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Epénormaali geenien séétely voi johtaa sairauksien syntyyn. Perinteisilld terapeuttisilla menetelmilld
tillaisiin sairauksiin vaikutetaan patogeenisten proteiinien tasolla. Néilld menetelmilld on kuitenkin
useita haasteita, minkd vuoksi katalyyttinen, sekvenssispesifinen vaikuttaminen RNA-tasolla on
osoittautunut potentiaaliseksi vaihtoehdoksi perinteisille, esimerkiksi pienmolekulaarisiin 1dikkeisiin
perustuville, menetelmille. Télld hetkelld laajimmin tutkitut terapeuttiset —menetelmat
sekvenssispesifiseen vaikuttamiseen RNA-tasolla ovat antisense-oligonukleotidit seké pienet hdiritsevét
RNA:t eli siRNA:t, mutta niiden terapeuttiseen kdyttoon liittyvien haasteiden vuoksi keinotekoiset
ribonukleaasit ovat osoittautuneet hyvinkin potentiaaliseksi vaihtoehdoksi.

Keinotekoiset ribonukleaasit katalysoivat RNA:n fosfodiesterisidosten hydrolyysid eli ne kykenevit
pilkkomaan kohde-RNA:ta. Keinotekoisissa ribonukleaaseissa katalyyttiseen osaan on liitetty
tunnistussekvenssi kohteen tunnistamista varten. Katalyyttisen osan toiminta perustuu usein
koordinoituneiden metalli-ionien happo/emésvuorovaikutukseen, mutta se voi myos olla puhtaasti
organokatalyyttinen. Terapeuttisten oligonukleotidien yhteiseni haasteena on kuitenkin heikko soluun
kulkeutuminen. Té&min wvuoksi niistd valmistetaan usein nanopartikkeleita tai konjugaatteja
soluspesifisten ligandien kanssa soluun oton tehostamiseksi.

Tamaén tutkimuksen tavoitteena oli syntetisoida RNA:n fosfodiesterisidoksien katkaisemista katalysoiva
polyoktavalentti arginiinilysiini-silseskvioksaanikuutio (COSS-lysiini-arginiini) ja tutkia sen
tehokkuutta organokatalyyttini sekd mahdollisena koordinaatiokompleksina Zn**-, Cu**- ja Pd**-ionien
kanssa. Seuraavaksi tavoitteena oli syntetisoida katalyytistd kaksi erilaista HER2-geenid spesifisesti
pilkkovaa pallonukleiinihappoa, eli organonanotsyymid. Nanotsyymit ovat yleinen nimitys
nanopartikulaarisille keinotekoisille entsyymeille. Organo puolestaan viittaa keinotekoisen entsyymin
organokatalyyttiseen toimintaan. Lisdksi tavoitteena oli selvittdd, miten tunnistussekvenssien
lisddminen katalyyttiin vaikuttaa kohde-RNA:n pilkkomisen tehokkuuteen.

Katalyytti sekd siitd muodostetut pallonukleiinihapot syntetisoitiin onnistuneesti. Katalyytin todettiin
toimivan tehokkaammin pelkkénd organokatalyyttind, minkd vuoksi sen kykyd katalysoida HER2-
geenin pilkkoutumista tutkittiin tarkemmin katalyytilld ilman metallia. Organokatalyytti osoittautui
hyvinkin tehokkaaksi HER2-geenin pilkkomisessa. Pallonukleiinihappojen synteesiin kaytettiin
rengasjénnitteistd alkyyni-atsidi sykloadditiota (SPAAC) bisyklononyyni(BCN)-modifioitujen 2’-O-
metyyli-RNA-juosteiden ja atsideilla modifioidun silseskvioksaanin vaililld. Pallonukleiinihappojen
kykya katalysoida HER2-geenin pilkkoutumista tarkasteltiin my0s pelkkind organokatalyytteina.

Pallonukleiinihappojen katalysoimat HER2-geenin hydrolyysireaktiot olivat huomattavasti hitaampia,
kuin pelkdlld organokatalyytilli. Komplementaaristen oligonukleotidijuosteiden lisddmisen
organokatalyyttiin oletettiin nopeuttavan reaktiota, minkd vuoksi selvitettiin, mistd kohdista HER2-
geeni pilkkoutuu katalyytin vaikutuksesta. Tulosten perusteella oli havaittavissa yksi selkéd
katkaisukohta, joka sijaitsee pallonukleiinihappojen sekd HER2-geenin muodostamien dupleksien
komplementaarisella  alueella, minkd vuoksi tunnistussekvenssien lisddminen  hidasti
hydrolyysireaktiota.

Tulosten perusteella syntetisoitu COSS-lysiini-arginiini -yhdiste on tehokas organokatalyytti, minka
vuoksi silld on potentiaalia moniin sovellutuksiin. Pallonukleiinihapot eivdt osoittaneet niin suurta
potentiaalia kohde-RNA:n pilkkomisessa, mutta tunnistussekvenssien optimoinnilla tuloksista voitaisiin
saada parempia.

Avainsanat: keinotekoiset ribonukleaasit, pallonukleiinihapot, polyoktavalentit silseskvioksaanikuutiot
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1 Johdanto

Perinteisissd terapeuttisissa menetelmissd sairauksiin, jotka johtuvat epdnormaalista geenien
sddtelystd, vaikutetaan patogeenisten proteiinien tasolla. Menetelmien haasteena on niiden
huono selektiivisyys, off-target -vaikutukset ja niiden aiheuttama toksisuus. Perinteisille
menetelmille potentiaalinen vaihtoehto on katalyyttinen, sekvenssispesifinen vaikuttamien
ribonukleiinihappojen (RNA) tasolla tehokkaamman ja selektiivisemmin hoidon

takaamiseksi.'

RNA:han kohdistuvia sekvenssispesifisid terapeuttisia oligonukleotideja, esimerkiksi
antisense-oligonukleotideja ja pienid hdiritsevid RNA:ita (siRNA), tutkitaan laajalti ja ne ovat
yhd  lupaavampia  kiytettdviiksi  hoitokeinona moniin  sairauksiin.>  Antisense-
oligonukleotiditien ja siRNA:iden toimintamekanismi RNA:n hajottamiseksi ja proteiinien
ilmentymisen hiljentdmiseksi edellyttdd solunsisdisten entsyymikompleksien, ribonukleaasi
H:n ja RNA-indusoidun hiljennyskompleksin (RISC-kompleksin, engl. RNA induced silencing
complex) toimintaa. Kummatkin entsyymikomplekseista osallistuvat solun normaaliin RNA:n
sddtelyyn, minkd vuoksi niiden védrvddminen johtaa haitallisiin sivuvaikutuksiin, kuten

onkogeenien ylisditelyyn.?

Téastd syystd keinotekoiset ribonukleaasit, jotka pystyvit
hajottamaan RNA:ta ilman solunsisdisten entsyymikompleksien toimintaa, olisivat

potentiaalinen vaihtoehto RNA:ta kohdistavaksi terapeuttiseksi menetelmiksi.*

Terapeuttisten oligonukleotidien kdyton haasteena on niiden heikko stabiilius solun nukleaaseja
kohtaan sekd epdsuotuisat fysikokemialliset ominaisuudet, jotka estdvit niiden tehokkaan
kulkeutumisen soluihin. °> Nanopartikkelien hyddyntiminen terapeuttisten oligonukleotidien
kuljetuksessa parantaa oligonukleotidien soluun kulkeutumista seki in vivo soveltuvuutta.®
Esimerkkind tdstd ovat nanopartikkelin ja oligonukleotidin muodostamat dendriittiset

oligonukleotidikonjugaatit, joita kutsutaan pallonukleiinihapoiksi.”

Téssd tutkimuksessa pyritdin muodostamaan kaksi erilaista pallonukleiinihappoa, joissa
yhdistyy keinotekoisen ribonukleaasin katalyyttinen aktiivisuus sekd nanopartikkelin tuomat
soluun ottoa tehostavat kuljetinominaisuudet. Muodostettujen pallonukleiinihappojen olisi
tarkoitus pilkkoa selektiivisesti HER2-geenid (HER2, engl. human epidermal growth factor
receptor), joka on onkogeeni, jota esiintyy monistuneena muun muassa rintasyovin
solulinjoissa.® Tilldin saataisiin potentiaalinen terapeuttinen menetelmi HER2-geenin

saatelemiseksi.



1.1 Keinotekoiset ribonukleaasit

Soluissa  luonnollisesti tapahtuvaa sekvenssispesifisti RNA:n fosfodiesterisidosten
hydrolysoitumista katalysoivat ribonukleaasit sek katalyyttiset RNA-molekyylit, ribotsyymit.*
Ribotsyymien synteettisten jéljitelmien kehittiminen on ollut monien tutkimusten kohteena
viime vuosikymmenini. Tillaisia yhdisteiti kutsutaan keinotekoisiksi ribonukleaaseiksi.’
Keinotekoiset ribonukleaasit matkivat luonnollisten ribonukleaasien toimintaa ja ne pystyvit
nopeuttamaan RNA:n fosfodiesterisidosten spontaania ja irreversiibelid hajoamista.! Ne
koostuvat kahdesta osasta, katalyytistd ja ohjaavasta oligonukleotidista. Katalyyttinen osa
vastaa fosfodiesterisidosten pilkkomisesta. Oligonukleotidijuoste toimii ribonukleaasin

tunnistusalueena kohde-RNA:lle.

RNA:n entsymaattinen pilkkominen fysiologisissa olosuhteissa tapahtuu pddsdantoisesti
nukleofiilisen pilkkoutumisen kautta.” Nukleofiilisessa reaktiossa (Kaavio 1) 2'-
hydroksyyliryhmid  deprotonoituu, jonka jidlkeen syntynyt nukleofiili  hyokkaa
fosfodiesterisidoksen fosforiatomiin, jolloin 5’-pd&hdn kiinnittynyt nukleosidi irtoaa
oksianionina. Reaktiossa muodostuu myds 2°,3 -syklinen fosfaatti, joka hydrolysoituu nopeasti
2’- ja 3’-fosfaateiksi. Kyseistd reaktiota voidaan nopeuttaa edistimailld protonin siirtoa 2" -OH
-ryhméltd 5°-O" -ryhmalle. Sopivia katalyyttejd ovat molekyylit ja ionit, jotka edistivit 2°-OH
-ryhmén deprotonaatiota, stabiloivat fosforaani-intermediaattia, ohjaavat tulevaa ja ldhtevaa
nukleotidia optimaalisiin suuntiin tai edistdvéit 5’-O" -ryhmén protonaatiota. Keinotekoisina
ribonukleaaseina toimivien yhdisteiden edellytyksend on, ettd ne pystyisivdt nopeuttamaan

RNA:n hydrolyysii yhdelli tai useammalla edelld mainitulla tavalla.’
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Kaavio 1. RNA:n fosfodiesterisidoksen hydrolysoituminen.



1.1.1 Katalyyttinen osa

Keinotekoisten ribonukleaasien katalyyttinen osa voi toimia koordinoitujen metalli-ionien
valitykselld tai se voi olla organokatalyyttinen. Metalli-ionien tiedetddn edistdvin
nukleiinihappojen pilkkoutumista vesiliuoksessa.!® Metallien kanssa toimivat keinotekoiset
ribonukleaasit jaetaan yleensi kahteen ryhmiiin: lantanidi-ioni -kelaatteihin seki Cu?'- ja Zn*'-
kelaatteihin.* Liséiksi myds muita divalentteja kationeja voidaan kiyttii RNA:n hydrolyysin

410 Metalli-ionien tulee koordinoitua keinotekoisen ribonukleaasin

katalysoimisessa.
rakenteeseen, jotta metalli-ionien edistimad RNA:n hajoaminen olisi mahdollista. Lantanidi-ioni
-kelaattien on todettu olevan tehokkaita katalyytteji.!®!! Cu?*- ja Zn?’-kelaattien etuna
lantanideihin verrattuna on kuitenkin se, etti Cu®*- ja Zn*'-ioneja, erityisesti Zn>", esiintyy
pienissd médirin luontaisesti soluissa, minkd vuoksi voidaan olettaa, ettd ligandit, jotka sitovat
kyseisii ioneja, esiintyvit osittain komplekseina myds solunsisdisessd ympéristossi.!?
Kompleksi voi myos olla niin vahva, ettd katalyytin toiminta tulee riippumattomaksi

solunsisiisestd metalli-ionipitoisuudesta.

Metalli-ionit voivat katalysoida fosfodiesterisidosten hydrolyysii useilla tavoilla (Kuva 1). Ne
voivat osallistua ldhtevén ryhmén aktivointiin koordinoitumalla 1dhtevan ryhmén happiatomiin
(a). Metalli-ionit voivat my0s koordinoitua nukleofiilin kanssa, jolloin ne aktivoivat sen (b).
Lisdksi metalli-ionit voivat lisdtd fosfaatin elektrofiilisyyttd ja alttiutta nukleofiiliselle
hyokkéykselle koordinoitumalla sen vapaaseen happiatomiin (¢). Yhdistimilla mekanismit (a)
ja (c) saadaan mekanismi (d), jossa fosforyyliryhmén vapaa happiatomi sekd nukleofiili ovat
koordinoituneita metalli-ioniin, mikd stabiloi reaktiossa vaadittavaa geometriaa. Lisdksi

kummankin negatiivisesti varautuneen ryhmin koordinoiminen véhentdd varausten

aiheuttamaa elektrostaattista hylkimist.!%13:14
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Kuva 1. Metalli-ionien katalysoima RNA:n fosfodiesterisidoksen nukleofiilinen hydrolysoituminen.



Aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd metallin kanssa toimivat katalyytit ovat olleet
tehokkaampia kuin ilman metallia toimivat. Niiden ongelmana on kuitenkin se, ettd metallit
voivat irrota niitd koordinoivista ligandeista ja voivat aiheuttaa muiden, kuin kohteena olevien,
biopolymeerien hajoamisen. T&dmad voi johtaa ei-toivottuihin sivuvaikutuksiin ja
sytotoksisuuteen.!®> Ilman metallia toimivat katalyytit voisivat olla vihemmén myrkyllisii ja
helpommin kontrolloitavissa olevia, minkd vuoksi kyseiset rakenteet ovat herétténeet

kiinnostusta terapeuttisissa sovellutuksissa.**

Ilman metallia toimivat katalyytit ovat usein typped sisdltdvid yhdisteitd. Katalyyttinen osa
matkii luonnollisten entsyymien toimintaa, joiden katalyyttiset keskukset sisdltavét imidatsoli-
, guanidiini/guanidinium- ja/tai amiiniryhmia siséltdvid aminohappoja. Téllaisia aminohappoja
ovat histidiini, arginiini ja lysiini.* Guanidinium-ionin sisiltivit rakenteet ovat osoittautuneet
kaikkein tehokkaimmiksi.'®!” Fysiologisissa olosuhteissa arginiinin sivuketjussa oleva
voimakkaasti emiksinen guanidiiniryhmi on positiivisesti varautunut guanidinium-ioni.'!”
Guanidinium-ioni sisdltdd kolme amiinia jirjestdytyneend samaan tasoon ja se sdilyy
protonoituneena laajalla pH-alueella. Arginiinin sivuketjussa esiintyessddn guanidinium-ioni

voi muodostaa jopa viisi vetysidosta. Namai rakenteelliset ominaisuudet ovat syy siihen, miksi

guanidinium-ioni voi toimia RNA:n tunnistamisessa seki katalyyttind RNA:n hydrolyysissi.'?

Guanidinium-ioni voi katalysoida RNA:n fosfodiesterisidosten hydrolyysid kolmella tavalla.
Se voi toimia heikkona eméksend deprotonoiden 2°-OH -ryhmin, elektrofiilina/heikkona
happona stabiloiden fosforaani-intermediaattia tai happona, joka protonoi ldhtevan ryhmén (5'-
OH).'® Guanidium-ioni toteuttaa siis luvussa 1.1 esitetyn edellytyksen, joita keinotekoisina
ribonukleaasina toimivilta yhdisteiltd vaaditaan RNA:n fosfodiesterisidosten hydrolyysin

katalyysin kannalta.

