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Peri ja Dumy kehittivat vuonna 1998 (N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaation, joka
tunnetaan nykyddn my0s neoglykosylaationa. Tdmédn reaktion kemo- ja
stereoselektiivisyys tekevdt siitd hyvdn synteettisen tyovilineen. Reaktio on bio-
ortogonaalinen, eikd sen kéytdssd vaadita suojaryhmid tai reaktiivisten ryhmien
aktivointia. Perin ja Dumyn tutkimusta on hyddynnetty monissa tutkimuksissa erilaisten
N,O-glykosidien eli neoglykosidien synteeseissd. Neoglykosidit voivat toimia
epédluonnollisesta glykonin ja aglykonin vélisestd sidoksesta huolimatta luonnollisten
glykosidien jéljitelmina.

DNA-templatoitua synteesid on kéytetty erilaisten oligonukleotidien vilisten reaktioiden
katalyysissd. DNA-templatoitu synteesi perustuu DNA:n ominaisuuteen hybridisoitua
komplementtinsa kanssa liuoksessa. DNA-templatoidussa synteesissd kaksi tai useampi
oligonukleotidiketjua ovat modifioitu reaktiivisilla ryhmilld. T&lloin oligonukleotidien
hybridisoituessa keskenédén tai erillisen templaattioligonukleotidin kanssa reaktiiviset
ryhmét asettuvat toistensa kanssa ldhekkdin niin, ettd reaktiivisten ryhmien
paikalliskonsentraatio kasvaa ja reaktio tehostuu. Monet solubiologian reaktiot, kuten
esimerkiksi DNA:n synteesi, ovat DNA-templatoituja. Laboratorioissa DNA-
templatoitua synteesid on hyddynnetty muun muassa supramolekulaarisessa kemiassa ja
kombinatorisessa kemiassa.

Naitd kahta menetelmééd hyddyntéen erikoistydssd kehitettiin DNA-templatoitu N(Me)-
alkoksiamiiniglykosylaatio, jossa 5’-0O-metyyliaminomodifoidun
hiusneulaoligonukleotidin hdntdosa hybridisoituu lyhyemmin oligonukleotidin kanssa ja
reagoi sen 3’-pddhdn liitetyn glukoosin kanssa. N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatiolla on
reaktiona monia DNA-templatoinnin kannalta mielenkiintoisia ominaisuuksia.
Sovelluskohteiden kannalta nditd mielenkiintoisia ominaisuuksia ovat muun muassa
reaktion dynaamisuus ja reversiibeliys, pH-riippuvuus sekd sen bio-ortogonaalisuus.
Naditd ominaisuuksia voidaan hyddyntdd esimerkiksi dynaamisessa kombinatorisessa
kemiassa ja itsejédrjestdytyvien rakenteiden kemiassa.

Tdmén tutkielman tavoitteena on esitelli DNA-templatoidun synteesin ja N-
alkoksiamiiniglykosylaation taustaa ja sovelluskohteita, ja ndyttdd lopulta miksi ja miten
ndita soveltaen kehitettiin DNA -templatoitu menetelma N(Me)-
alkoksiamiiniglykosylaatiolle.
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CD - sirkulaarinen dikroismi
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1.1. Johdanto

N-glykosidit ovat luonnossa esiintyvid yhdisteitd, jotka koostuvat hiilihydraatista ja sen
anomeeriseen hiileen kondensoituneesta aglykoniosasta, joka on sitoutunut
hiilihydraattiin typen vilitykselld. Luonnossa esiintyy laaja kirjo N-glykosideja, kuten
esimerkiksi nukleosidejd, nukleotidejd, glykoproteiingja ja glykolipidejd. Niiden
molekyylien biologinen aktiivisuus on herittdnyt kemistien huomion, ja erilaisia N-
glykokonjugaatteja on syntetisoitu muun muassa lddikekdyttoon.! Myds luonnossa
esiintyvid N-glykokonjugaatteja on hyddynnetty esimerkiksi suunnittelemalla niihin
sitoutuvia lddkeaineita, jotka kykenevét ndin kohdistumaan tiettyjd glykokonjugaatteja

sisaltdviin soluihin.?

Peri ja Dumy kehittivit vuonna 1998 N-glykosylaatioon perustuvan (N-
alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaation, joka tunnetaan nykyién myos neoglykosylaationa.?
Tamén reaktion kemo- ja stereoselektiivisyys tekevit siitd hyvdn synteettisen
tyovilineen. Reaktio on bio-ortogonaalinen, eikd sen kdytdssd vaadita suojaryhmid tai
reaktiivisten ryhmien aktivointia. Perin ja Dumyn tutkimusta on hyddynnetty monissa
tutkimuksissa erilaisten N,0O-glykosidien eli neoglykosidien synteeseissd. Vaikka
neoglykosidit eivit sisilld luonnollista glykonin ja aglykonin vilisti sidosta, biologisen
aktiivisuuden kannalta térked hiilihydraattiosan konformaatio sdilyy. Neoglykosideja on

kéytetty esimerkiksi sydpésolujen vastaisina solumyrkkyini.*

DNA-templatoitua synteesid on hyddynnetty erilaisten oligonukleotidien vilisten
reaktioiden katalyysissi.” DNA-templatoitu synteesi perustuu DNA:n ominaisuuteen
hybridisoitua komplementtinsa kanssa liuoksessa. DNA-templatoidussa synteesissé kaksi
tai useampi oligonukleotidiketjua ovat modifioitu reaktiivisilla ryhmilld. Talloin
oligonukleotidien hybridisoituessa keskendén tai erillisen templaattioligonukleotidin
kanssa reaktiiviset ryhmét asettuvat toistensa kanssa ldhekkéin niin, ettd reaktiivisten
ryhmien paikalliskonsentraatio kasvaa ja reaktio tehostuu. Monet solubiologian reaktiot,
kuten esimerkiksi DNA:n synteesi, ovat DNA-templatoituja. Laboratorioissa DNA-
templatoitua synteesii on hyddynnetty muun muassa supramolekulaarisessa kemiassa® ja

kombinatorisessa kemiassa’.

