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Nukleiinihappojen kasvava kéytto bioldédketieteellisissd sovelluksissa on lisdnnyt tarvetta
valmistaa kemiallisesti modifioituja DNA- ja RNA-analogeja, joilla on luonnollisia
nukleiinihappoja paremmat biologiset ominaisuudet. Kemiallisen modifioinnin kohteena
voivat olla yksittdisten nukleotidien emés-, sokeri- tai fosfaattiosat. Myds useamman
rakenneosan modifikaatiot ovat mahdollisia. Téllaisten modifioitujen nukleiinihappojen
eli ksenonukleiinihappojen (XNA) toivottuna ominaisuutena on luonnollisille
nukleiinihapoille ominainen hybridisoituminen. Modifioitujen nukleiinihappojen
rakenteet, kuten rungon syklisyys ja varauksellisuus vaikuttavat siihen, pystyvétko
XNA:t hybridisoitumaan joko itsensé tai luonnollisten nukleiinihappojen kanssa ja siten
muodostamaan erilaisia sekundaarirakenteita.

1,3-oksatsinaanit ja -oksatsolidiinit ovat tyydyttyneitd happea ja typped
siséltdvid viisi- ja kuusirenkaisia heterosyklejé, joita voidaan hyddyntdd muun muassa
orgaanisissa synteeseissd vilituotteina. Téssd tyOssd niitd kaytettiin  XNA-
oligonukleotidien runkorakenteina. 1,3-oksatsinaanit ja -oksatsolidiinit muodostuvat
aminoalkoholien ja karbonyyliyhdisteiden vilisilld kondensaatioreaktioilla ja
hydrolysoituvat nopeasti vesiliuoksessa seka lievisti happamissa olosuhteissa.

Tdmdn Pro Gradu -tutkielman alkuperdisend tavoitteena oli tutkia N-
metoksi-1,3-oksatsinaaninukleiinihapon (MOANA) ristiinpariutumista DNA:n ja RNA:n
kanssa. Tyon alussa valmistettiin modifioitu oligonukleotidi MOANA-fosforamidiittia
kdyttden, mutta massaspektrometrian perusteella fosforamidiitin  synteesissd
suojaryhmind kidytetty 4-bentsoyylioksibentsaldehydi osoittautui liian pysymaéttomaksi.
Témin vuoksi fosforamidiitti pdétettiin valmistaa uudelleen kidyttden télld kertaa
suojaryhmind pysyvampéé 4-nitrobentsaldehydia.

Uuden fosforamidiitin synteesissé muodostui lopputuotteena oletetun
kuusirenkaisen 1,3-oksatsinaanin sijaan viisirenkainen oksatsolidiini. Valmistettu N-
metoksioksatsolidiiniglykolinukleotidi liitettiin onnistuneesti osaksi viittd eri DNA-
hiusneulaoligonukleotidia siten, ettd sen vastinpareina olivat vuorotellen nukleosidit A,
C, G, T ja pelkka sokeri S. 4-nitrobentsaldehydin todettiin olevan pysyvampi suojaryhma
kuin 4-bentsoyylioksibentsaldehydi ja sen tdydelliseen irtoamiseen oligonukleotideista
vaadittiin erillinen happokasittely. Syntetisoiduista N-metoksioksatsolidiiniglykoli-
nukleiinthappo (MOGNA) -oligonukleotideista mitattiin sulamislampdtilat, joiden
perusteella oligonukleotidit olivat kaksoiskierteisessd muodossa huoneenldmpétilassa ja
pH:ssa 5,5. Lisdksi niiden sitoutumista kolmen eri mallialdehydin kanssa tutkittiin.
Parhaiten MOGNA-oligonukleotidit sitoutuivat urasiilin rakennetta muistuttavan
aldehydijohdannaisen kanssa.

Avainsanat:
”Base filling” -menetelmd, hybridisaatio, ksenonukleiinihapot, 1,3-oksatsinaanit, 1,3-
oksatsolidiinit
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1. Johdanto

1.1. Ksenonukleiinihapot

Deoksiribonukleiinihappo (DNA) ja ribonukleiinihappo (RNA) ovat luonnollisia nukleiinihappoja,
jotka tallentavat, levittivdt ja ilmentdvdt geneettistd informaatiota.! Ne koostuvat
fosfodiesterisidoksilla toisiinsa liittyneistd sokerifosfaattiosista sekd viidestd nukleoeméksesti;
adeniinista (A), guaniinista (G), sytosiinisti (S), tymiinistd (T) ja urasiilista (U).>* DNA:lla ja
RNA:lla on useita ominaisuuksia, joiden ansiosta niitd voidaan hyddyntdd muun muassa
diagnostiikassa ja lddkeaineina. Niitd ovat esimerkiksi niille ominainen emédspariutuminen, hyva
vesiliukoisuus sekd denaturoitumis- ja uudelleenlaskostumiskyky ennustettavien ja ohjelmoitavien
vuorovaikutusten kautta. Eduistaan huolimatta luonnollisilla nukleiinihapoilla on huono kemiallinen
ja biologinen pysyvyys sekéd kapea kemiallinen monimuotoisuus, mitkd rajoittavat niiden kayttod
ladkkeind. Nididen ongelmien ratkaisemiseksi sekd uusien ominaisuuksien saavuttamiseksi on
kehitetty runkorakenteiltaan erilaisia DNA- ja RNA-analogeja. Téllaisia kemiallisesti modifioituja
luonnollisten nukleiinihappojen analogeja kutsutaan ksenonukleiinihapoiksi (XNA).*>

DNA:n ja RNA:n tapaan XNA:t ovat sekvenssispesifisid polymeerejd, jotka voivat
tallentaa ja levittdd geneettistd informaatiota.®” Niissd esiintyvit modifikaatiot voivat olla joko
yksittdisid nukleotidien emés-, sokeri- tai fosfaattiosien modifikaatioita tai ne voivat olla ndiden
yhdistelmid. Nukleoemédsten modifioinnilla voidaan sééddelld muodostuvien emésparien lujuutta ja
spesifisyyttd, kun taas fosfodiesterirungon modifikaatioilla voidaan parantaa yhdisteen
farmakokineettisid ominaisuuksia sekd nukleaasiresistenssid. Myos sokeriosien modifikaatioilla on
edullisia vaikutuksia nukleaasiresistenssiin ja lisdksi ne sditelevdt sekundaarirakenteiden
muodostumista sekd yhdisteen toksisuutta. Uudenlaisten rakenteiden ja parantuneiden
ominaisuuksiensa ansiosta XNA:illa on mahdollisuus laajentaa nukleiinihappojen kayttda erilaisissa

biolddketieteellisissi sovelluksissa.*>-

1.1.1. Hybridisaatio

Luonnollisille  nukleiinihapoille  on  tyypillistd  hybridisoituminen  eli  pariutuminen
komplementaaristen DNA- ja RNA-sekvenssien kanssa vetysidosten vilitykselld. Hybridisaation
seurauksena muodostuu kaksoiskierteisid rakenteita, jotka voivat olla DNA/DNA-, DNA/RNA- tai
RNA/RNA-rakenteisia.> Kun kaksoiskierre muodostuu vain yhden tyyppisestd molekyylistd (esim.
DNA/DNA), on kyseessd homodupleksi ja kun se muodostuu kahdesta eri tyyppisestd molekyylistd



(esim. DNA/RNA), on kyseessd puolestaan heterodupleksi. Ndiden perinteisten kaksoiskierteisten
rakenteiden lisdksi nukleiinihapot voivat muodostaa muun muassa hiusneulasilmukoita, rakenteen
sisdisid silmukoita sekd G-kvadruplekseja.’

Hybridisaatio mahdollistaa useita eldmille tédrkeitd tapahtumia, kuten DNA:n
replikaation, transkription RNA:ksi ja translaation peptideiksi, minka takia se on toivottu ominaisuus
myo0s synteettisesti valmistetuilla nukleiinihappojen analogeilla. Rakenteista riippuen XNA-
molekyylit tunnistavat luonnolliset nukleiinihapot ja voivat siten hybridisoitua joko keskendin tai
DNA:n tai RNA:n kanssa. Kahdesta XNA-juosteesta muodostuvat homodupleksit ovat yleensd
pysyvampid kuin heterodupleksit, joissa XNA-juostetta vastassa on joko DNA- tai RNA-juoste.’
Muodostuvien kaksoiskierteiden lopulliseen koostumukseen ja pysyvyyteen vaikuttavat kuitenkin

XNA-runkojen rakenteet.!%12

1.1.2. Vaikutus sekundaarirakenteisiin

Sykliset XNA:t ovat DNA:sta ja RNA:sta johdettuja yhdisteitd, joissa deoksiriboosiin tai riboosiin
on yleensd tehty vain pienid, rengasrakenteen sdilyttdvid modifikaatioita. Kuvassa 1 on esitetty
syklisten XNA:jen rakenteita. Pienilld modifikaatioilla voidaan parantaa XNA:jen ominaisuuksia ja
samalla sdilyttdd niiden rakenteellinen samankaltaisuus luonnollisten nukleiinihappojen kanssa.
Téllaiset XNA:t muodostavat pysyvid kaksoiskierteisid rakenteita seki itsensd ettdi DNA:n ja RNA:n
kanssa. Esimerkiksi riboosin 2’-hydroksyyliryhméin metylaatio saa aikaan nukleaasiresistenssin ja
liséksi se parantaa yhdisteen ristiinpariutumista erityisesti komplementaarisen RNA:n kanssa tehden
siitd potentiaalisen RNA-ladkkeen.!? Treoosinukleiinihappo (engl. threose nucleic acid, lyh. TNA) on
puolestaan esimerkki sellaisesta viisirenkaan siséltdvistd XNA-rakenteesta, johon on tehty useampia
modifikaatioita, mutta joka siitd huolimatta pystyy muodostamaan pysyvid homo- ja
heteroduplekseja.'* Toisin kuin luonnollisissa nukleiinihapoissa TNA:ssa fosfaatit ovat liittyneeni
happeen sokerirenkaan 3’- ja 2’-asemissa eikd se sisélld metyleenisiltaa sokerirenkaan ja
fosfaattiryhmin hapen vélilldi. TNA/TNA-dupleksin rakenne muistuttaa A-muotoista DNA:ta tai
RNA:ta. Erona on se, ettdi TNA/TNA-kaksoiskierteessd fosforiatomien vélinen etdisyys on hieman
lyhyempi. Kaksoiskierteiden lisdksi TNA muodostaa myds G-kvadruplekseja.-!?

My®0s kuusijdsenisen sokeriosan sisdltavit XNA-rakenteet muodostavat pysyvid homo-
ja heteroduplekseja itsensd ja DNA:n ja RNA:n kanssa. Muun muassa heksitolinukleiinihappo (engl.
hexitol nucleic acid, lyh. HNA) ja syklohekseeninukleiinihappo (engl. cyclohexene nucleic acid, lyh.
CeNA) ovat téllaisia XNA:ja. HNA:ssa C4"n ja C[”n viliin on lisdtty ylimdirdinen hiili ja

nukleoemds on liittyneend C2’-asemaan. HNA:a siséltdvit kaksoiskierteet ovat pysyvidmpid kuin



pelkkien luonnollisten nukleiinihappojen muodostamat dupleksit (DNA/DNA, RNA/RNA,
DNA/RNA) ja liséksi HNA/HNA- sekd HNA/RNA -rakenteet muodostavat A-muotoisia kierteitd. !>
Myds CeNA, jossa nukleiinihapon sokeriosa on korvattu nimensi mukaisesti syklohekseeniryhmalla,
ristiinpariutuu pysyvésti sekd itsensé ettd DNA:n ja RNA:n kanssa.>!’