Guanidinium-ioni muodostaa yleisimmin vetysidoksia kolmella eri tavalla fosfaattien kanssa
RNA:n tunnistamiseksi. Kaikkein yleisimmédsséd rakenteessa guadinium-ionin ja fosfaatin
vilille muodostuu kaksi vetysidosta, siten ettd ne muodostuvat kahden eri amiinin ja kahden eri
hapen vilille (Kuva 2A). Toisessa vaihtoehdossa vetysidokset ldhtevédt guanidinium-ionin
yhdestd amiinista fosfaatin kahteen eri happeen (Kuva 2B). Kolmannessa vaihtoehdossa eri
amiiniryhmiit muodostavat kaksi vetysidosta yhden hapen kanssa (Kuva 2C)." Yksi tapa, miten
guanidinium-ioni voi myds tunnistaa RNA:n, on “arginiinihaarukan” muodostaminen, missa
yksi guanidinium-ioni yhdistdd kaksi fosfaattia muodostamalla yhteensd neljd vetysidosta

(Kuva 2D). 1°
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Kuva 2. Guanidinium-ionin muodostamat vetysidokset fosfaattien kanssa RNA:n tunnistamiseksi.

1.1.2 Tunnistusalue

Tunnistusalueena toimiva oligonukleotidijuoste voidaan suunnitella ohjaamaan RNA:n
pilkkoutuminen mihin tahansa RNA-kohteeseen, jonka sekvenssi tunnetaan. Tdméd on
mahdollista, silli komplementaariset juosteet sitoutuvat selektiivisesti Watson-Crick -
emdspariperiaatteen mukaan. Keinotekoisten ribonukleaasien toivotaan pilkkovan kohde-
RNA:ta yhdessd, ennalta madritetyssd, kohdassa. Yhtend vaatimuksena keinotekoisille
ribonukleaaseille on myds se, ettd niiden tulisi vapauttaa nopeasti pilkotut RNA-fragmentit,
jotta viltytddin tuotteen aiheuttamalta inhibitiolta.!> Keinotekoisen ribonukleaasin tulisi siis
inaktivoida useampi kohde-RNA-molekyyli pitkélld aikavililld. Tdmé voidaan saavuttaa vain
siten, ettd pilkkoutuneet kohde-RNA:n fragmentit irtoavat ribonukleaasin ja kohde-RNA:n
muodostamasta hybridisoituneesta rakenteesta, jolloin ribonukleaasi voi sitoutua seuraavaan
kohde-RNA-molekyyliin.> Titd hankaloittaa kuitenkin se, etti kohde-RNA:n ja
komplementaarisen juosteen sitoutumisen tulee lisdksi olla tarpeeksi vahva, jotta
pilkkoutumisreaktio voi tapahtua halutussa kohdassa, jotta viltytddn ei-toivottujen kohteiden

pilkkoutumiselta ja siitd aiheutuvalta toksisuudelta.'

Keinotekoisen ribonukleaasin toimivuuteen ja tehokkuuteen vaikuttaa myds se, mihin kohtaan
oligonukleotidia katalyyttinen osa kiinnitetddn. Yksijuosteiset alueet kohde-RNA:ssa
pilkkoutuvat huomattavasti tehokkaammin kuin kaksijuosteiset.”*?!' Timin vuoksi
katalyyttinen osa tulisi kiinnittdd oligonukleotidin pddhén. Jos katalyyttinen osa kuitenkin
sijaitsee keskelld oligonukleotidia, tulisi komplementaarisen juosteen sekd kohde-RNA:n
sitouduttava siten, ettd kohde-RNA:han muodostuu herkésti pilkkoutuva yksijuosteinen alue tai
pullistuma.?"> Lyhyt synteettinen oligonukleotidi, oligodeoksiribonukleotidi (ODN) tai
oligoribonukleotidi (ORN)), liitetdén kovalenttisesti linkkerilld katalyyttiseen osaan. ODN ja 2’-
O-alkyyli-ORN ovat yleisimmin kédytettyjd tunnistussekvenssejd. 2’-O-alkyyli -modifiointi,
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kuten 2’-OMe, suojaa oligonukleotidia itsepilkkoutumiselta, luonnollisten nukleaasien

hajotukselta seki lisid sitoutumisen affiniteettia kohde RNA:n kanssa.*!?

Oligonukleotidin rakenteen perusteella keinotekoiset ribonukleaasit voidaan jakaa neljdén
ryhméédn: lineaarisiin konjugaatteihin, kaksoiskonjugaatteihin, pullistumia indusoiviin
konjugaatteihin (engl. bulge-inducing conjugates) sekd hiusneulakonjugaatteihin (engl. hairpin
conjugates) (Kuva 3). Lineaarisissa konjugaateissa oligonukleotidi on lineaarinen sekd lyhyt,
11-20 nukleotidin mittainen, ja se on kauttaaltaan komplementaarinen kohde-RNA:n kanssa.*
Lineaarisissa konjugaateissa katalyytti on liitettyné oligonukleotidin 5’-pé&hén. Téll6in kohde-
RNA:n 3’-piissi vapaaksi jidinyt yksijuosteinen alue pysyy katalyyttisen osan pilkottavissa.*
Kaksoiskonjugaateissa oligonukleotidi on jaettu kahdeksi lyhyemmaéksi juosteeksi, joista
toinen on komplementaarinen kohde-RNA:n 5’-pdén kanssa ja toinen 3’-pdin kanssa. Juosteet
ovat 8—12 nukleotidin mittaisia RNA-substraatin mukaan. Katalyytti sijaitsee ndiden juosteiden
vilissd ja on suunnattu kohti lyhyttd, 3—5 nukleotidin mittaista, yksijuosteista kohde-RNA:n
aluetta, joka muodostuu oligonukleotidien sitoutuessa kohde-RNA:han.!
Hiusneulakonjugaateissa oligonukleotidi on laskostunut hiusneulasilmukaksi, joka koostuu 6—
9 nukleotidin mittaisesta rungosta sekd 12—16 nukleotidin mittaisesta yksijuosteisesta
fragmentista, joka on komplementaarinen kohde-RNA:n 5’-pédin kanssa. Hiusneulasilmukka
parantaa muodostuvan dupleksin stabiilisuutta solun nukleaaseja kohtaan.”* Pullistumia
indusoivissa konjugaateissa oligonukleotidin sekvenssi on suunniteltava siten, ettd kohde-
RNA:n keskelle jaa 2—5 nukleotidin mittainen alue, joka ei ole komplementaarinen kohde-
RNA:n kanssa. Télloin juosteiden sitoutuessa toisiinsa, kohde-RNA:han muodostuu
yksijuosteinen pullistuma, joka tekee siiti alttiin pilkkoutumiselle.® Katalyytti sijaitsee

muodostuvaa pullistumaa vastapéiti. *

Keinotekoiset ribonukleaasit

AN

Pilkkoutuminen RNA:n 3’-péaassa Pilkkoutuminen RNA:n keskella
11-20 nt fc& 8-12nt % 812nt
5' RNA 3' 5’ RNA 3’
Lineaariset konjugaatit Kaksoiskonjugaatit
- 12-16 nt A 11-26nt
rd "\——
6-9 nt |
— & RNA & 5 (Y Rnaw
Hiusneulakonjugaatit Pullistumia indusoivat konjugaatit

Kuva 3. Oligonukleotidin rakenteen perusteella jaotellut konjugaatit.
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1.2 Nanopartikkelit ladkeaineiden kuljettajina

Nanoteknologian lddketieteellisten sovellutusten kéyttd ja kehitys on kasvanut huimasti
viimeisten vuosikymmenien aikana. Nanopartikkeleja ja -materiaaleja voidaan kayttda
lddkeaineiden kuljettamisessa spesifisesti kohdesoluihin ja -kudoksiin.® Nanopartikkelit ovat
pienid hiukkasia, joiden koko vaihtelee 1-100 nm vélilld. Ne voidaan suunnitella siten, etti
niiden pinnan ominaisuuksien avulla niiden on mahdollista tunnistaa sairaiden kudosten solut
ilman, ettd lddkeaine vaikuttaa terveisiin soluihin. Tami tekee lddkkeistd tehokkaampia ja
vihentid mahdollisia sivuvaikutuksia.?* Nanopartikkelit voidaan my®ds suunnitella siten, etti ne
vapauttavat lddkeaineen kontrolloidusti, mikd mahdollistaa ld&keaineen jatkuvan

annostelun.®?

Nanopartikkeleihin kohdistuvat tutkimukset keskittyvét nanopartikkelien koon, muodon, pinta-
alan ja pinnan kemiallisten ominaisuuksien muokkaamiseen, jotta pystytddn maksimoimaan
niiden hyodyt lddketieteellisiin  sovellutuksiin.  Erilaisia nanopartikkeleja, kuten
kultananopartikkeleja (AuNP), liposomeja ja misellejd, voidaan syntetisoida useilla eri tavoilla,
jolloin niiden kokoa ja muotoa voidaan muokata sen mukaan, mihin tarkoitukseen
nanopartikkelia tarvitaan. Nanopartikkelien pinnan kemiallisia ominaisuuksia voidaan muokata
lisddmadlla pinnalle reaktiivisia ryhmid tai molekyylejd, kuten vasta-aineita tai

pallonukleiinihappojen tapauksessa sekvenssispesifisid oligonukleotideja. 62
1.3 Pallonukleiinihapot

Pallonukleiinihapot ovat dendriittisid oligonukleotidikonjugaatteja, jotka toimivat kuljettimina
terapeuttisille oligonukleotideille. Pallonukleiinihapoissa lyhyet oligonukleotidit ovat
pakkautuneet tiiviisti keskusrakenteena toimivan nanopartikkelin ympirille, muodostaen
kolmiulotteisen pallomaisen rakenteen.?’” Pallonukleiinihapot voidaan valmistaa joko yksi- tai
kaksijuosteisista oligonukleotideista. Oligonukleotidit ovat yleisimmin DNA:ta tai RNA:ta,
jotka on suunniteltu vuorovaikuttamaan kohdemolekyylien, kuten proteiinireseptorien tai
komplementaaristen juosteiden kanssa.” Oligonukleotidien kolmiulotteisen suuntautumisen
vuoksi pallonukleiinihappojen oligonukleotidikuorten vuorovaikutus biologisen ympériston,
esimerkiksi solun pinnan reseptorien, kanssa on hyvin erilainen kuin niiden lineaarisilla
vastineilla.”?” Ne tunkeutuvat tehokkaasti soluun, ovat stabiilimpia solun nukleaaseja kohtaan,

ne eiviit akkumuloidu munuaisiin ja ne kykenevit vilttiméiin munuaissuodatuksen.”-?®
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Nukleaasiresistenttiys ~ johtuu pallonukleiinihapon tihedsti elektronikuoresta.?
Pallonukleiinihapon nukleaasiresistenttiyteen vaikuttaa sekvenssi, linkkeri,
oligonukleotidikuoren tiheys seki pinnan rakenne.?’ Lineaaristen RNA:iden osalta tiedetin,
ettd ribonukleaasi A -tyypin entsyymit osallistuvat RNA:n hydrolyysiin erityisesti 5°-3°/ 3"-5"
UA/AU sekvenssialueilla.?**! Pallonukleiinihappojen kohdalla, kun kyseiset sekvenssialueet
sijaitsevat ldhelld nanopartikkelin pintaa, ne hydrolysoituvat nopeasti nukleaasien
katalysoimana. Eli tiheéstd oligonukleotidikuoresta riippumatta, ribonukleaasien tunnistamat
sekvenssialueet hajoavat nopeasti samaan tapaan kuin lineaarisilla  vastineilla.
Pallonukleiinihappojen suunnittelussa tulisi siis valttdd UA/AU sekvenssialueita. Linkkerin
jaykkyydelld voidaan vaikuttaa myos nukleaasistabiiliuteen. Jaykat linkkerit, kuten polyT
DNA, tyoOntédvit tunnistusekvenssin kauemmaksi nanopartikkelista verrattuna joustavampiin
linkkereihin. DNA-pohjaisten pallonukleiinihappojen kanssa on todettu, ettd oligonukleotidien
yksi- tai kaksijuosteisuus ei vaikuta DNaasi 1 -entsyymin katalysoiman hydrolyysin
nopeuteen.’> RNA-pohjaisten pallonukleiinihappojen kohdalla puolestaan kaksoisjuosteiden
viahentdminen nanohiukkasen pinnalla tekee pallonukleiinihaposta helpommin saavutettavan
nukleaaseille. Polyetyleeniglykoli (PEG) ketjujen lisddmisen pinnan rakenteeseen on todettu
pidentévian pallonukleiinihappojen puoliintumisaikaa huomattavasti. Pinnan rakenteella on siis
tairked rooli nukleaasistabiiliuden kannalta, silld PEG-ketjujen kaltaisten rakenteiden

lisdiminen nanopartikkelin pinnalle heikenti nukleaasien pissyi rakenteeseen.?’

Pallonukleiinihappojen merkittdvin ominaisuus terapeuttisten oligonukleotidien kuljettamisen
kannalta on se, ettd useista negatiivisista varauksista huolimatta ne ldpdisevit solukalvon
tehokkaasti Scavenger-reseptorien vilittimilld endosytoosilla.>* Timi mahdollistaa suurten
oligonukleotidiméérien kuljettamisen soluihin, mika edistdd optimaalisen
paikalliskonsentraation saavuttamista terapeuttisten oligonukleotidien ja kohde-RNA:n
vilille.?®* Lineaariset vastineet puolestaan usein vaativat kationisen vilittdjimolekyylin, jotta
ne kykenevit lipdisemiin negatiivisesti varautuneen solukalvon.** Pallonukleiinihappojen
tihed  oligonukleotidikuori  jdljittelee ~ Scavenger-reseptorien  ligandeina  toimivien
polynukleotidien rakennetta, minkd vuoksi myds pallonukleiinihapot voivat toimia ligandeina
kyseisille reseptoreille ja ndin ollen ldpdistd solukalvon luonnollisesti ilman
vilittdjaimolekyylejd.*®  Oligonukleotidikuoren tiheys vaikuttaa pallonukleiinihapon seki
Scavenger-reseptorien véliseen vuorovaikutukseen, silli mitd tithedmpi oligonukleotidikuori

on, siti tehokkaampaa endosytoosin on todettu olevan. ** Timi ei kuitenkaan ratkaise
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endosomaaliseen vapautumiseen liittyvdd ongelmaa, joka on edelleen yksi suurimmista

haasteista oligonukleotidien soluun otossa. *°

1.3.1 Keskusrakenteet

Pallonukleiinihappojen keskusrakenteina on kédytetty useita eri rakenteita ja rakenteen
valinnalla voidaan vaikuttaa pallonukleiinihappojen ominaisuuksiin. Keskusrakenteen koko ja
sen tuoma polyvalenttisuus ovat merkittdvéssid roolissa pallonukleiinihappojen toiminnan
kannalta.’” Keskusrakenteen koko mérittid oligonukleotidikuoren tiheyden, mikd vaikuttaa
muun muassa immuunivasteeseen.’®* Pallonukleiinihappojen ainutlaatuiset ominaisuudet,
kuten nukleaasiresistenttiys ja tehokas soluun kulkeutuminen, johtuvatkin pédasiassa
oligonukleotidikuoren  tiheydesti ja  suuntautumisesta nanorakenteen pinnalla.”?
Keskusrakenteet jadvidt usein soluun, minkd vuoksi pallonukleiinihappojen rakenteiden

suunnittelussa tulee my®ds ottaa huomioon niiden bioyhteensopivuus ja biohajoavuus.*%4!