Erikoistydssd kehitettiin  DNA-templatoitu  N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatio, jossa
hyddynnetddn Perin ja Dumyn kehittdmdd neoglykosylaatiota. Neoglykosylaatiolla on
reaktiona monia DNA-templatoinnin  kannalta mielenkiintoista ominaisuutta.

Sovelluskohteiden kannalta mielenkiintoisia ominaisuuksia ovat muun muassa
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neoglykosylaation dynaamisuus ja reversiibeliys, pH-riippuvuus sekd sen bio-
ortogonaalisuus. Reaktio saatiin toimimaan hiusneulaoligonukleotidin ja sen hidntdosan
kanssa  hybridisoituvan  lyhyemmén  oligonukleotidin  vilisend  reaktiona.
Hiusneulaoligonukleotidin 5’-pdin hydroksyyliryhma oli modifioitu
metyyliaminoryhmalld, ja lyhyemmain oligonukleotidin 3’-pdd glukoosilla, ja ndiden
kahden ryhmin vililld tapahtui haluttu reaktio. Erikoistyon tuloksista on my0s julkaistu
artikkeli.®

Tamén tutkielman tavoitteena on perehtyd DNA-templatoidun N(Me)-glykosylaation
taustaan, kuten N-glykosylaatioon ja DNA-templatoituun synteesiin ja niiden
aikaisempiin sovelluskohteisiin. Lopulta esitetdidan myods mahdollisia sovelluskohteita
kehitetylle DNA-templatoidulle N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatiolle itsejérjestdytyvien

supramolekulaaristen rakenteiden kemiassa sekéd kombinatorisessa kemiassa.

1.2. N-glykosylaatio

1.2.1. Yleista N-glykosylaatiosta

N-glykosylaatiolla tarkoitetaan aglykonin liittymistd hiilihydraatin anomeeriseen
asemaan typen vilitykselld. Reaktion voidaan ajatella olevan kondensaatio
hemiasetaalisen hiilihydraatin ja aglykonin vililld. Reaktiosta riippuen saadaan a- ja -

anomeerien Seos.

Erilaisia N-glykosideja esiintyy luonnossa kaikissa elidissd. Esimerkiksi nukleosidien ja
nukleotidien eméksen ja sokerin vdlinen sidos on tyypillinen esimerkki N-glykosidisesta
sidoksesta (Kuva 1). Muita luonnossa esiintyvid N-glykosideja ovat esimerkiksi N-
glykosyloidut peptidit, N-glykoproteiinit ja N-glykolipidit.” Isompia kahden erilaisen
biopolymeerin (esim. peptidit ja hiilihydraatit) vélisid rakenteita kutsutaan usein N-

glykokonjugaateiksi. '

HO
O

OH

Kuva 1. Esimerkki luonnon N-glykosidisesta sidoksesta: yleinen DNA-nukleosidi 1.
Aglykoniosa on nukleoemds B (4, C, G, T), joka on sitoutunut glykoniosana toimivan

deoksiriboosin anomeeriseen hiileen N-f-glykosidisella sidoksella.



Proteiinien  tapauksessa hiilihydraatti  liittyy yleensd proteiineissa  olevien
asparagiinitdhteiden amidiryhmiin (Kuva 2). Ensimméinen asparagiiniin sitoutunut
hiilihydraatti on tyypillisesti luonnollisissa N-glykaaneissa N-asetyyliglukosamiini, joka
on sitoutunut asparagiiniin B-glykosidisella sidoksella. Proteiinien glykaanit koostuvat
tyypillisesti useammasta toisiinsa liittyneistd sokereista, jotka ovat tdssd tapauksessa
merkitty R:lld. N-glykosyloituja proteiineja esiintyy sekd aitotumallisissa ettd
esitumallisissa elidissi.!! N-glykoproteiinien muodostuminen tapahtuu kaikissa elidissi
samalla tavalla kolmivaiheisessa entsymaattisessa synteesissd. Aitotumallisissa elidissa

voi tapahtua vield tdmédn synteesin jidlkeen N-glykaanien modifikaatioita Golgin

laitteessa.
OH
R
\OmH
HO N
NH o
o—
© (0] 2
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Kuva 2. Tyypillinen esimerkki N-glykosyloidusta asparigiinitihteestd.

Proteiinien N-glykaanit voidaan jakaa kolmeen eri luokkaan, joissa kaikissa on
ydinrakenteena samanlainen asparagiiniin liittynyt kahden N-asetyyliglukosamiinin ja
kolmen mannoosin muodostama hiilihydraattirakenne.'> Ensimmiinen luokka on
oligomannoosit, joissa N-glykaanin ydinrakenteeseen on liittynyt vain mannooseja.
Toinen on kompleksit, joissa ydinrakenteeseen on liittyneind N-asetyyliglukosamiinien
aloittamia ulokkeita. Kolmas on hybridit, joissa on ydinrakenteeseen on liittynyt seka
pelkdstdin mannooseja  sisdltdivd uloke ettd komplekseille tyypillinen N-

asetyyliglukosamiiniuloke. Luokat on esitelty kuvassa 3.

N-glykosyloiduilla proteiineilla on monia tarkeitd rooleja biologisissa prosesseissa, kuten
esimerkiksi immuunijdrjestelmidn toiminnassa, solujen vélisessd tunnistuksessa ja
proteiinien laskostumisessa ja stabiiliudessa esimerkiksi limpétilan tai pH:n suhteen. '
Esimerkiksi immuunijirjestelmén vasta-aineet ovat N-glykosyloituja proteiineja. Vasta-
aineet ovat Y:n muotoisia molekyylejd, joiden péissd on antigeeneja sitova alue. Ne ovat
vastuussa elimiston immuunivasteesta, ja antigeenit muuttuvat toimintakyvyttomiksi
niiden sitoutuessa vasta-aineisiin. My0s tdysin synteettisid vasta-aineita on syntetisoitu

erilaisiin lddkinnéllisiin tarkoituksiin.



