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Talla  hetkelld  oligonukleotideja  syntetisoidaan  automatisoidusti  kiinteédlld  kantajalla
fosforamidiittimenetelmailld, joka vaatii suuren ylimddrdn livottimia ja reagensseja. Terapeuttisten
oligonukleotidien kysynnin kasvaessa kasvaa samalla tarve kestividmmille synteesimenetelmille sekd
suuremman mittakaavan synteeseille. Erds mahdollinen vaihtoehto ndiden kysymysten ratkaisemiseksi
on liuosfaasisynteesi. Fosfotriesterimenetelmd on liuosfaasimenetelmistd kiytetyin ja sen etuna
fosforamidiittikemiaan verrattuna on, ettei erillistd hapetusvaihetta tarvita.

Oligonukleotidien = fosfotriesterimenetelméissd  hydodynnetddn  P(V)-kemiaa  kiyttiden
rakenneyksikkoind nukleosidi-3"-O-aryylifosfodiestereita, jotka voidaan aktivoida
aryylisulfonyylikloridi, -imidatsoli, -triatsoli tai -tetratsoli -kondensointireagenssilla nukleofiilisen
katalyytin, kuten N-metyyli-imidatsolin (NMI) lasné ollessa. Kondensointireagenssit voivat kuitenkin
aiheuttaa 5'-hydroksyyliryhmén sulfonaatiota ja modifikaatioita guaniinissa, jolloin saannot jaavit
alhaisiksi. Vaihtoehtoisesti nukleosidi-3"-O-aryylifosfodiesterirakenneyksikot voidaan muuttaa
esiaktivoiduiksi 1-hydroksibentsotriatsoyyli triestereiksi (HOBt). HOBt:n kéyton vahvuutena on
fosforyloinnin ja kytkenndn tehokkuus. Menetelmd ei myoskdén vaadi HOBt-aktivoidun 3°-O-
aryylifosfotriesterin eristystéd ja puhdistusta. HOBt on kuitenkin herkésti rdjéhtédva, mikd hankaloittaa
sen kisittelyd ja kuljetusta.

Etyyli-2-syano-2-(hydroksi-imino)asetaattia (Oxyma) on kéytetty peptidisyntetiikassa
vaihtoehtoisena aktivointireagenssina HOBt:n sijaan. Sen helppo kisiteltdvyys ja saatavuus tekeviét siitd
HOBt:ia houkuttelevamman aktivointireagenssin. Huomionarvoista on, ettd Oxymaa ei ole aikaisemmin
kaytetty nukleotidien kytkenndissa.

Pro gradu -projektissa kéytettiin aktivointireagenssina 1-hydroksibentsotriatsolia vihredmpai
Oxymaa valmistettaessa 3'-O-silyyli- ja 3’-O-levulinoyyli-5'-O-asetaali-suojatut dimeeriset
kloorifenyylifosfotriesterit liuoksessa. Lisdksi valmistettiin dinukleosidifosfotriesterien fosforamidiitti-
johdannaiset, joita on mahdollista kéyttdd rakenneyksikkoind pidempien nukleotidiketjujen
valmistuksessa. My0s terameerisen fosfotriesterin syntetisoimista yritettiin oxyma-aktivointia kdyttéen.

Avainsanat: Oxyma, oligonukleotidi, liuosfaasisynteesi, fosfotriesterimenetelma
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Lyhenteet

BST = bentseenisulfonyylitriatsoli

BS-teth = bentseenisulfonyylitetratsoli

DCC = N,N’-dicyclohexylcarbodiimide = N, N -disykloheksyylikarbodi-imidi

DCM = dichloromethane = dikloorimetaani

DMF = dimetyyliformamidi

HOAt = 1-hydroksi-7-atsabentsotriatsoli

HOBt = 1-hydroksibentsotriatsoli

HOPO = N-hydroksi-2-pyridinoni

LPOS = liquid-phase oligonucleotide synthesis = oligonukleotidien liuosfaasisynteesi
MS = mesityleenisulfonyylikloridi

MSI = mesityleenisulfonyyli-imidatsoli

MST = mesityleenisulfonyylitriatsoli

MS-teth = mesityleenisulfonyylitetratsoli

NMI = N-metyyli-imidatsoli

PEG = polyetyleeniglykoli

PG = protecting group = suojaryhma

p-NBST = p-nitrobentseenisulfonyylitriatsoli

SPOS = solid-phase oligonuclotide synthesis = oligonukleotidien kiinteén faasin synteesi
TBAF = tetrabutyyliammoniumfluoridi

TBDMS = fert-butyylidimetyylisilyyli

TCA = trichloroacetic acid = trikloorietikkahappo



TEA = trietyyliamiini

TEA 3HF = trietyyliamiini trihydrofluoridi

TEAA = trietyyliammoniumasetaatti

THF = tetrahydrofuraani

TLC = thin layer chromatography = ohutlevykromatografia
TMG = tetrametyyliguanidi

TPS = tri-isopropyylibentseenisulfonyylikloridi

TPS-teth = tri-isopropyylibentseenisulfonyylitetratsoli
TPSI = tri-isopropyylibentseenisulfonyyli-imidatsoli

TSI = p-tolueenisulfonyyli-imidatsoli

TST = p-tolueenisulfonyylitriatsoli



1. Johdanto

Oligonukleotideja syntetisoidaan télld hetkelld automatisoidusti kiinteélld kantajalla (SPOS)
fosforamidiittimenetelmailld', jossa sopivasti suojattu nukleosidi-3 -fosforamidiitti liitetiin
kasvavaan oligonukleotidiketjuun. Forforamidiittimenetelméssd vélituotteena muodostuva
fosfiitti ~ (P(II[))  hapetetaan  fosfaatiksi ~ (P(V))  heti  kytkenndn  jdlkeen.
Fosforamidiittimenetelmén erds vahvuus on ylivertainen kytkenndn tehokkuus verrattuna
esimerkiksi vetyfosfonaatti- ja fosfotriesterikemiaan sekd kaupallisesti saatavat reagenssit.
Oligonukleotidien valmistaminen kiintedlld kantajalla vaatii kuitenkin suuren yliméérin
reagensseja ja liuottimia, ja sen soveltaminen suuremman mittakaavan synteesiin on haastavaa
ja kallista.? Terapeuttisten oligonukleotidien kiyttd yleisempien sairausten, kuten sydin- ja
verisuonisairauksien ja hepatiitti B:n, hoidossa yleistyy jatkuvasti. Terapeuttisten
oligonukleotidien = kysynndn  kasvaessa  kasvaa  samalla tarve  kestdvimmille

synteesimenetelmille sekii suuremman mittakaavan synteeseille.

Erds mahdollinen vaihtoehto edelld mainittujen haasteiden ratkaisemiseksi on
livosfaasisynteesi (LPOS), joka mahdollistaa huomattavasti pienemmin reagenssi- ja
liuotinmérien kiyton,” jolloin oligonukleotidien valmistus on halvempaa.* Myds kytkenniin
seuranta NMR-spektroskopisesti on mahdollista. Liuosfaasisynteesissd pyritddn yhdistimiin
kiintedn kantajan ja klassisen liuossynteesin hyvét puolet kiyttdmattd liukoista kantajaa, joka
mahdollistaa oligonukleotidivilituotteiden eristimisen ilman kromatografiaa yksinkertaisilla

uutoilla, saostuksella ja membraanisuodatuksella.’

Fosfotriesterimenetelmdd on  kdytetty 1960-luvulta  ldhtien  oligodeoksiribo- ja
oligoribonukleotidien valmistuksessa liuoksessa. Fosfotriesterimenetelméd ei vaadi erillistd
hapetusvaihtetta. Lisdksi menetelméssa kdytetyt rakenneyksikot ja vélituotteet ovat suhteellisen
pysyvid. Menetelméd soveltuu myds modifioitujen oligonukleotidien valmistukseen seka
syklisten® ja haarautuneiden’ oligonukleotidien synteesin. Esimerkiksi
oligonukleotidifosforotioaattien stereoselektiivisessd synteesissd on sovellettu P(V)-kemiaa
kayttden 5’-O-asetaali- ja 5’-O-dimetoksitrityyli-suojattuja 2'-deoksinukleosideja kiraalisina
limoneeniin perustuvina oksatiafosfolaanisulfidijohdannaisina ((+)- ja (—)-¥-reagenssit).5 !0
Fosfotriesterimenetelmén haasteina ovat hitaampi kytkentd fosforamidiittimenetelméén

verrattuna.*>!!



Pro-gradun kirjallisessa osassa tarkastellaan oligonukleotidien synteeseja
fosfotriesterimenetelmélld liuoksessa sekd menetelmissd kaytettyjd fosforylointireagensseja,
fosforin suojaryhmi4, liukoisia kantajia ja fosfotriesterin aktivointitapoja. Pro-gradu-tutkielman
kokeellisessa osassa kehitettiin fosfotriesterimenetelmé, joka perustuu P(V)-oxyma-
aktivoitujen nukleosidi-3"-O-aryylifosfotriesterirakenneyksikdiden kayttoon

kytkentdreaktiossa.
1.1.0ligonukleotidien synteesi fosfotriesterimenetelmilli

Vuonna 1955 Michelson ja Todd fosforyloivat 5'-O-asetyylitymidiinin =~ 3'-
bentsyylifosforokloridaatiksi, joka kytkettiin 3’-O-asetyylitymidiiniin kuivan pyridiinin ja
asetonitriilin liuoksessa lutidiinin ldsni ollessa.!> Menetelmi sai mydhemmin nimekseen

fosfotriesterimenetelma.

Fosfotriesterimenetelméssa voidaan kéyttda rakenneyksikkoind 5°-O- ja nukleoemés-suojattuja
nukleosidi-3"-O-aryylifosfodiestereitd, jotka aktivoidaan aryylisulfonyylikloridi, -imidatsoli, -
triatsoli tai -tetratsoli -kondensointireagenssilla nukleofiilisen katalyytin, kuten N-metyyli-
imidatsolin (NMI) ldsnd ollessa (Kaavio la). Myos katalyyttisesti aktiivista fosfaatin
suojaryhmai, esimerkiksi 4-metoksi-1-oksido-2-pikolyylid, voidaan kayttdd (Kaavio 1b).
Vaihtoehtoisesti nukleosidi-3"-O-aryylifosfodiesterirakenneyksikot voidaan esiaktivoida
aryylidi(bentsotriatsoyyli)fosfinaatilla aktiivisiksi bentsotriatsoyylifosfotriestereiksi (Kaavio
1c).® Fosfaatissa kiytettivi suojaryhmi estiii pyrofosfaatin muodostumisen seki negatiivisen

varauksen akkumuloitumisen. 3
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Kaavio 1. Kytkentdmenetelmét oligonukleoitidien synteesissd fosfotriesterimenetelmilld. X = H tai O-PG
(Protecting group = suojaryhmé) ja X'= imidatsoli, triatsoli, tetratsoli tai CL

1.1.1 Fosfaatin suojaryvhmaét

Fosfotriesterimenetelmissi fosfaatin suojaryhmini on kiytetty mm. 2-syanoetyylid', 2,2,2-

trikloorietyylid'®, fenyylid, 4-metoksi-1-oksido-2-pikolyylid'® ja erilaisia aryyliryhmii!”. 3’-

OH-ryhmi fosforyloidaan tavallisesti aryyli- tai syanoetyylifosforodikloridaatilla (1a-e), -
fosforodi-imidatsolilla (1f)'® ja -fosforodi-(1,2,4-triatsolilla) (1g ja -h)!° (Kuva 1)."

p—X

RO~ \x

1a: X =Cl; R= CH,CH,CN 1e: X = CI; R = 2-C¢H,Cl

1b: X = Cl, R = CHzCC13
le: X = Cl, R = C6H5
1d: X = Cl; R = 4-C¢H,Cl

Kuva 1. Fosforylintireagenssit 1a-h.

lg: X = (CH)2N33 R = 4-C6H4C1
1h: X: (CH),N5; R = 2-C(H,Cl



Fosfaatin suojaryhmén tulee olla stabiili poistettaessa 5-OH:n happolabiili suojaryhma.
Toisaalta fosfaatin suojaryhmin tulee olla helposti irrotettavissa synteesin viimeisend
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vaiheena."” Michaelsonin ja Toddin menetelmissd fosfaatin suojaryhmind on kéytetty

bentsyylid, joka irtoaa emiksisissi olosuhteissa natriumhydroksidi-kisittelyll4.'?

Fosforamidiittimenetelméssd yleisesti kdytetyn fosfaatin suojaryhmédn, 2-syanoetyylin,
irrottamiseen kdytetddn konsentroitua ammoniakin vesiliuosta. Sen on todettu olevan kuitenkin
herkkdi ennenaikaiselle irtoamiselle syntetisoitaessa oligonukleotideja liuoksessa.'* 2,2,2-
Trikloorietyylin on todettu olevan riittdvén stabiili, mutta suojaryhmén poiston jilkeinen saanto
jad alhaiseksi.?’ Fosfaatin suojaryhmiksi onkin vakiintunut 2-kloorifenyyli, joka mahdollistaa
stabiilien vilituotteiden muodostumisen ja puhdistamisen. Kytkent6jen jdlkeen 2-kloorifenyyli

poistetaan oksiimikésittelyll3.?!!3

Esimerkiksi dinukleosidimonofosfaatin synteesissd on kidytetty 5’-O-ketaali-suojattua
tymidiinid, joka fosforyloitiin fenyylifosforodikloridaatilla (1¢). Muodostunut nukleosidi-3"-O-
fenyylifosfodiesteri kytkettiin 3"-O-asetyylitymidiinin kanssa vedettomaéssé asetonitriilissd 2,6-
lutidiinin 1dsnd ollessa. Saannoksi raportoitiin 70 %. 3’-O-Asetyyli poistettiin NaOH-
kasittelylld (0,1 M; 5 min) ja 5'-OH:n ketaalisuojaus muurahaishappokisittelylld. Fosfaatin
suojaryhmind toimineen fenyylin todettiin olevan pysyvé niissa olosuhteissa. Lopulta fenyyli
poistettin NaOH-kisittelylli (0,1 M; 6 h).!” Pidempien oligonukleotidien synteeseissi on
havaittu kilpailevana sivureaktiona myds P-O3’- (Reitti ¢) ja P-O5’-sidoksen (Reitti b)
katkeaminen, poistettacssa fenyylisuojaryhmid emaiksisissd olosuhteissa natriumhydroksidilla

(kaavio 2).%

2- ja 5-halogeenisubstituoidut fenyylisuojaryhmét ovat substituoimatonta fenyylid parempia
lahtevid ryhmid. Kun fosfaatin suojaryhména kaytetddn halogeenisubstituoitua fenyylid, P-O3’-
ja P-O5" -sidosten katkeaminen véhentyy kuudesosaan ja aryyli-suojaryhmén irtoaminen
nopeutuu 22 Kkertaisesti.’?>  2-kloorifenyyli on yleisesti kiytetty fosfaatin suojaryhmi

fosfotriesterimenetelmissi. '3



Kaavio 2. P-O3’- ja P-O5'-sidosten katkeaminen (Reitit ¢ ja b) fenyylisuojaryhméé poistettaessa. Ar = Fenyyli
(Ph), X = H tai OH.

