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PNA (peptide nucleic acid, peptidinukleiinihappo) on synteettinen DNA:n ja RNA:n
johdannainen, jossa sokerifosfaattirunko on korvattu varauksettomalla peptidirungolla.
PNA:lla on ominaisuuksia, jotka poikkeavat negatiivisesti  varautuneista
oligonukleotideista. Niitd ovat esimerkiksi entsymaattinen pysyvyys, huomattavan
korkea sitoutumisaffiniteetti kohde-DNA:han ja RNA:han. Modifioimattomalla PNA:illa
on tiettyja rajoituksia, kuten heikko vesiliukoisuus ja taipumus aggregoitumiseen.

Yksi vaihtoehto PNA:n ominaisuuksien parantamiseen on y-kiraalisten osien
lisidminen PNA-monomeereihin. Nami y-asemaan lisdtyt funktionalisuudet parantavat
esimerkiksi PNA:n vesiliukoisuutta, soluihin ottoa, sitotumisaffiniteettia, PNA-DNA- ja
PNA-RNA-dupleksien stabiilisuutta ja jopa sekvenssispesifisyyttd. y-PNA:iden
parantuneet sitoutumisominaisuudet johtuvat osittain niiden pre-organisoituneesta
kierteisestd rakenteesta. Ominaisuuksien parantumiseen vaikuttaa myds millainen
funktionalisuus y-asemaan liitetdén.

Téssd tutkielmassa kerrotaan kolmen erilaisen y-kiraalisen PNA-monomeerin
synteeseistd. Lahtoaineena kéytettiin L-lysiinid. Nukleoeméaksend ndissd monomeereissa
on tymiini. Naméd kolme monomeerid eroavat toisistaan y-aseman funktionalisuuden
perusteella. Yhdessd monomeerissi on aminoryhmi, toisessa guanidiiniryhmi ja
kolmannessa  atsidiryhmd.  My0s  monomeerien  enantiopuhtaus  tutkittiin.
Rakenneyksikkojen soveltuvuutta PNA:n syntetisoimiseksi ei tyon puitteissa kuitenkaan

ehditty valmistamaan.

Asiasanat: PNA, y-PNA, kiraalisuus, y-kiraalinen, synteesi
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Lyhenteet

PNA = peptidinukleiinihappo

DNA = deoksiribonukleiinihappo

RNA = ribonukleiinihappo

TFPNA = triplex forming PNA eli tripleksin muodostava PNA
miniPEG = dietyyliglykoli

G-clamp = 9-(2-guanidinoetoksi)fenoksatsiini

Fmoc = fluorenyylimetyloksikarbonyyli-suojaryhma

Boc = ftert-butyloksikarbonyyli-suojaryhma

DMF = dimetyyliformamidi

BOP = bentsotriatsol-1-yylioksitris(dimetyyliamino)fosfoniumheksafluorofosfaatti

DIEA = N,N-di-isopropyylietyyliamiini

THF = tetrahydrofuraani

LiAlH4 = littumalumiinihydridi

NaHSOg = natriumvetysulfaatti

AcOH = etikkahappo

MeOH = metanoli

NaBH;3CN = natriumsyanoboorihydridi

All = allyyli

Pd(PPhs)4 = tetrakis(trifenyylifosfiini)palladium

PhSiH3 = fenyylisilaani

TFA = trifluorietikkahappo

DCM = dikloorimetaani

TEA = trietyyliamiini

K2COs3 = kaliumkarbonaatti

CuSO4 = kuparisulfaatti

T{N; = trifluorimetaanisulfonyyliatsidi

HPLC = high performance liquid chromatography eli korkean
nestekromatografia

NMR = nuclear magnetic resonance eli ydinmagneettinen resonanssi
TLC = thin layer chromatography eli ohutkerroskromatografia
KHSO4 = kaliumvetysulfaatti

LiCl = litiumkloridi

NaCl = natriumkloridi

erotuskyvyn



NaHCOs3 = natriumvetykarbonaatti

NaSO4 = natriumsulfaatti

CDCl; = deuteroitu kloroformi

KH>PO4 = kaliumdivetyfosfaatti

ESI'-MS = electrospay ionization mass spectrometry eli sihkdsumutusionisaatio
massaspektrometri

MeCN = asetonitriili

H>0 = vesi

DMSO = dimetyylisulfoksidi

NaNj3 = natriumatsidi

T£,0 =trifluorimetaanisulfonihappoanhydridi



1. Johdanto
1.1. PNA

Peptidinukleiinihapot (PNA, peptide nucleic acid) (kuva 1) ovat synteettisii
nukleiinihappojen johdannaisia. Niissd on sokerifosfaattirungon sijasta peptidirunko,
joka koostuu N-(2-aminoetyyli)glysiini-yksikdistd.!> Nukleoemikset ovat kiinni tissi
rungossa  metyleenikarbonyyliryhmédn  vilityksella. Ne on suunniteltu
sekvenssispesifisiksi sitoutumaan joko DNA:han tai RNA:han Watson-Crick- ja

t,'* mutta

Hoogsteen-emdspariutumisella samalla tavalla kuin DNA ja RNA sitoutuva
PNA:lla on havaittu olevan korkeampi sitoutumisaffiniteetti sekd parempi
sekvenssiselektiivisyys. PNA-DNA-hybrideilld on myds korkeampi pysyvyys,'* mihin
osasyyni on se, ettdi PNA- ja DNA-juosteiden vélilla ei ole elektrostaattista repulsiota
PNA:n rungon neutraaliuden  vuoksi.>  PNA:t  pystyviit  sitoutumaan
vastinoligonukleotidijuosteen = kanssa joko antiparalleelisti  (kaksoiskierteessa
aminoterminus vasten 3’-terminusta) tai paralleelisti (aminoterminus vasten 5’-
terminusta), edellisen ollessa kuitenkin yleensi huomattavasti suotuisampaa.’ PNA:t
eivit mydskiin ole alttiita nukleaasien tai proteaasien aiheuttamalle hajoamiselle,' koska
entsyymit eivét tunnista niitd synteettisen rungon vuoksi. PNA:n runko on joustava
aminoetyylilinkkereiden suhteen, DNA:n rakenteen ollessa jiykki.! Modifioimattomilla
PNA:illa on kuitenkin tiettyjd rajoituksia, kuten esimerkiksi heikko vesiliukoisuus,
alhainen solun ldpdisevyys, taipumus aggregoitumiseen sekd vaikeuksia poistua
endosomeista.” Nédiden ominaisuuksien parantamiseksi, PNA:ihin on kehitetty erilaisia
modifikaatioita. Modifioidut PNA:t voivat myds muodostaa pysyvdmmain
kaksoiskierteen DNA:n kanssa kuin modifioimaton PNA.°

Suhteellisen lyhyet PNA:t voivat hiljentdd geenejd, mutta pienetkin muutokset

7 Esimerkiksi

PNA:n pituudessa tai kohdepaikassa voivat vaikuttaa hiljenemiseen.
hydrofobisten osien lisdéiminen PNA:han voi parantaa merkittdvasti geenin hiljenemisen
tehokkuutta.” Jotta geenit saataisiin B
hiljennettyd, pitdd PNA:t kuitenkin ensin saada

kuljetettua solukalvon ldpi solulimaan ja sieltd O

/

monin tavoin. Esimerkiksi liittimalla PNA:han

O
tumaan.
PNA:ita on yritetty kuljettaa soluihin [> N /\/ N \)J\\
H

B = emdis (sytosiini, guaniini, adeniini tai

. . 7 . . s 3
ja tumaan voidaan parantaa. ' Tamén lisdksi tymiini)
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haaroittuneita peptideji voidaan kiyttdid PNA:iden kuljettamiseen.” PNA:n kuljetus
soluihin voi tapahtua myds kompleksina lipidin ja DNA:n kanssa.® PNA:iden
kuljetukseen on kiytetty myds muun muassa nanopartikkeleita.'® PNA:iden, joihin on
liitetty kationisia kantajapeptidejd, jotka siséltavét joko arginiini- tai lysiinitdhteitd, on
havaittu estivin geeniekspressiota paremmin kuin tavallisten PNA:iden.” Lysiini-
tahteiden lukumééri ja stereokemia vaikuttaa geeniekspression hiljenemiseen mutta yli
kahdeksan lysiinitdhteen lisddmisen hyoty on endé vihdinen.

PNA-peptidikonjugaatit kulkeutuvat soluihin endosytoosin kautta ja vapautuminen
endosomeista sytoplasmaan on geenin hiljentimisen tehokkuutta rajoittava tekija.
Lisdaineiden kiyttdd on tutkittu parantamaan vapautumista endosomeista.” Kalsium-
ionien lisddminen soluviliaineeseen parantaa PNA:n aiheuttamaa geenin hiljentdmisti,
mutta samalla lisdd solukuolemaa, koska kalsium-ionien lisédminen johtaa usein sakan
muodostumiseen eri elatusaineolosuhteissa. Tdma taas vihentdi kokeiden toistettavuutta.
Klorokiinin lisédiminen ei merkittdvasti paranna PNA:n tehokkuutta, mutta lisda kalsium-

ionien tavoin solukuolemaa ja siten viihentii kokeiden toistettavuutta.’

B B

R OO OO

\N)\/N\)J\\ \N/\/N S

_H — _H R —

v-kiraalinen PNA a-kiraalinen PNA
Kuva 2 kiraaliset PNA-monomeerit, B = emds (tymiini, sytosiini, guaniini tai
adeniini)

Kiraalisten yksikdiden (kuva 2) lisddminen PNA:n runkoon voi parantaa
sitoutumisaffiniteettia seki sekvenssispesifisyyttd.!! Tdmi johtuu ainakin osittain siiti,
ettd kiraaliset yksikot saavat PNA:n pre-organisoitumaan oikea- tai vasenkitiseksi
kierteeksi. Erityisesti oikeakétinen kierre parantaa PNA:n sitoutumisominaisuuksia.
Kiraalisia yksikoitd voidaan lisétd PN A:han joko a- tai y-asemaan (kuva 2). Stereokemia
vaikuttaa kiraalisen modifikaation aiheuttamaan kaksoiskierteen pysyvyyteen.
Esimerkiksi a-modifioitujen PNA:iden (kuva 2) tapauksessa stereokemialtaan D-
muodon PNA:t paransivat PNA-DNA-kaksoiskierteen pysyvyyttid L-muotoa enemmén.°
Tadma johtuu siité, ettd a.-D-PNA saa PNA-DNA-dupleksin laskostumaan oikea-kétiseksi

kierteeksi kun o-L-PNA vastaavasti vasenkitiseksi.!! Myos modifikaation sijainnilla on
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vaikutusta ja esimerkiksi vdhiisintd stabilisaatio on silloin kuin modifikaatio sijaitsee
keskelld sekvenssid,’ mutta keskelld sekvenssid olevat modifikaatiot voivat toisaalta

parantaa selkvenssiselektiivisyyttd.'!

My6s modifikaatioiden lukumédrd vaikuttaa.
Esimerkiksi lisddmélld o-asemaan kolme D-konfiguraation kiraalista monomeerid
saadaan sekvenssispesifisyyttd parannettua yhteen kiraaliseen yksikk6on verrattuna, ja
kun ndmé kolme kiraalista D-monomeerid lisdtddn juosteen keskelle (ns. kiraalinen
laatikko) vaikutus suurenee entisestiin.!! Myds pysyvyys paranee sen mukaan miti
enemmin modifikaatioita PNA:han on liitetty.® Kiraaliset modifikaatiot PNA:ssa eiviit
vihenni PNA:n sekvenssiselektiivisyyttd vaan pikemminkin voivat jopa parantaa siti.>!!