Syklisten XNA:jen kykyyn muodostaa pysyvid kaksoiskierrerakenteita vaikuttavat
niiden jaykit ja konformationaalisesti rajoittuneet rakenteet, joiden ansiosta ne voivat esijirjestiytya
kaksoiskierteisid duplekseja muistuttaviin rakenteisiin ja vdhentdd siten lopullisten kompleksien
muodostumisen entropiakustannuksia.!®!® Vihiiset entropiakustannukset lisddvit muodostuvien
kompleksien pysyvyyksid. Tami ominaisuus huomataan erityisesti lukitulla nukleiinihapolla (engl.
locked nucleic acid, lyh. LNA) sekd trisyklo-DNA:lla (engl. tricyclo-DNA, lyh. ted), jotka ovat
erittdin jadykkérakenteisia XNA:ja. LNA:lla on C3’-endo-muotoon lukittu rakenne, joka on saatu
aikaan yhdistdmalld 2 ’-happi 4 -hiileen metyleeniryhmalld. LNA muodostaa pysyvid homodupleksi-
rakenteita ja ristiinpariutuu korkealla affiniteetilla myds DNA:n ja etenkin RNA:n kanssa. Tcd:ssa
furanoosirengas on silloitettu C3’ ja C5’ eteenilinkkerilld ja lisdksi C5 - ja C6 -asemat on yhdistetty
asentoon. Tcd on jdykin XNA-rakenne, joten se sitoutuu erittdin voimakkaasti komplementaarisiin
tcd-oligomeereihin sekd DNA:han ja RNA:han. LNA:n ja tcd:n korkeat affiniteetit erityisesti

RNA:han tekevit niistd potentiaalisia nukleiinihappolddkkeité.!>!>
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Kuva 1. Syklisid XNA:ja: a) 2°0OMe RNA; b) TNA; c) HNA; d) CeNA; e) LNA ja f) trisyklo-DNA.

Toisin kuin syklisilldi XNA-rakenteilla, ei-syklisillda XNA:illa on lineaariset ja joustavat rungot.

Téllaiset joustavat runkorakenteet aiheuttavat korkeat entropiakustannukset, jotka eivit ole edullisia



kaksoiskierteiden muodostuksessa. Joustavien nukleiinihappojen (engl. flexible nucleic acid, FNA)
tapauksessa, joista C2’-atomi on poistettu deoksiriboosista, tdmé pitddkin paikkansa, koska ne eivét
hybridisoidu itsensd eivatka DNA:n kanssa. Samalla tavoin ei-syklinen
dihydroksipentyylinukleiinihappo (engl. dihydroxypentyl nucleic acid), josta on poistettu O4’ ei
muodosta duplekseja itsensd eikd DNA:n kanssa. Ei-syklisistd ja negatiivisesti varautuneen
fosfodiesterirungon sisdltdvisti XNA-rakenteista glykolinukleiinihappo (engl. glycol nucleic acid,
lyh. GNA) on ensimmaéinen, jonka tiedetdéin muodostavan pysyvd GNA/GNA-kaksoiskierre. GNA
on syklisesti TNA:sta johdettu rakenne, jossa sokeriosan tilalla on propyleeniglykoli. Pysyvén
homodupleksin muodostaminen on mahdollista, koska GNA kykenee esijdrjestdytymiin
yksijuosteiseen kierteiseen tilaan, mikd alentaa kaksoiskierteen muodostukseen tarvittavia
entropiakustannuksia.!%!2

Jaykkyyden lisdksi myos rungon varauksella on vaikutusta XNA:jen hybridisaatioon.
Esimerkiksi peptidinukleiinihappo (engl. peptide nucleic acid, PNA) ja fosforodiamidaatti-
morfoliino-oligonukleotidi (engl. phosphorodiamidate morpholino oligonucleotide, PMO) ovat
varauksettomia XNA-yhdisteitd, jotka molemmat muodostavat pysyvid homo- ja heteroduplekseja
DNA:n ja RNA:n kanssa. PNA:ssa negatiivisesti varautunut fosfaattirunko on korvattu
varauksettomalla peptidirungolla, miké tekee sen rakenteesta ei-syklisen ja osittain joustavan. Vaikka
joustavilla XNA:illa on yleensd jaykkid XNA:ja korkeammat entropiakustannukset eivétkd ne sen
takia kykene muodostamaan pysyvid dupleksirakenteita, niin PNA:n tapauksessa joustavan rungon
aiheuttamat entropiakustannukset kuitenkin tasapainottuvat PNA-rungon neutraalilla varauksella,
jolloin kaksoiskierteen muodostuksessa ei tapahdu varauksen hylkimistd ja kaksoiskierre péddsee
muodostumaan. Varauksettomuuden vuoksi muodostuvat PNA/DNA-dupleksit ovat jopa
pysyvampid kuin niiden DNA/DNA-vastineet. PMO:ssa varaukseton fosforodiamidaattiryhmi on
kiinnittynyt kuusijdseniseen morfoliinirenkaaseen. PMO:lla on korkeampi affiniteetti RNA:n kuin
DNA:n kanssa, minkd takia silld on potentiaalia antisense-oligonukleotidildfkkeiden
runkorakenteena. Téll4 hetkelld Yhdysvaltain elintarvike- ja ladkevirasto (FDA) onkin hyvaksynyt
nelja PMO:iin perustuvaa nukleiinihappoldékettd (eteplirsen, golodirsen, viltolarsen ja casimersen)
kaytettdviksi Duschennen lihasdystrofian hoitoon.! Ei-syklisten XNA:jen sekd varauksettoman

runkorakenteen siséltdvien XNA:jen rakenteita on esitetty kuvassa 2.!%:12:20
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Kuva 2. FEi-syklisii XNA:ja ja varauksettoman rungon siséltivii XNA:ja: a) FNA; b)
DihydroksipentyyliNA; ¢) (R)- ja (S)-GNA; d) PNA ja e) PMO.

1.1.3. Entsymaattinen ja ei-entsymaattinen polymerisaatio

XNA:jen valmistuksessa yleisesti kdytetty menetelmé on automatisoitu kiinteén kantajan synteesi,
joka perustuu fosforamidiittimonomeerien kiyttoon.?! Vaikka kiintedfaasisynteesi on tehokas ja
tarkka menetelmad, se soveltuu padasiassa vain pienen mittakaavan nukleiinihapposynteesiin. Liséksi
joidenkin XNA:jen sisdltimidt funktionaaliset ryhmét ovat liian herkkid kyseiselle menetelmalle
ilman erityistd suojausta. Tillaisia funktionaalisia ryhmid ovat kaikki herkisti hapettuvat ja
nukleofiilien kanssa reagoivat ryhmait.?? XNA:jen kasvava kéytto bioteknologiassa sek ladkeaineina
on lisdnnyt tarvetta kehittdd uusia, tehokkaita synteesimenetelmid niiden korkealaatuiseen suuren
mittakaavan valmistukseen.?’

Modifioitujen nukleiinihappojen entsymaattinen ja ei-entsymaattinen polymerisaatio
ovat vaihtoehtoisia menetelmié kiinteén kantajan synteesille. Ndma menetelméat mahdollistavat myos
XNA-aptameerien ja -DNAtsyymien kehittimisen SELEX-menetelmilld.?* Entsymaattisessa
polymerisaatiossa kemiallisesti muokatut XNA:t toimivat substraatteina XNA-ketjujen
muodostumista katalysoiville luonnollisille tai modifioiduille polymeraasientsyymeille, kun taas ei-
entsymaattisessa polymerisaatiossa XNA-ketjujen synteesi tapahtuu ilman entsyymej.?

Nukleiinihappojen ei-entsymaattisessa polymerisaatiossa nukleotidit jérjestdytyvit itse
templaatin pidille emdsparivuorovaikutusten kautta ja polymerisoituvat, jolloin templaatin
emdsjirjestys kopioituu kidnteisend muodostuvalle polymeerille. Tétd samaa menetelmidid on

laajennettu kéytettdviksi eri XNA-kemioille ja tdhdn mennessd XNA-monomeereja onkin liitetty



onnistuneesti  toisiinsa muun muassa pelkistdvilld aminoinnilla, kuparikatalysoidulla
napsautusligaatiolla sekd fosforamidiittiligaatiolla.* Nukleiinihappojen entsymaattisessa synteesissé
entsyymit katalysoivat polymeerien muodostumista. Myods titd menetelmdd on onnistuttu
hyddyntdméan joidenkin XNA:jen, kuten TNA:n?® synteesissd, mutta sen laajempaa kéyttod rajoittaa
kuitenkin XNA-rakenteiden tunnistamiseen ja késittelemiseen kykenevien luonnollisten
polymeraasien vihdisyys. Entsymaattisten synteesimenetelmien kannalta onkin tirkedé luoda uusia

XNA:ja tunnistavia polymeraaseja.>"-23-2427
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Kuva 3. XNA-polymeraasien kehittimiseen laadittuja valinta- ja seulontamenetelmid: A) PAA; B)
faaginiyttd; C) CSR; D) sp-CSR; E) CST ja F) DrOPS. Fluoresenssi merkattu keltaisella. D-HRP =
digoksigeenilla leimattu oligonukleotidi ja HRP-entsyymilli konjugoitu vasta-aine. (Mukailtu

ldhteistd?7-2%)

Sopivien XNA-polymeraasien kehittdmiseksi on laadittu useita valinta- ja seulontamenetelmii.
Téllaisia menetelmid ovat esimerkiksi kuvassa 3 esitetyt polymeraasiaktiivisuuden mééritys (engl.
polymerase activity assay, lyh. PAA) ja faagindytto (engl. phage display) seka liuoksessa tapahtuvaan
polymeraasien ohjattuun evoluutioon perustuvat lokeroitu itsekopiointi (engl. compartmentalized
self-replication, lyh. CSR), lyhytpaikkainen CSR (engl. short-patch CSR, lyh. sp-CSR), lokeroitu
itsemerkintd  (engl. compartmentalized self-tagging, Iyh. CST) ja  mikrofluidinen
kaksoisemulsiopisarapohjainen optinen polymeraasinlajittelumenetelmé (engl. microfluidic double

emulsion droplet-based optical polymerase sorting method, lyh. DrOPS).32?7?® Niiti



polymeraasivalinta- ja seulontamenetelmii hyodyntamélld on 16ydetty useille XNA:ille, mukaan
lukien HNA:lle, CeNA:lle ja LNA:lle sopivia polymeraaseja.’

Vaikka entsymaattinen polymerisaatio vaatii sopivien XNA-polymeraasien
kehittdmistd, on se nopeampi ja tarkempi menetelmd XNA:jen valmistamiseen kuin ei-
entsymaattinen templaattiohjattu polymerisaatio.”> Kuitenkin ei-entsymaattisen polymerisaation
riippumattomuus entsyymeistd on kasvattanut kiinnostusta kehittdd juuri entsyymivapaita synteesi-

ja ligaatiomenetelmia.

1.1.4. ”Base filling” -menetelmi

A.

