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Dimetoksitrityyli (DMTr) on vakiintunut 5°-OH:n suojaryhmana syntetisoitaessa
oligonukleotideja automatisoidusti kiintealla kantajalla. Happolabiilimpi 2-metoksi-
isopropyyli-suojaus (MIP) on varteenotettava vaihtoehto trityylisuojaryhmalle
kehitettaessa kustannustehokkaampia ja vihreampia menetelmia oligonukleotidien
valmistamiseksi liuoksessa. Liuosfaasisynteesissa MIP-suojaryhman etuna on sen
pseudoirreversiibeli irtoaminen, joka tuottaa haihtuvia sivutuotteita asetonia ja
metanolia. Lisaksi MIP on happolabiilimpi kuin DMTr, jolloin mahdollisena
sivureaktiona muodostuvan depurinaation osuus vahenee.

Pro gradun johdanto-osiossa tarkastellaan nukleosidien ja hiilihydraattien
asetalisaatiota ja sen selektiivisyytta. Uridiinin primaarisen hydroksyyliryhman
selektiivista  asetalisaatiota @ on  aikaisemmin  tutkittu  kayttamalla  2,2-
dimetoksipropaania reagenssina ja di-p-nitrofenyylifosfaattia happokatalyyttina N,N-
dimetyyliasetamidissa.

Isopropylideeni ja bentsylideeni ovat kaksi vyleisesti kaytettya suojaryhmaa
hiilihydraattien asetalisaatiossa, jossa happokatalyyttina kaytetaan usein p-
tolueenisulfonihappoa. Hiilihydraattien 2-metoksi-isopropyyli- seka 1-metoksi-1-
sykloheksyyliasetaalien synteeseissa on kaytetty katalyyttina kiraalisia fosforihappoja
(CPA) parantamaan reaktion paikkaselektiivisyytta. Myos zeoliitti-katalyytteja on
tutkittu ksyloosin ja aldehydin valisessa paikkaselektiivisessa asetalisaatiossa.

Projektin kokeellisessa osassa kehitettiin nukleosideille asetalisaatiomenetelma, jossa
nukleosidien 5°-hydroksyyliryhma suojattiin  selektiivisesti 2-metoksi-isopropyylilla
pyridiinissa kayttden 2-metoksipropeenia ja katalyyttind p-tolueenisulfonihappoa.
Suojatut nukleosidit fosfityloitiin fosforamidiiteiksi.

Avainsanat: Nukleosidi, hiilihydraatti, asetalisaatio, liuosfaasisynteesi, selektiivisyys



Sisallysluettelo
1 Johdanto

1.1 Hiilihydraattien asetalisaatio
1.2 Nukleosidien asetalisaatio

2 Tulokset ja niiden tarkastelu

13

17

2.1 Nukleoemaisten eksosyklisen aminoryhman bentsoyyli ja isobutyryylisuojaus

17

2.2 Asetalisaatio
2.2.1 Asetalisaatio milligrammamittakaavassa

222 Asetalisaatio suuremmassa mittakaavassa
2.3 Fosfitylointi
2.4 Johtopaatokset
3 Materiaalit ja menetelmat
3.1 Yleiset menetelmat

3.2 Synteesit

3.21 Eksosyklisen aminoryhman bentsoyloinnin yleinen synteesikuvaus
3.2.2 Eksosyklisen aminoryhman isobutyryloinnin yleinen synteesikuvaus
3.2.3 Asetalisaation yleinen synteesikuvaus.
3.24 Fosfityloinnin yleinen synteesikuvaus

4 \Viitteet

5 Liiteet

18
18
19

21
21
23
23

23
23
25
26
30

35

38



Lyhenteet
CPA = kiraalinen fosforihappo (chiral phosphoric acid)

DCM = dikloorimetaani

DMTr = dimetoksitrityyli

DMF = dimetyyliforamidi

HPLC = korkean erotuskyvyn nestekromatografia

HRMS (ESI) = korkean erotuskyvyn massaspektrometri (sahkdsumutusionisaatio)
[IP = 2-isopropoksyprop-2-yyli

LPOS = oligonukleotidien liuosfaasisynteesi (liquid phase oligonucleotide synthesis)
MIP = 2-metoksi-isopropyyli

MIPPY = 2-metoksi-prop-2-yylipyridinium

MS = massaspektrometri

NMR = ydinmagneettinen resonanssi

PG = suojaryhma (protecting group)

RNA = ribonukleiinihappo

RP-HPLC = kaanteisen faasin korkean erotuskyvyn nestekromatogradia

RT = huoneenlampdtila (room temperature)

SPOS = kiintean faasin oligonukleotidisynteesi (solid phase oligonucleotide
synthesis)

TBDMS = tert-butyylidimetyylisilyyli

TEA = trietyyliamiini

TLC = ohutkerroskromatografia (thin layer chromatography)



1 Johdanto

Oligonukleotideja syntetisoidaan talla hetkellad vallitsevasti automatisoidusti kiintealla
kantajalla (SPOS, solid-phase oligonucleotide synthesis). Synteesisykli koostuu
neljastd vaiheesta; detritylaatiosta, kytkentareaktiosta, hapetuksesta seka
reagoimattoman 5°-hydroksyylirynman asetyloinnista (Kaavio 1). Lahtdaineina
synteesissa kaytetdan sopivasti suojattuja nukleosidien fosforamidiittijohdannaisia.
Detritylaatiossa 5°-hydroksyyliryhman dimetoksitrityyli-suojaryhma poistetaan. Taman
jalkeen nukleosidifosforamidiitti aktivoidaan ja kytketdan kasvavan nukleotidiketjun 5°-
hydroksyyliryhmaan. Syntynyt fosfiitti hapetetaan fosfaatiksi. Lopuksi reagoimattomat
5°-hydroksyyliryhmat suojataan asetyylilla kayttden reagenssina asetanhydridia.’
Oligonukleotidiketju irrotetaan kiintedsta kantajasta ja emaslabiilit suojaryhmat

poistetaan ammoniakin vesiliuoksella.’
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Kaavio 1. Oligonukleotidin synteesi. 1. kytkent&, 2. hapetus, 3. asylointi, 4. detritylaatio. Muotoiltu lahteesta '

Terapeuttisten oligonukleotidien kKysynnan kasvaessa myos tarve
ymparistoystavallisemmille ja kustannustehokkaammille! sekd vaihtoehtoisille
suuremman  mittakaavan  synteesistrategioile on kasvanut.? Vaihtoehtona
automatisoidun kiintean kantajan synteesille on liuosfaasisynteesi (LPOS, liquid-phase
oligonucleotide synthesis). Etuna liuosfaasisynteesissa on esimerkiksi kaytettavien
liuottimien ja kalliden reagenssien pienempi tarvittava ylimaara.® Lisaksi
liuosfaasisynteesissa reaktiovaiheita on helpompi seurata ja optimoida, jonka takia
pystytdan minimoimaan reagenssien kayttoa."

Haasteena liuosfaasisynteesissa on valituotteiden eristaminen ja puhdistaminen.

Taman takia suojaryhmastrategiaa seka kytkentakemiaa saattaa joutua raataldéimaan



liuosfaasisynteesiin soveltuvaksi. Liuosfaasisynteesissa mahdollisia kytkentatapoja
ovat esimerkiksi fosforamidiitti-, H-fosfonaatti-, oksidatiivinen H-fosfonaatti- ja
fosfotriesterikytkentamenetelmad in situ-aktivointia tai esiaktivoitua monomeeria

kayttaen.*

Asetaalit ovat tarkeitd happolabiileja suojaryhmid nukleiinihappojen kemiassa.®
Oligonukleotidien synteeseissa on valituotteina kaytetty esimerkiksi 2°,3°-O,0-
isopropyylideeni- seka 2°-O-tetrahydropyranyyli (TPH) suojattuja ribonukleosideja. &7
Myds asetoniasetaaleja (2-metoksi-isopropyyli = MIP ja 2-isopropoksiprop-2-yyli = IIP)
on kaytetty oligonukleotidien liuosfaasisynteesissa seka

oligonukleotidifosforotioaattien stereoselektiivisessa liuosfaasisynteesissa (LPOS).5

Dimetoksitrityylin haasteena liuosfaasisynteesissa on detritylaation reversiibelisyys.
Lisaksi detritylaatiossa syntyvat dimetoksitrityyljohdannaiset ovat lipofiilisia, jotka
hankaloittavat kasvavan oligonukleotidiketjun puhdistamista.?2 Dimetoksitrityylin
poistaminen vaatii happamat olosuhteet jonka seurauksena voi tapahtua sivureaktiona
myos deaminaatiota. Deaminaatiossa muodostuvat oligonukleotidisivutuotteet ovat
vaikeasti havaittavissa, silla ne ovat monesti rakenteeltaan hyvin samanlaisia kuin

halutut lopputuotteet.*

MIP- ja lIP-suojaryhmat ovat dimetoksitrityyliryhmaa happolabiilimpia, jolloin voidaan
kayttdda miedompaa happokasittelya suojaryhmien irroituksessa. Tama vahentaa
sivureaktiona tapahtuvan depurinaation osuutta. Lisaksi asetaalien irroitus on
irreversiibeli reaktiovja reaktiossa muodostuu haihtuvia sivutuotteita (asetoni ja

alkoholi). Nama yhdessé helpottavat oligonukleotidien puhdistusta ja eristysta.>8

Aikaisemmin  MIP-suojaryhmaa on  kaytetty  syntetisoitaessa  kiraalisia
limoneenipohjaisia  oksatiafosfolaanisulfidirakenteita.  Syntetisoituja  rakenteita
kaytettin edelleen di- tri- ja tetranukleotidifosforotioaattien stereoselektiivisessa
valmistuksessa liuosfaasisynteesissa.? Syntetisoituja 5°-O-MIP-suojattuja
fosforamidiitteja on  kaytetty esimerkiksi pentameeristen oligonukleotidien
valmistuksessa permetyloidulla syklodextriini kantajalla.? IIP-suojaryhmaéa on kaytetty
esimerkiksi valmistettaessa 5°-O-lIP-suojattuja 2'-

deoksiribonukleosidifosforamidiitteja. Nukleosidiforsforamidiittiyksikoéita on kaytetty di-



, tri-, tetra- ja pentanukleotidien synteesissa liukoisella kantajalla. Kantajana

synteesissa toimi liukoinen saostettava nelihaarainen pentaerytritolipohjainen

kantaja.®
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Kuva 1. esimerkkejé asetaalisuojauksen kéytosté

Pro-gradun johdannossa kasitellaan hiilinydraattien seka nukleosidien asetalisaatiota.
Kokeellisessa osuudessa on tutkittu nukleosidien 5°-hydroksyyliryhman selektiivista
asetalisaatiota  2-metoksipropeenin  avulla  kayttden p-tolueenisulfonihappoa

happokatalyyttina pyridiinissa.

1.1 Hiilihydraattien asetalisaatio

Asetaalit ovat tarkeita hydroksyyliryhmien suojaryhmia nukleiinihappojen,
hiilihydraattien seka steroidien kemiassa.'® Asetaalit pilkkoutuvat happokatalyyttisesti,
mutta eivat reagoi herkasti esimerkiksi emaksien ja nukleofiilien kanssa. Asetaaleja

kaytetaankin alkoholien, diolien ja karbonyyliyhdisteiden suojaamiseen.’

Asetaaleja voidaan valmistaa alkoholin ja aldehydin valisessa reaktiossa
happokatalyytin lasna ollessa. Ketoneista muodostuvia asetaaleja kutsutaan

ketaaleiksi.



