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Hiilinukleosidit ovat nukleosidej4, joissa anomeerinen sidos on luonnossa yleisemmin
esiintyvin typpi-hiilisidoksen sijaan hiili-hiilisidos. N4itd yhdisteitd voidaan kaytti4 erilaisiin
ladkinnéllisiin ja biologisiin sovelluksiin. Tdma tutkielma kiy ldpi yleisimmiit
kayttotarkoitukset, sekd erilaisia synteesistrategioita ndiden yhdisteiden valmistamiseen.

Kokeellisessa osassa valmistettiin C-nukleosidi, mik4 liitettiin osaksi oligonukleotidid. Saatu
yhdiste kéytettiin myohemmin Pd(II)-vélitteisen emdspariutumisen tutkimiseen.
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Lyhenneluettelo:

Bz = Bentsoyyli

Bn= Bentsyyli

BusN = Tributyyliamiini

DCM = Dikloorimetaani

dpa = Difenyyliamiini

DIBAL-H = Di-isobutyylialumiinihydridi

DNA = Deoksiribonukleiinihappo

DMF = Dimetyyliformamidi

Et;N = Trietyyliamiini

IMF-dehydrogenaasi = Inosiini-5'-monofosfaattidehydrogenaasi

1Pr2NEt = Di-isopropyylietyyliamiini

MeCN = Asetonitriili

Ph3As = Trifenyyliarseeni

Pro = Suojaryhmé

TBDPS = Tertbutyylidifenyylisilyyli
TBS = Tertbutyylisilyyli

TBu = Tertbutyyli



TF = Triflaatti
THF = Tetrahydrofuraani
Tol = Toluoyyli

TMS = Trimetyylisilaani

1. Johdanto

N-nukleosidit toisin kuin C-nukleosidit ovat herkkid nukleosidisen sidoksen entsymaattiselle
ja hapon katalysoimalle hydrolysoitumiselle, miké tekee hiilinukleosideistd vakaampia.
Esimerkkeji luonnossa esiintyvistd C-nukleosideista ovat mm. pseudouridiini ja antibiootti
showdomysiini. C-nukleosidien valmistamiseen on kehitetty useita synteesistrategioita ja
nditd yhdisteitd kdytetddn mm. puriininukleosidi fosforylaasien tai IMF-dehydrogenaasien
inhibiittoreina. Useita m-pinoutumiseen kykenevii hiilinukleosidejé tutkitaan kemiallisen
biologian sovelluksina.

Nukleosideji tutkitaan esimerkiksi jotta voitaisiin (1) valmistaa stabiiloituja kaksoiskierteiti!,
(2) universaalien nukleosidien valmistamiseen, jotka pystyvit pariutumaan minka tahansa
nukleosidin kanssa?, seki (3) geneettisen aakkoston laajentamiseen.’ Nukleosideji voidaan
myos kiyttdd entsyymin vaikutustavan tutkimiseen.

DNA:n laajentaminen kolmeen eméspariin lisdisi erilaisten kombinaatioiden méaraa
huomattavasti. Uuden parin luomisessa suurin ongelma on replikaation tarkkuus, kun taas
transkriptio ja translaatio eivit ole niin vaativia tarkkuuden puolesta.* Useita emispareja on
kehitetty, jotka ovat vakaita DNA:n kaksoikierteessd, mutta vain harvat ndistd ehdokkaista
kykenevit DNA:n replikaatioon luotettavasti. Uudet emisparit voivat perustua
vastaavanlaisiin muotoihin,® hydrofoobisiin vuorovaikuksiin,® metallivilitteiseen
pariutumiseen,’ tai kovalenttiseen verkkositoutumiseen.®

Vetysitoutumiseen perustuvissa eméspareissa emékset sitoutuvat toisiinsa kolmella (joissakin
erikoistapauksissa neljdlld) vetysidoksella. Jokainen vetysidos koostuu donori-
akseptoripareista (D-A). Yleisimméssd muodossa pyrimidiini tai pyrimidiinianalogi (6-
rengas, heterosykli) yhdistyy kolmella vetysidoksella puriiniin tai puriinianalogiin
(Yhdistynyt 5- ja 6-rengas). Kaksi vetysidosta muodostuu eksosyklisten substituenttien vililla
ja kolmas vetysidos muodostuu renkaiden vilille’ (Kuva 1).



Kuva 1 Vetysitoutumiseen perustuvat emasparit
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Kuva 1 Vetysitoutumiseen perustuvat emésparit

Uusia emispareja voi myds luoda laajentamalla heterosyklid yhdelld renkaalla'® ! (Kuva 2).
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Kuva 2 Vetysitoutumiseen perustuvat laajennetut eméasparit

My®s lisaimilld neljis vetysidos saadaan aikaan uudenlaisia emispareja > (Kuva 3).
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Kuva 3 Neljédn vetysidoksen emésparit



Vetysidokset eivit ole silti vilttimittomiid emdsparien muodostamiseen.® '* Esimerkki
tillaisesta emiksestd on difluoritolueeni F.'* My®skin samankaltainen nukleosidi FA
kykenee sitoutumaan adenosiinin kanssa.'> Tutkimalla emésparia F/Z huomattiin my®s, etti
pelkkd muotojen yhteensopivuus riittdd emésparin muodostamiseen, ilman hydrofobisia
vuorovaikutuksia.'® (Kuva 4)
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Kuva 4 Ensimmadisen sukupolven hydrofobisiin vuorovaikutuksiin perustuvat parit

Romesberg jatkoi hydrofobisiin vuorovaikutuksiin perustuvien nukleosidien tutkimista ja
kehitti suuren médrin seki itsensd kanssa pariutuvia eméksid, ettd emdspareja. Naihin
emdksiin lisattiin yksi tai useampia metyyliryhmid, miké estdd pariutumisen luonnollisten
emdisten kanssa. Ensin niissd tutkimuksissa keskityttiin vakaiden parien 10ytdmiseen, minké
jélkeen etsittiin pareja, jotka pystyvit replikoitumaan. Ensimmadiset hydrofobiset parit olivat
itsensi kanssa pariutuvia isokarbostyriili ja atsaindoleja.!” Toisen sukupolven emésparit
olivat pienid metyloituja tai fluorattuja bentseenejd (DMS5, TM, 2MN, 3MN tai 4FB). Niama
yhdisteet muodostivat vakaita kaksoiskierteitd hydrofobisilla vuorovaikutuksilla seka
pinoutumalla viereisen emésparin kanssa.'® Oligonukleotidiketjun jatkaminen vastaavilla
nukleosiditrifosfaateilla ei kuitenkaan onnistunut, mahdollisesti johtuen heikosta
sitoutumisesta pieneen uurteeseen. Tamaén takia seuraavan sukupolven emésparit olivat
heterosyklejd, joiden aromaattisessa renkaassa oli yliméérdisid H-sidoksen vastaanottavia
funktionaalisia ryhmii. 2Py,'> 4MPy, 34DMPy*’. Niimi yhdisteet kykenevit seki
replikaatioon ettéd ekstensioon varsin hyvilld tarkkuudella ja hy6tysuhteella. (Kuva 5)
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Kuva 5 Keinotekoiset itsensi kanssa pariutuvat emésosat

Uusia pareja on 1oydetty lisdd kuten bentsofuraani (BFr) bentsotiofeeni (BTp) ja indoli (IN)
pyridonin (4MP) kanssa.?! Bromibentseeni (4Br) bentsonitriilin (2CN) kanssa??,
metyylitiofeeni (MTp) isokarbostyriilin (4MICS) kanssa?’, seki metoksitolueeni (MMO2)
TM:n kanssa.?* (Kuva 6) Nimi parit replikoituivat hyvin, mutta ketjun jatkaminen onnistui
huomattavasti huonommin. Viimeisimmat emésparit, kuten MMQO2/5SICS replikoituivat
hyvin ja my®s ketjun jatkaminen modifioidun emisparin jilkeen oli ongelmatonta®® Tt
paria paranneltiin lisddmalla fluoriatomi tai laajentamalla rengasta. SFM ja NaM olivat
parhaat parit SSICS:lle. Ndiden parien replikaatio ja transkriptio muistutti tarkkuudeltaan ja
hyb6tysuhteeltaan luonnollisia eméspareja.®
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Kuva 6 Kolmannen sukupolven parit