P-03’- ja P-O5’-sidosten katkeamisen minimoimiseksi on pyritty 16ytdmiin tehokkaampia ja
selektiivisempii  menetelmii  aryylisuojaryhmén  poistamiseksi.?***?*  Vaihtoehdoksi
hydroksidi-nukleofiilille on ehdotettu pyridiini-2-aldoksiimia (2), 4-nitrobentsaldoksiimia (3)
ja 2-nitrobentsaldoksiimia (4) (Kuva 2). Tutkittaessa oksiimien kykyd poistaa o/p-
kloorifenyylisuoja N'-N'-N3-N°-tetrametyyliguanidinin (TMG) ldsnd ollessa veden ja
dioksaanin seoksessa (1:1, v:v), 2-nitrobentsaldoksiimin (4) ja pyridini-2-aldoksiimin (2)
todettiin toimivan tehokkaimmin. Néistd 2-nitrobentsaldoksiimi (4) havaittiin tutkituista
oksiimeista kéyttokelpoisimmaksi, silld se reagoi nopeimmin, eikd fosfotriesterisidoksen

katkeamista havaittu (< 0,1 %). Liséksi reagenssi voidaan poistaa liuoksesta uuttamalla.**

»
N, \ \
N-OH N—OH N-OH
2 3 4

Kuva 2. Pyridiini-2-aldoksiimi (2), 4-nitrobentsaldoksiimi (3) ja 2-nitrobentsaldoksiimi (4).

Fosfaatin suojaryhmid voi olla myds katalyyttisesti aktiivinen. Kaaviossa 3 on esitetty 4-
metoksi-1-oksido-2-pikolyylifosfaattidiesterin ja nukleosidin 5°-OH:n vilinen kytkentd
aryylisulfonyylikloridin (5) toimiessa kondensointireagenssina ja fosfaatin suojaryhména
kaytetyn heterosyklisen amiinin toimiessa molekyylin sisdisend katalyyttind. Katalyyttisesti

aktiiviset suojaryhmit nopeuttavat kytkentdii perustuen naapuriryhmin osallistumiseen.?



Kondensaatiossa katalyyttinen suojaryhmd muodostaa reaktiivisen syklisen intermediaatin

(Kaavio 3).'6

92X OMe 5 o X D SR o
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Kaavio 3. Katalyyttisesti aktiivinen suojaryhma, 1-oksido-4-metoksi-2-pikolyyli. X = H tai O-PG.
Verrattaessa l-metyyli-2-(2-hydroksifenyyli)imidatsoli-, l-metyyli-2-(4-

hydroksifenyyil)imidatsoli-, p-kloorifenyyli- ja o-kloorifenyyli-suojattujen 5'-O-DMTr-
tymidiini-3’-O-fosfodiesterien kytkentdd mesityleenisulfonyyylikloridin (MS) ja NML:n l4sna
ollessa, havaittiin I-metyyli-2-(2-hydroksifenyyil)imidatsoli-suojatun nukleosidifosfodiesterin
olevan huomattavasti p-kloorifenyyli-suojattua reaktiivisempi. Reaktiota seurattiin RP-
HPLC:n avulla. Toisaalta l-metyyli-2-(4-hydroksifenyyil)imidatsoli-suojatun
nukleosidifosfodiesterin reaktiivisuus oli vastaava kuin p-kloorifenyyli-suojatun. Kun reaktio-
olosuhteista poistettiin NMI, p-kloorifenyyli-suojatun nukleotidin reaktiivisuus laski 90-
kertaisesti.  Vastaavaa  muutosta  reaktiivisuudessa ei  havaittu  l-metyyli-2-(2-
hydroksifenyyli)imidatsoli-suojatun nukleotidin kanssa. Tuloksista voidaan paitelld, ettd 1-
metyyli-2-(2-hydroksifenyyli)imidatsoli osallistuu reaktion nopeutta rajoittavaan vaiheeseen
intramolekulaarisesti ja on intermolekulaarista katalyyttid tehokkaampi. Lisdksi voidaan
paitelld, ettd katalyytin N-hydroksyyliryhmidn on oltava orto-asemassa osallistuakseen
reaktioon. Suojaryhmé voidaan poistaa ammoniumhydroksidi- tai tetrametyyliguadinium 2-

pyridinialdoksiimilla.?

1-oksido-4-metoksi-2-pikolyylin lisdksi myds 4-metoksi-2-pikolyylin ja 1-oksido-2-pikolyylin
on todettu toimivan katalyyttisesti aktiivisina fosfaatin suojaryhmind. Niin suojattujen
nukleosidifosfodiesterien kytkentdd immobilisoidun 5°-OH-nukleosidin kanssa pyridiinissi
sopivan  kondensointireagenssin ~ ldsnd  ollessa  on  verrattu  l-metyyli-2-(2-
hydroksifenyyli)imidatsoli- ja o-kloorifenyyli-suojattujen nukleosidifosfodiesterien vastaaviin
reaktioithin. Reaktioaika oli 0,5-0,75 minuuttia, riippuen kondensointireagenssista, kun
katalyyttisesti aktiivisena suojaryhmind kadytettiin 1-oksido-4-metoksi-2-pikolyylid. Vastaava

reaktio 1-metyyli-2-(2-hydroksifenyyli)imidatsolia kiiyttéden kesti noin kaksi minuuttia.'



1.1.2 Kondensointireagenssit

Fosfotriesterimenetelmassd nukleosidi-3 '-O-aryylifosfaattidiesterin ja 5-OH:n vélisessa
kytkenndssd kéytetdéin kondensointireagenssia yhdessd nukleofiilisen katalyytin kanssa.
Yleisimmin kéytetty nukleofiilinen katalyytti on N-metyyli-imidatsoli (NMI). Myds 4-
(dimetyloamino)pyridiinida ja SH-tetratsolia on kiytetty.!! Kondensointireagenssina
nukleosidifosfodiesterin aktivointiin on kéytetty aryylisulfonyyliklorideja (Sa, b), kuten tri-
isopropyylibentseenisulfonyylikloridia?® (TPS; 5a) ja mesityleenikloridia (MS; 5b)?’. Siti
vastoin laajalti kiytetty fosfaatin kondensointireagenssi disykloheksyylikarbodi-imidi*® (DCC)
el kykene aktivoimaan fosfodiesterid. Aryylisulfonyylikloridit (5a, b) voivat aiheuttaa vapaan
5’-OH:n sulfonaatiota, jolloin saanto jii alhaiseksi.”” My®s aryylisulfonyylin imidatsoli- (6a-

¢), triatsoli- (7a-e) ja tetratsolijohdannaisten (8a-¢)  kiyttokelpoisuutta on tutkittu

kondensointireagensseina (kuva 3 ).!132-3!
N
0
g \
0=S=0 0=S=0
R2 R?
5 6
5a: R1 =R2=R3=CH(CH3)2 6a: R1 =H;R2=CH3;R3=H
b: R1 =R2=R3=CH, b: R1=R2=R3=CHj
¢: R1 =R2=R3 = CH(CH;),
R4
N !\'_g
\ N/ \
B "
|
0=S=0 0=8=0
R3 i R’ R3\©/R1

R2 R?

7 8
7a:R1=H;R2=CH3;R3=R4=H  8a:R1=R2=R3=CH(CH;),
b:R1 =R2=R3=CHy;R4=H b: R1 =R2=R3 = CHj
¢:R1=R2=R3=R4=H ¢:RI=R2=R3=H

d:R1=H;R2=NO,;R3=R4=H
e: R1=R2=R3=CHy; R4 =NO,
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Aryylisulfonyyli-imidatsolit  (6a-¢), kuten p-tolueenisulfonyyli-imidatsoli (TSI; 6a),
mesityleenisulfonyyli-imidatsoli (MSI; 6b) ja tri-isopropyylibentseenisulfonyyli-imidatsoli
(TPSI; 6¢), on todettu kéyttokelpoisiksi kondensointireagensseiksi kytkentdreaktiossa.
Kaytettdessd kahta ekvivalenttia TSI-, MSI- ja TPSI- kondensointireagenssia (6a-¢) 3'-
hydroksyyliryhmén ja 5’-fosforyloidun nukleotidin vilinen kytkentd on kuitenkin varsin hidas
vastaaviin klorideihin (5a, b) verrattuna. Klorideihin (Sa, b) verrattuna aryylisulfonyyli-
imidatsolien (6a-c) etuna kuitenkin on, etti aryylisulfonyyli-imidatsolit (6a-c) eivét aiheuta
vapaan 5’-OH:n sulfonaatiota.’® Aryylisulfonyyli-imidatsolien (6a-c) lisiksi vastaavia triatsoli-

(7a-e) ja tetratsoli-johdannaisia (8a-c) on tutkittu kondensointireagensseina.?-!

Narang tyoryhmineen on tutkinut aryylisulfonyyli-1,2,4-1H-triatsolien (7a-e) kykyé toimia
kondesointireagenssina 5’-O-monometoksitrityyli-tymidiini-3’-O-p-kloorifenyylifosfaatin ja
3’-O-asetyylitymidiinin vélisessd kytkenndssi. Aryylisulfonyylien 1,2,4-1H-triatsolit (7a-e)
voidaan valmistaa helposti ja ldhes kvantitatiivisesti vastaavista aryylisulfonyyliklorideista (6a-
¢) ja (1H)-1,2,4-triatsolista kloroformissa trietyyliamiinin ldsnd ollessa. Kaytettdessa
bentseenisulfonyylitriatsolia (BST; 7¢), p-tolueenisulfonyylitriatsolia (TST; 7a) ja
mesityleenisulfonyylitriatsolia (MST; 7b) kondensoitireagenssina 5-O-MMTr-tymidiini-3"-
O-p-kloorifelyylifosfaatin ja 3’-O-asetyylitymidiinin kytkenndssd saanto oli 78-85 %
reaktioajan ollessa 38-48 h. p-Nitrobentseenisulfonyylitriatsolin (p-NBST; 7d) kaytto
kondensointireagenssina johti 75 %:n saantoon 24 tunnissa. Kytkentd TPS:114 (5a) 20 tunnissa
jai  saannoltaan  huomattavasti  triatsoleja  (7a-e) alhaisemmaksi (18-65  %).
Aryylisulfonyylitriatsolien (7a-e) kdyttd kondensoitireagenssina di-, tri- ja heksanukleotidien
synteesissd johti 50-80 %:n saantoon. Aryyliisulfonyyli-1,2,4-1H-triatsolien (7a-e) aktivoima
kytkentd on ldhes yhtd nopea kuin vastaavien kloridien (5a, b), mutta johtaa parempaan

saantoon. Puriineja sisiltivin sekvenssin kytkennissi saannot ovat jiéineet alhaisiksi.?’

Aryylisulfonyyli-1H-tetratsolien ~ (8a-¢) on  todettu  toimivan  kytkentdreaktion
kondensointireagenssina aryylisulfonyyli-1,2,4-1H-triatsoleja (7a-d) ja
aryylisulfonyyliklorideja (Sa, b) tehokkaammin. Kun 5’-O-DMTr-nukleosidi 3’-(p-
kloorifenyyli)fosfaatti ja 3"-O-bentsoyyli-nukleosidin annettiin reagoida kuivassa pyridiinissé
kayttden tri-isopropyylibentseenisulfonyylitetratsolia (TPS-teth; 8a),
mesityleenisulfonyylitetratsolia (MS-teth; 8b) tai bentseenisulfonyylitetratsolia (BS-teth; 8c)



kondensointireagenssina, kytkenndn saanto oli 74-85 % ja reaktioaika 0,5-1 h.

Aryylisulfonyyli-1H-tetratsolien (8a-c) todettiin kuitenkin olevan melko labiileja.?!

Aryylisulfonyylitriatsoleista (7a-e) poikkeuksellisen tehokas kondensointireagenssi on 1-
(mesityleeni-2-sulfonyyli)-3-nitro-1 H-triatsoli (MSNT; Te), joka muiden
aryylisulfonyylitriatsolien tapaan (7a-e), ei aiheuta vapaan 5'-OH:n sulfonaatiota. Kytkentd on
verrattain nopea ja saanto aryylisulfonyyli-1H-tetratsolien (8a-c¢) tasoa, minkéa lisdksi MSNT
(7e) on myds suhteellisen stabiili.**> MSNT:n (7e) on kuitenkin havaittu aiheuttavan guaniinin
O6:n korvautumista 3-nitro-1,2,4,triatso-1-yylilld guaniinin 5’-OH:n ja nukleosidin vélisessi
kytkennissi.*® Tistd huolimatta MSNT (7e) on nykyiin fosfotriesterimenetelmissi yleisimmin

kiytetty kondensointireagenssi.**

1.1.3 Synteesi liukoisella kantajalla

Oligonukleotidien synteesi voidaan suorittaa fosfotriesterimenetelmélld myos liukoisella
kantajalla. Liukoista kantajaa kéytettdessa vélituotteet ja lopputuote voidaan eristdd esimerkiksi

uuttamalla, saostamalla tai membraanisuodattamalla.’

Oktameerinen 5'-TAGCGCTA-3" nukleotidi on syntetisoitu fosfotriesterimenetelméilla
kayttden polyetyleeniglykolia (PEG) liukoisena kantajana (kaavio 4). Synteesin kulkua
seurattiin  NMR-spektroskopisesti. 5'-O-DMTr-2"-deoksinukleosidi kiinnitettiin kantajaan
sukkinaatti-linkkerin ~ avulla. Kantajaan sidotun nukleosidin 5-OH  detrityloitiin
trikloorietikkahapolla (TCA) dikloorimetaanissa (DCM) ja muodostunut tuote eristettiin
saostamalla  dietyylieetteristdi (Et2O) ja wuudelleensaostamalla dikloorimetaanin ja
dietyylieetterin seoksesta (9:1, v:v). 5-DMTr-O-nukleosidi-3’-(2-kloorifenyylifosfaatti)
kytkettiin pyridiini ja 2,6-lutidiinin seoksessa kasvavaan oligonukleotidiketjuun kayttden
MSNT:td (7e) kondensointireagenssina ja NMI:td nukleofiilisend katalyyttina. Kunkin
kytkenndn jdlkeen tuote saostettiin etanolista (EtOH). Reagoimaton tuote asetyloitiin
pyridiinissd, jonka jilkeen tuote saostettiin DCM/Et,O-seoksesta. Kytkentojen saanto oli
keskimédrin 97 % ja kokonaissaanto 7 %. Isobutyryyli-suojatun deoksiguanosiinin tapauksessa
kytkenndsséd havaittiin MSNT-késittelyn aikana sivureaktio, jossa MSNT:n (7e) 3-nitro-1,2,4-

triatso-1-yyli korvaa 06:n.

o-kloorifenyyli-suojaryhmét poistettiin syn-pyridini-2-karbaldoksiimilla dioksaanin ja veden

seoksessa. Nukleoemadsten suojaryhmien irrotus ja oligonukleotidin irrotus kantajasta tehtiin



ammoniakkikésittelylld. Trityyli-suojaryhmét poistettiin etikkahapolla ja tuote puhdistettiin

ioninvaihtokromatografialla. Puhtaan lopputuotteen saanto oli alle 30 %.*
DMTrO B
Suojaryhmien irrotus ja vapautus kantajasta: 0
syn-pyridiini-2-karbaldoksimi
aq NHj 0o

Trityylin irrotus: 3 % TCA / DCM
Saostus ja pesu: DCM:EtOH (1:9)

B o
(0]
Saostus: Et,0 b

Uudelleen kiteytys: DCM / Et,O

i Q
Ac,O/py d Kytkentd: MSNT (7e, 6 ekv.)

