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Synteettisilla oligonukleotideilla ja niiden rakenneanalogeilla on térked rooli terapeuttisissa
sovellutuksissa ladketieteesséd. Luonnolliset oligonukleotidit ovat hyvin herkkid hydrolysoitumaan
elimistossé entsyymikatalyyttisesti. Toimiakseen terapeuttisina ladkeaineina oligonukleotideilla tulee
olla riittdva kemiallinen ja entsymaattinen pysyvyys. Oligonukleotidien biologista elinik&a voidaan
pidentdd modifioimalla oligonukleotidin rakennetta korvaamalla oligonuleotidin fosfaattirunko
erilaisilla sidoksilla tai ryhmilld. Modifikaatiot sokerirenkaassa ja nukleoeméksessa ovat myos
mahdollisia.

LuK tutkielmassa tarkastellaan modifioitujen oligonukleotidien synteeseja keskittyen rikilla, seleenill,
typelld ja boorilla modifioituihin nukleosidien valisiin fosfodiesterisidoksiin. Fosforia sisaltaméattomissa
oligonukleotideissa fosfodiesterisidos on korvattu esimerkiksi triatsoli- tai guanidiiniryhmill&.
Perinteisesti modifioituja oligonukleotideja on syntetisoitu kiintealla kantajalla fosforamidiittikemiaa
hyddyntéaen. Myyntiin hyvéksytyista terapeuttisista oligonukleotideista suurin osa on fosforotioaatteja.
Koska fosforotioaatit esiintyvat kahtena diastereomeerina (Sp ja Rp), stereokontrolloitujen
synteesimenetelmien kehitys onkin diasteteomeerien erilaisten ominaisuuksien vuoksi yksi oleellinen
tutkimusaihepiiri.

Synteesimenetelmien  lisdksi  tutkielmassa tarkastellaan ~ modifioitujen  oligonukleotidien
nukleaasiresistenssid vertailemalla modifioitujen ja luonnollisten oligonukleotidien hydrolyysin
puoliintumisaikoja nukleaasien lasndollessa. Myds kaksoiskierteiden pysyvyys on tarkastelun kohteena.
Tulosten perusteella on voitu arvioida modifioidun oligonukleotidin soveltuvuutta antisense-
oligonukleotidiksi.

Avainsanat: oligonukleotidi, nukleaasiresistenssi, antisense-oligonukleotidi
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1. Johdanto

Oligonukleotideilla ja niiden rakenneanalogeilla on tarked rooli monissa terapeuttisissa ja
bioteknologisissa  sovellutuksissa. ~ Terapeuttiset — oligonukleotidit ~ voidaan  jakaa
toiminta/vaikutusperiaatteen  perusteella  esimerkiksi ~ antisense-  ja  antigeeni-
oligonukleotideihin seka aptameereihin, SIRNA- ja miRNA-molekyyleihin. Oligonukleotidien
osuus laédkemarkkinoilla on lisd&ntymassa. Taulukossa 1 on esimerkkeja myyntiin

hyvaksytyista terapeuttisista oligonukleotideista.

Taulukko 1. Esimerkkeja myyntiin hyvaksytyista terapeuttisista oligonukleotideista.

Yhdiste Kemiallinen FDA Sairaus Yhti6

rakenne hyvaksynyt
Fomivirsen PS 1998 CMV-retiniitti lonis
(Vitravene®) Pharmaceuticals
Mipomersen 2 -OMoE- 2013 HoFH lonis
(Kynamro®) Kimeeri? Pharmaceuticals
\utrisiran SIRNA 2022 hATTR Alnylam
(Amvuttra®)
Eplontersen PS 2023 ATTRv-PN AstraZeneca/lonis
(Wainua®) Pharmaceuticals

2 Oligonukleotideissa sytosiinit ovat 5-metyloituja. 5-Metylointi parantaa kaksoisjuosteen

pysyvyytta noin +0,5°C (Tm) jokaista Me-modifikaatiota kohden. [1]

Fomivirsen (Vitravene®) oli ensimmaéinen markkinoille tullut terapeuttinen oligonukleotidi,
jota lonis Pharmaceuticals markkinoi vuonna 1998. [2] Tama ladke on 21-meerinen
fosforotioaattioligodeoksiribonukleotidi, jota on kaytetty sytomegaloviruksen (CMV)
aiheuttaman retiniitin hoidossa immuunipuutteisilla potilailla ja erityisesti potilailla, joilla on
hankittu immuunikato-oireyhtyma eli AIDS. Mipomersen (Kynamro®) on toinen, vuonna 2013
FDA:n hyvaksyma fosforotioaattioligonukleotidi (Kuva 1). Taman la&dkkeen on kehittynéyt
lonis Pharmaseuticals ja Genzyme. [3] Toiminta perustuu kyseisen gapmeeri-oligonukleotidin
kykyyn estda apolipoproteiini B:t4 koodaavan lahettiaineen translaatio ja tata kautta vahentaa

LDL-kolesterolin méaraa potilailla.