Kolmoiskierteen muodostava PNA (TFPNA, triplex forming PNA) kykenee
sitoutumaan kaksijuosteiseen DNA:han tai RNA:han Hoogsteen-emispariutumisella.'?
Néiden TFPNA:iden rungon hienosdddolla voi olla suuri rooli kaksijuosteisen DNA:n ja
RNA:n optimaalisessa tunnistuksessa.

Terapeuttisten sovellutusten lisdksi PNA:ta voidaan hyddyntdd diagnostiikassa

korkean affiniteetin hybridisaatiokoettimena.'
1.2. y-kiraalinen PNA

y-kiraalisessa PNA:ssa peptidirungon y-asemaan (kuva 2) on liitetty sivuketju. y-
modifioidulla PNA:lla on useita etuja verrattuna modifioimattomaan PNA:han, kuten

6,12,15-17

parantunut  vesiliukoisuus'*, parempi  soluihin  otto sekd  suurempi

sitoutumisaffiniteetti DNA:han®!'®!%2° ja RNA:han.'»?! Funktionaalisten ryhmien

16,20,22-24

valinnalla voidaan sdddelld mainittuja ominaisuuksia . 7-PNA:t my0s sitoutuvat

15.17.18.20.23.25 " Myoskiin y-PNA:n sivuketjujen polaarisuus,

erittdin sekvenssispesifisesti
varaus, aromaattisuus tai  alifaattisuus ei  vaikuta merkittdvasti PNA:n
sekvenssispesifisyyteen tai sitoutumistehokkuuteen.?® Sen sijaan ne ovat tirkeiti
ominaisuuksia soluun oton, endosomaalisen vapautumisen, liukoisuuden ja
aggregoitumisen ehkdisemisen kannalta. y-PNA:t eméispinoutuvat enemmaén ja ovat siten
rakenteeltaan jdykempid.> y-PNA:t voidaan ohjata laskostumaan oikea- tai
vasenkitiseksi kierteeksi yksinkertaisesti y-aseman stereokemiaa muuttamalla.?
Oligomeerin kierteisyys tulee selvemmaéksi, kun PNA:n y-modifioitujen monomeerien
méird kasvaa.”> Timi y-PNA:n pre-organisoituminen on ainakin osasyyni y-PNA:n
suurempaan sitoutumisaffiniteettiin modifioimattomaan PNA:han nihden.?**> Vasen- ja
oikeakitiset y-PNA-kierteet eivit pysty hybridisoitumaan keskeniin.>> Oikeakitinen y-

PNA pystyy sitoutumaan komplementaarisesti seki DNA- etti RNA-juosteiden kanssa.?
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Seka oikea- ettd vasenkétinen y-PNA-kierre pystyy sitoutumaan modifioimattoman PNA-
juosteen kanssa.?®

v-PNA myds pystyy tunkeutumaan kaksijuosteiseen B-DNA:han ja sitoutumaan

sekvenssispesifisesti.?’ ! Tami m
sitoutuminen tapahtuu

juosteinvaasiomekanismilla Watson- m
Crick-emispariutumisella. Juosteinvaasio

(kuva 3) on y-PNA:iden ominaisuus, eikd Kuva 3 PNA:n (punainen) sitoutuminen DNA:han

sitd ole huomattu tapahtuvan tavallisella /uosteinvaasiomekanismilla
modifioimattomalla PNA:lla. y-PNA

pystyy sitoutumaan kaksijuosteiseen I I I I I I I I I I I I I I I I
DNA:han tai RNA:han myos | I I I I II I I I I I I I I I
muodostamalla kolmoiskierteen (kuva

4).121532 T5]15in sitoutuminen tapahtuu w

Kuva 4 PNA:n (punainen) sitoutuminen DNA:han
tripleksin muodostumisella Hoogsteen-

y-PNA-DNA-kaksoiskierteeen emdspariutumisella

Hoogsteen-emispariutumisella.

rakenne on miritelty 1,7 A:n tarkkuudella.?® y-PNA-DNA-kaksoiskierre omaksuu P-
muodon?®, joka on lihempind A- kuin B-tyypin kierretti. y-PNA:n tapauksessa L-
isomeeri stabiloi PNA/DNA-kaksoiskierrettd®?® kun taas D-isomeerilld on pdinvastainen
vaikutus®®., TAmai stabiilius kasvoi y-substituutioiden lukumiirin kasvaessa.’ Tissi
tutkielmassa tarkoitetaankin aina y-L-PNA:ita jollei toisin mainita. y-D-isomeerin
pysyvyyttd heikentdvd vaikutus johtuu todenndkdisesti sivuketjun ja PNA-DNA-
kaksoiskierteen sisdosien vilisisti steerisesti repulsiosta.?’ Titi repulsiota ei tapahdu y-
L-muodolla. Tdmidn vuoksi on tirkedd, ettd y-PNA-monomeerit eivdt juurikaan
rasemoidu synteesimenettelyn aikana, ja etti syntyvd PNA on enantiopuhdas.**** Titi
varten  on  kehitelty  erilaisia =~ y-PNA-monomeerien ja  -oligomeerien
synteesimenetelmid.® >’ Yhtend esimerkkini kehitetyisti synteesimenetelmisti on
Fmoc-pohjaiset strategiat®>*¢38 joissa PNA-monomeerin ketjun pidennykseen kiiytettivi
priméérinen aminoryhmé on suojattu Fmoc-ryhmélla ja sivuketju tarvittaessa esimerkiksi
Boc-ryhmiillé tai jollain muulla happolabiililla tai ortogonaalisella suojaryhmilld. Toinen
vaihtoehto on, etti priméirinen aminoryhmi on suojattu Boc-ryhmilld'* ja sivuketju
emdslabiililla suojaryhmalla.

Verrattuna tavalliseen modifioimattomaan PNA:han tai L- ja D-a-PNA:han, -

PNA sitoutuu DNA:han nopeimmin ja silld on my®ds korkein sulamislimpétila.®?° y-PNA
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ei mydskiin aggregoidu niin herkisti kuin tavallinen modifioimaton PNA.?° Voidaan
my0s todeta, ettd sitoutumistehokkuus riippuu padasiassa sivuketjun asemasta (y- vai a-
asema) ja stereokemiasta (D- vai L-isomeeri) eikd niinkddn sivuketjun koosta,
hydrofobisuudesta tai varauksesta.?’

Negatiivisesti tai positiivisesti varautuneet funktionaaliset ryhmit y-asemassa
voivat vaikuttaa merkittivisti sitoutumisaffiniteettiin.!>*® Kun y-PNA-DNA-
kaksoiskierteeseen lisdtdén yksi positiivisesti varautunut PNA-monomeeri, pysyvyyden
havaitaan olevan kéédntden verrannollinen (negatiivinen suolariippuvuus) NaCl-
konsentraation kanssa (tarkastelurajoissa). Kun ko. monomeeri vaihdetaan negatiivisesti
varautuneeseen monomeeriin, y-PNA-DNA-kaksoiskierteen pysyvyydessid ei havaita
vastaavaa suolariippuvuutta (neutraali suolariippuvuus). Kun negatiivisesti varautuneita
ryhmid lisdtddn kolmeen, y-PNA-DNA-kaksoiskierteen suolariippuvuus muuttuu
neutraalista positiiviseksi*®, kun taas positiivisesti varautuneiden ryhmien lukumi#rii vy-
PNA:ssa lisdttiin, pysyy suolariippuvuus edelleen negatiivisena. PNA-RNA-

9 Positiivisesta

kaksoiskierteissi ryhmien vaikutus on melko samankaltainen.’
suolariippuvuudesta huolimatta negatiivisesti varautunut PNA sitoutuu positiivisesti
varautunutta PNA:ta hieman heikommin DNA:han*’, mutta RNA:han paremmin, kun
negatiivisesti varautuneita ryhmii on vihintdin kolme.’® Niistd tuloksista voidaan
padtella, etti negatiivisesti varautuneiden ryhmien lisdidminen y-PNA:han voi itseasiassa
lisdta sitoutumisaffiniteettia RNA:han kohdistetuissa y-PNA:issa. Yllittavdd on se, ettd
PNA:n varauksettoman rungon on oletettu olevan yksi PNA:n eduista, mutta negatiivisen

varauksen lisddminen runkoon el kuitenkaan merkittdvasti vahennd

sitoutumisaffiniteettia fysiologisissa olosuhteissa.
1.2.1. Erilaisia y-kiraalisia PNA:ita

Erilaisia y-kiraalisia PNA:ita on valmistettu useita. Ne eroavat toisistaan y-aseman
sivuketjun rakenteelta sekd myds nukleoemiskoostumukseltaan. My6s amino- ja
karboksiterminuksiin on voitu my®ds lisété erilaisia ryhmié. Seuraavaksi kdsitellddn néitd
erilaisia y-PNA-rakenteita ja niiden ominaisuuksia.

Ensimmaisen valmistetun y-kiraalisen PNA-monomeerin y-asemassa oli
metyyliryhmi.*® Metyyliryhmii y-asemassa (kuva 5a) on kiiytetty myos yhdessi

muiden y-aseman modifikaatioiden kanssa®>*7%.
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v-PNA-monomeerien, jotka on valmistettu lysiinistd, sivuketjussa on
aminobutyyliryhmi (kuva 5d).** Titd y-PNA:n sivuketjun amiinia voidaan helposti
muokata erilaisilla ryhmill4.'® Tillaisia modifikaatioita ovat esimerkiksi asetamidin
(kuva 5e), fenyylipropaanihapon (kuva 5g) tai tiatsolioranssin lisddminen y-sivuketjun
amiiniin. Kaikissa ndissd kolmessa tapauksessa modifikaatio lisdsi PNA:n muodostaman
kaksoiskierteen pysyvyyttd ja sitoutuminen oli kaikkien kohdalla sekvenssispesifista.
Niiden lysiinipohjaisten y-PNA:iden erilaiset sivuketjurakenteet eivdt heikennd
PNA:iden kykyd sitoutua komplementaarisesti DNA:han, RNA:han tai PNA:han.
Tutkielman kokeellisessa osiossa myds kerrotaan lysiinipohjaisten y-PNA-monomeerien
synteeseista.
HoN

HO.___O B HN

o o ° o o
JV \
H,N OH H,N L TOH

o C
NH, HNJ\
B B B
O\\‘) 0o Oﬁ) 0 Hojyoﬁ) o)
HoN ': OH H,N ': oH HaN TQJ\OH
O\

HoN

HoN
N "
N
OH  HoN FN i OH
g

Kuva 5 Esimerkkejd erilaisista ;/—PNA—monomeerlen sivuketjuista; a) metyyli, b)
karboksietyyli, c) guanidiinii, d) aminobutyyli, e) asetamidi, f) hydroksimetyyli, g)
fenyylipropaanihappo, h) miniPEG ja i) aminometyyli. B = emds (esimerkiksi
sytosiini, guaniini, adeniini tai tymiini)

My06s muista aminohapoista on valmistettu y-kiraalista PNA:ta. Téllaisia ovat
esimerkiksi glutamiinihaposta valmistetut PNA:t>**' Niissd y-sivuketjuna on
karboksietyyliryhmé (kuva 5b). Arginiinista valmistetuissa y-PNA:issa taas sivuketjuna
on guanidinyylipropyyliryhmi (kuva 5¢c).!” My®s seriinisti on valmistettu y-PNA:ta.?*%?