Nukleosidit jotka kykenevét sitoutumaan metalli-ionien kanssa voivat korvata luonnollisten
nukleosidien parit. Koordinatiivinen sidos on noin 2-3 kertaa voimakkaampi kuin vetysidos.
Kaksoiskierteen vuorovaikutusta metallisuolojen ja —kompleksien kanssa on tutkittu paljon,
seki miten timai vaikuttaa kaksoiskierteen vakauteen.?” Ensimméiinen keinotekoinen metalliin
koordinoituva nukleosidi oli DAB (Kuva 7). Tamin jélkeen on valmistettu useita erilaisia
metallin kanssa koordinoituvia nukleosideji.?34°
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Kuva 7 Esimerkkeja C-nukleosideistd, jotka muodostavat eméspareja metallin
koordinoimana

Hiilinukleosidien synteesistrategioista kolme yleisintd ovat emésosan rakentaminen
sokeriosaan, sokeriosan rakentaminen emésosaan ja emés- ja sokeriosan suora yhdistdminen.
Emaisosan rakentamisessa sokeriosaan valmiiseen sokeriosaan kiinnitetddn sopiva
funktionaalinen ryhmi, johon haluttu emés voidaan rakentaa. Sokerinosan rakentamisessa
valmiiseen emésosaan taas funktionaalinen ryhmé on kiinni halutussa emésosassa, johon
haluttu sokeriosa voidaan rakentaa. Suorassa yhdistdmisessé sekd emés-, ettd sokeriosa ovat
halutussa muodossa ja nimé osat yhdistetdin suoraan toisiinsa. Muita synteesistrategioita
ovat valmiiden hiilinukleosidien modifiointi ja modulaariset 1dhestymistavat.



1. Emiizosan rakentaminen sokeriosaan
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Kaavio 1 Synteesistrategiat

2. C-nukleosidien synteesistrategiat

2.1 Emaéasosan rakentaminen valmiiseen sokeriosaan

Téssd strategiassa glykosidiseen asemaan kiinnitetdén ryhma, johon voidaan rakentaa
emisosa. Emésosan syntetisoimiseen tarvitaan yleensd monta vaihetta.

2.1.1 Nitriiliryhmén liittdminen ja heterosyklisaatio

Nitriiliryhmi on esimerkki funktionaalisesta ryhmésté, johon voidaan rakentaa heterosykli.

Esimerkiksi CN-ryhmé voidaan kiinnittdd tdysin bentsyloituun sokeriin 1 kdyttamalla

trimetyylisyanidia.*! Saatu nitriilin 2 anomeerien seos hydrolysoitiin karboksyylihapoksi,
joka muutettiin klooriasetyylijohdannaiseksi kayttamailla a-a-dikloorimetyylimetyylieetterié,
diatsometaania ja vetykloridia. Saatu tuote 4 syklisoitiin tioamiininukleofiilien kanssa saaden

aikaan substituoituja tioatsoleita 5 kohtalaisella saannolla. Syklisaatio semitiokarbatsiinin

kanssa sai aikaan aminotiodiatsolia 6 hyvélld saannolla (Kaavio 2).
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Kaavio 2 Nitriiliryhmén liittdminen ja heterosyklisaatio. Reagenssit ja reaktio-olosuhteet: a)
TMSCN ja BF;Et20, b)HCI, H20 ¢) MeOHCl; 2.CH2N; 3. HCl-kaasu

2'-deoksiriboosiin 7 voidaan kiinnittdd syanoryhmi paremmalla saannolla kuin edellisessa
reaktiossa, sekd osaksi stereoselektiivisesti, jonka jilkeen saatu anomeerien seos voidaan
bentsyloida ilman vélituotteen eristimistd. Tamén jédlkeen anomeerit erotettiin toisistaan.
Nitriili 8a hydrolysoitiin ja saatu happo muunnettiin Weinreb amidiksi 9a, jonka reaktio
litiumiasetylidin kanssa tuotti propargyyliketonia 10a. Témén yhdisteen kisittely
amidoimidaateilla tuotti pyrimidiini-C-nukleosidin 11 1:1 a:p-seoksena hyvilld saannolla
(Kaavio 3).%?
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Kaavio 3 Nitriiliryhmaén liittdminen ja heterosyklisaatio II. Reaktio-olosuhteet ja reagenssit:
a) AcCl, Ag>COs3 2. BnBr, NaH 3. TMSOT{, TMSCN b) 1. HCI, 1.4-dioksaani 2. MeOCHCl»
3. Me(MeO)NH.HClI ¢) R'CCLi, -78 °C THF



Benhida kehitti 1dhestymistavan, missé toluoyylisuojattu happo 12 reagoi diamiinien ja
Mukayaman reagenssin (kloorimetyylipyridiumjodidi) kanssa. Téstd saadut amidit 13
syklisoitiin matalassa pH:ssa vastaaviksi bents- ja pyridoimidatsoleiksi.
Toluoyylisuojaryhmiit poistettiin natriummetoksidilla (Kaavio 4).43-*
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Kaavio 4 Bentsimidatsolirenkaan rakentaminen. Reagenssit ja reaktio-olosuhteet: a) DCM,
b) AcOH c¢)MeONa, MeOH

Gold et al* raportoivat synteesin puhtaalla B-hapolla 16. Ensin happo muunnettiin
vastaavaksi happokloridiksi, jonka jilkeen saadulle yhdisteelle tehtiin palladiumin
katalysoima Stille-reaktio trimetyylistannyylianiliinin kanssa. Boc-suojaryhmén poistamisen

jélkeen syklisaatio syanamidin kanssa ja bentsyylisuojaryhmien poistaminen onnistui hyvilla
saannolla (Kaavio 5).
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Kaavio 5 B-Bentspyridiinin rakentaminen. Reagenssit ja reaktio-olosuhteet: a) SOCI b)
Pd»(dpa)s, PhCH3 ¢) TFA d) 1. HC1 2. H2NCN e) MeONa, MeOH

2.1.2 Sykloadditiot



Ensimmadiset sykloadditioon perustuvat aglykonisynteesit tehtiin showdomysiinin
kokonaissynteesissd, missi sokeriosa rakennettin kiyttimilld Diels-Alder-reaktiota.*¢
Samana vuonna Kozikowski kéytti 1,3-dipolaarista sykloadditiota keinotekoisen nukleosidin
synteesiin.*’

Etyyniryhmad anomeerisessd asemassa voidaan hyodyntida nukleosidien synteesissd(Kaavio
6). Ribofuranosyletyyni 22 voidaan syntetisoida erilaisilla stereoselektiivisilld suhteilla, mutta
a-anomeeri on padtuote kaikissa synteeseissd. Warmhoff raportoi pyridatsiini- ja triatsoli-C-
nukleosidin synteesin.*® Suojatun klooririboosin 22 a-anomeeri reagoi
etyynimagnesiumbromidin kanssa tuottaen tolyylisuojatun ribofuraanietyynin 23 anomeerien
seoksena. Kun suojaryhmdt olivat estereitd, f-anomeerin saanto oli parempi, mutta o-
anomeeri oli silti pddtuote. Anomeerien seokselle 23 tehtiin sykloadditio Diels-Alder-
reaktiolla kdyttamalld dimetyyli[ 1,2,4,5]-tetratsiini-3,6-dikarboksylaattia. Saatu tuote hajosi
spontaanisti Diels-Alder-reaktio-olosuhteissa tuottaen pyridatsiinid 24. Liht6aineen 23
anomeerien seokselle tehtiin my6s sykloadditio atsiinin kanssa, josta saatiin ldhes sama suhde
molempia regiomeerejd 25ab ja 26ab keskinkertaisella saannolla. Téssé reaktiossa
suojaryhmét eivit vaikuttaneet anomeerien suhteeseen.
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Kaavio 6 Pyridatsinin ja triatsolien valmistaminen sykloadditiolla. Reaktio-olosuhteet ja
reakgenssit: a) 120 °C, 18h , -N»

