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Oligonukleotidien kdyton yleistyminen ldékekehityksessd on luonut tarpeen valmistaa niitd entisti
suuremmassa mittakaavassa. Oligonukleotideja tuotetaan teollisuuden tarpeisiin yleisimmin
automatisoidussa synteesissd kiintokantajalla kéyttden hyviksi fosforamidiittikemiaa. Teollisessa
tuotannossa on kuitenkin tarve edelld mainittua paremmin skaalautuville valmistusmenetelmille.
Valmistusprosessien kehittimisessd tulee ottaa huomioon myds entistd enemmaén ekologisesti kestavia
ratkaisuja. Yhtend kustannustehokkaana vaihtoehtona on oligonukleotidien synteesi liuoksessa
liukoisella, saostettavalla kantajalla.

Liuossynteesissd kasvavan oligonukleotidiketjun ensimmaiinen nukleosidi on ankkuroitu linkkerin
vilitykselld kantajaan, joka on liukoinen reaktio-olosuhteissa mutta saostuu helposti liuotinolosuhteita
muuttamalla. Synteesissd voidaan kéyttdd fosforamidiitti-, H-fosfonaatti- ja fosfotriesterimenetelméa.
Jokaisessa ndisti menetelmistd toistetaan useampivaiheista reaktiosyklid ja jokainen sykli pidentdd
kantajaan ankkuroitua kasvavaa polymeeriketjua yhdelld nukleotidilld. Reaktiosyklin jilkeinen
puhdistus voidaan tehdd helposti saostamalla. TAma sopii paremmin suuremman mittakaavan synteesiin
kuin perinteisempi kromatografinen puhdistus.

Pro gradu -tutkielman johdanto-osassa kaisitellddn liukoisen saostettavan kantajan kayttod
oligonukleotidien syntetiikassa. Kokeellisessa osassa on kehitetty ja optimoitu lyhyen
oligodeoksiribonukleotidin  synteesistrategia kdyttden asetaalisuojattua tymidiinifosforamidiittia
rakennusyksikkona ja tetrapodaalista pentaerytritolipohjaista kantajaa.

Avainsanat: liuossynteesi, oligonukleotidi, liukoinen saostettava kantaja, fosforamidiittimenetelma,
asetaalisuojaus
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1 Johdanto

Oligonukleotideja valmistetaan teollisessa mittakaavassa kdyttdmallad yleensd automatisoitua
synteesid kiintokantajalla.!»? T#lldin ensimmiinen nukleosidi kiinnitetééin liukenemattomaan
kantajaan, kuten ristisilloitettuun polystyreeniin tai huokoiseen lasiin, kovalenttiselld
sidoksella. Oligonukleotidiketjun pidentdiminen tehddin toistamalla nelivaiheista reaktiosyklid
(suojaryhmén irrotus, kytkentireaktio, asetylointi ja hapetus), jossa jokaisen reaktion jalkeen
epidpuhtaudet ja ylimdardiset reagenssit pestddn pois. Syklejd toistetaan niin monta kertaa,
kunnes saadaan haluttu lopputuote.> Hyvid puolia tissi ovat prosessin automatisointi ja
vilituotteiden helppo puhdistus synteesisyklien vililld. Kiintokantajamenetelméssi tarvitaan
kuitenkin suuret reagenssiylimiirit varmistamaan kytkentireaktiot nukleotidien vililla.*
Liséksi huuhteluihin tarvittavien liuottimien osuus on merkittivd. Suuren mittakaavan
synteesissd kiintokantajamenetelméin kéytettivyys kohtaa rajansa. On siis kehitettdva
synteesimenetelmid, jotka vastaavat paremmin teollisuuden tarpeisiin. Tavoitteena on 16ytaa

ympiristdystivillinen, turvallinen ja kustannustehokas ratkaisu.’

Vaihtoehtoinen menetelmé oligonukleotidisynteesille on kéyttdd liukoista kantajaa. Téssd
ensimmadinen nukleosidi on ankkuroitu kantajaan, joka on liukoinen reaktio-olosuhteissa ja
rakenneyksikodiden liittiminen kasvavaan ketjuun voidaan tehda liuoksessa. Menetelmé toistaa
samankaltaisia useamman vaiheen reaktiosyklejd, joissa tapahtuu uuden nukleosidin kytkenta
kasvavaan polymeeriketjuun. Jokaisen kytkenndn jdlkeen kantaja voidaan erottaa kiytetyisté
reagensseista  ja  reagoimattomista  ldhtdaineista  saostamalla,  kromatografisesti,
nanosuodatuksella® tai uutolla’. Liuossynteesin avulla voidaan piisti kiintokantajasynteesii
suurempiin tuotemdiriin ilman kalliita teollisuusmittakaavan automatisoituja laitteita,
vihemmill 13htdainemidrilld ja ilman kallista kantajapolymeerid.! Vilituotteiden puhdistus,

joka perustuu kromatografiseen puhdistukseen on turhan ty6lds suuren mittakaavan tuotantoon.

Oligonukleotidien valmistamista liuoksessa voidaan kutsua perinteiseksi
synteesimenetelmiksi,  joka  kehittyi samanaikaisesti liuoksessa tapahtuvan
polypeptidisynteesitutkimuksen rinnalla. Vuonna 1967 Hikoya Hayatsu ja Har Gobind Khorana
tyoryhmineen julkaisivat artikkelin olionukleotidisynteesistd liuoksessa. He kéyttivit liukoista
polystyreenikantajaa ja  5’-monometoksitrityylinukleosidianalogia, mikd mahdollisti
kondensaatioreaktioiden suorittamisen tdysin homogeenisessd liuoksessa. Reaktiossa 3'-O-
asetyylitymidiini-5'-fosfaatti ~ kytketddn polystyreeniin  kiinnitettyyn tymidiinin = 2-

mesityleenisulfonyylikloridin toimiessa aktivaattorina. Reaktioseokseen lisdtdéin metanolia,



jolloin reagoimattomat trityylikloridiryhmdt muuttuvat vastaaviksi metyylieettereiksi.
Muodostunut raakatuote eristetdén lisddmaélld reaktioliuokseen vettd ja suodattamalla tai
sentrifugoimalla kasvava nukleotidiketju. Talld menetelmilld onnistuttiin syntetisoimaan
trinukleotideja, mutta pidempien sekvenssien synteesi osoittautui hankalaksi. Nykyisistd
synteesimenetelmistd poiketen Hayatsu ja Khorana kasvattivat oligonukleotidiketjua 5°-3"-
suunnassa, miki mukailee luonnossa tapahtuvaa entsyymikatalysoitua DNA-synteesii.® Timin
uraauurtavan tutkimuksen jilkeen on kehitetty lukuisia synteesistrategioita ja liukoisia kantajia

oligonukleotidisynteesiin.

Perinteisten, erityisesti kiintedkantajamentelmédssd kéytettyjen, kytkentireaktioiden ja
suojaryhmien soveltaminen liuosfaasissa edellyttii reaktio-olosuhteiden optimointia uudelleen
ja uusien suojaryhméstrategoiden kehittdmistd. Perinteiselld fosforamidiittimenetelmalla
saavutetaan yleensd hyvit kytkentdsaannot. Mitd enemmin reaktiovaiheita synteesisykliin
siséltyy, sitd tyolddmmaéksi synteesin suorittaminen kdy ja sitd huonommin se on skaalattavissa
suuren mittakaavan tuotantoon. Ympdaristokysymyksilld on myds entistd suurempi rooli eri
synteesimenetelmien kehityksessa tdnd paivand. Tassd pro gradu —tutkielmassa esitetdin lyhyen
oligodeoksiribonukleotidin  synteesistrategian kehitystd liuoksessa kéyttden metoksi-
isopropyyli (MIP) -suojattua tymidiinifosforamidiittia ja tetrapodaalista pentaerytritolipohjaista
levulinoyylilinkkerin siséltdvdd kantajaa, joka mahdollistaisi oligonukleotidisekvenssien
irrotuksen ortogonaalisissa olosuhteissa. Tyo on osa ACS GreenChemistry Instituutin

rahoittamaa kestivén kehityksen projektia.
1.1 Yleisimmat liukoiset saostettavat kantajat

Di- ja trinukleotidejd on mahdollista valmistaa liuoksessa helposti nukleotideistd ilman, etti
niitd on ankkuroitu mihinkiifin kantajaan.®! Titi pidempien oligonukleotidien synteesi
tarvitsee kuitenkin yleensd kantajan, johon nukleosidi on kiinnitetty linkkerin avulla.
Liuoksessa tehtdvdssd synteesissd kantaja on liukoinen reaktio-olosuhteiden orgaanisessa
livottimessa, mutta se on helposti saostettavissa olosuhteita muuttamalla. Kuvassa 1 on esitetty
raportoitujen liukoisten kantajien rakenteet. Kaytetyimpiin saostettaviin kantajiin kuuluvat
pentaerytritoli- ja polyetyleeniglykolikantajat. Myd6s edelld mainittuja suuremmilla ja
hydrofobisemmilla yhdisteilld, ASS- ja Z-ACSS-kantajilla eli liukoisilla alkyyliketjuisilla ja
karboksibentsyylirakenteisilla —alkyyliketjukantajilla, on raportoitu erityisesti RNA-
synteesimenetelmii.!!? Liuossynteesissi voidaan kiyttdd myos muita liukoisia kantajia, kuten

(adaman-1-yyli)-asetyyli- ja beeta-syklodekstriinipohjaisia rakenteita. Naiiden



puhdistusmenetelmd perustuu saostamisen sijasta kromatografiseen puhdistukseen tai

uuttamiseen, joten niiden tarkempi tarkastelu on jdtetty tdmén tutkielman ulkopuolelle.

Polyetyleeniglykolipohjainen (PEG) kantaja on ollut yksi kdytetyimmisti liukoisista kantajista
jo siitd lahtien, kun se ensimmadisen kerran raportoitiin liuoksessa suoritetun peptidisynteesin
yhteydessi.!? Polyetyleeniglykolilla on monia hyvid liukoiselle kantajalle edellytettyji
ominaisuuksia. Se esimerkiksi mahdollistaa asetonitriilin kdyton reaktioliuottimena.
Asetonitriili puolestaan on yleisin oligonukleotidisynteesissé kdytettdva liuotin. Polaarisena ja
aproottisena liuottimena siihen liukenevat pédsdintdisesti kaikki synteesin eri vaiheissa
kiytetyt reagenssit. Tdmin lisiksi  asetonitriili on  suhteellisen  edullista.'*
Polyetyleeniglykolipohjainen kantaja mahdollistaa nopean puhdistusvaiheen syklien vililla,
silld se saostuu muun muassa dietyylieetteristi.!> Kiyttdd rajoittavana tekijini mainittakoon,
ettd kdytetyn PEG:in pituus vaikuttaa voimakkaasti sithen, kuinka hyvin kantaja lopulta saostuu
liuoksesta. Tyypillisesti polyetyleeniglykolin moolimassa vaihtelee 400 ja 4000 daltonin vililld

oligonukleotidisynteesissi. '°

Tetrapodaalisella pentaerytritoli (PE) -pohjaisella rakenteella on monia hyvid ominaisuuksia
liukoiseksi saostettavaksi kantajaksi. Rakenne on siteittdissymmetrinen, stabiili ja kompakti
neljalld ankkurointihaaralla. Rakenteen ansiosta vili- ja sivutuotteita on helppo seurata MS-,
NMR- ja HPLC-analytiikalla. Se saostuu helposti metanolista ja parhaimmillaan jokaisessa
synteesisyklissd tarvitaan vain kaksi saostusta sivutuotteiden ja muiden reagenssien poistoon
reaktioseoksesta.!”!® Kvantitatiivinen saostuminen metanolista vaatii kuitenkin pienten
hydrofobisten suojaryhmien kdyton nukleosidien 5°- ja 2’-hydroksyyliryhmissa.
Ammonolyysin jilkeen kantajarakenteen jdéinnds on helppo eristdd suodattamalla, silld se

saostuu ammoniakin vesiliuoksesta valkoisena sakkana.'’
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Kuva 1. Yleisimmat liuossynteesissa kaytetyt liukoiset kantajat.