H+
5 H
o: 9 0
)]\ —_— R)\R —_— R R
R™ R co®
C =
5
H
H*
(L n oy
0 . Qe MO0
:9\ :9\
0_\ |
( o2 H* :07
de o Wfn —— i
:0 :0
C\()II/@ N e >

R=H (asetaali) tai R=CHj (ketaali)

Kaavio 2. Asetalisaation reaktiomekanimi.’?

Asetaalisuojaryhmat poistetaan tyypillisesti happokatalyyttisellda hydrolyysilla tai
alkoholyysilla.'? Reaktio-olosuhteina on kaytetty esimerkiksi 3 % dikloorietikkahappoa
marassa asetonitriilissa tai metanolissa.’® Syntyvat sivutuotteet (aldehydi, ketoni tai
niiden asetaalit alkoholyysissd) voidaan helposti poistaa haihduttamalla tai
uuttamalla.’ Hydrolyysissd muodostuva resonanssin stabiloima oksokarbeniumioni on

reaktion nopeutta maaritteleva vaihe.®



H
|
.0 0. o. O R 0] Rj
Ri”+ < Ry RITOXOR, =——= |R@Y =« » R0
Ry Ry Ry 3 R, R,
H
5 6@ 6 6 “0._ 0
L R —— RO —— RO
R2><R3 R2><R3 R2" Rg
Ra@ N R3 6\ R3 6:
R> Ra R,

Kaavio 3. Asetaalien happokatalyyttinen hydrolyysi.

Deasetalisaatio voidaan suorittaa myos cerium(lV)ammoniumnitraatilla (CAN)
tehokkaasti ja selektiivisesti asetonitriilin ja veden seoksessa. Reaktiossa on kaytetty
2,5 ekv tai 3 mol% cerium(lV)ammoniumnitraattia 20-70 °C:ssa. Saannot tassa

reaktiossa ovat olleet 60-99 %16

2,5 ekv tai HO R
Ry, O 3 mol% CAN 1
%0 S
R, O N asetonitriili/vesi HO R,
20-70 °C

Kaavio 4. Asetaalisuojan poisto.

MyoOs kidevedellistd vismuttinitraattipentahydraattia on kaytetty asetaalisuojauksen
poistamiseen. Reaktiossa on kaytetty liottimena dikloorimetaania ja se on toteutettu

huoneenlampdtilassa.’”
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Kaavio 5. asetaalisuojan poisto vismuttinitraattipentahydraatilla



Asetaalisuojaryhmien poistossa on kaytetty myos piioksidin pintaan sidottua
rikkihappoa (“silikarikkihappo”). Reaktio on toteutettu tolueenissa 60-70 °C:ssa, ja
silikarikkihappoa seka SiO2 kaytettiin 60 % (w/w). Lopputuotteena saatiin vastaavia

aldehydeja tai ketoneja 93-98 % saannoilla.'®

lIP- ja MIP-suojaryhmien deasetalisaation nopeuksia on verrattu keskenaan.
Suojaryhmat oli liitetty tymidiinin 5°-hydroksyyliryhmaan ja niiden poisto tehtiin 6 %
muurahaishapolla dikloorimetaanin ja metanolin seoksessa (2:1, v/v). Edella
mainituissa olosuhteissa IIP:n poistaminen oli 15 kertaa nopeampaa kuin MIP-

suojaryhman 89

Asetaalien happolabiilisuutta sekd muita ominaisuuksia voidaan muokata helposti
erilaisilla alkyyli- ja alkoksiryhmilla. Esimerkiksi 2-alkoksiprop-2-yyli suojatun tymidiinin
suojaryhman vaihtaminen 2-sykloheksyylioksipropan-2-yylirynmaan parantaa sen
liukoisuutta orgaanisiin liuottimiin. Yksinkertaisin formaldehydipohjainen
metoksimetyyli-asetaali (MOM) ei hydrolisoidu helposti hapon lasnéollessa.
Asetaldehydi asetaalien 1-etoksietyylin (EE) ja tetrahydropyranyylin (TPH) haasteena
puolestaan on se, etta ne muodostavat asymmetrisen keskuksen. Asetonipohjaisista
asetaaleista 2-metoksi-isopropyylia (MIP) on otettu kaytt6on suojattaessa esimerkiksi

oligonukleotidisynteesin valituotteita. 19,13
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Tetrahydropyranyyli Metoksimetyyli 2-Isopropoksy-
(THP) (MOM) prop-2-yyli
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S
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2-Metoksi-isopropyyli Bentsyloksimetyyli Metyylitiometyyli
(MIP) (BOM) (MTM)

Kuva 2. Esimerkkejé asetaalisuojaryhmistéd, muotoiltu lahteesta 1°

Kaaviossa 6 on esitetty happokatalyyttinen glykosidin muodostuminen. Esimerkissa
sisdisena alkoholina toimii monosakkaridin 5-OH ja taman jalkeen metanoli reagoi



muodostuneen valituotteen, hemiasetaalin, kanssa muodostaen hemisyklisen
asetaalin. Reaktiossa hiilihydraatti liuotetaan alkoholiin ja reaktioseokseen lisataan
HCI.11

_0

H——OH HO HO
HO——H O o CH3OH oH
H H

H——OH o} OH—0._
H——OH OH OH

H

Kaavio 6. Glykosidin muodostuminen, mukailtu ldhteesta '
Asetaali- tai ketaalirakennetta  kaytetdaan yleisesti myos  vikinaalisten

hydroksyyliryhmien suojauksessa. Taman tyyppisessa asetalisaatiossa aldehydi tai
ketoni toimii ulkoisena reagenssina. Vikinaalisten hydroksyyliryhmien tapauksessa
tuotteena muodostuu syklinen 5- rengas. Asetaali- ja ketaalisuojaus on mahdollista
muodostaa myos 4,6-asemissa olevien hydroksyyliryhmien kesken, jolloin muodostuu
6-rengasrakenne. Ketonit suosivat 5-renkaan (1,3-dioxolaani) ja aldehydit 6-renkaan

muodostumista (1,3-dioksaani) (kaavio 7).
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Kaavio 7. Viisi- ja kuusirengasrakenteen muodostuminen. !

Kuvassa 3 on esitetty D-gluko-, D-manno- ja D-galaktopyranoosin happokatalyyttinen
asetalisaatio asetonissa. Happokatalyyttind on kaytetty esimerkiksi rikkihappoa.?°
Sokerirenkaan hydroksyyliryhmien konfiguraatiolla on tarkead rooli tuotteen

muodostuksessa. Tuotteina muodostuu furanoosi, jos reaktion annetaan saavuttaa



tasapainotila (termodynaaminen kontrolli).?' Myds bromimetyylisulfoniumbromidia on
kaytetty katalyyttind syntetisoitaessa O-isopropyylijohdannaisia sokereista. Synteesi
suoritettiin huoneenlampdtilassa ja liuottimena kaytettiin asetonia tai DMP:ta (2,2-
dimetoksipropaani). BDMS:n (bromidimetyylisulfoniumbromidi) maara oli 5 mol% ja
saannot vaihtelivat 93-95 %.%?
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Kuva 3. D-Gluko-, D-manno- ja D-galaktopyranoosin happokatalyyttinen asetalisaatio asetonissa.

p-Metoksifenyyli-2,3-O-isopropyylidieeni-a-D-mannopyranosidid on syntetisoitu p-
metoksifenyyli-a-D-mannopyranosidista 2-metoksipropeenin avulla N,N-

dimetyyliformamidissa. Katalyyttina reaktiossa kaytettiin p-tolueenisulfonihappoa 70

°C:ssa. Reaktion saanto oli 93 %.23

Bentsylideeniasetaali on toinen vyleisesti kaytetty asetaali, joka muodostuu

betsaldehydin reagoidessa diolin kanssa (kaavio 8)."
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Kaavio 8. Bentsylidieeniryhm&n muodostuminen.’?

Bentsylidieeniryhma voidaan poistaa selektiivisesti katalyyttisella vedytyksella

kayttaen palladiumkatalyyttia olosuhteissa, joissa isopropylidieeniryhma on pysyva.'!

Esimerkiksi  D-glukoosi ja  N-asetyyli-D-glukosamiini  on  suojattu  4,6-O-
bentsylidieeniasetaalina DMF:sséd 50-60 °C:ssa. Happokatalyyttina kaytettiin p-
tolueenisulfonihappoa. Asetalisaatioreagenssinéd oli bentsaldehydidimetyyliasetaali.

Reaktioiden saannot olivat 72 % (glukoosi) ja 78 % (N-asetyyli-D-glukosamiini).?*

OH PhCH(OMe),
o ° PTSA, DMF @’TOO o\
Ng - HO 3

HO 60 °C, 8 h
OH

OH PhCH(OMe),
o o PTSA, DMF Q/%O 0 N
N3 - HO 3

HO 50°C, 10 h
NHAc

J

Kaavio 9. Glukoosin ja glukosamiinin asetalisaatio bentsaldehydidimetyyliasetaalilla 2*

Asetaaleja ja ketaaleja voidaan valmistaa myOs transasetalisaatiolla. Yleisimmat
reagenssit tahan tarkoitukseen ovat 2,2,-dimetoksipropaani seka
bentsaldehydidimetyyliasetaali. Paratolueenisulfonihappoa kaytetdan reaktiossa
yleisesti  katalyyttina.  Syntetisoitaessa syklisia asetaaleja ja ketaaleja,
transasetalisaatioissa ja perinteisissa asetalisaatiomenetelmissd muodostuu

normaalisti Bronstedin hapon lasnaollessa termodynaamisesti pysyvin tuote.
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Kaytettaessa Lewisin happona sinkkikloridia saadaan kineettisesti kontrolloitu tuote.
Kaaviossa 10 on esitetty esimerkkina metyyli 3,4-O-isopropyylidieeni-a-D-
galaktopyranosidin  ja  metyyli 4,6-O-isopropyylidieeni-a-D-galaktopyranosidin
muodostuminen.’ 4,6-Ketaalin muodostuminen selitetaéan primaarisen 6-OH ryhmén
suuremmalla reaktiivisuudella steerisesti suuren karbokationin kanssa (kuva 4).
Sinkkikloridi ei ole riittdvan voimakas happo avataakseen ketaalirengasta sen

muodostumisen jalkeen.!"

OH
o >" XY
HO o) Asetoni = o (o)
H,S04 o
OHo Ho__

~

Termodynaaminen
tuote

OOH %

(0]
HOS—© > o
0 HO ZnC]2 HO
~ (o]
HO\
Kineettinen

tuote

Kaavio 10. Termodunaaminen ja kineettinen kontrolli 1!

