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Atsidometyyli- ja 2-(atsidometyyli)bentsoyylisuojattuja oligonukleotideja ja ndiden analogeja
on syntetisoitu fosfotriesteri- ja boranofosfotriesterimenetelmilld. Atsidometyyli, 2-
(atsidometyyli)bentsoyyli ja 4-[(2-atsidometyyli)bentsoyylioksi]bentsyyliryhmilld on suojattu
nukleosidin 2’-, 3’- ja 5’-hydroksyyliryhmid sekd nukleoemisten eksosyklisid aminoryhmia.
Kyseiset suojaryhmét voidaan irrottaa pelkistykseen perustuvalla Staudingerin reaktiolla, jossa
atsidoryhmd pelkistyy aminoryhméksi ja kolmenarvoinen fosfori P(III) hapettuu
viidenarvoiseksi P(V). Samaan reaktioon perustuen fosforamidiittikemia ei sovellu
kaytettaviksi ndiden suojaryhmien kanssa.

Pelkistykseen perustuvilla suojaryhmilld, joiden irrottaminen tapahtuu neutraaleissa
olosuhteissa, voidaan korvata perinteisesti kidytettyjd asyyli-suojaryhmid emdisherkkien
oligonukleotidien synteeseissd. Oligonukleotideja valmistetaan automatisoidusti kiintedlla
kantajalla fosforamidiittikemiaa kéyttden. Kyseinen menetelmid ei kuitenkaan ole kestdvéin
kehityksen mukainen, eikd se sovellu hyvin suuren mittakaavan synteesiin. Viime aikoina on
julkaistu menetelmié, joissa oligonukleotideja syntetisoidaan liuosfaasissa esimerkiksi liukoista
saostettavaa kantajaa hyoddyntden. Kyseiset menetelmidt pyrkivédt vihredmpéddn kemiaan,
kustannustehokkuuteen ja sopivat paremmin prosessiskaalaukseen.

Projektissa syntetisoitiin fosforotioaatteja stereokontrolloidusti P(V)-oksatiafosfolaanisulfidi-
rakenteeseen perustuvalla menetelmalld liukoisella saostettavalla nelihaaraisella kantajalla. 5°-
Hydroksyyliryhmén suojana kéytettiin atsidopohjaista 2-(atsidometyyli)bentsoyyliryhmaa.
Témin lisdksi tutkittiin 2-(atsidometyyli)bentsoyyli-suojaryhmén irtoamista tymidiinin 5'-OH-

ryhmésta.
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1. JOHDANTO

Terapeuttisten oligonukleotidien kayttd lddkeaineina sekd tydkaluina geenien toiminnan
tutkimuksissa on viime vuosina yleistynyt.!** Kiinnostuksen sekd kédyton yleistyminen on
kasvattanut kysyntdd yhd tehokkaammille sekd vihredmmille oligonukleotidien ja
modifioitujen oligonukleotidianalogien synteesimenetelmille. Perinteisesti oligonukleotideja
syntetisoidaan automatisoidusti kiintedlld kantajalla fosforamidiittikemiaa hyddyntéden.
Synteesisykli koostuu suojaryhmidn irrotuksesta, kytkentdreaktiosta, 5’-OH-ryhmén
asetyloinnista sekd hapetuksesta.* Sykleja toistetaan, kunnes halutun pituinen
oligonukleotidiketju on valmis, minkd jilkeen oligonukleotidi irrotetaan kantajasta
ammonolyysilld. Samalla my6s emids- sekd fosfaattiosan suojaryhmit irtoavat. Kyseinen
menetelma ei kuitenkaan ole kustannustehokas, eikéd se kunnioita vihreén kemian periaatteita.

Kyseinen menetelma ei myoskdén sovellu hyvin isomman mittakaavan synteeseihin. !>

Oligonukleotideja voidaan valmistaa my0s liukoisella kantajalla noudattaen vihreén kemian
periaatteita, kustannustehokkaammin ja suuremmalla mittakaavalla verrattuna kiintedlld
kantajalla  suoritettavaan synteesiin. Liukoisen kantajan menetelmdt ovat vasta
kehitysvaiheessa. Niiden pyrkimyksend on yhdistéd hyoddyllisid ominaisuuksia niin liuos- kuin
kiintedfaasisyntetiikasta.! Kyseisessid menetelmassé kaikki synteesisyklin reaktiot toteutetaan
homogeenisessa liuoksessa. Tuote voidaan eristdd joko saostamalla, uuttamalla tai nanofiltterin
ldpi kalvosuodattamalla. Prosessi ei kuluta yhtd paljon 6ljypohjaisia pesuliuottimia, eikd se
vaadi yhti paljon kalliita reagensseja tai 1dhtoaineita kuin synteesi kiintedlld kantajalla. Synteesi
onnistuu  ilman  syntetisaattoria ~ ja = mahdollistaa =~ suuremman  mittakaavan
oligonukleotidivalmistuksen. Menetelmédd kehitettdessd tarvitaan uusia kéyttokelpoisia
suojaryhmistrategioita, koska perinteisesti kdytettyd dimetoksitrityylid irrotettaessa haasteena

on sivureaktiona tapahtuva depurinaatio seka trityylikationin irtoamisen reversiibeli luonne.!-6

Tutkielman kirjallisuusosassa perehdytién oligonukleotidisynteesien suojaryhmaistrategioihin,
ja esitellddn suojaryhmid, joiden irrottaminen perustuu pelkistykseen, keskittyen 2-
(atsidometyyli)bentsoyyli- (AZMB) sekd atsidometyylisuojaryhmien (AZM) kéyttoon
synteesissd. Johdannossa esitetiin myds lyhyesti oligonukleotidifosforotioaattien
stereokontrolloituja  synteesimenetelmid. Tutkielman kokeellisessa osassa esitetddn
enantiopuhtaiden fosforotioaattien synteesimenetelmé, joka perustuu limoneenin P(V)-
oksatiafosfolaanisulfidi-rakenteeseen ja atsidometyylibentsoyyli-suojaryhmén kayttéon 5'-

hydroksyyliryhmassa.



1.1. Suojaryhmastrategiat oligonukleotidien synteeseissi

Oligonukleotideja  syntetisoidaan  fosforamidiitti-, ~H-fosfonaatti-, fosfotriesteri- ja
fosfiittitriesterimenetelmilld. Synteeseissd kytkentéreaktio tapahtuu joko P(IIl)- tai P(V)-
kemiaa hyddyntden. Yleisimmin rakennusyksikkdind kéytetdin nukleosidi-3"-O-(2-
syanoetyyli-N,N-di-isopropyylifosforamidiitteja tai 3’-(H-fosfonaatteja).” Hyokkadvad 5'-
hydroksyyliryhméda lukuunottamatta, muut nukleofiiliset funktionaaliset ryhmit on suojattava.
Monomeeristen rakennusyksikdiden 5’-hydroksyyliryhmd suojataan perinteisesti 4,4’-
dimetoksitrityylillda (DMTr). Sytidiinin sekd adeniinin nukleoeméksen aminoryhmét suojataan
yleensd bentsoyylilld (Bz), guanosiinin isobutyryylilld (iBu), ja fosfaatin suojana kéytetdén
syanoetyylid (CE).3 Esimerkkina tehokkaasta P(V)kemiasta, 3’-0-
aryylifosfodiesterirakennusyksikdiden kytkentdin on kéytetty aryylisulfonyylikloridia
aktivaattorina katalyyttisesti aktiivisen fosfaattisuojaryhmén 4-metoksi-1-oksido-2-pikolyyli-

ryhmén 1dsné ollessa.’

Dimetoksitrityyli on happolabiili suojaryhmid, joka irrotetaan esimerkiksi di- ja
trikloorietikkahapon (DCA ja TCA) liuoksilla. Syntetisoitaessa oligonukleotideja kiintedlld
kantajalla, detrityloinnissa irronnut DMTr-kationi ei yleensd aiheuta ongelmia, silld se
huuhdellaan reaktion aikana pois.!° Liuosfaasissa suoritettavissa synteeseissd sitd vastoin
DMTr:n irtoamisen reversiibeliys tekee reaktiosta huomattavan vaikean. Tdmédn takia
kilpailevana reaktiona tapahtuva depurinaatio muodostuu ongelmaksi. Nukleoemésosien
bentsoyyli- ja  isobutyryyliryhmédt sekd  fosfaatin  syanoetyyliryhméd  irtoavat

oligonukleotidiketjun ammonolyysissd. Suojaryhmien rakenteet on esitetty kuvassa 1.8
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Kuva 1. Bentsoyyli-, isobutyryyli-, syanoetyyli- ja DMTr-suojaryhmit.

Ortogonaaliset suojaryhmét on mahdollista irrottaa selektiivisesti sellaisessa olosuhteessa,
jossa muut suojaryhmat eivét irtoa,!! tai joka ei vaikuta oligonukleotidiketjun rakenteeseen® tai

sen modifioimisen.!? Kuten 5°-OH suojauksessa yleisimmin kéytetty happolabiili 4°4’-



dimetoksitrityyli, myds oligoribonukleotidin 2’-OH:n suojaryhmind tavallisimmin kéytetty
tert-butyylidimetyylisilyyli (TBMS) voidaan irrottaa selektiivisesti, niin ettd asyyli-ryhmét
eivdt irtoa. Silyylin poistossa kidytetddn fluoridi-ionia. Suurikokoinen 2’-O-TBDMS-

suojaryhmé aiheuttaa steeristé estettd nukleosidirakenteen kytkennélle.'?

Seuraavaksi tarkastellaan suojaryhmid, joiden irrotus perustuu pelkistykseen. Vaihtoehtona
tert-butyylidimetyylisilyyliryhmélle on  2’-OH:n suojauksessa  kdytetty tert-
butyyliditiometyylid (DTM). DTM on mahdollista poistaa olosuhteissa, joissa 5'-OH:ssa,
fosfaatissa ja nukleoemésten aminoryhmissa kaytettdvét standardisuojaryhmit (DMTr, CE, Bz
ja iBu) eivit irtoa. Kuvassa 2 on esitetty 2’-O-DTM-suojattu nukleosidifosforamidiitti. DTM-
suojaryhmi voidaan irrottaa homogeenisessa liuoksessa ldhes neutraaleissa olosuhteissa
kayttimalld 1,4-ditiotreitolia (DTT) tai tris(2-karboksietyyli)fosfiinia (TCEP).!'4
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Kuva 2. 2’-O-DTM-suojattu fosforamidiittinukleosidi, jonka 5"-OH on suojattu DMTr-

suojaryhmilli ja fosfaatti syanoetyylisuojaryhmalla."*

Tavallisimmat nukleoemésten suojaryhmit kuten bentsoyyli, isobutyryyli ja syanoetyyli
vaativat  voimakkaan  eméksiset irrotusolosuhteet.  Syntetisoitaessa  emésherkkid
oligonukleotideja, ndméd perinteiset suojaryhmét korvataan wusein allyyli- (All) ja
allyylioksikarbonyyli (Alloc)-ryhmilld. Kuvassa 3 on esitetty kokonaan suojattu
nukleosidifosforamidiitti, jota Hayakawa ja hénen tutkimusryhménsd kéyttivét
syntetisoidessaan dimeerisid fosfodiestereitd kiintedlld kantajalla fosforamidiittikemiaa
kayttden.!> Allyyli- ja allyylioksikarbonyyli-suojaryhmit irrotetaan miedoissa olosuhteissa
pelkistykseen perustuvalla palladium katalyyttiselld hydrogenolyysilld. Katalyyttind voidaan
kayttaa esimerkiksi tris(dibentsylideeniasetoni-dipalladium(0)-kloroformikompleksia
[Pd(dpa);-CHCIs] trifenyylifosfiinin, muurahaishapon ja butyyliamiinin seoksessa.!>:!¢
Allyylisuojaryhmaéa ja fotolabiilia o-nirobentsyylikantajaa on kdytetty muun muassa (5R)-5,6-

dihydro-5-hydroksitymiinin siséltdvin emédsherkén oligonukleotidin synteesissa.!”-!8
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Kuva 3. Kokonaan suojattu nukleosidifosforamidiitti. Guaniiniemis on suojattu O°-asemastaan

allyylilla ja N*-asemastaan allyylioksikarbonyyli. My®&s fosfaattiosa on suojattu allyylilla."®

2-(Atsidometyyli)bentsoyyli (AZMB), atsidometyyli (AZM) ja 4-[(2-
atsidometyyli)bentsoyylioksi]bentsyyli (AZBn) (Kuva 4) voidaan irrottaa Staudingerin
pelkistysreaktiolla neutraaleissa olosuhteissa trialkyyli- tai triaryylifosfiinien ldsnéolessa.
Atsidometyylibentsoyylid sekd atsidometyylid on kéytetty 2'-, 3'- ja 5'- hydroksyyliryhmien
sekd nukleoemésten suojaryhmind oligonukleotideja syntetisoitaessa. Téssd projektissa
AZMB-suojaryhmédd hyddynnettiin  5'-hydroksyyliryhmin suojauksessa syntetisoitaessa

oligonukleotidifosforotioaatteja liukoisella saostettavalla kantajalla.

o) N3

Kuva 4. AZMB-, AZM- ja AZBn-suojaryhmit.

1.2. 2-(Atsidometyyli)bentsoyyli-, atsidometyyli- ja 4-[(2-
atsidometyyli)bentsoyylioksi]-bentsyyli-suojatut nukleosidit

Sekine on tydryhmineen syntetisoinut AZMB-suojattuja nukleosideja kolmivaiheisella
synteesilld metyyli-2-metyylibentsoaatista. Metyyliryhmé brominoidaan, minka jilkeen bromi
atsidoidaan tetrametyyliguanidiumiatsidilla (TMGN3) hiilitetrakloridin sekd metanolin

seoksessa.!?

Atsidointi voidaan suorittaa my0ds natriumatsidilla®® tai litiumatsidilla®!
dimetyyliforamidissa. Atsidoinnin jélkeen muodostuneesta atsidometyylibentsoehaposta
syntetisoidaan happohalidi tionyylikloridia kayttden, minkd jalkeen suojaryhmé voidaan liittda

nukleosidin emésosan, 2'-, 3’- tai 5'-OH:n suojaksi (Kuva 5).!
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Kuva 5. AZMB-ryhmilli suojatut nukleosidit. Emisosista suojattiin eksosykliset aminoryhmiit."

2-(Atsidometyyli)bentsoyyli- kuten myos 2-atsidometyyli- ja 4-[(2-
atsidometyyli)bentsoyylioksi]-bentsyyli voidaan pelkistdd vastaaviksi aminojohdoksiksi
Staudingerin pelkistysreaktiolla. Mekanistisesti trialkyyli- tai triaryylifosfiini hyokkaa
nukleofiilind atsidin typpiatomiin. Syklisaatiossa typpiatomin hyokéatessé intramolekulaarisesti
fosforiin muodostuu nelirenkainen fosfatsiini-intermediaatti/transiotiotila. Renkaan avautuessa
ja molekulaarisen typen vapautuessa muodostuu iminofosforaani (I, Kaavio 1A), joka
hydrolysoituu amiiniksi ja fosfiinioksidiksi.?? Pelkistyksen jilkeen aminoryhmi hyokkad
molekyylinsisdisesti esterirakenteen karbonyylihiileen, jolloin nukleosidin vapautuessa
muodostuu sivutuotteena isoindolinoni (Kaavio 1A). Rengasrakenne muodostuu nopeasti, silld
molekyylinsisdisen aminoryhmin molekyylinsisdisen nukleofiilisen hyokkéyksen kautta.!® 2-
Atsidometyylin- ja 4-[(2-atsidometyyli)bentsoyylioksi]-bentsyyliryhmén N3 pelkistyy
vastaavalla tavalla NH-ryhméksi, jonka jilkeen suojaryhmi irtoaa Kaaviossa 1B ja 1C

esitetylld tavalla.
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Kaavio 1. 2-(Atsidometyyli)bentsoyyli-, Atsidometyyli- ja 4-[(2-

atsidometyyli)bentsoyylioksi|bentsyyli suojaryhmin irtoamisen mekanismi.