Asn Asn Asn
oligomannoosi kompleksi hybridi

. mannoosi O galaktoosi
. N-asetyyliglukosamiini ’ N-asetyylineuramiinihappo

A fukoosi

Kuva 3. Proteiinien N-glykaanien luokat.

Solujen vilisessd tunnistuksessa tdrkedt glykosyloidut proteiinit ja lipidit sijaitsevat
solukalvolla, jossa ne voivat toimia erilaisten GBP-proteiinien ligandeina.'* Jotkin
sairaudet aiheuttavat ndiden solukalvon glykokonjugaattien glykaaneissa muutoksia, joita

voidaan hyddyntii esimerkiksi diagnostiikassa ja hoitokeinojen kohdentamisessa.?

Biologisesti aktiiviset glykokonjugaatit ovat herittdneet kemistien kiinnostuksen monien
mahdollisten l4dkinnéllisten sovelluskohteiden vuoksi. Tamén lisdksi esimerkiksi

solupinnan glykaaneja tutkimalla voidaan kehittdd erilaisia biologisia tyokaluja.

1.2.2. Esimerkkeja N-glykokonjugaattien biologisista sovelluksista

N-glykosideissa voi esiintyd mutarotaatiota, jolloin ne tautomerisoituvat avoketjuisikksi
imiineiksi (3). Télldin ne voivat reagoida monien erilaisten hiilinukleofiilien kanssa
tuottaen 1,2-syn- tai /,2-anti-aminoalditoleja (4). Aminoalditolien syklisaatiota voidaan
edelleen hyodyntdd erilaisten iminosokeri-C-glykosidien valmistuksessa. (5) (Kaavio

1).]6



R,0 Y R,0
O N, OR _N,

R4 R4

R,0 OR; R,0 OR; 3
C-Nu

HO H RO  OH Nu R,
N ~Nu NH

HO OH 5 RO OR; 4

Kaavio 1. Suojatun N-glykosidin mutarotaatio ja reaktio C-nukleofiilin kanssa.
Reaktiossa muodostuu aminoalditoli 4, joka vapaan alkoholin aktivoinnin jdilkeen

syklisoituu iminosokeriksi 5. R;.4 ovat tyypillisesti suojaryhmid.

Hyvin samankaltaisia biologisesti aktiivisia iminosokerereita esiintyy luonnossa monissa
mikro-organismeissa ja kasveissa. Luonnollisissa iminosokereissa on kuitenkin
anomeerisessd  hiilessd  sitoutuneena happi. Téllaisten iminosokereiden N, O-
asetaaliryhmén labiilius on usein este niiden soveltamisessa esimerkiksi lddkkeind tai
biologisina koettimina. 1-deoksi-iminosokerijohdannaiset ja iminosokeri-C-glykosidit
ovat tistd syystd olleet mielenkiintoinen tutkimuskohde, koska ne ovat paljon
pysyvdmpia verrattuina luonnollisiin iminosokereihin, mutta samalla ne voivat jéljitella
luonnollisia iminosokereita elimistdssd. Esimerkkejd lddkekdytossd olevista 1-deoksi-
iminosokerijohdannaisista ovat muun muassa 1-deoksigalaktonojirimysiini (6), jota
kéytetdsin Fabryn taudin hoidossa!’, ja N-(2-hydroksietyyli)-1-deoksinojirimysiini (7),
jota kiytetdiin tyypin 2 diabeteksen hoidossa!® (Kuva 4). Yleensd 1-deoksi-
iminosokerijohdannaisissa on joku  N-substituentti biologisen aktiivisuuden

parantamiseksi.



OH OH on
N N
O ko
OH HO
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Kuva 4. 1-deoksigalaktonojirimysiini 6 ja N-(2-hydroksietyyli)-1-deoksinojirimysiini 7.

Vaikka vastaavat N-substituoidut 1-deoksi-iminosokerit ovat yleensd helpompia
syntetisoida, iminosokeri-C-glykosideilla on useita etuja verrattuna 1-deoksi-
iminosokereihin. Ne ovat yleensd tehokaampia antiviraalisina lddkkeind ja ne ovat
osoittautuneet myds  selektiivisiksi  hiilihydraatteja  késittelevien  entsyymien

inhibiittoreiksi.'®

Kiytannon esimerkki N-glykosidien kédytdstd iminosokeri-C-glykosidien synteesissd on
Eustache et al.:n tutkimus?’, jossa tutkimusryhmi syntetisoi pyrrolidiini-C-glykosidiin
perustuvia  f-D-arabinofuranosyyli-1-monoforforyylidekaprenolin  jdljitelmia  (10)
kayttden ldhtoaineena suojattua N-glykosidia (8). Nailld jiljitelmilld havaittiin olevan
lupaavia tuberkuloosimykobakteerien vastaisia ominaisuuksia. Synteesissd nukleofiilind
kiytettiin organolitiumyhdistettd (Kaavio 2), joka liittyi ldhtdaineena kéytettyyn N-

glykosidiin kaavion 3 mekanismilla.

o - Lin P BnO P(OMe)
. NH 1 ~0OMe, BF;-Et,0 I ’
\‘ > 9
Bn(j OBn e oger 3
o 2. MsCl, pyridiini BnO OBn
O\\ 0]
Ho R TR A A
\//I'w OH sl 7
10
HO OH

Kaavio 2. Eustache et al.:n B-D-arabinofuranosyyli-1-monoforforyylidekaprenolin

Jjdljitelmien synteesi.

Proteiineja on kéytetty pitkdén lddkkeind, mutta usein niilld on heikko terapeuttinen
tehokkuus johtuen huonoista fysiokemiallisista ja farmakologisista ominaisuuksista.
Huonot fysiokemialliset ominaisuudet proteiineissa johtuvat usein niiden heikosta

molekulaarisesta stabiiliudesta. Huonot farmakologiset ominaisuudet taas johtuvat
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ladkkeen toimintaa vastustavista farmakodynaamisista vasteista tai heikoista
farmakokineettisistd ominaisuuksista. Tallaisissa tapauksissa proteiinin N-glykosylaatio
voi esimerkiksi parantaa sen stabiiliutta tai sen farmakologisia ominaisuuksia, tehden

niin ladkkeestd tehokkaamman.'?

