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Templaattinauhan ohjaama DNA:n kopiointi on perusta geneettisen informaation siirrolle
ja transkriptiolle. Soluissa kopiointi tapahtuu entsyymien avulla. Ladketieteen ja
teollisuuden sovelluksissa replikointireaktio halutaan toteuttaa ilman entsyymejé, koska

entsyymit ovat kalliita ja herkkii reaktio-olosuhteille.

Ei-entsymaattisen replikoinnin tutkimuksen tavoitteena on kehittdd menetelmid, joilla
voidaan korvata entsyymipohjaisten menetelmien kayttd sovelluksissa. Liséksi
tutkimuksen tavoitteena on saada enemmin tietoa siitd, miten geenejd mahdollisesti on

kopioitu ennen entsyymien kehittymista.

Projektissa  selvitettiin ~ 2'-metoksiaminoryhmén  roolia  molekyylinsisdisend
nukleoliilisend katalyyttind fosfodiesterisidoksen muodostamisessa. Tulosten perusteella
2’-deoksi-2’-(metoksiamino)uridiini ei muodostanut vesiliuoksessa pH-alueella 5-9
aktivoidun nukleosidifosfaatin, tymidiini-5'-O-(2-metyyli-imidatsoli)monofosfaatin,
kanssa fosforamidaattisidosta. Todenndkdisesti aminometoksiryhmd muodostaa liian
labiileja tuotteita, jotka hajoavat nopeasti tai ryhméa ei ole niin nukleofiilinen kuin

oletettiin.

2’-Deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-3",5"-tymidiinin ~ hydrolyyttisid ~ reaktioita
seurattiin 90 °C:ssa. Hydrolyysireaktioiden tutkimuksessa saatiin selvitettyd useimmat

hajoamistuotteet, reaktioreitit ja reaktionopeudet pH-alueella 1-11,2.

Avainsanat: templaatin ohjaama synteesi, katalyysi, kinetiikka
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1 Johdanto

Templaatin ohjaama DNA-alukkeen jatkaminen luo molekulaarisen perustan DNA:n
replikaatiolle ja transkriptiolle.! Solussa DNA:n replikaatiossa DNA-helikaasi avaa
DNA:n kaksoiskierteen,> minkd jilkeen DNA-primaasi syntetisoi alukkeen
ribonukleosifitrifosfaateista,” ja hybridisoi alukkeen templaattinauhaan. DNA-
polymeraasi jatkaa aluketta liittimalld templaattinauhan emdisjérjestyksen perusteella
oikean  deoksinukleotidin  fosfodiesterisidoksella  alukkeen  vapaaseen  3'-
hydroksyyliryhméan (3’-OH). Entsyymit korjaavat mahdolliset virheet sekvenssissi.
Transkriptiossa RNA-polymeraasi avaa DNA:n kaksoiskierteen ja alkaa ilman aluketta
liittdimd4n yhteen ribonukleotideja samanlaisilla fosfodiesterisidoksilla kuin DNA:n
replikaatiossa templaattinauhan emaésjdrjestyksen mukaisesti. Tdméd ldhetti-RNA:n
esiaste kisitellddn entsymaattisesti ja muodostunut ldahetti-RNA siirretddn ribosomiin.
Ribosomissa aminohappoja liitetdén toisiinsa peptidisidoksilla ldhetti-RNA:n

emisjérjestyksen mukaan aminohappoketjuksi, josta rakentuu proteiini.

Ei-entsymaattisessa replikoinnissa oligonukleotidialukkeen jatkuminen perustuu siihen,
kuinka hyvin nukleotidit reagoivat keskendin ja tunnistavat toisensa. Mekanistisesti ei-
entsymaattisessa replikaatiossa nukleofiili eli aluke reagoi elektrofiilin eli aktivoidun
nukleotidin ~ kanssa  muodostaakseen  sidoksen.*  Alukkeen  terminaalinen
hydroksyyliryhmd tai aminoryhméd (Kaavio 1) hyokkad nukleofiilind aktivoidun
nukleotidin fosfaattiryhméén, jolloin todenndkoisesti muodostuu pentavalenttinen
intermediaatti. Ellei fosfaatin ldhtevd ryhmi jo ole Westheimerin sééntdjen® mukaisesti
apikaalisessa asemassa, tapahtuu pseudorotaatio. Mahdollisen pseudorotaation jdlkeen

lihtevd ryhmi irtoaa.®

Templaatti
tok-0 o8
O*ZTO o N
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Kaavio 1. Ei-entsymaattinen replikointi kdyttden templaattia, aluketta ja aktivoitua

nukleotidia.



Ei-entsymaattinen replikointi perustuu emdspariutumiseen ja nukleotidien kemialliseen
reaktiivisuuteen, joten se saattaa mallintaa geneettisen informaation kopiointia ennen
entsyymien ja ribotsyymien kehittymisti.® Voisi olla mahdollista kehittii tekosolu, joka
replikoi DNA:ta itsendisesti.” Ei-entsymaattinen replikointi on halvempaa kuin
entsymaattinen, koska siind ei tarvitse kdyttdd entsyymejd tai trifosfaattinukleosideja
reagensseina. TAmi olisi erittdin suotavaa varsinkin sekvensoinnin sovelluksissa.® Ei-
entsymaattista replikaatiota voitaisiin kéyttdd sellaisten sairauksien diagnosoinnissa,
jotka johtuvat yhdestd viddrdstd nukleotidista geenissd sekd sen avulla voitaisiin
mahdollisesti radtdloida sairauden hoitoa yksilollisesti. Reaktiota voitaisiin hyddyntéda
my0s antiviraalisten antisense-RNA-lddkkeiden valmistuksessa. Ei-entsymaattisen
replikoinnin tutkimuksessa voidaan mahdollisesti 10ytdd uusia tapoja syntetisoida ei-
kanonisia oligomeereji.’ Ei-kanonisia rakenteita tutkitaan mahdollisina ldikkeini ' ja ei-
entsymaattisesti kopioitavia, muokattuja nukleoemiksia sisdltdvid oligonukleotideja

voidaan mahdollisesti kiytti hybridimateriaalien valmistukseen.’

Jotta kopioitava sekvenssi ja rakenne sdilyy, tdytyy sekvenssin pituuden ja
emisjérjestyksen siilyi alkuperiiseni.’ Nykyisin tunnetut nukleotidiketjujen jatkamiseen
tarkoitetut kemialliset metodit eivit ole niin tarkkoja ja nopeita kuin entsyymit.®
Polymeraasit kéyttidvit replikaatioreaktiossa trifosfaattinukleosideja, mutta laboratorio-
olosuhteissa trifosfaattinukleosidit eivdt ole tarpeeksi reaktiivisia reagoimaan
keskeniin.” Tilld hetkelld ei esimerkiksi ole mahdollista ei-entsymaattisesti replikoida
RNA-ketjua, joka on tarpeeksi pitkd koodaamaan oligo- tai polypeptidié. Lisdksi reaktio
el replikoi templaatin sekvessid tarpeeksi tarkasti ja luotettavasti. Reaktiot eivit ole
kvantitatiivisia ja reaktiossa syntyy seos erimittaisia oligonukleotideja.® Luonnolliset
DNA-alukkeet eivit ole tarpeeksi reaktiivisia ei-entsymaattiseen replikointiin.* DNA-
sekvenssin ei-entsymaattisessa replikoinnissa yksi suurimmista ongelmista on kopioinnin
tarkkuus,' koska jopa yli 25 %:a eméiksisti saattaa olla virheellisid.!! Replikointireaktio,
jossa kiytetidin kaikkia neljdd kanonista nukleoemistdi, ei ole vield onnistunut.'
Nukleoemiksistd erityisesti tymiinid on vaikea lisidtd ketjuun, koska tymiini ei sitoudu
niin tiukasti templatoivaan emikseen kuin sytosiini, adeniini tai guaniini.'> Myds
templaatin viimeinen nukleotidi on huomattavasti hitaampi liittdd ketjuun verrattuna

muihin templaatin nukleotideihin. '

Replikointireaktio  perustuu  vuorovaikutuksiltaan = heikkoon =~ Watson-Crick
emdspariutumiseen templaatin ja nukleotidin vililld, minka takia reaktiota ei voi tehostaa

kéyttimill4 rajuja olosuhteita tai korkeita 1impétiloja.® Yleensi reaktiot tehdéiin vedess,
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koska vedessi emispariutuminen toimii niin kuin solussa.* Vesi ja nukleotidien
hydroksyyliryhmét ovat kilpailevia nukleofiileja, joiden reaktiivisuus on samaa luokkaa.
Vettd on reaktioseoksessa huomattavasti enemmaén kuin nukleotideja, joten vesi reagoi
usein aktivoitujen nukleotidien kanssa.* Vedessi aktivoitujen nukleotidien hydrolyysi ei
voida vilttdd, ja se kiihtyy, jos reaktioseoksessa on divalenttisia metalli-ioneja.'*
Hydrolyysin takia ei-entsymaattisissa reaktioissa kidytetddn ylimdérin aktivoituja
monomeereja. Kun aktivoitu monomeeri hydrolysoituu, aktiivisten monomeerien
konsentraatio liuoksessa vihenee, mikid hidastaa alukkeen jatkoa.® Hydrolysoitunut
monomeeri voi myds sitoutua templaattiin aktivoidun monomeerin sijaan, miki osaltaan

inhiboi reaktiota."

1.1 Mekanismit ja reaktio-olosuhteet

Ei-entsymaattinen replikointi on mekanistisesti kondensaatioreaktio, jossa muodostuu

 Reaktiossa on luultavasti kaksi vaihetta. Ensin templaatti ja aluke

polymeeri.
dimerisoituvat, mink4 jilkeen alukkeeseen lisitiin nukleotideja.'® Reaktiomekanismi on
todennikdisesti nukleofiilinen bimolekulaarinen substituutioreaktio eli Sn2-reaktio.!”
Oletetaan, ettd templaatit ja alukkeet 10ytdvit toisensa reaktioseoksessa diffuusion ja
sattuman kautta. Yhdisteet asettuvat antiparalleeliseen asentoon, minkd jilkeen ne

muodostavat kaksoiskierteitd.'® Samanaikaisesti vapaat nukleotidit vuorovaikuttavat

templaatin kanssa. !

Divalenttiset metalli-ionit voivat kelatoitua 5'-fosfaatin hapen ja hyokkddvan 2°- tai 3'-
OH:n viilille,' jolloin ne lihestyvit toisiaan. Reaktiossa voi muodostua kolme erilaista
sidosta, 2,5~ tai 3,5 -fosfodiesterisidos tai 5,5 -pyrofosfaattisidos (Kuva 1), riippuen
reaktion regioselektiivisyydesti.” Ribonukleotidien tapauksessa 2-OH ja 3’-OH ovat
keskenddn kilpailevia nukleofiileja, joista 2-OH on nukleofiilisempi. 2'-
deoksiribonukleotidien = reaktiomekanismi on erilainen kuin ribonukleotidien
reaktiomekanismi, koska divalenttisen metalli-ionin kelatoitumisen vaikutus on heikompi
2’-OH:n puuttumisen takia. Liséksi samasta syystd riboosin konformaatio on DNA:ssa
erilainen kuin RNA:ssa. DNA hydrolysoituu hitaammin neutraaleissa ja hieman

emaksisissd olosuhteissa kuin RNA.°
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Kuva 1. Mahdolliset fosfodiesterisidokset. A) 2’,5'-fosfodiesterisidos B) 37,5'-
fosfodiesterisidos C) 5,5 -pyrofosfaattisidos.