Ensimmadisten pallonukleiinihappojen keskusrakenteena kéytettiin kultananopartikkeleita.
Tillaisten konjugaattien rakenteiden ominaisuudet ovat laajimmin tutkittuja.’*?
Kultananopartikkelit valittiin alkuvaiheessa keskusrakenteiksi, silld niitd voidaan helposti
syntetisoida eri hiukkaskokoina, ne ovat helposti funktionalisoitavissa sekd niilld on selkedsti
médritellyt katalyyttiset ominaisuudet.”® Kultananopartikkelien lisiksi myds muiden
epdorgaanisten nanopartikkelien, kuten hopean®’, kvanttipisteiden (engl. quantum dots)*,
piioksidin (silikan)* sekid metallioksidien*®, fysikaaliset ominaisuudet ovat osoittautuneet
keskusrakenteen kannalta potentiaalisiksi pallonukleiinihappojen rakenteiden kehityksessi.”*!
Epdorgaanisten keskusrakenteiden huonona puolena on kuitenkin niiden pitkdaikainen
myrkyllisyys, silli ne kerdéintyvit elimistossi esimerkiksi maksaan ja pernaan.*’ Piioksidi-

ydinrakenteet kuitenkin poikkeavat muista epdorgaanisista ydinrakenteista, silld ne ovat onttoja

ja bioyhteensopivia rakenteita. +°

Orgaaniset keskusrakenteet ovat biohajoavia ja bioyhteensopivia, minkd vuoksi ne olisivat
parempi vaihtoehto biolézketieteellisiin sovelluksiin kuin epiorgaaniset rakenteet.*® Orgaanisia
keskusrakenteita ovat muun muassa liposomit*’, polymeerit®’, proteiinit’! ja muut
makromolekyylit®>>. Thanteellisessa tapauksessa keskusrakenteen olisi hyvd olla
valmistettavissa helposti saatavilla olevista ldhtdaineista, jota voidaan syntetisoida teollisessa
mittakaavassa, ja joka lisdksi koostuu komponenteista, joita on kéytetty jo Yhdysvaltojen
elintarvike- ja lidikeviraston, FDA:n, hyviksymissi lifikeaineissa.*>* Tisti syysti esimerkiksi

liposomi-keskusrakenteen  sisdltdvdt pallonukleiinihapot saivat alkunsa. Liposomi-
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keskusrakenne koostuu lipidimonomeereistd, jotka muodostavat yksikalvoisen rakkulan, joka
on halkaisijaltaan 30 nm.*’ T#lldin liposomin koko on optimaalinen verenkierrossa pysymisen
kannalta sekd se estdid myds rakenteen poistumisen munuaisten kautta.>* Liposomin pinta on
funktionalisoitu nukleiinihappojohdannaisilla, jotka siséltdvét tokoferoliryhmén. Hydrofobinen

tokoferoliryhmi asettuu tehokkaasti liposomin lipidikaksoiskalvoon.*

Edelld mainittujen pallonukleiinihappojen rakenteelliset erot keskusrakenteen koossa sekd
oligonukleotidien lukumairdssd tekevét pallonukleiinihappojen rakenteen ja toiminnan
valisestd tutkimuksesta haastavaa. Téstd syystd on kehitetty molekulaariset pallonukleiinihapot,
joissa ydinrakenteisiin konjugoitujen oligonukleotidien méara olisi aina sama. Li ym. kehittivit
kaksi erilaista molekulaarista pallonukleiinihappoa, joissa keskusrakenteina oli 12:lla
atsidilinkkerilld modifioitu Ceo-fullereeni tai 8:lla atsidilinkkerilld modifioitu polyoktavalentti
silseskvioksaanikuutio  (Ts-COSS, COSS, engl. cubic octameric silsesquioxane).
Keskusrakenteiden atsidiryhmiin  kiinnitettiin  vesiliuoksessa  dibentsosyklo-oktyynilla
muokatut  antisense-DNA-juosteet.  12-haaraisen  Ceo-fullereeni  -pallonukleiinihapon
oligonukleotidikuori on tihedmpi kuin 8-haaraisella T8-COSS -pallonukleiinihapolla, minka
vuoksi silli on parempi stabiilius nukleaaseja kohtaan seki se kulkeutuu paremmin soluun.?®

Téssd tutkielmassa keskitytdén kuitenkin helposti saatavilla olevan Ts-COSS -keskusrakenteen

ominaisuuksiin sekd mahdollisuuksiin pallonukleiinihappojen keskusrakenteena.

Polyoktavalenttisten silseskvioksaanikuutioiden yleinen rakennekaava on (RSiO3/2)s, jossa R =
H tai jokin muu orgaaninen ryhmaé. Rakenteessa piiatomiin on sitoutunut kovalenttisesti kolme
happiatomia. Rakenne on halkaisijaltaan 0,53 nm.>> Polyoktavalentti silseskvioksaanikuutio
(Kuva 4) on hyvinkin potentiaalinen vaihtoehto pallonukleiinihappojen keskusrakenteeksi sen
kolmiulotteisen rakenteen, nanoskaalan koon, alhaisen toksisuuden sekd hyvén liukoisuuden
ansiosta.’® Lisiksi niiden syntetisoinnin yksinkertaisuus ja edullisuus, seki rakenteen helppo ja
monipuolinen muokattavuus lisd4vit niiden potentiaalia erilaisissa sovellutuksissa.>’>

Piioksidipohjaisia materiaaleja kéytetdéin laajalti biolddketieteen sovelluksissa niiden

inerttiyden ja bioyhteensopivuuden takia.>
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Kuva 4. Yksinkertaistettu malli pallonukleiinihaposta, jonka keskusrakenteena on polyoktavalenttien
silseskvioksaanikuutio (Ts-COSS).

1.3.2 Synteesi

Vaadittavat reaktio-olosuhteet oligonukleotidien konjugoimiseksi keskusrakenteeseen
vaihtelevat sen mukaan, miki keskusrakenne on kyseessi.” Kuparikatalysoitu alkyyni-atsidi-
sykloadditio -reaktio (CuAAC) on yksinkertainen ja monikdyttdinen menetelma
biokonjugaatioihin, minkd wvuoksi se on potentiaalinen menetelmd nanoteknologian

sovelluksissa. 6%

Menetelmd on erinomainen valinta, kun halutaan konjugoida
oligonukleotideja nanopartikkeleihin, silli sen bio-ortogonaalisuus ja reaktiotehokkuus
mahdollistavat konjugaation my0s suolapitoisessa ympéristdssd, joka tarvitaan vierekkdisten

oligonukleotidien siihkoisen hylkimisen estimiseksi. 4°

Turun yliopiston bio-orgaanisessa tutkimusryhmissd on kehitetty kaksivaiheinen menetelmi
molekulaaristen  pallonukleiinithappojen  syntetisoimiseksi,  joka  toimii  useiden
keskusrakenteiden kanssa. Kyseessd on rengasjdnnitteen tehostama alkyyni-atsidi sykloadditio
(SPAAC) (Kaavio 2). Menetelmidn avulla keskusrakenteeseen voidaan liittdd kontrolloidusti
yksi oligonukleotidi, joka on funktionalisoitu leimalla tai jollain mulla konjugaattiryhmalla.
Talloin muut haarat voidaan tdyttdd oligonukleotideilla, joita ei ole funktionalisoitu tai on
konjugoitu eri ryhmélldi kuin monofunktionalisaatiossa. Monofunktionalisaatiossa
bisyklononyynilli (BCN) -modifioitu oligonukleotidi altistetaan pienelle yliméarille
keskusrakennetta, joka on liuotettuna dimetyylisulfoksidiin (DMSO). Téysfunktionalisaatiossa
monofuktionalisoidun konjugaatin jéljelld oleviin vapaisiin haaroihin liitetddin BCN-

modifioidut oligonukleotidit 1,5 M natriumkloridin vesiliuoksessa. Taysfunktionalisaatiossa
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BCN-modifioituja oligonukleotideja on pieni ylimd4rd monofunktionalisoituun konjugaattiin

nihden. ¢!

N
RNt |C>>R, NaCl N, IC)}R’
N

Kaavio 2. SPAAC-reaktio

1.4 Tyon tarkoitus

Tamén tyon tarkoituksena oli valmistaa kaksi pallonukleiinihappoa, jotka toimivat
keinotekoisina ribonukleaaseina, pilkkoen selektiivisesti HER2-geenid ja joilla on
nanopartikkelin tuomat soluun ottoa tehostavat kuljetinominaisuudet (Kaavio 3). Ty0 aloitettiin
syntetisoimalla ensin konjugaateissa kiytettdvd keskusrakenne, oktavalentti arginiinilysiini-
silseskvioksaanikuutio (Tg-COSS-lysiini-arginiini). Ts-COSS-rakenteeseen liitettiin ensin
atsido-modifioitu lysiini oligonukleotidijuosteiden kiinnittdmistd varten. Tdmén jilkeen
keskusrakenteeseen liitettiin  arginiini  katalyyttisen aktiivisuuden saavuttamiseksi.
Muodostetun keskusrakenteen kykyd toimia katalyyttindi RNA:n fosfodiesterisidosten
hydrolyysissi tutkittiin ilman metallia sekd mahdollisena koordinaatiokompleksina Zn?**, Cu*"

ja Pd** -ionien kanssa.
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Kaavio 3. Pallonukleiinihapon katalysoima kohde-RNA:n hajoaminen.

Keskusrakenteen synteesin ja kinetiikkatutkimusten jélkeen, katalyytistd muodostettiin kaksi
erilaista pallonukleiinihappoa, joissa oli tunnistussekvenssit HER2-geenille. Liitetyt RNA-
juosteet olivat 2°-OMe -modifioituja, jotta ne eivdt hajoa nukleaasien vaikutuksesta.

Ensimmaisessi pallonukleiinihapossa (Kuva 5SA) HER2-geenille komplementaarinen juoste oli
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8 nukleotidin mittainen. Oligonukleotidin 5’-pddhan liitettiin BCN-ryhmi, jonka avulla se
pystyttiin  liittdimddn SPAAC-reaktion avulla keskusrakenteeseen. Oligonukleotidi oli
komplementaarinen HER2-geenin 5’-pddn kanssa, jolloin kohteen 3’-pdd jidi vapaaksi
katalyytin pilkkomista varten. Toisen pallonukleiinihapon (Kuva 5B) oligonukleotidijuosteessa
oli 7 nukleotidin mittaiset komplementaariset alueet HER2-geenin 5°- sekd 3°- pdille ja keskelld
juostetta sijaitsi vapaa aminoryhmd, johon liitetyn BCN-muokkauksen avulla katalyytti
kiinnitettiin ~ komplementaaristen  juosteiden  viliin.  Juosteiden  hybridisoituessa
komplementaaristen alueiden viliin jdi yhden nukleotidin mittainen yksijuosteinen alue HER2-
geenissd. Lahes tdysin komplementaarisen juosteen ja keskeltd kiinnitetyn katalyytin ajateltiin

pilkkovan kohde-RNA:ta muodostuneen jannitteen ansiosta.

3 5 3 3
5 HER2
\/
5 N ,
OSN HER2 3 5 >

ON HER2 HER2

Kuva 5. Yksinkertaistetut mallit syntetisoitujen pallonukleiinihappojen komplementaarisuudesta HER2-
geenin kanssa. CLA = COSS-lysiini-arginiini.

Pallonukleiinihappojen kykyé katalysoida HER2-geenin hydrolyysié tutkittiin syntetisoidun
organokatalyytin  kanssa. Tutkimuksen péétavoitteena oli selvittdd, nopeuttaako
komplementaaristen juosteiden liittdminen katalyyttiin kohde-RNA:n pilkkoutumista.
Hypoteesina oli, ettd reaktio nopeutuu, silld komplementaariset juosteet tuovat kohde-RNA:n

lahelle katalyyttid, mikd nopeuttaisi pilkkoutumista.
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2 Tulokset ja niiden tarkastelu
2.1 Lysiinin ioninvaihto

6-Atsido-N-fert-butyylioksikarbonyyli (Boc)-norleusiini-CHA 1 késiteltiin pyridinium-Dowex
-ioninvaihtohartsilla ja saatiin haluttu tuote 2 (Kaavio 4). Tuotteen saanto 77,7 mg (55 %) jii

melko alhaiseksi, miké voi johtua siitd, ettd lysiinin suodatus ei ollut tdysin kvantitatiivinen.

o o
_ NHg* 3
Na\/\o/ﬁko O/ 3 NE\/\/\)J\O_ @H
(o) NH
y 5
>r° >r°

1 2

Kaavio 4. Lysiinin ioninvaihto.

2.2 COSS-lysiini -synteesi

Boc-ryhmélla suojattu lysiinildhtoaine 2 liitettiin amidikytkennélld COSS-keskusrakenteeseen
kiyttden BOP-kytkentdreagenssia (BOP, bentsotriatsoli-1-yloksitris(dimetyyliamino)fosfoni-
heksafluorofosfaatti) ja di-isopropyylietyyliamiinia (DIPEA) eméksend (Kaavio 5). Reaktiota
seurattiin  ohutkerroskromatografisesti (TLC). TLC:n tulosten perusteella raakatuote
puhdistettiin silikageelikromatografisesti. Tuotteen 5 saanto oli 53,6 mg (105 %). Saanto oli yli
teoreettisen liuotinjddmien takia. Reaktio toistettiin isommalla skaalalla kdyttden l&htdaineena
kaupallista lysiinid 3, joka oli kaliumsuolana. Silikageelikromatografian lisdksi tuote
puhdistettiin  tdlla kertaa myds asetonitriilisaostuksella, koska NMR:1ld havaittiin
epipuhtauksista johtuvia ylimdardisid protonisignaaleja alueella 7,49-7,88 ppm. Reaktion

saanto oli 70,0 mg (48 %).
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Kaavio 5. Yhdisteen 5 synteesi
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Lahtoaineesta S poistettiin Boc-suojaryhmait trifluorietikkahapolla (TFA) (Kaavio 6). Reaktiota
seurattiin TLC:11d. Raakatuote puhdistettiin eetterisaostuksella. Tuotteen 6 saanto oli 51,9 mg

(93 %). Reaktio toistettiin isommalla skaalalla, jolloin saannoksi saatiin 72,4 mg (99 %).
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Kaavio 6. Yhdisteen 6 synteesi

2.3 COSS-lysiini-arginiini -synteesi

Seuraavassa vaiheessa liitettiin arginiini COSS-lysiini -yhdisteeseen 6. Tarkoituksena oli myds
selvittdd kumpi suojaryhméstrategioista, Boc-Arg (Boc)2-OH vai Boc-Arg(Pbf)-OH, toimii
paremmin synteesissd. Ldhtoaineeseen 6 liitettiin Boc-suojattu arginiini 7 amidikytkennall&
kayttden BOP-kytkentdreagenssia ja DIPEA:a emiksend (Kaavio 7). Reaktion etenemistd
seurattiin ~ TLC:1ld.  Raakatuote  puhdistettiin  vesi-dietyylieetteri  -uutolla  seka
silikageelikromatografisesti. Tuotteen 8 saanto 11,5 mg (60 %). Reaktio toistettiin isommalla

skaalalla, jolloin saanto oli 50,3 mg (89 %).
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Kaavio 7. Yhdisteen 8 synteesi
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Lihtoaineeseen 6 liitettiin  Pbf-suojattu arginiini 9 amidikytkenndlld kayttden BOP-
kytkentireagenssia ja DIPEA:a emédksend (Kaavio 8). Reaktiota seurattiin TLC:lla.
Ensimmadinen yritys liittdd Pbf-suojattu arginiini osaksi COSS-lysiini -yhdistettd epdonnistui.
Tassd synteesissd raakatuote yritettiin puhdistaa vesi-dietyylieetteri -uutolla, jolloin syntyi
runsaasti liukenematonta sakkaa, joka TLC:n perusteella ei ollut haluttu tuote. Eetterifaasista
kuiviin haihdutettu oletettu raakatuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti. 'H NMR:n
perusteella silikageelikromatografiasta eluoitunut tavara ei ollut haluttua tuotetta. Reaktio
aloitettiin alusta, mutta tilla kertaa raakatuotetta ei kuitenkaan puhdistettu vesi-dietyylieetteri -
uutolla, vaan reaktioliuos kylmékuivattiin. Tdmédn jdlkeen raakatuote puhdistettiin
silikageelikromatografisesti. Tuotteen saanto oli 20,6 mg (106 %). Tuotteen saanto oli yli
teoreettisen liuotinjdimien takia. Lisdksi 'H NMRn mukaan tuote sisilsi puhdistuksen

jélkeenkin vield jonkin verran epédpuhtauksia.
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Kaavio 8. Yhdisteen 10 synteesi.