2. Nukleaasit

Toimiakseen ladkkeend terapeuttisen oligonukleotidin pitéé tayttda monia vaatimuksia, joista
erés tarkeimmista on riittdva kemiallinen ja entsymaattinen pysyvyys. Modifioimattomat
oligonukleotidit ovat herkkié hydrolysoitumaan soluissa entsyymikatalyyttisesti. Toimiakseen
la&kkeend oligonukleotidin rakennetta pitdadkin modifioida. Modifikaatiosta huolimatta

terapeuttisella oligonukleotidilla taytyy olla riittdvan hyva affiniteetti kohdeoligonukleotidiin.

Nukleaasit ovat hydrolaasiperheeseen kuuluvia entsyymejd, jotka hydrolysoivat
nukleiinihapojen fosfodiesterisidoksia. Pilkkoutuminen tapahtuu joko P-O3°- tai P-O5-
sidoksesta. Nukleaasit voidaan luokitella endonukleaaseihin ja eksonukleaaseihin riippuen siita
katkeaako fosfodiesterisidos oligonukleotidijuosteen keskeltd vai ketjun péasta (kuva 1).
Endonukleaasit koostuvat sekd DNaaseista ja RNaaseista, joiden substraatteina toimivat
vastaavasti deoksiribonukleiinihappo ja ribonukleiinihappo. Naiden entsyymien toiminta voi
olla joko epéspesifists, jolloin ne voivat hydrolysoida kaikkia nukleiinihapposekvenssejé, tai
sitten niiden toiminta voi olla hyvin spesifistd, jolloin ne hydrolysoivat vain tiettyja

fosfodiesterisidoksia substraatista (restriktioentsyymit).

=
- = - =
d Eksonukleaasi = - = Endonukleaasi =] =
pilkkominen Pilkkoutunut ODN pilkkominen Pilkkoutunut ODN

Kuva 1. Eksonukleaasin ja endonukleaasin hydrolyysi. Mukailtu l&hteesta. [4]

Fosfodiesteraasit voivat hydrolysoida nukleosidien vélisen fosfodiesterisidoksen liséksi myos
syklisen adenosiinimonofosfaatin (CAMP) ja guanosiinimonofosfaatin (cGMP), joilla on
oleellinen  rooli  solunsisdisind  toisioldhettimolekyyleind  signaloinnissa.  Nykyéaan
fosfodiesteraasit onkin luokiteltu erilleen ekso- ja endonukleaaseista omaksi alaluokakseen,
joka sisaltdd 11 erilaista ryhm&& (PDE 1 - PDE 11) perustuen muun muassa kyseisten

entsyymien cAMP- tai cGMP-affiniteetin, sijaintiin ja biologisiin toimintoihin.

Solunulkoisia fosfodiesteraasi-entsyymeja (PDE) on esimerkiksi kddrmeen myrkyissa ja ne
toimivat eksonukleaaseina poistamalla nukleosidimonofosfaatteja polynukleotidiketjuista
vaiheittain. PDE pystyy hajottamaan systemaattisesti kaikki luonnolliset ODN:t in vivo
minuuteissa, jolloin 1-2 kbp:n pituisen DNA-patké&n puoliintumisaika voi olla useita tunteja.
PDE:Il& on erilaisia substraattispesifisyyksid, kuten: DNA ja/tai RNA; 5,3~ tai 3',5"-



eksonukleaasiaktiivisuus; yksijuosteisuus (ss) ja/tai kaksijuosteisuus (ds) ja terminaalinen OH-
ryhma tai terminaalinen fosfaattiryhma. [5] Substraattispesifisyydelld kuvataan t&ssa sitg,
kuinka selektiivinen PDE on tietyntyyppisten molekyylien suhteen ja kuinka tehokkaasti se on
vuorovaikutuksessa niiden kanssa. Taulukkoon 2 on esitetty tarkeimpia tunnettuja
fosfodiesteraaseja ja niiden aktiivisuuksia. Esimerkiksi RNaasi H:lla on oleellinen rooli
antisense-strategiassa. RNaasi H pilkkoo lahetti-RNA:n (MRNA) katalyyttisesti ODN/mRNA-
kaksoiskierteestd, jolloin DNA vapautuu ja sitoutuu toiseen mRNA-molekyyliin [5]. Kyseessa
on RNA-interferenssi, mika johtaa vastaavasti rajoittuneeseen proteiinisynteesiin tai geenin
sammumiseen. Valitettavasti tunnetaan vain muutamia modifikaatioita, jotka indusoivat
RNaasi-H:n aktiivisuutta. [5] Antisense-oligonukleotidia (ASO) suunniteltaessa on siis tarke&a
valita rakenne, joka sallii RNaasi H:n hajottaa sen komplementaarisen kohde-RNA:n, samaan

aikaan kun ASO:lla on korkea resistanssi muita nukleaaseja vastaan.