OO - DOOX

{
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Kaavio 1. Nukleiinihapposynteesi A) “base filling” -menetelmédlld ja B) ei-entsymaattisella

synteesilld. (Mukailtu lihteestd>”)
“Base filling” tarkoittaa menetelmdd, jossa yksittdisid nukleoemiksid liitetdén emédksettomédn
nukleiinihapporunkoon (kaavio 1A). Kyseessd on vaihtoehtoinen menetelmé nukleiinihappojen ei-
entsymaattiselle synteesille (kaavio 1B). Niistd menetelmistd “base filling”:1ld on parempi
sekvenssispesifisyys ja lisdksi silli muodostuu vihemmién turhia ei-templatoituja reaktiotuotteita.?
Heemstra ja Liu? esittelivdt “base filling” -menetelmédn ensimméisen kerran vuonna
2009 PNA-rungolle. Tutkimuksissaan he onnistuivat lisdimaan nukleoemaésten seoksesta yksittdisen
emédksen PNA-juosteeseen sekéd amiinin asylointiin ettd pelkistivdan aminaatioon perustuvalla base
filling”:114 (kaavio 2). Eméksen lisdystd ohjasivat Watson-Crick-emédspariutuminen sekd emésten

pinoutumisvuorovaikutukset ja pelkistivilld aminaatiolla saatiin parempi saanto ja selektiivisyys



kuin amiinin asyloinnilla. Eméksen liittdimisen PNA-juosteen keskelle todettiin myds olevan

tehokkaampaa kuin sen liittdmisen juosteen pdédhén.
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Kaavio 2. ’Base filling” a) amiinin asyloinnilla ja b) pelkistdvilld aminaatiolla. (Mukailtu ldhteestd?”)

Myés Kanlidere et al.’® (2016) hyddynsivit tutkimuksissaan imiinin muodostukseen perustuvaa
“base filling” -menetelmid. He lisdsivit muokattuja nukleoemiksid onnistuneesti 2-aminobutaani-
1,3-diolilla modifioituun DNA-rakenteeseen (kaavio 3), mutta rungon joustavuudesta johtuen
saavutettu selektiivisyys oli kuitenkin heikompaa verrattuna PNA:n “base filling”:11d saatuihin
tuloksiin. Jo ndiden tutkimusten perusteella ”base filling”:n voidaan todeta olevan tirked menetelma
tulevaisuudessa lddketieteellisten sovellusten kannalta, silld se antaa mahdollisuuden valmistaa

nukleiinihappoja, joilla on tarkasti mééritellyt eméssekvenssit.
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Kaavio 3. Muokattujen nukleoemisten lisdys 2-aminobutaani-1,3-diolilla modifioituun DNA-

rakenteeseen imiinin muodostukseen perustuvalla “base filling”:114. (Mukailtu 1dhteestd*?)



1.2. 1,3-oksatsinaanit ja -oksatsolidiinit

1,3-oksatsinaanit ovat tyydyttyneitd typpi- ja happiatomin siséltdvid kuusirenkaisia heterosyklejd,
joissa heteroatomit sijaitsevat toisiinsa ndhden 1,3-asemissa. 1,3-Oksatsolidiinit ovat puolestaan 1,3-

""" 31 Téllaiset tyydyttyneet heterosykliset
rakenteet voivat olla substituoituina kiraalisia®? ja ne siséltdvit useita muunneltavissa olevia kohtia,
mink& vuoksi niilld on laaja rakenteellinen monimuotoisuus ja ne soveltuvat hyvin seké synteettiseen
ettd farmakologiseen kiyttoon.>* Orgaanisissa synteeseissd 1,3-oksatsinaaneja ja -oksatsolidiineja
hyddynnetddn vilituotteina sekd kiraalisina apuaineina.’***> Monilla luonnosta 16ydetyilld seki
synteettisesti valmistetuilla 1,3-oksatsinaani- tai -oksatsolidiinirenkaan sisiltivilla yhdisteilld on
huomattu olevan farmakologisia vaikutuksia. Muun muassa kinokarsiini (engl. quinocarcin) ja sen
johdannainen teratsomiini (engl. terazomine) ovat oksatsolidiinirenkaan siséltivid alkaloideja (kuva
4A), jotka estdvit kasvainten kasvua, kun taas diritomysiini (engl. dirithromycin), efavirentsi (engl.
efavirenz) ja dolutegraviiri (engl. dolutegravir) ovat FDA:n kéyttoon hyviksymid 1,3-oksatsinaanin
siséltdmid ladkeaineita (kuva 4B), joista ensimmaiselld on antibakteerisia ja kahdella jdlkimmaiselld

3638 Biologisten aktiivisuuksiensa vuoksi kiinnostus 1,3-

on antiviraalisia ominaisuuksia.
oksatsinaani- ja oksatsolidiinijohdannaisten valmistukseen laboratorio-olosuhteissa on lisddntynyt

viime vuosien aikana.?’
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Kuva 4. A) Oksatsolidiinin ja B) 1,3-oksatsinaanin siséltdvien farmakologisesti aktiivisten

yhdisteiden rakenteet.



1.2.1. Muodostuminen ja hydrolyysi

1,3-oksatsinaaneja ja -oksatsolidiineja muodostuu yksinkertaisilla kondensaatioreaktioilla, kun
aminoalkoholit reagoivat aldehydien tai ketonien kanssa (kaavio 4).3!° Reaktioissa nukleofiilinen
typpi  hyokkdd karbonyylihiileen, jolloin muodostuu imiinivélituote. Tédmidn jilkeen
hydroksyyliryhmd hyokkdd imiinihiileen muodostaen rengasrakenteen. 1,3-oksatsinaaneille ja -
oksatsolidiineille on ominaista nopea hydrolysoituminen vesiliuoksessa ja lievésti happamissa

olosuhteissa.*°
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Kaavio 4. 1,3-oksatsinaanin (A) ja oksatsolidiinin (B) muodostuminen.

Tutkimusryhméssdmme on aikaisemmin valmistettu N-metoksi-substituoituja 1,3-oksatsinaaneja
aromaattisten aldehydien ja (2R,3S5)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-triolin vélisilld kondensaatioilla.
Reaktioissa muodostui sivutuotteena my0s viisirenkaista N-metoksi-1,3-
oksatsolidiiniglykolituotetta. N-metoksi-1,3-oksatsinaanin ja N-metoksi-1,3-oksatsolidiiniglykolin
muodostumisreaktioiden raportoitiin olevan palautuvia lievasti happamissa olosuhteissa (pH = 5,0)
ja puolestaan ldhes palautumattomia neutraalissa ja eméksisessd pH:ssa. Ndiden ominaisuuksien
ansiosta 1,3-oksatsinaanien sekd -oksatsolidiinien muodostuminen ovat potentiaalisia reaktioita
kaytettdviksi “base filling” -menetelmidssd. Tutkimusten perusteella N-metoksi-1,3-oksatsinaanin
sekd N-metoksi-1,3-oksatsolidiiniglykolin hydrolyysireaktiot noudattivat ensimméisen kertaluvun
kinetiikkaa. Hydrolyysid helpottivat aromaattisessa aldehydissd olevat elektroneja luovuttavat
substituentit ja hidastivat puolestaan aromaattisessa aldehydissd olevat elektroneja vastaanottavat

substituentit.*!:42
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1.2.2. Ligaatiomekanismi

Palautuva reaktio olosuhteissa, joissa Watson-Crick-emispariutumissddnndt pétevit, on
mahdollistanut 1,3-oksatsinaanien ja -oksatsolidiinien kdyton oligonukleotidisynteesin jélkeisessd
templatoidussa ligaatiossa.* Tutkimusryhmidmme sai aikaan N-metoksi-1,3-
oksatsinaaninukleiinihapon (lyh. MOANA), kun nukleiinihapporunkona toimivaan (2R,3S5)-4-
(metoksiamino)butaani-1,2,3-trioliin kytkettiin emdksen paikalle substituoitu aromaattinen aldehydi
1,3-oksatsinaanin muodostuksen kautta. Ligaatio tapahtui (2R,3S)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-

triolin typen ja O2 "n vililld kaavion 5 mukaisesti.*!

Kaavio 5. Aldehydin ligaatio (2R,3S5)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-trioliin 1,3-oksatsinaanin

muodostuksen kautta ja MOANA :n muodostuminen. (Mukailtu ldhteestd*!)

1.2.3. 5- Ja 6-jisenisten renkaiden muodostumisen kinetiikkaan ja tasapainoon vaikuttavat

tekijit

Reaktio-olosuhteet vaikuttavat siihen, syntyykd renkaanmuodostuksessa kuusirenkainen 1,3-
oksatsinaani vai viisirenkainen 1,3-oksatsolidiini, mikili molemmat ovat mahdollisia. Korepin et al.**
tutkivat vuonna 2001 aminoalkoholien reaktioita karbonyyliyhdisteiden kanssa. CH-happojen (1,1-
dinitroetaanin, bromidinitroetaanin ja dinitrometaanin) reaktiot formaldehydin ja aminopropanolin
kanssa johtivat N-substituoitujen 1,3-oksatsinaanien muodostumiseen hyvilld saannolla. Vastaavat
reaktiot NH-happojen (dikarboksamidien, dikarboksimidien, a.-aminohappojen syklisten anhydridien
ja typped sisdltdvien heterosyklien) kanssa johtivat samankaltaisiin tuloksiin. Kun aminopropanoli
vaihdettiin aminoetanoliin, saadut tulokset olivat merkittdvésti huonommat; reaktiot samojen CH- ja
NH-happojen sekéd formaldehydin kanssa johtivat vain kahden suhteellisen puhtaan N-substituoidun
oksatsolidiinituotteen muodostumiseen. Tehdyssé tutkimuksessa 1,3-oksatsinaanien synteesit olivat
suhteellisen nopeita (0,5 — 5,5 h), kun taas oksatsolidiinien valmistuksessa reaktioajat olivat selkeésti

pidemmat (21 — 25 h).
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Hamdach ef al.* tutkivat 3-fenyyli-3-metyyliamino-1,2-propaanidiolin (kuva 5A) seka
sen tert-butyylidimetyylisilyyliryhmélld suojatun johdannaisen (kuva 5B) reaktiota dikloorimetaanin
ja formaldehydin kanssa. Tulokset osoittivat, ettd formaldehydi reagoi aminodiolin primaarisen
hydroksyyliryhmén kanssa, jolloin tuotteena muodostui pelkéstién 1,3-oksatsinaani. Samankaltainen
tulos havaittiin aminodiolin ja dikloorimetaanin vélisessd reaktiossa. Monosilyloidun aminodiolin
tapauksessa reaktiot formaldehydin ja dikloorimetaanin kanssa johtivat ensin oksatsolidiinin
muodostumiseen ja vasta sitten 1,3-oksatsinaanin muodostumiseen, kun reaktioaikoja pidennettiin ja
lampdatiloja nostettiin. Tutkimuksen perusteella 1,3-oksatsinaani muodostui paétuotteena siis silloin,
kun l&htdaineen molemmat substituentit olivat hydroksyyliryhmid. Kun ldhtdaineen primaarinen
hydroksyyliryhma oli korvattu silyyliryhmélla, oli pdatuotteena puolestaan oksatsolidiini.

A B
OH OH

/H\/'VOH /H\_/'\/OTBDMS

Ph Ph

Kuva 5. A) 3-fenyyli-3-metyyliamino-1,2-propaanidiolin ja B) tert-butyylidimetyylisilyylisuojatun

3-fenyyli-3-metyyliamino-1,2-propaanidiolin rakenteet.

