SYKLISTEN
DINUKLEOSIDIMONOFOSFAATTIEN
JA NIIDEN ANALOGIEN VALMISTAMINEN

Pro Gradu- tutkielma
Kristian Lautkoski
Léadkekehityksen kemia
Kemian laitos

Turun Yliopisto
Maaliskuu 2020

Turun Ylopiston laatujdrjestelmédn mukaisesti tdmédn julkaisun alkuperdisyys on tarkastettu Turnitin
OrignalityCheck-jarjesteImalla.



Tdmd Pro Gradu- tutkielma on omistettu kihlatulleni Ellille, joka antoi jatkuvan tukensa tutkielman
kirjoittamiseen, sekd aikaansa esilukemiseen.
Suurin kiitos kuuluu yliopistonlehtori FT Mikko Oralle, jonka kdrsivillisyys ja asiantuntijuus on
ollut ensiarvoisen tdirkedd ldpi erikoistyon ja tutkielman.
Lopuksi haluan vield kiittdd professori Pasi Virtaa, joka mahdollisti tutkielmani lopullisen version.



TURUN YLIOPISTO
Kemian laitos

LAUTKOSKI, KRISTIAN: Syklisten dinukleosidimonofosfaattien ja niden analogien
valmistaminen

Pro Gradu- tutkielma, 49s.
Maaliskuu 2020

Syklisen diguanosiinimonofosfaatin (c-di-GMP) on lukuisten tutkimusten pohjalta havaittu olevan
ermomainen imaisinmolekyyli bakteereissa. Alhaisilla bakteeripitoisuuksilla c¢-di-GMP pystyy
muun muassa sddtelemddn bakteerien likkuvuutta ja levidmistd elimistossd sekd pysdyttdmadn
solusyklin. Lisdksi se hidastaa solunjakautumista, jonka pohjalta on havaittu vaikutuksia myos
ihmisen syOpdsolujen toimintaan.

Biofilmit ovat mikrobien muodostamia jdrjestdytyneitd yhteis6ja, jotka saavat muodostuessaan
aikaan useita kroonisia ja pysyvid tulehduksia elimistossd. Biofilmien patogeenisia bakteereita ovat
muun muassa koleraa aiheuttava Vibrio cholerae, sairaalabakteeri Pseudomonas aeruginosa ja
Staphylococcus aureus eli stafylokokki. Solunsisdisten pitoisuuksien ollessa korkealla c-di-GMP:n
on havaittu pystyvin sddtimddn biofilmin muodostusta tai jopa estimiddn sen synnyn kokonaan.
Maailmanlaajuisella tasolla c-di-GMP tunnetaankin bakteerien toisioldhettimolekyylind (engl.
second messenger).

Sykliset bis-(3,5")-dinukleotidit eli sykliset dinukleosidimonofosfaatit ovat biologisesti aktiivisia
yhdisteitd, joiden uskotaan olevan tirkeiti my0s bakteeriperdisten biofilmien sédételyssd. Tutkijoiden
tultua vakuuttuneiksi c-di-GMP:n antibakteerisista ominaisuuksista, mielenkiinto erilaisten syklisten
dinukleosidimonofosfaattien ja niiden modifioitujen analogien valmistamiseksi on kasvanut.

Tutkielman kirjallisessa osassa on esitetty erilaisia  syklisten dinukleosidimonofosfaattien
synteesimenetelmid. Syklisten dmnukleosidimonofosfaattien synteesi voidaan tehdd kahdella eri
tavalla, joko entsymaattisesti tai kemiallisesti Kemiallisessa menetelmidssd nukleotidin syklisaatio
toteutetaan kayttdmalld fosforamidiitti-, fosfoesteri- ja vetyfosfonaatti-kemiaa. Naiistd kaksi
jalkimmédistd ovat kaytetyimmit syklisten dmnukleosidimonofosfaattien valmistuksessa. Myds
tukirankamenetelmid, joissa nukleoemikset litetdéin fosfaatti-sokeri-renkaaseen, on jilkeenpdin
raportoitu.

Kemiallista synteesid hyodyntiden tutkijat ovat  valmistaneet my0s syklisten
dinukleosidimonofosfaattien analogeja, jotka muistuttavat biologisilta omnaisuuksiltaan hyvin
paljon modifioimattomia yhdisteitd. Valmistettacssa analogeja, voidaan modifioida joko yhdisteen
fosfaatti-, emés- tai sokeriosaa.

Kokeellisessa osassa on yksityiskohtaisesti selostettu syanoetyyli-, tert-butyylidimetyylisilyyli- ja
bentsoyyliryhmilld  suojatun  syklisen  diadenosiinimonofosfaatin = (c-d-rAMP) synteesi ja
karakterisointi. Lopputuotteen saanto oli 42%, mikd oli rittdva jatkotutkimuksille.

ASIASANAT:  Syklnen  dinukleosidimonofosfaatti, c-di-GMP, c-dirAMP, syklisaatio,
fosforotioaatit, fosforotiolaatit
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I JOHDANTO

Bakteereja esintyy sekd pinnallisesti ettd luonnossa. Ensimmidiseksi mainittu viittaa laboratorio-
olosuhteisiin, jossa bakteeri esintyy vapaassa yksisoluisessa muodossa ja jadlkimmiinen
monisoluiseen jérjestdytyneeseen mikrobiyhteis66n, mistd kéytetddn nimitystd biofilmi.! Biofilmit
ovat mukautuvia kasvumuotoja, jotka edistivdt patogeenisien bakteerien selviytymistd ja

muodostuessaan saavat aikaan useita kroonisia ja pysyvid tulehduksia elimistdssa.?

Biofilmien onyleisesti todettu olevan immuuneja elimiston puolustusmekanismeille ja antibiooteille.
Niiden muuttuvat elinolosuhteet, kuten alhainen pH, saattavat alentaa aineenvaihdunnallista
aktiivisuutta ja ndin ollen myds antimikrobiaalista aktiivisuutta. Biofilmien bakteereissa saattaa
lisaksi tapahtua geenimuuntumia, jotka lisddvdt huomattavasti bakteerien vastustuskykyd. Jos osa
bakteerista péddsee kiinnittymiddn kasvamattomiin, matalan aineenvaihduntatason soluihin, kehittdd se

sielld uuden tulehduksia atheuttavan biofilmin.

Nykyiset hoitomuodot pyrkivit tuhoamaan ja ennaltachkdisemddn biofilmien aiheuttamia
tulehduksia muun muassa verhoamalla mahdollisen tai oletetun tulehdusalueen antibiootilla tai
antimikrobilla. Ennaltachkdisevid entsyymeja on kehitetty jo vuosien ajan, mutta kaikesta tastd
vaivasta huolimatta biofilmit ovat kasvattaneet vastustuskykyddn néitd vasta-aineita kohtaan. Téstd

johtuen on siirrytty vaihtoehtoisten terapeuttisten keinojen tutkimiseen.3#

Syklinen diguanosiinimonofosfaatti, c-di-GMP Ioydettiin vuonna 1987 Jerusalemin yliopiston
tutkjoiden toimesta. Kuluneiden vuosien aikana yhdisteen on todettu olevan yksi yleisimmistd ja
tarkeimmistd ilmaisinmolekyyleistd bakteereissa.!> Alhaisilla pitoisuuksilla c¢-di-GMP kykenee
sddtelemddn bakteerien likkuvuutta, solunjakautumista, eriytymistd ja levidmistd elimistossd sekd
pysdyttimidn solusyklin. Solunsisdisten pitoisuuksien ollessa korkealla on yhdisteen havaittu
pystyvin  sddtimddn bioflmin muodostusta tai jopa estimddn sen synnyn kokonaan.®

Maailmanlaajuisella tasolla c¢-di-GMP tunnetaankin bakteerien toisioldhettimolekyylind (engl.

second messenger).

Saadessaan biofilmin muodostumisen kuriin, c-di-GMP:n lisndolo on ensiarvoisen tirkedd akuuttien,
patogeenisten ja tarttuvien tulehduksien hoidossa. Biofilmien patogeenisia bakteereita ovat muun
muassa koleraa atheuttava Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus eli stafylokokki sekéd

sairaalabakteerina tunnettu Pseudomonas aeruginosa. Niistd viimeiseksi mainittu on ollut eniten



tutkittu  bakteeri biofilmianalytiikassa. Lukuiset kokeet nisdakkiilli ovat saaneet tutkijat

vakuuttuneeksi c-di-GMPmn olevan tulevaisuuden yhdiste rokotemarkkinoilla.

Tutkjoiden tultua vakuuttuneiksi syklisen diguanosiinimonofosfaatin ominaisuuksista ovat he
osoittaneet  kimnostuksensa myds muiden syklisten dinukleosidimonofosfaattien  kéytostd
mahdollisina antibakteerien vaikutusaineina.! Muuan muassa syklisen diadenosiinimonofosfaatin (c-
di-AMP) on havaittu toimivan signaalimolekyylini DNAmn itidjakautumisessa ja syklisen di-

mosiinimonofosfaatin (c-di-IMP) edistdvin limakalvorokotteiden toimintaa.

Téamidn Pro Gradu- tutkielman  kirjallisessa  osassa on esitetty erilaisia  syklisten
dinukleosidimonofosfaattien synteesimenetelmid, joissa keskeisini yhdisteind ovat syklinen
diguanosiinimonofosfaatti, c-di-GMP ja syklinen diadenosiinimonofosfaatti, c-di-AMP. Syklisten
dinukleosidimonofosfaattien synteesi voidaan tehdd kahdella eri tavalla, joko entsymaattisesti tai
kemiallisesti. Kemiallisessa ~ menetelmdssd nukleotidin  syklisaatio  toteutetaan  kayttdmalla
fosforamidiitti-, fosfoesteri- ja vetyfosfonaatti-kemiaa. Naistd kaksi jalkimméistd ovat kdytetyimmaét
syklisten  dinukleosidimonofosfaattien  valmistuksessa. MyoOs tukirankamenetelmid, joissa

nukleoemikset litetddn fosfaatti-sokeri-renkaaseen, on jilkeenpdin raportoitu.

Kemiallista synteesid hyddyntien tutkijat ovat  valmistaneet my0s syklisten
dinukleosidimonofosfaattien analogeja, jotka muistuttavat biologisilta omiaisuuksiltaan hyvin
paljon modifioimattomia yhdisteitd. Valmistettacssa analogeja, voidaan modifioida joko yhdisteen
fosfaatti-,  emis- tai sokeriosaa. Kirjallisen osan loppupuoli  késittelee  syklisten

dinukleosidimonofosfaattien ja niiden modifioitujen analogien rakennetta ja synteeseja.

Synteesit on esitetty seuraaville yhdisteille: c-di-AMP, ¢-di-CMP, c-di-GMP, c-di-IMP, c-di-TMP,
c-di-UMP, c-di-XMP, c-di-YMP, c-ApCp, c-ApGp, c-ApTp, c-ApUp, c-CpTp, c-GpCp, c-Gplp, c-
GpTp, c-GpUp, c-GpXp, c-IpUp, c-UpTp, c-GpsGp, c-GpsGps, c-GpsGpss, c-di-AMPGS c-di-
CMPGS, ¢-di-GMPOG 'Y, ¢-di-TMPG S, ¢c-CpApG 9, c-CpGp©B'Y, c-GpAp© S, ¢-TpApC S, ¢-TpCp 9,
c-TpGp®'Y, GdnucoGdnuco, c¢-di-8B'GMP, c-di-3SUIGMP, c¢-di-3MSGMP, ¢-di-8?PGMP, c-di-
8ACPhGMP, ¢-di-GMP2'F, ¢-di-GMP2 oM, ¢-TpUp2-ome sekéd analogi ilman emisosaa (engl. abasic
analogue)

Tutkielman kokeellisessa osassa on valmistettu syanoetyyli- (CE-), fert-butyylidimetyylisilyyli-
(TBDMS-) ja bentsoyyliryhmilld (Bz-) suojattu syklinen diadenosinimonofosfaatti (c-di-AMP) 42%
saannolla.  Synteesin eri vaiheet ja spektrometrimen karakterisointi  esitetdin  osiossa

yksityiskohtaisesti.



II KIRJALLINEN OSA

1. Sykliset dinukleosidimonofosfaatit

Sykliset bis-(37,5") -dinukleotidit eli sykliset dinukleosidimonofosfaatit ovat biologisesti aktiivisia
yhdisteitd, jotka sidtelevdt esimerkiksi bakteerien selluloosa- ja DNA-synteesid sekd estdvit
syOpdsolun kasvua ja bakteerien solujenvilisid vuorovaikutuksia.” Niiden uskotaan olevan tirkeitd
myds bakteeriperdisten biofilmien sdételyssd. Tutkimuksia biologisesta potentiaalista on tehty

vuosikymmenten ajan.

Syklisid dinukleosidimonofosfaatteja on syntentisoitu solututkimuksia varten. Eniten syntentisoitu ja
tutkittu analogi on syklinen diguanosiinimonofosfaatti (c-di-GMP), joka on havaittu ermnomaiseksi
imaisinmolekyyliksi  bakteereissa. Tutkijoiden havaitsemat c-di-GMP:n hyvdt biologiset
ominaisuudet ovat  siirtdneet tutkijoiden kimnostuksen myO0s  muihin syklisiin

dinukleosidimono fosfaatteihin ja niiden biologisiin ominaisuuksiin.!-6

Tutkimusten tarkoituksena eiole ainoastaan 16ytdd uusia syklisid dinukleosidimonofosfaatteja, joiden
ominaisuudet vastaavat c-di-GMP:n ominaisuuksia, vaan halutaan myds selvittdd yhdisteiden
toiminnallisuutta paremmin. KaytdnnOssd tdméa tarkoittaa tutkimusta siitd, miten erilaiset sykliset
dinukleosidimonofosfaatit vaikuttavat soluissa ja mikd on kéytettdvin nukleoemiksen rooli

vuorovaikutuk sessa. !

1.1 Syklisten dinukleosidimonofosfaattien rakenne

Syklinen bis-(3,5") -dinukleotidi eli syklinen dinukleosidimonofosfaatti 1 on rengasrakenteinen
kahden ribonukleotidin yhdiste, joka muodostuu kolmesta komponentista (KUVA 1). Ensimmiinen
on yhdisteen ominaisuuksiin vaikuttava, typpipohjainen nukleoemis (B). Toisena komponenttina on
sokeriosa, joka on kiytdnnOssd aina riboosi. Kolmas komponentti on tukirankana toimiva fosfaatti,

jonka sitoutuminen tapahtuu intramolekulaarisella fosfodiesterisidoksella.

Komponentit sitoutuvat toisiinsa siten, ettd nukleoemis on kimnittynyt riboosin 1’-hileen ja
fosfaattiryhmid riboosin 5'-hileen. Tamén lisdksi fosfaattiryhmé on sitoutunut toiseen nukleotidiin,
jolloin rakentuu 12-jdseninen rengasmainen sokeri-fosfaattitukiranka. Tukiranka on erittdin jiykka,

minki ansiosta nukleotidit pysyvit samassa tasossa, keskiméiriiselli 6,8 An etdisyydelli toisistaan.
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KUVA 1. Syklnen bis-(3",5") -dinukleosidihappo eli syklinen dinukleosidimono fosfaatti.

Téassd tutkielmassa  esitetyissd  synteeseissd  nukleoemiksend  toimivat  adeniini, guaniini,

hypoksantiini, ksantini, teofylliini, tymiini, sytosiini tai uridiini (KUVA 2).
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KUVA 2. Syklisten dinukleosidimonofosfaattien nukleoemikset. Suluissa emésten lyhenteet.