Imidatsoli-ioni on positiivisesti varautunut molekyyli, jonka vastaionina liuoksessa toimii
yleisimmin tetrafluoriboraatti-anioni. Liukoinen, ioniseen nesteeseen perustuva imidatsoli-

0

ionikantaja on raportoitu toimineen niin lyhyiden oligonukleotidien®® kuin my®s

2 synteeseissd. Kiytettiessd ionista imidatsolipohjaista

oligosakkaridien®' ja oligopeptidien?
kantajaa oligonukleotidien syntetisoimiseksi, ensimmadisen detritylaatiovaiheen on havaittu
olevan suhteellisen hidas. Tdma johtuu todenndkdisesti ionisen kantajan positiivisen varauksen
ja detritylaation protonaatiokohdan ldheisyydestd. Havaittu ongelma on ratkaistu kayttdmalla
Bronstedin  hapon sijasta Lewisin happoa (ZnBr2) ja scavenger-reagenssina pyrrolia.

Syntetisoitavan oligonukleotidin pituuden kasvaessa detritylaatio nopeutuu jilleen.?
1.2 Oligodeoksiribonukleotidien synteesi fosforamidiittimenetelmalla

Fosforamidiittimenetelmé on tdlld hetkelld yleisin strategia, kun DNA:n ja RNA:n synteesid
toteutetaan kiintedlld kantajalla sekdi suuremman etti pienemmin skaalan synteesissi.’
Menetelmd on ensimmadisen kerran raportoitu onnistuneesti liuossynteesissd Gian Maria

Bonoran tutkimusryhmin tekemind vuonna 1993 (kaavio 1).2* Mielenkiinto liuoksessa



tapahtuvaa fosforamidiittikemiaa kohtaan oli tuolloin nousussa, mutta ldpimurto oli jaényt
uupumaan. Bonora sovelsi tdssi alempaa  tutkimustaan liuossynteesisti
fosfotriesterimenetelmilld.!>  Polyetyleeniglykolikantajaan  ankkuroidusta nukleosidista
poistetaan trityyliryhmd 3 % trikloorietikkahapolla 1,2-dikloorietaanissa. Kytkennédssé
kiytetdin kymmenen ekvivalenttia tetratsolia sekd kaksi ja puoli ekvivalenttia 5°-O-
dimetoksitrityloitua nukleosidi-3"-(2-syanoetyyli-N, N-di-isopropyylifosforamidiittia) kuivassa
asetonitriilissd. Tdmén jalkeen reagoimattomat hydroksyyliryhmaét deaktivoidaan asetyloimalla
ja fosfiittitriesterit hapetetaan fosfaattitriestereiksi tert-butyylihydroperoksidilla. Jokaisen
edelld mainitun vaiheen jédlkeen tarvitaan saostus dietyylieetteristi ja kytkentireaktion jélkeisen
saostuksen liséksi uudelleenkiteytys asetonitriilin ja dietyylieetterin seoksesta. Menetelmaa
kéyttden kyettiin valmistamaan malliyhdisteeksi DNA-oktameeri (5-ATC GCG AT-3") 93 %

saannolla.
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Kaavio 1. Oligodeoksiribonukleotidin  synteesi liukoisella saostettavalla PEG-kantajalla

fosforamidiittimenetelmalla.2*

Ensimmaéinen liuossynteesi yhdessi reaktioastiassa ja yhdelld saostuksella reaktiosyklin aikana

on raportoitu vuonna 2020 onnistuneesti Andreas Waltherin tutkimusryhmén toimesta (kaavio



2).2 Tdssi menetelmidssi nelihaaraisen =~ PEG-OH-kantajan  annetaan  reagoida
dimetoksitrityloidun tymidiinifosforamidiitin ja 5-(etyylitio)-1H-tetratsolin (ETT) kanssa
kuivassa asetonitriilissd. Reaktioseokseen lisdtdin tdimain jdlkeen kaksi ja puoli ekvivalenttia m-
klooriperbentsoehappoa (mCPBA) fosforamidiittiin nihden huoneenldmmdossid. Hapetuksen
jalkeen dimetoksitrityyli poistetaan kayttiden ylimdirin trikloorietikkahappoa (25 ekvivalenttia)
dikloorimetaanissa. Scavenger (poistaja) -reagenssina kdytetddn trietyylisilaania (15
ekvivalenttia) DMTr-kationin eliminoimiseen. Raakatuote puhdistetaan vasta tdmén jélkeen
ensimmadisen kerran syklin aikana saostamalla 2-propanolista. Syklid kohden reaktion saanto

on keskimadrin 94,3 %.
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Kaavio 2. Oligodeoksiribonukleotidin synteesi liukoisella saostettavalla PEG-kantajalla alkyyli-H-

fosforamidiittimenetelmalla.2s

Waltherin ja hidnen kollegoidensa tekemd merkittava kehitys oligonukleotidisyntetiikassa
mahdollistaa yhden saostuksen synteesisyklin, jolloin kytkennin ja hapetuksen tiytyy tapahtua
ilman vilituotteiden puhdistusta. Tdmd edellyttdd muun muassa hapetusreaktion ja
saostusmenetelmin  optimointia.  Tert-butyylihydroperoksidi  (TBHP) on  yleisesti

fosforamidiittimenetelmassd  kéytetty hapetin, jota Walther kokeili ensimmaéisend



synteesissddn. Talloin hapettumisvaiheen aikana reaktioseokseen havaittiin muodostuvan
sivutuote. Verrokkikokeessa, jossa he lisdsivit tert-butanolia TBHP:n sijasta, ei havaittu
vastaavaa sivutuotetta. Todennidkoisesti TBHP siis reagoi liuokseen jddneiden
ylimddrdreagenssien kanssa epdsuotuisalla tavalla. Tert-butyylihydroperoksidin vaihtaminen
m-klooriperbentsoechappoon oli menestyksekds parannus. Suojaryhmien kvantitatiivista
irtoamista tehostetaan kiyttdmilla DMTr-kationien poistajia, scavenger-reagensseja. Tadméan
lisdksi kéytettdessd dikloorietikkahappoa trikloorietikkahapon sijasta ei myoOskddn havaita
merkittdvdd depurinaatiota. Erona Bonoran julkaisuun oli raakatuotteen saostaminen 2-

propanolista dietyylieetterin sijaan.
1.3 Oligodeoksiribonukleotidien synteesi H-fosfonaattimenetelmalla

H-fosfonaattimenetelméssa kytkentireaktiossa kéytetddn nukleosidi-H-fosfonaattia, joka on
rakenteeltaan varsin stabiili fosforamidiittiin verrattuna, mutta my0ds reaktiivinen sopivan
aktivaattorin ldasni ollessa. Vetyfosfonaatti voidaan hapettaa jodilla viidenarvoiseksi fosforiksi
joko kytkentdreaktion aikana tai vasta ennen oligonukleotidin puhdistusta ja eritysta.
Alkyylivetyfosfonaattien tapauksessa ei tarvita erillistd hapetusvaihetta jokaisen synteesisyklin
paitteeksi. H-fosfonaattikemiaa on kuitenkin tutkittu yllattavén vihin liuossynteesissd. Tdhén
mennessé on raportoitu vain yksi onnistunut synteesi muokkaamattomien oligonukleotidien H-
fosfonaattimenetelmailld polyetyleeniglykolikantajaa kdyttden (kaavio 3). Manikrao Salunkhe
tutkimusryhmineen ldhtivdt kehittimédn vaihtoehtoista synteesistrategiaa, jossa yksi
kytkentdsykli sisdltdisi aiempaa vihemmin reaktiovaiheita ja vilivaiheet olisivat helposti
puhdistettavissa. Tédssd menetelmissd  3’-terminaalinen  nukleosidi  ankkuroidaan
polyetyleeniglykolikantajaan sukkinyylilinkkerin vilitykselld. 5°-Suojaryhma irrotetaan 6 %
dikloorietikkahapolla dikloorimetaanissa ja vélivaihe saostetaan ja pestddn etyyliasetaatilla. 5°-
0-(4,4"-dimetoksitrityyli)-2"-deoksiribonukleosidi-3"-(2-syanoetyyli- H-fosfonaatti) kytketddn
kasvavaan oligonukleotidiketjuun etyyliasetaatin ja trietyyliamiinin seoksessa (4:1, v/v)
kayttden aktivaattorina N-bromibutaani-imidia. Jokaisen kytkennédn jdlkeen vélituote saostetaan
dietyylieetteristdi  ja  uudelleenkiteytetidin ~ MeCN/Et;O-seoksesta.  Reagoimattomat
hydroksyyliryhmit deaktivoidaan asetylaatiolla ja vilituote saostetaan uudestaan
dietyylieetteristi. Menetelmdd kéyttden kyettiin valmistamaan malliyhdisteeksi DNA-

dekameeri (5-ACG GGC CCG T-3") 75 % saannolla.



Saostus ja pesu
Et,O

1. Suojaryhman irrotus 2. Kytkentareaktio

6 % DCA, DCM 5 ekv. NBS
MeCN/EtsN
0 0 Bn-1
K j Saostus Et,0
o Ao Uudelleenkiteytys
é Lo Bn-1 MeCN/Et,0
(0]
8
. . (0]
Toistetaan sykli O 3. Asetylointi |
y 0=p-0" >N

Ac,0/2,6-utidiini/NMI
MeCN

Suojaryhmien irrotus,
kantajasta irrottaminen
NH; (aq)

Saostus Et,0, uudelleenkiteytys MeCN/Et,0

6 = g\g/\jéo“%o\

Kaavio 3. Oligodeoksiribonukleotidin synteesi liukoisella saostettavalla PEG-kantajalla H-

fosfonaattimenetelmalla.2s

My6s fosfaattimodifioituja  oligonukleotideja on valmistettu liuossynteesilld H-
fosfonaattikemiaa  kiyttden.?’ Synteesistrategiassa ~ 5'-0-(4,4"-dimetoksitrityyli)-2'-
deoksinukleosidi muutetaan 3’-H-fosfonaattijohdannaiseksi. Nukleosidin ja p-tolyyli-H-
fosfonaatin trietyyliammoniumsuolan vélinen reaktio suoritetaan pivaoyylikloridin toimiessa
aktivointireagenssina kuivassa pyridiinissd —35 °C:ssa. H-Fosfonaattimenetelmdi on kéytetty
ensimmadisen kliiniseen kédyttoon tulleen antisense-oligonukleotidin teolliseen tuotantoon.
Kyseinen fosforotioaatti, 21 emistd pitkd oligonukleotidi, valmistettiin kytkenndlld jossa
yksittdisten monomeerien sijaan kasvavaan oligonukleotidiketjuun kytkettiin dimeeri- tai
trimeerinukleotidirakenneyksikditd.?® TAmi on erdis mahdollinen tapa vihentii synteesivaiheita

sekd parantaa saantoa pitkien oligonukleotidien tapauksessa.