NMI (10 ekv.)
py/2,6-lutidiini

o B
Cl
Q o
Saostus ja pesu: Et,O O=II3—O O_FI’—O
Uudelleen kiteytys: 2 x EtOH c'> ‘(.)_
@
g

O - \g/\)%o/\%nowle

Kaavio 4. Oligonukleotidien synteesi liukoisella PEG-kantajalla. Rakennusyksikkénd 5°-O-DMTr-
aryylifosfodiesteri. Kondensointireagenssina MSNT (7e) ja nukleofiilisena katalyyttini NMI. B = Thy, CytP?
AdeP?, Gua™, GuaPr?,

MSNT-kondensointireagenssista (7e) johtuneen guaniinin O6:n sivureaktioiden vilttdmiseksi
oktameerin syntetisointiin kaytettiin myos HOBt-esiaktivoituja nukleotidejd. Kytkentd tehtiin
pyridiinin ja dioksaanin liuoksessa NMI:n toimiessa nukleofiilisend katalyyttind. Muuten
reaktio suoritettiin, kuten edelld on kuvattu. Kunkin kytkennén saanto oli keskiméérin 93,5 %.
PEG-kantajasta irrotetun ja puhdistetun lopputuotteen saanto oli 55 %. Synteesissé ei havaittu

sivureaktioita.?

Vastaavanlaista HOBt-menetelmdi on myohemmin sovellettu erilaisilla liukoisilla kantajilla.

Esimerkiksi nelihaaraista tetrakis-O-(4-{4-[3-(tymidin-3"-yyli)-3-oksopropyyli]-1,2,3-triatsol-

10



1-yylimetyyli} fenyyli)pentaerytritolia®® on kiytetty liukoisena kantajana oligonukleotidien
synteesissd fosfotriesterimenetelmaélld (Kaavio 5). Kantajaan sidottu oligonukleotidi liukenee
asetonitriilin ja dimetyyliformamidin (DMF) seokseen (1:1, v:v) sekd dioksaaniin, mutta
saostuu metanolissa (MeOH) kvantitatiivisesti. Nelihaaraisen kantajan symmetrisyys
mahdollistaa tuotteiden ja vilituotteiden karakterisoinnin NMR-spektroskopisesti. Kasvava
oligonukleotidiketju oli kiinnitetty pentaerytrioli-kantajaan hydrokinoni-O,0’-dietikkahappo-
linkkerilld (Q-linkkeri). Oligonukleotidi irrotettiin kantajasta 4 mmol L' K,CO3-DCM-
liuoksella ja reaktio pysdytettiin pyridiniumkloridilla. Q-linkkerin kdyttd mahdollisti suojatun

oligonukleotidin selektiivisen irrottamisen kantajasta.>*>’

11



Suojaryhmien irrotus ja vapautus kantajasta: o B
(E)-nitrobentsaldoksimi
aq NH3

Kantajan saostus: MeOH 0
Trityylin irrotus: HC1/ DCM:MeOH (1:1)
Neutralointi: py
HO B
o
DMTrO

Kytkentd: NMI (10 ekv.),

o. B dioksaani
Saostus: MeOH, -20 °C
5

e /©/ O\)J\N/\'/
R= Tym1d11n1-3'-o\n/\o H

o

Kaavio 5. Oligonukleotidin synteesi liukoisella saostettavalla nelihaaraisella tetrakis-O-(4-{4-[3-(tymidin-3'-
yyli)-3-oksopropyyli]-1,2,3-triatsol-1-yylimetyyli} fenyyli)pentaerytritoli -kantajalla. Rakennusyksikkénd HOBt-
aktivoidut 5°-O-DMTr-suojatutu nukleosidi-3’-O-aryylifosfotriesterit ja linkkerind Q-linkkeri. Nukleofiilisena
katalyyttind NMI. B = Thy, Cyt??, AdeP? Gua™, R = Q-linkkeri.

1.2. Oxyma ja HOBt aktivointireagensseina

Bentsotriatsolit, kuten 1-hydroksibentsotriatsoli (HOBt), ovat yleisimmin kéytettyja
aktivointireagensseja peptidisyntetitkassa. HOBt muodostaa aktiivisen esterin, joka reagoi
edelleen amiinin kanssa muodostaen peptidisidoksen. Esterin raktiivisuus korreloi
bentsotriatsolien happamuuden kanssa (pKa (HOBt) = 4,60), silli bentsotriatsoli toimii

kytkennissi lihtevini ryhmini.
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1-hydroksibentsotriatsolia (HOBt) on kdytetty myds bifunktionaalisen fosforylointireagenssin,
2-kloorifenyyli-O,0-bis-(1-bentsotriatsoyyli)-fosfaatin ~ (9), valmistuksessa.’®**'  HOBt-
aktivoidun fosforylointireagenssin 9 synteesissd aryylifosforodikloridaatti-reagenssin kloorit
korvataan HOBt:lla kuivassa dioksaanissa pyridiinin ldsni ollessa. Fosforylointireagenssi 9
sdilyy aktiivisena -20 °C:ssa muutaman viikon. Kun HOBt-aktivoidun fosforylointireagenssin
9 annetaan reagoida 5’-suojatun nukleosidin kanssa kuivassa dioksaanissa, 5'-suojattu 3'-O-
HOBL aryylifosfotriesteri muodostuu 15-30 minuutissa huoneenldmmossa. 5'-suojatun 3°-O-
HOBt aryylifosfotriesteri ja 3’-suojatun nukleosidin vélinen kytkentdi NMI:n ldsnd ollessa

tapahtuu 15-45 minuutissa.>®*!

HOBt:n kédyton vahvuutena on fosforyloinnin ja kytkenndn tehokkuus. 3'-O-
aryylifosfotriesterin ja immobilisoidun 5°-OH-oligonukleotidin vélinen kytkentd HOBt-
menetelmilld on kolme kertaa nopeampi kuin vastaava kytkentd kondensointireagenssilla 7.
Menetelmad ei vaadi HOBt-aktivoidun 3’-O-aryylifosfotriesterin eristystd ja puhdistusta, vaan
kytkenti voidaan suorittaa samassa astiassa.>**! HOBt-aktivoitua fosforylointireagenssia 9
kiytettdessd symmetristen dinukleosidimonofosfaattien muodostuminen on kuitenkin
mahdollista. Synteesi on myo0s tehtdva vedettomissé olosuhteissa, silld fosforylointireagenssi 9
ja HOBt-aktivoitu 3’-O-aryylifosfotriesteri hydrolysoituvat helposti.!* Lisiksi HOBt on

herkisti rijahtivii, mikd hankaloittaa sen kuljetusta, saatavuutta ja kisiteltivyytti,*?

Etyyli-2-syano-2-(hydroksi-imino)asetaatti (Oxyma) on oksiimi, jonka happamuus on
bentsotriatsolien kanssa samaa suuruusluokkaa. Oxymaa voidaan kéyttdd vaihtoehtoisena
aktivointireagenssina peptidisyntetiikassa laajalti kdytetyn HOBt:n sijaan. Oxyman rakenteessa
lihtevd ryhmi on HOBt:n tavoin N-oksidi (Kuva 4).3% 4 Oxyman helppo kisiteltivyys ja
saatavuus tekevit siitd HOBt:ia houkuttelevamman aktivointireagenssin. Lisdksi Oxyman
kayttd aktivointireagenssina peptidisynteeseissd on todettu antavan parempia tai vastaavia
saantoja  verrattaessa moneen muuhun aktivointireagenssiin  (HOBt, 1-hydroksi-7-
atsabentsotriatsoli (HOAt), N-hydroksi-2-pyridinoni (HOPO)). Lisdksi Oxyman kyky
kontrolloida kytkennin rasemisaatiota on HOBt:a ja HOPO:a parempi sekd HOAt:iin

verrattavissa.’®
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Kuva 4. 1-hydroksibentsotriatsolin (HOBt) ja oxyman seké fosforylointireagenssien 9 ja 10 rakennekaavat.

Kokeellisen tyon tavoitteena oli selvittdd, voidaanko Oxymaa kéyttdid HOBt:n tavoin
aktivointireagenssina kytkenndssi valmistettaessa lyhyitd dimeerisid (11a-h) ja tetrameerisia
fosfotriestereitd (13). Projektissa valmistettiin Oxyma-aktivoitu fosforylointireagenssi bis[(1-
syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-klorofenyylifosfaatti (10), jota kdytettiin edelleen
5’-O-MIP-nukleosidin (14) ja 3’-O-suojatun tymidiinin (15) kytkenndssa.

1.3. Yhteenveto

Oligonukleotideja syntetisoidaan perinteisesti automatisoidusti kiintedlla kantajalla
fosforamidiittimenetelmélld!. Fosforamidiittimenetelmén vahvuuksia ovat ylivertainen
kytkennén tehokkuus verrattuna esimerkiksi vetyfosfonaatti- ja fosfotriestrikemiaan sekd
kaupallisesti saatavat reagenssit. Oligonukleotidien valmistaminen kiintedlld kantajalla vaatii
kuitenkin suuren ylimdirdn reagensseja ja liuottimia, ja sen soveltaminen suuremman

mittakaavan synteesiin on haastavaa ja kallista.?

Erds mahdollinen vaihtoehto oligonukleotidien synteesiin liittyvien haasteiden ratkaisemiseksi
on liuosfaasisynteesi, jonka vahvuus on, ettd reagensseja ja liuottimia voidaan kayttda
huomattavasti vihemmin,? jolloin oligonukleotidien valmistus on halvempaa.* Myds
kytkenndn seuranta NMR-spektroskopisesti on mahdollista. Oligonukleotidivilituotteiden

eristiminen asettaa kuitenkin haasteita.’

Fosfotriesterimenetelméd on liuosfaasimenetelmistd kaytetyin. Sen etuna on, ettei erillistd

hapetusvaihetta tarvita. Fosfotriesterimenetelméssé kaytetyt rakenneyksikot ja vilituotteet ovat
14



suhteellisen pysyvid, minkd ansiosta niiden késittely on yksinkertaista. Menetelma soveltuu
niin oligodeoksiribo- kuin oligoribonukleotidien synteesiin. Oligonukleotidien synteesi
fosfotriesterimenetelmélld voidaan suorittaa myos liukoisella kantajalla. Liukoista kantajaa
kiytettdessi vilituotteet ja lopputuote voidaan eristi# saostamalla tai membraanisuodatuksella.’
Toisaalta kytkenta fosfotriesterimenetelmélla on hitaampi kuin

fosforamidiittimenetelmalld.*>!!

Fosfotriesterimenetelméssd  kéytettdvit rakenneyksikot, 5’-suojatut nukleosidi-3'-O-
aryylifosfodiesterit, voidaan aktivoida aryylisulfonyylikloridi, -imidatsoli, -triatsoli tai -
tetratsoli -kondensointiragenssilla (5-8) nukleofiilisen katalyytin, kuten N-metyyli-imidatsolin
(NMI), lasni ollessa. My0s katalyyttisesti aktiivista fosfaatin suojaryhmii voidaan kéyttaa.
Vaihtoehtoisesti nukleosidi-3"-O-aryylifosfodiesterirakenneyksikot  voidaan —esiaktivoida
aryylidi(bentsoriatsoyyli)fosfinaatilla aktiivisiksi betsotriatsoyylitriestereiksi.” Fosfaatissa
kiytettdvd suojaryhmd estdd pyrofosfaatin muodostumisen sekd negatiivisen varauksen

akkumuloitumisen. '

Fosfotriesterimenetelmissi kiytettivii fosfaatin suojaryhmid ovat 2,2,2-trikloorietyyli'®,

erilaiset aryylisuojaryhmit'’

ja katalyyttisesti aktiivinen 4-metoksi-1-oksido-2-pikolyyli.
Fosfaatin suojaryhméksi on vakiintunut 2-kloorifenyyli. Kytkentojen jilkeen 2-kloorifenyyli
poistetaan oksiimikisittelylli.>!"!3 5’-O-suojatun nukleosidin 3’-OH-ryhmin fosforylointiin
nukleosidi-3"-O-aryylifosfaattidiesteriksi kéytetddn aryylifosforodikloridaattia (1c-e) tai -

1,2,4-triatsolia (1g-h)."?

Nukleosidi-3'-O-aryylifosfaattidiesterin ja 5'-OH:n vilisessd kytkenndssd kéytetddn
kondensointireagenssia (5-8) yhdessd nukleofiilisen katalyytin kanssa. Yleisimmin kaytetty
nukleofiilinen katalyytti on N-metyyli-imidatsoli (NMI). Myo6s 4-(dimetyloamino)pyridiinid ja
5H-tetratsolia on kiytetty.!! Kondensointireagenssina nukleosidifosfodiesterin aktivointiin on
kiytetty aryylisulfonyyliklorideja (5a, b), -imidatsoleja (6a-c), triatsoleja (7a-e) ja tetratsoleja
(8a-c). Yleisimmin kiytetty kondensointireagenssi on MSNT (7e).?’

1-Hydroksibentsotriatsoli (HOBt), on peptidisyntetiikassa kdytetty aktivointireagenssi. HOBt:a
kdytetddn my0s oligonukleotidien synteesissd  5'-O-suojattujen  nukleosidi-3"-O-
aryylifosfaattidiesterien aktivoinnissa.***' Rijihdysherkki HOBt on peptidisyntetiikassa
korvattu stabiilimmalla etyyli-2-syano-2-(hydroksi-imino)asetaatilla (Oxyma). Sen helppo

kasiteltdvyys ja saatavuus sekid korkeat saannot ja rasemisaation kontrollointi ovat tehneet siitd
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HOBt:a houkuttelevamman aktivointireagenssin.”® Oxymaa ei ole aikaisemmin kéytetty

nukleotidisyntetiikassa.

Pro gradu -tutkielman kokeellisessa osassa selvitettiin  Oxyman kayttokelpoisuutta
fosfotriesterisidosten muodostuksessa tutkimalla oxyma-aktivoitujen 5’-O-asetaali-suojattujen
nukleosidi-3"-O-aryylifosfotriesterien kytkentireaktiota 3'-O-(fert-butyylidimetyylisilyyli)- ja
3’-O-levulinoyyli-suojattujen nukleosidien kanssa nukleofiilisen N-metyyli-imidatsoli-
katalyytin lasnd ollessa 1,4-dioksaanin ja pyridiinin seoksessa. Kytkentdreaktion nopeutta

verrattiin HOBt-aktivoiduilla nukleosidi-3"-O-aryylifosfotriesterilld saatuihin tuloksiin.
2. Tulokset ja niiden tarkastelu

2.1 Synteesit

Pro-gadun kokeellisessa osassa syntetisoitiin liuoksessa fosfotriesterimenetelmélld 3’-O-
silyyli- ja 37-O-levulinoyyli-5'-O-asetaali-suojatut dimeeriset fosfotriesterit 11a-h kéyttden
Oxymaa aktivointireagenssina (Kuva 5). Tulokset osoittivat oxyman soveltuvan hyvin
fosforylointi- ja kytkentéreaktiossa aktivointireagenssiksi. Lisdksi valmistettiin aryyli-suojatun
dinukleosidi fosfotriesterin fosforamidiitti-johdannaiset 12a ja 12b, joita on mahdollista kayttaa
rakenneyksikkdind pidempien nukleotidiketjujen valmistuksessa. Myos terameerisen

fosfotriestrin 13 syntetisoimista yritettiin oxyma-aktivointia kéyttien.
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Kuva 5. Fosfotriesterien 10-12 rakennekaavat.