Niissd y-PNA-monomeereissd on sivuketjuna hydroksimetyyliryhma (kuva 5f).
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PNA:n y-asemaan on my®ds liitetty aminometyyliryhmii (kuva 5i).%!>!7 Kationiset
aminometyleeni-PNA:t stabiloivat PNA-DNA-duplekseja verrattuna
modifioimattomaan PNA:han.®!” y-aminometyleeni-PNA:t ovat my®&s stabiilimpia kuin
vastaavat o-PNA:t. Pysyvyyden kasvaminen ei kuitenkaan ollut epéspesifistd, silld
yksikin virhe komplementaarisessa sekvenssissd johtaa kaksoiskierteen pysyvyyden
heikentymiseen verrattuna tavalliseen PNA:han® Nidmd 7-PNA:t ovat myds
sekvenssiselektiivisempid kuin vastaavat o-modifioidut PNA:t.!” Ne kulkeutuivat
soluithin tehokkaasti ja niiden kulkeutuminen on parempaa kuin vastaavilla
modifioimattomilla tai o-modifioiduilla PNA:illa.®!” Ne my®s lokalisoituivat tumaan ja
niilli on myds matala toksisuus soluissa.’

Myds sulfaattiosia on liitetty PNA:n y-asemaan.!> Sulfaattiosa on monilta
ominaisuuksiltaan samankaltainen kuin DNA:n fosfaatti. Silld on negatiivinen varaus ja
samankaltainen geometria ja polaarisuus. Nididen sulfaattiosan siséltdvien PNA-DNA-
kaksoiskierteiden pysyvyyden on havaittu olevan riippuvainen ionivahvuudesta. Nama
PNA:t kykenevdat muodostamaan kolmoiskierteitd. Niiden biologinen aktiivisuus on
modifoimatonta PNA:ta korkeampi, joka johtuu niiden tehokkaammasta kulkeutumisesta
soluihin. Nami PNA:t ovat ensimmadisid antigeenisid y-PNA:ita, joilla on negatiivinen
varaus. Sulfaattiryhmén lisdédminen y-asemaan vaikuttaa positiivisesti PNA-oligomeerin
sitoutumisominaisuuksiin sekd biologiseen aktiivisuuteen. Ne my0s osoittavat
voimakasta antigeeniaktiivisuutta sekd vahvaa sitoutumisselektiivisyyttd, eivitkd ne
my0skddn ole toksisia soluissa.

PNA:n y-asemaan on myods liitetty dietyleeniglykoliketju (miniPEG)
(kuva 5h),10:143032384348 T4]lainen miniPEG-PNA pystyy tunkeutumaan B-DNA:han ja
tunnistus tapahtuu erittdin seksvenssispesifisesti. y-miniPEG-PNA:t voivat sitoutua
kaksijuosteiseen DNA:han myds muodostamalla kolmoiskierteen.*® Yksi y-miniPEG-
PNA-modifikaatio PNA:ssa riittdd pre-organisoimaan PNA:ta riittdvésti oikeakitiseksi
kierteeksi.'* MiniPEG-yksikoiden liséiminen PNA:han tiukentaa oligomeerin kierretti ja
tekee siitd siten jiykemmin ja kompaktimman.'* Kaksoiskierteen pysyvyys kasvoi
miniPEG-yksikdiden lukuméirin lisdsintyessd.'* Yhden miniPEG-modifikaation
siséltimd PNA sitoutuu noin kaksi kertaa nopeammin kuin modifioimaton PNA.' Se
myo0s paransi PNA:n vesiliukoisuutta ldhes kaksinkertaiseksi ja ndiden modifikaatioiden
lisiiminen PNA-runkoon paransi vesiliukoisuutta entisestééin.'* Nimi modifikaatiot
my0s  vdhentdvit  aggregoitumista ja  epdspesifistd  sitoutumista  muihin

makromolekyyleihin.'#**° Timin PNA:n invaasiotehokkuus B-DNA-dupleksiin riippuu
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limpéotilasta.’®  Invaasionopeuteen taas vaikuttaa ionivahvuus. Fysiologisessa
ionivahvuudessa tdmi PNA ei pysty tunkeutumaan B-DNA:han, vaan sitoutuminen B-
DNA :han rajoittuu suhteellisen alhaisiin ionivahvuuksiin.>* y-miniPEG-PNA:t pystyviit
inhiboimaan onkogeenistd mikroRNA:ta silloin, kun ndméa y-PNA:t kuljetetaan soluun
nanopartikkeleiden mukana.* Ne inhiboivat kasvaimen kasvua paljon tehokkaammin
kuin modifioimattomat PNA:t. Nailld y-miniPEG-PNA:illa on myds mahdollista estdi
ihmisen beetta-talassemiaan liittyvdn mutaation toimintaa ja siten estdd sairautta
ilmenemistd.*® Tilld hetkelld titd on testattu vasta hiirimallilla ja nanopartikkeleilla
kuljettamalla. y-miniPEG-PNA:ta tutkittu myds mahdollisena biomateriaalina. 434748

PNA:n y-asemaan voidaan myds liitti4 guanidinoryhmid.!>!6!® Tillaiset y-PNA:t
sitoutuvat DNA:han ja RNA:han poikkeuksellisen suurella affiniteetilla ja
sekvenssiselektiivisyydelld. Ndma ryhmét on voitu liittdd y-asemaan esimerkiksi joko

2 propyyli-' tai butyylikisivarren!® kautta. Ko. PNA:t tunkeutuvat

metyyli-,!
nisdkdssoluihin suhteellisen helposti. Guanidinobutyyliryhmid on havaittu tarvittavan
vihintdin neljd kappaletta, jotta PNA piisee kulkemaan solukalvon lépi soluihin.'®
Lyhyemmalld guanidinyylimetyylisivuketjulla jo kaksi modifikaatiota riittdd solukalvon
lipiisyyn, kunhan modifikaatiot ovat perikkiisissi monomeereissa.!? PNA:lla, jossa on
y-guanidiini-modifikaatioita  esimerkiksi  kolme  perdkkdin, on  matalampi
sitoutumisaffiniteetti kuin sellaisella PNA:lla, jossa ndmid modifikaatiot eivdt ole
perikkiin.'® Kun ko. tetra-y-guanidino-PNA on leimattu rodamiinilla, sen on havaittu
kulkeutuvan HeLa-soluihin samalla tehokkuudella kuin TAT-proteiini.  Naiilld
guanidinoryhmén sisdltavilla y-PNA:illa oli my0s resistenssid entsymaattista hajoamista
vastaan toisin kuin modifioimattomilla PNA:illa."

My®és y-hydroksimetyyli-PNA:ita on tutkittu.?**>*° Niitd on kiytetty esimerkiksi
TFPNA:issa, joissa 7y-hydroksimetyyli-modifikaatio  vaikutti  selektiivisyyteen
PNA/RNA- ja (PNA)./RNA-kompleksien muodostumisen vililla.*
Hydroksimetyyliryhmd y-PNA:ssa parantaa PNA:n sitoutumista DNA:han sekd
RNA:han.?® Sen lisiiksi hydroksimetyyliryhmi parantaa sekvenssiselektiivisyytti.

PNA:n y-asemaan on liitetty myds merkaptometyyliryhmi.?*>* Merkaptoryhmi
PNA:n y-asemassa tarjoaa konjugaatiokohdan, jota voidaan funktionalisoida
selektiivisesti. Merkaptoryhmdn lisddminen ei vaikuta negatiivisesti PNA:n
sitoutumiseen DNA:han.>® Merkaptoryhmi ei vaikuttanut mydskiin merkittivisti PNA:n

2

sitoutumisominaisuuksiin RNA:han.?> y-merkaptoryhmii on kiytetty esimerkiksi

fluoroforien liittimiseen.'®?* Fluoroforin liittiminen PNA:n y-asemaan ei vaikuttanut
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PNA:n sitoutumisominaisuuksiin.?* Tiatsolioranssi on yksi y-PNA:han liitetty fluorofori.

Sitd sisdltdvin PNA:n taustafluoresenssi on vidhdinen, mutta sitoutuessaan
komplementaariseen DNA:han fluoresenssi lisiéintyy voimakkaasti.'®

PNA:sta on valmistettu myos monomeereja, joissa on stereogeeninen keskus seké

a.- ettd y-asemassa.’! Tissikin kaksoiskiraalisessa tapauksessa y-substituentin L-muoto ja

a-substituentin D-muoto stabiloi PNA/DNA-kaksoiskierrettd eniten. o-substituentin L-

muodolla pysyvyys oli myos modifioimatonta PNA:ta korkeampi toisin kuin y-aseman

D-muodolla. a-substituentin stereokemialla ei siis ole niin suurta merkitystd kuin -

substituentin.
y-kiraalisuutta ~ on H H
my0s kaytetty yhdessi PRt
emasmodifikaatioiden o
N O H  Huy
kanssa. Ko. y-PNAzissaon [ e 0 Bl N | R S (0) l
- A\ H N N
) N N Y\Q/N N §/§r v
kéytetty esimerkiksi ns. G- \H-N \;’j _N
SN N=N O snHTEN
clamp  sytosiinianalogia | )\\ H-N | )\\ N
. .. N~ oo wHT
[i.e.  sytosiinin  9-(2- | H N" 0 H
guanidinoetoksi)fenok- C-G G-clamp - G
. 119829 Kuva 6 Normaali sytosiinin guaniinin emdspariutuminen sekd
satsiini-addukti]™". Y- sytosiinianalogi G-clamp-nimisen emdksen sitoutuminen guaniiniin

. emdspariutumisella
asemassa on  kaytetty P

metyyliryhméa. Téllda nukleoeméssubstituutiolla pystytdén kasvattamaan y-PNA:iden
affiniteettia merkittdvasti DNA-juosteen komplementaarisiin guaniinieméksiin ja siten
kykyd tunkeutua B-DNA:han. Ajatus perustuu siithen, ettd G-clamp sitoutuu guaniiniin
useammalla  vetysidoksella  kuin  sytosiini  (kuva 6). Sitoutuminen on
sekvenssiselektiivisti ja se tapahtuu juosteinvaasiomekanismilla.?®?° Jo yhden tai kaksi
G-clamp-nukleoemiisti sisiltivi PNA pystyy sitoutumaan kaksijuosteiseen DNA:han®’,
mutta kun téllainen PNA sisilsi kolme G-clamp-nukleoemaéstd, sitoutuminen B-DNA:han
onnistui my®ds fysiologisesti merkittivissi ionivahvuudessa.?®’

v-PNA:ihin voidaan liittd4 modifikaatioita myos amino- ja karboksiterminukseen.
Tasta esimerkkind on y-PNA, joka siséltidd kovalenttisesti kytketyn akridiiniosan PNA:n
karboksip#issi.?” Tami y-PNA pystyy tunkeutumaan B-DNA:han sekvenssispesifisesti.
y-asemassa tdlld PNA:lla on kéytetty metyyliryhméé. Ilman akridiiniosaa y-PNA ei
pystynyt sitoutumaan B-DNA:n kanssa. Tédmikin B-DNA:han tunkeutuminen on
tehokkainta alhaisilla ionivahvuuksilla ja y-PNA:n sitoutumisvapaaenergian taytyy vield

nousta, jotta sitoutuminen tapahtuisi fysiologisessa ionivahvuudessa. Toinen ja paljon
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kdytetty terminaalien modifikaatio PNA:issa on niiden ketjun pidentdminen

41729 Lysiinitihteet parantavat y-PNA:mn vesiliukoisuutta.'* Myds

lysiinitéhteilla.
lauriinihappoa on liitetty y-PNA:n aminoterminuksessa.*’ Sen tarkoituksena on taas ollut

hydrofobisuuden kasvattaminen.