Taulukko 2. Muutamien tarkeimpien tunnettujen fosfodiesteraasien nimet ja niiden
aktiivisuudet. [4]

Fosfodiesteraasi Hydrolyyttiset toiminnot

Eksonukleaasiaktiivisuus

Fosfodiesteraasi I kddrmeen 5'-eksonukleaasi, joka kohdistuu ss- tai ds-DNA:han
myrkyn fosfodiesteraasista tai RNA:han. 3’ & 5" aktiivisuus

(SVPDE)

Vasikan pernan fosfodiesteraasi 3'-eksonukleaasi, joka kohdistuu 5'-OH ss- tai ds-
(CSPDE) DNA:han tai RNA:han. 3’ - 5’ aktiivisuus

Endonukleaasiaktiivisuus

Nukleaasi P1 3’ = 5’ aktiivisuus kohdistuu ss DNA:han tai RNA:han

RNaasi-H Hydrolysoi hybridi-DNA/RNA-dupleksin RNA-juosteen

3. Fosforia sisaltavat nukleosidien valiset sidokset

Kappaleessa 3 tarkastellaan modifioitujen oligonukleotidien synteeseja ja nukleaasiresistenssia.
keskittyen oligomeerisiin rakenteisiin, joissa fosfodiesterisidoksen yksi happiatomi on korvattu
rikilla, seleenilld, typella tai boorilla. Muita fosfodiesterimodifioituja oligonukleotideja, joilla

on tutkittu nukleaasiresistenssid, ovat erilaiset alkyylifosfonaatit, triesterit ja difosfaattidiesterit.



Fosfodiesterisidoksen happiatomin korvaaminen jollain toisella atomilla voidaan suorittaa joko
silloittavassa asemassa (03" ja O5") tai ei-silloittavassa asemassa, jolloin substituutio johtaa

diastereomeerien seoksen muodostumiseen (kuva 2).

X 0
Ozg— X o B X :;70 o B
0 0
Silloittava moldifikaatio Ei-silloittava ;'nod\f\kaatio

Kuva 2. Fosfodiesterisidosten silloittavat ja ei-silloittavat modifikaatiot.
3.1. Fosforotioaatit

Fosforotioaatit, joissa yksi ei-silloittavista fosfaatin happiatomeista on korvattu rikkiatomilla
kuuluvat antisense-oligonukleotidien (ASO) ensimmaiseen sukupolveen. Antisense-
oligonukleotidit ovat synteettisesti valmistettuja yksijuosteisia oligonukleotideja, jotka
koostuvat 18-21 eméksesta ollen komplementaarisia kohdegeenin mRNA-sekvenssille. [6]
Antisense-strategiassa fosforotioaattioligonukleotidit (PS-ODN) muodostavat l&hetti-RNA:n

kanssa kaksoiskierteitd, jotka ovat RNaasi H:n substraatteja, jolloin geenin ilmeneminen estyy.

Stec tyoryhmineen raportoi automatisoidun PS-ODN:n synteesin Kkiintedlld kantajalla
fosforamidiittikemiaa kayttaen. Synteesissa muodostunut fosfiitti sulfurisoitiin tiofosfaatiksi
alkuainerikilla (S8). [7] Vaihtoehtona alkuainerikille on kaytetty myods 3H-1,2-bentsoditioli-3-
oni-1,1-dioksidia (Beaucage-reagenssi). [8] Tiosubstituution aikaansaaman
nukleaasiresistenssin vuoksi fosforotioaatit ovat erityisen mielenkiinnon kohteena lukuisissa

sovelluksissa kehitettdessé terapeuttisia oligonukleotideja.

Monia tyéryhmineen on kayttanyt 17-meerisida fosforotioaattioligonukleotideja tutkiessaan
nukleaasiresistenssid ja  antisense-aktiivisuutta kasvattamalla tiofosfodiesterisidosten
lukuméara oligonukleotideissa. Kohteena tutkimuksessa kaytettiin ihmisen Ha-ras geenid. [9]
Tama geeni kuuluu RAS-onkogeenien perheeseen, joihin kuuluvat geenit ovat osallisina
solujen ja erilaistumisen sdatelyssa. Onkogeenit voivat myds aiheuttaa syopad, kun ne
muuttuvat aktiivisiksi tai toimivat ep&normaalisti. Taulukossa 3 on esimerkkeja

fosforotioaattioligonukleotidien puoliintumisajoista ja antisense-aktiivisuudesta. Antisenssi-



toiminnalla (AS) tarkoitetaan Ha-ras-mRNA:n ilmentymisen estymistd RNaasi-H:n
aktivoituessa solun sisalla ODN:n konsentraation ollessa 0,1 uM. [9]