Yhdisteestd 8 poistettiin Boc-suojaryhmét TFA-liuoksella (Kaavio 9). Reaktiota seurattiin
TLC:114. Raakatuote puhdistettiin dietyylieetterisaostuksella. Tuotteen 11 saanto oli 9,1 mg (75
%). Reaktio toistettiin isommalla skaalalla, jolloin saannoksi saatiin 35,1 mg (66 %). Tuotteiden
alhaisista saannoista voidaan paitelld, ettd eetterisaostus ei ole ollut tiysin kvantitatiivinen.
My®és supernatantista mitatun 'H NMR:n perusteella tuotetta jii eetterifaasiin. Tuotetta
yritettiin saada talteen haihduttamalla eetterifaasi kuiviin alipaineessa, jonka jdlkeen
haihdutusjdédnnos liuotettiin metanoliin ja tuote saostettiin dietyylieetteristd. Saatu tuote
yhdistettiin ensimmadisestd dietyylieetterisaostuksesta saadun tuotteen kanssa. Saannon
perusteella tuotetta jdi edelleen eetterifaasiin, joten eetterisaostus toistettiin uudestaan, mutta
pidemmilld sentrifugoinnilla. 'H NMR:n sekdi saannon perusteella tuotetta jii edelleen
eetterifaasiin. Tuotetta yritettiin saostaa dietyylieetterin sijaan myo0s asetonitriilistd, mutta

sakkaa ei muodostunut.



Ny

Ng
NHR® Na
3RHN
[0}
NH o

Ny [¢] HN

o] NH  NHR®

BN N N Ost"o’gﬁ"
, 0% o

\ ;Iﬂo%glw

3RHN, HNJS‘ROF'S‘ °

el

3RHN
H

NHR?

Ng

Kaavio 9. Yhdisteen 11 synteesi.
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Yhdisteen 10 Pbf-suojaryhmét poistettiin TFA:n, anisolin ja veden seoksella (Kaavio 10).

Reaktiota seurattiin TLC:114. Raakatuote puhdistettiin dietyylieetterisaostuksella. Tuotteen 12

saanto oli 2,1 mg (43 %). Reaktio toistettiin, jolloin saannoksi saatiin 3,5 mg (50 %). Saannot

jaivat alhaisiksi, mikd voi johtua siité, etti eetterisaostus ei ollut tdysin kvantitatiivinen, kuten

tuotteen 11 kohdalla todettiin. Saadut tuotteet 12 yhdistettiin ja yhdistetylle tuotteelle tehtiin

heksaanipesu NMR-spektreissd ndkyneen rasvaepdpuhtauden takia. Heksaanipesun jilkeen

saanto oli 3,4 mg (46 %). Yhdistetty tuote ei ollut kovinkaan puhdas '"H NMR:n perusteella,

minka vuoksi sitd yritettiin puhdistaa vield uudella eetterisaostuksella, mutta eetterisaostuksesta

saatu tuote ei niyttinyt 'H NMR:n perusteella enii oikealta.
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Kaavio 10. Yhdisteen 12 synteesi.
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2.4 COSS-lysiini-arginiini -kinetiikkakokeet

Yhdisteen 11 sekd sen mahdollisten Zn**-, Cu**- ja Pd*'-koordinaatiokompleksien kyky
katalysoida ~RNA:n  fosfodiesterisidosten = hydrolyysid  tutkittiin ~ heksameeristen
oligonukleotidien, ON1, ON2, ON3 ja ON4 (Taulukko 1), kanssa. Reaktioissa kaytettiin
sisdisend standardina 4-nitrobentseenisulfonihappoa (0,25 mM) ja puskurina HEPES-puskuria
(c=0,10 M, I = 0,10 M). Reaktioiden pH oli 7,5 ja reaktiot suoritettiin 35 °C ldmpdétilassa.
Katalyytin konsentraatio reaktioissa oli 25 uM ja oligonukleotidin konsentraatio oli 50 uM.
Guanidiiniryhmien efektiivinen konsentraatio oli ndin ollen 200 uM, mika on nelinkertainen
ylimédard kohde-RNA:n konsentraatioon ndhden. Reaktioliuosten aloitustilavuus oli 200 pl,

josta otettiin 20 pl ndytteitd sopivin aikavélein. Reaktiondytteet analysoitiin HPLC:1la.

Taulukko 1. Kinetiikkakokeissa kaytettyjen heksameerien sekvenssit.

Oligonukleotidi Sekvenssi
ON1 5-CAA CAC-3
ON2 5-CAA UAC-3
ON3 5-CAU UCA-3’
ON4 5-CUA UCA-3’

Heksameerien hydrolysoituminen noudatti ensimmadisen kertaluvun reaktiokinetiikkaa, minka
vuoksi ensimmaéisen asteen nopeusvakio saatiin suoraan kuvaajasta In(c(ON)) vs. t(s) (Kuva 6).
Nopeusvakiosta saatiin maddritettyd heksameerien hydrolysoitumisen puoliintumisajat
(Taulukko 2). Tulosten perusteella yhdiste 11 toimii parhaiten organokatalyyttini. Pd**-ionia
sisdltdavit reaktiot sakkaantuivat, joten heksameerien puoliintumisaikoja ei saatu mairitettya

kyseisen katalyytin kanssa.
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Plot IN(C(ON3))
Weight No Weighting _ Equation y=a+bx
Intercept 4.0201110.04498 40 Cj:gm h:;\/‘:;v):r:u
4.0 4 Hiopa = OGS & GG Intercept 3.6221 4001084
- Residual Sum of Squares 005619 394 .-y s OO0 1 EP08E
® - Pearsonss 099155 Residual Sum of Squares 0.00885
] R-Square({COD) 0.98317 = Pearson's r 099138
- Adi. R-Square 098077 1s4 R-Square(COD) 098284
Ady. R-Square 0.98039
354 1 [}
L]
— 374
&) N
z L] Z 36
O 30 o =
S 3]
E £354 .
]
254 344 u
1 L]
334
204 n »
324
T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 0 50 100 150 200
C t(s)/ 10 t(s)/10*
Equation
Pt
392+ st
- Siope
Resigusl Sum of Squares 4 86881E4
- Pe ' 67
.50 R Saumeico0) d71
Ad) R-Square 0.95533
3.88 ] ]
=386 5
Z []
o
= 384
o [
£
3.824
L]
3.80
3.78 -
3 76 T T T T ¥ T 1
0 50 100 150 200
t(s)/ 10

Kuva 6. Heksameerien hydrolysoitumisreaktioiden 1. kertaluvun reaktiokinetiikan kuvaajia In(c(ON)) vs.
t(s). A) Yhdisteen 11 katalysoima ON3:n hajoaminen. B) Yhdisteen 11 Zn2*-kompleksin katalysoima
ONZ2:n hajoaminen. C) Yhdisteen 11 Cu?*-kompleksin katalysoima ON1:n hajoaminen.

Taulukko 2. Heksameerien hydrolysoitumisen puoliintumisajat virherajoineen.

ON

Katalyytti ON1 ON2 ON3 ON4

11 170 h 180 h 48 h 240 h

11-Zn2* 650 h 500 h 270 h 320 h
11-Cu* ~3000 h ~3000 h
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Yhdiste 11 toimi parhaiten organokatalyyttind, joten seuraavaksi tarkasteltiin yhdisteen 11
kykyé katalysoida fluoreskeiinilla leimatun HER2-geenin (ONS5) (Taulukko 3) hydrolyysii.
Reaktioissa kidytettiin sisdisend standardina fluoreskeiinilla leimattua 2’-OMe-RNA-juostetta
(ON6) (Taulukko 3). Reaktioiden pH oli 7,5 ja reaktiot suoritettiin 35 °C lampotilassa.
Katalyytin 11 konsentraatio reaktioissa oli 25 uM ja oligonukleotidin (ONS) konsentraatio oli
50 uM. Standardin (ON6) konsentraatio oli 25 uM. Puskurina reaktiossa kaytettiin HEPES-
puskuria (¢ = 0,10 M, I = 0,10 M). Reaktioiden aloitustilavuus oli 40 pl, josta otettiin 4 ul
ndytteitd sopivin aikavélein. Naytteet analysoitiin denaturoivalla
polyakryyliamidigeelielektroforeesilla (PAGE) kéyttden 15 % TBE-urea -geelejd ja
ajoliuoksena 1xTBE-puskuria (Kuva 7).

Taulukko 3. HER2-geenin seka sisaisen standardin sekvenssit.

Oligonukleotidi Sekvenssi
ONS5 5-6 FAM GUG AGC ACC AUG GAG-3’
ONG6 5-6 FAM (2'-OMe)A21-3’

tth) 0 1,56 3 5 7 9 12 24 30
- as - - " ae = = @ ONG
- e - E W e ON5

Kuva 7. Yhdisteen 11 katalysoima HER2-geenin (ON5) hajoaminen PAGE:lla.

ONS:n hydrolysoituminen noudatti ensimmaisen kertaluvun reaktiokinetiikkaa, minka vuoksi
ensimmadisen asteen nopeusvakio saatiin kuvaajan In(c(ON)) vs. t(s) kulmakertoimesta (Kuva
8). Nopeusvakiosta saatiin mééritettyd HER2-geenin hydrolysoitumisen puoliintumisaika, joka

oli 10 h £ 0,52 h. Tamaé oli huomattavasti nopeampi, kuin heksameerien puoliintumisajat.
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Kuva 8. Yhdisteen 11 katalysoima HER2-geenin (ON5) hajoaminen. A) In(c(ONS5)) vs. t(s) - kuvaaja.

B) c(ON5) (uM) vs t(s) - kuvaaja.

Yhdisteen 11 mahdollisten Zn**-, Cu?'- ja Pd**-koordinaatiokompleksien kyky# hydrolysoida

ONS:ta ei seurattu yhtd tarkasti kuin 11 tapauksessa, koska ne osoittautuivat niin hitaiksi

heksameerien hydrolysoinnissa. Reaktioita seurattiin kolmen viikon ajan vastaavissa

olosuhteissa kuin 11 kanssa, mutta vain viidelld aikapisteelld. Néytteet analysoitiin vastaavasti

denaturoivalla PAGE:lla (Kuva 9). Tulokset osoittivat, ettd katalyysireaktiot metalli-ionien

kanssa ovat myds ONS:n kanssa huomattavasti hitaampia, kuin pelkélld organokatalyytilla 11.

Metalli-ioneista sinkilld oli vdhiten hidastava vaikutus. Talloin ONS:n hydrolysoitumisen

puoliintumisaika oli 278 h + 28 h. Seuraavaksi nopein reaktio havaittiin kupari-ionin kanssa

(465 h £ 73 h). Palladiumia sisdltdvassé reaktiossa ei tapahtunut lainkaan hydrolysoitumista.

11-Zn% 11-Cu?

t(h) 0 24 72 216 43210 24 72 216 4321 0 24 72 216 432
I 1

11 - Pd?'

Kuva 9. Yhdisteen 11 Zn2?*-, Cu?*- ja Pd?*-kompleksien HER2-geenin (ON5) katalyysireaktioiden
kolmen viikon seurantojen naytteet PAGE:lla.
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2.5 HER2-geenin (ON5) komplementaariset oligonukleotidit
2.5.1 Oligonukleotidi ON7

Tutkimusryhméssd valmiiksi syntetisoitu ja BCN:ld konjugoitu oligonukleotidi ON7
(sekvenssi 5'-BCN GU GCU CAC-3") puhdistettiin HPLC:11d (Kuva 10). Kéytetty ajogradientti
on esitetty taulukossa 4. Tuotefraktiot kerittiin talteen ja kylmékuivattiin. Tuote karakterisoitiin
massaspektrometrisesti. Massaspektrissd havaittiin epdpuhtausmassa (5982,29 Da), josta ei
padsty puhdistuksella eroon. Epdpuhtauden méaré oli kuitenkin hyvin pieni. Oligonukleotidin

ON7 méérd méadritettiin UV-spektrofotometrisesti. ON7:n méiri oli 0,48 umol.

ON?7

Taulukko 4. Puhdistuksessa
kaytetty ajogradientti

Aika (min) %TEAA-MeCN
0 10
25 70
26 100
30 100
35 10
40 10

|||||||||||||||||||||||||

Kuva 10. BCN-konjugoidun oligonukleotidin ON7 HPLC-profiili ennen puhdistamista.

2.5.2 Oligonukleotidien ON8 ja ON9 synteesit

Oligonukleotidi ONS8 (sekvenssi 5-CUC CAU GXU GCU CAC-3’, X = amino-modifioitu
serinoli) syntetisoitiin  kiintedn kantajan, automatisoidulla oligonukleotidisynteesilla.
Synteesissd kaytettiin 2’-OMe-RNA-fosforamidiitteja. Valmis oligonukleotidi irrotettiin
kiintedltd kantajalta ammonolyysilld. Raakatuote puhdistettiin HPLC:11d (Kuva 11). Kéytetty
ajogradientti on esitetty taulukossa 5. Tuotteen saanto maéadritettiin UV-spektrofotometrisesti.

ONS8:n saanto oli 0,77 pmol (26 %).
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ON8

Taulukko 5. Puhdistuksessa

kaytetty ajogradientti
Alka (min) | %TEAA-MeCN

0 10

25 25

26 100

30 100

35 10

40 10
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Kuva 11. Oligonukleotidin ON8 HPLC-profiili ennen puhdistamista.

Puhdistettuun oligonukleotidiin ON8 konjugoitiin BCN-ryhmé kayttien BCN-NHS -esterid
livotettuna kuivaan DMSO:hon ja DIPEA:a emiksend (Kaavio 11). Vastaavia reaktioita
suoritettiin kaksi, joista toista ldmmitettiin 40°C asteessa ja toinen reaktio suoritettiin
huoneenldmmossd. Lammitetyssd reaktiossa BCN-NHS -esterid ja DIPEA:a lisittiin
reaktioliuokseen 15 eq oligonukleotidiin nihden ja huoneenldmmossa suoritetussa reaktiossa
10 eq oligonukleotidiin ndhden. Raakatuotteet puhdistettiin HPLC:11d (Kuva 12). Kiytetty
ajogradientti on esitetty taulukossa 6. Fraktiot keréttiin talteen ja kylmékuivattiin. Tuotefraktiot
varmistettiin massaspektrometrisesti ja yhdistettiin. Tuotteen ON9 saanto oli yhteensad 0,34

umol (45 %).
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Kaavio 11. ON9:n synteesi

NH
ON9
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A ONS B ON8 ONe
ONg
Taulukko 6. Puhdistuksissa
kaytetty ajogradientti
Aika (min) | %TEAA-MeCN

0 5
25 50
26 100
30 100
35 5
40 5

Kuva 12. BCN-konjugoidun oligonukleotidin ON9 HPLC-profiili ennen puhdistamista. A) Lammitetyn
reaktion puhdistus. B) Huoneenlamma@ssa olleen reaktion puhdistus.