1.4 Oligodeoksiribonukleotidien synteesi fosfotriesterimenetelmalla

Kaaviossa 4 on esitetty oktameerin synteesi kdyttden fosfotriesterikemiaa ja
polyetyleeniglykolikantajaa.'® Nukleosidi on kiinnitetty kantajaan 3’-sukkinyylilinkkerin
vilitykselld. 5'-DMTr-suojaryhmé poistetaan 3 % TCA/DCM-kisittelylld. Nukleosidi-3"-(2-
kloorifenyyli)fosfaatin kytkenndssd pyridiinin ja 2,6-lutidiinin seoksessa kéytetdin MSNT-
aktivaattoria ja N-metyyli-imidatsolia nukleofiilisend katalyyttinid. Jokaista kytkentisyklid
seuraa saostaminen ja uudelleenkiteytys dietyylieetteristd, jonka jdlkeen reagoimattomat 5°-
OH-ryhmit asetyloidaan ja vilituote saostetaan uudelleen DCM/Et,O-seoksesta.
Lopputuotteena syntyneen oktameerin 5'-TAGCGCTA-3" kokonaissaanto on 79 %.

Saostus ja pesu
DCM/Et,0 (1:9)

1. Suojaryhmin irrotus 2. Kytkentareaktio
3 % TCA/DCM 6 ekv. MSNT, 10 ekv. NMI
pyridiini, 2,6-lutidiini

Toistetaan sykli
Suojaryhmien irrotus,

kantajasta irrottaminen
NH; (aq),
syn-pyridiini-2-carbaldoxime

o)
cl io)Bm
Saostus Et,0
o

Uudelleenkiteytys DCM/Et, 6

Saostus ja pesu Et,0
Uudelleenkiteytys 2 x EtOH

6 - ;"MOA%”O\

Kaavio 4. Oligodeoksiribonukleotidin  synteesi liukoisella  saostettavalla ~PEG-kantajalla

fosfotriesterimenetelmalla.s

Bonora tyéryhmineen on valmistanut oligodeoksinukleotideja fosfotriesterimenetelmalld myos
suuremmassa skaalassa.”” Synteesissi kiiytetiin 1-hydroksibentsotriatsoli (HOBT) -aktivoituja

nukleosideja (kaavio 5), joiden avulla kytkentireaktio onnistuttiin suorittamaan ilman MSNT-
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aktivaattoria. Kantajaan sidotun nukleosidin 5'-OH ryhmén ja 2-kloorifenyyli-O,O-bis(1-
bentsotriatsoyyli)fosfaattinukleosidin annettiin reagoida kuivassa dioksaanissa N-metyyli-
imidatsolikatalyytin ldsnd ollessa. Muodostunut oligonukleotidi saostettiin dietyylieetterista,
pestiin eetterillda ja uudelleenkiteytettiin etanolista. Reagoimattomat 5’-hydroksyyliryhmat
asetyloitiin 10 % etikkahappoanhydridin liuoksella pyridiinissd. Kokonaissaanto 5’-
TAGCGCTA-3" DNA-malliyhdisteelle oli 63,5 %, eikd MSNT-aktivaattorin kéytosta

aitheutuvaa sivutuotteiden muodostumista havaittu.

PARRN PN

N N-O-P-O—N °N

diOBT

Kaavio 5. Bonoran valmistama fosfaattinukleosidi suojatun 5’-nukleosidin ja 2-kloorifenyyli-O, O-bis(1-

bentsotriatsoyyli)fosfaatin (diOBT) valisella reaktiolla.2®

1.5 Oligoribonukleotidien synteesi fosforamidiittimenetelmalla

Pentaerytritolipohjainen kantaja soveltuu seki oligodeoksiribo-!? ettii oligoribonukleotidien'’

synteesiin fosforamidiittimenetelméllé. Liukoista alkyyliketjuista kantajaa kéyttdessd on pdésty

' DNA-synteesiin

gramman saantoihin jopa 21 nukleotidid pitkin RNA:n synteesissi.
verrattuna RNA-syntetitkkka on haastavampaa 2’-hydroksyyliryhmistd johtuen, joten
oikeanlaisten suojaryhmien valinta 2"-asemaan on tirkedd.*° Oligoribonukleotidipentameeri
voidaan syntetisoida kéayttden 57-0-(4,4"-dimetoksitrityyli)- ja 2'-O-tert-
butyylidimetyylisilyylisuojattuja nukleosideja, joita on kaupallisesti saatavilla. Néiden
kiyttdminen oligoribonukleotidien synteesissd vaatii saostuksen vedestd ja flash-
kromatografiapuhdistuksen jokaisen kytkentdsyklin jdlkeen.'® Pienikokoiset, hydrofobiset
suojaryhmit, kuten 2’-syanoetyyli- ja 5 -metoksi-isopropyyli, mahdollistavat puolestaan

vilituotteiden saostuksen metanolista, mikd on huomattavasti helpompi ja vihemmaén tyolas

tapa kytkentdjen viliselle puhdistukselle.!”
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HO

Byt \o><o

:o: o B
Saostus MeOH
3 O ~cn 1,5 ekv. \N(\/O O~
|
\< o\/\CN

1. Suojaryhman irrotus 2. Kytkentareaktio
HCI, MeOH/DCM DCI, MeCN/DMF

Toistetaan sykli >< 3. Hapetus
~o” o B, i) I, H,0, 2,6-lutidiini

0 .
i) P(OMe
Suojaryhmien irrotus, ) P( )3

kantajasta irrottaminen NG C|) O en
~"0-P=0
Et3N, NH; (aqg), TBAF ‘
OW o. Bn Saostus MeOH
0 O

N

Kaavio 6. Oligoribonukleotidin synteesi liukoisella saostettavalla tetrapodaalisella kantajalla

fosforamidiittimenetelmalla.'”

RNA-pentameerin synteesissd on kiytetty fosforamidiittikemiaa, 5'-asetaalisuojaryhméié ja
kantajana tetrapodaalista pentaerytritolin johdannaista (kaavio 6). Kytkenndt suoritetaan
asetonitriilin ja dimetyyliformamidin 1:1 seoksessa typpiatmosféérissa.
Nukleosidifosforamidiittia kéytetddn 1,5 ekvivalenttia jokaiseen kantajaan ankkuroidun
nukleosidin 5'-hydroksyyliryhméd kohden. Jokaisen kytkenndn jéilkeen fosfiittitriesterit
hapetetaan jodilla tetrahydrofuraanin ja 2,6-lutidiinin vesiliuoksessa. Hapetusreaktio paétetidan
trimetyylifosfiitilla DMF:ssd, reaktioseos haihdutetaan Oljyméiseksi raakatuotteeksi ja
saostetaan kylmédstd metanolista. Metoksi-isopropyylisuojaryhmédt poistetaan HCI:114
metanolin ja dikloorimetaanin seoksessa, jonka jilkeen reaktioseos neutraloidaan pyridiinilla.
Reaktioseoksen konsentroinnin jélkeen tuote saostetaan kylméstd metanolista. Synteesisyklid
toistettiin niin kauan, kunnes halutun mittainen oligonukleotidiketju on saavutettu.

Muodostunut sekvenssi irrotetaan kantajasta 25 % ammoniakin vesiliuoksessa. Télla
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menetelmalld valmistettiin 5-UUGCA-3" malliyhdiste 54 % saannolla, keskimairaiselld 86 %

saannolla kytkentii kohden.!”
1.6 Suojaryhmastrategian haasteet liuossynteesissa

5’-Hydroksyyliryhmén suojaamiseen kiytetdin yleisimmin 4,4 -dimetoksitrityyliryhmai. Sen
kiyttéd puoltavat monet hyvit ominaisuudet, kuten suojauksen liittdminen selektiivisesti
primdédriseen  hydroksyyliryhmdin ja  DMTr-suojattujen  nukleosidien kaupallinen

saatavuus.>!3?

Dimetoksitrityyli on happolabiili ja se voidaan irrottaa esimerkiksi
trikloorietikkahapolla (TCA) dikloorimetaanissa (DCM).?® Dimetoksitrityylikarbokationin
muodostuminen on kuitenkin reversiibeli reaktio. Liuoksessa kvantitatiivista suojaryhmén
irtoamista voidaan tehostaa scavenger-reagenssien avulla. Trialkyylisilaanit ovat heikkoja
pelkistimid, jotka pelkistdvit trityylikationin liuoksesta ja ajavat siten reaktiotasapainoa

lopputuotteiden  suuntaan.?

Trialkyylisilaania  kdyttdessd on  havaittu = muiden
suojaryhmirakenteiden, kuten bentsoyylin ja levolinoyylin, pysyvdn stabiilina
fosforotioaattioligonukleotidin synteesissd.*® Kiinteillid kantajalla tapahtuvassa synteesissi
trityylin kayttd ei ole ongelma, silld irronnut suojaryhmi huuhdellaan pois reaktion aikana

kolonnista, mutta sen kéytto on haastavaa liuoksessa tehtdvissa synteesissa.

Trityylin irtoamista 5’-hydroksyyliryhmistd voidaan tehostaa liuoksen happamuutta
nostamalla. Se ei kuitenkaan voi olla ratkaisu tehokkaaseen suojaryhmén poistoon, silld
happokatalysoidun reaktion ohella voi tapahtua ei-toivottu sivureaktio, depurinaatio.
Depurinaatiossa N-glykosidinen sidos sokeriosan ja puriinin vélilld katkeaa. Ongelma esiintyy
erityisesti sekvensseissi, jotka sisiltivit adenosiinid tai guanosiini4.** Trikloorietikkahapon tai
jonkin vahvemman hapon kdyttdminen voi johtaa merkittdvddn depurinaatioon. Toisaalta
heikomman hapon kéyttiminen sen sijaan voi aiheuttaa epitdydelliseen suojaryhmien

irtoamisen.>

Bentsoyylisuojaryhmi, joita kéytetddn yleensd puriinien eksosyklisten
aminoryhmien suojaukseen, voi myds irrota vahvempia happoja kéyttdessd. Sekvenssit, joissa

on merkittivi miiri adeniinia, ovat siis pullonkaula liuoksessa tehtiviissi synteesissi.?

