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Lahiaikoina kiinnostus oligonukleotideihin perustuviin lddkeaineisiin on kasvanut.
FDA:n hyvéiksymia oligonukleotidilddkkeitd oli kymmenen tammikuussa 2020, ja jotkin
oligonukleotidilddkkeet ovat saaneet myyntiluvan Euroopassakin. Oligonukleotidien
ladkekdytossd on kuitenkin useita haasteita. Oligonukleotidien kohdennus tiettyyn
kudokseen tai solutyyppiin on haasteellista, ne eivit ldpdise solukalvoa, ovat alttiita
nukleaasien katalysoimalle hajotukselle ja poistuvat elimistostd nopeasti
munuaissuodatuksen kautta.

Pallonukleiinihapot (SNA, spherical nucleic acids) koostuvat keskusrakenteesta,
jonka pintaan on kiinnittynyt lukuisia oligonukleotideja. SNA-rakenteilla on monia hyvia
ominaisuuksia verrattuna lineaarisiin oligonukleotideihin. Ne otetaan solun sisille
tehokkaasti scavenger A -reseptorivilitteiselld endosytoosilla, ovat kestivimpia
nukleaaseja vastaan ja saavat aikaan pienemmén immuunivasteen kuin lineaariset
oligonukleotidit.

Tamin tutkielman tavoitteena oli valmistaa happolabiileja SNA-rakenteita ja tutkia
niiden hajoamisen kinetiikkaa eri pH:issa. Ty0 aloitettiin happolabiililla pentaerytritoliin
ja asetaalirakenteisiin perustuvalla keskusrakenteella, josta yritettiin valmistaa SNA.
Keskusrakenne kuitenkin hajosi liian herkésti, kun sithen kiinnitettiin oligonukleotideja,
minkd seurauksena péddtettiin vaihtaa l&hestymistapaa. Seuraavaksi valmistettiin
happolabiilin N-metoksioksatsolidiinilinkkerin sisdltdvd oligonukleotidi. Kyseisestd
oligonukleotidista valmistettiin  SNA  liittdmalld sitd Co60-fullereenipohjaiseen
keskusrakenteeseen. Valmistetun SNA-rakenteen hajoamisen kinetiikkaa tutkittiin
pH:issa 5, 6 ja 7,4. Rakenne hajosi nopeasti pH:issa 5 ja 6, mutta oli hyvin pysyvéa
fysiologisessa pH:ssa 7,4. Saadut tulokset ovat lupaavia, ja verrattavissa aikaisempiin

samalla linkkerilld valmistettuihin konjugaatteihin.

Avainsanat: Happolabiili, oligonukleotidi, pallonukleiinihappo, konjugaatit
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1. Johdanto

1.1 Terapeuttiset oligonukleotidit

Oligonukleotideilla on paljon potentiaalia erilaisten sairauksien hoidossa.

Oligonukleotideihin pohjautuvia liskkeitd on kehitetty esimerkiksi erilaisiin sy&piin' = ja

hermostorappeumasairauksiin*®. Vuoden 2020 tammikuussa FDA:n (Food and Drug

7

Administration) hyvidksymid oligonukleotidilddkkeitd oli kymmenen.” Esimerkiksi

t8’9

Euroopassakin myyntiluvan saanut™” nusinerseeni (spinraza) on spinaalisen lihasatrofian

(spinal muscular atrophy, SMA) hoitoon kehitetty 18 nukleotidia pitkd antisense-
oligonukleotidi.>” Oligonukleotidien laajemmassa ldikekiytdssd on kuitenkin useita

haasteita. Oligonukleotidien kohdentaminen tiettyyn solutyyppiin tai kudokseen on

7,10

haasteellista”"", oligonukleotidit eivit ldpdise solukalvoa kovin tehokkaasti suuren koon

11,12

ja varauksen takia ja lisdksi elimiston nukleaasit hajottavat oligonukleotideja jo

verenkierrossa.!*> Ongelmiin on kehitetty useita ratkaisuja, kuten erilaisia kuljettimia ja

0

kemiallisia modifikaatioita.! FErilaiset kemialliset modifikaatiot, kuten 2'-O-

modifikaatiot ja fosforotioaatit, parantavat oligonukleotidien kestdvyyttd nukleaaseja
vastaan.”1%13 Tissikin tutkimuksessa kiiytetty ISE AR-V7 (intron splicing enhancer,
androgen receptor variant 7)' on 2’-OMe-modifioitu fosforotioaatti. Lisiksi
oligonukleotideihin on mahdollista tehdd modifikaatioita, jotka peittdvit fosfaattien
negatiiviset varaukset, ja siten parantavat oligonukleotidien solukalvon lipdisykykya.'*
Oligonukleotideja on konjugoitu moniin muihin molekyyleihin, kuten esimerkiksi

15-17 18,19

peptideihin'>"'7,  vasta-aineisiin'®!®,  hiilihydraatteihin?%!

ja nanopartikkeleihin®,

Konjugaatit auttavat oligonukleotidien kohdentamisessa haluttuun kudokseen tai

17,20,21 15,23-25

solutyyppiin , auttavat oligonukleotideja pddsemién solun sisdlle ja voivat

myds parantaa oligonukleotidien pysyvyytta verenkierrossa.’%?’
Oligonukleotidikonjugaatit koostuvat yleensd kolmesta osasta: itse oligonukleotidista,
sithen konjugoituvasta molekyylistd, ja nimi kaksi osaa yhdistivisti linkkeristd.?’ 2
Linkkereitd on kahta eri tyyppii: pysyvii ja katkeavia.”’ ! Tdmiin tutkielman kannalta
katkeavat linkkerit ovat olennaisia. Ne mahdollistavat oligonukleotidien reversiibelin
konjugoinnin muihin molekyyleihin. Ideaalisesti katkeavat linkkerit ovat pysyvid
fysiologisissa olosuhteissa, mutta katkeavat nopeasti solun sisdlld esimerkiksi
endosomien happamissa olosuhteissa tai sytosolin pelkistivissd olosuhteissa.?3>3
Esimerkiksi hydratsoniin perustuvat linkkerirakenteet ovat happolabiileja**3°, kun taas
disulfidisidosrakenteet hajoavat sytosolin pelkistivissi olosuhteissa.’’>° Hyodyntimalli

ortogonaalisia konjugointistrategioita oligonukleotideista on mahdollista tehdd myos bis-
1



konjugaatteja, joissa oligonukleotidiin on konjugoitu kaksi molekyylid.}!-334041

Oligonukleotidiin voidaan kiinnittdd esimerkiksi kudokseen kohdentava molekyyli
happolabiililla linkkerilld ja endosomista poistumista helpottava molekyyli pysyvailla tai

ortogonaalisesti hajoavalla linkkerill3.?>*

1.2 Pallonukleiinihapot

5
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Kuva 1. SNA:n yleinen rakenne. Keskusrakenne, jota ympér6i oligonukleotidikuori

Pallonukleiinihapot (spherical nucleic acid, SNA) ovat oligonukleotidikonjugaatteja,
jotka koostuvat sopivasta haaroittavasta keskusrakenteesta, johon on kiinnittyneeni
lukuisia oligonukleotideja (kuva 1).22%* Oligonukleotidit ovat jirjestdytyneet tihedisti
keskusrakenteen pinnalle. Oligonukleotidin toinen pdd on kiinni keskusrakenteessa, ja
toinen pid osoittaa ulospiin.?** Oligonukleotidin toiseen pidhin tiytyy yleensi tehdi
jokin modifikaatio, jotta ne saadaan kiinnitetty# keskusrakenteeseen.?*>* Modifikaatio
voi olla esimerkiksi tioli kultananopartikkelikeskusrakenteen?? tapauksessa tai syklo-
oktyyni fullereenikeskusrakenteen tapauksessa*’. Lisiksi oligonukleotidin ja
keskusrakenteen vililld on usein késivarsirakenne, jonka tarkoituksena on siirtdd
oligonukleotidia kauemmas keskusrakenteesta.****6 Kisivarsirakenne voi koostua
esimerkiksi nukleiinihapoista tai polyetyleeniglykolista (PEG).****¢ Ensimmdisten
pallonukleiinihappojen keskusrakenteena kiytettiin kultananopartikkeleita®?, mutta
myO6hemmin on kiytetty useita erilaisia keskusrakenteita. Keskusrakenne voi olla
epdorgaanista tai orgaanista materiaalia tai jopa niiden seosta.*” Keskusrakenteena on

kiytetty esimerkiksi hopeananopartikkeleita**, kvanttipisteiti*’, liposomeja*® >,

153 ja fullereenia*’. Lisdksi on mahdollista syntetisoida onttoja SNA-

proteiineja
rakenteita. Niissd oligonukleotidit on konjugoitu kultananopartikkeliin ja timin jdlkeen
ristisilloitettu valokemiallisella reaktiolla. Lopulta kultakeskusrakenne on syovytetty pois
syanidikisittelylld.>* SNA-rakenteiden avulla voidaan kuljettaa DNA:ta>>*%, RNA:ta>’ ja
néiden kaksoiskierteitd. ®>

SNA-rakenteilla on useita hyvid puolia verrattuna lineaarisiin oligonukleotideihin.
Ne ldpdisevit solukalvon tehokkaasti scavenger A -reseptorivilitteiselld endosytoosilla
(havaittu yli 50 solutyypilld).?**°¢! SNA:t ovat myds kestdvimpii nukleaaseja vastaan®

2



ja aikaansaavat pienemmin immuunivasteen®’ kuin lineaariset oligonukleotidit. Lisiksi
SNA-rakenteet kykenevit ainakin jossain méiirin ldpdisemdin veri-aivoesteen. Veri-
aivoesteen ldpdisy ei kuitenkaan ole kovin tehokasta. Esimerkiksi erdéssd glioomaa
(aivokasvain) sairastavilla hiirilld tehdyssé tutkimuksessa on havaittu, ettd alle 1 % vereen
injektoidusta SNA:sta pddtyy aivoihin, ja ettd terveilld hiirilld SNA:n kulkeutuminen
aivoihin on vield 1000 kertaa heikompaa.®* SNA-rakenteiden halkaisija on tyypillisesti
suurempi kuin 10 nm, ja se riippuu sekd keskusrakenteen halkaisijasta etti
oligonukleotidin pituudesta.*” Munuaissuodatus on yleisesti tehokasta molekyyleille,
joiden halkaisija on alle 6 nm.® Niin ollen SNA-rakenteet ovat riittiviin isoja
vilttddkseen munuaissuodatuksen. On kutenkin huomattavaa, ettd mahdollinen
proteiinikorona maédrittelee SNA:n lopullisen rakenteen, ja siten myds sen
liskekuljetinominaisuudet.?*%*+% Kaikki edelld mainitut hyddylliset ominaisuudet on
havaittu kultananopartikkelikeskusrakenteisilla SNA-rakenteilla, mutta samankaltaisia

ominaisuuksia on havaittu myds muilla keskusrakenteilla*>*

ja my0s ontoilla SNA-
rakenteilla®. Tistdi voidaan paitelld, ettdi keskusrakenteen vaikutus SNA:n
ominaisuuksiin on melko pieni, ja suurin osa SNA-rakenteiden ominaisuuksista on
seurausta oligonukleotidikuoresta.*’

SNA:t otetaan soluun sisdlle endosytoosilla scavenger A-reseptorien avulla
lipidilauttojen vilitykselld.>*> Nanopartikkeleiden soluun ottamisen tehokkuuteen
vaikuttaa esimerkiksi niiden koko ja muoto.*$” SNA-rakenteiden tapauksessa soluun
oton tehokkuuteen vaikuttaa myds oligonukleotidikuoren tiheys tiettyyn rajaan asti>>®,
Esimerkiksi erddn 13 nm kultananopartikkeleista valmistetun SNA-rakenteen
tapauksessa on havaittu, ettd 60 oligonukleotidin jidlkeen SNA:n soluun otto ei kasva
huomattavasti.®® Muodon suhteen pallomaiset nanopartikkelit kulkeutuvat solun sisélle
tehokkaammin kuin esimerkiksi sauvamaiset nanopartikkelit.%® Lisiiksi SNA-rakenteiden
soluun oton tehokkuuteen vaikuttaa myos oligonukleotidien sekvenssi. SNA:t, joiden
oligonukleotideissa on paljon guaniinia kulkeutuvat solun sisdlle huomattavasti
tehokkaammin kuin muita nukleoemaiksii sisiltivit SNA:t.% On ehdotettu, ettd timai

perustuisi siihen, ettii guaniinipitoiset sekvenssit muodostavat G-kvadruplekseja®-"

,joita
scavenger A -reseptorit sitovat tehokkaammin kuin yksijuosteista DNA:ta.”! Suurin
merkitys endosytoosin nopeuden kannalta on keskusrakenteesta kauimpina olevilla
nukleoemdksilld.  Lisddmélld  toistuvia GGT  sekvenssejd  oligonukleotidin
keskusrakenteesta kauimpaan péiihin voidaan parantaa SNA:n soluun kulkeutumista.®

Solun sisdlldi SNA-rakenteet aikaansaavat terapeuttisen vasteen tunnettujen

geeninhiljennysmekanismien mukaisesti, ja ne kykenevdt my0s toimimaan RNA-
3



interferenssissi.> %6272 Dicer kykenee katkaisemaan siRNA:n (pieni hiiritsevi RNA,
small interfering RNA) SNA:n pinnalla’"*, minki jilkeen RNA-interferenssi etenee

kanonisen mekanismin mukaisesti.”* SNA-rakenteeseen perustuvia lisikekandidaatteja on

75,76 62,72

kehitetty esimerkiksi erilaisiin ithosairauksiin’>'® ja sydpiin.