Taulukko 3. PS-ODN:n puoliintumisajat Bal31-endonukleaasien ldsnéollessa ja antisense

aktiivisuus viljellyissa T24-soluissa. [9]

ODN (5 —3)? tuz (min) AS-toiminta (%)
d(CCACACCGACGGCGCCO) 5 0
d(CpsCpsAprsCpsApsCpsC-GACGpsGpsCpsGpsCpsCrsC) 8 35
d(CrsCpsApsCrsApsCpsCps-GACpsGpsGpsCpsGpsCpsCrsC) 50 78
[d(CCACACCGACGGCGCCC)]-all-PS >50 82

aall-PS = kaikki ovat tiofosfodiesterisidoksia

Tutkimuksen tuloksista havaitaan selvad nukleaasiresistenssin ja antisense-toiminnan kasvua,
mitd suurempi on tiofosfodiesterisidosten lukumaara. 2'-Alkoksi- ja 2'-fluorimodifioiduilla
oligonukleotideilla RNaasi-H:n ei havaittu aktivoituvan in vitro, mutta tdmé ongelma saatiin
ratkaistua kayttdamalla kimeerisi& oligonukleotideja, joissa modifioidut nukleotidit olivat vain
juosteiden paissa. [10]

Koska fosforotioaatit esiintyvat kahtena diastereomeerina (Sp ja Re), kiraalisuuden vaikutus
nukleaasiresistenssiin on ollut kiinnostuksen kohteena. Useat Stecin ryhmé&n suorittamat
tutkimukset keskittyivét PS-ODN:ien P-kiraalisuuden vaikutukseen niiden
nukleaasiresistenttiyteen verrattuna luonnollisiin ODN:iin. Diastereomeerisesti puhtaiden 5'-O-
DMTr-3'-O-(2-tio-1,3,2-oksatiafosfolaani)-nukleosidirakennusyksikoiden kayttd
fosforotioaattien valmistuksessa on mahdollistanut stereokontrolloidut synteesit. [11]
Stereokontrolloitujen  synteesimenetelmien kehitys onkin diasteteomeerien erilaisten
ominaisuuksien vuoksi yksi oleellinen tutkimusaihepiiri. Useita PS-ODN:n stereokontrolloituja

synteesimenetelmid on kehitetty. [12]-[18]

Baran tydryhmineen [19] on raportoinut stereokontrolloidun PS-ODN-synteesimenetelman
kayttamalla P(V)-kemiaa. Synteesi perustuu kiintedlla kantajalla  suoritettavaan
synteesimenetelmé&an, jossa kasvavaan oligonukleotidiketjuun liitetd&n (+ ja -)-y-aktivoituja
nukleosideja 1 ja 2 (kaavio 1). PSl-reagenssit on syntetisoitu (+/-) -limoneenista. Rp tuote
saadaan syntetisoitua valitsemalla (+) -y-reagenssi ja vastaavasti Sp tuote saadaan syntetisoitua

valitsemalla (-) -y-reagenssi.
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Kaavio 1. Stereokontrolloitu fosforotioaattisynteesi.

3.2. Fosforotiolaatit

Letsinger [20] on kayttanyt templaattiavusteista kemiallista ligaatiota syntetisoidessaan 5”-
fosforotiolaattioligonukleotidin. Synteesimenetelméssé kaytettiin oligonukleotidia, jonka 3"-
paassd on bromiasetyyliryhma seka tiofosfaattiosa toisen olidonukleotidinketjun 5" -péassa.
Néiden juosteiden konjugaatio tapahtui vesiliuoksessa spontaanisti komplementaarisen
oligonukleotidin l&sndollessa. [21] Myos jodia on kaytetty toisen oligonukleotidipuolijuosteen
3’-pééssa. Jodin liittdminen suoritettiin kasittelemalla vapaa 5 -hydroksyyliryhm& Moffatin
reagenssilla. [22] Nukleaasiresistenssiéa testattiin T4 DNA polymeraasin, SVPDE:n ja CSPDE:n
lasndollessa. Fosforotiolaatti hydrolysoitui 5-10 kertaa hitaammin kuin vastaava
modifioimaton oligonukleotidi T4 DNA polymeraasin lasndollessa. CSPDE:n l&snédollessa
havaittiin my0ds hydrolyysin hidastumista modifioidulla sidoksella. Resistenssissé ei havaittu
muutoksia SVPDE:n lasndollessa. [23]

Duschmale ty6ryhmineen on syntetisoinut LNA-gapmeerejd, jotka sisaltdavat 3°S- ja 5°S-
fosfodiesterisidoksia. Synteesi suoritettiin Kiintedlla kantajalla kayttden sopivasti suojattua 5"-
O-dimetoksitrityyli-2”-deoksiribonukleosiditiofosforamidiittia (3) ja 5 -S-dimetoksitrityyli-

suojattua nukleosidifosforamidiittia (4) rakennusyksikdiné (kuva 3). [24]
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Kuva 3. Fosforamidiitti rakennusyksikoita.

