(19)

(10)

(12)
(21)
(31)

SUOMI - FINLAND

(F1)

PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS 22
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN (23
FINNISH PATENT AND REGISTRATION OFFICE  (41)
(43)
(86)

"

(72)

(74

(54

F1 930455 A7

JULKISEKSI TULLUT PATENTTIHAKEMUS
PATENTANSOKAN SOM BLIVIT OFFENTLIG
PATENT APPLICATION MADE AVAILABLE TO THE
PUBLIC

Patenttihakemus - Patentansékan - Patent application 930455

Kansainvélinen patenttiluokitus - Internationell patentklassifikation -
International patent classification

CO7H 21/00

CO7H 19/04

Tekemispéivéa - Ingivningsdag - Filing date 02.08.1991
Saapumispaiva - Ankomstdag - Reception date 02.02.1993
Tullut julkiseksi - Blivit offentlig - Available to the public 24.03.1993
Julkaisupdivéa - Publiceringsdag - Publication date 13.06.2019
Kansainvélinen hakemus - 02.08.1991 PCT/US1991/005531
Internationell ansdkan - International

application

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet - Priority

03.08.1990 US 562180 13.09.1990 US 582287
13.09.1990 US 582456 13.09.1990 US 582457
09.04.1991 US 682784

Hakija - S6kande - Applicant

1+Sanofi, 32/34 rue Marbeuf 75008 Paris, France, RANSKA, (FR)

Keksija - Uppfinnare - Inventor

1+Weis, Alexander Ludvik, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

2 *Hausheer, Frederick Herman, USA, AMERIKAN YHDY SVALLAT, (US)

3 *Chaturvedula, Prasad Venkata Chala, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)
4 «Delecki, Daniel Joseph, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

§ «Cavanaugh, Jr., Paul Francis, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

6 *Moskwa, Patricia Susan, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

7 *Oakes, Fred Terry, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

Asiamies - Ombud - Agent

Kolster Oy Ab, Salmisaarenaukio 1, 00180 Helsinki

Keksinndn nimitys - Uppfinningens benédmning - Title of the invention
Yhdisteita ja menetelmid geeniekspression inhiboimiseksi

Foreningar och forfaranden for inhibering av gen expression



10

15

20

25

30

‘35

Yhdisteitd ja menetelmiid geeniekspression inhiboimiseksi

Kuvaus

Ristiviittaus tdhdn liittyviin patenttihakemuksiin

Té&md patenttihakemus on jatkohakemus US-patenttiha-
kemukselle nro 07/562 180, jatetty 3. elokuuta 1990; US-
patenttihakemukselle 07/582 287, jdtetty 13. syyskuuta
1990; US-patenttihakemukselle 07/582 456, jatetty 13.
syyskuuta 1990; ja US-patenttihakemukselle 07/582 457,
jatetty 13. syyskuuta 1990.

Tekninen ala

Tdm& keksintd koskee yhdisteitd, koostumuksia ja
menetelmid, joilla voidaan inhiboida geeniekspressiota.
Tamén keksinnén yvhdisteet sisdltdvdt 1) oligonukleosidise-
kvenssejéd, pituudeltaan noin 6 - noin 200 emdstd, joissa
on kolmiatominen nukleosidien vdlinen sidos ja 2) oligonu-
kleotidisekvenssejd, pituudeltaan noin 9 - noin 200 emés-
td, joissa on dioli jommassa kummassa padssd tai molemmis-
sa paissd.

Keksinnén tausta

"Antisense"~yhdiste on yhdiste, joka sitoutuu nu-
kleotidisekvenssiin nukleiinihapossa, RNA:ssa tai DNA:ssa,
tai hybridisopituu sen kanssa, inhiboidakseen mainitun nuk-
leiinihapon toimintaa tai synteesid. Koska "antisense"-
vhdisteet kykenevdt hybridisoitumaan sek& RNA:n ettd DNA:n
kanssa, ne voivat hdirit& geeniekspressiota transkripti-
on, RNA:n muokKauksen tai translaation tasolla.

"Antisense"-molekyylejd voidaan suunnitella ja syn-
tetoida niin, ettd spesifisten geenien transkriptio
RNA:ksi estetddn siten, ettd hybridiscoidaan genomiseen
DNA:han ja estet8&n RNA-polymeraasin toiminta suoraan tai
epdsuorasti. DNA:han kohdistamisen etu on se, ettd tera-
peuttisen vaikutuksen aikaansaamiseksi tarvitaan vain pie-
nid md8rid "antisense"-yhdisteitid. Vaihtoehtoisesti "anti-

sense"-yhdisteitd voidaan suunnitella ja syntetisoida si-
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ten, ettd ne hybridiscituvat RNA:n kanssa inhiboidakseen
transkription jdlkeistd muokkausta (RNA:n muokkaus) tai
proteiinisynteesin (translaatio) mekanismeja. Esimerkkejéa
kohde-RNA:ista ovat 1ldhetti-RNA (mRNA), siirt&ja-RNA
(tRNA), ribosomaalinen RNA (rRNA) ja vastaavat. Esimerk-
keihin muokkaus- ja translaatiomekanismeista kuuluvat esi-
aste-RNA:n silmukointi intronien poistamiseksi, cap-raken-
teiden lisdys mRNA:n 5'-p&&h&n, hybridisaatiopysdytys ja
nukleaasiv8dlitteinen mRNA:n hydrolyysi.

Talla hetkelld "antisense"-tekniikoiden ké&yt&nndn
tieteellisten ja terapeuttisten sovellusten kehittamista
haittaavat kuitenkin monet tekniset ongelmat. Klausner,
A., Biotechnology, 8:303-304 (1990). Synteettiset "anti-
sense"-molekyylit ovat alttiita nopealle hajoamiselle,

jonka aiheuttavat kohdesoluissa olevat nukleaasit. "Anti-

sense"-DNA:n tai RNA:n oligonukleotidisekvensseja tuhoavat
esimerkiksi eksonukleaasit, jotka vaikuttavat joko nukle-
iinihapon 5'- tai 3'-p&&h&n. Lisdksi endonukleaasit voivat
katkaista DNA:n tai RNA:n yksittdisten nukleosidien vi&-
listen sisdisten fosforiesterisidosten kohdalta. Sellaisen
katkaisun tuloksena annettujen "antisense"-yhdisteiden
todellinen puoliintumisaika on hyvin lyhyt, mik& tekee
vadlttamattoémdksi sen, ettd kdytetdadn suuria, sddnndllises-
ti annettuja annoksia.

Toinen ongelma on "antisense"-DNA:n tai RNA:n tuot-
tamisen ddrimmdisen korkeat kustannukset silloin, kun k&y-
tetaan saatavilla olevia puoliautomaattisia DNA-synteti-
saattoreita. Hiljattain on arvioitu, ettd yhden "antisen-
se"~-DNA-gramman tuottokustannukset ovat noin 100 000 dol-
laria. Armstrong, L., Business Week, March 5, 1990, sivu
89.

Vield toinen ongelma koskee "antisense"-agenssien
viemistd haluttuihin kohteisiin elimistdn ja solun sisal-
1a8. Genomiseen DNA:han kohdistettujen "antisense"-DNA-mo-

lekyylien tédytyy pé&std tumaan (eli agenssien tdytyy l&-



pdistd solukalvo ja tumamembraani). Lis8&ntyneen membraa-
nin ldpdisykyvyn (lis&&ntyneen hydrofobisuuden) tarve téy-
tyy kuitenkin tasapainottaa vesiliukoisuuden (lisd&ntyneen
hydrofiilisyyden) tarpeen Kkanssa elimist®n nestetiloissa
kuten plasma ja sytosoli.

Vield toinen ongelma koskee "antisense"-agenssien
stabiiliutta, olivat ne sitten vapaina elimistOssd tai
hybridisoituneina kohdenukleiinihappoihin. Oligonukleoti-
disekvenssit, kuten "antisense"-DNA, ovat alttiita steeri-
selle konfiguration muutokselle kiraalisten fosforikeskus-
ten ympérilla.

Geenikohdistus "antisense"-agenssien vdalitykselld
on vaistdmdton seuraava vaihe ihmisterapiassa. Armstrong,
ylld, sivulla 88. "Antisense"-teknologian menestyksekds
soveltaminen sairauden hoitoon vaatii kuitenkin, ettad ylla
esitettyihin ongelmiin 1l0ydet&dan ratkaisut.

Yksi lahestymistapa, jolla voidaan valmistaa "anti-
sense"-yhdisteitd, jotka ovat stabiileja, nukleaasiresis-
tenttejd, halpoja tuottaa ja jotka voidaan vied& nukleii-
nihappokohteisiin ja hybridisoida niiden kanssa elimistés-
88, on se ettd syntetisoidaan oligonukleosidisekvenssejéi,
Jjoissa on muutoksia normaalissa fosfaatti-sokeri-runkora-
kenteessa.

Yleisesti on raportoitu kaksi oligonukleosidise-
kvenssid joissa on muutettu runkoja. Ensimmédiseen tyyppiin
sisdltyy muutoksia normaalissa nukleosidien vdlisessd fos-
fodiesterisidoksessa. Toiseen tyyppiin sisdltyy fosfodies-
terisidoksen korvaaminen nukleosidien vdlisilld sidoksil-
la, jotka eivadt ole fosfaatteja. Uhlmann, E. ja Peyman,
A., Chemical Reviews, 9(4):544-584 (1990).

Muokatut fosfodiesterisidokset, jotka on raportoi-

tu tdhidn mennessd, ovat fosforitioaatteja, alkyylifosfot-
riestereitd, metyylifosfonaatteja ja alkyylifosforiami-

daatteja.
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Fosforitioaatilla muokatut fosfodiesterisidokset
viittaavat fosforidiesterisidoksiin, joissa yksi tai use-
ampi siltana oleva happiatomi korvataan rikilld. Sellaiset
sidokset eivdt kuitenkaan sovellu antisense-yhdisteissa
kdytettdvaksi. Kiraalisen fosforikeskuksen sdilyminen joh-
taa monotiocaattien steeriseen vaihteluun. Lis8ksi sekd
mono- ettd diticaateista puuttuu sekvenssispesifinen hyb-
ridisaatio ja molemmat poistetaan nopeasti plasmasta. Fos-
foriticaattien suuri affiniteetti lasiin ja muoviin tekee
myds ndiden yhdisteiden synteesin vaikeaksi ja tehottomak-
si.

Metyyli- ja etyylifosfotriestereitsd on valmistettu
saattamalla fosfodiesterillad kytketyt oligonukleosidit
reagoimaan vedettbSman metanolin tai etanolin kanssa. Mil-
ler, P.S. ym., J. Am. Chem. Soc., 93:6657-6665 (1971).

Triesterisidos oligodeocksiribonukleotidietyylifos-

fotriestereissd on stabiili normaaleissa fysiologisissa
pH-olosuhteissa, vaikkakin se voidaan hydrolysoida vahval-
la hapolla tai emdksellad. Metyylifosfotriesterit ovat véa-
hemman stabiileja kuin etyyli- ja muut alkyylifosfotries-
terit neutraalissa pH:ssa, mikd johtuu liuottimen aikaan-
saamasta nukleofiilisen syrjédytymisen mahdollisuudesta
triesterimetyyliryhmésséd. Oligodecksiribonukleotidietyyli-
fosfotriesterit vaikuttavat olevan tdysin resistenttejé
eksonukleaasien aikaansaamalle hydrolyysille eivatkd nau-
dan sikidn seerumissa tai ihmisen veren seerumissa olevat
nukleaasit tai esteraasit hydrolysoi niitd. Uhlmann, yll&.

Metyylifosfonaateilla on useita merkittdvi& puut-
teita terapeuttisen potentiaalin kannalta, joihin kuuluvat
huono liukoisuus veteen, kiraaliset fosforikeskukset, ky-
vyttomyys hallita korkean saannon stereoselektiivistd syn-
teesid, nopea poistuminen plasmasta ja erittyminen virt-
saan.

Oligodeoksiribonukleosidifosforamidaateilla on nu-

kleosidien vdlisid sidoksia, jotka sisdltidvat typpi-fosfo-
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ri-sidoksia. N&mé& nukleiinihappoanalogit voidaan valmistaa
fosforamadiittivédlimuodoista tai hapettamalla H-fosfonaat-
tivédlimuotoja primddrisen tai sekundddrisen amiinin ldasn&-
ollessa. H-fosfonaattianalogien ja hapetusreaktion valmis-
tus voidaan suorittaa helposti kaupallisessa DNA-synteti-
saattorissa.

Erilaisia ionittomia oligonukleotidisekvensseji,
jotka sis&dltavdt fosfaatittomia nukleosidien vélisia si-
doksia, kuten karbonaatti-, karbamaatti- ja dialkyyli- tai
diaryylisilyylijohdannaisia, on syntetisoitu ja raportoi-
tu.

Vaikkakin karbonaattisidos on vastustuskykyinen
hapon aikaansaamalle hydrolyysille, se lohkeaa varsin hel-
posti emdkselld, ja t&Aten tarvitaan erityisid varotoimia
suojausryhmien poistamista varten synteesin lopussa. Vaik-
kakin poly(U)-analogien ja nukleosidien valisid karbok-
simetyylisidoksia sis&dltdvien poly(dA)-analogien v&d1illa
on havaittu stabiileja duplekseja, muita emdksid ei ole
tutkittu. T&ten ei tiedetd, h&iritseekd karbonaattisidos
dupleksin muodostuksen tarkkuutta muiden emdsten kanssa.

Nukleosidien védlisten karbamaattien on raportoitu
olevan vesiliukoisempia kuin muiden nukleosidien vialisten
siltojen. Karbamaattisidosten hyodyllisyys on Kkuitenkin
rajallinen, koska tymiinikarbamaatit eivdt muodosta hybri-
dejd komplementaarisen DNA:n kanssa, ja sytosiinikarbamaa-
tit eivdt hybridisoidu guaniinioligomeerien kanssa.

Karbamaattisidos, kuten karbonaattisidoskin, on
stabiili fysiologisissa oloissa. Toisin kuin karbonaatit,
karbamaattisidos on kuitenkin stabiili emdsten aiheuttaman
hydrolyysin suhteen, mikd ominaisuus yksinkertaistaa t&man
sidoksen sisdltavien oligomeerien synteesid. Karbamaatti-
sidos on resistentti nukleaasihydrolyysille.

Kuten karbonaatti- ja asetaattisidoksetkin, karba-
maattisidos ei muistuta muodoltaan nukleotidien valistéa

fosfodiesterisidosta. Molekyylimallit viittaavat kuitenkin



10

15

20

25

30

siihen, ettd sidoksen pit8isi sallia se, ettd8 oligomeeri
saa konformaatioita, jotka sallisivat sen muodostaa vety-
silloin komplekseja komplementaaristen nukleiinihappojen
kanssa. On olemassa ristiriitaisia raportteja, jotka kos-
kevat karbamaattioligomeerien ja komplementaaristen nukle-
iinihappojen muodostamien dupleksien stabiiliutta. Karba-
maattisidoksinen oligomeeri, joka sisdltdad kuusi tymi-
diiniyksikkdd, ei muodosta komplekseja A(pA).:n eikd
dA(pA),:n kanssa. Toisaalta karbamaattisidoksinen oligo-
meeri, joka sis&ltdd kuusi deoksisytosiiniyksikkod, muo-
dostaa stabiileja komplekseja d-(pG).:n ja poly(dG):n kans-
sa.

Dialkyyli- tai difenyylisilyyliocligomeerianalogien
nukleosidien vé&linen sidos muistuttaa l&heisesti nukleo-
tidien vdlisen normaalin fosfodiesterisidoksen tetraedraa-
lista geometriaa. Oligomeerit valmistetaan liuoksessa
saattamalla reagoimaan soveliaalla tavalla suojattu nuk-
leosidi-3'-0-dialkyyli- tai difenyylisilyylikloridi tai
trifluorimetaanisulfonyylijohdannainen 3'-suojatun nukle-
osidin Kkanssa vedettomdssd pyridiinissd. Ensin mainittu
voidaan valmistaa saattamalla reagoimaan 5'-O-trityyli-
nukleosidi dialkyyli- tai difenyylidikloorisilaanin kanssa
tai bis(trifluorimetaanisulfonyyli)di-isopropyylisilaanin
kanssa.

Koska dialkyyli- ja difenyylisilyylisidokset ovat
hapon aiheuttamalle hydrolyysille herkkid, suojausryhmidt
taytyy valita huolella synteesid varten. Ogilvie ja Cor-
mier ovat raportoineet nukleosididimeerit ja heksameerit,
joilla on nukleosidien v&lisis siloksaanisidoksia, ja me-
netelmdn jolla sellaisia polymeerejd voidaan syntetoida.
Katso esimerkiksi Ogilvie, K.K. ja Cormier, J.F., Tetrahe-
dron Letters, 26(35):4159-4162 (1985%); Cormier J.F. ja
Ogilvie, K.K., Nucleic Acids Research, 16(10):4583-4594
(1988). '
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Vaikkakin karbonaatilla, karbamaatilla ja silyy-
1i118 liitetyillad oligonukleosidisekvensseilld on vaadit-
tava nukleaasiresistenssi, mik& tekee niistd houkuttelevia
ehdokkaita "antisense"-reagensseiksi, niiden toimintakykyd
tdssd8 ominaisuudessa ei ole vield raportoitu. Lisdksi néi-
den oligomeerien kyky& joutua solujen siséddnottamiksi vil-
jelméssd ei ole raportoitu. Mahdollinen hankaluus né&iden
oligomeerien kanssa on niiden raportoitu alhainen liukoi-
suus vesiliuoksessa. Ei ole selvdd, voidaanko saada aikaan
riittéavid konsentraatioita niiden tehokasta kdyttdad varten
biologisissa kokeissa, vaikkakin liukoisuutta voitaisiin
oletettavasti lis&td tuomalla molekyyleihin hydrofiilisiéa
ryhmid.

Tadm& keksintd tarjoaa oligonukleotidianalogiyhdis-
teitd, koostumuksia jotka sis&dltédvat sellaisia yhdisteitd,
vdlituotteita sellaisten yhdisteiden valmistamista varten
ja menetelmid, joilla voidaan syntetoida sellaisia uusia
stabiileja, nukleaasiresistenttejd, kohdespesifisia, ras-
valiukoisia oligonukleotidianalogeja.

Keksinnon yhteenveto

Tamd keksintd tarjoaa nukleotidianalogiyhdisteita,
jotka sisdltdvdt oligonukleosidisekvenssejd, joissa on
noin 6 - noin 200 emdstd& ja joissa on kolmiatominen nukle-
osidien vélinen sidos. Sellaisilla oligonukleosidisekvens-
sien kolmiatomisilla nukleosidin v&alisilld sidoksilla on
kaava:

-D-D-D-

jossa kukin D on toisistaan riippumatta CHR, happi tai NRS,
jossa R on toisistaan riippumatta vety, OH, SH tai NH,, R®
on vety tai C,,-alkyyli, silld edellytykselld ettd vain
yksi D on happi tai NR®.

Edullisessa suoritusmuodossa oligonukleosidisek-

venssit sisdltdvdt emdksisd, jotka ovat joko adeniini, sy-
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tosiini, guaniini, urasiili, tymiini ja niiden modifikaa-
tioita.
Erityisemmin t&m&n keksinndn yhdisteet sisdltédvat

oligonukleosidisekvensseji, joilla on kaava I:

(1)

jossa W on D-D-D, jossa kukin D on toisistaan riippumatta
CHR, happi tai NR®, jossa R on itsendisesti vety, OH, SH
tai NH,, R® on vety tai C,,-alkyyli silli edellytyksells,
ettd vain yksi D on happi tai NR®;

kukin W' on toisistaan riippumatta W tai

kukin R' on toisistaan riippumatta OH, SH, NR’R’, jossa ku-
kin R® ja R’ on toisistaan riippumatta vety tai C, ,~alkyy-

1i tai NHR', jossa R' on C, j,-asyyli;



10

15

20

25

30

35

kukin y on toisistaan riippumatta H tai OH;

kukin B on toisistaan riippumatta adeniini, sytosiini,
guaniini, tymiini, urasiili tai sen modifikaatio;

j on kokonaisluku 1 - noin 200;

k on O tai kokonaisluku 1 - noin 197; ja

q on 0 tai kokonaisluku 1 - noin 197, silld edellytyksel-
14, ettd summa j + k + g on noin 4 - noin 200.

Té&mdn keksinndn mukaiset yhdisteet sisdltdvat oli-
gonukleotidi- tai oligonukleosidisekvenssejd, joissa on
mahdollisesti dioli kummassa jommassa pddssd tai molemmis-
sa pédissa.

Edullisia dioleja ovat 1,2~diolit (glykolit). Edus-
tavia glykoleja ovat polyalkyleeniglykolit, edullisesti
polyetyleeniglykolit tai polypropyleeniglykolit. Edulligia
glykoleja ovat tetraetyleeniglykoli ja heksaetyleeniglyko-
li. Soveliaat diolit voivat sis&ltd8 myds polyoleja, jois-
sa kaikki hydroksyylit kahta lukuunottamatta on tukittu.