Esimerkkejd proteiinien stabiiliutta haittaavista tekijoistd ovat happo-emés- ja redox-
reaktiot, jotka voivat aiheuttaa proteiiniketjussa hydrolyysié, hajoamista, ristikytkentdjé,
hapetusta, deamidaatiota, [-eliminaatiota ja rasemisaatiota. Sekundéiri- ja
tertiddrirakenteet voivat muuttua proteiinin toimintaa haittaavilla tavoilla esimerkiksi
irreversiibeleilld konformaation tai laskostumisen muutoksilla. Proteiinit ovat myds
herkkid esimerkiksi pH:n, lampdtilan ja konsentraation muutoksille, jotka voivat
aitheuttaa niissd esimerkiksi saostumista tai aggregaatiota. Ladkekdytdssd proteiinien

pitdd myos kestdd elimiston erilaisia entsyymeja.

Kéaytdnnon esimerkki N-glykosylaation tirkeydestd proteiinien tehokkuuden kannalta on
ihmisen o-galaktosidaasi A:n glykosylaatio.?! o-galaktosidaasi A:n aktiivisuuden
laskeminen elimistdssi on edelld mainitun Fabryn taudin aiheuttaja. Aktiivisuden laskun
syy saattaa olla geenimutaatio, joka vaikuttaa a-galaktosidaasi A:n glykosylaatioon.
Tutkimuksessa  havaittiin, ettd normaalisti tdssd glykoproteiinissa  kolme
asparagiinitidhdettd Asn-139, Asn-192 ja Asn-215 olivat N-glykosyloituneet. Néistd
tarkeimmaksi havaittiin Asn-215:n hybridityypin N-glykaani, joka teki entsyymistd
liukoisen ja aktiivisen. Kun Asn-215:n glykaani poistettiin, se paljasti hydrofobisen
pinnan, joka hankaloitti proteiinin liukenemista ja aiheutti sen aggregoitumista
endoplasmakalvostolla. Asn-139:n ja Asn-192:n N-glykaanien poistaminen ei vaikuttanut
yhtd merkittavisti entsyymin toimintaan. a-galaktosidaasi A:n rekombinanttiversioita

agalsidaasi alfaa ja beetaa voidaan kiytt4di Fabryn taudin hoidossa. !

Erilaisten sairauksien aiheuttamia muutoksia proteiinien ja lipidien glykaaneissa voidaan
hyddyntidd rokotteiden kehittimisessd.?> Esimerkiksi enemmistén sydpisairauksista
tiedetdéin atheuttavan muutoksia solupinnan glykolipidien sekd O- ja N-glykoproteiinien
glykaaneissa.?® Esimerkkeji niistd muutoksista ovat katkenneet oligosakkaridiketjut ja
N-asetyylineuramiinihapon eli siaalihapon yliesiintyminen. Kasvaimille ominaisten
hiilihydraattiantigeenien (TACA) 16ytdminen on mahdollistanut nédille antigeeneille

spesifisten rokotteiden kehityksen.
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1.2.3. (N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaatio

Ensimmaéisend sekundédristen hydroksyyliamiinien ja pelkistdvien sokerien vilistd
glykosylaatiota tutkivat Peri ja Dumy vuoden 1998 tutkimuksessaan.’ He osoittivat, etti
reaktio on stereo- sekd kemoselektiivinen, ja ettd reaktio ei vaadi funktionaalisten
ryhmien suojausta tai anomeerisen keskuksen aktivointia. Tutkimuksen reaktiot tehtiin
joko vesipuskurissa (pH 4) tai polaarisissa orgaanisissa liuottimissa, joka oli yleensi
DMF:n ja etikkahapon sekoitus (Kaavio 3). Reaktiot pysdytettiin NaBH3CN:114. Saannot
olivat padosin hyvid, ja reaktio oli useimpien reaktanttien tapauksessa edennyt loppuun

20 tunnin kuluessa (Taulukko 1).

OH H,O/liuotin OH
Rq~. .OR
0 N2 OH M
OH pH 4, huoneenlampd OH OR,
10 11
\ 6-exo-trig
OH
HO&& 5
HO N,
OH OR;
12

Kaavio 3. Yleisen hydroksyyliamiinin 11 glykosylaatio D-glukoosin 10 kanssa. R; ja R

taulukon I mukaisesti.

Tuotteet eristettiin ja analysoitiin NMR-spektrometrisesti. D-galaktofuranoosin ja D-
mannoosin tapauksessa tuote oli seos pyranoosi- ja furanoosimuodoista, mutta muiden
synteesien tapauksessa tuotteet olivat puhtaasti “Ci-konformaatiossa pyranoosimuodossa.
Lisdksi NMR-tutkimuksissa kévi ilmi, ettd D-mannoosituote oli puhtaasti
alfakonfiguraatiossa, kun taas muiden tuotteiden tapauksessa betakonfiguraatio oli
suositumpi. Saantoa saattoivat pienentdd N-asetyyliglukosamiinin ja N-oktyyli-O-

metyylihydroksyyliamiinin tapauksissa reaktiokeskuksen ldhelld olevat steeriset esteet.
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Taulukko 1. Hydroksyyliamiinien ja erilaisten pelkistivien sokerien vdlisten

glykosylaatioiden saannot ja reaktioajat.’

Sokeri R R2 Aika (h) Saanto (%)
L-glukoosi Et Bn 20 90
D-glukoosi Me Me 20 92
N-asetyyliglukosamiini | Me Me 20 40
D-galaktofuranoosi Et Bn 20 80
Laktoosi Me Me 60 95
D-mannoosi Me Me 144 60
D-glukoosi Oktyyli | Me 20 30

(N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaation mekanismissa nukleofiilinen N,O-substituoitu
hydroksyyliamiini ~ hyokk&d  elektrofiiliseen  sokerin  avoketjuisen = muodon
aldehydiryhméén. Téll6in muodostuu tetraedrinen vélivaihe, josta vedynsiirron jilkeen
irtoaa vesi. Tdmaén jdlkeen tapahtuu tyypillisesti intramolekulaarinen syklisaatio, jossa
yksi sokerin vapaista hydroksyyliryhmistd hyokkadd muodostuneen imiiniryhmaén hiileen.