Hiilinukleosideji voi valmistaa myds syklotrimerisoimisella.*” Anomeerien seos yhdistetti
tolyylisuojattua ribofuranosyletyyni 27 reagoi erilaisten diyynien 28a-f kanssa tuottaen
syklotrimerisoituja tuotteita 29 (Kaavio 7). Puhdas B-ldhtdaine tuotti anomeerien seosta.
Yamata raportoi samankaltaisen lihestymistavan hiilinukleosidien valmistamiseen. >’
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Kaavio 7 C-Aryyliribosidien valmistaminen syklotrimerisoimisella. Reagenssit ja reaktio-
olosuhteet: a) Katalyytti, 20 °C

2.2 Sokeriosan rakentaminen valmiiseen emasosaan

Téssd synteesistrategiassa rakennetaan sokeriosa valmiiseen emisosaan, eli toisinpdin kuin
edellisessd synteesistrategiassa. Tama tapa on hankalampi kuin edellinen, koska téssa
strategiassa tiytyy ottaa huomioon jopa nelj kiraliakeskusta.

Calter raportoi ensimmadisen karbeenikemiaa kéyttdvin ldhetymistavan talla
synteesistrategialla. >! Ensin yhdisteelle 30 tehtiin aldolireaktio aryylialdehydin 31 kanssa.
Tamaén. Tuote 32 syklisoitiin Rh:n katalysoimana tuottaen ketoesterid 33. Pelkistys ei
tuottanut haluttua 2°-deoksi-p-d-ribofuranosidid. Ketoesteria 33 saatiin eristettyd puhtaana
diastereomeerind, mutta ei ollut stereomeerisesti vakaa (Kaavio 8).
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L-Selektridi, Et;N,-78°C 0 1 17 0
Raseemiset diastereomeerit

Kaavio 8 Karbeenin kiytto sokerin rakentamisessa ja ei-selektiivisessé pelkistyksessa.
Reagenssit ja reaktio-olosuhteet: a) TiCl4 , Et3N, DCM, -78 °C, b)1% Rh(OAc)4 ,
Refluksointi bentseenissa.

My®s ketoesterin 33 pelkistysti tutkittiin.’'® Ensin ketoesteri 33 muutettiin vastaavaksi
silyylienolieetteriksi, jonka jélkeen esteri pelkistettiin DIBAL-H:114 priméariseksi
alkoholiksi. Diastereoselektivinen silyylienolieetteriryhmén poistaminen
trietyyliammoniumfluoridilla tuotti ketonia 40 kohtuullisella saannolla ja hyvilla
diastereoselektiivisyydelld (77%). Lopullinen pelkistys yhdisteelle 40
natriumtriasetoksiborohydridilla tuotti diolia 41 2"-deoksi-f-ribonofuranosi konfiguraatiolla
(Kaavio 9).
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Kaavio 9 Karbeenin kiytto sokerin rakentamisessa, kaksi perakkaistd pelkistysti. Reagenssit
ja reaktio-olosuhteet: a) TBSCI, Et;N, b) DIBAL, -78 °C, ¢) Et;N.HF 0 °C, d) NaBH(OAc)3,
MeCN, 0 °C

2.3 Valmiin sokeriosan suora yhdistiminen valmiiseen eméisosaan.

T4mi synteesistrategia on kaikista yleisin tapa tehdi hiilinukleosideji.>? Nima strategiat
voidaan jakaa kuuteen alaryhméén; (1) nukleofiilinen additio sokeriosan aldehydifunktioon;
(2) nukleofiilinen additio 1,2-anhydrofuranoseihin; (3) nukleofiilien yhdistiminen
halogenaaseihin; (4) nukleofiilinen additio furanolaktoneihin; (5) Heckin reaktio; ja (6)
Lewis-hapon katalysoima elektrofiilinen substituutio.

2.3.1 Nukleofiilinen additio sokeriosan aldehydifunktioon

Vilituote dioli 45 valmistettiin suojatusta deoksiriboosista 42. 45 Syklisoitiin Mitsunobu-
olosuhteissa, misté tuotteena saatiin anomeerien seos yhdistettd 46. Typen suojaaminen,
anomeerien erotus ja typen suojaryhmén poistaminen onnistui 34 %:n kokonaissaannolla.*
Paremmin optimoiduissa olosuhteissa Mitosunon syklisaatio saatiin onnistumaan jopa 92 %:n
saannolla (Kaavio 10).>4
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Kaavio 10 Suojatun 2'-deoksiriboosin yhdistdminen organolitiumnukleofiiliin. Reagenssin ja
reaktio-olosuhteet a) -78 °C, THF, b) HCI, ¢) TMAD, BusP d) 1. CICO:Et, Py 2. Anomeerien
erotus 3. Hp, Pd/C, 4. NH,NH».H,O

Rothman raportoi uudenlaisen ldhestysmistavan tdssi strategiassa syntetisoimalla
oxazolonieteenihiilinukleosideji.> Suojattu deoksiribofuranosidi 48 muunnettiin anomeerien
seokseksi reaktiossa vinyylimagnesiumbromidin kanssa, joka voitiin erottaa
kromatografisesti. (R)-Diastereomeerin mesylaation jilkeen yhdiste syklisoitui spontaanisti ja
diastereoselektiivisesti. Sokeriosan ulkopuolella oleva kaksoissidokseen liitettiin yhdiste 52
kayttdmalla ensimmaisen sukupolven Hoveyda-Grubbs katalyyttid. Suojaryhmien
poistamisen jdlkeen f-anomeeria saatiin aikaan 15 % kokonaissaannolla ja a-anomeeria 11 %
kokonaissaannolla (Kaavio 11)



5. ol OH + OH
TBDPSD’\Q¢ # Wghr TEDPSD\/I\/W TEGPSGM
—_—— % 0% :
TBOPSO osPDBT  OH OSPDBT  OH
4
’ 49(34%) 50 (39%)
0
1-1N"/< 0
{,vl.,\.h(ﬂ HNJ(G
MsCl 0 0. o Jo
— B
DCM, P B , 3
$ TBDPSO 51(67%) Eﬁctmwltl RO

Kat Cl, FI‘C\_.rg

Ru=
o

DQ >
—

_— 54 R =TBDPS (63%)

33 R =H({90%)

Kaavio 11 Vinyyliryhmin lisdys 2'-deoksiriboosiin ja toisiintuminen. Reagenssit ja reaktio-
olosuhteet: a) Vinyylimagnesiumbromidi b) MsCl, -20 °C, DCM, Py c) Katalyytti, DCM,