2.1.1 Bis[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-kloorifenyylifosfaatin (10) ja

bis(bentsotriatsol-1-yyli)-2-kloorifenyylifosfaatin (9) synteesi

Bis[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-kloorifenyylifosfaatin (10) synteesi on
kuvattu Kaaviossa 6a. Lédhtoaineena kidytetyn 2-kloorifenyylifosforodikloridaatin kloorit
korvattiin etyyli-2-syano-2-(hydroksiamino)asetaatilla (2 ekv.) dioksaanissa pyridiinin ldasna
ollessa (2 ekv.). Bis[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-klorofenyylifosfaattin

kantaliuos (9) sentrifugoitiin pyridiumkloridin poistamiseksi ja sdilottiin -25° C:ssa.

Bis(bentsotriatsol-1-yyli)-2-kloorifenyylifosfaatti (9) valmistettiin vastaavalla tavalla kuin
fosforylointireagenssi 10 korvaamalla kloorifenyylifosforodikloridaatin ~ kloorit  1-

hydroksibentsotriatsolilla (HOBt) (Kaavio 6b).
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Kaavio 6. Bis[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-kloorifenyylifosfaatin (10) ja bis(bentsotriatsol-1-yyli)-2-
kloorifenyylifosfaatin (9) synteesi. Reagenssit ja olosuhteet: (i) 1,4-dioksaani, pyridiini, N2, 25°C, 2 h.

2.1.2 Dimeeristen fosfotriesterien synteesit

5’-0-(2-Metoksipropan-2-yyli)nukleosidin (14) 3’-hydroksyyliryhmé fosforyloitiin bis[(1-
syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-kloorifenyylifosfaatilla (10) dioksaanissa

pyridiinin ldsné ollessa (kaavio 7).

Kytkentdreaktiossa vilituotteen I Oxyma-ligandi korvattiin 3’-O-(levulinoyyli)tymidiinilld
(15a) tai 3'-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)tymidiinilld (15b; 3’-O-TBDMS-tymidiini)
dioksaanissa NMI:n ldsnd ollessa. Reaktio kesti 3 h ja tuotteena muodostui fosfotriesteri 11.
Kytkentdd seurattiin HPLC:n avulla. Fosfotriesteri 11 puhdistettiin

silikageelikromatograafisesti.
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Kaavio 7. Fosfotriesterin synteesi. Reagenssit ja olosuhteet: (i) 1,4-dioksaani, pyridiini, N2, 25°C, 50 min, (ii) 1,4-dioksaani,
pyridiini, NMI, 25°C, 3 h.

Vertailun vuoksi fosfotriesteri 11h valmistetiin myo6s kdyttdmailld bis(bentsotriatsoli-1-yyli)-2-
kloorifenyylifosfaattia (9) 5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-tymidiinin (14d) fosforyloinnissa
(Kaavio 8). Tdmén jilkeen 3’-O-(TBDMS)tymidiini (15b) kytkettiin 5’-O-(2-metoksipropan-
2-yyli)tymidiinin ~ 3’-O-(betsotriaso-1-yyli)-2-kloorifenyylifosfaatti-johdannaisen =~ kanssa

dioksaanissa NMI:n lasni ollessa.
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Kaavio 8. Fosfotriesterin synteesi, kun aktivaattorina toimii HOBt. Reagenssit ja olosuhteet i) 14d, 1,4-dioksaani, pyridiini,
30-50 min; ii) 15b, NMI, 2 h 40 min.

Oxyma-aktivoidun 5’-O-MIP-tymidiinin (Id) kytkentdd 3’-O-TBDMS-tymidiinin (15b)
kanssa, seurattiin HPLC:n avulla. Kuvasssa 6A on esitettty HPLC-kromatogrammit kytkennédn
reaktion eri vaiheissa syntetisoitaessa dimeerinen fosfotriesteri 11h. Kuvassa 6B on esitetty
muodostuneiden dimeeristen fosfotriesterien 1le-h ~ HPLC-kromatogrammit kytkennén

loppuvaiheessa. Keskiméérdinen kytkentdaika oli 3 h. Kromatogrammin piikki (fr = 4,8 min)
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on nidytteen valmistuksessa tai HPLC-analyysissd hydrolysoitunut vélituote I. Sen liséksi

reaktioliuoksessa on ylimédarin (1,2 ekv.) 3’-O-TBDMS-tymidiiniéd (15b).
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Kuva 6A. Tuotteen 11h muodostumisen HPLC-seuranta a) 4 min b) 45 min ¢) 2h d) 2 h 45 min. 6B. Kunkin kytkenndn HPLC-
seurannan lopputilanne syntetisoitaessa fosfotriesterit 11e-h.

2.1.3 Dinukleosidifosfotriesterien fosforamidiitti-johdannaisten synteesit

3’-O-TBDMS-suojattu fosfotriesteri 11f yritettiin desilyloida tetrabutyyliammoniumfluoridilla
(TBAF, 2 ekv.) etyyliasetaatin ja tetrahydrofuraanin (THF) seoksessa. Reaktiota seurattiin LC-

massaspektrometrisesti. Tulosten perusteella havaittiin, ettd fosfaatin suojaryhmi 2-
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kloorifenyyli irtoaa ensin fosfaatista ja vasta tdmén jilkeen tapahtuu desilylaatio (Kaavio 9).
Desilylaatiota yritettiin my0s trietyyliemiini trihydrofluofidi -kisittelylld (TEA 3HF, 2 ekv.)

pyridiinissd, joka johti samaan lopputulokseen.
0 I 0 S o
HN
ﬁN | SN
A —o-—o N —
c

HN HN
B
olo, LA T X
o) o) o) H
i ! i —Si-
Cl 14> + - *
(0] o 0 (0] ) 0
| 1 1

GO'P:O \fLNH HOP<0 ™~y NH HO-P<0 NH

O o}
(0] (0]

—Si— —Si—

Kaavio 9. 3’-O-TBDMS-suojatun fosfotriesterin 11f desilylaatio. Reaktio-olosuhteet: i) TBAF, THF tai TEA 3HF, pyridiini

Dinukleosidifosfotriesterin fosforamidiittijohdannaisten 12a ja b synteesi on kuvattu kaaviossa
10. 3’-O-Levulinoyyli-suojattujen fosfotriesterien 11a (5'-O-MIP-dA%™-T-3"-O-Lev)ja 11b
(5'-O-MIP-dC™-T-3"-O-Lev) 3’-O-levulinoyyli irrotettiin
hydratriinimonohydraattikdsittelylld (6 ekv.) pyridiinin ja etikkahapon liuoksessa (4:1) 3 h:ssa,
minkd jdlkeen reaktio pysdytettiin  NaHCOs:1la. Yhdisteet (16a-b) puhdistettiin
silikageelikromatografisesti. 3’-Hydroksyyliryhmé fosfityloitiin 1-kloori-1-(2-syanoetoksi)-
N,N-di-isopropyylifosfanamidiitilla (1,2 ekv.) kuivassa DCM:ssé kuivan TEA:n
(trietyyliamiini; 1,44 ekv.) ldsnd ollessa 3 h:ssa. Muodostuneet fosforamidiitit 12a ja 12b
puhdistettiin = silikageelikromatografisesti. Fosforamidiitin 12a saanto oli 66 % ja

fosforamidiitin 12b 68%.
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Kaavio 10. Dinukelosidifosfotriesterin fosforamidiittijohdannaisten 12a ja b synteesi. Reagenssit ja olosuhteet: i) hydratsiini
monohydraatti (6 ekv.), pyridiini/etikkahappo (4:1, v:v), 3h, ii) TEA, DCM, Na.

2.1.4 Tetrameerisen fosfotriesterin synteesi

Tetrameerisen fosfotriesterin 13 synteesi on kuvattu kaaviossa 11. 2-Kloorifenyylisuojatun
dimeerisen fosfotriesterin 11d (5'-O-MIP-T-T-3"-O-Lev) 5’-asetaalisuojaryhmid (MIP)
poistettiin 5 %:lla dikloorietikkahapolla (DCA) dikloorimetaanin (DCM) ja metanolin
liuoksessa (2:1, v:v) 2 h:ssa ja 50 min:ssa, minka jilkeen reaktioliuos neutraloitiin pyridiinilla
ja muodostunut tuote 18 puhdistettiin silikageelikromatografisesti. 2-Kloorifenyylisuojatun
dimeerisen fosfotriesterin  11¢  (5'-O-MIP-dG™®-T-3"-O-Lev) 3’-levulinoyyli poistettiin
hydratsiinimonohydraattikésittelylld, kuten edelld on kuvattu. Vapautunut 3’-OH fosforyloitiin
bis[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-kloorifenyylifosfaatilla (10) dioksaanissa
pyridiinin ldsné ollessa 80 min:ssa. Dimeeri 11d kytkettiin fosforyloidun dimeerin 11¢ kanssa
3 h:ssa dioksaanissa pyridiinin ja NMLn ldsnd ollessa. Tetrameerinen fosfotriesteri 13

puhdistettiin silikageelikromatografisesti.
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Kaavio 11. Teterameerisen fosfotriesterin synteesi. Reagenssit ja olosuhteet: 1) hydratsiini monohydraatti,
pyridiini/etikkahappo (4:1, v:v), 3h, ii) 10, 1,4-dioksaani, pyridini, N2, 25°C, 50 min, iii) 5 % DCA, DCM / MeOH (2:1, v:v),
2 h 50 min, iv) 1,4-dioksaani, pyridiini, NMI, N2, 25°C, 3 h

2.2 Kinetiikka

2.2.1 Kytkennin kineettinen seuranta

Kytkentdreaktiota seurattiin RP-HPLC:11d 25 °C:ssa dioksaanin ja pyridiinin seoksessa, joka
sisélsi 1-metyyli-imidatsolia. Mittaukset suoritettiin pseudo 1.-kertaluvun olosuhteissa, jossa 3-
O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)tymidiinin (15b) konsentraatio oli 10 kertaa pienempi (0,016
mol L") kuin bis[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-kloorifenyylifosfaatin (10) tai
bis(bentsotriatsol-1-yyli)-2-kloorifenyylifosfaatin (9) konsentraatio (0,18 mol L'). Kuvan 8
tuotejakaumassa on esitetty 3’-O-(fert-butyylidimetyylisilyyli)tymidiinin (15b) hdvidminen ja
fosfodiesteridiastereomeerin 11h muodostuminen ajan funktiona. Kéytettdessi HOBt-
aktivoitua (kuva 9b) fosforylointireagenssia (9) kytkenté tapahtui 15 kertaa nopeammin kuin
oxyma-aktivoidulla (kuva 9a) fosforylointireagenssilla (10), puoliintumisaikojen ollessa 460 s

(k=0,00324 s ja 14 s (k=0,0504 s™') (Kuva9).
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Kuva 7. Tuotejakauma 3’-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)tymidiinin (15b) kytkennédlle 25 °C:ssa 1,4-dioksaanissa NMI:n
lasnéollessa. a) Tuotejakauma, kun fosforylointireagenssina toimi reagenssi 10. b). Tuotejakauma, kun fosforylointireagenssina
toimi fosforylointireagenssi 9. Merkinnét: (m) 3'-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)tymidiini (15b) ja (e) fosfotriesteri 11h.
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Kuva 8. Pseudo 1. kertaluvun nopeusvakio 3’-O-(fert-butyylidimetyylisilyyli)tymidiinin (15b) ja a) 5’-O-2-(metoksipropan-
2-yyli)-2’-deoksitymidiini ~ 3-[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-klorofenyylifosfaatin ja b) 5-0-(2-
metoksipropan-2-yyli)-2'-deoksitymidiini 3’-O-(bentsotriasol-1-yyli)-2-kloorifenyylifosfaatti-johdannaisen kytkennédlle 25
°C:ssa.

2.2.2  Bis[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-kloorifenyylifosfaatin (10) ja

bis(bentsotriatsol-1-yvyli)-2-kloorifenyylifosfaatin (9) sailyvyys

Fosforylointireagenssina  kéytettdvan  bis[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-
klorofenyylifosfaatin (10) (0,2 mol L'! kantaliuos) silyvyytti tutkittiin -25 °C:ssa 3'P-NMR:n
avulla. Mittaukset osoittivat, ettd kahden kuukauden aikana fosforylointireagenssista oli
hajonnut 10 % ja kolmen kuukauden aikana 20 % (kuva 10). Vastaavasti bis(bentsotriatsol-1-

yyli)-2-kloorifenyylifosfaatista (9) oli hajonnut 17 péivén aikana 40 % (Kuva 11.).
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Kuva 9. Bis[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-kloorifenyylifosfaatin (10) sdilyvyyttd -25°C ldmpdétilassa
tutkittiin NMR-spektroskopisesti. a) Mittaus suoritettu vélittomasti synteesin jalkeen. b) Mittaus suoritettu noin 2 kk synteesin
jélkeen. c) Mittaus suoritettu 2,5 kk synteesin jalkeen.
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Kuva 10. Bis(bentsotriatso-1-yyli)-2-kloorifenyylifosfaatin (9) siilyvyyttd -25°C ldmpdtilassa tutkittiin = NMR-
spektroskopisesti. a) Mittaus suoritettu vilittomésti synteesin jilkeen. b) Mittaus suoritettu 20 pdivdd myShemmin.
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2.3 Johtopaitokset

Oxyma-reagenssin todettiin soveltuvan aktivointireagenssiksi syntetisoitaessa liuoksessa
fosfotriesterimenetelmélla  3°-O-(tert)-butyylidimetyylisilyyli- ja 3’-O-levulinoyyli-5"-O-
asetaali-suojatut dimeeriset fosfotriesterit 11a-h. Kyseisten fosfotriesterien kokonaissaannot

vaihtelivat 51-88 %:n valilla.

3’-O-Levulinoyyli-suojatuista dinukleosidifosfotriesteridimeereista 11a-b 3-0-
levulinoyyliryhmat irrotettiin onnistuneesti hydratsiinilla pyridiinin ja etikkahapon seoksessa
ja 3’-OH ryhma fosfityloitiin 3’-O-fosforamidiitti-johdannaisiksi 12a-b.
Fosforamidiittijohtannaisia on mahdollista kayttdd rakenneyksikkoind pidempien

nukleotidiketjujen valmistuksessa. Keskimaérédinen fosfitylointtin saanto oli 67 %.

3-O-(tert)-Butyylidimetyylisilyyliryhmaén irrotus fluoridilla ei onnistunut. Tulosten perusteella
todellin F-nukleofiilin hyokkééavén fosfotriesterisidoksen fosforiatomiin, miké johtaa ensin 2-

kloorifenolaatin irtoamiseen ja vasta tdimén jilkeen silyyliryhmén irtoamiseen.

Tetrameerisen fosfotriesterin (5"-O-MIP-dG™™-T-T-T-3"-O-Lev; 13) synteesi ei onnistunut.
NMR-spektroskopisen ja massaspektrometrisen analyysin perusteella muodosstunutta tuotetta

el onnistuttu identifioimaan eikd karakterisoimaan luotettavasti.