Syklisaatio tuottaa termodynaamisesti pysyvimmin syklisen N-glykosidin (Kaavio 4).%*

o) OH R4NHOR, OR,
HONTRQ oy == Oy ——= o) =OH e
A_ 1
.
1 or i
2 (0]
AHO)E&”FN\R &m&?
Yo c,\ll
: R{ ® OR,
Re-puolen Si-puolen
hyokkays hyokkays
OR (0]
o 2 HO
(HO N N, o )Eﬁ
N<
R “OR,

Kaavio 4. (N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaation mekanismi. Myés 4-hydroksyylin

hyokkdys on mahdollinen, jolloin tuotteena saadaan vastaava pyranoosi.

Renkaan sulkeutumisesta vastaavat joko 4- tai 5-aseman hydroksyyliryhmét. Jos 4-hiilen
hydroksyyliryhma hyokkéa vélituotteena muodostuneen imiiniryhmén hiileen, tuotteena
muodostuu sokerin furanosidi. 5-hydroksyylin hydkitessd saadaan vastaavasti sokerin
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pyranosidi. Tamin vuoksi Peri ja Dumy saivat alkuperdisessd tutkimuksessaan D-
galaktofuranoosin ja D-mannoosin tapauksissa reaktiosta tuotteena seoksen pyranoosi- ja

furanoosituotteita.

(N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaation kemoselektiivisyys verrattuna perinteiseen
glykosylaatioon johtuu siitd, ettd hydroksyyliamiini reagoi nimenomaan pelkistdvéin
sokerin avoketjuisen muodon aldehydiryhméan kanssa, eikd sitd sen vuoksi haittaa
sokerissa ldsnd olevat vapaat hydroksyyliryhmat. Jos sokerissa on kuitenkin muita vapaita

aldehydiryhmié, hydroksyyliamiini voi reagoida niiden kanssa.

Reaktion tiedetddn vaativan happamat olosuhteet. Myohemmissé tutkimuksissa reaktion

on havaittu toimivan pH-alueella 4-5,5*

, kun taas neutraaleissa ja eméksisissd
olosuhteissa se ei etene.® Alhaisen pH:n tarkoitus nopeuttaa veden irtoamista
tetraedrisesta vilituotteesta, mutta liian alhainen pH taas kuitenkin protonoi nukleofiilin
ja hidastaa reaktiota. Reaktion nopeutta rajoittava vaihe on veden irtoaminen
tetraedrisesta villivaiheesta.?> pH:ta neljésti kuuteen nostaessa reaktion saannon voidaan
havaita paranevan, mutta samalla se hidastuu merkittavésti. Esimerkiksi 5°-O-
metyyliamiinitymidiinin ja glukoosin vélisen reaktion saannon néhtiin paranevan néin 25
%:sta noin 42 %:iin, mutta samalla reaktion puoliintumisaika nousi noin

kolmestakymmenesti tunnista sataan piivéin.®

Tyypillisesti reaktio tehdddn haluttuun pH-arvoon sidddetyssa puskuriliuoksessa. Veden
lisdksi muita tavallisesti kdytettyjd liuottimia ovat polaariset aproottiset liuottimet kuten
DMSO ja DMF, mutta myds metanolin tiedetddn toimivan. Perin ja Dumyn
alkuperdisessd tutkimuksessa reaktio tehtiin huoneenldmmossd, mutta ldmpdtilan
nostaminen 40 °C:een tiedetiifin parantavan saantoja ja nopeuttavan reaktiota.>* Toinen
tapa parantaa saantoa ja nopeuttaa reaktiota on kasvattaa reaktiossa reaktanttien
konsentraatiota. Reaktio tunnetaan nykydan myds toisella nimelld neoglykosylaationa ja

sen muodostamat reaktiotuotteet neoglykosideina.?*

Jos reaktio pitdd tehdd hyvin pienesséd konsentraatiossa tai neutraalissa pH:ssa esimerkiksi
jonkin reaktantin happolabiiliuden vuoksi, reaktiota voidaan nopeuttaa myods
nukleofiilisilld katalyyteilld. Varsinkin biologisissa sovelluskohteissa, joissa yleisesti
vaaditaan neutraalia pH:ta, voidaan tarvita katalyyttid. Erityisesti aniliinin ja
aniliinijjohdannaisten on havaittu katalysoivan aldehydin ja oksiimin vélistd ligaatiota
(Kaavio 5).2 Myéds jotkut muut nukleofiilit kuten esimerkiksi glysiini, 5-

metoksiantraniilihappo ja m-fenyleeniamiini katalysoivat reaktiota.
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Aniliinijohdannaisten substituenttien tiedetdédn vaikuttavan niiden katalyyttiseen
tehokkuuteen reaktiossa. Esimerkiksi Jensen tutkimusryhmineen osoittivat p-

metoksianiliinin olevan tehokkaampi katalyytti kuin aniliini.¢

s oo U Q,

H
R' HN - . J\
HO>|\R' -H,0 R H
R"/o\NH H R' NH,
2 HN>|\ RII/O\N/)\H +
HN™ R
Rll/o

Kaavio 5. Aniliinin katalysoima aldehydin ja oksiimin vdlinen ligaatio. R’ on sokeri ja
R’’ sokeriin liitettivd aglykoniosa. Reaktion jdilkeen yksi sokerin vapaista

hydroksyyliryhmistd hyékkdd typpeen kaavion 4 mukaisesti.