5’-Hydroksyyliryhmén suojauksen poisto on keskeinen vaihe oligonukleotidien synteesissd,
silld se toistuu jokaisen synteesisyklin aikana. Jos suojaryhmén kayttoon liittyvit ongelmat
kumuloituvat, ne viime kédessd haittaavat merkittdvasti kokonaisreaktion saantoa. On siis
kehitettdvd parempia, liuossynteesiin sopivampia suojaryhmistrategioita. Télld hetkelld
asetaalisuojauksen  kidyttd  vaikuttaa  potentiaaliselta  vaihtoehdolta  perinteiselle

trityylisuojaukselle  (kaavio 7). Metoksi-isopropyyliasetaalin ~ (MIP)  kayttdé  5'-
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hydroksyyliryhmidn  suojauksessa  lyhyen  oligodeoksiribonukleosidin  synteesissé
fosforamidiittikemiaa ja liukoista beeta-syklodekstriinikantajaa kéyttden on raportoitu
onnistuneesti.’® Tdmin suojaryhmin etuina on, etti se irtoaa helposti happokatalyyttisesti ja
lopputuotteena muodostuu helposti haihtuvaa asetonia ja metanolia.’” Ne ovat siis helposti
eristettdvissé reaktioseoksesta ilman ylimairiisid reaktiovaiheita tai yliméardisten reagenssien
kulutusta. ~ Valitettavasti  oligonukleotidisynteesiin  tarvittavia  5’-O-MIP-suojattuja
rakennuspalikoita ei ole tdlld hetkelld kaupallisesti saatavilla. Asetaalisuojaryhmdné voidaan
myos kayttad happolabiilimpaa 2-(isopropoksi)isopropyyli-suojausta metoksi-

isopropyylisuojaryhmén tilalla.

N4

RO™ O H* HO 0O
\k S \k + )J\ + R/OH

R = Me tai iPr

Kaavio 7. Metyyli-isopropyyli- ja 2-(isopropoksi)isopropyyli-suojauksen happokatalyyttinen irrotus, jossa

reaktiotuotteena muodostuu asetonia ja alkoholia.

1.7 Yhteenveto

Viime vuosina kiinnostus vaihtoehtoisiin menetelmiin oligonukleotidien liuossynteesissd on
kasvanut. Polyetyleeniglykolikantaja on ehdottomasti tutkituin ja kdytetyin yhdiste liukoisista
kantajista, jota on kdytetty niin fosforamidiittimenetelméssi, H-fosfonaattimenetelméssa ja
fosfotriesterimenetelméssd. Polyetyleeniglykoli saostuu helposti niin dietyylieetteristd kuin
etanolista tai 2-propanolista, ja parhaimmillaan raakatuotteen puhdistuksen voidaan suorittaa
saostuksella reaktiosyklin aikana. Pentaerytritolipohjaista kantajaa kéytettdessd voidaan paista
my0s vihiisiin saostusméériin raakatuotteiden puhdistuksessa, minki liséksi silld on monia

muita hyvid ominaisuuksia polyetyleeniglykoliin verrattuna.

Fosforamidiittimenetelma on puolestaan suosituin kytkentimenetelma, mutta se siséltdd yhden
reaktiovaiheen enemmaén fosfotriesteri- tai hapettavaan H-fosfonaattimenetelméén verrattuna.
Tama voi olla merkittdvé tekijd, kun synteesimenetelmid suunnitellaan suurempaan, teolliseen
tuotantoon. Oligonukleotidisynteesiin kuluvaa aikaa voidaan myds lyhentdd kytkemailld

kasvavaan oligonukleotidiketjuun di- tai trinukleotidej yksittdisten nukleotidien sijasta.
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Enemmistd oligonukleotidien synteesitutkimuksista perustuu happolabiiliin  5"-aseman
dimetoksitrityylisuojaukseen, vaikka sen kdyton tiedetdfin johtavan poikkeuksetta
sivureaktioithin, kuten depurinaatioon. Asetaalisuojaryhmit, kuten metoksi-isopropyyli,
vaikuttavat hyviltd korvaavilta vaihtoehdoilta dimetoksitrityylille. Asetaalihydrolyysi on
detritylaatiota huomattavasti nopeampi. Vaihtoehtoisen suojaryhmien kéytto voi tosin vaatia jo

olemassa olevien synteesistrategioiden kehittdmistd paremmin toimiviksi.

Tadmin projektin tavoitteena oli kehittdé uusi liukoinen ja saostettava pentaerytritolipohjainen
kantaja oligonukleotidisynteesiin. Saostamisen ansiosta se soveltuisi hyvin lyhyiden
oligodeoksiribonukleotidien valmistukseen, ja levolinoyylilinkkerirakenne mahdollistaisi
syntyneen oligonukleotidin irrotuksen kantajalta suojatussa muodossa. Tavoitteena oli myds
ottaa kiyttoon vaihtoehtoinen asetaalisuojaryhmaéstrategia ja suunnitella uusi yhden saostuksen

synteesiprotokolla.
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2 Tulokset ja niiden tarkastelu

2.1 Tetravalentin nukleosidiklusterin synteesi

Projektin yhtend tavoitteena oli syntetisoida oligonukleotidien valmistamiseksi liukoisia ja
saostettavia tetrapodaalisia pentaerytritolipohjaisia kantajia, joihin nukleosidi (tymidiini tai
adenosiini) on kiinnitetty levulinoyylilinkkerin vélitykselld (kuva 2; yhdisteet 1, 2, 3 ja 4).
Kantajien amidisidoksen muodostamisessa kdytettiin joko propargyyliamiinia, 1-amino-3-
butyynid tai sekundddristdi N-metyylipropargyyliamiinia. Amidisidoksen ja kantajan
triatsolirakenteen viliin jdi tdlloin yksi (yhdisteet 2, 4) tai kaksi (yhdisteet 1, 3) hiiliatomia ja
yhdisteen 2 tapauksessa amidisidoksen typpeen kiinnittynyt vety on korvautunut
metyyliryhmélld. Levulinoyyliryhmé on happostabiili ja se voidaan katkaista selektiivisesti ja
ortogonaalisesti hydratsiinilli.®® Kaaviossa 8 on esitetty synteesireitti levulinoyylilinkkerin

siséltdvan tetrapodaalisen kantajan (1) valmistamiseksi. Synteesin tarkempi kuvaus on esitetty

osiossa 3.2.
_ _ — x - - _ o
Q HN.__N 0
| NH LW L7 %NH
N | /g
N/go N\\_N N (6]
HO

P kj
o)
o 0 ¢
0 o o
07 NH 9
N— 0™ °NH
7N éﬁ“
N—

N

o L alL all &

1 2 3 4

R = 2,4-dimetyylibentsoyyli

Kuva 2. Tetravalenttien nukleosidiklusterien rakenteet.
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Kaavio 8. Levulinoyylilinkkerin sisaltdvan tetrapodaalisen kantajan 1 synteesi.

5'-0-(4,4’-Dimetoksitrityyli)tymidiinin (5) ja 1,6-dioksaspiro[4.4]nonaani-2,7-dionin vélinen

reaktio suoritettiin dioksaanissa voimakkaan emiksen, DBU:n, lisndollessa.>® Ensimméisen

vaitheen tuotteena muodostui

5'-0-(4,4"-dimetoksitrityyli)-3"-O-(6-karboksi-4-

oksoheksanoyyli)tymidiini (6). Amidisidos muodostettiin yhdisteen 6 ja 1-amino-3-butyynin

reagoidessa dimetyyliformamidissa kéyttden emiksend di-isopropyylietyyliamiinia (DIPEA).
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Aktivaattorina reaktiossa kiytettiin BOP-reagenssia. Kuparikatalysoitu alkyynin 7 ja
pentaerytritolikantajan  atsidijohdannaisen vélinen 1,3-dipolaarinen sykloadditioreaktio
suoritettiin dimetyyliformamidissa.*’ Reaktiossa kiytettiin katalyyttinen mari kuparijodidia ja
natriumaskorbaattia. ~ Yhdisteen 8  trityylisuojaryhmidn  poistamiseen  kaytettiin
vetykloridiliuosta metanolin ja dikloorimetaanin seoksessa (1:1, v/v). Reaktioseos neutraloitiin
pyridiinilld. Raakatuotteesta havaittiin LC-MS:n perusteella muodostuneen oikeaa
lopputuotetta (ESI-MS: m/z 736,3 [M—H]~; fr = 4,11 min), mutta my0s monia tuntemattomia

sivutuotteita (kuva 3). Aikataulun puitteissa tuotetta 1 ei saatu puhdistettua

silikageelikromatografisesti.

—
s 10

— 4485

11.306

THRY 8
| I - ™~ %%
| 21 < ‘ ~
e ||k 2| 2 5% o R
= ] : 100 1| o & I~ | | N~ -
— o / f floll o ) O | Ny 4
__uﬁ_:}:gr.\_l__/ - 4 - LWL S — gllq-'r\gl_  ————— AR
— . — T T T
25 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 min

Kuva 3. HPLC/MS-kromatogrammi T-kantajan detritylaatiosta, josta huomataan lopputuotteen (1; tr =

4,11 min) liséksi mahdollisesti epataydellisia kytkentdja (ensimmainen rykelma), joita ei saatu eroteltua
silikageelikromatografisesti. Jalkimmainen signaali &= = 11,3 min on frityylistd. Ajo-olosuhteet: katso

yleiset kokeelliset menetelmat.

Muodostettaecssa amidisidosta propargyyliamiinilla (kaavio 9) havaittiin  muodostuneen
massaltaan oikea tuote (ESI-MS: m/z 736,3 [M-H]7). Silikageelikromatografisessa
puhdistuksessa kuitenkin havaittiin kyseisen tuotteen hajoavan. Raakatuote hajosi molemmissa

tapauksissa useammaksi tuotteeksi puhdistuksessa, eikd lopputuotetta saatu eristettya.
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Kaavio 9. Levulinoyylilinkkerin sisaltavan tetrapodaalisen tymidiinikantajan 4 synteesi.

On mahdollista, ettd yhdisteen 2 ja propargyyliamiinin reaktiossa muodostuu amidin (9) sijasta
labiili imiini. Vastaavaa ongelmaa ei havaittu N-metyylipropargyyliamiinin (kaavio 10) tai 1-

amino-3-butyynin (kaavio 11) tapauksessa.

-R .
HN HN T

N X N X
N N
¢ 0
DMTIO— o NN DMTrO— o
> —
CNge OO 2
OE\/YO OE\/YO
6 OH 10 /NL
N

Kaavio 10. Levulinoyylilinkkerin sisaltadvan tetrapodaalisen adenosiinikantajan 2 synteesi.

R = 2,4-dimetyylibentsoyyli

Adenosiinikantajan (3) synteesi on esitetty kaaviossa 11. Synteesi suoritettiin vastaavalla
tavalla kuin yhdisteen 1 tapauksessa. Adenosiinin emésosan aminoryhmén suojaryhméni

kaytettiin 2,4-dimetyylibentsyylié.
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Kaavio 11. Levulinoyylilinkkerin sisaltavan tetrapodaalisen adenosiinikantajan 3 synteesi.

2.2 Oligodeoksiribonukleotidin synteesi

Projektin  toisena  tavoitteena  oli  kehittdd ja  optimoida  synteesistrategia
deoksiribonukleotidipentameerille kéyttden asetaalisuojaryhmdid 5’-aseman suojauksessa,
hapettimena m-klooriperbentsoehappoa ja suojaryhmin irrotuksessa dikloorietikkahappoa.
Oligonukleotidin synteesi on kuvattu kaaviossa 12. Aikaisemmin raportoiduissa tutkimuksissa
valmistettaessa  oligonukleotideja liukoisella saostettavalla kantajalla on kiytetty
fosforamidiittikemiaa sekd kahden saostuksen strategiaa dimetoksitrityylin toimiessa 5'-

aseman suojaryhmiini.'® Nyt reaktiosyklien vilill kiytetiin yhden saostuksen strategiaa.