H3C Cl
®—0-2n’
HC ~ ©cl

Kuva 4. karbokationi

Transasetalisointeja on kaytetty myos kineettisesti kontrolloiduissa reaktioissa.
Esimerkiksi 4,6-O-isopropylideeni-a-D-mannopyranosidin synteesin saanto on 46 %.
Tyypilliselld a-D-mannopyranosidin asetonisoinnilla reaktio muodostuisi myos 2,3-
asetaalia seka 2,3:4,6-asetaalia. Parempi kineettinen kontrolli on saavutettu
happokatalyyttisella reaktiolla metyyli-isopropenyylieetterin kanssa, jossa metyyli-a-D-



12

mannoopyranosidi reagoi p-tolueenisulfonihapon seka metyyli-isopropenyylieetterin
kanssa DMF:ssa. Nailla olosuhteilla onnistuttiin valmistamaan 4,6-O-isopropyylideeni-

a-D-mannopyranosidi jopa 65 % saannolla. 11-25

Hydroksyyliryhmien  selektiivinen suojaaminen asetaaliksi on osoittautunut
haasteelliseksi, jos hydroksyyliryhmat ovat samankaltaisessa ymparistossa steerisesti
ja elektronisesti. Primaariset alkoholit ovat steerisesti vahemman estyneita verrattuna
sekundaarisiin ja tertidarisiin alkoholeihin. Taman takia ne pystyvat reagoimaan
selektiivisemmin.?® Ksyloosin ja dodekanaalin valisessa asetalisaatiossa on kaytetty
rikkihapon lasna ollessa erilaisia zeoliitti-katalyytteja, joiden huokoskokoa vaihdeltiin.
Zeoliitti-happokatalyytteilla saatuja tutkimustuloksia verrattin mineraalihapolla
(H2S04) saatuihin tuloksiin. Ksyloosin ja dodekanaalin valisessa reaktiossa havaittiin
tuotteina syntyvan 2,5-O-, 1,3-O- seka diasetaalia. Asetalisaation monoselektiivisyytta
saatiin parannettua, kun kaytettiin zeoliitti-katalyyttia, jossa SiO2/Al203 = 80. Tuotteena

muodostui 3,5-O-asetaalia 68 %, 1,2-O-asetaalia 5,3 % ja diasetaalia 13,5 %.%"

o]

RO OH
O__oH 0 3,5-O-asetaali o
HO . o/ﬁ
5 QU pp— — {3
HO OH zeoliitti, HySOy,, R 0o
65 °C, 5h 0
HO[\SI& diasetaali
R
Ho O

1,2-O-asetaali

Kaavio 11. Ksyloosin asetalisaatio. %7

Hiilihydraattien 2-metoksi-isopropyyli- sekd 1-metoksi-1-sykloheksyyliasetaaleja on
syntetisoitu kayttden katalyyttind kiraalisia fosforihappoja (CPA), joiden todettiin
parantavan merkittavasti reaktion paikkaselektiivisyytta.?®2° Nagorny tyéryhmineen

toteutti synteesin siten, etta reaktioaika oli 18—-24 tuntia ja reaktiolampdtila —55 tai —78

°C. Reaktiossa kaytettiin 2-metoksipropeenia tai 1-metoksisyklohekseenia (1,2 ekv)



13

seka kiraalista fosforihappoa 2—4 mol-%. Asetalisaatiossa saatiin parhaimmillaan 95

% saanto.?®

HO™ o4 @ -55 °C, CHCly HO

0.__O_
Ph "%0 1o katalyytti Ph /%0 0
sph + ~ ——— SPh
HO 0 -78 °C, CH,Cl» HO

OH

R = 4-(1-adamantyl)-2,6-iPr,CsHy,
katalyytti

Kaavio 12. CPA:n katalysoima asetalisaatio®

1.2 Nukleosidien asetalisaatio

Ensimmaisen kerran uridiinin primaarisen 5-OH selektiivista asetalisointia on tutkittu
vuonna 1965. Asetalisoinnissa kaytettin  2,2-dimetoksipropaania ja di-p-
nitrofenyylifosfaattia N,N-dimetyyliasetamidissa. Reaktiossa saanto jai kuitenkin

huonoksi (46 %). Tuotteena saatiin 5’-O-MIP-uridiinia. 3°

5°-O-MIP suojattujen nukleosidifosforamidiittien synteesi on monivaiheinen sisaltaen
3’-OH:n silyloinnin, 5°-OH:n trityloinnin ja silyylin poiston (Kaavio 13)? ja tasta syysta
se ei ole kovin ymparistoystavallinen. Menetelma on reagensseja seka liuottimia
kuluttava sisaltden monta valituotteiden silikapylvaskromatografista eristamista.
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DMTrO

7<_7 - 7<_7 - WQ
DMTrO BPG _ HO PG ~0"<0 BPG
i (o] v (o] v (0]
" _— —_—
TBDMSO R TBDMSO R TBDMSO R
\X

/LPO/\/CN

Kaavio 13. 5°-O-MIP suojatun 3’-nukleosidifosforamidiitin monivaiheinen synteesireitti. Reagenssit: i) TMS-CI,
isobutyryylianhydridi tai bentsoyylikloridi, H2O/NH4OH,; ii) DMTrCl, pyridiini; iii) TBDMSCI, DMF, Im; iv) DCA, DCM;
v) 2-metoksipropeeni, dioksaani; vi) TBAF, THF; vij) 2-syanoetoksi-N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiitti.

Nukleosidin primaarisen 5-OH:n asetalisaatio on mahdollista suorittaa selektiivisesti
pyridiinissa 2-metoksipropeenilla kaytettaessa happokatalyyttina p-
tolueenisulfonihappoa (kaavio 14). Saannoksi saadaan 44-77 %. Reaktiolampdtilan
alentaminen 25 °C:sta 4 °C:een hidastaa asetalisaatiota, mutta ei vaikuta merkittavasti
selektiivisyyteen. Myoskaan katalyytin vaihto esimerkiksi pyridiniumtosylaattiin tai

pyridiumkloridiin ei paranna reaktion saantoa tai selektiivisyytta.®
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<
~o” o BPG
o]
HO HO PG \o>\/o PG o R
B B B P
0 i 0 i 0 i Po~_CN

—_— D —_— N~ O
OH R OH R OH R )\

1 2 3 4

Kaavio 14. 5°-O-MIP suojatun 3’-nukleosidifosforamidiitin “one-pot” synteesireitti. Reagenssit: i) TMS-CI,
isobutyryylianhydridi tai bentsoyylikloridi, H20/NH+OH; ii) 2-metoksipropeeni, pTsOH-HzO, pyridiini; iij) 2-
syanoetoksi-N, N-di-isopropyylikloorifosforamidiitti, TEA, DCM

Kaytettdessa liuottimena dimetyyliformamidia (DMF) on havaittu syntyvan tuoteseos

(Kuva 4), jossa paatuotteina muodostuvat sykliset ditymidiinit (4 ja 5).°

<5 HO s 0o 5
o B :O l 0 |
OH 950 A0
1 2 3

Kuva 5. Tymidiinin asetalisaatiossa syntyvét tuotteet, B=tymidiini, reaktio-olosuhteet: 2-metoksipropeeni (2 ekv),
pTsOHe H20 (0,1 ekv), DMF, rt, muotoiltu lahteesta °

Regioselektiivinen asetalisaatio pyridiinissa primaarisen 5°-hydroksyyliryhmaan 2-
metoksipropeenilla  happokatalyytin  lasndollessa ei  tapahdu perinteisen
happokatalyysi-mekanismin kautta, vaan todennakoisesti reaktiossa muodostuu 2-
metoksi-isopropyylipyridinium-kompleksi (MIPPY).°> Reaktion ensimmaisena vaiheena
alkoholin ja 2-metoksipropeenin valisessa elektrofiilisessa additiossa tapahtuu
kaksoissidoksen protonaatio, jossa muodostuu pysyva oksokarbenium-kationi.

Muodostunut  karbokationi reagoi alkoholin kanssa muodostaen asetaalin.
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Karbokationin on myds mahdollista reagoida valiaikaisesti pyridiinin kanssa, jolloin
muodostuu 2-metoksi-isopropyylipyridinium-kompleksi (MIPPY). Pyridiinin
korvautuminen  alkoholilla  Sn1-tyyppisesséa  reaktiossa johtaa  asetaalin
muodostumiseen. Kaaviossa 5 on esitetty 5’-hydroksyyliryhman selektiivisen

asetalisaation mekanismi seka muodostuva MIPPY-valituote.®

Vastaavanlaisen pyridiinikompleksin  on myods ehdotettu osallistuvan myos
aldehydiasetaalien  selektiiviseen poistamiseen. Menetelmassa kaytettiin

trietyylisilyylitriflaattiemasyhdistelmia.3°

_ _ X
/ A
° o | O o
®
g [ HPy / OH R ~0"%0 BPG
—““@ - Pyridiini | |Pyridiini o - :0:
3 © -PyH X°
-PyH X OH R
/
S
—N®
N\ /

Kaavio 15. 5’-Hydroksyyliryhmén selektiivisen asetalisaation mekanismi sekd MIPPY-vélituote, muotoiltu
ldhteesta.®
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2 Tulokset ja niiden tarkastelu

2.1 Nukleoemasten eksosyklisen aminoryhman bentsoyyli- ja

isobutyryylisuojaus

Nukleoemaksen eksosyklisen aminoryhman suojauksessa kaytettiin "transient’-
suojaryhmastrategiaa (Kaavio 3). Adenosiinien ja sytidiinien 2°-O-Me- ja 2°-O-MOE-
johdannaiset kasiteltiin ensin trimetyylisilyylikloridilla pyridiinissa hydroksyyliryhmien
silyloimiseksi.  37,5°-O-Bis(trimetyylisilyyli)-suojattujen  nukleosidien eksosykliset
aminoryhmat bentsoyloitiin  bentsoyylikloridilla. Mahdollisesta bis-bentsoyloidusta
sivutuotteesta  toisen  bentsoyyliryhman  hydrolysoituminen  aikaansaadaan
selektiivisesti ammoniakin vesiliuoksessa 30 min - 2h aikana. Myo0s
trimetyylisilylisuojaryhmat irtoavat naissa olosuhteissa valittomasti. Nain ollen
tuotteena muodostuu NB-bentsoyylisuojatut 2°-O-metyyli- ja 2°-O-(2-metoksietyyli)
adenosiinit (2a ja b) sekd N*-bentsoyloidut 2°-O-metyyli- ja 2°-O-(2-
metoksietyyli)sytidiinit (2c ja d). Silikageelikromatografisen puhdistuksen jalkeen

tuotteita saatiin 13 - 94 % kokonaissaannolla.

HO B , HO BPG
:O: i (0]
OH R OH R

1a: B =Ade, R = OMe 2a: B = Ade®
1b: B = Ade, R = MOE 2b: B = Ade®?
1c: B = Cyt, R= OMe 2c: B = Cyt®?
1d: B = 5-Me-Cyt, R = MOE 2d: B = 5-Me-CytP?
1e:B=Gua,R=F 2e: B = GualBu
1f: B = Gua, R = MOE 2f B = GuaBv

Kaavio 16. Reagenssit: i) TMSCI, pyridiini, bentsoyylikloridi (1a-d) tai isobutyryylianhydridi (1e ja 1f), H20, NH+:OH

Vastaavasti "transient’-suojaryhmastrategiaa kaytettiin myos isobutyryyli-suojattujen
nukleosidien valmistuksessa (Kaavio 3). Guanosiinin 2 -fluori- ja 2’-O-(2-
metoksietyyli)-johdannaiset kasiteltin  ensin trimetyylisilyylikloridilla pyridiinissa
hydroksyyliryhmien silyloimiseksi. 3°,5°-O-Bis(trimetyylisilyyli)-suojattujen
nukleosidien eksosykliset aminoryhmat isobutyryloitiin isobutyryylianhydridilla.
Trimetyylisilylisuojaryhmat  poistettin  ammoniakin  vesiliuoksessa. Tuotteena

muodostuneet N?-bentsoyloidut 2 -fluori- ja 2°-O-(2-metoksietyyli)guanosiinit (2e ja f)
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puhdistettiin silikageelikromatografisesti ja saostamalla (2e) kokonaissaannolla 78 —
85 %.