Sekine tydryhmineen on tutkinut AZMB-suojaryhmén irtoamista nukleosidin eméisosasta sekd
3’- ja 5’-hydroksyyliryhmistd. Kéytettdessd trifenyylifosfiinia (PPh;) dioksaanin ja veden
seoksessa, AZMB-suojaryhmé irtoaa 30 minuutissa. Reaktiossa ei havaittu muodostuvan
intermediaatteja. Suojaryhmén irtoamista ei havaita vedetontd dioksaania kéytettiessd,!” koska
iminofosforaani-intermediaatti ei hydrolysoidu vedettomissd olosuhteissa.?? Neljalld
ekvivalentilla metyylidifenyylifosfiinia (MePPhz) suojaryhmé irtoaa 3’-hydroksyyliryhmaésté
15 minuutissa, 5'-hydroksyyliryhmistd kahdeksassa minuutissa ja emdsosien eksosyklisistd
aminoryhmistd 20 minuutissa. Metyylidifenyylifosfinia kdytettdessd havaitaan muodostuvan
iminofosforaanivilituote. Kiyttdmélld neljd ekvivalenttia ammoniumformiaattia Pd/C-
katalyytin 1dsné ollessa AZMB-suojaryhmai irtoaa 3’-hydroksyyliryhmastd neljdssé tunnissa ja
5’-hydroksyyliryhméséit kahdessa tunnissa. Kolmella ekvivalentilla natriumboorihydridia
etanolin ja tetrahydrofuraanin seoksessa suojaryhmai irtoaa 5'-hydroksyyliryhmaésta tunnissa 86
% saannolla. AZMB-suojaryhmén irrottamiseen kiytettiin myos tributyylifosfiinia (PBus),
mutta metyylidifenyyli- ja trifenyylifosfiini todettiin tehokkaimmiksi reagensseiksi

suojaryhmén irrottamiseksi.'”



Oligonukleotidien synteesien lisdksi atsidometyylisubstituoituja nukleosideja kéytetdin
biokemiallisten prosessien ja ndiden sovellusten tutkimuksissa. Esimerkiksi DNA:n- ja XNA:n
entsyymikatalyyttistd synteesid on tutkittu polymeraasien ldsnd ollessa esteraasi- ja
fosfataasiresistenttia 3’-O-atsidometyyli-suojattua LNA-tymidiinitrifosfaattia kayttden.?> 6-
Atsidometyyli-suojatusta uridiinista on valmistettu syklopropyylisyklo-oktyynin kanssa
napsautus-(klik)-reaktiolla fluoresoivia triatsoleja, jotka on liitetty sellulaariseen DNA:han tai

RNA:han antiviraalisuuden tutkimiseksi.?*2

Myods 3’-O-(2-atsidometyyli)suojatusta
tymidiinistd on syntetisoitu napsautusreaktiota hyvéaksikdyttden triatsoli-linkitettyjd
dinukleosidifosforamidiittirakennusyksikoitd, joita on kéytetty edelleen oligonukleotidien

synteesissé kiinteélld kantajalla.

1.3. 2-(Atsidometyyli)bentsoyyli-, atsidometyyli- ja 4-[(2-
atsidometyyli)bentsoyylioksi|-bentsyyli-suojaryhmiit oligonukleotidien
syntetiikassa

Atsidometyylibentsoyyli- tai atsidometyylisuojaryhmié sisdltavid oligonukleotideja seké niiden
modifioituja analogeja on syntetisoitu fosfotriesteri- tai boranofosfotriesterimenetelmailla.
Fosforamidiittikemian hyddyntdminen ei sovellu kéytettdviksi atsidopohjaisten suojaryhmien

kanssa, johtuen mahdollisesta Staudingerin reaktiosta.

1.3.1. 2’-Hydroksyyliryvhmén suojaaminen

Efimov tutkimusryhmineen ovat syntetisoineet oligoribonukleotideja kiintedlld kantajalla
kiyttden monomeerisissd rakennusyksikoissd molekyylinsisdistd katalyyttid, 4-metoksi-1-
oksido-2-pikolyylid. Fosfotriesterimenetelmédssé 2 -hydroksyyliryhmé suojattiin joko AZMB-
tai AZM-ryhmalla (Kts myos kappale 1.3.3.).2127-28 Kaaviossa 2 kuvataan 2’-O-AZM-suojatun
nukleosidin synteesi. Nukleosidin 2’-metyylitiometyyliryhma muunnetaan
atsidometyyliryhmiksi  sulfuryylikloridilla ~ (tai  bromilla) ja  sen  jilkeiselld
littumatsidikasittelylld dimetyyliformamidissa. Sivureaktiona havaittiin urasiili- sekd
sytosiiniemdsten CS5-hiilen halogenaatio. Kéyttdmélld 2-nitrobentseenisulfenyylikloridia
(NBS-CI) kyseistd sivureaktiota ei tapahdu. AZMB-ryhmé liitettiin uridiinin 2’-
hydroksyyliryhmdan 2-(atsidometyyli)bentsoyylikloridilla dikloorimetaanissa 1-metyyli-
imidatsolin (Melm) l4dsné ollessa (Kaavio 3). 5'-Hydroksyyliryhma trityloidaan, minka jialkeen

3’-OH fosforyloidaan, kondensointireagenssin (TPS-CI) 14sna ollessa pyridiinissd (Kaavio 2 ja



3). Muodostuneesta nukleosidifosfotriesteristd II irrotetaan 2-kloorifenyyli DBU:lla ja

nukleosidifosfotriesteristd ITI metyyli piperidiinilld, jolloin tuotteina saadaan IV ja V.2!

iPr,si-% _o_ B HO— B HO— B
(I) TBAF 1.NBSCI, DMF
THF -
iPr,Si—0 O—S— OH O—_S— 2 LiNg DMF OH O— N,
DMTrO B DMTrO B
I %Oy o)
1. DMTrCI, Pyridiini OMe ] [ 1. DBU, H,0, CH3CN OMe
P < M o-P=0 < I _o-p=0
Q | N+ 0 N+ o
ClPh—O—E’_—O \N+ (0] PhCI (e}
TPSCI, Pyridiini

B= U, ABz, CBZ, GlBu

Kaavio 2. AZM-suojattujen nukleosidifosfotriestereiden synteesi.”!
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DMTrO U
fe} o
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Kaavio 3. AZMB-suojattujen uridiinifosfotriestereiden synteesi.*’

Oligonukleotidit syntetisoitiin kiinteélld kantajalla, johon sidottiin joko 2’-O-AZMB- tai 2’-O-
AZM-nukleosidiyksikkd. Kytkennit suoritettiin asetonitriilin ja pyridiinin (3:1) seoksessa 3 -
O-4-metoksi-1-oksido-2-pikolyylifosfodiesterirakennusyksikoita kéyttden
kondensaatioreagenssin, 2,4,6-triisopropyylibentseenisulfonyylikloridin ~ (TPS-CI), ldsnd
ollessa. AZM-suojattuja rakennusyksikditd kdytettdessd kytkentdajat olivat kaksi minuuttia. 2”-
O-AZMB-suojaryhméd kaytettdessd kytkentéajat olivat viisi minuuttia. Kytkentdreaktioiden
jilkeen  fosfaateista irrotettiin  4-metoksi-1-oksido-2-pikolyyliryhmét litiumjodidilla



asetonitriililiuoksessa. My0s piperidiinié ja tiofenolia dioksaanin ja trietyyliamiinin seoksessa
on kaytetty. Nukleoemdsten asyylisuojaryhmit poistettiin ja oligonukleotidi irrotettiin
kantajasta ammonolyysilld. AZMB-suojaryhmén todettiin kestdvdn ammonolyysiolosuhteet
viiden tunnin ajan. Ammonolyysin jidlkeen 2’'-asemastaan yhéd suojattu oligonukleotidiketju
eristettiin geelifiltterin 1dpi, minkd jilkeen AZM- ja AZMB-suojaryhmit irrotettiin 0,1 M
trifenyylifosfiinilla asetonitriilin ja veden seoksessa (9:1) tai metyylidifenyylifosfiinilla
dioksaanin ja veden seoksessa (4:1). 15-meerisestd uridiinioligomeeristd AZM-suojaryhmén
irtoaminen kestdd 2h 30 min. AZMB-suojaryhmai irtoaa 3,5 h:ssa etyylidifenyylifosfiinilla ja
4h:ssa trifenyylifosfiinilla.?!

AZM-ryhméd on stabiili ammoniakkikasittelyssd, joka mahdollistaa myds perinteisten
asyylisuojaryhmien kiyton AZM-suojaryhmdn rinnalla. AZMB-suojaryhmd ei kestd
ammonolyysikésittelyd esteriryhminsd vuoksi, ja ndin ollen AZM-suojaryhmédn todettiin
olevan AZMB-suojaryhméé suositeltavampi vaihtoehto oligonukleotidien valmistuksessa.
AZM-suojausta kiyttdmalla syntetisoitiin 15-22 pitkid oligonukleotidisekvenssejd siséltédvid

RNA-fragmentteja.?!

2'-0-AZM-suojatuilla RNA-fragmenteilla todettiin olevan parempi nukleaasiresistenssi kuin
suojaamattomilla oligomeereilld. Entsyymikokeissa kéytetyt 2'-O-AZM-suojatut RNA-
fragmentit olivat tdysin stabiileja olosuhteissa, joissa vastaavat luonnolliset RNA-fragmentit
hajoavat RNase- ja RNase T1 —entsyymien ldsnéd ollessa. Snake venom fosfodiesteraasilla
AZM-suojatut RNA-fragmentit katkeavat, mutta olivat silti luonnollisia analogejaan
stabiilimpia. Stabiiliuden liséksi yksittidiset AZM-ryhmit RNA-fragmenteissa voisivat toimia

prekursoreina postsynteettisid modifikaatioita varten.?!

1.3.2. 3’-Hydroksyyliryvhméin suojaaminen

AZMB-suojaryhméé on kdytetty myos 3’-hydroksyyliryhmén suojauksessa syntetisoitaessa
liuoksessa  fosfotriesterimenetelmalld  siRNA-fragmentteja?® sekd  trinukleotideja.’%3!
Synteesissd ~ kidytettdava atsidometyylibentsoyylikloridi ~ valmistetaan  metyyli-2-
metyylibentsoaatista (kts. Kappale 2.1.) ja liitetddn 5-O-DMTr-2’-O-TBDMS-suojatun
nukleosidin 3’-hydroksyyliryhméén metyyli-imidatsolin ldsné ollessa dikloorimetaanissa. 3°-
O-AZMB-2'-O-TBDMS-suojattu  nukleosidi ja 5’-dimetoksitrityloitu nukleosidi-3"-O-
aryylifosfodiesteri kytketdén dimeeriksi pyridiinissd kdyttden kondensointireagenssina 1-(2-

mesityleenisulfonyyli)-3-nitro-1-H-1,2,4-triatsolia (MSNT) (Kaavio 4). AZMB-suojaryhmé



irrotetaan 1,4-dioksaanin ja veden seoksessa (9:1) trifenyylifosfiinilla. Suojan poiston jilkeen
3’-OH fosforyloitiin  ja  synteesisyklid toistettiin. Di- tri- ja tetrameerisid
nukleotidifosfotriestereitd kadytettiin 23-meerisen oligoribonukleotidin syntetisoimisessa

(Kaavio 4).2 DMTr-suojaryhmit poistettiin 5’ -asemasta happokésittelylld.%’

DMTFO B 1. AZMB-suojaryhmaén irrottaminen
o PhgP (4 ekv.), dioksaani/H,0 (9:1)
Cl
Q  oTBDMS 2. Fosforylaatio
0-P=0 2-kloorifenyylidikloorifosfaatti (1,6 ekv.), triatsoli (4 ekv.),
c‘) s pyridiini, CH,Cly,
o 1M TEAB
DMTrO
TN o B ? oTeDMS
Cl o7izo ’-O-DMTIUCAJ-PO-3-
o 5-0O- 1] -PO-3—
o + DMTrO,
T OTBDMS
@ofﬁ’:o EtsNH 0 B 5'-0-[ACG]-AMB-3' 4—]
0" cl
N . .
0 5'-0-DMTr-[UCAACG]-PO-3
EtaNH Kytkenti 0-p-0 OTBDMS - gyojaryhmien poisto
Ho MSNT, Pyridiini | - 5°-O-[UCAACGCGCAUUJ-AMB-3"
B o B . I
o o. siRNA 5’-0-[CGCAUU]-AMB-3"

5'-O-DMTr[CGCA]-PO-3'—\J

O oTBDMS s O oTeDMS
o o o 5.0-[UU}AMB-3"  —J
cl \/—\(
N N
3 Q  OTBDMS ®
0-P=0

o Detritylaatio

2% TSOH (10 ekv.), CH,Clo/MeOH (7:3)
O oTBDMS
o
N3

Kaavio 4. Oligoribonukleotidien synteesi.”