Vaikka SNA:t otetaan solun sisdlle tehokkaasti endosytoosilla, ne eivét poistu
endosomeista kovin tehokkaasti. Pieni osa SNA-rakenteista kuitenkin péésee sytosoliin,
ja nimé endosomeista poistuneet SNA:t aikaansaavat SNA-rakenteiden terapeuttisen
vasteen.> Suurin osa molekyyleisti, jotka otetaan endosytoosilla solun sisille, ja jotka
eivit pddse endosomeista ulos, kulkeutuvat aikaisten endosomien kautta mydhéisiin
endosomeihin ja sieltd lysosomeihin, missi ne hajotetaan.”” SNA-rakenteiden on havaittu
keskusrakenteesta ja oligonukleotidin sekvenssistd riippumatta kertyvin pddosin

55,78

mydhdisiin endosomeihin, mistd ne eivdt siirry lysosomeihin. My®0héisissi

endosomeissa nukleaasit lopulta hajottavat SNA:t.>®

Myos se kuinka nopeasti nukleaasit hajottavat oligonukleotideja riippuu SNA-
rakenteen oligonukleotidikuoren tiheydestd. Mitd tiheampi oligonukleotidikuori on siti
hitaammin nukleaasit hajottavat oligonukleotideja. Toinen nukleaasipysyvyyteen liittyva
tekiji on SNA-rakenteiden suuri paikallinen suolakonsentraatio.’® SNA-rakenteiden
oligonukleotidikuoressa on mukana paljon kationeja (esimerkiksi Na*), jotka toimivat
vastaioneina oligonukleotidien negatiivisesti varautuneille fosfaattiryhmille.” Niin ollen
oligonukleotidikuoren suolakonsentraatio riippuu sen tiheydestd. Nukleaasipysyvyyden
kannalta suolakonsentraatiolla on suurempi merkitys.?¢ On ehdotettu, etti timi johtuisi
siitd, ettd oligonukleotidikuoressa olevat kationit korvaisivat entsyymeihin sitoutuneita
kationeja, jotka ovat olennaisia entsyymin toiminnalle.’®%° Myés oligonukleotidin
sekvenssilld on merkitystd SNA-rakenteen nukleaasipysyvyyden kannalta. Esimerkiksi
perakkdiset U- ja A-emidkset keskusrakenteen ldhelld heikentdvdit SNA:n
nukleaasipysyvyytti.’!'#2  SNA-rakenteiden = nukleaasipysyvyys on  myds
nukleaasikohtaista.?6>>#3 Esimerkiksi eriissi tutkimuksissa ribonukleaasi H:n on todettu
pilkkovan duplekseja SNA-rakenteen pinnalla jopa 2-3 kertaa nopeammin kuin
vastaavaa vapaata dupleksia,®® kun taas DNaasi I:n on todettu pilkkovan SNA-
rakenteiden DNA:ta 4 kertaa hitaammin kuin vapaata DNA:ta.? Yksi mahdollinen syy
tille on entsyymien erilainen suolansietokyky.2%3

Erdissd tutkimuksissa on havaittu, ettdi SNA-rakenteet sitovat komplementaarisia
sekvensseji lineaarisia oligonukleotideja voimakkaammin.*3* Asiasta 16ytyy kuitenkin

ristiriitaista tietoa.®>®” Joissain tutkimuksissa muodostuneiden dupleksien on havaittu

olevan pysyvimpii ja purkautuvan (sulavan) korkeammissa limpétiloissa*®>*, kun taas
4



toisissa on havaittu, ettd sulaminen tapahtuu matalammassa limpétilassa.®>%¢ SNA-
rakenteiden muodostamien dupleksien sulamisen on my0s havaittu tapahtuvan
kapeammalla limpétilavililli kuin lineaaristen oligonukleotidien.**** Sulamislimpétila
laskee ja sulamisen lampotilavili levenee, kun SNA-rakenteen pinnalla olevien
dupleksien miird kasvaa.’” Lisdksi on havaittu, etti SNA-rakenteiden hybridisaation
tasapainovakio on jopa 100 kertaa suurempi kuin lineaarisilla oligonukleotideilla.**%8
Korkeampi tasapainovakio johtuu kuitenkin siitd, ettd laskuissa SNA:ta kohdellaan
yhtend yksikkoni, vaikka sen pintaan on kiinnittyneeni useita oligonukleotideja.3>37:88
Jos SNA-rakenteiden hybridisaatioon liittyvit suureet normalisoidaan ottaen huomioon
SNA-rakenteen kantamien oligonukleotidien miird, suureet ovat samaa luokkaa
lineaaristen oligonukleotidien kanssa.®® Lisiksi miti useampia oligonukleotideja SNA-

8587 ja  hitaampaa®® uusien

rakenteeseen on hybridisoituneena sitd heikompaa
oligonukleotidien hybridisaatio on. Elektrostaattinen repulsio ja steerinen este
heikentivit dupleksien muodostumista.®>*” SNA-rakenteiden hybridisaatio on entalpian
ajama prosessi ja entropian kannalta episuotuisa.*®3’#¥ SNA-rakenteiden muodostamien
dupleksien pysyvyys riippuu useasta tekijdstd, kuten oligonukleotidikuoren tiheydesti,
keskusrakenteen koosta ja liuoksen suolakonsentraatiosta.’* Mitd harvempi
oligonukleotidikuori on siti voimakkaampaa hybridisaatio on.®” Nidmi ominaisuudet
tekevidt SNA-rakenteista lupaavia koettimia erilaisiin diagnostisiin tarkoituksiin. Korkea
tasapainovakio mahdollistaa komplementaaristen sekvenssien detektoinnin pienemmissa
pitoisuuksissa verrattuna esimerkiksi fluoresenssikoettimiin.*® Lisiiksi SNA-rakenteiden
avulla on mahdollista erottaa komplementaarinen sekvenssi jopa yhden eméksen
poikkeavista sekvensseisti.*’

Kuten muutkin SNA-rakenteiden ominaisuudet, my0s alennettu immuunivaste
johtuu  tihedstd  oligonukleotidikuoresta  ja  sen  suuresta  paikallisesta
suolakonsentraatiosta. Tihedn oligonukleotidikuoren ansiosta SNA:n pinnalla olevat
oligonukleotidit eivit sitoudu yhtd voimakkaasti solujen DNA:ta sitoviin proteiineihin
kuin vapaat oligonukleotidit, ja immuunivaste on jopa 25 kertaa alhaisempi. Mitd
tihedimpi  oligonukleotidikuori, on sitd alhaisempi on SNA:n aikaansaama
immuunivaste.>’ Huolimatta siitd, ettdi SNA-rakenteiden aikaansaama immuunivaste on
yleisesti pienempi kuin lineaarisilla oligonukleotideilla, SNA-rakenteita on mahdollista
suunnitella aikaansaamaan immuunivaste. Téastd voi olla hyotyd erilaisissa
immunoterapiahoidoissa esimerkiksi syopidd vastaan.’***°? Myds nidmid SNA:t

hyddyntivit SNA-rakenteiden yleisid ominaisuuksia.”? Sopiva oligonukleotidisekvenssi



SNA-rakenteessa voi aktivoida elimiston TLR-reseptoreja (toll-like receptor), jotka

aikaansaavat immuunivasteen.’%%0 92

1.2.1 Kultananopartikkelikeskusrakenne
Suurin osa SNA-rakenteista ja niiden ominaisuuksia kuvaavista havainnoista on tehty

22,24,26,46,57,7281.93 Epsimmaisissé SNA-rakenteissa

kultananopartikkelikeskusrakenteella.
kiytettiin 13 nm kultananopartikkeleita.”> SNA-rakenteissa on kiytetty myds esimerkiksi
15 nm>%%, 50 nm®* ja jopa 250 nm** nanopartikkeleita. Keskusrakenteen koko vaikuttaa
oligonukleotidikuoren maksimitiheyteen. Pienemmilld keskusrakenteilla saavutetaan
suurempi oligonukleotidikuoren tiheys, mutta nanopartikkelin pinnalle mahtuu

vihemmiin oligonukleotideja (taulukko 1).%>%*

Taulukko 1. Keskusrakenteen halkaisijan vaikutus siithen kiinnittyvien oligonukleotidien méiréén ja
oligonukleotidikuoren tiheyteen. Mukailtu lihteestd **

keskusrakenteen oligonukleotideja/partikkeli oligonukleotidikuoren  tiheys
halkaisija (nm) (oligonukleotideja/cm?)
10 68+ 10 2,0 x 108 £2 x 102
15 110+ 10 1,7 x 108 +£2 x 102
20 180 +20 1,4 x 108 £1 x 10"
30 260+ 10 9,3x 10" +8x 10"
40 430+ 10 8,5 x 102+ 4 x 10"
50 640 + 80 8,1 x 102+ 3 x 10"
60 890 + 20 7,8 x 1012+ 1 x 10"
80 1400 + 100 7,1 x 102 +£9 x 10"
100 2200 £+ 200 7,1 x 1012 £ 4 x 10!
150 5100 + 100 7,1 x 1012 +£2 x 101!
200 8500 + 200 6,8 x 1012 £ 1 x 10"

Oligonukleotidien kiinnittdminen kultananopartikkeliin tehddén yleisimmin

22434695 avulla, mutta myds esimerkiksi disulfideja’ on kiytetty.

alkyylitiomodifikaation
Tyypillisesti oligonukleotidit liitetddn keskusrakenteen pintaan vesiliuoksessa, jonka
suolapitoisuutta  kasvatetaan ajan myodten.  Prosessia  kutsutaan  suolalla
ikdsinnyttimiseksi.****> Suurempi suolakonsentraatio synteesin aikana mahdollistaa
tiheimpien SNA-rakenteiden synteesin, silld positiivisesti varautuneet vastaionit
vihentivit oligonukleotidien vilisid hylkimisvoimia.* Liséksi oligonukleotidin ja
keskusrakenteen vilissd on yleensd kisivarsirakenne, jolla saadaan etdisyyttd

oligonukleotidin ja keskusrakenteen vilille.***¢ Kisivarsirakenteen valinnalla on my®ds

vaikutusta konjugaation saantoon.*>’ Mahdollinen kisivarsirakenteen tai kiinnitettivin
6



oligonukleotidin vuorovaikutus keskusrakenteen kanssa voi heikentdi saantoa.*>"7%

Esimerkiksi adenosiinin affiniteetti kultaa kohtaan on suurempi kuin tymidiinilld®®*°,

jonka on todettu vaikuttavan episuotuisasti SNA-rakenteiden kokoamiseen.*>’

Useat nanomateriaalit ovat toksisia'%103

, ja onkin huomattavaa, ettd SNA-
rakenteiden ei ole havaittu olevan toksisia.’®®!!% SNA-rakenteissakin kiytetyilld
kultananopartikkeleilla itsessééin on havaittu sytotoksisuutta.!%® Kultananopartikkeleiden

toksisuus riippuu useasta eri tekijisti kuten niiden koosta!®’, muodosta'® ja

pintakemiasta'®!.