Kineettisissd mittauksissa havaittiin, ettd oxyma 3’-O-aryylifosfotriesteri:n I kytkentd on 12
kertaa hitaampi, kuin vastaava kytkentd HOBt-aktivoidulla 3’-O-aryylifosfotriesterilld.
Oxyma-fosforylintireagenssin (10) todettiin olevan kuitenkin huomattavasti vastaavaa HOBt-

reagenssia (9) pysyvampi.
3. Kokeelliset menetelmiit

3.1 Yleiset menetelmiit

Synteesissd kaytettiin kaupallisia reagensseja ja liuottimia. Pyridiini, DCM ja dioksaani
kuivattiin molekyyliseuloilla. TEA kuivattiin CaHz:lla. NMR-spektrit mitattiin Bruker 500
MHz AVANCE-III ja Bruker 400 MHz AVANCE-III NMR-spektrometreilld. Massaspektrit
mitattiin Waters Acquity RDa High Resolution ESI TOF -laitteella. Reaktioita seurattiin
Shimadzu HPLC:11a (LC-10AT, FCV-10AL, DGU-14A, SPD-10A, SCL-10A) kéyttden C18
kolonnia. Ajoliuoksina kdytettiin 50 mM:sta trietyyliammoniumasetaattipuskuria (TEAA) ja 50
mM:sta TEAA-puskuria asetonitriilissa (MeCN). Asetonitriilin pitoisuus nostettiin 5
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minuutissa 30 %:sta 40 %:iin, mink jélkeen pitoisuus nostettiin 100 %:iin 15 minuutin aikana.
Virtausnopeus oli 1 ml/min:ssa ja aallonpituutena 260 nm. Oxyma kuivattiin
vakuumieksikkaattorissa neljdn pdivin ajan kuivausaineena P>0Os. HOBt kuivattiin
vakuumieksikkaattorissa 55 °C:ssa kuivausaineena P>Os kolmen piivdn ajan. 5-O-MIP-
nukleosidit (14), 3’-O-TBDMS-tymidiini (15b) ja 3’-O-levulinoyyli-tymidiini (15a) kuivattiin
haihduttamalla kuivasta pyridiinistd (2 x 5 ml + 7 ml), jonka jilkeen yhdisteet pidettiin yon yli

vakuumieksikkaattorissa (kuivausaineena P20Os).
3.2 Synteesit

3.2.1 Bis[(1-syano-2-etoksi-2-oksoetylideeni)amino)]-2-kloorifenyylifosfaatti (10)

Oxyma (11,0 mmol; 1,57 g; 2 ekv) liuotettiin typpi-ilmakehdssd kuivan dioksaanin (21,6 ml) ja
pyridiinin (0,89 ml; 2  ekv.) seokseen.  Reaktioliuokseen  lisdttiin  2-
kloorifenyylifosforodikloridaatti (0,55 mmol, 0,91 ml; 1 ekv.) kuivassa dioksaanissa (4,15 ml).
Reaktioliuosta sekoitettiin 2 h. Reaktioseos siirrettiin 50 ml:n falcon-putkeen ja sentrifugoitiin
20 min, jolloin pyridiniumkloridisakka saatiin erotettua liuoksesta. Bis[(1-syano-2-etoksi-2-
oksoetylideeni)amino)]-2-kloorifenyylifosfaatin ~ (10) dioksaani/pyridiiniliuvos (0,2 M)

dekantoitiin 5 ml:n Falcon-putkiin. Liuos séilytettiin -25 °C:ssa.

3.2.2 Bis(bentsotriatso-1-lyyli)-2-kloorifenyylifosfaatti (9)

HOBt (11,0 mmol; 1,49 g; 2ekv.) liuotettiin typpi-ilmakehéssd kuivan dioksaanin (21,5 ml) ja
kuivan pyridiinin = (0,89 ml; 2 ekv.) seokseen. Reaktioliuokseen lisdttiin = 2-
kloorifenyylifosforodikloridaattia (0,55 mmol, 0,91 ml; 1 ekv.) kuivassa dioksaanissa (4,15
ml). Reaktioliuosta sekoitettiin 2 h ajan. Reaktioseos siirrettiin 50 ml:n Falcon-putkeen ja
sentrifugoitiin - 20 min, jolloin pyridiniumkloridisakka saatiin erotettua liuoksesta.
Bis(bentsotriatso-1-lyyli)-2-kloorifenyylifosfaatin  (9) dioksaani/pyridiiniliuvos (0,2 M)

dekantoitiin 5 ml:n falcon-putkiin. Liuos séilytettiin -25 °C:ssa.

3.2.3 N°-Dimetyylibentsoyyli-3’-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-

yvyli)-adenylyvyli-3°, 5°-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11e)

N°-Dimetyylibentsoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)adenosiini (14a, 0,41 mmol; 0,19 g; 1
ekv.) liuotettiin typpi-ilmakehédssd pyridiiniin (200 pl) ja reaktioliuokseen liséttiin

fosforylointireagenssi 10 (0,47 mmol; 2,36 ml; 1,15 ekv.). Reaktiota sekoitettiin 50 min ja
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reaktion etenemistd seurattiin TLC:n avulla eluenttina 5 % MeOH/DCM, jossa 1 % pyridiinid.
Reaktioliuos dekantoitiin 3'-O-TBDMS-tymidiinin (15b) (0,49 mmol; 0,17 g; 1,15 ekv.)
joukkoon ja reaktioliuokseen lisdttiin NMI (2,05 mmol; 163 pl; 5 ekv.). Reaktioliuosta
sekoitettiin 3 h. Reaktiota seurattiin HPLC:11d ottamalla 5 min, 45 min ja 2 h 40 min niytteet
(2 pl), joihin liséttiin 200 pl pysdytysliuosta (70 % MeCN / 50 mM TEAA)). Reaktioliuokseen
liséttiin DCM:4 (50 ml) ja orgaaninen faasi pestiin 10 %:1la NaHCOz:1la (3x 25 ml), kuivattiin
NaySOg4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Haihdutusjdénnds séilytettiin -25 °C:ssa.
Raakatuote 11e puhdistettiin silikageelikromatografisesti eluenttina etyyliasetaatin ja
heksaanin seos (9:1 v/v), jossa 1 % pyridiinid. Synteesin saanto oli 0,30 g (74 %). Tuote 11e
karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti. 'TH-NMR (500 MHz, CD3sCN): 6 = 9,18 (1H, s, NH),
9,14 (1H, s, NH), 8,52 (1H, d, J = 6,3 Hz, H(Ar)), 8,23 (1H, d, J = 1,7 Hz, H(Ar)), 7,44-7,38
(3H, m, H(Ar)), 7,28-7,22 (4H + py, m, H(Ar)), 7,17-7,11 (1H, m, H(Ar)), 7,04 (1H, s, H(Ar)),
7,00 (1H, d, J/=7,9 Hz, H(Ar)), 6,41-6,38 (1H, m, H1"), 6,10-6,07 (1H, t, H1""), 5,36-5,26 (1H,
m, H3"), 4,40-4,23 (4H, m, H3"'+ 2 H5"+ H5""), 3,95-3,94 (1H, dd, H5""), 3,56-3,50 (2H, m, 2
H4"), 3,02-2,97 (1H, m, H2"), 2,93 (3H, d, J = 5,0, OCHa), 2,75-2,66 (1H, m, H2"), 2,36 (3H,
s, CH3-Bz), 2,26 (3H, s, CH3-Bz), 2,07 (5H, m, 2 H2"" + H,0), 1,67 (3H, m, Thy CH3), 1,15
(6H, d, J= 1,9 Hz, OC(CHs).), 0,80 (9H, d, J = 0,65 Hz, C(CH3)3), -0,00 (6H, s, Si(CH3)>).

BC-NMR (126 MHz, CD3;CN): ¢ = 152,4; 150,3; 146,9; 142,7; 141,8; 137,8; 136,5;
133,0; 132,4; 131,4; 129,05 128,6; 127,3; 126,9; 125,7; 124,3; 122,3; 117,9; 111,0; 100,8; 85,3;
85,1; 84,6; 80,3; 60,9; 48.5; 40,1; 38,6; 25,6; 24,2; 21,0; 19,8; 18,1; 12,1; -5,9; -5,1; *'P NMR
(202 MHz, CD:iCN): 6 = -7.573 and -7.770 ppm. HRMS (ESI): m/z laskettu
C4sHeoCIN7O12PSi": 984,3490 [M+H]"; havaittu 984.3505.

3.2.4 N?-Isobutyryyli-3'-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-

guanylyvli-3’, 5’-tymidiinikloorifenyvlifosfaatti (11g).

Yhdiste 11g syntetisoitiin kuten edelld on kuvattu. Lihtdaineena kiytettiin N*-isobutyryyli-5'-
O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanosiinia (14¢) (0,41 mmol; 0,19 g; 1 ekv.). Reaktion saanto oli
0,21 g (55 %). Tuote karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti: "H-NMR (500 MHz, CD3CN):
6 =09, 89 (1H, s, NH), 9,22 (1H, s, NH), 7,84-7,83 (1H, s, H8), 7,45-7,14 (SH, m, H6 ja 4 x
ArH), 6,16-6,08 (2H, q, 2 H1"), 5,28-5,20 (1H, m, H3"), 4,42-4,19 (4H, m, H3’, H4', 2 HS"),
3,96-3,91 (1H, m, H4"), 3,54-3,40 (2H, m, 2 H5""), 2,98-2,95 (3H, s, OCH3), 2,87-2,79 (1H, m,
H2"), 2,72-2,66 (1H, m, CH(CHz3)2), 2,64-2,56 (1H, m, H2"), 2,23-2,12 (2H, m, 2 H2""), 1,79-
1,76 (3H, dd, Thy CHs), 1,20-1,18 (6H, m, O.C(CHj3)2), 1,13-1,11 (6H, m, CH(CHs)2), 0,80-
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0.79 (9H, d, J = 2,0 Hz, Si(C(CH3)3), 0,01-0.01 (6H, m, Si(CHs),). *C-NMR (126 MHz,
CD3CN): 6 = 156,0; 151,0; 149,3; 147,1; 137,9; 137, 6; 136,7; 131,5; 129,3; 127,6; 124,5;
122,4;121,8; 111,1; 101,0; 86,3; 85,5; 84,5; 84,3; 81,3; 72,0; 71,6; 68.7; 68.1; 61.,4; 48,7; 40.,5;
40,3; 38,8; 38,6; 25,8; 24,4; 19,0; 18,3; 12,5; 12,3; -4,8; -5,0; *'P NMR (202 MHz, CD3CN): &
= -7.070 and -7.410 ppm. HRMS (ESI): m/z laskettu C40HssCIN7O13PSi+: 938,3283 [M+H]";
havaittu 938.3297.

3.2.5 N*-Dimethylbenzoyl-3’-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-

sytidylyyli -37, 5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11f)

Yhdiste 11f syntetisoitiin kuten edelli on kuvattu. Lihtdaineena kiytettiin N*-
dimetyylilbentsoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidiinid (14b) (0,41 mmol; 0,18 g; 1
ekv.). Saanto oli 0,30 g (76 %). Tuote karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti: "H-NMR (500
MHz, CD3CN): 6= 9.05 (1H, s, NH), 8,96 (1H, s, NH), 8,15 (1H, d, J = 7,5 Hz, H(Ar)), 7,43-
7,38 (1H, t, H(Ar)), 7,36-7,31 (3H, m, H(Ar)), 7,27-7,20 (4H, m, H(Ar)), 7,16-7,11 (1H, q,
H(Ar)), 7,04 (1H, s, H(Ar)), 7,02 (1H, d, J = 7,5 Hz, H(Ar)), 6,12-6,06 (2H, m, 2 H1"), 5,11-
5,03 (1H, m, H3"), 4,36-4,25 (4H, m, H3" + H5" + 2 H5"), 3,99-3,92 (1H, m, H5"), 3,58-3,44
(2H, m, 2 H4"), 3,04 (3H, d, J= 8,7 Hz, OCH3), 2,74-2,65 (1H, m, H2"), 2,32 (3H, s, CH3-Bz),
2,30-2,23 (4H, m, H2"), 2,12-2,03 (4H, m, 2 H2"" + H»0), 1,88-1,84 (3H, m, Thy CHz3), 1,68
(3H, s, CH3-Bz), 1,24-1,18 (6H, dd, O.C(CHs)2), 0,80 (9H, s, SiC(CH3)s3), -0,00 (6H, s,
Si(CH3)2). *C-NMR (126 MHz, CD;CN): 0 = 136,5; 132,5; 131,3; 129.1; 128,5; 127.4; 126,8;
125,7; 111,0; 100,9; 96,1; 87,5; 85.5; 85.4; 80,3; 80,0; 72,0; 68.7; 60.,6; 48,8; 40,3; 40,1; 25,7;
24,2;20,9; 19,7; 18,1; 12,1; -5,0; -5,1; *'P NMR (202 MHz, CD3CN): 6 =-7.530 ja -7.814 ppm.
HRMS (ESI): m/z laskettu C44HsoCINsNaO13PSi": 982,3197 [M+Na]"; havaittu 982.3207.

3.2.6 3’-O-tert-butyylidimetyvlisilyvyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yvli)-tymidylyvyli-3°.5 -

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11h)

Yhdiste 11h syntetisoitiin kuten edelld on kuvattu. L&htdaineena kéytettiin 5'-O-(2-
metoksipropan-2-yyli)-tymidiinid (14d) (0,41 mmol; 0,12 g; 1 ekv.). Reaktion saanto oli 0,18
g (51 %). Tuote karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti: 'H-NMR (500 MHz, CD3CN): §=
9,08 (2H, s, NH), 7,66-7,38 (2H, m, H(Ar)), 7,35 (1H, d, J= 8,2 Hz, H(Ar)), 7,27-7,21 (4H, m,
H(Ar)), 7,18-7,11 (1H, q, H(Ar)), 6,19-6,07 (2H, m, 2 H1"), 5,10-5,03 (1H, m, H3"), 4,36-4,12
(4H,m, H3",H4’,2 H5""), 3,93-3,92 (1H, m, H4"), 3,51-3,42 (2H, m, 2 H5"), 3,04 (3H, d, J=8.,9
Hz, OCH3), 2,45-2,35 (1H, m, H2"), 2,26-2,21 (1H, m, H2"), 2,11-2,08 (2H, m, 2 H2""), 1,74
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(3H, s, CH3-Bz), 1,69 (3H, d, J = 3,7 Hz, CH3-Bz), 1,24-1,21 ( 6H, q, 02C(CH3)2), 0,80 (9H, s,
SiC(CH3)3), 0,00 (6H, s, Si(CH3)2). *C-NMR (126 MHz, CDsCN): ¢ = 151,0; 150,3; 136,5;
136,1; 131,3; 129,1; 127,4; 125,6; 124,3; 122,3; 111,0; 100,1; 85,4; 84,5; 80,8; 72,0; 68,6; 61,1;
48.8; 40,1; 38,7; 25.6; 24,3; 18,1; 12.1; -5,0; -5,1; *'P NMR (202 MHz, CD;CN): § = -7.642 ja
-7.704 ppm. HRMS (ESI): m/z laskettu C3¢H23CIN4NaO3PSi': 865,2618 [M+Na]"; havaittu
865.2633.