1.2.2. y-PNA:n sovellukset

v-PNA:n ominaisuuksia voidaan hyddyntdd geeniekspression sédételyn lisdksi myos
erilaisissa sovelluksissa, kuten diagnostisina tyOkaluina. Seuraavaksi esitellddn
esimerkkeja téllaisista sovelluksista.

Ensimmaéinen esimerkki y-PNA:n kdytostd erilaisissa sovelluksissa on y-PNA:n
kiyttd geenien "viivakoodaamisessa".>’ Timi tapahtuu niin, etti erittiin
sekvenssispesifisid y-PNA-koettimia liitetddn kiinteddn alustaan kiinnitettyihin
nanohuokosiin. Geenit sitoutuvat PNA-koettimiin ja geenit saadaan "viivakoodattua"
laskemalla kuhunkin geeniin kiinnittyneiden koettimien lukumééri ja mittaamalla niiden
suhteelliset etdisyydet eli paikallistamalla niiden sijainnit DNA-molekyylissd. Ndilla
nanohuokos-y-PNA-koettimilla pystytddn havaitsemaan ja luokittelemaan ldheisesti
sukua olevien virusalatyyppien geeneja.

v-PNA:ta on kiytetty koettimena muissakin sovelluksissa. Esimerkiksi y-PNA:ita,
joihin on liitetty massaa lisddvid molekyylejda ("massatagit"), voidaan liittda
nanohuokosiin® ja niiti voidaan sitten kiyttdi tunnistamaan kaksijuosteisesta DNA:sta
geneettisid mutaatioita tai niiden puuttumista massaspektrometrisesti. Tdmé tapahtuu
niin, ettd otettaan pieni ndyte, esimerkiksi poskindyte, josta muodostettaan muutaman
sadan emdisparin pituinen sekvenssi. Tdmé sekvenssi inkuboidaan y-PNA:n kanssa, ja
kohdesekvenssid vastaava PNA havaitaan kdyttdmélld nanohuokosia. Téitd voitaisiin
hyodyntdd esimerkiksi syovén hoitoon liittyvéssd diagnostiikassa. Sen avulla voitaisiin
tunnistaa syovista tiettyjd geenejd, joiden tiedetdén reagoivan hyvin tiettyihin hoitoihin.

v-PNA:ita voidaan my0s yrittdd hyOodyntdd diagnostisina tydkaluina, kuten
esimerkiksi patogeenintunnistusalustoissa.>* TAma alusta sisiltid y-modifioituja PNA:ita.
Namé y-PNA:t pystyvit tunkeutumaan kaksoiskierteiseen DNA:han. Télld alustalla
pystyy tunnistamaan bakteeri- ja sienipatogeenejd suoraan verestd ilman soluviljelya.
Tadma tunnistus tapahtuu nopeasti alle 2,5 tunnissa. Alustan kliininen kdyttokelpoisuus on

osoitettu ja se saavutti vaikuttavia tuloksia. Tdmin alustan tehokkuus on yhtd hyvi, ellei
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parempi kuin perinteisten viljelymenetelmien tehokkuus patogeenien havaitsemisessa ja
tunnistamisessa.

y-PNA:ista on valmistettu myos biosiruja.** Niissi siruissa kiytetty y-PNA sisiltid
y-asemassa miniPEG-ryhmdi. Mikrosirut valmistetaan "Film spotting"-nimiselld
menetelmalld. Silld saadaan helposti ja edullisesti muodostettua y-PNA-matriisia, jossa
on sddnndllinen kuvio, tasainen luminesenssi ja erittdin alhainen taustafluoresenssi. y-
PNA:illa on niissd siruissa erinomainen selektiivisyys ja herkkyys. DNA-kohteet
sitoutuvat hyvin y-PNA:iden kanssa my0s fysiologisissa olosuhteissa. Néilld biosiruilla
pystytddn havaitsemaan mutaatioita esimerkiksi BRCA1- ja 3099delT-geeneista SSarc-
puskurissa, seerumissa ja virtsassa. y-PNA on niissd siruissa selvésti parempi kuin
modifioimaton PNA.

v-PNA:ista on my6s valmistettu erilaisia nanomateriaaleja. Niistd on valmistettu
esimerkiksi nanokuituja.****® Niissd nanokuituja muodostavissa PNA:issa on y-
asemassa kiytetty esimerkiksi hydroksyylimetyylii.** Toinen nanokuiduisssa kiytetty y-
PNA on miniPEG-PNA.#** Nanokuituja voidaan valmistaa myds y-PNA/DNA-

8 Niistd molemmista saadaan

hybrideisti pelkkien y-PNA-nanokuitujen lisiksi.*
muodostettua nopeasti nanokuituja helpolla yksivaiheisella strategialla. Naméi

nanokuidut voivat kasvaa useiden mikronien pituisiksi*’ ja ne muodostuvat nippuina.*®
1.3. Tyon tarkoitus

Tdmidn tyon tarkoituksena oli valmistaa ensin kolmea erilaista y-kiraalista PNA-
monomeerid. Monomeerit valmistetaan L-lysiinistd ja ne eroavat toisistaan y-kiraalisen
osan funktionalisuuksilta. Kaikissa kolmessa funktionalisuus on liittyneend
butyylisivuketjun pddhdn. Ensimmaéisessd ndistd monomeereistd (yhdiste 1, kuva 7) y-
kiraalisessa osassa on aminoryhméi. Toisessa monomeerissd (yhdiste 2, kuva 7) on
guanidiiniryhmd. Kolmannessa monomeerisséd (yhdiste 3, kuva 7) taas on atsidiryhma.
Monomeereissd kdytetddn Fmoc-suojaryhmaéé seké yhdisteiden 1 ja 2 sivuketjuissa Boc-
suojaryhméi. Kaikissa ndissd monomeereissd on nukleoeméksend tymiini. Naistd
yhdisteistd ainakin yhdisteet 1 ja 2 10ytyvdt aiemmista julkaisuista, mutta hieman
erilaisella synteesilli*® tai kokonaan eri suojaryhmistrategialla'®. Niitd kahta
funktionalisuutta, eli amino- ja guanidiiniryhmaé, 16ytyy myds muista julkaisuista, mutta

eri mittaisilla hiiliketjuilla, esimerkiksi aminometyylini tai guanidinyylimetyylini.'?
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Niitd kolmea valmistettua PNA-rakenneyksikkéd on tarkoitus kayttdd
automatisoidussa PNA-synteesissd. PNA:n sekvenssiksi on suunniteltu Lys-CTA GTA
TGA AAG AGA GAC ATT G -sekvenssid. Lopullisena tavoitteena on ndiden y-
kiraalisten PNA:iden ominaisuuksien testaus erilaisilla kokeilla kuten esimerkiksi

solukokeilla. Tédssd tutkielmassa ei kuitenkaan paéstd monomeerien synteesid pidemmélle

O NHBoc o) 0

A

NHBoc | NH BocHN N

N/&O

o v

N
FmocHN OH FmocHN N A OH  FmocHN
1

2

Kuva 7 Valmistettavat -kiraaliset PNA-monomeerit

2. Tulokset ja niiden tarkastelu

2.1. PNA-monomeerien synteesi

Tyon 7y-kiraaliset PNA-monomeerit syntetisoitiin kaavion 1 mukaisesti. Tarkemmin
vaiheet on esitetty osiossa 3.1.1. Ensimmaéisessd vaiheessa Fmoc-L-lysiini(Boc)-OH:n
(yhdiste 4, kaavio 1) annettiin reagoida N,O-dimetyylihydroksyyliamiinihydrokloridin
kanssa fosfoniumaktivaattorin (BOP) ja N,N-di-isopropyyli etyyliamiin ldsnéd ollessa.
Reaktiossa syntyi kvantitatiiviesti Weinrebin amidi 5 (kaavio 1), joka kéytettiin
seuraavaan vaiheeseen ilman kromatografista puhdistusta. Seuraavaksi Weinrebin amidi
5 pelkistetiin varovasti LiAlHa:lla typpi-ilmakehdssd 0°C:ssa. Saatu aldehydi 6
puhdistettiin pylviaskromatografisesti ja se kdytettiin vélittomésti seuraavana vaiheena
olevaan pelkistdvaidn aminaatioon. Aldehydi 6 ja glysiiniallyyliesterin sulfonihapposuola
livotettiin - 1 % AcOH:MeOH-liuokseen. Joukkoon lisittiin  NaBH3CN 0°C:ssa.
Lisdyksen jdlkeen reaktion annettiin tapahtua huoneenldmpdétilassa. Raakatuote
puhdistettiin pylvdskromatografisesti. Reaktiossa muodostui yhdiste 7 (kaavio 1) 24 %
saannolla  ldhtien yhdisteestd 5. Yhdiste 7 karakterisoitiin  NMR- ja

massaspektrometrisesti (liitteet 1 ja 2).
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NHBoc NHBoc NHBoc 0
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—_
BOP | THF, 0°C NaBH;CN
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Kaavio 1 y -kiraalisten PNA-monomeerien synteesi
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Seuraavaksi yhdisteen 7 annettiin reagoida tymiini-1-etikkahapon kanssa. Kuten
ylld, amidikytkentdén kaytettiin aktivaattorina BOP:ia ja emdksena reaktiossa oli DIEA.
Raakatuote puhdistettiin pylvdskromatografisesti. Reaktiossa muodostui yhdiste 8
(kaavio 1) 74 % saannolla. Yhdiste 8 karakterisoitiin NMR- ja massaspektrometrisesti
(liitteet 3—6). Tatd yhdistettd kdytettiin kahteen seuraavaan reaktioon.

Yhdisteestd 8 poistettiin allyylisuojaryhmé Pd(PPhs)s:n sekd PhSiHs3in avulla
typpi-ilmakehdssi. Raakatuote puhdistettiin pylvdskromatografisesti. Reaktiossa syntyi
ensimmdinen (1) halutuista kolmesta PNA-synteesiin soveltuvasta y-kiraalisesta
rakenneyksikostd (kaavio 1) 62 % saannolla. Yhdiste 1 karakterisoitiin NMR- ja
massaspektrometrisesti (liitteet 7-9).

Rakenneyksikoiden 2 ja 3 syntetisoimiseksi yhdisteestd 8 poistettiin Boc-
suojaryhmi trifluoroetikkahapon liuoksella huoneenldmpdétilassa. Reaktiossa syntyi
yhdiste 9 (kaavio 1). Yhdistettd 9 kéytettiin kahteen eri reaktioon. Ensimmaéisessé niisti
yhdisteen 9 vapaa aminoryhma guanidinyloitiin 1,3-di-Boc-2-
(trifluorometyylisulfonyyli)guanidiinilla. Raakatuote puhdistettiin
pylviaskromatografisesti. Reaktiossa syntyi yhdiste 10 (kaavio 1) 37 % saannolla. Yhdiste
10 karakterisoitiin NMR- ja massaspektrometrisesti (liitteet 10—13). Yhdisteestd 10
poistettiin allyylisuojaryhméd Pd(PPhs)4:n sekd PhSiHs:n avulla typpi-ilmakehéssa.
Raakatuote puhdistettiin pylvdskromatografisesti. Reaktiossa muodostui yhdiste 2
(kaavio 1) 74 % saannolla. Yhdiste 2 karakterisoitiin NMR- ja massaspektrometrisesti
(liitteet 14—17).