Pienet kultananopartikkelit (halkaisija <2 nm) ovat akuutisti
sytotoksisia, kun taas 15 nm kultananopartikkelit eivédt ole akuutisti toksisia edes
6300 uM konsentraatiossa.!®® Nanopartikkelien pitkdaikaisista terveysvaikutuksista ei

kuitenkaan vield ole kunnolla tietoa,'**!"”

mutta joissain  tutkimuksissa
kultananopartikkeleilla on havaittu lievid haittavaikutuksia.'?”!% Keskusrakenteiden
mahdolliset haittavaikutukset on syytd ottaa huomioon, koska ne ovat todenndkdisid

tuotteita SNA-rakenteiden metabolisessa hajoamisessa.>*

1.2.2 Molekulaariset pallonukleiinihapot

SNA-rakenteet eivit yleensd ole homogeenisid, silld niiden koko ja oligonukleotidikuoren
tiheys vaihtelevat.*>*39*+%7 Kyseessi on siis tietynlaisten rakenteiden populaatio, eli
polydisperssi seos. Molekulaarisilla pallonukleiinithapoilla on maééritelty tunnettu
rakenne, kuten esimerkiksi tdmédnkin tutkimustavoitteen C60-fullereeniin ja
pentaerytritoliin  (PET) pohjautuvilla SNA-rakenteilla (kuva 2). Toisin kuin
kultananopartikkeleilla, néilld orgaanisilla keskusrakenteilla SNA-rakenteiden kokoa ja

oligonukleotidikoostumusta voidaan kontrolloida tarkasti.**

Kuva 2. Tissi tutkimuksessa kiytetyt molekulaariset keskusrakenteet: A) C60-fullereenikeskusrakenne®?,
B) PET-keskusrakenne



Tassd tutkimuksessa kdytetty atsidifunktionalisoitu C60-fullereenikeskusrakenne
on aikaisemmin julkaistu rakenne.*” Samassa tutkimuksessa kiytettiin myds
atsidifunktionalisoitua polyoktaedristi silseskvioksaanikeskusrakennetta (POSS).*
Oligonukleotidien konjugointi keskusrakenteisiin perustuu atsidin ja syklo-oktyynin
viliseen kuparivapaaseen sykloadditioreaktioon (strain-promoted azide-alkyne
cycloaddition, SPAAC).*>!% Keskusrakenne sisiltii atsidiryhmin ja oligonukleotidi
syklo-oktyynin. C60-keskusrakenteeseen saadaan kiinnitettyd 12 oligonukleotidia, kun
taas POSS- ja PET-keskusrakenteisiin saadaan liitettyd vain kahdeksan. Sekda C60- etté
POSS-keskusrakenteisella pallonukleiinihapolla on havaittu muihin SNA-rakenteisiin,
kuten  kultananopartikkelikeskusrakenteisiin  pallonukleiinihappoihin, verrattavia
ominaisuuksia. Molekulaariset pallonukleiinihapot ovat kestavimpid nukleaaseja vastaan
kuin lineaariset oligonukleotidit. Lisdksi ne kulkeutuvat solun sisélle tehokkaasti.
Tihedmmén oligonukleotidikuoren ansiosta C60-keskusrakenteiset pallonukleiinihapot
kulkeutuvat tehokkaammin solun sisélle ja ovat kestavimpid nukleaaseja vastaan kuin
POSS-keskusrakenteiset pallonukleiinihapot. Kumpikin pystyy estdmidén geenin
ekspression solussa. Solulinjassa antisense-oligonukleotideilla tehdyissd kokeissa on
havaittu, ettd C60-fullereenikeskusrakenteinen SNA kykenee vihentdimdin HER2:n
(human epidermal growth factor receptor 2) ekspressiota 81 %, kun taas POSS-

keskusrakenteinen SNA vain 15 %.4

1.2.3 Biohajoavat ja -yhteensopivat SNA-rakenteet

Lihiaikoina kiinnostus erilaisiin biohajoaviin ja -yhteensopiviin SNA-rakenteisiin on
kasvanut, 4178, 110-115 Tillaisilla ~ SNA-rakenteilla ~ pystytddn  vilttimiin
keskusrakenteeseen liittyvit haittavaikutukset solun toimintaan.”® Bioyhteensopivalla
SNA:lla tarkoitetaan SNA-rakennetta, joka on biohajoava’®!!112  tai jonka
keskusrakenne on biomolekyyli, kuten liposomi*®*!!3 tai proteiini®"!'*!>. My®&s ontot
SNA-rakenteet>*!!¢ lasketaan bioyhteensopiviksi. Biohajoavat SNA-rakenteet hajoavat

biologisissa olosuhteissa joko itsestiin!!? tai jonkin ulkopuolisen drsykkeen, esimerkiksi

78 78,110 tai

pH:n’®, entsyymin valon'!!, vaikutuksesta. Biohajoavissa SNA-rakenteissa on
kdytetty  esimerkiksi ~ PLGA-polymeerid''®  (poly(lactic-co-glycolic  acid)),
polykarbamaattiin perustuvaa keskusrakennetta''> ja DBBC-rakenteeseen (DNA-brush

block copolymer) perustuvaa misellirakennetta’®.
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Kuva 3. PLGA:n rakenne. Mukailtu 1dhteesta!'°



PLGA-SNA koostuu atsidimodifioidusta PLGA-polymeeristd (kuva 3), johon
oligonukleotidit kiinnitetdin SPAAC-reaktiolla. Oligonukleotidien vapautuminen
PLGA-rakenteesta tapahtuu PLGA:n esteriselkidrangan hydrolyysin kautta. Hajoamisen
puoliintumisajat PLGA-SNA-rakenteille seerumissa ovat 2-3 h.'' Hajoaminen on
hitaampaa kuin monilla liposomaalisilla SNA-rakenteilla®®, mutta silti melko nopeaa.
PLGA-SNA-rakenteilla on havaittu SNA-rakenteille tyypillisid ominaisuuksia. Ne
kulkeutuvat solun sisdlle tehokkaasti ja ovat kestivdmpid nukleaaseja vastaan kuin

lineaariset oligonukleotidit. Lisdksi PLGA:n biohajoavuuden ansiosta rakenteet eivét ole

misellin /‘\’;‘\\1
muodostus ’/\y\\%/\\\\?{
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Kaavio 1. DBBC-SNA :n muodostuminen’®

DBBC-SNA-rakenteet valmistetaan kiinnittdimélld useita oligonukleotideja
atsidimodifioituun  polykaprolaktoniin SPAAC-reaktiolla. Vesiliuoksessa néistd
konjugaateista rakentuu misellejd, jotka muodostavat SNA-rakenteen (kaavio 1). DBBC-
SNA:t kulkeutuvat tehokkaasti soluun ja pystyvit estimédn geenin ekspression solussa.
Niiden hajoaminen on pH-riippuvainen prosessi, ja ne hajoavat matalissa pH:issa
nopeammin. DBBC-SNA:t hajoavat myds seerumissa. DBBC-SNA-rakenteilla ei ole

havaittu merkittivii sytotoksisuutta.’

Lipofiilinen
hanta
——
Ve Ve

liposomi

liposomaalinen SNA

Kaavio 2. Liposomaalisen SNA:n muodostuminen®



Liposomaalisissa SNA-rakenteissa oligonukleotidien kiinnitys liposomiin perustuu
hydrofobisiin vuorovaikutuksiin. Oligonukleotidin toiseen péddhin taytyy liittda
lipofiilinen hiinti, joka interkaloituu liposomin fosfolipidien viliin (kaavio 2).*>° Koska
oligonukleotidin kiinnitys liposomiin ei ole kovalenttinen, liposomaalisissa SNA-
rakenteissa on vaarana rakenteen ennenaikainen purkautuminen. Hydrofobisemman
hiannin avulla liposomaalisista SNA-rakenteista saadaan huomattavasti pysyvampid
seerumissa.”’ Liposomaaliset SNA-rakenteet kulkeutuvat solun sisille tehokkaasti
endosytoosilla.**° Lisiéksi ne voivat aikaansaada terapeuttisen vasteen solussa. Ne eiviit
mydskiin ole sytotoksisia.*’

Proteiini-SNA-rakenteissa oligonukleotidit kiinnitetdén proteiiniin SPAAC-
reaktiolla. Proteiinin amiiniryhmiin voidaan liittdd jonkin linkkerin vélitykselld atsidi,
johon syklo-oktyynimodifioidut oligonukleotidit voidaan liittda.>! !> My®&s proteiini-
SNA:t otetaan solun sisille tehokkaasti endosytoosilla.’!>* Eriiissi tutkimuksessa®” solun
sisélle kulkeutumisen tehokkuuteen on havaittu vaikuttavan esimerkiksi proteiinin ja
oligonukleotidien vilisen linkkerin rakenne. Esimerkiksi f-galaktosidaasiin perustuvan
SNA-rakenteen on havaittu kulkeutuvan solun sisille tehokkaammin, kun PEG-linkkeri
on lyhyempi. Lisdksi on havaittu, ettd kulkeutuminen soluun on tehokkaampaa, kun PEG-
linkkeri korvataan DNA-pohjaisella linkkerillid.”®> Proteiini-SNA-rakenteilla ei ole
havaittu sytotoksisuutta.’! Proteiini-SNA:ta voidaan hyddyntdd myds terapeuttisesti
aktiivisten proteiinien kuljetuksessa.’!>> Niiden on havaittu olevan pysyvimpii veressi
kuin modifioimattomat proteiinit.> Liséksi on havaittu, etti proteiini-SNA-rakenne
otetaan solun sisélle tehokkaammin kuin modifioimaton proteiini, ja esimerkiksi B-
galaktosidaasin  tapauksessa entsyymin aktiivisuuden on havaittu sdilyvin
oligonukleotidikuoresta huolimatta.>!->2

Onttoja SNA-rakenteita on toistaiseksi julkaistu kaksi erilaista. Yhteistd
kummallekin ~ on  se, ettd kultananopartikkelia  kéytetddn  templaattina
oligonukleotidikuoren = muodostukselle.  Sopivan  ristisilloitusreaktion  jilkeen
kultakeskusrakenne voidaan liuottaa, ja tuloksena saadaan ontto SNA-rakenne.’*!!
Toinen strategioista hyddyntdd propargyylieetterimodifioituja oligonukleotideja.>*
Propargyylieetterit sitoutuvat kultananopartikkelin pintaan, missd propargyylieetterit
reagoivat keskenddn muodostaen asetaalisidoksilla polymeeriverkoston (kaavio 3).
Polymerisaation jilkeen kultakeskusrakenne liuotetaan kaliumsyanidiliuoksella.’*!!’
Télld metodilla valmistetuilla pallonukleiinihapoilla on huomattavasti tihedmpi

oligonukleotidikuori kuin perinteisilli kultananopartikkelikeskusrakenteisilla SNA-

rakenteilla.>* Toisessa strategiassa kultananopartikkeli pinnoitetaan silikalla, joka on
10



funktionalisoitu maleimidiryhmilld. Tiolimodifioidut oligonukleotidit reagoivat
maleimidien kanssa, ja kiinnittyvét silikan pintaan. Tamén jélkeen kultakeskusrakenne

livotetaan jodilla.!'® Kummatkin niistd pallonukleiinihapoista otetaan solun sisille

tehokkaasti ja kummatkin kykenevit estimiin geenin ekspression solussa.>*!!¢

Kumpikaan ei mydskidin ole sytotoksinen™*'!'S, ja silikarakenne on lisiksi
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Kaavio 3. Propargyylieetterien polymerisaatiolle ehdotettu mekanismi. Mukailtu ldhteestd