Martinez et al.* tutkivat vuonna 2008 kiraalisten oksatsolidiinijohdannaisten valmistusta N-metyyli-
p-glukamiinista ja aromaattisista aldehydeisti. Reaktioissaan he kdyttivit kahta eri menetelmaia, joista
ensimmadisessd N-metyyli-p-glukamiinin annettiin reagoida aldehydin kanssa pienen maédrén
metanolia sisédltdvissd vedessd ja toisessa N-metyyli-p-glukamiinin ja aldehydijohdannaisen seosta
refluksoitiin bentseenissd. N-metyyli-p-glukamiinin reaktio bentsaldehydin sekd 4-NO»-, 3- ja 4-
MeO-, 3-Br-, 4-Cl-, H-, 2-, 3- ja 4-Me- ja 4-Et-substituoidun bentsaldehydin kanssa johtivat
molemmilla reaktiomenetelmilld trans-oksatsolidiinin muodostumiseen (kaavio 6). Reaktiot
naftaldehydin kanssa johtivat puolestaan oksatsolidiinin molempien isomeerien (frans ja cis)
muodostumiseen. Salisyylialdehydin ja kanelialdehydin reaktioissa N-metyyli-p-glukamiinin kanssa
muodostui sekd vedessd ettd bentseenissd kolme tuotetta; frans- ja cis-1,3-oksatsolidiinit sekd
kuusirenkainen 1,3-oksatsinaani. Kéiytetyilld liuottimilla huomattiin olevan vaikutusta, kun
glukamiini reagoi 4-CHO-substituoidun bentsaldehydin kanssa. Vesipitoisessa liuoksessa reaktio oli
tdysin stereoselektiivinen, silld tuotteena muodostui vain trans-1,3-oksatsolidiini. Refluksointi

bentseenissi sai puolestaan aikaan 1,3-oksatsolidiinin molemmat isomeerit seki 1,3-oksatsinaanin.
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Kaavio 6. N-metyyli-p-glukamiinin reaktio bentsaldehydin ja bentsaldehydijohdannaisten kanssa
vesiliuoksessa (A) ja refluksoinnilla bentseenissd (B). Tuotteena muodostui trans-1,3-
oksatsolidiinituote. X on 4-NO., 3- tai 4-MeO, 3-Br, 4-Cl, H, 2-, 3- tai 4-Me tai 4-Et. (Mukailtu
ldhteestd*t)

Kamps et al*’ tutkivat puolestaan formaldehydin sekd proteiinisynteeseissd kaytettivien
aminohappojen vilisid reaktioita raskaassa vedessd. Reaktiotuotteena muodostui 1,3-oksatsinaani,
kun formaldehydi lisdttiin homoseriinin sekaan. 1,3-oksatsolidiini muodostui puolestaan
formaldehydin reagoidessa seriinin, treoniinin ja allo-treoniinin kanssa silloin, kun reaktioita
kiihdytettiin eméslisdykselld. Koska 1,3-oksatsinaanin muodostuminen havaittiin ilman erillistd
happo- tai emislisdystd, voitiin sen paitelld olevan tehokkaampaa kuin 1,3-oksatsolidiinin
muodostumisen. Sama tutkimusryhmé selvitti myos pH:n vaikutusta 1,3-oksatsinaanin ja -
oksatsolidiinin muodostumiseen antamalla formaldehydin reagoida seriinin, treoniinin, homoseriinin
ja 5-hydroksilysiinin kanssa eri pH:n fosfaattipuskureissa. Tulosten perusteella 1,3-oksatsinaanin
muodostuminen oli suotuisampaa neutraalissa pH:ssa, kun taas 1,3-oksatsolidiineja muodostui
emiksisemmissd olosuhteissa.

Niiden tutkimusten perusteella voidaan siis péételld, ettd tilanteissa, joissa sekd 1,3-
oksatsinaanin ettd 1,3-oksatsolidiinin muodostuminen ovat mahdollisia, useat eri tekijit (I1&htoaineet,

reaktioaika, pH, lampdtila, ym.) vaikuttavat syntyvin rengasrakenteen atomien lukuméaardén.

1.3. Tutkimusprojektin tarkoitus

Tédmin tyon alkuperdisend tavoitteena oli valmistaa kaksi hiusneulamallista oligonukleotidia, joiden
toinen juoste olisi muodostunut MOANA-nukleotideista ja toinen joko DNA:sta tai 2’-OMe-
RNA:sta. MOANA-nukleotidien valmistuksessa kdytetty 4-metoksiamino-1,2,3-butaanitrioli on
potentiaalinen rakenne nukleoemisten reversiibeliin liittimiseen valmiiseen nukleiinihappoketjuun

joko N-metoksi-1,3-oksatsinaanin tai N-metoksi-1,3-oksatsolidiiniglykolin muodostuksen kautta.
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Télld menetelmélld emésten liittdminen tapahtuisi kaksoiskierteisessd ymparistossd, minkd takia
MOANA-oligonukleotidien sekundaarirakenteita olisi ollut tarkoitus tutkia tarkemmin.

Toivottuja oligonukleotideja ei valitettavasti onnistuttu valmistamaan, silld jo
ensimmadisen oligonukleotidisynteesin aikana modifioidun fosforamidiitin kohdalla tapahtui selkedd
pilkkoutumista.  Pilkkoutumisen péételtiin  johtuneen 4-metoksiamino-1,2,3-butaanitriolin
suojaukseen kéytetyn 4-bentsoyylioksibentsaldehydisuojaryhmén pysymittomyydestd, minkad takia
MOANA-fosforamidiitti pééatettiin syntetisoida uudelleen kdyttden pysyvdmpédd suojaryhmaa, 4-
nitrobentsaldehydii.

Uuden fosforamidiitin synteesissd muodostui hieman ylldttden pédétuotteeksi oletetun
N-metoksi-1,3-oksatsinaanin sijaan N-metoksi-1,3-oksatsolidiiniglykoli. Koska muodostuneella 1,3-
oksatsolidiinilla on samanlaisia ominaisuuksia kuin 1,3-oksatsinaanilla, niin tyotd pditettiin jatkaa
silld. Tyon uudeksi tavoitteeksi tuli sellaisten hiusneulaoligonukleotidien valmistaminen, jotka
sisélsivdt yhden modifioidun N-metoksi-1,3-oksatsolidiiniglykolinukleotidin juosteen keskelld ja sitd
vastapditd joko adeniinin, sytosiinin, guaniinin, tymiinin tai pelkdn sokerin. Lisdksi tydssd mitattiin
tallaisten MOGNA -oligonukleotidien sulamisldmpdtilat ja tutkittiin niiden sitoutumista kolmen eri

aldehydijohdannaisen kanssa.

2. Tulokset ja niiden tarkastelu
2.1. MOANA:a sisiltivien oligonukleotidien synteesit

Hiusneulaoligonukleotidi ON1 (5’-XXXXXXXXXXCCCCTTTTTTTTTT-3’, jossa X tarkoittaa
tutkimusryhméssimme aiemmin valmistettua MOANA-fosforamidiittia) syntetisoitiin kiinteén
kantajan menetelmalld kéyttden kaupallisesti saatavilla olevia DNA-fosforamidiittirakenneyksikoitéd
ja tymidiinikantajaa sekd modifioitua MOANA-fosforamidiittia. Kytkennédt tehtiin DNA-
kytkennélld. ON1 irrotettiin kiintedltd kantajalta ammoniakin vikevélla vesiliuoksella ja puhdistettiin
HPLC:lla (kuva 6A). Synteesin onnistumista tutkittiin massaspektrometrisesti.
Oligonukleotidisynteesin aikana trityylivaste pysyi vakaana kaupallisten DNA-
fosforamidiittirakenneyksikoiden kytkenndissd, mutta pieneni modifioidun fosforamidiitin kohdalla.
Kytkeytymisen voitiin siis todeta olevan heikkoa. Tédmin varmisti vield ONI1:std mitattu
massaspektri, jonka perusteella tdysmittaista oligonukleotidia ei ollut muodostunut tai
vaihtoehtoisesti sitd oli muodostunut vain hyvin vdhdn. Massaspektrid tarkemmin tutkimalla
huomattiin, ettd vain kaksi MOANA-fosforamidiittirakenneyksikkod oli kytkeytynyt onnistuneesti ja

niistd jélkimmdiisessd oli fosfaatti kiinni. Tamé tarkoitti sitd, ettd hajoamista oli tapahtunut
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suojanpoiston aikana eiki oligonukleotidisynteesin epdonnistumisen syyné ollut pelkéstién synteesin

aikainen huono kytkeytyminen.
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Kuva 6. Raakatuotteen RP-HPLC-profiili A) lyhyemmélla kytkentdajalla syntetisoidusta ON1:sté ja
B) pidemmalla kytkentdajalla syntetisoidusta ON1:std. HPLC:t ajettiin yleiset menetelmét -osiossa

kuvatun menetelmin A mukaisesti.

ONI1 syntetisoitiin uudelleen. Synteesi tehtiin samaan tapaan kuin ensimmaiselléd kerralla, mutta nyt
MOANA -fosforamidiitit kytkettiin DNA-kytkentdd pidemmaélld RNA-kytkennélld ja suojanpoisto
tehtiin lievemmisséd olosuhteissa kdyttien ammoniakin vdkevdn vesiliuoksen ja metyyliamiinin
seosta. Pidemmén RNA-kytkennin oletettiin parantavan kytkentdsaantoa ja lievempien olosuhteiden
toivottiin vdhentdvin suojanpoiston aikana tapahtuvaa hajoamista. Télld kertaa kytkeytyminen
onnistui paremmin kuin ensimmdiisessd oligonukleotidisynteesissd, mutta siitd huolimatta
trityylivaste pieneni modifioitujen fosforamidiittien kytkenndissé. Kiintedltd kantajalta irrotettu ON1
puhdistettiin jilleen HPLC:1la (kuva 6B) ja synteesin onnistumista tutkittiin massaspektrometrisesti.
Massaspektrin perusteella tdysmittaista oligonukleotidia ei 10ytynyt, vaan pilkkoutumista oli télldkin
kertaa tapahtunut. Koska suojanpoisto tehtiin aiempaa lievemmissd olosuhteissa, voitiin péételld

pilkkoutumisen tapahtuneen jo oligonukleotidisynteesin aikana. Tamé puolestaan viittasi siihen, ettd
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fosforamidiitin suojaamiseen kaytetty 4-bentsoyylioksibentsaldehydi oli liian pysymétén. Modifioitu
fosforamidiitti péétettiin syntetisoida uudelleen kdyttden suojaryhmind edellistd pysyvampidd 4-

nitrobentsaldehydii.

2.2. Fosforamidiitin synteesi
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: HO N.
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Kaavio 7. 4-nitrobentsaldehydisuojatun (2R,3S5)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-
triolifosforamidiittirakenneyksikdn 4 valmistus. Reagenssit ja olosuhteet: (a) 4-nitrobentsaldehydi,
AcOH, 1,4-dioksaani, 55 °C, 16 h; (b) DMTrCl, CH2Cl,, pyridiini, N>-atmosfédri, 25 °C, 16 h; (¢) 2-
syaanietyyli-N,N-diisopropyylikloorifosforamidiitti, EtsN, CH2Clz, N2-atmosfééri, 25 °C, 1 h.

Kaaviossa 7 on esitetty 4-nitrobentsaldehydisuojatun (2R,3S)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-
triolifosforamidiittirakenneyksikon 4 synteesi. Yhdiste 2 valmistettiin ensin liittimalla (2R,3S5)-4-
(metoksiamino)butaani-1,2,3-trioliin (1) 4-nitrobentsaldehydi happamissa olosuhteissa, minki
jélkeen yhdisteen 2 primédriseen hydroksyyliryhméén liitettiin dimetoksitrityylisuojaryhma. Lopuksi
yhdisteen 3 sekundéériseen hydroksyyliryhméén liitettiin fosforamidiittiryhma4, jolloin saatiin yhdiste
4. Synteesin kaksi viimeistd reaktiota (b ja c) olivat herkkid vedelle, joten ne tehtiin
typpiatmosfédrissa kayttden kuivia liuottimia.

Valmistetun fosforamidiitin 4 huomattiin NMR:n perusteella olevan viisirenkainen N-
metoksi-1,3-oksatsolidiiniglykoli pédtuotteeksi oletetun N-metoksi-1,3-oksatsinaanin sijaan.