Sielld missd@ t&mén keksinndn yhdisteet ovat oligo-
nukleosidisekvenssejd, joissa on dioli kummassa jommassa
pddssd tai molemmissa pdissd, tadman Keksinndn yhdisteilld

on kaava II:

B (II)
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10

missd kukin Z on toisistaan riippumatta R' tai

0 0
R'- u(fn),OJm -1':- O)¢([ (CH),~0),~P-0)~:
RS o® 1|R’ o®

miss4 kukin R' on toisistaan riippumatta OH, SH, NHR?R?,
jossa R’ ja R’ ovat toisistaan riippumatta vety, tai C, .-
alkyyli, tai NHR', miss& R' on C, ,-asyyli;
kukin R’ on toisistaan riippumatta vety tai C,,,-alkyyli;
kukin ryhmdstd W, W', Y, B, j, k ja q on ylld olevan mia-
ritelmdn mukainen;
kukin e ja f on toisistaan riippumatta O - 50 silld edel-
lytykselld, ett8 ainakin yksi e ja f on ainakin 1;
kukin m ja n on toisistaan riippumatta 1 - 200; ja
kukin p on toisistaan riippumatta 2 - 4.

Edullisessa suoritusmuodossa summa j + K + g on
noin 9 - noin 50 emdstd, edullisemmin noin 12 - noin 25,
ja edullisimmin noin 15 - noin 18. T&ssd suoritusmuodossa
tamén keksinndn mukaiset yhdisteet sis&dltdvat oligonukleo-

tideja, joilla on kaava:

0 0 0
| I |

R- ([(TH)FOJm 'T“ O)e ([ (CH)O)y ‘T* O)(loligo (N))(O -P-

b} e 1 (=] (]

R o] R 0 0

0
|
[(CH)0),) (O =P~ [O(CH),)p); -R:

1 e

R )

jossa R on OH, SH, NR’R?, jossa R® ja R’ ovat toisistaan
riippumatta vety tai C, ,~alkyyli, tai NHR!, jossa R' on
C,_.;,-asyyli;
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R' on vety tai C, ,-asyyli;

oligo (N) on luonnollinen tai muokattu oligonukleotidisek-
venssi, jossa on noin 9 - noin 200 emdstd;

kukin e ja f on toisistaan riippumatta O - 50, sill8 edel-
lytykselld, ettd ainakin yksi e ja f on ainakin 1;

kukin m ja n on toisistaan riippumatta 1 - 200; ja

kukin p on toisistaan riippumatta 2 - 4.

Edullisessa suoritusmuodossa oligonukleotidi sisdl-
t84 homopolymeerisessd tai heteropolymeerisessd sekvens-
sissd mink& tahansa dA:n, dC:n, dG:n tai T:n yhdistelmdn.

Sielld missd glykoli on polyetyleeniglykoli, t&mé&n
suoritusmuodon mukaiset yhdisteet sis&ltdvdt oligonukleo-

tideja, joilla on kaava:

0 0
I

R~ [ (CH,CH,0), -P- 0),[0ligo(N))[0 =P~ (OCH,CH,),), -R:

o° o°

jossa R on OH, SH, NR’R?, jossa R’ ja R’ ovat toisistaan
riippumatta vety tai C, ,~alkyyli, tai NHR!, jossa R' on
C,,,-asyyli;

oligo N on oligonukleotidisekvenssi, jossa on noin 9 -
noin 50 emdsté&;

e ja f ovat toisistaan riippumatta 0 - 50, silld edelly-
tykselld ettd8 ainakin yksi e ja f on ainakin 1;

m ja n ovat toisistaan riippumatta 0 - 200, sill& edelly-
tykselld ettd ainakin yksi m ja n on 1 - 200.

Tédmé&n keksinndn oligonukleotidit voivat sis&dltada
tunnettuja nukleosidien vdlisid kytkentdryhmid&, kuten fos-
fodiesteri, silyyli ja muut hyvin tunnetut kytkentdryhmét,
silla edellytykselld ettd ne sisdltavat tehokkaan mddrén
tamdn keksinndn mukaisia -D-D-D-kytkentdryhmid ja/tai té-

man keksinndn mukaisia diolip&dteryhmid.
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Tdm8 keksintd on myds suunnattu nukleosididimeereji

kohtaan, joilla on kaava:

jossa W on -D-D-D-, jossa kukin D on toisistaan riippumat-
ta CHR, happi tai NR®, jossa R on toisistaan riippumatta
vety, OH, SH tai NH,, R® on vety tai C,~C,-alkyyli, silla
edellytyksellsd ettd vain yksi D on happi tai NR®; kukin B
on toisistaan riippumatta adeniini, sytosiini, guaniini,
tymiini, urasiili tai niiden modifikaatio; R’ on OH, t-bu-
tyylidimetyylisilyylioksi tai fosforamidiitti, ja R® on OH,
suojausryhmd tai t-~butyylidimetyylisilyylioksi.

Tdm& keksintd tarjoaa lisdksi menetelmdn, jolla
voidaan est88 oligonukleotidisekvenssejd sisdltdvien yh-
disteiden hajoaminen nukleaasin vaikutuksesta. T&md mene-~
telmd sisdlt8d sen, ettd dioli kiinnitetddn joko mainitun
yvyhdisteen 5'~ tai 3'-p#&dhdn tai molempiin pdihin. Diolit
kiinnitet88n 5'~ ja/tai 3'-p&dh&n saattamalla oligonukle-
otidiyhdisteet reagoimaan alkoksitrityylidiolisyanofosfii-
nin kanssa, edullisesti dimetoksitrityyliglykolisyanofos-
fiinin tai monometoksitrityyliglykolisyanofosfiinin kans-
sa.

Tama keksintd tarjoaa lisdksi menetelmdn, jolla
voidaan estdd luonnollisten tai muokattujen nukleotidiyh-
disteiden hajoaminen nukleaasin vaikutuksesta, joka sisdl-
tdd sen ettd valmistetaan oligonukleosidisekvenssejid, joi-

ssa on noin 6 - noin 200 emdstd, joissa on kolmiatominen
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nukleosidin vadlinen sidos, jolla on kaava -D-D-D-, kuten
tdssd mddritelldan.

Té&md keksintd tarjoaa myds koostumuksia, jotka ovat
hyoddyllisid kun halutaan inhiboida geeniekspressiota, jot-
ka sisdltdvdt yhdisteitd, jotka sis8lt&vat oligonukleosi-
disekvenssejd, joissa on noin 6 - noin 200 emdstd, joissa
on kolmiatominen nukleosidin valinen sidos, Kkuten té&ssa
médritelldadn, ja fysiologisesti sovelias kantaja. Yhdis-
teessd voi olla dioli kummassa jommassa pa&éssd& tai molem-
missa paissd. Edulliset diolit ovat polyetyleeniglykoleja.

Tam& keksintd tarjoaa myds menetelmdn, jolla voi-
daan inhiboida geeniekspressiota, joka sisdltdd sen etta
sellaisen hoidon tarpeessa olevalle nis#dkkddlle annetaan
tehokas mddrd yhdistettd, joka joissa on noin 6 - noin 200
emdstd, joissa on kolmiatominen nukleosidin v&linen sidos,
kuten tdssd mddritelld&n. Yhdisteissad voi olla dioli kum-
massa jommassa pddssd tal molemmissa pdissd. Edulliset
diolit ovat polyetelyeeniglykoleja.

Kuvioiden lyhyt kuvaus

Kuvio la esittdd synteesireittia, jolla voidaan
valmistaa nukleosidialdehydi (yhdiste 1).

Kuvio 1b esittdd synteesireittid, jolla voidaan
valmistaa fosfoniumjodidinukleosidi (yhdiste II).

Kuvio 2 esitt8id synteesireittis, jolla voidaan val-
mistaa nukleosididimeereitd, joita yhdistd&d kolmiatominen
nukleosidin vdlinen sidos, jotka kayttdvat vastaavasti
hyddyksi kuvioiden la ja 1lb aldehydinukleosidia ja fosfo-
niumjodidinukleosidia.

Kuvio 3 esittdd synteesireittid, jolla voidaan val-
mistaa tymidiinidimeeri, joka K&yttda hyoddyksi tymidiini-
aldehydid ja fosfoniumjodidialdehydid (yhdisteet I ja vas-
taavasti II1).

Kuvio 4 esitt&d synteesireittia, jolla voidaan val-
mistaa nukleosididimeeri, jota yhdist8d kahden hiili- ja

yhden typpiatomin muodostama nukleosidin vdlinen sidos,
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joka on muotoa 3'-C-C-N-5'. Dimeerit syntetoidaan niin,
ettd saatetaan reagoimaan aldehydej& (CHO) sisaltavét nu-
kleosidit reagoimaan amiinifunktionaalisuuksia (NH,) sisdl-
tdvien nukleosidien kanssa pelkistdvissd olosuhteissa.

Kuvio 5 esitt88 synteesireittia, jolla voidaan val-
mistaa nukleosididimeeri, jota yhdist&& kahden hiili- ja
vhden typpiatomin muodostama nukleosidin v&linen sidos,
joka on muotoa 3'-N-C-C-5'. Dimeerit syntetoidaan niin,
ettd saatetaan reagoimaan aldehydejd sisdltdvadt nukleosi-
dit reagoimaan amiinifunktionaalisuuksia sis&ltdvien nu-
kleosidien kanssa pelkistdvissid olosuhteissa.

Kuvio 6 esittdd synteesireittia, jolla voidaan val-
mistaa tymidiinidimeeri, jota yhdistd&& kahden hiili- ja
yvyhden typpiatomin muodostama nukleosidin vdlinen sidos,
joka on muotoa 3'-C-C-N-5'. Dimeerit syntetoidaan niin,
ettd saatetaan reagoimaan aldehydejéd (CHO) sis&ltdvat nuk-
leosidit amiinifunktionaalisuuksia (NH;) sisdltdvien nu-
kleosidien kanssa pelkistévissd olosuhteissa.

Kuvio 7 esittdd synteesireittid, jolla voidaan val-
mistaa tymidiinidimeeri, jota yhdistd& kahden hiili- ja
vhden typpiatomin muodostama nukleosidin vélinen sidos,
joka on muotoa 3'-N-C-C-5'. Dimeerit syntetoidaan niin,
ettd saatetaan reagoimaan aldehydejd sisdltdavdt nukleosi-
dit amiinifunktionaalisuuksia sisdltdvien nukleosidien
kanssa pelkistdvissd olosuhteissa.

Keksinndn yksityiskohtainen kuvaus

Tamén keksinndn yhdisteet ovat yleisesti oligonu-
kleotidi- tai oligonukleosidisekvenssejd, jotka ovat vas-
tustuskykyisid nukleaasin aiheuttamalle hajottamiselle.

Tédssd kdytettynd "nukleosidi" viittaa puriini- tai
pyrimidiiniemdksen vyhdistelmddn viisihiilisen sokerin
{pentoosin) kanssa.

Tdssd kdytettynd "nukleotidi" viittaa nukleosidin

fosforihappoesteriin.



10

15

20

25

30

15

Tdssd kdytettyna "oligonukleotidi" viittaa polynuk-
leotideihin, joissa on vain nukleosidien vdlisid fosfo-
diesterisidoksia, esimerkiksi "luonnolliseen" DNA:han tai
RNA:han.

Esimerkkinukleosideja ovat adenosiini (A), guano-
siini (G), sytidiini (C), wuridiini (U), deoksiadenosiini
(dr), deoksiguanosiini (dG), deoksisytidiini (dC) ja tymi-
diini (T).

T&m&n keksinndn mukaiset yhdisteet sisdltidvidt oli-
gonukleosidisekvenssejd, joissa on noin 6 - noin 200 emds-
td, ja joissa on nukleosidien vidlinen fosfodiesterisidos
tai kolmiatominen sidos. Kolmiatominen nukleosidin vdlinen
sidos (-D-D-D-) sisadltdda 1) kolme hiijliatomia, 2) kaksi
hiiliatomia ja yhden happiatomin tai 3) kaksi hiiliatomia
ja yhden typpiatomin.

Oligonukleosidisekvenssit ovat luonnollisten tai
muokattujen nukleosidien sekvenssejd. T&ssd kaytettyna
fraasi "nukleosidien v&linen sidos" viittaa atomeihin ja
molekyyleihin, jotka muodostavat sillan yhden luonnolli-
sen tai muokatun nukleosidin sokeriosan kohdassa 3 olevan
hiiliatomin ja vieressd olevan sellaisen nukleosidin soke-
riosan kohdassa 5 olevan hiiliatomin wvadlill&. Sokeriosa
voi olla joko riboosi- tai deoksiriboosiosa tai sen analo-
gi. T&ten nukleosideihin kuuluvat A, C, G, U, dA, d4C, 4G
tai T tai niiden modifikaatiot, kuten esimerkiksi 5-bromi
tai 5-jodiurasiili, S-metyylisytosiini, isosytosiini
(2-amino-4-oksipyrimidiini), isoguaniini (2-oksi-6-amino-
puriini), inosiini (6-oksipuriini), S5-vinyyliurasiili ja
5-vinyylisytosiini.

Kolmiatomisella nukleosidien védliselld sidoksella
on kaava:

-D-D-D-,
jossa kukin D on toisistaan riippumatta CHR, happi tai NR®,

jossa R on toisistaan riippumatta vety, OH, SH tai NH,,
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happi, R® on vety tai C,~C,~alkyyli, silld edellytykselld

ettd vain yksi D on happi tai NR®.
Tamdn keksinnon mukaiset yhdisteet sisdltdvdt oli-

gonukleosidisekvenssit, joilla on kaava I:

1
R B
! - (1)
IK 7'
Y B
w 0.
L.

jossa W on -D-D-D, jossa kukin D on toisistaan riippumatta
CHR, happi tai NR®, jossa R on toisistaan riippumatta ve-
ty, OH, SH tai NH,, R® on vety tai C, ,-alkyyli, sillé
edellytykselld ettd vain yksi D on happi tai NR®;

kukin W on toisistaan riippumatta W tai

kukin R' on toisistaan riippumatta OH, SH, NR’R’, jossa R?

ja R® ovat toisistaan riippumatta vety tai C, ,~alkyyli tai
NHR!, jossa R* on C, ,,-asyyli;
kukin y on toisistaan riippumatta H tai OH;
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kukin B on toisistaan riippumatta adeniini, sytosiini,
guaniini, tymiini, urasiili tai sen modifikaatio;

J on kokonaisluku vdliltd 1 - noin 200;

k on O tai kokonaisluku valiltda 1 - noin 197; ja

g on 0 tail kokonaisluku vdliltd 1 - noin 197, silli edel-
lytykselld ettd summa j + k + g on noin 4 - noin 200.

Edullisessa suoritusmuodossa summa j + k + g on
noin 9 - noin 50. Edullisemmassa suoritusmuodossa summa
j + k+ gon noin 12 - noin 25, ja edullisemmin noin 15 -
noin 18.

Taman keksinndn mukaisilla yhdisteilld wvoi olla
dioli jommassa kummassa pddssd tai molemmissa pédissa.
Edulliset diolit ovat glykoleja, tunnettu myds nimella
1l,2-diolit, jotka sisdltdavdt kaksi hydroksyyliryhmaa vie-
rekkdisiss8 hiilissd. Edullisia glykoleita ovat polyalky-
leeniglykolit. Termi "alkyleeni" tdssda ka8ytettynd viittaa
ketjultaan suoriin ja haarautuneisiin radikaaleihin, jois-
sa on 2 - 4 hiiliatomia, jotka voivat mahdollisesti olla
substituoituja kuten tdssd médritellddn. Sellaisia edusta-
via radikaaleja ovat etyleeni, propyleeni, isobutyleeni ja
vastaavat. Edullisia polyalkyleeniglykoleja ovat polyety-
leeniglykolit kuten heksaetyleeniglykoli ja tetraetyleeni-
glykoli. Soveliaisiin dioleihin voivat KkKuulua myds poly-
0lit, joissa kaikki hydroksyylit kahta lukuunottamatta on
suojattu.

Diolit kiinnitetd&n joko oligonukleosidien 5'- tai
3'-pddhdn tai molempiin p&ihin fosfodiesterisidoksilla.
Yhdessd suoritusmuodossa diolit kiinnitetddn vain yhteen
oligonukleosidisekvenssin p&&hén.

Terminaalinen dioli kytket&&n osaan, joka on joko
hydroksyyli (OH), sulfhydryyli (SH), amino (NH,), alkyyli-
amino (NH-alkyyli), dialkyyliamino (N[alkyylil],) ja amido
(NH[asyylil).

Sielld miss&d glykoleja on ladsnd jommassa kummassa

pddssd tai molemmissa pdissd, tamdn keksinnén mukaiset
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vhdisteet k#sittdvit oligonukleotidisekvenssit, joilla on

kaava IIl:

kK | 7° (I1)

jossa kukin Z on toisistaan riippumatta R' tai
o) 0
[ |
R'= ([(CH)0)m —1|>- 0>,([(cn)p-onn-xl>-0)f-:
=]

R’ o® R’ 0

jossa kukin R' on toisistaan riippumatta OH, SH, NHR’R?,
jossa R® ja R’ ovat itseniisesti vety tai C, ,-alkyyli tai
NHR*, jossa R' on C,_,,-asyyli;

kukin R® on itsendisesti vety tai C, ,-alkyyli:

kukin W, W', Y, B, j, k ja g on ylld olevan mddrittelyn
mukainen;

kukin e ja f on toisistaan riippumatta 0 -~ 50, silld edel-

lytykselld ettd ainakin yksi e ja f on ainakin 1;
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kukin m ja n on toisistaan riippumatta 1 - 200; ja kukin p
on toisistaan riippumatta 2 - 4.

Edullisessa suoritusmuodossa m ja n ovat toisistaan
riippumatta 1- 6 ja summa j + k + @ on noin 9 - noin 50.
Edullisemmassa suoritusmuodossa summa j + kK + g on noin
12 - 25, edullisemmin noin 15 - noin 18.

Toisessa edullisessa suoritusmuodossa tamén keksin-
ndn mukaiset yhdisteet sis&dltdvdt oligonukleotidisekvens-
sejd, joissa on noin 9 - noin 200 emdstd, ja joissa on
dioli jommassa kummassa pddssd tai molemmissa pdissd. Vie-
la toisessa edullisessa suoritusmuodossa té&mén keksinndn
vhdisteet sisaltéavit oligonukleotidisekvenssejd, joissa on
noin 9 - noin 200 emdstd, ja joissa on tédmdn keksinnoOn
mukainen (-D-D-D-)-sidos.

Edulliset diolit ovat glykoleja, tunnettu myds ni-
melld 1,2-dicolit, jotka sis&dltdvédt kaksi hydroksyyliryhm&a
vierekkdisissd hiilissd. Edullisia glykoleita ovat polyal-
kyleeniglykolit. Termi "alkyleeni" t&dssad kdytettynd viit-
taa ketjultaan suoriin ja haarautuneisiin radikaaleihin,
joissa on 2 - 4 hiiliatomia, jotka wvoivat mahdollisesti
olla substituoituja kuten tidssd madritellddn. Sellaisia
edustavia radikaaleja ovat etyleeni, propyleeni, butyleeni
ja vastaavat. Edullisia polyalkyleeniglykoleja ovat poly-
etyleeniglykolit. Edullisempia ovat tetraetyleeniglykoli
ja heksaetyleeniglykoli.

Diolit kiinnitetaan fosfodiesterisidoksilla oligo-
nukleotidien joko 5'- tai 3'-pdahdn tai molempiin p&ihin.
Yhdessd suoritusmuodossa diolit kiinnitet&dn vain yhteen
oligonukleotidisekvenssin pa&dhdn.

Terminaalinen dioli kytket&@&n osaan, joka on joko
hydroksyyli (OH), sulfhydryyli (SH), amino (NH,), alkyyli-
amino (NH-alkyyli), dialkyyliamino (N[alkyyli],) ja amido
(NH[asyyli]). T&ss& kdytettynd "alkyyli" viittaa ketjul-
taan suoriin tai haarautuneisiin radikaaleihin, joissa on
1 - 12 hiiliatomia, jotka voivat mahdollisesti olla subs-
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tituoituja kuten tdssd8 madritellddn. Edustaviin alkyyli-
ja dialkyyliaminoradikaaleihin kuuluvat metyyli-, etyyli-,
propyyli-, butyyli-, pentyyli-, heksyyli-, dimetyyli-,
dietyyli-, dipropyyli-, dibutyyli-, dipentyyli- ja dihek-
syyliamiinit ja vastaavat. Tiss8 kéytettyn& "NH(asyyli)"
tai "amido" viittaa ketjultaan suoriin tai haarautuneisiin
radikaaleihin, joissa on 1 - 12 hiiliatomia, joissa on
terminaalinen O=CNH,-ryhm&. Edustaviin amidoradikaaleihin
kuuluvat metanamidi, etanamidi, propanamidi, butanamidi,
pentanamidi, heksanamidi, heptanamidi, oktanamidi, nonana-
midi, dekanamidi, undekanamidi ja dodekanamidi.