117

1.3 Happolabiilit linkkerit

Monien oligonukleotidikonjugaattien kulkeutuminen endosomista sytosoliin on vaikeaa.
Pifosa konjugaateista kulkeutuu endosomeista lysosomeihin, missi ne hajotetaan. '3
Esimerkiksi vasta-ainekonjugaatit eivdt péddse ulos endosomeista, ja padtyvit
lysosomiin.'®!2° Niin ollen voi olla eduksi, jos oligonukleotidin ja siihen konjugoidun
molekyylin védlinen sidos purkautuu endosomissa. Happolabiilit linkkerit ovat rakenteita,
jotka hajoavat alhaisen pH:n vaikutuksesta esimerkiksi endosomissa (pH = 5,5-6,2) tai
lysosomissa (pH = 4,5-5,0). Ideaalisesti happolabiilit linkkerit ovat pysyvid
fysiologisessa pH:ssa 7,4, mutta hajoavat nopeasti alhaisessa pH:ssa.?’ Linkkerin
purkautuessa oligonukleotidi ja sithen konjugoitu molekyyli irtoavat toisistaan.
Yleisimpid happolabiileja linkkereitd ovat hydratsonit.$2%!217123 Lisiksi tdssd osiossa

kidydiin lipi tissd tutkimuksessa kiytettyi N-metoksioksatsolidiinirakennetta.>>33
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Kaavio 4. Hydratsonin muodostuminen ketonin tai aldehydin ja hydratsiinin vlilla.'?*

Hydratsonit ovat happolabiileja yhdisteitd, jotka muodostuvat hydratsiinin
reagoidessa aldehydin tai ketonin kanssa. Hydratsonin muodostuminen on esitetty
kaaviossa 4.'”* Yleensi aldehydimodifikaatio tehddfin oligonukleotidiin, ja siihen
konjugoitavaan molekyyliin tehddin hydratsiinimodifikaatio. 2834121123
Aldehydimodifikaatio on mahdollista tehdi oligonukleotidin kumpaankin piihén.!?

Hydratsonia on hyddynnetty esimerkiksi oligonukleotidien peptidi-** ja vasta-

28,123

ainekonjugaateissa Pienmolekyyleilld on havaittu, ettd hydratsoniligaatiossa

kaytettyjen karbonyyliyhdisteen ja hydratsiinin sivuketjuilla on vaikutusta hydrolyysin
nopeuteen.!?>12® Monet hydratsonit ovat hyvin pysyvii fysiologisessa pH:ssa.!2%!%’
Esimerkiksi erdén vasta-aine—peptidikonjugaatin puoliintumisaika pH:ssa 5 on 4,4 h,

mutta 183 h pH:ssa 7,4 (kumpikin 37 °C:ssa).!?’
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Kaavio 5. N-metoksioksatsolidiinin muodostuminen 2’-deoksi-2"-(N-metoksiamino)uridiinin ja aldehydin
vililla. 3233

N-metoksioksatsolidiini muodostuu  B-hydroksi-N-metoksialkyyliamiinin ~ ja
aldehydin vilisessd reaktiossa. Tuotteena muodostuu R- ja S-isomeerien seos.
Konjugaatiossa kéytettdva oligonukleotidi voi olla 2’-deoksi-2"-N-
(metoksiamino)uridiinimodifioitu, joka reagoi aldehydimodifioidun konjugaatti-
rakenteen kanssa (kaavio 5).32*® 2’-deoksi-2’-N-(metoksiamino)uridiinimodifioituja
oligonukleotideja voidaan valmistaa automatisoidusti hyOdyntden kantajaan
immobilisoitua 2’-deoksi-2’-N-(metoksiamino)uridiinia.>? 2’-deoksi-2"-N-
(metoksiamino)uridiini jdd oligonukleotidin 3’-pddhdn. N-metoksioksatsolidiinia on
hyodynnetty esimerkiksi oligonukleotidien peptidi-, PNA- ja GalNAc-konjugaattien
(PNA = peptidinukleiinihappo, GalNAc = N-asetyyligalaktosamiini) valmistuksessa.>3

Pienmolekyyleilld tehdyissd kokeissa N-metoksioksatsolidiinin hydrolyysin nopeuden on

havaittu  riippuvan  aldehydin  sivuketjusta.’>  Lisiiksi  oligonukleotidien
12



peptidikonjugaateilla on havaittu, ettd konjugaattien hajoamisnopeus riippuu peptidin
aldehydimodifikaatiosta. ~Gly-H-aldehydilli modifioidulla peptidilldi valmistetut
konjugaatit hajoavat hitaammin kuin B-Ala-H-aldehydilld (yhden hiiliatomin pidempi
linkkeri) valmistetut.>® Esimerkiksi pH:ssa 5 ja limpétilassa 37 °C oligonukleotidi—
peptidikonjugaattien hydrolyysin puoliintumisajat ovat 4-40 h?>%, joista B-Ala-H-
aldehydilld tehtyjen konjugaattien puoliintumisajat ovat alle 12 h. N-

metoksioksatsolidiinit ovat melko pysyvii fysiologisessa pH:ssa 7,4.3

1.4 Tyon tarkoitus

Tadmén tyon tarkoituksena oli valmistaa happolabiileja pallonukleiinihapporakenteita ja
tutkia niiden hajoamista eri pH:issa. Aiemmista biohajoavista SNA-rakenteista’®!10:112
poiketen tdssd  tutkielmassa kiaytetyt SNA-rakenteet ovat molekulaarisia.
Oligonukleotidien kiinnitys keskusrakenteeseen on kovalenttinen, ja oligonukleotidien
irtoaminen keskusrakenteesta perustuu niiden viliseen happolabiiliin
linkkerirakenteeseen. Lopullisena tavoitteena on tehdéd solukokeita, joissa happolabiilia
rakennetta verrataan vastaavaan hajoamattomaan rakenteeseen, ja tutkitaan hajoamisen
vaikutusta oligonukleotidien kulkeutumiseen sytosoliin. Hypoteesina on, etti SNA-
rakenteen avulla oligonukleotidit voidaan kuljettaa endosomiin, missd happolabiilin
linkkerin ansiosta oligonukleotidit irtoavat keskusrakenteesta, mikd helpottaa niiden
kulkeutumista sytosoliin.
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Kuva 4. Tutkielmassa kiytettyji rakenteita: A) C60-fullereenikeskusrakenne®’, B) PET-keskusrakenne,
C) kaytetty oligonukleotidijohdos

Tyo aloitettiin ~ happolabiililla  asetaalirakenteisiin ~ perustuvalla ~ PET-

keskusrakenteella (kuva 4B), mutta rakenne osoittautui odotettua pysymattomammaksi.
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Tamin takia l1dhestymistapaa vaihdettiin. Ty0ssd valmistettiin oligonukleotidi, jonka 3’-
padhin liitettiin syklo-oktyynimodifikaatio happolabiilin N-metoksi-
oksatsolidiinilinkkerin vilitykselld (kuva 4C). Tétd oligonukleotidia voidaan liittdd
erilaisiin  atsidimodifioituithin ~ rakenteisiin ~ SPAAC-reaktiolla. =~ Valmistetusta
oligonukleotidista syntetisoitiin SNA-rakenne liittdmalld sitd atsidifunktionalisoituun
C60-fullereenikeskusrakenteeseen (kuva 4A). Valmistetun SNA:n hajoamisen
kinetiikkaa tutkittiin eri pH:issa. SNA-rakenteen havaittiin hajoavan nopeasti pH:ssa 5,
ja olevan hyvin pysyva fysiologisessa pH:ssa 7,4. Tulokset ovat lupaavia solukokeiden
kannalta  ja verrattavissa aikaisemmin julkaistuihin happolabiileihin
rakenteisiin.>3%126127  Vajkka timin tutkimuksen tavoitteena oli valmistaa
pallonukleiinihappoja, jatkossa samaa oligonukleotidia voidaan hyddyntédd myds muiden

SPAAC-reaktiolla valmistettavien oligonukleotidikonjugaattien synteesissa.

2. Tulokset ja niiden tarkastelu

2.1 PET-keskusrakenne
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Kaavio 6. PET-keskusrakenteella tehdyt substituutioreaktiot: monosubstituutio (tuote 10), tdyssubstituutio
(tuote 11) ja tdyssubstituutio pienmolekyyleilld (tuote 13).

PET-keskusrakenteesta (9, kaavio 6) yritettiin ensin valmistaa pallonukleiinihappoa
monosubstituution kautta, jossa keskusrakenteeseen liitetddn ensin vain yksi

oligonukleotidi (tuote 10). Reaktiossa kéytettiin PET-keskusrakennetta ja 5’-syklo-
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oktyyni-HEG-T6-oligonukleotidia (ONS5). Reaktio tehtiin DMSO:n ja veden seoksessa.
Samaa reaktiota yritettiin my0s lisddmaélléd reaktioseokseen trietyyliamiinia (TEA), jotta
seos olisi eméksinen. Reaktioiden annettiin olla huoneenldmmdsséd. Trietyyliamiinia
sisdltdvistd reaktioseoksesta otettiin ndyte, joka analysoitiin massaspektrometrilla.
Tuotetta havaittiin muodostuneen. Reaktioseokset puhdistettiin RP-HPLC:114. Kerétyt
fraktiot kylmaikuivattiin, ja analysoitiin massaspektrometrilld. Haluttua tuotetta ei
havaittu. Reaktio tehtiin vield kolmannen kerran trietyyliamiinin kanssa, mutta HPLC-
fraktioihin lisdttiin heksyyliamiinia ennen kylméakuivausta. Fraktioissa havaittiin haluttua
tuotetta, mutta myds hajonnutta tuotetta. Tdméan jélkeen pallonukleiinihappoa yritettiin
tehdé tdyssubstituution kautta (tuote 11). Reaktio tehtiin DMSO:n ja veden seoksessa,
johon liséttiin vield heksyyliamiinia. Reaktiota sekoitettiin tasoravistelijassa. HPLC-
puhdistuksen jilkeen tdssékdin reaktiossa ei havaittu tuotetta. Tulokset on koottu

taulukkoon 2.

Taulukko 2. PET-keskusrakenteen substituutioreaktioiden tulokset

Reaktio-olosuhteet Muuta Tulokset

Reaktio 1 DMSO/vesi monosubstituutio  Tuote hajosi

Reaktio 2 DMSO/vesi + TEA monosubstituutio  Reaktioseoksessa havaittiin
tuotetta, hajosi puhdistuksessa

Reaktio3 DMSO/vesi + TEA monosubstituutio, Osa tuotteesta hajosi kylmi-

kylmékuivauksessa kuivauksessa

heksyyliamiinia
Reaktio4 DMSO/vesi + Tayssubstituutio, Tuotetta ei havaittu
heksyyliamiini massaspektri ilman
kylmékuivausta

Haluttiin selvittdd johtuuko hajoaminen mahdollisesti oligonukleotidista, joten
tidyssubstituutiota yritettiin (1R,8S5,9s)-bisyklo[6.1.0]-non-4-yn-9-yylimetanolilla (12)
(tuote 13). DMSO:iin livotetut PET-keskusrakenne ja yhdiste 12 pipetoitiin
mikrosentrifugiputkeen, ja reaktion annettiin olla huoneenldmmdssd 16 h. Reaktio
puhdistettiin RP-HPLC:1l4, ja kerdtyt fraktiot kylmékuivattiin. Tuote 13 onnistuttiin
eristimdidn puhtaana. T&mi viittaisi sithen, ettd hajoaminen liittyy jotenkin
oligonukleotideihin, mahdollisesti niiden fosforihapporyhmien happamuuteen.
Oligonukleotidien kanssa rakenne vaikutti kuitenkin hajoavan liian herkdsti, minka

seurauksena PET-keskusrakenne paitettiin hylata.
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2.2 C60-fullereenikeskusrakenne

2.2.1 Oligonukleotidin synteesi

FmocHN H 5 P-0O
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Kokonaan 2°-OMe ribonukleotideja ja fosforotioaatteja