Reaktioon vaikuttavat lisdksi vapaiden nukleotidien ja oligonukleotidiketjun véliset
vuorovaikutukset sekd nukleotidien ja  oligonukleotidien vuorovaikutukset
reaktioseoksen muiden komponenttien kanssa. Vesi peittdd oligonukleotidiketjun
varauksia, joten se vaikuttaa merkittdvésti sithen, miten oligonukleotidiketju on
orientoitunut avaruudellisesti.’ My0s metalli-ionien koordinoituminen
oligonukleotidiketjuun vaikuttaa konformaatioon.?® Metalli-ionit, esimerkiksi Mg** ja
Pb?*, stabiloivat oligonukleotidin rakennetta ja katalysoivat kondensaatioreaktiota.
Metalli-ionit kelatoituvat suoraan tai veden vilitykselld fosfaattirungon negatiivisiin
varauksiin, jolloin oligonukleotidin kokonaisvaraus laskee.
Templaatti/aluke/monomeeri—systeemissd muodostuva dupleksi on stabiilimpi, kun
metalli-ionit  peittdvdat fosfaattirungon negatiivisia varauksia, minkd takia
reaktioseoksessa yleensd on korkea ionivahvuus. Lisdksi metalli-ionit vaikuttavat
nukleoemisten protonoitumiseen. Metalli-ionien ldsndolo reaktioseoksessa vaikuttaa
hyokkadvan hydroksyyliryhmén nukleofiilisuuteen ja tuo reaktioseoksen reaktiivisia osia

lihemmis toisiaan, minki takia reaktion aktivaatioenergia laskee.’

Nukleoemisten pinoutuminen ja vetysidokset emdisten vélillda vaikuttavat vapaiden
nukleotidien ja oligonukleotidiketjun vélisiin vuorovaikutuksiin. Pyrimidiini- ja
puriinirenkaiden  delokalisoituneet elektronit vuorovaikuttavat ldhelld olevan
nukleoemdksen kanssa m-m—vuorovaikutuksin. Ndaméd vuorovaikutukset pakottavat
oligonukleotidin planaariseen muotoon ja pinoavat emédkset toistensa paille. Pyrimidiini-
ja puriinirenkaat ovat hydrofobisia, joten niiden pinoutuminen on vesiliuoksessa
suotuisaa.” Emisten pinoutuminen vaikuttaa eniten nukleotidien kaksoiskierteiden
stabiiliuteen vesiliuoksessa.”! Emispariutuminen perustuu nukleoemisten typpi- ja
happiatomien vapaiden elektroniparien sekd toisen nukleoemdksen hydroksyyli- tai

aminoryhmien vetyjen vélille muodostuviin vetysidoksiin. Vesiliuoksessa vesimolekyylit
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usein sitoutuvat nukleoeméksiin vetysidoksin ja syrjayttavit ndin emdsparit. Jos veden
vetysitoutumista nukleoemiksiin estetddn, eméspariutuminen on tarkempaa. Vettd
voidaan esimerkiksi sitoa ioneihin tai viilent reaktioliuosta lihelle 0 °C:tta tai sen alle.’
Emaispariutuminen ei rajoitu Watson-Crick—emispareihin (Kuva 2 A). Esimerkiksi
wobble- ja Hoogsteen—emadsparit (Kuva 2 B ja 2 C) ovat tunnettuja biologisissa
organismeissa.’>?> Watson-Crick kanonista poikkeavien emisparien muodostuminen

hiiritsee ei-entsymaattista replikointia.?*
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Kuva 2. A) Watson-Crick-emisparit, B) Hoogsteen-emispareja®? ja C) wobble-emispari

G-U»

My®s riboosirenkaan konformaatio vaikuttaa oligonukleotidin asentoon ja sithen, miten
emiikset pidsevit vuorovaikuttamaan.’ Kaksoiskierteen geometria vaikuttaa nukleofiilin
ja elektrofiilin asentoithin. A-muotoisessa kaksoiskierteessd oligonukleotidiketjun
sokeriosat ovat muodossa C3"-endo ja N-glykosidisidos anti-muodossa. B-muotoisessa
oligonukleotidiketjussa nukleotidin sokeriosa on muodossa C2"-endo ja N-glykosidisidos
anti-muodossa (Kuva 3 A ja 3 B).2> A-muotoisessa kaksoiskierteessi 3'-OH osoittaa
poispédin kaksoiskierteen rungosta ja voi helpommin hyokétd aktivoituun monomeeriin.
B-muotoisessa kaksoiskierteessi 3"-OH osoittaa kohti kaksoiskierteen keskustaa.?® RNA

suosii A-muotoa’ ja DNA suosii solussa B-muotoa.?’



HO N N

i) i) i e ) NHz
B
0., HO o B o k\Nl N> <
' ' o
OH OH OH OH

Kuva 3. A) Furanoosirenkaan mahdolliset konformaatiot. 1) C3 -endo ja ii) C2’-endo. B)
N-glykosidisidoksen mahdolliset konformaatiot. i) syn ja ii) anti. Piirretty mukaillen

Bansal et al.?

Liuoksen pH vaikuttaa nukleoemdsten protonaatioon, ja se muuttaa niiden sédhkoisid
vuorovaikutuksia, mikd vaikuttaa merkittdvasti niiden eméspariutumiseen. Lisdksi

liuoksen pH vaikuttaa oligonukleotidin fosfaattirungon varauksiin.’

Templaatti/aluke-kompleksiin on alhaisessa lampdtilassa sitoutunut enemmain vapaita
nukleotideja kuin korkeammassa limpétilassa.* Korkeampi limpétila nopeuttaa
kondensaatioreaktiota mutta samalla sivureaktioiden osuus kasvaa. Aktivoitujen
nukleotidien puoliintumisaika on pienempi korkeammissa ldmpoétiloissa. Alemmat
lampotilat  stabiloivat  heikkoja  intermolekulaarisia ~ vuorovaikutuksia, kuten
emdsparitumista ja emdsten pinoutumista. Néiden tekijoiden takia alemmissa
lampotiloissa saadaan todennédkoisesti termodynaamisesti suotuisampaa 3 “-sidoksellista
tuotetta.” Jos systeemissi on paljon G-C—emispareja, vastinnauhojen erottamiseen
tarvitaan korkeampi ldmpdtila. Jos reaktiossa kédytetdédn liian korkeaa ldmpétilaa, saattaa
reaktiossa muodostua templaatista riippumattomia oligonukleotideja.?® Jotta templaatin
ja vapaiden nukleotidien eméspariutuminen olisi mahdollisimman spesifisti, templaatin

ohjaamissa replikointireaktioissa limpétila pidetéin yleensi 0 °C ja 4 °C vililla.’

1.2 Templaatti
Templaattivaikutukseen eli sithen, kuinka voimakkaasti vapaat nukleotidit sitoutuvat
templatoivaan nukleoemékseen, vaikuttaa pinoutuminen, vetysidoksien mééra eméksien

vililld'? ja sekundiiriset sidhkoiset vuorovaikutukset.?’

Templaattivaikutus on myds
riippuvainen alukkeen 3’-ryhmén nukleofiilisuudesta ja monomeerin fosfaattiosan
aktiivisuudesta.® Pinoutuminen vaikuttaa eniten emiksen templaattiin sitoutumisen
vapaan energian miiriin.!? Yksikin heikosti templaattiin sitoutuva emis voi pysiyttii
reaktion.!® Templaattivaikutus ei kuitenkaan piiasiallisesti méiras, liittyyko nukleotidi

alukkeen jatkoksi.'?



Vesiliuoksessa suurin  osa  aktivoiduista nukleotideista ei ole sitoutuneena
aluke/templaatti—rakenteeseen. Yksi tapa tehostaa ei-entsymaattista replikointia on
vahvistaa templaattivaikutusta, jolloin alukkeen pddssd oleva nukleofiilinen ryhmé on

jésentynyt niin, etti se voi hyokiti aktivoituun nukleotidiin.*

Oligonukleotidiketjun konformaatio, jonka maédrittdd sekunddiristen ja tertiddristen
rakenteiden  vuorovaikutus, vaikuttaa sen funktionaalisuuteen. Rakenteiden
muodostumiseen vaikuttaa oligonukleotidin sekvenssi ja oligonukleotidin vuorovaikutus
liuvoksen komponenttien kanssa.” RNA voi laskostua erilaisiin rakenteisiin.’® Nimi
rakenteet saattavat estdd alukkeen jatkumisen, koska vuorovaikutus alukkeen ja
templaattinauhan vililld on voimakkaampaa kuin templaatin ja monomeerien vélinen
vuorovaikutus. RNA:ta voidaan estdd tekemdistd téllaisia rakenteita kelatoimalla
RNA:han metalli-ioneja tai kidyttdmalla reaktiossa molekyylejé tai pintoja, jotka avaavat
nukleiinihappoketjuja  vuorovaikuttamalla ketjun riboosi-fosfaattirungon kanssa.’
Templaattivaikutus on voimakkaampi, kun kaksoiskierre on A-muodossa® ja ei-
entsymaattinen replikointi on nopeampaa A-muotoisilla kaksoiskierteilld, kuten RNA tai

LNA, kuin B-muotoisella DNA:1la.”!

Templaatin hybridisaatiolla, kolmiulotteisella rakenteella ja sekvensilld!' on merkitysti
hyvidn saannon saavuttamiseen. Mitd enemmén templaatissa on sytosiinia guaniinin
verrattuna, sitd tehokkaammin uusi nukleotidi liittyi ketjuun.*> Guaniininukleotidi on
helpointa liittdd alukkeen jatkoksi, koska guaniini-sytosiini emdisparissa on kolme
vetysidosta ja guaniini puriiniemékseni pinoutuu vahvemmin kuin pyrimidiiniemékset.*
Poly(C, G)-templaatit kuitenkin muodostavat intra- ja intermolekulaarisia rakenteita,
jotka inhiboivat ei-entsymaattista oligomerisaatiota.>? Sekvenssin vaikutuksella alukkeen
jatkumiseen voidaan ajatella olevan kolme yleissddntdd: 1) guaniini ja sytosiini jatkavat
aluketta nopeammin kuin adeniini tai tymiini, 2) puriinit liittyvédt alukkeen jatkoksi
nopeammin kuin pyrimidiinit ja 3) alukkeeseen liittyneen emédksen viereiset emékset

eivit vaikuta reaktion nopeuteen niin paljon kuin templatoiva emis.!!

Sekd DNA:Ila ettd RNA:1la alukkeen jatkaminen nopeutuu, jos templaatissa on edempéna
alukkeesta (downstream-asemassa) avustava oligonukleotidiketju.>*** Todennikoisesti
kompleksin rakenne on télloin jaykempi ja avustava ketju vahvistaa pinoutumista, minka

takia vapaa nukleotidi kiinnittyy voimakkaammin templaattiin. '3

Templaatin immobilisaatiolla voidaan parantaa replikointireaktion nopeutta ja tarkkuutta.

Magneettisiin  rautaoksidihelmiin kiinnitetty RNA-templaatti pystyy matalassa
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lampdatilassa (0 °C tai alle) kopioimaan sen kaikkia nukleoemiksid neljd kertaa perdkkéin
lihes kvantitatiivisesti.'> Reaktiossa aluke jatkui oikealla emikselld padsdantdisesti yli
90 %:n varmuudella. Templaatin kiinnittdimisen avulla reaktioseoksesta voidaan poistaa
hydrolysoituneita monomeereja ja korvata niitd aktivoiduilla monomeereilla.
Immobilisointi saattaa my0s auttaa oligonukleotidiketjuja irtoamaan toisistaan. Reaktio
on kuitenkin hidas, silld kvantatiivisen reaktion saamiseksi reaktioajat saattoivat olla jopa

10 piiviid. Monomeereji my®ds lisittiin useasti. !