1.2 Syklisten dinukle osidimo nofosfaattien nimeéminen

Nukleoemikset Bi ja B> midrittdviat syklisen dinukleosidimonofosfaatin nimen. Nukleoemidsten
ollessa keskendidn samanlaiset, kyseessd on symmetrinen syklinen dinukleosidimonofosfaatti.! Tasti

kaupallisesti saatavilla olevasta yhdistetyypistd kéytetddn jatkossa lyhennettd c-di-NMP.

Lyhenteessd N edustaa ribonukleosidia, joka eméiksestd rippuen on adenosini (Ado,A), guanosiini
(Guo,G), mosiini (Ino,I), ksantosiini (X), 7-B-D-ribofuranosyyli-teofylliini (Y), uridiini (Urd,U) tai
sytidiini (Ctd,C). Deoksiribonukleosidien tapauksessa kéytetddn tymidiinille lyhennettd T.



Tutkielmaa ajatellen merkittivimmét yhdisteet ovat syklinen diadenosiinimonofosfaatti (c-di-AMP,
2) ja syklnen diguanosiinimonofosfaatti (c-di-GMP, 3). Yhdisteessd 2 molempina nukleoemiksini
toimii adeniini ja yhdisteessd 3 vastaavasti guaniini (KUVA 3).
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KUVA 3. Syklisen diadenosiinimonofosfaatin 2 ja syklisen diguanosiinimonofosfaatin 3 rakenteet.

Sykliset dinukleosidimonofosfaatit, joissa nukleoemikset ovat keskendén erilaiset, vaativat
muodostuakseen laboratoriosynteesin. Tasti tdysin synteettisestd yhdistetyypistd kdytetddn merkintda
c-NpNp, jossa N edustaa ribonukleosideja aakkosellisessa jirjestyksessd ja p edustaa 5’-aseman
fosfotriesteri-sidosta. Fosforotioaattien tapauksessa merkitdén fosfodiesteri-sidokseen littynyttd

rikkiatomia kirjaimella s, esim. c-NpsNp.

2. Syklisten dinukleosidimonofosfaattien valmistaminen

Syklisten dinukleosidimonofosfaattien synteesi voidaan tehdd kahdella eri tavalla, joko
entsymaattisesti tai kemiallisesti.! Kemiallinen synteesi voidaan vieldi jakaa kolmeen eri
menetelmidn, joista ensimmiinen vaihtoehto tunnetaan perinteisend nukleotidin syklisaationa. Siina
kiytetddn lihtdaineena nukleotidia, jolloin emds on jo valmiina littyneend tai soveltaen siten, ettd

lahtdaineena kiytetddn kaupallista suojattua nukleosidi-3’-fosforamidiittia.

Kirjallisuudessa toista menetelmdd kutsutaan synteesireitistd rippuen joko fosfoesterimenetelmiksi
tai vetyfosfonaattimenetelméksi. Namid laajennetut nukleotidin  syklisaatiomenetelmidt ovat

kaytetyimmat syklisten dinukleosidimonofosfaattien valmistuksessa.

Kolmas kemiallisen synteesin vaihtoehto on valmistaa erdédnlainen syklinen tukiranka, johon emékset

litetiéin.®-® Tukiranka kuitenkin rajoittaa saatavien lopputuotteiden midrdd, silli tukirankaan ei voi

luttdd kahta eri emésta.



2.1. Bioentsymaattinen synteesi

Entsymaattisesti toteutettu biosynteesi on vanhimpia syklisten dinukleosidimonofosfaattien
valmistamiseen kéytettyji menetelmid.! Padasiassa c-di-GMPn synteeseissi kiytetyn menetelmdn
heikkoutena pidetdéin korkeita valmistuskustannuksia, synteesin pitkdd kestoa ja heikkoa saantoa.
Lopputuotteen on myds havaittu herkésti hydrolysoituvan, mink&d vuoksi menetelmd soveltuu erittdin

pienien médrien synteesiin.

Yhdisteen metabolian tutkimiseen hyOodynnetyssd synteesissd ldhtdaineena on kiytetty kahta
guanosiinitrifosfaattimolekyylid ~ (GTP, 4). Kaéytinnossd synteesissd  IdhtOaineet  saatetaan
rengasmuotoon 170-jdsenisen aminohappoketjun (GGDEF) avulla. GGDEF-domeenin avulla
tehtdvdd syklisaatiota kutsutaan nimelld diguanylaattisyklaasi (DGC).

Diguanylaattisyklaasilla valmistettua c-di-GMP:td on my0s hydrolysoitu eri proteiinidomeenilla,
jotta on pystytty tutkimaan yhdisteen metaboliaa tarkemmin sekd myds mahdollistamaan kemiallisia
synteesejd, joissa lihtdaineena on kéytetty nukleosidin 5’-monofosfaattia.  Hydrolyysissi
padasiallinen domeeni on ollut HD-GYP, joka hydrolysoi c-di-GMP:n kahdeksi guanosiini-5’-
monofosfaatiksi (5B). Hydrolyysi tunnetaan my0s nimelli syklisen nukleotidin fosfodiesteraasi
(KAAVIO 1). Molemmat reaktiot toteutetaan MgCh-puskuroidussa luoksessa, ja pysédytetddn
etyleenidiammintetractikkahapossa (EDTA) refluksoiden.

GGDEF-domeenin runkona on (Gly-Gly-Asp-Glu-Phe)-aminohappoketju ja HD-GYP-domeenilla
vastaavasti (His-Asp-Gly-Tyr-Pro)-aminohappoketju.
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KAAVIO 1. Diguanylaattisyklaasi ja nukleotidin fosfodiesteraasi proteinidomeeneilla.



2.2. Kemialliset synteesit

Pédasiallisesti  syklisii dinukleosidimonofosfaatteja  (c-di-NMP) on syntentisoitu nukleotidin
syklisaatiolla. Tdmd menetelmid on ollut kaytetyin tutkijoiden keskuudessa sen monipuolisuuden,

suoraviivaisuuden ja helppouden vuoksi.’

Nukleotidin syklisaatiossa on raportoitu neljd kéyttokelpoista variaatiota. Ensimméinen menetelma
perustuu nukleosidi-3’- tai -5’'-fosfaatin dimerisaatioon (Reitti A), toinen dinukleosidimonofosfaatin

syklisointiin fosforyloimalla (Reitti B) ja kolmas 5°- asemassa olevan fosfaatin aktivointiin (Reitti C)
(KAAVIO 2).
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KAAVIO 2. Nukleotidien syklisaatioiden yksinkertaistetut synteesireitit A-C.

Neljds menetelmd perustuu 3’-fosforin sisdltivien dinukleotidien 3’-fosforiatomin aktivointiin, ja
lihtdaineesta rippuen se voidaan jakaa kolmeen osaan. Lihtdaineena voi toimia joko syklisen
dinukleosidin fosfomonoesteri, fosfodiesteri tai vetyfosfonaatti (Ks. KAAVIO §). Menetelmit
tunnetaan nimilld fosfodiesterimenetelmd (Reitti D1), fosfotriesterimenetelmd (Reitti D2) ja

vetyfosfonaattimenetelma (Reitti D3).



2.2.1. Synteesi nukleosidi-5'-fosfaatista (Reitti A;)

Khoranan tydryhmé on raportoinut syklisen ditymidiinimonofosfaatin, (c-di-TMP, 9) dimerisaation,
jossa lihtdaineena on kiytetty tymidiini-5'- monofosfaattia (5A).!0 Dimerisaatio tehtiin pyridiinis s
(Py), divalentin  sinkki-ionin  lisnd  ollessa.  Reaktion  aktivaattorina  tomi  N,N'-
disykloheksyylikarbodiamidi (DCC). NH;3:EtOH-ajoliuoksella silikakromatografisesti puhdistetun
lopputuotteen saanto on ollut 74 %.

Tutkimuksessa havaittiin synteesin olevan mahdollinen myds vedessd, pyridiinin sijaan. Kun
aktivaattorina  kéytettin DCCn sijasta vesiliukoista  1-etyyli-3-(3-dimetyyli-aminopropyyli)-
karbodiamidia (EDC), saatin guanosiini-5"-monofosfaatti 5B dimerisoitua noin 5% saannolla.
Reaktion katalyyttina toimi montmorilloniitti 22 (Mm22A) (KAAVIO 3). EDCn toimiessa
aktivaattorina, yhdiste 5A ei dimerisoitunut steerisen esteen vuoksi, joten synteesi koettiin
kayttokelpoiseksi amoastaan c¢-di-GMPn (3) valmistamiseksi. Muita analogeja ei ole tilld

menetelmalld onnistuttu valmistamaan.
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KAAVIO 3. Tymidiini- ja guanosiini-5’-monofosfaatin dimerisaatio.

Shimidzun tyoryhmd on raportoinut syklisen disytidiinimonofosfaatin, (c-di-CMP, 10) seké syklisen
diuridiinimonofosfaatin (c-di-UMP, 11) dimerisaation.!! Léihtdaineena on kéytetty nukleosidi-5"-p-
nitrofenyylifosfaattia (12). Reaktio tehtin vedessd N-metyyli-imidatsolin (NMI) katalysoimana,
jolloin vélituotteena saatiin nukleosidin fosforimidatsolijohdannainen (13). Vilituote katalysoitiin

montmorilloniitilla vedessd, uranyyli-ionien lisni ollessa. Saanto oli 56%.

Mikili ldhtdaineena kéytetddn tymidiini-5 -p-nitrofenyylifosfaattia ja reaktion annetaan tapahtua
kalumhydroksidin vesiliuvoksessa, saadaan dimerisoitua yhdiste 9 iman vélituotteita, 74% saannolla.

Tidssd reaktiossa Zn?*-ionien havaittiin nostavan saantoa reilusti (KAAVIO 4).
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KAAVIO 4. Tymidiini-, sytidiini- ja uridiini-5'-p-nitrofenyylifosfaatin dimerisaatio.

Metalli-ionien vaikutusta nukleosidi-5’-fosforimidatsolin polymerisaatiossa on tutkittu. Adenosiini-
ja guanosiinijohdannaisten tapauksessa metalli-ionit estdvit syklisen rakenteen syntymisen. Inosiini-
, uridiini- ja sytosiinijohdannaisten synteeseissd parhain divalentti metalli-ioni on ollut Pb?*, vaikka

saannot ovat olleet alle 10%. Toistaiseksi parhaat saannot on saatu uridiini-ioneilla kaavion 4

mukaisessa dimerisaatiossa (56%), sekd c-di-TMPmn (9) dimerisaatiossa sinkki-ioneilla (74%).

2.2.2. Synteesi nukleosidi-3'-fosfaatista (Reitti A;)

Sykliset  ditymidiini-, dwridiini- ja diadenosiinimonofosfaatit on raportoidusti valmistettu
kayttamailld lihtoaineena vastaavaa nukleosidi-3'-fosfaattia (6).! Yhdisteen 9 dimerisaatio tehtiin
pyridiinissd  2,4,6-tri-isopropyylibentsosulfonyylikloridin (TPSCI) toimiessa aktivaattorina. My0s
EDC:td kaytettiin aktivaattorina, mutta dimerisaatiota ei tapahtunut.

Asetyyliryhmilli (Ac-) suojatun uridiini-3’-fosfaatin reaktio pyridiinissi DCC:n aktivoimana antoi
lopputuotteeksi yhdisteen 11. Bentsoyyliryhmilld (Bz-) suojatun adenosiini-3’-fosfaatin reaktio
pyridiinissi DCC:n aktivoimana antoi lopputuotteeksi yhdisteen 2. Asetyyli- ja bentsoyyliryhmit on

poistettu  kdsittelemdlld yhdistettd ammoniakki-metanoliliuoksella (1:1) (KAAVIO 5). Reaktioiden
saannot olivat alhaiset, 10-15%.
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KAAVIO 5. Tymidiini-, uridiini- ja adenosiini-3’-monofosfaatin dimerisaatio.

2.2.3. Synteesi dinukleosidimonofosfaateista (Reitti B)

Kyseisessd menetelmidssd dinukleosidimonofosfaattien syklisaatio vaatii onnistuakseen lihtoaineeksi
fosfotriesterirakenteen. Tamén lisdksi ldhtdaineen tulee olla vain osittain suojattu. Toisin sanoen,

reaktion mahdollistamiseksi 3'- ja 5'-asemien hydroksyyliryhmét on jitetty suojaamatta, silli nimi

asemat ovat syklisaation kannalta reaktiivisesti oleelliset.

Capobiancon tyoryhméa on valmistanut syklisid dinukleosidimonofosfaatte ja
fosforylointimenetelmélld.!? Lopputuotteina saatiin saman nukleotidin yhdisteet c-di-AMP (2), c-di-
GMP (3), c-di-TMP (9) sekid c-di-CMP (10). Ndiden yhdisteiden liséksi lopputuotteina on saatu myos
kolme yhdistettd, joissa nukleotidit ovat keskenddn erilaiset. Nédmd jialkimmadiset yhdisteet ovat c-
CpGp (14), c-CpTp (15) ja c-ApTp (16). Lopputuotteiden saanto vaihteli 54% ja 84% vililld, suurin
saanto oli yhdisteelld 2. Jokainen tuote puhdistettiin silikageelikromato grafisesti.

Syklisaatiossa kaytettiin lahtdaineina tert-butyylidimetyylisilyyli- (TBDMS-) ja
kloorifenyyliryhmilld  suojattua dinukleosidimonofosfaattia 7. Fosfonylointireagenssina oli 2-
kloorifenyyli-O,O-bis (1-bentsotriatsolyyli)fosfaattia (diOBT) ja luottimena pyridiini. Léhtdaineen
3’- ja 5’-asemien hydroksyyliryhmit on jétetty suojaamatta, jotta syklisaatio saatiin toteutettua.

Syklisaation jilkeen kloorifenyyli-suojaryhmi poistettiin - N/, N, N3, N?-tetrametyyliguanid ium-syn-
pyridiini-2-karboksaldoksimaatilla (17) ammoniumhydroksidissa. TBDMS-suojaryhmét on poistettu
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trietyyliammoniumfluoridilla ~ (TEA*HF), joloin  lopputuotteena  on  saatu  syklinen
dinukleosidimono fosfaatti (KAAVIO 6).
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KAAVIO 6. Capobiancon tyoryhmin fosforylointimenetelma.

2.2.4. SynteesiS’-fosfaatin sisiltivisti dinukleotideista (Reitti C)

Khoranan tyoryhmd on raportonut syklisten dinukleosidimonofosfaattien synteesejd, missd
syklisaatio on tehty aktivoimalla dinukleosidin 5’-asemassa oleva fosfaatti.'® Lopputuotteina on saatu

c-di-TMP (9), c-CpGp (14) ja c-ApTp (16) (KAAVIO 7).

Synteesien ldhtdaineina on kdytetty syanoetyyliryhmélld (CE-) suojattua nukleosidi-5'-fosfaattia (18)
ja 3’-asetyylisuojattua nukleosidi-5'-fosfaattia (19). Lihtéameiden kytkeytyminen toteutettiin
vedettoméssd pyridiinissd ylimddrin DCC:n toimiessa aktivaattorina. Suojaryhmit poistettiin NH3:

MeOH (1:1)-liuoksessa refluksoiden, jolloin muodostui lineaarinen dinukleosidimonofosfaatti (8).

5’-Aseman fosforiatomi aktivoitiin késittelemélli saatua yhdistettdi 8A pyridiinissd runsaan DCC:n
lisndollessa, jolloin saatiin lopputuotteena c-di-TMP (9) 80% saannolla. Kahden eri nukleosidin
yhdisteet 14 ja 16 saatin kisittelemilld yhdisteitd 8B ja 8C ammoniumhydroksidissa refluksoiden.