V) Ammonolyysi

Hapetus vi)
i) TN

Saostus
iv)

Kytkenta
i)

Suojaryhman

é poisto

i)

$ 0¥

Kaavio 12. (i) Yhdiste 13, tetratsoli, MeCN/DMF 1:1; (ii) m-CPBA,; (iii) DCA/DCM; (iv) saostus

metanolista; (v) toistetaan syklit i-iv nelja kertaa; (vi) NHs (25 %).
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2.2.1 5°-O-(Metoksi-isopropyyli)tymidiini-3°-[(2-syanoetyyli)-(N, N-di-

isopropyyli)]fosforamidiitin synteesi

5"-0O-(Metoksi-isopropyyli)tymidiini-3'-[ (2-syanoetyyli)-(N, N-di-isopropyyli) |fosforamidiitti

(13) syntetisoitiin kaavion 13 esittdmaélla tavalla. Synteesin tarkempi kuvaus on esitetty osiossa

3.3.1.
Cl =N
\fj\NH /L ,‘P\o/\/_ \f‘\NH
A N o
\OXO )\ 1,1 ekv. \OXO
@) > (0]
d TEA 1,44 ekv. d

OH DMF (e} —N

by
12 13 ;\

Kaavio 13. 5’-O-Metoksimetyylietyylisuojatun tymidiinifosforamidiitin (13) synteesikaavio.

57-O-(Metoksi-isopropyyli)tymidiinin (12) fosfitylointi suoritettiin trietyyliamiinin ldsné
ollessa dikloorimetaanissa korvaamalla fosfitylointireagenssin kloori nukleosidin 3'-OH
ryhmaélla. Tuote 13 puhdistettiin silikageelikromatografisesti kiyttiden eluenttina 2 % TEA, 2,5

% MeOH dikloorimetaanissa. Tuotteen 13 saannoksi saatiin 79 %
2.2.2 Kytkentareaktio

Kytkentdreaktiossa 57-O-(metoksi-isopropyyli)tymidiini-3'-[(2-syanoetyyli)-(N, N-di-
1sopropyyli)]fosforamidiitin 13 (& = 18,3 ja 19,0 min) di-isopropyyliaminoligandi korvataan
yhdisteen 14 (tr = 11,9 min) 5’-hydroksyyliryhmélld asetonitriilin ja dimetyyliformamidin 1:1
seoksessa tetratsolin toimiessa aktivaattorina. Ensimmaéisessd reaktiosyklissd fosforamidiittia
kéytettiin kuusi ekvivalenttia kantajaan ndhden. Kytkentédreaktiota seurattiin RP-HPLC:114
ottamalla néytteet 15 s, 1 h ja 2 h kohdalla (kuva 4). Epitidydelliset kytkenndn néhtiin

kromatogrammissa mono-, di- ja trisubstituoituina kytkentdiné nelihaaraiseen kantajaan (14).
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Kuva 4. RP-HPLC kromatogrammit reaktioseoksesta heti kytkentareaktion alussa, tunnin ja kahden

tunnin kuluttua.

Seuraavien kytkentdsyklien kytkentdreaktiot seurasivat edelld kuvattua synteesistrategiaa,
mutta nukleosidifosforamidiitin méard reaktioseoksessa nostettiin kahdeksaan ekvivalenttiin.
Tamin ansiosta kytkentireaktion reaktioaika lyheni kahteen tuntiin jokaisessa mydhemmassa

kytkennéssa.
2.2.3 Hapetus

Kytkentavaiheessa muodostunut fosfiittitriesteri (zr = 18,1 min) hapetetaan fosfaattitriesteriksi
(tr = 14,8 min) m-klooriperbentsoehappolla. Hapetinta kéytettiin 2,5 ekvivalenttia kdytettyyn
asetaalisuojattuun  nukleosidifosforamidiittiin =~ 13~ ndhden.  Reaktiota  seurattiin
nestekromatografisesti ja HPLC-grammista havaitaan my0s yliméérin olleen asetaalisuojatun

nukleosidifosforamidiitin hapettuminen. Hapettuminen tapahtui nopeasti kahdessa minuutissa.



22

Kuva 5. RP-HPLC kromatogrammit reaktioseoksesta ennen hapettimen lisdamista ja kaksi minuuttia

sen jalkeen.
2.2.4 Suojaryhman poisto

Asetaalisuojaryhmé irrotettiin  dikloorietikkahapolla dikloorimetaanissa. Ensimmaéisessé
kytkennéssd kéytettiin  DCA/DCM-liuosta kymmenen tilavuusprosenttia reaktioseoksen
tilavuudesta. Suojaryhmien irtoamista seurattiin RP-HPLC:114 ottamalla néytteet 15 s, 20 min
ja 60 min kohdalla. My6hemmissd suojaryhmén irrotusreaktioissa DCA/DCM-liuoksen
pitoisuus reaktioseoksessa nostettiin 12,5 tilavuusprosenttiin. Suojaryhmit olivat tiydellisesti
irronneet alle 20 minuutissa. Happokaésittelyn aikana havaittiin vilituotteen (15; fr = 10,8 min)

lisdksi myds syanoetyyliryhmén irtoaminen rakenteesta (fr = 10,6 min; Kuva 6).
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Kuva 6. RP-HPLC kromatogrammit reaktioseoksesta suojaryhman irrotuksessa heti hapon lisaamisen

jélkeen, 20 minuutin ja tunnin kuluttua.

Aikaisemmin téssd projektissa optimoidessa suojaryhmédn poistamisen olosuhteita on todettu
dikloorietikkahapon soveltuvan metyyli-isopropyylisuojaryhmén irrotukseen parhaiten. 5'-
Metyyli-isopropyyliryhmd hydrolysoituu noin 1100 kertaa nopeammin kuin 4,4'-
dimetokritrityyli 10 tilavuusprosenttisessa DCA/MeOH-liuoksessa. Depurinaation on havaittu
olevan néisséd olosuhteissa noin 2600 kertaa hitaampi kuin asetaalisuojaryhmén irtoaminen ja
noin 2,4 kertaa hitaampi kuin detritylaatio, kun kyseessd on 2"-deoksiadenosiini. Nukleosideilla
tehdyissd mittauksissa on myds todettu, ettd detritylaation reaktionopeus on 5000 kertaa
nopeampi adenosiinin depurinaatioon verrattuna, kun suojaryhmin poisto suoritettiin

dikloorietikkahapossa trietyylisilaanin toimiessa scavenger-reagenssina.25
2.2.5 Saostus

5’-Suojaryhmén poistamisen jdlkeen tuote 15 saostetaan kylmidstd metanolista ja seos
sentrifugoitiin. Yksi saostuskerta oli riittdva vélituotteen puhdistamiseksi (kuva 7), silld tuote
saostui kvantitatiivisesti metanolista muodostaen sakan. Muut reagenssiylimadrdt jaivét
metanoliin. Vastaava synteesistrategia 5 -metoksi-isopropyylisuojaryhmillé, tetrapodaalisella
pentaerytritolikantajalla ja fosforamidiittikytkenndlld on raportoitu aiemmin RNA-pentameerin
valmistamiseksi, mutta tilloin vilituote saostettiin kaksi kertaa metanolista.!” Yhden

saostuksen puhdistustaktiikka oligonukleotidien liuossynteesissd on raportoitu ensimmaisti



24

kertaa Waltherin tutkimusryhmén toimesta (katso kappale 1.2).%
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Kuva 7. RP-HPLC kromatogrammit metanoliliuoksesta, josta valituote on saostettu (A) ja saostuksessa
muodostuneesta valkoisesta sakasta (B, valituote 15).

2.2.6 Kantajasta irrottaminen

Oligonukleotidi (Ts, 16; tr = 10,3 min) irrotetaan kantajasta ja syanoetyyliryhmét fosfaateista
késittelemalld yhdistettd 25 % ammoniumhydroksidiliuoksella (kuva 8).
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Kuva 8. RP-HPLC kromatogrammi tymidiinipentameerin (16) ammonolyysin jalkeen.



25

2.3 Johtopaatokset ja yhteenveto

Tymidiinipentameeri (Ts; 16) syntetisoitiin onnistuneesti. Kokonaissaannoksi saatiin 24,5 %.
Kokonaissaantoa laski erityisesti alkupddn kytkentdjen huonommat saannot. Nostamalla
nukleosidifosforamidiitin pitoisuutta 1,5 ekvivalentista kahteen ekvivalenssiin kantajan yhta
haaraa kohden saatiin kytkentéreaktion saantoa parannettua loppua kohden 73 %:sta jopa 94
%:iin. Yhden saostuksen strategia riittdd raakatuotteen kvantitatiiviseen puhdistukseen jokaisen
syklin vilissd, mitd ei ole tietidksemme ennen raportoitu vastaavanlaisella kantajalla

fosforamidiittimenetelmalld suoritettavassa oligonukleotidien liuossynteesissa.

Tetrapodaalisia pentaerytritolipohjaisia kantajia, joihin tymidiini tai adenosiini on liitetty
levulinoyylilinkkerin vélitykselld, ei onnistuttu syntetisoimaan riittdvin puhtaina kaytettdviksi
oligonukleotidien synteesitarkoituksiin. Synteesissd ongelmia aiheuttivat amidisidoksen
muodostuminen nukleosidin karboksyylihappojohdannaisen ja propargyyliamiinin vélilla.
Onnistunut kondensaatioreaktio tapahtui puolestaan kdyttdmalld 1-amino-3-butyynid ja N-
metyylipropargyyliamiinia. Tétd seuraavan sykloadditioreaktion havaittiin myds onnistuneen,
mutta reaktioseokseen jdi useita sivutuotteita, joita ei onnistuttu karakterisoimaan.
Raakatuotteen puhdistus osoittautui hankalaksi. Tuotetta ei saatu eristettyd epdpuhtauksien
joukosta silikageelikromatografisesti. Raakatuote vaikutti olevan my0s epéstabiili silikageelin
lasnd ollessa. Synteesin puhdistusta tulisi vield siis kehittdd niin, ettd lopputuote saataisiin
erotettua epdpuhtauksista ja sen tulisi sopia suuremman mittakaavan synteesiin.
Tulevaisuudessa mahdollisena vaihtoehtoisena ortogonaalisena linkkerind voisi toimia

disulfidilinkkeri.*!
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3 Kokeelliset menetelmat

3.1 Yleiset kokeelliset menetelmat

Synteeseissd kaytettiin kaupallisia reagensseja ja liuottimia. Reaktioliuottimet kuivattiin
molekyyliseuloilla ja reaktiossa kéaytettdvdat nukleosidit kuivattiin eksikkaattorissa
fosforipentoksidin péélli. NMR-spektrit mitattiin Bruker 500 MHz NMR-spektrometrilla.
Massaspektrit mitattiin Bruker micrQTOF massaspektrometrilld ja Agilent Infinity ES-API
HPLC/MS kvadrupolimassaspektrometrilla. Reaktioiden etenemista seurattiin
ohutlevykromatografisesti (TLC), massaspektrometrisesti ja nestekromatografisesti.
HPLC/MS-analyyseissé kdytettiin ajoliuoksena asetonitriilin ja veden seosta, joka sisilsi 0,1 %
muurahaishappoa. Gradientissa asetonitriilin pitoisuus kasvatettiin 25 %:sta 95 %:iin 25
minuutin aikana. C-18 kolonni, 150 x 4,6 mm, 5 um, A = 260 nm. Nestekromatografialla
suoritetuissa seurannoissa ajoliuoksena kéytettiin asetonitriilin (40 %) ja 50 mM:n
trietyyliammoniumasetaatin seosta. C-18 kolonni, 250 x 4 mm, 5 yum; virtausnopeus 1 ml/min;
A = 260 nm. Oligonukleotidisynteesin eri vaiheita seurattiin RP-HPLC:lla ottamalla 5 pl
ndytteitd. Néytteiden pysdytysliuoksena kiytettiin 460 pl 50 mM

trietyyliammoniumasetaattipuskuria (TEAA).
3.2 Liukoisen saostettavan kantajan synteesi
3.2.1 5°-0-(4,4"-Dimetoksitrityyli)-3"-O-(6-karboksi-4-oksoheksanoyyli)tymidiini (6)