Koolihapolla 1 (Kuva 4 A) substituoidut DNA-templaatit tehostavat deoksiadenosiinin,
deoksiguanosiinin, ja tymidiinin liittymistd ketjuun seké parantavat reaktion tarkkuutta
huomattavasti. Esimerkiksi alukkeen jatkuminen deoksiadenosiinilla nopeutui 6,5-
kertaiseksi.  Koolihapolla  substituoiden templaatin  virhetaso oli 27 %.%
Stilbeenianalogilla 2 (Kuva 4 B) substituoiduilla templaateilla voidaan reaktiota
nopeuttaa jopa 19,6-kertaiseksi, ja se nopeuttaa kaikkien neljin kanonisen
nukleoemiksen liittymistd ketjuun.® Substituentit ovat lipofiilisia, joten ne
todennékoisesti saavat vapaan nukleotidin pysyméédn kauemmin templaatin ja alukkeen
lahelld. Téalloin alukkeella on aikaa tehdd nukleofiilinen hyokkdys nukleotidin

fosfaattiosaan.'?

Kuva 4. A) Koolihappo ja B) stilbeenianalogi.

1.3 Aluke

Alukkeen kdyttd nopeuttaa reaktiota, koska templaatin mukaisen dimeerin
muodostuminen on reaktion nopeutta rajoittava vaihe.!” Alukkeen kiinnittyminen
templaattiin mahdollistaa alukkeen ja vapaiden nukleotidien eméspinoutumisen, miké

nopeuttaa vapaiden nukleotidien kiinnittymisti templaattiin.’

Alukkeen kdyton ongelmana on, ettd templaatti/aluke—dupleksi ei ole kovin stabiili, koska

kaytetyt ketjut ovat lyhyitd. Ratkaisuna on kdytetty alempaa ldmpétilaa sekd templaatin



ylimaardd alukkeisiin verrattuna. Ndin varmistetaan, ettd alukkeen jatkuminen tapahtuu

templaatin ohjauksessa ja templaatille epispesifisii tuotteita ei muodostu reaktiossa.’

Ribonukleotidialukkeet ovat reaktiivisempia kuin 2’-deoksiribonukleotidialukkeet.?®
Yleensd DNA:n ei-entsymaattisen kopioinnin tutkimuksessa kaytetddn 3 -amino-2",3"-

dideoksinukleosideja.’

Aminoryhmd on nukleofiilisempi kuin hydroksyyliryhma.
Templaatin ohjaamissa reaktioissa on havaittu aminoryhmien olevan 50—100 kertaa
reaktiivisempia kuin hydroksyyliryhmien.?” Lisdksi amiinit reagoivat herkisti
imidatsolien kanssa.*® Esimerkiksi Schrumin et al tutkimuksessa substitioidun

3336 ja oikean ldhtevin ryhmin®> kanssa aminotermiset alukkeet nopeuttavat

templaatin
ei-entsymaattista replikointia. Reaktion nopeus on >1 min"' nukleotidia kohden.’
Aminoterminaalisten alukkeiden replikointireaktion saantoa parantava vaikutus perustuu
todenndkoisesti nopeaan kovalenttisen sidoksen muodostumiseen ja hydrolyysin
hitauteen.’® Mekanistisesti reaktiossa todennikdisesti muodostuu ensin aminoryhmén
hyokattyd fosforiin pentavalenttinen intermediaatti. Intermediaatin muodostumisen
jilkeen tapahtuu tarvittaessa pseudorotaatio, jonka jéilkeen ldhtevd ryhmi irtoaa.
Kumpikin reaktiovaihe voi olla replikaation nopeutta rajoittava vaihe.*!! Reaktiossa

muodostuva N3'-P5’-DNA kaksoiskierre on kuitenkin niin stabiili, ettd ketjujen

erottuminen saattaa olla vaikeaa.*

1.4 Aktivoidut nukleotidit

Ensimmadisessd raportoidussa templaatin ohjaamassa oligonukleotidisynteesissa
kéytettiin templaattina polyadenylyylihappoketjua, heksatymidiininukleotideja ja
aktivaattorina karbodi-imidii 3 tai 4 (Kuva 5).*' Reaktiossa saatiin tymidiinin
dodekanukleotideja 5 %:n saannolla. Todenndkdisesti karbodi-imidi aktivoi tymidiinin
heksanukleotidin terminaalisen fosfaattiryhmdn muodostaen syklisen 2°,3’-fosfaatin,
johon 3’-OH pystyy hyokkiimiin.*! Mydhemmin karbodi-imidien on todettu aktivoivan
adenosiinin kondensaatioreaktiota poly(U) ollessa templaattina. Padituotteena on 2°,5'-
sidos,* koska todennikdisesti 3'-OH ei ole niin nukleofiilinen kuin 2°-OH steeristen
syiden takia.*’> Ongelmaa ei ratkaise 2’-deoksinukleotidien kiyttd, koska reaktiossa

tuotteena on 5°,5’-dinukleosidifosfaatti.**

Owon_ O

4 A
3 \

N
/NS

Kuva 5. Karbodi-imidit 3 ja 4.



1.4.1 Fosfaattiosan modifikaatiot

2-Metyyli-imidatsoli (2-Melm) 5 (Kuva 6 A) tehostaa alukkeen jatkumista. 2-Melm:lla
aktivoidun guanosiini-5’-monofosfaatin ja templatoivan poly(C):n reaktiossa muodostuu
pitkid ja pédasiassa 3’,5-linkittyneitd oligonukleotideja alhaisessa ldmpotilassa ja
neutraalissa pH:ssa.*> Na*- ja Mg?*-ionien konsentraatio vaikuttaa merkittévisti reaktion
tehokkuuteen ja regioselektiivisyyteen.* 2-Melm:n katalyyttinen vaikutus perustuu
todenndkodisesti sithen, etti se muodostaa neutraalissa pH:ssa imidatsolisiltaisen
dinukleotidi-intermediaatin (Kuva 6 B).**® 2-MeIm:lla tehdyt reaktiot ovat kuitenkin
hitaita ja ne toimivat parhaiten templaateilla, joissa on paljon sytosiinia.” Muita
nukleoemaiksii siséltivillad templaateilla saanto on heikko ja joitain sekvenssejd ei voida

kopioida lainkaan.*’

A B
9 o)

N§< B. 0o O—P-N"FN-P-0 0B

5 L N Le' o = O Lg

HO T

Kuva 6. A) 2-Metyyli-imidatsoli ja B) imidatsolisiltainen dinukleotidi-intermediaatti.

Intermediaatti piirretty mukaillen Walton et al.*®

Litan suuri substituentti imidatsolijohdannaisten 2-asemassa hidastaa alukkeen
jatkumista.”® Reaktion nopeus laskee my®os silloin, kun Ilihteviin ryhmi pKa-arvo
pienenee. 2-metyylipyrrolilla 6 aktivoidut guanosiinimonofosfaatit eivdt pysty
katalysoimaan ei-entsymaattista replikointia. Tdma viittaa siithen, ettd vierekkdisten
lahtevien ryhmien pinoutuminen tai vetysitoutumiseen kykenevd aminoryhmi eivét
yksistdén riitd ei-entsymaattisen reaktion katalysointiin. 2-metyyliaminoimidatsoli 7 ei
katalysoi reaktiota todenndkoisesti lilan suuren steerisen esteen vuoksi. 2-
Aminoimidatsolilla (2-AmIm) 8 aktivoidut guanosiinimonofosfaatit saivat 2-metyyli-
imidatsolilla aktivoitujen sytosiinimonomeerien liittymdén ribonukleotidiketjuun
seitsemén kertaa nopeammin verrattuna 2-Melm:lla aktivoituihin
sytosiinimonomeereihin. Todennikoisesti 2-AmIm nopeuttaa 2-aminoimidatsolisiltaisen
dinukleotidi-intermediaatin muodostumista, koska 2-AmIm:n N3 on nukleofiilisempi
kuin 2-MeIm:n N3.>° RNA:n replikoimisessa AU ja UA sekvenssit ovat vaikeita

kopioida*® mutta kiyttdimilldi 2-AmIm:lla aktivoituja kanonisia nukleotideja niti
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sekvensseji sisiltivit templaatit voitiin kopioida yli 85 %:n saannolla vuorokaudessa.>®

Rakenteet on esitetty kuvassa 7.

-

HN H,
HN:%73{ HNC%73€ Nészi
__ — \—/

6 7 8

Kuva 7. 2-Metyylipyrroli 6, 2-metyyliaminoimidatsoli 7 ja 2-aminoimidatsoli 8.

Hydroksibentsotriatsolilla 9 (Kuva 8) aktivoidut ribonukleotidit jatkavat
muokkaamatonta RNA-aluketta nopeammin kuin 2-metyyli-imidatsolilla aktivoidut

ribonukleotidit.>*

Optimaalinen pH reaktiolle on 8,9, mikd todennidkéisesti johtuu
asemassa 7 olevan atsatypen emiksisisyydesti.>* Pyridiini katalysoi reaktiota korkeissa
millimolaarisissa konsentraatioissa.® Oksiatsabentsotriatsolit voivat parantaa nukleotidin

sitoutumista templaatti/aluke—dupleksiin.*

N=N

f N-OH

9

Kuva 8. Hydroksibentsotriatsoli 9.

1.4.2 Emasmodifikaatiot

Luonnollisista  deoksinukleotideista tymidiinin monofosfaatti kopioituu usein
virheellisesti ei-entsymaattisessa replikaatiossa, koska se emdispariutuu heikosti ja
muodostaa  wobble-emisparin  guaniinin  kanssa.' Aktivoitu  tymidiinin
etynyylipyridonianalogi 10 (Kuva 9) jatkaa aluketta aktivoituun tymidiiniin verrattuna
5,3 kertaa nopeammin. Analogi ei inhiboi muiden nukleoemédksien liittymisté
alukkeeseen eiki analogin liittyminen alukkeeseen huononna seuraavaan nukleoeméksen

liittymisen tarkkuutta.!

Diaminopuriini 11 voi muodostaa kolme vetysidosta urasiilin kanssa. Sen kayttd
adeniinin sijaan nukleoeméksend nopeuttaa 2-metyyli-imidatsolilla aktivoidun urasiilin

liittymistd ketjuun.”!

Diaminopuriinin templatoima reaktio on noin kolme kertaa
tehokkaampi kuin vastaava adeniinin templatoima reaktio.’! 2-metyyli-imidatsolilla

aktivoitu diaminopuriinimonomeeri myds jatkaa aluketta tehokkaammin kuin
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adeniinimonomeeri, kun tymiini on templatoiva emis.’? Diaminopuriini toimii erityisen

hyvin yhdistettyni 5-propynyyliurasiiliin 12.3

\
\*“” ¢ B h B
—

10 |
11 R 12 &

o) NH, o
N

Kuva 9. Etynyylipyridoni 10, diaminopuriini 11 ja 5-propynyyliurasiili 12.

1.5 2-Metoksiaminoryhma

2’-Metoksiaminoryhméin toimintaa on tutkimusryhmissimme tutkittu 2’-N-
(metoksi)aminoryhmélld modifioitujen oligonukleotidien ja peptidialdehydien vélisessa

reaktiossa.>*>>

Reaktiossa muodostuu N-metoksioksatsolidiini oligonukleotidin ja
peptidin vilille. Kun pH on hieman hapan, reaktio on reversiibeli ja dynaaminen. pH:ssa

7 tuotteet ovat pysyvii.