2.6 Pallonukleiinihappojen synteesit

Tutkimuksessa valmistettiin kaksi erilaista pallonukleiinihapporakennetta (13 ja 14).
Keskusrakenteena pallonukleiinihapossa kaytettiin yhdistettd 11 ja oligonukleotidijuosteina
BCN-konjugoituja ON7 ja ON9. Keskusrakenteeseen 11 yritettiin liittd4 ensin selektiivisesti
yksi 2°-OMe-RNA-juoste, joko ON7 tai ON9, SPAAC-konjugoinnilla DMSO:ssa.
Monofunktionalisaatioiden onnistumista ei kuitenkaan onnistuttu todentamaan HPLC:114 eika
PAGE:lla, minkd vuoksi siirryttiin suoraan tdysfunktionalisointeihin. Ensimmaéisessé
taysfunktionalisoinnissa jokaiseen keskusrakenteen haaraan konjugoitiin yksi 2’-OMe-RNA-
juoste ON7 SPAAC-konjugoinnilla NaCl-suolaliuoksessa nukleaasivapaassa vedesséd (Kaavio
12). Reaktiota seurattiin RP-HPLC:114 sekd PAGE:1la. Huomattiin, ettd tuote ja ON7-ylimaard
eivit erotu HPLC:114, joten ON7-ylimaarin retentioaikaa pyrittiin siirtimaén liittdmalla sithen
pienmolekyyli. Kun SPAAC-reaktion oli todettu tapahtuneen PAGE:lla, liséttiin
reaktioliuokseen atsidoetoksietoksietoksietanoli, joka reagoi ON7-ylimddrdn kanssa ja
onnistuneesti siirsi tarpeeksi sen retentioaikaa. Tdysfunktionalisoitu tuote 13 puhdistettiin RP-
HPLC:1ld (Kuva 13). Kéiytetty ajogradientti on esitetty taulukossa 7. Tuotteen puhtaus
varmistettiin - my6s PAGE:lla (Kuva 14). Tuotteen 13 saanto maédritettiin UV-

spektrofotometrisesti ja se oli 6,0 nmol (48 %). Tuote onnistuttiin karakterisoimaan
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massaspektrometrisesti. Massaspektrissd oli havaittavissa ON7:n massaspektrissé esiin tullut

epdpuhtausmassa (5982,29 Da).
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Kaavio 12. Pallonukleiinihappojen 13 ja 14 synteesit.
ONg
ON7 + AEEEE . .
i Taulukko 7. Puhdistuksessa Taulukko 8. Puhdistuksessa
kaytetty ajogradientti kaytetty ajogradientti
Aika (min) %TEAA-MeCN Aika (min) %TEAA-MeCN
13
0 10 0 10
25 35 1 25 25
26 100 {/l‘ 26 100
30 100 14 [ | 30 100
|
35 10 1 \ 35 10
40 10 ‘ l 40 10
© 1) |4 . ‘
Y
A N __;;J \_

Kuva 13. Pallonukleiinihappojen HPLC-profiilit ennen puhdistamista. A) Tuotteen 13 HPLC-profiili. B)

Tuotteen 14 HPLC-profiili.
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Seuraavassa tdysfunktionalisoinnissa keskusrakenteen 11 jokaiseen haaraan konjugoitiin yksi
2’-OMe-RNA-juoste ON9 SPAAC-konjugoinnilla NaCl-suolaliuoksessa nukleaasivapaassa
vedessd (Kaavio 12). Reaktion etenemistd seurattiin PAGE:lla ja huomattiin, ettd reaktio ei
etene tdysin loppuun asti, vaan mukaan jd4 myOs vajaasti substituoituneita rakenteita.
Taysfunktionalisoitu tuote 14 yritettiin saada eristettyd mahdollisimman puhtaana fraktioimalla
HPLC-puhdistuksen tuotepiikki useampaan fraktioon (Kuva 13). Kiytetty ajogradientti on
esitetty taulukossa 8. Tuotefraktioita tarkasteltiin PAGE:lla (Kuva 14), jonka perusteella
fraktiot 3 ja 4 sisélsivit eniten tdysfunktionalisoitua tuotetta. Myos ndissd fraktioissa nékyi
kuitenkin vajaita funktionalisointituotteita, etenkin seitsemisti substituoitua sekd véhin
kuudesti substituoitua. Fraktiossa 2 nékyi 8-, 7-, ja 6-substituoituja tuotteita, ja fraktio 1 sisélsi
vain 6- ja 5-substituoituja tuotteita. Geelin perusteella kvantitoitiin 8- ja 7-substituoitujen
tuotteiden suhteelliset méérdt. Tdmédn perusteella fraktioiden 3 ja 4 saannot médritettiin UV-
spektrofotometrisesti kayttdmailld tuoteseoksen komponenttien absorptiokertoimen (Taulukko
9) suhteellista keskiarvoa (Kaavat 1 ja 2). Fraktion 3 saanto oli 0,8 nmol ja fraktion 4 saanto oli
0,6 nmol (yhteensd 24 %). Tuote onnistuttiin karakterisoimaan massaspektrometrisesti, mutta

se ionisoitui todella huonosti.

fraktio 4
fraktio 3
fraktio 2
fraktio 1

“s s 8-substituoitu
7-substituoitu
6-substituoitu

5-substituoitu

lﬁ—l

Kuva 14. Yhdisteet 13 ja 14 PAGE:lla. Ladder: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp DNA Ladder.
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Taulukko 9. Pallonukleiinihapon 14 absorptiokertoimet eri substituointiasteille.

Substituointiaste Absorptiokerroin & (I mol' cm")
8x 995 200
7x 870 800
6Xx 746 400

Kaava 1. Pallonukleiinihapon 14 fraktion 3 absorptiokertoimen laskukaava.

€ (fraktio 3) = 0,60 -&(8x) + 0,32 - &(7x) + 0,08 - £(6x)

Kaava 2. Pallonukleiinihapon 14 fraktion 4 absorptiokertoimen laskukaava.
€ (fraktio4) = 0,62 -¢(8x) + 0,29 - &(7x) + 0,07 - £(6x)

2.7 Sulamislampdtilamittaukset

Syntetisoitujen pallonukleiinihappojen kykyéd pilkkoa ONS:ta haluttiin tutkia seuraavaksi.
Tarkoituksena on, ettd kohde-RNA:n sitoutuminen katalyyttisen osan ldhelle
komplementaarisen juosteen ansiosta nopeuttaisi reaktiota. Reaktiot suoritetaan samoissa
olosuhteissa kuin aiemmat kinetiikkareaktiot eli 35 °C asteen ldmpotilassa. Tétd varten
tarkistettiin, mitkd ovat tuotteen 13 ja ONS:n sekd tuotteen 14 ja ONS:n muodostamien
sekundédrirakenteiden sulamisldmpdtilat (Taulukko 10). Néin varmistutaan siitd, etti
hybridisaatiota on mahdollista hyddyntdd reaktioissa. Vertailun vuoksi mitattiin myds ON7:n
ja ONS:n sekd ON9:n ja ONS:n muodostamien dupleksien sulamislampdétilat (Taulukko 10).
Sulamisldmpdtilamittauksissa kaytetyt konsentraatiot olivat: kakodylaattipuskuri (c = 10 mM,
pH = 7), NaCl (¢ = 100 mM), ONS (c = 1 uM), oligonukleotidit ON7 ja ON9 (c = 1 uM) ja
pallonukleiinihapot 13 ja 14 (¢ = 10 uM). Médritetyt sulamisldmpétilat ovat tarpeeksi korkeita

sithen, ettd kinetiikkareaktiot voidaan suorittaa 35 °C asteessa.

Taulukko 10. Dupleksiparit ja niiden mitatut sulamislampétilat

Dupleksipari Sulamislampadtila
13 ja ON5 52,9 °C
14 ja ON5 56,5 °C
ON7 ja ON5 48,9 °C
ON9 ja ON5 54,3 °C
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2.8 Pallonukleiinihappojen kinetiikkakokeet

Seuraavaksi tutkittiin pallonukleiinihappojen 13 ja 14 kykya katalysoida fluoreskeiinilla
leimatun HER2-geenin (ONS) hydrolyysid (Kuva 15). Reaktioissa kaytettiin sisdisend
standardina fluoreskeiinilla leimattua 2’-OMe-RNA-juostetta (ON6). Reaktioiden pH oli 7,5 ja
reaktiot suoritettiin 35 °C ldmpotilassa.  Pallonukleiinihappojen 13 ja 14 konsentraatio
reaktioissa oli 25 uM ja oligonukleotidin (ONS5) konsentraatio oli 50 uM. Standardin (ONG6)
konsentraatio oli 25 uM. Puskurina reaktioissa kéytettiin HEPES-puskuria (¢ =0,10 M, /=0,10
M). Reaktioiden aloitustilavuus oli 40 pl, josta otettiin 4 pl néytteitd sopivin aikavélein.
Naytteet analysoitiin denaturoivalla PAGE:1la kéyttiden 15 % TBE-urea -geelejé ja ajoliuoksena
I xTBE-puskuria.

12 24 30

12 24 30

Kuva 15. HER2-geenin (ON5) hajoaminen. A) Yhdisteen 13 katalysoima reaktio. B) Yhdisteen 14
katalysoima reaktio.

Reaktiot noudattivat ensimmadisen kertaluvun reaktiokinetiikkaa, minkd vuoksi ensimmaéisen
asteen nopeusvakiot saatiin kuvaajien In(c(ON)) vs. t(s) kulmakertoimista. Nopeusvakioista
saatiin maddritettyd HER2-geenin hydrolysoitumisen puoliintumisajat. Yhdisteen 13
katalysoimassa reaktiossa puoliintumisaika oli 71 h + 3 h ja yhdisteen 14 katalysoimassa

reaktiossa puoliintumisaika 43 h = 5 h.
2.9 HER2-geenin katkaisukohdan selvittaminen

Pallonukleiinihappojen kanssa ONS:n hydrolyysireaktiot olivat hitaampia kuin pelkalld
katalyytillda 11. Tdmén vuoksi haluttiin selvittdd, mistd kohdista ONS katkeaa katalyytin 11
vaikutuksesta. ONS:n hydrolysoitumisen katkaisukohdat (Taulukko 11) maééritettiin
massaspektrometrisesti viimeisen aikapisteen reaktiondytteestd yhdisteen 11 katalysoimasta

reaktiosta. Massa- ja UV-signaalien intensiteettien (Kuva 16) perusteella ONS:114 on selkeésti
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yksi pddasiallinen katkaisukohta. Se sijaitsee sekvenssin osassa, joka on komplementaarinen
pallonukleiinihappojen 2°-OMe-RNA-juosteiden kanssa.

Taulukko 11. HER2-geenin fragmenttien havaitut m/z-arvot seka katkaisukohdat sekvenssissa.
Paaasiallinen katkaisukohta boldattuna.

Signaali | Havaittu m/z Fragmentti Katkaisukohta
(ESI-MS)

ONS5 5388,78 5-6 FAM GUG AGC ACC AUG GAG-3’

2 2876,44 5’-ACC AUG GAG-3’
5-6FAM GUG AGC{ACC AUG GAG-3’
6 2512,37 5-6FAM GUG AGC-P-3’
4 3855,57 5’-AGC ACC AUG GAG-3
4200,57 5-G AGC ACC AUG GAG-3' | 5-6FAM GUGVAGC ACC AUG GAG-3’
5 1532,21 5-6FAM GUG-P-3° 5-6FAM GUJG AGC ACC AUG GAG-3’
1187,18 5’-6FAM GU-P-3’
1 1936,31 5’-AUG GAG-3’
5-6FAM GUG AGC ACCJAUG GAG-3’
7 3451,47 5’-6FAM GUG AGC ACC-P-3’

5-6FAM GUG AGC ACJC AUG GAG-3’

314642 | 5-6FAM GUG AGC AC-P-3 5-6FAM GUG AGC ALCC AUG GAG-3’

2841,38 5-6FAM GUG AGC A-P-3°

3 3205,48 5-UG AGC ACC AU-3’ 5-6FAM GLUG AGC ACC AULG GAG-3’

ltem name: 250416 R14 25.3
Channel name: 1: TOF MSe (400-5000) -43V ESI- (TIC)

2e7 4.90
ONé

15¢7 (std)

n
2
N

TIC [Counts]

5e6 -]

0

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6
Item name: 250416 R14 25.3
Channel name: PDA 254@1.2

Absorbance [AU]

|
Jl

Retention time [min]

Kuva 16. Massa- ja UV-signaalit ON5 hydrolysoitumisesta.
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3 Materiaalit ja menetelmat

3.1 Yleiset menetelmat

Polyoktavalentin arginiinilysiini-silseskvioksaanikuution synteeseissé tuotteet karakterisoitiin
NMR-spektroskopisesti sekd massaspektrometrisesti. NMR-spektrit mitattiin Bruker 500 MHz
Avance III sekd Bruker 500 MHz Avance III, jossa on cryo probe, laitteilla. Massaspektrit
mitattiin Waters Acquity RDa HRMS (ESI-TOF) -massaspektrometrilld. Reaktioita seurattiin
ohutkerroskromatografisesti (TLC), kédyttden ninhydriinivérjdystd. Rf -arvot on ilmoitettu
DCM/MeOH, 95:5, v/v, eluentilla. Osalle tuotteista suoritettiin heksaanipesu, jotta padstdisiin
eroon rasvaepipuhtaudesta, joka ilmeni jokaisen tuotteen kohdalla 'H NMR-spektreissi 0,84—
0,87 ppm ja 1,25 ppm (CDCls) seki 0,86-0,93 ppm ja 1,29 ppm (CD3;0D) alueella.®? 'H ja 13C
NMR-spektrit on kalibroitu kiytetyn liuottimen signaalin mukaan®, ja Si NMR-spektrit on
kalibroitu tetrametyylisilaanin (TMS) signaalin (0 ppm) mukaan.

Oligonukleotidien HPLC-puhdistuksissa kéytettiin Clarity® Oligo-RP -kolonnia (250 x 10
mm, 5 um) ja 260 nm detektioaallonpituutta. Pallonukleiinihappojen HPLC-puhdistuksissa
kiytettiin Aeris™ WIDEPORE XB-C8 200 -kolonnia (150 x 4,6 mm, 3,6 um) ja 260 nm
detektioaallonpituutta. HPLC-puhdistuksissa ajoliuoksina kaytettiin 50 mM TEAA -liuoksia
(pH = 7,0) MilliQ-vedessd sekd asetonitriilissd. Oligonukleotidit ja pallonukleiinihapot
karakterisoitiin massaspektrometrisesti Waters Acquity RDa HRMS (ESI-TOF) -laitteella.
Samaa laitetta kdaytettiin  myds HER2-geenin hydrolysoitumisen katkaisukohtien
madrittdmiseen. Oligonukleotidien ja pallonukleiinihappojen saannot maééritettiin UV-
spektrofotometrisesti 260 nm aallonpituudella. Saantojen madrityksessd kaytetyt
absorptiokertoimien  arvot on  esitetty taulukossa 12.  Oligonukleotidien ja
pallonukleiinihappojen sulamisldmpdtilat mitattiin [dmmittdmalla néytteitd PerkinElmer PTP
6+6 Peltier Temperature Programmer -laitteistolla ja mittaamalla UV-absorbanssi PerkinElmer
Lambda 35 UV/VIS -laitteistolla. Sulamislampdtilamittauksissa kdytetyt konsentraatiot olivat:
kakodylaattipuskuri (¢ = 10 mM, pH = 7), NaCl (¢ = 100 mM), ON5 (c = 1 uM),
oligonukleotidit ON7 ja ON9 (¢ = 1 uM) ja pallonukleiinihapot 13 ja 14 (¢ = 10 uM).
Pallonukleiinihappojen geelielektroforeesitarkasteluissa kaytettiin kaupallisia 6 % Novex TBE-
geelejd ja IXTBE (90 mM Tris, 90 mM boraatti, 2 mM EDTA, pH 8,3) -puskuria ajoliuoksena.
Ajoaika oli 25 min ja ajossa kéytettiin 200 V jénnitettd ja 45 mA sdhkdvirtaa. Geelit vérjattiin
SYBR Gold -vériaineella ja kuvattiin Syngene-laitteistolla. Pallonukleiinihappojen
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geelindytteissd 1 pl:aan yhdisteen 13 tai 14 laimennettuun vesiliuokseen (c = 2,5 uM) lisdttiin
2 ul Novex Hi-Density TBE S5x-nédytepuskuria sekd 7 upl MilliQ-vettd, ja geelikaivoihin
pipetoitiin 10  ul  néytettd.  Pallonukleiinihappojen  reaktioiden  seurannassa
pallonukleiinihappoja verrattiin = geelilld pelkkiin oligonukleotideihin ON7 ja ON9.
Oligonukleotidien geelindytteissd 2 pl:aan ON7:n tai ON9:n laimennettuun vesiliuokseen (¢ =
2,5 uM) liséttiin 2 pul Novex Hi-Density TBE 5x -nédytepuskuria sekd 6 ul MilliQ-vettd.

Geelikaivoihin pipetoitiin 10 pl niytetta.

Taulukko 12. UV-spektrofotometrisesti maaritetyissa saannoissa kaytetyt absorptiokertoimet.