Myds Yagodkin tyoryhmineen on syntetisoinut vastaavalla menetelmélld trinukleotideja
kdyttden 3 -asemassa 2-(atsidometyyli)bentsoyylin liséksi 4-atsidobutyryylia. Syntetisoidut
trinukleosididifosfaatit ~ fosfityloitiin  forforamidiitiksi, ja niitd kaytettiin  edelleen

oligonukleotidien synteeseissi ja proteiinimutageneesissi.>

Kuvassa 6 on esitetty Yagodkin ja hénen tutkimusryhménsd syntetisoimat AZMB- sekd 4-
atsidobutyryylisuojaryhmilld suojatut nukleosidit.’® 3’-O-4-atsidobutyryylisuojattu 5'-O-
DMTr-N-asyyli-nukleosidi ~ syntetisoidaan ~ kaésitteleméllda  nukleosidi  ensin  4-
klooributyryylikloridilla, minkd jédlkeen atsidointi tehddin natriumatsidilla. 3’-aseman

suojaaminen AZMB-suojaryhmailld tehdddn 2-atsidometyylibentsoyylikloridilla.
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Tt . - B = APz, Cbz, Gibu T

Kuva 6. AZMB- ja atsidobutyryyliryhmilld suojatut nukleosidit. 4-Atsidobutyryylisuojaryhmén

rakenne on ympyrdity kuvassa.*

Trinukleosididifosfaatit syntetisoitiin kaaviossa 5 esitetylld tavalla.
Nukleosidifosfodiesterirakennusyksikkd kytketdédn 3’-suojatun nukleosidin kanssa 1-(2-
mesityleenisulfonyyli)-3-nitro-1-H-1,2,4-triatsolin (MSNT) l4snd ollessa pyridiinissa.
Detritylaation jélkeen kytkentd toistetaan. Atsidobutyryyli irtoaa 7 h:ssa 50-55 °C:ssa
trifenyylifosfiinin ~ dioksaanin ja veden seoksessa. Trimeerien saannot olivat
atsidobutyryylisuojaryhmai kéytettdessd 70-80 % ja AZMB-suojaryhmai kéytettdessd 85-90
%. 3’-Suojaryhmien irrottamisen jéilkeen trinukleotideista syntetisoitiin 2-syanoetyyli-

N,N,N’,N’-tetraisopropyylifosfodiamidiitit kdyttden 5-etyylitio-1H-tetratsolin aktivaattorina.*

DMTrO o B DMTIO B DMTrO B
DMTrO 5 al {oj ioj
o o cl cl
cl 0-P=0 Q Q
. 0-P=0 0-P=0
1 (0] + | |
0-P=0 o) 5 . - 0 R
CI)’ 1.MSNT/Pyridiini HO B MSNT/Pyridiini o) PhsP/Dioksaani ja H,O o
, 2 TosOH/DCM/MeOH o al ol

I
(@]
IE/
w
; Q
?
_'I?_o
o
?
O—‘I?—O
(@]
?
o‘
(@]
w

R = 2(atsidometyyli)bentsoyyli tai 4-atsidobutyryyli |
B=T, GIBLI’ CBz’ ABz

Kaavio 5. Fosfotriesteritrimeerien synteesi.*

1.3.3. Nukleosidien emésosien suojaaminen

Neutraaleissa olosuhteissa pelkistykselld poistettava 2-(atsidometyyli)bentsoyyli on vaihtoehto
asyyliryhmille nukleoemisten eksosyklisten aminoryhmien suojaamiseen syntetisoitaessa
emésherkkid oligonukleotideja fosfotriesterimenetelmilld. 2-(atsidometyyli)bentsoyylid on
kdytetty niin ribo- kuin deoksiribo-oligonukleotidien valmistuksessa kiinteélld kantajalla.?’
Atsidometyylibentsoylointi tehtiin 2-(atsidometyyli)bentsoyylikloridilla pyridiinissd. Sopivasti

suojatun deoksiribonukleosidin ja ribonukleosidin 3’-OH fosforyloitiin 4-metoksi-1-oksido-2-
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pikolyylifosfaatilla kondensointireagenssin (TPS-CI) ldsnd ollessa. Kloorifenyyliryhméa
poistetaan fosfotriesteristd 1,8-diazabisyklo[5.4.0Jundek-7-eenilld (DBU) asetonitriilissé,
jolloin  saadaan  kytkenndissd  kéytettivdt  nukleosidi-3"-O-(4-metoksi-1-oksido-2-
pikolyyli)fosfodiesterit (Kuva 7). Oligoribonukleotidin tapauksessa 2’-hydroksyyliryhmé

suojattiin atsidometyylilla.

My0s oligonukleotideja  syntetisoitaessa  kytkenndissd  kéytettiim ~ TPS-Cl:44
kondensointireagenssina.  Fosfaattisuojaryhmit irrotettiin  littumjodidilla ja  kantaja
ammonolyysilld. AZM- ja AZMB-suojaryhmiit irtoavat metyylidifenyylifosfiinilla dioksaanin
ja veden seoksessa (8:2) kahdessa tunnissa tai vaihtoehtoisesti trifenyylifosfiinilla asetonitriilin

ja veden seoksessa (9:1) viidessé tunnissa.?’

DMTrO AZMB
o B

(0] = (I) o\/NS
_ < J_o-p=0
.
MeO—{ N-O (’?;j 0

Kuva 7. Emisosastaan AZMB-suojattu deoksiribonukleosidifosfodiesteri sekid emisosastaan
AZMB- ja 2’-asemastaan AZM-suojattu ribonukleosidifosfodiesteri, joita kéytettiin oligoribo- ja

oligodeoksiribonukleotidien syntetisoimiseen.?’

1.3.4. Boranofosfotriesterimenetelmé

Atsidorakenteeseen perustuvia suojaryhmiid on kéytetty myds syntetisoitaessa liuoksessa
dideoksiribonukleosidifosfaatteja sekd nédiden analogeja boranofosfotriesterimenetelméll.
Synteeseissid 5'- ja 3’-hydroksyyliryhmit sekd deoksisytosiinin N*, deoksiadeniinin NS,
tymidiinin N ja deoksiguanosiinin N? suojattiin AZMB-ryhmélld. Deoksiguanosiinin O°
suojattiin 4-[(2-atsidometyyli)bentsoyylioksi]bentsyyli (AZBn)-ryhmalld. 5’-Asemastaan seké
emadsosastaan suojattu tymidiiniyksikkd boranofosforyloidaan trietyyliammonium-dimetyyli-
boranofosfaatilla. Metyyli poistetaan nukleosidiboranofosfotriesteristd (VI) tiofenoli-
trietyyliamiinilla (PhSH-Et:N) tetrahydrofuraanissa.?, jolloin muodostuu
nukleosidiboranofosfodiesteri (VII), joka kytketdén kondensaatioreagenssin N, N’-bis-(2-okso-
3-oksatsolidinyyli)fosfonikloridin (Bop-Cl) sekd 3-nitro-1,2,4-triatsolin (NT) ldsnd ollessa
AZMB-suojattuun nukleosidiin (VIII) (kaavio 6).3%33:34
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2. 5 ekv. DMTrOMe, DCA, DCM 53 2. MePPh,, Dioksiini, H,O ny
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OAZMB OH
H-fosfonaatti-intermediaatti IX

By = NB-AZMB-tymidiini

B, = N®-AZMB-tymidiini, N6-AZMB-adeniini, N*-AZMB-sytosiini
tai N°-AZMB-0P-AZBn-guaniini

By=T

B,=T,AC,G

X =07, S, N(CH,CHy),0, OMe, NH,

Kaavio 6. Dinukleosidifosfodiestereiden ja ndiden modifioitujen analogien synteesi
boranofosfotriesterimenetelmailld. Reagenssit ja olosuhteet: 1) IXa: X = O, I, pyridiini/H,O; 1) IXb: X
=S, Ss, pyridiini; i) IXe: X = OMe, 10 % MeOH/N-metyyli-imidatsoli-EtsN-CCly; 1) IXd: X =
N(CH>CH»),0, morfoliini, CCls i) IXe: X = NHa, 2 % I, satd NH3, pyridiini *>****

Syntetisoiduista  dinukleosidiboranofosfaateista  syntetisoitiin  edelleen = H-fosfonaatti-
intermediaatti dimetoksitrityylikationin ldsné ollessa. Vetyfosfonaatti-intermediaatista saadaan
fosfodiesteri hapettamalla jodilla sekd fosforotioaatti sulfuroimalla ja metyylifosfaattianalogi
sekd  fosforamidaattianalogit  oksidatiivisella =~ aminaatiolla  (Kaavio 6, i).33
Dinukleosidifosfaateista irrotetaan AZMB- ja AZBn-suojaryhmét metyylidifenyylifosfiinilla
dioksaanin ja veden seoksessa 20 minuutissa. Menetelmédssd boranofosforylointireagenssina
kiytettdvén trietyyliammonium-dimetyyli-boranofosfaatin todettiin reagoivan tymidiinin N°-
aseman sekd guaniinin O%-aseman kanssa, jos niitd ei suojata. AZBn-suojaryhméi irrotettaessa
kiytetdin  merkaptoetanolia  scavenger-reagenssina  sivureaktiossa ~ muodostuneen

kinonimetidin inaktivoimiseksi,*> miké estdd kinonin kiinnittymisen guaniiniemékseen.*

Di-, tri- ja tetranukleotidit ja ndiden fosforoamidaatti- sekd metyylifosfaattianalogit on
valmistettu kiintedd kantajalla vastaavalla tavalla kdyttden boranofosfotriesterimenetelmai.
Menetelmassd oligodeoksiribonukleosidiboranofosfaattien emésosat suojattiin joko AZMB-
suojaryhmélld tai aiemmin hydroksyyliryhmien suojaksi raportoidulla’® 4-atsidobentsyylilld
(ABn) (Kaavio 7). ABn-suojaryhmé syntetisoitiin ja liitettiin guaniinin O°-asemaan (4-

atsidofenyyli)metanolilla, ja sen irrottamiseen kéytettiin samoja olosuhteita kuin AZBn-
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suojaryhmén irrottamiseen. Kantajassa kiinniolevaan N3-asemastaan AZMB-suojattuun
tymidiinin kytkettiin boranofosfodiesterimonomeeri, jonka fosfaatti on suojattu syanoetyylill,
5’-asema on asetyloitu ja emisosa on suojattu AZMB- tai ABn-suojauksella (Kaavio 7).
Kytkennén jdlkeen fosfaatista poistettiin syanoetyyli DBU:lla. Dinukleosidiboranofosfaatin
annettiin reagoida trityylireagenssin kanssa, ja ndin muodostunut H-fosfonaatti-intermediaatti
hapetettiin vastaavaksi dinukleosidifosfaatiksi. 5'-asyylisuojaryhmdn sekd AZMB- ja ABn-
suojaryhmien irrottamisen jdlkeen dinukleosidi irrotettiin kantajasta. Tdlld menetelmalld
Kawanaka ja hinen tutkimusryhminsé raportoivat syntetisoineensa di-, tri- ja tetranukleotideja

sekd ndiden metyylifosfaatti- sekd fosforoamidaatti-analogeja (Kaavio 7).%

AcO

o B, AcO ° B, HO o B,
\% ~ 0,01 M DMTrBF, \% ~ 1 \% ~/
clg e CHCl é; N 2.ii é\ B
EtNH O™ 0 5 "™ B =0 8
0-,? 0 2 W o b2
o) o) OH

B; = NB-AZMB-tymidiini, N6-AZMB-adeniini, N*-AZMB-sytosiini
tai N2-AZMB-0P-AZBn-guaniini
B2 =TAZMB

B;=T,A,C, G
IXa=0"
IXc = OMe

IXf =HN (6]
/

Kaavio 7. Dinukleosidifosfaattien ja ndiden metyylifosfaatti- seké fosforamidiitti-DNA analogien
synteesi kiinteilld kantajalla.’” Reagenssit ja olosuhteet: IXa: i) b, pyridiini/H-O ja ii) NHs; IXc: i) 1
% MeOH/N-metyyli-imidatsoli-Et;-CCls ja ii) A: 25 mM K,CO3/MeOH; IXf: i) = 10 %
morfoliini/CCly ja ii) NH;

1.4. Fosforotioaattioligonukleotidien synteesit

Oligonukleotidien fosfodiesterisidoksen modifioiminen tiofosfodiesterisidokseksi (PS)
parantaa oligon solukalvon ldpdisykykyé ja entsymaattista pysyvyyttd. Tiofosfodiesterisidos on
kiraalinen, ja ndin ollen fosforotioaatit esiintyvét Sp- ja Rp-diastereomeerind. Fosforotioaatin
stereokemialla on todettu olevan merkittivd vaikutus oligonukleotidin farmakologisiin

vaikutuksiin, kuten RNaasi H -aktiivisuuteen.?%-°

Kuten kappaleessa 1.3.4 todettiin, fosforotioaatteja on syntetisoitu diastereomeerien seoksena

boranofosfotriesterimenetelmélld kiyttien AZMB- ja AZBn-suojaryhmid. Tdysin suojatuista
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dimeerisestd dinukleosidiboranofosfaatista syntetisoitiin fosforotioaatti vetyfosfonaatti-
vilituotteen  kautta  sulfuroimalla.’*  Fosforotioaattioligonukleotidien — syntetisoiminen

liukoisella kantajalla®!0-40-42

mahdollistaa suuremman mittakaavan synteesin verrattuna
perinteiseen  kiintedlld kantajalla  suoritettavaan  synteesiin.!®**  Fosforotioaattien
syntetisoimiseksi on kehitetty myds stereokontrolloituja synteesistrategioita, koska moniin
ladketieteellisiin ~ sovelluksiin  tarvitaan  stereokemiallisesti ~ yhtendisid  yhdisteita.
Diastereospesifisyyteen perustuvat fosforotioaattioligonukleotidien —synteesimenetelmét
kdsittdvit muun muassa H-fosfonaattimenetelmén® ja kiraalisten dinukleosidifosforotioaatti-
rakennusyksikkojen kdyton** Myos kiraalisia tri- ja tetrasyklisida P(III)*  sekd

oksatsafosfolidiini-rakenteeseen perustuvia apuaineita on kaytetty,38-39:48:49.50.51

Tutkielman kokeellisessa osassa esitetddn dimeerisen, trimeerisen ja tertameerisen
fosforotioaattinukleotidin stereokontrolloitu synteesimenetelmd liukoisella saostettavalla
kantajalla, joka perustuu P(V)-oksatiafosfolaanisulfidirakenteeseen ja AZMB-suojaryhmén
kayttoon 5’-hydroksyyliryhmissd. Synteesissd sovellettiin Knousen kehittdmii menetelmés,
jossa sitruunan kuoresta eristettyd terpeenid, limoneenia®® hyddynnetddn enantiopuhtaiden
oligonukleotidifosforotioaattien valmistamisessa kiintedlla kantajalla kéyttden
dimetoksitrityylid 5’-hydroksyyliryhméssd.>® Limoneenista valmistetaan epoksidaation seki
tiolyysin avulla (-)- sekd (+)-W-reagenssit, joilla aktivoidaan oligonukleotidisynteesissé

kiytettidvit 5'-asemastaan suojatut nukleosidit.>*
1.5.Yhteenveto

AZMB-, AZM-, AZBn-, ABn- sekd 4-atsidobutyryylisuojaryhmid on kdytetty onnistuneesti
oligodeoksi- sekd oligoribonukleotidien synteeseissd niin 5'-, 3’- ja 2’-hydroksyylien kuin
my0s  emdsosien  suojaryhmind.  Synteesit on  suoritettu  fosfotriesteri-  ja
boranofosfotriesterimenetelmilld niin kiintedlld kantajalla kuin liuoksessakin. AZM-
suojaryhmin ja AZMB-ryhmit kestdvét hyvin happamia olosuhteita. AZM-suojaryhmé on
stabiili my0s ammonolyysin aikana. Esitetyt atsidopohjaiset suojaryhmit voidaan irrottaa
selektiivisesti neutraaleissa olosuhteissa fosfiiteilla tai fosfiineilla pelkistykseen perustuvassa
Staudingerin reaktiossa. Téstd syystd kyseiset suojaryhmét tarjoavat vaihtoehdon perintisille
nukleoemésten suojauksessa kdytettdville asyyliryhmille emaésherkkien oligonukleotidien
synteesissd. Atsido-substituointi mahdollistaa my0s postsynteettisten modifikaatioiden

tekemisen syntetisoitavaan oligonukleotidiketjuun.
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Boranofosfotriesterimenetelmilld on syntetisoitu myos fosforotioaatteja kiintedlld kantajalla
diastereomeerien seoksena kdyttden AZMB- ja AZBn-suojaryhmid. Liukoisen kantajan kéyttd
mahdollistaa  suurempien mittakaavojen synteesit ja  kehitetyt fosforotioaattien
stereokontrolloidut synteesistrategiat tarjoavat moniin lddketieteellisiin sovelluksiin ja

tutkimuksiin enantiopuhtaita diastereomeereja.
2. Tulokset ja tulosten tarkastelu

Projektissa  syntetisoitiin ~ 5'-O-2-(atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiini  (6) ja 5'-O-
atsidometyylitymidiini (13), joista 6 aktivoitiin P(V)-kemiaa kiyttden sitruunan kuoresta
eristetyistd limoneeneista varmistetuilla kiraalisilla (-)-¥- ja (+)-V-reagensseilla. 2-
(atsidometyyli)bentsoyyli-suojaryhmén irtoamista seurattiin tymidiinin 5 -asemasta 25 °C:ssa
trimetyylifosfiitin, trimetyylifosfiinin ja trifenyylifosfiinin ldsni ollessa. Aktivoiduista AZMB-
suojatuista tymidiineistd 16 ja 17 syntetisoitiin oligonukelotidifosforotioaattidimeeri (21,
T(Rp)T), -trimeeri (22, T(Rp)T(Sp)T) seki -tetrameeri (23, T(Rp)T(Sp)T(Sp)T) nelihaaraisella

pentaerytritolipohjaisella saostettavalla liukoisella kantajalla (18).