Yhdiste 11h syntetisoitiin my0s kadyttden fosforylointireagenssina bis(bentsotriatso-1-lyyli)-2-
kloorifenyylifosfaattia (9). 5'-O-MIP-tymidiini (14d) (0,41 mmol; 0,12 g; 1 ekv.) liuotettiin
typpi-ilmakehdssd pyridiiniin (200 pl) ja reaktioliuokseen liséttiin fosforylointireagenssi 8
(0,49 mmol; 2,45 ml; 1,2 ekv.). Reaktiota sekoitettiin 50 min ja reaktion etenemistéd seurattiin

TLC:n avulla eluenttina 5 % MeOH/DCM, jossa 1 % pyridiinié.

Reaktioliuos jaettiin kahteen osaan; yhdisteen 11h syntetisoimiseksi sekd nopeusvakion
madrittamiseksi  3’-O-TBDMS-tymidiinin  (15b) ja 5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-2’-
deoksitymidiini-3’-O-(bentsotriaso-1-yyli)-2-kloorifenyylifosfaatti-johdannaisen
kytkentdreaktiolle (Kts. Kineettiset mittaukset).

Yhdisteen 11h syntetisoimiseksi noin puolet reaktioliuoksesta (1 ml, 1 ekv.) siirrettiin 3"-O-
TBDMS-tymidiinin (15b) (0,09 g; 1,2 ekv.) joukkoon ja reaktioliuokseen liséttiin NMI (1,03
mmol; 81,6 ul; 5 ekv.). Reaktioliuosta sekoitettiin 3 h. Reaktioliuokseen lisédttiin DCM:4a (50
ml) ja orgaaninen faasi pestiin 10 %:lla NaHCO2:1la (3x 25 ml), kuivattiin Na>SOaq:lla,
suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Haihdutusjdannos sdilytettiin -25 °C:ssa. Raakatuote 11h
puhdistettiin silikageelikromatografisesti eluenttina etyyliasetaatin ja heksaanin seos (9:1 v/v),
jossa 1 % pyridiinid. Synteesin saanto oli 0,11 g (91 %). Tuote karakterisoitiin NMR-
spektroskopisesti: 'H-NMR (500 MHz, CD3CN): = 9,09 (1H, s, 2 NH), 7,43-7,11 (6H + py,
m, H(Ar)), 6,19-3,16 (1H, m, H1") 6,12-6,07 (1H, m, H1"), 5,10-5,03 (1H, m, H3"), 4,36-4,12
(4H, m, H3", H4", 2 H5""), 3,99-3,91 (1H, m, H4"), 3,53-3,42 (2H, m, 2 H5"), 3,04 3H, d, J =
9,0 Hz, OCH3), 2,45-2,35 (1H, m, H2"), 2,26-2,21 (1H, m, H2"), 2,11-2,08 (2H, m, 2 H2""),
1,75-1,74 (3H, m, CH3-Bz), 1,69-1,68 (3H, m, CH3-Bz), 1,24-1,21 (6H, m, O.C(CH3)z2), 0,80
(9H, s, SiC(CH3)3), -0,00 (6H, s, Si(CH3)2). *C-NMR (126 MHz, CD3CN): 6 = 207,5; 173,0;
171,3; 164,2; 151,1; 146,8; 136,7; 136,4; 131,3; 129,1; 129,0; 129,0; 127,4; 122,3; 111,1; 85,9;
85.,4; 85,4; 82,7;74,2; 74,1, 68,9; 61,9; 61,8; 60,5; 38,6; 38,0; 36,7; 29,4; 28,4, 20,7; 14,1; 12,2;
12,1. *'P NMR (202 MHz, CD3CN): § = -7,642 ja -7,704 ppm.
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3.2.7 NS-Dimetyylibentsoyyli-3’-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-

3’. 5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11a)

N®-Dimetyylibentsoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)adeniini (14a; 0,43 mmol, 0,195 g)
livotettiin  typpi-ilmakehéssd kuivaan pyridiniin (100 pl). Reaktioliuokseen lisittiin
fosforylointireagenssi 10 (1,15 ekv. 0,49 mmol; 2,45 ml) ja reaktiota sekoitettiin 50 min.
Reaktiota seurattiin TLC:n avulla. Reaktioliuos dekantoitiin kuivan tymidiini-3’-O-
levulinoyylin (15a, 1,2 ekv: 0,51 mmol) joukkoon ja reaktioliuokseen lisdttiin NMI (5 ekv. 2,15
mmol; 171 pul). Reaktiota sekoitettiin 3 h. Reaktiota seurattin HPLC:114 ottamalla 1,5 h; 2,5 h
ja 3 h néytteet. Reaktioliuokseen lisédttiin DCM:44 (50 ml) ja orgaaninen faasi pestiin 10 %:1la
NaHCOqz:1la (3 x 25 ml), kuivattiin Na>SOs:lla, suodatettiin ja haihdutettiin  kuiviin.
Haihdutusjddnnds  sdilyttiin - -25 °C:ssa. Raakatuote (11a) puhdistettiin  kahdesti
silikageelikromatografisesti eluenttina 7 % MeOH/DCM, jossa 1 % pyridiinid. Synteesin saanto
oli 0,29 g (74 %). Tuote (11a) karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti. 'H-NMR (500 MHz,
CD3CN): 6 = 9,33-9,26 (2H, m, 2 NH), 8,65-8,69 ( 6H, m, Ar), 7,56-7,49 (3H, m, Ar), 7,42-
7,33 (7TH, m, Ar), 7,29-7,23 (1H, m, Ar), 7,24-7,12 (2H, d, J = 9,85 Hz, Ar), 6,54-6,50 (1H, q,
HI1"), 6,24-6,20 (1H, t, H1"), 5,49-5,39 (1H, m, H3"), 5,30-5,27 (1H, m, H3"), 4,58-4,43 (3H,
m, 2 H5'+ H4"), 4,27-4,25 (1H, m, H4"), 3,68-3,56 (2H, m, 2 H5""), 3,16-3,04 (4H, m +d, J =
2,6 Hz, H2"" + OCH3), 2,88-2,75 (3H, m, H2"" + CH>), 2,56-2,52 (2H, dt, CH>), 2,48 (3H, s,
CHs-Bz), 2,38 (3H, s, Thy CHz3), 2,26-2,31 (2H, m, 2 H2"), 1,98-1,96 (3H, m, COCH3), 1,78-
1,77 (3H, dd, CH3-Bz), 1,27 (6H, s, C(CH3),). *C-NMR (126 MHz, CDsCN): 6 = 207,4; 173,0;
173,0; 173,0; 164,1, 164,0; 152,5; 151,0; 150,3; 146,9; 142,8; 142,7; 141,8; 137,8; 136,5;
136,2;136,2; 133,0; 132,4; 131,3; 129,1; 129;0 128,6; 127,4; 127,4; 126,9; 124,3; 122,3; 122,3;
122,3; 111,3;111,3; 100,7; 85.5; 85.2; 85,1; 84,6; 82,7; 82,7; 82,6; 80.,5; 80.4; 80,3; 74,2; 74,1;
69,1; 69,0; 61,0; 60,9; 48,5; 38,5; 38,0; 36,8; 29,4; 28,3; 24,2; 24,1; 21,0; 19,8; 12,1; 12,1. 'P
NMR (202 MHz, CD3CN): & = -7,544 ja -7,967 ppm. HRMS (ESI): m/z laskettu
Cu4Hs>CIN;7O14P": 968,2993 [M+H]"; havaittu 968,3072.

3.2.8 N*-Dimetyylibentsoyyli-3’-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yvyli)-sytidylyvli -

3’. 5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11b)

Tuote 11b syntetisoitiin kuten edelli on kuvattu. Lihtdaineina kiytettiin N*-
dimetyylibentsoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidiinid (14b; 0,41 mmol; 0,177 g) ja 3’-
O-levulinoyylid  (15a; 0,49 mmol; 0,167 g). Raakatuote 11b puhdistettiin
silikageelikromatografisesti eluenttina 7 % metanolin ja etyyliasetaatin (EtOAc) seos, jossa 1
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% pyridiinii. Reaktion saanto oli (51 %). Tuote karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti: 'H-
NMR (500 MHz, CD3CN): 6= 9,20 (1H, s, NH), 9,18 (1H, s, NH), 8,59-8,59 (1H, d, /=4 Hz,
Ar), 7,55-7,42 (4H, m, Ar), 7,38-7,32 (3H, m, Ar), 7,28-7,23 (1H, q, Ar), 7,12-7,11 (1H, d, J =
7,7 Hz, Ar), 6,23-6,19 (2H, m, 2 H1"), 5,27-5,26 (1H, m, H3"), 5,23-5,17 (1H, m, H3"), 4,54-
4,38 (3H, m, H4", 2 H5"), 4,26-4,24 (1H, s, H4"), 3,70-3,56 (2H, m, 2 H5""), 3,17-3,15 (3H, d,
J =10 Hz, OCH3), 2,85-2,77 (3H, m, H2', CH>), 2,56-2,53 (2H, t, CH>), 2,44 (3H, s, Cyt?
CHs), 2,40-2,30 (6H, m +s, H2’,2 H2"", CH3-Bz), 2,14 (3H, s, COCH3), 1,18 (3H, s, CH3-Bz),
1,35-1,30 (6H, dd, C(CH3)2). *C-NMR (126 MHz, CDsCN): 6 = 207.,4; 172,9; 172.9; 164,0;
163,3; 155,3; 150,9; 150,3; 145,2; 145,1; 142,2; 137,7; 136,5; 136,3; 136,2; 132,5; 132,4;
131,3; 129,1; 129,0; 128,5; 127,4; 127,3; 126,8; 124,3; 122,3; 122,2; 122,2; 111,3; 111,2;
100,9; 100,9; 96,1; 87,5; 57,5; 85,6; 85,5; 85,4; 85,2; 85,3; 82,7; 82,6; 82,6; 80,4; 80.4; 80.,1;
80,0; 74,2; 69,0; 69,0; 60,7; 60,5; 48,8; 48,8; 40,3; 40,3; 38,0; 36,8; 36,7; 29,4; 28,3; 24,2; 24,1;
20,9; 20,7; 19,7; 14,1; 12,1; 12,1.3'P NMR (202 MHz, CD3CN): & = -7,506 ja -7,978 ppm.
HRMS (ESI): m/z laskettu C43Hs2CINsO1sP™: 944,2881 [M+H]"; havaittu 944,2998.

3.2.9 N?-Isobutyryvli-3’-O-levulinoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3°.5 -

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11¢)

Tuote 11c syntetisoitiin kuten edelld on kuvattu. Lihtdaineina kiytetiin N*-isobutyryyli-5"-O-
(2-metoksipropan-2-yyli)-guanosiinia (14¢; 0,86 mmol; 0,34 g) ja 3'-O-levulinoyylid (15a;
1,12 mmol; 0,38 g). Raakatuote 11¢ puhdistettiin silikageelikromatografisesti eluenttina 8 %
MeOH/EtOAc seos, jossa 1 % pyridiinid. Reaktion saanto oli (59 %). Tuote karakterisoitiin
NMR-spektroskopisesti: 'H-NMR (500 MHz, CD;CN): 6= 12,06 (1H, s, NH), 10,16 (1H, s,
NH), 9,83 (1H, s, NH), 7,95 (1H, d, J= 3,7 Hz, HS), 7,56-7,24 (10H, m, H(Ar) + py), 6,26-6,21
(2H, m, 2 H1"), 5,40-5,30 (2H, m, 2 H3"), 4,56-4,26 (4H, m, 2 H4', 2 H5""), 3,65-3,52 (2H, m,
2 H5"), 3,08 (3H, d, J= 14,4 Hz, OCH3), 3,00-2,93 (1H, m, H2"), 2,92-2,66 (4H, m, CH(CH3)>,
CH», H2), 2,56-2,53 (2H, t, CH»), 2,42-2,31 (2H, m, 2 H2""), 2,14 (3H, d, /= 2,1 Hz, COCH3),
1,86 (3H, d, J= 1,52 Hz, Thy CH3), 1,31-1,29 (6H, m, C(CH3)2), 1,24-1,22 (6H, m, CH(CHs)2).
BC-NMR (126 MHz, CD3CN): ¢ = 207,5; 180,8; 173,0; 173,0; 164,7; 155,9; 151,0; 151,0;
150,3; 149,2; 149,1; 149,0; 146,9; 138,5; 137,8; 137,7; 137,0; 136,7; 136,5; 131,4; 129,1;
127,4; 125,7; 124,3; 122,3; 121,7, 121,6; 120,9; 111,2; 100,9; 100,8; 86,1; 85,7; 85,2; 85,2;
85,1; 85,0; 84,3; 84,1; 82,9; 82,8; 82,8; 82,7; 81,2; 81,1; 81,1; 81,0; 74,2; 74,1, 69,0; 69,0; 68,8;
68,7; 61,2; 61,1; 48,6; 48,6; 38,6; 38,4; 38,0; 37,0; 36,8; 36,3; 33,2; 29,4; 28 ,4; 24,2; 24,2; 24,1;
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18,8; 18,8; 12,3; 12,1. P NMR (202 MHz, CD3CN): § = -7.437 ppm. HRMS (ESI): m/z
laskettu C3oHsoCIN7O1sP™: 922,2786 [M+H]"; havaittu 922,2771.

3.2.10 3’-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-tymidylyyli-3'5’-

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11d)

Tuote 11d syntetisoitiin kuten edelld on kuvattu. Léhtoaineina kaytettin 5'-O-(2-
metoksipropan-2-yyli)-tymidiinid (14d; 0,86 mmol; 0,257 g) ja 3'-O-levulinoyylid (15a; 1,12
mmol; 0,38 g). Raakatuote 11d puhdistettiin silikageelikromatografisesti eluenttina 5 %
MeOH/EtOAc seos, jossa 1 % pyridiinid. Reaktion saanto oli (88 %). Tuote karakterisoitiin
NMR-spektroskopisesti: 'H-NMR (500 MHz, CDsCN): 6= 9,35(2H, m, 2 NH), 7,55-7,23 (12H,
m, 6 H(Ar) + py), 6,31-6,28 (1H, m, H1"), 9,24-6,21 (1H, m, H1"), 5,28-5,17 (2H, m, 2 H3"),
4,52-4,24 (4H, m, 2 H5', 2 H4"), 3,63-3,54 (2H, m, 2 H5""), 3,16 (3H, d, J = 7,55 Hz, OCH3),
2,78-2,77 (2H, m, CH»), 2,56-2,47 (3H, m, CH>, H2"), 2,39-2,22 (5H, H2’, H2"", H20), 2,00-
1,96 (3H, m, COCH3), 1,87-1,86 (3H, m, Thy CH3), 1,79 (3H, s, Thy CH3), 1,36-1,33 (6H, m,
C(CHs),). BC-NMR (126 MHz, CDsCN): 6 =207,5; 1723,0; 172,9; 164,2; 164,2; 151,0; 150,3;
146,8; 146,8; 136,6; 136,3; 136,3; 136,2; 136,0; 131,3; 131,2; 129,1; 129,0; 129,0; 128,7;
127,4; 127,4; 127,3; 125,7; 125,7; 125,6; 124,4; 122,3; 122,3; 122,2; 111,3; 111,3; 111,0;
100,9; 100,9; 85,5; 85,3; 84,9; 84,7; 84,6, 84,6; 84,5; 82,7; 82,7; 82,6; 80,9; 80,8; 80,8; 80,9;
74,4;74,3;74,2; 74,1, 73,8; 69,0; 69,0; 61,2; 61,1; 60,5; 48,8; 48,8; 38,7; 38,0; 36,8; 29,4; 28,3;
24,3; 24.,3; 20,7; 14,1; 12,2. 3'P NMR (202 MHz, CD3CN): § = -7,595 ja -7,819 ppm. HRMS
(ESI): m/z laskettu C3sHasCINsNaOsP*: 849,2122 [M+Na]"; havaittu 849,2142.