2.2 Asetalisaatio
2.2.1 Asetalisaatio milligrammamittakaavassa

Emassuojattujen nukleosidien primaarisen 5°-hydroksyyliryhman asetalisaatiota
tutkittiin pyridiinissa p-toleeenisulfonihapon lasnaollessa milligramman (0,12 mmol:n)
mittakaavassa (Kaavio 10). N6-Bentsoyyli-2"-O-metyyliadenosiinin  (3a), N®-
Bentsoyyli-2°-O-metoksietyyliadenosiinin  (3b), N*-bentsoyyli-2°-O-metyylisytidiinin
(3c), N*-bentsoyyli-2'-O-(2-metoksietyyli)sytidiinin (3d), N2-isobutyryyli-2'-
fluoriguanosiinin -~ (3e) sekd  NZ-isobutyryyli-2"-metoksietyyliguanosiinin ~ (3f)
asetalisoinnissa kaytettiin para-tolueenisulfonihappoa happokatalyyttina (0,1 ekv). 2-
Metoksipropeenin maara vaihteli 2.0 - 4.0 ekvivalentin valilla. Liuottimena kaytettiin
kuivaa pyridiinia. Reaktioita seurattiin HPLC:lIa ottaen reaktionaytteet 1 min, 24 h ja 48

h kuluttua reaktion kaynnistamisen jalkeen.

a: B = AdeB% R = OMe
HO BPG ~<0 - b: B = Ade®% R = MOE
o [ o} c: B = CytBZ; R = OMe
—_— d: B = 5-Me-Cyt8%; R = MOE
OH R OH R e:B=GuaB“R=F
f: B = Gua®’: R = MOE
2a-f 3a-f

Kaavio 17. Emassuojattujen nukleosidien asetalisaatio. i) 2-metoksipropeeni, pTsOH-H20, pyridiini

Kuvassa 5 on esitetty N?-isobutyryyli-2'-fluori-2’-deoksiguanosiinin asetalisaation
seurannasta RP-HPLC kromatogrammit. 2-Metoksipropeenia kaytettiin  kaksi
ekvivalenttia (Kuva 5A) ja nelja ekvivalenttia (Kuva 5B). Kaytettdessa 2 ekvivalenttia
2-metoksipropeenia asetalisaation havaittiin tapahtuvan huomattavasti hitaammin kuin
4:n ekvivalentin tapauksessa. Sivutuotteina muodostui vain hyvin vahan (<5 %) 3°-O-

ja bis-3",5"-0O-(2-metoksiprop-2-yyli)-sivutuotetta.



HO GiBu \O></0 GiEu HO
:0: o}
—_— +
OH F OH F ,0><\
2e 3e

Kaavio 18.

N2-isobutyryyli-2°-fluori-2°-deoksiguanosiinin asetalisaatio.

pyridiini ]
2e
] \ ] |
1 | 3e
L ol
EI? 10 'I‘ 20 0 i 10 1 20
1 min 24 h
pyridiini
J 4 3e
|
ﬂ \ 2e |
\ } E
_ Lo l‘l o = LI S
6 [ 10 15 20 0 5 10 1 20
1 min 24h

48 h
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Kuva 5. Asetalisaatio N?-isobutyryyli-2°-fluori-2 -deoksiguanosiinille kéytettdessé 2- (A) ja 4- (B) ekvivalenttia 2-
metoksipropeenia.

2.2.2 Asetalisaatio suuremmassa mittakaavassa

Nukleosidien 2a-f 5°-OH
pyridiinissa happokatalyytin (pTsOH

ryhma asetalisoitin  2-metoksipropeenilla (2-4 ekv.)

H20, 0,1 ekv.) lasndollessa. Synteeseissa

kaytettin 0,18 — 0,75 g nukleosidia lahtdaineena. Raakatuotteet puhdistettiin

silikapylvaskromatografisesti. Tuotteena muodostui 5°-MIP-asetalisoidut nukleosidit

3a-f 39—

90 %.
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Asetalisaatiossa syntyi sivutuotteina 3°-O- (5a-f) ja bis-3",5"-O-(2-metoksiprop-2-yyli)
(6a-f) suojattuja nukleosideja. Taulukossa 1 on esitetty RP-HPLC-kromatogrammeista

lasketut tuotteiden prosentuaaliset osuudet.

HO BPG \OXE) BPG HO BPG ~o” o BPG
| O ] | 0 :O: | (o]
—_— + +
OH R OH R /0)<\0 R /0)<\0 R

2a: B = AdeB% R = OMe

2b: B = Ade” R = MOE sat Saf ba-f
2c: B = CytPZ R = OMe
2d: B = 5-Me-Cytf% R = MOE
2e: B=GuaB:; R=F
2f: B = Gua®®; R = MOE
Kaavio 19. Nukleosidien asetalisaatiossa muodostuvat reaktiotuotteet.
Taulukko 1. Selektiivisen asetalisaation reaktio-olosuhteet.
Lahtoaine 2-metoksipropeeni liuotin yhdisteiden
(ekv) prosenttimaarat (%)
2a-f 3a-f 5a-f 6a-f
Né-Bentsoyyli-2"-O- 2 pyridiini 0 83 0 17
metyyliadenosiini (a)
Né-Bentsoyyli-2"-0-(2- 2 pyridiini 0 85 3 12
metoksietyyli)adenosiini (b)
N*-Bentsoyyli-2"-O- 3 pyridiini 1 61 2 36
metyylisytidiini (c)
N*-Bentsoyyli-2"-0-(2- 2 pyridiini 4 70 5 20
metoksietyyli)sytidiini (d)
N?-isobutyryyli-2'- 4 pyridiini 13 82 3 2
fluoriguanosiini (e)
N2-isobutyryyli-2"-(2- 2 pyridiini 5 80 3 12

metoksietyyli)guanosiini (f)

Happokatalyyttina oli pTsOH

- H20 (0,1 ekv).
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2.3 Fosfitylointi

5’-MIP-asetalisoidut nukleosidit 3a-f fosfityloitiin typpi-ilmakehassa 2-syanoetyyli-N, N-
di-isopropyylikloorifosforamidiitila dikloorimetaanssa trietyyliamiinin lasna ollessa.
Silikageelikromatografisen puhdistuksen jalkeen tuotteiden saannot olivat 44-81 %
(Taulukko 2).

o > a: B =Ade®% R = OMe

BPG 0" o BPG b: B = Ade®%; R = MOE
o] i | ;0: c: B = Cyt?% R = OMe
—> d: B = 5-Me-CytBZ, R = MOE

OH R )\ o R e:B=Gua®;R=F
P, CN :B = Gua®; R =
LN f: B = Gua®; R = MOE
Ja-f /K
4a-f

Kaavio 20. Fosfitylointi, (i) 2-syanoetoksi-N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiitti, TEA, 3-5 h, rt.

Taulukko 2. Synteesireitin vaiheiden saantoprosentit.

Tuotteiden 2a-f Tuotteiden 3a-f Tuotteiden 4a-f
saanto (%) saanto (%) saanto (%)
a 94 77 81
b 90 71 74
c 67 39 76
d 13 58 71
e 85 69 44
f 39 90 64

2.4 Johtopaatokset

Tutkimusprojektissa onnistuttiin syntetisoimaan selektiivisesti 5°-O-(2-metoksiprop-2-
yyli) suojatut fosforamidiittinukleosidit (4a-f). Kaikki halutut tuotteet onnistuttiin

karakterisoimaan luotettavasti NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti.
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Myds sivutuotteina syntynyt bis-3°-5"-O-(2-metoksiprop-2-yyli)nukleosidit eristettiin
seka karakterisoitiin. Asetalisoidun tuotteen 3c saanto jai oletettua alhaisemmaksi (61

%). Tama johtui todennakdisesti liian vahaisesta 2-metoksipropeenin maarasta.

Esitelty  synteesireitti ~on  huomattavasti = ymparistoystavallisempi  seka
kustannustehokkaampi verrattuna aikaisempaan seitsemanvaiheiseen menetelmaan.
Aikaisemmassa seitsemanvaiheisessa synteesireitissa kokonaissaannoksi saatiin
parhaimmillaan 52 % kun taas uudella synteesireitila 59 %. Paremman
kokonaissaannon lisaksi lyhyemmassa synteesireitissa on vahemman valituotteiden

puhdistuksia mika puolestaan vahentaa kaytettavaa liuotinmaaraa.

Jatkossa asetalisaation toimivuutta kannattaa tutkia vielakin suuremmassa
mittakaavassa. Raportoitu  synteesimenetelma tekee 5°-O-MIP-asetaaleista
kayttokelpoisen suojaryhman kehitettdessd nukleosidien ja oligonukleotidien

kustannustehokkaampia ja ymparistOystavallisempia synteesimenetelmia liuoksessa.



23

3 Materiaalit ja menetelmat
3.1 Yleiset menetelmat

Tuotteet karakterisoitin NMR-spektroskopisesti (Bruker Biospin GmbH 500Hz) ja
massaspektrometrisesti (Waters RDa tai HESI-Q-Orbitrap). Pyridiini ja metanoli
kuivattiin molekyyliseuloilla (4 A). Happokatalyytti kuivattiin kuivassa pyridiinissa 4 A:n
molekyyliseulojen kanssa. Lahtoaineina kaytetyt nukleosidit kuivattiin haihduttamalla
alipaineessa kolme kertaa kuivasta pyridiinista ja yon yli vakuumieksikkaattorissa
fosforipentoksidin lasnaollessa. Trietyyliamiini kuivattiin kalsiumhydridilla. Synteesit
suoritettiin  typpi-ilmakehassa. Reaktioita seurattin TLC-kromatografisesti seka
HPLC:lla (Shimadzu). Nestekromatogafisissa seurannoissa kayteiin Thermo ODS
Hypersil C18 kolonnia (4,6 x 250 mm, 5 um, virtausnopeus 1 ml/min, detektointi
aallonpituudella 260 nm) ja ajoliuoksina 50 mM trietyyliammoniumasetaattipuskuri
(TEAA) seka 50 mM TEAA asetonitriilissa. Asetonitriilin pitoisuus nostettiin 10

minuutissa 10 %:sta 27 %:iin, minka jalkeen pitoisuus nostettiin 10 min aikana 100 %.

3.2 Synteesit
3.2.1 Eksosyklisen aminoryhman bentsoyloinnin yleinen synteesikuvaus

Nukleosidi kuivattin koevaporoimalla kolme kertaa kuivasta pyridiinista ja
vakuumieksikkaattorissa yon yli. Nukleosidi liuotettiin  kuivaan pyridiiniin  ja
reaktioliuokseen lisattiin trimetyylikloorisilaania (8 ekv) typpi-ilmakehassa. Reaktiota
sekoitettiin kahden tunnin ajan, minka jalkeen reaktioliuokseen lisattiin bentsoyylikloridi
(5 ekv) ja sekoitusta jatkettin yon yli (n. 15 h). Reaktioseos siirrettiin jaa-
vesihauteeseen ja reaktioliuokseen lisattiin vetta (1,7 ml/mmol nukleosidia kohden) ja
10 min kuluttua 25 % NH4OH (3,4 ml/mmol nukleosidid kohden). Reaktioliuosta
sekoitettiin 30 min ja liuos haihdutettiin alipaineessa pydrohaihduttajalla. Raakatuote

puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti.

N¢-Bentsoyyli-2'-O-metyyliadenosiini (2a).
Synteesi suoritettin  kuten ylld on mainittu. L&htdaineena kaytettin  2°-O-
metyyliadenosiinia (1,5 g, 3,9 mmol). Raakatuote puhdistettiin

silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena EtOAc/MeOH (93:7, v/v). Tuote oli valkoista
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kiinteaa ainetta (1,46 g, saanto 94 %). "H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 6 11,19 (1H, s,
NH); 8,71 (1H, s, H2); 8,70 (1H, s, H8); (8,06-8,05 (2H, m, Bz); 7,63-7,60 (1H, m, Bz);
7,55-7,52 (2H, m, Bz); 6,15 (1H, s, H1"); 5,27 (2H, m, 3"-OH ja 5°-OH); 4,44-4,42 (1H,
m, H2"); 4,39-4,37 (1H, m, H3"); 4,02-4,00 (1H, m, H4"); 3,70 (1H, dd, J = 12,0 ja 3,9
Hz, H5); 3,60 (1H, dd, J =12,0 ja 3,8 Hz, H5""); 3,35 (3H, s, OCH3). *C{'H}NMR (126
MHz, DMSO-d6): 6 166,1 (C=0); 151,8 (C2, C4, C6); 142,5 (C8); 134,2 (Bz); 132,1
(Bz); 128,5 (Bz); 128,4 (Bz); 125,9 (C5); 86,3 (C4"); 85,6 (C17); 82,6 (C2"); 68,7 (C3");
61,2 (C5); 57,6 (OCH3s). HRMS (ESI): m/z [M + H]* laskettu C1sH20N505* 386.1459,
|0ydetty 386.1457.