Pyrimidiininukleosidi-3"-S-fosforamidiitit valmistettiin  anhydro-nukleosidien kautta ja
puriininukleosidien tapauksessa kaytettiin - Mitsunobu reaktiota. 5"-S-deoksiribo-3"-O-
fosforamidiitit valmistettiin mesyloimalla tymidiinin 5 -asema, jota seurasi késittely
dimetoksitrityylitio-asetaatilla (DMTrSAc) natriummetoksidin - (NaOMe) lasndollessa.
Komplementaarisen RNA-juosteen kanssa muodostuvan kaksoiskierteen nukleaasiresistenssia

tutkittiin hiiren maksan homogenaatissa (taulukko 4). [24]

Taulukko 4. Oligodeoksiribonukleotidien sulamislammot komplementaarisen RNA:n

lasndollessa ja ODN:n hajoaminen hiiren maksahomogenaattien lasndollessa. [24]

ODN (5"— 3")? Tm RNA:n  Ehja gapmeeri  Taysipituinen
kanssa (°C) (%)° kohde-RNA
(%)
d(G-MeC-ATTGGTATT-MeCLAL) 59,4 = 58
d(G*eC-Azsp TTGGTATT-MeCEAL) 60,0 68 17,3
d(G*MeC-As s TTGGTATT-MeCLAL) 58,5 56 9,9
d(G"MeCLAT3 e TGGTATT-MeCLAL) 62,5 34 13,6
d(G-MeCLAT5 e TGGTATT-MECEAL) 57,4 56 11,4
d(G-V*C-ATTGGs s TATTVC A 62,5 1,2 10,0
d(G-MeC-ATTGGs se TATT-VC-A') 58,5 41 11,3

L = LNA, ehjin gapmeerin %-osuus kokeen jélkeen. ° taysimittaisen kohde-RNA:n %-osuus

48 h inkubaation jalkeen.

Tutkimuksen tuloksista havaitaan, ettd 3'-SP-sidoksen vaikutus oli vaihtelevaa riippuen sen
sijainnista. Yksittaiset 5'-SP-modifikaatiot pienensivat vain vahan kaksoiskierteen pysyvyyttéa.
Modifioidut gapmeerit kykenivat sitoutumaan tehokkaasti entsyymiin in vitro -kokeissa, mutta

in vivo -kokeissa niiden aktiivisuus vaihteli.
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3.3. Fosforoselenoaatit

Fosforoselonaateissa fosfodiesterisidoksen happiatomi on korvattu seleenilld. VVuonna 1994
Stecin ryhma [25] korvasi fosfodiesterisidoksen O5"- happiatomin seleenilla syntetisoidessaan
dimeerisen  ditymidiinifosforoselenoaatin 6,  O-metyylifosforoselenocaatin 7  ja
metyylifosfonoselenoaatin 8 (Kaavio 2). P-akiraalinen yhdiste 6 valmistettiin kasitteleméalla
yhdisteen 5 diastereomeerista seosta 80 % etikkahapolla, jota seurasi kasittely trietyyliamiinilla.

RO HO
@ }i;

b DMF, 55°C g g
; : O=P_R’ 0=P-R’

|

$

P
|
o= ;:'v) Se T e T
S koj toj
OH OH
R=DMT R'=NCCH,CH,0- 5 R=DMT R’=NCCH,CH,O- 6 R'=0"
R=Pixyl R'=CH30- R=Pixyl R'=CH,0- 7 R'=CH,0-
R=Pixyl R'=CHj R=Pixyl R'=CHjy 8 R'=CHjy

Kaavio 2. Ditymidiinifosforoselenoaatin (6), O-metyylifosforoselenoaatin (7) ja

metyylifosfonoselenoaatin (8) synteesi.