5-O-Dimetoksitrityylitymidiini § (5,0 g, 9,2 mmol) liuotettiin kuivaan dioksaaniin.
Reaktioliuokseen liséttiin dioksaaniin liuotettu 1,6-dioksaspiro[4.4]nonaani-2,7-dioni (3,0 g, 19
mmol) ja 1,8-diatsabisyklo[5.4.0Jundek-7-eeni (2,8 ml, 19 mmol). Reaktion annettiin edetd yon
yli huoneenldmmossé. Reaktioliuos puhdistettiin silikageelikromatografisesti (1 % pyridiini, 4
% MeOH, DCM). Tuote 6 (6,0 g, 84 %) kuivattiin eksikaattorissa alipaineessa ja
karakterisoitiin "H NMR- ja '*C NMR-spektroskopisesti (liitteet 1 ja 2).

"H-NMR 6y (500 MHz, CDCl3): 8,63 (2H, m, pyridiini) 7,73 (1H, m, pyridiini), 7,61 (1H, s,
H6), 7,40-7,24 (9H, m, DMTTr), 7,40-7,24 (2H, m, pyridiini), 6,84 (4H, d, DMTr, J = 8,9 Hz),
6,42 (1H, dd, H1', J = 5,6; 8,7 Hz), 5,52 (1H, d, H3", /= 5,8 Hz) 4,14 (1H, d, H4", J = 1,6 Hz),
3,80 (6H, s, O-Me), 3,46 (2H, m, H5"), 2,80 (4H, m, CH,CH>), 2,64 (4H, m, CH,CH), 2,48
(1H, m, H2"), 2,41 (1H, m, H2""), 1,36 (3H, s, Me). '*C-NMR §¢ (125 MHz, CDsCl): 207,0
(C=0), 172,1 (C=0), 163,8 (C4), 158,8 (DMTr), 150,7 (C2), 149,1 (pyridiini), 136,6 (DMTr),
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135,5 (C6), 135,3 (pyridiini), 128,1 (DMTr), 124,0 (C=0), 124,0 (pyridiini), 111,8 (C5), 84,4
(C1°), 84,0 (C4°), 75,6 (C3"), 63,7 (C5"), 55,2 (O-Me), 37,9 (C2"), 37,1 (CHa), 37,1 (CHz) 30,9
(CHa), 28,1 (CHa) 11,6 (Me). HRMS (ESI): m/z 723,2498 [M+Nal" (havaittu); m/z 723,2524
[M+Na]" (laskettu).

3.2.2 5°-0-(4,4’-Dimetoksitrityyli)-3"-O-[7-(but-3-yn-1-yyliamino)-4,7-
dioksoheptanoyyliltymidiini (7)

Yhdiste 6 (2,0 g, 2,9 mmol), 1-amino-3-butyyni (0,33 g, 3,2 mmol) ja DIPEA (1,2 ml, 7,2
mmol) livotettiin kuivaan DMF:44n. Reaktioliuokseen liséttiin DMF:d4n liuotettu BOP-
reagenssi (1,4 g, 3,2 mmol). Reaktion annettiin edetd huoneenlimmosséd kahden tunnin ajan.
Reaktioliuokseen lisdttiin etyyliasetaattia ja orgaanista faasia pestiin vedelld ja kylldiselld
NaCl-vesiliuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOs:lla, suodatettiin ja haihdutettiin
kuiviin. Haihdutusjddannds puhdistettiin silikageelikromatografisesti (1 % pyridiini, 7,5 %
MeOH, DCM). Tuote 7 (2,1 g, 96 %) kuivattiin eksikkaattorissa alipaineessa ja karakterisoitiin
'H NMR- ja *C NMR-spektroskopisesti (liitteet 3 ja 4).

'H-NMR 6u (500 MHz, CDsCl): 8,66 (2H, s, pyridiini), 8,36 (1H, s, NH), 7,76 (1H, m,
pyridiini), 7,62 (1H, s, H6), 7,40-7,26 (9H, m, DMTr), 7,20 (2H, m, pyridiini), 6,85 (4H, m,
DMTr) ,6,42 (1H, dd, H1", J=5,8; 8,8 Hz), 6,12 (1H, s, NH-amidisidos), 5, 47 (1H, d, H3", J
=5,3 Hz), 4,15 (1H, d, H4’, J= 1,3 Hz), 3,81 (6H, m, O-Me), 3,48 (2H, m, H5"), 3,39 (2H, q,
NHCH,, J=6,4; 12,7; 19,1 Hz), 2,82 (4H, m, CH2CH>), 2,62 (2H, t, CH>), 2,50 (2H, t, CHa, J
=6,6; 13,3 Hz), 2,39 (2H, td, H2’, J = 2,5; 6,4 Hz), 3,03 (1H, t, =CH, J = 2,6; 5,2 Hz), 1,40
(3H, d, Me, J = 12,2 Hz). >*C-NMR Jc¢ (125 MHz, CD;Cl): 207,6 (C=0), 172,0 (C=0), 171,8
(C=0), 163,3 (C4), 158,8 (DMTr), 150,3 (C2), 149,1 (pyridiini), 136,7 (C6), 135.,4 (pyridiini),
130,1 (DMTr), 129,1 (DMTr), 128,0 (DMTr), 127,1 (DMTr), 124,0 (pyridiini), 113,3 (DMTr),
111,7 (C5), 87,2 (-C=), 84,3 (C1"), 83,8 (C4"), 75,7 (C3"), 69,9 (=CH), 63,8 (C5"), 55,3 (O-
Me), 38,1 (NHCH>), 37,8 (C2"), 37,6 (CH2CH>), 37,0 (CH2CH2) 29,9 (CH.CH>), 28,1 (CHz)
11,6 (Me). HRMS (ESI): m/z 774,2945 [M+Na]" (havaittu); m/z 774,2997 [M+Na]" (laskettu).

3.2.3 N°t-(2,4-Dimetyylibentsoyyli)-5"-O-(4,4 "-dimetoksitrityyli)-3°-O-[7-(prop-2-yn-1-
yyli-N-metyyliamino)-4,7-dioksoheptanoyyli]-2°-deoksiadenosiini (10)

Yhdiste 6 (1,0 g, 1,2 mmol), N-metyylipropargyyliamiini (0,11 ml, 1,3 mmol) ja DIPEA (0,52
ml, 3,0 mmol) liuotettiin DMF:ddn. Reaktioliuokseen lisittiin DMF:4én liuotettu BOP-

reagenssi (0,58 g, 1,3 mmol). Reaktion annettiin edetd huoneenlimmdssa kahden tunnin ajan.
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Reaktioliuokseen liséttiin etyyliasetaattia ja orgaanista faasia pestiin vedelld ja kylldiselld
NaCl-vesiliuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOs:lla, suodatettiin ja haihdutettiin
kuiviin. Haihdutusjdédnnds puhdistettiin silikageelikromatografisesti (1 % pyridiini, 6 % MeOH,
DCM). Tuote 10 (0,89 g, 84 %) kuivattiin eksikkaattorissa alipaineessa ja karakterisoitiin 'H
NMR- ja '3C NMR-spektroskopisesti (liitteet 5 ja 6).

"H-NMR 61 (500 MHz, CDsCl): 8,72 (1H, s, H8), 8,63 (2H, s, pyridiini), 8,16 (1H, s, H2), 7,72
(1H, t, pyridiini), 7,58-7,27 (3H, m, 2,4-dimetyylibentsoyyli), 7,28-7,10 (9H, m, DMTr), 7,22
(2H, m, pyridiini), 6,80 (4H, m, DMTr), 6,51 (1H, t, H1", J=8,0; 14,1 Hz), 5,55 (1H, d, H3",
J=15,75Hz), 4,32 (1H, s, H4"), 4,18 (2H, s, -N-CH>-), 3,78 (6H, s, O-Me), 3,44 (2H, d, H5", J
= 4,0 Hz), 3,08 (3H, s, N-CHz3), 3,03 (1H, m, H2"), 2,97 (2H, m, CH.CH>»), 2,89 (2H, m,
CH»CH>), 2,81 (2H, m, CH,CH>), 2,67 (1H, m, H2""), 2,65 (2H, m, CH>CH>), 2,56 (3H, s, 2,4-
dimetyylibentsoyyli), 2,38 (3H, s, 2,4-dimetyylibentsoyyli). *C-NMR Jc (125 MHz, CDsCl):
207,7 (C=0), 172,1 (C=0), 171,2 (C=0), 166,7 (C=0), 158,6, 130,0, 128,1, 127,9, 126,9 ja
113,2 (DMTr), 152,7 (C8), 149,5, 135,5 ja 123,9 (pyridiini), 151,5 (C6), 149,5 (C4), 138,0,
132,5,131,7,127,5ja 126,6 (2,4-dimetyylibentsoyyli), 141,6 (C2), 84,5 (C1"), 84,3 (-C=), 75,4
(C3"), 72,9 (=C-H), 63,6 (C5"), 55,2 (O-Me), 39,3 (CH2), 37,9 (C2"), 37,3 (CH2CH>), 37,0
(CH2CH2), 36,9 (CH2CH»2), 36,4 (C4), 34,2 (N-CHs) 28,1 (CH.CH2), 21,4 (2/4-
dimetyylibentsoyyli), 20,3 (2,4-dimetyylibentsoyyli). HRMS (ESI): m/z 893,3854 [M+H]"
(havaittu); m/z 893,3869 [M+H]" (laskettu).

3.2.4 N°t-(2,4-Dimetyylibentsoyyli)-5"-O-(4,4 "-dimetoksitrityyli)-3'-O-[7-(but-3-yn-1-
yyliamino)-4,7-dioksoheptanoyyli]-2°-deoksiadenosiini (11)

Yhdiste 6 (2,0 g, 2,4 mmol), 1-amino-3-butyyni (0,28 g, 2,6 mmol) ja DIPEA (1,0 ml, 6,0
mmol) liuotettiin DMF:d4n. Reaktioliuokseen lisdttiin DMF:d4n liuotettu BOP-reagenssi (1,6
g, 2,6 mmol). Reaktion annettiin edetd huoneenlammossé kahden tunnin ajan. Reaktioliuokseen
liséttiin etyyliasetaattia ja orgaanista faasia pestiin vedelld ja kylldisellda NaCl-vesiliuoksella.
Orgaaninen faasi kuivattiin Na>xSOa:1la, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Haihdutusjadnnos
puhdistettiin silikageelikromatografisesti (1 % pyridiini, 7,5 % MeOH, DCM). Tuote 11 (1,8 g,
84 %) kuivattiin eksikkaattorissa alipaineessa ja karakterisoitiin 'H NMR- ja '3C NMR-
spektroskopisesti (liitteet 7 ja 8).