Kaavio 7. Oligonukleotidin ON4 synteesikaavio

Oligonukleotidi ISE-UNM¢ (ON1) syntetisoitiin 1 pmol:n skaalalla kiinteill4 kantajalla,
johon oli immobilisoitu 2’-deoksi-2"-(N-metoksiamino)uridiini. ONI1 irrotettiin
kantajalta ammoniakin vikevilld vesiliuoksella, ja puhdistettiin RP-HPLC:1la. ON4
syntetisoitiin kaavion 7 mukaisesti kolmessa vaiheessa. N-metoksioksatsolidiini
muodostettiin ensimmiisessid vaiheessa aiemmin julkaistua protokollaa®? mukaillen.
Fmoc-B-Ala-H (3) ja ON1 liuotettiin AcOH/DMSO-seokseen (1:3, v:v), jossa oli lisdksi
2 M LiCl. Liuosta inkuboitiin uunissa (55 °C) 1,5 h. Reaktioseos puhdistettiin RP-
HPLC:1l4. Tuotteena saatiin ON2 55 % saannolla. Toisessa vaiheessa konjugaatin
aminopddstd poistettiin  Fmoc-suojaryhmd. ON2 liuotettiin  ammoniakin vikevédn
vesiliuokseen, ja liuosta inkuboitiin huoneenldimmdssd 4 h. Reaktioliuosta pestiin
dikloorimetaanilla. Tuote ON3 jii vesifaasiin, joka kylmédkuivattiin. Aivan kaikki Fmoc
el irronnut ammonolyysin aikana, ja saatu tuote sisédlsi my0s pienen mddrin ON2:ta
epdpuhtautena. Viimeisessd vaiheessa oligonukleotidikonjugaattiin liitettiin syklo-
oktyyni. ON3, (1R, 8S, 9s)-bisyklo[6.1.0]non-4-yn-9-yyli)metyyli-N-sukkinimidyyli-
karbonaatti (4) ja DIPEA liuotettiin  DMSO:iin. Reaktion annettiin olla

huoneenldmmaossd, ja sitd seurattiin RP-HPLC:1la. Valmis reaktio puhdistettiin RP-
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HPLC:lla. Tuotteena saatiin ON4 60 % saannolla. ON1:std alkaen

oligonukleotidisynteesin saanto oli kokonaisuudessaan 33 %.

2.2.2 C60-fullereenikeskusrakenteisen pallonukleiinihapon synteesi

Kaavio 8. Havainnollistava kuva C60-fullereenikeskusrakenteisen pallonukleiinihapon synteesistd. SNA
(16) voidaan syntetisoida joko suoraan C60-fullereenikeskusrakenteesta (14) tdyssubstituutiolla tai
monosubstituution (15) kautta liittdmélld ensin vain yksi oligonukleotidi.

Pallonukleiinihapon synteesid yritettiin useissa eri olosuhteissa. Ensin tehtiin
monosubstituutio, jossa C60-fullereenikeskusrakenteeseen (14, kaavio 8) liitettiin vain
yksi oligonukleotidi. C60-fullereenikeskusrakenne ja ON4 liuotettiin vesi/DMSO-
seokseen (n. 90 % DMSO). Reaktion annettiin olla huoneenldmmdssd 16 h, minka

jélkeen se puhdistettiin RP-HPLC:1I14. Tuotteena saatiin 15 37 % saannolla. Saatu tuote

oli vesiliukoinen.
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Taulukko 3. Tayssubstituutioreaktioissa kéytetyt olosuhteet

Liuotin c(keskusrakenne) /uM  ¢c(ON4) /uM
TEAA-puskuri® (100 mM; pH=7,6) 37,04 445

Fosfaattipuskuri® (100 mM; pH=7,5) 1714 2740
DMSO¢ 70,0° 1380
DMSO/H0¢ (1:1, v:v) 70,0¢ 1380
kuiva DMSO¢ 78,0¢ 1570
kuiva DMSO/pyridiini¢ (90:10, v.:v) 78,0¢ 1570
kuiva pyridiini® 78,0¢ 1570

Reaktioliuoksissa kdytetyt suolat ja niiden konsentraatiot olivat: a) 1,5 M NaCl, b) 0,8 M NaCl jac) 2,0 M
LiCl. Synteesit on tehty kdyttden d) monosubstituutiotuotetta (15) tai e¢) C60-fullereenikeskusrakennetta
(14)

Tayssubstituutiota yhdisteelle 15 yritettiin TEAA- ja natriumfosfaattipuskureissa.
SNA-rakennetta yritettiin  my6s valmistaa tdyssubstituutiolla suoraan C60-
fullereenikeskusrakenteesta (14) erilaisissa DMSO/pyridiiniseoksissa.  Erilaiset
tdyssubstituutio-olosuhteet on esitetty taulukossa 3. Lédhtdaineet pipetoitiin
mikrosentrifugiputkeen ja kylmékuivattiin. Haihdutusjaénnokset liuotettiin taulukossa 3
mainittuihin livottimiin, ja reaktioiden annettiin olla huoneenldmmdssd. Reaktioita
seurattiin  RP-HPLC:11d ja geelielektroforeesilla. Reaktioseoksissa havaittiin  N-
metoksioksatsolidiinilinkkerin hajoamista halutun reaktion lisdksi, ja seoksista
onnistuttiin eristdimddn SNA:n lisdksi hajoamisessa muodostuva ON1. Valmis SNA ja
ylimédardinen ON4 eluoituivat HPLC:std ulos samaan aikaan. ON4:n retentioaikaa
muutettiin lisddmalld reaktioseokseen 2-(2-atsidoetoksi)etoksi)-etikkahappoa (AEEA),
jonka annettiin reagoida 16 h (kaavio 9). Valmiit reaktiot puhdistettiin RP-HPLC:II4.
Tuotteen 16 eristetyksi saannoksi maddritettiin 59 % TEAA-puskurissa ja 51 %

natriumfosfaattipuskurissa olettaen 12-kertainen substituutio.

HO

(0]
0 (Ko
NH
f‘\ | NH 0
N
(0] OH NAO OS
(6]
Na/\/ \/\O/\n/ W o
(0]
OMe >
© N‘OMe N‘lll\l
\ N
HN
HN\“/O
(0]

ON4

Kaavio 9. Oligonukleotidin ON4 reaktio AEEA:n kanssa retentioajan siirtdmistd varten
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Kaikissa  reaktio-olosuhteissa  havaittiin ~ N-metoksioksatsolidiinilinkkerin
hajoamista. TEAA-puskurissa sitd havaittiin kaikista eniten. Natriumfosfaattipuskurissa
hajoamista havaittiin huomattavasti vihemméan. DMSO:ssa tehty reaktio ndytti vield
paremmalta, ja kuivassa pyridiinissd sekd pyridiini/DMSO-seoksessa tehdyissa
reaktioissa hajoamista havaittiin vield vihemmaén. Reaktioliuosten HPLC-profiilit on

esitetty kuvassa 5 ja geelielektroforeesit kuvassa 6. Linkkerin hajoamisen takia SNA:n

todellinen substituutioaste ei ole varmaa.

A B s C

AEEA:n kanssa
reagoinut
oligonukleotidi

Hajonnut
oligonukleotidi (ON1)

. D N

L T T T T 1 O O A O LI T T T B I I O A | L I O L B O B O
n = n = n ] n 1] I} n L] (] ) w ]
- - o o™ e - -— (] - — o ™~ [5e]
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'p] (2] [Ixg (] n ] iy = 'e] = s} = n = g} @ e]

=
— — [ o (=] - - ~ o (%] - - (] o~ (5]

Kuva 5. HPLC-kromatogrammit téyssubstituutioista. A) TEAA-puskuri 3 d, B) natriumfosfaattipuskuri
3 d, C) DMSO 2 d, D) kuiva pyridiini 6 d, E) Kuiva pyridiini/DMSO 6 d, F) Kuiva DMSO 6 d
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Kuva 6. Geelielektroforeesianalyysit SNA-rakenteille. Synteesiliuotin  ja  reaktioaika: A)
natriumfosfaattipuskuri 3 d, B) DMSO 3d, C) kuiva pyridiini 3 d, D) kuiva pyridiini/DMSO 3d, E) kuiva
DMSO 3 d, F) kuiva pyridiini 6 d, G) kuiva pyridiini/DMSO 6 d , H) kuiva DMSO 6 d. A on puhdistettu
SNA-rakenne, ja se on analysoitu samalla geelilldi B:n kanssa. Muut ovat puhdistamattomista
reaktioseoksista. C-H on analysoitu samalla geelilld. Merkitsemdttomit pystyrivit ovat analyyseissé
kaytetyt referenssindytteet.

Kaikissa geelielektroforeesianalyyseissd havaittiin SNA:n kohdalla vdhintdan
kolme tdpldd. Reaktio-olosuhteista riippuen tidplien suhteelliset intensiteetit vaihtelivat.
Esimerkiksi pyridiinid siséltdvissd reaktioissa kolmesta tapléstd kaikkein alin oli hyvin
himmed ja ylin kaikista intensiivisin, kun taas natriumfosfaattipuskurissa tehdyssi
SNA:ssa keskimmdiinen tépld on kaikista voimakkain. Oletuksena on, ettd ylimadridiset
tdplat johtuvat SNA-rakenteista, joissa osa N-metoksioksatsolidiinilinkkeristd on
hajonnut. Tamé tiytyy kuitenkin jotenkin saada varmistettua. Reaktio-olosuhteiden ja
reaktioajan suhteen voisi olla mahdollista tehdd vield lisdd optimointia. Esimerkiksi
pyridiinid sisdltdvien reaktioseoksien tapauksessa kolmannen tdpldn havaittiin
voimistuvan reaktioajan pidentyessé, ja hajonnutta linkkerid havaittiin enemman (vertaa

C ja F sekd D ja G kuvassa 6). Toisaalta liilan lyhyelld reaktioajalla C60-

fullereenikeskusrakenteen substituutio ei ehdi loppuun.

2.2.3 SNA-rakenteen hydrolyysin kinetiikka

SNA-rakenteen (16) hydrolyysin nopeutta tutkittiin kolmessa eri pH:ssa (pH=5; pH=6 ja
pH=7,4) 37 °C:ssa. Kinetiikkamittaukset tehtiin natriumfosfaattipuskurissa valmistetulla
SNA-rakenteella (16). SNA:n konsentraatio reaktioliuoksissa oli 0,38 puM. Sisdisenid
standardina  kédytettiin retentioajaltaan reaktiokomponenteista hyvin erottuvaa
oligonukleotidia (CTC CAT GGT GCT CAC).>!'%. Reaktioissa seurattiin N-

_UNOMe

metoksioksatsolidiinilinkkerin  hajotessa muodostuvan ISE -oligonukleotidin

(ON1) muodostumista (kaavio 10). Kromatogrammin piikit integroitiin, ja [ISE-UNMe:n
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madrd kvantitoitiin vertaamalla sen pinta-alaa sisdisen standardin pinta-alaan. SNA:n
hydrolyysin puoliintumisajat maéritettiin pH:ssa 5 (z;2= 8,8 + 0,5 h) ja pH:ssa 6 (¢12=
35,3 £ 2,5 h) ensimmadisen kertaluvun nopeuslain mukaisesti (kuva 8). pH:ssa 5 SNA-
rakenne hajosi ldhes kokonaan kahdessa viikossa, ja se hajosi nopeasti myds pH:ssa 6.
Fysiologisessa pH:ssa 7,4 SNA osoittautui hyvin pysyvéksi, eikd se juurikaan hajonnut

kahdessa viikossa (HPLC-kromatogrammi on esitetty kuvassa 7).

Std

SNA

ON1 L\

UU pH5, t=12h

pH5,t=4h

pH5, t = 50 h

= pH5,t=1h

Kaavio 10. Valikoidut kromatogrammit pH5-kinetiikkamittauksista ajanhetkiltd 1 h, 4 h, 12 h ja 50 h.

Std

SNA

ON1
—_—

Kuva 7. Kromatogrammi SNA:sta, joka on ollut pH:ssa 7,4 kaksi viikkoa. Rakenne on hajonnut hyvin
véahén.

pH7,4;t=2 vk

21



3,0

257 wpH5:t,=88+05h o
= ®pH6: t,,=353+25h /
20-
E .
& 1.5
2 o/
21,0
=
©
o
1]
> 0,5 -
0.0-
L) L] L) L L T 1 T I L) L 1 T L] T L T l T
1 10 100

Aika (h)

Kuva 8. pH5 ja pH6 kinetiikkareaktioissa vapautuneen oligonukleotidin maéra ajan funktiona.