2.1. Synteesit

2.1.1. 5°-0-2-(Atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiinin valmistaminen

2-Atsidometyylibentsoehapon (4) synteesi on esitetty kaaviossa 8. Metyyli-2-
metyylibentsoaatti (1) brominoitiin N-bromisukkinimidilld bentsoyyliperoksidin l4sné ollessa
hiilitetrakloridissa (Kaavio 8, i). Metyyli-2-bromimetyylibentsoaatin (2) bromi korvattiin
atsidoryhmilld  substituutioreaktiossa  typpi-ilmakehédssd  kéyttden  natriumatsidia
dimetyyliformamidissa, seka litiumkloridia katalyyttind (Kaavio 8, ii). Tuotteena muodostunut
metyyli-2-metyyliatsidobentsoaatti (3) valmistettiin myos kadyttien DMF:n sijasta etanolia ja
etanolin sekd veden (1:2) seosta (Kaavio 8, iii). Huomionarvoista on, ettd kéytettdessi
natriumatsidia metanolissa, atsidointi ei onnistunut. Atsidoinnin jédlkeen esteriryhmé
hydrolysoitiin natriumhydroksidin metanoliliuoksessa (Kaavio 8, iv), jolloin tuotteena

muodostui 2-atsidometyylibentsoehappo (4).

16



) )

0 0
dOCHS i, ©ij\OCH3 i, Q&OCHS iv @i‘\OH
[1]

Br N3 N3
CH3 3 4

1 2

299 %ja82 %
324 %ja22%
435 % ja 20 %

Kaavio 8. 2-Atsidometyylibentsoechapon synteesi. Reagenssit ja olosuhteet: i) NBS,
Bentsoyyliperoksidi, CCly; i1) NaN3;, DMF; (iii Atsidointi suoritettiin my0s kéyttden liuottimena
EtOH:a ja EtOH/H,0 (1:2) seosta); iv) NaOH/MeOH

2-Atsidometyylibentsoehaposta (4) syntetisoitiin happohalidi § kéyttden tionyylikloridia
dikloorimetaanissa pyridiinin ldsnd ollessa (Kaavio 9, 1) typpi-ilmakehéssd. Happohalidin
kloori korvattiin asyylisubstituutiossa tymidiinin 5’-OH-ryhmélla pyridiinissd 0 °C:ssa (Kaavio
9, ii). Happohalidi 5 reagoi ldhes selektiivisesti tymidiinin 5'-asemaan muodostaen 5'-O-
AZMB-tymidiinin (6) péétuotteena (90 %). 5'-O-AZMB-tymidiini (6) puhdistettiin

silikageelikromatografisesti ja karakterisoitiin NMR-spektroskopisesti.

O
@) ) o | /’I‘
se-hadeehde et
N3 N3 N3
4 5 6 OH

619 % ja21 %

Kaavio 9. 5'-O-AZMB-tymidiinin (6) syntetisoiminen 2-atsidometyylibentsoechaposta. Reagenssit
ja olosuhteet: i) DCM, pyridiini, SOCI; ii) tymidiini (1,3 ekv.), pyridiini

2.1.2. 5’-O-Atsidometyyli-tymidiinin valmistaminen

Tymidiinin (7) 3’- ja 5’-hydroksyyliryhmd suojattiin tert-butyylidimetyylisilyylikloridilla
(TBDMS-CI) pyridiinissd (Kaavio 10, 1). Reaktion etenemisti seurattiin LC-MS:lla (Kuva 8).
Tuotteena muodostunut 3°,5'-bis-O-TBDMS-tymidiini (8) karakterisoitiin NMR:1l1d saannon
ollessa 76 %. Seuraavassa vaiheessa tuote 8 desilyloitiin selektiivisesti 5'-asemasta suolahapon

metanoliliuoksella, jolloin tuotteeksi saatiin 3’-O-TBDMS-tymidiini (9) (Kaavio 10, ii).
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Kaavio 10. Tymidiinin (7) silylointi- ja yhdisteen 8 selektiivinen desilylointi. Reagenssit ja

olosuhteet: i) TBDMS-CI (2,5 ekv.), pyridiini ii)) HCl/MeOH
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Kuva 8. HPLC-kromatogrammi tymidiinin silyloinnista (5 vrk seurantanéyte).

Tuotteen 9 5'-hydroksyyliryhmd metyylitiometyloitiin etikkahappoanhydridin, etikkahapon ja
DMSO:n seoksella (10:3:14) (Kaavio 11, i). Kuvassa 9 on HPLC-kromatogrammi 28 h:n
seurantandytteestd. Metyylitiometyloinnin jélkeen tuotteena saatu yhdiste 10 desilyloitiin

TBAF:n 1 M THF:n liuoksella, jolloin muodostuu 5’-O-metyylitiometyylitymidiini (11)
(Kaavio 11, i1).
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Kaavio 11. 3'-O-TBDMS-tymidiinin (9) 5 -hydroksyyliryhmén metyylitiometylointi ja sitd
seuraava desilylointi. Reagenssit ja olosuhteet: i) Etikkahappoanhydridi, etikkahappo, DMSO 1ii)
TBAF 1 M THF-liuos
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Kuva 9. HPLC-kromatogrammi 3’-O-TBDMS-tymidiinin (9) metyylitiometyloinnista (28 h

seurantandyte).

Tuotteen 11 tiometyyli-ryhméd korvattiin kloorilla kdyttden nitrobentseenisulfonyylikloridia
dimetyyliformamidissa (Kaavio 12, i), jonka jdlkeen vilituote 12 atsidoitiin (Kaavio 12, ii).

Tuotteeksi saatiin 5'-O-atsidometyylitymidiini (13).
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Kaavio 12. 5'-Metyylitiometyyli-O-tymidiinin (11) atsidointireaktio. Reagenssit ja olosuhteet: i)
NBS-CI, DMF ii) NaN3

2.1.3. Y -Aktivoitujen 5'-O-2-(atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiinien valmistaminen

5'-0-AZMB-suojattu tymidiini (6) aktivoitiin (+)- ja (-)-P-reagensseilla (14 ja 15) (Kaavio 13).
Projektissa hyddynnettiin aikaisemmin julkaistun menetelmidn mukaisesti sitruunan kuoresta
eristettyd limoneenia, josta saadaan oksidaatioreaktiolla valmistettua (+)- ja (-)-'V-reagenssit 14
ja 1553 Aktivointi tehtiin stereokontrolloidusti DBU-aktivaattorin lisnd ollessa (1,3 ekv;
Kaavio 13, 1) asetonitriilissa. W-aktivoitujen yhdisteiden 16 ja 17 synteesireitit on esitettynd
kaaviossa 13. (+)-W-reagenssilla aktivoitaessa reaktion saanto oli 48 % ja (-)-W-reagenssilla 54

%.
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Kaavio 13. 5'-O-AZMB-tymidiinin aktivoiminen (-)- ja (+)-¥ -reagensseilla. Reagenssit ja
olosuhteet: i) (-)- tai (+)-¥ -reagenssi (1,3 ekv.), DBU (1,3 ekv.), MeCN, rt, 1 h

2.1.4. Oligonukleotidifosforotioaattidimeerin, -trimeerin ja -tetrameerin valmistaminen

ja (-)-Y-aktivoituja 5'-O-AZMB-suojattuja tymidiineja (16 ja 17) Kkéytettiin

syntetisoitaessa oligonukleotidifosforotioaattidimeeri (21), -trimeeri (22) seki -tetrameeri (23)

nelihaaraisella liukoisella pentaerytritolipohjaisella kantajalla (5 -O-tymidiini)4PE 18) (Kaavio
14).
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Kaavio 14. Synteesisyklin reaktio-olosuhteet ja reagenssit: 1) Kytkenté, (+/-)-aktivoitu 5'-O-
AZMB-tymidiini (6,66 ekv.), DBU (10,8 ekv.), MeCN/DMF (1:1), 25 °C N»-ilmakeh4, neutralointi
DCA:lla, saostus iPrOH ii) Suojaryhménpoisto, MesP 8 (ekv.), MeCN/DMF (1:1) 25 °C, saostus
iPrOH iii) Kantajasta irrottaminen (tai uusi sykli), NHs, 3 h, 55 °C

Ensimmaéisessd kytkenndssé (+)-V-aktivoitu ja 5'-AZMB-suojattu tymidiini (16) kytkettiin PE-
kantajaan sidotun tymidiinin 5’-hydroksyyliryhmiin (Kaavio 14). Kytkenndt suoritettiin
huoneenldmpotilassa Na-ilmakehdssé asetonitriilin ja DMF:n (1:1) seoksessa. DBU (10,8 ekv.)
toimiessa emiksend. Reaktion etenemistd seurattiin RP-HPLC:1l4. Dimeerin 5'-O-AZMB-
T(Rp)-T-3'-PE (19) tapauksessa kytkenté oli edennyt loppuun 30 min aikana (Kuva 10). Tdmén
jélkeen aktivaattorina kédytetty DBU neutraloitiin DCA:lla ja kantajassa kiinni oleva vilituote
5'-AZMB-T(Rp)-T-3"-PE (19) sakkautettiin kylméstd isopropanolista. DBU:n neutralointi
tehtiin transesterifikaatioreaktion estdmiseksi, joka voi aiheuttaa osittaisen kantajasta
irtoamisen. Tdma olisi tapahtunut isopropanolissa tapahtuvan sakkauksen yhteydessé, jos liuos

olisi jadnyt eméaksiseksi.
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Kuva 10. HPLC-kromatogrammit 5'-O-AZMB-T(Rp)T-3"-PE:n (19) kytkentédreaktion seurannasta
2 min reaktion aloituksesta (A), 27 min reaktion aloituksesta (B) seka sakasta, joka on saatu

neutraloinnin jilkeen ennen suojanpoistoa (C).

Kytkennin jdlkeen kantajassa kiinniolevasta fosforotioaattidimeeristi 19 irrotettiin 5 -asemasta
AZMB-suojaryhmé. Suojaryhmén irrottaminen tehtiin trimetyylifosfiinilla (MesP, kaavio 14)
huoneenlampdtilassa Np-ilmakehédssd. Suojaryhmédn todettiin irronneen 60 minuutissa.
Vilituote, 5'-T(Rp)-T-3"-PE (20) sakkautettiin kylmistd isopropanolista. Kuvassa 11 on RP-
HPLC-kromatogrammi dimeerin suojanpoiston seurannasta sekd suojanpoiston jilkeen

sakkautetusta vilituotteesta.

Synteesisykli toistettiin fosforotioaattitrimeerin 22 ja tetrameerin 23 syntetisoimiseksi samalla
tavalla kuin on kuvattu edelld dimeerin tapauksessa. Trimeerin seki tetrameerin valmistuksessa
kytkennéssd kaytettiin (-)-Y-aktivoitua 5'-O-AZMB-tymidiinid. Trimeerid syntetisoitaessa

kytkentdaika oli 30 min ja tetrameerin tapauksessa 120 min.
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Kuva 11. HPLC-kromatogrammit 5"-O-T(Rp)T-3 "-PE:n muodostumisesta 1 h

suojaryhménpoistoreaktion aloittamisesta (A) ja sakkautuksen jdlkeen (B).

Suojaryhmén irrottamisen jélkeen pieni méadrd kantajassa kiinniolevaa fosforotioaattia
ammonolysoitiin. Ammonolyysissé fosforotioaatti irrotetaan kantajasta ammoniumhydroksidin
vesiliuoksessa (25 %) 55 ©°C:ssa kolmen tunnin aikana. Saostunut kantaja poistetaan
suodatuksella. Kuvassa 12 on HPLC-kromatogrammi ammonolysoidusta dimeeristd (21),
trimeeristd (22) sekd tetrameerista (23). Dimeerin ammonolyysin saanto oli 70 % ja
kokonaissaanto 36 %. Trimeerin ja tetrameerin ammonolyysisaannot olivat 70 % ja 100 %.

Trimeerin kokonaissaanto oli 22 %, ja tetrameerin kokonaissaanto oli 17 %.
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Kuva 12. HPLC-kromatogrammi kantajasta irrotetusta fosforotioaattidimeeristd 5'-T(Rp)T-3"
(21), -trimeeristd 5'-T(Sp)T(Rp)T-3 (22), ja -tetrameeristd 5'-T(Sp) T(Sp) T(Rp)T-3" (23).
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Kuvassa 13 on esitetty ammonolysoidun dimeerin 21 ja trimeerin 22 3'P NMR-spektrit.
Dimeerin sekd trimeerin 3'P NMR:istd ndhdéan, ettd suojaryhmén poistossa muodostuneesta
hapettuneesta trimetyylifosfiinioksidista ei paistd isopropanolisakkautuksella kokonaan eroon.
Tastd syystd tetrameeri puhdistettiin RP-nestekromatografisesti. Tetrameerin 23 3P NMR on

mitattu HPLC-puhdistetusta tuotteesta.

5'-T(Rp)T-3" 5"-T(Sp)T(Rp) T-3 5"-T(Sp)T(Sp) T(RR)T-3°
Trimetvylifosfiini- Trimetyylifosfiini-
oksidi oksidi

v pd

ot iy

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 57 56 55 54 53 52 565 56.0 555 550 545 540 535 53.0 525 556 555 554 553 552 551 550

I g & R

A B C

Kuva 13. Dimeerin (A), trimeerin (B) ja tetrameerin (C) *'P NMR-spektrit.

2.2. Kinetiikkatutkimukset

2.2.1. 2-(Asidometyyli)bentsoyvli-suojaryvhmén irtoamisen kinetiikka

2-(Atsidometyyli)bentsoyylin  irtoamista tymidiinin 5’-asemasta  seurattiin  HPLC-
massaspektrometrisesti  dimetyyliformamidin, asetonitriilin  ja DBU:n  seoksessa

huoneenldampétilassa trimetyylifosfiitin, trifenyylifosfiinin tai trimetyylifosfiinin lasnéollessa.
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Kaavio 15. 2-(Atsidometyyli)bentsoyyli-suojaryhmén irtoamista tutkittiin trimetyylifosfiitilla (R =
OCHa), trifenyylifosfiinilla (R = Ph) ja trimetyylifosfiinilla (R = CH3).