Tuotteiden saannot olivat 18% ja 36%.
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KAAVIO 7. Khoranan aktivointimenetelméd 5°- asemassa olevaan fosfaattiin.

2.2.5. Synteesi 3 -fosfaatin sisiltivisti dinukleotideista (Reitti D)
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KAAVIO 8. 3'-Fosfaatin sisdltivien dinukleotidien yksinkertaistetut synteesireitit.
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Kyseiset menetelmidt ovat eniten raportoityja menetelmid syklisten dinukleosidimonofosfaattien
valmistuksessa. Poikkeuksen tekee fosfodiesterimenetelmid, jonka kayttimisesti on raportoitu vain

kerran. Myo0s tutkielman kokeellisessa osassa suojattu syklinen diadenosiinimonofosfaatti on

valmistettu soveltaen fosfotriesterimenetelmid eli Hayakawan menetelmid.!”

2.2.5.1. Fosfodiesterimenetelmi (Reitti D;)

Ohtsukan tyoryhmd on valmistanut yhdisteen 2 kéyttamélld Iihtdaineina 5’-O-monometoksitrityyli-
Nb,2’-O-dibentsoyyliadenosiini-3'-fosfaattia 23 ja N°,2'-O-dibentsoyyliadenosiini-3'-fosfaattia 24,

DCC:n toimiessa aktivaattorina.!

Etikkahappokasittelyn jilkeen saatiin tuotteena lineaarinen N°, 2’-O-dibentsoyyliadenylyyli-(3",5")-
NS, 2’-O-dibentsoyyliadenosiini-3"-fosfaatti (20A). Vilituotteen saanto oli 8%. Vilituotteessa yhden

sokerimolekyylin 3'-hilen ja toisen sokern 5'-hilen vililld oleva fosfodiesterisidos médrittelee

menetelmdn nimen.

Bentsoyylisuojatun fosfodiesteriyhdisteen 20A syklisaatio toteutettiin pyridiinissd, jossa oli ylimadra
aktivaattorina toimivaa DCC:i. Syntyneen tuotteen bentsoyyliryhmit poistettiin NH3: MeOH (1:1)-

liwoksessa refluksoiden, jolloin lopputuotteena saatiin syklinen diadenosiinimonofosfaatti c-di-AMP
2, 19% saannolla (KAAVIO 9).
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KAAVIO 9. c-di-AMP:n synteesi fosfodiesterimenetelméalla.
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2.2.5.2. Fosfotriesterimenetelmi eli Hayakawan menetelma (Reitti D;)

Fosfotriesterimenetelmidn  ensimmiiseni  esittdjind pidetiin Baselin yliopiston tydryhméi.®
Hayakawa sovelsi menetelmdd omissa kokeissaan, minkd wvuoksi menetelmdd kutsutaan myos
Hayakawan menetelmiksi (KAAVIO 10).° Hayakawan menetelmi on kaikkein eniten hyddynnetty

variaatio syklisten dinukleosidimonofosfaattien valmistamisessa.
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R, R3-Rg = Suojaryhma
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KAAVIO 10. Hayakawan menetelmédn yksinkertaistettu synteesireitti.

Fosfotriesterimenetelmd  eroaa fosfodiesterimenetelmistd  siten, ettd Idhtdaineessa  yhden
sokerimolekyylin 3'-hillen ja toisen sokerin 5'-hilen vélilld on fosfotriesterisidos. Menetelmidn kaytto

vaatii [ihtoaineessa 25 suojatun fosfaattirakenteen, jotta rengasrakenteen muodostamisessa viltytddn

muilta reaktioilta.

Suojattu fosfaattirakenne 25 saadaan littdmilld asetonitriilissd yhteen suojattu nukleosidi-3 -
fosforamidiitti ja sitd valmistettu suojattu nukleosidi-3'-fosfaatti, N-metyyli-imidatsolin (NMI)

lasndollessa. Synteesimenetelmédnd on sovellettu nukleosidifosfaattien dimerisaatiota (Reitti A).

Yhdisteen 21 syklisaation jélkeen poistetaan loput suojaryhmit, ja raakatuote puhdistetaan
silikageelikromatografisesti.  Lopputuotteena  saadaan syklinen dinukleosidimonofosfaatti 1.
Menetelmidd hyddyntden on valmistettu c-di-AMP (2), ¢c-di-CMP (10), c-di-GMP (3), c-di-IMP (26),
c-di-TMP (9), c-dirUMP (11), c-di-XMP (27) sekd lukuisia kahden eri nukleotidin syklisii
yhdisteitd. !

Koska Hayakawan menetelmd on eniten hyddynnetty variaatio syklisten dinukleosidimonofosfaattien
valmistamisessa, kdydddn menetelmdn vdlivaiheet tdssd tutkielmassa Ildpi mahdollisimman

yksityiskohtaisesti.
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2.2.5.2.1. Suojatun dinukleosidi-3’-fosfaatin valmistaminen fosforamidiittimenetelmalli

Fosforamidiittimenetelmd on erittdin  kéyttokelpoinen menetelmi lineaaristen dinukleotidien
valmistamisessa. Alun perin sitd on hyddynnetty kintedssd faasissa, mutta myShemmin my0s
nestemdisessd synteesissd. Suojattuyja fosforamidiitteja on saatavilla kaupallisesti, joten niiden

hyddyntdminen on aikaa sadstavaa.

Kaéytettdessd lihtdaineena asetonitriiliin luotettua fosforamidiittia 28 saadaan alkoholikdsittelylla
valmistettua fosfaattijohdannaisia 29, jotka voidaan sitten Littd4 alkuperdiseen fosforamidiittiin
aktivaattorin lisnd ollessa. Talld tavoin saadaan muodostettua lineaarinen dimeeri 30, jossa on

intramolekulaarinen fosfodiesterisidos (KAAVIO 11).!

-
/P\ O
R3O0  N(i-C3H7),
28 MeCN, aktivaattori o Ry
/P\
MeCN 30-60min RO O B
Alkoholi (0]
HO B /o R,
o RsO—F—OR,
O R O
Rso—ﬁ—OR4 30
o) B = Nukleoemas
R = Suojaryhma
29 R4-Rg = H, OH tai OR

KAAVIO 11. Fosforamidiittimenetelmin yksinkertaistettu synteesireitti.

Chingin tyoryhmid Singaporen yliopistosta on valmistanut suojatun nukleosidi-3'-fosfaatin 34
kayttamélla lahtdaineena suojattua nukleosidi-3’-fosforamidiittia 31 (KAAVIO 12).!3

TBDMS-, 4,4’-dimetoksitrityyli- (DMTr-) ja CE-ryhmilld suojatusta nukleosidi-3’-fosforamidiitista
31 on valmistettu suojattu nukleosidi-3'-(allyyli, 2-syanoetyyli)fosfiitti 32 korvaamalla di-
isopropyyliaminoryhmé allyylialkoholilla asetonitriilissd (MeCN), N-metyyli-imidatsolin (NMI)

toimiessa aktivaattorina.
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Téamin jilkeen fosfiitti 32 on hapetettu vastaavaksi fosfaatiksi 33 butanoniperoksidilla (BPO) ja
viliaikkainen 4,4’-dimetoksitrityyli-suojaryhmda (DMTr-) poistettu  dikloorietikkahapon (DCA)
vesiliuoksella. Tuotteena on saatu suojattu nukleosidi-3’-(allyyli,2-syanoetyyli)fosfaatti (34) 57%

saannolla.
DMTrO
o DMTrO o B DMTrO 5
i i 0
S OTERMS ¢ OTBDMS O OTBDMS
s\ 3 P e
CEO N(I-C3H7)2 CEO/ \O CEO ﬁ O_\:
31
L 32 33 _
HO ° B
iv i) CH,CHCH,OH, MeCN, 30 min
—_— 0 OTBDMS i) NMI, 45 min
/ iii) BPO, 10 min B = Nukleoemas
CEO—P—O ’
[l _\: iv) DCA, 0°C, 5 min
(0]
34

KAAVIO 12. Suojatun nukleosidi-3"-(allyyli, 2-syanoetyyli)fosfaatin valmistaminen.

2.2.5.2.2. Fosfotriesterisidoksen muodostaminen

Fosforamidiittimenetelmilli valmistetut yhdisteet toimivat lihtdaineina lineaarisen fosfaattidimeerin
muodostamisessa. Reaktiomekanismia hyodyntden, ovat sekd Chingin ryhmid Singaporesta ettd
Hyodon ryhmé Japanista valmistaneet suojatun dinukleosididifosfaatin (21).13-14

Chingin ryhmin nukleoemiksind on ollut dimetyyliformamidi-ryhmdllda suojattu guaniini
(GuaPMFA) - 2. (4-nitrofenyyli)etyyliryhmilld  suojattu hypoksantiini (HypPF) sekd suojaamaton
urasiili (Ura). Hyodon ryhmi on edelldi mamittujen emiésten lisdksi kayttanyt fenoksiasetyyliryhmalla

suojattua adeniinia (AdePAC).

Synteesin alku noudattaa molemmissa tutkimusryhmissd samaa mekanismia. Suojattu nukleosidi-3’-
fosforamidiitti 31 ja siitd aiemmin valmistettu suojattu nukleosidi-3-(allyyli, 2-syanoetyyli)fosfaatti
34 on litetty yhteen asetonitriilissd N-metyyli-imidatsolin (NMI) lisnd ollessa. Reaktiotuotteena on
saatu 42% saannolla fosfiitti 35 (KAAVIO 13).
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DMTrO B,
o
DMTrO o B HO o B O  OTBDMS
+ /P\
CEQ” ©
O  OTBDMS o otepms MeCN. NI o B2
AN CEO—P—0 45 min
CEO—P—0
31A: B;=GuaPMFA  34A: B,~GuaPM™A Il =
31B: B;=Ade™C 34B: B,=Ade™C 35A: B =B,=GuaPMFA N e
31C: B;=Hyp""* 34C: B,=Hyp"PE 35B: B,=B,=AdcP\C ;5?- Bi=Gua | BymAde -
31D: B,=Ura 34D: B,=Ura 35C: By=B,=Hyp\?E 33F BimGua” 7, By7Hyp

. B.= —HyrnNPE
35D: B,=B,~Ura 35G: B=Ura, B,=Hyp

KAAVIO 13. Dinukleosidi-3’-(allyyli,2-syanoetyyli)fosfiitin valmistaminen.

Fosfitit ovat erittdin reaktiivisia yhdisteitd, minkd wvuoksi suojaryhmien kéyttiminen on
valttimatontd ei-toivottujen sivureaktioiden vélttdimiseksi. Suojaryhmien on tdmédn lisdksi oltava

erilaisia, jotta kyetdén selektiivisesti poistamaan kukin suojaryhmé yksi kerrallaan.

Yhdiste 35 on hapetettu vastaavaksi fosfaatiksi 36 butanoniperoksidilla (BPO) dikloorimetaanissa
(DCM). Suojatun adenylyyli(3°,5 ")guanosiini-3’-fosfiitin 35E hapettaminen vastaavaksi fosfaatiksi
36E on Hyodon ryhmissd tehty butanoniperoksidin syjaan fert-butyylihydroperoksidilla (TBHP)

tolueenissa.

Hapettamisen jélkeen on viliaikainen DMTr-suojaryhmé poistettu dikloorietikkahapon (DCA) ja
dikloorimetaanin (DCM) seoksella. Lopuksi on vield allyylisuojaryhmi poistettu natriumjodidilla
asetonissa refluksoiden, jolloin tuotteena on saatu yhdiste 21, 50-66% saannolla (KAAVIO 14).

Suurin saanto todettin guanosiiniyhdisteelld 21A.

Yhdiste 21 siséltdd fosfotriesterisidoksen nukleotidien vilild. Forfotriesterimenetelmédn nimi juontuu
tamidn yhdistetyypin kéaytostd [Ahtdaineena syklisten dinukleosidimonofosfaattien syklisaatiossa.
Syklisaatio voidaan toteuttaa joko luoksessa tai kiintedn kantajan avulla, joista molemmat tavat

kasitellian seuraavissa kappaleissa.
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35D: B;=B,=Ura
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/
R,0—P—O0
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36C: B,=B,=Hyp"*F

36D: B;=B,=Ura

36E: B;=GuaPMFA B,=AdePAC
36F: B,=GuaPMFA | B,=Hyp"PE
36G: B,=Ura, B,=Hyp"*E

21A: B;=B,=GuaPMFA

21B: B;=B,=Ade™*

21C: B,=B,=Hyp"*t

21D: B;=B,=Ura

21E: B;=GuaPMFA B,=Ade™¢
21F: B,=GuaPMFA | B,=Hyp"PE
21G: B,=Ura, B,=Hyp""E

R 170 NPE
35G: B,=Ura, B,=Hyp R=R,=OTBDMS

R3:R4:CE

KAAVIO 14. Fosfotriesterisidoksen muodostaminen.

2.2.5.2.3. Syklisaatio liuoksessa

Yhdisteen 21 kaltaisten dinukleotidien syklisaation on huomattu toteutuvan parhaiten, kun lihtdaine
on lwotettu pyridiiniin  aryylisulfonyyliatsolidin ~ toimiessa  aktivaattorina. ~ Parhaimmaksi
aktivaattoriksi on lukuisilla tutkimuksilla todettu 2,4,6-¢ri-isopropyylibentsosulfonyyli-3-nitro-1,2,4-
triatsoli (TPSNT, 37).!° Tdmidn menetelmidn avulla on valmistettu yhdeksdn erilaista syklistd
dinukleosidimonofosfaattia: c-di-AMP (2), c-di-GMP (3), c-di-CMP (10), c-di-IMP (26), c-di-UMP
(11), c-di-XMP (27), c-CpGp (14), ¢c-IpGp (39) ja c-XpGp (40) (KAAVIO 15).16

Rossin tyoryhmidn synteeseissd nukleoemdksind ovat toimineet adeniini, guaniini, hypoksantiini,
ksantiini, sytidiini ja uridiini. Emés on synteesistd rippuen suojaamaton tai suojattu joko bentsoyyli-
(Bz-), 2-(4-nitrofenyyli)etyyli- (NPE-), dihydroksifenyylialaniini- (DPA) tai anisoyyli- (ANI-)-
ryhméalla.

Syklisaation jilkeen 2-kloorifenyyliryhmit on poistettu N/, N’, N3 N?-tetrametyyliguanidium-syn-
pyridiini-2-karboksaldoksimaatilla ~ (17) pyridiinissd, asyylisuojaryhmédt NH4OH-luoksella ja
tetrahydropyranyyli-ryhmédt (THP-) vikevillda suolahapolla.
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Yhdisteiden c-di-XMP (27) ja c-XpGp (40) tapauksessa NPE-suojaryhmét on poistettu 1,5-diatsa-bi-
syklo[4,3,0]non-5-eenin (DPN) avulla. Lopputuotteiden saannot vaihtelivat 50-74% vililld, suurin
saanto yhdisteelld 2.!