22



2.3 Tetratsiinifunktionalisoitu C60-fullereenikeskusrakenne
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Kaavio 11. Tetratsiinifunktionalisoidun C60-fullereenikeskusrakenteen (21) synteesi

Pitkien reaktioaikojen vuoksi atsidifunktionalisoidulla C60-fullereenikeskusrakenteella
(14) havaittiin suhteellisen paljon N-metoksioksatsolidiinilinkkerin katkeamista. Tdmén
vuoksi pédtettiin valmistaa uusi fullereenikeskusrakenne (21), jonka konjugaatiokemia
perustuu tetratsiinin ja trans-syklo-okteenin véliseen inverse electron demand Diels—
Alder-reaktioon (IEDDA) SPAAC-kemian sijaan. IEDDA-reaktio (ko = 2000 M! s71)!%
on huomattavasti nopeampi kuin SPAAC-reaktio (k2 <2,3 M s1)130-132,

Keskusrakenne syntetisoitiin aiemmin julkaistua protokollaa soveltaen.*> TEG-
tetratsiinista (17) tehtiin malonaatti reaktiolla malonyylikloridin (18) kanssa. TEG-
tetratsiinimalonaatista ~ (19)  yritettiin = tehdd tetratsiinifunktionalisoitu =~ C60-
fullereenikeskusrakenne (21) Bingelin syklopropanaatiolla (kaavio 11), mutta reaktio ei
onnistunut. Silikageelikromatografisesta puhdistuksesta kerdtyt fraktiot puhdistettiin RP-

HPLC:llI4. Fraktiot analysoitiin massaspektrometrilld ja niiden havaittiin olevan
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brominoituneita TEG-tetratsiinimalonaatteja, jotka eivdt olleet reagoineet C60-

fullereenin (20) kanssa. Haluttua tuotetta ei havaittu.

3. Materiaalit ja menetelmit

3.1 Yleiset menetelmiit

Massaspektrit mitattiin Bruker micrO-TOF-Q -massaspektrometrillé ellei toisin mainita.
HPLC-puhdistuksissa ja -analyyseissd kaytettiin Clarity Oligo-RP (250 % 10,0 mm, 5 um)
semipreparatiivista kolonnia ja 260 nm detektioaallonpituutta ellei toisin mainita.
Oligonukleotidien =~ ja  pallonukleiinihappojen  saannot  médritettiin =~ UV-
spektrofotometrisesti aallonpituudella 260 nm. Geelielektroforeesissa kaytettiin Novex

6 % TBE geelejd, ja ajon aikana kaytettiin 200 V jénnitettd ja 45 mA virtaa.
3.2 Oligonukleotidien synteesi

3.2.1 2’-deoksi-2"-(N-metoksiamino)uridiinin immobilisointi kiintedéin kantajaan

(0]
(0]
| NH
NH
| PN N/go
N e} LCAA-CPG, DMTrO
DMTrO PyBOP, (0]
(0] DIPEA
—_—
DMF OH N-OMe
OH N-OMe
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0 2

1 HN
- Q

Kaavio 12. 2'-deoksi-2"-(N-metoksiamino)uridiinin immobilisointi kiintedén kantajaan

Kiinte# kantaja 2 syntetisoitiin aiemmin julkaistua protokollaa** mukaillen. LCAA-CPG-
kantajan (2,5 g) joukkoon liséttiin DMF:iin (3,3 ml) liuotettu 2’-deoksi-2"-(N-
metoksiamino)uridiinisukkinaatti (1) (0,34 g). Joukkoon lisdttiin DMF:ia kunnes kantaja
oli kokonaan liuottimen alla. Suspensioon lisdttiin DMF:iin (400 pl) liuotettu PyBOP
(0,29 g) ja DIPEA (173 pl). Reaktiota ravisteltiin 72 h, jonka jilkeen kantaja 2
suodatettiin ja pestiin DMF:lla sekd dikloorimetaanilla (DCM). Kuivuneen kantajan
reagoimattomat amino- ja hydroksiryhmét asetyloitiin etikkahappoanhydridin, lutidiinin,
I-metyyli-imidatsolin ja THF:in seoksella (5:5:8:82, v:v:v:v). Asetylointikésittely kesti
10 min ja se toistettiin kaksi kertaa. Asetyloitu kantaja suodatettiin, ja sitd pestiin DMF:lla
ja DCM:lla. Pesty kantaja kuivattiin vakuumieksikkaattorissa. Kantajaan sitoutuneen 2’-
deoksi-2-(N-metoksiamino)uridiinin  mddrd madritettiin  aikaisemmin julkaistua

protokollaa mukaillen.!’> Pieni m#4rdi kantajaa 2 (20mg) lisdttin 3 %
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dikloorietikkahappo/dikloorimetaaniliuokseen (50 ml). Irronneen DMTr-kationin

ainemédrdksi mddritettiin 0,62 pmol UV/VIS-spektrofotometrisesti aallonpituudella

504nm (eso4 = 76 ml cm™ pmol™)!*3. Kantajaan 2 sitoutuneen 2’-deoksi-2"-(N-
metoksiamino)uridiinin mééra (L = loading = 0,62 pumol/20 mg = 31 umol/g) madritettiin

vapautuneen DMTr-kationin maarasta.

3.2.2 Oligonukleotidin ISE-UNOMe gynteesi

Oligonukleotidi ISE-UNOM¢ (ON1) (5 umol) syntetisoitiin AKTA oligopilot plus
automaattisella = DNA/RNA-syntetisaattorilla 1 pumol skaalalla  kaupallisista
fosforamidiittirakenneyksikdistd kiyttden kiintedd kantajaa 2. Kytkenndissd kéytettiin
300 s kytkentdaikaa, ja aktivaattorina kéytettiin 0,3 M bentsyylitiotetratsolia.
Sulfurisaatio tehtiin 0,1 M 3-fenyyli-1,2,4-ditiatsoliini-5-onilla 150 s reaktioajalla. ON1
irrotettiin kiinteéltd kantajalta inkuboimalla sitd ammoniakin vikevéssd vesiliuoksessa
55 °C:n lampdtilassa 16 h. Liuos haihdutettiin kuiviin, ja haihdutusddnnds liuotettiin mQ-
veteen. ON1 puhdistettiin HPLC:11d (0-70 % ACN 25 min, TEAA-puskuri (50 mM,
pH=7.0)). Saannoksi médritettiin 1,6 pmol (31 %).

ESI™-MS: m/z 1621,0835 [M-5H]"" (havaittu); 1621,0934 [M-5H]° (laskettu)

3.2.3 N-metoksioksatsolidiinin muodostus
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ON2

Kaavio 13. Oligonukleotidin ON2 synteesi

Oligonukleotidi ON1 (1,6 pmol) siirrettiin mikrosentrifugiputkeen, jonne lisdttiin
asetonitriiliin liuotettu Fmoc-B-Ala-H (3) (160 pl; 3,2 umol; 2,0 ekv.). Seos
kylmakuivattiin. Haihdutusjdénnos livotettiin AcOH/DMSO-seokseen (300 pl, 1:3, v:v),
jossa oli myds 2 M LiCl. Liuosta inkuboitiin uunissa (55 °C), ja 1,5 h kuluttua reaktio
pyséytettiin lisidmalla ACN/H20-seosta (800 pl, 1:4, v:v), jossaoli 1,0 M NaOH ja 0,2 M
TEAA. Reaktio puhdistettiin HPLC:11d (0-70 % ACN 25 min, TEAA-puskuri (50 mM,
pH=7,0)), ja fraktiot kylmékuivattiin. Eristetyn tuotteen (ON2) saannoksi madritettiin
0,86 umol (55 %). Massaspektrissd nidkyi myds tuotetta, josta Fmoc-suojaryhméd on
irronnut.

ESI'-MS: m/z 1675,5685 [M-5H]>" (havaittu); 1676,5580 [M-5H]"" (laskettu)
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Kuva 9. RP-HPLC-profiili N-metoksioksatsolidiinin muodostumiselle

3.2.4 Fmoc-suojaryhmiin irrottaminen oligonukleotidikonjugaatin aminopéista
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Kaavio 14. Oligonukleotidin ON3 synteesi

Oligonukleotidi ON2 (0,86 pmol) liuotettiin ammoniakin vékevddn vesiliuokseen
(700 ul). Liuosta inkuboitiin huoneenldammossd 4 h. Reaktioliuosta uutettiin
dikloorimetaanilla (3x300 pl). Vesifaasi pipetoitiin talteen orgaanisen faasin pailta.
Oligonukleotidi ON3 jéi vesifaasiin, joka kylmédkuivattiin. Saantoa ei médritetty.

ESI'-MS: m/z 1632,1499 [M-5H]"" (havaittu); 1632,1094 [M-5H]° (laskettu)

3.2.5 Syklo-oktyynin liittiminen oligonukleotidikonjugaattiin

: o)
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HN_ _O
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Kaavio 15. Oligonukleotidin ON4 synteesi
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(1R, 8S, 9s)-bisyklo[6.1.0]non-4-yn-9-yyli)metyyli-N-sukkinimidyyli-karbonaatista (4)
ja DIPEA:sta valmistettiin kantaliuokset. Yhdiste 4 (5,5 mg; 19 pmol) liuotettiin
DMSO:iin (94 upl), ja DIPEA (17 pl; 98 umol) livotettiin DMSO:iin (480 pl).
Kylmikuivatun oligonukleotidin ON3 (0,86 pumol) joukkoon liséttiin yhdisteen 4
kantalivosta (11 pl; 2,2 umol), DIPEA:n kantaliuosta (13 pl; 2,6 pmol) ja DMSO:ia
(6,4 pl). Reaktiota seurattiin HPLC:114 (0-70 % ACN 25 min, TEAA-puskuri (50 mM,
pH=7,0)). 2 h jélkeen reaktioseokseen lisdttiin yhdisteen 4 kantaliuosta (43 pl; 8,7 umol)
ja DIPEA:n kantaliuosta (45 pl; 9,2 umol). Reaktion annettiin edetd vield 2 h, jonka
jdlkeen se puhdistettiin HPLC:114. Keridtyt fraktiot kylmédkuivattiin. Eristetyn tuotteen
(ON4) saannoksi médritettiin 0,52 pmol (61 %).

ESI-MS: m/z 1667,1977 [M-5H]"" (havaittu); 1667,3524 [M-5H]"" (laskettu)
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Kuva 10. RP-HPLC-profiili syklo-oktyynin liittdimiselle oligonukleotidikonjugaattiin

3.2.6 5’-syklo-oktyyni-HEG-T6-oligonukleotidi
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Kuva 11. 5’-syklo-oktyyni-HEG-T6 oligonukleotidi

5’-syklo-oktyyni-HEG-T6-oligonukleotidi (ONS5) valmistettiin Applied Biosystems
3400 DNA-syntetisaattorilla 1 pumol:n skaalalla. ONS irrotettiin kiintedltd kantajalta
inkuboimalla sitd ammoniakin vikevassi vesiliuoksessa 55 °C:n ldmpdétilassa 16 h. Liuos
haihdutettiin kuiviin, ja haihdutusjdédnnos liuotettiin mQ-veteen. ONS puhdistettiin
HPLC:114 (0-70 % ACN 25 min, TEAA-puskuri (100 mM; pH=7,0), 260 nm, Thermo
ODS Hypersil C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)). Tuotteen saannoksi méaaritettiin 0,53 pmol
(53 %).
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ESI-MS: m/z 1165,2495 [M-2H]? " (havaittu); 1165,2522 [M- 2H)* (laskettu)
3.3 PET-keskusrakenne

3.3.1  4,4-((2,2-bis((4-(dimetoksimetyyli)fenoksi)metyyli)propaani-1,3-diyyli)bis-
(oksi))bis((dimetoksimetyyli)bentseeni) (7)

O H MeO.__OMe
(0] O Me
O e

H H Me
)—@—O p- tolueenlsulfonl >—©—
o 0 happo

H (6] MeO OMe

5 7

Kaavio 16. Yhdisteen 7 synteesi

Yhdiste 5 (0,55 g; 1,0 mmol), trimetyyliortoformaatti (6) (20 ml) ja p-
tolueenisulfonihappo (31 mg) lisdttiin  keittopulloon. Keittopullo varustettiin
pystyjddhdyttimelld ja kalsiumkloridiputkella. Reaktioseosta lIdmmitettiin 6ljyhauteella
(60 °C), jolloin kaikki kiinted aine liukeni. Oljyhaude poistettiin, ja reaktio jétettiin
sekoittumaan huoneenldmpdon 16 h. Reaktio todettiin valmiiksi TLC:ll4, ja se
pyséaytettiin lisddmalld joukkoon 3,0 ml trietyyliamiinia. Reaktioseokseen lisittiin 60 ml
dikloorimetaania, ja sitd pestiin kylldisellda NaHCOs:1la (2 x 60 ml). Orgaaninen faasi
kuivattiin  NaSOs:lla, suodatettiin  ja haihdutettiin  kuiviin. Tuote puhdistettiin
silikageelikromatografisesti eluenttina DCM/MeOH (98:2, v:v). Tuotteen 7 Saannoksi
madritettiin 0,73 g (99 %).