Kaytettdessd trimetyylifosfiittia 4 ekv., ldhtdaineen, 5"-O-AZMB-tymidiinin (6, fr = 16 min)
havaittiin olevan stabiili 24 h:n aikana. Kasvatettaessa trimetyylifosfiitin osuutta 8
ekvivalenttiin suojaryhmin irtoamisen puoliintumisaika on 4 h. Tuotteena havaittiin tymidiini
(7, tr = 6 min), intermediaatti 24a (R = OCHj3, tr = 13 min) sekd irronnut suojaryhma 25 (tr =
10 min). Kuvassa 14 on esitetty 5'-O-AZMB-tymidiinin (ESI-MS: m/z 400,1 [M-H]"),
irronneen suojaryhmén (ESI-MS: m/z 134,1 [M+H]) ja tymidiinin (ESI-MS: m/z 241,1 [M-
H]") massaspektrit. Intermediaatin 24a (R = OCH; ((ESI-MS: m/z 496,1 [M-H]") massaspektri
on esitetty kuvassa 15. Suojaryhmin irrottamista seurattiin myds vedessd sekd metanolissa
trimetyylifosfiitin 1dsnd ollessa. Kyseisissd liuottimissa ei havaittu tapahtuvan haluttua
Staudingerin reaktiota. Veden ldsni ollessa tapahtuu todenndkdisesti hydrolyysi ja metanolin

tapauksessa transesterifikaatio.
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Kuva 14. 5'-O-AZMB-tymidiinin (6), irronneen suojaryhmén 25 seké tymidiinin (7)

massaspektrit.

Suojaryhmén irtoamista tutkittiin myds trifenyylifosfiinin ldsnd ollessa (8 ekv.). Reaktion
olosuhteet pidettiin muilta osin identtisind edelld esitettyjen reaktio-olosuhteiden kanssa.
Tymidiini (r = 6 min), irronnut suojaryhmé (fr = 11 min) seké intermediaatti 24b (R = Ph, tr
= 14 min) havaittiin tuotteina. Intermediaatin 24b (R = Ph, ESI-MS: m/z 634,3 [M-H]")
massaspektri on esitetty kuvassa 15. Suojaryhmén irtoamisen puoliintumisaika oli 42 min, ja

kasvatettaessa trifenyylifosfiinin osuutta (12 ekv.) suojaryhmin irtoamisen puoliintumisaika

lyheni 36 min:iin.
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Kuva 15. Intermediaattien 24a/b massaspektrit.

Trimetyylifosfiinilla (4 ekv.) suojaryhmin irtoamisen puoliintumisaika on 3,2 min. Kyseisen
fosfiinin herkén hapettumisen takia, reaktio kdynnistettiin typpikaapissa DMF:n ja asetonitriilin
(1:1) seoksessa DBU:n ldsni ollessa. HPLC-MS-néytteet otettiin ja analysoitiin 15 min ja 30
min kuluttua reaktion aloituksesta (kuva 16). Irronnut suojaryhma sekd tymidiini havaittiin
tuotteina, mutta intermediaattia 24¢ (R = CH3) ei havaittu. Tymidiinin piikki jakautuu HPLC-
kromatogrammissa (kuva 16), mutta molempien piikkien todettiin olevan tymidiinid massa-
analyysin perusteella. 30 min ndyte analysoitiin HPLC-MS:1la myds lyhyemmailld RP-
kolonnilla (C18; 2,1 x 30 mm), jossa tymidiinin (tr = 28 s) todettiin eluoituvan yhtené piikkini
(kuva 17).
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Kuva 16. HPLC-kromatogrammi suojaryhmaén irtoamisesta trimetyylifosfiinilla (15 min néyte).
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Kuva 17. HPLC-kromatogrammi, suojaryhmén irtoamisesta trimetyylifosfiinilla (30 min néyte).

Tymidiini eluoituu yhtena piikkina.

2.2.2. Fosforotioaattien stereokemia

Projektissa  syntetisoidun tetrameerisen oligonukleotidifosforotioaattien — stereokemia
varmennettiin Snake venom fosfodiesteraasi-entsyymilld. Témén lisdksi syntetisoitujen
fosforotioaattien *'P NMR siirtymid verrattiin toisiinsa. Snake venom fosfodiesteraasin
(svPDE) tiedetdén pilkkovan ainoastaaan Rp-diastereomeerisia 3”,5 -tiofosfodiesterisidoksia.>>

Snake venom fosfodiesteraasin todettiin pilkkovan selektiivisesti Rp-fosfodiesterisidoksen

(Kuva 18).
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Kuva 18. Tetrameerisen fosforotioaatin 23 HPLC-kromatogrammi entsyymihydrolyysistd (21 h
néyte).

2.3. Johtopiatokset

Projektissa  suojattiin  tymidiinin  5’-hydroksyyliryhmd atsidometyylibentsoyyli- tai
atsidometyyli-ryhmilld. AZMB-suojaryhma saatiin liitettyd tymidiinin 5'-asemaan 90 %:n
selektiivisyydelld. AZMB- sekd AZM-suojaryhmédn irtoaminen perustuu Staudingerin
pelkistysreaktioon. AZMB-suojaryhmin irtoamisen kinetiikkaa tutkittiin DMF:n, MeCN:n ja
DBU:n seoksessa trimetyylifosfiitin, trifenyylifosfiinin tai trimetyylifosfiinin 14snad ollessa.

Trimetyylifosfiinia kdytettdessd suojaryhma irtoaa 30 minuutissa.

Syntetisoitu 5'-O-AZMB-tymidiini 6 aktivoitiin (+)- ja (-)-¥ -reagensseilla, ja ndin aktivoituja
5'-0O-AZMB-tymidiini  rakennusyksikkdja (16 ja 17) kéytettiin  enantiopuhtaiden
fosforotioaattien 21, 22 ja 23 syntetisoimiseen liukoisella saostettavalla kantajalla (18). AZMB-
suojaryhmi irrottamiseen kéytettiin trimetyylifosfiinia. Kantajaan sidotut fosforotioaatit
eristettiin sakkauttamalla kylmistd isopropanolista, ja synteesisyklin viimeisessd vaiheessa
fosforotioaatti  irrotettiin  kantajasta ammonolyysilld.  Onnistuneesti  syntetisoidut
fosforotioaattidimeeri T(Rp)T (21), -trimeeri 5'-T(Rp)T(Sp)T-3" (22), sekd -tetrameeri 5'-
T(Rp)T(Sp)T(Sp)T-3" (23) karakterisoitiin  massaspektrometrisesti  sekd ~ NMR:1l4.
Enantiopuhtaudesta ~ varmistuttiin ~ hydrolysoimalla ~ Rp-tiofosfodiesterisidos ~ Snake
venomfosfodiesteraasi -entsyymilld. Fosforotioaattien *'P NMR-spektreistd voidaan patelld,
ettd suojaryhmén irtoamisessa muodostuvasta hapettuneesta fosfiinista, trimetyylifosfiinin
oksidista ei pddstd kokonaan eroon isopropanolisakkautuksella. Téstd syysté tetrameeri 23 (T4)
paitettiin puhdistaa RP-HPLC:1l4. Lisddmalld sakkautuskertoja suojaryhmin poiston jélkeen,

trimetyylifosfiinioksidin maird saadaan pienemmaksi.
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3. Kokeelliset menetelmiit

3.1. Yleiset menetelmit

Synteeseissd kilytettiin kaupallisia reagensseja ja liuottimia. MeCN kuivattiin 3 A:n
molekyyliseuloilla, ja DCM sekd DMF kuivattiin 4 A:n molekyyliseuloilla. DBU kuivattiin
CaHa-jauheella, ja kiintedt reagenssit kuivattiin vakuumieksikkaattorissa fosforipentoksidia
kuivausaineena kayttden. NMR-spektrit mitattiin Bruker Avance 500 tai 600 MHz —laitteistolla.
Massaspektrit mitattiin Bruker ESI-micrQTOF massaspektrometrilld, Agilent 6120 ES-API-
HPLC-MS kvadrupolimassaspektrometrilld tai Waters RDa HRMS-massaspektrometrilla.
HPLC-MS analyyseissd kaytettiin ODS Hypersil C-18 kolonnia (150 mm x 4,6 mm).
Injektiotilavuus oli 50 [, detektioaallonpituus 260 nm ja virtausnopeus 0,95 ml/min.
Ajoliuoksena kéytettiin veden ja asetonitriilin seosta. Synteesiseurannoissa asetonitriilin
pitoisuus oli 10 % ensimmadisen kolmen minuutin aikana, minka jdlkeen pitoisuutta kasvatettiin
80 %:iin 27 minuutin aikana. Suojaryhmén irtoamisen kinetiikkaa tutkittaessa asetonitriilin
pitoisuus oli 5 % ensimmadisen kahden minuutin ajan, minka jilkeen pitoisuus kasvatettiin 50
%:iin 13 minuutin aikana ja edelleen 90 %:iin seuraavan 2 minuutin aikana. Fosforotioaattien
kytkentd- ja suojanpoistoreaktioita seurattiin Shimazun HPLC-laitteella (LC-10AT, FCV-
10AL, DGU-14A, SPD-10A) kiyttden Thermo Fischer Scientific ODS HYPERSIL kolonnia
(5 [7; 250 mm x 4,6 mm). Ajoliuoksina kiytettiin trietyyliammoniumasetaattia ja asetonitriilid
(A-ajoliuos: H,0, 50 mM TEAA ja B-ajoliuos: 70 % MeCN, 30 % H>O ja 50 mM TEAA).
Injektiotilavuus oli 15 [l. Gradientissa B-ajoliuoksen pitoisuus nostettiin ensimmdisen 25
minuutin aikana 40 %:sta 100 %:iin, minkd jilkeen B-ajoliuoksen pitoisuutta pidettiin 5
minuuttia 100 %:ssa. Ammonolyysissd kdytettiin samaa laitteistoa ja samoja ajoliuoksia A seké
B. Injektiotilavuus oli 10 [ ja detektioaallonpituus 260 nm. Gradientiessa B-ajoliuoksen
pitoisuus pidettiin ensimmaiset 2 min 7 %:ssa, minké jélkeen sen pitoisuus nostettiin 13 min:ssa
70 %:iin. Semipreparatiiviset puhdistukset tehtiin Shimazun HPLC:114. Kolonnina kéytettiin
semipreparatiivista kolonnia, jonka sisihalkaisija oli 10 mm. Detektioaallonpituus oli 260 nm
ja virtausnopeus 3 ml/min. HPLC-puhdistuksissa oli kédytdssd samat ajoliuokset A ja B.
Gradientissa B-ajoliuoksen pitoisuus oli 17 % ensimmadiset 2 minuuttia. Pitoisuus nostettiin
tamén jdlkeen 12 minuutissa 30 %:iin, ja tdmin jdlkeen 4 minuutissa 60 %:iin. Snake
venomfosfodiesteraasia kdytettdessé fosforotioaatin hydrolyysia seurattiin Shimazun HPLC:114
ja kéytossd oli samat ajoliuokset A ja B. Gradientissa B-ajoliuoksen pitoisuus oli 2 %

ensimmadiset 2 minuuttia. Tamén jélkeen pitoisuus nostettiin 30 %:iin 12 minuutissa, ja
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seuraavan 5 minuutin aikana 100 %:iin. Detektioaallonpituus oli 260 nm ja virtausnopeus 0,95

ml/min. Sentrifugin parametrit olivat 5000 rpm, 4 °C ja 20 min.

3.2. Synteesit

3.2.1. Metyyli-2-bromimetyylibentsoaatti

Metyyli-2-metyylibentsoaatti (1) (1 ekv., 6,65 mmol, 1 g) haihdutettiin hiilitetrakloridista ja
kuivattiin eksikkaattorissa yon yli. Yhdiste 1 liuotettiin hiilitetrakloridiin (23 ml) ja
reaktioliuokseen lisdttiin NBS (1,1 ekv., 7,32 mmol, 1,30 g) ja bentsoyyliperoksidi (0,02 ekv.,
0,133 mmol, 32,2 mg). Reaktioliuosta sekoitettiin ja refluksoitiin 4 h 80 °C:ssa. Reaktion
etenemistd seurattiin ohutlevykromatografisesti, kdyttden ajoliuoksena etyyliasetaatin ja
heksaanin seosta (5:95). Reaktioliuoksen annettiin jddhtyd huoneenldmpdiseksi, minké jilkeen
se suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin alipaineessa. Tuote kuivattiin vakuumieksikkaattorissa.
Tuotteen 2 saanto oli 1,52 g (99 %). Rr=0,21. Reaktio toistettiin identtisesti, jolloin tuotteen 2
saanto oli 1,25 g (82 %).

3.2.2. Metyyli-2-metyyliatsidobentsoaatti

Yhdiste 2 (5,45 mmol, 1,25 g) liuotettiin DMF:44n (4,5 ml) ja reaktioliuokseen lisdttiin
natriumatsidia (1,8 ekv., 11,9 mmol, 0,78 g) sekd katalyyttinen médrd litiumkloridia N»-
ilmakehdssd. Reaktioliuosta sekoitettiin yon yli, minké jélkeen liuoksen ldmpétila nostettiin
120 °C:een ja reaktion sekoitusta jatkettiin 2 h. Lammitys poistettiin ja sekoitusta jatkettiin yon
yli huoneenldmpdtilassa. Reaktioliuos haihdutettiin alipaineessa. Haihdutusjdédnnokseen
lisattiin vettd (20 ml) ja vesifaasia uutettiin dietyylieetterilld (3 x 20 ml). Orgaanista faasia
pestiin vedelld (2 x 20 ml), minké jdlkeen orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOsq:1la, suodatettiin
ja haihdutettiin alipaineessa. Raakatuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti kdyttden
ajoliuoksena dikloorimetaania. Tuotteen 3 saanto oli 307 mg (24 %). Tuote karakterisoitiin 'H
NMR:114 (Liite 1). Re = 0,59. ESI-MS m/z 1oydetty 214,0552 [M+Na]*, laskettu 214,1798. 'H
NMR 6y (500 MHz, CDCls): 8,05 (1H, d, J= 7,88 Hz, Bz); 7,58 (1H, t, J = 8,22 Hz, Bz); 7,53
(1H, d, J = 8,22 Hz, Bz); 7,43 (1H, t, J= 7,59 Hz, Bz); 4,85 (2H, s, CH2N3); 3,95 (3H, s, CH3).

Atsidointi toistettiin projektin aikana seuraavasti. Yhdiste 2 (6,63 mmol, 1,52 g) liuotettiin
etanoliin (15 ml), ja liuos suodatettiin. Liuos jaettiin kahteen eri keittopulloon. Toiseen liséttiin
etanolin ja veden (1:2, v/v) seosta (10 ml) ja toiseen liséttiin etanolia (10 ml). Molempiin
reaktioliuoksiin liséttiin natriumatsidia (0,2 g), ja liuoksien sekoitusta jatkettiin 14 vrk. Tdméan

jélkeen liuokset yhdistettiin ja haihdutettiin alipaineessa. Haihdutusjadannokseen liséttiin vetté
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(20 ml), ja sitd uutettiin dietyylieetterilld (3 x 20 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin, pestiin
vedelld ja kuivattiin Na;SOq:lla. Orgaaninen liuos suodatettiin ja haihdutettiin alipaineessa.
Raakatuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti kéyttden ajoliuoksena DCM:é4. Tuotteen
3 saanto oli 229 mg (22 %) ja se karakterisoitiin NMR:114 (Liite 2). '"H NMR 6y (500 MHz,
CDCly): 8,06 (1H, d, J= 8,05 Hz, Bz); 7,58 (1H, t, J= 7,76, Bz); 7,52 (1H, d, J= 7,81 Hz, Bz);
7,43 (1H, t, J= 7,46, Bz); 4,84 (2H, s, CH2N3); 3,95 (3H, s, CH3).