Reaktioon sopivan aglykonimolekyylin synteesi on my0s (N-
alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaation kannalta olennainen osa. Tyypillisin tapa liittdd
vaadittava alkoksiamiiniryhmi aglykoniosaan on kaaviossa 5 esitetty yksinkertainen
kaksivaiheinen pelkistivi aminaatio.”* Aminaation ensimméiisessi vaiheessa
aglykoniosan vapaa ketoni tai aldehydi kondensoituu alkoksiamiinin kanssa heikon
eméksen lidsnd ollessa.. Toisessa vaiheessa muodostunut imiini pelkistetdan polaarisessa

livottimessa.

o 13 MeONH, R 14

_

O\ / .
R™ Taglykoni  MeOH, Et;N <~ "N~ Taglykoni

BH3-amiini, HCI tai R 15
- /O\ )\

NaCNBH;, AcOH N aglykoni
Kaavio 5. Tyypillinen tapa liittdd (N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaation vaatima
metoksiamiini yleiseen aglykoniin 13. R = H tai alkyyliryhmd

Peri ja Dumy osoittivat vield alkuperdisessd tutkimuksessaan®, ettd (V-
alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaatiota voidaan hyodyntdd myos esimerkiksi peptidien p-
N-glykosylaatioon. He hyodynsivdt primééristd amino-oksipeptidid 16. Synteesissd

(Kaavio 6) muodostettiin ensin formaldehydioksiimi, joka pelkistettiin tuotteeksi 17

14



(Reaktiot 6a-b). 18:een liitettiin erilaisia D-glukoosijohdannaisia (Reaktio 6¢). Reaktio

oli kemoselektiivinen, eikd vaatinut suojaryhmid muualla peptidissé.

Ac-Lys-Ala-Lys-NH, Ac-l_lys-AIa-Lysl-NH2
I
(CHz)s  (CHz)s a b l(CH2)4 (CH2)4
OTI\IIH NH, ———> Oy _NH NH,
16 T
17
O—-NH, O-NH
Me

l :

Ac-Lys-Ala-Lys-NH,
I

l
l(CH2)4 (9H2)4

OTNH NH;
O—N—Me
HO 0 18
R1
R,0 OH

Kaavio 6. Aminoksipeptidin pelkistys ja kemoselektiivinen glykosylaatio erilaisilla D-
glukoosijohdoksilla. a) CH>O, pH 4 natriumasetaattipuskuriliuoksessa, b) NaBH3CN,
AcOH, c) pH 4 natriumasetaattipuskuriliuoksessa, 60 °C, sokeri

Tdmin tutkimuksen tuloksia on hyddynnetty monissa myShemmissd tutkimuksissa

erilaisten glykokonjugaattien synteeseissi.*?8-3!

1.2.4. (N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaatio glykokonjugaattien synteesissa

Kuten edelld mainittua, glykokonjugaateilla on tirked rooli monissa biologisissa
prosesseissa, ja Perin ja Dumyn alkuperdisen tutkimuksen tulosten perusteella (V-
alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaatiolla on helppo valmistaa muun muassa erilaisia
luonnollisia biomolekyyleja hyddyntden laaja kirjo monimuotoisia glykosyloituja
molekyylejd. Vaikka reaktiossa muodostuneet tuotteet eivit sisdlld luonnollista glykoni-
aglykonisidosta, biologisen aktiivisuuden kannalta tirked sokeriyksikon konformaatio
sdilyy. Tdmédn ansiosta reaktiotuotteita voidaan hyddyntdd luonnollisten elimistdssd

aktiivisten biomolekyylien jéljitelmina.

Yksi neoglykosylaation tirkeimmisti sovelluskohteista on neoglykosatunnaistaminen.?*

Neoglykosatunnaistamisessa tarkoituksena on valmistaa suuri kirjasto glykosyloituja
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molekyylejd, jotka eroavat toisistaan vain niihin liitetyn sokerin osalta. Tutkittavat
molekyylit ovat tyypillisesti luonnonyhdisteitd tai pienmolekyylilddkkeitd, joiden
farmakologisia ominaisuuksia halutaan parantaa 16ytdmalla tarkoitukseen parhaiten
soveltuva sokeriosa. Neoglykosylaatio on tdhén tarkoitukseen tehokas ja yksinkertainen
reaktio. Reaktiot voidaan tehdd mikrogrammaskaalassa muutaman millilitran pulloissa.
Reaktion valmistuttua liuos voidaan kuivata vakuumissa ja puhdistaa kiintedfaasiuutolla
jatarvittaessa vield HPLC:114. Ndma prosessit ovat usein automatisoitavissa, jonka vuoksi
suuren molekyylikirjaston valmistus on helppoa. Synteesin ja puhdistuksen jélkeen
molekyylikirjaston farmakologisia ominaisuuksia voidaan tutkia, ja tdlld tavalla 16ytaa

haettuun tarkoitukseen tehokkain ldike.

Esimerkki tillaisesta lddkeaineen optimoinnista on Langenhanin tutkimusryhmén
artikkeli.* Tutkimuksessaan Langenhal et al. hyodyntévit (N-
alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaatiota erilaisten digitoksiiniglykosidien syntetisointiin.
Digitoksiiniglykosideja on kéytetty perinteisesti sydinglykosideina syddmen
vajaatoiminnan ja rytmih&irion hoidossa, mutta myShemmin niiden on havaittu toimivan
myds sydpikasvainten vastaisena solumyrkkyni.*? Parhaiksi solumyrkyiksi on havaittu
neotoksiinin  L-ribosidi- ja L-glukosidijohdannaiset, jotka ovat syntetisoitu
hyodyntdmalld N-alkoksiamiiniglykosylaatiota. Tdmén tutkimuksen tavoitteena oli
kehittdd sopiva synteesi neotoksiiniglykosideille ja valmistaa laajempi kirjasto erilaisia
neotoksiiniglykosideja, joiden solumyrkyllisyyttd sydpédsoluja vastaan arvioitiin.
Aiemmassa tutkimuksessa’’ Langenhan tutkimusryhmineen osoitti, etti erilaisilla
oksiamiinisidosmodifikaatioilla voidaan parantaa neotoksiiniglykosidien selektiivisyyttad

kasvaimiin.