Yhdisteen 9 vapaa aminoryhmé my0s atsidoitiin Cu(I)-katalyytiselld diazonium-
siirtoreaktiolla kayttden TfNs:ia. Raakatuote puhdistettiin pylvdskromatografisesti.
Reaktiossa muodostui yhdiste 11 (kaavio 1) 46 % saannolla. Yhdiste 11 karakterisoitiin
NMR- ja massaspektrometrisesti (liitteet 18—21). Tdmén jélkeen yhdisteesté 11 poistettiin
allyylisuojaryhmé Pd(PPhs)s:n sekd PhSiHs:n avulla typpi-ilmakehdssd. Raakatuote
puhdistettiin pylvaskromatografisesti. Tdssé reaktiossa syntyi yhdiste 3 (kaavio 1) 53 %
saannolla. Yhdiste 3 karakterisoitiin NMR- ja massaspektrometrisesti (liitteet 22—-25).

Kaikkien haluttujen monomeerien synteesi saatiin suoritettua onnistuneesti.
Yhdisteen 1 kokonaissaannoksi saatiin 11 % ldhtien yhdisteestd 1. Yhdisteen 2
kokonaissaannoksi saatiin 5 % ja yhdisteen 3 kokonaissaannoksi 4 % ldhtien myds
yhdisteestd 1. Synteesin heikompia vaiheita olivat pelkistdvd aminaato (7), seké yhdisteen
9 vapaan aminoryhmén funktionalisoinnit. Yhdisteen 7 muodostuminen oli saannoltaan
pienin (24 %) ja osoittautui ndin ollen synteesien pullonkaulaksi. Yhdisteen 9 vapaan

aminoryhmén guanidinylointi ja atsidointi jdivdt myds alle 50 % saannon.
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2.1.1. (R)-isomeerin synteesi

NHBoc NHBoc NHBoc NHBoc
HCI - HN( Me) OMe L|AIH4 HZN\AOAII
BOP THF 0°C NaBH3CN H (0]
DIEA H 1 % AcOH/MeOH N\)k
FmocHN DMF FmocHN FmocHN FmocHN OAIl

Kaavio 2 (R)-isomeerin synteesi

Yhdisteestd 7 valmistettiin myos (R)-isomeerinen muoto (yhdiste 4R, kaavio 2). Yhdiste
valmistettiin, jotta sitd voitaisiin kayttdé vertailuyhdisteend yhdisteen 7 enantiopuhtauden
varmistukseen. Tdmé yhdiste valmistettiin siis aivan vastaavasti kuin yhdiste 7, mutta
reaktion l&htdaineena kaytettiin Fmoc-D-lysiini(Boc)-OH:ta (yhdiste 1R, kaavio 2) L-
muodon sijasta. Tarkemmin reaktio on kuvattu osiossa 3.1.2. Ensimmaéisessd vaiheessa
yhdisteen 1R (kaavio 2) ja N,O-dimetyylihydroksyyliamiinihydrokloridin annettiin
reagoida huoneenldmpdtilassa kéyttden aktivaattorina BOP:ia. Reaktiossa muodostui
yhdistettd 2R (kaavio 2) 77 % saannolla. Seuraavassa vaiheessa yhdiste 2R liuotettiin
THF:iin ja LiAlH4 lisdttiin reaktioseokseen typpi-ilmakehdssd 0°C:ssa. Sen jilkeen, kun
tuotteen havaittiin muodostuneen, reaktio pysdytettiin lisddmélld reaktioseokseen
1 M NaHSOg4:1a. Raakatuote puhdistettiin  pylviaskromatografisesti.  Reaktiossa
muodostui yhdistettd 3R (kaavio 2), joka kéytettiin vilittomasti seuraavaan vaiheeseen.
Yhdiste 3R ja glysiiniallyyliesterin sulfonihapposuola liuotettiin 1 % AcOH:MeOH-
liuokseen ja joukkoon lisdttiin NaBH3CN 0°C:ssa. Lisdyksen jéilkeen pelkistdvin
aminaation annettiin tapahtua huoneenldmpdtilassa. Raakatuote puhdistettiin
pylviskromatografisesti. Reaktiossa muodostui yhdistettd 4R (kaavio 2) 9 % saannolla
yhdisteestd 2R ldhtien. Yhdiste 4R karakterisoitiin massaspektrometrisesti (liitteet 26 ja
27). Yhdisteen 4R kokonaissaannoksi saatiin 7 % ldhtien yhdisteestd 1R. Yhdisteen
heikko kokonaissaanto riippuu ainakin osittain siitd, ettd tyoskentely ei ollut kovin
tarkkaa, silld kyseistd referenssiyhdistettd tarvittiin vain pieni médédrad enantiopuhtauden

madritystd varten.
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2.2. Enantiopuhtaus

- S
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5000 - 5000 -

Kuva 8 Enantiopuhtauden mddritys

PNA-monomeerien enantiopuhtaus maédritettiin yhdisteen 7 ja sitd vastaavan (R)-
isomeerin (4R) vertailulla kiraalisella HPLC:1la. Kuvassa 8 on esitetty ndytteiden HPLC
kromatogrammit. Niyte A sisilsi pelkéstddn yhdistettd 7, nidyte B taas sisélsi pelkdstdan
yhdistettd 4R ja kolmas ndyte oli A:n ja B:n seos. Kuten kuvasta 8 nikee, niytteestd A
tulee piikki noin 11 minuutin kohdalle, ndytteestd B tulee piikki noin 15 minuutin
kohdalle ja ndytteestd C tulee kaksi piikkid, joista toinen tulee noin 11 minuutin ja toinen
noin 15 minuutin kohdalle. N4iistd tuloksista voidaan péaitelld, ettd kiraalinen
kromatografia kykeni erottelemaan yhdisteen 7 enantiomeerit hyvin (11 vs. 15 min) ja
ettd yhdiste 7 on enantiopuhdasta. Synteesin (kaavio 1) myShemmat vaiheet eivit ole
endd kriittisidi mahdollisen rasemoitumisen suhteen, joten voidaan myos olettaa, ettd
syntetisoidut PNA-rakenneyksik6t ovat enantiopuhtaita. Kriittisimmit vaiheet
rasomoitumiselle ovat Weinrebin amidin pelkistys aldehydiksi (6) ja sitd seuraava

pelkistdvéd aminaatio (7).

2.3. PNA:n synteesi

Tyon alkuperdisend tavoitteena oli tehdd vield syntetisoiduista y-kiraalisista PNA-
monomeereistd PNA:ta. Tdmd ei kuitenkaan ty0ajan puitteissa onnistunut

peptidisyntetisaattorin ongelmien vuoksi.
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3. Kokeellinen osa

3.1. PNA-rakenneyksikoiden synteesi

PNA-rakenneyksikoiden kokonaisreaktio on kuvattu kaaviossa 1. Kaaviossa 2 on kuvattu
(R)-isomeerisen PNA-rakenneyksikon synteesi. Liuottimet kuivattiin molekyyliseuloilla.
Tuotteet ja osa viélituotteista karakterisoitiin Bruker micrQTOF-Q-massaspektrometrilla

sekd Brukerin NMR-spektrometrilld (500 MHz).

3.1.1. y-kiraalisten PNA-monomeerien synteesi

Fmoc-lysiini(Boc)-/V-metoksi-V-metyyliamidi (5): N, O-dimetyylihydroksyyliamiini-
hydrokloridi (23 mmol, 2,3 g) liuotettiin 100 ml:aan dimetyyliformamidia. Fmoc-
lysiini(Boc)-OH (4, kaavio 1) (21 mmol, 10 g), BOP (21 mmol, 9,4 g) ja DIEA (49 mmol,
8,6 ml) lisittiin joukkoon tissé jarjestyksessd. Seosta sekoitettiin huoneenlimmosséd yon
yli. Reaktion eteneminen todettiin ohutkerroskromatografialla (TLC)(DCM:MeOH
90:10, v/v), jonka jdlkeen reaktioseos haihdutettiin kuiviin. Hathdutusjdannds liuotettiin
100 ml:aan etyyliasetaattia ja titd liuosta pestiin kolme kertaa 1 M KHSOs-liuoksella
sekd kerran LiCl-liuoksella, kylldiselld NaCl-liuoksella ja kylldiselld NaHCOs-liuoksella.
Orgaaninen faasi kuivattiin Na2SO4:1la, suodatettiin ja hathdutettiin kuiviin. Sitten tuote
haihdutettiin dikloorimetaanista kolme kertaa ja se haihdutettiin kuiviin (valkoinen
vaahto) vakuumissa Oljypumpulla. Yhdisteen 5 saanto: 11 g (100 %). Raakatuote (5)
kaytettiin seuraavaan reaktiovaiheeseen ilman pylvéspuhdistusta.

Fmoc-lysiini(Boc)-H (6): Fmoc-lysiini(Boc)-N-metoksi-N-metyyliamidi  (5)
(26 mmol, 13 g) livotettiin 100 ml:aan kuivaa tetrahydrofuraania. Typpikaapissa, samalla
jadhauteessa sekoittaen, seokseen liséttiin LiAlHs:a (26 mmol, 13 ml) tipoittain
20 minuutin aikana. Reaktion eteneminen todettiin TLC:lla (etyyliasetaatti:heksaani 1:1,
v/v). Reaktio pysdytettiin lisddmailld joukkoon 100 ml 1 M NaHSOgs-liuosta. Témén
jalkeen tetrahydrofuraani haihdutettiin ja jéljelle jaanyttd vesifaasia pestiin kolme kertaa
etyyliasetaatilla. Yhdistettyd orgaanista faasia pestiin vield kylldiselld NaCl-liuoksella.
Tdmén jdlkeen orgaaninen faasi kuivattiin Na;SOs:lla, suodatettiin ja haihdutettiin
melkein kuiviin. Jddnndkseen lisdttiin hieman 1 % AcOH:MeOH-liuosta, jonka jilkeen
seos haihdutettiin tdysin kuiviin. Tdmin jdlkeen jatkettiin suoraan seuraavaan vaiheeseen.

Allyyli-(S)-(N®-Boc-N*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)glysinaatti ~ (7):  Fmoc-
lysiini(Boc)-H (6) ja glysiiniallyyliesterin sulfonihapposuola (53 mmol, 15 g) liuotettiin
1 % AcOH:MeOH-liuokseen (100ml). Seokseen liséttiin NaBH3CN (53 mmol, 3,3 g)
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samalla jadhauteessa sekoittaen. Tamdn jélkeen jddhaude poistettiin ja reaktioseosta
sekoitettiin  huoneenldmmdssd yon yli. Reaktion eteneminen todettiin TLC:1ld
(etyyliasetaatti:heksaani 1:1, v/v), jonka jdlkeen reaktioseos haihdutettiin kuiviin.
Raakatuote liuotettiin 100 ml:aan etyyliasetaattia, jonka jdlkeen sitd pestiin kylldisella
NaHSOs-liuoksella ja kylldiselld NaCl-liuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin
NazSOq:lla,  suodatettiin - ja  haihdutettiin -~ kuiviin.  Raakatuote  puhdistetiin
pylviaskromatografisesti (etyyliasetaatti:heksaani 80:20, v/v). Yhdisteen 7 saanto: 3,5 g (2
vaihetta, 24 %). Yhdisteen 7 'H-NMR &y (500 MHz, CDCls): 7,78 (2H, d, J = 7,5 Hz,
Fmoc-H), 7,63 (2H, d, J = 7,35 Hz, Fmoc-H), 7,42 (2H, t, /= 7,3 ja 7,5 Hz, Fmoc-H),
7,34 (2H, t, J = 7,2 Hz, Fmoc-H), 5,92 (1H, m, O-CH;-CH-CH>), 5,34 (3H, m, O-CH>-
CH-CHz ja Fmoc-NH), 4,67 (2H, m, O-CH,-CH-CHy>), 4,40 (2H, m, Fmoc-CH-CH,-0O),
4,24 (1H, t, J = 6,7 Hz, Fmoc-CH-CH>-0), 3,80 (1H, s, Boc-NH), 3,68 (2H, q, /= 17,4,
17,6 ja 35,65 Hz, NH-CH»-CO»), 3,13 (2H, s, Boc-NH-CH>), 2,97 (1H, m, Fmoc-NH-
CH-CH>-NH), 2,23 (3H, s, Fmoc-NH-CH-CH>-NH ja Fmoc-NH-CH-CH,-NH), 1.51
(2H, d, J = 5,85 Hz, Boc-NH-CH>-CH>) ja 1,45 (13H, s, Boc-NH-CH>-CH>-CH>, Boc-
NH-CH»-CH»-CH»-CH> ja Boc-CHs:t). Yhdisteen 7 ESI-MS: m/z havaittu 552,3060
[M+H]", laskettu 552,30681. Yhdisteen 7 NMR- ja MS-spektrit 1oytyvat liitteistd 1-2.