3.2.3. 2-Atsidometyylibentsoehappo

Yhdiste 3 (1,60 mmol, 307 mg) liuotettiin 2 M:een natriumhydroksidin metanoli -liuokseen (25
ml) ja reaktioliuosta sekoitettiin 2 h huoneenldmpdétilassa. Tdmén jélkeen reaktioliuos uutettiin
dikloorimetaanilla (3 x 20 ml). Vesifaasiin liséttiin 2 M:sta HCl-livosta (20 ml) kunnes
liuoksesta tuli selvisti hapan (pH = 1). Vesifaasia pestiin dikloorimetaanilla (4 x 20 ml) ja
orgaaniset faasit yhdistettiin. Orgaaniset faasit kuivattiin Na>SOq:lla, suodatettiin ja
haihdutettiin alipaineessa. Tuotteen 4 saanto oli 74 mg (35 %). Tuote karakterisoitiin 'H ja 1*C
NMR:114 (Liitteet 3 ja 4). 'H NMR &y (500 MHz, CDCl3): 8,20 (1H, d, J = 8,36 Hz, Bz); 7,66
(1H, t, J=17,80 Hz, Bz); 7,59 (1H, d, J= 7,76 Hz, Bz); 7,49 (1H, t,J = 7,98 Hz, Bz); 4,92 (2H,
s, CHaN3) 3C NMR 8¢ (126 Hz, CDCls): 172,3 (COOH); 138,3 (C1); 133,8 (C2); 132,2 (C3);
129,8 (C6); 128,2 (C4 ja CS5); 53,1 CH2N3).

Synteesi toistettiin. Lahtdaineena kéytettiin metyyli-2-metyyliatsidobentsoaattia (3) (229 mg
1,19 mmol). Tuotteen 4 saanto oli 60 mg (20 %). Tuote karakterisoitiin 'H NMR:114 (Liite 5).
'"H NMR 6y (500 MHz, CDCls): 8,20 (1H, d, J = 8,18 Hz, Bz); 7,66 (1H, t, J = 8,26 Hz, Bz);
7,59 (1H, d, J= 11,99 Hz, Bz); 7,49 (1H, t, J = 7,94 Hz, Bz); 4,92 (2H, s, CH2N3).

3.2.4. 5°-0-2-(Atsidometyyli)bentsoyvyli-tymidiini

Yhdiste 4 (1 ekv., 0,746 mmol, 132 mg) liuotettiin dikloorimetaaniin (3 ml) ja reaktioliuokseen
liséttiin pyridiini (60 (1) ja tionyylikloridi (1,2 ekv., 0,895 mmol, 65 [l) typpikaapissa.
Reaktioliuosta sekoitettiin 2 h 50 min ja reaktiota seurattiin TLC:1ld kdyttden ajoliuoksena
metanolin  ja dikloorimetaanin seosta (1:9). 2-Atsidometyylibentsoyylikloridin (5)
muodostuminen havaittiin TLC:114 (Rr = 0,86). Reaktioseos lisdttiin pisaroittain kuivaan
pyridiiniin (5 ml) livotettun tymidiinin joukkoon (1,3 ekv., 0,23 g kuivattu haihduttamalla
kuivasta pyridiinistd (3 x 5 ml) Na-ilmakehéssi jdévesihauteessa. Reaktioliuosta sekoitettiin 1

h. Reaktiota seurattiin TLC:114 kéyttden ajoliuoksena metanolin ja dikloorimetaanin seosta
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(1:9). Sekoitusta jatkettiin yon yli. Reaktioliuokseen lisdttiin katalyyttinen maédra DMAP:a ja
liuosta sekoitettiin 2 h. Reaktioliuos haihdutettiin alipaineessa, ja sithen liséttiin
dikloorimetaania (30 ml). Orgaanista faasia pestiin 5 %:1la NaHCOs-liuoksella (3 x 20 ml) ja
vesifaasia uutettiin DCM:114 (4 x 30 ml). Orgaaniset faasit yhdistettiin, kuivattiin Na>SOzs:1la ja
suodatettiin alipaineessa. Orgaaninen liuos haihdutettiin, ja muodostunut raakatuote
puhdistettiin silikageelikromatografisesti. Ajoliuoksena kéytettiin 5 %:sta MeOH-DCM-
liuosta. Tuotteen 6 saanto oli 57,9 mg (19 %). Tuote karakterisoitiin 'H ja '*C NMR:114 (Liitteet
6 ja 7). Rr= 0,46. 'H NMR &y (500 MHz, DMSO): 11,98 (1H, s, NH); 8,02 (1H, d, J = 8,21
Hz, Bz H6); 7,73 (1H, t, J= 7,86 Hz, Bz H3); 7,64 (1H, d, J = 7,86 Hz, Bz H4); 7,59 (1H, t, J
= 7,65 Hz, Bz HS); 7,47 (1H, H6); 6,28 (1H, dd, J = 7,32 ja 13,28 Hz, H1"); 5,57 (1H, d, J =
4,03 Hz, 3'-OH); 4,84 (2H, s, CH2N3); 4,55-4,60 (1H, m, H5""); 4,48-4,53 (1H, m, H5"); 4,41-
4,46 (1H, m, H3"); 4,10-4,14 (1H, m, H4"); 2,32 (1H, d, J = 6,45 Hz, H2""); 2,23 (1H, d, J =
5,34 Hz, H2"); 1,67 (3H, s, Me) 1*C NMR &¢ (126 Hz, DMSO): 166,5 (COOH); 164,1 (C4);
150,9 (C2); 136,9 (C6); 133,4 (Bz Cl1); 131,2 (Bz C2); 130,9 (Bz C6); 129,5 (Bz C4); 129,1
(Bz C5); 110,5 (C5); 84,5 (C17); 84,0 (C47); 70,7 (C37); 65,3 (C5); 52,3 (CH2N3); 39,0 (C2°);
12,2 (CH3).

Yhdiste 6 syntetisoitiin myds kaupallisesta 2-atsidometyylibentsoehaposta (1 ekv., 4,2 mmol,
750 mg). Reaktio toistettiin kuten edelld on kuvattu. Tuotteen 6 saanto oli 21 %. '"H NMR (Liite
8) &y (500 MHz, DMSO): 11,30 (1H, s, NH); 8,95 (1H, d, J = 7,89 Hz, Bz H6); 7,67 (1H, t, J
=17,57T Hz jaJ = 15,35 Hz, Bz H3); 7,57 (1H, d, /= 7,70 Hz, Bz H4); 7,52 (1H, t, J = 7,89 Hz
jaJ=16,90 Hz, Bz HS); 7,41 (1H, H6); 6,22 (1H, t, J = 6,72 Hz ja J = 13,76 Hz, H1"); 5,49
(1H, d, J=4,50 Hz, 3"-OH); 4,78 (2H, s, CH2N3); 4,52 (1H, dd, /= 3,20 Hz ja J = 15,49 Hz,
H5""); 4,44 (1H, dd, J = 6,20 Hz ja J = 18,20 Hz, H5"); 4,38 (1H, m, J = 9,68 Hz, H3"); 4,10
(1H, m, J=24,7Hz, H4"); 2,241 (1H, m, J= 34,40 Hz, H2""); 2,16 (1H, m, /= 31,62 Hz, H2");
1,62 (3H, s, Me).

3.2.5. 3°.5'-Bis-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-tymidiini

Yhdiste 7 (20,6 mmol, 5 g) livotettiin pyridiiniin (46 ml) ja reaktioliuokseen lisdttiin TBDMS-
CI (2,5 ekv. 51,6 mmol, 7,8 g). Reaktioliuosta sekoitettiin huoneenldmpétilassa 5 vrk. Reaktion
etenemistd seurattiin TLC:114, jonka ajoliuoksena kéytettiin heksaanin ja etyyliasetaatin seosta
(1:1). Reaktioliuokseen lisittiin jadvettd (46 ml), ja se haihdutettiin kuiviin. Haihdutusjddnndos
livotettiin etyyliasetaattiin (230 ml) ja sitd pestiin kylldiselld NaHCOs:1la (3 x 125 ml) sekd
kyllaiselld NaOH:lla (50 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na>SOa:1la ja haihdutettiin kuiviin.
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Raakatuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti. Ajoliuoksena kiytettiin etyyliasetaatin ja
heksaanin seosta (1:1). Tuotteen 8 saanto oli 7,4 g (76 %). Tuote karakterisoitiin NMR:114 ja
massaspektrometrisesti (Liitteet 9 ja 10). ESI-MS m/z 471,25 [M+H]" havaittu, 470,2632
laskettu. "H NMR 6y (500 MHz, CDClz): 8,27 (1H, S, NH); 7,35 (1H, d, J= 1,01 Hz, H6); 6,21
(1H, dd, J= 6,89 ja 13,80 Hz, H1"); 4,29 (1H, m, H4"); 3,82 (1H, q, J = 2,45 ja 4,82 Hz, H3");
3,75 (1H, dd, J=2,67 ja 11,02 Hz, H5""); 3,64 (1H, dd, J = 2,36 ja 11,09 Hz, H5"); 2,13 (1H,
m, H2""); 1,88 (1H, m, H2"); 1,80 (3H, d, J = 0,90 Hz, Me); 0,815 (9H, s, fert-but 3 x Me);
0,780 (9H, s, tert-but 3 x Me); -0,001 (6H, d, J= 1,16 Hz 2 x Me); -0,035 (6H, d, J = 3,67 Hz,
2 x Me) 3C NMR 6c (126 Hz, CDCl3): 163,5 (C4); 150,1 (C2); 135,4 (C6); 110,8 (C5); 87,8
(C17); 84,8 (C47); 72,2 (C37); 63,0 (C57); 41,3 (C2"); 25,9 (3 x CH3); 25,7 (3 x CHa); 18,4 (C);
18,0 (C); 12,5 (CH3); -4,6 (CH3); -4,8 (CH3); -5,3 (CH3); -5,4 (CHa).

3.2.6. 3'-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-tymidiini

Yhdiste 8 liuotettiin metanoliin (360 ml) ja liuos jddhdytettiin -10 °C:een
suola/jadvesihauteessa. Asetyylikloridi (0,2 ekv. 3,96 mmol, 283 [1) liséttiin reaktioliuokseen
hitaasti. Liuoksen ldmpdtila nostettiin 0 °C:een, ja sitd sekoitettiin 3,5 h. Reaktiota seurattiin
TLC:114 kéyttden ajoliuoksena etyyliasetaatin ja heksaanin (1:1) seosta. Liuokseen lisittiin
kylldaista NaHCO3 (150 ml) ja sitéd sekoitettiin 15 min. Reaktioliuokseen pestiin vield NaHCO3
(2 x 100 ml), vedelld (100 ml) ja NaCl:lla (100 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin Na,SOa:lla,
suodatettiin  ja  haihdutettiin. Raakatuote puhdistettiin  silikageelikromatografisesti.
Ajoliuoksena kéytettiin etyyliasetaatin ja heksaanin (1:1) seosta. Tuotteen 9 saanto oli 3,3 g (59
%). Tuote karakterisoitiin NMR:lla (liitteet 11 ja 12). 'H NMR &y (500 MHz, CDCls): 8,27
(1H, s, NH); 7,37 (1H, d, J = 1,23 Hz, H6); 6,14 (1H, t, J= 7,00 ja 13,59 Hz, H1"); 4,51 (1H,
m, H4"); 3,94 (2H, m, H5ja H5""); 3,78 (1H, m, OH); 2,39 (2H, m, H2'ja H2""); 2,24 (1H, m,
H3"); 1,94 (3H, d, J= 1,28 Hz, CH3); 0,92 (9H, t, J=2,66 ja 5,71 Hz, 3 x CH3); 0,113 (6H, t,
J=2,15ja 5,84 Hz, 2 x CH3) ) 3C NMR 6c (126 Hz, CDCl3): 163,3 (C4); 150,2 (C2); 137,0
(C6); 111,0 (C5); 87,5 (C17); 87,1 (C47); 71,6 (C3"); 62,1 (C57); 40,4 (C27); 25,7 (3 x CH3);
17,9 (C); 12,5 (CH3); -4,6 ja -4.8 (2 x CHa).

3.2.7. 5°-O-Metyylitiometyyli-3"-O-fert-butyylidimetyylisilyyli-tymidiini

Yhdiste 9 (1 ekv. 4,71 mmol, 1,68 g) livotettiin etikkahappoanhydridin (10 ml) ja DMSO:n (15
ml) seokseen. Reaktioseosta sekoitettiin 26 h ja reaktion etenemistd seurattiin TLC:1l4.

Ajoliuoksena kiytettiin metanolin ja dikloorimetaanin seosta (8:92). Reaktioliuokseen liséttiin
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10 % NaCOs:n vesiliuos (140 ml) ja vesifaasia uutettiin dietyylieetterilld (4 x 50 ml).
Orgaaniset faasit kuivattiin NaxSOas:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin alipaineessa.
Raakatuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti. Ajoliuoksena kéaytettiin 5 % ja 10 %
metanolin ja dikloorimetaanin seosta. Tuotteen 10 saanto oli 1,70 g (43 %) ja se karakterisoitiin
NMR:114 (liitteet 13 ja 14). ESI-MS m/z havaittu 417,20 [M+H]" 416,1801laskettu, 'H NMR
6u (500 MHz, CDCls): 8,56 (1H, s, NH); 7,44 (1H, s, H6); 6,22 (1H, t, J = 6,50 ja 12,76 Hz,
H1"); 4,30 (1H, m, H4"); 3,93 (1H, d, J= 3,17 Hz, H3"); 3,66 (2H, m, H5" ja H5""); 2,62 (2H,
dd,J=11,54ja 21,90 Hz, S-CH»-0); 2,18 (1H, m, H2"), 2,08 (3H, s, CH3); 2,01 (1H, m, H2"");
1,84 (3H, s, S-CH3); 0,81 (9H, s, 3 x CH3); 0,0007 (6H, s, 2 x CH3) *C NMR 8¢ (126 Hz,
CDCl): 163,6 (C4); 150,2 (C2); 135,7 (C6); 110,7 (C5); 86,0 (C17); 84,9 (C4"); 76,0 (S-CHa-
0); 71,9 (C37); 67,3 (C57); 41,2 (C27); 25,7 (3 x CH3); 17,9 (C); 14,3 (CHs-S); 12,7 (CHa); -
4,6 (CH3); -4,84 (CHs). Synteesi toistettiin yhdisteelle 9 (1 ekv. 4,57 mmol, 1,63 g).

3.2.8. 5’-O-Metyylitiometyyli-tymidiini

Yhdiste 10 (1 ekv. 4,08 mmol, 1,7 g) liuotettiin 1 M:een TBAF:n liuokseen (1,5 ekv., 6,1 mmol,
6,12 ml). Reaktioliuosta sekoitettiin 2 h, minkd jilkeen tuote puhdistettiin
silikageelikromatografisesti. Ajoliuoksena kéytettiin metanolin ja dikloorimetaanin seosta
(1:9). Tuotteen 11 saanto oli 1,13 g (91 %). Tuote karakterisoitiin NMR:114 (Liitteet 15 ja 16).
'"H NMR &y (500 MHz, DMSO): 11,37 (1H, s, NH); 7,59 (1H, s, H6); 6,24 (1H, t, J = 6,94 ja
13,99 Hz, H1"); 5,40 (1H, d,J= 6,94 Hz, H4"); 4,78 (2H, t, J= 12,41 ja 24,02 Hz, S-CH>); 4,28
(1H, s, OH); 3,96 (1H, d, J = 4,01 Hz, H3"); 3,74 (1H, dd, J = 4,10 ja 10,79 Hz, H5""); 3,67
(1H, dd, J = 4,79 ja 9,70 Hz, H5"); 2,56 (3H, s, CH3); 2,16 (2H, m, H2ja H2""); 1,84 (3H, s,
S-CH3) *C NMR 6c (126 Hz, DMSO): 164,1 (C4); 150,9 (C2); 136,2 (C6); 110,0 (C5); 85,5
(C17); 84,3 (C4"); 75,3 (S-CH2-O); 71,2 (C3"); 68,3 (C5'); 39,4 (C2'); 13,9 (S-CH3); 12,7
(CH3).