2.3.2 Nukleofiilinen additio 1,2-anhydrofuranooseihin

Heitz kehitti uudenlaisen synteesildhestymistavan®®, missi furanoosiglygaali 56 epoksoidaan
demityylidioksilla. Tdmén jilkeen yhdisteen 58 oksidirengas avattiin stereoselektiivisesti
erilaisilla tryarylaaleilla, josta tuotteena saatiin arabinofuranooseja 59. Triarylaanit antoivat
parempia saantoja kuin aryylidimetylaatit. Arabinofuranoosit 59 hapetettiin 2'-kohdasta
kayttimalld Barton-menetelmad. Suojaryhmien poistaminen tuotti 2" -deoksiribofuranaasi-C-

nukleosidejd 62 kohtuullisella saannolla ja loistavalla diastereoselektiivisyylld. Tarve kdyttaa
kolmea ekvivalenttid aryyliyhdistetti saattaa olla este monimutkaisimpien aryyliyhdisteiden

valmistamiseen (Kaavio 12).
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Kaavio 12 Nukleofiilinen additio suojattuun 1,2-anhydrofuranoosiin. Reagenssit ja reaktio-
olosuhteet: a) DCM, 0 °C b) ArsAl, THF, DCM, c) TCDI d) (MesSi)3;SiH, AIBN ¢) TBAF,
THF

2.3.3 Nukleofiilinen kytkentd halogenaasien kanssa

Kytkentdreaktio suojattujen sokerien ja pehmeiden organometallien kanssa on vanhin tapa C-
glykosidisidoksen tekemiseen ja siitd on tullut tirked lahestymistapa myds C-nukleosidien
valmistamiseen.’’ Seki ribosyyleji seki 2-deoksiribosyylibromideja ja 2-
deoksiribosyyliklorideja voidaan kayttdd 1dhtdaineina tdssd 1dhestymistavassa. Hofferin
kloorisokerista on tullut yksi eniten kiytetyisti lihtdaineista.® Reaktiossa kiytetiin yleensi
halogenaasia, jolle tehdiin kytkentireaktio organometallin kanssa, kuten kadnium-,>
sinkki-, elohopea-, magneesium-°! % tai litiumyhdisteen®® kanssa. Saannot niissi reaktiossa
ovat yleensi alhaisia, riippuen organometallista (Kaavio 13).%* % a-Anomeeri on péituote
joka reaktiossa, riippumatta metallista, liuottimesta, ldmpotilasta tai reaktio-olosuhteista. -
Anomeerin aikaansaamiseksi yhdiste joudutaan epimerisoidaan hapon katalysoimana, mika
tuottaa synteesiin ylimédérdisen askeleen. Seitz raportoi myds luonnolle ystévillisen
organometallireagenssin (Normantin kupraatti) kdyttdmiseen perustuvan ldhestymistavan.
Tadmén organometallin kdyttdminen lisdsi anomeerien seoksen saantoa seké
diastereoselektiivisyyttd (77%).
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Kaavio 13 Hofferin kloorisokerin reagoiminen erilaisten organometallien kanssa.

2.3.4 Nukleofiilinen additio furanolaktoneihin



Tama strategia on yleisin tapa muodostaa hiili-hiili-sidos anomeeriseen asemaan C-
ribonukleosidien tapauksessa ja yleinen ldhestysmistapa myos 2" -deoksi-C-ribonukleosidien
valmistamisessa. Suojattu laktoni 64 voidaan muuntaa hemiketaliksi 65 kéyttdmalla aryyli-
tai heteroaryylilitiumreagenssia matalassa ldmpotilassa. Saatu tuote voidaan muuntaa
halutuksi hiilinukleosidiksi hapettamalla hemiasetaali Lewisin hapolla, kuten
booritrifluorieteraatilla. Tamén jélkeen oksoniumvilituote pelkistetdén, yleensa
trietyylisilaanilla. Yleensé tima pelkistys antaa haluttua tuotetta hyvélla tai jopa
erinomaisella saannolla, sekii B-anomeeri on péituote.®® - 7" Stereoselektiivisyys riippuu
aglykonista, seki etenkin sokeriosan suojaryhmistd. a-Anomeeria muodostui ainoastaan
joissakin pyridiiniorganometallien tapauksessa. Merkittidva sivureaktio 2" -
deoksiribolaktonien reaktioissa on tuplaeliminaatio, mika tuottaa furaanijohdannaisia
(Kaavio 14).
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Kaavio 14 Nukleofiilinen additio ja silaanipelkistys.

Hemiketaleita voi pelkistdé vastaaviksi dioleiksi, mink& voi syklisoida eetteriksi..Hemiketali
69 pelkistettiin hydridikompleksilld dioliksi 70, mikéa syklisoitiin Mitsonobun olosuhteissa
nukleosidiksi 71 (Kaavio 15).7!-72
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Kaavio 15 Nukleofiilinen additio furanolaktoneihin ja Mitsonobu syklisaatio.

2.3.5 Heckin kytkenta

Heckin kytkentd sokerin anomeerisen hiilen ja aromaattisen yhdisteen viélilld on kehittynyt 30
vuoden aikana yhdeksi tirkeimmiksi 2-deoksi-C-nukleosidien synteesitavaksi. Daves’
raportoi ensimmdiisen Heckin kytkentdén perustuvan synteesin vuonna 1978. Kun Heck-
reaktio tehddén glykolin elektronirikkaaseen kaksoissidokseen, uusi glykosidinen sidos
muodostuu anomeeriseen hiileen. Ensimmaéinen hyokkays tapahtuu vihemmin estyneelté
puolelta. Tdmaén takia haluttua B-anomeeria voidaan saada enemmaén aikaan suojaamalla 3-
happi kookaalla suojaryhmalld, kuten Ph3As. Suojaamaton 3-happi taas lisdd a-anomeerin
saantoa (Kaavio 16).7*
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Kaavio 16 Furanoidiglykalin Heck-kytkentd. Reagenssit ja reaktio-olosuhteet: a) Pd(OAc).,
AsPhs, emis b) F ¢) NaBH(OACc)3

Yleensd glykalit joissa 5° on suojaamaton ja 3" on suojattu antavat parhaat saannot ja f3-
selektiivisyydet. Karbonyylifunktio poistetaan (155->156) fluorivilitteiselld desilylaatiolla,
jonka jilkeen yhdiste pelkistetddn natriumtriasetoksiboorihydridilld, josta saadaan haluttua
2"deoksi-C-nukleosidid hyvélla stereoselektiivisyydelld. Viimeaikaisista Heckin reaktioista
on tehty yhteenveto kaavioon 17.7°-%% Raboisson kiytti lihtdaineena suojaamatonta glykalia
72D, josta tuotteena saatiin ainoastaan haluttua p-anomeeria.®> Ag,COs:n vaikutus Heckin
reaktion tehokkuuteen raportoitiin viime aikoina jodipyridiinille 77 (Kaavio 17).
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Kaavio 17 Esimerkkejd Heckin kytkenndstd, suojaryhmien poisto seké pelkistys

C-Nukleosidejd voidaan valmistaa siirtyméametallivilitteiselld kytkentdreaktiolla glykaleista,
jodiglykaleista ja stynnyyliglykaleista. Platinavélitteinen Heckin kytkentd furanoglykaleille

aryylihalidien tai triflaattien kanssa tuotti B-aryyliglykosideji hyvélld saannolla (Kaavio
18).86-93
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Kaavio 18 Heckin kytkentd a)Pd(OAc)>, AsPh; tai PPhs, emis, lammitys

Heckin reaktioista glykalin ja aglykonin vililli on tehty muutamia yleisi4 havaintoja.**
Palladiumasetaatti ja (dpa);Pd> ovat menestyneimmét palladiumin l&hteet ja AsPhs on paras
ligandi. Standardiliuottimet télle reaktiolle ovat DMF, MeCN ja THF. Yleisimmiten kaytetyt
emikset ovat BusN, Et3N ja iProNEt. Mydskin epdorgaanisia happoja kuten NaHCOj3
kéytettiin myoskin joissakin tapauksissa.