Yhdessd suoritusmuodossa t&m&n keksinndn yhdisteet

sis#dltadvdt oligonukleotideja, joilla on kaava:

] ] i
R~ ([(CH)0), -P- O) ([(CH) 0}, -P- 0), [oligo (N)](O -1I>-
R’ o lla‘ c|>e 0°

o)
I
[(CH)0],) (O =P= [O(CH),),)¢ -R:

1 09

R
jossa R on OH, SH, NR’R’, jossa R’ ja R’ ovat toisistaan
riippumatta vety tai C, ,~alkyyli, tai NHR' jossa R' on
Cy.pp-asyyli;

R' on vety tai C, ,-alkyyli:

Oligo (N) on luonnollinen tai muokattu oligonukleotidisek-
venssi, jossa on noin 9 - noin 200 emdstd;

kukin e ja f on toisistaan riippumatta 0 - 50;

kukin m ja n on toisistaan riippumatta 1 - 200; ja

kukin p on toisistaan riippumatta 2 - 4.
Oligonukleotidisekvenssi on edullisesti homopoly-
meeri- tai heteropolymeerisekvenssi, joka sisdltdd minka

tahansa dA:n, dC:n, dG:n, T:n tai ndiden analogien yhdis-

telmin.
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Edullisessa suoritusmuodossa m ja n ovat itsendi-
sesti 1 - B ja edullisemmin sekd& m ettd n ovat 4. Edulli-

set oligonukleotidisekvenssit sisdltdvdt noin 9 - noin 50
emistd, edullisemmin noin 12 - noin 25 emdstd, ja edulli-

simmin noin 15 - noin 18 emdstd.
Edullisessa suoritusmuodossa "antisense"-yhdisteil-

14 on polyetyalkyleeniglykoli sekd 5'-~ ettd 3'-pdissd ja

niilld on kaava:

o) ("D ‘I?
f .
R- ([(CH),0), -P- 0) ([(CH) 0}, -P- 0),[oligo (N)]1 (0 'T'
R' o° R' o o
o)

|
[ (CH)0),) (0 =P~ [O(CH). ]} -R:

e
R' o)

NR’R?>, jossa R®* ja R® ovat toisistaan

jossa R on OH, SH,
tai NHR' jossa R' on

riippumatta vety tai C, ~alkyyli,
C, ,,-asyyli;
R' on vety tai C, ,-alkyyli:
0ligo-(N) on luonnollinen tai muokattu oligonukleotidisek-
venssi, jossa on noin 9 - noin 200 emidstid;
kukin e ja f on toisistaan riippumatta 1 -~ 50;
kukin m ja n on toisistaan riippumatta 1 - 200; ja
kukin p on toisistaan riippumatta 2 - 4.

Sielld miss& glykoli on polyetyleeniglykoli, t&man
suoritusmuodon mukaiset yhdisteet sis&dltdvidt oligonukleo-

tideja, joilla on kaava:

0 0

R- [ (CH,CH,0), -P~ 0], [oligo(N))[O —1'>- (OCH,CH,),), =R

09 09
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jossa R on OH, SH, NR’R?’, jossa R’ ja R’ ovat toisistaan
riippumatta vety tai C, ,-alkyyli, tai NHR' jossa R’ on
C,.i,-asyyli;
oligo-N on oligonukleotidisekvenssi, jossa on noin 9 -
noin 50 emastd; ja
e, £, m ja n ovat kukin toisistaan riippumatta 1 - 50.
Edullisessa suoritusmuodossa oligonukleotidi sisdl-
tdd homopolymeerisessd tai heteropolymeerisessd sekvens-
siss8 minkd tahansa dA:n, dC:n, dG:n tai T:n yhdistelmén.
Toigissa edullisissa suoritusmuodoissa polyetylee-
niglykoli on tetraetyleeniglykoli (TEG) ja sekd m ettd n
ovat 4, tai heksaetyleeniglykoli ja sekd m ettd n ovat 6.
Taman Keksinndn mukaiset yhdisteet ovat hyddyllisié
"antisense"-agensseina. "Antisense"-agenssit hybridisoitu-
vat komplementaarisen nukleotidisekvenssin kanssa kohde-
nukleiinihapossa tarkoituksena inhiboida mainitun kohde-
nukleiinihapon translaatioon tai transkriptioon liittyvé

toiminta. Kohdenukleiinihappo voi o©lla joko RNA:ta tai

DNA:ta.
Tamdn keksinndn "antisense"-yhdisteet sisdaltdvat

oligonukleosidisekvenssejd, joissa on noin 6 - noin 200
emdstd, joissa on homopolymeerisid tai heteropolymeerisia
sekvenssejd, jotka sis&dltévdt emdksid, jotka ovat joko
adeniini (A), sytosiini (C), guaniini (G), urasiili (U),
tymiini (T) ja ndiden emdsten modifikaatioita. Erityiset
sekvenssit valitaan niiden halutun Kohteen perusteella.
Valittu sekvenssi hybridisoituu kohdenukleiinihapon kans-
sa. Esimerkkikohteisiin kuuluvat MYC-onkogeeni, RAS-onko-
geeni ja virusperdiset nukleiinihapot.

Taman keksinnodn yhdisteet voidaan valmistaa seuraa-
villa menetelmilléa: hilnen

A. Yhdisteet, joissa on kolmi@tominern) nukleosidien

vdlinen sidos

Oligonukleosidit, joita yhdist&d kolmiatominen nuk-

leosidien vdlinen sidos, syntetisoidaan niin ettd nukleo-
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sidit, Jjoissa on aldehydi- ja ylidi-funktionaalisuuksia
3'- ja vastaavasti 6'-kohdissa, saatetaan reagoimaan Wit-
tigin olosuhteissa.

Nukleosidialdehydin ja fosfoniumjodidinukleosidin
synteesit kaupallisesti saatavissa olevista vhdisteista
esitetddn havainnollisesti kuvissa la ja vastaavasti 1b.
Aldehydi (yhdiste I kuviosta la) syntetisoidaan tunnetusta
3'-allyyli-3'-deoksi-5'-0-tert-butyylidimetyylisilyyli-
3'tymidiinistd (yhdiste A, kuvio 1). Allyyliyhdiste hape-
tetaan regioselektiivisesti katalyyttiselld mddrdlla os-
miumtetroksidia ja N-metyylimorfoliinioksidia ko-oksidant-
tina. Tuloksena oleva dioli (yhdiste B, kuvio la) katkais-
taan natriumperiodaatilla, jolloin saadaan aldehydi l&hes
kvantitatiivisella saannolla.

Fosfoniumjodidinukleosidin synteesi (yhdiste 1II,
kuvio 1b) seuraa kaupallisesti saatavasta 5'-trityloidusta
nukleosidista (yhdiste C, kuvio 1lb). Trityloitu nukleosidi
silyloidaan 3'-kohdasta tert-butyylidimetyylisilyyliklori-
dilla ja trityyliryhm& poistetaan happamissa olosuhteissa
hyvin tehokkaasti. Tuloksena oleva primd&rinen hydroksyyli
(yhdiste E, kuvio 1b) hapetetaan Swernin olosuhteissa,
jolloin saadaan aldehydi (yhdiste F, kuvio 1b). Epé&puhdas
aldehydi saatetaan heti reagoimaan metyylitrifenyylifosfo-
niumbromidista johdetun ylidin kanssa, jolloin saadaan
4'-vinyyli-4'-deoksi-3'-tert-butyylidimetyylisilyylinuk-
leosidi hyvdllad saannolla. Vinyyliyhdiste hydroboratoitiin
regioselektiivisesti, jolloin saatiin prim8&rinen alkoholi
(yhdiste G, kuvio 1b) hyvdlld saannolla. Primdirinen alko-
holi muutetaan vuorostaan erinomaisella saannolla vas-
taavaksi jodidiksi (yhdiste H, kuvio 1lb) k&ytt&dm&lls tri-
fenyylifosfiinijodia imidatsolin 1lédsndollessa. Lopuksi
jodidi transformoidaan halutuksi fosfoniumjodidinukleosi-
diksi kayttédmdlla trifenyylifosfiinia asetonitriilisséi.

Ylidi valmistetaan fosfoniumjodidinukleosidista

kdyttamdlld kalium-tert-butoksidia emiksend ja saatetaan
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heti reagoimaan aldehydin kanssa, jolloin saadaan Wittigin
tuote (yhdiste 1, kuvio 2) hyvdlld saannolla. Wittigin
reaktion tuote hydrataan regioselektiivisesti 10-prosent-
tisella palladoidulla hiilelld (10 % Pd-C) vedyn kanssa
ilmakehdn paineessa kvantitatiivisella saannolla liitok-
sen kaksoissidoksen tyydyttamiseksi. Tyydyttynyt yhdiste
(yhdiste 2, kuvio 2) desilyloidaan tetrabutyyliammonium-
fluoridin kanssa, jolloin saadaan dioli (yhdiste 3, kuvio
2). Diolin 5'-primd8rihydroksyyli suojataan sitten alue-
selektiivisesti dimetoksitrityylikloridilla ja tuloksena
oleva 3'-hydroksyyli (yvhdiste 4, kuvio 2) muutetaan fos-
foramidiitiksi (yhdiste 5, kuvio 2) 2-syancetyyli-N,N-di-
isopropyylikloorifosforamidiitilla.

Nukleosididimeerit tai korkeammat oligomeerit,
joissa on trialkyylisilyylioksi-suojausryhmi&, konjugoi-
daan niin ettd muodostuu oligonukleotideja, joilla on mik&
tahansa haluttu pituus. Kun ketjun pidentdminen on saatet-
tu loppuun, oligomeerien suojaus poistetaan sindnsd tun-
netulla tavalla. Ketjun pidentdmiseksi kiintedn faasin
syntetisaattorissa, jossa oligomeereja yhdistavat fosfaat-
tisidokset, oligomeerien terminaaliset 5'- ja 3'-hydrok-
syyliryhmdt funktionalisoidaan soveliaalla tavalla vas-
taavasti trityloivilla reagensseilla kuten dimetoksitri-
tyylikloridi ja fosforamidiitti.

B. Yhdisteitd, joissa on kahden hiiliatomin - yhden

happiatomin muodostama nukleosidien vilinen sidos

Oligonukleosidisekvenssit, joissa on kahden hiili-
atomin ja yhden happiatomin muodostama nukleosidien v&li-
nen sidos, syntetoidaan niin ettd 3'-silyloitu 5'-toluee-
nisulfonyylinukleosidi saatetaan reagoimaan 5'-suojatun

nukleosidin kanssa.
3'-asetyyli-5'-aldehydinukleosidi valmistetaan kau-

pallisesti saatavilla olevasta 3'-asetyylinukleosidista
sindnséd tunnetulla tavalla. 3'-asetyyli-5'-aldehydinukleo-

sidi muutetaan sitten 3'-asetyyli-5'-karboksimetoksimety-
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leeninukleosidiksi k&ytt&8m&dlld modifioitua Wittigin reak-
tiota.
5'-metyleenisivuketju pelkistetdin natriumboorihyd-
ridilla alkoholissa, edullisesti isopropanolissa, jota
seuraa 3'-asetyyliryhmén suojauksen poisto natriummetoksi-
dilla alkoholissa, edullisesti metanolissa. 3'-hydroksi
suojataan sitten silyyliryhm&ll&. Edullisessa suoritusmuo-
dossa silyyliryhm8 on t-butyylidimetyylisilyyliryhmia.
3'-silyyli-5'-karbometoksimetyylinukleosidipelkis-
tetddn sitten edelleen nuklecsidin 3'-0-silyyli-5'-deoksi-
3'-(2''-etanoli)johdannaiseksidi-isobutyylialumiinihydri-
dilla (DIBAL) tetrahydrofuraanissa (THF). 5'-etanoliryhméi
muutetaan p-tolueenisulfonyyliryhmdksi p-tolueenisulfonyy-
likloridilla pyridiinissd. 5'-p-tolueenisulfonyylinukleo~-
sidin emdsosan eksosyklinen aminoryhm& suojataan mahdolli-
sesti sindnsd tunnetulla tavalla. Adeniinin ja sytosiinin
eksosyklisen aminoryhmien edullinen suojausryhmd on bent-
soyyliosa. Guaniinin eksosyklisen aminoryhmidn edullinen
suojausryhmd8 on isobutyyliosa. Guaniini voidaan suojata
myds 0°-kohdassa.
3'-0-silyyli~5'-0-p-tolueenisulfonyylinukleosidi
saatetaan sitten reagoimaan 5'-suojatun nukleosidin kans-
sa, jolloin mucdostuu 3'-0-silyyli-5'-suojattu nukleosidi-
dimeeri, jossa on kahden hiiliatomin ja yhden happiatomin
muodostama sidos. 5'-0-suojausryhmd on edullisesti tri-
tyyli ja edullisemmin dimetoksitrityyli. 3'-O-silyyli-5'-
O-suojattu nukleosidi on mahdollisesti suojattu nukleosi-
din emdsosan eksosyklisten aminoryhmien kohdalla.
Nukleosididimeerien suojaus poistetaan ja ne deri-
vatisoidaan uudestaan 3'-hiiliatomin kohdassa syanofosfii-
nireagenssilla, edullisesti 2-syanocetoksidi-isopropyyli-
aminofosfiinilla silm&ll&pitden kayttdd Kketjun pidenta-
misessd fosforamidiitti-kiintedn faasin synteesimenetel-

malla. Gait, ylla.
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Nukleosididimeerit tai korkeammat oligomeerit,
joissa on trialkyylisilyylioksi-suojausryhmid, konjugoi-
daan niin ettd muodostuu oligonukleotideja joilla on miké&
tahansa haluttu pituus. Kun ketjun pidentdminen on saatet-
tu loppuun, oligomeerien suojaus poistetaan standardin-
omaisilla menetelmilld. Ketjun pidentémiseksi edelleen
kiintedn faasin syntetisaattorissa, jossa oligomeereja
vhdistavat fosfaattisidokset, oligomeerien terminaaliset
5'- ja 3'-hydroksyyliryhmdt funktionalisoidaan soveliaalla
tavalla vastaavasti trityloivilla reagensseilla kuten di-
metoksitrityylikloridi ja fosforamidiitti.

C. Yhdisteet, joissa on kahden hiiliatomin ja yhden

typpiatomin muodostama nukleosidien vdlinen sidos

Oligonukleosidisekvenssit, joita yhdist&& kahden
hiiliatomin ja yhden typpiatomin muodostama nukleosidien
vdlinen sidos muotoa C-C-N, syntetisoidaan niin ettd alde-
hydejd sisdltédvat nukleotidit saatetaan reagoimaan nukleo-
sidien kanssa, jotka sisdltdvdt amiinifunktionaalisuuksia,
pelkistdvissd oloissa kuten kuviossa 4 havainnollisesti
esitetéén.

Sekd aldehydi- ettd amiiniyhdsteet valmistetaan
kaupallisesti saatavilla olevista yhdisteistd. Aldehydi
valmistetaan 3'-allyyli-3'-decksi-5'-0O-tert-butyylidime-
tyylisilyylitymidiinistd. Allyyliyhdiste hapetetaan regio-
selektiivisesti katalyyttiselld mddrdlla osmiumtetroksidia
N-metyylimorfoliinin N-oksidin ollessa l&snd ko-oksidant-
tina, jolloin saadaan dioli. Dioli hapetetaan wvuorostaan
natriumperiodaatilla, jolloin saadaan aldehydi l&hes kvan-
titatiivisella saannolla.

Amiiniyhdiste syntetisoidaan kaupallisesti saata-
villa olevista nukleosideista. Tyypillisessd menetelmdssa
nukleosidin primddrinen hydroksyyliryhm& transformoidaan
regioselektiivisesti tosylaattiryhmd@ksi p-tolueenisulfo-
nyylikloridilla ja muutetaan sitten jodidiksi. Jodidivdli-

tuotteen 3'-hydroksi suojataan tert-butyylidimetyylisilyy-
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likloridilla ja atsidiryhm&d tuodaan mukaan saattamalla
reagoimaan natriumatsidin kanssa. Atsidifunktionaalisuus
muutetaan tehokkaasti tarvittavaksi amiiniksi pelkistyk-
selld, jossa kdytet&dn 10-prosenttista palladoitua hiilté
vetyilmakehdssd tai Raneyn nikkeli ~-pelkistysolosuhteissa.
Amiini ja aldehydi liitetdan (pelkistdvad aminointi)
natriumsyaaniboorihydridin l&sndollessa puskuroiduissa
olosuhteissa. Oligonukleosididimeeri, jossa on nukleosi-
dien v&linen C-C-N-sidos, muodostuu hyvdlld saannolla.
Oligonukleosidi saatetaan reagoimaan trifluorietikkahappo-
anhydriditrietyyliamiinin kanssa sekunddidrisen alifaatti-
sen typen suojaamiseksi. Suojattu oligonukleosidi desily-
loidaan tetrabutyyliammoniumfluoridin kanssa ja tuloksena
olevan diolin prim&&rinen hydroksyyliryhmid suojataan se-
lektiivisesti dimetoksitrityylikloridilla. J&ljelld oleva
sekunddédrinen hydroksyyli muutetaan tarvittavaksi fosfora-
midiitiksi saattamalla reagoimaan 2-syaanietyyli-N,N-di-
isopropyylikloorifosforamidiitin kanssa.
Oligonukleosidit, joita yhdist&ad nukleosidien vali-
nen kahden hiili- ja yhden typpiatomin muodostama liitos
muotoa N-C-C, syntetisoidaan niin ettd nukleosidit, joissa
on aldehydi- ja amiinifunktionaalisuuksia 3'- ja vastaa-
vasti 5'-kohdissa, saatetaan reagoimaan pelkistdvissa olo-
suhteissa kuten kuviossa 5 havainnollisesti esitet&én.
Amiini- ja aldehydikomponentit syntetisoidaan kau-
pallisesti saatavilla olevista yhdisteistd. Amiini synte-
tisoidaan 3-atsido-3-deoksitymidiinistd (AZT). AZT:n pri-
mddrinen hydroksyyliryhm& suojataan dimetoksitrityyliklo-
ridilla ja tuloksena oleva atsidi muutetaan regioselektii-
visesti tarvittavaksi amiiniksi 10-prosenttisella palla-
doidulla hiilelld vetyilmakeh&n l&snidollessa tai Raneyn
nikkelid kayttaen.
Aldehydi syntetisoidaan kaupallisesti saatavilla
olevasta ©5'-O-dimetoksitrityylitymidiinistd. Trityloitu
tymidiini silyloidaan tert-butyylidimetyylisilyyliklori-
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dilla ja trityyliryhm& poistetaan happamissa olosuhteissa.
Tuloksena oleva primddrinen hydroksyyliryhmd& hapetetaan
Swernin olosuhteissa, jolloin saadaan aldehydi. Aldehydia
el eristetd vaan saatetaan heti reagoimaan (karbetoksime-
tyleeni)trifenyylifosforaanin kanssa, jolloin saadaan tyy-
dyttym&ton esteri. Tyydyttymdton esteri hydrataan regiose-
lektiivisesti 10-prosenttisella palladoidulla hiilella,
jolloin saadaan tyydyttynyt esteri kvantitatiivisella
saannolla. Tyydyttynyt esteri muutetaan vuorostaan tarvit-
tavaksi aldehydiksi di-isobutyylialuminiumhydridilla
(DIBAL-H) hyvin selektiiviselld tavalla.

Amiini ja aldehydi liitetd&n natriumsyaaniboorihyd-
ridin l&dsndcllessa pusKuroiduissa pelkistévissd aminoin-
tiolosuhteissa. Nukleosidien vé&linen N-C-C-sidos saadaan
hyvdlla saannolla. Oligonukleosidin sekund&d&rinen alifaat-
tinen typpi suojataan trifluorietikkahappoanhydridillad ja
trietyyliamiinilla. Suojattu dimeeri tai korkeampi oligo-
nukleosidisekvenssi desilyloidaan ja tuloksena oleva hyd-
roksyyli muutetaan fosforamidiitiksi 2-syaanietyyli-N,N-
di-isopropyyli-kloorifosforamidiitilla.

Nukleosididimeerit tai korkeammat oligomeerit,
joissa on trialkyylisiloksyylisuojausryhmi&, konjugoidaan,
jolloin muodostuu oligonukleotideja, joilla on mikd ta-
hansa haluttu pituus. Kun Ketjun jatkaminen on saatettu
loppuun, oligomeerien suojaus poistetaan sindnsd tunnetul-
la tavalla. Ketjun pidentédmiseksi kiintedn faasin synteti-
saattorissa, jossa oligomeereja yhdistdd fosfaattisidok-
set, oligomeerien terminaaliset 5'- ja 3'-hydroksyyliryh-
mdt funktionalisoidaan soveliaalla tavalla vastaavasti
trityloivilla reagensseilla kuten dimetoksitrityyvliklo-
ridi ja fosforamidiitti.

D. Yhdisteitd, joilla on dioli kummassa jommassa

pddssd tai molemmissa pdissi

Haluttaessa diolit kiinnitetddn jompaan KkKumpaan

péddhén tai molempiin pdihin kiinteédn faasin fosforamidiit-
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timenetelmdn modifikaatiolla. Oligonucleotide Synthesis: A
Practical Approach, toim. M. J. Gait, sivut 35-81, IRL

Press, Washington, D.C. (1984).