Kuvassa 7 on esitetty puhdistetun lopputuotteen 4 HSQC- ja HMBC-spektrit, joista nidhdién
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kytkeytyminen pseudoanomeerisen vedyn ja (2R,35)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-triolin C3’:n
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Kuva 7. Lopputuotteen 4 pseudoanomeerisen vedyn ja (2R,3S)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-
triolin C3’ vilinen yhteys HSQC- ja HMBC-spektreissd. HSQC-spektri on esitetty siniselld ja
HMBC-spektri punaisella.

2.3. MOGNA:a siséltivien oligonukleotidien synteesit

Valmistetun fosforamidiittirakenneyksikon 4 kytkeytymistd testattiin ensin syntetisoimalla
hiusneulaoligonukleotidi ON2 (5’-AAAAYAAAACCCCTTTTTTTTT-3’, jossa Y tarkoittaa
modifioitua MOGNA-fosforamidiittia). Synteesi tehtiin jélleen kiintedn kantajan menetelmilld ja
siind kaytettiin kaupallisia DNA-fosforamidiittirakenneyksikditd, tymidiinikantajaa sekd itse
valmistettua MOGNA-fosforamidiittia 4. Kytkennét tehtiin lyhyemmaélld, DNA-fosforamidiiteilla
kaytetylld, reaktioajalla. Trityylivaste pieneni noin 35 % modifioidun fosforamidiitin kohdalla, mutta
pysyi muuten tasaisena koko synteesin ajan.

Vertailun vuoksi ON2 syntetisoitiin uudelleen muuten tdysin samoin kuin edelld, mutta
nyt modifioitu fosforamidiitti kytkettiin pidemmalld, RNA-fosforamidiiteilla kéytetylld,
reaktioajalla. Trityylivaste pieneni noin 25 % MOGNA-fosforamidiitin kohdalla, eli vihemmaén kuin
DNA-kytkennélld syntetisoidun ON2:n tapauksessa, ja pysyi muuten tasaisena. Pidemméin
reaktioajan todettiin siis parantavan kytkeytymissaantoa myds uuden fosforamidiitin tapauksessa.
Molempien synteesien tapauksessa ON2 irrotettiin kiintedltd kantajalta ammoniakin vdkevin

vesiliuoksen ja metyyliamiinin seoksella, minkd jdlkeen oligonukleotidit puhdistettiin HPLC:lla
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(kuva 8). Oligonukleotideista mitattiin massaspektrit, joiden perusteella RNA-kytkenndlld

valmistetun ON2:n synteesi onnistui paremmin kuin DNA-kytkenndlld valmistetun ON2:n synteesi.
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Kuva 8. Raakatuotteen RP-HPLC-profiili A) DNA-reaktioajalla syntetisoidusta ON2:sta ja B) RNA-
reaktioajalla syntetisoidusta ON2:sta. HPLC:t ajettiin yleiset menetelmét -osiossa kuvatun

menetelmin A mukaisesti.

Hiusneulaoligonukleotidit ON3a, ON3c, ON3g, ON3t ja ON3s (5°-
GCCAGZGCTCGTTTTCGAGCYCTGGC-3’, jossa Y tarkoittaa modifioitua MOGNA-
fosforamidiittia ja Z tarkoittaa DNA-amidiittia A, C, G tai T tai pelkkdd sokeria S) syntetisoitiin
kiintedan  kantajan  menetelmilld  kdyttden  kaupallisesti  saatavilla  olevia  DNA-
fosforamidiittirakenneyksikoitd, sytidiinikantajaa, itse syntetisoitua MOGNA-fosforamidiittia 4 sekd
emédksetontd fosforamidiittia S (kuva 9). Modifioidun fosforamidiitin kytkennoissd kaytettiin
pidempdd RNA-reaktioaikaa, mutta muuten kytkennit tehtiin lyhyemmalla DNA-reaktioajalla.
Trityylivaste kayttiytyi kaikkien oligonukleotidien ON3 synteeseissd samalla tavalla; se pieneni
modifioidun fosforamidiitin kohdalla, pysyi sen jilkeen vakaana ja pieneni vield hieman synteesin
loppua kohden. Suurin pudotus trityylivasteessa tapahtui ON3t:n kohdalla ja pienin puolestaan
ON3s:n kohdalla. ON3a:n, ON3c:n, ON3g:n, ON3t:n ja ON3s:n sekvenssit on esitetty taulukossa 1.
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Kuva 9. Tydssé kéytetyn sokerin (S) rakenne.

Taulukko 1. Tydssi syntetisoidut ON3:t ja niiden sekvenssit. Y tarkoittaa itse valmistettua MOGNA-

fosforamidiittia.

Oligonukleotidi Sekvenssi

ON3a 5’-GCCAGAGCTCGTTTTCGAGCYCTGGC-3’
ON3c 5’-GCCAGCGCTCGTTTTCGAGCYCTGGC-3”
ON3g 5’-GCCAGGGCTCGTTTTCGAGCYCTGGC-3’
ON3t 5’-GCCAGTGCTCGTTTTCGAGCYCTGGC-3’
ON3s 5’-GCCAGSGCTCGTTTTCGAGCYCTGGC-3’

ON3:t irrotettiin kiintedltd kantajalta ammoniakin vikevén vesiliuoksen ja metyyliamiinin seoksella,
minkd jdlkeen ne puhdistettiin HPLC:lla. Oligonukleotideista mitattiin massaspektrit, joista
huomattiin  4-nitrobentsaldehydisuojaryhmin olevan vield osittain kiinni. Suojaryhmien
poistamiseksi oligonukleotidit kisiteltiin 0,2 M TEAA:lla (pH = 5,5), jonka kanssa niiden annettiin
reagoida vuorokaudesta useisiin vuorokausiin huoneenldmpdtilassa ja valolta suojattuna. Hapolla
kasitellyt ON3:t puhdistettiin HPLC:lla, minka jdlkeen niistd mitattiin jédlleen massaspektrit. Hapon
kanssa hieman kauemmin reagoineista oligonukleotideista (ON3g, ON3t ja ON3s) mitattujen
massaspektrien perusteella suojaryhmad oli irronnut kokonaan, mutta hapon kanssa lyhyemmin aikaa
reagoineissa oligonukleotideissa (ON3a ja ON3c) suojaryhmi oli massaspektrien perusteella vield
osittain kiinni. ON3a ja ON3c kasiteltiin vield uudestaan hapolla, minka jdlkeen ne puhdistettiin
HPLC:lla ja niistd mitattiin massaspektrit. Massaspektrien perusteella suojaryhmét oli nyt saatu irti.
Kuvissa 10 — 14 on esitetty oligonukleotidien ON3a, ON3c¢, ON3g, ON3t ja ON3s RP-HPLC-

profiilit ennen happokasittelyd seki niiden jélkeen.
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Suojaryhmén irrottamiseksi vaaditut happokasittelyt vahvistivat 4-nitrobentsaldehydin
olevan selkedsti pysyvdmpi suojaryhmi kuin MOANA-fosforamidiitin suojaukseen alun perin

kiytetty 4-bentsoyylioksibentsaldehydi.
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Kuva 10. RP-HPLC-profiili oligonukleotidista ON3a A) ennen happokisittelyd ja B)
happokaésittelyn jidlkeen. HPLC:t ajettiin yleiset menetelmét -osiossa kuvattujen menetelmien A

(ennen happokasittelyd), C (ensimméisen happokésittelyn jdlkeen) ja D (toisen happokisittelyn

jédlkeen) mukaisesti.
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Kuva 11. RP-HPLC-profiili oligonukleotidista ON3c¢ A) ennen happokasittelyi ja B) happokasittelyn
jilkeen. HPLC:t ajettiin yleiset menetelmdt -osiossa kuvailtujen menetelmien A (ennen
happokasittelyd), C (ensimmadisen happokésittelyn jilkeen) ja D (toisen happokésittelyn jélkeen)

mukaisesti.
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Kuva 12. RP-HPLC-profiili oligonukleotidista ON3g A) ennen happokésittelyd ja B)
happokasittelyn jilkeen. HPLC:t ajettiin yleiset menetelmét -osiossa kuvattujen menetelmien A

(ennen happokasittelyd) ja D (happokasittelyn jalkeen) mukaisesti.
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Kuva 13. RP-HPLC-profiili oligonukleotidista ON3t A) ennen happokasittelyd ja B) happokasittelyn
jilkeen. HPLC:t ajettiin yleiset menetelmdt -osiossa kuvattujen menetelmien B (ennen

happokaésittelyd) ja D (happokasittelyn jdlkeen) mukaisesti.
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Kuva 14. RP-HPLC-profiili oligonukleotidista ON3s A) ennen happokasittelyi ja B) happokasittelyn
jilkeen. HPLC:t ajettiin yleiset menetelmdt -osiossa kuvattujen menetelmien B (ennen

happokaésittelyd) ja D (happokasittelyn jdlkeen) mukaisesti.
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2.4. Sulamislimpotilamittaukset

Hiusneularakenteessa  valmistettujen  oligonukleotidien emésten paikat ovat (2R,3S5)-4-
(metoksiamino)butaani-1,2,3-triolirungon vastakkaisella puolella, jolloin nukleoemésten reversiibeli
liittdminen oligonukleotidiin onnistuu kaksoiskierteisissd olosuhteissa. Hiusneulojen toivottiin
olevan pysyvid olosuhteissa, joissa nukleoemdsanalogien liittyminen oligonukleotidirunkoon ja siitd
irtoaminen olisivat kohtuullisen nopeita.

Hiusneularakenteiden varmistamiseksi syntetisoitujen oligonukleotidien ON3a, ON3c,
ON3g, ON3t ja ON3s UV-sulamisprofiilit mitattiin. Mittaukset tehtiin pH:ssa 5,5 kdyttden Na-
kakodylaattipuskuria. Kaikkien hiusneulojen sulamiskiyrit olivat yksifaasiset ja sigmoidiset (kuva
15) ja sulamisldmpdtilat vaihtelivat 62 — 67 °C wvililld. Korkein sulamislimpétila oli
oligonukleotidilla ON3g (67,1 °C) ja matalin oligonukleotidilla ON3t (62,6 °C). Saatujen UV-
sulamisldmpotilakdyrien perusteella oligonukleotidien voitiin pditelld olevan kaksoiskierteisessi

rakenteessa huoneenldmpétilassa (23 °C) ja pH:ssa 5,5.

114
—HP-A HP-C HP-G HR-T HP-5

11z

[a] 10 20 30 40 50 60 70 80 an

Kuva 15. Hiusneulaolikonukleotidien ON3a, ON3c, ON3g, ON3t ja ON3s UV-sulamisprofiilit

mitattuna huoneenlampdétilassa pH:ssa 5,5.
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2.5. Tasapainomittaukset

Valmiiden hiusneularakenteisten oligonukleotidien ON3 kykyéd vastaanottaa joko luonnollisia,
osittain tai tdysin keinotekoisia emidsosia reversiibelisti (2R,3S)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-
triolirunkoon tutkittiin kolmella eri mallialdehydilld. Aldehydeind kéytettiin 9-formyyli-9-deatsa-
adeniinia (fA), 5-formyyliurasiilia (fU) ja indoli-3-karbaldehydii (fI), joiden rakenteet on esitetty
kuvassa 16. Sitoutumisen odotettiin tapahtuvan N-metoksioksatsolidiinin muodostumisen kautta.
Oligonukleotidien ON3a, ON3c, ON3g, ON3t ja ON3s kantaliuoksista seki aldehydeisté fA, fU ja
fI valmistettiin 500 uM liuokset siten, ettd jokainen oligonukleotidi sekoitettiin kunkin aldehydin
kanssa. Saatujen liuosten annettiin reagoida huoneenlammossa ja pH:ssa 5,5 valolta suojattuna kaksi
viikkoa. Oligonukleotidit ON3a, ON3¢, ON3g, ON3t ja ON3s sekd aldehydit fA, fU ja fI

muodostivat kovalenttisia konjugaatteja, joista mitattiin massaspektrit.