Allyyli-(S)-(N®-Boc-NV2-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)-/V-[2-(tymiini-N!-yyli)-
asetyyli]glysinaatti (8): Yhdiste 7 (2,9 mmol, 1,6 g) ja tymiini-I-etikkahappo
(4,6 mmol, 850 mg,) liuotettiin kuivaan dimetyyliformamidiin (12 ml). Seokseen liséttiin
joukkoon BOP (4,6 mmol, 2,1 g)ja DIEA (5,8 mmol, 1,0 ml), jonka jdlkeen reaktioseosta
sekoitettiin huoneenldmmdossd yon yli. Reaktion eteneminen tarkastettiin TLC:lla
(DCM:MeOH 90:10, v/v). Tamén jilkeen reaktioseos haihdutettiin kuiviin ja raakatuote
livotettiin 100 ml:aan etyyliasetaattia. Orgaanista faasia pestiin kerran 10 % KH>PO4-
liuoksella ja kerran kylldiselld NaHCOs-liuoksella. Sitten orgaaninen faasi kuivattiin
NazSOq:lla,  suodatettiin =~ ja  haihdutettiin -~ kuiviin.  Raakatuote  puhdistettiin
pylvéskromatografisesti (DCM:MeOH 98:2, v/v). Yhdisteen 8 saanto: 1,5 g (74 %).
Yhdisteen 8 'H-NMR &y (500 MHz, CDCl3): 9,17 (1H, d, J = 29,45 Hz, tymiini-NH),
7,73 (2H, d, J = 7,45 Hz, Fmoc-H), 7,56 (2H, q, J = 5,8, 6,8 ja 8,65 Hz, Fmoc-H), 7,37
(2H, t, J= 7,4 Hz, Fmoc-H), 7,28 (2H, q, J=4,75, 7,35 ja 9,15 Hz, Fmoc-H), 6,81 (1H,
d, J = 19,75 Hz, Fmoc-H), 5,88 (1H, m, O-CH;-CH-CH>), 5,26 (2H, m, O-CH,-CH-
CH>»), 4,63 (4H, dd, J = 4.9, 5,75, 26,4 ja 27,25 Hz, Boc-NH, Fmoc-NH ja O-CH,-CH-
CH»), 4,45 (3H, m, FMoc-NH-CH-CH>-N ja tymiini-CH»-CO), 4,25 (3H, m, Fmoc-CH-
CH>-O ja Fmoc-CH-CH»-O ), 3,83 (2H, m, N-CH2-CO»), 3,57 (1H, m, Fmoc-NH-CH-
CH»-N), 3,34 (1H, m, Fmoc-NH-CH-CH»-N), 3,08 (2H, s, Boc-NH-CH>»), 1,85 (3H, d, J
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= 4,65 Hz, tymiini-CH3) ja 1,42 (15H, s, Boc-NH-CH>-CH,, Boc-NH-CH>-CH»>-CHo,
Boc-NH-CH,-CH>-CH>-CH, ja Boc-CHs:t). Yhdisteen 8 '3C-NMR 8¢ (500 MHz,
CDCls): 168,8, 168,0, 164,2, 156,5,156,3, 151,1, 144,1, 143,9, 143,8, 141,3,141,1, 141,0,
131,5, 131,1, 127,7 (d, J= 19,95 Hz), 127,1, 125,1 (t, J= 55,2 ja 28,55 Hz), 120,0, 119,7,
118,9, 110,7, 79,2, 66,7, 66,5, 66,0, 52,5, 51,6, 50,2, 49,9, 49,7, 47,7, 47,5, 47,3, 47,2,
40,0, 39,8, 36,8 (d, J = 16,3 Hz), 31,9, 31,4, 29,7, 28,4, 22,9 (d, J = 40,75 Hz) ja 12,3.
Yhdisteen 8 ESI"-MS: m/z havaittu 756,3187 [M+K]", laskettu 756,3005. Yhdisteen 8
NMR- ja MS-spektrit 10ytyvit liitteistd 3—6.

(S)-(V*-Boc-N*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)-V-[ 2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli]-
glysinaatti (1): Yhdiste 8 (0,65 mmol, 470 mg) liuotettiin 15 ml:aan tetrahydrofuraania.
Tamén jilkeen liuokseen liséttiin typpikaapissa Pd(PPh3)s (0,038 mmol, 52 mg) seki
PhSiH; (1,30 mmol, 160 ul). Liuosta sekoitettiin huoneenldmmdssd 2 h. Reaktion
eteneminen todettiin TLC:1la (DCM:MeOH 80:20, v/v). Liuos haihdutettiin kuiviin, jonka
jélkeen raakatuote liuotettiin 100 ml:aan etyyliasetaattia. T4td liuosta pestiin kolme kertaa
kyllaisella NaHSOgs-liuoksella ja kolme kertaa kylldiselld NaCl-liuoksella. Sitten
orgaaninen faasi kuivattiin Na;SOs:1la, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Raakatuote
puhdistettiin pylvéskromatografisesti (MeCN:H2O 90:10, v/v). Yhdisteen 1 saanto:
270 mg (62 %). Yhdisteen 1 '"H-NMR &y (500 MHz, DMSO): 11,23 (1H, s, tymiini-NH),
7,89 (2H, d, J = 7,25 Hz, Fmoc-H), 7,70 (2H, d, J = 6,45 Hz, Fmoc-H), 7,40 (3H, d, J =
6,4 Hz, Fmoc-H ja OH), 7,34 (3H, d, J = 6,3 Hz, Fmoc-H ja Fmoc-NH), 7,19 (1H, d, J =
15,7 Hz, Boc-NH), 6,74 (1H, s, tymiini-H), 4,44 (2H, q, /= 9,05, 16,4 ja 16,7 Hz, tymiini-
CH»-CO), 4,23 (3H, d, J = 11,65 Hz, Fmoc-CH-CH>-O ja Fmoc-CH-CH,-0), 3,68 (2H,
s, N-CH»-CO2), 3,58 (1H, s, Fmoc-NH-CH-CH>-N), 3,47 (4H, m, Fmoc-NH-CH-CH>-N
ja Boc-NH-CHb»), 2,87 (3H, d, J = 4,75 Hz, tymiini-CH3), 1,36 (13H, s, Boc-CHj3:t, Boc-
NH-CHz-CH2-CH2-CHs ja Boe-NH-CH2-CHp) ja 1,20 (2H, d, J = 31,25 Hz, Boc-NH-
CH»-CH,-CH>). Yhdisteen 1 *C-NMR 8¢ (500 MHz, DMSO): 171,9, 168.3, 164,9,
156,4, 156,0, 151,5, 144,4 (d, J = 48,7 Hz), 142,6, 141,2, 128,1, 127,6, 125,8, 120,5,
108.,4, 77,7, 65,7, 50,1, 48,2, 47,3, 32,1, 29,9, 28,7, 23.4, ja 23.,0. Yhdisteen 1 ESI*-MS:
m/z havaittu 716,2272 [M+K]", laskettu 716,26924. Yhdisteen 1 NMR- ja MS-spektrit
16ytyvit liitteistd 7-9.

Allyyli-(S)-(N?*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli] -
glysinaatti (9): Yhdiste 8 (0,70 mmol, 500 mg) liuotettiin 15 % TFA/DCM-liuokseen ja
livosta sekoitettiin  huoneenldmpdétilassa noin kolme tuntia. Reaktion etenemisté

seurattiin TLC:lla (etyyliasetaatti:metanoli 90:10, v/v). Reaktioseos haihdutettiin kuiviin
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ja haihdutusjddannostd haihdutettiin vield kolme kertaa tolueenista ja kolme kertaa
DCM:sta. Raakatuote 9 kéytettiin sellaisenaan kahteen eri reaktioon.

Allyyli-(S)-{N2-Fmoc-2-amino-6-[(bis-Boc-diaminometyleeni)amino]-
heksyyli}-N-[2-(tymiini-V'-yyli)asetyyli]glysinaatti (10): Yhdiste 9 (2,5 mmol, 1,6 g),
TEA (5,0 mmol, 700 ul) ja 1,3-di-Boc-2-(trifluorometyylisulfonyyli)guanidiini
(5,0 mmol, 2,0 g) livotettiin 15 ml DCM:a. Reaktioseosta sekoitettiin
huoneenldmpoétilassa yon yli. Reaktion etenemistd seurattiin TLC:lla (DCM:MeOH
90:10, v/v). Reaktioseokseen lisittiin 60 ml DCM:a ja sitd pestiin kaksi kertaa 1 M
NaHSOgs-liuoksella, kaksi kertaa kylldisellda NaHCOz3-liuoksella ja kaksi kertaa kylldisella
NaCl-liuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOs:lla, suodatettiin ja haihdutettiin
kuiviin. Raakatuote puhdistettiin pylviskromatografisesti (DCM:MeOH 97:3, vnv).
Yhdisteen 10 saanto: 810 mg (37 %). Yhdisteen 10 'TH-NMR &y (500 MHz, CDCls): 11,53
(1H, d, J = 16,15 Hz, tymiini-NH), 8,51 (1H, d, J= 22,05 Hz, Boc-NH), 7,77 (2H, d, J =
7,5 Hz, Fmoc-H), 7,60 (2H, q, J = 6, 7,15 ja 7,65 Hz, Fmoc-H), 7,42 (2H, t, J = 7,35 ja
7,5 Hz, Fmoc-H), 7,32 (2H, m, Fmoc-H), 6,99 (1H, d, J = 20,55 Hz, tymiini-H), 5,92
(1H, m, O-CH2-CH-CH>), 5,32 (2H, m, O-CH,-CH-CH>»), 4,67 (2H, dd, J = 4,9, 5,65,
23,5 ja 24,25 Hz, O-CH;-CH-CH>), 4,44 (3H, m, Fmoc-CH-CH»-O ja Fmoc-CH-CH>-
0), 4,28 (1H, m, Boc-NH), 4,22 (2H, t, J = 4,95 ja 6,4 Hz, tymiini-CH>-CO), 3,90 (2H,
m, N-CH»-CO»), 3,64 (1H, m, Fmoc-NH-CH-CH>-N), 3,38 (3H, m, Fmoc-NH-CH-CH>-
N ja Boc-NH), 1,90 (3H, d, J = 3,35 Hz, tymiini-CH3), 1,55 (4H, d, /= 5,1 Hz, (di-Boc-
guanidiini)N-CH> ja (di-Boc-guanidiini)N-CH>-CH>-CH>-CHy), 1,52 (20H, t, J = 4 ja
7,85 Hz, (di-Boc-guanidiini)N-CH>-CH> ja Boc-CHs:t) ja 1,28 (2H, s, (di-Boc-
guanidiini)N-CH,-CH>-CHy). Yhdisteen 10 *C-NMR ¢ (500 MHz, CDCl3): 163,8,
143.8, 141,3, 131,5, 131,1, 127,8, 127,1, 120,0, 119,0, 66,7, 66,1, 29,7, 28,3, 28,1 (d, J =
6,6 Hz), 27,8 ja 12,3 (d, J = 10,35 Hz). Yhdisteen 10 ESI+-MS: m/z havaittu 882,3699
[M+Na]", laskettu 882,4008. Yhdisteen 10 NMR- ja MS-spektrit [0ytyvit liitteistd 10—
13.

