektri.
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Liite 5. 5°-O-(4,4’-Dimetoksitrityyli)-2’-deoksisytidylyyli-3",6-glukoosin (13) '*C-
NMR-spektri.
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Liite 6. 5°-O-(4,4 -Dimetoksitrityyli)-2’-deoksisytidylyyli-3’,6-glukoosin (13) 3'P-
NMR-spektri.
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Liite 7. 2'-Deoksisytidylyyli-3",6-glukoosin (14) puhdistuksen HPLC-kromatogrammi.
Thermo scientific ODS HYPERSIL -kolonni (250 x 10 mm, 5 pum), isokraattinen eluointi:
ACN/50 mM trietyyliammoniumasetaattipuskuri pH 7 (4:96, v/v), virtausnopeus 2,5 ml
min’!, detektointi UV-detektorilla 260 nm aallonpituudella.
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Liite 8. 2"-Deoksisytidylyyli-3",6-glukoosin (14) 'H-NMR-spektri.

NEFOAA N OO MO FOMNNDOHNN NN NNNDED A AN ODY NI 0N TLEENOH N DA O M OO LW
NOF MM ANATMO~ 0DV NOCODYEY 10O TMMN A0 ONTMNMOo@RE> RN A—AON~O0O®MEWTMoAO o
WONANN N A NN A 00000000 ECOWOOOOOUNTFITTFTHTOMNAOLN NN NN
FECYCYLYN ST ITITIISSISTIONMMOAMOAOAOMOOOAOONMMEAMMMOMEAMNEAIMIMOE MM 0NN NN NN N
[y L 1 P S R R R R L

e = = . — =L e

KEN HxO.[H3"
PN

Hﬂo OH
OH

H Glu-H4,
I‘ | Glu-H2
| \wry GlufHB:A
/ Gl Glu-H5 ‘
I Y W yfA_/ M e bt .,;H Y Y A S e

8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0  ppm

. I 1 I UL I |
: g | D el GetlksEes sy
2 2= 5 fg‘.—' ;oid;.-',-'l—'use = =
o
H5 Glu-H1
.‘{\\ [
H6 ’ N
H1' RYA
) \ ‘ | Y
7\ \ I |\ | /o
/ I | \w,h
J \ ! Ir*| Ll Mw‘“‘/
. [\

7.84 7.82 7.80 prm 6.2 6.1 ppm

H5
H4" H5" | ‘ .

i GhHe I | onre H2' H2

I\ AA| A (Glu-Hs) ||l | o |'\ Y ”\\‘
i Wiy SV M Nl

T T T T T T ‘ [ T T T T 1
4.2 4.1 4.0 3.9 3.8  ppm 2.6 2.5 2.4 ppm

51



Liite 9. 2"-Deoksisytidylyyli-3",6-glukoosin (14) 3 C-NMR-spektri.
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Liite 10. 2"-Deoksisytidylyyli-3",6-glukoosin (14) *'P-NMR-spektri.
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Liite 11. 5-Asetoksimerkuri-2'-deoksisytidylyyli-3",6-glukoosin (15) 'H-NMR-spektri.
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Liite 12. 5-Asetoksimerkuri-2’-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosin (15) *C-NMR-spektri.
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Liite 13. 5-Asetoksimerkuri-2’-deoksisytidylyyli-3”,6-glukoosin (15) *'P-NMR-spektri.
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Liite 15. 5'-O-(Metyyliamino)tymidiinin (2) 'H-NMR-spektri.
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Liite 16. 5'-O-[N-(9-Fluorenyylimetoksikarbonyyli)metyyliamino]tymidiinin (16) 'H-

NMR-spektri.
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Liite 17. 5’-O-[N-(9-Fluorenyylimetoksikarbonyyli)metyyliamino]tymidiinin (16) '*C-
NMR-spektri.
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Liite 18. 37-O-[(2-Syanoetyyli)-(N,N-di-isopropyyliamino)fosfinyyli]-5"-O-[ N-(9-

fluorenyylimetoksikarbonyyli)metyyliamino]tymidiinin (17) 'H-NMR-spektri.
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I\ Iy Fmoc N(CH(Me)2)
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Liite 19. 37-O-[(2-Syanoetyyli)-(V,N-di-isopropyyliamino)fosfinyyli]-5"-O-[ N-(9-

fluorenyylimetoksikarbonyyli)metyyliamino]tymidiinin (17) *C-NMR-spektri.
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Liite 20. 3'-O-[(2-Syanoetyyli)-(N,N-di-isopropyyliamino)fosfinyyli]-5"-O-[ N-(9-
fluorenyylimetoksikarbonyyli)metyyliamino]tymidiinin (17) >'P-NMR-spektri.
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Liite 21. Puhdistetun ON1 RP-HPLC-kromatogrammi. Clarity Oligo-RP -kolonni (250 x
10 mm, 5 pm), gradienttieluointi 20-50 % ACN 25 min, ajoliuoksina 50 mM HAA-
puskuri pH 7 ja 50 mM HAA-puskuri (H2O/ACN, 1:1, v/v) pH 7, virtausnopeus 3 ml min
!, detektointi UV-detektorilla 260 nm aallonpituudella.
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Liite 22. Puhdistetun ON2 RP-HPLC-kromatogrammi. Clarity Oligo-RP -kolonni (250 x
10 mm, 5 pm), gradienttieluointi 20-50 % ACN 25 min, ajoliuoksina 50 mM HAA-
puskuri pH 7 ja 50 mM HAA-puskuri (H2O/ACN, 1:1, v/v) pH 7, virtausnopeus 3 ml min
!, detektointi UV-detektorilla 260 nm aallonpituudella.
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Liite 23. Puhdistetun ON4 RP-HPLC-kromatogrammi. Clarity Oligo-RP -kolonni (250 x
10 mm, 5 pm), gradienttieluointi 25-50 % ACN 25 min, ajoliuoksina 50 mM HAA-
puskuri pH 7 ja 50 mM HAA-puskuri (H2O/ACN, 1:1, v/v) pH 7, virtausnopeus 3 ml min
!, detektointi UV-detektorilla 260 nm aallonpituudella.
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Liite 24. Oligonukleotidin ON1 massaspektri.
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Liite 25. Oligonukleotidin ON2 massaspektri.
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