Tuote Absorptiokerroin ¢ (I mol' cm)
ON7 72 900
ONS8 124 400
ON9 124 400
13 583 200
14 935 488 (fraktio 3)
936 732 (fraktio 4)

3.2 Polyoktavalentin arginiinilysiini-silseskvioksaanikuution synteesi
3.2.1 Yhdisteen 2 synteesi

Dowex 50 w x 8 H" (200-400 mesh) hartsia pestiin lasisintterissia 1 M HCl-liuoksella (100 ml),
vedelld (100 ml) sekd metanolilla (100 ml). Viimeisend hartsi pestiin vield pyridiinilld (300 ml).
6-Atsido-N-Boc-L-norleusiini-CHA 1 (148,8 mg) liuotettiin  metanoliin (20 ml).
Reaktioseokseen lisdttiin pyridinium-Dowex -ioninvaihtohartsia. Reaktioseosta sekoitettiin
huoneenldammossé 4 h, jonka jilkeen reaktioseos suodatettiin. Suodoksesta haihdutettiin liuotin
pois alipaineessa. Tuotteen 2 saanto oli 77,7 mg (55 %). '"H NMR (500 MHz, CDCls) : § = 8,64
(2H, d, J=4,5 Hz, H12), 7,83 (1H, tt, J= 7,7 Hz, 1,8 Hz, H14); 7,65 (1H, br, H11); 7,42 (2H,
m, H13); 5,97 ja 5,21 (1H, m, H6); 4,32-4,14 (1H, m, H5); 3,27 (2H, t, J= 6,9 Hz, H1); 1,90
(1H, m, H4%); 1,72 (1H, m, H4"*); 1,62 (2H, m, H2); 1,47 (2H, m, H3); 1,44 (9H, s, H9).
BC{'H}NMR (126 MHz, CDCl3): § = 175,9 (C10); 155,7 (C7); 147,7 (C14); 138,2 (C12);
124,6 (C13); 80,0 (C8); 53,4 (C5); 51,3 (C1); 32,4 (C4); 28,6 (C2); 28,4 (C9); 22,6 (C3).
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3.2.2 Yhdisteen 5 synteesi

COSS-keskusrakenne 4 (1 ekv.; 17,5 umol; 36,3 mg), lysiini 2 (1,5 ekv. per haara, yht. 12 ekv.;
209,4 umol; 77,7 mg) ja BOP (1,1 ekv. suhteessa lysiiniin; 230,4 umol; 138,8 mg) liuotettiin
DMSO:iin (5 ml). Reaktioliuokseen liséttiin DIPEAa (3,3 ekv. suhteessa lysiiniin; 691,1 umol;
164 pl). Reaktioliuosta sekoitettiin huoneenlammossd yon yli. Reaktion etenemistd seurattiin
TLC:1la (DCM/MeOH, 95:5, v/v, ninhydriinivdrjdys). Reaktioliuos kylmédkuivattiin ja
puhdistettiin silikageelikromatografisesti (DCM/MeOH, 95:5, v/v). Liuottimet haihdutettiin

pois alipaineessa. Tuotteen S saanto oli 53,6 mg (105 %). Ry-arvo = 0,37.

COSS-keskusrakenne 4 (1 ekv.; 49,5 umol; 103 mg), Boc-L-Lys(N3)-OK 3 (1,5 ekv. per haara,
yht. 12 ekv.; 595 umol; 185 mg) ja BOP (1,1 ekv. suhteessa lysiiniin; 654 pmol; 289 mg)
livotettiin DMSO:iin (15 ml). Reaktioliuokseen lisdttiin DIPEAa (3,3 ekv. suhteessa lysiiniin;
1,96 mmol; 342 pl). Reaktioliuosta sekoitettiin huoneenlimmossé yon yli. Reaktion etenemisti
seurattiin TLC:1lda (DCM/MeOH, 95:5, v/v, ninhydriinivérjdys). Reaktioliuos kylmékuivattiin.
Raakatuote puhdistettiin silikageelikromatografisesti (DCM/MeOH, 95:5, v/v). Liuottimet
haihdutettiin pois alipaineessa. Tuote liuotettiin DCM:iin ja saostettiin asetonitriilistd (40 ml)
ja sakka sentrifugoitiin (4000 min~', 10 min). Supernatantti pipetoitiin talteen ja sakka liuotettiin
DCM:iin. Tuotteen puhtautta tarkasteltiin TLC:11d (DCM/MeOH, 95:5, v/v, ninhydriinivérjdys
seki DCM/MeOH, 93:7, v/v, ninhydriinivérjdys), jonka perusteella tuote puhdistettiin
silikageelikromatografisesti (DCM/MeOH, 93:7, v/v). Tuote liuotettiin DCM:iin ja saostettiin
asetonitriilisti (40 ml) ja sakka sentrifugoitiin (1. 4000 min~' 10 min; 2. 4000 min~', 10 min; 3.
4000 min~', 20 min). Supernatantti pipetoitiin talteen ja sakka liuotettiin DCM:iin. Liuotin
haihdutettiin pois alipaineessa. Tuotteelle suoritettiin heksaanipesu, jonka jilkeen tuote
kuivattiin vakuumieksikkaattorissa yon yli. Tuotteen 5 saanto oli 70,0 mg (48 %). Rs-arvo =
0,39. 'H NMR (500 MHz, CDCls) : § = 7,65 (1H, s, H4); 5,90 (1H, d, J = 6,1 Hz, H11); 4,27
(1H, m, H6); 3,29 (1H, m, H3"); 3,24 (2H, t, J= 6,8 Hz , H10); 3,05 (1H, m, H3*"); 1,68 (2H,
m, H7); 1,60 (4H, m, H2 ja H9); 1,46 (2H, m, HS); 1,40 (9H, s, H14) ja 0,63 (2H, m, H1).
BC{'H}NMR (126 MHz, CDCI3) : & = 172,79 (C5); 156,26 (C12); 79,65 (C13); 54,22 (C6);
51,24 (C10); 41,82 (C3); 32,71 (C7); 28,53 (C9); 28,35 (C14); 23,00 (C8); 22,85 (C2); 9,08
(C1). Si{'"H'NMR (99,35 MHz, CDCl3) : & = -66,69. ESI*-MS: m/z 2914,36 [M+H]"
(havaittu), m/z 2914,39 [M+H]" (laskettu), m/z 1457,68 [M+2H]*" (havaittu), m/z 1457,70
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[M+2H]?" (laskettu), m/z 972,10 [M+3H]*" (havaittu), m/z 972,13 [M+3H]*" (laskettu), m/z
2936,35 [M+Na]" (havaittu), m/z 2936,37 [M+Na]" (laskettu).

3.2.3 Yhdisteen 6 synteesi

Lahtoaine 5 liuotettiin DCM:iin (6 ml) ja liuoksen joukkoon liséttiin TFA:a (2 ml).
Reaktioliuosta sekoitettiin huoneenlammossd 2 h. Reaktion etenemistd seurattiin TLC:1ld
(DCM/MeOH, 93:7, v/v, ninhydriinivérjdys). Tuote saostettiin lisddmalla reaktioliuos tipoittain
jadhdytettyyn dietyylieetteriin (40 ml) ja sakka sentrifugoitiin (4000 min~! 10 min).
Supernatantti pipetoitiin talteen ja sakka liuotettiin metanoliin. Liuotin haihdutettiin
alipaineessa. Tuotteelle tehtiin kolme heksaanipesua ja liuotin haihdutettiin pois alipaineessa.
Tuotetta kuivattiin vakuumieksikkaattorissa viikonlopun yli. Tuotteen 6 saanto oli 72,4 mg (99
%). 'H NMR (500 MHz, CD;0D) : § = 3,88 (1H, t, J = 6,6 Hz, H6); 3,34 (2H, t, J = 6,6 Hz,
H10); 3,29-3,16 (2H, m, H3); 1,88 (2H, m, H7); 1,65 (4H, m, H2 ja H9); 1,49 (2H, m, H8);
0,68 (2H, t, J = 8,15 Hz, H1). BC{'HINMR (126 MHz, CD;0D) : § = 170,08 (C5); 163,44-
162,62 (C12); 121,75-114,76 (C13); 54,41 (C6); 52,06 (C10); 43,13 (C3); 32,22 (C7); 29,47
(C9); 23,73 (C2); 23,23 (C8); 10,11 (C1). ¥’Si{'H}NMR (99,35 MHz, CD;0D) : § = -66,57.
ESI"-MS: m/z 2113,95 [M+H]" (havaittu), m/z 2113,97 [M+H]" (laskettu), m/z 1057,48
[M+2H]?" (havaittu), m/z 1057,49 [M+2H]*" (laskettu), m/z 705,31 [M+3H]*" (havaittu), m/z
705,33 [M+3H]*" (laskettu), m/z 529,25 [M+4H]*" (havaittu), m/z 529,25 [M+4H]*" (laskettu).

3.2.4 Yhdisteen 8 synteesi

Lihtoaine 6 (9,83 umol; 29,8 mg), Boc-Arg(Boc)2-OH 7 (118,0 umol; 56,0 mg) ja BOP (130
umol; 57,4 mg) liuotettiin DMSO:iin (10 ml). Reaktioliuokseen liséttiin DIPEAa (390 pmol;
67,8 ul). Reaktioliuosta sekoitettiin huoneenlammassé yon yli. Reaktion etenemista seurattiin
TLC:1la (DCM/MeOH, 95:5, v/v, ninhydriinivérjdys) eetteriuuton kautta. Reaktioliuoksen
joukkoon lisittiin vettd (20 ml) ja vesifaasia uutettiin dietyylieetterilld (10 ml). Eetterifaasista
haihdutettiin ~ liuotin  alipaineessa. =~ Tuote puhdistettiin  silikageelikromatografisesti
(DCM/MeOH, 95:5, v/v,). TLC:n (DCM/MeOH, 95:5, v/v, ninhydriinivérjdys) perusteella tuote
sekd epdpuhtaus eluoituivat samanaikaisesti, joten tuote puhdistettiin uudelleen
silikageelikromatografisesti (DCM/MeOH, 98:2, v/v), jolloin epdpuhtaus eluoitui
ensimmdisend. Tdmén jidlkeen metanolin pitoisuus nostettiin 5 %, jolloin tuote eluoitui.
Tuotefraktiot yhdistettiin ja liuottimet haihdutettiin pois alipaineessa. Tuote kuivattiin

vakuumieksikkaattorissa yon yli. Tuotteen 8 saanto oli 50,3 mg (89 %). Ry-arvo = 0,25. 'H
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NMR (500 MHz, CDCls) : = 11,47 (1H, s, H19); 8,35 (1H, t,J = 5.2 Hz, H17); 7,49 (1H, br,
H4); 7,28 (1H, br, H11); 5,87 (1H, br, H23); 4,54 (1H, m, H6); 4,12 (1H, m, H13); 3,39 (2H,
m, H16); 3,24 (2H, t, J= 6,8 Hz, H10); 3,16 (2H, m, H3); 1,88-1,77 (2H, m, H7’ ja H14); 1,70
(4H, m, H7”, H14”" ja H15); 1,60 (4H, m, H2 ja H9); 1,52-1,39 (29H, m, HS ja H22); 0,63
(2H, m, H1). BC{'H'NMR (126 MHz, CDCls) : § = 172,42 (C12); 171, 51 (C5); 163,47 (C18);
156,23 (C20); 155,82 (C20); 153,20 (C20); 83,11 (C21); 79,96 (C21); 79,29 (C21); 54,86
(C13); 52,90 (C6); 51,15 (C10); 42,03 (C3); 40,39 (C16); 32,38 (C7); 28,54 (C14); 28,35 (C9);
28,32 (C22): 28,07 (C22): 25,79 (C15); 22,71 (C2 ja C8); 9,11 (C1). 2Si{'H}NMR (99,35
MHz, CDCls) : § =-66,86. ESI'-MS: m/z 1922,04 [M+3H]*" (havaittu), m/z 1922,02 [M+3H]**
(laskettu), m/z 1441,75 [M+4H]*" (havaittu), m/z 1441,76 [M+4H]*" (laskettu), m/z 1153,62
[M+5H]>" (havaittu), m/z 1153,61 [M+5H]>" (laskettu), m/z 961,50 [M+6H]®" (havaittu), m/z
961,51 [M+6H]°" (laskettu).

3.2.5 Yhdisteen 10 synteesi

Lihtoaine 6 (3,3 umol; 9,5 mg), Boc-Arg(Pbf)-OH 9 (39,6 umol; 20,9 mg) ja BOP (43,6 umol;
19,9 mg) liuotettiin DMSO:iin (1 ml). Reaktioliuokseen liséttiin DIPEAa (130,8 pumol; 22,8
ul). Reaktioliuosta sekoitettiin huoneenldmmossd yon yli. Reaktion etenemistd seurattiin
TLC:11a (DCM/MeOH, 90:10, v/v, ninhydriinivérjdys). Reaktioliuos kylmékuivattiin. Tuote
puhdistetiin silikageelikromatografisesti (DCM/MeOH, 90:10, v/v). Tuotefraktiot yhdistettiin
ja liuottimet haihdutettiin pois alipaineessa. Tuotteen 10 saanto oli 20,6 mg (106 %). Re-arvo =
0,57. 'TH NMR (500 MHz, CDCls) : & = 7,70 (2H, br, NH); 6,50 (3H, br, NH); 4,34 (2H, m, H6
ja H13); 3,21 (6H, m, H3, H10 ja H16); 2,95 (2H, s, H29); 2,59 (3H, m, H22); 2,51 (3H, m,
H32); 2,09 (2H, s, 24); 1,79 (4H, m, H7 ja H14); 1,61 (2H, m, H2); 1,59 (4H, m, H9 ja H15);
1,46 (8H, m, H28 ja H8); 1,41 (9H, m, H36); 0,64 (2H, m, H1). BC{'H'NMR (126 MHz,
CDCl3) : 8 = 172,74 (CS5 ja C12), 158,81 (C26); 156,68 (C18); 155,93 (C34); 138,32 (C25 tai
C23); 132,73 (C21); 132,23 (C31); 124,70 (C30); 117,59 (C25 tai C23); 86,43 (C27); 79,74
(C35); 54,00 (C13, C6); 51,12 (C10); 43,26 (C29); 42,00 (C3); 40,92 (C16); 31,50 (C7); 29,70
(C14); 28,61 (C36); 28,36 (C28); 28,00 (C9); 25,60 (C15); 23,01 (C8); 22,70 (C2) 19,41 (C22);
18,09 (C32); 12,51 (C24); 8,99 (C1). ?Si{'HINMR (99,35 MHz, CDCl;) : § = -66,64. ESI*-
MS: m/z 2060,55 [M+3H]*" (havaittu), m/z 2060,62 [M+3H]*" (laskettu), m/z 1545,63
[M+4H]*" (havaittu), m/z 1545,72 [M+4H]*" (laskettu), m/z 1236,77 [M+5H]>" (havaittu), m/z
1236,78 [M+5H]>" (laskettu).
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3.2.6 Yhdisteen 11 synteesi

Lahtoaine 8 (50,3 mg) liuvotettiin DCM:iin (6 ml) ja joukkoon lisdttiin TFA:a (2 ml).
Reaktioliuosta sekoitettiin huoneenldmmossd 2 h. Reaktion etenemistd seurattiin TLC:114
(DCM/MeOH, 95:5, v/v, ninhydriinivérjdys). Reaktioliuos saostettiin jadhdytetysti
dietyylieetteristi (40 ml) ja sentrifugoitiin (4000 min~! 10 min). Supernatantti pipetoitiin talteen
ja sakka liuotettiin metanoliin. Liuotin haihdutettiin pois alipaineessa. Saanto oli tdssd vaiheessa
heikko, joten eetterifaasi haihdutettiin kuiviin alipaineessa. Jdannos liuotettiin metanoliin (5 ml)
ja se saostettiin jadhdytetystd dietyylieetteristd kuten edelld. Saatu tuote yhdistettiin aiemman
eetterisaostuksen tuotteen kanssa. Saannon perusteella tuotetta oli edelleen supernatantissa,
joten sentrifugointiaikaa pidennettiin. '"H NMR:n seki saannon perusteella tuotetta jii edelleen
eetterifaasiin, minkd vuoksi tuote koitettiin saostaa vield asetonitriilistd vastaavasti, mutta
sakkaa ei muodostunut. Tuotteelle tehtiin kolme heksaanipesua ja liuotin haihdutettiin pois
alipaineessa. Tuote kuivattiin vakuumieksikkaattorissa yon yli. Tuotteen 11 saanto oli 35,1 mg
(66 %). '"H NMR (500 MHz, CD;0D) : § = 4,37 (1H, m, H6); 4,02 (1H, t, J = 6,3 Hz , H13);
3,33 (3H, m, H16 ja H3"); 3,23 (2H, t, J = 6,9 Hz, H10); 3,09 (1H, m, H3"*); 1,95 (2H, m,
H14); 1,82-1,74 (2H, m, H7); 1,74 (2H, m, H15); 1,62 (4H, m, H2 ja H9); 1,49 (2H, m, HS);
0,67 (2H, d, J = 4,9 Hz, H1). BC{'H}NMR (126 MHz, CD;0D) : § = 173,81 (C5); 170,05
(C12); 163,58-162,75 (C22); 158,83 (C18); 121,68-114,71 (C23); 55,17 (C6); 53,85 (C13);
52,33 (C10); 43,20 (C3); 41,83 (C16); 33,04 (C7); 29,75 (C14); 29,61 (C9); 25,22 (C15); 24,25
(C8); 23,76 (C2); 10,27 (C1). *Si{'HINMR (99,35 MHz, CD30OD) : § = -66,55. ESI*-MS: m/z
1681,84 [M+2H]*" (havaittu), m/z 1681,89 [M+2H]*" (laskettu), m/z 1121,59 [M+3H]*"
(havaittu), m/z 1121,59 [M+3H]*" (laskettu), m/z 841,44 [M+4H]*" (havaittu), m/z 841,45
[M+4H]*" (laskettu), m/z 673,36 [M+5H]>" (havaittu), m/z 673,36 [M+5H]>" (laskettu).