"H-NMR 61 (500 MHz, CD;Cl): 8,72 (1H, s, H8), 8,62 (2H, s, pyridiini), 8,16 (1H, s, H2), 7,70
(1H, t, pyridiini), 7,58-7,21 (3H, m, 2,4-dimetyylibentsoyyli), 7,30-7,01 (9H, m, DMTr), 7,38
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(2H, m, pyridiini), 6,80 (4H, d, DMTr), 6,52 (1H, m, H1", J=5,8; 8,3; 14,1 Hz), 6,06 (1H, s,
NH-amidisidos), 5,55 (1H, d, H3", J=5,7 Hz), 4,32 (1H, s, H4"), 3,78 (6H, s, O-Me), 3,45 (2H,
d, H5", J= 3,9 Hz), 3,37 (4H, m, CH,CH>), 3,03 (1H, m, H2"), 2,84 (4H, m, CH2CH>), 2,65
(4H, m, CH>CH»), 2,56 (3H, s, 2,4-dimetyylibentsoyyli), 2,51 (1H, m, H2""), 2,38 (3H, s, 2,4-
dimetyylibentsoyyli), 2,00 (1H, m, =C-H). 3C-NMR éc (125 MHz, CDsCl): 207,6 (C=0),
172,0 (C=0), 166,7 (C=0), 163,8 (C=0), 158,6, 130,0, 128,1, 127,9, 127,0 ja 113,2 (DMTr),
152,7 (C8), 151,4 (C6), 149,7, 135,5 ja 123,0 (pyridiini), 149,2 (C4), 138,0, 132,5, 131,7, 127,5
ja 126,6 (2,4-dimetyylibentsoyyli),141,2 (C2), 86,7 (-C=), 84,5 (C1"), 84,4 (C4"), 75,5 (C3"),
70,0 (=C-H) 63,6 (C57), 55,2 (O-Me), 38,1 (CH2CH»), 38,0 (C2"), 37,4 (CH2CH2), 37,0
(CH2CHb»), 29,8 (CH2CH>), 28,0 (CH2CH>»), 21,4 (CH2CH>), 20,3 (2,4-dimetyylibentsoyyli),
19,4 (2,4-dimetyylibentsoyyli). HRMS (ESI): m/z 893,3868 [M+H]" (havaittu); m/z 893,3869
[M+H]" (laskettu).

3.2.5 5-0-(4,4"-Dimetoksitrityyli)-3"-O-[7-(prop-2-yn-1-yyliamino)-4,7-
dioksoheptanoyyliltymidiini (9)

Yhdisteen 9 syntetisoinnissa kdytettiin samaa menetelmédd kuin yhdisteiden 7, 10, ja 11
valmistuksessa. Imiinin muodostumista  yritettiin  estdd  kdyttdimélld vihemmén
amiinildhtoainetta ja BOP-reagenssia, molempia vain 0,95 ekvivalenttia. Raakatuotetta ei
myo6skddn puhdistettu, vaan synteesissd jatkettiin eteenpdin click-reaktiolla. Tdmén lisdksi
yhdiste 9 yritettiin syntetisoida siten, ettd ldhtdaine 6 aktivoitiin DIPEA:1la ja 0,95 ekv. BOP-
reagenssilla ennen 0,95 ekvivalentin propargyyliamiinin lisdystd kolmessa osassa 15 minuutin
atkana. Tuotetta 9 ei kuitenkaan havaittu. Raakatuotteen silikageelikromatografisessa
puhdistuksessa eluenttina kaytettiin sekd 1 % pyridiinin, 4 % metanolin ja dikloorimetaanin
seosta, ettd 1 % trietyyliamiinin, 2—-10 % metanolin ja etyyliasetaatin seosta. Oikeaa tuotetta ei

muodostunut.

3.2.6 5°-0-(4,4-Dimetoksitrityyli)-3"-O-[7-(but-3-yn-1-yyliamino)-4,7-
dioksoheptanoyylijtymidiinin (7) kytkenta tetrakis{[4-

(atsidometyyli)fenoksilmetyyli}metaaniin

Yhdiste 7 (1,0 g, 1,4 mmol) ja tetrakis {[4-(atsidometyyli)fenoksi]metyyli} metaani (0,16 g, 0,23
mmol) liotettiin kuivaan DMF:&én. Reaktioliuosta sonikoitiin 30 minuutin ajan, jota seurasi 10
minuutin kuplitus typelld. Kuparijodidi (42 mg, 0,22 mmol) liséttiin reaktioseokseen

typpiatmosfadrissd. Reaktion annettiin edetd vuorokauden ajan huoneenldmmossi
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magneettisekoituksessa. Ensimmaisen vuorokauden jilkeen reaktioseoksen 1dmpdtila nostettiin
huoneenldimmostd 40 celsiusasteeseen ja kahden vuorokauden jédlkeen 50 celsiusasteeseen
reaktion etenemisen nopeuttamiseksi. Vuorokauden kuluttua reaktion aloittamisesta
reaktioseokseen liséttiin spaattelin kdrjellinen kuparijodidia ja natriumaskorbaattia (43 mg, 0,22
mmol) mahdollisen kuparijodidin hapettumisen estdmiseksi. Kolmen vuorokauden jilkeen
reaktioseos haihdutettiin kuiviin ja puhdistettiin silikageelikromatografisesti (gradientti 1 %
pyridiini, 6-20 % MeOH, DCM). Saatu raakatuote 8 liuotettiin 0,125 M HCl MeOH/DCM (1:1)
-liuokseen, annettiin reagoida 40 minuutin ajan, neutraloitiin pyridiinilld ja haihdutettiin
kuiviin. Tuotetta 1 yritettiin puhdistaa silikageelikromatografisesti (gradientti 10-20 % MeOH,
DCM) ja se karakterisoitiin 'H NMR- ja '3C NMR-spektroskopisesti (liitteet 9 ja 10).

Raakatuote sisélsi useita tuntemattomaksi jéédneitd piikkejé, joita ei pystytty identifioimaan.

"H-NMR 61 (500 MHz, CD5Cl): 9,70 (1H, s, NH), 8,02 (2H, s, pyridiini), 7,78 (1H, t, pyridiini,
J=1,5;15,1 Hz), 7,58 (1H, s, H6), 7,40-7,20 (9H, m, DMTr), 7,24 (2H, m, pyridiini), 7,19—
6,88 (4H, m, fenyyli), 6,85 (4H, m, DMTr), 6,75 (1H, s, NH-amidi), 6,36 (1H, t, H1", J=7.9;
14,6 Hz), 5,44 (2H, m, H3"), 4,13 (2H, m, H4"), 3,80 (6H, s, O-Me), 3,64 (1H, s, N-CH=), 3,50
(2H, m, H5"), 3,45 (4H, m, CH2CH>), 2,97 (2H, s, C-CH2-0), 2,77 (6H, m, CH2CH2>), 2,56 (2H,
m, CH,CH>), 2,44 (4H, m, CH2CH>), 2,43 (2H, m, H2"), 1,39 (3H, s, Me). 3C-NMR dc¢ (125
MHz, CD3Cl): 206,9 (C=0), 172,1 (C=0), 163,8 (fenyyli), 158,8 (C=0), 158,6, 130,1, 129,7,
128,0, 127,4 ja 113,3 (DMTr), 152,7 (C8), 150,7, 135,2 ja 121,4 (pyridiini), 136,8 (fenyyli),
132,3 (C6), 127,2 (fenyyli), 111,8 (C5), 84,2 (C17), 83,6 (C4"), 75,8 (C3"), 63,8 (C5"), 55,3 (O-
Me), 38,9 (C2"), 37,7 (C-CH»-0), 37,1 (N-CH=), 36,4-25,4 (CH2CH>), 11,6 (Me). MS (ESI):
m/z 1227,1 [M-H]?~ (havaittu); m/z 1227,5 [M-H]?~ (laskettu).

3.2.7 NB-(2,4-Dimetyylibentsoyyli)-5"-O-(4,4 -dimetoksitrityyli)-3 -O-[7 (but-3-yn-1-
yyliamino)-4,7-dioksoheptanoyyli]-2°-deoksiadenosiinin (11) ja N6-(2,4-
dimetyylibetsoyyli)-5"-0O-(4,4 -dimetoksitrityyli)-3"-O-[7-(prop-2-yn-1-yyli-N-
metyyliamino)-4,7-dioksoheptanoyyli]-2’-deoksiadenosiinin (10) kytkenta
tetrakis{[4-(atsidometyyli)fenoksi]metyyli}metaaniin

Yhdisteen 11 (0,89 g, 0,98 mmol) ja tetrakis {[4-(atsidometyyli)fenoksi]metyyli} metaanin (0,11
g, 0,16 mmol) vilinen sykloadditioreaktio suoritettiin vastaavalla tavalla mitd on kuvattu
yhdisteen 7 tapauksessa. Kuparijodidia ja natriumaskorbaattia kdytettiin 29 mg; 0,16 mmol ja
31 mg; 0,16 mmol. Tdmén jédlkeen suoritetut vaiheet kantajien synteeseissd tdssd kappaleessa

on suoritettu bio-orgaanisen kemian tutkimusryhmén muiden henkildiden toimesta. Click-
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reaktiolla  tetrakis {[4-(atsidometyyli)fenoksi]metyyli}metaaniin  kiinnitetty ~ N°®-(2,4-
dimetyylibetsoyyli)-5"-O-(4,4-dimetoksitrityyli)-3"-O-[ 7-(but-3-yn-1-yyliamino)-4,7-
dioksoheptanoyyli]-2’-deoksiadenosiini liuotettiin 0,100 M HCI MeOH/DCM (1:1) -liuokseen.
Raakatuotteen 3 silikageelikromatografisessa puhdistuksessa (10-20 % MeOH/DCM) ei saatu
tuotetta erottumaan puhtaana, eikd sitd ndin ollen pystytty karakterisoimaan luotettavasti.
Yhdisteen 10 (0,77 g, 0,86 mmol) valmistuksessa kéytettiin samaa menetelmdd kuin
yhdisteiden 7  ja 11 tapauksessa. Lihtoaineina  kiytettiin  tetrakis{[4-
(atsidometyyli)fenoksi|metyyli}metaania (0,095 g, 0,14 mmol), kuparijodidia (28 mg, 0,15
mmol) ja natriumaskorbaattia (29 mg, 0,15 mmol). Raakatuotetta puhdistettiin
silikageelikromatografisesti (0,5 % pyridiini, 5-10 % MeOH/DCM). Raakatuote liuotettiin
0,100 M HCI MeOH/DCM (1:1) -liuokseen, annettiin reagoida 30 minuutin ajan, neutraloitiin
pyridiinilla ja haihdutettiin kuiviin. Raakatuotetta 2 puhdistettiin silikageelikromatografisesti
(10-20 % MeOH/DCM). HPLC-analyysin perusteella tuotteen mukana on edelleen merkittavia
madrid epidpuhtauksia, eikd tuotetta pystytty karakterisoimaan luotettavasti. Tuoteseoksesta
16ydetty HRMS (ESI): m/z 1512,1485 [M+2H]*" (havaittu); m/z 1512,1402 [M+2H]*
(laskettu).