Tdmédn tyon tarkoituksena oli selvittdd 2’-metoksiaminoryhmén vaikutusta
molekyylinsisdisend nukleofiilisena katalyyttind fosfodiesterisidoksen muodostumisessa.
Kokeellisessa osiossa tutkittiin 2’-deoksi-2 -(metoksiamino)uridylyyli-3’,5 -tymidiinin
(2°-N-UpT) (13) (Kuva 10) hydrolyysireaktioita. Lisdksi tutkittiin fosforami-
daattisidoksen muodostumista vesiliuoksessa kdyttden imidatsolilla aktivoitua tymidiinin
monofosfaattia (14) Ty0Ossd yritettiin myos kehittdd synteesimenetelmd 2’-deoksi-2'-
(metoksiamino)uridylyyli-2”,5 -tymidiini-(2'-N-fosforamidaatin) 15 syntetisoimiseksi

kayttamalld silyyli- ja dimetoksitrityylisuojauksia 5°- ja/tai 3 "-asemissa.

o)
15
13 Q | NH
NH 0 HO PN
| o N0
HO N o 14 NH
° SEN
0 N o OH NOMe

Kuva 10. 2'-Deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-3",5 -tymidiini 13, tymidiini-5"-O-(2-
metyyli-imidatsoli)monofosfaatti 14 ja 2’-deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-2°,5"-

tymidiini-(2-N-fosforamidaatti) 15.
12



1.6 Yhteenveto

Ei-entsymaattisessa templatoidussa replikaatiossa alukkeen nukleofiilinen ryhmaé reagoi
aktivoidun nukleotidin elektrofiilisen ryhmén kanssa. Reaktiossa syntyy pentavalentti
intermediaatti, joka hajoaa Westheimerin sddntdjen mukaisesti. On havaittu, ettd

imidatsolilla aktivoidut nukleotidit reagoivat imidatsolisiltaisen intermediaatin kautta.

Templaattivaikutusta tehostaa eméspinoutuminen, oligonukleotidin ~A-muotoinen
konformaatio, suurempi madrd vetysidoksia templatoivan emiksen ja aktivoidun
nukleotidin emdksen vililld, avustavan oligonukleotidin kéyttd, templaatin

immobilisaatio ja templaatin substituointi lipofiilisilld ryhmilla.

Vapaat nukleotidit kiinnittyvit templaattiin paremmin alukkeita kaytettdessd, koska
vapaiden nukleotidien ja alukkeen emdikset voivat emidspinoutua. Aluke/templaatti-
dupleksi ei ole kovin stabiili, koska reaktioissa kiytetyt ketjut ovat lyhyitd. Dupleksin
labiiliuden takia reaktioissa kiytetddn matalia ldmpdtiloja ja templaattien ylimadraa
alukkeisiin verrattuna. Lisdksi hydroksyyliryhmien korvaaminen aminoryhmilld

nopeuttaa reaktiota.

2-Metyyli-imidatsolilla aktivoidut nukleotidit tehostavat alukkeen jatkamista. 2-
Aminoimidatsolilla aktivoidut ribonukleotidit ja hydroksibentsotriatsolilla aktivoidut
ribonukleotidit ovat 2-metyyli-imidatsoleja tehokkaampia jatkamaan aluketta. Liian suuri
substituentti imidatsolijohdannaisen 2-asemassa ja liian pieni ldhtevidn ryhmén pKa-arvo

hidastavat ei-entsymaattista replikaatiota.

Ei-entsymaattisen replikaation tehokkuutta voidaan parantaa myds kayttdmalla
muokattuja nukleoeméksid. Diaminopuriini adeniinin sijasta nopeuttaa alukkeen jatkoa,
kun kdytetddn 2-metyyli-imidatsolilla aktivoitua urasiilia. Diaminopuriini yhdistettyna 5-

propynyyliurasiiliin tehostaa ei-entsymaattista replikaatiota erityisen paljon.

2 Tulokset ja niiden tarkastelu

2.1 2’-Deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-3”,5 -tymidiinin hydrolyyttiset reaktiot
2’-Deoksi-2’"-(metoksiamino)uridylyyli-3,5 -tymidiinin  (13) hydrolyyttisid reaktioita

seurattiin vesiliuoksissa 90 °C:n lampdétilassa pH-alueella 1-11,2. Reaktioiden etenemisti
13



seurattiin nestekromatografisesti kéyttden eluentteina trietyyliammoniumasetaattia ja
asetonitriilid. Muodostuneet hajoamistuotteet tunnistettiin nestekromatografisesti
vertailemalla kaupallisten referenssiyhdisteiden retentioaikoja havaittujen tuotteiden

retentioaikoihin ja/tai massaspektrometrisesti.

2.1.1 Tuotejakauma

Happamissa olosuhteissa (pH 1-2) 2’-deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-3,5"-
tymidiini (13) pilkkoutuu (Kaavio 2, Reitti A) mitd todennékdisimmin syklisen 2" -deoksi-
2’-(metoksiamino)uridiini-2°,3"-monofosfaatin 14 kautta tymidiiniksi (16) ja 2"-deoksi-
2’-(metoksiamino)uridiini-3'-monofosfaatiksi ~ (17;  2’-NHOMeUrd-3'-P),  joka
defosforyloituu edelleen 2’-deoksi-2’-(metoksiamino)uridiiniksi (18). Reaktiossa voi
muodostua my0ds 2’-N-fosforamidaatti 19. Huomionarvoista kuitenkin on, ettid
happamissa olosuhteissa P-N-sidoksen tiedetdiin olevan labiili,’® joten reaktiossa
mahdollisesti muodostuvaa 2’-N-fosforamidaattia 19 eikd syklistd fosforamidaattia 14
havaittu akkumuloituvan. Depyridiminaatio urasiiliksi (20; Reitti C) ja tymiiniksi (21;
Reitti B) kilpailee pilkkoutumisen kanssa. Esimerkiksi pH:ssa 1 muodostuu urasiilia 3 %

ja tymiinid 28 % (Kuva 11).

13
ﬁNH o o
HO N/&O 16 1 NH
0 NH \ Y
HO | A HO N o
Reitti A o_N"~o . (e}
<|3 NHOMOe -
0-P=0 OH O._ _,NOMe
| %NH ™o
o)
‘i 7‘ \ 0
OH 0 '/ 17 NH
- 19
Reitti C Reitti B ‘ NH HO ‘ /g
/ HO N/&o o) N o
20 O 21 O {Oj
NH NH O NHOMe
‘ | /g OHilTJE)Me 0-P=0
N (6] N o) OfI‘LO OH
H H OH
o)
18 kaH
o, LK
o)
OH NHOMe

Kaavio 2. Dimeerin 13 hydrolyyttiset reaktiot happamissa olosuhteissa.
14



i I ' | ! I ! 1 ! 1
0 40000 80000 120000 160000 200000
t(s)
Kuva 11. Tuotejakauma pH:ssa 1. Tummansininen kolmio =dimeeri 13, vihred

nelid = tymidiini, pinkki kolmio = fosfaatti 17 tai 19, punainen ympyra = tymiini, sininen

kolmio = 2’-NHOMeUrd 18, musta nelié = urasiili.

Lievidsti happamissa olosuhteissa (pH 3-5) tuotejakauma on monimutkainen.
Depyrimidinaatio urasiiliksi (20) ja tymiiniksi (21) kilpailee selkedsti pilkkoutumisen
kanssa. Esimerkiksi pH:ssa 5 havaitaan kahden puoliintumisajan jdlkeen urasiilia 22 % ja
tymiinid 7 %. Lisdksi havaitaan l&htdaineen alkoksiamiiniryhmén hapettuminen
oksiimieetteriksi, jolloin muodostuu  dinukleosidifosfaatti 22 (Kuva 12).
Huomionarvoista on, ettd hapettuminen tapahtui myds ditiotreitolin ldsndollessa.
Siirryttdessd pH:sta 3 vdhemmén happamampiin reaktioliuoksiin yhdisteen 22 osuus
kasvaa, ollen selked péadtuote pH:ssa 6 (Kuva 13). Vain pienid méairid (< 10 %) havaitaan
urasiilid (20), tymiinid (21) ja tymidiinid (16). pH:ssa 3 havaitaan myds yhdiste, joka
massa-analyysin mukaan sopisi dinukleosidifosfaatiksi (23; UpT). Lédhtéaineen 13
isomeraatiota dinukleosidi-2",5"-(2"-N-fosforamidaatiksi) 15 ei havaita happamissa

olosuhteissa.

15



22 o) 23 o

Kuva 12. Molekyylirakenteet ldhtdaineen 13 hapettuneelle oksiimieetterille 22 ja
dinukleosidifosfaattille UpT 23.
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Kuva 13. Tuotejakauma pH:ssa 6. Pinkki kolmio = yhdiste 13, vihred neli6 = yhdiste 22,

musta nelid = urasiili, sininen kolmio = tymidiini, punainen ympyra = tymiini.

Emaiksisissd olosuhteissa (pH 10,2-11,2) depyridimidaatio on vallitseva reaktio.
Pédtuotteina havaitaan urasiili (20) ja tymidiini-5"-monofosfaatti (24; TMP, Kaavio 3,
Reitti C). Urasiilin irtoaminen tuottaa syklisen oksokarbeniumionin, johon vesi hyokkaa.
Muodostuneen  vilituotteen 25  eliminaatioreaktio  tuottaa  4,5-dihydroksi-2-
(metoksiamino)pent-2-enaalin (26, Kuva 14) ja 5'-TMP:n (24) (katso mekanismikappale

2.1.3). Urasiilia sekd my0s tymiinid voi mahdollisesti muodostua myds Reitin A kautta.
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Fosforidiesterisidoksen intermolekulaarinen hydrolyysi 5’-TMP:ksi on
epdtodennikoistd, koska tuotteita 17 tai 18 ei havaita (Reitti B). Néin ollen tymidiini
muodostuu mitd todenndkdisemmin 5°-TMP:n defosforylaation kautta. Tuotejakauma
pH:ssa 11,2 on esitetty kuvassa 15. Massa-analyyseissd havaitut massat on esitetty
taulukossa 1.

HO

OH
26 =0

Kuva 14. Emiksisissd olosuhteissa muodostuva hajoamistuote 26.

Taulukko 1. Dimeerin 13 hydrolyysin tutkimuksen massa-analyyseissa havaitut massat.

m/z m/z m/z
Yhdiste

[M+H]* [M+Na]* [M-H]
16 265,1 241,1
17 354,0 352,1
18 274,0
20 113,1
22 574,1
23 547,0
26 184,1
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Kuva 15. Tuotejakauma pH:ssa 11,2. Vihred nelié = yhdiste 13, sininen kolmio = TMP,

musta nelid = urasiili, pinkki kolmio = tymidiini, punainen ympyri = tymiini.
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2.1.2 pH-nopeusprofiili

Dimeerin 13 hydrolyysin pH-nopeusprofiili pH-alueella 1-11,2 on esitetty kuvassa 16 ja
osareaktioille kuvassa 17. Dimeerin 13 kokonaishdvidmisen ja osareaktioiden
nopeusvakiot sekd puoliintumisajat on esitetty taulukossa 2. Lahtoaineen pilkkoutuminen
noudattaa happamissa olosuhteissa (pH 1-2) ensimmadisen kertaluvun kinetiikkaa
hydroniumionin konsentraation suhteen. Pilkkoutuminen on pH:sta riippumatonta, kun
pH on > 2. Havaitut depyridiminaatioiden nopeudet ovat lahes pH:std riippumattomia.
Depyrimidinaatio urasiiliksi on nopeampi reaktio kuin tymiinin irtoaminen, mikad on
sopusoinnussa aikaisempien tutkimuksien kanssa.’’ Esimerkiksi, lievisti happamissa
olosuhteissa urasiili irtoaa noin kaksi kertaa nopeammin kuin tymiini, kun eméksisissi
olosuhteissa urasiilin irtoaminen on noin seitsemin kertaa nopeampaa kuin tymiinin

irtoaminen. Dimeerin 13 hapettumisen nopeusvakio pH:ssa 6 on 6,55 x 107 s7!.