Meid&n tekemamme kiinte&n faasin modifikaation mu-
kaisesti dioli tuodaan oligonukleotidin yhteen p&&hdn tai
molempiin pdihin menetelm&llda, jossa dioli saatetaan rea-
goimaan alkoksitrityyliyhdisteen kanssa, jolloin muodos-
tuu trityloitu dioli. Dioli on edullisesti glykoli, edul-
lisemmin polyalkyleeniglykoli. Alkoksitrityylireagenssi on
edullisesti monometoksitrityylikloridi tai dimetoksitri-
tyylikloridi ja edullisimmin dimetoksitrityylikloridi.
Trityloidut diolit saatetaan sitten reagoimaan syaanifos-
fiinireagenssin kanssa, jolloin muodostuu trityylidiolisy-
aanifosfiittiyhdiste, jota yhdistettd kiytetdsn fosforami-
diittireagenssina (johon t&dstd 18hin viitataan nimelld
"diolifosforamidiittireagenssi") t&mdn keksinndn mukais-
ten yhdisteiden kiinte&n faasin synteesissi.

Kiintedn faasin synteesissd alkuvaihe on nukleosi-
din Kiinnitt&minen kiinte&d&n kantajaan, edullisesti kont-
rolloidun huokoskoon lasikantajaan (CPG). Nukleosidi kiin-
nitetddn edullisesti CPG:hen sukkinaattiliitoksella nuk-
leosidin 3'-hydroksyylikohdassa. Muut keinot nukleosidien
kiinnitt&miseksi kiinteisiin kantajiin ovat sindnsd tun-
nettuja. Jotta dioli voitaisiin kiinnitt&& 3'-pa&hadn, di-
olifosforamidiittireagenssi voidaan kiinnittda vaihtoeh-
toisesti kiinteddn kantajaan ennen kuin ensimmdinen nukle-
osidi lisdtddn. Diolifosforamidiittireagenssi kiinnitetaan
kiinteddn kantajaan k&yttdmdlld sukkinaattia tai muita
sidoksia tavalla, joka on analoginen niiden menetelmien
kanssa, joita Kkéytetddn nukleosidien Kkiinnittamisessi.
Ammattimies ymmd&rt&& helposti keinot, jolla sellaisia me-
netelmid voidaan modifioida diolifosforamidiittireagens-
sien Kkanssa kaytettdvdksi. Kiintedsn kantajaan voidaan
sijoittaa mikd tahansa m&&rd dioleja ennen kuin ensimm&i-

nen nukleosidi lis&dta&n. Edullisesti kaytet#an 1 ~ noin 50
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diolia. Sielld missd dioleja kiinnitetd&n vain 5'-pd&hén,
dioleja ei sijoiteta lainkaan kiinteddn kantajaan.

Sen jdlkeen kun ensimmdinen nukleosidi tai dioli(t)
on kiinnitetty kiinteddn kantajaan, ketjun pidentaminen
tapahtuu perdttdisind vaiheina, joissa poistetaan 5'-paan
hydroksyylin suojausryhmd (funktionalisoitu trityyliryh-
md), aktivoidaan 5'-pd&n hydroksyyliryhmé& fosforamidiitti-
reagenssin lasndollessa, se on: 5'-trityylinukleosidi,
3'-fosforamidiitti, reagoimattomiin nukleosideihin muodos-
tetaan "cap"-rakenne ja fosforisidos hapetetaan.

Kiinnitettyjen nukleosidien 5'-kohdan hydroksyyli-
kohdassa oleva suojausryhmd poistetaan hapolla, edullises-
ti trikloorietikkahapolla.

Aktivoivat reagenssit, joita voidaan kaytt&d t&man
menetelmdn mukaisesti, ovat sindnsd tunnettuja. Edullisia
aktivoivia reagensseja ovat tetratsoli ja aktivaattorikul-
ta (Beckman Instr. Inc., Palo Alto, CA).

Aktivaatiovaihe tapahtuu lisdtyn nukleosidifosfora-
midiittireagenssin tai diolifosforamidiittireagenssin l&s-
ndollessa, joka jdlkimmdinen reagenssi korvaa tavanomais-
ten synteesimenetelmien nukleosidifosforamidiittireagens-
sin, kun dicli lis&t&dn polynukleotidin p&#dhdn (pdihin).
Reagoimattomat ketjut saatetaan pdattkseen tai niihin li-
s8tddn "cap"-rakenne '"cap'"-rakenteen muodostavilla rea-
gensseilla, kuten etikkahappoanhydridi ja N-metyyli-imid-
atsoli.

Labiili +trivalenttinen fosforisidos hapetetaan,
edullisesti jodilla, oligonukleotidin stabiiliksi pentava-
lentiksi fosfodiesterisidokseksi.

Sen jdlkeen kun haluttu oligonukleotidin ketju on
koottu tdydellisesti, fosfaattisuojausryhmdt poistetaan,
ketjut erotetaan kiintedsta kantajasta ja emdstd suojaavat
ryhm8t poistetaan sindnsd tunnetulla tavalla. Gaits, ylla,

67-70.
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Ammattimiehet ymmartdvadt, ettd muita oligonukleoti-
dien synteesikeinoja voidaan modifioida vastaavalla taval-
la, kun halutaan tuottaa diolipddtteisia "antisense"-oli-
gonukleotideja.

Tamédn keksinndn mukaiset yhdisteet ovat hyddyllisia
kun halutaan hoitaa nis&kk&itd, joilla on perinndllisia
hdiriditsd, tai tauteja, jotka liittyvat muuttuneisiin ge-
neettisiin ekspressiomekanismeihin. T&11& hetkelld kKoete-
taan kehittdd "antisense"-terapioita virusinfektioiden
hoitoa varten, kuten HIV, sytomegalovirus, herpes simplex,
hepatiitti B, papilloomavirus ja pikornavirus; keuhko-,
paksusuoli-, kohdunkaula-, rinta- ja munasarjasy®pé:; tu-
lehdussairaudet, ja immuunijérjestelmdn sairaudet kuten
immuunikato (AIDS), hematologinen neoplasma ja hyperproli-
feratiiviset hdiridt. Armstrong, yll&, 89; Klausner, ylla,
303, 304.

Tadmd&n Kkeksinnon mukaiset koostumukset, jotka ovat
hyddyllisid geeniekspression inhibiittoreina, sisaltéaviat
fysiologisesti soveliaita kantajia ja 1) yhdisteita, jotka
sisdltdvidt oligonukleosidisekvenssejd, jotka sisdltdvéat
noin 6 - noin 200 em&std, ja joissa on nukleosidien v&li-
nen sidos, jolla on kaava -D-D-D-, Kkuten t&ssd madritel-
lddn, ja niilla on mahdollisesti dioli jommassa kummassa
p8dssd tai molemmissa pdissd tai 2) yhdisteitd, jotka si-
sdltavat oligonukleotidisekvenssej&d, joissa on noin 9 -
noin 200 em8std, ja joissa on dioli kummassa jommassa
paddssd tai molemmissa pdissa.

Tdmdn keksinndn mukaiset koostumukset, jotka ovat
hyddyllisid geeniekspression inhibiittoreina, sis&dltavit
yhden tai useamman t&midn keksinndn mukaisen yhdisteen,
joka on formuloitu koostumuksiksi yhdessa yhden tai useam-
man myrkyttdémén fysiologisesti soveliaan kantajan, adju-
vantin tai vehikkelin kanssa, joihin wviitataan t&ssé
yhteisnimellad kantajat, parenteraalista injektiota varten,

suun kautta tapahtuvaa antamista varten Kkiintedssd tai
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nestemidisessd muodossa, perdsuolen tai jihon kautta tapah-
tuvaa antamista varten ja vastaavia varten.

Koostumukset voidaan antaa ihmisille ja eldimille
joko suun Kkautta, perdsuolen kautta, parenteraalisesti
(laskimonsisdisesti, lihaksensisdisesti tai ihonalaises-
ti), intrasisternaalisesti, vaginansisdisesti, vatsaonte-
lonsisdisesti, paikallisesti (jauheina, voiteina tai tip-
peina) tai suu- tai nendsuihkeena.

Koostumukset, jotka ovat soveliaita parenteraalista
injektiota varten, voivat sis8ltdd fysiologisesti soveli-
aita steriilejd vesiliukoisia tai veteen liukenemattomia
liuoksia, dispersioita, suspensicita tai emulsioita ja
steriilejd jauheita, jotka voidaan muodostaa uudelleen
steriileiksi, injektoitavissa oleviksi liuoksiksi tai dis-
persioiksi. Esimerkkeihin soveliaista vesiliukoisista ja
veteen liukenemattomista kantajista, laimennusaineista,
livottimista tai wvehikkeleistd kuuluvat vesi, etanoli,
polyolit (propyleeniglykeli, polyetyleeniglykoli, glyse-
roli ja vastaavat), ndiden soveliaat seokset, kasvidljyt
(kuten oliiviéljy) ja injektoitavissa olevat orgaaniset
esterit kuten etyylioleaatti. Sovelias juoksevuus voidaan
pitdd8 yll& esimerkiksi k&yttadm&lld p&dllystettd kuten le-
sitiini, pitdmdlld y1ll& tarvittava partikkelikoko disper-
sioiden tapauksessa, ja kdyttdmdlld pinta-aktiivisia ai-
neita.

N&m& koostumukset voivat sis&dltd& myds apuaineita,
kuten s&ildntd-, kostutus-, emulgointi- ja védliaineita.
Mikro-organismien toiminnan ehkdisy voidaan varmistaa eri-
laisilla bakteereja ja sienid tappavilla aineilla, esi-
merkiksi parabeenit, klooributanoli, fenoli, sorbiinihappo
ja vastaavat. Voi olla myds suotavaa panna mukaan isotoni-
sia aineita, esimerkiksi sokereita, natriumkloridia ja
vastaavia. Injektoitavissa olevan muodon pitkittynyt imey-

tyminen voidaan saada aikaan kayttdm&lld imeytymistd hi-
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dastavia aineita, esimerkiksi alumiinimonostearaattia ja
liivatetta.

Haluttaessa, ja tehokkaampaa jakautumista varten,
vhdisteet voidaan sisdllyttdad hidastetusti vapauttaviin
tai kohdennettuihin l&dkemuotoihin, kuten polymeerimatrii-
sit, liposomit ja mikropallot. Ne voidaan steriloida esi-
merkiksi suodattamalla bakteereja pidattavan suodattimen
ldpi tai sisdllyttamdlld sterilointiaineita steriilien
kiinteiden koostumusten muodossa, jotka voidaan liuottaa
steriiliin veteen tai johonkin toiseen steriiliin injek-
toitavissa olevaan vdliaineeseen vdlittOmasti ennen kdyt-
toa.

Kiinteisiin annosmuotoihin suun kautta tapahtuvaa
antamista varten kuuluvat kapselit, tabletit, pillerit,
jauheet ja rakeet. Sellaisissa kiinteissd annosmuodoissa
vaikuttava yhdiste sekoitetaan ainakin yhden inertin tava-
nomaisen apuaineen (tai kantajan) kanssa, kuten natrium-
sitraatti tai dikalsiumfosfaatti, tai a) tayte- tai lisd-
aineiden kanssa, kuten esimerkiksi térkkelykset, laktoosi,
sakkaroosi, glukoosi, mannitoli ja piihappo, b) sideainei-
den kanssa kuten esimerkiksi karboksimetyyliselluloosa,
alginaatit, liivate, polyvinyylipyrrolidoni, sakkaroosi ja
akaasia, c) humektanttien kanssa kuten esimerkiksi glyse-
roli, d) hajotusaineiden kanssa kuten esimerkiksi agar-
agar, kalsiumkarbonaatti, perunan tai tapiokan térkkelys,
alginiinihappo, tietyt kompleksiset silikaatit ja natrium-
karbonaatti, e) liukenemisen hidastajat kuten esimerkiksi
parafiini, f) imeytymisen nopeuttajat kuten esimerkiksi
kvaternddriset ammoniumyhdisteet, g) kostutusaineet kuten
esimerkiksi setyylialkoholi ja glyserolimonostearaatti, h)
absorbentit kuten esimerkiksi kaoliini ja bentoniitti, ja
i) liukuaineet Kuten esimerkiksi talkki, kalsiumstearaat-
ti, magnesiumstearaatti, kiintedt polyetyleeniglykolit,

natriumlauryylisulfaatti tai n&iden seokset. Kapselien,
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tablettien ja pillerien tapauksessa annosmuodot voivat
mybs sisdlt8& puskuroivia aineita.

Samantyyppisid kiinteitd koostumuksia voidaan myd8s
kdytt8a tédyteaineina pehmeissd ja kovissa liivatekapse-
leissa kayttdm&lla sellaisia apuaineita kuten laktoosi tai
maitosokeri, samoin kuin molekyylipainoltaan suuria poly-
etyleeniglykoleja ja vastaavia.

Kiinteitd annosmuotoja kuten tabletteja, l&&kera-
keita, kapseleita, pillereita ja rakeita voidaan valmistaa
pd&dllysteilld ja kuorilla, kuten enteropddllysteet ja muut
sindnsd tunnetut. Ne voivat sisdltidd samentavia aineita ja
niiden koostumus voi myds olla sellainen, ettd@ ne vapaut-
tavat vaikuttavan yhdisteen tai yhdisteet tietYssé suolis-
ton kohdassa viivastyneelld tavalla. Esimerkkejd k&yttd-
kelpoisista matriisikoostumuksista ovat polymeeriset ai-
neet ja vahat.

Vaikuttavat yhdisteet voivat olla myds mikrokapse-
loidussa muodossa, jos se on soveliasta, yhden tai useam-
man yllda mainitun apuaineen kanssa.

Nestemdisiin annosmuotoihin suun kautta antamista
varten kuuluvat fysiologisesti soveliaat emulsiot, liuok-
set, suspensiot, siirapit ja eliksiirit. Vaikuttavien yh-
disteiden lis&ksi nestemidiset annosmuodot voivat sisdltaa
alalla yleisesti kaytettyj& inerttej& laimennusaineita,
kuten vettd tai muita liuottimia, liukoisiksi tekevid ai-
neita ja emulgoivia aineita, kuten esimerkiksi etyylialko-
holi, isopropyylialkoholi, etyylikarbonaatti, etyyliase-
taatti, bentsyylialkoholi, bentsyylibentsocaatti, propylee-
niglykoli, 1,3-butyleeniglykoli, dimetyyliformamidi, o&l1-
Jyt, erityisesti puuvillasiemendljy, maapdhkin&dljy, mais-
sinitubljy, o0liividljy, risiinioljy ja seesamidljy, glyse-
roli, tetrahydrofurfuryylialkoholi, polyetyleeniglykolit
ja sorbitaanin rasvahappoesterit tai n&iden aineiden seok-

set ja vastaavat.
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Sellaisten inerttien laimennusaineiden lisdksi
koostumus voi sis#dltdd myds apuaineita Kuten kostutusai-
neita, emulgoivia ja suspensoivia aineita, makeutus-, ma-
ku- ja hajusteaineita.

Suspensiot voivat sisdltaa vaikuttavien yhdisteiden
lisdksi suspensoivia aineita, kuten esimerkiksi etoksyloi-
tuja isostearyylialkoholeja, polyoksietyleenisorbitolia ja
sorbitaaniestereitd, mikrokideselluloosaa, alumiinimeta-
hydroksidia, bentoniittia, agar-agaria ja traganttia, tai
ndiden aineiden seoksia, ja vastaavia.

Perédsuolen kautta tapahtuvia antamisia varten koos-
tumukset ovat edullisesti perdpuikkoja, jotka voidaan val-
mistaa sekoittamalla ta@mdn keksinndbn mukaiset yhdisteet
sopivien ei-arsyttdvien apuaineiden tai kantajien kanssa,
kuten kaakaovoi, polyetyleeniglykoli tai perdpuikkovaha,
jotka ovat kiinteitd normaaleissa ldampétiloissa mutta nes-
temdisid ruumiinlémmdssd ja ndin ollen sulavat perdsuoles-
sa tai vaginan ontelossa ja vapauttavat vaikuttavan kom-
ponentin.

Annosmuotoihin t&mé&n keksinndén mukaisen yhdisteen
paikallista antamista varten kuuluvat l&skevoiteet, jau-
heet, suihkeet ja hengitettdvat laakkeet. Vaikuttava kom-
ponentti sekoitetaan steriileissd olosuhteissa fysiologi-
sesti soveliaan kantajan ja mik& tahansa tarvittavien s&i-
lontdaineiden, puskureiden tai ponneaineiden kanssa tar-
vittaessa. Silmdformulaatioiden, silma@voiteiden, jauheiden
ja liuosten ajatellaan myds kuuluvan tdaman keksinnon suo-
japiiriin.

Tamdn keksinndn mukaiset yhdisteet voidaan myés
antaa liposomien muodossa. Liposomit johdetaan sinédnséa
tunnetulla tavalla fosfolipideistd tai muista lipidiai-
neista. Liposomit muodostuvat yksi- tai monikerroksisista
hydratoiduista nestekiteistd, jotka dispergoidaan vesipi-
toiseen vdliaineeseen. Voidaan kayttdd mitd tahansa myrky-

todntd, fysiologisesti soveliasta ja metaboloitavissa ole-
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vaa lipidi&, joka kykenee muodostamaan liposomeja. Nama
koostumukset liposomimuodossa voivat sisdltdd lipoksi-
genaasin lisdksi tédmédn keksinndn mukaisia inhibiittoriyh-
disteitd, stabiloijia, s&ildéntdaineita, apuaineita ja vas-
taavia. Edulliset lipidit ovat fosfolipidejd ja fosfati-
dyylikoliineja (lesitiinej&), sekd luonncllisia ettd syn-
teettisild.

Liposomien muodostusmenetelmdt ovat sindnsd tunnet-
tuja. Katso esimerkiksi Methods in Cell Biology, toim.

Prescott, Volume XIV, Academic Press, New York, N.Y., s.

33 ynnd seuraavat, (1976).
Tamidn keksinndn mukaisissa koostumuksissa vaikut-

tavan aineen todelliset annostasot voivat vaihdella niin,
ettd saadaan se vaikuttavan aineen md8rad, jolla saadaan
tehokkaasti haluttu terapeuttinen responssi tiettyd koos-
tumusta ja antotapaa silm&ll&apitden. Valittu annostaso
riippuu ndin ollen halutusta terapeuttisesta vaikutukses-
ta, antoreitistd, halutusta hoidon Kkestoajasta ja muista
tekijbista.

Tamé&n keksinndén yhdisteiden maksimivuorockausiannos,
joka annetaan is&nndlle kerta-annoksina tai jaettuina an-
noksina voi olla esimerkiksi sellaisia m8drid kuin noin 1
nanomooli - noin 5 mikromoolia per ruumiinpainckilogramma.
Annosyksikkokoostumukset voivat sisdltdd sellaisia m&ariéa
tai sellaisia niiden murtoosia, joita voidaan kdyttda vuo-
rokausiannoksen muodostamiseen. Ymmarretddn Kkuitenkin,
ettd spesifinen annostaso kenelle tahansa tietylle poti-
laalle riippuu monista tekijdistsd, mukaanlukien ruumiin-
paino, yleinen terveydentila, sukupuoli, ruokavalio, an-
toaika ja antoreitti, imeytymis- ja erittymisnopeudet,
yhdistelmdt muiden l&dkkeiden kanssa ja tietyn hoidettavan
taudin vaikeus.

Seuraavat esimerkit havainnollistavat lisdksi kek-

sinndn parasta suoritustapaa eikd niiden ole tarkoitus
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rajoittaa patenttihakemusta ja patenttivaatimuksia millaan
tavalla.

Esimerkki 1

5~0'-dimetoksitrityyli-3-0'-t-butyylidimetyylisi-

lyylitymidiinin valmistus

Dimetoksitrityylitymidiini (5,0 g, 9,2 mmol) ja
imidatsoli (1,2 g, 18,4 mmol) liuotettiin 15 ml:aan vede-
t6ntd dimetyyliformamidia (DMF) ja lisdttiin tert-butyy-
lidimetyylisilyylikloridiin (1,7 g, 11,5 mmol).

Reaktioliuosta sekoitettiin 4 tuntia huoneenlampd-
tilassa, laimennettiin etyyliasetaatilla ja pestiin ve-
della, kylldiselld natriumkloridilla ja kuivattiin nat-
riumsulfaatilla. Saatiin kvantitatiivinen saanto otsikon
vhdistetta.

Esimerkki 2

3'-0-t-butyylidimetyylisilyylitymidiinin valmistus

5-0'-dimetoksi~3'~0=-t-butyylidimetyylisilyylitymi-~-
diini&, joka oli valmistettu esimerkin 1 mukaisen menetel-
man mukaisesti (0,7 g, 1,1 mmol) kédsiteltiin 1 tunnin ajan
huoneenldampotilassa 13 ml:lla 3-prosenttista trikloori-
etikkahappoa metyleenikloridiliuoksessa. Reaktioseos neut-
raleoitiin sitten 5-prosenttisella (w/v) natriumbikarbo-
naattiliuoksella. Orgaaninen kerros kuivattiin natriumsul-
faatilla. Otsikon yhdiste puhdistettiin flash-kromatogra-
fiassa, ajoliuoksena 0 - 30 -prosenttinen etyyliasetaat-
tigradientti metyleenikloridissa. Reaktion saanto oli
85 %.