R;=R,=OTHP O\\P/O_
cl oH O\
o) B,

Rs=R4= Q o)

N o] \/_\(
S o B o, O OH
o )4
\O $ 7 \\
WAt O o
OSSO
HO B N) 27: B;=B,=Xan
o1 Q. OR; 40: B,=Xan, B,=Gua
P
Q 2
/o R4 37, Py R, O © o B,
—_—
RsO-P~ BﬂO}
o. B2 1 o, O Ry
= O,F{\
o nd 4 0]
s, 2 Q o
O—I|3|—OR4 38H: B,=B,=XanNPE), p’
381: B,=Xan\PE), B,=GuaP™ OH O \o B,

e e v PE) 38J: B,=B,=Adeb? 0
21H: B1—Bz—Xan 2 38K: B.=B =GuaDPA (@]

. R.=xan(NPE)_ B _c4DPA - P1752 B4 O OH
211: By=Xan 5, Bo=Gua 38L: B,=B,=Cyt*N! N,
21J: By=B,=Ade?? : By=BmOt R
21K: |31 —Bz—G DPA 38M: B4=B,=Ura e
L. GG 38N: B,=CytAN!, B,=GuaPPA
21M: ?Igziﬁyt 380: B4=B,=Hyp""* 2: B1=B,=Ade

FBq= 2—AN|ra oPA 38P: B,=Hyp"PE, B,=GuaPPA 3:.B1=_Bz=_Gua
21N: B,=Cyt"\'. B,=Gua 10: B,=B,=Cyt
210: B4=B,=Hyp"** 11: B4=B,=Ura

‘R.= NPE - DPA 14: B,=Cyt, B,=Gua

21P: B1=Hyp™" -, B,=Gua 26: B4=B,=Hyp

39: B1=Hyp, BZ=GUa

KAAVIO 15. Syklisaatio pyridiinissa TPSNTn aktivoimana.

Tutkimusten pohjalta erittdin ~ kdyttokelpoinen aktivaattori syklisaatiossa on myds 2,4,6-tri-
isopropyylibentsosulfonyylikloridi (TPSCl, 41). Kéytettdessd Iihtoaineena yhdistettd 21 kuivassa
tetrahydrofuraanissa (THF) N-metyyli-imidatsolin (NMI) ldsndollessa, on suojaryhmien poiston
jdlkeen lopputuotteina saatu c-di-GMP (3), c-di-IMP (26), c-di-UMP (11), c-ApGp (42), c-GpUp
(43), c-IpUp (44), c-GpTp (45) ja c-ApUp (46) (KAAVIO 16).%-13.14 Tilld menetelmédlla on tutkielman
kokeellisessa osassa valmistettu TBDMS-, CE- ja Bz-suojattu c-di-AMP (38Y).!7
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Hyodon ja Chingin ty0ryhmien synteeseissd nukleoemiksind ovat toimineet adeniini, guaniini,
hypoksantiini, tymiini ja uridiini. Emis on synteesistd rippuen suojaamaton tai suojattu joko
dimetyyliformamidi- (DMFA-), bentsoyyli- (Bz-), fenoksiasetyyli- (PAC-) tai fenyyli- (Ph)-
ryhmélld. Syklisaation jilkeen DMFA-, PAC-, Bz ja syanoetyyliryhmdt on poistettu NH3:MeOH-

luoksella,  silyyliryhmaét

TEA+HF-liuoksella ja tymiinin

fenyyliryhma

yhdisteellda ~ 17.

Lopputuotteiden saannot vaihtelivat vélilldi 50-66%, ollen suurin yhdisteelld 3.

©0 \\P/O-
Aol Lo NS 0 o 9% B
b /N N é‘Cl o 2
L O S §o
2
o 0%
3: B1=BZ=GUa
oo %, ORs 42:B1-Ace, BeG
— bq= e, by=Gua
RsO ﬁ\O B 41, NMI, THF R, o \O B 43: B,=Gua, B,=Ura
02 > \ 02 44: B,=Hyp, B,=Ura
’/\O%\ 46: B =Ade, B,=Ura
o R B 0. 0 Ry
_O—ﬁ_OR4 R4O/P\>3
DMFA WO
210: B1=By=Gua™™, Ry=Ry=OH R Boobe o, RocRoo o 0 Th
21R: B4=B,=Hyp, R1=R,=0OH 388'. B1=A(2:|ePAC B =1Gua2DMFA 0 y
21S: B4=Ade™C, B,=GuaPMFA, : R1 . OH' 2 : o
R4=R,=0H = 2=DMFA Gua O O
21T B1=GuaDMFA7 B,=Ura, 38T: B1=Gua , Bo=Ura, \P/
R1=R,=0OH 2\
Ri7Ro=OH 38U: By=typ, By=Uira, Ry=Ry=OH ° 0
. _ _ D — H =Hyp, =Ura, =R,=
21U: B4=Hyp, B,=Ura, R{=R,=0OH 28V B11=GuaDM'2:A Bz:T;yth 45

21V: B1=GuaDMFA, Bz=ThyPh,
R1=OH, R2=H
21W: B,=Ade®?, B,=Ura, R1=R,=OH

R1 =OH, R2=H
38W: B,=Ade®?, B,=Ura, R4=R,=OH

KAAVIO 16. Syklisaatio tetrahydrofuraanissa TPSCln aktivoimana.

2.2.5.2.4. Syklisaatio kiinteissa faasissa

Oligonukleotidien  valmistaminen

menetelmiksi. Tamin vuoksi tutkijat ovat kinnittdneet

lwoksessa on todettu suoraviivaiseksi, mutta tyoladksi

huomionsa

syklisten dmnukleotidien

syklisaatioon kiintedssd faasissa, johon on kehitetty kaksi erilaista kéyttokelpoista menetelméa. !

Ensimmédisessd menetelmissd (Reitti

1) syklisaatiossa ldhtaineena kéytetdéin nukleosidi-3’-

fosfaattia 47, jonka nukleomikseen on ankkuroitunut kiinted kantaja (engl. solid support). Kinted

kantaja toimii reaktiossa samalla emiksen suojaryhmina.
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Toisessa menetelmissd (Reitti 2) kiinted kantaja on littyneend 3’-fosfaattryhmiin (48). Syklisaatio
toteutetaan 1-(mesityleenisulfonyyli)-3-nitro-1,2,4-triatsolin  (MSNT, 49) [sndollessa (KAAVIO
17). MSNT on kolmas hyvéksi todettu aktivaattori, TPSNTmn ja TPSCLn ohella.

SUPPORT
HO B Rey "N o B
O RETTI: O o’P\ REITTI 2:
i) 49, Py 2 0 B i) 49, Py
O R © -~ /o Ri
R O—P/ 1 ii) Suojaryhmien L 0 ii) Suojaryhmien R3O—l|:|’\
3 ||\O RsjaRys O\ /O R1 ’ Rsja Ry O 0 B
0 poisto /F<\ poisto @)
§O)
O
O R >0 PR
-0—F—O0R, O—F—0—SUPPORT
[ 2 <N . 0
) S—-N /J\ B = Nukleoemas
47 ('5 N NO, R,R3 R4 = Suojaryhmé 48
49 R1R2R¢{,Ry"=H, OH tai OR

KAAVIO 17. Yksinkertaistettu syklisaatio kiintedn kantajan (SUPPORT) avulla.

On huomioitava, ettd reitti 1 on kdytdnndllinen amnoastaan, mikdli nukleoeméksessd on eksosyklinen
ammoryhmi. Tadméd rajaa mahdollisen nukleoemdksen kolmeen vaihtoehtoon (Cyt, Ade ja Gua).

Menetelméid on toistaiseksi kiytetty ainoastaan syklisen disytidiinimonofosfaatin valmistuksessa.!'8:1?

Lahtoaineena on kéytetty fosfaattiosiltaan (R3-Ra4) kloorifenyylisuojattua sytosinijjohdannaista 47A,
missid  kiintednd kantajana sytosiinille on toiminut sukkinyloitu polyakryyliamidi. Syklisaatio on
toteutettu pyridiinissa MSNTm lisnd ollessa. Suojaryhmét on lopuksi poistettu vikevilli NH4OH:lla,

jolloin tuotteena on saatu c-di-CMP (10) alhaisella 7% saannolla (KAAVIO 18).

SUPPORT
O\\ /O_

{Oj OH yN cl
O Cyt
O OH _ 0 R=
RO—P/\ i) 49, Py Cyt (6]
Tie} ii) NH,OH o, 0O
(0] o Cyt _ /F{ OH
O o o
O OH 10 g_N/jN\
_O—P_OR 1 N -
I o N7 "no,
0
47A SUPPORT = Sukkinyloitu polyakryyliamidi 49

KAAVIO 18. c-di-CMP:n synteesi nukleoemikseen ankkuroidulla kimtedlld kantajalla.
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Reitti 2 taas ei rajoita kiytettdvdd nukleoeméistd, silli kinted kantaja on littyneend 3’-fosfaattiin,
toimien my0s suojaryhmidnd. Raportoitujen synteesien pohjalta yhdisteen 48 nukleosidien vilinen
fosfodiesterisidos on lihes poikkeuksetta suojattu syanoetyyli-ryhmilli. Kintein kantajan (51)
runkona on synteesistd rippuen toiminut joko (A) 1-hydroksi-2-klorofen-4-yyli-, (B)
hydroksietyylisulfonyyli- tai (C) 1-hydroksi-2,2-(dikarboksimetyyliamido)propyyli-ryhmid (KUVA

4).

Cl NHMe NHMe
o} o}
Q @ A Q
N 0" ~o
H
51A

(0] = Kiinted kantaja
51B 51c ©

KUVA 4. Synteesien kintedt kantajat ja niiden runkomolekyylit A-C.

Menetelmidd hyddyntden Pedroson on tyoryhmid kéyttédnyt kintednd kantajana yhdistettd S1A. He
ovat valmistaneet yhdisteet c-di-AMP (2), c-di-GMP (3), c-di-TMP (9), c-di-UMP (11) ja c-TpUp
(52) (KAAVIO 19). 2921 Saannot vaihtelivat 3%:sta (c-di-UMP) ja 50%:in (c-di-AMP).

Léhtoaineena kaytetty suojattu 3’-fosfaatin sisiltdva dinukleotidi 53 on luotettu pyridiiniin MSNT:n
(49) lisnd ollessa. Syklisen yhdisteen 54 syanoetyyli-suojaryhmidt on poistettu trietyyliamiinilla
(EtsN), kinted kantaja on poistettu yhdisteen 17 avulla ammoniumhydroksidissa.  Tri-
isopropyylisilyylioksimetyyli- (TOM-) ja 1-(2-fluorofenyyli)-4-metoksipiperidiini-4-yyli- (FPMP-)-
ryhmédt on poistettu natriumasetaatilla (AcONa). Lopuksi asetyyliryhmét on poistettu ammoniakk i-
metanoliliuoksella (1:1).
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o1 Q. OH 0, 0
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o Ry i) EtsN, Py 2 o B, i) AcONa Ry O 9 B
/ O Y o 2
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o © B B o
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0O R o 00
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'O—P—O m 2: B4=B,=Ade, R;'=R,"=0OH
4 54A:B,=B,=Ade"°, R;=R,=0TOM 3: B4=B,=Gua, R;'=R,"=OH
54B: B,=B,=Gua, R,=R,=OH 9: B4=B,=Thy, Ry"=R,"=H
53A:B,=B,=Ade”°, R4=R,=0OTOM 54C: B,=B,=Thy, R;=R,=H ;12 By=By=Ura, Ry"=R;’=OH
53B: B4=B,=Gua, Ry=R,=0H 54D: B,=B,=Ura, R{=R,=OTOM +By=ThyBz=Ura, Ry"=H, Ry =OH
53C: B4=By=Thy, Ry=R,=H 54E: B,=Thy, B,=Ura, R;=H, R,=OFPMP

53D: B1=Bz=Ura, R1=R2=OTOM
53E: B,=Thy, B,=Ura, R;=H, R,=OFPMP

KAAVIO 19. Pedroson tydoryhmén syklisaatio ja suojaryhmien poisto.
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Sintimin ja Shanananin tydryhmét ovat kéyttdneet kiinteind kantajina yhdisteitdi 51B ja S1C. He ovat
valmistaneet yhdisteet c-di-AMP (2), c-di-GMP (3), c-di-IMP (26), c-Gplp (39) ja c-ApGp (42)
(KAAVIO 20).22:23

Lihtoaineina on kéytetty suojattyja dinukleotideja 53, jotka on luotettu pyridiniin MSNTn (49)
lisndollessa. Tamin jidlkeen syklisen yhdisteen S5 syanoetyyli-suojaryhmit on poistettu
trietyyliamiinissa ~ (EtsN), sekd kimtedt kantajat ja isobutyryyliryhmédt metyyliamiinilla
ammoniumhydroksidissa. Lopuksi on vield poistettu silyyliryhmidt TEAe<HF-luoksella. Néissi

synteeseissd saannon on havaittu olevan jopa 95%.
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"‘0—P—0
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53F: B,=B,=Ade, S40: BB cCoaaHBlt 26: B.=B.=Hyp
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SUPPORT=51C
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53H: B,=B,=Hyp,
SUPPORT=51C

53I: B;=Ade, B,=Gua'B",
SUPPORT=51C

53J: B;=Hyp, B,=Gua"B",
SUPPORT=51C

KAAVIO 20. Sntimin ja Shanananin tydryhmien syklisaatio ja suojaryhmien poisto.

2.2.5.3. Vetyfosfonaattimenetelmi eli Jonesin menetelmi (Reitti D3)

Kolmannessa menetelmissd kéytetddn 3’-vetyfosfonaattiryhmén sisdltivid dinukleotideja syklisten
dinukleosidimonofosfaattien syntentisoimiseksi, mikd tunnetaan nimelld vetyfosfonaattimenetelma.
Menetelmidn on todettu toimivan ainoastaan luoksessa, ja sitd hyodyntien on valmistettu myds

syklisten dinukleosidimonofosfaattien rikki- ja happianalogeja. Alun perin menetelmin esitti Jonesin
tyoryhma, minkd vuoksi menetelméd tunnetaan myos nimelld Jonesin menetelméd (KAAVIO 21).24
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HO o B X1 Xy X1 Xs
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22D: X1:X2:X3:S R1’R2 = H, OH tai OR

KAAVIO 21. Jonesin vetyfosfonaattimenetelmin yksinkertaistettu synteesireitti.

Léhtdaineina kiytetddn nukleosidi-3’-fosforamidiittia ja siitd valmistettua nukleosidi-3'-fosfonaattia,
mitkd litetddn yhteen aktivaattorin ldsnd ollessa. Talloin muodostuu lineaarinen dmnukleotidi 22,
jonka 3’-asemassa on fosfonaattiryhmé. Syklisaation ja suojaryhmien poistamisen jdlkeen saadaan

lopputuotteena syklinen dinukleosidimonofosfaatti 1 tai syklinen di-nukleosidifosforoditioaatti 57.

Fosforotioaatit ovat syklisten dmnukleosidimonofosfaattien rikkianalogeja, joissa yksi tai useampi
fosfotriesterisidoksen happiatomi on korvattu rikkiatomilla. Niitd analogeja kisitellddn tutkielmassa

tarkemmin omana kappaleenaan.

2.2.5.3.1. Jonesin yksivaiheinen synteesi

Jones on esittinyt yksivaiheisen synteesin (Engl. One pot synthesis) lineaarisen dmnukleosidi-
fosfaatin 22 valmistamiseen.”> Léihtdaineena on kiytetty kaupallista suojattua fosforamidiittia 31,
joka on hydrolysoitu pyridiini-trifluorietikkahapon (Py-TFA) avulla pyridiinissd. Tuotteen véliaikkainen
iso-propyylisuojaryhmi on poistettu terz-butyyliamiinilla ja DMTr-suojaryhmi  dikloorietikkahapon
(DCA) vesiliuoksella.