4.5
5.0
® 55 -
= _
> T AN
o n
6,01 _\ o
| | .,/J
6,5
-7,0 T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
pH

Kuva 16. pH-nopeusprofiili 1dhtdaineen 13 kokonaishdvidmiselle.
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Kuva 17. pH-nopeusprofiili lahtdaineen 13 osareaktioille. Musta
nelioé = pilkkoutuminen, punainen ympyrd = urasiilin irtoaminen, sininen

kolmio = tymiinin irtoaminen, pinkki kolmio = l&htdaineen hapettuminen

Taulukko 2. Havaitut ldhtdaineen 13 kokonaishdvidmisen ja osareaktioiden

nopeusvakiot sekd puoliintumisajat lampoétilassa 90 °C.

khav /

t1/2, hav / kpikk / kura [/ kiy [/ knap /
pH 6ot h 10651 10551 10651 100 ¢!
1 259 745 222
2 424 452 330 0618 0327
3 2,93 656 220 264 0253

3,5 0,900 214

5 1,25 154 0,575 0,380 0,119 0,176
6 0,694 301 0,655
9 0,615 313

10,2 0,760 253 0,665 0,095

11,2 0,846 228 0,709 0,137
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2.1.3 Reaktiomekanismit

Happokatalyyttinen pilkkoutuminen. 2’-Deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-3,5"-
tymidiinin (13) 2’-metoksiaminoryhmiin pKa-arvo on noin 4,8.%® Niin ollen vallitseva
ionimuoto happamissa olosuhteissa (pH < 5) on neutraali kahtaisioni. Reaktion ollessa 1.
kertalukua hydroniumionin konsentraation suhteen, reaktiivinen ionimuoto on
monokationi. Mekanistisesti, P-N-sidoksen pilkkoutumisessa protoni siirtyy nopeassa
esitasapainossa 2 -metoksiaminon typeltd fosfodiesterisidoksen hapelle (Kaavio 4). 2'-
Aminometoksiryhmdn  typen  hyokétessd ~ fosforiin  muodostuu  syklinen
pentakoordinatiivinen fosforaanivilituote. Nopeutta rajoittavassa vaiheessa 5°-O
protonoituu ja muodostunut syklinen vilituote I hajoaa Westheimerin sééntdjen?
mukaisesti P-O-sidoksen katketessa apikaalisesta asemasta sykliseksi fosforamidaatiksi
14, joka hydrolysoituu edelleen mitd todenndkdisimmin  2’-deoksi-2’-
(metoksiamino)uridiini-3 "-monofosfaatin kautta (17) 2’-deoksi-2’-

(metoksiamino)uridiiniksi) (18).

R=tymidiini
HO
U HO HO U
| :o: oY 0
e a
Cl) HZL\_I_OMe —_— O HN-OMe —_— O\ I;Il:,j—OMe e w
o | P -
0-P=0 HO-PZQ e HO/I;O e
OR OR 0]
a
HO
U HO HO
j j U ~
o NOoMe  — O  N-OMe  — O_ N-OMe — =
AP (Pl )4 i
a
H
1
HO
U HO U
o o
A +H,0 17 HO U
O HN-OMe — O HN-OMe — > 18 koj
P _ it o
0~ Yo 0-P=0 OH HN-OMe

OH
Kaavio 4. Happokatalyyttinen pilkkoutuminen. Piirretty mukaillen Ora et al.>°

pH:sta riippumaton pilkkoutuminen. pH-nopeusprofiilin perusteella pilkkoutuminen
on pH:sta riippumattonta lievisti happamissa olosuhteissa (pH > 2). Néissd olosuhteissa
reaktio tapahtuu niin ollen neutraalin ionimuodon kautta. Erds mekanismivaihtoehto on

protonin siirto veden vélitykselld typeltd hapelle (Kaavio 5). Tamén jdlkeen 2"-N hyokkaa
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apikaalisesta asemasta fosforiin muodostaen pentakoordinatiivisen
fosforaanivélituotteen. P-O5’-sidoksen katketessa 5’-hapen protonoituessa, tymidiini

irtoaa ja muodostuu syklinen intermediaatti 14, joka hydrolysoituu edelleen

aminouridiiniksi.
R=tymidiini
HO
b U Hoj u HO
(6] o) o U
+ < 7
? HN:SMe —_— (l) HN-OMe O N-OMe
— - hy H
o=p-0_ & . 0=P~OH /
OR " 7'+ ORr HO-R-0
OR
HO U
o) HO oY HO U
o)
- ROH
\/ . - O\ N-OMe =—— O HN-OMe
HO-P<0 N -H
(\OR /,P\ ,,P\ _
HY O° OH o 0
14
HO
u
o HO U
o)
O HN-OMe —
O=P-OH OH HN-OMe
OH

Kaavio 5. pH:sta riippumaton pilkkoutuminen. Piirretty mukaillen Ora et al.>®

pH:sta riippumaton depyrimidinaatio. N-Glykosidisen sidoksen hydrolyysin todettiin
olevan pH:sta riippumaton pH-alueella 2-5. Todenndkdisesti nukleosidin eméksen
irtoaminen unimolekulaarisesti tuottaa syklisen oksokarbeniumionin, johon vesi hyokkaa
(Kaavio 6). Mekanismi eroaa happokatalysoidulle N-glykosidisen sidoksen katkeamiselle
ehdotetusta mekanismista, joka tapahtuu todennékodisemmin renkaan aukeamisella O4’-

hapen protonaation jilkeen (Kaavio 7).>

B = urasiili tai tymiini
X =H tai NHOMe

Kaavio 6. pH:sta riippumaton depyrimidinaatio. Piirretty mukaillen Ora et al.%
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B = urasiili tai tymiini
X =H tai NHOMe

+H* HO B
k: :# ] : : O o THO
OH X

HO on B HO
-BH )

OH — >

OH X OH X

OH

Kaavio 7. Depyrimidinaatio hapossa. Piirretty mukaillen Oivanen et al.>’

Emaéksisissé olosuhteissa (pH 10-11) havaittiin, ettd N-glykosidisen sidoksen katkettua ja
oksokarbeniumionin hydrolysoiduttua sokerirengas aukeaa eliminaatiomekanismilla 4,5-

dihydroksi-2-(metoksiamino)pent-2-enaaliksi (26) ja 5’ -TMP:ksi (24) (Kaavio 8).

R=tymidiini
HO U HO 25
o O+ '/\ HO HO
- urasiili ~ +H,0 O0-22..0H OH o
O HN-OMe > O HN-OM —
| - \ ° ? HN-OM ? HN-OMe
0=P-0 0=P-0 - _
| | O0=P-0 0=P-0
OR |
OR OR 6R
HO 26
OH o HO o 24
\/_KF/ OH 1
B(\o HN (H)Mf\‘ \/—(_ =0+ O-P-OR
-OMe
- OH HN—-OMe OH
0=P-0
OR

Kaavio 8. Urasiilin irtoaminen ja sitd seuraava eliminaatioreaktio eméksessé. Piirretty

mukaillen Gatesin artikkelista.®!

2.2. 2’-Deoksi-2'-(metoksiamino)uridylyyli-2°,5 -tymidiini-(2"-N-fosforamidaatin)
synteesit

2’-Deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-2",5 -tymidiini-(2 - N-fosforamidaatin) 15
syntetisoimiseksi  kéytettiin  P(III)- ja P(V)-kemiaa. Fosforamidiittimenetelmai
kaytettdessd  ldhtdoaineena  kytkennédssd  oli  5'-(4,4-dimetoksitrityyli)-3"-tert-
butyylidimetyylisilyyli-2'-deoksi-2 -(metoksiamino)uridiini (29; Kaavio 9 A) tai 2'-
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deoksi-2"-(metoksiamino)-3°,5"-0-(1,1,3,3-tetraisopropyylidisiloksaani-1,3-

diyyli)uridiini (30; Kaavio 9 B) seké kaupallinen 5'-(4,4"-dimetoksitrityyli)-tymidiini-5"-
fosforamidiitti (31). P(V)-kemiaa sovellettaessa tymidiini-5 "-monofosfaatti aktivoitiin
metyyli-imidatsolilla fosforimidatsolidiksi 14 ja kytkentd suoritettiin vesiliuoksessa

(Kaavio 9 C).

A DMTIO U
0
DMTrO u Kytkenté Hapetus
0 —_— TBDMSO  NOMe
_P:
TBDMSO  NHOMe >7 PO
NC 0
29 >—N o T
P-0 HO u

HO  NOMe

/ T o
B
C koj 35  OH K 7
) 2 ODMTr 0
[ 0 CN 31 )\ 0 0-P=0
\ jq 7/Si Koju ——— 0

suojaryhmien
si-O  NHOMe Kytkentd Hapetus poi i

\< 7/ I e \Si’o l}lOMe poisto
\< 7/ P=0 15 OH
Ol

c NC I
36
(0] ODMTr
=\ 0 T
N= N-P-0 0 Kytkenta
<"
OH HO
14 oV
OH NHOMe
18

Kaavio 9. Dinukleosidifosforamidaatin 15 yleinen synteesikaavio.

2.2.1 Fosforimidatsolistrategia

Tymidiinimonofosfaatin dinatriumsuola 24 muutettiin pyridinium-muotoisella Dowex-
ioninvaihtohartsilla tymidiinimonofosfaatin dipyridiniumsuolaksi 32 (Kaavio 10).
Yhdiste 32 aktivoitiin liittimélld sen fosfaattiosaan 2-metyyli-imidatsoli DMSO:ssa.
Seuraavassa vaiheessa oli tarkoitus korvata vesiliuoksessa tymidiini-5'-O-(2-metyyli-
imidatsoli)monofosfaatin 14 imidatsoliryhma 2"-deoksi-2"-(metoksiamino)uridiinilla 18
dinukleosidi-2",5"-(2"-N-fosforamidaatin) 15 muodostamiseksi. Kytkentdd seurattiin
vesiliuoksissa 25 °C:ssa pH:ssa 5, 7 ja 9. Yhdisteen 14 havaittiin hydrolysoituvan
padasiassa tymidiini-5’-monofosfaatiksi (24) (Kaavio 11) kaikissa tutkituissa
reaktioliuoksissa. Lisdksi havaittiin pieni mdard dimeerid 33 (3-5 %) pH:ssa 5 ja 7

(Kaavio 12). Yhdisteen 14 hydrolyysi on pH:ssa 7 (12 = 60,4 h) 1,3—kertaisesti hitaampi
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kuin pH:ssa 5 (t12=46,5h). Reaktio hidastuu edelleen eméksisissd olosuhteissa, ja
pH:ssa 9 (¢12 = 101 h) hydrolyysi on 1,67—kertaisesti hitaampi kuin pH:ssa 7. Yhdisteen
14 hajoamisen nopeusvakiot ja puoliintumisajat ovat koottuina taulukossa 3. Nukleosidin

typpiatomin nukleofiilistd hyokkaystd fosforiatomiin ei havaittu.

Taulukko 3. Ensimmadisen kertaluvun nopeusvakiot ja puoliintumisajat yhdisteen 14

hydrolyysille lampdétilassa 25 °C.

pH k/10%s! ti2/h

5 4,14 46,5
7 3,19 60,4
9 1,89 102
| X
+ 2
2 Na Q ] | ﬁ/ 0 f\ 0
0-P-07 o L H o-P-04 o T i N NP0 o]
o K f 32 0 k f - \< o k }
HO o Y
HO U
0
18 OH 'IIOMe
OH NHOMe -o—|:|>:o
1l 0 T
| :o:
15

Kaavio 10. Dinukleosidi-2",5-(2"-N-fosforamidaatin) 15 synteesi  kéyttiden
fosforimidatsolistrategiaa. 1) pyridiniummuotoinen Dowex-ioninvaihtohartsi ii) 2-

metyyli-imidatsoli, trifenyylifosfiini, 2,2"-dipyridylsulfidi, TEA, DMSO iii) H2O

14

24 0
+
N S o L
|
:

Kaavio 11. Yhdisteen 14 hydrolyysi.
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14

O
— (I)I \(J\ +H20 HO_FI)_O 0 N (0]
N—P-O 0] N (0] O
N§< | i > e 1)

Kaavio 12. Tymidiini-5'-O-(2-metyyli-imidatsoli)monofosfaatin 14 dimeroituminen.