Esimerkki 3

3'-0-t-butyylidimetyylisilyylitymidiini-4'-al-

dehydin valmistus

Hyvin sekoitettuun kuivaan metyleenikloridiliuok-~
seen (-78 °C) 1lisdattiin oksalyylikloridia (33,0 mmol,
2,88 ml), jota seurasi DMSO:n lisdys tipoittain (3,12 ml,
4,4 mmol). 10 minuutin jdlkeen alkoholi (5,6 g, 15,7
mmol), joka oli valmistettu esimerkin 2 mukaisesti,
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20,0 ml:ssa CH,Cl,:ta, lisdttiin tipoittain 2 minuutin ai-
kana ja sekoittamista jatkettiin 45 minuuttia. Et,N
(8,1 ml, 58,1 mmol) lisdttiin ja sekoittamista jatkettiin
vield 45 minuuttia. Reaktioseos tuotiin sitten huoneen-
lampbtilaan ja pestiin sitten vedella (2 x 10 ml), jota
seurasi suolavesi (10 ml) ja kuivattiin (Na,S0,). Ep&puh-
dasta aldehydid k8ytettiin seuraavassa vaiheessa.

Esimerkki 4

5'-vinyyli-5'-deoksi-3'-t~butyylidimetyylisilyyli-

deoksitymidiinin valmistus

Metyylitrifenyylifosfoniumbromidin (0,7 mmol )
liuokseen kuivassa tetrahydrofuraanissa (THF) (0 °C) 1li-
sdttiin natriumbis(trimetyylisilyyliamidi)liuos (0,6 mmol)
tipoittain. 30 minuutin kuluttua vastaavan 4'-aldehydin
liuos THF:ssd lisattiin tipoittain typen alla. Reaktio-
seosta sekoitettiin 2 tunnin ajan, laimennettiin etyyli-
asetaatilla, pestiin vedelld, sitten suolavedelld ja kKui-
vattiin (Na,50,). Otsikon yhdiste puhdistettiin flash-kro-
matografiassa, ajoliuoksena 20-prosenttinen etyyliase-
taatti-heksaani. Saanto oli 5% - 60 %.

Esimerkki 5

3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-deoksi-5"'-hydrok-

simetyylitymidiini

2-molaariseen 2-metyyli-2-buteeniliuckseen (1,6 eq,
1,5ml, 3 mmol) 3 ml:ssa vedetdntd THF:83 (0 °C) lisdttiin
hitaasti typen alla 1,6 ekvivalenttia l-molaarista boraa-
ni-tetrahydrofuraanikompleksia (3 ml, 2 mmol).

Liuosta sekoitettiin 10 minuutin ajan, jota seurasi
esimerkin 4 mukaisesti valmistetun vinyylitymidiinin 1i-
sdys (0,7 g, 1,9 mmol) 5 ml:ssa vedetdntd THF:34. Reak-
tioseosta sekoitettiin 45 minuuttia ja se sijoitettiin
jddkaappiin kahdeksi pé&ivaksi.

Eristys tehtiin kdyttamalla vesiliuosta, joka si-
sdlsi 3,1 eq 2-molaarista natriumhydroksidia ja 3,1 eq

30-prosenttista vetyperoksidia (edullisesti lis&aamalla
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vetyperoksidi tipoittain natriumhydroksidin vesiliuokseen
O °C:een lampotilassa ja sekoittamalla 10 minuuttia).
Livuos lisdttiin hitaasti lisdyssuppilon lapi reaktioseok-
seen 0 °C:een lampttilassa, sekoitettiin 1 tunnin ajan,
poistettiin jaddhauteesta, laimennettiin etyyliasetaatilla,
pestiin vedelld, kylldiselld natriumkloridilla ja Kuivat-
tiin natriumsulfaatilla. Otsikon yhdiste puhdistettiin
flash-kromatografiassa, ajoliuoksena etyyliasetaatin 20 -
80 -prosenttinen gradientti heksaanissa. Saanto oli 62 %.
Esimerkki 6 '
5'-jodimetyyli-5'-deoksi-3'-0-t-butyylidimetyylisi-
lyylitymidiinin valmistus
3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'~deoksi-5"'-hydrok-
simetyylitymidiinin liuokseen, joka oli valmistettu esi-
merkin 5 menetelmdn mukaisesti (0,3 g, 0,9 mmol) kuivassa
asetonitriilisssd (5 ml) ja eetterisssd (3,4 ml) lisdttiin 3
eq trifenyylifosfiinia (0,7 g, 2,8 mmol), 4 eq imidatsolia
(0,3 g, 3,7 mmol) ja 2,2 eq jodia (0,5 g, 2,8 mmol). Reak-
tioseosta sekoitettiin 45 minuutin ajan ja liuotin haih-
dutettiin. Etyyliasetaatti lisdttiin t&hteeseen ja téhde
pestiin vedelld, kyll&iselld natriumkloridilla ja kuivat-
tiin natriumsulfaatilla. Otsikon yhdiste puhdistettiin
flash-kromatografiassa, ajoliucoksena etyyliasetaatin 30 -
50 -prosenttinen gradientti heksaanissa. Saanto oli 90 %.
Esimerkki 7
3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-deoksi-5"'~-tymi-
dyylimetyylifosfoniumjodidin valmistus
5'-jodimetyyli-5'~deoksi-3'-0-t-butyylidimetyyli-~
silyylitymidiinin sekoitettuun liuokseen, joka oli valmis-
tettu esimerkin 6 mukaisesti (480 mg, 1 mmeol) kuivassa
CH,CN:ssd& (5 ml) lis&dttiin trifenyylifosfiinia (1,57 g,
6 mmol) ja seosta palautusjd@dhdytettiin 12 tuntia
90 °C:een lampdtilassa. Reaktio j&dhdytettiin ja liuotin
poistettiin. Otsikon yhdiste puhdistettiin flash-kromato-
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grafiassa, ajoliuoksena 5-prosenttinen MeOH CH,Cl,:ssa.
Tuote saatiin 95 - 96 -prosenttisella saannolla.

Esimerkki 8

5'-t-butyylidimetyylisilyyli-3'-deoksi-3'-(1",2"~-

dihydroksi-3"-propyyli)-tymidiini

Osmiumtetraoksidi (0s0O,) (4 tippaa, 2,5 w/w %) buta-
nolissa lisdttiin 3'-(2"-propenyyli)-3'-deoksi-5'-0-t-bu~-
tyylidimetyylisilyylitymidiinin sekoitettuun seokseen,
joka oli valmistettu kuvatun menetelm&n mukaan, J. Org.
Chem. 1989, 54:2767-2769 (C.K. Chu ym.) (183 mg, 0,5 mmol)
ja 4-metyylimorfoliini-N-oksidi (53 mg, 0,45 mmol)
5,0 ml:ssa vedettntd THF:84 0 °C:een lampdtilassa. Reak-
tioseos sammutettiin sitten 10-prosenttisella natrium-
metabisulfiitin vesiliuoksella (2,0 ml), sekoitettiin 20
minuutin ajan, suodatettiin piidioksidikerroksen l&pi ja
laimennettiin etyyliasetaatilla (25,0 ml). Orgaaninen faa-
si pestiin vedelld (5,0 ml) ja suolavedelld, ja kuivattiin
sitten Na,S0,:11&. Liuotin haihdutettiin ja otsikon yhdiste
puhdistettiin flash-kromatografiassa.

Esimerkki 9

5'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-3'-deoksi-tymid-3"'-

yyli-asetaldehydin valmistus

Natriumperiodaatti (214 mg, 1 mmol) lisdttiin tymi-
diinidiolin, joka oli valmistettu esimerkin 2 menetelm&l-
18 (200 mg, 0,5 mmol), sekoitettuun liuokseen THF-H,0:ssa
(4:1-suhde, 5,0 ml). 1 tunnin kuluttua reaktioseos laimen-
nettiin etyyliasetaatilla (25 ml), pestiin H,0:1la (2 x
5 ml), suolavedelld ja kuivattiin. Otsikon yhdiste puhdis-
tettiin flash-kromatografiassa 70-prosenttisella etyyli-
asetaatilla heksaanissa.

Esimerkki 10

Sellaisten tymidiinidimeerien valmistus, joissa on

kolmihiilinen nukleosidien vdlinen sidos

Esimerkin 10a - 10e menetelmdt esitetdin havainnol-

lisesti kuviossa 3.
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10a. Fosfoniumjodidiyhdisteen, joka oli valmistettu
esimerkin 7 menetelmdn mukaisesti, sekoitettuun suspen-
sioon (241 mg, 0,326 mmol) kuivassa THF:ss& (2,0 ml) li-
sattiin kalium-tert-butoksidia (0,62 ml, 1,0-molaarinen
liuog THF:ssd, 0,62 mmol), -78 °C:een ldmpdtilassa typen
alla. 20 minuutin j&lkeen lis&ttiin 3'-asetaldehydiyhdis-
te, joka oli valmistettu esimerkin 9 menetelmé&n mukaisesti
(80 mg, 0,22 mmol). 60 minuutin kuluttua reaktioseos lai-
mennettiin etyyliasetaatilla (30 ml), pestiin vedelld (2 x
5 ml) ja suolavedelld (5 ml) ja kuivattiin (Na,50,). Liuo-
tin haihdutettiin ja olefiinituote (yhdiste 1) puhdistet-
tiin flash—kromatografiaséa, ajoliuocksena 70-prosenttinen
etyyliasetaatti heksaanissa. Saanto o0li alueella 55- -
60 %.

10b. 10-prosenttinen Pd-C (20 mg) lisdttiin yhdis-
teen 1 (109 mg) sekoitettuun liuokseen metanolissa
(5,0 ml) 25 °C:een lampdtilassa ja vedyn 1 ilmakehén pai-
neessa. 4 tunnin kuluttua katalysaattori suodatettiin Ce-
lite~kerroksen ldpi ja liuotin haihdutettiin. Yhdiste 2
saatiin tédten talteen ja puhdistettiin sitten flash-kroma-
tografiassa, ajoliuoksena 80-prosenttinen etyyliasetaatti
heksaanissa.

10c. Noin 2,8 ekvivalenttia tetrabutyyliammonium-
fluoridia 0 °C:een lampdtilassa lisdttiin yhdisteen 2 se-
koitettuun liuokseen (350 mg) 5,0 ml:ssa THF:88. 3 tunnin
kuluttua liuotin haihdutettiin ja yhdiste 3 puhdistettiin
flash-kromatografiassa, ajoliuoksena 10-prosenttinen meta-
noli CH,Cl,:ssa.

10d. Noin 0,05 ekvivalenttia 4-dimetyyliaminopyri-
diinig, 1,4 ekvivalenttia trietyyliamiinia ja 1,2 ekvi-
valenttia 4,4'-dimetoksitrityylikloridia lis&ttiin yhdis-
teen 3 sekoitettuun liuokseen (0,6 mmol) kuivassa pyridii-
nissd (4,0 ml). 2 tunnin Kuluttua reaktioseos sammutettiin
2,0 ml:11la vettd ja laimennettiin sitten 2,0 ml:lla etyy-

liasetaattia. Orgaaninen faasi erotettiin, pestiin suola-
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vedelld ja kuivattiin. Yhdiste 4 puhdistettiin flash-kro-
matografiassa, ajoliuoksena 5-prosenttinen metanoli mety-
leenikloridissa.

10e. Noin 2,0 ekvivalenttia di-isopropyylietyyli-
amiinia ja 1,0 ml kuivaa dikloorimetaania (CH,Cl,) lis&t-
tiin yhdisteen 4 sekoitettuun liuokseen (0,5 mmol). 30 mi-
nuutin kuluttua 0,75 ekvivalenttia Z2-syaanietyyli-N,N-di-
isopropyylikloorifosforamidiittia lisédttiin tipoittain 20
minuutin aikana ja sekoitusta jatkettiin vield 1 tunti.
Liuvotin haihdutettiin sitten ja yhdiste 5 puhdistettiin
flash-kromatografiassa, ajoliuoksena etyyliasetaatti (joka
0li l-prosenttinen trietyyliamiinin suhteen) typpi-ilmake-
hédssad.

vaiheiden a-d mukaisia prosesseja ylld kaytetdan
tehtdessd dimeerej&d, jotka sisaltavat kolmihiilisiad nuk-
leosidien vélisié sidoksia, joissa jokaisella kolmella
hiilelld on kaava -CH,-.

Mitd tahansa hiiltad tai kaikkia hiili& voidaan mah-
dollisesti hydroksyloida modifioimalla menetelm&&d, joka on
esitetty havainnollisesti kuviossa 3, seuraavalla tavalla.
Tippa 2,5-prosenttista (w/v) osmiumtetraoksidin liuosta
t-butanolissa 0 °C:een léampdtilassa lisdttiin yhdisteen
1 ja 4-metyylimorfoliini-N-oksidin (9,1 mg) sekoitettuun
liuokseen 0,8 ml:ssa THF:&8. Reaktioseosta pidettiin
0 °C:een lampotilassa 24 tuntia, sammutettiin natriummeta-
bisulfiitin vesiliuoksella, laimennettiin etyyliasetaatil-
la ja pestiin vedelld ja suolavedelld. Liuotin haihdutet-
tiin ja tuloksena oleva hydroksyloitu dimeeri puhdistet-
tiin ohutkerroskromatografiassa kayttédmdlla eluenttina
etyyliasetaattia. Hydroksyloitu dimeeri suojataan sitten

ja 5'- ja 3'-p&dt muokataan kuten vaiheissa b - d ylli.
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Esimerkki 11
Nukleosidien vidlisten kq}mihéilisten hydroksy-~

loitujen sidosten valmistus

Véihéiden a - d tuottamia tymidiinidimeerifosfora-
midiittiyhdisteitd k&ytettiin modifioidussa kiintedn faa-
sin fosforamidiitti-synteettisessd menetelmdssd, jotta
saatiin tehtyd taulukon 1 oligonukleosidisekvenssit.

Oligodeoksinukleotidit syntetisoitiin 3'-pddstd 5'-

pddhén.
Taulukko 1
Sekvenssi Viitekoodi
5' TpTpTpTPTp[TcT)pTPTPTPTPYPYPT 3 1
2

5' TPTPTPTPTPTPTP[TcT]pTpTpypypT 3'
5' TpTpTpTpTPTPTPTP{TCT pypT 3!

T- tymidiini
O
|
p= 0-P-0
|
o]

¢ = -CH,-CH,-CH,~
Y= tetraetyleeniglykoli

Synteesi eteni sitten modifioidun fosforamidiitti-
menetelmd&n mukaisesti. Kiinnitetyn tymidiinin 5'-hydrok-
syyliryhm& saatettiin reagoimaan trikloorietikkahapon
kanssa, jotta 5'-hydroksyyliryhmé&n suojaus saatiin pois-
tettua. T&midn suojauksenpoistovaiheen jdlkeen kiinnitetty
tymidiini saatettiin reagoimaan aktivoivan agenssin, tet-
ratsolin, ja dimetoksitrityylitetraetyleeniglykolisyaani-

fosfiinia sisdltdvdn fosforamidiittireagenssin Kkanssa.
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Aktivaatiovaihetta seurasi "cap"-rakenteiden lisd&minen
reagoimattomiin 5'-hydroksyyliryhmiin etikkahappoanhydri-
dilla ja N-metyyli-imidatsolilla. Fosforisidos hapetettiin
sitten jodilla sindns&d tunnetulla tavalla. Sekvensseissa 1
ja 2, jotka sis#dltdvét kaksi tetraetyleeniglykolitdhdetta
(TEG), suojauksenpoistovaiheet, aktivointivaiheet, "cap"-
rakenteiden lisdysvaiheet ja hapetusvaiheet toistettiin
kuten y1lld on Kkuvattu.

Ketjun pident&minen eteni sitten standardinomaisin
perdkkdisin suojauksenpoisto-, aktivointi-, "cap"-raken-
teen lisdys- ja hapetusvaihein silld muutoksella ettd ket-
juun lis&ttiin aktivointivaiheessa haluttaessa kolmella
hiilelld kytketty tymidiinidimeeri, joka oli valmistettu
esimerkkien 1 ~ 9 mukaisten menetelmien mukaisesti.

Ketjun koostamisen lopussa tymidiinioligomeerit
poistettiin CPG-kantajasta vdkevalla ammoniumhydroksidil-
la. Liuosta k&siteltiin sitten vield 55 °C:n lampdtilassa
8 - 15 tuntia kaikkien suojausryhmien poistamiseksi emas-
ten eksosyklisistd amiineista.

Esimerkki 12

3'-0O-asetyyli-5'-karbometoksimetyyli-5'-deoksi-

tymidiinin valmistus

Noin 0,39 g natriumboorihydridia lisdttiin kylm&ssa
(j&dhaude) sekoitettuun 3'-0-asetyyli-5'-karbometoksimety-
leeni-5'-deoksitymidiinin (3,17 ¢g) seokseen isopropano-
lissa (95 ml). Seosta sekoitettiin 0 °C:n l&mpdtilassa
typpi-ilmakehdssd puolen tunnin ajan, sitten huoneenlimpd-
tilassa vield neljan ja puolen tunnin ajan.

Jddhdytetty seos sammutettiin 20 ml:lla metanolia,
jota seurasi 30 minuutin aikana 200 ml tislattua vettd, ja
uutettiin sitten useilla annoksilla etyyliasetaattia. Yh-
distetyt orgaaniset uutteet kdsiteltiin suolavedelld ja
kKuivattiin vedettomdlld magnesiumsulfaatilla. Kuivausaine
suodatettiin pois ja liuotin haihdutettiin, mikad tuotti

otsikon yhdisteen jaanndslasina (2,7 g).
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Esimerkki 13
5'-karbometoksimetyyli-5'-deoksitymidiinin valmis-
tus

Noin 10 tippaa 25-prosenttista (w/v) natriummetok-
sidiliuvosta metanolissa lisdttiin kylmd&n, sekoitettuun
3'-0O-asetyyli-6'-karbometoksimetyyli~5'-decksitymidiini-
liuokseen (2,22 g), joka o0li valmistettu esimerkin 12 me-
netelmd@n mukaisesti, noin 300 ml:ssa kuivaa metanolia
(viety neutraalin alumiinioksidikerroksen 1lapi). Seosta
sekoitettiin typpi-ilmakehdn alla jddhaudetta tdydentamidt-
td noin 20 tunnin ajan.

Pieni mddrd kationinvaihtohartsia (Bio-Rad AG
S0WX8) lisdttiin ja seosta sekoitettiin 30 minuutin ajan.
Liuotin poistettiin alipaineessa, mikd tuotti 2,1 g j&an-
noslasia, joka kdsiteltiin ldmpim&lld tolueenilla ja j&ah-
dytyksen jdlkeen suodatettiin ja huuhdottiin sykloheksaa-
nilla, jolloin saatiin epdpuhdas tuote valkoisena kiintea-
nad aineena, 1,64 g.

Otsikon yhdiste puhdistettiin edelleen pienesta
mddrdstd ldahtomateriaalia piidioksidigeelikromatografias-
sa, eluoimalla etyyliasetaatilla, sitten jdlleenkiteyttéa-
mdlla etyyliasetaatti/heksaanista, jolloin saatiin valkoi-
sia kiteitd.

Esimerkki 14

3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-(2"-hydroksietyy-

li)-tymidiinin valmistus

Noin 19 ml l1-molaarista di-isobutyylialumiinihydri-
did tetrahydrofuraanissa (THF) lis&dttiin kylm#ddn (-40 °C -
-30 °C), sekoitettuun liuokseen, jossa oli 1,88 g 3'-0-t-
butyylidimetyylisilyyli-5'-karboetoksimetyyli-5'-deoksity-
midiinid 40 ml:ssa vedetdntd THF:8&, typpi-ilmakeh&ssi.
Reaktiolampdtila nostettiin sitten hitaasti -20 °C:een
lampotilaan.

Seos sammutettiin noin 3,5 ml:lla metanolia ja

reaktiolampdtila nostettiin -10 °C:een. Noin 18 ml vettd
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36 ml:ssa THF:8d& lis&ttiin lampimddn seokseen ja lampd-
tilaa nostettiin vield 10 °C:een. Suurin osa THF:st& pois-
tettiin alipaineella ja jddnnds laimennettiin noin kahdel-
la tilavuudella vettd. Vesifaasi uutettiin useita kertoja
etyyliasetaatti/kloroformilla. Yhdistetyt uutteet pestiin
kylm&lléd 2-normaalisella suolahapolla ja suolavedellsd,
kuivattiin vedetttm&alla magnesiumsulfaatilla ja suodatet-
tiin. Liuvotin poistettiin suodoksesta alipaineella, jol-
loin saatiin otsikon yhdiste (noin 1,6 g).

Esimerkki 15

3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'~(2"-jodietyyli)-

5'-deoksitymidiinin valmistus

Noin 1 g p-tolueenisulfonyylikloridia lis&ttiin
liuokseen, jossa 0li 1 g 3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-
5'-(2"~hydroksietyyli)-5'-deoksitymidiini&, joka oli val-
mistettu esimerkin 14 menetelmd&n mukaisesti, 25 -~ 30
ml:ssa vedetontd pyridiini&, ja seosta pidettiin tulpan
alla noin 5 °C:n la&mpétilassa noin 19 tuntia.

Seos lisdttiin noin 200 ml:aan jadvettd ja uutet-
tiin useita kertoja eetterilld. Yhdistetyt orgaaniset uut-
teet pestiin kylm&lld 2-normaalisella suolahapolla, vedel-
la ja suolavedelld. Pestyt uutteet kuivattiin vedettomdlli
natriumsulfaatilla ja suodatettiin. Liuotin poistettiin
suodoksesta alipaineella, jolloin saatiin 1,24 g p-toluee-
nisulfonyylijohdannaisen jadnndslasia.