NS-Bentsoyyli-2 -O-(2-metoksietyyli)adenosiini (2b).

Synteesi suoritettin  kuten ylld on mainittu. L&htdaineena kaytettin 2°-O-
metoksietyyliiadenosiinia (1,5 g, 3,5 mmol). Raakatuote puhdistettiin
silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena EtOAc/MeOH (90:10, v/v). Tuote ol
valkoista kiinteda ainetta (1,79 g, saanto 90 %). '"H NMR (500 MHz, CDCls3): & 9,19
(1H, s, NH); 8,76 (1H, s, H2); 8,06 (1H, s, H8); 8,02-8,00 (2H, m, Bz); 7,62-/,59 (1H,
m, Bz); 7,53-7,50 (2H, m, Bz); 6,12 (1H, d, J = 11,84 Hz, 5'-OH); 5,94 (1H,d, J =77
Hz, H17); 4,80 (1H, dd, J =7,7 ja 7,5 Hz, H2"); 4,53 (1H, d, J = 4,4 Hz, H3"); 4,36 (1H,
m, H4"); 4,12 (1H, s, 3"-OH); 3,98-3,96 (1H, m, H5"); 3,78-3,76 (1H, m, H5""); 3,75-
3,72 (1H, m, MOE CHy); 3,58-3,49 (2H, m, MOE CHz); 3,42-3,39 (1H, m, MOE CH>);
3,36 (3H, s, OCHz). *C{'H}NMR (126 MHz, CDCl3): 6 164,7 (C=0); 152,2 (C2); 150,8
(C4); 150,5 (C6); 143,5 (C8); 133,5; 133,1; 129,0; 128,0 (Bz); 124,9 (C5); 89,8 (C17);
88,2 (C47); 81,9 (C2'); 71,6 (MOE CH2); 70,3 (C3°); 69,7 (MOE CH2); 63,5 (C57); 59,1
(OCHs). HRMS (ESI): m/z [M + H]* laskettu C20H24NsO6* 430.1721, I0ydetty 430.1736.

N*-Bentsoyyli-2"-O-metyylisytidiini (2c).

Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. Lahtéaineena kaytettiin 2°-O-metyylisytidiini
(1,5 g, 5,8 mmol). Raakatuote puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena
DCM/MeOH (85:15 v/v). Tuote oli valkoista kiinteaa ainetta (1,41 g, saanto 67 %). 'H
NMR 6n (500 MHz, DMSO): 6 11,30 (1H, s, NH); 8,55 (1H, d, J = 7,5 Hz, H6); 8,01
(2H, m, Bz); 7,62 (1H, m, Bz); 7,51 (2H, m, Bz); 7,34 (1H, d, J = 7,3 Hz, H5); 5,89 (1H,
d, J = 2,5 Hz, H1’); 5,19 (1H, m, 3'OH); 4,10 (1H, t, J = 50 Hz, H3’); 3,92 (1H, m, 5’-
OH); 3,78 (2H, m, H5’ ja H5”); 3,48 (3H, s, OMe); 3,17 (1H, s, H2"). "*C{'H}NMR (126
MHz, CDCls): 6 168,0 (CO); 163,4 (C4); 154,8 (C2); 145,5 (C6); 133,6; 133,2; 133,1;
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129,7; 128,9; 128,9 (Bz); 96,55 (C1'); 88,37 (C2'); 84,09 (C3°); 84,68 (C3'); 67,94 (C4);
59,90 (C5'); 58,28 (OMe). HRMS (ESI): m/z [M + HJ* laskettu C17H20N3O6* 362,1347,
l6ydetty 362,1337.

N*-Bentsoyyli-2-O-(2-metoksietyyli)-5-metyylisytidiini (2d).

Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. Lahtdaineena kaytettiin 2°-O-metoksietyyl-
5-metyyliisytidiini (1,5 g, 4.8 mmol). Raakatuote puhdistettiin
silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena DCM/MeOH (85:15 v/v). Tuote oli valkoista
kiinteaa ainetta (0,27 g, saanto 13 %). '"H NMR 6+ (500 MHz, DMSO-d6): 9,23 (1H, s,
NH); 8,04 (1H, s, H6); 8,03 (2H, m, Bz); 7,50 (1H, m, Bz); 7,44 (2H, m, Bz); 7,22 (1H,
m, H5); 5,82 (1H, d, J = 3,55 Hz, H1"); 5,17 (1H, s, 5"-OH); 4,94 (1H, s, 3'-OH); 4,04
(1H, s, H3"); 3,85 (2H, m, H2'ja H4"); 3,67 (3H, m, H5" ja MOE CHz2); 3,53 (1H, m, J =
30 Hz, H5™"); 3,40 (2H, t, J=9,75 Hz, MOE CHz); 3,16 (3H, s, OMe). "*C{'H}NMR (126
MHz, DMSO-d6): 6 171,5 (CO); 163,4 (C4); 155,1 (C2); 139,5 (C6); 135,6; 132,3;
128,9; 128,7; 128,3; 127,9 (Bz); 111,52 (C1’); 88,16 (C2’); 84,72 (C4’); 82,68 (C3’);
71,6; 68,3 (OCHz2); 60,34 (C5’); 58,57 (OMe). HRMS (ESI): m/z [M + H]" laskettu
C20H24N506" 420,1765, 16ydetty 420,1773.

3.2.2 Eksosyklisen aminoryhman isobutyryloinnin yleinen synteesikuvaus

Nukleosidi kuivattiin koevaporoimalla kolme kertaa kuivasta pyridiinista ja
vakuumiekksikaattorissa yon yli. Nukleosidi liuotettiin kuivaan pyridiiniin. ja
reaktioliuokseen lisattiin trimetyylikloorisilaania (8 ekv) typpi-ilmakehassa. Reaktiota
sekoitettiin kahden tunnin ajan, minka jalkeen reaktioliuokseen lisattiin
isobutyryylianhydridia (5 ekv) ja sekoitusta jatkettiin yon yli (n. 15 h). Reaktioseos
siirrettiin jaa-vesihauteeseen ja reaktioliuokseen lisattiin vetta (1,7 ml/mmol
nukleosidia kohden) ja 10 min kuluttua 25 % NH4OH (3,4 ml/mmol nukleosidia
kohden). Reaktioliuosta sekoitettiin 30 min ja liuos haihdutettiin alipaineessa

pyorohaihduttajalla. Raakatuote puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti.

N?-Isobutyryyli-2 -fluosiguanosiini (2e).
Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. Lahtéaineena kaytettiin 2’-fluosiguanosiini

(1,5 g, 5,3 mmol). Raakatuote puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena
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EtOAc/MeOH (85:15, v/v). Tuote oli valkoista kiinteaa ainetta (1,51 g, saanto 85 %).
"H NMR (500 MHz, DMSO-d6): & 12,03 (2H, s, 2xNH); 8,26 (1H, s, H8); 6,12 (1H, dd,
J=16,2ja 2,5, H1"); 5,72 (1H, s, OH); 5,36-5,24 (1H, m, H2"); 5,20 (1H, s, OH); 4,44-
4,38 (1H, m, H3"); 3,97-3,95 (1H, m, H4"); 3,77-3,75 (1H, m, H5"); 3,62-3,60 (1H, m,
H5"); 2,78 (1H, m, CH); 1,13 (3H, s, iBu CHz3); 1,11 (3H, s, iBU CH3). "*C{"H}NMR
(126 MHz, DMSO-d6): 6 180,3 (iBu C=0); 154,9 (C6); 148,4 (C4); 148,2 (C2); 137,3
(C8); 120,3 (C5); 93,8 (C27); 853 (C17); 83,8 (C4"); 67,9 (C3"); 59,9 (C5); 34,8 (iBu
CH); 18,9; 18,9 (iBU CH3). "°F NMR (471 MHz, DMSO-d6): 6 - 203.79. HRMS (ESI):
m/z [M + H]" laskettu C14H19FN505" 356.1365, 10ydetty 356.1374.

N2-Isobutyryyli-2"-metoksietyyliguanosiini (2f).

Synteesi suoritettin  kuten yllda on mainittu. Lahtdaineena kaytettin  2'-
metoksietyyliguanosiini (2,0 g, 5,9 mmol). Raakatuote puhdistettiin
silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena EtOAc/MeOH (85:15 wv/v). Tuote oli
valkoista kiinteaa ainetta (1,82 g, saanto 78 %). '"H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 12,12
(1H, s, NH); 9,18 (1H, s, NH); 7,87 (1H, s, H8); 5,79 (1H, d, J = 7,06 Hz, H1"); 5,23
(1H, s, OH); 4,50 (1H, m, H2); 4,41 (1H, m, H2"); 4,18 (2H, m, H4'ja OH); 3,86 (1H,
m, H5"); 3,70 (2H, m, H5"" ja MOE CHz); 3,56 (1H, m, MOE CHy); 3,45 (1H, m, MOE
CHz); 3,36 (1H, m, MOE CH>); 3,27 (3H, s, MOE CHs); 2,70 (1H, s, iBu CH); 1,19 (6H,
m, iBu 2xCH3). C{'H}NMR (126 MHz, CDCl3): & 179,1 (iBu CO); 155,3 (C6); 147,8
(C4); 147,4 (C2); 139,2 (C8); 122,24(C5); 88,3 (C17); 86,9 (C4"); 82,3 (C2'); 71,6 (MOE
CH2); 70,4 (C37); 69,9 (MOE CHz2); 62,9 (C5"); 58,9 (MOE CHs); 36,3 (iBu CH); 19,0;
19,0 (iBu CHs). HRMS (ESI): m/z [M + H]* laskettu C17H26N507" 412,1827, 16ydetty
412,1840.

3.2.3 Asetalisaation yleinen synteesikuvaus.

Nukleosidi (1,0 ekv) kuivattiin vakuumiekksikaattorissa yon yli. Nukleosidi liuotettiin
kuivaan pyridiiniin (0,55 tao 0,28 I/mol) ja reaktioliuokseen lisattiin happokatalyytti
(pTsOH - H20, 0,1 ekv) seka 2-metoksipropeeni (2-3 ekv). Reaktiota sekoitettiin n. 24
h. Reaktioseokseen lisattiin dikloorimetaania ja reaktioseos siirrettiin erotussuppiloon.

Orgaanista faasia pestiin NaHCO3 (5-10 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na2SOa:lla,
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suodatettin  ja haihdutettiin  kuiviin alipaineessa. Raakatuote puhdistettiin

silikpylvaskromatografisesti.

NS-Bentsoyyli-5"-O-(2-metoksiprop-2-yyli)-2"-O-metyyliadenosiini (3a).

Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. N8-bentsoyyli-2°-O-metyyliadenosiini (0,46
g, 1,20 mmol), 2-metoksipropeeni (0,24 ml, 2,40 mmol) ja p-tolueenisulfonihappo
(pTsOH - H20; 24 mg, 0,12 mmol) liuotettiin pyridiiniin (2,2 ml). Raakatuote
puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti kayttaen ajoliuoksena DCM/MeOH/Pyridiini
(95:4:1, v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteda ainetta (388 mg, saanto 71 %). '"H NMR (500
MHz, CDCls): 6 9,17 (1H, s, NH); 8,77 (1H, s, H2); 8,50 (1H, s, H8); 8,01 (2H, d, J =
7,6 Hz, Bz); 7,60-7,57 (1H, m, Bz); 7,51-7,48 (2H, m, Bz); 6,28 (1H, d, J=2,8 Hz, H1");
4,50-4,47 (1H, m, H3"); 4,21-4,19 (1H, m, H4"); 4,14-4,13 (1H, m, H2"); 3,83 (1H, dd,
J=111ja2,5Hz, H5"); 3,67 (1H, dd, J = 11,0 ja 3,0 Hz, H5""); 3,60 (3H, s, 2"-OCH?3);
3,19 (3H, s, MIP OCHBg); 3,05 (1H, d, J = 6,9 Hz, 3"-OH); 1,41 (3H, s, MIP CHj3); 1,40
(3H, s, MIP CHj3). 3C{"H}NMR (126 MHz, CDCIz): & 164,8 (C=0); 152,8 (C2); 151,5
(C4); 149,6 (C6); 141,5 (C8); 133,7; 132,9; 128,9; 128,0 (Bz); 123,5 (C5); 100,6 (C5'-
OC(OMe)Mez); 86,6 (C1°); 84,4 (C2'); 83,8 (C4"); 69,3 (C37); 59,5 (C5'); 58,9 (2~
OCHpa); 48,8 (MIP OCHs3); 24,5; 24,5 (MIP CH3). HRMS (ESI): m/z [M + Na]* laskettu
C22H27NsNaOs* 480,1854, 16ydetty 480,1857.

NS-Bentsoyyli-5"-0O-(2-metoksiprop-2-yyli)-2"-0-(2-metoksietyyli)adenosiini (3b).
Synteesi suoritettiin kuten ylld on mainittu. N8-bentsoyyli-2°-O-metoksietyyliadenosiini
(0,39 g, 0,90 mmol), 2-metoksipropeeni (0,18 ml, 1,80 mmol) ja p-tolueenisulfonihappo
(pTsOH - H20; 18 mg, 0,09 mmol) liuotettiin pyridiiniin (1,6 ml). Raakatuote
puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena DCM/MeOH/Pyridiini (95:4:1,
v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteda ainetta (348 mg, saanto 77 %). '"H NMR (500 MHz,
CDCls): 6 9,25 (1H, s, NH); 8,79 (1H, s, H2); 8,48 (1H, s, H8); 8,03 (2H, d, J = 7,4 Hz,
Bz); 7,61-7,58 (1H, m, Bz); 7,52-7,49 (2H, m, Bz); 6,28-6,27 (1H, m, H1"); 4,46-4,45
(2H, m, H4’ja H3"); 4,29-4,27 (1H, m, H2"); 4,01-3,98 (1H, m, MOE CHy2); 3,87 (1H, s,
3°-OH); 3,81 (1H, dd, J= 11,0 ja 2,7, H5"); 3,78-3,73 (1H, m, MOE CHz); 3,68 (1H, dd,
J=11,0ja 3,2 Hz, H5""); 3,64-3,60 (1H, m, MOE CHy3); 3,53-3,49 (1H, m, MOE CH>);
3,37 (3H, s, MOE CHz3); 3,20 (3H, s, MIP OCH3); 1,41 (6H, s, MIP 2x CH3). 3C{"H}INMR
(126 MHz, CDCls3): 6 164,9 (C=0); 152,7 (C2); 151,8 (C4); 149,6 (C6); 141,8 (C8);
133,7; 132,8; 128,9; 128,0 (Bz); 123,6 (C5); 100,5 (C5°-OC(OMe)Mez2); 87,2 (C1°);
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84,0 (C2°); 83,4 (C4°); 71,8 (MOE CHa); 70,5 (C3"); 69,8 (MOE CHa); 60,1 (C5°); 59,1
(MOE OCHs); 48,8 (MIP OCHsz); 24,5 (MIP 2xCHz). HRMS (ESI): m/z [M + HJ* laskettu
C24H32Ns07* 502,2296, 16ydetty 502,2293.

N*-Bentsoyyli-5"-O-(2-metoksiprop-2-yyli)-2’-O-metyylisytidiini (3c).

Synteesi suoritettiin  kuten ylld on mainittu. L&htdaineena N*-bentsoyyli-2°-O-
metyylisytidiini (0,5 g, 1,4 mmol), 2-metoksipropeeni (0,4 ml, 4,2 mmol) ja p-
tolueenisulfonihappo (pTsOH - H20; 27 mg, 0,13 mmol) liuotettiin pyridiiniin (2,5 ml).
Raakatuote puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena
DCM/MeOH/Pyridiini (94:5:1 v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteaa ainetta (232 mg, saanto
39 %). '"H NMR (500 MHz, CDCIs): 6 8,73 (1H, s, NH); 8,63 (1H, d, J= 7,4 Hz, H6);
7,84 (2H d, J=7,5Hz, Bz); 7,55 (1H, m, Bz); 7,45 (3H, m, H5 ja Bz); 5,97 (1H, s, H1");
4,19 (1H, s, H3"); 4,03 (1H, m, H4"); 3,85 (1H, m, H5"); 3,72 (1H, d, J = 5,0 Hz, H2");
3,68 (3H, s, 2"-OCHgs); 3,66 (1H, m, H5""); 3,18 (3H, s, MIP OCHs); 2,61 (1H, s, 3'-
OH); 1,38 ja 1,37 (6H, 2 x s, MIP CH3). *C{"H}NMR (126 MHz, CDCls3): 6 162,4 (C2);
144,2 (C6); 133,3; 129,1; 127,5 (Bz); 100,4 (C17); 88,2 (C17); 83,8 (C2"); 83,0 (C4");
67,4 (C3); 58,8 (2'-OCHBas); 57,7 (C57); 48,8 (MIP OCHs); 24,5 (MIP CHs); 24,4 (MIP
CHs). HRMS (ESI): m/z [M + Na]* laskettu C21H27N3sNaO7*:lle 456,1741, Idydetty
456,1739.

N*-Bentsoyyli-5"-O-(2-metoksiprop-2-yyli)-2"-0-(2-metoksietyyli)-5-
metyylisytidiini (3d).

Synteesi suoritettiin  kuten ylld on mainittu. N*-bentsoyyli-2’-O-metoksietyyli-5-
metyylisytidiini (0,18 g, 0,44 mmol), 2-metoksipropeeni (0,087 ml, 0,88 mmol) ja p-
tolueenisulfonihappo (pTsOH - H20; 8,6 mg, 0,044 mmol) liuotettiin pyridiini (0,80 ml).
Raakatuote puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena
DCM/MeOH/Pyridiini (94:5:1 v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteda ainetta (91 mg, saanto
58 %). '"H NMR (500 MHz, CDCls): & 13,38 (1H, s, NH); 8,34 (2H, d, J = 7,24 Hz, Bz);
7,87 (1H, s, H6); 7,54 (1H, m, Bz); 7,46 (2H, m, Bz); 6,02 (1H, d, J = 2,59 Hz, H1");
4,27 (1H, m, H3"); 4,17 (1H, m, H4"); 4,11 (1H, m, MOE CHz2); 3,98 (1H, m, H2"); 3,86
(1H, m, MOE CHz2); 3,79 (1H, m, MOE CHz); 3,72 (1H, m, MOE CHz2); 3,63 (1H, m,
H57); 3,56 (1H, m, H5"); 3,41 (3H, s, MOE OCHs); 3,28 (3H, s, MIP OCHs); 2,14 (3H,
m, 5-Me); 1,48 ja 1,47 (6H, 2 x s, MIP 2xCH3). "*C{"H}NMR (126 MHz, CDCl3): 6 136,8
(C6); 132,5; 129,9; 128,1 (Bz); 111,4 (MIP C); 100,5 (C5); 88,2 (C1°); 83,3 (C4"); 83,1
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(C27); 71,7 (C5°); 70,3 (MOE CH2); 68,7 (C3°); 59,2 (MOE CHz); 59,0 (MOE CH3); 48,8
(MIP OCH3); 24,6; 24,5 (MIP CHa); 13,6 (C5-CHs). HRMS (ESI): m/z [M + HJ* laskettu
C24H34N30s* 492,2340, 18ydetty 492,2351.

N2-Isobutyryyli-5°-0-(2-metoksiprop-2-yyli)-2 -fluoriguanosiini (3e).

Synteesi suoritettiin kuten ylld on mainittu. N?-Isobutyryyliyyli-2°-fluoriguanosiini (0,50
g, 1,40 mmol), 2-metoksipropeeni (0,56 ml, 5,63 mmol) ja p-tolueenisulfonihappo
(pTsOH - H20 28 mg, 0,14 mmol) liuotettiin pyridiini (5,1 ml). Raakatuote puhdistettiin
silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena DCM/MeOH/Pyridiini (89:10:1, v/v/v). Tuote
oli valkoista kiinteaa ainetta (420 mg, saanto 69 %). '"H NMR (500 MHz, CDCl3): &
12,47 (1H, s, NH); 10,91 (1H, s, NH); 8,04 (1H, s, H8); 5,88 (1H, d, J = 17,4 Hz, H1");
5,17-5,06 (1H, m, H2"); 4,72-4,65 (1H, m, H3"); 4,22 (1H, m, H4"); 3,77 (1H, dd, J =
9,8 ja 0,0 Hz, H5"); 3,62 (1H, dd, J = 1,1 ja 3,8 Hz, H5""); 3,12 (3H, s, OCH?3); 2,95-
2,90 (1H, m, CH); 1,33 (3H, s, MIP CHs); 1,32 (3H, s, MIP CHs); 1,28 (3H, d, J = 6,7
Hz, iBu CHs); 1,23 (3H, d, J = 6,7 Hz, iBu CHs). "*C{"H}NMR (126 MHz, CDCI3): &
180,4; 156,0 (C=0); 148,5 (C2); 148,3 (C4); 137,8 (C8); 120,8 (C5); 100,5 (C5'-
OC(OMe)Mez2); 94,2 (C27); 86,9 (C17); 82,4 (C47); 69,1 (C37); 59,6 (C57); 48,6 (OCHs);
36,2 (CH); 24,3; 24,2 (MIP CH3); 19,1; 19,0 (iBu CHzs). '°F NMR (471 MHz, CDCl3): 6
-203,34. HRMS (ESI): m/z [M + H]* laskettu C1sH27rFNsOs* 428,1940, |6ydetty
428,1936.

N2-Isobutyryyli-5"-O-(2-metoksiprop-2-yyli)-2"-(2-metoksietyyli)guanosiini (3f).

Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. N2-Isobutyryyliyyli-2°-
metoksietyyliguanosiini (0,75 g, 1,8 mmol), 2-metoksipropeeni (0,36 ml, 3,6 mmol) ja
p-tolueenisulfonihappo (pTsOH - H20; 36 mg, 0,18 mmol) liuotettiin pyridiiniin (3,3 ml).
Raakatuote puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena
DCM/MeOH/Pyridiini (93:6:1, v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteda ainetta (0,80 g, saanto
90 %). '"H NMR (500 MHz, CDCls): & 12,18 (1H, s, NH); 10,00 (1H, s, NH); 8,08 (1H,
s, H8); 5,96 (1H, d, J = 4,7 Hz, H1"); 4,43 (1H, m, H3"); 4,35 (1H, m, H2"); 4,25 (1H,
m, H4"); 3,88 (1H, s, OH); 3,83 (1H, m, MOE CH3); 3,78 (1H, dd, J = 10,89 ja 3,19 Hz,
H57); 3,63 (2H, m, MOE CH2ja H5""); 3,53 (1H, m, MOE CHz2); 3,44 (1H, m, MOE CH>);
3,35 (3H, s, MOE CHs); 3,19 (3H, s, MIP OCH3s); 2,76 (1H, m, iBu CH); 1,39 (6H, s,
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MIP 2xCHs); 1,26 (6H, m, iBu CHs). ®C{'HINMR (126 MHz, CDCl3): 5 179,2 (iBu CO);
155,7 (C1); 148,3 (C3); 148,0 (C5); 137,4 (C8); 121,4 (C6); 100,5 (MIP CO); 86,5 (C1°);
84,1 (C4°); 83,5 (C2); 71,8; 70,2 (MIP CHz); 70,1 (C3°); 60,5 (C5°); 59,0 (MOE CHa);
48,7 (MIP OCH3); 36,3 (iBu CH); 24,4; 24,3 (MIP CHa); 19,0; 19,0 (iBu CHs). HRMS
(ESI): m/z [M + H]* laskettu C21HsaNsOs* 484,2401, 5ydetty 484.2389.

3.2.4 Fosfityloinnin yleinen synteesikuvaus

5°-0-(2-metoksiprop-2-yyli)-nukleosidi  (3a-f) kuivattin  vakuumieksikkaattorissa
fosforipentoksidin  kanssa. Lahtdéaine livoitettin  kuivaan dikloorimetaaniin ja
trietyyliamiiniin typpi-ilmakehassa. Reaktioseokseen lisattiin N,N-di-
isopropyykloorifosforamidiitti. Reaktiota sekoitettin noin 3-5 tuntia. Reaktion
etenemista seurattiin TLC-kromatografisesti. Puhdistettiin

silikapylvaskromatografisesti.

NS-Bentsoyyli-5"-O-(2-metoksiprop-2-yyli)-2"-O-metyyliadenosiini-3"-(2-
syanoetyyli-N,N-diisopropyyli)fosforamidiitti (4a).

Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. Lahtéaineena kaytettiin N-Bentsoyyli-5"-O-
(2-metoksiprop-2-yyli)-2°-O-metyyliadenosiini (0,21 g, 0,47 mmol). Raakatuote
puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena EtOAc/DCM/EtsN (49:49:2,
v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteda ainetta (0,25 g, saanto 81 %). '"H NMR (500 MHz,
CDsCN): 6 9,74 (1H, s, NH); 8,64 (1H, s, H2); 8,47 ja 8,45 (1H, s, H8); 8,00-7,98 (2H,
m, Bz); 7,62-7,59 (1H, m, Bz); 7,52-7,49 (2H, m, Bz); 6,19 (1H, d, J = 5,0 Hz, H1");
4,70-4,65 (1H, m, H3"); 4,51 ja 4,47 (1H, dd, J = 4,8 Hz, H2"); 4,38-4,28 (1H, m, H4");
3,93-3,57 (6H, m, amidiitti 2xCH, CNE, CH2, H5'ja H5""); 3,48 ja 3,44 (3H, s, 2"-OCHBg);
3,13 ja 3,01 (3H, 2 x s, MIP OCH?3); 2,72-2,66 (2H, m, CNE CH2); 1,34-1,30 (6H, 2 x s,
MIP 2xCHs3); 1,23-1,19 (12H, m, amidiitti 4xCH3). "*C{"H}INMR (126 MHz, CD3CN): &
166,6 (Bz C=0); 153,0 (C2); 153,0 (C4); 150,9 (C6); 143,0 (C8); 142,9; 134,9; 133,5;
129,6; 129,1 (Bz); 125,6; 125,5 (C5); 119,6; 119,5 (CN); 101,2; 101,17 (C5'-
OC(OMe)Mez); 87,5; 85,3 (C1°); 84,7; 84,7; 84,3; 84,3 (C2'); 83,8; 83,8; 83,7; 83,6
(C47);72,6;72,5; 71,9; 71,8 (C37); 61,1; 61,0 (C57); 59,9; 59,7; 59,3; 59,1 (CNE CH2);
59,0; 59,0; 58,7; 58,7 (MIP OCHz3); 49,1; 49,0 (2°-OCHsa); 44,2; 44,1; 44,0; 25,0: 24,9;
24.9; 24,8 (amidiitti 4xCHzs); 24,8; 24,7; 24,6; 24,6 (MIP 2xCHs); 21,0; 21,0; 21,0; 21,0
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(CNE CHy2). 3'P NMR (202 MHz, CD3CN): & 150,07, 149,60. HRMS (ESI): m/z [M + H]*
laskettu Ca1H4sN7O7P* 658,3113, I5ydetty 658,3115.

NS-Bentsoyyli-5"-O-(2-metoksiprop-2-yyli)-2"-0-(2-metoksietyyli)adenosiini-3"-
(2-syanoetyyli-N,N-diisopropyyli)fosforamidiitti (4b).

Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. Lahtéaineena kaytettiin N6-Bentsoyyli-5"-O-
(2-metoksiprop-2-yyli)-2°-O-metoksietyyliadenosiini (0,18 g, 0,36 mmol). Raakatuote
puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena EtOAc/DCM/EtsN (49:49:2,
v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteda ainetta (0,25 g, saanto 74 %). '"H NMR (500 MHz,
CDsCN): 6 9,67 (1H, s, NH); 8,66 (1H, s, H2); 8,47 ja 8,45 (1H, s, H8); 8,01-7,99 (2H,
m, Bz); 7,64-7,60 (1H, m, Bz); 7,54-7,51 (2H, m, Bz); 6,19-6,18 (1H, m, H1"); 4,71-
4,62 (2H, m, H3’ja H4"); 4,37 ja 4,27 (1H, m, H2"); 3,95-3,43 (10H, m, MOE 2xCHa,
amidiitti 2xCH, H5", H5"", CNE CHz2); 3,21 ja 3,19 (3H, 2 x s, MOE OCHg); 3,13 ja 3,10
(3H, 2 x s, MIP OCHBs); 2,70 ja 2,66 (2h, m, CNE CH2); 1,35-1,30 (6H, 3 x s, MIP
2xCHs); 1,24-1,19 (12H, m, amidiitti 4xCH3). "*C{'"H}NMR (126 MHz, CD3CN): 6 166,6
(Bz C=0); 153,1; 153,0 (C2); 152,7 (C4); 150,9 (C6); 143,; 142,9 (C8); 134,9; 133,5;
129,6; 129,1 (Bz); 125,6; 125,5 (C5); 119,6; 119,5 (CN); 101,1 (C5°-OC(OMe)Mez2);
87,8; 87,5 (C17); 84,7, 84,7; 84,3; 84,3 (C2'); 82,5; 82,4; 82,4 (C4"); 72,7, 72,6; 72,6
(MOE CHg); 72,0; 71,8 (C37); 71,0; 71,0; 71,7; 70,7 (MOE CH3); 61,1; 61,0 (C5"); 59,9;
59,7 (CNE CHz2); 59,2; 59,1; 59,0 (MOE OCH?3); 48,0; 49,0 (MIP OCHs); 44,1; 44,0;
44,0; 43,9 (amidiitti 2xCH); 25,1; 25,0; 24,9; 24,9; 24,9; 24,8; 24,7; 24,6; 24,6 (amidiitti
4xCHs, MIP 2xCHs); 21,0; 21,0 (CNE CHz). 3'P NMR (202 MHz, CD3CN): & 149,73;
149,35. HRMS (ESI): m/z [M + H]* laskettu CssH4oN7OsP* 702,3375, Idydetty
702,3377.

N*-Bentsoyyli-5"-0-(2-metoksiprop-2-yyli)-2°-O-metyylisytidiini-3"-(2-
syanoetyyli-N,N-diisopropyyli)fosforamidiitti (4c).

Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. Lahtéaineena kaytettiin N*-Bentsoyyli-5"-O-
(2-metoksiprop-2-yyli)-2°-O-metyylisytidiini (0,23 g, 0,51 mmol). Raakatuote
puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena EtOAC/DCM/EtsN (49:49:2,
v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteaa ainetta (0,25 g, saanto 76 %). "H NMR (500 MHz,
CDsCN): 6 9,30 (1H, s, NH); 8,57 (1H, m, H6); 8,00 (2H, d, J = 7,32 Hz, Bz); 7,66 (1H,
m, Bz); 7,55 (2H, m, Bz); 7,41 (1H, s, H5); 5,98 (1H, dd, J=1,98 ja 6,91 Hz, H1"); 4,42-
4,32 (1H, m, H3"); 4,30-4,23 (1H, m, H4"); 3,94 (1H, m, H2"); 3,98-3,63 (6H, m, amidiitti
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2xCH, CNE CHz, H5%ja H57); 3,61 ja 3,58 (3H, 2 x s, OMe); 3,25 ja 3,23 (3H, 2 x s,
MIP OCHs); 2,67 (2H, m, CNE CHa); 1,44-1,41 (6H, 4 x s, MIP 2xCHa); 1,21-1,20 (12H,
m, amidiitti 4xCH3). 13C{"HINMR (126 MHz, CDsCN): & 163,3 (Bz CO); 155,1 (C2);
145,3 (C6): 133,5; 129,2; 128,7 (Bz); 119,2; 119,1 (CN); 100,8 (5"-OC(OMe)Me:); 96,5
(C5); 89,8; 89,4 (C1°); 84,0; 83,5 (C2°); 82,7; 82,7; 82,4; 82,3 (C4"); 70,4; 70,2; 70,1;
70,0 (C3°); 59,1; 59,0; 58,9; 58,8; 58,6 (amidiitti CH2 ja C5°); 58,3 (amidiitti CH); 48,9
(MIP CHa); 43,7 43,7; 43,6; 43,6 (amidiitti CH ja MIP CHa); 24,6; 24,5; 24,5: 24,5: 24 4;
24.4 (amidiitti CHa); 24,3; 24,2 (MIP CHa); 20,6 (CNE CHz). 3'P NMR (202 MHz,
CD3CN): & 149,70; 149,29. HRMS (ESI): m/z [M + H]* laskettu C3oHasNsOsP*
634,3000, I6ydetty 634,3002.

N*-Bentsoyyli-5°-0-(2-metoksiprop-2-yyli)-2"-O-(2-metoksietyyli)-5-
metyylisytidiini-3'-(2-syanoetyyli-N,N-diisopropyyli)fosforamidiitti (4d).

Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. Lahtéaineena kaytettiin N*-Bentsoyyli-5"-O-
(2-metoksiprop-2-yyli)-2°-O-metoksietyyli-5-metyylisytidiini (0,11 g, 0,23 mmol).
Raakatuote puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena EtOAC/DCM/EtsN
(49:49:2, v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteaa ainetta (0,091 g, saanto 58 %). 'H NMR
(500 MHz, CD3CN): 6 12,93 (1H, s, NH); 8,31 (2H, m, Bz); 7,88 (1H, m, H6); 7,60 (1H,
m, Bz); 7,50 (2H, m, Bz); 6,00 (1H, m, H17); 4,41 (1H, m, H3"); 4,29 (1H, m, H4"); 4,20
(1H, m, H2"); 3,97-3,58 (8H, m, amidiitti 2xCH, MOE 2xCH2, H5" ja H5""); 3,52 (2H,
CNE CH); 3,32-3-29 (3H, 2 x s, MOE CH3); 3,26 ja 3,24 (3H, 2 x s, MIP OCHz3); 2,69
(2H, m, CNE CHz2); 2,13 (3H, s, 5-Me); 1,45-1,43 (6H, 2 x s, MIP 2xCH3); 1,24-1,20
(12H, m, amidiitti 4xCH3). "*C{"H}NMR (126 MHz, CD3CN): 6 179,8 (Bz CO); 161,0
(C4); 148,6 (C2); 138,4 (Bz); 137,8 (C6); 133,1; 130,2; 128,8 (Bz); 119,3; 119,2 (CN);
111,7 (C5); 101,0 (5-OC(OMe)Mez2); 88,2; 87,9 (C17); 83,8; 83,8; 83,4; 83,4 (C4’);
82,3, 82,3, 81,8, 81,7 (C2"); 72,4 (C5°); 71,7; 71,7; 71,0; 70,9; 70,4; 70,1 (C3"); 60,3;
60,2; 59,44; 59,2; 58,7; 58,7; 58,5 (MOE CHs); 48,9 (MIP CH3); 43,7; 43,6; 43,6; 43,5;
43,5 (amidiitti CH); 24,6; 24,6; 24,5; 24,5; 24,5; 24,5; 24,4; 24,4 (amidiitti CHs ja MIP
CHs); 20,6; 20,6 (CNE CHz); 13,21 (C5-CHz). 3'P NMR (202 MHz, CD3CN): & 149,48;
148,92. HRMS (ESI): m/z [M + H]* laskettu Cs3sHs1NsO9P* 692,3419, |0ydetty
692,3423.
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N2-Isobutyryyli-5°-0-(2-metoksiprop-2-yyli)-2 -fluoriguanosiini-3'-(2-syanoetyyli-
N,N-diisopropyyli)fosforamidiitti (4e).

Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. Lahtdaineena kaytettiin N?-Isobutyryyli-5°-
O-(2-metoksiprop-2-yyli)-2°-fluosiguanosiini (0,33 g, 0,77 mmol). Raakatuote
puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena DCM/MeOH/EtsN (94:4:2,
v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteda ainetta (0,38 g, saanto 78 %). '"H NMR (500 MHz,
CDs3CN): 6 7,99 ja 7,98 (1H, s, H8); 6,13-6,09 (1H, m, H1"); 5,47-5,34 (1H, m, H2");
4,73-4,62 (1H, m, H3"); 4,29-4,24 (1H, m, H4"); 3,89-3,58 (6H, m, CNE CH2, amidiitti
2xCH, H5%ja H5"); 3,13 ja 3,11 (3H, 2 x s, OCHBg); 2,77-2,70 (1H, m, iBu CH); 2,70-
2,64 (2H, m, CNE CHz2); 1,35-1,32 (6H, 4 x s, MIP 2xCH3); 1,20-1,17 (18H, m, amidiitti
4xCHs ja iBU 2xCHs). "*C{"H}NMR (126 MHz, CD3CN): 6 181,0; 180,9 (iBu C=0);
156,3 (C6); 149,3; 149,3 (C4); 149,3; 149,2 (C2); 138,1; 138,0 (C8); 122,1; 122,1 (C5);
119,5 (CN); 101,2; 101,2 (C5°-OC(OMe)Mez); 94,9; 94,3; 93,4; 92,7 (C2"); 87,7; 87,7,
87,5; 87,4 (C17); 83,3; 83,2; 82,8; 82,7 (C4°); 71,4; 71,3; 71,3; 71,2 (C3"); 60,3; 60,0
(C5); 59,6; 59,5; 59,4; 59,3 (CNE CHy2); 49,1; 49,0 (OCHs); 44,2; 44,2; 44,1; 44,1
(amidiitti 2xCH); 36,6; 36,6 (iBu CH); 24,9; 24,9; 24,8; 24,8; 24,8; 24,7; 24,6; 24,5
(amidiitti 4xCHs, MIP 2xCHs); 21,0; 21,0; 20,9; 19,8 (CNE CH2); 19,2; 19,2; 19,2 (iBu
2xCHs3). °F NMR (471 MHz, CD3CN): & -202,61; -202,64; -203,2; -203,2. 3'P NMR
(202 MHz, CD3sCN): 6 150,40; 150,34; 149, 94; 149,90. HRMS (ESI): m/z [M + H]*
laskettu C2rH44FN7O7P* 628,3018, 16ydetty 628,3021.

N?-Isobutyryyli-5"-O-(2-metoksiprop-2-yyli)-2"-(2-metoksietyyli)guanosiini-3"-(2-
syanoetyyli-N,N-diisopropyyli)fosforamidiitti (4f).

Synteesi suoritettiin kuten ylla on mainittu. Lahtéaineena kaytettiin N2-Isobutyryyli-5°-
O-(2-metoksiprop-2-yyli)-2°-metoksietyyliguanosiini (0,49 g, 1,0 mmol). Raakatuote
puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti ajoliuoksena EtOAc/DCM/EtsN (49:49:2,
v/v/v). Tuote oli valkoista kiinteda ainetta (0,45 g, saanto 64 %). '"H NMR (500 MHz,
CDs3CN): 6 7,96 (1H, d, J = 9,19 Hz, H8); 5,83 (1H, t, J = 5,7 Hz, H1"); 4,46 (2H, m,
H2%ja H3"); 4,20 (1H, m, H4"); 3,86-3,45 (8H, m, MOE 2xCH2, CNE CH2, H5  ja H5"");
3,35 (2H, m, CNE CHz2); 3,13 ja 3,12 (3H, 2 x s, MOE CHj3); 3,07 ja 3,05 (3H, 2 x s,
MIP OCHBg); 2,70- 2,56 (3H, m, iBu CH ja CNE CH2); 1,29-1,25 (6H, 4 x s, MIP 2xCH3);
1,11 (18H, m, amidiitti 4xCH3 ja iBu 2xCH3). '3C{"H}NMR (126 MHz, CD3CN): & 180,6;
180,6 (iBu C=0); 156,0 (C6); 149,4; 149,4; 148,9; 148,9 (C2, C4); 137,6; 137,6 (C8);
121,6; 121,5 (C5); 119,3; 119,2 (CN); 100,8; 100,8 (C5°-OC(OMe)Mez); 86,4; 86,4
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(C17); 84,4; 84,4; 84,1; 84,03 (C4'); 82,1; 82,1; 81,8; 81,78 (C2°): 72,4; 72,3 (CNE
CH2); 71,5; 71,4 (H3"); 70,5; 70,5; 70,2; 60,9; 60,7 (MOE CH2); 59,5; 59,4 (C5°); 58,7;
58,6: 58,57 (MOE CHs); 48,7; 48,6 (MIP CHa); 43,7; 43,6; 43,6; 43,5 (amidiitti CH);
36,2: 36,17 (iBu CH); 24,7-24,2 (amidiitti 4xCH3 ja MIP 2xCHs); 20,7; 20,6; 20,6 (CNE
CHy2); 18,9; 18,78 (iBu 2xCHs). 3'P NMR (202 MHz, CD3sCN): & 149,75; 149,46. HRMS
(ESI): m/z [M + H]* laskettu CaoHs1N7OsP* 684,3480, |5ydetty 684,3484.
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5 Liiteet

Liite 1. Yhdisteen 2a '"H NMR spektri (500 MHz, DMSO-d6)
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Liite 3. Yhdisteen 2b '"H NMR spektri (500 MHz, CDCl3)
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Liite 4. Yhdisteen 2b '3C NMR spektri (126 MHz, CDCl3)
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Liite 5. Yhdisteen 2¢c 'H NMR spektri (500 MHz, DMSO-d6)
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Liite 7. Yhdisteen 2d "H NMR spektri (500 MHz, DMSO-d6)
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Liite 8. Yhdisteen 2d 3C NMR spektri (126 MHz, DMSO-d6)
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Liite 9. Yhdisteen 2e 'H NMR spektri (500 MHz, DMSO-d6)

Liite 10. Yhdisteen 2e "3C NMR spektri (126 MHz, DMSO-d6)

e

VT R A

T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

42



Liite 10. Yhdisteen 2e "°F NMR spektri (471 MHz, DMSO-d6)
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Liite 11. Yhdisteen 2f "H NMR spektri (500 MHz, CDCls)
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Liite 12. Yhdisteen 2f 3C NMR spektri (500 MHz, CDCls)
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Liite 13. Yhdisteen 3a '"H NMR spektri (500 MHz, CDCl3)
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Liite 14. Yhdisteen 3a '3C NMR spektri (126 MHz, CDCl3)
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Liite 15. Yhdisteen 3b 'H NMR spektri (500 MHz, CDCl3)
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Liite 17. Yhdisteen 3¢ "H NMR spektri (500 MHz, CDCl3)

HNOOOoOYNOC-MOoONOMDNAETY W OCoCNOUISIO-MOA-CO AWMU 00o O oSN
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

\\N\\&\M%‘* I \m‘%&vﬂ%fﬂ;ﬁf/ TN

| k | | j.

9.5 9.0 8.5 S.IO 7.5 7‘0 6‘5 6.‘0 5.‘5 5‘0 4 0 2‘0 1.‘5 I ppm
B [EEs 8 ﬁtﬁfiﬁ - g
Liite 18. Yhdisteen 3¢ '3C NMR spektri (126 MHz, CDCl3)
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Liite 19. Yhdisteen 3d 'H NMR spektri (500 MHz, CDCl3)
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Liite 20. Yhdisteen 3d *C NMR spektri (126 MHz, CDCls)
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Liite 21. Yhdisteen 3e "H NMR spektri (500 MHz, CDCl3)
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Liite 22. Yhdisteen 3e 3C NMR spektri (126 MHz, CDCl3)
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Liite 23. Yhdisteen 3e '°F NMR spektri (471 MHz, CDClI3)
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Liite 24. Yhdisteen 3f '"H NMR spektri (500 MHz, CDCls)
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Liite 26. Yhdisteen 4a "H NMR spektri (500 MHz, CD3CN)
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Liite 26. Yhdisteen 4a '3C NMR spektri (126 MHz, CD3CN)
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Liite 27. Yhdisteen 4a 3'"P NMR spektri (202 MHz, CD3CN)
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Liite 28. Yhdisteen 4b '"H NMR spektri (500 MHz, CD3CN)
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Liite 29. Yhdisteen 4b 3C NMR spektri (126 MHz, CD3CN)
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Liite 30. Yhdisteen 4b 3'P NMR spektri (202 MHz, CD3CN)
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Liite 31. Yhdisteen 4c "H NMR spektri (500 MHz, CD3CN)
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Liite 32. Yhdisteen 4c '3C NMR spektri (126 MHz, CD3CN)
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Liite 33. Yhdisteen 4c 3'"P NMR spektri (202 MHz, CD3CN)
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Liite 34. Yhdisteen 4d '"H NMR spektri (500 MHz, CD3CN)
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Liite 35. Yhdisteen 4d '3C NMR spektri (126 MHz, CD3CN)
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Liite 36. Yhdisteen 4d 3'P NMR spektri (202 MHz, CD3CN)
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Liite 37. Yhdisteen 4e "H NMR spektri (500 MHz, CD3CN)
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Liite 38. Yhdisteen 4e '3C NMR spektri (126 MHz, CD3CN)
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Liite 39. Yhdisteen 4e 3'"P NMR spektri (202 MHz, CD3CN)
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Liite 40. Yhdisteen 4e '°F NMR spektri (471 MHz, CD3CN)
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Liite 41. Yhdisteen 4f "H NMR spektri (500 MHz, CD3CN)
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Liite 42. Yhdisteen 4f 3C NMR spektri (126 MHz, CD3CN)
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Liite 43. Yhdisteen 4f 3'P NMR spektri (202 MHz, CD3CN)
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Liite 44. Lopputuotteiden rakennekaavat.
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