(S)-{N2-Fmoc-2-amino-6-[(bis-Boc-diaminometyleeni)amino]heksyyli}-/V-[2-
(tymiini-NV!-yyli)asetyyli]glysinaatti (2): Yhdiste 10 (0,99 mmol, 850 mg) liuotettiin
23 ml:aan tetrahydrofuraania. Tdmaén jilkeen liuokseen lisittiin typpikaapissa Pd(PPhs)4
(0,050 mmol, 74 mg) sekd PhSiH3 (2,0 mmol, 245 ul). Liuosta sekoitettiin
huoneenldmmdossd 2 h. Reaktion eteneminen todettiin TLC:lla (MeCN:H>0 90:10, v/v).
Liuos haihdutettiin  kuiviin, jonka jdlkeen raakatuote liuotettiin 100 ml:aan
etyyliasetaattia. Tatd liuosta pestiin kolme kertaa kylldiselld NaHSO4-liuoksella ja kolme

kertaa kylldiselld NaCl-liuoksella. Sitten orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOa:lla,
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suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Raakatuote puhdistettiin pylvaskromatografisesti
(MeCN:H,0 90:10, v/). Yhdisteen 2 saanto: 600 mg (74 %). Yhdisteen 2 'H-NMR &
(500 MHz, DMSO): 11,49 (1H, s, OH), 11,20 (1H, d, J= 9,6 Hz, tymiini-NH), 8,26 (1H,
t,J = 5,25 ja 5,6 Hz, Fmoc-NH), 7,89 (2H, d, J = 7,5 Hz, Fmoc-H), 7,69 (2H, t, J = 7,3
ja 14,3 Hz, Fmoc-H), 7,41 (2H, t, J = 7,6 ja 7,2 Hz, Fmoc-H), 7,32 (2H, m, Fmoc-H),
7,19 (1H, d, J = 13,25 Hz), tymiini-CH), 4,40 (2H, m, Fmoc-CH-CH,-0), 4,22 (2H,
Fmoc-CH-CH»-O ja Boc-NH), 3,72 (2H, d, J = 19,1 Hz, tymiini-CH>-CO3), 3,62 (1H, d,
J = 23,45 Hz, Fmoc-NH-CH-CH>-N), 3,35 (2H, m, N-CH»-CO»), 3,24 (2H, m, Fmoc-
NH-CH-CH»-N), 3,05 (1H, m, Boc-NH), 1,76 (5 H, s, tymiini-CH3 ja (di-Boc-
guanidiini)N-CH2-CH2-CH>-CHb), 1,69 (2H, s, (di-Boc-guanidiini)N-CH2-CH»), 1,44
(11H, s, (di-Boc-guanidiini)N-CH> ja Boc-CH3) ja 1,37 (11H, s, (di-Boc-guanidiini)N-
CH»>-CH,-CH> ja Boc-CH3). Yhdisteen 2 *C-NMR §¢ (500 MHz, DMSO): 171,9, 164.9,
155,7, 151,5, 144,3, 141,2, 127,8 (d, J =259 Hz), 120,5, 108,3, 83,3, 78,6, 47,3, 28,5,
28,1, 23,0 ja 12,3. Yhdisteen 2 ESI'-MS: m/z havaittu 820,3675 [M+H]", laskettu
820,38758. Yhdisteen 2 NMR- ja MS-spektrit [0ytyvit liitteistd 14—17.
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Kaavio 3 TfN;:n synteesi

Seuraavaksi valmistettiin TfN3-liuosta ja KoCO3-CuSOgs-vesiliuosta, jotta TfNs-
ryhmé voitiin liittdd yhdisteeseen 9: NaN3 (46 mmol, 3,0 g) (yhdiste 12, kaavio 3)
livotettiin veteen (7,5 ml) ja joukkoon liséttiin DCM:a (12,4 ml). Typpikaapissa, samalla
jadhauteessa sekoittaen, joukkoon liséttiin tipoittain TH,0:ta (9,2 mmol, 1,5 ml) (yhdiste
13, kaavio 3). Sekoitusta jadhauteessa jatkettiin yksi tunti, jonka jdlkeen sekoitusta
jatkettiin huoneenldmpdtilassa toinen tunti. Joukkoon lisdttiin 2 ml vettd ja 5,3 ml
DCM:a. Orgaaninen faasi erotettiin. Vesifaasia pestiin DCM:lla. Tdmén jilkeen
yhdistettyd orgaanista faasia pestiin kylldiselld NaHCOs-liuoksella. Orgaaninen faasi eli
T{Ns-liuos (yhdiste 14, kaavio 3) otettiin talteen seuraava reaktiota varten. CuSO4 e
5 H20O-liuos valmistettiin liuottamalla CuSO4:a (0,059 mmol, 14,7 mg) 8 ml:aan vetta.
K>COs3 (0,16 mmol, 23 mg) liuotettiin 430 pl:aan vettd ja valmistetusta CuSO4 e 5 H,O-
vesiliuoksesta otettiin joukkoon 130 ul:n nayte.

Allyyli-(S)-(N?>-Fmoc-2-amino-6-atsidoheksyyli)-/V-[2-(tymiini-N'-yyli)-
asetyyli]glysinaatti (11): Yhdiste 9 (0,16 mmol, 100 mg) liuotettiin 360 pul DCM:a.
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Tdhdn joukkoon liséttiin K>CO3-CuSOs-vesiliuos sekd vield 860 ul DCM:a ja
570 ul MeOH:a. Téhan liséttiin vield 3,0 ml aiemmin valmistettua TfN3-liuosta (14).
Reaktioseosta sekoitettiin huoneenldmpdtilassa yon yli. Reaktion eteneminen todettiin
TLC:lla (DCM:MeOH 90:10, v/v ja MeCN:H>0 90:10, v/v). Tdmin jilkeen joukkoon
liséttiin 20 ml DCM:a ja 15 ml kylldistd NaHCOs-livosta. Orgaaninen faasi erotettiin ja
vesifaasia pestiin kolme kertaa DCM:lla. Yhdistetyt orgaaniset faasit kuivattiin
NaxSOs:lla, suodatettiin = ja  haihdutettiin ~ kuiviin. Raakatuote  puhdistettiin
pylviaskromatografisesti (DCM:MeOH 92,5:7.5, v/v). Yhdisteen 11 saanto: 49 mg (46 %).
Yhdisteen 11 'H-NMR &y (500 MHz, CDCl3): 9,52 (1H, d, J = 66,45 Hz, tymiini-NH),
8,66 (1H, s, Fmoc-NH), 7,76 (2H, d, J = 4,15 Hz, Fmoc-H), 7,59 (2H, t, J = 7,55 ja
10,75 Hz, Fmoc-H), 7,39 (2H, t, J = 6,85 ja 3,2 Hz, Fmoc-H), 7,30 (2H, t, J = 7,05 ja
6,4 Hz, Fmoc-H), 6,96 (1H, d, J = 29 Hz, tymiini-CH), 5,91 (1H, m, O-CH;-CH-CH>),
5,29 (2H, m, O-CH,-CH-CH>»), 4,68 (3H, q, J = 20,2, 5,45 ja 19,85 Hz, Fmoc-NH-CH-
CH>-N ja O-CH;-CH-CH>), 4,43 (4H, m, N-CH»-CO ja tymiini-CH»-CO), 4,23 (2H, m,
Fmoc-NH-CH-CH»-N), 4,00 (1H, d, /= 17,2 Hz, Fmoc-CH-CH»-0), 3,67 (2H, m, Fmoc-
CH-CH»-0), 3,27 (2H, t,J=16,10ja 7,65 Hz, N3-CH>), 1,87 (3H, D, J = 4,25 Hz, tymiini-
CHs) ja 1,42 (6H, m, N3-CH;-CHp, N3-CH2-CH:-CH» ja N3-CH:-CH2-CH>-CHb).
Yhdisteen 11 *C-NMR &¢ (500 MHz, CDCls): 168,8, 164,4, 156,4, 151,2 (d, /=110 Hz),
144,0 (d, J = 145 Hz), 141,3, 140,9, 136,1, 131,5, 127,7, 127,1, 125,2 (d, J = 16,6 Hz),
120,0, 110,7, 66,5, 52,4, 51,1, 49,9 (t,J= 63,4 ja 69,8 Hz), 47,3 (d, J=43,8 Hz), 31,8 (d,
J =177 Hz), 28,5 (d, J =38,5 Hz), 23,2 (d, J = 134 Hz) ja 12,3. Yhdisteen 11 ESI"-MS:
m/z havaittu 666,2467 [M+Na]", laskettu 666,26467. Yhdisteen 11 NMR- ja MS-spektrit
16ytyvit liitteistd 18-21.

(S)-(N?>-Fmoc-2-amino-6-atsidoheksyyli)-N-[2-(tymiini-/V'-yyli)-

asetyyli]glysinaatti (3): Yhdiste 11 (1,1 mmol, 690 mg) liuotettiin 25 ml:aan
tetrahydrofuraania. Tdmén jdlkeen liuokseen lisdttiin Pd(PPh3)s (0,054 mmol, 117 mg)
sekd PhSiHs (2,1 mmol, 265 ul) typpikaapissa. Liuosta sekoitettiin huoneenldmmossa
2 h. Reaktion eteneminen todettiin TLC:lla (MeCN:H20O 90:10, v/v). Liuos haihdutettiin
kuiviin, jonka jilkeen raakatuote liuotettiin 100 ml:aan etyyliasetaattia. Tétd liuosta
pestiin kolme kertaa kylldiselldi NaHSOg4-liuoksella ja kolme kertaa kylldisellda NaCl-
liuoksella. Sitten orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOgq:lla, suodatettiin ja haihdutettiin
kuiviin. Raakatuote puhdistettiin pylvdskromatografisesti (MeCN:H20 90:10, vW).
Yhdisteen 3 saanto: 350 mg (53 %). Yhdisteen 3 'H-NMR &y (500 MHz, DMSO): 7,89
(2H, d, J= 7,5 Hz, Fmoc-H), 7,84 (2H, d, J = 7,45 Hz, Fmoc-H), 7,42 (2H, t, J= 7,45 ja
6,65 Hz, Fmoc-H), 7,35 (3H, td, /= 0,95 ja 7,5 Hz, Fmoc-H ja tymiini-NH), 7,26 (1H, t,
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J=17,7ja 2,15 Hz, tymiini-CH), 6,28 (2H, s, OH ja Fmoc-NH), 4,44 (2H, s, Fmoc-CH-
CH»-0), 3,73 (2H, m, tymiini-CH»-CO), 3,45 (2H, m, N-CH2-CO»), 3,29 (4H, m, Fmoc-
CH-CH»-O, Fmoc-NH-CH-CH»-N ja Fmoc-NH-CH-CH»-N), 1,74 (3H, d, J = 1,7 Hz,
tymiini-CH3) ja 1,35 (8H, m, N3-CH2-CH>-CH»-CH», N3-CH2-CH»-CH», N3-CH2-CH; ja
N3-CHz). Yhdisteen 3 *C-NMR &¢ (500 MHz, DMSO): 164,9, 151,6, 143,0, 142,7,
139,9,137,9, 129,4,127,8, 121,9, 120,5, 110,2, 108,4, 51,0, 48,3, 32,1, 28,6, 23,1 ja 12,4.
Yhdisteen 3 ESI"-MS: m/z havaittu 642.2000 [M+K]", laskettu 642,20730. Yhdisteen 3
NMR- ja MS-spektrit 10ytyvit liitteista 22-25.