Lopputuotteeksi saatu fosfonaatti 58 ja suojattu fosforamidiitti 31 on litetty yhteen pyridiinissi
DCAn ldsnéd ollessa. Vilituotteena saatu fosfiitti 59 hapetettiin vastaavaksi fosfaatiksi 22 joko tert-
butyylihydroperoksidilla (TBHP) tai 3-(dimetyyliaminometyleeni)-5-tionilla (DDTT), DMTr-
suojaryhmi on poistettu dikloorietikkahapon (DCA) vesiliuoksella. (KAAVIO 22).
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KAAVIO 22. Jonesin yksivaiheinen synteesi.
2.2.5.3.2. Syklisaatio ja suojaryhmien poisto

Kun syklisaatiossa hyodynnetddn vetyfosfonaattimenetelmdd, onreaktiossa kéytettivd kondensoivaa
reagenssia sekd hapetusreagenssia, joista jilkimmiinen on péddasiassa jodi. Yleisimmin pyridiinissa
tehtdvissd reaktiossa muodostuu vilaikainen anhydridi luoksessa olevan 5,5-dimetyyli-2-o0kso-2-
kloori-1,2,3-deoksifosforinaanin (DMOCP, 60) tai adamantyylikloridin (61) vaikutuksesta. Edelld
mamitut kaksi yhdistettd ovat kéytetyimmit fosfonaattiyhdisteiden syklisaatiossa.

Anhydridin  hapettaminen jodilla tuottaa lihtdaineesta rippuen joko suojatun, syklisen
dinukleosidimonofosfaatin  tai dinukleosidifosforoditioaatin.  Lopuksi yhdisteen suojaryhmit
poistetaan, ja saadaan haluttu lopputuote. Puhtailla reagensseilla saannot voivat olla jopa yli 70%.

Vetyfosfonaattimenetelmilld on Jones tyOryhmineen valmistanut yksitoista erilaista syklistd
dinukleosidimonofosfaattia: c-di-rAMP (2), c-di-GMP (3), c-di-TMP (9), c-di-CMP (10), c-CpGp
(14), c-CpTp (15), c-ApTp (16), c-Gplp (39), c-ApGp (42), c-GpTp (45) ja c-ApCp (62) (KAAVIO
23).26
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Yhdisteen 63 syklisaatio on toteutettu pyridiinissi DMOCP:= tai adamantyylikloridin lisnéollessa.
Reaktion nopeus on suurempi kéytettdessi DMOCP®4, saannot taas havaittiin - suuremmiksi
adamantyylikloridilla. Syklinen yhdiste on tdmén jilkeen hapetettu jodilla. Isobutyryyli-suojaryhmét
on poistettu etanolissa, syanoetyyliryhmit TEA<HF-luoksella ja bentsoyyliryhmédt ammoniakki-
metanoliliuoksella  (1:1). Lopputuotteen  saannot olivat 58-76%, joista korkein oli
adamantyylikloridin aktivoimalla yhdisteelld 2.

HO
0.0 ':O:1 B1
P-Cl i) 60 tai 61, Py 0, o
/
° 5 O R i) 1, R
Cl| CEO-P— Ri 0 % B
60 o © B, 0|2
\/-O-\r iii) EtOH o ( ?1
iv) TEA.HF B
O R, 1 0. 0 Ry
N H_ﬁ,_oe v) NH3/MeOH :R(
oY%
63A: B,=B,=AdcP% R,=R,=OH 2: B|=B,=Ade, R|=R,=OH
63B: B1:B2=Guai'B“t, Rl:Rz:OH 3: B1:B2:Gua, R1:R2:OH

9: B,=B,=Thy, R,=R,=H
10: B,=B,=Cyt, R,=R,=OH
14: B,=Cyt, B,=Gua, R,=R,=OH
15: B,=Cyt, B)=Thy, R,=OH, R,=H

63C: B,=B,=Thy, R,=R,=H
63D: B;=B,=Cyt, R;=R,=OH
63E: B,=Cyt, B,=Gua'B", R;=R,=OH

63F: B,=Cyt, By=Thy, R;=OH, Ry=H 16: B;=Ade, B,=Thy, R;=OH, R,=H
63G: B;=Ade", By=Thy, R,=OH, R,=H 39: B,=Hyp, B,=Gua, R;=R,=OH
63H: B =Hyp, B,=Gua"®", R;=R,=OH 42: B,=Ade, B,=Gua, R;=R,=OH
631: B;=Ade®?, B,=Gua'B", R;=R,=OH 45: B,=Gua, B,=Thy, R,=OH, R,=H
63J: B,=Gua'B", B,=Thy, R,;=OH, R,=H 62: B,=Ade, B,=Cyt, R;=R,=OH

63K: B;=AdeP?, B,=Cyt, R;=R,=OH

KAAVIO 23. Syklisaatio vetyfosfonaattimenetelmalla.

2.3. Tukirankamenetelmé

Vihiten kéaytetty, muista kemiallisista synteesityypeistd eroava vaihtoehto on nimeltddn
tukirankamenetelmd. Menetelmidssd valmistetaan erddnlainen syklinen sokeri-fosfaatti-tukiranka,
johon haluttu nukleoemis litetiin.®° Vaikka menetelméd mahdollistaa useiden syklisten (3°,57)-

dinukleotidien valmistamisen, on sen haittapuolena rajoitettu lopputuotteiden méaéra.

Tukirankaan ei ole mahdollista ei hittdad kahta eri nukleoemist, joten menetelmi soveltuu ainoastaan
symmetrisille dinukleotideille, kuten c-di-GMP. Tukirankamenetelmd on toistaiseksi amnoa, jolla on
valmistettu syklisen dinukleosidimonofosfaatin teofylliinijohdannainen, c-di-YMP (64).
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Menetelmin kehittdja, Giesen tydryhmi on raportoinut neljin syklisen dinukleosidimonofosfaatin
synteesin tukirankamenetelmélli. Nukleoemiksind ovat toimineet iso-butyryylisuojattu guaniini
(GuaB") ja adeniini (Ade-BW), 2-(4-nitrofenyyli)etyyliryhmilldi suojattu urasiili (UraNPE) sekd
suojaamaton 7-B-D-ribofuranosyyli-teofylliini.

Tymiinin N!- ja teofylliinin N7-asemien suojaamista ei tarvittu, silli reaktion haluttiin toteutuvan
ndihin asemiin. Guaniinin, adeniinin ja urasiilin NHz-ryhmi vaati suojauksen, jotta alkylaatio N°-

asemaan toteutui N’-aseman sijasta.!
2.3.1. Syklisen tukirangan valmistaminen

Giesen tyoryhmid on fosforyloinut TBDMS-suojatun ribofuranoosin 65 2-kloorifenyyli-O,O-bis (1-
bentsotriatsolyyli)fosfaatilla (diOBT, 67) tetrahydrofuraanissa (THF). Fosforyloinnin jilkeen tuote
on litetty yhteen suojaamattoman ribofuranoosin 68 kanssa. Tuotteena saadun suojatun dinukleotidin
TBDMS-suojaryhmit poistettu cerumammoniumnitraatilla (CAN) metanolissa. Reaktio tuottaa

dirbosidimonofosfaatin (69).

Yhdisteen 69 syklisaatio on tehty tetrahydrofuraanissa 2-kloorifenyylifosforidiklooriesterin (70)
lasnd ollessa. Tuotteena saadun suojatun syklisen yhdisteen 71 asetaalisuojaryhméidt on korvattu

asetaattisuojaryhmilla késittelemé lla yhdistetta etikkahappoanhydridilla etikkahapossa.
Lopputuotteena on saatu syklinen tukirankayhdiste (72) (KAAVIO 24).

HO
@ D
0 ﬁ<
Oo- P\\
ii) 59, THF : :
OH OQ{ iii) CAN @ \/_ -\(
OH O

TBDMSO

O, O
65 iv) MeOH
o o

i
> Cl

OH H
o S
N=N \Qo cl OQ}‘

A LT S j@ %
S 68 )¢
2
cll.Cl

O OAc

KAAVIO 24. Syklisen tukirangan valmistaminen.
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2.3.2. Eméaksen liittiminen tukirankaan

Litettivd nukleoemids luotetaan dikloorimetaaniin (DCM) N, O-bis(trimetyylisilyyli)asetamidin
(BSA) ja tukirankayhdisteen (72) lisnd ollessa. Haihduttamisen jéilkeen seos on luotettu tolueeniin

trimetyylisilyylitriflaatin  (TMSOT{) toimiessa katalyyttind, jolloin tuotteena saadaan suojattu
syklinen dinukleosidimono fos faatti.®

Tukirankayhdisteen kloorifenyyli- ja uridiinin NPE-suojaryhmit on poistettu késittelemé 114
yhdistettd ~ syn- N!,N!,N3, N*-tetrametyyliguanidium-syn-pyridiini-2-karboksaldoksimaatilla ~ (17)
ammoniumhydroksidissa. Guaniinin ja adeninin isobutyryyli- (i-But-) ja tukirankayhdisteen

asetyylisuojaryhméit on poistettu késittelemilld yhdistettd ammoniakki-metanoliliuvoksella (1:1).

Kisittelyn ja puhdistamisen jdlkeen on halutuksi lopputuotteeksi saatu c-di-AMP (2), c-di-GMP (3),
c-di-TMP (9), ¢c-di-UMP (11) ja c-di- YMP (64) (KAAVIO 25).

o , ,
i) Ade"BYGuaBUraNPE/Theo, 0. o
O \\ Vi
W\ BSA, DCM 124
4 OH O g B
AcO OAc O [e) o
O\ Y :o: i) TMSOTH, tolueeni o
O, O OAc iv) NH,OH P
P oS
O/ \ 0] (@]
@] @O
N 2: B=Ade
Cl lll ’L ~ 3: B=Gua
/ ~ 11: B=Ura
- LrH N A 64: B=Theo
2 =
®
17

KAAVIO 25. Emiksen littiminen tukirankaan.

3. Modifioitujen syklisten dinukleosidimonofosfaattien valmistaminen

Sykliset dinukleosidimonofosfaatit ovat rengasrakenteisia kahden ribonukleotidin yhdisteitd, joissa
nukleotidit ovat kiinnittyneet toisiinsa kahdella intramolekulaarisella fosfodiesterisidoksella. Télle
sitoutumiselle rakentuu 12-jdseninen rengasmainen sokeri-fosfaattitukiranka.® Sokeri on padasiassa
aina riboosi. Valmistettaessa analogeja, voidaan modifioida joko yhdisteen fosfaatti-, emds- tai

sokeriosaa. Raportoiduissa synteeseissd on nukleoemiksenid padasiassa toiminut guaniini. !
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3.1. Fosfaattimodifioidut analogit

Syklisen  dinukleosidimonofosfaatin ~ fosfaattiosaa =~ modifioimalla ~ saadaan  valmistettua
fosforotioaatteja, joissa yksi tai useampi fosfodiesterin silloittumaton happiatomi korvataan
rikkiatomilla. Rikkiatomien méérdstd rippuen analogituotteena saadaan joko syklinen di-
nukleosidifos foromonotioaatti (73), dinukleosidifosforoditioaatti (57) tai
dinukleosidifosforotritioaatti (75) (KUVA 5).

Sykliset diguanosiinifosforotioaatit ovat olleet tutkijoiden mielenkiinnon kohteina, silli ne ovat
biologialtaan samankaltaisia kuin c-di-GMP. Lisdksi syklisten fosforotioaattien kemia on hyvin
lahelld syklisten dinukleosidimonofosfaattien kemiaa, joten hyvidksi koetut Hayakawan ja Jonesin

menetelmit toimivat soveltaen myds tdssd tapauksessa.

\\P/O_ S\\P/O_ \\P/S-
R, O\ R, O\ R, O \
2 0 B 2 0 B 2 0 B
o &F ol O Co S
0 0 0

B 0. 0 R B 0,0 R B 0. 0 R

/P 2\ /P

0% 0" Vg 0 g

73 57 75

B = Nukleoemas
R1’R2 = OH tai H

KUVA 5. Syklisten di-nukleosidifosforotioaattien rakennekaavat.

3.1.1. Sykliset diguanosiinifos foromono tioaatit

Kirjallisuudesta [0ytyy nelid synteesiesimerkkid c-di-GMPn (3) fosforomonotioaattianalogien
valmistamiseksi, mitkd kdydddn seuraavaksi ldpi omma kappaleinaan. Fosforotioaattien tapauksessa
merkitddn fosfotriesterisidokseen littynyttd rikkiatomia kirjaimella s. Esimerkiksi syklnen di-

guanosiinifosforomonotioaatti merkitddn c-GpsGp.

Hyodon'# ja Yanin?’ tyoryhmét ovat valmistaneet diastereomeerien seoksia ja Rossin’ tyoryhmén
raportti kisittelee diastereomeerisesti puhtaiden Rp- ja Sp-fosforomonotioaattien valmistusta
fosfotriesterimenetelmélld, jossa Rp- ja Sp-diastereomeerit ovat erotettu toisistaan. Zhaon?® tydryhma

hyodyntdd stereoselektiivistd fosfonaattimenetelmaa.
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Hyodon ja Yanin tioaattidiastereomeerien synteesi noudattaa sovellettuna  Hayakawan
fosfotriesterimenetelmad (s.14.). Synteesin lihtdaineina toimivat DMFA-suojattu guanosiini-3 -
fosforamidiitti (31A) ja DMFA-suojattu guanosiini-3’-(allyyli, 2-syanoetyyli)fosfaatti (34A) litetddn

yhteen 3A molekyyliseulojen kuivaaman N-metyyli-imidatsolin (NMI) isnd ollessa.!4-27

Rikkiatomi hLitetddn hapettamalla fosfiittia bis-(3-trietoksisilyylipropyyli)tetrasulfidilla (TEST, 76).
Hapettamisen jilkeen véliaikainen DMTr-suojaryhmi poistetaan dikloorietikkahapon vesiliuoksella
ja allyylisuojaryhmd natriumjodidissa refluksoiden.

Tuotteen 77 syklisaatio toteutetaan tetrahydrofuraanissa, TPSCln (41) aktivoimana ja NMIn lasni
ollessa. Lopuksi syklisen yhdisteen 78 silyyli- ja syanoetyylisuojaryhmét poistetaan késittelemalla

yhdistettd ~ ammoniakki-metanolilivoksella  (1:1).  Lopputuotteena  saadaan  syklinen  di-
guanosiinifosforomonotioaatti, c-GpsGp (79) Rp- ja Sp-diastereomeerien seoksena (KAAVIO 26).

HO DMFA
DMTrO GuaPMFA  HO GuaPMFA i) NMI, MS 3A o. Gua
0 :o: i) 76
* iii) DCA
O  OTBDMS O OTBDMS iv) Nal, asetoni Stg OTBDMS
P CEO—P—O VAN
CEO" N(i-CsH,), I \—= CEO © o GuadVA
3A 34A O OTBDMS
0—P—0
I \=
EtO
Eto‘S_/\/\S/S\S/SWSi\.OEt 41, NMI 77
Et0™>! OEt TMF
EtO 76
Q. CEO
i 2N
Q.0 TBDMS O 5 B
R i) NHz/MeOH o
O O o Gua ~ o]
0 ii) TEA.HF B o, O TBDMS
0] /|:<\
Gua o, O OH CEO 5
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O s 78: B=GuaPMFA
79

KAAVIO 26. c-GpsGp:n  Rp- ja Sp-diastereomeerien synteesi.
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Rossin tyoryhmid on valmistanut HPLC:lld erotetut, puhtaat c-GpsGpn (79) Rp- ja Sp-stereomeerit
(KAAVIO 27).7 Lahtoaineina kdytetyt DMTr-, dihydroksifenyylialaniini- (DPA-) ja THP-suojattu
guanosiinijohdannainen 80 ja THP-suojattu guanosidi 81 litettiin yhteen fosforylaatiotekijin 82 ja
N-metyyli-imidatsolin (NMI) Idsnd ollessa, jolloin syntyi tuotteena diasterecomeeri (83).