3.2.11 N°-Dimetyylibentsoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3.5"-

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (16a)

N®-Dimetyylibentsoyyli-3’-O-levulinoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3",5 -

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11a, 0,35 mmol; 0,338 g) liuotettiin hydratsiinimonohydraatin
liuokseen (4,2 ml; 0,5 M; pyridini: etikkahappo, 4:1). Reaktiota sekoitettiin jddhauteessa 30
min ja huoneenldmmdssd 2,5 tuntia. Reaktio pysidytettiin kylldiselldi NaHCOs-liuoksella.
Seokseen lisittiin dikloorimetaania, jossa 0,5 % pyridinié ja orgaanista faasia pestiin kylléisella
NaHCOs:1la ja kylldiselld NaCl:lla. Orgaaninen faasi kuivattiin Na;SOs:lla, suodatettiin ja
haihdutettiin kuiviin. Haihdutusjdénnds séilytettiin -25 °C:ssa. Tuote 16 a puhdistettiin
silikageelikromatografisesti eluenttina 5 % MeOH/DCM, jossa 1 % pyridinid. Reaktion saanto
0li 0,21 g (70 %). Tuote karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti. 'H-NMR (500 MHz, CD3CN):
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5=9,34 (2H, 2 NH), 8,36 (1H, s, H8), 7,79-7,13 (14H, m, H(Ar) + py), 6,54-6,49 (1H, m, H1"),
6,24-6,20 (1H, m, H1"), 5,47-5,38 (1H, m, H3"), 4,54-4,34 (4H, H3’, H4", 2 H5"), 4,09-4,08
(1H, m, H4"), 3,68-3,55 (2H, m, 2 H5""), 3,15-3,07 (1H, m, H2""), 3,04 (3H, d, J = 4,4 Hz,
OCHa), 2,88-2,77 (1H, m, H2""), 2,48 (3H, s, CH3-Bz), 2,38 (3H, s, Thy CH3), 1,17-2,12 (4H,
m, 2 H2'+ H,0), 1,78 (3H, s, CH3-Bz), 1,27 (6H, s, C(CHs),). *C-NMR (126 MHz, CD3CN):
5 =168,0; 164,2; 164,1; 152,5; 151,0; 150,9; 150,3; 146,9; 146,9; 142,8; 142.6; 141,8; 137.8;
136,5; 136,4; 133,0; 132,4; 131,3; 129,1; 129,0; 128,7; 127.4; 127,3; 126,9; 125.8; 125,7;
124,7; 124,4; 122,3; 122,3; 122,3; 119,2; 111,0; 100,8; 85,4; 85,3; 85,2; 85,1; 85,0; 84,9; 84,9;
84,8; 84.6; 80,3; 80,3; 80,2; 70,9; 70,8; 69,1; 69,1; 69.0; 61,0; 60,9; 48,5; 39,7; 39,7; 38.6; 38,5;
24.2; 24.,1; 21,0; 19,8; 12,1; 12,1. *'P NMR (202 MHz, CD3CN): § = -7,460 ja -7,786 ppm.
HRMS (ESI): m/z laskettu C39Hs6CIN7O12P*: 871,2572 [M+H]"; havaittu 870,2646.

3.2.12 N*-Dimetyvlibentsoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli-3”.5-

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (16b)

N*-Dimetyylibentsoyyli-3"-O-levulinoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli-3",5 -
tymidiinikloorifenyylifosfaatin (11b; 0,14 mmol; 0,130 g) levulinoyyliryhmi irrotettiin
hydratsiiniksittelylld (1,7 ml; 0,5 M; pyridini: etikkahappo, 4:1) kuten edelld. Tuote N*-
dimetyylibentsoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli-3°,5"-
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (16b) puhdistettiin silikageelikromatografisesti eluenttina 5 %
MeOH/DCM, jossa 1 % pyridiinid. Reaktion saanto oli 0,07 g (63 %). Tuote karakterisoitiin
NMR-spektroskopisesti. 'H-NMR (500 MHz, CD3;CN): 6 =9,22-9,21 (2H, m, 2 NH), 8,60-8,59
(4H, d, J = 3,8 Hz, H(Ar)), 7,55-7,10 (10H, m, H(Ar) + py), 6,22-6,21 (2H, m, 2H1"), 5,21-
5,16 (1H, m, H3"), 4,49-4,39 (4H, m, H3", H4', 2 H5"), 4,07 (1H, s, H4"), 3,69-3,57 (2H, m, 2
H5"), 3,17-3,15 (3H, d, J = 8,65 Hz, OCH3), 2,84-2,77 (1H, m, H2"), 2,44-2,36 (7TH, s +s +
m, CH3-Bz, Thy CHs, H2"), 2,26-2,24 (2H, m, 2 H2"" + H,0), 1,78 (3H, s, CH3-Bz), 1,35-1,31
(6H, dd, C(CH3)2). >*C-NMR (126 MHz, CD3CN): 6 =169,9; 164,1; 163,4; 163,4; 155,4; 151,0;
150,3; 146,9; 146,8; 145,2; 145,1; 142,2; 137,7; 137,7; 136,5; 136,4; 136,4; 132,5; 132,4;
131,3; 129,1; 129,0; 128,5; 127,4; 127,3; 126,8; 125,8; 125,7; 125,6; 124,4; 122,3; 122,3;
122,2; 122,2; 111,0; 111,0; 100,9; 100,9; 96,3; 96,2; 87,6; 85,5; 85,5; 85,4; 85,4; 85,3; 84,9;
84,9; 84,8; 80,4; 80,3; 80,2; 80,2; 70,9; 70,8; 69,1; 69,0; 69,0; 60,7; 60,6; 48,8; 48,8; 40,3; 40,3;
40,3; 39,7; 39,6; 24,2; 24,1; 20,9; 19,7. *'P NMR (202 MHz, CD3CN): & = -7,380 ja -7,891
ppm. HRMS (ESI): m/z laskettu C3sHasCINsn2O13P": 868,2332 [M+Na]"; havaittu 868,2379.
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3.2.13 N?-Isobutyryyli-5’-0O-(2-metoksipropan-2-yvyli)-guanylyyli-3’5’-

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (17)

N*-Isobutyryyli-3'-O-levulinoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3° 5'-
tymidiinikloorifenyylifosfaatin (11¢; 0,31 mmol; 0,300 g) levulinoyyli irrotettiin
hydratsiinikisittelylld (3,76 ml; 0,5 M; pyridini: etikkahappo, 4:1) kuten edelld. Tuote N*-
isobutyryyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3 "5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti
(17) puhdistettiin silikageelikromatografisesti eluenttina 8 % MeOH/DCM (jossa 1 %
pyridiinid). Reaktion saanto oli 0,24 g (92 %). Tuote karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti.
"H-NMR (400 MHz, CD3CN): 6 = 9,42-9,40 (2H, m, 2 NH), 7,95 (1H, s, H8), 7,56-7,26 (14H,
m, H(Ar) + py), 6,26-6,20 (2H, m, 2 H1"), 5,41-5,33 (3H, m, H3"), 4,53-4,45 (2H, m, 2 H5""),
4,42-4,40 (1H, m, H3"), 4,11-4,08 (1H, m. H4"), 3,64-3,52 (3H, m, 2 H5", H4"), 3,09-3,06 (3H,
d,/=11,7 Hz, OCH3), 2,96-2,91 (1H, m, H2"), 2,83-2,67 (2H, CH(CH3)2, H2"), 2,30-2,24 (3H,
m, 2 H2"" + H;0), 1,87-1,86 (3H, m, Thy CH3), 1,30-1,29 (6H, d, J = 8,6 Hz, C(CH3)2), 1,24-
1,22 (6H, m, N(CHCH3)2). *C-NMR (126 MHz, CD;CN): § = 180,8; 180,8; 170,6; 170,5;
170,4; 164,8; 155,9; 151,0; 151,0; 150,3; 149,2; 149,1; 149,0; 146,9; 137,8; 137,7; 137,1;
137,0; 136,5; 131,4; 129,1; 128,5; 127,4; 125,7; 124,4; 122,3; 122,3; 121,6; 121,5; 110,9;
100,9; 100,8; 97,2; 86,0; 85,5; 85,3; 85,2; 85,1; 85,1; 85,0; 85,0; 84,9; 84,3; 84,1, 81,1; 81,0;
81,0; 71,2;70,8; 70,7; 70,4; 70,3; 69,0; 69,0; 68,6; 61,2; 61,2; 61,0; 55,2; 48,6, 48,6; 39,9; 39,8;
38,6; 36,3; 24,2; 24.2; 24,1; 20,5; 20,5; 20,4; 18,8; 18,8. *'P NMR (202 MHz, CD3CN): § = -
7,277 ja -7,346 ppm. HRMS (ESI): m/z laskettu C3sHs3CIN7NaO3P*: 846,2237 [M+Na]";
havaittu 846,2207. Tuotteen todettiin sisdltdvén n. 20 % tuntematonta epapuhtautta.

3.2.14 N°-Dimetyylibentsoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3°.5"-

tymidiinikloorifenyylifosfaatin 3’-O-(2-syanoetyvli-N, N-di-isopropyylifosforamidiitti)
12a

N®-Dimetyylibentsoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3",5 -
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (16a; 0,19 mmol; 0,17 g) liuotettiin kuivaan DCM:é4n (1 ml) ja
reaktioliuokseen lisdttiin kuiva TEA (0,28 mmol; 38,4 pl) ja fosfitylointireagenssi 2-
syanoetyyli N, N-di-isopropyylikloorifosforamidiitti (0,15 mmol; 36,7 ul). Reaktiota sekoitettin
3 h. Reaktiota seurattiin TLC:n avulla. Tuote (12a) puhdistettiin vilittdmasti
silikageelikromatografisesti eluenttina 3 % MeOH/EtOAc, joka sisdlsi 3 % TEA:a.
Tuotefraktiot yhdistettiin ja haihdutettiin kuiviin. Haihdutusjadnnos haihdutettiin kahdesti
kuivasta DCM:std, jossal % kuivaa pyridiinid. Reaktion saanto oli 0,14 g (66 %). Tuote
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karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti. 'H-NMR (400 MHz, CD3CN): 6 =9,34 (2H, m, 2 NH),
8,65-8,59 (2H, dd, H(Ar)), 7,53-7,12 (9H, m, H(Ar) + py), 6,53-6,52 (1H, m, H1"), 6,24-6,21
(1H, m, H1"), 5,52-5,46 (1H, m, H3"), 4,61-4,22 (5SH, m, H3", 2 H4’, 2 H5""), 3,86-3,75 (2H,
m, OCHb»), 3,68-3,58 (4H, m, N(CHCH3s)2, 2 HS"), 3,14-3,04 (4H, m + s, H2", OCH3), 2,87-
2,78 (1H, m, H2"), 2,71-2,66 (2H, m, CH>CN), 2,48 (3H, s, CH3-Bz), 2,46-2,24 (5SH, m, 2 H2"",
Thy CHs), 1,78 (3H, s, CH3-Bz), 1,27 (6H, s, C(CH3).), 1,21-1,19 (15H, d, J = 6,6 Hz,
N(CHCHj3), + TEA). 3C-NMR (126 MHz, CDsCN): = 167,9; 164,1; 164,0; 152,5; 152,4;
150,9; 150,9; 150,3; 150,3; 146,9; 142,7; 142,6; 141,8; 137,8; 136,5; 136,4; 136,4; 133,0;
132,4; 131,3; 129,1; 128,6; 127.4; 127,3; 126,9; 125,7; 124,7; 124,3; 122,2; 119,2; 111,1;
111,1; 100,7; 85,5; 85,2; 85,1; 85,0; 84,6; 83,9; 80,4; 73,2; 68.,8; 60,9; 59,1; 58,9; 58,9; 48.5;
43,8; 43,7, 43,6, 43,6, 43,4; 43,2; 38,9; 38,6; 24,6, 24,5; 24,4; 24,3, 24,2; 24,2; 21,0, 20,6; 20,6;
19,8; 12,1; 12,1. *'P NMR (202 MHz, CD3CN): § = -148,892; 148,729; 148,694; 148,545, -
7,495; -7,481; -7,826 ja -7,914 ppm. HRMS (ESI): m/z laskettu C4sHs3CINoO13P2": 1070,3704
[M+H]"; havaittu 1070,3718.

3.2.15 N*-Dimetyvlibentsoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yvyli)-sytidylyyl-3°.5 -

tymidiinikloorifenyylifosfaatin 3 ’-O-(2-syanoetyyli-N, N-di-isopropyylifosforamidiitti)
12b

N*-Dimetyylibentsoyyli-5 -O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli-3°,5-

tymidiinikloorifenyylifosfaatti  (16b; 0,14 mmol; 0,12 g) 2-syanoetyyli-N,N-di-
1sopropyylikloorifosforamidiitilla (0,16 mmol; 36,7 ul) TEA:n ldsni ollessa (0,20 mmol, 27,5
ul) kuten edelld. Reaktion saanto oli 0,97 g (68 %) Tuote 12b karakterisoitiin NMR-
spektroskopisesti. 'TH-NMR (400 MHz, CD3sCN): 6 = 9,12-8,97 (2H, s, 2 NH), 8,49-8,48 (3H,
d, J =428 Hz, H(Ar)), 7,42-6,00 (12H, m, H(Ar) + py), 6,12-6,09 (1H, m, 2 H1"), 5,11-5,05
(1H, m, H3"), 4,51-4,27 (4H, m, H(Ar), H3", 2 H4"), 4,15-4,01 (1H, m, H5"), 3,78-3,64 (2H,
m, OCH>), 3,58-3,45 (4H, m, H5’, 2 H5"", N(CHCH3)2), 3,31-3,22 (N(CHCH3)2), 3,06-3,04
(3H, d, J = 6,92 Hz, OCH3), 2,75-2,54 (4H, m, 2 H2", CH2CN), 2,33-2,10 (10H, m, CH3-Bz, 2
H2"’, Thy CHs + H20), 1,68 (3H, s, CH3-Bz), 1,24-1,10 (29H, m, C(CH3)2, N(CHCH3)> +
TEA). ). 3C-NMR (126 MHz, CDsCN): 6 = 169,9; 164,1; 163,4; 155,4; 150,9; 150,3; 145,2;
145,1; 142,2; 137,7; 136,5; 132,5; 132,4; 131,3; 129,0; 128,5; 127,4; 127,3; 126,8; 124,3;
122,3; 122,2; 119,2; 111,1; 100,9; 100,9; 96,2; 87,5; 85,7; 85,5; 80,0; 73,2; 73,0; 68,7; 60,7;
60,6; 59,2; 59,1; 59,0; 58,9; 53,1; 48,8; 46,2; 43,8; 43,7; 43,7, 43,6; 43,4; 40,3; 38,8; 24,5; 24,4,
24,4; 24,4; 24,2; 24,1; 20,9; 20,6; 20,6; 19,7; 12,1; 12,1. *'P NMR (202 MHz, CD3CN): § =
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148,702; 148,682; 148,568; 148,545; -7,483; -7,557; -7,851 ja -7,925 ppm. HRMS (ESI): m/z
laskettu C47He2CIN7NaO14P2": 1068,3416 [M+Na]"; havaittu 1068,3408.