O

Iz

o
Iz

a b Cc

Kuva 16. Affiniteettitutkimuksissa kdytetyt mallialdehydit: a) 9-formyyli-9-deatsa-adeniini; b) 5-
formyyliurasiili ja c¢) indoli-3-karbaldehydi.

Kuvasta 17 ndhdéddn, ettd urasiilianalogilla fU oli huomattavasti korkeampi affiniteetti
oligonukleotideihin ON3a, ON3t ja ON3s kuin fA:lla tai fI:114. Sitoutumisaffiniteetti ON3c:hen ja
ON3g:hen oli alhaisempi ja vastasi enemmaén fA:n sekéd fI:n affiniteettejd. Keskiméérin huonointa
sitoutuminen oli puriinijohdannaisella fI:114, jolla ei havaittu lainkaan affiniteettia ON3g:hen.
Oligonukleotideihin ON3c¢ ja ON3t silli oli vain hyvin heikko affiniteetti. Watson-Crick-
eméspariutumisperiaatteen mukaisesti adeniinianalogilla fA oli korkein sitoutumisaffiniteetti
oligonukleotidiin, jossa sitd vastassa oli tymiini (ON3t). Téti teoriaa vahvisti myds fU:n korkea
affiniteetti adeniinia siséltdvdin oligonukleotidiin (ON3a). Yllattdvai oli se, ettd affiniteetit olivat
korkeita my0s oligonukleotidiin ON3s, jossa aldehydejéd vastassa ei ollut emdstd. Tamé havainto ei
valitettavasti tukenut vetysidosvuorovaikutusten tirkeytta.

Oligonukleotidien sitoutumisaffiniteetit olivat siis korkeimmat fU-aldehydiin, kun taas
affiniteetit aldehydeihin fA ja fI olivat huomattavasti alhaisemmat. Aldehydin fA ja osittain myos

aldehydin fU vahvat riippuvuudet vastakkaisiin nukleoeméksiin viittasivat Watson-Crick-emésparien
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muodostumiseen. Aldehydeilld fU tai fI ei ollut selkedd sitoutumista vain joko puriini- tai
pyrimidiiniemaéksiin, mutta fA-aldehydin huomattiin suosivan hieman enemmaén pyrimidiinejd kuin

puriineja vastakkaisena nukleoeméksen.
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Kuva 17. Oligonukleotidien ON3a, ON3c, ON3g, ON3t ja ON3s %-osuudet massaspektrilld

mitattujen UV-spektrien antamista piikkien integraaleista.

3. Materiaalit ja menetelmit
3.1. Yleiset menetelmiit

Synteeseissd kdytetyt reagenssit ja liuottimet olivat kaupallisia. NMR-spektrit mitattiin Bruker
BioSpin 500 MHz ja 600 MHz NMR-spektrometreilla ja niiden tulkinnat tehtiin Bruker TopSpin
4.1.3. -ohjelmalla. Massaspektrien mittaukseen kdytettiin Waters Acquity RDa -massaspektrometria.
Oligonukleotidisynteesit tehtiin automatisoidulla Akta Oligopilot 10 -DNA/RNA-syntetisaattorilla ja
oligonukleotidien UV-sulamisprofiilit mitattiin PerkinElmer Lambda 35 UV/vis-spektrofotometrilld,
johon oli liitettyné Peltier-termostaatti. HPLC-puhdistuksissa kéytettiin Thermo ODS Hypersil (250
x 10 mm, 5 pm) -kolonnia ja 260 nm detektioaallonpituutta. HPLC-menetelméné A kéytettiin: 10 —
40 % ACN 25 min aikana, TEAA-puskuri (50 mM; pH = 7,0), virtausnopeus 3 ml min!. HPLC-
menetelmidnd B kaytettiin: 7,5 — 30 % ACN 25 min aikana, TEAA-puskuri (50 mM; pH = 7,0),
virtausnopeus 3 ml min'!. HPLC-menetelméni C kéytettiin: 5 — 25 % ACN 25 min aikana, TEAA-
puskuri (50 mM; pH = 7,0), virtausnopeus 3 ml min"!. HPLC-menetelméind D kéytettiin: 7,5 — 15 %
ACN 25 min aikana, TEAA-puskuri (50 mM; pH = 7,0), virtausnopeus 3 ml min™.

25



3.2. MOANA:a sisiltivien oligonukleotidien synteesit

ON1 (5’-XXXXXXXXXXCCCCTTTTTTTTTT-3") syntetisoitiin AKTA oligopilot plus -auto-
matisoidulla DNA/RNA-syntetisaattorilla kdyttien kiintednd kantajana dT-CPG:td (36 pmol g™).
Fosforamidiittien kytkennoissd kéytettiin DNA-reaktioaikaa (120 s). Synteesin jélkeen kiinted
kantaja kuivattiin eksikkaattorissa. ON1 irrotettiin kiintedltd kantajalta lisddmalla sen joukkoon 25 %
ammoniakin vesiliuosta (1 ml) ja antamalla seoksen reagoida 55 °C:ssa yon yli. Seuraavana pédivana
nestefaasi erotettiin kiintedstd kantajasta, kylmékuivattiin ja saatu haihdutusjdénnos livotettiin mQ-
veteen (1000 ul). ON1 puhdistettiin RP-HPLC:lla kdyttden menetelmédd A. Puhdistuksessa saadut
fraktiot kylmédkuivattiin, ja niistd mitattiin massaspektrit.

ONI1 syntetisoitiin uudelleen muuten samalla tavoin kuin ensimmaisellé kerralla, mutta
nyt modifioidun fosforamidiitin kytkenndissd kiytettiin pidempdd RNA-reaktioaikaa (1200 s) ja
suojanpoisto  tehtiin  lievemmissd olosuhteissa. Pidempi reaktioaika paransi MOANA-
fosforamidiittien kytkentidsaantoa, mutta siitd huolimatta trityylivaste pieneni niiden kohdalla eikd
taydellistd kytkeytymistd saavutettu. Synteesin jdlkeen kiinted kantaja kuivattiin paineilmalla. ON1
irrotettiin  kiintedltd kantajalta lisddmélld sen joukkoon 25 % ammoniakin vesiliuoksen ja
metyyliamiinin seosta (1:1, v/v; 1 ml) ja antamalla sen reagoida 65 °C:ssa 10 min, minki jélkeen
reaktio pysdytettiin jidhauteella. Nestefaasi erotettiin kiintedstd kantajasta, kylmékuivattiin ja saatu
haihdutusjdédnnds liuotettiin mQ-veteen (1000 pl). ON1 puhdistettiin jélleen RP-HPLC:lla
menetelmdn A mukaisesti. Puhdistuksessa saadut fraktiot kylmékuivattiin, ja niistd mitattiin

massaspektrit. Oligonukleotidin ON1 pilkkoutumisen vuoksi sille ei ole esitetty massaspektreja.

3.3. 4-nitrobentsaldehydisuojatun (2R,35)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-triolifosforamidiitti-
rakenneyksikon synteesi

3.3.1. 1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyyli)etaani-1,2-dioli (2)

(2R,3S5)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-trioli (1; 0,3166 g; 2,09 mmol) ja 1,2 ekvivalenttia 4-
nitrobentsaldehydid (0,3798 g; 2,51 mmol) liuvotettiin 1,4-dioksaaniin (7 ml). Reaktioliuoksen pH
saddettiin etikkahapolla 4:84dn ja se jétettiin sekoittumaan 55 °C:een yon yli. Seuraavana pdivini
reaktioliuos tehtiin emiksiseksi (pH = 9) trietyyliamiinilla ja haihdutettiin tdysin kuiviin. 1-(3-
metoksi-2-(4-nitrofenyyli)5-oksatsolidinyyli)etaani-1,2-diolia (2) saatiin 0,74 g (124 %). Koska
tuotteen 2 saanto on suurempi kuin teoreettisesti on mahdollista, sen voidaan paitelld siséltdvin

epdpuhtauksia, kuten trietyyliammoniumasetaattijidmia.
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3.3.2. 2-bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidi-
nyyli)etanoli (3)

Lihtoaine 2 (0,7392 g; 2,60 mmol) liuotettiin kuivaan pyridiiniin (15 ml) ja haihdutettiin tdysin
kuiviin pyorohaihduttajalla. Tami toistettiin yhteensd kolme kertaa. Haihdutusjdénnds liuotettiin
kuivaan pyridiiniin (6 ml) ja sen joukkoon lisdttiin kuivaan dikloorimetaaniin (2 ml) liuotettu 4,4-
dimetoksitrityylikloridi (1,1 ekv.; 0,7805 g; 2,30 mmol). Reaktio tehtiin typpiatmosfairissa.
Reaktioliuos jétettiin sekoittumaan huoneenldmpdon yon yli. Seuraavana pidivdnd reaktioliuos
haihdutettiin osittain kuiviin, haihdutusjddnnds laimennettiin dikloorimetaanilla (100 ml) ja pestiin
kylldiselld NaHCOs;:n vesiliuoksella (100 ml) kolmesti. Orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOs:lla,
suodatettiin ja haihdutettiin. Haihdutusjdédnnds puhdistettiin silikageelikromatografisesti kayttden
eluenttina EtsN/MeOH/DCM-seosta (1:1:98, v/v). Tuotteen Re = 0,25 (EtsN:MeOH:DCM = 1:1:98,
v/v). Osa ensimméisessd puhdistuksessa saaduista fraktioista puhdistettiin  uudelleen
silikageelikromatografisesti kdyttden eluenttina EtzN/MeOH/DCM-seosta (1:2:97, v/v). Tuotteen R
= 0,32 (EtsN:MeOH:DCM = 1:2:97, v/v). Osa saaduista fraktioista puhdistettiin vield kolmannen
kerran silikageelikromatografisesti kdyttden samaa eluenttia kuin toisessa puhdistuksessa. Tuotteen
Rr = 0,48 (EtsN:MeOH:DCM = 1:2:97, v/v). 2-(bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-
metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyyli)etanolia (3) saatiin 0,36 g (29 %). Liitteessa 1. 'H
NMR, liitteessd 2. 1*C NMR, liitteessd 3. COSY, liitteessd 4. HSQC ja liitteessda 5. HMBC. 'H NMR
oun (500 MHz; CD3;CN): 2,83 (1H, t, J = 10,0 Hz, CH2NOCH3); 3,11 (3H, s, NOCH3); 3,22 (2H, m,
DMTrOCHb»); 3,44 (1H, d, J = 12,5 Hz, CHbNOCH3); 3,78 (3H, s, ArOCH3); 3,79 (3H, s, ArOCH3)
3,89 (1H, m, DMTrOCH:CH); 4,24 (1H, s, DMTrOCH,CHCH); 5,89 (1H, s, OCHN); 5,96 (1H, s,
OH); 6,90 (4H, m, m-PhOMe); 7,26 (1H, m, p-Ph); 7,34 (2H, m, m-Ph); 7,39 (4H, m, o-PhOMe);
7,52 (2H, m, o-Ph); 7,64 (2H, m, 0-PhNO»); 8,18 (2H, d, J = 8,5 Hz, m-PhNOQ). 3C NMR dc (500
MHz; CD;CN): 54,9 (ArOCH3); 55,8 (CH2NOCH3); 59,9 (NOCHa3); 65,2 (DMTrOCH»); 71,8
(DMTrOCH:CH); 77,8 (DMTrOCH>CHCH); 86,0 (Ar3C); 99,2 (OCHN); 113,1 (m-PhOMe); 123,1
(m-PhNOy); 126,8 (p-Ph); 127,6 (0-PhNO»); 127,9 (m-Ph); 128,2 (0-Ph); 130,1 (o-PhOMe); 136,2
(p-PhNOy); 145,3 (C1-PhNO:»); 146,7 (C1-Ph); 147,8 (C1-PhOMe); 158,7 (p-PhOMe). HRMS (ESI*-
TOF): m/z 625,1948 [M + H]" (havaittu), m/z 625,1947 [M + H]" (laskettu).