Ditymidiinifosforoselenoaatilla 6 havaittiin merkittavda SVPDE- ja nukleaasi P1 resistenssin
kasvua verrattuna PS-ditymidiinianalogiin verrattuna. Sit4 vastoin yhdisteiden 7 ja 8 todettiin
olevan liian labiileja nukleaasiresistenssin tutkimiseksi. Fosforoselenoaattioligonukleotideja,
joissa silloittava 03" happiatomi on korvattu seleenilla (3"-SeP-ODN) on kéaytetty

templaattiohjatussa kemiallisessa ligaatiossa. [26]

Vuonna 2019 Conlon ty6éryhmineen [27] raportoivat fosforoseleniaattioligonukleotidien
synteesin kiintedlla kantajalla soveltaen Vylen kehittdm&a selenosyanaattien Michaelis-
Arbuzov-reaktiota. [28] Ensin 5 -O-Tosyylitymidiinista 9 muodostettiin 5" -selenosyanaatti 10
séateilyttdmalld mikroaalloilla kaliumselenosyanaatin l&asndollessa asetonitriilisséd. Nukleosidi-
3’-H-fosfonaattijohdannaiset 11 kytkettiin ~ 5’-selenosyanaattinukleosidin 10  kanssa
asetonitriilissd  2,6-lutidiinin ~ lasn&ollessa.  Lopuksi dimeerit 12a-d  fosfityloitiin
fosforamidiittirakennusyksikoiksi  13a-d  (kaavio 3), jotka kytkettiin  kasvavaan
oligonukleotidiketjuun  automatisoidusti  oligosyntetisaattorilla ~ standardiprotokollan
mukaisesti. [27]
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Kaavio 3. Fosforamidiittirakenneyksikoiden 13a-d synteesi.
3.4. Fosforamidaatit

Fosforamidaateilla fosfodiesterisidoksen yksi happiatomeista on korvattu typpiatomilla.
Gryaznov [29] tyéryhmineen raportoi N3"—P5 NP-ODN:n synteesin kiintedlla kantajalla
(kaavio 4). Detritylaatio suoritettiin  dikloorietikkahapolla dikloorimetaanissa. 5-
Hydroksyyliryhma fosfityloitiin (2-syanoetoksi)-(N,N-diisopropyylialkyyli)kloorifosfiinilla ja
N,N-diisopropyylietyyliamiinin (DIEA) lasnéollessa fosforamidiitiksi, jonka jélkeen
aminoligandi korvattiin vedelld kéyttden aktivaattorina tetratsolia. 5"-O-dimetoksitrityloitu 3"-
deoksi-3"-aminonukleosidi kytkettiin kasvavaan oligonukleotidiketjuun kéyttden hapettavaa
aminaatiota hiilitetrakloridin ja trietyyliamiinin (TEA) lasnédollessa. Atherton-Todd-reaktio
mahdollistaa aminonukleosidien kytkennan kasvavaan oligonukleotidiketjuun 94-96 %
keskimaaraiselld saannolla reaktiosyklia kohden. Syntetisoitu fosforamidaatti irrotetaan
kantajasta ammonolyysilld. Tutkimustulosten perusteella havaittiin - NP-ODN/ODN-
kaksoiskierteen olevan pysyvampi kuin kahden modifioimattoman oligodeoksiribonukleotidin
muodostama  kaksoiskierre. Fosforamidaattioligodeoksiribonukleotidien todettiin - myos

muodostavan stabiileja kolmoiskierteitd komplementaarisen oligoribonukleotidin kanssa. [29]



14

Synteesin aloitus

- W,
9.

HO
}178
NH,OH HN
1
O=P—+0
. . B
syki . 0 o
toistetaan "
HO ""7‘
DMTIO 0=P-0 5
O [l o}
O
n
HN OH

éCNE - :B
(0}
1. (iPr),NP(CI)(OCNE), DIEA
2. 1H-tetratsoli
B 5 -DMTr-3"-aminonukleosidi,
TEA, hiilitetrakloridi

0

D

Kaavio 4. N3"—P5 NP-ODN synteesi.

Fosforoamidaattien toimivuutta antisense-oligonukleotideina on tutkittu selvittdmalla niiden
kykya sitoutua lahetti-RNA:han ja aktivoida RNaasi-H entsyymi. Tutkimuksessa kohteeksi
valittiin lahetti-RNA:n alueet, jotka translaatiossa koodataan Tax-proteiiniksi, joka on ihmisen
tyypin | leukemiaviruksen tarkein transkriptiotekija. Tutkimukset suoritettiin 15-meerisilla
fosforamidaateilla, ja tuloksia verrattiin saman sekvenssin omaavien happianalogien,
fosforotioaattien sekd kimeeristen oligodeoksiribonukleotidien (NP-ODN/PO-ODN) kanssa.
Nukleaasiresistenssia tutkittaessa selvisi, ettd NP-ODN pysyi stabiilina 1 h ajan, kun
happianalogi hajosi tdysin 5 minuutin aikana. Tutkimustulosten perusteella NP-ODN:11& on
potentiaalia antisense-oligonukleotidina. Kaikilla muilla yhdisteilla paitsi PO-ODN:lla
havaittiin Tax-proteiinin maaran vaheneminen 70 %:lla. Fosforamidaateilla kaksoiskierteiden

pysyvyys kasvoi 1,2 °C jokaista modifikaatiota kohden happianalogiin verrattuna. [30]
3.5. Boranofosfaatit