2.2.2 TBDMS-suojaryhmastrategia

4,4’ -Dimetoksitrityyli-2'-deoksi-2"-(metoksiamido)uridiinin 34 3’-hydroksyyliryhma
suojattiin  fert-butyylidimetoksisilyylilld  késittelemélld  yhdistettd 34  tert-
butyylidimetoksisilyylikloridilla ~ pyridiinissa (Kaavio 13). 3’-O-TBDMS-
suojaryhmaéstrategiassa  5°-(4,4"-dimetoksitrityyli-3’-tert-butyylidimesilyyli-2-deoksi-
2’-(metoksiamino)uridiini  (29) kytkettiin dimetoksitrityyli-suojatun  tymidiini-5'-
fosforamidiitin 31 kanssa asetonitriilissd kidyttden aktivaattorina 5-(bentsyylitio)—1H—
tetratsolia. Fosfiitin hapettamiseksi fosfaatiksi 35 kéytettiin jodin vesiliuosta. Haluttua

tuotetta el kuitenkaan muodostunut.

e

P-0

/ T
o] :O:
31
) 2 ODMTr
DMTrO U i DMTrO u CN
0 > (0] »
§ ? \/_\( ii
OH NHOMe TBDMSO  NHOMe iii
34
29
DMTrO U HO o YV
0
TBDMSO  NOMe suojaryhmien poisto HO ~ NOMe
- — 0-P=0
0-P=0 —_—> !
/\/ I — O T
NC 0 o T :o:
35 ; : 15
OH

OH

Kaavio 13. Dinukleosidi-2",5"-(2"-N-fosforamidaatin) 15 synteesi kdyttden TBDMS-
suojaryhmaistrategiaa. i) TBDMSCI, pyridiini i1) 5-(bentsyylitio)—1H—tetratsoli, MeCN
1i1)Oxidizer tai I, THF, H>O, 2,6-lutidiini
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2.2.3 Markiewicz-suojaryhmastrategia

2’-Deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-2",5 " -tymidiini-(2"-N-fosforamidaatin)
syntetisoimiseksi 2'-deoksi-2'-(metoksiamino)uridiini 18 silyloitiin 1,3-dikloro-1,1,3,3-
tetraisopropyylidisiloksaanilla pyridiinissd (Kaavio 14). 2’-Deoksi-2"-(metoksiamino)-
3',5"-0-(1,1,3,3-tetraisopropyylidisiloksaani-1,3-diyyli)uridiini (30) kytkettiin
dimetoksitrityyli-suojatun tymidiini-5"-fosforamidiitin 31 kanssa asetonitriilissd kédyttden
aktivaattorina 5-(bentsyylitio)—1H-tetratsolia ja fosfiitti hapetettiin jodin vesiliuoksella

vastaavaksi fosfaatiksi 36. Tuotetta ei kuitenkaan havaittu muodostuvan.

N\
P-O
T

o 0

Cl—Si-0-Si~Cl 31 2

HO 0 ODMTr
U Si U CN
o) > i o]
| 1]
OH NHOMe O‘Si—O NHOMe i

" T

'5i-O  NOMe — HO  NOMe

-1
RS e 00
%0 o)

36 OH OH

Kaavio 14. Dinukleosidi-2,5"-(2"-N-fosforamidaatin) 15 synteesi kédyttden Markiewicz-
suojaryhmadstrategiaa. 1) pyridiini ii) 5-(bentsyylitio)—1H-tetratsoli, MeCN 1ii) I, THF,
H>O0, 2,6-Iutidiini

3 Johtopaatdkset ja yhteenveto

2’-Deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-3,5 -tymidiinin  (13) hydrolyyttisid reaktioita
seurattiin  vesiliuoksissa 90 °C:n lampdtilassa pH-alueella 1-11,2. Happamissa
olosuhteissa dimeerin pilkkoutuminen ja depyrimidinaatio Kkilpailevat. Lievésti

happamissa olosuhteissa depyrimidinaatio kilpailee selkeésti pilkkoutumisen kanssa.
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Lievisti happamissa olosuhteissa dimeeri my0ds hapettuu ja hapettuminen on paireaktio

pH:ssa 6. Emiksisissd olosuhteissa depyrimidinaatio on vallitseva reaktio.

Dinukleosidi-2",5"-(2"-N-fosforamidaatin) 15 synteesiyritykset eivdt onnistuneet. 2-
NHOMeUrd:n 18 metoksiaminoryhmin nukleofiilista hyokkéystd tymidiini-5'-O-(2-
metyyli-imidatsoli)monofosfaatin 14 fosforiin ei havaittu. Vesiliuoksessa tymidiini-5'-O-
(2-metyyli-imidatsoli)monofosfaatin 14 havaittiin  hydrolysoituvan 5’-TMP:ksi.
Kaytettdessa TBDMS- ja Markiewicz-suojaryhmistrategioita dinukleosidi-2",5"-(2"-N-
fosforamidaatin) 15 muodostumista tuotteena ei havaittu. Syyné saattaa olla yhdisteiden

35 ja 36 nopea hydrolyyttinen hajoaminen hapetettaessa.

Tutkimustulosten mukaan metoksiaminoryhmé ei katalysoinut fosfodiesterisidoksen
muodostumista. Voidaankin olettaa, ettd metoksiaminoryhmid on vihemmén
nukleofiilinen kuin mitd arvioitiin tai metoksiaminoryhmi saattaa myos olla niin hyva

lahtevd ryhma, ettei pysyvid tuotteita muodostu.

4 Kokeelliset menetelmat

4.1 Yleiset menetelmat

Asetonitriili ja 5-(bentsyylitio)tetratsoli kuivattiin 3 A molekyyliseuloilla. Pyridiini
kuivattiin 4 A molekyyliseuloilla. Kiinte#t reagenssit kuivattiin vakuumieksikkaattorissa
fosforipentoksidin kanssa. NMR-spektrit mitattiin Bruker 500 MHz AVANCE-III —
NMR-spektrometrilld. Massaspektrit mitattiin Agilent 6120 kvadrupoli LC-ESI-MS:114.
Kinetiikkatutkimuksissa reaktioiden etenemistd seurattiin PerkinElmer Flexar HPLC:11a

kayttden Hypersil C18 kolonnia (4,6 x 250 mm x 5 um).

4.2 2’-Deoksi-2'-(metoksiamino)uridylyyli-3",5 -tymidiinin kineettiset mittaukset

2’-Deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-37-5"-tymidiinin 13  hydrolyysid seurattiin
vesiliuoksissa 90 °C:n lampotilassa pH-alueella 1-11.2. Reaktioliuosten hydroniumionin
konsentraatio laskettiin kirjallisuudesta 10ytyvien pKa-arvojen perusteella ja saddettiin
vetykloridilla, formaatti-, asetaatti- HEPES-, MES-, glysiini ja fosfaatti-puskureilla ((pH
=1;0,1 M HCI), (pH = 2; 0,01 M HCI), (pH = 3; 0,05 M/0,01 M HCOOH/HCOONa),
(PH = 4; 0,02M/0,04M HCOOH/HCOONa), (pH = 5; 0,02M/0,04 M
CH3;COOH/CH3COONa), (pH = 6; 0,048 M/0,012 M HEPES/HEPESNa), (pH = 7,
0,02 M/0,04 M HEPES/HEPESNa), (pH = 8; 0,04 M/0,02 M Gly/GlyNa), (pH = 9;
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0,01 M/0,05 M Gly/GlyNa), (pH = 10,2; 0,044 M/0,016 M KoHPO4/ K2POsNa) ja (pH =
11,2; 0,013 M/0,047 M K;HPO4/ K2POsNa). Reaktioliuosten ionivahvuudet sdddettiin
0,1 M:iin NaCl:n avulla. Temperoituun reaktioliuokseen (1980 ul) liséttiin 20 pl
yhdisteen 13 kantaliuosta. Reaktiondytteet (130 ul) otettiin sopivin viliajoin ja
pysaytettiin jadhdyttamailld jadvesihauteessa sekd neutraloimalla joko natriumasetaatilla
tai etikkahapolla (pH 1 26 pl 2 M AcONa; pH 2 20 ul 0,2 M AcONa; pH 3 10 ul 2 M
AcONa; pH 3,59 ul 2 M AcONa; pH 4 8 ul 2 M AcONa; pH 5 5 ul 2 M AcONa; pH 9
5 ul 2M CH3COOH; pH 10,2 3 ul 2M CH3COOH ja pH 11,2 8 pl 2 M CH3COOH).
Reaktion etenemista seurattiin RP-HPLC:lla kayttden eluentteina
trietyyliammoniumasetaattia (50 mM) ja asetonitriilid. Asetonitriilin pitoisuutta
kasvatettiin ensimmaéisen kolmen minuutin aikana kahteen prosenttiin, minka jilkeen
asetonitriilin pitoisuutta nostettiin seuraavan 30 min aikana 50 %:iin. Injektiotilavuus oli
45 pl:aa. Detektioaallonpituus oli 266 nm. Hydrolyysissd muodostuneet hajoamistuotteet
identifioitiin ~ vertailemalla  retentioaikoja  kaupallisiin ~ referensseihin  tai
massaspektrometrisesti.  Massa-analyysissd  asetonitriilin  pitoisuus  nostettiin
ensimmdisen 10 min aikana 2 %:iin ja sitten seuraavien 30 min aikana 60 %:iin.

Eluentteina kdytettiin muuraishapon vesiliuos (0,1 %) ja asetonitriilii.

Pseudo-ensimmadisen kertaluvun nopeusvakiot ldhtdaineen 13 hividmiselle laskettiin

kéyttden integroitua 1. kertaluvun nopeusyhtildd (kaava 1).
In[13]; = —k;t +1In[13], (1)

Reaktioiden puoliintumisajat laskettiin kaavalla 2.

In2
ti/2 = HT (2)
Osareaktioiden nopeusvakiot laskettiin kaavalla 3, jossa [13]o ja [13]; ovat 14htéaineen
konsentraatiot reaktion alussa ja hetkelld ¢. Kaavassa 3 x tarkoittaa yhdisteen 18, 21 tai
24 konsentraatiota ajanhetkelld ¢ korjauskerroin huomioituna (x =2 x 18, 2 x 21 tai 2 x
24).

_ [x]
*x = a,-man, ©)
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4.3 Tymidiini-5'-0-(2-metyyli-imidatsoli)monofosfaatti

0 o 0]
N N \(J\NH
2 Na* \ﬁ:/go 2 HPyr* 0 N/go 0 N/go
(I? _n > lé\ I
0-P-0— g > O9P07 o NN FO0 o
o o DMSO \< o
24 oH 32 OH 14 OH

Kaavio 15. Reagenssit: 2-metyyli-1H-imidatsoli, TEA, trifenyylifosfiini, 2,2’-
dipyridylsulfidi