Témén jélkeen yhdisteen 83 hydroksyyliryhma 3’-asemassa fosforyloitiin 2-kloorifenyyli-O, O-bis(1-
(6-trifluorometyyli)-bentsotriatsolyyli)fosfaatilla  (diOBTCF3) allyylialkoholissa.  Yhdisteen 84
viliaikaiset DMTr- ja allyylisuojaryhmét poistettiin tosyylihapolla (TsOH) ja natriumjodidilla.

Tuotteen 85 syklisaatio toteutettiin  pyridiinissi TPSNTn (37) aktivoimana, jonka jilkeen
suojaryhmien poisto toteutettiin kaavion 15 (s.19) mukaisesti. 2-kloorifenyyliryhmét poistettiin
NN, N3 N3-tetrametyyliguanidium-syn-pyridiini-2-karboksaldoksimaatilla (17)  pyridiiniss,
asyylisuojaryhméit NH4OH-luoksella ja tetrahydropyranyyliryhmdt (THP-) vékevidllda suolahapolla
Lopputuotteina saatiin puhtaat c-GpsGp:n Rp- ja Se-stereomeerit (79A ja 79B), 48% ja 55%

saannoilla.
DMTrO B DMTIO
DMTrO o
o. B HO 5
{Oj 0 R i)diOBTCF; o R,
0 R * vt _82, NMI SP ii) Allyylialkoholi
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0=P-H 81 2 RO O o B R3O o
S o 0 7
80 P O R
OH R, CEQ OR4 2
B=GuaP™ CF3 83

R1=R,=0THP < ©
S. ) i) TsOH
PON 2 \ ii) Nal

cl 0N
Ry=Rd4= ©/ @[Q NN
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OH O )17 2\
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KAAVIO 27. Syklisten dinukleosidimonofosfaattien Rp- ja Sp-fosforomonotioaattianalogien

synteesi.
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Zhaon tyéryhmd on raportoinut c¢-GpsGpn Rp-diastereomeerin (79A) synteesin.?® Syklisaatiolla
valmistetun vetyfosfonaattidiesterin sulfurisaatio antaa tuotteena Rp-diastercomeerin. Synteesin
lahtokohtana on ollut Jonesin menetelmé, jota soveltaen suojattu yhdiste 63B syklisoitiin
pivaloyylikloridilla (87) ja Ss-hapetettin. Taméin jilkeen yhdisteen (88) isobutyryyliryhmit
poistettiin metyyliamiinilla vedessa ja silyyliryhmit TEA<HF-luoksella (KAAVIO 28).

HO
o B yex S\\ ,O"_?
w 87 s P ((R) |) TEA.HF R R
O R 8 > o iy NHy/MeOH  QH O o Gua
CEO-P_ ’/\ & ©
o) o.B o%\ 0o
{ 7 Gua o0 OH
\N_/
0 R, R
H—ﬁ’—oe CEQ’ o O O 0
0 B=GuaBUt 88 >HJ\CI 79A
R,=R,=OTBDMS
63B 87

KAAVIO 28. Stereoselektiivinen syklisaatio c-GpsGp:n Rp-stereomeerille

vetyfosfonaattimenete Imalla.

3.1.2. Sykliset diguanosiinifos foroditioaaftit

Ottaen huomioon, ettd fosforotioaatteja on valmistettu amoastaan kéyttien nukleoemdksend
guaniinia, on symmetriasta johtuen olemassa vain kolme erilaista fosforoditioaatin diasteroemeeria:
[Re, Rp), [Sp, Sp] ja [Re , Sp] = [Sp , Rp].! Paljon Kkiytetty menetelmd syklisten
diguanosiinifosforoditioaattien (c-GpsGps, 89) valmistamiseen on Jonesin synteesi, jota seuraa
tuotteen syklisaatio vetyfosfonaattimenetelmélld.?> Menetelméd on tuottanut joko diastereomeerien

seoksen tai puhtaat diastereomeerit, jotka on HPLC:A erotettu.

Kolmen diastereomeerin seos sykliselle diguanosiinifosforoditioaatille (89) on raportoitu kayttden
hyvéksi vetyfosfonaattimenetelmdd.?” Lihtoaineena on kéytetty suojattua lineaarista guanosiini-
fosforomonotioaattidimeerid 90, jonka syklisaatio on toteutettu difenyylikloorifosfaatin (91) avulla.
Vilituote on tdmén jilkeen Sg-hapetettu, S-(2-syanoetyyli)ftaalimidin (92) toimiessa rikin siirtdjana.
Nukleoemidksend toimiva guaniini on suojattu kolmella suojaryhmilld, jotta viltytdén sivureaktioilta

rikin sirtimisen aikana.

Syklisaation jdlkeen poistettiin ensin yhdisteen 93 syanoetyyliryhmét 1,8-diatsabisyklo[5,4,0]Jundek-
7-eenin (DBU) avulla. Témin jilkeen poistettiin asetyyli-, 2,5-dikloorifenyyli- (DCP-) ja
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fenyylisuojaryhmit N7, N/, N3, N3-tetrametyyliguanidium-syn-pyridiini-2-karboksaldoksimaatilla (17)

ammoniumhydroksidissa.

Lopuksi vield poistettiin ~ 1-(4-kloorifenyyli)-4-etoksipiperidin-4-yyli-ryhmid  (Cpep-) TEA<HF-
limoksella happamissa olosuhteissa. Lopputuotteena on saatu c-GpsGpsin (89) [Rp, Rr]-, [Sp, SP]-]ja
[Rp, Sp]-stereomeerien seos (KAAVIO 29).

HO SCE
(0] B . /\\P/ . ()\\ /S
i) 91 Ri O % _i)DBU o’
/O R, ”) S8 Q\ 0 ii) 17, NH,OH OH (0] e} o
CES—P-_ ez g O o@R i) TEA.HF :oj Q
0 o. B R 2 iv) HCOOH B4 0, 0
ces o R
S 0
O R 93
H——ﬁ—o@ H 89
o)
° 0,5, o<
P< B=GugPhAcDCP
0.0
90 Cl =N R1=R,=0Cpep
91 92

KAAVIO 29. Synteesi c-GpsGpsn [Rp, Rp]-, [Sp, Sp]- ja [Rp, Sp]-stereomeerien seokselle

Jones tyoryhmineen sovelsi yhden vaiheen synteesid valmistaen kaksi c-GpsGpsn stereomeeria.?>
Léhtoaineena on kéytetty CE-, TBDMS- ja isobutyryylisuojattua lineaarista  guanosiini-
fosforomonotioaattidimeerid 94, jonka syklisaatio toteutettiin pivaloyylikloridilla (87) DMOCP:n
(60) lasnd ollessa ja sulfurisaatio 3-H-1,2-bentsoditiol-3-onin (95) avulla.

Syklisaation jilkeen stereomeeriseoksen 96 isobutyryyliryhmit poistettiin metyyliamiinilla vedessé
ja silyyli- sekd syanoetyyliryhmidt TEA<HF-luoksella. [Ry, Ry]-stereomeeri erotettin HPLC:n awvulla.
[Sp, Ry]-stereomeerin tapauksessa erottelu on tehty ensin, jonka jélkeen isobutyryyliryhmidt on

poistettu metyyliamiinilla etanolissa.

Lopuksi on poistettu silyyli- sekd syanoetyyliryhmit edelld esitetylld tavalla. Lopputuotteina saatiin
syklisen di-guanosiinifosforoditioaatin [Rp, Rp]-stereomeeri (89A) ja [Sp, Rp]-stereomeeri (89C),
56% ja 61% saannoilla (KAAVIO 30).
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KAAVIO 30. Synteesi c-GpsGps:n [Rp, Rp]- ja [Sp, Rp]-stereomeereille.

Zhaon tyoryhmd on valmistanut ja erotellut c-GpsGpsn (89) kaikki kolme sterecomeeria, kéyttden
hyvéksi fosforamidiitti- ja fosfonaattimenetelmien yhdistelméd.?®. Aluksi DMTr-, CE- ja TBDMS-
suojattu guanosiini-3’-fosforamidiitti (31A) ja TBDMS-suojattu guanosiini-3’-tiofosfonaatti (97)
litettiin yhteen pyridiini-trifluorietikkahapossa (Py-TFA). Vilituote on tdmén jilkeen Ss-hapetettu ja
kisitelty NaHSO4/SiO2-liuoksella, jolloin syntyi lineaarinen dimeeri 98.

Yhdisteen 98 syklisaatio toteutettiin  difenyylikloorifosfaatin  (91) awvulla, jodin toimiessa
hapetusreagenssina. Muodostuneen yhdisteen 99 isobutyryyliryhmét poistettiin - metyyliamiinilla
vedessd ja TBDMS- sekd CE-ryhmét TEA<HF-luoksella. Lopputuotteeksi saatin HPLC:IA erotetut
c-GpsGpsn (89) [Rp, Rp], [Sp, Sp]ja [Sp, Rp]-stereomeerit (KAAVIO 31).
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KAAVIO 31. Synteesi c-GpsGps:n [Rp, Rp], [Sp, Sp] ja [Sp, Rp]-stereomeereille.
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3.1.3. Sykliset diguanosiinifosforotritioaatit

Syklisen di-guanosiinifosforotritioaatin, c-GpsGpss (100) synteesi on toteutettu vain kerran.?® Zhaon
tyoryhmi sovelsi edelld esitettyd kolmen stereomeerin synteesid, kiyttden Iihtoaineena yhdistettd 98.
Syklisaatio toteutettiin tdssdkin difenyylikloorifosfaatin (82) avulla, mutta hapetusreagenssina jodin
sjasta kaytettin Ss:aa. Syklisaation jdlkeen yhdisteen 101 suojaryhmdt on vield poistettu,
lopputuotteeksi saatin HPLC-erotetut c-GpsGpssn (100) [Re, Re]- ja [Sp, Sp]-stereomeerit, 59%
saannoilla (KAAVIO 32).
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KAAVIO 32. Synteesi syklisen c-GpsGpssn [Rp, Rp]ja [Sp, Sp]-stereomeereille.

3.1.4. Sykliset dinukle osidifos forotiolaa it

Edelld késitellyissd fosforotioaateissa C5’-asemassa happi toimii sitamolekyylind. Puhuttaessa
fosforotiolaatista siltamolekyylind toimii hapen sijasta rikkiatomi, josta tdssd tutkielmassa kéytetddn

merkintdd (5°S). Tiolaatteja on modifioitu myds eméis- ja sokeriosan suhteen.

Koolin ryhmd on valmistanut kymmenen erilaista syklisti dinukleosidifosforotiolaattia.?®
Léhtdaineena on kaytetty lineaarista suojattua nukleosidifosfonaattia 101, jonka 3'-aseman fosfaatti
on suojattu kintedlld kantajalla S1B. Rikitys toteutettiin Beaucagen reagenssilla eli 3-H-1,2-
bentsoditiol-3-oni-1,1-dioksidin (102) avulla asetonitriilissa.

Vilituotteeksi saatu yhdiste 103 jodinoitiin (PhO);PCH3LIA, dimetyyliformamidin (DMFA) lasni
ollessa. Syanoetyyli-, bentsoyyli- ja iso-butyryyli-suojaryhmét seké kiinted kantaja poistettiin pitkalla
NHsOH-kisittelylld. Lopputuotteiksi saatin ¢-di-TMPG™® (104), c-di-GMPG'S (105), c-di-AMPG™S
(106), c-di-CMPC' (107), c-TpCp© 'S (108), c-TpAp© S (109), c-TpGp© S (110), c-GpAp© ¥ (111),
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c-CpGp© ' (112) ja c-CpAp©™® (113) (KAAVIO 33). Saannot vaihtelivat 37% ja 71% vililla, joista
alhaisin yhdisteelld 110 ja korkein yhdisteelld 105.
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KAAVIO 33. Syklisten dinukleosidifosforotiolaattien synteesi.

3.1.5. Bis-karbamaatit

Syklisiz ~ dinukleotidi-bis-karbamaatteja on tutkittu erittdin  vihan.! Yhdistetyypissd syklisen
dinukleotidin kaksi fosfotriesterisidosta on korvattu isosteerisilld karbamaattisidoksilla.. Toistaiseksi
ainut valmistettu bis-karbamaattianalogi on syklinen diguanosiini-bis-karbamaatti, c-GdnucoGdnaoo

(114).

Klinen’* ryhmé valmisti yhdisteen kéyttdmilld lihtdaineena rert-butyylioksikarbonyyli- (Boc-) ja
isobutyryylisuojattua  guanosiinijohdannaista 115, jonka 3’-hydroksyyliryhmd korvattin = N-
sukkinimidyylikarbonaattiryhmélld, = N,N’-disukkinimidyylikarbonaatin ~ (116) Iisnd ollessa.
Muodostunut nukleosidi 117 litettiin yhteen suojatun guanosiinin (G*B") kanssa trietyyliamiinissa.

Lineaarisen karbamaatin 118 syklisaatio toteutettiin  karbonyylidi-imidatsolin (119) toimiessa

aktivaattorina. BOC-suojaryhmd poistettiin  trifluorietikkahapolla, N-hydroksisukkinimidin (120)
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katalysoidessa reaktiota. Iso-butyryyliryhmit kisittelemdlld yhdistettd NH3;:MeOH (1:1)-liuoksella.
Lopputuotteena saatin c-GdnacoGdnuco (114) 29% saannolla (KAAVIO 34).

BocHN GuaiBut BocHN GuaBut
BocHN GuaBut © ) ©
10 Q G"BU Et3N
- . - O OTBDMS
OH /E ©
15 | -But

o o o \W \Q
QN—OJ\O—Nii
o U

0 0 N
114 119 120

o—ﬂ/I

KAAVIO 34. Syklisen diguanosiini-bis-karbamaatin valmistaminen.

3.2. Emis-modifioidut analogit

Elizabeth Velath on viitoskirjatyonsd kokeellisessa osiossa valmistanut viisi erilaista c-di-GMP:n
(3) emésmodifioitua analogia.’! C8-aseman emisosaan on litetty substituentiksi litetty bromi-, tio-,
metyylitio-, fenyyli- ja asetofenyyliryhmét. Analogit valmistettiin  hemisynteesilld  guaniini-
tasapainon tutkimista varten. Hemisynteesi on yksinkertainen ja edullinen tapa valmistaa

kaupallisesta yhdisteestd uusia analogeja modifioimalla yhdisteen tiettyd rakenneosaa.

3.2.1. Bromi-, tio- ja metyylitioanalogien valmistus

Syklisen diguanosiinimonofosfaatin bromi-, tio- ja metyylitioanalogien valmistaminen toteutettiin
kolmivaiheisella synteesilldi. Veliathin tyoryhmd aloitti synteesin  kéyttdiméllda ldhtdaineena
suojaamatonta c-di-GMP:td (3), jonka emisosan C8-aseman bromaaminen suoritettiin bromin
vesiliuoksessa huoneenldmpotilassa. Reaktio keskeytettiin syklohekseenilld, jonka jélkeen raakatuote
uutettiin - metyleenikloridiin.  Silkageelipuhdistuksen jidlkeen saatin lopputuotteena syklinen
dibromiguanosiinimonofosfaatti, c-di-*¥"GMP (121) 82% saannolla.
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Seuraavaksi bromianalogin annettiin reagoida tiourean kanssa etanolin vesiliuoksessa, pyridiini-
trifluorietikkahapon (Py-TFA) toimiessa aktivaattorina. Puhdistamisen jilkeen saatiin lopputuotteena

syklinen ditioguanosiinimonofosfaatti, c-di-®SIGMP (122) 71% saannolla.