3.2.7 Yhdisteen 12 synteesi

Lihtoaine 10 (5 mg) liuotettiin TFA/anisoli/vesi (95:2,5:2,5, v/v/v) -liuokseen. Reaktioliuosta
sekoitettiin huoneenlammossd 3 h. Reaktion etenemistd seurattiin TLC:11a (DCM/MeOH,
80:20, v/v, ninhydriinivérjdys). Reaktioliuos saostettiin jadhdytetysti dietyylieetteristd (12 ml)
ja sakka sentrifugoitiin (4000 min~! 10 min). Supernatantti pipetoitiin talteen ja sakka liuotettiin
metanoliin. Liuotin haihdutettiin pois alipaineessa. Tuotteen 12 saanto oli 2,1 mg (43 %).

Reaktio toistettiin 7,1 mg:lla ldhtéainetta 10, jolloin saannoksi saatiin 3,5 mg (50 %).
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Tuotteet yhdistettiin samaan keittopulloon ja suoritettiin heksaanipesu. Yhdistetyn tuotteen
massa heksaanipesun jilkeen oli 3,4 mg (46,3 %). '"H NMR (500 MHz, CD;0D): & = 4,40 (1H,
m, H6); 4,07 (1H, m, H13); 3,33-3,16 (6H, m, H3, H10 ja H16); 2,00 (2H, m, H14); 1,75 (4H,
m, H7 ja H15); 1,62 (4H, m, H2 ja H9); 1,49 (2H, m, H8); 0,66 (2H, m, H1). *C{'H}NMR:ssi
ja 2Si{'H}NMR:ssi ei nikynyt muuta kuin TMS ja liuotinpiikki.

Tuote saostettiin jadhdytetysti dietyylieetteristi (12 ml) ja sentrifugoitiin (4000 min~! 10 min).
Supernatantti pipetoitiin talteen ja sakka liuotettiin metanoliin. Liuotin haihdutettiin pois

alipaineessa. Saanto oli 0,8 mg (23,5 %). '"H NMR ei viitannut oikeaan tuotteeseen.
3.3 Oligonukleotidit
3.3.1 Oligonukleotidi ON7

Tutkimusryhmaissi aiemmin syntetisoitu ja BCN-konjugoitu oligonukleotidi ON7 puhdistettiin
HPLC:114 ajogradientilla 0-25 min 10-70 % MeCN, 25-26 min 70—-100 % MeCN, 2630 min
100 % MeCN, 30-35 min 100-10 % MeCN ja 3540 min 10 % MeCN. ON7 méiéréa oli 0,48
umol. ON7:n ja ON5:n muodostaman dupleksin sulamisldmpdtilaksi médritettiin 49,0°C. EST
-MS: m/z 1966,78 [2M-3H]*(havaittu), m/z 1966,76 [2M-3H]*(laskettu), m/z 1474,82 [M-
2H]*(havaittu), m/z 1474,82 [M-2H]*(laskettu), m/z 982,87 [M-3H]* (havaittu), m/z 982,88
[M-3H]*(laskettu), m/z 736,89 [M-4H]*(havaittu), m/z 736,91 [M-4H]*(laskettu).
Massaspektrissd havaittiin epdpuhtausmassa (5982,29 Da), josta ei padsty puhdistuksella eroon.

Epépuhtauden mééri oli kuitenkin hyvin pieni.
3.3.2 Oligonukleotidin ON8 synteesi

Oligonukleotidi ONS8 syntetisoitiin automatisoidulla kiinteéin kantajan oligosynteesilli AKTA
OligoPilot plus syntetisaattorilla 3 pmol:n skaalalla. Kiinted kantaja (2"-OMe-Ac-C-RNA-
CPG) (3 umol) kuivattiin yon yli eksikkaattorissa. Synteesisséd kidytettiin kaupallisia 2’-OMe -
modifioituja fosforamidiitteja: A-2’-OMe (135 pumol), C-2’-OMe (270 pumol), G-2°-OMe (135
umol), U-2’-OMe (225 pmol) ja aminoserinoli (90 umol). Fosforamidiitit punnittiin ja
kuivattiin eksikkaattorissa yon yli, jonka jdlkeen ne liuotettiin kuivaan asetonitriiliin synteesia
varten. Suojaryhmien poistaminen ja kantajalta irrottaminen suoritettiin 1:1 (v/v) -seoksella
ammoniakin vesiliuosta (25 %, w/w) ja metyyliamiinin vesiliuosta (40 %, w/w) 2 h

huoneenldammossi. Kiinted kantaja sentrifugoitiin mikrosentrifugiputken pohjalle ja pailld
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oleva nestefaasi, jossa valmis oligonukleotidi oli, pipetoitiin talteen. Liuottimet haihdutettiin
nestefaasista alipaineessa. Haihdutusjddnnos liuotettiin MilliQ-veteen ja suodatettiin PTFE
0,22 um -ruiskusuodattimella. Liuos kylmikuivattiin. Oligonukleotidi liuotettiin MilliQ-veteen
ja puhdistettiin HPLC:114 ajogradientilla 0-25 min 10-25 % MeCN, 25-26 min 25-100 %
MeCN, 26-30 min 100 % MeCN, 30-35 min 100-10 % MeCN ja 35-40 min 10 % MeCN.
Fraktiot kylmédkuivattiin ja tuotefraktiot méiéritettiin massaspektrometrisesti. Tuotefraktiot
yhdistettiin ja kylmikuivattiin. Tuotteen ONS8 saanto oli 0,77 umol (26 %). ESI'-MS: m/z
2379,43 [M-2H]*(havaittu), m/z 2379,43 [M-2H]* (laskettu), m/z 1585,94 [M-3H]*(havaittu),
m/z 1585,95 [M-3H]*(laskettu), m/z 1189,20 [M-4H]*(havaittu), m/z 1189,21 [M-4H]*
(laskettu), m/z 951,15 [M-5H]> (havaittu), m/z 951,17 [M-5H]>(laskettu), m/z 792,46 [M-6H]*
(havaittu), m/z 792,47 [M-6H]%(laskettu), m/z 679,11 [M-7H]"(havaittu), m/z 679,12 [M-7H]"-
(laskettu), m/z 594,10 [M-8H]* (havaittu), m/z 594,10 [M-8H]* (laskettu).

3.3.3 Oligonukleotidin ON9 synteesi

Mikrosentrifuugiputkessa olevan kuivan oligonukleotidin ON8 (3,78 pmol) paille lisdttiin
BCN-NHS -esterid (56,8 pumol), joka oli liuotettuna DMSO:iin (28,4 ul), sekd DIPEA:a (56,8
umol). Liuokseen muodostui sakkaa, joten joukkoon liséttiin vield 185 ul DMSO:ia. Reaktiota
lammitettiin 40 asteisessa uunissa 24 h. Toisessa reaktiossa mikrosentrifuugiputkessa olevan
kuivan oligonukleotidin ON8 (3,78 umol) paille lisattiin BCN-NHS -esterid (37,8 umol), joka
oli liuotettuna DMSO:iin (18,9 ul), sekd DIPEA:a (37,8 umol). Liuokseen muodostui sakkaa,
joten joukkoon liséttiin vield 240 ul DMSO:ia. Reaktion annettiin edetd huoneenldmmaossa 28
h ajan. Reaktioiden etenemisti seurattiin HPLC:114 ajogradientilla 0—25 min 5-50 % MeCN,
25-26 min 50-100 % MeCN, 26-30 min 100 % MeCN, 30-35 min 100-5 % MeCN ja 35-40
min 5 % MeCN. Tuotteet puhdistettiin HPLC:11d samalla ajogradientilla kuin edelld.
Kummankin reaktion tuotefraktiot mééritettiin massaspektrometrisesti, jonka perusteella
molempien reaktioiden tuotefraktiot yhdistettiin ja kylmékuivattiin. Tuotteen ON9 saanto oli
yhteensd 0,34 pumol (45 %). ON9:n ja ONS:n muodostaman dupleksin sulamisldmpétilaksi
médritettiin 54,4°C. ESI-MS: m/z 2467,46 [M-2H]*(havaittu), m/z 2467,47 [M-2H]* (laskettu),
m/z 1644,62 [M-3H]*(havaittu), m/z 1644,64 [M-3H]*(laskettu), m/z 1233,22 [M-4H]*
(havaittu), m/z 1233,23 [M-4H]*(laskettu), m/z 986,37 [M-5H]* (havaittu), m/z 986,38 [M-
SH]* (laskettu), m/z 821,80 [M-6H]%(havaittu), m/z 821,82 [M-6H]*(laskettu), m/z 704,26 [M-
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7H]"-(havaittu), m/z 704,27 [M-7H] - (laskettu), m/z 616,11 [M-8]% (havaittu), m/z 616,11 [M-
8H]* (laskettu), m/z 547,54 [M-9H]*(havaittu), m/z 547,54 [M-9H]>(laskettu).

3.4 Pallonukleiinihapot
3.4.1 Yhdisteen 13 synteesi

Yhdisteen 11 vesiliuokseen (4,2 ul, 12,5 nmol) liséttiin ON7:n vesiliuosta (150 pl, 150 nmol).
Liuokseen liséttiin vield 30 ul 4,5 M NaCliin vesiliuosta. Reaktion annettiin edeté
huoneenldimmossd 72 h ajan. Reaktion etenemisti tarkasteltiin PAGE:Ila. Reaktioliuokseen
liséttiin atsidoetoksietoksietoksietanolia (1500 nmol) liuotettuna DMSO:iin (15,2 pl) ja
annettiin reagoida 24 h. Tuote puhdistettiin HPLC:114 ajogradientilla 0—25 min 10-35 % MeCN,
25-26 min 35-100 % MeCN, 2630 min 100 % MeCN, 30-35 min 100-10 % MeCN ja 3540
min 10 % MeCN. Tuotefraktio kylmékuivattiin ja liuotettiin nukleaasivapaaseen veteen.
Tuotteen 13 saanto oli 6,0 nmol (48 %). Tuotteen puhtaus varmistettiin vield PAGE:lla seka
tuote karakterisoitiin massaspektrometrisesti. Massaspektrissd oli havaittavissa ON7:n
massaspektrissd esiin tullut epdpuhtausmassa (5982,29 Da). Tuotteen 13 ja ONS:n

muodostaman sekunddirirakenteen sulamislampdtilaksi méadritettiin 52,9°C.
3.4.2 Yhdisteen 14 synteesi

Yhdisteen 11 vesiliuokseen (2 pl, 6 nmol) lisittiin ON9:n vesilivosta (72 pl, 72 nmol).
Liuokseen lisdttiin vield 36,6 ul 4,5 M NaCl:iin vesiliuosta. Reaktion annettiin edetd
huoneenldmmossd 144 h ajan. Tuote puhdistettiin HPLC:114 ajogradientilla 0-25 min 10-25 %
MeCN, 25-26 min 25-100 % MeCN, 2630 min 100 % MeCN, 30-35 min 100-10 % MeCN
ja35-40 min 10 % MeCN. Tuotepiikki fraktioitiin neljdén eri fraktioon. Fraktioita tarkasteltiin
PAGE:lla, jonka perusteella fraktiot 3 ja 4 sisdlsivdt eniten haluttua tuotetta 14. Geelin
perusteella kvantitoitiin kahdeksasti, seitsemisti ja kuudesti substituoitujen tuotteiden
suhteelliset médrit prosenttiosuuksina, jotka olivat fraktiossa 3 seuraavanlaiset: §-substituoitu
60 %, 7-substituoitu 32 % ja 6-substituoitu 8 %. Fraktiossa 4 puolestaan prosenttiosuudet
jakautuivat seuraavasti: 8-substituoitu 62 %, 7-substituoitu 29 % ja 6-substituoitu 9 %. Fraktiot
3 ja 4 kylmédkuivattiin ja livotettiin nukleaasivapaaseen veteen. Tuotefraktioiden saantojen
madrittimiseen kaytettiin kahdeksasti, seitsemidsti ja kuudesti substituoitujen tuotteiden
absorptiokertoimien suhteellista keskiarvoa. Fraktion 3 absorptiokerroin oli néin ollen 935 488

1 mol! cm! ja fraktion 4 absorptiokerroin oli 936 732 1 mol! cm™!. Fraktion 3 saanto oli 0,8
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nmol ja fraktion 4 saanto oli 0,6 nmol (yhteensd 1,4 nmol, 24 %). Tuote onnistuttiin
karakterisoimaan massaspektrometrisesti, mutta se ionisoitui todella huonosti. Tuotteen 14 ja

ONS:n muodostaman sekundéérirakenteen sulamislampdtilaksi maaritettiin 56,5 °C.
3.5 Kinetiikkakokeet
3.5.1 Heksameerien kinetiikkakokeet

50 ul HEPES-puskuria (¢ = 0,40 M, I = 0,40 M, pH = 7,5), 50 ul sisdistd standardia 4-
nitrobentseenisulfonihappoa (1,0 mM), 50 ul kohde-RNA:ta (200 uM) ja 50 ul katalyyttid (100
uM) lisdttiin mikrosentrifuugiputkeen. Reaktioiden aloitustilavuus oli ndin ollen 200 ul
(c(HEPES) = 0,10 M, I/ (HEPES) = 0,10 M, c(4-nitrobentseenisulfonihappo) = 0,25 mM,
c(kohde-RNA) = 50 uM, c(katalyytti) = 25 puM). Reaktiot suoritettiin 35 °C asteessa ja
reaktioiden pH oli 7,5. Reaktioliuoksista otettiin sopivin aikavilein 20 pl ndytteet, jotka
laitettiin heti jddvesihauteeseen. Reaktio pysdytettiin néytteissd lisdamaéllda 3 ul 1 M HCI-
vesiliuosta. Néytteet analysoitiin mahdollisimman pian RP-HPLC:1ld kéyttden analyyttistd
Thermo Scientific ODS Hypersil (250 x 4,6 mm, 5 pum) -kolonnia. Ajoliuoksina kdytettiin 50
mM TEAA-liuoksia (pH = 7) MilliQ-vedessé sekd asetonitriilissd. Ajogradienttina kéytettiin
0-20 min 3-10 % MeCN, 20-30 min 10-100 % MeCN. Kromatogrammien piikit integroitiin
ja heksameereille saadut arvot korjattiin jakamalla ne standardille saatujen integraalien arvoilla.
Data normalisoitiin aloituspisteen suhteen. Ensimmaisen kertaluvun nopeusvakiot mééritettiin

kohde-RNA:n méirian vahenemiselle.