Synteesissd noudatettiin aiemmin julkaistua menetelméi (Kaavio 15).*> Tymidiini-5'-
monofosfaatin dinatriumsuola 24 (0,825 mmol, 302 mg) muutettiin pyridintummuotoon
32 kiyttden pyridintummuotoon muutettua Dowex S0W X8 ioninvaihtohartsia. Yhdiste
24 liuotettiin veteen (3 ml), siirrettiin ioninvaihtopylviiseen ja eluoitiin vedelld. UV-
aktiiviset fraktiot yhdistettiin ja haihdutettiin kuiviin alipaineessa. Haihdutusjdannos
haihdutettiin alipaineessa kuivasta pyridiinistd (2 x 10 ml). Haihdutusjdénnds kuivattiin
vakuumieksikkaattorissa. Saanto oli 306 mg (76,2 %). Tymidiini-5"-monofosfaatin
dipyridiniumsuola 32 (399 mg, 0,828 mmol) liuotettiin  DMSO:hon (9,4 ml) ja
reaktioliuokseen lisdttiin 2-metyyli-1H-imidatsoli (1,093 g, 13,31 mmol), TEA (270 pl,
1,94 mmol), trifenyylifosfiini (763 mg, 2,91 mmol) ja 2,2 -dipyridylsulfidi (611 mg, 2,77
mmol) typpisuojakaasussa. Seoksen annettiin reagoida 2 h ajan. Reaktioseos lisittiin
typpisuojakaasussa pisaroittain jadkylman NaClO4 - H2O (185 mg, 1,32 mmol), kuivan
asetonin (82 ml) ja kuivan eetterin (52 ml) liuokseen ja liuosta sekoitettiin 20 min
jadhauteessa. Muodostunut sakka suodatettiin, ja sitd pestiin asetoni:eetteri- liuoksella (4
x 50 ml, 1:1, v~») kunnes sakan keltainen véri katosi. Sakka kuivattiin
vakuumieksikkaattorissa. Tuotteen 14 saanto oli 177 mg (55,4 %). 'H NMR (DMSO-ds,
500MHz): 6 =11.24 (1H, s, NH) 7.76 (1H, s, H6), 7.10 (1H, s, imidatsoli), 6.72 (1H, s,
imidatsoli), 6.19 (1H, t,J = 5 Hz, H4"), 5.29 (1H, s, 3"-OH), 4.17 (1H, s, H3"), 3.79 (1H,
s, H17), 3.69 (2H, t /=10 Hz, H5", H5""), 2.42 (3H, s, CHs imidatsoli), 2.09 (2H, m,
J=5Hz H2,H2""),2.03 (1H, m,J = 5 Hz, P-OH), 1.82 (3H, s, CH3 tymiini). *C NMR
(DMSO-ds, 500 MHz): & = 164.24, 150.97, 146.80, 143.88, 136.59, 124.51, 122.45,
110.25, 86.10, 84.21, 71.35, 65.38, 31.16, 14.94, 12.10.
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4.4 2'-Deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-2",5 -tymidiini-(2"-N-fosforamidaatin)

synteesi fosforimidatsoli-strategialla vesiliuoksessa

HO
u
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0 OH NOMe
0 18 I
F \-b_o o T OH NHOMe 0-P=0
NS \/- > A O T
ww i 15 K >
OH

Kaavio 16. Reagenssit: i) H,O

2’-Deoksi-2'-(metoksiamino)uridiinin 18 kytkentédreaktioita (Kaavio 16) seurattiin
25 °C:ssa puskuriliuoksissa pH:ssa 5,5 (0,16 M/0,04 M MES/MesNa), 7 (0,15 M/0,05 M
HEPES/HEPESNa) ja 7,9 (0,06 M/0,14 M HEPES/HEPESNa). Puskuriliuosten
ionivahvuus sdddettiin magnesiumkloridilla (0,08 M) ja natriumkloridilla (0,4 M).
Yhdisteen 14 kantaliuosta (0,26 M; 3,4 pul) ja yhdisteen 18 kantaliuosta (0,30 M; 3,0 uL)
liséttiin 43,6 ml:aan puskuriliuosta. Reaktioliuoksesta otettiin 5 pl:n naytteitd, jotka
pysdytettiin 0,1 molaarisella trietyyliammoniumasetaatilla (198 ul) pH:ssa 5,5 ja 7.
pH:ssa 7,9 kéytettiin 28,1 pL trietyyliammoniumliuosta (0,1 M). Reaktioiden etenemisti
seurattiin RP-HPLC:114. Eluentteina kiytettiin trietyyliammoniumasetaattia (50 mM) ja
asetonitriilid, jonka pitoisuus kasvatettiin 20 min:ssa 60 %:iin. Injektiotilavuus oli 14 pl.
Yhdisteen 14 havaittiin hydrolysoituvan pidasiassa tymidiini-5 -monofosfaatiksi (24).
Sivutuotteena muodostuu myds dinukleosidia pTpT (33) (3—5 %). Dinukleosidi-2",5"-(2"-

N-fosforamidaatin) 15 ei havaittu muodostuvan.

4.5 5'-(4,4"-dimetoksitrityyli)-3"-tert-butyylidimetyylisilyyli-2"-deoksi-2"-

(metoksiamino)uridiini

0] (0]
ﬁNH ﬁ
N/go TBDMSCI N/go
DMTrO imidatsoli DMTrO
(0] —_— (0]
Pyridiini

OH NHOMe TBDMSO NHOMe

34 29

Kaavio 17. 2’-Deoksi-2"-(metoksiamino)-3"-O-TBDMS-5"-O-DMTr-uridiinin synteesi.
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Synteesissid sovellettiin aiemmin julkaistua menetelmii (Kaavio 17).%? 2"-Deoksi-2'-
(metoksiamino)-5"-O-DMTr-uridiini 34 (187 mg, 0,325 mmol) ja imidatsoli (95 mg,
1,4 mmol) kuivattiin haihduttamalla kolme kertaa kuivasta pyridiinistd alipaineessa.
Yhdiste 34 liuotettiin kuivaan pyridiiniin (2,0 ml) ja reaktioseokseen liséttiin TBDMSCI
(63 mg, 0,42 mmol). Seosta sekoitettiin ldmpotilassa 43 °C ja reaktion etenemisti
seurattiin TLC:114. Ajoliuoksena kéytettiin metanolin ja etyyliasetaatin seosta (5:95, v:v)
tai etyyliasetaattia. Reaktiota sekoitettiin yon yli ldmpdétilassa 32 °C, minka jilkeen
reaktioliuokseen lisdttiin TBDMSCI (26 mg, 0,17 mmol) kuivassa pyridiinissd (0,3 ml),
koska reaktion todettiin olevan kesken. Reaktiota sekoitettiin yon yli [ampotilassa 32 °C.
Reaktio oli vieldkin kesken, joten reaktioon lisdttiin TBDMSCI (27 mg, 0,18 mmol).
Reaktiota sekoitettiin yon yli lampdtilassa 32 °C. Reaktioliuos haihdutettiin alipaineessa
ja haihdutusjidénnds siirrettiin erotussuppiloon DCM:114 (80 ml). Orgaanista faasia pestiin
kyllaiselld NaHCOs:11a (2 x 30 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOaq:lla, suodatettiin
ja haihdutettiin  kuiviin. Raakatuote puhdistettiin  silikageelikromatografisesti.
Ajoliuoksena kiytettiin etyyliasetaattia, jossa oli 1 % pyridiinid. Tuotteen 29 saanto oli
98 mg (44 %). '"H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § = 11.37 (1H, s, NH) 7.74 (1H, d,
J=10Hz, H6) 7.37 (2H, d, J=5 Hz, Ar) 7.32 (2H, t, J = 10 Hz, Ar) 7.25 (5H, d, J =
5 Hz, Ar) 6.90 (4H, d, /=10 Hz, Ar) 6.38 (1H, d, /=10 Hz, Ar) 5.86 (1H, d, /=5 Hz,
Ar) 5.50 (1H, d, J=10 Hz, H5) 4.34 (1H, t, /=5 Hz, H3") 3.91 (1H, m, /=5 Hz, H1",
H4") 3.74 (7TH, m, J=10 Hz, CH; DMTr) 3.42 (3H, s, H2", H5", H5"") 0.84 (3H, s,
NHOMe) 0.79 (9H, s, silyylin tert-butyyli) 0,04 (3H, s, CHj silyyli) *C NMR (DMSO-
ds, 500 MHz): & = 163.45, 158.66, 150.86, 145.00, 141.80, 136.63, 135.73, 130.19,
128.35, 127.29, 124.37, 113.70, 102.36, 86.50, 84.12, 26.27, 18.20, -4.49.
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4.6 2’-Deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-2°,5 -tymidiini-(2"-N-fosforamidaatin)
synteesi kayttaen TBDMS-suojaryhmastrategiaa

| :/tlo )\r})\ \(:/tlo )
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Kaavio 18. Reagenssit: i) MeCN, 5-(bentsyylitio)—1H—tetratsoli 11) Oxidizer

2’-Deoksi-2"-(metoksiamino)-3"-O-TBDMS-5"-O-DMTr-uridiini 29 (44 mg,
0,077 mmol) kuivattiin haihduttamalla alipaineessa kuivasta asetonitriilistd (Kaavio 18).
Yhdiste 29 ja tymidiini-5 -fosforamidiitti 31 kuivattiin vakuumieksikkaattorissa
fosforipentoksidin pddlld. Yhdiste 29 (44 mg, 0,077 mmol) liuotettiin typpisuojakaasussa
kuivaan asetonitriiliin (1 ml). Reaktioseokseen lisdttiin tymidiini-5’-fosforamidiitti 31
(64 mg, 0,086 mmol) ja 5-(bentsyylitio)—1H—tetratsoli (0,092 mmol, 0,37 ml, 025 M
asetonitriilissi). Reaktiota seurattiin *'"P-NMR:11d. NMR:n perusteella reaktiota ei ollut
tapahtunut 1 h 45 min kuluttua, joten reaktioseokseen lisdttiin 5-(bentsyylitio)—1H-
tetratsolia (0,31 ml). Uusi NMR-ndyte otettiin 3 h reaktion aloittamisesta, jonka
perusteella reaktioseokseen paitettiin lisdtd hapetin (Oxidizer, 0,02 M, Sigma Aldrich)
aluksi 5,2 ml ja 30 min jdlkeen hapetinta liséttiin vield 1 ml. Reaktiota sekoitettiin yon
yli. Reaktioseos siirrettiin DCM:n (40 ml) avulla erotussuppiloon. Orgaanista faasia
pestiin 10 %:1la Na2S203: vesiliuoksella (2 x 25 ml) ja kylldiselld NaCl:1la (2 x 20 ml).
Orgaaninen faasi haihdutettiin kuiviin, ja se kuivattiin vakuumieksikkaattorissa
fosforipentoksidin pdilld. LC/MS-analyysissd ei l0ytynyt dinukleosidi-2",5"-(2"-N-

fosforamidaattia) 15.

33



Synteesi toistettiin mutta fosfiitti hapetettiin 0,1 M:lla jodiliuoksella THF:n, veden ja 2,6-
lutidiinin seoksessa (2,9 ml/1,4 ml/0,7 ml). Reaktiota sekoitettiin yon yli. Reaktioliuos
siirrettiin erotussuppiloon 40 ml:lla DCM:44. Orgaanista faasia pestiin Na2S>Os:1la (3 x
25 ml) ja NaCl:n kyllaiselld vesiliuoksella (2 x 25 ml). Toisen NaCl pesun aikana koko
seos muuttui sameaksi. Erotussuppiloon liséttiin 25 ml DCM, ja faasit saatiin eroteltua.
Orgaaninen faasi haihdutettiin kuiviin, ja se analysoitiin LC/MS:I14. Analyysissd ei

16ytynyt dinukleosidi-2",5"-(2"-N-fosforamidaattia) 15.

4.7 2'-Deoksi-2'-(metoksiamino)-3°,5"-0-(1,1,3,3-tetraisopropyylidisiloksaani-1,3-
diyyli)-uridiini

oA, By

- N @]
HO \...Cl . i o}
0 + Si e }S\'
Pyridiini 0O
)\ 5i-O  NHOMe

OH NHOMe \\< 7//
30
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Kaavio 19. 2’-deoksi-2’-(metoksiamino)-3",5"-0O-(1,1,3,3-tetraisopropyylidisiloksaani-

1,3-diyl)-uridiinin synteesi.