2.3.6 Lewisin hapon vilittamai elektrofiilinen substituutio

Téma reaktio on yksinkertainen, mutta aglykonireaktiolla on huono regioselektiivisyys, seké
anomeerisen sidoksen stereoselektiivisyys on yleensi vain kohtuullinen.”>’
Regioselektiisyyteen vaikuttaa ainoastaan aglykoni, kun taas diastereoselektiivisyyteen
vaikuttaa Lewisin happo, suojattu sokeri seki aglykoni (Kaavio 19).7%%°
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Kaavio 19 Lewin hapon katalysoima elektrofiilinen substituutio. Reagenssit ja reaktio-
olosuhteet: a) Lewisin happo Ar-H

2"-Deoksifuranosyliasetaatti 84 tuottaa o-difluori-C-furanosidid 86 76 %:n saannolla (a:3 >
95:5) kuvatekstin mukaisissa olosuhteissa (Kaavio 20).!%0-10!
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Kaavio 20 Difluorinukleosidin synteesi glykosyyliasetaatista. Reagenssit ja reaktio-
olosuhteet: a) 1.SnCl4Cly, 2. 85

Metyyli-2-deoksiriboosi 87 voidaan C-glykosyloida 2-bromofuraanin 88 kanssa kayttdmalla
BF30Et; reaktion edistdjdnd lyhyen ajan (5 min). Reaktio tuottaa C-glykosidia 89 63 %:n
saannolla (o:p = 1:2.5) (Kaavio 21).!%
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Kaavio 21 1-O-Metyylisokerin C-arylaatio a) BF3.OEt;, 20 °C

2.3 C-Nukleosidien modifiointi

Useimmat anomeerisen hiili-hiili-sidoksen synteesimenetelmét ovat vain kohtuullisen
stereoselektiivisid, yleinen menetelmi epimerisoimiseen on erittdin hyddyllinen. C-
nukleosideilld on raportoitu epimerisointimenetelmid seké elektroneja luovuttaville ryhmille
(EDQG), elektron donating groups), seki elektroneja puoleensdvetiville ryhmille (electron-
with-drawing groups, EWG).!% 1% Stivers on kehittéinyt kaksi tapaa epimerisoida C-
nukleosidejé. Glykosidit joilla on elektroneja luovuttavia ryhmié voidaan epimerisoida
trifluorihapolla (TFA, 5%), kun taas elektroneja puoleensavetivid ryhmié siséltdvien
glykosidien epimerisoimiseen tarvitaan vahvempaa happoa, kuten sekoitus katalyyttinen
mdidrd trifluorihappoa ja bentseenirikkihappoa. (Kaavio 22)
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Kaavio 22 C-Nukleosidien epimerisointi. Reagenssit ja reaktio-olosuhteet: a) TFA/PhSOzH,
DCM b) H', DCM

Viimeaikoina C-nukleosidin modifiointistrategiaa kéytettiin dxC syntetisoimiseen yhdisteesta
dxT:std. Lahtoaine dxT muutettiin 4-tio-analogiksi, jonka jilkeen tehty aminolyysi tuotti
dxC:td 74 % kokonaissaannolla (Kaavio 23).'%

o MHa
NH MH
N N’J*o
0 H H
AcO
Ac (90) dxT AcC 91 HO (92) dxC

Kaavio 23 DxC:n synteesi. Reagenssit ja reaktio-olosuhteet: a) P>Ss, Pyridiini, b)
NH3/MeOH 100 °C

2.4 Modulaariset ldhestymistavat
Tassd ldhestymistavassa pyritddn paljon erilaisia yhdisteitd niin, ettei jokaisessa synteesissi

tarvitse tehda hiili-hiili-glykosidisidosta erikseen. Kolme yleistd moduloitavaa kohtaa ovat
sokeriosa, aromaattinen osa, sekd funktionaaliset ryhmét.



Hocek kehitti modulaarisen synteesistrategian, missd valmistetaan ensin haloaryyli-C-
nukleosidi, jolle tehddén modifikaatio funktionaaliseen ryhmaan. Suojatuille 2 -deoksi-C-
nukleosideilli, jotka sisdlsivit brominoituja bentseeneji, %% 17 bromi- ja klooripyridiineji, '
109 taj 2-bromitiofeeneji' ' tehtiin useita palladiumin katalysoimia reaktioita. Reaktiotyyppeji
oli mm. hydrogenolyysi, kytkentdreaktio trietylaanin tai trymetylaanin kanssa Suzuki-
Miyaura-kytkentd erilaisten boorihappojen kanssa, Negishi-kytkentd bentsyylisinkkikloridin
kanssa, Stille-kytkentd aryylitributyylistannaanien kanssa, Hartwig-Buchwald aminaatio
litiumbistrimetyylisilyyliamidin, metyyliaminin ja demetyyliaminin kanssa,
Hartwig.Buchwald eetterdinti natriumtertbutoksidin kanssa. Suojaryhmien poisto tuotti 2" -
deoksi-C-nukleosideji useilla erilaisilla substituentteilli. Myds Leumann'!! kiytti
samanlaista lihestymistapaa bifenyyli-C-nukleosidien synteesissi, sekd Romesberg!'!?
bentsnitriili-C-nukleosidien synteesissd (Kaavio 24).
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3.1 Kirjallisuusosan loppupaatelmat

Vaikka hiilinukleosidien synteesistrategioita on paljon, ei yksikédén niistd ole tdysin
stereoselektiivinen ja hydtysuhteeltaan korkea kaikille yhdisteille. Emis- tai sokeriosan
rakentamisessa tarvitaan useita reaktioita, jolloin kokonaissaanto on usein matala. Emaés- ja
sokeriosan suorassa yhdistdmisessd ongelma on stereoselektiivisyys, eikd mik&én ndisti
menetelmisté ole soveltuva kaikkien aromaattisten ja heteroaromaattisten yhdisteiden kanssa.
Aryyliorganometallin yhdistiminen halogenaasin kanssa tuottaa a-anomeeria paituotteena,
sekd antaa sivutuotteena aryylifuraaneita. Mydskin parhaat 1dhtdaineet tissa reaktiossa ovat
erittdin myrkyllisid diaryylikadniumyhdisteitd. Organometallien additio laktoneihin tai
laktoleihin taas vaativat ylimddrdisen askeleen. Laktoneiden tapauksessa hemiasetaali taytyy
pelkistdd, kun taas laktoleiden tapauksessa dioli tiytyy tehtd Mitsonobun syklisaatio. Friedel-
Craft menetelmén on hyva elektronirikkaille areeneille, mutta kérsii stereoselektiivisyyden
regioselektiivisyyden puutteesta, sekd sivureaktioista. Heckin reaktio on toimii useille
yhdisteille ja ei vaadi vaativia reaktio-olosuhteita, mutta katalyyttisen systeemin ja reaktio-
olosuhteiden optimoiminen on aikaa vievdd. Oikean strategian 16ytiminen on my0s hankala
prosessi, joten nukleosidien modifiointi on myos hyva lisé erilaiin valmistusmenetelmin.



I1 Kokeellinen osa

1. Johtanto

Ty06ssd valmistettiin 2-iodibentsamidometyylimodifioitu nukleotidi, joka tullaan kdyttdmaan
Pd(II)-vilitteisen emdspariutumisen tutkimiseen. Pd(II)-vélitteiselld eméspariutumisella
tarkoitetaan eméspareja, joissa parien vélissd on silloittava Pd(II). Nditd yhdisteitd voidaan
kayttdd sovelluksina DNA-teknologiassa tai syopaladkkeina.

2. Yleiset menetelmat

'H- ja 3C-NMR-spektrit ajettiin Bruker 500 MHz NMR -spektrometrilli. Massaspektrit
ajettiin HR-MAS Bruker 400 massaspektrometrilld. Liuottimet kuivattiin molekyyliseuloilla.
Astiat kuivattiin liekilla, minka jilkeen asioiden annettiin jadhtyé eksikaattorissa, jonka
pohjalla oli kuivausainetta.