3.3 T-pentameerin (16) valmistus

3.3.1 5-0-(2-metoksi-isopropyyli)tymidiini-3'-O-[(2-syanoetyyli)- (N, N-di-
isopropyyli)]fosforamidiitti (13)

Yhdiste 12 (0,50 g, 1,6 mmol) livotettiin DMF:d4n typpiatmosfaérissd. Reaktioliuokseen
liséttiin 2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyylikloori (390 ul, 1,7 mmol) ja TEA (320 ul, 2,3 mmol).
Reaktion annettiin edetd huoneenldmmossd neljin tunnin ajan. Tuote 13 puhdistettiin
silikageelikromatografisesti (2 % TEA, 2,5 % MeOH, DCM). Tuote 13 (0,59 g, 72 %),
karakterisointi 'H-, 13C- ja *'P-NMR-spektroskopisesti (liitteet 11, 12 ja 13).

"H-NMR 4 (500 MHz, asetonitriili-ds): 9,20 (1H, s, NH), 7,54 (1H, m, H6), 6,27 (1H, t, H1,
J = 6,8; 13,4 Hz), 4,56 (1H, m, H3"), 4,16 (1H, m, H4"), 3,65 (2H, m, H5"), 3,20 (4H, d,
syanoetyyli, J = 6,7 Hz), 2,69 (2H, t, H2", J= 5,9 Hz), 1,87 (3H, s, Me) 1,37 (6H, d, MIP, J =
5,9 Hz), 1,26 (3H, m, MIP), 1,22 (14H, d, N-di-isopropyyli, J = 6,8 Hz). *C-NMR éc (125
MHz, asetonitriili-ds): 163,7 (C=0), 150,5 (C=0), 135,7 (C6), 118,6 (-C=N), 110,1 (C5), 85,1
(C47), 84,9 (C17), 74,0 (C3"), 60,7 (syanoetyyli), 58,5 (C5"), 48,2 (N-di-isopropyyli), 43,1
(C2"), 23,8 (N-di-isopropyyli), 22,1 (MIP), 20,1 (MIP), 11,6 (Me). *'P-NMR &p (202 MHz,
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asetonitriili-ds): 147,9 (d, J = 17,7 Hz). HRMS (ESI): m/z 553,2360 [M+K]" (havaittu); m/z
553,2188 [M+K]" (laskettu).

3.3.2 Pentameerin (Ts; 16) synteesi liukoisella saostettavalla kantajalla

Yhdiste 14 (110 mg, 56 umol) ja 5’-O-(2-metoksi-isopropyyli)tymidiini-3'-O-[(2-syanoetyyli)-
(N,N-di-isopropyyli)]fosforamidiitti 13 (180 mg, 0,35 mmol, 6,0 ekv.) liuotettiin kuivaan
DMF:n (1,4 ml) ja asetonitriilin (0,65 ml) seokseen. Reaktioseokseen lisdttiin tetratsoli (0,45
M liuos asetonitriilissd, 0,75 ml, 6,0 ekv.). Kytkentdreaktion annettiin edeté typpiatmosfadrissa
huoneenldimmossd  kahden tunnin  ajan, jonka jidlkeen seokseen liséttiin  3-
klooriperbentsoehappo (190 mg, 1,1 mmol). Kahden minuutin jélkeen reaktioseokseen lisdttiin
10 % 600 mg/ml DCA/DCM-liuosta ja onnistuneen RP-HPLC-analyysin jdlkeen reaktioseos
liséttiin tipoittain jadkylmédn metanoliin (60 ml). Tunnin aikana kaikki asetaalisuojaryhmiit
eivit olleet vield irronneet tdydellisesti. Hitaaseen irtoamiseen oli syynd reaktioseoksen
pitdiminen jddhauteessa ensimméisen kytkennin eri vaiheiden vililld, jotta RP-HPLC-ajo
ehdittiin ajaa ennen seuraavaan reaktiovaiheeseen jatkamista. Metanoliseosta sentrifugoitiin 20
minuutin ajan (kierrosnopeus 9500 rpm) ja metanoli dekantoitiin pois muodostuneen valkoisen

sakan paéltd. Sakka kuivattiin vakuumieksikkaattorissa.

Kytkentdsyklit toistettiin edelld kuvatulla tavalla (kytkentd, hapetus, suojaryhmén irrotus,
saostus) kayttdmalld jalkimmadisissd sykleissd yhteensd 8 ekvivalenttia 5'-O-(2-metoksi-
isopropyyli)tymidiini-3'-O-[(2-syanoetyyli)-(V, N-di-isopropyyli) [fosforamidiittia 13 ja 12,5 %
600 mg/ml DCA/DCM-livosta per kytkentd. Muodostunut tuote irrotettiin kantajasta ja
fosfaattiryhmien syanoetyyliryhmét poistettiin ammonolyysilli. Muodostunut tuote punnittiin
kierrekorkilliseen eppendorf-putkeen, joka tdytettiin 25 % ammoniumhydroksidiliuoksella ja
annettiin reagoida 55 °C lampduunissa kolmen tunnin ajan. Muodostunut ammonolyysituote
liuotettiin veteen, pestiin dikloorimetaanilla ja haihdutettiin kuiviin. Tuote 16 analysoitiin RP-
HPLC:lla (kuva 8) ja karakterisoitiin 'H-, 1*C- ja 3'P-NMR-spektroskopisesti (liitteet 14, 15 ja
16).

Tymidiinipentameerin saanto maédritettiin  UV-Vis-spektofotometrian avulla. Analyysiin
valmistettiin kaksi eri tymidiinipentameerin vesiliuosta, 6,7 uM ja 6,1 uM, joiden absorbanssit
mitattiin 260 nm:n aallonpituudella. Vastaaviksi absorbanssin arvoiksi saatiin 0,5005 ja 0,5834,
jolloin reaktion kokonaissaantoprosentti on 24,5 % ja syklid kohden kytkennén saanto on 70,3

%.
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"H-NMR 61 (500 MHz, DMSO): 7,74 (1H, m, H6), 7,29-6,75 (m, kantajasta), 6,18 (1H, m,
H1"), 4,74-4,32 (1H, m, H3"), 4,11-3,88 (1H, m, H4"), 3,85-3,59 (2H, m, H5"), 3,05-2,36 (m,
kantajasta), 2,21-2,03 (2H, m, H2"), 1,79 (3H, m, Me). '3C-NMR dc (125 MHz, DMSO): 173,7;
158,7; 146,9 (kantajasta), 164,3 (C=0), 151,0 (C=0), 136,4 (C6), 130-115,3 (kantajasta), 110,3
(C5), 86,7; 85,1 (C4"), 84,2 (C1"), 75,3; 71,7 (C3"), 65,1; 61,9 (C5"), 52,6-44,7 (kantajasta),
38,7 (C2"), 35,7-16,7 (kantajasta), 12,3 (Me). *'P- NMR dp (202 MHz, DMSO): -2,29 (s), -2,41
(s), -2,48 (s). HRMS (ESI): m/z 728,1230 [M-2H]* (havaittu); m/z 728,1336 [M-2H]*
(laskettu).
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Liite 1. 5°-O-(4,4"-Dimetoksitrityyli)-3'-O-(6-karboksi-4-oksoheksanoyyli)tymidiini (6) "H-NMR.
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Liite 3. 5-0O-(4,4"-Dimetoksitrityyli)-3"-O-[7-(but-3-yn-1-yyliamino)-4,7-dioksoheptanoyyli]tymidiini (7)

"H-NMR.
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Liite 4. 5-0O-(4,4"-Dimetoksitrityyli)-3"-O-[7-(but-3-yn-1-yyliamino)-4,7-dioksoheptanoyyliltymidiini (7)

3C-NMR.
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Liite 5. N®-(2,4-Dimetyylibentsoyyli)-5°-0-(4,4 -dimetoksitrityyli)-3'-O-[7-(prop-2-yn-1-yyli-N-

metyyliamino)-4,7-dioksoheptanoyyli]-2°-deoksiadenosiini (10) "H-NMR.

[124] 14 < Z l 0-
L1 [ TR T T N T I N Y T Y Y
A
|
]
{
o §
g )
€L90° - @ _ 3
81957 | v 3
61592 | 28 S
89797 1 - - g— 2
S62LZ - 23 §aEislT
0L18Z f g E —3§E0Es |
§888°C | g —= £ EL9T
s | 2 )
L0€0° n :
2080°€ | b s ST
99¢°¢ | o j
YIS o
608.°C g X
G890°'% ¢ S 3 250
9ZL0'% 7 VEUT ||
0L8L'¥ 3 V060
891’y |
T \Nl,/
H\A zZ¢ =z o \|\\\M
oz =z = g
§50€°G - Q —
81¥5°S Q oo
£655°S / o == Yossg
Q o
= i
=
=)
50059 . N
1215°9 1 D=  8L680
98259 - = )
= =
= |
AL -
p :
LE—==
— —
0L0L'L ) —
Z9LLL + 2.8
sieLL’ B J
9851°8 - i IHM 91580
£1£9'g - w B /
0218 T — 0000},

[ppm]

Liite 6. N®-(2,4-Dimetyylibentsoyyli)-5"-0-(4,4°-dimetoksitrityyli)-3"-O-[7-(prop-2-yn-1-yyli-N-

metyyliamino)-4,7-dioksoheptanoyyli]-2°-deoksiadenosiini (10) '3C-NMR.
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Liite 7. N®-(2,4-Dimetyylibentsoyyli)-5°-0-(4,4 -dimetoksitrityyli)-3"-O-[7-(but-3-yn-1-yyliamino)-4,7-

dioksoheptanoyyli]-2°-deoksiadenosiini (11) "H-NMR
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Liite 8. N®-(2,4-Dimetyylibentsoyyli)-5°-0-(4,4°-dimetoksitrityyli)-3"-O-[7-(but-3-yn-1-yyliamino)-4,7-

dioksoheptanoyyli]-2°-deoksiadenosiini (11) '*C-NMR
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Liite 9. Tetrakis({4-[4-{3-[5"-O-(4,4 -Dimetoksitrityyli)-3"-O-7-(but-3-yn-1-yyliamino)-4,7-
dioksoheptanoyyliltymidiini-(1H-1,2,3-triatsoli-1-yl)metyyli)fenoksijmetyyli}metaani (8) 'H-NMR
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Liite 11. 5°-0O-(2-metoksi-isopropyyli)tymidiini-3'-O-[(2-syanoetyyli)- (N, N-di-isopropyyli)lfosforamidiitti

(13) 'H-NMR.
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Liite 12. 5°-O-(2-metoksi-isopropyyli)tymidiini-3'-O-[(2-syanoetyyli)- (N, N-di-isopropyyli)]fosforamidiitti

(13) 13C NMR.
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Liite 13. 5°-0O-(2-metoksi-isopropyyli)tymidiini-3'-O-[(2-syanoetyyli)- (N, N-di-isopropyyli)lfosforamidiitti
(13) 3'P NMR.
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Liite 15. Tymidiinipentameeri (Ts; 16) '3C NMR.
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Liite 16. Tymidiinipentameeri (Ts; 16) 3'P NMR.
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