3.2.9. 5’-O-Metyyliatsidotymidiini

Yhdiste 11 (1 ekv., 0,429 mmol, 130 mg) liuotettiin DMF:&én (8 ml) ja liuokseen liséttiin NBS-
CI (1,6 ekv., 0,688 mmol, 152 mg). Liuosta sekoitettiin 5 min ja reaktion etenemistéd seurattiin
TLC:114. Ajoliuoksena kéytettiin metanolin ja dikloorimetaanin seosta (1:9). Vilituotteen 12
muodostumisen havaitsemisen jéilkeen reaktioliuos siirrettiin jidhauteeseen, ja reaktioliuokseen
lisdttiin NaN3; (5 ekv., 2,15 mmol, 139 mg) ja sekoitusta jatkettiin 5 min. Reaktioliuos
puhdistettiin silikageelikromatografisesti kahdesti. Tuotteen 13 saanto oli 19 mg (14 %) ja se
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karakterisoitiin NMR:1la (liitteet 17 ja 18). "TH NMR 6y (500 MHz, DMSO): 11,30 (1H, s, NH);
7,50 (1H, s, H6); 6,19 (1H, t, J = 6,88 ja 14,01 Hz H1"); 5,38 (1H, d, J = 4,27 Hz, H4"); 4,84
(2H, m, H5ja H5""); 4,23 (1H, m, OH); 3,80 (1H, m, CH2-N3); 3,72 (1H, m, CH2-N3); 2,50
(1H, s, H3"); 2,12 (2H, m, H2" jaH2""); 1,79 (3H, s, CH3) 1*C NMR &¢ (126 Hz, DMSO): 164,1
(C4); 150,9 (C2); 136,2 (C6); 110,0 (C5); 85,2 (C17); 84,3 (C4"); 83,0 (CH2-N3); 71,0 (C3");
69,7 (C57); 39,3 (C2"); 12,6 (CH3).

3.2.10. (+)-¥ Aktivoitu 5°-0O-2-(atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiini

(+)-W-Reagenssi (14) (1,3 ekv. 0,584 mmol, 260 mg) liuotettiin asetonitriiliin (4,15 ml) ja
reaktioliuokseen pipetoitiin yhdiste 6 (1 ekv. 0,448 mmol, 180 mg). Reaktioliuos jddhdytettiin
jadvesihauteessa sekoittaen. Reaktioliuokseen liséttiin DBU (1,3 ekv. 87 (1) ja jddhaude
poistettiin. Reaktion etenemistd seurattiin TLC:lld kdyttden ajoliuoksena etyyliasetaattia.
Reaktio eteni loppuun yhden tunnin aikana. Tuote eluoitiin 2,5 cm paksuisen silikakerroksen
ldpi lasisintterissd. Tuotefraktiot yhdistettiin ja orgaanista faasia pestiin kylldiselld NaHCOzs:1la
(50 ml) ja vedelld (50 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin MgSOs:lla ja haihdutettiin kuiviin
alipaineessa. Tuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti kdyttiden ajoliuoksena heksaanin
ja etyyliasetaatin seosta (1:3). Tuotteen 16 saanto oli 139 mg (48 %). Tuote karakterisoitiin
NMR:1ld (Liitteet 19-21). ESI-HRMS m/z 648,1722 [M-H] havaittu; m/z 648,1710 [M-H]
laskettu. '"H NMR &y (500 MHz, CDCl3): 7,99 (1H, d, J = 8,18 Hz, NH); 7,96 (1H, s, H6); 7,60
(1H, dd, J= 17,66 jaJ = 15,42 Hz, Bz); 7,54 (1H, d, J= 7,78 Hz, Bz); 7,42 (1H, t,J=8,05jaJ
= 15,84 Hz, Bz); 7,12 (1H, d, J= 1,12 Hz, Bz); 6,36 (1H, td J= 6,17 jaJ = 14 Hz, H1"); 5,06
(1H, s, H4"); 4,90 (1H, s, H3"); 4,82 (2H, q, J = 14,67 jaJ = 23,47 Hz, H5"ja H5""); 4,62 (2H,
m, CH2-N3); 4,49 (2H, m, CHy); 2,62 (2H, m, CH>); 2,29 (2H, m, CH»); 2,14 (1H, td, J= 5,70
ja 15,90 ja 28,48 Hz, CH); 1,98 (2H, m, H2ja H2""); 1,89 (2H, m, CH); 1,80 (3H, s, CH3);
1,76 (1H, m, CH); 1,71 (3H, s, CH3); 1,64 (3H, d, J = 1,03 Hz, CH3) *C NMR &¢ (126 Hz,
CDCl): 165,9 (COOH); 162,8 (C4); 149,8 (C2); 144,8 (C=C); 137,9 (Bz C6); 134,5 (C6);
133,3 (Bz, Cl); 130,6 (Bz, C2); 130,2 (Bz, C5); 128,3 (Bz, C3); 127,9 (Bz, C4); 112,0 (C5);
111,7 (C=C); 86,3 (C17); 84,8 (C4"); 82,7 (CH); 66,0 (C57); 63,7 (C3"); 52,9 (CH2-N3); 38,8
(C); 33,7 (C2%); 33,7 (CH); 27,7; 27,6 ja 23,4 (CH»); 22,7; 21,7 ja 12,1 (CH3) *'P NMR (202
MHz, CDCl3) 6p = 101,81 ppm.
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3.2.11. (-)-¥ Aktivoitu 5'-0O-2-(atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiini

(-)-Y-Reagenssi (15) (1,3 ekv. 0,559 mmol, 249 mg) liuotettiin asetonitriiliin (4 ml), ja
reaktioliuokseen liséttiin yhdiste 6 (1 ekv. 0,429 mmol, 172 mg). Reaktioliuos jadhdytettiin
jadhauteessa sekoittaen. Reaktioliuokseen lisittiin DBU (1,3 ekv. 87 []) ja jddhaude poistettiin.
Reaktion etenemistd seurattiin TLC:lla kéyttden ajoliuoksena etyyliasetaattia. Reaktio eteni
loppuun yhden tunnin aikana. Tuote eluoitiin 2,5 cm paksuisen silikakerroksen Ilépi
lasisintterissd. Tuotefraktiot yhdistettiin ja orgaanista faasia pestiin kylldiselld NaHCOzs:1la (50
ml) ja tislatulla vedelld (50 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin MgSOau:lla ja haihdutettiin kuiviin
alipaineessa. Raakatuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti. Ajoliuoksena kéytettiin
heksaanin ja etyyliasetaatin seosta (1:3). Tuotteen 17 saanto oli 152 mg (54 %). Tuote
karakterisoitiin NMR:1l4 (Liitteet 22—-24). ESI-HRMS m/z 648,1709 [M-H] havaittu; m/z
648,1710 [M-H]" laskettu. '"H NMR &y (500 MHz, CDCls): 8,27 (1H, s, NH); 7,97 (1H, d, J =
8,02 Hz, H6); 7,65 (1H, t, J= 7,42 ja 14,85 Hz, Bz); 7,53 (1H, d, J= 7,57 Hz, Bz); 7,42 (1H, t,
J=28,00ja 15,93 Hz, Bz); 7,17 (1H, s, Bz); 6,36 (1H, td, J = 2,00 ja 6,16 Hz, H1"); 5,06 (1H,
s, H4"); 491 (1H, s, H3"); 4,82 (2H, q, J = 14,68 ja 22, 21 Hz, H5'ja H5""); 4,60 (2H, m, H2’
jaH2""); 4,48 (2H, m, CH»-N3); 2,61 (2H, m, CH»); 2,30 (2H, m, CHb); 2,14 (1H, m, CH); 1,98
(2H, m, CH>); 1,89 (2H, m, CH»); 1,80 (3H, s, Me); 1,76 (1H, CH); 1,70 (3H, s, CH3); 1,64
(3H, s, CH3). 3C NMR 6c (126 Hz, CDCl3): 165,9 (COOH); 163,1 (C4); 149,7 (C2); 144,7
(C=0); 137,9 (Bz); 134,5 (C6); 133,3 (Bz); 130,6 (Bz); 130,2 (Bz); 128,3 (Bz); 127,9 (Bz);
112,7 (Bz); 111,6 (C=C); 86,2 (C1"); 84,7 (C4"); 82,6 (CH); 66,1 (C5"); 63,8 (C3"); 52,9 (CHa-
N3); 38,9 (C); 33,7 (C2%); 33,6 (CH); 27,8; 27,7 ja 23,4 (CH»); 22,7; 21,7 ja 12,2 (CH3) *'P
NMR (202 MHz, CDCL) ép = 101,95 ppm.

3.2.12. 5'-T(Rp)T-3’

Yhdiste 16 (6,66 ekv., 0,108 mmol, 70 mg) liuotettiin asetonitriiliin (260 [1) ja yhdiste 18 (1
ekv., 16,2 [Jmol, 31,6 mg) liuotettiin DMF:d4n (260 [1). Yhdiste 16 liséttiin asetonitriilissa
DMF:idén liuotetun yhdisteen 18 joukkoon typpi-ilmakehidssd. Reaktioliuokseen lisdttiin DBU
(10,8 ekv., 0,175 mmol, 26 [1). Reaktio eteni loppuun 30 min:ssa. Reaktioliuos siirrettiin
vetokaappiin ja reaktioliuokseen liséttiin DCA (1,05 ekv. suhteessa DBU:hun, 0,184 mmol, 15
). Reaktioliuos sakkautettiin kylmista isopropanolista (12 ml), ja se sentrifugoitiin. Tuote 19
kuivattiin eksikkaattorissa. Sakka liuotettiin asetonitriilin (201 (1) ja DMF:n (201 [I) seokseen.

Reaktioliuokseen lisittiin trimetyylifosfiini (8 ekv., 0,128 mmol, 130 [1). Reaktio eteni loppuun
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60 min:ssa. Reaktioliuos sakkautettiin kylmistd isopropanolista (12 ml), ja se sentrifugoitiin.
Sakka kuivattiin eksikkaattorissa. Suojaryhmin poistamisen jilkeen kantajassa kiinnioleva
yhdiste 20 (0,664 [’mol, 3 mg) punnittiin eppendorfiin ja sen joukkoon pipetoitiin ammoniakkia
(1,2 ml). Reaktioliuosta pidettiin 55 °C 3 h. Ammoniakki haihdutettiin alipaineessa ja
haihdutusjdédnnds suodatettiin lasisintterilld. Suodos siirrettiin mittapulloon, joka tdytettiin
MilliQ:1la merkkiin. Ammonolyysin saanto oli 70 %. Spektrofotometrilld mitatun absorbanssin
avulla tuotteen 21 kokonaissaannoksi médritettiin 35 %.Yhdiste karakterisoitiin 3'P NMR:114
(Liite 25). ESI-HRMS m/z 561,1008 [M-H]" havaittu; m/z 561,1062 [M-H]" laskettu 'P NMR
(202 MHz, D>0O) ép = 55,33 ppm.

3.2.13. 5'-T(Sp)T(Rp)T-3

Yhdiste 17 (6,66 ekv., 50,5 ['mol, 32,7 mg) liuotettiin asetonitriiliin (122 (1) ja yhdiste 20 (1
ekv., 7,58 [imol, 24,5 mg) liuotettiin DMF:d4n (122 (). Yhdiste 17 liséttiin asetonitriilissa
yhdisteen 20 DMF-liuokseen N»-ilmakehéssd. Reaktioliuokseen lisdttiin DBU (10,8 ekv., 82
“mol, 13 [l). Reaktio eteni loppuun 30 min:ssa. Reaktioliuos siirrettiin vetokaappiin ja siithen
lisattiin DCA (1,05 ekv. suhteessa DBU:hun, 0,86 "'mol, 7 [l). Reaktioliuos sakkautettiin
kylmaésti isopropanolista (6,5 ml) ja se sentrifugoitiin. Sakka kuivattiin eksikkaattorissa. Sakka
livotettiin asetonitriilin (90 (1) ja DMF:n (90 [l) seokseen. Reaktioliuokseen lisittiin
trimetyylifosfiini (8 ekv., 0,128 mmol, 59 [11). Reaktio eteni loppuun 60 min:ssa. Reaktioliuos
sakkautettiin kylméstd isopropanolista (12 ml) ja sakka kuivattiin eksikkaattorissa. Yhdiste
punnittiin eppendorfiin ja sen joukkoon lisdttiin ammoniakkia (1,2 ml). Reaktioliuosta pidettiin
55 °C:ssa 3 h. Ammoniakki haihdutettiin alipaineessa ja haihdutusjdannds suodatettiin
lasisintterilld. Suodos siirrettiin - mittapulloon, joka tdytettiin MilliQ:lla merkkiin.
Ammonolyysin saanto oli 70 %. Spektrofotometrilld mitatun absorbanssin avulla tuotteen 22
kokonaissaannoksi madritettiin 22 %. Yhdiste karakterisoitiin 3*'P NMR:1l4 (Liite 26). ESI-
HRMS m/z 881,129 [M-H] havaittu; 881,127 [M-H]" laskettu. 3'P NMR (202 MHz, D,0) &p =
55,23 ja 55,14 ppm.

3.2.14. 5'-T(Sp)T(Sp)T(Rp)T-3"

Yhdiste 17 (6,66 ekv., 25,9 [lmol, 16,8 mg) liuotettiin asetonitriiliin (70 [11) ja kantajaan sidottu
trimeeri 22 (1 ekv., 3,90 [mol, 17,6 mg) liuotettiin DMF:44n (70 (1) N2-ilmakehdssi. Liuokset
yhdistettiin. Reaktioliuokseen liséttiin DBU (10,8 ekv., 42,1 [mol, 7 [1). Reaktio eteni loppuun

120 min:ssa. Reaktioliuos siirrettiin vetokaappiin ja sithen liséttiin DCA (1,05 ekv. suhteessa

39



DBU:hun, 44,2 ('mol, 4 [11). Reaktioliuos sakkautettiin kylméstd isopropanolista (4 ml), ja se
sentrifugoitiin. Sakka kuivattiin eksikkaattorissa. Sakka liuotettiin asetonitriilin (35 (1) ja
DMF:n (35 (1) seokseen. Reaktioliuokseen lisittiin trimetyylifosfiini (8 ekv., 23 [imol, 24 [1).
Reaktio eteni loppuun 180 min:ssa. Reaktioliuos sakkautettiin kylmaésté isopropanolista (3 ml).
Sakka kuivattiin eksikkaattorissa. Yhdiste (2,3 ['lmol, 18,2 mg) punnittiin eppendorfiin ja sen
joukkoon lisdttiin ammoniakkia (1,2 ml). Reaktioliuosta pidettiin 55 °C:ssa 3 h. Ammoniakki
haihdutettiin alipaineessa ja haihdutusjdinnds suodatettiin lasisintterilld. Suodos siirrettiin
mittapulloon, joka tdytettiin MilliQ:lla merkkiin. Ammonolyysin saanto oli 100 %.
Spektrofotometrilld mitatun absorbanssin avulla tuotteen 23 kokonaissaannoksi médritettiin 17
%. Yhdiste karakterisoitiin NMR:114 sekd HRMS:lla (liitteet 27-29). *'P NMR (202 MHz, D>0)
&p = 55,45 ppm ja 55,29 ppm 'H NMR &y (500 MHz, D,0): 7,70 (3H, d, J = 16,70 Hz, H6);
7,58 (1H, s, H6); 6,23 (3H, q, J = 8,56 ja 15,90 Hz, H1"); 6,14 (1H, t, J = 6,17 ja 13,59 Hz,
H1"); 5,01 (3H, m, H3"); 4,897 (1H, m, H3"); 4,51 (1H, m, H4"); 4,35 (2H, m, H4"); 4,16 (1H,
m, H4"); 4,11 (6H, m, 5" ja 5""); 3,75 (2H, m, 5" ja 5°"); 3,00 (2H, m, OH); 2,46 (4H, m, 2 x
H2'ja2xH2""),2,28 (4H, m,2x H2"ja2 x H2""); 1,79 (3H, s, CH3); 1,30 (3H, m, CH3); 1,10
(3H, m, CH3); 0,89 (3H, m, CH3) 3C NMR (126 MHz, CDCl3): 166,3, 166,2 ja 166,2 (C4);
151,5, 1514, 151,4 ja 151,3 (C2); 137,3; 137,2; 137,1 ja 137,1 (C6); 111,7; 111,6; 111,5 ja
111,3 (C5); 85,6; 85,5; 85,5 ja 85,4 (C4"); 85,1; 85,1; 85,0 ja 84,9 (C1"); 76,6; 76,3; 75,3 ja
75,3 (C37); 70,8; 65,0; 65,0 ja 61,0 (C57); 39,0; 38,0; 37,7 ja 22,9 (C2'); 11,7; 11,7; 11,6 ja 11,5
(CHs).