Synteesin ~ kolmannessa  vaiheessa  tioanalogi  metyloitiin ~ lisddamdlla  sihen — kuivaa
dimetyyliformamidia ~ (DMFA) ja dimetyylisulfaattia.  Lopputuotteena  saatin  syklinen
dimetyylitioguanosiinimonofosfaatti, c-di-*MeSGMP (123) 73% saannolla (KAAVIO 35).
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KAAVIO 35. Syklisen diguanosiinimonofosfaatin bromi-, tio-, ja metyylitioanalogien synteesit.

3.2.2. Fenyyli- ja asetofenyylianalogien valmistus

Suzukin asylointireaktiota’?> soveltaen Veliath tydryhmineen antoi bromianalogin 121 reagoida
boorifenyylihapossa, tris-(4,6-dimetyyli-3-sulfonaattifenyyli)fosfiinin  (TXPTS, 124) toimiessa
aktivaattorina. Palladiumasetaatin  katalysoiman reaktion asylomntituote luotettiin  Na2COs:n

vesiliuokseen, jolloin lopputuotteena saatiin syklinen difenyyliguanosiinimono fosfaatti, c-di-8""GMP
(125) 67 % saannolla.

Kun bromianalogin 121 annettiin reagoida 3-asetyyli-boorifenyylihapossa TXPTS:n aktivoimana ja
palladiumasetaatin ~ katalysoimana,  saatin ~ puhdistettuna  lopputuotteena  syklnen  di-
asetofenyyliguanosiinimonofosfaatti, c-di-8APPGMP (126) 75% saannolla. Synteesin Eimpdotila
pidettin alempana kuin fenyylianalogin tapauksessa, jotta wviltyttiin lialliselta hydrolyysilta
(KAAVIO 36).
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KAAVIO 36. Syklisen diguanosiinimonofosfaatin fenyyli- ja asetofenyylianalogien synteesi.

3.3. Sokeri-modifioidut analogit

Sokeri-modifioiduissa analogeissa on sokeriosan 2’-asemaan litetty funktionaalinen ryhma.
Kirjallisuudessa raportoidut funktionaaliset ryhmét ovat joko metyyli- tai fluoriryhmi.! Friedenin3?
tydryhmid on valmistanut metyylisubstituoidun c¢-TpUpn ja Shanananin®* tyoryhmd c-di-GMP:n
metyyli- ja fluorijohdannaiset (KAAVIO 37).

Molemmat tyoryhmdt hyodynsivit syklisaatiota kintedlld kantajalla (s.20). Lihtoaineena on kéytetty
kaupallista suojattua fosforamidiittia 31 ja suojattua nukleosidi-fosfaattia 127 kintedlld kantajalla.
Frieden kéytti kintedd kantajaa S1A ja Shananan vastaavasti S1C:iti. Fosfaatin sokeriosan 2’-asema

oli metyloitu tai fluorattu.

Léhtoaineet litettiin yhteen S-bentsyylimerkaptotetrasolin (128) lisnd ollessa ja hapetettiin jodilla.
Viliakkaiset DMTr-suojaryhmét poistettiin DCA-luoksella, jolloin saatin nukleotidi-dimeeri 129.

Reaktion seuraavassa vaiheessa hyodynnettiin fosfotriesterimenetelmid, kun dimeeri syklisoitiin

kintedssd faasissa.

Dimeerin 129 syklisaatio toteutettiin 1-(mesityleenisulfonyyli)-3-nitro-1,2,4-triatsolin (MSNT, 49)
avulla pyridiinissd. Lopuksi poistettiin  syanoetyyliryhmidt TEA<HF-luoksella ja kintedt kantajat



40

vakevilli NH4OH-késittelylld. Lopputuotteena saatujen yhdisteiden c-TpUp2-ome (130), c-di-

GMP2 oM (131) ja ¢c-di-GMP2F (132) saannot olivat melko alhaiset: 28%, 34% ja 29%.34
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KAAVIO 37. Synteesi c-TpUpmn ja c-di-GMP:n metyyli- ja fluorijohdannaisille.

3.4. Analogit ilman nukleoemaisti

Tuoreimmat julkaisut syklisistd dinukleosidimonofosfaateista ovat késitelleet analogityyppid, jossa
esiintyy vai sokeri-fosfaatti-tukiranka ilman nukleoemisti (engl. abasic analogue).’> Chenaultin

tyoryhmd on esittdnyt syklisen (37,5°)- bis(1,4-anhydro-2-deoksi-D-erytropentitoli)-3-fosfaatin (133)
synteesin (KAAVIO 38).

Lihtoaineena on kdytetty TBDMS-suojattua nukleosidia 134, joka on hLitetty yhteen 2,2,2-
trikloorietyylifosfotrikloridiitin (135) kanssa tetrahydrofuraanissa. Reaktioastiaan on sitten lisdtty
1,4-anhydro-2-deoksi-D-erytro-pentitol-3-difenyylifosfaattia  (136),

fosfiittiyhdiste hapetettiin jodilla lineaariseksi fosfaattidimeeriksi (137).

ja viltuotteena  syntynyt
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Yhdisteen 137 vuorokauden kestinyt vedytys platinaoksidin avulla etanolissa poisti silyyli- ja
fenyyliryhmét, muodostaen lineaarisen dimeerin 138. Syklisaatio toteutettiin pyridiinissd, TPSCl:in
(41) aktivoimana, 1H-tetratsolin (TetH) IAsnd ollessa.

Lopuksi trikloorietyyli- (CCL) suojaryhmd poistettiin - sinkin  ja kuparn seoksella kuivan
dimetyyliformamidin (DMFA) [4snd ollessa. Lopputuotteena saatin syklnen (37,5")-bis(1,4-
anhydro-2-deoksi-D-erytropentitoli)-3-fosfaatti (133) jopa 96% saannolla.
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KAAVIO 38. Chenaultin synteesi analogille iman nukleoeméisti.

4. Johtopaatokset

Kuluneen kolmen vuosikymmenen aikana syklisten dinukleosidimonofosfaattien ja niden analogien
synteesit ovat kehittyneet huomattavasti. FErilaisia (37,5")-dinukleotideja on valmistettu useita
kymmenid ja tulevaisuudessa ~mddrdn odotetaan roimasti  kasvavan.  Fosfoesteri-  ja
vetyfosfonaattimenetelmit  koetaan tind péivand  parhaimmiksi  vaihtoehdoiksi  syklisten
dinukleosididimonofosfaattien syklisaatiossa, kun taas fosforamidiittimenetelmi soveltuu parhaiten

lincaarisen dinukleotidien synteeseihin.

Tutkyjat ovat yksimielisid siitd, ettd syklisten dinukleosidimonofosfaattien synteeseissd hankalin
vathe on syklisaation toteuttaminen. Laboratorio-olosuhteiden parantamisen toivotaan tuovan uusia
ja eksperimentaalisesti tarkempia tutkimustuloksia Idhitulevaisuudessa. Biofilmejd sekd syklisten

dinukleosidimonofosfaattien ja analogien vaikutusta nihin tutkitaan pdivd péivéltdi enemmén.!
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III KOKEELLINEN OSA

1. Tulokset ja niiden tarkastelu

Tertbutyylidimetyylisilyyli- (TBDMS-), syanoetyyli- (CE-) ja bentsoyyli- (Bz-)-ryhmilld suojattu syklinen
diadenosiinimono fosfaatti (c-di-AMP) (38Y) valmistettiin kuten alla on esitetty. Suojatusta adenosiini-3’-
fosforamidiitista (31E) valmistettiin adenosiini-3"-(allyyli, 2-syanoetyyli)fosfiitti (139) korvaamalla di-
isopropyyliaminoryhméd  allyylialkoholilla  asetonitriilissdé ~ (MeCN), tetratsolin  (TetH) toimiessa

aktivaattorina.!4

Téamin jilkeen fosfiitti 139  hapetettin =~ fosfaatiksi 140 jodilla ja  vélakainen 4,4'-
dimetoksitrityylisuojaryhmi (DMTr-) poistettiin etikkahapon vesiliuoksella (80% AcOH), jolloin tuotteena
saatiin (N®-bentsoyyli-2"-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)adenosiini-3 - (allyyli,2-syanoetyyli) fosfaa tti
(34E) 62% saannolla (KAAVIO 39).
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KAAVIO 39. (N®-bentsoyyli-2'-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)adenosiini-3’-(allyyli,2-
syanoetyyli)fosfaatin valmistus.

Fosforamidiitti (31E) ja suojattu adenosiini-3’-fosfaatti (34E) litettiin yhteen asetonitriilissid tetratsolin
lasnd ollessa. Muodostunut dinukleosidifosfiitti 35H hapetettiin vastaavaksi fosfaatiksi 36H jodilla ja
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viliaikainen dimetoksitrityyliryhmi poistettiin etikkahapon vesiliuoksella, jolloin tuotteena saatiin suojattu

adenylyyli(3',5 "Jadenosiini-3’-fosfaatti (21Y) 81% saannolla (KAAVIO 40).
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KAAVIO 40. Suojatun adenylyyli(3°,5")adenosiini-3’- fosfaatin valmistus.

Suojatun  adenylyyli(3’,5 )adenosiini-3’-fosfaatin 21Y allyylisuojaryhmd poistettiin - natriumjodidilla
asetonissa refluksoiden.!> Muodostuneen tuotteen 141 syklisaatio suoritettiin tetrahydrofuraanissa  2,4,6-
tri-isopropyylibentseenisulfonyylin (TPS) ja N-metyyli-imidatsolin (NMI) lisnd ollessa. Sulfonyyliryhméa
toimii hyvdni poistuvana ryhminid 5-OH:mn hyOkétessd fosforiin.
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Lopputuotteena saatin TBDMS-, CE- ja Bz-ryhmilld suojattu syklinen diadenosiinimonofosfaatti (c-di-
AMP) (38Y) 42% saannolla (KAAVIO 41).
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P CEO-P—0
CFo ||D| O_\: | ) 38Y: B=AdeBZ,
o o R,=R,=OTBDMS,
21y - 141 N R;=R,=OCE

iv) Nal, asetoni, refluksointi
v) TPSCI, NMI, THF

KAAVIO 41. Suojatun c-di-AMPmn valmistus.

2. Menetelmiit

2.1. Yleiset menetelmit

Reaktioastiat pestiin tarvittaessa asetonilla ja liekitettiin. Yhdisteiden 139 ja 35H synteesi suoritettiin
typpipussissa.  Allyylialkoholi, asetonitriili, ~asetoni, tolueeni ja tetrahydrofuraani kuivattiin 3A:mn
molekyyliseuloilla. 'H-NMR-, 3C-NMR-, 3'P-NMR-, HSQC- ja COSY-spektrit mitattiin JEOL JNM-
LA400-spektrometrilli. =~ Massaspektrit  ajettin ~ ESI  PE ~ SCIEX API 365 LC/MS/MC-
kolmoiskvadrupolimassaspektrometrilldi ~ ja  tarkat massat (HRMS) Bruker  micrOTOFq-
massaspektrometrill.

Vilituotteet 34E ja 21Y sekd synteesin lopputuote 38Y puhdistettiin = silikageelikromatografisesti ja
karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti. Tuotteiden homogeenisuus tarkastettiin ohutlevykromatogafisesti

ja HPLC:IA.
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2.2. NS-bentsoyyli-2"-O-(tert-butyylidime tyylisilyyli)a de nosiini-3"-(allyyli,2-syanoe tyyli)fosfaatin

valmistus

DMTrO HO
o 7% 1. TetH, MeCN o Ade™
2. Ip/H,O/THF/2,6-lutidiini_
CI) OTBDMS 3. AcOH, 80% O OTBDMS
P _F
CEO \N< CEO—R—0\_
A ©
34E
31E

KAAVIO 42. N®-bentsoyyli-2"-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)adenosiini-3’-(allyyli,2-
syanoetyyli)fosfaatin valmistus.

[(N®-bentsoyyli-2-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-5"-O-(4,4 "-dimetoksitrityyli)-adenosin-3"-yyli)-2-
syanoetyyli(V, N-di-isopropyyli)]fosforamidiitti (31E) (1.51 g, 1.52 mmol) luotettiin typpipussissa kuivaan
asetonitriiliin (4.6 ml). Seokseen lisédttiin tetratsolia (5.4 ml, 2.43 mmol, 0.45M MeCN-luos) ja
allyylialkoholia (0.12 ml, 1.83 mmol). Reaktioseosta sekoitettiin magneettisekoittajalla (2 h) ja reaktion
edistymistd seurattiin ohutlevykromatografisesti (EtOAc:DCM (3:7, v/v)).

Reaktioastia poistettiin  typpipussista ja seokseen lisittiin jodi (1.16 g, 4.57 mmol) luotettuna
tetrahydrofuraanin, veden ja 2,6-lutidiinin seokseen (45.7 ml, 26.1 ml/13.1mol/6.5 ml).

Reaktio pyséytettiin 16 h kuluttua haihduttamalla luotin pois alipaineessa ja uudelleenhaihduttamalla
haihdutusjddannds dikloorimetaanista (30 ml). Haihdutusjidnnds luotettiin dikloorimetaaniin (30 ml) ja
orgaanista faasia pestiin kaksi kertaa 10% NaS204-luoksella

(30 ml) ja kuivattiin vedettomilld natrumsulfaatilla. Suodatuksen jélkeen lotin haihdutettiin pois
alipaineessa ja haihdutusjdéinnostd kuivattiin yon yli vakuumieksikkaattorissa fosforipentoksidin (P20s)

paalla.

Haihdutusjdannds luotettiin  80% etikkahapon vesiliuokseen ja reaktion annettiin edeti 20 h. Reaktion
edistymistd seurattiin ohutlevykromatografisesti (DCM:MeOH (9:1, v/v)). Reaktioliuos haihdutettiin
puoleen tilavuuteen, minkd jdlkeen haihdutusjaannds uudelleenhaihdutettiin kaksi kertaa vedestd (30 ml)

alipaineessa. Haihdutusjdédnnostd kuivattiin yon yli vakuumieksikkaattorissa P2Osmn pailla.
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Raakatuote puhdistettiin = silkageelikromatografisesti. Ajoliuoksena kéytettiin ensin etyyliasetaatin ja
dikloorimetaanin seosta (3:7, v/v), kunnes dimetyylitrityyli saatin eluoitua ulos silikapylvddstd. Tamén
jalkeen ajoliuokseksi vaihdettiin dikloorimetaanin ja metanolin seos (9:1, v/v). Tuotefraktiot haihdutettiin
kuiviin ja uudelleenhaihdutettiin kaksi kertaa kuivasta asetonitriilistd (30 ml). Lutidiinin poistamiseksi

tuotetta kuivattiin yon yli vakuumieksikkaattorissa P,Osmn pdilld, jonka jilkeen tuote siirrettiin -18°C:een.

Saanto (34E) oli 0,63 g (62%). Re(34E) = 0,49 ja 0,53. MS (ESI?), C20H30NOsPSi* [M+H]": laskettu m/z
659,2, 1ydetty m/z 659,2. "H-NMR (CDCl, 500 MHz) §: -0.10 (s, 3H, CH3Si), -0.35 (d, 3H, J = 9.00 Hz,
CH:Si), 0.76 (d, 9H, J = 2.5 Hz, (CH3)3Si), 2.82 (t, 2H, CH2CN), 3.85 (m, 1H, 57'), 4.00 (d, 1H, H5"), 4.33
(m, 2H, OCHCH2CN), 4.67 (OCHz allyyli), 5.02 (m, 1H, H3"), 5.23 (m, 1H, H2"), 5.35 (dd, 1H, =CHa),
5.45 (dd, 1H, =CH,), 5.90 — 5.92 (dd, 1H, H1"), 5.95 - 6.10 (m, 2H, CH ja H4"), 7.56 (t, 2H, J=7.50 Hz,
Bz), 7.64 (t, 1H, J = 7.50 Hz, Bz) 8.05 (d, 2H, J = 7.50 Hz, Bz), 8.09 - 8.10 (m, 1H, H2), 8.82 (s, 1H, HS),
9.21 (br.s, 1H, NH). '3C-NMR (CDCl, 500 MHz) 5: 17.87, 19.75, 25.44, 62.14, 62.62, 69.06, 73.18, 76.79,
77.05, 77.30, 78.90, 86.52, 90.63, 113.58, 116.28, 119.37, 124.36, 127.90, 128.95, 131.84, 133.03, 133.41,
143.01, 150.41, 150.55, 152.37, 164.41. 3'P-NMR ((CH3)2CO, 500 MHz) : -1,59.