Noin 0,54 g p-tolueenisulfonyylijohdannaista ja
0,38 g natriumjodidia liuotettiin 55 ml:aan kuivaa (mole-
kyyliseulat, 4A) asetonia kolmeksi pdividksi, jota seurasi
vield natriumjodidin lisays (0,19 g) sekoittaen viimeisena
paivana.

Reaktiotuote suodatettiin ja liuotin haihdutettiin,
jolloin saatiin epdpuhdas tuote.

Epapuhdas tuote puhdistettiin piidioksidigeelikro-
matografiassa (85 g), eluoimalla 25-prosenttisella etyy-

liasetaatilla heksaanissa. Liuotin haihdutettiin, jolloin
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saatiin 0,4 g haluttua 3'-0-<t-butyylidimetyylisilyyli-
5'"(2"-jodietyyli)-5'-deoksitymidiinia.

Esimerkki 16

5'-karbometoksimetyleeni-5"'-deoksitymidiinin val-

mistus

Noin 10 tippaa 25-prosenttista natriummetoksidia
metanolissa 1lis&ttiin sekoitettuun liuokseen, jossa o0li
1,5 g 3'-0O-asetyyli-5'-karbometoksimetyleeni-5'-deoksity-
midiinid 150 ml:ssa kuivaa metanolia (viety neutraalin
alumiinioksidikerroksen l&dpi). Seosta sekoitettiin huo-
neenldmpdtilassa typpi-ilmakehédssd vield 6 tuntia.

Pieni m&&rd kationinvaihtohartsia (Bio-Rad AG-50W-
X8) 1lisattiin seokseen sekoittaen 10 minuutin aikana.
Liuotin poistettiin alipaineessa, jolloin saatiin valkoi-
nen kiinted jaannds (1,3 g). J&d&nnds trituroitiin kahdesti
lampimdlld tolueenilla ja sitten se pantiin kuumaan etano-
liin, suodatettiin ja jddhdytettiin, jolloin otsikon yh-
diste saatiin kuivatuksen jalkeen valkoisena kiteisena
tuotteena, 0,85 g.

Esimerkki 17

3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-(2"~hydroksiety-

leeni)-5'-deoksitymidiini

Liuvos, jossa oli 296 mg 5'-karbetoksimetyleeni-5'-
deoksitymidiini&, lis&attiin tipoittain typpi-ilmakehdssi
kylméddn (j&&8vesihaude), sekoitettuun liuckseen, jossa oli
205 mg imidatsolia ja 227 mg t-butyylidimetyylisilyyli-
kloridia 1 ml:ssa vedetdntd dimetyyliformamidia. Tdydelli-
sen addition jalkeen seos poistettiin j&iltd ja sekoitusta
jatkettiin huoneenldmméssd kaksi tuntia, sitten 35 °C:een
lampdtilassa vield kaksi tuntia ja lopuksi 40 °C:een lém-
pdbtilassa puoli tuntia.

Seos sammutettiin sitten 2 ml:1la metanolia, jota
seurasi kahdesta kolmeen tilavuutta vettd. Vesifaasi uu-
tettiin useita kertoja etyyliasetaatilla. Yhdistetyt or-
gaaniset uutteet pestiin vedelld, kyllaiselld bikarbonaat-
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tiliuoksella ja suolavedelld, kuivattiin vedetttmélld mag-
nesiumsulfaatilla ja suodatettiin. Liuotin poistettiin
suodoksesta alipaineella, jolloin saatiin 0,40 g 3'-0-t-
butyylidimetyylisilylyyli-5'-karbometoksimetyleeni-5"'-
deoksitymidiini&.

Noin 4 ml di-isobutyylialumiinihydridin l-molaaris-
ta liuosta tetrahydrofuraanissa lis&ttiin tipoittain j&ah-
dytettyyn liuokseen (-30 °C - -35 °C), jossa oli 0,37 g
3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-karbometoksimetyleeni-
5'-deoksitymidiinid, joka o0li liuotettu 10 ml:aan vedeton-
td tetrahydrofuraania lampotilassa, joka oli alle -30 °C.
Sen jdlkeen kun additio oli téydellinen, reaktiota sekoi-
tettiin typpi-ilmakehédssd vield kaksi tuntia, samalla kun
sisdinen lampdtila pidettiin alueella noin -30 °C - noin
-20 *°C. _

Noin 0,8 ml metanolia lisdttiin reaktioseokseen,
jota seurasi liuoksen lisdys, jossa o0li 4 ml vetta
8 ml:ssa tetrahydrofuraania. Suurin osa haihtuvammasta
tetrahydrofuraanista poistettiin alipaineessa. Vesiliukoi-
nen tdhde laimennettiin noin kahdesti tilavuudellaan vettéa
ja uutettiin useita kertoja etyyliasetasatilla. Yhdistetyt
orgaaniset uutteet pestiin kylm&lld l-normaalisella suola-
hapolla ja suolavedell&d, kuivattiin vedetttm&dlla magne-
siumsulfaatilla ja suodatettiin. Suodos haihdutettiin
kuiviin, jolloin saatiin otsikon yhdiste jd&nndksena,
0,267 g.

Osa tdstd materiaalista puhdistettiin analyyttiseen
puhtauteen piidioksidigeelikromatografiassa eluoimalla

50-prosenttisella etyyliasetaatti/heksaanilla.
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Esimerkki 18
Sellaisten tymidiinidimeerien valmistus, jotka si-

sdltdvdt nukleosidien vdlisen, kahden hiiliatomin

ja yhden happiatomin (3'-0-C-C-5') muodostaman si-

doksen

18a. 5'-0O-trityylitymidiinin sekoitettuun liuokseen
lisdtd8an yhtd suuri molaarinen m&dra sekd emdstd ettd 3'-
O-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-(2"-jodietyyli)-5"'-deocksi-~
tymidiinid O °C:n lé&mpdtilassa. Reaktion kulkua monitoroi-
daan ohutkerroskromatografiassa (TLC). Sen jalkeen kun
reaktio on saatettu loppuun, haluttu dimeeri eristetdsdn ja
puhdistetaan flash-kromatografiassa.

18b. 3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'~(2"-hydrok-
sietyyli)-5'-decksitymidiinin sekoitettuun liuokseen, jota
pidet&&n noin -5 °C:n lampdtilassa, lisdtd&n 2 ekvivalent-
tia emdstd ja liuotin haihdutetaan kuivaksi. J&&nnts Kki-
teytetddn uudelleen DMF:&8&n ja 1lisdt88n ekvivalentti
5'-dimetoksitrityyli-2',3'-gsyklotymidiinia. Reaktioseos
kuumennetaan noin 40 °C:een ldmpotilaan ja halutun dimee-
rin muodostusta monitoroidaan TLC:11&. Sen jdlkeen kun
reaktio on saatettu loppuun, haluttu dimeeri eristet&an ja
puhdistetaan flash-kromatografiassa.

Esimerkki 19

Esimerkin 18 dimeerin 3'-pddn suojauksen poisto

Suojattujen dimeerien 3" -t-butyylidimetyylisilyyli-
suojausryhmd poistetaan kasittelem&dlld esimerkin 18 mukai-
sen dimeerin THF-1liuos 2,8 ekvivalentilla tetrabutyyli-
ammoniumfluoridia O °C:n lampdtilassa. Sen jdlkeen kun
reaktio on saatettu loppuun (yleensd noin 3 tuntia) liuos
haihdutetaan ja haluttu dimeeri eristetd&n ja puhdistetaan

flash-kromatografiassa.
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Esimerkki 20
Sellaisen funktionalisoidun dimeeriyksikén valmis-

tus, joka soveltuu automatisoituun synteesiin
Esimerkin 19 dimeerituote liuotetaan dikloorimetaa~-
niin ja 2 ekvivalenttia di-isopropyylietyyliamiinia lisa-
td38n. Seosta sekoitetaan 30 minuuttia, jota seuraa 2-syaa-
nietyyli-N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiitin 0,75 ek-
vivalentin tipoittainen lisdd@minen noin 20 minuutin ajan.
Sekoittamista jatketaan vield tunti, liuotin haihdutetaan
ja tuloksena oleva funktionalisoitu dimeeri eristet#&n ja
puhdistetaan flash-kromatografiapylvéddssd, ajoliuoksena
etyyliasetaatti inertissd ilmakehdssa.
Esimerkki 21
5'-t-butyylidimetyylisilyyli-3'~-deoksi-3'-(1",2"~
dihydroksi-3"-propyyli)-tymidiini
Osmiumtetraoksidi (0sO,) (4 tippaa, 2,5 % w/v) buta-
nolissa lis&ttiin 3'-(2"-propenyyli)-3'-deoksi-5'-0-t-bu~
tyylidimetyylisilyylitymidiinin (183 mg, 0,5 mmol), joka
on valmistettu kirjallisuuden menetelmé&n mukaisesti, ja
4-metyylimorfoliini-N-oksidin (53 mg, 0,45 mmol) muodos-
tamaan seokseen Kkuivassa THF:ssa 0 °C:een lampdtilassa.
Reaktioseos sammutettiin sitten 10-prosenttisella natrium-
metabisulfiitin vesiliuoksella (2,0 ml), jota sekoitettiin
20 minuutin ajan, suodatettiin piidioksidigeelikerroksen
lapi ja laimennettiin etyyliasetaatilla (25,0 ml). Orgaa-
ninen faasi pestiin vedelld (5,0 ml) ja suolavedelld ja
kuivattiin sitten Na,50,:11&. Liuotin haihdutettiin ja ot-
sikon yhdiste puhdistettiin flash-kromatografiassa.
Esimerkki 22
3'-deoksi~tymid-3-yyli-asetaldehydi-5'-0-t-butyyli-
dimetyylisilyylitymidiini
Natriumperiodaatti (214 mg, 1 mmol) lis&ttiin ty-
midiinidiolin, joka o0li valmistettu esimerkin 21 menetel-
malld (200 mg, 0,5 mmol), sekoitettuun liuokseen THF-
H,O:ssa (4:1 suhde, 5,0 ml). 1 tunnin kuluttua reaktioseos
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laimennettiin etyyliasetaatilla (25,0 ml), pestiin H,0:1la
(2 x 5,0 ml) ja suolavedelld ja kuivattiin. Otsikon yh-
diste puhdistettiin flash-kromatografiassa, ajoliuoksena
70-prosenttinen etyyliasetaatti heksaanissa.

Esimerkki 23

5'-o-(p—tolueenisulfonyyli)tymidiinin valmistus

Tymidiinin (20 g, 82,6 mmol) sekoitettuun liuokseen
kuivassa pyridiinissd (200 ml) lisdttiin p-tolueenisulfo-
nyylikloridi (47,2 g, 247,6 mmol) 0 °C:n lampdtilassa typ-
pi-ilmakehédn alla. 3 tunnin kuluttua reaktioseos kaadet-
tiin jaille ja uutettiin etyyliasetaatilla. Liuotin haih-
dutettiin ja tuote kiteytettiin etyyliasetaatin ja metano-
lin seoksesta. Otsikon vyhdiste o0l1li valkoinen Kkiteinen
kiinted aine, joka saatiin 70 - 75 -prosenttisella saan-
nolla.

Esimerkki 24

5'-jodi-5"~deoksitymidiinin valmistus

Tymidiinitosylaatin (10,65 g, 26,9 mmol) joka oli
valmistettu esimerkin 23 menetelmd&n mukaisesti, sekoitet-
tuun liuokseen kuivassa asetonissa (75 ml) lis&d&ttiin nat-
riumjodidi (10 g, 66,7 mmol) ja seosta palautusjadhdytet-
tiin 16 tuntia. Liuotin haihdutettiin ja laimennettiin
etyyliasetaatilla. Orgaaninen faasi pestiin vedelld (2 x
20 ml) ja suolavedelld (10 ml) ja kuivattiin natriumsul-
faatilla. Otsikon yhdiste kiteytettiin metanolista valkoi-
sena Kiteisend kiinte&n& aineena 90 - 95 -prosenttisella
saannolla.

Esimerkki 25

3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-jodi-5'-deoksi-

tymidiinin valmistus

Tymidiinijodidin (8,0 g, 24,7 mmol), joka oli val-
mistettu esimerkin 24 mukaisesti, sekoitettuun liuoKseen
kuivassa DMF:ssd lisdttiin imidatsolia (4,2 g, 61,7 mmol).
5 minuutin kuluttua tert-butyylidimetyylisilyylikloridi
(4,47 g, 29,64 mmol) lisdttiin ja seosta sekoitettiin 4
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tuntia. Reaktioliuos laimennettiin sitten etyyliasetaatil-
la (250 ml), pestiin vedelld (2 x 100 ml) ja suolavedelld
(50 ml) ja kuivattiin sitten natriumsulfaatilla. Otsikon
yhdiste puhdistettiin flash-kromatografiassa, ajoliuoksena
60-prosenttinen etyyliasetaatti heksaanissa, 92-prosentti-
sella saannolla.

Esimerkki 26

3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-atsidi-5"'-deoksi-~

tymidiinin valmistus

3'-0-t~butyylidimetyylisilyyli-5'-jodi-5"'-deoksity-
midiinin (10,8 g, 20 mmol) sekoitettuun liuokseen, joka
0li valmistettu esimerkin 25 menetelmé&n mukaisesti, Kkui-
vassa DMF:ssd (50 ml) lisédttiin natriumatsidia (3,9 g,
60 mmol) ja seosta Kuumennettiin 0 °C:n lampétilassa 12
tuntia. Sitten reaktioseos laimennettiin etyyliasetaatilla
(200 ml), pestiin vedelld (2 x 50 ml) ja suolavedellad
(50 ml) ja sitten kuivattiin natriumsulfaatilla. Otsikon
vhdiste puhdistettiin flash-kromatografiassa, ajoliuoksena
50-prosenttinen etyyliasetaatti heksaanissa, 90-prosentti-
sella saannolla.

Esimerkki 27

3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-amino-5'-deok-

sitymidiini

Tymidiiniatsidin (5,0 g, 13,1 mmol), joka oli val-
mistettu esimerkin 26 menetelmdn mukaisesti, sekoitettuun
liuokseen MeOH:ssa liséttiin 200 mg 10-prosenttista Pd-
C:td typpi-ilmakehdssd. Typpikaasu imettiin sitten pois ja
korvattiin vedylld. Pois imemisen ja korvaamisen menet-
tely toistettiin kahdesti ja sekoitusta jatkettiin yhden
vety-ilmakehén paineessa 12 tunnin ajan. Vety poistettiin
ja katalysaattori suodatettiin Celite-kerroksen 1l&dpi ja
liuotin poistettiin alipaineessa. Epdpuhdas tuote puhdis-
tettiin flash-kromatografiassa, ajoliuoksena 5 - 10 -pro-
senttinen MeOH CH,Cl,:ssa, jolloin saatiin otsikon yhdiste

85 - B7 -prosenttisella saannolla.
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Esimerkki 28

3'-atsido-3"'-deoksi-5'~0-dimetoksitrityylitymidii-

nin valmistus

3'-atsido-3'-deoksitymidiinin (2,67 g, 10 mmol)
sekoitettuun liuokseen kuivassa pyridiinissd (50 ml) 1li-
sdttiin 4-dimetyyliaminopyridiinia (61 mg, 0,5 mmol), tri-
etyyliamiinia (1,9 ml, 14 mmol) ja 4,4'-dimetoksitrityyli-
kloridia (4,1 g, 12 mmol) per&ttdisessd jarjestyksessa.
3 tunnin kuluttua lisdttiin vettd (30 ml) ja uutettiin
etyyliasetaatilla (250 ml). Orgaaninen faasi erotettiin,
pestiin suclavedelld (50 ml) ja kuivattiin natriumsul-
faatilla. Otsikon yhdiste puhdistettiin flash-kromatogra-
fiassa, ajoliuoksena 5-prosenttinen metanoli metyleeni-
kloridissa, 80 -~ B5 -prosenttisella saannolla.

Esimerkki 29

3'-amino-3'-deoksi-5"'-0~dimetoksitrityylitymidiinin

valmistus

Tymidiiniatsidin (3,99 g, 40 mmol), joka oli wval-
mistettu esimerkin 28 menetelmdn mukaisesti, sekoitettuun
liuokseen MeOH:ssa lis&ttiin 200 mg 10-prosenttista Pd-
C:té argonilmakehdssd. Argonkaasu poistettiin alipaineella
ja vety tuotiin. Ta&md menettely toistettiin kahdesti ja
sekoitusta jatkettiin 1 vetyilmakeh&n paineessa 12 tunnin
ajan. Vety poistettiin ja katalysaattori suodatettiin Ce-
lite~-kerroksen 1l8pi ja liuotin poistettiin alipaineella.
Epdpuhdas tuote puhdistettiin flash-kromatografiassa, ajo-
liuoksena S-prosenttinen MeOH metyleenikloridissa, jolloin
saatiin otsikon yhdiste 90 - 93 -prosenttisella saannolla.

"M NMR (300 MHz, CDCl,) &6 7,61 (s, 1 H), 7,60 - 7,21
(m, 1 H), 6,83 - 6,87 (m, 3 H), 6,85 (t, J=8,5 Hz, 1 H),
3,80 (s, 6 H), 3,81 - 3,73 (m, 2 H), 3,53 - 3,49 (m, 1 H),
3,38 - 3,33 (m, 1 H), 2,36 ~ 2,33 (m, 1 H), 2,25 - 2,20
(m, 1 H), 1,51 (s, 3 H); IR puhdas gamma-max 3020, 2962,
1697, 1605, 1512, 1246, 1030 cm™.
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Esimerkki 30
5-0'-dimetoksitrityyli-3-0'-t-butyylidimetyylisi-
lyylitymidiini
Dimetoksitrityylitymidiini (5,0 g, 9,2 mmol) ja
imidatsoli (1,2 g, 18,4 mmol) liuotettiin 15 ml:aan vede-
t&ntd dimetyyliformamidia (DMF) ja lis&ttiin tert-butyyli-
dimetyylisilyylikloridiin (1,7 g, 11,5 mmol). Reaktioseos-
ta sekoitettiin 4 tunnin ajan huoneenlampétilassa, laimen-
nettiin etyyliasetaatilla ja pestiin vedelld, kylléisella
natriumkloridilla ja kuivattiin natriumsulfaatilla. Otsi-
kon yhdisteests saatiin kvantitatiivinen saanto.
Esimerkki 31
3'-0-t-butyylidimetyylisilyylitymidiini
5'-0O-dimetoksitrityyli-3'~0O-t-butyylidimetyylisi-~
lyylitymidiini, joka oli valmistettu esimerkin 30 menetel-
man mukaisesti (0,7 g, 1,1 mmol) k&siteltiin 1 tunnin ajan
huoneenlampttilassa 13 ml:lla trikloorietikkahapon 3-pro-
senttista liuosta metyleenikloridissa. Reaktioseos neutra-
loitiin sitten 5-prosenttisella (w/v) natriumbikarbonaat-
tiliuoksella. Orgaaninen kerros Kuivattiin natriumsulfaa-
tilla. Otsikon yhdiste puhdistettiin flash-kromatografias-
sa, ajoliuocksena 0 - 30 -prosenttinen etyyliasetaattigra-
dientti metyleenikloridissa. Reaktion saanto oli 85 %.
Esimerkki 32
3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-karbetoksimety-
leeni~5"'-deoksitymidiini
Kuivaan, hyvin sekoitettuun metyleenikloridiliuok-
seen (-78 °C) 1lisdttiin oksalyylikloridia (33,0 mmol,
2,88 ml), jota seurasi DMSQ:n tipoittainen lisays
(3,12 ml, 44 mmol). 10 minuutin kuluttua tymidiinialkoholi
(5,6 g, 15,7 mmol), joka oli valmistettu esimerkin 31 me-
netelmdn mukaisesti, lisdttiin 20,0 ml:ssa CH,Cl,:ta ti-
poittain 2 minuutin aikana ja sekoitusta jatkettiin vieléd
45 minuuttia. Et,N (8,1 ml, 58,1 mmol) lis&ttiin ja sekoi-

tusta jatkettiin vield 30 minuuttia. Reaktioseos tuotiin
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sitten -23 °C:een lampdtilaan 30 minuutin ajanjakson aika-
na. Sitten lis&dttiin karbetoksimetyleenitrifenyylifosfo-
raani (10,94 g, 31,4 mmol) ja reaktioseosta sekoitettiin
12 tunnin ajan huoneenlampédtilassa. Reaktioseos laimennet-
tiin sitten vedelld (2 x 125 ml) ja suolavedelld (50 ml)
ja kuivattiin (Na,S0,). Ep&puhdas tuote puhdistettiin
flash-kromatografiassa, ajoliuoksena 20-prosenttinen etyy-
liasetaatti - heksaani - 40-prosenttinen etyyliasetaatti -
heksaani, jolloin saatiin otsikon yhdisteen sekd cis-
ettd trans-isomeerit suhteella 3:1. Yhdistetty saanto oli
noin 72 - 76 %.