ESI*-MS: m/z 775,3062 [M+K]" (havaittu); 775,3090 [M+K]" (laskettu)

"H-NMR (CDCls, 600 MHz): § = 7,36 (8H, d, J = 8,6 Hz, Ar); 6,93 (8H, d, 8,8 Hz, Ar);
5,36 (4H, s, H9); 4,38 (8H, s, H2); 3,32 (24H, s, H10)

BBC-NMR (CDCls, 150 MHz): § = 158,9 (Ar); 130,8 (Ar); 127,9 (Ar); 114,3 (Ar); 102,9
(C9); 66,6 (C2); 52,5 (C10); 44,8 (C1)
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3.3.2 4,4°-((2,2-bis((4-(bis(3-atsidopropoksi)metyyli)fenoksi)metyyli)propaani-1,3-
diyyli)bis(oksi))bis((bis(3-atsidopropoksi)metyyli)bentseeni) (9)

MeO.__OMe N3«_~_O-_ O _~_N;

: O/\/\N3 é o : o
O
o o]
>—< >— p- tolueenlsulfonl >—<: >—O
happo o

MeO OMe
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Kaavio 17. Yhdisteen 9 synteesi

Keittopullo kuivattiin liekittdimélld ennen reaktiota. Reaktio tehtiin typpi-ilmakehéssa.
Yhdiste 7 (0,19 g; 0,26 mmol) punnittiin keittopulloon. Joukkoon liséttiin 3-atsido-1-
propanoli (8) (2,1 g; 20,8 mmol), p-tolueenisulfonihappo (5,0 mg; 29 pmol) ja muutama
molekyyliseula. Reaktioseosta sekoitettiin ultradéinihauteessa huoneenldmmaossa 48 h.
Reaktiota seurattiin HPLC:114 (80—100 % ACN 15 min, 100 % ACN 15-25 min, 260 nm).
Tuotepiikin havaittiin olevan pienempi kuin sivutuotepiikin, ja reaktion tasapainoa
yritettiin siirtdd haihduttamalla reaktioseosta pyorohaihduttimella. Tdmén havaittiin
toimineen, ja reaktioseos puhdistettiin HPLC:114 9 d jilkeen.

ESI*-MS: m/z 1311,5938 [M+Na]"; 1311,5967 [M+Na]" (laskettu)

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 7,33 (8H, d, J = 8,7 Hz, Ar); 6,91 (8H, d, J = 8,8 Hz,
Ar); 5,45 (4H, s, H9); 4,35 (8H, s, H2); 3,62-3,46 (16H, m, H10); 3,40 (16H; t, J = 6,7
Hz, H12); 1,85 (16H, quint, /= 6,3 Hz, H11)

BC-NMR (CDCl3, 125 MHz): § = 159,0 (Ar); 131,0 (Ar); 127,8 (Ar); 114,4 (Ar); 101,6
(C9); 66,5 (C2); 62,0 (C10); 48,5 (C12); 44,7 (C1); 29,1 (C11)
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3.3.3 PET-keskusrakenteen monosubstituutio

R'0.__OR' R'0.__OR'
o OR' 1o OR'
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Kaavio 18. PET-keskusrakenteen monosubstituutio

Veteen livotettu ONS5 (4,0 ul; 11 nmol) ja DMSO:iin liuotettu 9 (27 ul; 54 nmol; 4,9 ekv.)
pipetoitiin mikrosentrifugiputkeen. Sama synteesi toistettiin lisddmélld reaktioseokseen
2,0 pl trietyyliamiinia. Reaktioiden annettiin olla huoneenldimmdssd 4872 h.
Reaktioseokset puhdistettiin HPLC:114 (40-100 % ACN 30 min, TEAA-puskuri (100
mM; pH=7,0), 260 nm, Thermo ODS Hypersil C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)). Kerétyt
fraktiot kylmékuivattiin. Kylmékuivattavien fraktioiden joukkoon yritettiin myds liséta

10 pl heksyyliamiinia. Tuotteen todettiin hajonneen massapektrometrilla.

3.3.4 PET-keskusrakenteen tiyssubstituutio
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Kaavio 19. PET-keskusrakenteen tdyssubstituutio
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Veteen liuotettu oligonukleotidi ONS (27 ul; 71 nmol; 12 ekv.) ja DMSO:iin liuotettu 9
(3,0 ul; 6 nmol) pipetoitiin mikrosentrifugiputkeen. Joukkoon liséttiin heksyyliamiini
(5,0 ul) ja DMSO (20 pl). Reaktion annettiin olla tasoravistelijassa huoneenlammaossé
7 d. Reaktio puhdistettiin HPLC:11d (545 % ACN 30 min, TEAA-puskuri (100 mM;
pH=7,0), 260 nm, Thermo ODS Hypersil C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)). Kerétyt fraktiot

analysoitiin massaspektrometrilld ilman kylméakuivausta. Tuotetta ei havaittu.

3.3.5 PET-keskusrakenteen tiyssubstituutio pienmolekyyleilli
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Kaavio 20. PET-keskusrakenteen tdyssubstituutio yhdisteelld 12

Mikrosentrifugiputkeen pipetoitiin DMSO:iin liuotettu 9 (50 pl; 100 nmol) ja DMSO:iin
livotettu (1R,8S,9s)-Bisyklo[6.1.0]-non-4-yn-9-yylimetanoli (12) (200 ul; 2000 nmol; 20
ekv.). Reaktio jatettiin huoneenldmpdon 16 h. Reaktio puhdistettiin HPLC:114 (5-100 %
ACN 30 min, TEAA-puskuri (100 mM; pH=7,0), 260 nm, Thermo ODS Hypersil C18
(250 x 4,6 mm, 5 um)). Kerdtyt fraktiot kylmédkuivattiin ja analysoitiin
massaspektrometrilla.

ESI*-MS: m/z 1245,6869 [M+2H]** (havaittu), 1245,7294 [M+2H]** (laskettu)
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3.4 C60-fullereenikeskusrakenteisen pallonukleiinihapon synteesi

3.4.1 C60-fullereenikeskusrakenteen monosubstituutio

0
ON4
H,O/DMSO (1:9, v:v)
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Kaavio 21. C60-fullereenikeskusrakenteen monosubstituutio

TEAA-puskuriin (31 ul; 200 mM; pH=7,0) liuotettu oligonukleotidi ON4 (40 nmol) ja
DMSO:iin (67 pl) liuotettu C60-fullereenikeskusrakenne (14) (200 nmol; 5 ekv.)
pipetoitiin mikrosentrifugiputkeen. Seokseen lisittiin vield DMSO (200 pl), ja reaktion
annettiin olla huoneenlammdssd 16 h. Reaktio puhdistettiin HPLC:114 (40—100 % ACN
20 min, 100% ACN 20-30 min, TEAA-puskuri (50 mM; pH=7,0)). Kerdtyt fraktiot
kylmékuivattiin. Tuotteen 15 saannoksi médritettiin UV-spektrofotometrisesti 15 nmol
(37 %).

ESI-MS: m/z 1725,9679 [M-7H]"" (havaittu), 1726,0555 [M-7H]"" (laskettu)
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Kuva 12. RP-HPLC-profiili monosubstituutiolle

3.4.2 C60-fullereenikeskusrakenteen tiyssubstituutio
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Kaavio 22. C60-fullereenikeskusrakenteisen SNA-rakenteen synteesi

Reaktio-olosuhteet on esitetty taulukossa 3. Synteeseissd kdytetyt reagenssit (ON4 ja 14
tai 15) pipetoitiin mikrosentrifugiputkeen ja kylmékuivattiin. Ennen kylmékuivausta
ON4 ja monosubstituutiotuote 15 olivat liuotettuina TEAA-puskuriin (100 mM; pH=7,6)
ja Co60-fullereenikeskusrakenne (14) oli liuotettuna DMSO:iin. Haihdutusjdannos

livotettiin taulukossa 3 mainittuun livottimeen. Kuivien olosuhteiden reaktioita varten
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haihdutusjdédnnds  kuivattiin -~ vakuumieksikkaattorissa, LiCl kuivattiin  uunissa
(130 °C, 3 d) ja DMSO seka pyridiini kuivattiin molekyyliseuloilla. Reaktioiden annettiin
olla huoneenldmmdssé, ja niistd otettiin ndytteitd, jotka analysoitiin HPLC:11d (5-60 %
ACN 40 min, TEAA-puskuri (50 mM; pH=7,0), 260 nm, Aeris WIDEPORE XB-C18
(150 x 4,6 mm, 3,6 um)). SNA ja reagoimaton oligonukleotidi ON4 tulivat pdéllekkdin
HPLC-analyyseissé. Oligonukleotidin retentioaikaa muutettiin lisidmalla niytteeseen 60
ekv. DMSO:iin liuotettua (2-(2-atsidoetoksi)etoksi)etikkahappoa (AEEA), joka reagoi
oligonukleotidin kanssa. AEEA:n lisdyksen jidlkeen reaktion annettiin edetd vield 16 h
ennen HPLC-analyysid. TEAA- ja fosfaattipuskureissa tehdyt SNA-rakenteet (16)
puhdistettiin. Saannoiksi mairitettiin UV-spektrofotometrisesti (olettaen 12-kertainen

substituutio) 2,9 nmol (58 %) TEAA-puskurissa ja 1,1 nmol (51 %) fosfaattipuskurissa.