3.1 2-Jodibentsamidometyylimodifioidun
oligonukleotidin synteesi
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Kaavio 25 a) 1.5 Ekvivalenttia trimetyylisyanidia seki 2 ekvivalenttia boorifluorieteraattia.
Liuottimena kéytettiin dikloorimetaania. Reaktioaika 4h b) Anomeerian erotus
silikageelipylviélld ajoliuoksena 1:3 heksaani:etyyliasetaatti. ¢) Liuotin 25 ml
tetrahydrafuraania. Liuokseen lisittiin 3 ekvivalenttia NaBH,:d ja 1,5 ekvivalenttia
trifluorietikkahappoa. Téamén jélkeen reaktioseokseen lisdttiin 1 ekvivalentti 2-
jodibentsoyylikloridia ja liuoksen annettiin reagoida 4 h. d) Suojaryhmien poisto kéyttien 0,1
ekvivalenttia natritummetoksidia. Reaktioliuos ldammitettiin 40 °C:een ja annettiin reagoida 1
h. e) Liuotin pyridiini. Liuokseen liséttiin ensin 0,8 ekv dimetoksitrytyylikloridia, jonka
jilkeen dimetoksitrityylikloridia lisdttiin pienid médrid ja reaktion etenemistd seurattiin
massaspektrometrin avulla. f) 9 Mikrolitraa fosfitylointireagenssia pipetoitiin 1 ml:aan
dikloorimetaania, johon oli lisétti 100 mikrolitraa trietyyliamiinia. Reaktio tehtiin
typpiatmosfaidrissi ja reaktiossa kului aikaa 1 h.

4,6-di-O-toluoyyli-2,5-Anhydro-3-deoksi-D-riboheksononitriili (2b)



3 g (7,72 mmol) Lahtdainetta 22 liuotettiin 40 ml:an kuivaa dikloorimetaania ja liuokseen
lisattiin 1,5 ekvivalenttia (1,04 g, 10,5 mmol) trimetyylisilyylisyanidia sekd 2 ekvivalenttia
(1,98 g, 14 mmol) booritrifluorieteraattia. Reaktio lopetettiin 24 tunnin paasta ja liuos pestiin
40 ml:1la NaHCOs3 5x150 ml:1a dikloorimetaania. Tamén jélkeen orgaaninen faasi kuivattiin
natriumsulfaatilla haihdutettiin kuiviin pyoréhaihduttajalla. Saatu tuoteseos puhdistettiin
silikageelipylvééllé eluenttina 1:3 heksaani/EtoAc ja B-tuotetta saatiin talteen 0,97g.
Saantoprosentti 32 %.

Yhdiste 23b: '"H NMR ( 500 MHz, CDCl3) § = 2,44 (s, 3H, TolCH3), 2,45 (s, 4H, TolCH3),
2,67 (ddd, J = 13,9 Hz, 6,6 Hz, 2,1 Hz, 1H, 3H"), 2,77 (ddd, J = 13,9 Hz, 9,2 Hz, 5,9 Hz, 1H,
H3'")4,51-4,65 (m, 2H, H6'&H6"")4,55 (m, 1H, H5") 4,94(dd, mJ = 9,1 Hz, 6,5 Hz, 1H,
H2%)5,62 (m, 1H, H4") 7,28 (m, 4H, Tol-H3 & HS5) 7,91 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Tol-H2 & H6),
7,99 (d, ] = 8,2 Hz, 2H, Tol-H2 & H6). *C NMR (125 MHz, CDCls) : 21,7 (Tol-CH3) 37,9
(3),63,8(6ja6""), 659 (2)75,4(4)83,9(5)117,9 (1"), 129,3 (Tol 2, 3, 5, 6) 144,6 ( Tol
1) 165.7-166.2 (Tol CO) HRMS: havaittu: 402,1300 (M + Na)" Laskettu C22H21NOsNa:
402,1312

4,6-di-O-toluoyyli-1-(2-jodibentsoyyliamino)-2,5-anhydro-1,3-dideoksi-D-
riboheksitoli (96)

2,5-Anhydro-3-deoksi-4,6-di-O-toluoyyli-D-riboheksononitriilid 23b punnittiin 0,5 g (1,31
mmol) pelkistystéd varten ja liuotettiin 25 ml:aan THF:a. Liuokseen liséttiin 3 ekvivalenttia
(0,15 g, 3,93 mmol) NaBH.:4 ja 1,5 ekvivalenttia (0,224 g, 1,97 mmol) trifluorietikkahappoa.
Taman jdlkeen reaktioseokseen liséttiin 1 ekvivalentti (0,35g, 1,31 mmol) 2-
jodibentsoyylikloridia ja liuoksen annettiin reagoida 4 h . Tamén jilkeen liuos pestiin 3x25
ml:1la natriumvetykarbonaatilla ja orgaaninen faasi kuivattiin natriumvetysulfaatilla seka
haihdutettiin kuiviin pydrdhaihduttajalla. Saatu tuoteseos puhdistettiin
silikageelikromatografisesti eluenttina 1:3 heksaani/EtOAc-seos. Suojattua pelkistystuotetta
saatiin talteen 0,33 grammaa

Yhdiste 96: '"H NMR (500 MHz, CDCl3) = 2,23 (ddd, J= 13,9 Hz, 10,5 Hz, 6,2 Hz, 1H,
H3"), 2,31 (ddd, J= 13,9 Hz, 5,4 Hz, 1,5 Hz, 1H, H3""), 2,42 (s, 3H, TolCH3), 2,44 (s, 3H,
TolCH3), 3,61 (m, 1H, H1"), 3,86 (ddd, J = 14,1 Hz, 5,7 Hz, 3,2 Hz, 1H, H1""), 4,41 (m, 1H,
H5"), 4,54 (m, 3H, H2" & H6" & H6""), 5,51 (m, 1H, H4"), 6,49 (t, 1H, H = 5,7 Hz, NH),7,09
(m, 1H, H4), 7,20 (m, 2H, Tol-H3 & H5), 7,28 (m, 2H, Tol-H3 & H5), 7,34 (dt,J= 7,4 Hz,
1,1 Hz, 1H, H5), 7,40 (dd, J = 7.6 Hz, 1,8 Hz, 1H, H6), 7,85 (dd, J = 8,0 Hz, 0,9 Hz, 1H, H3),
7,86 (d, J= 8,2 Hz, 2H, Tol-H2 & H6), 7.95 (d, J= 8,2 Hz, 2H, Tol-H2 & H6). *C NMR
(126 MHz, CDCl3) 21,7 (TolCH3) 35,3 (37), 42,5 (17) 64,5 (6") 76,6 (27) 77,9 (4')83,1 (5°)
92,6 (2)128,1-128,2 (6 ja 5), 129,7-129,2 (Tol 2, 3, 5, 6), 131,1 (4) 139,9 (3), 142,0 (1),
143,9 (Tol 1, 4), 144,2 (Tol 1,4) 166.5 (CO2), 169,7 (Tol CO2) HRMS: Havaittu: 636,0815
(M" +Na) Laskettu: C290H23INOgNa 636,44



N-(((2R.,4S,5R)-4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)methyl)-2-
iodobenzamide

Tamaén jélkeen tuotteen suojaryhmét poistettiin kdyttden 0,1 ekvivalenttia (4,1 mg,
0,131mmol) natriummetoksidia. Reaktioliuos ldmmitettiin 40 °C:een. Kun reaktio oli mennyt
loppuun yhden tunnin péésté, liuos neutraloitiin Dowex H* 50 -hartsilla, suodatettiin ja
haihdutettiin kuiviin. Tuoteseos puhdistettiin silikageelipylvailla ajoliuoksena
dikloorimetaanin ja metanolin 99:1 seos. Puhdasta tuotetta saatiin talteen 100 milligrammaa.
Saantoprosentti 21 %.