3.2.16 3'-O-Levulinoyyli-tymidylyyli-3°. 5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti (18)

3’-O-Levulinoyyli-5-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-tymidylyyli-3°,5"-
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11d; 0,54 mmol; 0,450 g) livotettiin 5 %:een
dikloorietikkahapon (DCA) DCM:MeOH-seokseen (2:1, v:v, 5,44 ml). Reaktiota seurattiin
TLC:n avulla. Reaktioliuos neutraloitiin pyridiinilld. Reaktioaika oli 3 h. Raakatuote 18
puhdistettiin silikageelikromatografisesti eluenttina 8 % MeOH/EtOAc. Tuotteena saatu 3'-O-
levulinoyyli-tymidylyyli-3°,5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti  (18) kuivatiin  NaSOs:lla,
suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Saanto oli 0,24 g (58 %). Tuote karakterisoitiin NMR-
spektroskopisesti. 'H-NMR (500 MHz, CD;CN): ¢ = 9,30-9,25 (1H, m, 2 NH), 7,55-7,23 (5H,
m, H(Ar)), 6,23-6,22 (2H, m, 2 H1"), 5,28-5,22 (2H, m, 2 H3"), 4,51-4,43 (2H, m, 2 H5"), 4,23-
4,14 (1H, 2 5,2 H4"), 3,76-3,69 (2H, m, 2 H5""), 2,79 (2H, s, CH»), 2,56-2,27 (6H, s + m, CHa,
2 H2',2 H2""), 2,15 (3H, s, CHOCH3), 1,85 (3H, s, Thy CH3), 1,79 (3H, s, Thy CHs3). ). *C-
NMR (126 MHz, CD3CN): ¢ = 207,5; 173,0; 171,3; 164,2; 151,1; 146,8; 146,8; 136,7; 136,4;
131,3; 129,1; 129,0; 129,0; 127,4; 122,3; 111,4; 111,1; 85,9; 85,9; 85,6; 85,4; 85,4; 82,7; 82,6;
80,4; 74,2; 74,1; 69,0; 68,9; 61,9; 61,8; 60,5; 38,6; 38,0; 36,7; 29,4; 28,4; 20,7; 14,1; 12,2; 12,1;
12,1. *'P NMR (202 MHz, CD3CN): § = -7,595 ja -7,819 ppm. HRMS (ESI): m/z laskettu
C31H36CINgNaO14P*: 777,1546 [M+Na]*; havaittu 777,1519.

3.2.17 N2-Isobutyryyli-3’-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli) suojatun GTTT-

tetrameerin kloorifenyylifosfotriesteri (13)

N*-Isobutyryyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3",5"-

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (17; 0,77 mmol; 0,18 g; 1 ekv.) liuotettiin typpi-ilmakehéssa
pyridiiniin (50 pl) ja reaktioliuokseen lisdttiin fosforylointireagenssi 10 (0,26 mmol; 1,32 ml;
1,20 ekv.). Reaktiota sekoitettiin 80 min ja reaktion etenemistd seurattiin TLC:n avulla
eluenttina 8 % MeOH/DCM, jossa 1 % pyridiinid. Reaktioliuos dekantoitiin 3 -O-levulinoyyli-
tymidylyyli-3’,5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatin (18; 0,27 mmol; 0,20 g; 1,20 ekv.) joukkoon
ja reaktioliuokseen liséttiin NMI (1,10 mmol; 88 ul; 5 ekv.). Reaktioliuosta sekoitettiin 5,5 h.
Reaktiota seurattiin HPLC:114. Reaktioliuokseen liséttiin DCM:44, jossa 0,5 % pyridiinid (50

ml) ja orgaanista faasia pestiin kylldiselld NaHCOx:1la (3x 25 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin
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NaxSOs:lla, suodatettiin - ja haihdutettiin kuiviin. Haihdutusjddnnos sdilytettiin -25 °C:ssa.
Raakatuote 13 puhdistettiin silikageelikromatografisesti eluenttina 10 %:nen metanolin ja
etyyliasetaatin livos, jossa 1 % pyridiinid. Massaspektrometrisen analyysin perusteella
tuotteena muodostui yhdiste: 1772,3372 [M+Na]"; havaittu =1772,3306, jota ei onnistuttu

identifioimaan eiki karakterisoimaan NMR-spektroskopisesti luotettavasti (katso liite 43).
3.3 Kineettiset menetelmiit

37-O-(tert)-Butyylidimetyylisilyyli)tymidiinin (15b) kytkentdd Oxyma- ja HOBt-aktivoitujen
nukleosidi-3"-O-aryylifosfotriesterien kanssa 1,4-dioksaanin, pyridiinin ja NMIL:n ldsndollessa
25 °C:ssa seurattiin RP-HPLC:1la (C18 kolonni 250 x 2,4 mm, 5 pm, virtausnopeus 1 ml / min
ja A = 260 nm). Olosuhteet olivat samat kuin synteesissd, mutta 3'-O-(tert-
butyylidimetyylisilyyli)tymidiinin (15b; 14,7 mmol L") konsentraatio oli 0,1 kertainen Oxyma-
ja HOBt-aktivoitujen nukleosidi-3’-O-aryylifosfotriesterien konsentraatioihin (150 mmol L)
verrattuna. Néytteitd (30 pL) otettiin reaktioliuoksesta sopivin aikavélein ja laimennettiin
puskuriliuoksella (50 mM TEAA-puskuri / 70 % MeCN (100 pL)). Tuotteet identifioitiin

massaspektrometrisesti.

3.3.1 Oxyma-aktivoitu kytkentd

3’-O-(tert-Butyylidimetyylisilyyli)tymidiini (15b; 0,0215 mmol; 0,000731 g; 0,1 ekv.)
kytkettiin 57-0O-(2-metoksipropan-2-yyli)-2 -deoksitymidiini-3"-O-(1-syano-2-etoksi-2-
oksoetylideeni)amino)-2-kloorifenyylifosfaatti johdannaisen (0,205 mmol; 1 ekv.) kanssa
dioksaanissa pyridiinin ja NMI:n (1,025 mmol; 81,6 pl; 5 ekv.) ldsnd ollessa. Reaktiota
seurattiin HPLC:114 ottamalla néytteet reaktioliuoksesta sopivin véliajoin (0 min, 3 min 10's, 7
min 14 s, 18 min 30s,30 min48s,43 min50s, 1 h5min2s,1 h28 min25s, 1 h 58 min 15
sja2 h 59 min 34 s).

3.3.2 HOBt-aktivoitu kytkentd

37-O-(tert-Butyylidimetyylisilyyli)tymidiini (15b; 0,0205 mmol; 0,00731 g; 0,1 ekv.)
kytkettiin  5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-2’-deoksitymidiini ~ 3"-O-(betsotriasol-1-yyli)-2-
kloorifenyylifosfaatti-johdannaisen (0,205 mmol; 1 ekv) kanssa dioksaanissa pyridiinin ja
NMLn (1, 025 mmol; 81,6 ul; 5 ekv.) ldsni ollessa. Reaktiota seurattiin HPLC:114 ottamalla
reaktioliuoksesta néytteitd sopivin viliajoin (0's, 20's, 42 s, 68 s, 1 min 33 s, 2 min, 2 min 28 s,

3min25s,4min 11s,6min6s, 10 min 8 s, 19 min 25 s, 30 min 5 s).
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5. Liitteet

Liite 1. N°-Dimetyylibentsoyyli-3"-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3°,5’-
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11e) '"H NMR (CD3CN, 500 MHz)
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Liite 2. N®-Dimetyylibentsoyyli-3"-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3°,5’-
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11¢) '*C NMR (CD3CN, 126 MHz)
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Liite 3. N°-Dimetyylibentsoyyli-3"-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3°,5’-

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11e) >'P NMR (CD3sCN, 202 MHz)
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tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11g) '"H NMR (CD3CN, 500 MHz)
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Liite 5. N2-Isobutyryyli-3’-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3"5 -
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11g) '*C NMR (CD3CN, 126 MHz)

11g
Y A Ll ot L e .ﬂl ) i L Ll L \’L
at M\\
' 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 "ppm
Liite 6. N*-Isobutyryyli-3"-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3"5 -

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11g) 3'P NMR (CD3CN, 202 MHz)
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Liite 7. MN*-Dimethylbenzoyl-3'-O-fert-butyylidimetyylisilyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli -3’

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11f) '"H NMR (CD3CN, 500 MHz)
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Liite 8.  M*-Dimethylbenzoyl-3'-O-fert-butyylidimetyylisilyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli -3’

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11f) *C NMR (CD3sCN, 126 MHz)
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Liite 9.  MN*-Dimethylbenzoyl-3"-O-fert-butyylidimetyylisilyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli ~ -3"  5’-

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11f) 3'P NMR (CD3CN, 202 MHz)
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Liite 10. 3’-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-tymidylyyli-3” 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti
(11h) '"H NMR (CDs3CN, 500 MHz)
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Liite 11. 3’-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-tymidylyyli-3” 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti
(11h) 3C NMR (CDsCN, 126 MHz)

11h

T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

Liite 12. 3’-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-tymidylyyli-3” 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti
(11h) 3'P NMR (CDsCN, 202 MHz)
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Liite 13. N°-Dimetyylibentsoyyli-3"-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3’ 5-
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11a) 'H NMR (CD3CN, 500 MHz)
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Liite 14. N°-Dimetyylibentsoyyli-3 -O-levulinoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3’ 5%-

tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11a) '3C NMR (CD3CN, 126 MHz)
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Liite 15.

N°-Dimetyylibentsoyyli-3"-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3’
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11a) 3'P NMR (CD3CN, 202 MHz)

1a

Liite 16.

N*-Dimethylbenzoyl-3’-O-levulinoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli-3’
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11b) "H NMR (CD3CN, 500 MHz)

11b
| | ‘ ‘
| ||
| ‘ [ |
| | |
‘| L !
Bin AT |
|
M\ | |‘ i | | |"
. .
I ol { ‘ |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 ppm
IS I Py A 218 W, L RPYISYX !
alsl [ B (EEREEE 3 5 =@ = & EEEEERE ER
{=]1-] - (=] ol itiNi=lo i~ A =l ™ e o~ o~ ] N (oo o] N U=}

50



Liite 17.

N*-Dimethylbenzoyl-3’-O-levulinoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli-3’
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11b) '3C NMR (CD3CN, 126 MHz)
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Liite 18. N*-Dimethylbenzoyl-3"-O-levulinoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli-3’
tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11b) 3'P NMR (CD3CN, 202 MHz)
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Liite 19. N?-Isobutyryyli-3’-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3’,5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti
(11¢) 'H NMR (CDs3CN, 500 MHz)
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Liite 20. N?-Isobutyryyli-3’-O-levulinoyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3",5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti
(11¢) 3C NMR (CDsCN, 126 MHz)
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Liite 21. N?-Isobutyryyli-3’-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3',5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti
(11¢) 3'P NMR (CDsCN, 202 MHz)
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Liite 22. 3’-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-tymidylyyli-3" 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11d) 'H NMR
(CDsCN, 500 MHz)
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Liite 23. 3’-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-tymidylyyli-3”~ 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11d) '*C NMR
(CDsCN, 126 MHz)

11d
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Liite 24. 3’-O-levulinoyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-tymidylyyli-3~ 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (11d) 3'P NMR
(CDsCN, 202 MHz)

11d ‘
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Liite 25. N°-Dimetyylibentsoyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3" 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (16a) 'H

NMR (CD;3CN, 500 MHz)
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Liite 26. N°-Dimetyylibentsoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3" 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (16a) 3C

NMR (CD3CN, 126 MHz)
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Liite 27. N°-Dimetyylibentsoyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3" 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (16a) 3'P

NMR (CD;3CN, 202 MHz)

16a

Liite 28. N*-Dimetyylibentsoyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli-3~ 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (16b) "H

NMR (CDsCN, 500 MHz)
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Liite 29. M*-Dimetyylibentsoyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli-3" 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (16b) '3C
NMR (CDsCN, 126 MHz)

16b
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Liite 30. N*-Dimetyylibentsoyyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyli-3~ 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (16b) 3'P
NMR (CD3CN, 202 MHz)
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Liite 31. N?-Isobutyryyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3" 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (17) 'H NMR

(CDsCN, 500 MHz)
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Liite 32. N’-Isobutyryyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3" 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (17) '*C NMR

(CD5CN, 126 MHz)
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Liite 33. M-Isobutyryyli-5'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-guanylyyli-3~ 5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (17) 3'P  NMR
(CDiCN, 202 MH2)
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Liite 34. N°-Dimetyylibentsoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3",5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti 3’-O-(2-
syanoetyyli-N, N-di-isopropyylifosforamidiitti) (12a) 'H NMR (CD3CN, 500 MHz)
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Liite 35. N°-Dimetyylibentsoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3",5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti 3’-O-(2-
syanoetyyli-N, N-di-isopropyylifosforamidiitti) (12a) '*C NMR (CD3CN, 126 MHz)

12a
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Liite 36. N°-Dimetyylibentsoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-adenylyyli-3’,5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti 3’-O-(2-
syanoetyyli-N, N-di-isopropyylifosforamidiitti) (12a) *'P NMR (CD3CN, 202 MHz)
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Liite 37. MN*-Dimetyylibentsoyyli-5-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyl-3",5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti 3"-O-(2-
syanoetyyli-N, N-di-isopropyylifosforamidiitti) (12b) '"H NMR (CDsCN, 500 MHz)
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Liite 38. N*-Dimetyylibentsoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyl-3",5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti 3"-O-(2-
syanoetyyli-N, N-di-isopropyylifosforamidiitti) (12b) 3C NMR (CD3CN, 126 MHz)
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Liite 39. MN*-Dimetyylibentsoyyli-5’'-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-sytidylyyl-3",5’-tymidiinikloorifenyylifosfaatti 3"-O-(2-
syanoetyyli-N, N-di-isopropyylifosforamidiitti) (12b) 3'P NMR (CD3CN, 202 MHz)

12b

Liite 40. 3'-O-levulinoyyli-tymidylyyli-3 5 ~tymidiinikloorifenyylifosfaatti (18) 'H NMR (CDsCN, 500 MHz)
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Liite 41. 3'-O-levulinoyyli-tymidylyyli-3" 5 ~tymidiinikloorifenyylifosfaatti (18) 13C NMR (CDsCN, 126 MHz)
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Liite 42. 3’-O-levulinoyyli-tymidylyyli-3” 5 -tymidiinikloorifenyylifosfaatti (18) *'P NMR (CD3CN, 202 MHz)
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Liite 43. N2-Isobutyryyli-3'-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-GTTT-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (13) 'H
NMR (CD3CN, 500 MHz)

Liite 44. MN’-Isobutyryyli-3’-O-levulinoyyli-5"-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-GTTT-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (13) '3C
NMR (CD:CN, 126 MHz)
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Liite 45. N?-Isobutyryyli-3’-O-levulinoyyli-5’-O-(2-metoksipropan-2-yyli)-GTTT-tymidiinikloorifenyylifosfaatti (13) 3'P
NMR (CDsCN, 202 MHz)
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