3.5.2 HERZ2-sekvenssin kinetiikkakokeet

10 ul HEPES-puskuria (¢ = 0,40 M, /= 0,40 M, pH = 7,5), 5 ul sisdistd standardia ON6 (200
uM), 5 ul nukleaasivapaata vettd, 10 ul kohde-RNA:ta (200 uM) ja 10 ul katalyyttid (100 uM)
liséttiin mikrosentrifuugiputkeen. Reaktioiden aloitustilavuus oli néin ollen 40 pl (c(HEPES) =
0,10 M, I (HEPES) = 0,10 M, c(ON6) = 0,25 mM, c(kohde-RNA) = 50 uM, c(katalyytti) =25
uM). Reaktiot suoritettiin 35 °C asteessa ja reaktioiden pH oli 7,5. Reaktioliuoksista otettiin
sopivin aikavilein 4 pl ndytteet, joihin lisattiin 6 pl nukleaasivapaata vettd. Reaktio pyséytettiin
naytteissd lisddamadllda 1 ul 1 M HCl-liuosta. Reaktiondytteet jaddytettiin nestetypelld ja
sdilytettiin pakkasessa PAGE-analyysiin saakka. Naytteet laimennettiin kymmenkertaisiksi. 5
ul laimennoksen joukkoon lisdttiin 5 pul Novex TBE-Urea 2x -ndytepuskuria, ja geelille

pipetoitiin 10 pl. Niytteet analysoitiin denaturoivalla PAGE:lla kiyttden kaupallisia 15 %
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Novex TBE-Urea geeleji (15 % akryyliamidi, TBE, 7 M urea). Ajopuskurina kdytettiin 1xTBE
(90 mM Tris, 90 mM boraatti, 2 mM EDTA, pH 8,3) -puskuria. Ajoaika oli 45 minuuttia ja
kaytetty jannite 200 V sekd sdhkovirta 45 mA. Geelit kuvattiin kohde-RNA:n ja standardin
ONG6 fluoresenssileimojen perusteella Bio Rad ChemiDoc™ MP-laitteella. Kuvat muutettiin
2D-tiheysprofiileiksi, jotka integroitiin kdyttden ImageJ-ohjelmaa. ONS:lle saadut arvot
korjattiin jakamalla ne standardille saatujen integraalien arvoilla. Data normalisoitiin
aloituspisteen suhteen. Ensimmdiisen kertaluvun nopeusvakiot médritettiin kohde-RNA:n

madran vihenemiselle.
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4 Johtopaatokset ja yhteenveto

Keinotekoiset ribonukleaasit ovat heréttdneet tutkimuksissa paljon mielenkiintoa
potentiaalisena sekvenssispesifisend menetelméni epanormaalista geenien sditelysti johtuvien
sairauksien hoitoon. Lineaaristen oligonukleotidien terapeuttisessa kdytdssd on kuitenkin vield
omat haasteensa etenkin niiden soluun kulkeutumisen kanssa. Keinotekoisten ribonukleaasien
muodostaminen pallonukleiinihapoksi, voisi olla potentiaalinen ratkaisu, jolla saataisiin
parannettua niiden soluun kulkeutumista. Liséksi tdllaisten rakenteiden polyvalenttisuuden
ansiosta niilld on hyvét mahdollisuudet optimaalisen paikalliskonsentraation saavuttamisen

katalyytin ja kohde-RNA:n vilille, miké johtaisi tehostuneeseen pilkkoutumiseen.

COSS-lysiini-arginiini -katalyytti 11 syntetisoitiin onnistuneesti. Synteesissé ja puhdistuksissa
kdytetyt menetelmét todettiin toimiviksi. Suojaryhméstrategioista Boc-Arg (Boc)>-OH toimi
paremmin katalyytin synteesissd. COSS-lysiini-arginiini -yhdiste osoittautui tehokkaaksi
organokatalyytiksi, silli HER2-geenin hydrolysoitumisen puoliintumisaika kyseiselld
katalyytilld oli 10 h £ 0,52 h. Katalyytistdi muodostettujen mahdollisten
metallikoordinaatiokompleksien (Zn**, Cu®* ja Pd*") reaktiot olivat huomattavasti hitaampia,
kuin pelkilli organokatalyytilli. Zn?'-ionin kanssa HER2-geenin hydrolysoitumisen
puoliintumisaika oli 278 h + 28 h ja Cu**-ionin kanssa 465 h + 73 h. Pd**-ionin kanssa ei
tapahtunut lainkaan hydrolysoitumista HER2-geenin hydrolyysireaktiossa ja heksameerien
hydrolysoitumisten puoliintumisaikoja ei onnistuttu kyseisissé reaktioissa maérittimaén, silla

reaktiondytteet sakkaantuivat.

Katalyytistd muodostetut pallonukleiinihapot 13 ja 14 syntetisoitiin onnistuneesti SPAAC-
menetelmadlld.  Pallonukleiinihappojen =~ monofunktionalisointituotteita e1  onnistuttu
todentamaan HPLC:1ld eikd PAGE:lla, minkd vuoksi synteeseissd siirryttiin suoraan
taysfunktionalisointiin. Ensimmaisen pallonukleiinihapon 13 tiysfunktionalisointi meni tiysin
loppuun asti ja se saatiin hyvin puhdistettua HPLC:114. Toisen pallonukleiinihapon 14 kohdalla
havaittiin pitkdn reaktioajan jilkeen vield wuseita vajaasti substituoituja tuotteita
tdysfunktionalisoidun tuotteen rinnalla. Taméd vaikeutti tdysfunktionalisoidun tuotteen
puhdistamista HPLC:114. PAGE:lla tuotteet erottuivat paremmin, minki vuoksi se voisi olla

potentiaalinen vaihtoehto tiysfunktionalisoidun tuotteen puhdistamiseksi.

Komplementaaristen oligonukleotidijuosteiden liittdminen katalyyttiin hidasti HER2-geenin

hydrolysoitumista toisin kuin hypoteesina oli. Pallonukleiinihapon 13 katalysoiman HER2-
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geenin hydrolysoitumisen puoliintumisaika oli 71 h £ 3 h ja pallonukleiinihapon 14
katalysoimassa reaktiossa puoliintumisaika oli 43 h = 5 h. Tdmén vuoksi selvitettiin, misti
kohdista HER2-geeni hajoaa katalyytin vaikutuksesta. Tuloksista havaittiin selkedsti yksi
padasiallinen hajoamiskohta, joka sijaitsi HER2-geenin ja pallonukleiinihappojen
oligonukleotidijuosteiden komplementaarisella alueella, johon kaksoisjuoste muodostuu.
Yksijuosteisten alueiden on todettu hajoavan nopeammin kohde-RNA:ssa, mikd on yksi syy
sithen, miksi HER2-geenin hydrolyysireaktiot olivat hitaampia muodostettujen

pallonukleiinihappojen kanssa kuin pelkélld katalyytilla.

Pallonukleiinihapon 13 ja HER2-geenin vilisen kaksoisjuosteen muodostuessa HER2-geenissi
vapaaksi jadneen 3’-péddn tuominen ldhelle katalyyttid ei myoskédn nopeuttanut reaktiota, silld
hajoaminen tapahtuu pédiasiassa juuri toisessa padssd HER2-geenid. Pallonukleiinihapon 14
katalysoima HER2-geenin hydrolysoituminen oli nopeampi kuin pallonukleiinihapon 13
katalysoima. Tdmai voisi johtua siité, ettd yhdisteen 14 kohdalla my6s HER2-geenin 3’-pdé on
hybridisoitunut muodostuneeseen sekunddirirakenteeseen, jolloin se ei ole mahdollisesti
hiiritseméssd katalyytin pddsyd pddasialliseen hajoamiskohtaan. Liséksi pallonukleiinihapon
14 tapauksessa 8-substitoitua ei onnistuttu erottamaan 7- ja 6-substituoiduista tuotteista, minkd
vuoksi vajaissa substituointituotteissa vapaaksi jddneet haarat ovat voineet pilkkoa vapaana
olevia HER2-geeneja tehokkaammin sen padasiallisesta katkaisukohdasta.
Pallonukleiinihapon 14 katalysoima HER2-geenin hydrolysoituminen oli kuitenkin
huomattavasti hitaampi kuin pelkélld katalyytilld, joten toivottua jénnitteen tehostamaa

katkeamista ei tapahtunut.

Tyo6n tulosten perusteella polyoktavalentti arginiinilysiini-silseskvioksaanikuutio osoittautui
potentiaaliseksi keskusrakenteeksi organonanotsyymeihin. Ohjaavien oligonukleotidien
sekvenssid sekd kemiaa muuttamalla on mahdollista vaikuttaa organonanotsyymien
tehokkuuteen ja spesifisyyteen pilkkoa kohde-RNA:ta. Tdssd tutkimuksessa muodostetut
pallonukleiinihapot eivit osoittautuneet kovinkaan tehokkaiksi katalyyteiksi HER2-geenin
pilkkomisessa, minkd vuoksi jatkotutkimuksen kohteena voisi olla oligonukleotidijuosteiden
optimointi paremmiksi katalyysin kannalta, kun tiedetddn mistd kohdista HER2-geeni

pilkkoutuu.
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Liite 18. Yhdisteen 12 "H NMR-spektri
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Liite 19. Yhdisteen 12 'H NMR-spektri ectterisaostuksen jilkeen

5.4913
5.3541
5.3447
5.3353
4.8598
4.5838
4.3844
3.8313
3.4503
3.4471
3.4439
3.3487
3.3327
3.3162
3.3130
3.3098
3.3066
3.3034
3.2323
3.2208
3.2063
3.1916
3.1710
3.1679
3.1646
3.0393
2.6582
2.2074
2.1925
2.1772
2.1560
2.0731
2.0347
2.0262
2.0128
1.9883
1.8715
1.8560
1.8430
1.7342
1.6320
1.6187

1.6058
1.4789
1.4639
1.4065
1.4008
1.3362

1.3133
1.3086
1.2892

0.9154
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Liite 20. Yhdisteen 5 massaspektri
Channel name: 1: RT=3.3602 mins : TOF MSe (400-7000) 30V ESI+
[M+2H]**
183e5
15051 1458.15588
145866407
1851 51541863
1459.14410
14e51
12654
g
£ 100000
=]
< 1459.65247
& 145764777
s
g
£ 80000
1477.61462
60000 140861626 11475 12619
| 1640036 1408.14461-]
52042654
400001
140761759 [Il473.60042
1358.10681
3+
20000 |||530.16600 [M+3H] S 47912116
54343266 97276436 : 479.63299 [M+H]+
2
76455240 972441587 [ 28541785 480.14491
—553.17890\972.09580 ~1480.62847 1957.52454 281830557
0 Lol N
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400

Observed mass [m/z]



Liite 21. Yhdisteen 6 massaspektri
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[M+4H]4+ Channel name: 1: RT=1.4801 mins : TOF MSe (400-7000) 30V ESI+
52973277 4.85e
4,5¢5
4e5
3.5e5 ]
3e5
7 52008804 [M+3H]*"
5 705.63464
S, 25e5 R
r 705.96853
2 [M+2HP*
2e54
70530083 1057.95191
bos 30250 -1058.45694
1.5e5
1057.44700
-530.22634
11058.96210
100000
[706.63655
-530.48172
i [1059.46737
50000 . [M+H]*
-706.97068 105197287
eyl 1051.46939 | 19?3:;8 9?1241 2114 919927136992127 89604
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
Observed mass [m/z]
Liite 22. Yhdisteen 8 massaspektri
Channel name: 1: Average Time 4.8169 min : TOF MSe (400-7000) 30V ESI+ : Combined
[M+5H]5+ 1.17e6
1154.21018
~1154.41114
1e6 [1154.61212
1154.00924—
8e54 51542791
7
_ 52943744 [1154.81312
£
2
Q
Y 6e5
=
§
£ [M+6H]**
1153.80831-[1155.01414
465 1134.40149 [M-+4H]*
1442.75828
1.8427 -
961.842 1442505547 }1443.01105
945.49448 144225281~
-1155.21517
2e5 —1443.26384
1442.00011- ™
~115541622 | 144348856 [M+3H]
i:ﬁg;;lg? 1923.00326
. ‘h. N v . L19|23.32751 . . . . .
500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250

Observed mass [m/z]
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Liite 23. Yhdisteen 10 massaspektri

Channel name: 1: RT=3.7402 mins : TOF MSe (400-7000) 30V ESI+
2.65¢4

606.92678
25000
22500
20000
17500
£ 15000 |
5
o
1=
£ 1250043326052
c /
g 56095049
- \
100007 638.95718
/
7500
5000 [M+4H]*
154670177
- [MSHI™  1546.46017-| 1546 93228 3
73122739 123775451 12617885 ~1547.22517 [M+3H]
—745.18767 123754643~ 1430_15254_' 1547.69050 2061.60016
e L . o o L A l‘
T 1 U 1 T U
1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
Observed mass [m/z]
Liite 24. Yhdisteen 11 massaspektri
Channel name: 2: Average Time 1.1668 min : TOF MSe (400-7000) 60-120V ESI+ : Combined
[M+4H]* ’
841.03832 -
70000  [M#SHP*
67374758
JHSSW 1842.19578
so000] 572353 84170234
50000
3
7 1842.45329 [M+3H] *
5 1122.25674
Q 40000 —-674.15067
=
5 84144495 1121910001122 57876
c
300004
e 1122.92560
67135002 67436186 4
20000 83895888~ 1121,58807
-702.58775
~702.78375 1123.24772
70297977 |_garoases  1118.27246)~1129.57551
10000 83493755 [“877.97200 M|-1120.80858
~70498076 | 188007507 1117.02634-f| |1 3024655
' ~1136.80313 [M+2H]2*
. 1172.54408 T i 202480457
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300

Observed mass [m/z]



Liite 25. ON7 massaspektri

[M-2H]>- 48e5
1475.30297
4.5e54
4e5
147481859
35e5-]
147581503

3e5
5

S 25e5]
ol
£

E 2e5]

1.5e5 147630047
100000
[M-3H}- [2M-3H]>
4-
50000.] [M;;izigsgfgajgz?s 147681361 1967.40532
A cosasatre | o Ciserzersy m/z 1993,09021, z=3
M = 5982,29 Da
- 1
, l 98386750 [ o et l 968,063
500 1000 1500 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Observed mass [m/z]

Liite 26. ON8 massaspektri

[M-sH]L 3.57e5
3554 1586.61584
’ 1586.26119
3e5
1586.94097
2.5¢5-
2 2e5-
3
o
> 1585.93613-
£ 15es h587.26613
100000+
156750122 [M-2H]*>
594,35629
7 1120.45331 238040727
50000
2379.90047-_>380.87792
—1587.04612
~1sg425036  |-2381.38482
1 L —2391.38906
(l WARAE 06

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Observed mass [m/z]
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Liite 27. ON9 massaspektri

[M-3H]*
164531247 T
5e5
1644,98341
4e5+
-1645.64555
::; 3e54
3
&2
=
s 616.35408 64507668
- 704.55585 164462230~
2e5+ ]
[M-4H]*+
70469372
123371976 164630783
1000004
[M-2H]*
| iagea00; 246841623
2467.97387-|~2468.89550
-16532.29995 474.09670
o l X | ——1659.94409 N
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Observed mass [m/z]
Liite 28. Yhdisteen 13 massaspektri
546.02198 147e5
/
145
1.2e5+
736.87957
100000
5 80000
; M =5982,29 Da
:2 1993.59529
£ 600004 ~1993.95979
926.84984
199326395~ 0050118
400001 1987.60236
-1994.62261
[M-14H]"* 1957 57152
20000 1195.75023  1977.920227
—1994.95406 M. 10-
~1494,94905 2[3312 %‘311-!} [M-7H]™ [M-6H]¢
-2001.25683 ;" [M-9H]*-[M-8H]% 3854.06769 100257628 49039034
2997.46202L B ‘ /
. Ll vl
U T ! ] 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Observed mass [m/z]
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Liite 29. Yhdisteen 14 massaspektri

Item description:

Intensity [Counts]

10000

20004

Channel name: 2: Average Time 5.0001 min : TOF MSe (400-5000) -50--90V ESI- : Combined

54094856
1714.66942
—1715.00748
171430066~
[M-11H]!-

736.94706 (MR
77145032 12H]je- [M-ISH]'S
771.78017

1714,02412-]
2603473 1285.74763

Observed mass [m/z]

[M-16H]'s-

1.12e4

3578.39615
!

3373.68705 | 3833.62279 A777.86635

;Q‘I 34.20698

5000

Liite 30. ON7 ja ON5:n muodostaman dupleksin sulamisldmpdtilaprofiili

0.33
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40 60
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80 100
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Liite 31. ON9 ja ON5:n muodostaman dupleksin sulamisldmpdtilaprofiili

0394
0.38 -
037
036
< o35
034
033
0.32-

0.31 1

0

; 1
20 40 60 80 100
T(°C)

Liite 32. Pallonukleiinihapon 13 ja ONS5:n muodostaman sekundéérirakenteen

sulamislampotilaprofiili

0.39

0.38

0.37

0.36
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Liite 33. Pallonukleiinihapon 14 ja ONS5:n muodostaman sekundéérirakenteen

sulamislampétilaprofiili

0.39
038 -
0.37—-
0.36—-
0.35—-
0.34—-
0.33—-
0.32—-
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0.30
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