Yhdiste 97

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § = 1,94 (m, 2, 3", 3"), 3,42-3,5 (m, 4, 1, 1", 6", 6") 3,72 (dd,
1,5')4,2 (Pent, 1,4"), 4,3(m, 1,2") 7,09 (t, 1, 4), 7.34(d, 1, 5) 7,4 (1, 1, 6), 7,90 (d, 1, 3). 13C
NMR ( 125 MHz, CDCL3) 8 = 37,8 (3°), 43,3 (1°), 62,4 (6°) 72,4 (4), 76,9 (2") 87,1 (5°), 92,3
(2), 128,2 (6,5) 130,9 (4), 139,6 (3), 142,8 (1), 169,9(C=0)

N-(((2R,48S,5R)-4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)methyl)-2-
iodobenzamide

Tuotetta 97 punnittiin 100 milligrammaa (0,262 mmol) trityloitiin kdyttdmalla 1
ekvivalenttia (90 mg, 0,262 mmol) dimetoksitrityylikloridia, liuottimena pyridiini (10 ml).
Reaktio ei mennyt ldheskdén loppuun neljissé tunnissa ja reaktioliuokseen liséttiin pienid
médrid dimetoksitrityylikloridia useita kertoja. Reaktion kulkua seurattiin HPLC-
massaspektrometrilld. Lopulta tuotetta saatiin talteen 18 milligrammaa. Saantoprosentti 10 %.

Yhdiste 98: 'H NMR (500 MHz, CDCls) & = 1,99 (m, 2H, H3" & H3""), 3,35 — 3,85 (m, 4H,
H1' & H1”" & H6” & H6"'), 3,80 (s, 6H, OCH3), 3,96 (m, 1H, H5"), 4,35 (m, 1H, H4"), 4,40
(m, 1H, H2"), 6,18 (t, J= 5,7 Hz, 1H, NH), 6,83 (d, /= 9,1 Hz, 4H, Tr), 7,06 (m, 1H, H4),
7,13 — 7.47 (m, 11H, Tr & H5 & H6), 7,8 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H3). 3C NMR (125 MHz,
CDCL3) 5 = 38,0 (3°), 43,5 (1')55,2-55,3 (DMTr-CHs) 64,6 (6') 74,6 (4') 77,1 (2°) 85,8 (5")
92,5 (2), 113,1 (Tr), 126,8-130,0 (5,6, Tr), 131,1 (4), 139,8 (3) 158,4 (Tr) 169,6 (C=0)

HRMS: Havaittu: 702,1305 (M + Na) " Laskettu: C34H34INOgNa 702.1323

N-(((2R,48S,5R)-5-((bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)methyl)-4-
hydroxytetrahydrofuran-2-yl)methyl)-2-iodobenzamide

Tritylointituote 98 (18 mg, 0,026 mmol) liuotettiin seuraavaksi 1 ml:aan kuivaa
dikloorimetaania, johon oli lisdtty 100 (0.072 mmol) pl kuivaa trietyyliamiinia. Liuokseen
lisattiin 9 pl fosfitylointireagenssia ja annettiin reagoida noin 1 h typpiatmosféadrissd. Tamén
jélkeen livos laimennettiin 20 ml:1la dikloorimetaania ja pestiin 20 ml:lla kylldista



natriumvetykarbonaatin vesiliuosta. Reaktiosta saatiin fosfitylointituotetta 20 mg.
Saantoprosentti 67 %.

Yhdiste 99: 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § = 1,07 — 1,23 (m, 12H, isopropyyli-CH3), 1,92 —
2,22 (m, 2H, H3" & H3""), 2,46 (t, J= 6,4 Hz, 1H, CH,CN), 2,62 (t, /= 6,4 Hz, 1H, CH2CN),
3,14 (m, 1H, H6"), 3,17 (m, 1H, H6""), 3,42 — 3,64 (m, 3H, H1" & isopropyyli-CH), 3,79 (s,
3H, OCH3), 3,80 (s, 3H, OCH3), 3,88 (m, 1H, H1""), 4,12 (m, 1H, H5"), 4,13 — 4,27 (m, 2H,
POCH>), 4,41 (m, 1H, H2"), 4,48 (m, 1H, H4"), 6,16 (br, 1H, NH), 6,80 (m, 4H, Tr), 7,07 (m,
1H, H4), 7,22 — 7,36 (m, 9H, Tr), 7,38 — 7,45 (m, 2H, H5 & H6), 7,86 (d, /= 8,0 Hz, 1H,
H3). *C NMR (125 MHz, CDCl3) § = 22,9 (d, J = 2,8 Hz, CH,CN), 23,0 (d, J=2,7 Hz,
CH2CN), 24,48 (d, J = 3,6 Hz, isopropyyli-CH3), 24,54 (d, J = 3,5 Hz, isopropyyli-CH3),
24,57 (d, J= 2,7 Hz, isopropyyli-CH3), 24,63 (d, J = 2,9 Hz, isopropyyli-CH3), 37,2 (d, J =
4,5Hz,C3"),37,3(d,/J=3,8Hz, C3"),43,1 (C1"),43,2(C1"),43,3(d, J=6,9 Hz,
isopropyyli-CH), 45,3 (d, J = 6,4 Hz, isopropyyli-CH), 55,2 (OCH3), 55,3 (OCH3), 58,3 (d, J
= 19,2 Hz, POCH>), 64,1 (C6"), 64,2 (C6"), 75,4 (d,J= 17,5 Hz, C4"), 75,8 (d, /= 16,6 Hz,
C4",77,1(C2"),77,2(C2"),85,5(d,J=15,7Hz, C5"), 85,7 (d,J=4,3 Hz, C5’), 86,1 (CAr3),
92,4 (C2),92,6 (C2), 113,1 (Tr), 113,2 (Tr), 116,7 (CN), 117,5 (CN), 126,78 (Tr), 126,82
(Tr), 127,78 (Tr), 127,85 (C6), 128,1 (Tr), 128,2 (Tr), 129,1 (C5), 130,0 (Tr), 130,1 (Tr),
131,0 (C4), 131,1 (C4), 135,9 (Tr), 136,0 (Tr), 139,8 (C3), 139,9 (C3), 142,09 (C1), 142,14
(C1), 144,7 (Tr), 144,8 (Tr), 158,5 (Tr), 158,6 (Tr), 169,5 (CONH).

HRMS: Havaittu: 902,2429 (M + Na) * Laskettu: C43Hs1IN307PNa 902.2402

N-(((2R,4S,5R)-4-((((((12-
azaneylidene)methylene)amino)oxy)(diisopropylamino)phosphaneyl)oxy)-5-
((bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)methyl)tetrahydrofuran-2-yl)methyl)-
2-iodobenzamide

Fosforamidiitti 99 liuotettiin 200 pl:aan asetonitriilid, joka pipetoitiin kiinteédn kantajaan
sidotun oligonukleotidin paille typpiatmosfaérissd, mihin lisattiin 200 ul aktivaattoria (0,25M
bentsyylitiotetratsoli/MeCN), jonka jilkeen liuosta ravisteltiin 30 min. Liuos pestiin 20 ml:lla
asetonitriilid ja capattiin 2 ml:1la Ac,O/lutidiini/THF-seosta (10:10:80) sekéd 2 ml:lla N-
Melm/THF-seosta (16:84). Tdmin jilkeen liuos pestiin 20 ml:1la THF:a ja MeCN:a ja
hapetettiin 0,02 M L-liuoksella (1,01g 1> 212,72 ml THF + 21,27 ml H>O + 0,964 ml
pyridiinid reaktioaika noin 3 min). Saantoprosentti 61 %. Tédmén jilkeen oligonukleotidi
siirrettiin syntetisaattoriin, missé synteesi vietiin loppuun. Oligonukleotidi irrotettiin
kantajalta 3 % dikloorietikkahappo/dikloorimetaani-seoksella ja puhdistettiin HPLC-
kromatografisesti kdyttden hypersil ODS C18 kolumnia (250 x 4.6 mm, 5 um); virtausnopeus
= 1.0 mL min’'; gradientti (5% - 30% 25 minuutissa) MeCN 50 mM aq.
trietyyliammoniumasetaatissa.