3.3.3. 2-(bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidi-
nyyli)etyyli-(2-syanoetyyli)-di-isopropyylifosforamidiitti (4)

Lihtdaine 3 (0,3604 g; 0,61 mmol) liuotettiin kuivaan tolueeniin (15 ml) ja haihdutettiin kuiviin

yhteensd kolme kertaa. Haihdutusjddnnds liuotettiin kuivaan dikloorimetaaniin (4,5 ml).
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Reaktioliuokseen lisdttiin 5 ekvivalenttia trietyyliamiinia (0,43 ml; 3,07 mmol) ja 1,2 ekvivalenttia
2-syanoetyyli-N,N-diisopropyylikloorifosforamidiittia (164 ul; 0,74 mmol). Reaktio tehtiin
typpiatmosfédrissd. Reaktioliuosta sekoitettiin huoneenldmmdossé 1 h, minka jdlkeen se laimennettiin
dikloorimetaanilla (50 ml). Liuos pestiin kylldiselli NaHCO;:n vesiliuoksella (50 ml) kolmesti.
Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Haihdutusjaannos
puhdistettiin silikageelikromatografisesti kdyttéden eluenttina Ets;N/EtOAc/heksaani-seosta (1:30:69,
v/v). Tuotteen Ry = 0,38 (EtsN:EtOAc:heksaani = 1:30:69, v~v). 2-(bis(4-
metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyyli)etyyli-(2-
syanoetyyli)-di-isopropyylifosforamidiittia (4) saatiin 0,34 g (71 %). Liitteessd 6. 'H NMR, liitteessa
7. 3C NMR, liitteessid 8. *'P NMR, liitteessd 9. COSY, liitteessa 10. HSQC ja liitteessd 11. HMBC.
'"H NMR du (600 MHz; CD3CN): 1,12 (6H, d, J = 6,8 Hz, CH(CH3),); 1,22 (6H, d, J = 6,8 Hz,
CH(CH3)2); 2,53 (2H, m, POCH2CH>); 2,61 (1H, s, POCH2CH>); 3,13 (3H, s, NOCH3); 3,36 (2H, m,
DMTrOCHb»); 3,51 (1H, m, CH2NOCH3); 3,65 (1H, s, CH(CH3)2); 3,76 (1H, m, POCH.CH>); 3,77
(3H, s, ArOCH3); 3,78 (3H, s, ArOCH3); 3,86 (1H, m, POCH:CH>); 4,02 (1H, s, DMTrOCH2CH);
4,40 (1H, s, DMTrOCH>CHCH); 5,91 (1H, s, OCHN); 6,89 (4H, m, m-PhOMe); 7,25 (1H, t,J = 7,2
Hz, p-Ph); 7,33 (2H, t, J = 7,5 Hz, m-Ph); 7,39 (4H, m, 0-PhOMe); 7,53 (2H, m, o-Ph); 7,65 (2H, m,
0-PhNO»); 8,19 (2H, d, J = 8,6 Hz, m-PhNO»). 3C NMR dc (600 MHz; CD3;CN): 20,0 (POCH,CH>);
23,9 (CH(CHs)2); 24,1 (CH(CH3)2); 43,0 (CH(CHs)2); 54,9 (ArOCH3); 56,4 (CH2NOCH3); 58,1
(POCH2CH2); 60,0 (NOCH3); 64,3 (DMTrOCHy); 74,6 (DMTrOCH:CH), 774
(DMTrOCH>CHCH); 86,2 (Ar3C); 99,3 (OCHN); 113,1 (m-PhOMe); 118,6 (CN); 123,3 (m-PhNOy);
126,8 (p-Ph); 127,6 (0-PhNOy); 127,8 (m-Ph); 128,2 (0-Ph); 130,2 (0-PhOMe); 136,0 (p-PhNO2);
145,2 (C1-PhNO»); 146,5 (C1-Ph); 147,9 (C1-PhOMe); 158,7 (p-PhOMe). 3'P NMR dp (500 MHz;
CD3CN): 149,5. HRMS (ESI*-TOF): m/z 825,3090 [M + H]" (havaittu), m/z 825,3025 [M + H]"
(laskettu).

3.4. MOGNA:a siséltivien oligonukleotidien synteesit

ON2 (5-AAAAYAAAACCCCTTTTTTTTT-3’) syntetisoitin  AKTA oligopilot plus -auto-
matisoidulla DNA/RNA-syntetisaattorilla kdyttien kiintednd kantajana dT-CPG:td (36 pumol g™).
Fosforamidiittien kytkenndissd kidytettiin DNA-reaktioaikaa. Vertailun vuoksi ON2 syntetisoitiin
uudestaan muuten samalla tavalla, mutta nyt MOGNA-fosforamidiitti kytkettiin RNA-reaktioajalla.
Molemmissa tapauksissa kiintedt kantajat kuivattiin paineilmalla ja suspensoitiin 25 % ammoniakin
vesiliuoksen ja metyyliamiinin seokseen (1:1, v/v; 1 ml). Seosten annettiin reagoida 65 °C:ssa 10 min,

mink3 jilkeen reaktiot pysdytettiin jddhauteella. Nestefaasit erotettiin, kylmékuivattiin ja liuotettiin
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mQ-veteen (1000 pl). Molemmat ON2-erdt puhdistettiin RP-HPLC:1la menetelmén A mukaisesti.
Puhdistuksista saadut fraktiot kylmékuivattiin ja karakterisoitiin massaspektrometrisesti. Kokonaan
DNA-reaktioajalla syntetisoidun ON2:n massaspektri liitteessd 12 ja MOGNA-fosforamidiitin RNA-
reaktioajalla syntetisoidun ON2:n massaspektri liitteessd 13.

Myd6s  oligonukleotidit ON3a, ON3c, ON3g, ON3t ja ON3s (5°-
GCCAGZGCTCGTTTTCGAGCYCTGGC-3")  syntetisoitin ~ AKTA  oligopilot  plus -
automatisoidulla DNA/RNA-syntetisaattorilla. Talld kertaa kiintednd kantajana kaytettiin dC-CPG:td
(35 umol g''). MOGNA-fosforamidiitti kytkettiin RN A-reaktioajalla, mutta muuten kéytettiin DNA-
reaktioaikaa. Kiintedt kantajat kuivattiin joko paineilmalla tai eksikkaattorissa, minké jilkeen ne
suspensoitiin 25 % ammoniakin vesiliuoksen ja metyyliamiinin seokseen (1:1, v/v; 1 ml). Seosten
annettiin reagoida 65 °C:ssa 10 min, minki jilkeen reaktiot pysdytettiin jadhauteella. Nestefaasit
erotettiin kiinteistd kantajista, kylmédkuivattiin ja haihdutusjddnnokset liuotettiin mQ-veteen (1000
pl). Oligonukleotidit puhdistettiin  RP-HPLC:lla siten, ettdi ON3a:n, ON3c:n ja ON3g:n
puhdistuksissa kéytettiin menetelmédd A ja ON3t:n sekd ON3s:n puhdistuksissa kéytettiin
menetelmdd B. Saadut fraktiot kylmékuivattiin, ja niistd mitattiin massaspektrit, joiden perusteella
suojaryhmin huomattiin olevan vield osittain kiinni oligonukleotideissa. Suojaryhmén irrottamiseksi
kokonaan oligonukleotidia sisdltavit fraktiot liuotettiin 0,2 M TEAA-puskuriin (500 pl, pH =5,5) ja
saadut seokset suojattiin valolta. ON3a reagoi hapon kanssa huoneenlammdossé vuorokauden verran,
ON3c ja ON3s kaksi vuorokautta, ON3t neljd vuorokautta ja ON3g seitsemdn vuorokautta.

Kertaalleen happokésitellyt ON3a ja ON3c puhdistettiin RP-HPLC:1la menetelmén C
mukaisesti, minkd jdlkeen puhdistuksissa saadut fraktiot kylmédkuivattiin ja niistd mitattiin
massaspektrit. Molempien oligonukleotidien tapauksissa suojaryhmén todettiin olevan vield osittain
kiinni, joten oikeaksi todetut fraktiot liuotettiin uudelleen 0,2 M TEA A-puskuriin (500 ul, pH = 5,5)
ja seokset suojattiin valolta. ON3a ja ON3c reagoivat molemmat hapon kanssa huoneenldmpdétilassa
vuorokauden verran ennen puhdistusta. Oligonukleotidit puhdistettiin RP-HPLC:1la menetelmailld D,
saadut fraktiot kylmékuivattiin, ja niistd mitattiin massaspektrit. Myds kertaalleen happokasitellyt
ON3g, ON3t ja ON3s puhdistettiin RP-HPLC:lla menetelmin D mukaisesti. Puhdistuksista saadut
fraktiot kylmédkuivattiin, ja niistd mitattiin massaspektrit. Massaspektrit oligonukleotideille ON3a,

ON3c, ON3g, ON3t ja ON3s on esitetty liitteissd 14 — 18.

3.5. Sulamislimpdotilamittaukset

Puhtaiden hiusneulaoligonukleotidien ON3a, ON3c, ON3g, ON3t ja ON3s sulamisldmpdtilat

mitattiin UV/vis-spektrofotometrilld. Mittauksia varten kaikki oligonukleotidit ON3 laimennettiin
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Na-kakodylaattipuskurilla 1 uM néytteiksi. Kdytetyn puskurin pH oli 5,5 ja ionivahvuus 0,10 M.
Naytteet laitettiin kvartsikyvetteihin, joiden valotien pituus oli 10 mm. Mittauksissa saatiin kolme
lammitys- ja jadhdytyskéyrad, jotka asettuivat 10 — 90 °C vilille. Sulamisldmpétilat saatiin UV-

sulamisprofiilien ensimmaisiin derivaattakdyriin sovitettuina Gaussin piikkien keskipisteina.

3.6. Tasapainomittaukset

Sitoutumisaffiniteettimittauksia varten hiusneulaoligonukleotidien ON3a, ON3¢, ON3g, ON3t ja
ON3s kantaliuoksista ja mallialdehydeistd fA, fU ja fI valmistettiin 500 uM liuokset. Liuokset tehtiin
lisddmalld oikeat maaridt mQ-veteen valmistettuja oligonukleotidien kantaliuoksia sekd DMSO:iin
(fA ja fT) tai mQ-veteen (fU) liuotettuja aldehydeji. Saadut liuokset kylmékuivattiin ja liuotettiin Na-
kakodylaattipuskuriin (ionivahvuus 0,10 M; pH = 5,5; 20 pl). Liuosten annettiin reagoida
huoneenldammossd kaksi viikkoa valolta suojattuna, minkd jélkeen niistd mitattiin massaspektrit.
Koska ON3g:n ja fI:n vélilld ei havaittu affiniteettia, ei niille ole esitetty massaspektrid. Kaikkien
muiden hiusneulaoligonukleotidien ON3a, ON3c, ON3g, ON3t ja ON3s ja aldehydien fA, fU ja fI

muodostamien kovalenttisten konjugaattien massaspektrit on esitetty liitteissd 19 — 32.