3.3. Kineettiset menetelmit

3.3.1. 2-(Atsidometyyli)bentsoyyli-suojaryvhmin irtoamisen kinetiikkatutkimukset

Suojaryhmén irtoamista tymidiinin 5’-asemasta tutkittiin fosfiitin ja fosfiinien ldsndollessa ja

reaktioita seurattiin Agilent 6120 ES-API HPLC-MS kvadrupolimassaspektrometrilla.

Testi 1. (MeO)3P=0 (4 ekv.): 5'-O-AZMB-tymidiini (6) (2,5 mg, 1 ekv.) liuotettiin DMF:n (16
11) ja MeCN:n (16 (1) seokseen ja reaktioliuokseen lisdttiin DBU (9,3 (1, 1 ekv.) ja
trimetyylifosfiitti (1 M, 25 (I, 4 ekv.). Reaktion etenemistd seurattiin TLC:114 (ajoliuos 10 %
MeOH/DMC) ja HPLC-MS:1ld (ajoliuos H,O/MeCN/HCOOH). TLC:n niytteet (5 [l)
laimennettiin MeCN:ddn (20 [11). HPLC-MS-niytteet (2 () laimennettiin DMF/MeCN (1:1) -
liuokseen (100 [11). Naytteet otettiin 15 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 23 h ja 26 h kohdalla.

40



Testi 2. (MeO)3;P=0 (8 ekv.): 5'-O-AZMB-tymidiini (6) (2 mg, 1 ekv.) liuotettiin DMF:n (16
11) ja MeCN:n (16 (1) seokseen ja reaktioliuokseen lisdttiin DBU (7,5 [, 1 ekv.) ja
trimetyylifosfiitti (1 M, 50 [, 8 ekv.). TLC néytteet (5 [11) laimennettiin MeCN:d4n (20 [1).
HPLC-MS-néytteet (2 [11) laimennettiin DMF/MeCN (1:1) -liuokseen (100 [1). Naytteet otettiin
15 min, 60 min, 160 min, 4 h, 22 h ja 46 h kohdalla.

Testi 3. PhsP:lla (8 ekv.): 5 -O-AZMB-tymidiini (6) (2 mg, 1 ekv.) liuotettiin DMF:n (16 () ja
MeCN:n (16 [1) seokseen ja reaktioliuokseen liséttiin DBU (7,5 [, 1 ekv.) ja trifenyylifosfiini
(40 1, 8 ekv.). Reaktiota seurattiin HPLC-MS:1la. Néytteet (2 [l) laimennettiin DMF/MeCN
(1:1) -liuokseen (100 [1). Naytteitd otettiin 15 min, 1 h, 2 h, 4 h ja 23 h kohdalla.

Testi 4. Ph3P (12 ekv.): 5'-O-AZMB-tymidiini (6) (2 mg, 1 ekv.) livotettiin DMF:n (16 (1) ja
MeCN:n (16 [1) seokseen ja reaktioliuokseen liséttiin DBU (7,5 [, 1 ekv.) ja trifenyylifosfiini
(60 (11, 12 ekv.). Reaktiota seurattiin HPLC-MS:1la. Néytteet (2 (1) laimennettiin DMF/MeCN
(1:1) -liuokseen (100 [1). Naytteitd otettiin 15 min, 60 min, 110 min ja 3 h kohdalla.

Testi 5. (Me)sP (4 ekv.): Trimetyylifosfiini (100 L1, 1 M) liuotettiin DMF:n (182 (1) ja MeCN:n
(181 1) seokseen. Niin saatu (Me)s;P-liuos, (93 [, 0,216 M) lisdttiin 5'-O-AZMB-tymidiini
(6) (2mg, 1 ekv.)jaDBU:n (7,5 [, 1 ekv.) seokseen. Reaktio kiynnistettiin typpi-ilmakehassa.
Reaktiota seurattiin HPLC-MS:114, ja nédytteet (2 (1) laimennettiin DMF/MeCN (1:1) -liuokseen
(100 (1) typpi-ilmakehdssd. Néytteitd otettiin 15 min ja 30 min kohdalla.

3.3.2. Entsyymihydrolyysi

Fosforotioaatin 23 entsyymihydrolyysié seurattiin 37 °C:ssa 0,1 M:ssa TRIS-HCI puskurissa
(234 [, pH 8), jonka magnesiumionin konsentraatio sdddettiin 15 mM:ksi 1 M:1la MgCl:lla
(4,5 (). Eppendorf-putkessa olevaan reaktioliuokseen liséttiin 1 [l fosforotioaattitetrameeria
23, jolloin sen konsentraatio lopullisessa reaktioliuoksessa oli 100 mM. Snake venom
fosfodiesteraasi-entsyymid (svPDE) lisdttiin reaktioliuokseen 60 (. Reaktioliuoksesta otettiin
50 [l:n naytteitd 100 [l:aan pysdytysliuosta (50 mM TEAA MeCN:n ja H>O:n seoksessa
(70/30)). Naytteet suodatettiin (RC4, 0,2 [’m) ja niisté injektoitiin 10 (1 HPLC- analysointiin.
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Liite 3. 2-Atsidometyylibentsoehappo (4) '"H NMR (CDCls, 500 MHz)
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Liite 5. 2-Atsidometyylibentsoehappo (4) 'H NMR (CDCl3, 500 MHz)
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Liite 7. 5’-0-2-(atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiini (6) *C NMR (DMSO, 126 MHz)
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Liite 8. 5'-O-2-(atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiini (6) 'H NMR (DMSO, 500 MHz)
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Liite 9. 37,5 -Bis-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-tymidiini (8) 'H NMR (CDCls, 500 MHz)
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Liite 11. 3’-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-tymidiini (9) '"H NMR (CDCl3, 500 MHz)
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Liite 12. 3"-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-tymidiini (9) *C NMR (CDCl;3, 126 MHz)
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Liite 13. 5'-O-metyylitiometyyli-3"-O-tert-butyylidimetyylisilyyli-tymidiini (10) '"H NMR

(CDCls, 500 MHz)
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Liite 15. 5'-O-metyylitiometyyli-tymidiini (11) 'H NMR (DMSO, 500 MHz)
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Liite 16. 5'-O-metyylitiometyyli-tymidiini (11) *C NMR (DMSO, 126 MHz)
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Liite 17. 5"-O-metyyliatsiditymidiini (13) '"H NMR (DMSO, 500 MHz)
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Liite 19. (+)-¥ Aktivoitu 5'-O-2-(atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiini (16) '"H NMR (CDCls,

500 MHz)

i

<)
BRUKER
(<

Current Data Parameters
PSI-AZMB-T
1

EXPNO
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
20

17.23 h

INSTRUM
PROBED
PULPROG

2113652_0

18
Pl 10.00 usec
PLWL 25.64999962 W

F2 - Processing parameters
&

500.0600122 Mz
EM
0
0.30 Hz
1.00

T T T
14 13 12 11 10 9

5
=15
21

T T
4 3
B RIRIE
PR

3

T T T

2 1 0
e PR
CEFERE

Liite 20. (+)-¥ Aktivoitu 5'-O-2-(atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiini (16) '*C NMR (CDCls,

126 MHz)

INSTRUM
PROBHD 21136
PULPROG

™

T T T T
200 180 160 140

T
120

T
100

T
0 ppm

58



Liite 21. (+)-¥ Aktivoitu 5'-O-2(atsidometyylibentsoyyli)-tymidiini (16) 3'P NMR (CDCls,

202 MHz)
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102.5 102.0 101.5 101.0 100.5 ppm

Liite 22. (-)-¥ Aktivoitu 5'-0-2-(atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiini (17) 'H NMR (CDCls,

500 MHz)

Current Data Parameters

NAME 311 ) PSI-AZMB-T
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221103
ime 8.23 h

INSTRUM spe:
PROBHD  2113652_0228 (
PULPROG 2930

6
SOLVENT cpc13
NS 50

2
10000.000 Hz
0.305176 Hz
3.2767999 sec

125.82
50.000
6.50
298.0
1.00000000

500.0630879 MHz
1H

10.00 usec
25.64999962 W

F2 - Processing parameters
ST 65536

F 500.0600108 MHz
EM

0.30 Hz

1.00

L L A DAY LR EARAM A | L L M|
15 14 13 12 11 1 4 3 1 0 -1 -2 ppm

0 9 8 7 6 5

o4
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Liite 23. (-)-¥ Aktivoitu 5'-0-2-(atsidometyylibentsoyyli)-tymidiini (17) '*C NMR (CDCls,

126 MHz)

rrent Data Paramete:
NAME 3110_(-) PST-AZMB-T
EXPNO 3

PROCNO

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221107

PULPROG

™
SOLVENT
NS

.7527610
130

waltzl6
80.00 usec
25.64999962
040077999
0.20127000

1.00 Hz

1.40

T
200

T
180

T
160

T
140

T T
120 100

80

Liite 24. (-)-¥ Aktivoitu 5'-0-2-(atsidometyyli)bentsoyyli-tymidiini (17) 3'P NMR (CDCls,

202 MHz)

L

Current Data Parameters
NAME 3110_(-) PST-AZMB-T
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221103
Time 16.55 h
INSTRUM spect
PROBHD 21136520228 (
PULPROG 2gpg30

™D 65536
SOLVENT cpc13

NS 1000

0.4019541
194.83

1
202.4178770
31p

14.00

usec

600128 W

0620002 MHz
1H
waltzl6
80.00 usec
25 962 W
0.40077999 W
0.20127000 W

202.4279984 MHz

1.00 Hz

1.40

T
112

T
110

T
108

T
106

T
104

1

T T
02 100 98

e

T T T T T T
96 94
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Liite 25. 5"-T(Rp)T-3" (21) *'P NMR (D0, 202 MHz)

F2 - Acquisition Parameters
Date. 20230110
T 14.35 n
spect
2122624_0035 (
2gpg30
65536
20
100
4
81521.742 Kz
2.487845 Hiz
0.4019541 sec
190. 64
6.133
15.00
298.0

202.4866992 Miiz
312

4.00 usec
12.00 usec
54.72299957 W
500.1820007 MHz
18

waltz16
80.00 usec

13.34200001 W

2 0.30019999 W

3 0.15099999 W

PLW

F2 - Processing parameters
s1

SF 202.4765753 Miiz
WK Y
ssB 0

15 1.00 Hz

G5 0

ittt A AR A ot i pC 1.40

63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 ppm

Current Data Parameters
NAME 1

0123_TTT_P
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230110
Time 14.20 h
INSTRUM spect
PROBHD ~ 27122624_0035 (
PULPROG 2gpg30
™D 65536
SOLVENT D20
NS 100
DS 4
s 81521.742 Hz

2.487846 Hz
0.4019541 sec

6.133 usec
18.00 usec

2.00000000 sec
0.03000000 sec
1

202.4866992 MHz
31p
4.00 usec
12.00 usec
54.72299957 W
500.1820007 MHz
1H

waltz1l6
.00 usec
13.34200001 W
0.30019999 W
0.15099999 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 202.4765753 MHz
WDW

SSB 0

LB 1.00 Hz

B 0
LVqvvvﬂﬁ,ﬁwhw/wyypwvww»wmvvaV4N$v»J~\Ayc 1.40

T T T T T T T T T T T T T T
575 57.0 56.5 56.0 555 550 545 54.0 535 53.0 525 520 515 ppm

ol o) ™)
= = ]
~l= o
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Liite 27. 5'-T(Rp)T(Sp)T(SP)T-3" (23) 'H NMR (D0, 500 MHz)

Ly

Current Data Parameters
NAME 1701_TTTT
EXPNO

PROCNO

F2 - Acquisition Paramet
Date, 2

e
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
™

SOLVENT
NS

1
500.0630879 MHz
15
.00 us
25.64999962 W

F2 - Processing param
65

SF 500.06000

8

#

4

5 g it A

PR !

T
2

o
SSB
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
T
ppm

Liite 28. 5'-T(Rp)T(Sp)T(SP)T-3" (23) 3C NMR (CDCls, 126 MHz)

13C

Current Data Parameters

NAME 1901_TTTT_C

EXPNO 1

PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20230120

Time 7.41 h

INSTRUM spect

PROBHD ~ 2122624_0035 (

PULPROG 29pg30

65536

D20

18000

4

29761.904

0.908261

1010048

190.64

16.800

18.00
298.0
2.00000000
0.03000000
1

125.7829381 MHz
13C

3.33 usec
10.00 usec
63.74499893 W
500.1820007 MHz
1H

altzl6
80.00 usec
3.34200001 W
0.30019999 W
0.15099999 W

1

F2 - Processing parameters
32768

SF 125.7703610 MHz

LB 1.00 Hz

PC 1.40

T
200

T
180

T
160

T
140

T
120

T
100

T
80

60

40

20

T
0 ppm
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Liite 29. 5'-T(Rp)T(Sp)T(SP)T-3" (23) 3'P NMR (D,0, 202 MHz)

F2 - Acquisition Parameters

pate_ 20230117
Time 20.07 h
INSTRUM spec
PROBHD  2113652_0228 (
PULPROG 2gpg30
™ 65536
SOLVENT D20
NS 1500
4
81521.742 Hz
2.487846 Hz
0.4019541 sec
194.83
6.133
6.50
298.0
2.00000000 sec
0.03000000 sec
1
202.4178770 MHz
31p
14.00 usec
46.70600128 W
SFO2 500.0620002 MHz
uc2 H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 80.00 us
PLW2 25.64999962 W
PLW12 0.40077999 W
PLW13 0.20127000 W
F2 - Processing parameters
ST 3276
SF 202.4279984 MHz
WDW
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
eC 1.40

T T T T T T T T T T T T T T T
558 55.7 556 555 554 553 552 551 550 549 548 547 546 545 ppm

|
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