3.2 N,N-
Dibentsyyliaminometyylinukleosidifosforamidiitin synteesi
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Kaavio 2 a) 20 ekvivalenttia littumalumiinihydridié liottimena dikloorimetaani
typpiatmosfddrissd. b) Liuottimena 20 ml:a asetonitriilid 267 mg K2CO3. Liuokseen lisittiin
2 ekvivalenttia butyylibromidia, joka oli liuotettu 20 ml:an asetonitriilid. ¢) Liuottimena
pyridiini, johon lisdtty 5 % TEA. Liuokseen liséttiin >1 ekvivalentti trityylikloridia. d)
Fosfitylointi kuivassa dikloorimetaani: TEA 98:2 seoksessa.

(2R,3S,5R)-5-(aminomethyl)-2-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-ol

0,600 g (1,57 mmol) 2,5-anhydro-3-deoksi-4,6-di-O-toluoyyli-D-riboheksononitriilid
liuotettiin 18 ml:an tetrahydrafuraania, jonka jélkeen liuokseen liséttiin 2 ml 2M
littumalumiinihydridié (20 ekv) reaktioaikana 4 h. Tésté reaktiosta tuotetta saatiin talteen 168
mg. Saantoprosentti 49 %. Tuote puhdistettiin silikageelipylviskromatografisesti kdyttden
50:50 (v/v) MeOH:CH.Cl,—seosta, johon oli lisdtty 5 % ammoniakkia.

Yhdiste 100: "H NMR (500 MHz, MeOD) & = 1,81-1,95 (m, 2H, H3" & H3""), 2,77 (dd, J =
13,1 Hz, 6,9 Hz 1H, H1"), 2,94 (dd, J = 12,9 Hz, 3,0 Hz, 1H, H1""), 3,56 (dd, J= 11,7 Hz, 5,1
Hz, 1H, H6%), 3,63 (dd, J= 11,7 Hz, 4,2 Hz, 1H, H6""), = 3,83 (m, 1H, H5"), 4,24 (m, 2H,
H2’ & H4"). '3C NMR (125 MHz, CDCL): 37,5 (3'), 44,5 (1°), 62,4 (6°), 72,5 (4), 77,6 (2),
87,3 (5)



(2R,3S,5R)-5-((dibenzylamino)methyl)-2-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-ol

130 mg (0,884 mmol) pelkistystuotetta 100 liuotettiin 20 ml:aan asetonitriilid ja liuokseen
lisdttiin 267 mg K,COs. Butyylibromidia liuotettiin 1 ekvivalentti 20 ml:aan asetonitriilié ja
ndin saatu liuos liséttiin tipoittain reaktioliuokseen. Liuokseen pipetoitiin vahingossa liitkaa
butyylibromidia, minké takia typpeen kiinnittyi kaksi bentsyyliryhméa. Puhdistuksen jélkeen
tuotetta saatiin talteen 125 mg. Saantoprosentti 42 %.

Yhdiste 101: 'H NMR (500 MHz, MeOD) § = 1,68 (ddd, J = 13,2 Hz, 9,9 Hz, 6,4 Hz, 1H,
H3"), 1,87 (ddd, J= 13,2 Hz, 5,7 Hz, 2,2 Hz, 3""), = 2,66 (m, 2H, H1" & H1""), 3,48 (m, 2H,
H6" & H67"), 3,63 (d, J = 13,6 Hz, 2H, bentsyyli-CH>»), 3,78 (d, J= 13,6 Hz, 2H, bentsyyli-
CH>), 3,81 (m, 1H, H5"), 4,13 (m, 1H, H4"), 4,39 (m, 1H, H2"), 7,25 (t, /= 6,2 Hz, 2H,
bentsyyli-H4), 7,32 (t, J = 6,2 Hz, 4H, bentsyyli-H3 & HS5), 7,38 (d, /= 6,4 Hz, 4H,
bentsyyli-H2 & H6). 3C NMR (125 MHz, CDCls) : 39,1 (3%), 57,2 (1°), 58,6 (CH2N), 62,7
(6)72,4(47)76,7(2°) 87,4 (5") 127,0 (Bentsyyli-4), 128,0 (Bentsyyli-3,5) 129,0 (Bentsyyli-
2,6), 138,4 (Bentsyyli-1 ) HRMS: Havaittu: 328,1909 (M + H)" Laskettu: C20H26NO3Na
328.1907.

(2R,3S,5R)-2-((bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)methyl)-5-
((dibenzylamino)methyl)tetrahydrofuran-3-ol

Lihtoainetta 101 punnittiin 69 mg:a ja dimetoksitrityylikloridia liséttiin 1 ekvivalentti (0,211
mmol, 72 mg). Reaktiota seurattiin HPLC-massaspektrometrisesti ja trityylikloridia liséttiin
useita erid, kunnes reaktio oli mennyt ldhelle loppua. Tuote puhdistettiin
silikageelikromatografisesti kiyttden eluenttina 5:5:90 (v/v) MeOH:TEA:CH,Cl, —seosta ja
puhdasta tuotetta saatiin talteen 6,7 mg. Saantoprosentti 2,7 %. Tamai erd yritettiin
fosfityloida, mutta tima reaktio ei onnistunut, luultavasti ilman kosteuden ja ldhtoaineen
pienen méérin takia.

Yhdiste 102: 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § = 1,71 (dd, J = 13,2 Hz, 9,7 Hz, 5,9 Hz, 1H,
H3"), 1,82 (dd, /= 13,2 Hz, 5,9 Hz, 2,2 Hz, 1H, H3""), 2,61 (d, /= 5,5 Hz, 2H, H1" & H1""),
3,03 (m, 2H, H6" & H6""), 3,60 (d, J = 13,6 Hz, 2H, bentsyyli-CH>), 3,73 (d, /= 13,6, 2H,
bentsyyli-CH>), 3,77 (s, 6H, OCH3), 3,91 (m, 1H, HS"), 4,14 (m, 1H, H4"),

4,39 (m, 1H, H2"), 6,81 (m, 4H, Tr), 7,17 — 7,44 (m, 19H, Tr + bentsyyli).

3C NMR (125 MHz, CDCls): § = 38,77(3"), 54,3 (OCH3), 57,3 (1°), 58,7 (Bentsyyli CH»),
64,3(6°), 72,8 (4%), 77,5(27), 86,1 (57) 112,6 (Tr 4) 126-130 (Tr ja bentsyyli) HRMS:
Havaittu: 630,3169 (M + H)" Laskettu C41H4NOs 630.3214.

4.1 Yhteenveto

2-Jodibentsamidometyylimodifioidun oligonukleotidin synteesi meni muuten hyvin, mutta
trityloinnin saanto oli heikohko. Fosfitylointi pienelld miéralla 1dhtdainetta aiheutti N,N-



dibentsyyliaminometyylinukleosidifosforamidiitin synteesissd ongelmia. Léht6ainetta oli
tdssd tdmdn yhdisteen fosfityloinnissa vain 6,7 milligrammaa. Vaikka reaktio tehtiin
typpiatmosféddrissd on mahdollista ettd ilmankosteus sai reaktion epdonnistumaan. Myos
reagenssien kasittely ja tarkka mittaaminen on erittdin hankalaa ndin pienilld maarilla.
Tritylointi osoittautui varsin hankalaksi ja saannot ndissd reaktioissa olivat varsin pienii.
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