3.5 Kinetiikkamittaukset C60-fullereenikeskusrakenteisella SNA-rakenteella
Kinetiikkamittaukset tehtiin fosfaattipuskurissa valmistetulla SNA:1la (16). Mittauksissa
kaytetyt puskurit (AcOH (pHS), MES (pH6) ja HEPES (pH7,4)) olivat 0,1 M
vesiliuoksia, joiden ionivahvuus oli sdddetty arvoon 0,1 M natriumkloridilla.
Kinetiikkamittauksissa kaytettiin sisdisend standardina retentioajaltaan
reaktiokomponenteista hyvin erottuvaa oligonukleotidia CTC CAT GGT GCT CAC
(DNA).

pHS5- ja pHé6-kinetiikkkamittauksia varten mikrosentrifugiputkeen pipetoitiin
TEAA-puskuriin (100 mM, pH=7,6) liuotettu SNA (27 pl; 0,30 nmol) ja veteen liuotettu
sisdinen  standardi (2,7 pl; 1,0 nmol). Livos kylmédkuivattiin. Toinen
haihdutusjdédnnoksistd livotettiin  AcOH-puskuriin (780 pl; pH=5) ja toinen MES-
puskuriin (780 ul; pH=6). pH7,4-kinetiikkaa varten mikrosentrifugiputkeen pipetoitiin
TEAA-puskuriin (100 mM, pH=7,6) liuotettu SNA (8,2 ul; 0,09 nmol) ja veteen liuotettu
sisdinen standardi (0,8 pl; 0,31 nmol). Liuos kylmédkuivattiin. Haihdutusjdédnnds
livotettiin HEPES-puskuriin (234 ul; pH=7,4). Reaktioliuokset olivat 0,38 uM SNA:n
suhteen. Liuoksia inkuboitiin vesihauteessa (37,0 £ 0,1 °C), ja niistd otettiin ndytteitd
(78 ul) sopivin viliajoin. pHS5-reaktiosta otetut néytteet neutraloitiin 0,5 M NaOH:lla
(3 pl) ja pH6-reaktioista otetut ndytteet 0,2 M NaOH:lla (1 pl). Neutraloidut néytteet
analysoitiin HPLC:11d (0-70 % ACN 25 min, TEAA-puskuri vedesséd (50 mM; pH=7,0),
260 nm, Thermo ODS Hypersil C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)). SNA-rakenteesta
vapautuneen oligonukleotidin maird tietylld ajanhetkelld kvantitoitiin piikkien pinta-
alojen perusteella kaavan 1 mukaisesti. Puoliintumisajat maééritettiin ensimméiisen

kertaluvun nopeuslain mukaisesti.
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e(Standardi) A(ISE)
e(ISE) A(Standardi)

(1) n(SE) = -n(Standardi)

3.6 Tetratsiinifunktionalisoidun C60-fullereenikeskusrakenteen synteesi
3.6.1 bis(2-(2-(2-(2-(4-(6-metyyli-1,2,4,5-tetratsin-3-yyli)fenoksi)etoksi)etoksi)-
etoksi)etyyli)-malonaatti (19)
_N
SORE
< +
N CI)J\/U\CI

2 Ho/\/o\/\o/\/o\/\o

18
17

_N
N7
[ _N

o N

NaHCO4 O/\/O\/\O/\/O\/\O/Q)\

DCM, 0 °C,

N, atm. O\/\O/\/O\/\O/\/O
(0]
N
19 \©\W

N
NP
Kaavio 23. TEG-tetratsiinimalonaatin (19) synteesi

TEG-tetratsiini (17) (140 mg; 0,38 mmol; 2,2 ekv.) ja NaHCO3 (110 mg; 1,3 mmol;
7 ekv.) liuvotettiin kuivaan DCM:iin (7,2 ml) typpi-ilmakehéssd. Liuos jdddytettiin
0 °C:een jaddvesihauteella. Liuokseen lisdttiin malonyylikloridia (18) (18 pl; 0,19 mmol)
tipoittain. Reaktion annettiin edetd huoneenldmmaossd 16 h. Reaktio tarkistettiin TLC:114,
jonka perusteella reaktion todettiin olevan vield kesken. Liuos jddhdytettiin takaisin
0 °C:een, ja sinne lisittiin vield 5,3 pl malonyylikloridia edelleen typpi-ilmakehéssa.
Reaktion annettiin edetd huoneenldmmdossé 2,5 h, jonka jdlkeen reaktion todettiin olevan
valmis TLC:1l14. Reaktioliuokseen liséttiin 100 ml DCM:ia, ja sitd pestiin kylldiselld
NaHCOs:1la (330 ml) ja kylldiselld NaCl:lla (1x30 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin
natriumsulfaatilla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuote 19 puhdistettiin
silikageelikromatografisesti eluenttina trietyyliamiini/etyyliasetaatti (1:99, v.:v). Tuote oli
punainen 6ljyméinen neste. Saannoksi mééritettiin 95 mg (60 %).

EST*-MS: m/z 835,2680 [M+K]" (havaittu); 835,3023 [M+K]" (laskettu)

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): § = 8,49 (4H, d, J= 8,9 Hz, Ar); 7,07 (4H, d, J= 8,8 Hz, Ar);
4,28 (4H, t, J = 4,8 Hz, H3); 4,23 (4H, t, J = 4,8 Hz, H10); 3,89 (4H, t, J = 4,8 Hz, H9);
3,61-3,75 (20H, m, H4-H8); 3,42 (2H, s, H1); 3,03 (6H, s, H19)
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I3C-NMR (CDCls, 125 MHz): 8 = 166,6 (C18); 166,4 (C2); 163,7 (Ar); 162,5 (Ar); 129,6
(Ar); 1243 (C17); 115,3 (Ar); 70,9 (C8); 70,7 (C7); 70,6 (C5&C6); 69,6 (C9); 68,8 (C4);
67,7 (C10); 64,5 (C3); 41,2 (C1); 21,0 (C3)

3.6.2 Tetratsiinifunktionalisoitu C60-fullereenikeskusrakenne (21)
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Kaavio 24. Tetratsiinifunktionalisoidun C60-fullereenikeskusrakenteen (21) synteesi

Kuivasta o-diklooribentseenistd ja DBU:sta poistettiin niihin liuennut happi kuplittamalla
argonia niiden lapi. TEG-tetratsiinimalonaatti (19) (95 mg; 0,12 mmol; 10 ekv.) liuotettiin
2 ml:aan o-diklooribentseenid argonilmakehdssd. Liuokseen lisittiin C60-fullereeni (20)
(8,7 mg; 12 umol) ja 1,5 ml o-diklooribentseenid. Joukkoon liséttiin vield CBr4 (400 mg;
1,2 mmol; 100 ekv.) ja viimeisend DBU (36 pl; 0,24 mmol; 20 ekv.). Reaktio suojattiin
valolta ja sen annettiin olla huoneenldmmossd 72 h. Reaktioseos puhdistettiin
silikageelikromatografisesti (MeOH/DCM; gradientilla 0:100-1,5:98,5; v:v). Tuote ei
juurikaan puhdistunut. Raakatuote puhdistettiin HPLC:114 (40-100 % ACN 30 min, 260
nm, Aeris WIDEPORE XB-C8 (150 x 4,6 mm, 3,6 um)). Keratyt fraktiot kylmékuivattiin
ja analysoitiin ThermoFisher Scientific Q Exactive -hybridikvadrupoli-Orbitrap-
massaspektrometrilld. Fraktioiden havaittiin olevan brominoituneita malonaatteja.

ESI*-MS: m/z 875,2568 [M+H]" (havaittu), 875,2575 [M+H]" (laskettu)

4. Johtopiitokset ja yhteenveto

PET-keskusrakenne osoittautui melko labiiliksi rakenteeksi. Kun keskusrakenteen
substituutiota yritettiin oligonukleotideilla, tuotteita ei saatu eristettyd, vaan tuotteet
hajosivat kylmékuivauksen ja puhdistuksen aikana. Pienmolekyyleilld tehdyssd
substituutiossa tuote sen sijaan saatiin eristettyd. Tdmd viittaisi siihen, ettd
keskusrakenteen hajoaminen liittyisi jotenkin oligonukleotideihin, mahdollisesti niiden

happamiin fosforihapporyhmiin. Jos ndin on, niin keskusrakennetta voisi silti
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mahdollisesti kéyttdd esimerkiksi PNA-rakenteiden kanssa. Lisédksi keskusrakenteen
stabiilisuutta pystyy mahdollisesti parantamaan muuttamalla linkkerien rakennetta ja
pituutta.

C60-fullereenikeskusrakenne oli huomattavasti parempi kuin PET-keskusrakenne,
vaikka sekddn ei ollut tdysin ongelmaton. Oligonukleotidin ON4 synteesi onnistui hyvin.
N-metoksioksatsolidiiniligaatio onnistui hyvélld saannolla, ja Fmoc-suojaryhmén poisto
konjugaatista sekd syklo-oktyynin liittdiminen konjugaattiin onnistuivat HPLC-
kromatogrammien  perusteella  ldhes  kvantitatiivisesti. Kokonaisuudessaan
oligonukleotidisynteesin saannoksi saatiin 33,3 %.

Myos  Co60-fullereenikeskusrakenteen = monosubstituutio  onnistui  hyvin.
Tayssubstituution kanssa sen sijaan oli ongelmia, silld N-metoksioksatsolidiinilinkkeri
hajosi synteesin aikana. Synteesille kokeiltiin useita eri olosuhteita, mutta linkkerin
hajoamisesta ei pédédsty kokonaan eroon. Pyridiinissd tehdyssd reaktiossa hajoamista
tapahtui melko vidhdn. Toisaalta kyseisissd olosuhteissa SNA-piikin jéilkeen
kromatogrammissa tulee vield jokin toinen pienempi piikki, mikd mahdollisesti viittaa
sithen, ettd tdyssubstituutio ei mene aivan loppuun pyridiinissd. Geelielektroforeesilla
kaikissa reaktioissa havaittiin useampi kuin yksi tdpld. Taplid pitéisi olla vain yksi, jos
SNA-rakenne on oikeasti homogeeninen. SNA-rakenteen tiydellinen karakterisointi on
toistaiseksi tekemaittd, ja sen seurauksena myOs SNA:n todellinen substituutioaste jéi
médrittelemédttd. Lopullinen tuote on todennidkodisesti 11- ja 12-haaraisten SNA-
rakenteiden seos.

Reaktio-olosuhteiden ja reaktioajan suhteen voisi vield tehdd lisdd optimointia,
jolloin linkkerin hajoamista voisi tapahtua vield vihemmaén. Lisdksi linkkerien rakenteen
variointi voisi tehdd rakenteesta pysyvdmmén. Tietysti liian pysyvéd linkkeri
happolabiilissa rakenteessa ei ole toivottu, ja pysyvyyden sekd riittdvdn nopean
hajoamisen vililld tiytyy 10ytdd kompromissi. Keskusrakenteen ja oligonukleotidin
vélisen linkkerin pidentdminen voi mahdollisesti lisdtd rakenteen pysyvyyttd. Toinen
vaihtoehto olisi N-metoksioksatsolidiiniligaatiossa kidytetyn aldehydin vaihtaminen
esimerkiksi Fmoc-Gly-H-aldehydiin, jolla muodostetut konjugaatit ovat aikaisempien
tuloksien mukaan  pysyvimpid.’>  Tetratsiinifunktionalisoitu =~ C60-fullereeni-
keskusrakenne voisi myds olla ratkaisu ongelmiin huomattavasti nopeamman reaktioajan
takia. Keskusrakenteen synteesi kuitenkin epdonnistui tuntemattomasta syystd, ja
aikarajoitusten takia synteesid ei ehditty toistamaan. Atsidifunktionalisoitu C60-
fullereenikeskusrakenne on kuitenkin syntetisoitu vastaavalla tavalla,** joten synteesin

pitdisi olla mahdollinen, koska rakenteiden viélilld ei ole suurta eroa.
37



Kinetiikkamittaukset tehtiin natriumfosfaattipuskurissa valmistetulla SNA:lla, ja
saadut tulokset ovat lupaavia. SNA-rakenne hajoaa nopeasti pH:issa 5 ja 6, ja on hyvin
pysyvd fysiologisessa pH:ssa 7,4. Verrattuna aikaisempiin biohajoaviin SNA-
rakenteisiin’®!'? tissid tutkimuksessa valmistettu SNA on huomattavasti stabiilimpi
fysiologisessa pH:ssa. SNA-rakenteen puoliintumisajat ovat samaa luokkaa aikaisempien

N-metoksioksatsolidiinilla muodostettujen oligonukleotidikonjugaattien puoliintumis-

32,33 126,127

aikojen kanssa sekd hydratsonilinkkerin siséltdvien konjugaattien kanssa.
Syklo-oktyynimodifikaation ansiosta tydssd valmistetusta oligonukleotidista voidaan
jatkossa valmistaa myds muita happolabiileja oligonukleotidikonjugaatteja SPAAC-
kemiaa hyOdyntiméllda. Rakennetta voitaisiin  hyddyntdd esimerkiksi vasta-

ainekonjugaateissa.
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+MS, 1.5-3.6min #(58-144)
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+MS, 0.1-0.2min #(5-6)
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Liite 19. TEG-tetratsiinimalonaatin (19) massaspektri
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Liite 21. TEG-tetratsiinimalonaatin (19) 'H-NMR-spektri
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Liite 23. TEG-tetratsiinimalonaatin (19) '*C-NMR-spektri
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Liite 25. Brominoituneen tetratsiinimalonaatin massaspektri
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