Uridylyyli-3",5 -uridiinin Rp- ja Sp-boranofosfaattidiastereomeerit syntetisoitiin hapettamalla
fosfiittitriesteri dimetyylisulfidiboraanilla. 2°-OH:n suojaryhména kaytettiin
tetrabutyylidimetyylisilyylia, joka poisitettiin  TBAF-késittelylld synteesin viimeisessé
vaiheessa (kaavio 5). Boranofosfaatin 14 Sp-diastereomeerin  SVPDE-katalysoiman

hydrolyysin puoliintumisaika on 80 h. Rp-diastereomeeri on tdysin stabiili. Vastaavan
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uridylyyli-3",5"-uridiinin tapauksessa puoliintumisaika oli vain 7 min.
Dimetyylisulfidiboraanin todettiin irrottavan myos trityylisuojauksen. [31]

DMTrQ HO HO
o Y oY o Y
- 1. NH,OH 14
G oteoms  _TE O oreoMs _ 2TBAR o o
P-O 83 % H,B.P-0O 0 “H,B-P-0
| o U 3 ‘ o u 28 % 3 | o U
OMe OMe 0]
(S, tai R;)
OAc OAc OAc OAc OH OH

Kaavio 5. Uridylyyli-3",5"-uridiinin Rp- ja Sp-boranofosfaattidiastereomeerien synteesi.

Vastaavalla tavalla on syntetisoitu diastereomeerinen ditymidiiniboranofosfaatti on syntetisoitu
kasittelemalla 5°-O-dimetoksitrityyli-3"-O-asetyyli-suojattu ditymidiinifosfiittitriesteri
dimetyylisulfidiboraanilla. Asetyyli- ja metyylisuojaukset poistettiin  ammonolyysilla.
Boranofosfodiesterisidoksen  todettiin  olevan hyvin pysyvda 1M:ssa vetykloridin
metanoliliuoksessa ja konsentroidussa ammoniakin vesiliuoksessa 55 °C:ssa sekd SVPDE- ja
CSPDE-entsyymien lasndollessa. [32]

Sergueeva tydryhmineen on kehittdnyt boranofosfaattien synteesistrategiaa kiintedlla kantajalla
H-fosfonaattimenetelmalla. 12-Meeristen oligotymidylaattien ekso- ja
endonukleaasiresistenssid tutkittiin - matalassa ja suuressa nukleaasi-konsentraatiossa.
Taulukossa 5 on esitetty havaitut puoliintumisajat hydrolyysille suuremmassa konsentraatiossa.
Kuten ndhdaan kaikki nukleaasit hydrolysoivat modifioimattoman oligotymidylaatin nopeasti.
Boranofosfaattianalogin hydrolyysin todettiin olevan hitaampi kuin vastaavan fosforotioaatin

SVPDE:n, P1 nukleaasin ja S1-nukleaasin lasndollessa. [33]

Taulukko 5. 12-Meeristen oligotymidylaattien puoliintumisajat eri nukleaasien lasnaollessa.
[33]

t12
Entsyymi SVPDE P1 nukleaasi S1 nukleaasi
¢ (ug/ml) 20 10 5
d(T12) <1 min <1 min <1 min
[d(T12)] -all-PS @ 2h <5 min <5 min
[d(T12)] -all-BP # 7h 6 h 70 h

2 all-PS/BP = kaikki ovat tiofosforidiesterisidoksia/boranofosfaattisidoksia
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4. Fosforia sisaltaméattomat nukleosidien valiset sidokset

Fosfodiesterisidokset voidaan korvata myds kokonaan fosforia-sisaltamattomilla rakenteilla.
Tallaisia modifikaatioita ovat dialkyylisulfidi-, boronaatti-, piperatsiini-, S-metyylitiourea-,
triatsoli-, amidi-, guanidiini-, metyleeni(metyyliamino)- ja karbamaatti-ryhmaét, joista 6:tta

viimeksi mainittua on kaytetty syntetisoitaessa tdysin modifioitu oligonukleotidi.
4.1. Triatsolit

Varizhuk tyéryhmineen [34] on raportoinut kimeerisen triatsolimodifioidun oligonukleotidin
(TR/ODN)  synteesin  hyodyntden  ditymidiinifosforamidiitin  triatsolijohdannaista
rakennusyksikkona sekd kiintedlla kantajalla suoritettavaa synteesimenetelmad (kaavio 6).
Komplementaarisen DNA-juosteen kanssa muodostuvan kaksoiskierteen puoliintumisajat
mitattiin DNaasi 1:n lasndollessa (taulukko 6). [34] Tutkimuksen tuloksista havaittiin
kaksoiskierteen pysyvyyden védheneminen, noin -1,5 °C jokaista modifikaatiota kohden.
Puoliintumisaika kuitenkin kaksinkertaistui DNaasi 1:n lasndollessa viitaten kasvaneeseen

nukleaasiresistenssiin. [34]

"

DMTrO DMTrO T

\

DMTrO 0 T 2. (iPr),NP(CI)(CH,),
k } OTBDPS 1H-tetratsoli \I!J
o N = N
W CuSQ,, natriumaskorbaatti \\ N l
T
Nj 0 T @]
OTBDPS (PN ~OCNE

Kaavio 6. Ditymidiinifosforamidiitin triatsolijohdannaisen synteesi.