3.1.2 (R)-isomeerin valmistus

Fmoc-D-lysiini(Boc)-NV-metoksi-/N-metyyliamidi (2R): N, O-dimetyylihydrok-
syyliamiinihydrokloridi (1,2 mmol, 120 mg) liuotettiin 5 ml dimetyyliformamidia.
Fmoc-D-lysiini(Boc)-OH (1R, kaavio 2) (1,1 mmol, 0,5 g), BOP (1,1 mmol, 470 mg) ja
DIEA (2,5 mmol, 430 pl) lisdttiin joukkoon tdssd jérjestyksessd ja reaktioseosta
sekoitettiin  huoneenldmpotilassa yon yli. Reaktion eteneminen todettiin TLC:lla
(DCM:MeOH 90:10, v/v), jonka jidlkeen reaktioseos haihdutettiin  kuiviin.
Haihdutusjaannds livotettiin 20 ml:aan etyyliasetaattia ja tatd liuosta pestiin kolme kertaa
1 M NaHSOs-liuoksella sekd kerran LiCl-liuoksella, kylldisella NaCl-liuoksella ja
kyllaisella NaHCOs-liuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin NaSOa:1la, suodatettiin ja
haihdutettiin kuiviin. Sitten tuote haihdutettiin dikloorimetaanista kolme kertaa ja se
haihdutettiin kuiviin vakuumissa 6ljypumpulla. Yhdisteen 2R saanto: 550 mg (77 %).
Raakatuote kéytettiin seuraavaan reaktiovaiheeseen ilman pylvispuhdistusta.
Fmoc-p-lysiini(Boc)-H (3R): Edellisessd reaktiossa valmistettu yhdiste 2R
(kaavio 2) (0,64 mmol, 330 mg) liuotettin 5 ml kuivaa tetrahydrofuraania.
Typpikaapissa, samalla jddhauteessa sekoittaen, seokseen liséttiin LiAlH4:a (0,64 mmol,
320 ul) tipoittain 20 minuutin aikana. Reaktion eteneminen todettiin TLC:lla
(etyyliasetaatti:heksaani 1:1, v/v). Reaktio pysdytettiin lisddmailld joukkoon 5 ml
1 M NaHSOg4:a. Témén jéilkeen tetrahydrofuraani haihdutettiin ja jéljelle jadnyttd
vesifaasia pestiin kolme kertaa etyyliasetaatilla. Yhdistettyd orgaanista faasia pestiin
vield kylldiselld NaCl-liuoksella. Tamin jidlkeen orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOa:lla,
suodatettiin  ja  haihdutettiin  melkein kuiviin. JddnnOkseen lisdttiin  hieman
1 % AcOH:MeOH-liuosta, jonka jdlkeen haihdutusta jatkettiin tdysin kuiviin. Tdmédn

jalkeen yhdiste 3R kaytettiin vdlittdmasti seuraavaan vaiheeseen.
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Allyyli-(R)-(/V%-Boc-N*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)glysinaatti (4R): Yhdiste
3R (kaavio 2) ja glysiiniallyyliesterin sulfonihapposuola (1,3 mmol, 370 mg) liuotettiin
1 % AcOH:MeOH-liuokseen (5 ml). Seokseen lisdttiin NaBH3CN (1,3 mmol, 81 mg)
samalla jadhauteessa sekoittaen. Tamdn jdlkeen jddhaude poistettiin ja reaktioseosta
sekoitettiin  huoneenldmmossd yon yli. Reaktion eteneminen todettiin TLC:lla
(etyyliasetaatti:heksaani 1:1, v/v), jonka jdlkeen reaktioseos haihdutettiin kuiviin.
Raakatuote liuotettiin 20 ml:aan etyyliasetaattia, jonka jélkeen sitd pestiin kylldiselld
NaHSOg4-liuoksella ja kylldiselld NaCl-liuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin
NaxSOs:lla, suodatettiin =~ ja  haihdutettiin ~ kuiviin.  Raakatuote  puhdistetiin
pylviaskromatografisesti (etyyliasetaatti:heksaani 70:30, v/). Yhdisteen 4R saanto:
41 mg (2 vaihetta, 9 %). Yhdisteen 4R ESI'-MS: havaittu 552,2926 [M+H]" (liitteet 26
ja 27), laskettu 552,30681.

3.2. Enantiopuhtauden méiritys

PNA-monomeerien enantiopuhtauden maééritys tehtiin yhdisteestd 7 ja tdmin (R)-
isomeeristé (yhdiste 4R, kaavio 2). Enantiopuhtaus méaaritettiin HPLC:lla kiraalisella Lux
Cellulose (250 x 5 mm, 5 pum) -kolonnilla. Ajoliuoksena kaytettiin isopropanoli:heksaani
70:30 (v/v) -livosta. Virtausnopeutena kiytettiin 1,0 ml min! ja havaitseminen tehtiin
260 nm aallonpituudella. Ensin ajettiin ndyte A, jossa oli yhdistettd 7 noin 2 mg
liuotettuna 500 pl ajoliuosta. Seuraavaksi ajettiin ndyte B, jossa oli yhdistettd 4R noin
2 mg livotettuna 500 ul ajoliuosta. Viimeisend ajettiin ndyte C, jossa oli otettu naytteista
A ja B saman suuruiset osat ja sekoitettu ne yhteen. Kuvassa 8 on esitetty ndytteiden A,

B ja C tulokset.

4. Yhteenveto

Ty0ssd haluttiin syntetisoida kolmea erilaista y-kiraalista PNA-rakenneyksikkoa. Niiden
kaikkien synteesit onnistuivat synteesisuunnitelman mukaan ja kohtuullisen hyvilld
saannoilla. Synteesituotteet olivat enantiopuhtaita. Seuraavaksi niistd y-PNA-
monomeereistd voidaan valmistaa PNA:ta ja PNA:sta tutkia miten ndmé valmistetut
monomeerit vaikuttavat PNA:iden ominaisuuksiin, kuten esimerkiksi

solunldpédisykykyyn tai sitoutumisominaisuuksiin.
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6. Liitteet

Liite 1. Allyyli-(S)-(N®-Boc-N*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)glysinaatin (7) 'H-NMR-
spektri
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Liite 2. Allyyli-(S)-(N°-Boc-N?-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)glysinaatin (7) massaspektri
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Liite 3.  Allyyli-(S)-(N%-Boc-N*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N!-yyli)-
asetyyli]glysinaatin (8) "H-NMR-spektri
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Liite 4. Allyyli-(S)-(N%-Boc-N*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N!-yyli)-
asetyyli]glysinaatin (8) '*C-NMR-spektri
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Liite 5. Allyyli-(S)-(N%-Boc-N>-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)-

asetyyli]glysinaatin (8) massaspektri
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Liite 6 Lihennetty allyyli-(S)-(N®-Boc-N?-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)-N-[2-(tymiini-

Nl-yyli)asetyyli]glysinaatin (8) massaspektri
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Liite 7. (S)-(N°-Boc-N*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli]-

glysinaatin (1) "H-NMR-spektri
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Liite 8. (S)-(N*-Boc-N*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli]-

. . 13 .
glysinaatin (1) ">C-NMR-spektri
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Liite 9.

glysmaatln (1) massaspektrl
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(S)-(NS-Boc-N?-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli]-
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Allyyli-(S)-{N2-Fmoc-2-amino-6-[(bis-Boc-diaminometyleeni)amino]-

heksyyli }-N-[2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli]glysinaatin (10) 'H-NMR-spektri
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Liite 11. Allyyli-(S)- {N2-Fmoc-2-amino-6-[(bis-Boc-diaminometyleeni)amino]-
heksyyli}-N-[2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli]glysinaatin (10) *C-NMR-spektri
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Liite 12. Allyyli-(S)-{N2-Fmoc-2-amino-6-[(bis-Boc-diaminometyleeni)amino]-
heksyyli }-N-[2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli]glysinaatin (10) massaspektri
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Liite 13. Lihennetty allyyli-(S)- {N>-Fmoc-2-amino-6-[(bis-Boc-diamino-
metyleeni)amino]heksyyli } -N-[2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli]glysinaatin (10)
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Liite 14. (S)-{N?-Fmoc-2-amino-6-[(bis-Boc-diaminometyleeni)amino]heksyyli }-N-[2-
(tymiini-N'-yyli)asetyyli]glysinaatin (2) 'H-NMR-spektri
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Liite 15. (S)-{N2-Fmoc-2-amino-6-[(bis-Boc-diaminometyleeni)amino]heksyyli }-N-[2-
(tymiini-N'-yyli)asetyyli]glysinaatin (2) '*C-NMR-spektri
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Liite 16. (S)-{N2-Fmoc-2-amino-6-[(bis-Boc-diaminometyleeni)amino]heksyyli }-N-[2-

(tymiini-N'-yyli)asetyyli]glysinaatin (2) massaspektri
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Liite 17. Lihennetty (S)- {N2-Fmoc-2-amino-6-[(bis-Boc-diaminometyleeni)amino]-

heksyyh}-N—[2 (tymum-Nl-yyh)asetyyh] glysinaatin (2) massaspektri
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Liite  18.  Allyyli-(S)-(N>-Fmoc-2-amino-6-atsidoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)
asetyyli]glysinaatin (11) "H-NMR-spektri
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Liite 19.  Allyyli-(S)-(N*>-Fmoc-2-amino-6-atsidoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)-
asetyyli]glysinaatin (11) '3C-NMR-spektri
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Liite  20.  Allyyli-(S)-(N*-Fmoc-2-amino-6-atsidoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)-
asetyyli]glysinaatin (11) massaspektri
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Liite 21. Lihennetty allyyli-(S)-(N>-Fmoc-2-amino-6-atsidoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-
yyli)asetyyli]glysinaatin (11) massaspektri
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Liite  22.  (S)-(N*-Fmoc-2-amino-6-atsidoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli]
glysinaatin (3) '"H-NMR-spektri
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Liite 23.  (S)-(N?-Fmoc-2-amino-6-atsidoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)asetyyli]-
glysinaatin (3) '3*C-NMR-spektri
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Liite  24.  (S)-(N*-Fmoc-2-amino-6-atsidoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N!-yyli)asetyyli]-

glysinaatin (3) massaspektri
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Liite 25. Lahennetty (S)-(N*>-Fmoc-2-amino-6-atsidoheksyyli)-N-[2-(tymiini-N'-yyli)-
asetyyli]glysinaatin (3) massaspektri
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Liite  26.  Allyyli-(R)-(N®-Boc-N*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)glysinaatin ~ (4R)

massaspektri
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Liite 27. Lihennetty allyyli-(R)-(NV%-Boc-N*-Fmoc-2,6-diaminoheksyyli)glysinaatin (4R)

massaspektri
Intens. |’ o +MS, 1.2-1.3min #(47-51)
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