Optimoitu reaktio on esitetty kaaviossa 7. Ensimmadisessé vaiheessa redox-reaktio tuottaa
digitoksigenonin, josta saadaan oksiimieetterit kasittelemalld digitoksigenonia
alkoksiamiineilla. Pelkistys tert-butyyliamiiniboraanilla 10 % vetykloridin ja etanolin
seoksessa tuotti yhdisteet 19a-19h seké ndiden yhdisteiden C-3 a-stereoisomeerin, joka
erotettiin seoksesta. 19a-19h reagoivat 40 °C:ssd L-ksyloosin ja etikkahapon kanssa

metanolin ja kloroformin seoksessa, tuottaen digitoksiinineoglykosidit 20a-20h.

Syntetisoitujen digitoksiiniglykosidien solumyrkyllisyyttd arvioitiin kahdeksaa eri
thmisen syOpdsolulinjaa  vastaan. Eri  sivuryhmien havaittiin  vaikuttavan
solumyrkyllisyyteen sekd tehokkuuden ettd selektiivisyyden kannalta. Erityisesti esiin
nousivat glykosidit 20c ja 20f-h, jotka havaittiin selektiivisemmiksi verrattuna

digitoksiiniin ja muihin glykosidijohdannaisiin. Esimerkiksi 20¢ oli kaksinkertaisesti
16



voimakkaampi solumyrkky NCI/ADR-RES-soluja vastaan kuin mikdén muu arvioiduista
glykosideista. Glykosidit 20f-20h olivat taas selektiivisempid A549-soluja vastaan.
Niistd esimerkiksi 20h oli noin kolminkertaisesti vahvempi A549-soluja kuin muita

solulinjoja vastaan.

(0]
1. CrO3’ H2804’
asetoni, H,O o
2. RONH,*HCI (1b-h), \
pyridiini, MeOH /~ '
digitoksiini > [~ @ 19a: R = Me* 19e: R = Bn
grioks 3. tBUNH,"BH; H 19b: R=Et 19f: s-Bu
10 % aq. HC’l, R~o-N 19c: R = j-Pr 19g: c-Pent
EtOH 19d: R = -Bu19h: R = c-Hex
(0]
20a: R = Me* 20e: R =Bn
o 20b: R =Et 20f: R =s-Bu
L-ksyloosi | 20c: R = j-Pr 20g: R = c-Pent
- ~@ 20d: R = +-Bu20h: R = c-Hex
MeOH/CHCl3 OR [~
AcOH (1 eq.) |
40 °C Hom—NOH

Kaavio 7. Digitoksiinineoglykosidien synteesi. Tdhdelld merkitty tuote syntetisoitiin

muista poiketen edeltivin tutkimuksen®® mukaisesti.

Koska neoglykosylaatio on reversiibeli reaktio, silld voidaan liittdd tarvittavia
funktionaalisia ryhmii molekyyleihin viliaikaisesti. David Teze et al. syntetisoivat®
neoglykosylaatiota hyodyntiden glykokonjugaattiakseptoreita entsymaattista
glykosylaatioreaktiota varten. Entsymaattisessa synteesissd entsyymind hyddynnetddn
glykosyntaasia tai transglykosidaasia. Entsymaattiset glykosylaatioreaktiot ovat
tavallisiin ei-entsymaattisiin verrattuna regio- ja stereoselektiivisempid. Entsymaattisessa
glykosylaatiossa on kuitenkin omat haasteensa. Glykosyloitavaan hiilihydraattiin
vaaditaan usein glykosyntaasin ja transglykosidaasin tapauksessa fenyyliryhmi, jotta se
sopisi entsyymin aktiiviseen kohtaan. Fenyyliryhmét on kuitenkin hankala poistaa

rikkomatta muodostettuja glykosidisia sidoksia.

Tamin vuoksi Teze et al. valmistivat erilaisia aromaattisia glykokonjugaatteja
hyddyntden (N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaatiota. Namé bentsyyliryhmén siséltivit
glykokonjugaatit sopivat edelld mainittujen entsyymien aktiivisiin kohtiin. Liséksi liitetty

hydroksyyliamiiniosa saadaan irrotettua heikosti happamissa olosuhteissa.

Kaaviossa 8 on esitetty akseptorien 23a-c synteesi. Aluksi valmistettiin  O-

bentsyylioksiimit, jotka pelkistettiin niitd vastaaviksi N-metyyli-O-
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bentsyylihydroksyyliamiineiksi. Hydroksyyliamiinit glykosyloitiin, ja lopulta saatiin
haluttu glykokonjugaattiakseptori.

OH

SIS ¥ HO&&
N H N OH
o/NH3CI o) %w o j HO oH
—_— R — > R c
a

21a, 22a,23a: R=H
21b, 22b, 23b: R = Me OH R
21c, 22¢, 23c: R = Et o W

HO N
HO > 0/\©
23
Kaavio 8. Akseptorien 23a-c kemoselektiivinen synteesi. a) AcONa, H>O/MeOH 4.1,
aldehydi tai ketoni (3 eq.), 95-97%,; b) NaCNBH;, EtOH, HCI, 80-89%, c¢) THF/AcOH
3:1, 43-86%.

Kaaviossa 9 on  esitetty akseptorin  23a  toiminta  entsymaattisessa
oligosakkaridisynteesissid. Akseptorit 23a-c olivat hyvid substraatteja glykosyntaaseille

janiiden avulla di- ja trisakkarideja syntetisoitiin hyvilld saannoilla.

HO OH OH HO OH OH
o) O Me
0] 1 OH ~0OBn OH OH OBn
24 23a 25a

Kaavio 9. Akseptorin 23a transglykosylaatio galaktosyylifluoridin 24 toimiessa
donorina. Reaktio tehtiin 55 °C ammoniumvetykarbonaattipuskurissa pH:ssa 7,8 ja

glykosyntaasi E338G:n toimiessa entsyymind. Saanto oli 87%.