Tulokset trans-yhdisteelle. IR (puhdas) gamma-max
3205, 3180, 2982, 2964, 1698, 1490, 1274 cm™; 'H NMR (300
MHz, CDC1l,), & 7,04 (s, 1 H), 6,87 (ad, J=15,6 ja 5,4 Hz,
1 H), 6,23 (t, J=6,7 Hz, 1 H), 6,03 (dd4, J=15,6 ja 1,6 Hz,
1H), 4,33 ~ 4,28 (m, 1 H), 4,14 (g, J=71 Hz, 2 H), 4,16 -
4,12 (m, 1 H), 2,28 - 2,19 (m, 1 H), 2,09 - 1,98 (m, 1 H),
1,87 (s, 3 H), 1,23 (t, J=7,1 Hz, 3 H), 0,81 (s, 9 H),
0,01 (s, 6 H);

Laskettu C, H;,0,N,Si:1le; C, 56,58; H, 7,60; N, 6,60;

Havaittu: C, 56,36; H, 7,30; N, 6,60.

Esimerkki 33

3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-karbetoksimetyy-

1i-5'-deoksitymidiini

Tyydyttymattoman tymidiiniesterin (4,24 g, 10
mmol), joka oli valmistettu esimerkin 32 menetelmd&n mukai-
sesti, sekoitettuun liuokseen EtQOAc:ssa lis&ttiin 200 mg
10-prosenttista Pd-C:t&8 typpi-ilmakeh&ss&. Typpikaasu
poistettiin alipaineella ja vety tuotiin. T&md& menettely
toistettiin kahdesti ja sekoitusta jatkettiin yhden vety-
ilmakehdn paineessa 16 tunnin ajan. Sitten katalysaattori
suodatettiin Celite-kerroksen ldpi ja liuotin poistettiin
alipaineessa. Tuote kiteytettiin heksaanin ja etyyliase-
taatin seoksesta. Otsikon yhdiste saatiin 95-prosenttisel-

la saannolla.
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IR (puhdas) yYmax 3180, 2925, 2950, 1696, 1486,
1260, 1240 cm™; 'H NMR (300 MHz, CDCl,) & 7,20 (s, 1 H),
6,11 (t, 6,6=Hz, 1 H), 4,07 (g, J=7,1 Hz, 2 H), 4,03 -
3,98 (m, 1 H), 3,73 - 7,69 (m, 1 H), 2,51 - 2,32 (m, 2 H),
2,24 - 2,15 (m, 1 H), 1,18 (t, J=7,1 Hz, 3H), 0,81 (s,
9H), 0,01 (s, 6H).

Laskettu analyysi C, H;,O(N,Si:lle:

C, 56,31; H, 8,03; N, 6,57

Havaittu: C, 55,91; H, 7,74; N, 6,50.

Esimerkki 34

3'-0-t-butyylidimetyylisilyyli-5'-deoksi-tymid-5-

yyli-asetaldehydin valmistus

Tymidiiniesterin (3,41 g, 8 mmol), joka oli val-
mistettu esimerkin 33 mukaisesti, sekoitettuun liuokseen
60 ml:ssa Kkuivaa CH,Cl,:ta (-78 °C) 1lis&ttiin DiBAL-H
(16,4 ml, 1,0-molaarinen liuos heksaanissa, 16,4 mmol)
tipoittain 3 minuutin ajan. 20 minuutin kuluttua reak-
tioseos laimennettiin 300 ml:1lla EtOAc:td8 ja pestiin kah-
desti 50 ml:1la kyll&istd natriumkaliumtratraattiliuosta.
Orgaaninen faasi pestiin suolavedelld (25 ml) ja kuivat-
tiin (Na,S0,). Otsikon yhdiste puhdistettiin flash-kromato-
grafiassa, ajoliuoksena 50 % - 70 % etyyliasetaatti - hek-
saani, 85 - 87 -prosenttisella saannolla.

Esimerkki 35

Sellaisen deoksitymidiinidimeerin valmistus, jossa

on nukleosidien vdlinen 3'-C-C-N-5' sidos (kuvio 3)

35a. Esimerkistd 27 perdisin olevan tymidiiniamii-
nin (1,07 g, 3 mmol) ja esimerkistd 22 perdisin olevan
tymidiinialdehydin (1,38 g, 3,6 mmol) sekoitettuun liuok-
seen, jossa oli 50 ml etanolia ja 10 ml puskurin vesi-
livosta (pH = 5,5, NaH,PO,-NaOH) lisdttiin NaCNBH;-liuos
THF:ssd8 (12 ml, 1,0-molaarinen liuos THF:ssd, 12 mmol)
tipoittain 5 °C:een l&mpdtilassa 1 tunnin aikana. Reaktio-
seosta sekoitettiin vield 4 tuntia ja laimennettiin

2,50 ml:1lla etyyliasetaattia. Reaktioseos pestiin vedelléa
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(2 x 40 ml) ja suolavedelld (25 ml) ja kuivattiin (Na,SO,).
Yhdiste 1 (kuvio 6) puhdistettiin flash-kromatografiassa
eluoimalla ensin etyyliasetaatilla, jota seurasi 5 -
8 -prosenttinen MeOH-CH,Cl, 62 ~ 64 -prosenttisella saan-
nolla.

'H NMR (300 MHz, CDCl,) & 7,60 (s, 1 H), 7,19 (s, 1
H), 6,18 (t, J = 6,6 Hz, 1 H), 6,08 (t, J=3,9 Hz, 1 H),
4,29 - 4,23 (m, 1 H), 4,15 - 3,98 (m, 1 H), 3,92 - 1,85
(m, 1 H), 3,70 - 3,78 (m, 2 H), 2,95 - 2,87 (m, 1 H),
2,84 - 2,66 (m, 3 H), 2,35 - 2,05 (m, 5H), 1,94 (s, 3 H),
1,93 (s, 3 H), 1,80 - 1,63 (m, 1 H), 1,55 - 1,45 (m, 1 H),
0,93 (s, 9 H), 0,69 (s, 9 H), 0,11 (s, 6 H), 0,07 (s,
6 H).

35b. Yhdiste 1 (kuvio 6) (166 mg, 0,23 mmol) lis&t-
tiin trifluoriétikkahappoanhydridin (0,32 ml, 2,3 mmol) ja
trietyyliamiinin (0,64 ml, 4,6 mmol) sekoitettuun liuok-
seen CH,Cl,:ssa (5,0 ml). 2 tunnin kuluttua reaktioseos
sammutettiin NaHCO,:n vesiliuoksella (5,0 ml) ja laimennet-
tiin EtOAc:114 (25 ml). Orgaaninen faasi pestiin vedellé&
(2 x 10 ml), suolavedelld (5 ml) ja kuivattiin (Na,S0,).
Yhdiste 2 (kuvio 6) puhdistettiin flash-kromatografiassa,
ajoliuoksena 7-prosenttinen MeOH CH,Cl,:ssa, 91 -~ 93 -pro-
senttisella saannolla.

35c. Yhdisteen 2 (164 mg, 0,2 mmol) sekoitettuun
liuokseen THF:ssd (4,0 ml) lis&ttiin tetrabutyyliammonium-
fluoridi (0,8 mmol) 0 °C:een lampdtilassa. 2 tunnin kulut-
tua liuotin haihdutettiin ja yhdiste 3 (kuvio 6) puhdis-
tettiin flash-kromatografialla, ajoliuoksena 5-prosent-
tinen - 8-prosenttinen MeOH CH,Cl,:ssa, 90-prosenttisella
saannolla.

35d. Yhdisteen 3 (151 mg, 0,26 mmol) sekoitettuun
liuokseen kuivassa pyridiinissd (3,0 ml) lis&ttiin 4, 4-
dimetyyliaminopyridiini (1,6 mg, 0,0128 mmol) ja trietyy-
liamiini (0,057 ml, 0,42 mmol). 5 minuutin jdlkeen lisat-

tiin dimetoksitrityylikloridi (121 mg, 0,358 mmol) ja se-
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koittamista jatkettiin. 2 tunnin kuluttua reaktioseos lai-
mennettiin etyyliasetaatilla (25 ml) ja pestiin vedelld
(2 x 10 ml), suolavedelld (5 ml) ja kuivattiin (Na,SO,).
Epdpuhdas tuote puhdistettiin flash-kromatografialla, ajo-
liuoksena 7-prosenttinen MeOH CH,Cl,:ssa, jolloin saatiin
yhdiste 4 (kuvio 3) B5 - 87 -prosenttisella saannolla.

35%5e. Kuiva di-isopropyylietyyliamiini (0,15 ml,
0,67 mmol) lisdttiin yhdisteeseen 4 (150 mg, 0,168 mmol),
jota seurasi kuiva CH,Cl, (0,5 ml). Sitten pulloa ravistel-
tiin alkoholin liuottamiseksi ja 2-syaanietyyli-N,N-di-
isopropyylikloorifosforamidiitti (0,056 ml, 0,25 mmol)
lisdttiin 20 sekunnin aikana. 45 minuutin kuluttua reak-
tioseos sammutettiin CH,0OH:1la (1,0 ml), laimennettiin EtO-
Ac:1lla (50 ml) ja Et,N:118 (1,0 ml), pestiin K,CO,:n 10-pro-
senttisella vesiliuoksella (2 x 5,0 ml), jota seurasi suo-
lavesi (5,0 ml) ja kuivattiin (Na,$0,). Epdpuhdas tuote
puhdistettiin flash-kromatografiassa, ajoliuoksena EtOAc,
jolloin saatiin yhdiste 5 (kuvio 6) 70 - 75 -prosenttisel-
la saannoclla.

Esimerkki 36

Sellaisen deoksitymidiinidimeerin valmistus, jossa

on nukleosidien vdlinen 3'-N-C-C-"5' sidos

(Kuvio 4)

36a. Esimerkin 29 amiinin (2,72 g, 5 mmol) ja esi-
merkin 34 aldehydin (2,29 g, 6 mmol) sekoitettuun liuok-
seen, jossa oli 50 ml etanolia ja 10 ml puskurin vesi-
livosta (pH = 5,5, NaH,PO,-NaOH), lisdttiin tipoittain
NaCNBH;-liuos THF:ss8 (12 ml, 1,0-molaarinen ljiuos THF:ssé&,
12 mmol) 5 °C:een lampdtilassa 1 tunnin aikana. Reaktio-
seosta sekoitettiin vield 4 tuntia ja laimennettiin
2,50 ml:1lla etyyliasetaattia. Reaktioseos pestiin vedella
(2 x 60 ml) ja suolavedellsd ja kuivattiin (Na,$0,). Yhdiste
1 (kuvio 7) puhdistettiin flash-kromatografiassa eluoimal-

la ensin etyyliasetaatilla, jota seurasi 5-prosenttinen
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MeOH-CH,Cl,. Yhdiste 1 (kuvio 7) saatiin 72 - 74 -prosent-
tisella saannolla.

'H NMR (300 MHz, CDCl1l,) &6 7,56 (m, 1 H), 7,36 - 7,34
(m, 2 H), 7,29 - 7,15 (m, 8 H), 7,03 (s, 1 H), 6,77 (m, 3
H), 6,20 (t, J=6,0 Hz, 1 H), 6,08 (t, J=6,7 Hz, 1 H),
4,01 - 3,97 (m, 2H), 3,84-3,72 (m, 1 H), 3,72 (s, 6 H),
3,71 -3,63 (m, 1 H), 3,48 - 3,32 (m, 2 H), 3,30 - 3,22 (m,
1 H), 3,48 - 3,32 (m, 2 H), 3,30 - 3,22 (m, 1 H), 7,52 (m,
2H), 2,27 - 2,14 (m, 3 H), 2,08 - 1,97 (m, 1 H), 1,83 (s,
3 H), 1,67 - 1,48 (m, 3 H), 1,43 (s, 3 H), 1,22 - 1,15 (m,
1 H), 0,82 (s, 9 H), 0,01 (s, 6 H).

36b. Yhdiste 1 (kuvio 7) (210 mg, 0,23 mmol) lis&t-
tiin trifluorietikkahappoanhydridin (0,32 ml, 2,3 mmol) ja
trietyyliamiinin (0,64 ml, 4,6 mmol) sekoitettuun liuok-
seen CH,Cl,:ssa (5,0 ml). 2 tunnin kuluttua reaktioseos
sammutettiin NaHCO,:n vesiliuoksella (5,0 ml) ja laimennet-
tiin EtOAc:11d (25 ml). Orgaaninen faasi pestiin vedelld
(2 x 10 ml), suolavedelld (5 ml) ja kuivattiin (Na,SO,).
Yhdiste 2 (kuvio 7) puhdistettiin flash-kromatografiassa,
ajoliucksena 7-prosenttinen MeOH CH,Cl,:ssa. Yhdiste 2 saa-
tiin 89 - 91 -prosenttisella saannolla.

36c. Yhdisteen 2 (180 mg, 0,2 mmol) sekoitettuun
liuokseen THF:ssd (4,0 ml) lis&dttiin tetrabutyyliammonium-
fluoridi (0,4 ml, 1,0-molaarinen liuos THF:ssd, 0,4 mmol)
0 °C:een léampdtilassa. 2 tunnin kuluttua liuotin haihdu-
tettiin ja tuote puhdistettiin flash-kromatografiassa li-
sdantynyttd polaarisuutta kayttden, ajoliuoksena 5-pro-
senttinen - 8-prosenttinen MeOH CH,Cl,:ssa, jolloin saatiin
vyhdiste 3 (kuvio 7) 89-prosenttisella saannolla.

36d. Kuiva di-isopropyylietyyliamiini (0,15 ml,
0,67 mmol) lis&ttiin yhdisteeseen 3 (150 mg, 0,168 mmol),
jota seurasi kuivan CH,Cl,:n lisdys (0,5 ml). Sitten pulloa
ravisteltiin alkoholin liuottamiseksi ja 2-syaanietyyli-
N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiitti (0,056 ml, 0,25

mmol) lisdttiin 20 sekunnin aikana. 45 minuutin kuluttua
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reaktioseos sammutettiin CH,0OH:1la (0,1 ml), laimennettiin
EtOAc:1la (50 ml) ja Et,N:118 (1,0 ml), pestiin K,CO;:n
10-prosenttisella vesiliuoksella (2 x 5,0 ml) ja suolave-
della (5,0 ml) ja kuivattiin (Na,50,). Tuote puhdistettiin
flash-kromatografiassa, ajoliuoksena EtOAc, jolloin saa-
tiin yhdiste 4 70 - 75 -prosenttisella saannolla.
Esimerkki 37
Sellaisten deoksitymidiinioligomeerien, jotka si-
sdltdvidt nukleosidien védlisen 3'-N-C-C-5’'-sidok-
sen, synteesi
Tymidiinidimeeri-fosforamidiittiyhdisteitd, jotka
0li tuotettu vaiheissa a - d ylla, kaytettiin modifioidus-
sa Kkiintedn faasin fosforamidiittisynteesimenetelmdssa,

jotta saataisiin aikaan taulukon 2 oligonukleosidisekvens-

sit.
Taulukko 2
Sekvenssi Viitekoodi
5' TpTpTPpTpTPTPTPTP[TNT]PT 3! 4
5' TpTpTpTpTp(TnT]pTpTpTpT 3' 5
5! [TnT]pTpPTPTPTPTPTPTPTPT 3' 6

T=tymidiini

0
!
pP= -O-T-O-
o°
n= 3'~N-C~C-5"

Oligonukleotidisekvenssit syntetisoitiin 3'-pddstd 5'-pids-
han.
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Alkuvaihe o0li 5'-dimetoksitrityylideoksitymidiinin
kiinnittdminen CPG-Kantajaan 3'-sukkinaattisidoksella.
Kiinnitetyn tymidiinin 5'-0-dimetoksitrityyliryhmd saatet-
tiin reagoimaan trikloorietikkahapon kanssa 5'-hydroksyy-
liryhmdn suojauksen poistamiseksi.

Ketjun pidentdminen jatkui sitten standardinomai-
silla toisiaan seuraavilla vaiheilla: suojauksen poisto,
aktivointi, "cap"-rakenteen lisdys ja hapetus, silld modi-
fikaatiolla ettd aktivaatiovaiheen aikana ketjuun lis&t-
tiin haluttaessa -N-C-C-kytketty tymidiinidimeeri, joka
oli valmistettu esimerkkien 30-37 menetelmien mukaisesti.

Ketjun kokoamisen lopussa tymidiinioligomeerit
poistettiin CPG-kantajasta vakevdllsd ammoniumhydroksidil-
la. Liuosta kdsiteltiin sitten edelleen 55 *C:een lampoti-
lagssa 8 - 15 tunnin ajan emdsten eksosyklisten amiinien
kaikkien suojausryhmien poistamiseksi.

Esimerkki 38

Tetraetyleeniglykolipddtteisen anti-Ras-onkogeeni-

DNA:n valmistaminen

38a. Dimetoksitrityylitetraetyleeniglykolin

(DMTTEG) valmistus

Tetraetyleeniglykolia (TEG) sekoitettiin ylimd&rin
(noin 100 ml) noin 7 ml:aan Hunigin emdstd (5,1 g; 40 mil-
limoolia) pybredpohjaisessa pullossa. Noin 3,08 g (10 mil-
limoolia) dimetoksitrityylikloridia (DMTC1l) lis&ttiin TEG-
seokseen ja DMTCl-TEG-seos pidettiin jatkuvasti sekoittaen
huoneenléampétilassa (noin 25 °C) noin 8 - 12 tunnin ajan
DMTTEG:n muodostamiseksi.

38b. Dimetoksitrityylitetraetyleeniglykolisyaani-

fosfiinin (DMTTEGCP) valmistus

Kuusi grammaa DMTTEG:td vaiheesta a) sekoitettiin
20 ml:aan kuivaa dikloorimetaania. Noin 6,2 ml Hunigin
emdstd lisdttiin seokseen, mitd seurasi kloorifosfiinis-
eoksen tipoittainen additio, jolloin muodostui DMTTEGCP:-

ta. Kloorifosfiiniseos valmistettiin liuottamalla 1,67 g
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2~gyaanietyyli-N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiittia 5
ml:aan kuivaa dikloorimetaania.

38c. TEG-pddtteisen anti-RAS-onkogeeni-DNA:n val-

mistus

Taulukon 3 oligonukleotidit valmistettiin modifioi-
dun kiinte#n faasin fosforamidiittimenetelm&n mukaisesti.
GAIT, ylld. Oligodeoksinukleotidit syntetoitiin 3' - 5°

-suuntaan.

Taulukko 3
Sekvenssi Viitekoodi

5' X GGA GCT GGT GGC GTA X (A) 3° 7

5! XX GGA GCT GGT GGC GTA XX (A) 3°

5' X CCT CGA CCA CCG CAT X (A) 3¢

5! XX CCT CGA CCA CCG CAT XX (A) 3' 10
51 CCT CGA CCA CCG CAT 3! 11

X on TEG

A, C, G ja T edustavat deoksinukleotideja adenyyli, syti-
dyyli, guanidyyli- ja vastaavasti tymidyylihapot.

Joko nukleosidiadenosiini (7, 8, 9, 10) tai tymi-
diini (11) kiinnitettiin kiinte&&n CPG-kantajaan kdytta-
mdlld sukkinaattisidosta. GAIT, yll&. 1ll:n synteesi jat-
kui standardinomaisten kiintedn faasin fosforamidiitti-
menetelmien mukaisesti. Sekvensseissd 7, 8, 9 ja 10 syn-
teesi eteni modifioidun fosforamidiittimenetelm#n mukai-
sesti. Kiinnitetyn adenosiininukleosidin 5'-hydroksyyli-
ryhm& saatettiin reagoimaan trikloorietikkahapon kanssa,
jotta O5'-hydroksyyliryhmdn suojaus saatiin poistettua.
Tdman suojauksen poiston jdlkeen kiinnitetty adenosiini-
nukleosidi saatettiin reagoimaan aktivoivan agenssin, tet-
ratsolin ja DMTTEGCP:t4d sis#dltédvin fosforamidiittireagens-

sin kanssa, joka oli valmistettu vaiheiden a ja b mukais-
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ten menetelmien avulla yllda. Aktivaatiovaihetta seurasi
reagoimattomien 5'-hydroksyyliryhmien "cap"-rakenteen muo-
dostaminen etikkahappoanhydridilld ja N-metyyli-imidat-
solilla. Fosforisidos hapetettiin sitten jodilla standar-
dinomaisilla menetelmilli,

Sekvensseissd 8 ja 10, jotka sisadlsivdt kaksi TEG-
tdhdettd, suojauksen poisto-, aktivointi-, "cap"-rakenteen
lisdys- ja hapetusvaiheet toistettiin kuten yll&d on kuvat-
tu. Ketjun pidentdminen eteni perédttdisilld suojauksen
poisteo-, aktivointi-, "cap'"-rakenteen lisdys- ja hapetus-
vaiheilla, kuten yl11d on kuvattu, silld modifikaatiolla
ettd haluttu nukleosidifosforamidiittireagenssi substi-
tuoitiin DMTTEGCP:11d aktivointivaiheen aikana. Viimeisen
halutun nukleosidin lis&amisen j&lkeen joko yksi tai kaksi
TEG-tdhdettd kiinnitettiin 5'-padhén tavalla, joka oli
analoginen TEG:n kiinnittédmiselle 3'-p&d&hén.