4. Johtopiaitokset ja yhteenveto

Tyon ensimmadisessd vaiheessa suoritettua oligonukleotidisynteesid lukuun ottamatta kaikki toivotut
tuotteet onnistuttiin valmistamaan. Lisdksi ndiden valmistuksessa kéytetyt puhdistus- ja
karakterisointimenetelmaét olivat sopivia tehdyille reaktioille. Epédonnistuneen
oligonukleotidisynteesin péételtiin johtuvan MOANA-fosforamidiitin suojaukseen kéytetyn 4-
bentsoyylioksibentsaldehydin huonosta pysyvyydestd. Koska oligonukleotidin ON1 synteesi ei
onnistunut, piti tutkielman alkuperdistd suunnitelmaa muuttaa. MOANA-fosforamidiitti péétettiin
valmistaa uudelleen kéyttden tdlla kertaa edellistd pysyvampid suojausta. Suojaryhmaéksi valikoitui
4-nitrobentsaldehydi, joka on aiemmin tehtyjen tutkimusten perusteella osoittautunut jopa seitsemén
kertaa pysyvammaksi kuin 4-bentsoyylioksibentsaldehydi.*?

4-nitrobentsaldehydisuojatun (2R,3S5)-4-(metoksiamino)butaani-1,2,3-triolifosforami-
diittirakenneyksikon (4) synteesi onnistui muuten hyvin, mutta lopputuotteena muodostui oletetun
kuusirenkaisen N-metoksi-1,3-oksatsinaanin sijaan viisirenkainen N-metoksi-1,3-
oksatsolidiiniglykoli. NMR:n ja MS:n perusteella saatu tuote 4 oli kuitenkin riittdvan puhdasta, joten

tyOtd paitettiin jatkaa silld. Kokonaissaannoksi saatiin 20,7 %. Saantoa véhensivét erityisesti
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vélituotteen 3 puhdistukset, joita tehtiin yhteensd kolme. Vahemmélld puhdistusten mairalld olisi
ollut mahdollista saada parempi kokonaissaanto.

Valmistetun MOGNA-fosforamidiitin 4 kytkeytymistd tutkittiin syntetisoimalla kaksi
samanlaista hiusneulaoligonukleotidia ON2, joista ensimmadisessd modifioitu fosforamidiitti
kytkettiin lyhyemmaélla DNA-reaktioajalla ja toisessa puolestaan pidemmalld RNA-reaktioajalla.
Naistd RNA-reaktioajan todettiin parantavan MOGNA:n kytkeytymistd, minké takia sitd kédytettiin
my0s seuraavissa oligonukleotidisynteeseissi. MOGNA-fosforamidiitti saatiin liitettyd viiden eri
oligonukleotidin (ON3a, ON3c, ON3g, ON3t ja ON3s) keskelle. Niistd parhaiten onnistui ON3s:n
synteesi ja huonoiten ON3t:n synteesi. 4-nitrobentsaldehydin pysyvyyden vuoksi voitiin olettaa, ettd
sen irrottaminen oligonukleotideista vaatisi yhden tai useamman erillisen happokasittelyn. Talld
tavoin suojaryhma saatiinkin irrotettua oligonukleotideista kokonaan.

Puhtaiden oligonukleotidien ON3a, ON3c, ON3g, ON3t ja ON3s todettiin
sulamislampotilamittausten perusteella olevan kaksoiskierteisessd muodossa affiniteettimittauksissa
kiytetyissd olosuhteissa. Affiniteettitutkimuksissa aldehydijohdannaiset 9-formyyli-deatsa-adeniini,
5-formyyliurasiili ja indoli-3-karbaldehydi liitettiin kaksoiskierteisten hiusneulaoligonukleotidien 4-
metoksiamino-1,2,3-butaanitrioliin N-metoksi-1,3-oksatsolidiinin muodostuksen kautta.
Urasiilianalogin muodostamien konjugaattien todettiin olevan pysyvdmpid kuin adeniini- ja
indolijohdannaisten = muodostamien  konjugaattien.  Aldehydien liittdmiseen  valmiiseen
oligonukleotidirakenteeseen vaikuttivat todennékdisesti ainakin vetysidosvuorovaikutukset.

Téassd tutkimuksessa todettiin 4-bentsoyylioksibentsaldehydilld suojatun MOANA-
fosforamidiitin olevan liian pysymiton useamman perdkkdisen nukleotidin kytkentdihin. Tyossd
onnistuttiin  kuitenkin valmistamaan pysyvimpi MOGNA-fosforamidiitti, jolla yksittdisen
nukleotidin kytkeytyminen oli riittdvin tehokas. Tulevaisuudessa MOGNA-nukleotidit tarvitsevat
lisdtutkimuksia, jotta voidaan selvittdd pystyvitkd ne kytkeytymdidn kokonaisiksi juosteiksi ja
edelleen ristiinpariutumaan DNA:n ja RNA:n kanssa. Tillaisia oligonukleotideja voitaisiin
hyodyntdd modifioitujen emésten nukleiinihapposynteesin jélkeisessd reversiibelisséd liittdmisessd
emdksettoméddn nukleiinihapporakenteeseen. Téssd tyOssd saadut tulokset vahvistivat, ettd 4-
metoksiamino-1,2,3-butaanitriolirunkoa voidaan hyddyntdé tédllaiseen nukleoemadsten reversiibeliin
lisddmiseen ennalta valmistettuun oligonukleotidirakenteeseen N-metoksi-1,3-oksatsolidiinin

muodostuksen kautta.
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6. Liitteet

Liite 1. 2-bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyy-

li)etanolin (3) '"H NMR-spektri
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Liite 2. 2-bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyy-
li)etanolin (3) '*C NMR-spektri
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Liite 3. 2-bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyy-
li)etanolin (3) COSY
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Liite 4. 2-bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyy-
li)etanolin (3) HSQC
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Liite 5. 2-bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyy-

li)etanolin (3) HMBC
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Liite 6. 2-(bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyy-
li)etyyli (2-syanoetyyli) diisopropyylifosforamidiitin (4) '"H NMR-spektri
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Liite 7. 2-(bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)- 1 -(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyy-
li)etyyli (2-syanoetyyli) diisopropyylifosforamidiitin (4) '*C NMR-spektri
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Liite 8. 2-(bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyy-
li)etyyli (2-syanoetyyli) diisopropyylifosforamidiitin (4) 3'P NMR-spektri
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Liite 9. 2-(bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidinyy-
li)etyyli (2-syanoetyyli) diisopropyylifosforamidiitin (4) COSY
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Liite 10. 2-(bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidi-
nyyli)etyyli (2-syanoetyyli) diisopropyylifosforamidiitin (4) HSQC
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Liite 11. 2-(bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)-1-(3-metoksi-2-(4-nitrofenyyli)-5-oksatsolidi-
nyyli)etyyli (2-syanoetyyli) diisopropyylifosforamidiitin (4) HMBC
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Liite 12. Kokonaan DNA-reaktioajalla valmistetun hiusneulaoligonukleotidin ON2 massaspektri

Itern name: Ninna4 Channel name; 1: Average Time 2.8335 min : TOF MSe (400-5000) -43V E...

[tern description:
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Liite 13. RNA-reaktioaikaa kéyttden valmistetun hiusneulaoligonukleotidin ON2 massaspektri

[tern name: Ninnal Channel name: 1: Average Time 2.7835 min : TOF MSe (400-5000) 43V E...
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Liite 14. Hiusneulaoligonukleotidin ON3a massaspektri

ltern name: HP A Channel name: 1: Average Time 3.2668 min : TOF MSe (400-5000) -43V ESI...

Item description:
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Liite 15. Hiusneulaoligonukleotidin ON3¢ massaspektri

ltern name: HP C  Channel name: 1: Average Time 3.2668 min : TOF MSe (400-5000) -43V ESL...
ltem description:
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Liite 16. Hiusneulaoligonukleotidin ON3g massaspektri

[tem name: HP G Channel name: 1: Average Time 3.2835 min : TOF MSe (400-5000) -43V ESI...

Item description:

Intensity [Counts]
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Liite 17. Hiusneulaoligonukleotidin ON3t massaspektri

Item name: HP-T Channel name: 1: Average Time 26335 min : TOF M5e (400-5000) -43V ESL..

ftem description:

Intensity [Counts)
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Liite 18. Hiusneulaoligonukleotidin ON3s massaspektri

Itemn name: HP-5 Channel name: 1: Average Time 26668 min : TOF MSe (400-5000) -43V ESI...

Item description:
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Liite 19. Hiusneulaoligonukleotidin ON3a ja fA:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

Itern name: HP-A+fA Channel name: 1: Average Time 24501 min : TOF M5e (400-5000) -43V...

ftern description:
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Liite 20. Hiusneulaoligonukleotidin ON3e¢ ja fA:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

[tem name: HP-C+fA Channel name: 1: Average Time 2.4335 min : TOF M5e (400-5000) -43V...

[tem description:
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Liite 21. Hiusneulaoligonukleotidin ON3g ja fA:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

[tern name: HP-G+fA Channel name: 1: Average Time 2.8001 min : TOF M5e (400-5000) -43V...
Itern description:
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Liite 22. Hiusneulaoligonukleotidin ON3t ja fA:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

ltern name: HP-T+fA Channel name: 1: Average Time 2.5501 min ; TOF MSe (400-3000) -43V...

Item description:
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Liite 23. Hiusneulaoligonukleotidin ON3s ja fA:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

ltem name: HP-5+fA Channel name: 1: Average Time 2.5507 min : TOF M35e (400-5000) -43V...
ltem description:
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I

2750+

2500

1048.85583
2250/

2000
1750

1500

Intensity [Counts]

111692918
/

1000 1238.62935

[ON3s + fA - 4H]*

1931.31802
134487629 ~1931.83984

183102453
1428.82645 94233647

[ 1930796271940 61812
— 144316782 1942 78166 248745821
g “T{1982.82454 | [2579.07297

1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250
Observed mass [m/z]




Liite 24. Hiusneulaoligonukleotidin ON3a ja fU:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

ltem name: HP-A + fU Channel name: 1: Average Time 26668 min : TOF MSe (400-5000) -43...
Item description:
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Liite 25. Hiusneulaoligonukleotidin ON3e¢ ja fU:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

Itemn name: HP-C + fU Channel name: 1: Average Time 25501 min : TOF MSe (400-5000) -43...
Item description:
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Liite 26. Hiusneulaoligonukleotidin ON3g ja fU:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

Itern name: HP-G + fU Channel name: 1: Average Time 2.5001 min : TOF MSe (400-5000) -43...

ltem description:
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Liite 27. Hiusneulaoligonukleotidin ON3t ja fU:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

Item name: HP-T + fU Channel name: 1: Average Time 26168 min : TOF MSe (400-5000) -43...
Itern description:
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Liite 28. Hiusneulaoligonukleotidin ON3s ja fU:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

ltern name: HP-5 + fll Channel name: 1: Average Time 2.7168 min : TOF MSe (400-5000) -43...
[tem description;
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Liite 29. Hiusneulaoligonukleotidin ON3a ja fI:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

ltem name: HP-A+fl Channel name: 1: Average Time 4.0168 min : TOF MSe (400-5000) -43V...
Item description:
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Liite 30. Hiusneulaoligonukleotidin ON3e¢ ja fI:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

Item name: HP-C+fl Channel name: 1: Average Time 4.2502 min : TOF MSe (400-5000) -43V...
Item description:
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Liite 31. Hiusneulaoligonukleotidin ON3t ja fI:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

Itern name: HP-T+fl Channel name: 1: Average Time 3.9835 min : TOF M5e (400-5000) -43V...
Item description:
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Liite 32. Hiusneulaoligonukleotidin ON3s ja fI:n kovalenttisen konjugaatin massaspektri

ltern name: HP-5+fl Channel name: 1: Average Time 4.5002 min : TOF M5e (400-5000) -43V...
ltern description:
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