2.3. Suojatun adenylyyli(3°,5 )adenosiini-3’-fosfaatin valmistus

DMTrO
o Ade HO AdeB? HO Ade®?
0 13
+ —_—
‘F.)) OTBDMS O OTBDMS O OTBDMS
P P A CEO-P._
CEO N ” _\: o o AdeBZ
O
o
34E
31E /O OTBDMS
CEO-P—O
2. 1,/H,O/THF/2,6-lutidiini o
3. AcOH, 80% 21Y

KAAVIO 43. Suojatun adenylyyli(3’,5")adenosiini-3’-fosfaatin valmistus.

Yhdiste 31E (0.83 g, 0.84 mmol) haihdutettiin kaksi kertaa kuivasta asetonitriilistd (25 ml) ja
haihdutusjddnnds luotettiin typpipussissa kuivaan asetonitriiliin (2.52 ml). Seos lisittiin kvantitatiivise sti

yhdisteen 34E (0.58 g, 0.88 mmol) joukkoon. Seokseen liséttiin tetratsolia (3.9 ml, 1.76 mmol, 0.45 MeCN-
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liwos). Seosta sekoitettiin - magneettisekoittajalla (2 h 45 min) ja reaktion edistymisti seurattiin

massaspektrometrisesti.

Reaktioastia poistettiin  typpipussista ja seokseen [Lisittiin jodia (0.64 g 2.52 mmol) luotettuna
tetrahydrofuraanin, veden ja 2,6-lutidiinin seokseen (25.2 ml, 14.4 ml/7.2 ml/3.6 ml). Reaktion edistymista
seurattiin  ohutlevykromatografisesti (DCM:MeOH (9:1, v/v)). Reaktio pyséytettiin 18 h kuluttua
haihduttamalla luotin pois alipaineessa ja uudelleenhaihduttamalla haihdutusjddnnds dikloorimetaanista
(30 ml). Haihdutusjdannds luotettiin dikloorimetaaniin (40 ml) ja orgaanista faasia pestin kaksi kertaa
10% NaHSOs-luoksella (30 ml) ja kuivattiin vedettomilld natrumsulfaatilla. Suodatuksen jilkeen luotin
haihdutettiin pois alipaineessa ja haihdutusjdénndstd kuivattiin yon yli vakuumieksikkaattorissa P20sn

paalla.

Haihdutusjaannds luotettiin  80% etikkahapon vesmuokseen ja reaktion annettiin edetd 20 h. Reaktion
edistymistd seurattiin ohutlevykromatografisesti (DCM:MeOH (9:1, v/v)). Reaktioliuos haihdutettiin
puoleen tilavuuteen, minkd jdlkeen haihdutusjadnnds uudelleenhaihdutettiin kaksi kertaa vedestd (30 ml)
alipaineessa. Haihdutusjdéinndstda kuivattiin yon yli vakuumieksikkaattorissa P2Os:n paalli.

Raakatuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti. Ajoluoksena kéytettiin ensin etyyliasetaatin ja
dikloorimetaanin seosta (3:7, v/v), kunnes dimetyylitrityyli saatiin eluoitua ulos silikapylvadstd. Tamidn
jalkeen ajoliuokseksi vaihdettiin dikloorimetaanin ja metanolin seos (9:1, v/v). Tuotefraktiot haihdutettiin
kuiviin ja uudelleenhaihdutettiin kolme kertaa kuivasta asetonitriilistd (25 ml). Lutidiinin poistamiseksi

tuotetta kuivattiin yon yli vakuumieksikkaattorissa P2Os:n pédlld, jonka jilkeen tuote sirrettiin -18°C:een.

Saanto (21Y) oli 0,86 g (81%). R¢ (21Y) = 0,40 ja 0,45. MS (ESI*), CssH72N12015sP2Sk*[M+H]": laskettu
m/z 1259,4, 16ydetty m/z 1259,9. 'TH-NMR (CDCL, 400 MHz) §:-0.38 - 0.74 (m, 3H, CH3Si), 0.81 — 0.84
(m, (CH3)3Si), 2.78 — 2.82 (m, 2H, CH2CN), 3.76 — 3.91 (m, 1H, H5""), 3.700 — 3.941 (m, 1H, H5"), 4.50
—4.32 (m, 6H, OCH>CH2CN jaH5" ja H5™"), 4.54 — 4.68 (m, 4H, OCH: allyyli ja 2xH4"), 5.00 — 5.14 (m,
1H, H3"), 5.19-5.23 (m, 1H, H2"), 5.32 - 5.47 (m, 2H, =CH2), 5.91 — 6.10 (m, 3H, CH ja 2xH1"), 7.40 —
7.70 (m, 6H, Bz), 7.95 —8.10 (m, 4H, Bz), 8.26 ja 8.40 (m, 1H, H2), 8.75 (d, 1H, HS8), 8.82 (m, 1H, HS),
9.10ja 9.15 (br.s, 1H, NH). 3C-NMR (CDCLh, 500 MHz) 3:-4.94, 17.96, 19.75,20.99, 22.80, 25.48, 62.46,
62.62, 69.35, 73.20, 73.74, 75.22, 76.00, 76.83, 77.09, 77.34, 79.41, 86.02, 89.19, 90.12, 113.08, 116.52,
119.59, 121.63, 123.76, 124.23, 127.89, 128.81, 128.87, 128.94, 131.71, 132.88, 132.99, 133.48, 141.85,
143.71, 143.88, 149.94, 150.39, 151.55, 152.22, 152.79, 156.45, 164.41. 3'P-NMR ((CH3)CO, 500 MHz)
0:-2.02,-1.85, -1.41,-1.56.
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2.4. Suojatun syklisen bis (3°,5")diadenyylihapon (c-di-AMP) valmistus

HO AdeBZ
\\ ,R3
O OTBDMS 1. Nal, asetoni, Ry 0 o 5
CEO-P refluksointi o)
4o . 2. TPSCI, NMI, 0
@) flde THF B O\ /O R2
Q \
R/ \
O OTBDMS 4+ 0
CEO—IIDI_O_\: 38Y: B=AdeP?,
R,=R,~OTBDMS,
21Y R3:R4:OCE

KAAVIO 44. Suojatun c-di-AMP:n valmistus.

Natriumjodidi (0.3 g, 2.0 mmol) haihdutettiin kaksi kertaa kuivasta asetonista (25 ml) ja luotettiin kuivaan
asetoniin (6.05 ml). Seos lisdttiin kvantitatiivisesti yhdisteen 21Y

(0.25 g, 0.20 mmol) joukkoon. Reaktioseosta refluksoitiin 2 h 15 min, samalla sekoittaen. Reaktion
edistymistd seurattiin sekd ohutlevykromatografisesti (DCM:MeOH (9:1,v/v)), ettd massaspektrometrisesti.

Reaktio pysdytettiin hathduttamalla luotin pois alipaineessa.

Haihdutusjadnnds luotettiin -~ dikloorimetaaniin (100 ml) ja seokseen [iséttiin trietyyliammonium-
asetaattipuskuria (80 ml, pH~7). Vesifaasia uutettiin kolme kertaa dikloorimetaanilla (30 ml) ja orgaaninen
faasi kuivattiin vedettoméilld natriumsulfaatilla. Suodatuksen jilkeen luotin haihdutettiin pois alipaineessa
ja haihdutusjddnnds uudelleenhaihdutettiin kolme kertaa kuivasta tolueenista (50 ml).

Haihdutusjadnnds luotettiin - kuivaan tetrahydrofuraaniin (150 ml). Seokseen lisdttiin  N-metyyli-
imidatsolia (0.113 ml, 1.41 mmol) ja 2,4,6-tri-isopropyylibentseenisulfonyylikloridia (0.43 g, 1.41 mmol).?2
Reaktion annettiin edetd sekoituksessa 60 h, jonka aikana syklisen yhdisteen 130 havaittiin muodostune en.
Reaktion edistymistd seurattin sekd ohutlevykromatografisesti (DCM:MeOH (9:1, vA)), ettd

massaspektrometrisesti.

Reaktioseokseen lisdttiin tislattua vettd (30 ml) ja sekoittamista jatkettin 1 h ajan. Reaktio keskeytettiin
haihduttamalla luotin (THF) pois alipaineessa. Haihdutusjddnnds luotettiin etyyliasetaattiin ja seosta
pestin kylldiselld NaCl-luoksella. Vesifaasia uutettiin kuusi kertaa dikloorimetaanilla (25 ml) ja yhdistetyt
orgaaniset faasit haihdutettiin. Muodostunut valkomnen sakka suodatettiin imulla ja suodos jitettin yon yli
-18°C:een. Suodos haihdutettiin alipaineessa ja haihdutusjddnnds puhdistettiin silikageelikromatografisesti.
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Ajoliuoksena kaytettin ensin dikloorimetaanin ja metanolin seosta (97:3, v/v), kunnes sulfonyyli (TPS)
saatin eluoitua ulos silikapylvddstd. Tamén jélkeen ajoluokseksi vaihdettiin erilamen dikloorimetaanin ja
metanolin  seos (19:1, vAv). Syklisen bis (3',5")diadenyylihapon 38Y homogeenisuus tarkastettiin
ohutlevykromatogafisesti (DCM:MeOH (9:1, vA)) ja HPLCIA. Tuotetta kuivattiin - yon yli

vakuumieksikkaattorissa P20smn paall.

Saanto (38Y) oli 0,10 g (42%). Rr (38Y) = 0.33. MS (ESI"), Cs2HssN12014P2SiNa* [M+Na]": laskettu m/z
1224.4, Ibydetty m/z 1224,6. "H-NMR (CDCl, 400 MHz) 8:-0.23 — 0.94 (m, CH3Si), 1.21 — 1.43 (m,
(CH3)3Si), 2.88 (t, J = 6.4 Hz, CH2CN), 4.20 (m, H5" ja H5""), 4.30 — 4.53 (m, OCH2CH2CN), 4.85 (m,
H4"), 5.38 (m, H3"), 5.60 (m, H2"), 5.95-5.96 (d, H1"), 7.51 — 7.53 (m, Bz), 7.62 (m, Bz), 8.02 — 8.04 (m,
Bz), 8.04 —8.06 (m, H2), 8.82 (m, H8). '3C-NMR (CDCk, 400 MHz) &: 17.808, 19.800, 24.368, 25.412,
25.621, 29.424,29.714, 30.322, 34.516, 62.904, 65.702, 70.746, 76.727, 77.045, 77.363, 81.680, 81.162,
116.089, 123.990, 125.512, 127.858, 128.913, 132.883, 133.597, 142.978, 143.279, 149.913, 151.357,
152.816. 3'P-NMR ((CH3)2CO, 400 MHz) 5:-4.80, -3.95, 0.09, 1.24.

3. Yhteenveto

Erikoistydssd syntentisoitiin onnistuneesti syanoetyyli-, tertbutyylidimetyylisilyyli- ja bentsoyyliryhmilla
suojattu syklnen diadenosiinimonofosfaatti. Synteesivaiheiden saannot vaihtelivat 40%:mn ja 80%m vililla.
Lopputuotteen NMR-spektreissd oli havaittavissa hieman epédpuhtauksia. 3'P-NMR-spektrissi on nelja
padpikkid sirtymiarvoilla 1.24, 0.09,-3.95ja -4.80 ppm seki lukuisia muita pienempid signaaleja. Yhdiste
38Y on Rp-ja Sp-diastereomeerien seos. Mahdolliset diastereomeerien kombinaatiot ovat [Rp, Re], [Sp, Sp],
[Rp, Sp]ja [Sp, Rp]. Koska [Rp, Sp] = [Sp, Rp] ovat keskenddn identtiset, 3'P-NMR:ssd esiintyvd suurin
neljds signaali (1.24 ppm) voi olla mahdollisesti fosfodiesteri, joka muodostuu syanoetyylin irrotessa

silikageelipuhdistuksessa. Lopullinen saanto oli 42%.
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Diguanylaattisyklaasi

2-kloorifenyyli-O, O-bis(1-bentsotriatsolyyli)fos faatti

2-kloorifenyyli-O, O-bis(1-(6-trifluoro metyyli)-
bentsotriatsolyyli)fosfaatti

N,N-dimetyyliformamidi
5,5-dimetyyli-2-okso-2-kloori- 1,2,3-deoksifos forinaani
4 4 -dimetoksitrityyli-

Dikloorietikkahappo

Dihydroksifenyylialaliini-
1,5-diatsa-bi-syklo[4,3,0]non-5-eeni

1-etyyli-3-(3-dimetyyli-aminopropyyli)-karbodiamid i



EDTA etyleenidiammintetraetikkahappo

EtsN trietyyliamiini

EtOAc Etyyliasetaatti

EtOH Etanoli

FPMP 1-(2-fluorofenyyli)-4-metoksip iperiv iini-4-yyli
G guanosiini

GGDEF (Gly-Gly-Asp-Glu-Phe)-aminohappoketju
Gua Guaniini

HD-GYP (His-Asp-Gly-Tyr-Pro)-aminohappoketju
Hyp Hypoksantiini

I Inosiini

i- But iso-butyryyli-

MeCN Asetonitriili

MeOH Metanoli

MeS Metyylitio-

Mm22A Montmorilloniitti 22

MMT Monometoksitrityyli

MSNT 1-(mesityleenisulfonyyli)-3-nitro-1,2 4-triatsoli
NMI N-metyyli-imidatsoli

NPE 2-(4-nitrofenyyli)etyyli

PAC Fenoksiasetyyli-

Pd(OAc) Palladiumasetaatti

Ph Fenyyli-

PhB(OH) Boorifenyylihappo

Py Pyridiini

Py-TFA Pyridiini-trifluorietikkahappo

SO(NH2)2 Tiourea

T Tymidiini

TBDMS Tert-butyylidimetyylisilyyli-

TBHP Tert-butyylihydroperoksidi

TEA < HF Trietyyliammoniumfluoridi

TEST Bis-(3-trietoksisilyylipropyyli)tetrasulfid i



TetH
Theo
THF
THP
Thy
TMSOTf
TOM
TPS
TPSCI
TPSNT
TsOH
TXPTS
0]
U0+

Ura

Xan

1H-tetratsoli

Teofylliini

Tetrahydrofuraani

Tetrahydropyranyyli

Tymiini

Trimetyylisilyylitriflaatti
Tri-isopropyylisilyylioksimetyyli-
2,4,6-tri-isopropyylibentsosulfonyyli-
2,4,6-tri-isopropyylibentsosulfonyylikloridi
2,4,6-tri-isopropyylibentsosulfonyyli-3-nitro-1,2,4-triatsoli
Tosyylihappo
Tris-(4,6-dimetyyli-3-sulfonaattofenyyli)fosfiini
Uridiini

Uranyyli-ioni

Urasiili

Ksantosiini

Ksantiini

7-B-D-ribofurano-syl-teofylliini