Ketjun kokoamisen lopussa DNA-juoste poistettiin
CPG~kantajasta konsentroidulla ammoniumhydroksidilla.
Liuvosta Kkésiteltiin sitten vield 55 °C:een lémpdtilassa
8 - 15 tuntia kaikkien suojausryhmien poistamiseksi emés-
ten eksosyklisistd amiineista.

Esimerkki 39

Heksaetyleeniglykoli (HEG) -pédédtteisen anti-RAS-

onkogeeni-DNA:n valmistaminen

Heksaetyleeniglykoli (HEG) -p#d&dtteinen anti-RAS-
onkogeeni-DNA valmistettiin esimerkin 38 menetelmien mu-
kaisesti. HEG saatettiin reagoimaan DMTCl:n kanssa, jol-
loin muodostui DMTHEG. DMTHEG saatettiin sitten reagoimaan
syaanifosfiiniyhdisteen kanssa, jolloin muodostui
DMTHEGCP, jota kaytettiin esimerkin 38c) mukaisessa modi-
fioidun kiintedn faasin fosforamidiittisynteesimenetelmés-
sd, jolloin muodostui HEG-padtteistd anti-RAS-onkogeeni-
DNA:ta. Naiden oligonukleotidien sekvenssit esitet&sn seu-

raavassa taulukossa 4.
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Taulukko 4

Sekvenssi

5' X GGA GCT GGT GGC GTA X (A)3'
5' XX GGA GCT GGT GGC GTA XX (A)3'
5' X CCT CGA CCA CCG CAT X (A)3!
51 XX CCT CGA CCA CCG CAT XX (A)3'
5' CCT CGA CCA CCG CAT 3°

X on HEG

A, C, G ja T edustavat deoksinukleotideja adenyyli, syti-
dyyli, guanidyyli- ja vastaavasti tymidyylihapot.

Esimerkki 40

TAG-piidtteisen anti-RAS-onkogeeni-DNA:n nukleaasi-

resistenssi

Taulukon 4 oligonukleotidit liuotettiin veteen.
DNA-konsentraatiot madritettiin sitten mittaamalla néyt-
teiden absorbanssi 260 nm:n aallonpituudella (Perkin Elmer
Lambda 4C spektrofotometrilld huoneenldmmdsssd) ja kayt-
tédm&lla laskettuja ekstinktiokertoimia [Cantorin ja War-
sawin menetelmd, CRC Handbook of Biochemistry and Molecu-

lar Biology, 3. painos, vol. 1, CRC Press, sivu 589
(1985)].

Oligonukleotideja inkuboitiin 2 tuntia 37 °C:een
lampbtilassa kokonaisjuostekonsentraationa 6 - 7 pM solu-
viljelyelatusaineessa, joka sisslsi RPMI 1640:&4, joka oli
20-millimolaarinen N-(2-hydroksietyyli)-piperatsiini-N'-
(2-etaanisulfonihapon) suhteen, pH 7,4, ja 10-prosenttinen
vasikan sikién seerumin (FCS) suhteen (GIBCO Laboratories,
Grand Island, NY). FCS inaktivoitiin ldammolld 56 °C:een
l8mpdtilassa 0,5 tunnin ajan ennen kayttdd. Naytteet si-
joitettiin sitten j&dille ja proteiinit poistettiin kayt-
t&mdlla viittd uuttoa 24:1 kloroformi:isocamyylialkoholis-

sa. Ndytteet varastoitiin joko pakastettuna -20 °C:een
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ldampé&tilassa tai ladattiin heti j&ahdytettyyn (4 °C) WISP
(Waters) HPLC-autoinjektoriin.

Oligonukleotidien hydrolysoituminen kvantitoitiin
mddrittdmdlld l8htoyhdisteen katoamisen mddrd. Oligonuk-
leotidit (reaktioseoksesta) erotettiin LKB Ultrachrome
GTi -kaksipumppuisella kromatografiajérjestelm&lld, joka
0li varustettu kiintedn aallonpituuden detektorilla
(260 nm) ja piirtdvallsd integraattorilla, kdyttdmdlls
(Watersin) GenPak-anioninvaihtopylvdstd, joka oli tasapai-
notettu puskurissa A (1 mM EDTA; 15 mM natriumfosfaatti,
pH 8,5). Pylvddn lampodtila pidettiin 60 °C:ssa kayttdm&lla
Watersin pylvdsuunia. Kdytettiin viidenkymmenen mikrolit-
ran ndytteen injektiotilavuuksia. Oligonukleotidit eluoi-
tiin k&ytt&m#8lld lineaarista gradienttia 0 - 100 % pus-
kuria B (puskuri A, joka oli 0,5-molaarinen NaCl:n suh-
teen) 60 minuutin ajan. Puskurin virtausnopeus oli
1 ml/min.

Sen jalkeen kun oli inkuboitu (2 h) vasikan sikién
seerumin yhteydessd olevan eksonukleaasin l&asndollessa,
yhdisteiden 7 tai 10 hajoamista ei havaittu (taulukko 5,
katso p&&piikin hajoamisen prosenttiosuus). Samanlaisen
inkubaatiovaiheen aikana 87,0 % ja 82,1 % 9:std ja vas-
taavasti B:sta s8ilyi. Vertailun vuoksi vain 24,7 % oligo-

meeristd 11 s8ilyi saman inkubaatioajan j&lkeen.

Taulukko 5

N3ytteen Alue- Alue- Hajoamis-%
tunnus pddpiikki/ padpiikki pidpiikki
0.0 min 2.0 t
7 0.2325 0.3663 0,0
9 0.3744 0.3258 13,0
8 0.2164 0.1777 17,9
10 0.3642 0.3697 0,0
11 1.2861 0.3177 75,3
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Kaikki nelj& TEG-oligomeerid kykenivdt vastustamaan
FCS:88n liittyvien eksonukleaasien ailkaansaamaa hydroly-
soitumista. bis-diTEG-oligomeerit (7 ja 10) wvaikuttivat
olevan t&ysin hydrolyysiresistenttejd. TEG-derivatisoidut
oligodeoksinukleotidit edustavat merkittavid parannuksia
modifioimattomiin yhdisteisiin verraten eksonukleaasire-
sistenssin kannalta.

Esimerkki 41

TEG-antisense-oligomeerien kyky estdd8 proteiini-

ekspressiota ja ihmisen kasvainsolulinjojen kasvua

ja perifeerisen veren lymfosyyttien PHA-stimulaa-
tiota

Muut (Heikkila, R. ym., Nature, 328:445-449, 1987)
ovat osoittaneet, ettd modifioimattomat antisense-oligo-
nukleotidit, jotka on suunnattu c-myc-onkogeenin initiaa-
tiokodonialuetta kohtaan, kykenivdt estdmidsn c-myc-prote-
iinin ekspressiota PHA-stimuloiduissa perifeerisen veren
lymfosyyteissd (PBL), mikd& johti siihen ettd solut estyi-
vt etenemdstd solusyklin S-vaiheeseen. C-myc-suunnatun
antisense-DNA:n oscoitettiin my®s estdvdn ihmisen HL-60-
erytroleukemiasolujen kasvua in vitro (Wickstrom, E.L.
ym., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:1028-1032, 1988). Tau-

lukossa 6 esitetyt sekvenssit valmistettiin ja arvioitiin

esimerkkien 4la ja 41b mukaisilla menetelmilli.

Taulukko 6

5' AAC GTT GAG GGG CAT 3¢

5! XX AAC GTT GAG GGG CAT XX A 3!

(X = TEG)

4la. Vertaillaan miten (TEG:118) modifioitu ja ei-
modifioitu c-myc-antisense-DNA vaikuttaa PHA-stimuloitujen

PBL:ien etenemiseen solusyklin S-vaiheeseen.
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Ihmisen PBL:i8 stimuloitiin PHA:lla 48 tuntia tau-
lukon 6 "antisense'"-oligonukleotidisekvenssien ldsnd- tai
poissaollessa. Solusyklin S-vaiheessa olevan solupopulaa-
tion prosenttiosuus Kussakin k&sittelyryhmdssd kdsittele-
midttdmidn kontrolliin verrattuna mddritettiin standardin-

omaisilla virtaussytometrisilld tekniikoilla. Tulokset

esitetddn taulukossa 7.

Taulukko 7
Oligonukleotidi Konsen- % kontrollista
traatio S-faasi
(pM)
Ei 100
! GAG GGG CAT 3' a0 75 £ 6
P' AAC GTF 60 : 9 + 10
5! XX AAC GTT GAG GGG CAT XX A 3 gg 80 t< g

Tulokset osoittavat, ettd TEG:n l&sndolo sekd 3'-
ettd 5'-p&d&dssd8 ei muuta "antisense"-DNA:n inhiboivaa
vaikutusta.

41b. Vertaillaan miten (TEG:11l4) modifioitu ja mo-
difioimaton C-MYC-antisense-~DNA vaikuttaa C-MYC-proteiinin
ekspressioon MOLT-4 T-solu-leukemiasoluihin.

Asynkronisia, eksponentiaalisesti kasvavia Molt-4-
soluja inkuboitiin 8 tuntia c-myc:iin suunnatun antisense-
DNA:n ldsndollessa (60 uM) tai poissaollessa. Soluja in-
kuboitiin sitten 45 minuuttia S-metioniinin l&dsnaocllessa
ja c-myc-proteiinipitoisuus kvantitoitiin kayttamialla ra-
dioimmunopresipitaatiota c-myc-vasta-aineella. Tulokset

esitetdidn taulukossa 8.
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Taulukko 8

Oligonukleotidi Konsen- c-myc-
traatio proteiinin
(pM) vdhentymis-~
prosentti
Ei 0
5' AAC GTT GAG GGG CAT 3! 60 61,012,6
5' XX AAC GTT GAG GGG CAT XX A 3' 60 67,9 * 0,7

TEG:i8 sisdltdvd antisense-DNA oli hieman tehok-
kaampi kuin modifioimaton antisense-DNA.

41c. Vertaillaan miten (TEG:11d) modifioitu ja mo-
difioimaton c-myc-antisense-DNA vaikuttaa ihmisen CCRF-
CEM-T-solu-leukemiasolujen kasvuun in vitro.

Asynkronisia, eksponentiaalisesti kasvavia CCRF-
CEM-soluja inkuboitiin 48 tuntia antisense-DNA:n l&snd-
tai poissaollessa ja sitten solulukumddrdt médritettiin
kussakin késittelyryhmdssd. Sitten ma&dritettiin se an-
tisense-DNA:n konsentraatio, joka vaadittiin solujen kas-
vun inhiboimiseksi 50:114 prosentilla (IC,,). Sekd modi-
fioidulla ettd8 modifioimattomalla taulukon 5 antisense-
DNA:illa vaikutti olevan noin yht&suuret 40 pM:in (IC,)-
konsentraatiot.

Nd8m& tulokset osoittavat, ettd TEG:n l&dsniolo an-
tisense-DNA:n 3'- ja 5'-pHddsss el vaikuta sellaisen an-
tisense-DNA:n Kykyyn hybridisoitua kohdenukleiinihappojen

kanssa ja inhiboida niiden toimintaa.
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Esimerkki 42
Muita eksonukleaasistabiileja oligonukleotideja
Eksonukleaasistabiilit oligonukleotidit, jotka esi-

tetddn taulukossa 9, valmistettiin esimerkin 38 menetel-

3 mien mukaisesti.
Taulukko 9
5' XX A-ACG~TTG~AGG-GGC-ATX=XA 3!
10 XX GCC=CGC~CTC~GCT=CCC-CGC-CCX~-XA

XX GGG GCG GAG TTA GGG GCG GCG GGX XA
XX GGG-GAG=GAG~GGA-GGG-GAG-GGA=XXA
XX GGG-GAG~GTG~GGT~GGG=GAG-GGT-XXA
AAG GTT GAG GGG CAT XXA
X AA-CGT-TGA-GGG-GCA-TTX-A
XX TTC=GCT~-TAC~CAG-ACGT=XXA
XX GCG-GGA-GGC~TGC-TGG-XXA
15 XX GGA-GGC-TGC~TGG-AGC-XXA
XX CAA-GTT-CAT=~AGG-TGA-TTG-CTC-XXA
AL-CAC-TCC-TTT~-AGC~AAG-XXA
AL~-GAA-CGA~TTT~CCT-CAC-XXA
XX CTC-ACT~GCC~GCG~CAT-XXA
XX GGG-TCT-TCG~GGC~CAT=XXA
XX GTC-GAC-CGG-TTC=-CAT-XXA
XX TGT-AAC-TGC~-TAT<AAA~XXA
20 XX GTT~CCT-CCT~CTT~TAA-XXA
XX TAC-TGC-CTT~ATA-TTC-XXA
XX TAC~TGA-CTT-ATA-TTT-XXA
XX TTT-ATA-TTC=-AGT~CAT-XXA
XX TGG-GGA-GGG-TGG~GGA~GGG-TGG-GGA-AGG-XXA
XX CTT~ATA-TTC-CGT~CAT-XXA
XX TAA=CGC-CTA-TTC~TGC-XXA
XX CGT-CTT-ATC-CGC~AAT-XXA
25 XX TTG=-CTC-TCC-TCT~GTC~XXA
XX CTG-TCT-CCT~CTC~GTT=-XXA
XX ATC-TAC-TGG-CTC~CAT-XXA
XX TAC-CTC-GGT~CAT-CTA-~XXA
XX ACA-CCC~AAT-TCT~GAA~ATG-GXX-A
XX GGT-AAA-GTC-TTA-ACC-CAC-AXX-A
XX TAC-GGG~GAG-TTG~CAA-XXA

30 X on TEG

Kuten ammattimiehille on ilmeistd, voidaan tehdi
monla variaatioita ja modifikaatioita poikkeamatta t&amén
keksinndn hengests Jja suojapiiristi.

35
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Patenttivaatimukset

1. Menetelma terapeuttiseti kéyttdkelpoisen yhdis-
teen valmistamiseksi, joka sisdltdd oligonukleosidisek-
venssin, Jjoka sisaltdd 6 - 200 emdstd, ja Jossa on

kolmiatominen nukleosidien valinen sidos, jolla on kaava:
. -D-D-D-;

jossa kukin D on toisistaan riippumatta CHR tai NRS,
jossa R on toisistaan riippumatta vety, OH, SH tai NH,, ja
jossa R® on vety tai C;,-alkyyli, silll edellytykselld ettd
vain yksi D on NR®, tunnettu siitd, ettd

(A) oligonukleosidit, joita yhdist&d kolmiatominen
nukleosidien valinen sidos, syntetidoidaan niin, ettd nuk-
leosidit, joissa on aldehydi- ja ylidi-funktionaalisuuksia
3'- ja vastaavasti 6'-kohdissa, saatetaan reagoimaan Wit-
tigin olosuhteissa;

(B1l) oligonukleosidisekvenssit, joita yhdist&a kah-
den hiiliatomin ja yhden typpiatomin muodostama nuklecsi-
dien valinen sidos muotoa C-C-N, syntetisoidaan niin, ettéd
aldehydeja sisaltavat nukleosidit saatetan reagoimaan nuk-
leosidien kanssa, jotka sisaltdvat amiinifunktionaalisuuk-
sia, pelkistdvissd oloisgsa; tai

(B2) oligonukleosidit, joita yhdistda nukleosidien
valinen kahden hiili- ja yhden typpiatomin muodostama 1ii-
tos muotoa N-C-C, syntetiscidaan niin, ettd nukleosidit,
joissa on aldehydi- ja amiinifunktionaalisuuksia 3'- ja
vastaavasti 5'-kohdissa, saatetaan reagoimaan pelistdvissa
olosuhteissa;

ja nukleosididimeerit tai korkeammat oligomeerit
konjugoidaan, jolloin muodostuu oligonukleotideja, joilla
on mika tahansa haluttu pituus.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&,

tunnettu siitd, ettd valmistetaan yhdiste, jossa
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on alkyleeni-dioli jommassa kummassa paassa tal molemmissa
paissa.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelma,
tunnettu siita, etta alkyleeni-dioli on
tetraetyleeniglykoli tai heksaetyleeniglykoli.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siitda, ettda valmistetaan vhdiste, joka

sisadlt&d oligonukleosidisekvenssin, jolla on kaava:

jossa W on -D-D-D-, jossa kukin D on toisistaan
riippumatta CHR tai NR®, jossa R on toisistaan riippumatta
vety, OH, SH tai NH,, ja jossa R® on vety tai C,,-alkyvyli,
81113 edellytykselld ettd vain yksi D on NRS,

kukin W' on toisistaan riippumatta W tai

kukin R! on toisistaan riippumatta OH, SH, NR’R?,
jossa R? ja R?® ovat toisistaan riippumatta vety tai C, .-
alkyyli tai NHR*, jossa R* on C,.,-asyyli;
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kukin y on toisistaan riippumatta H tai OH;

kukin B on toisistaan riippumatta adeniini, syto-
giini, guaniini, tymiini, urasiili tai niiden modifikaa-
tiot;

j on kokonaisluku 1 - 200;

k on O tai kokonaisluku 1 - 197; ja

g on O tai kokonaisluku 1 - 197, silld edelly-
tykselld ettda summa j + k + g on 4 -~ 200.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siita, ettd valmistetaan yhdiste, joka
gisdltad oligonukleosidisekvenssgin, jossa on 6 - 200
emasta, ja jolla on kaava:

jossa kukin Z on toisistaan riippumatta R' tai

0 o)
Il I
R ([{CH)4Om -P- O)e([(CH),-0l,-P-O)r:

l | I l
RS o* R o°

jossa W on -D-D-D-, jossa kukin D on toisistaan
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riippumatta CHR tai NR®, jossa R on toisistaan riippumatta
vety, OH, SH tai NH,, ja R® on vety tai C,,-alkyyli, silla
edellytykselld ettd vain yksi D on NR®, kukin W' on

toisigtaan riippumatta W tai

kukin R' on toisistaan riippumatta OH, SH, NR°R3,
jossa R? ja R® ovat toisistaan riippumatta vety tai C, ,-
alkyyli tai NHR*, jossa R* on C,.,,-asyyli;

kukin R® on toisistaan riippumatta vety tai C, ,,-
alkyyli;

kukin y on toisistaan riippumatta H tai OH;

kukin B on toisistaan riippumatta adeniini, syto-
giini, guaniini, tymiini, urasiili tai niiden
modifikaatio; kukin e ja £ on toisistaan riippumatta
kokonaisluku 0 - 50, silld edellytyksella ettd ainakin e
ja £ on ainakin 1;

j on kokonaisluku 1 - 200;

k on O tai kokonaisluku 1 - 197; ja

kukin m ja n on toisistaan riippumatta kokonaisluku
1 - 200;

kukin p on toisistaan riippumatta 2 - 4; ja

q on O tai kokonaisluku 1 - 197, silléd edelly-
tykselld ettd summa j + K + g on 4 - 200.

6. Menetelmd, jolla voidaan estaa nukleaasin ai-
kaangaama yhdisteiden hajoaminen, t unne t t u siita,
etta: valmistetaan oligonukleosidisekvensseja, joissa on 6
- 200 emasta, ja joilla on kolmiatominen nukleosidien

valinen sidos, jolla on kaava:
-D-D-D-;

jossa kukin D on toisistaan riippumatta CHR tai NR®,
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jossa R on toisistaan riippumatta vety, OH, SH tai NH,, ja
R® on vety tai C, ,-alkyyli, silli edellytyksellid ettd vain
vksi D on NRE.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd,

tunnettu siitd, ettd oligonukleosidisekvensseilla
on kaava:

jossa W on -D-D-D-, jossa kukin D on toisistaan riippumat-
ta CHR tai NR®, jossa R on toigistaan riippumatta vety, OH,
SH tai NH,, ja R* on vety tai C(,,-alkyyli, silld
edellytykselld ettd vain yksi D on NRS;

kukin W' on toisistaan riippumatta W tai
o]

-Q=-P-0-;
1o

kukin R' on toisistaan riippumatta OH, SH, NR°R?,
jossa R®* ja R’ ovat toisistaan riippumatta vety tai C, -
alkyyli tai NHR*, jossa R* on C, ,,-asyyli;

kukin y on toisistaan riippumatta H tai OH;

kukin B on toisistaan riippumatta adeniini, syto-
giini, guaniini, tymiini, urasiili tai niiden modifikaa-
tiot;
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j on kokonaisluku 1 - 200;
k on O tai kokonaisluku 1 - 197; ja

@ on O tai kokonaisluku 1 - 197, s=illa edelly-
tykselld ettd summa j + k + q on 4 - 200.
5 8. Yhdiste, joka sisiltaa nukleosididimeerin, jolla
on kaava:
8 B
R 0
10 Y
B
w 0
Y
7
15 jossa W on -D-D-D-, jossa kukin D on toisistaan

riippumatta CHR tai NR®, jossa R on toisistaan riippumatta
vety, OH, SH tai NH,, ja R® on vety tai C, ,-alkyyli, silla
edellytykselld ettd vain yksi D on NR®;
kukin B on toisistaan riippumatta adeniini, syto-
20 siini, guaniini, tymiini, urasiili tai niiden modifikaa-
tiot;
R’ on OH, t-butyylidimetyylisilyylioksi tai fos-
foramidiitti;
R® on OH, suojausryhma tai t-butyylidimetyylisilyy-
25 lioksi; ja

kukin y on toisistaan riippumatta H tai OH.
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