Taulukko 6. Oligodeoksiribonukleotidien sulamislammot komplementaarisen DNA:n kanssa

ja kaksoiskierteiden puoliintumisajat DNaasi 1:n l&dsndollessa. [34]

ODN(5"—>3")? Tm DNA:n kanssa ti2 (min)
d(TTAACTTCTTCACATTC) 50,3 15
d(TTRTAACTTCTTrRTCACATTRTC) 40,4 30

TR = triatsoli
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4.2. Guanidiinit

Nukleosidien vélinen fosfodiesterisidos voidaan korvata my6s N-substituoidulla
guanidiiniryhmélld.  Bruicen tutkimusryhmé& [35] raportoi ditymidiinifosforamidiitin
asetyyliguanidiini-johdannaisen synteesin, jota kdytettiin rakennusyksikkona valmistettaessa
18-meerinen oligonukleotidi. 5"-O-MMTr-3"-amino-3"deoksitymidiini (15) asetyloitiin
asetyyli-isotiosyanaatilla DCM:ss4, jota seurasi kasittely hopeadikloridilla TEA:n lasn&ollessa.
Viélituotteena saatu karbodi-imidi 16 kytkettiin 5 -amino-5"-deoksitymidiinin kanssa
asetyylisuojatuksi guanidiiniditymidiiniksi 17. Asetyyliguanidiiniditymidiinifosforamidiitti
(18) saatiin kasitteleméll& yhdiste 17 (2-syanoetoksi)-(N,N-diisopropyyli)kloorifosfiinilla N,N-
diisopropyylietyyliamiinin (DIEA) l&snéollessa (kaavio 7). [35]

MMTrO T
o MMTrO
MMTrO T , ‘ o T
0 asetyyli-isotiosyanaatti HgCl,, TEA
s_. NH _——
62 % 0 N
NH, NH 15 c
oj, M 18
MMTrO
HN T MMTO T
0 o T o
0 P
OH )LN NH (iPr),NP(CI)(OCNE), DIEA NYNH
> e - HN T
68 Y HN (0]
' o 18 ;
17 o

(iPr),N~ I:,\“(Z)CNE

Kaavio 7. Asetyyliguanidiiniditymidiinifosforamidiitti rakennusyksikdn synteesi.

Guanidiinioligonukleotidien nukleaasiresistenssia tutkittiin eksonukleaasi 1:n ldsndollessa.
Tutkimuksen tuloksista havaittiin useita 3"-paan guanidiini modifikaatioita siséltdvan ODN:n
olevan taysin resistenssi eksonukleaasi 1:lle. Luonnollisen ODN:n puoliintumisaika oli

vastaavissa olosuhteissa 30 minuuttia. [35]
5. Johtopéaatokset

Terapeuttisten oligonukleotidien kayttd l&d&keaineina yleistyy tulevaisuudessa. Luonnolliset

oligonukleotidit hydrolysoituvat herkasti elimistossa entsyymikatalyyttisesti, joten erilaiset
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rakenteelliset modifikaatiot oligonukleotideissa ovat vélttaméattomid. On siis tarve muokata
luonnollisten oligonukleotidien fosfaattirunkoa, jotta saadaan kasvatettua nukleaasiresistenssia.
Fosfodiesterisidoksen muokkaamiseen on monia synteettisid menetelmid, joista tutkielmassa
kasiteladn  fosforotioaatti-,  fosforotiolaatti-, ~ forforamidaatti-,  boranofosfaatti- ja
fosforoselenoaatti-modifikaatiot. Useimmat naista modifikaatioita parantavat oligonukleotidin
nukleaasiresistenssié. Fosforotioaatit ovat edelld mainituista modifioiduista oligonukleotideista
eniten tutkittu ja kaytetty terapeuttisissa sovelluksissa. Monet muutkin modifikaatiot ovat
kuitenkin osoittaneet potentiaalia toimia antisense-oligonukleotidina niilld suoritetuissa

tutkimuksissa, mahdollisesti johtaen lisatutkimuksiin ja uusien ladkkeiden kehittymiseen.
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