Synteesissi noudatettiin aiemmin julkaistua menetelmii (Kaavio 19).%% 2’-Deoksi-2'-
(metoksiamino)uridiini 18 (148 mg, 0,61 mmol) liuotettiin kuivaan pyridiiniin (1 ml).
Reaktioliuokseen lisdttiin 1,3-dikloro-1,1,3,3-tetraisopropyylidisiloksaani (0,210 ml,
0,668 mmol) ja reaktioliuosta sekoitettiin yon yli. Reaktio pyséytettiin lisddmalla
reaktioseokseen metanolia (0,2 ml) ja reaktioliuosta sekoitettiin 10 min. Seokseen
lisdttiin kloroformia (20 ml), ja orgaanista faasia pestiin kylldiselli NaHCOzs:lla (2 x
15 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOs:lla, suodatettiin ja kuivattiin alipaineessa.
Haihdutusjddnnos haihdutettiin alipaineessa tolueenista (2 x 10 ml) ja kloroformista
(2x 15 ml). Haihdutusjddnnos kuivattiin - vakuumieksikkaattorissa. Raakatuote
puhdistettiin silikapylvaskromatografisesti. Aluksi ajoliuoksena kiytettiin 15 % EtOAc:a
DCM:ssd. EtOAc:n pitoisuutta nostettiin vaiheittain 50 %:iin. Tuotefraktiot haihdutettiin
kuiviin alipaineessa. Tuotteen 30 saanto oli 0,104 g (33,1)%. 'H NMR (CDCls,
500 MHz): =7.64 (1H,d, J=5Hz H6) 5.76 (1H,d,J=5Hz, H1") 5.71 (1H, d,J= 5 Hz,
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H5) 4.64 (1H, s, H4") 4.06 (1H, d, J=5 Hz, H5') 4.04 (1H, s, H3", H2") 3.83 3H, s,
NHOMe) 1.28 (2H, s, silyyli CHz) 0.90 (1H, m, J = 2 Hz, H2") 0.09 (1H, s, CH silyyli)

4.8 2'-Deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-2,5 -tymidiini-(2"-N-fosforamidaatin)

synteesi kayttden Markiewicz-suojaryhmastrategiaa
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Kaavio 20. Reagenssit: 1) MeCN, 5-(bentsyylitio)—1H-tetratsoli i1) I, THF, H>O, 2,6-
lutidiini
2’-Deoksi-2’"-(metoksiamino)-3",5"-0-(1,1,3,3-tetraisopropyylidisiloksaani-1,3-diyl)-
uridiini 30 (52 mg, 0,10 mmol) ja tymidiini-5 -fosforamidiitti 31 (89 mg, 0,11 mmol)
livotettiin kuivaan asetonitriiliin (1 ml) typpisuojakaasussa (Kaavio 20). Reaktioseokseen
liséttiin 5-(bentsyylitio)—1H—tetratsoli (0,485 ml, 0,120 mmol). Reaktioseosta sekoitettiin
yon yli, minkd jdlkeen fosfiitti hapetettiin fosfaatiksi 0,1 M:lla jodiliuoksella (THF
3,48 ml, H>O 1,68 ml, 2,6-lutidiini 0,84 ml). Reaktiota sekoitettiin yon yli. Reaktioliuos
siirrettiin erotussuppiloon 40 ml:lla DCM:44. Orgaanista faasia pestiin Na;S»>Os:114 (2 x
20 ml) ja kylldiselld NaCl-liuoksella (2 x 20 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na;SO4:lla,
suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin alipaineessa. Massa-analyysissé ei 10ytynyt haluttua

dinukleosidi-2",5"-(2"-N-fosforamidaattia) 15.

Synteesi toistettiin. 2’-Deoksi-2 -(metoksiamino)-3,5"-O-(1,1,3,3-tetraisopropyylidisi-
loksaani-1,3-diyl)-uridiini 30 (47 mg, 0,092 mmol) ja tymidiini-5 -fosforamidiitti 31

(77 mg, 0,10 mmol) liuotettiin typpikaapissa asetonitriiliin (1 ml). Reaktioseokseen
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lisdttiin 5-(bentsyylitio)—1H—tetratsoli (1,1 ml, 0,28 mmol). Reaktioliuokseen lisdttiin
hapetuslivos (0,1 M I, 2,9 ml THF, 1,4 ml H>O, 0,7 2,6-lutidiini). Reaktioliuosta
sekoitettiin yon yli, minkd jdlkeen reaktioseos siirrettiin DCM:n (40 ml) avulla
erotussuppiloon. Orgaaninen faasi haihdutettiin kuiviin alipaineessa. Massa-analyysin

perusteella tuotetta ei muodostunut.
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6 Liitteet

Liite 1.

tutkimuksen HPLC-ajo pH:ssa 1.

17

18

16

2’-Deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-3"-5"-tymidiinin

hydrolyysin

Liite 2. 1. Kertaluvun nopeusvakion méérittiminen graafisesti lineaarisella regressiolla

2’-deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-3°,5 -tymidiinin hévidmiselle (pH 1).

pH 1 Run 2
Equation y=a+b'x
Plat In AVA tot
0 7 Weight No Weighting
Intercept -0.101 £ 0,07257
4Slope -2,58566E-5 + 8,96432E-T 4
1 Residual Sum of Squares 0,10918
Pearson's r -0.99701
-1 4 R-Square(COD) 0,99403
Ad). R-Square 0,99283
-
[=]
< 27
<
£
-3 4
4 -
'5 T T T T T T T [ |
0 40000 80000 120000 160000 200000

t (s)
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Liite 3. 1. Kertaluvun nopeusvakion méadrittdminen graafisesti lineaarisella regressiolla

2’-deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-3°,5"-tymidiinin hdvidmiselle (pH 2).

pH 2 Run 1
0’0 1 ‘ Equation y=a+b'x
Plot In AJA tot
Weight No Weighting
Intercept -0.15287 £0,07153
'0,5 = Slope -4,2386E-6 +2 43948E-7
Residual Sum of Squares 0,15706
Pearson's r -0.9886
R-Square(COD) 097734
Adj. R-Square 09741
104
—
-
<
< 15-
c
2.0-
2.5
'3,0 T

' | ' | ' | T | T | ' T '
0 100000 200000 300000 400000 500000 600000
t(s)

Liite 4. 1. Kertaluvun nopeusvakion méérittiminen graafisesti lineaarisella regressiolla

2’-deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-3°,5 -tymidiinin hdvidmiselle (pH 3).

pH 3 Run 4
0,0+
Equation y=a+b™
Plat B }
_0’5 N Yn\i?rg::pt ozijrgefuhlwl:gss
Slope -2.93254E6 £ 2.0MTIET
Residual Sum of Squares 0,09915
Pearson's r -0.9881
— 1 0 R-Square(COD) ﬂu,ﬂ;ﬁfﬁéi
' YT Adj R-Square .
<
<
£ 154
2.0
]
254
T T T T T T T T T 1
0 200000 400000 600000 800000 1000000
t(s)
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Liite 5. 1. Kertaluvun nopeusvakion méadrittdminen graafisesti lineaarisella regressiolla

2’-deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-3°,5"-tymidiinin hdvidmiselle (pH 3,5).

pH 3,5 Run 14
0,0
Equation y=a+bx
Plot In AdAtot
'0,2 m Weight Mo Weighting
Interce pt 0.02119 +0,02548
Slope -9.00003E-7 + 2.87036E-8
Residual Sum of Squares 000345
— Pearson’s r -0.99797
0.4 R-Square(COD) 099595
L Adj R-Square 099493
<
3 -0,6
~—
£
-0,8 -
-1,0 1
1,2 1
T T T T T T T T
0 400000 800000 1200000
t(s)

Liite 6. 1. Kertaluvun nopeusvakion méérittiminen graafisesti lineaarisella regressiolla

2’-deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-3°,5 -tymidiinin hdvidmiselle (pH 4).

pH 4 Run 5
0,1
Equation y=a+b™
0,0 u Plot B
u Weight Mo Weighting
Intercept -0,01693 £0,03049
Slope -4, 76389E-7 +4 15711E-8
_0’ 1 n Residual Sum of Squares 001441
n Pearson's r -0,98149
R-Square(COD) 0,96332
024 Adj. R-Square 0,95599
_ E
S
< -0,3
<
£ 04+
05 -
0,6
0.7 -
T T T T T T T T
0 400000 800000 1200000

t(s)
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Liite 7. 1. Kertaluvun nopeusvakion méadrittdminen graafisesti lineaarisella regressiolla

2’-deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-3°,5"-tymidiinin hdvidmiselle (pH 5).

pH S5 Run 6
0,0 [ ] —
Equation y=a+b'
Plot B
Weight No Weighting
Intercept -0,05604 + 0,04547
Slope -1,25132E-6 + 5,11456E-8
_0’5 N [ Residual Sum of Squares 007236
Pearson's r -0.99338
R-Square(COD) 098681
Ad] R-Square 098516
- - ]
"
<
£ 154
]
204
u
-2,5 7
I T I T I T T T T 1
0 500000 1000000 1500000 2000000

t(s)

Liite 8. 1. Kertaluvun nopeusvakion méérittiminen graafisesti lineaarisella regressiolla

2’-deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-3°,5 -tymidiinin hdvidmiselle (pH 6).

pH 6 Run 8
0’0 N = Equation y=a+bx
Plat In AJA tot
u Weight No Weighting
Intercept -0,03218 £0,0204
Slope -6.94097E-7 + 2,86133E-8
—0 2 — Residual Sum of Squares 0,01565
’ Pearson’s 1 -0,99244
R-Square(COD) 098494
[ ] Adj. R-Square 098326

N
o

T T T
0 400000 800000 1200000

t(s)
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Liite 9. 1. Kertaluvun nopeusvakion méadrittdminen graafisesti lineaarisella regressiolla

2’-deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-3°,5 -tymidiinin hévidmiselle (pH 9).

024

In(AVA)

_0,8 ]

-1.01

0,0+

04 -

06 -

Dimeeri
pH 9
Run 12

Equation y=a+bx

Plot In{A/Atot)

Weight No Weighting
Intercept -0.1859 £0.15448
Slope -6,14887E-T + 1.99465E-7
Residual Sum of Squares 00825
Pearson's r -0,90892
R-Square(COD) 0.82613

Adj. R-Square 07392

T
400000

t(s)

T
800000

T
1200000

Liite 10. 1. Kertaluvun nopeusvakion méérittiminen graafisesti lineaarisella regressiolla

2’-deoksi-2"-(metoksiamino)uridylyyli-3°,5"-tymidiinin hdvidmiselle (pH 10,2).

pH 10,2 Run 13
fosfaatti

I
500000

Equation y=a+bx
Plot B
Weight No Weighting
Interce pt 0.04202 +0.03067
Slope -7 60499E-7 + 2.16927E-8
Residual Sum of Squares 0.,02394
Pearson's 1 -0.99636
R-Square(COD) 0,99273
Adj. R-Square 0.99192
T T T I T I T 1
1000000 1500000 2000000 2500000
t(s)

47



Liite 11. 1. Kertaluvun nopeusvakion méérittiminen graafisesti lineaarisella regressiolla

2’-deoksi-2’-(metoksiamino)uridylyyli-3°,5 -tymidiinin hdvidmiselle (pH 11,2).

pH 11,2 Run 17 = B
—— Linear Fit of Shee

0.0 ! Equation y=arbx
AN Plot B
Lt Weight No Weighting
N Intercept 0,02408 £ 0,01263
‘B Siape -8,46996E-7 2 2,04386E-8
-0, 2 - Residual Sum of Squares 0.00404
LN Pearsonis © 099767
N R-Square(COD) 0,99535
h Adi. R Square 099477
—_
304 .
~— ‘\\\
=, NG
< .
—~ Iy
c -0,64 -
= \\.\
.
-0,8 1 -
.
N |
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T T T T T T T T T T T T T '
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Liite 12. Tymidiini-5'~(2-metyyli-imidatsoli)monofosfaatin (14) 'H-NMR-spektri
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Liite 13. Tymidiini-5'-(2-metyyli-imidatsoli)monofosfaatin (14) '*C-NMR-spektri
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Liite 14. 2"-Deoksi-2’-(metoksiamino)-3"-O-TBDMS-5"-O-DMTr-uridiinin (29) 'H-

NMR-spektri
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Liite 15. 2"-Deoksi-2 "-(metoksiamino)-3’"-O-TBDMS-5"-O-DMTr-uridiinin (29) "*C-

NMR-spektri

T
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Liite 16. 2’-Deoksi-2"-(metoksiamino)-3",5"-O-(1,1,3,3-tetraisopropyylidisiloksaani-

1,3-diyl)-uridiinin (30) 'H-NMR-spektri
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