Bohorov et al. hyddynsiviat (N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaatiota glykaanien
valmistukseen glykaanisiruteknologiaa varten.>* Glykaanisirut sisiltivit laajan kirjaston
erilaisia glykaaneja immobilisoituna siruun, ja timén sirun avulla voidaan muun muassa
tutkia  glykaanien ja proteiinien vélisid interaktioita. Haasteena tdméin
tutkimusmenetelmén hyddyntdmisessd on kuitenkin ollut glykaanien syntetisointi ja
kiinnittdiminen siruun, johon Bohorov et al. esittivit ratkaisuksi bifunktionalisoitua
linkkerid, joka sisdltdd toisessa pddssd (N-metyyli)alkoksiamiinin ja toisessa péddssi
primddrisen amiinin. (N-metyyli)alkoksiamiinipuoli voidaan kiinnittdd erilaisiin
hiilihydraatteihin (N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaatiolla, kun taas vapaa priméérinen

amiini voidaan kiinnittdd siruun. Linkkerin 30 synteesi on esitetty kaaviossa 10.
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OH o c
HZN/\/ tBu\O)J\N/\/Br
HoN" > N ¢
b
30
HO. Me o HO. .Me /

N
H tBu< /§

28 29

Kaavio 10. Bifunktionaalisen 2-amino-metyyli-N, O-hydroksietyylilinkkerin 30 synteesi.
a) 1. t-BuCO3, TEA 2. MsCl, TEA 3. LiBr. b) t-Bu>CO3, TEA ¢) 1. NaH, DMF 2. TFA

Linkkerin 30 synteesin jilkeen tutkimusryhmd hyddynsi sitd  erilaisten
glykokonjugaattien synteesissd. Haluttu oligosakkaridi ja ylimdird linkkerid liuotettiin
happamaan vesipuskuriin, ja niiden annettiin reagoida 24-48 h. Saannot olivat ldhes

kvantitatiivisia.

Kehitetylldi menetelmdlld on useita etuja verrattuna aikaisemmin kéytettyihin
glukaanisirumenetelmiin kuten pelkistivdn aminaation kiytt6on. Tdméd menetelma
sdilyttdd oligosakkaridien rakenteen ja pitdd rengasrakenteet suljettuina. Toisen péddn
primdirinen amiini mahdollistaa glykaanien helpon liittdmisen siruihin proteiini-
glykaani-interaktiotutkimuksia varten. Glykokonjugaattien synteesi on yksivaiheinen

one-pot-synteesi, ja syntetisoidut glykokonjugaatit ovat stabiileja.

Godula tutkimusryhmineen kehitti edelld mainittua glykaanisiruteknologiaa hyddyntiden
mallin, joka approksimoi luonnollista limakalvojen glykaanitarjontaa.’! Heidin
tavoitteenaan oli  kehittdd tutkimusmenetelmd, jonka avulla voidaan tutkia

influenssavirusten sitoutumista erilaisiin limakalvoproteiineihin.

Glykaanisirujen valmistamiseksi tutkimusryhmé syntetisoi ensin polymeerin 31, joka
sisélsi reaktiivisen (N-metyyli)alkoksiamiinin. Téhén reaktiiviseen keskukseen liitettiin
(N-alkyyli)alkoksiamiiniglykosylaatiolla eri glykaanit (Kaavio 11). Molekyylin toisessa
padssd on atsidoryhmd, jonka avulla valmistettu glykopolymeeri voidaan liittdd syklo-
oktyyneilld peitettyyn siruun. Lisdksi glykopolymeeri sisdltdd fluoresoivan TAMRA-
ryhmén.

Glykopolymeerien 32a-c liittimiseksi siruun ne liuotettiin puskuriin ja siirrettiin siruille
eri konsentraatioissa. Sirujen annettiin olla yon yli 4 °C:ssd, jonka aikana
glykopolymeerit sitoutuivat siruun atsidiryhmin ja alkyyniryhmén véliselld reaktiolla.

Sirut pestiin pesuliuoksella (0,1 % Triton X-100:a PBS:ssd) ylimééraisten
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reagoimattomien polymeerien poistamiseksi, jolloin saatiin lopullinen toimiva

glykaanisiru.
(OR),
31 0 (OR)n o Me 32a-c
{ on AL
Me” O ~0
)3 1M NaOAc, pH = 4,5 )3
HN (@) 1M urea, 50 °C, 72 h HN O
NHR > NHR
FL~S 200 FL~S 200
0] (0]

R = %/\O/\/Ns FL = TAMRA

Kaavio 11. Glykopolymeerien synteesi. 32a:ssa glykaani oli laktoosi, 32b:ssd 3 -sialyl-

laktoosi ja 32¢:ssd 6 -sialyl-laktoosi.

1.3. DNA-templatoitu synteesi

1.3.1. Yleista DNA-templatoidusta synteesista

Yksi luonnon tydkaluista reaktioiden séddtelyyn ja ohjaamiseen soluissa on
oligonukleotiditemplatoitu ~ synteesi.” Solut ovat kemiallisena  ympéristoni
monimutkaisia: ne sisiltdvit tuhansittain erilaisia kemikaaleja, konsentraatiot ovat usein
pienidi ja reaktiot tapahtuvat vesiliuoksessa.*> Nukleiinihapot voivat Watson-Crick-
vetysitoutumisen kautta ohjata erilaiset reaktantit oikeille paikoilleen, ja ndin esimerkiksi
solussa tapahtuu DNA-replikaatio, jossa DNA-kaksoiskierre hajoaa yksittéisiksi
juosteikseen ja niihin syntetisoituvat uudet komplementaariset juosteet tumassa olevista
nukleotideistd. Muita esimerkkejd nukleiinihappojen solussa katalysoimista reaktioista

ovat muun muassa transkriptaasi ja RNA:n ohjaamat proteiinisynteesit.

Oligonukleotidien templatoimat synteesit perustuvat kaikki samaan periaatteeseen:
oligonukleotidijuosteisiin on liitetty reaktiivisia ryhmid, jotka oligonukleotidien
hybridisoituessa hakeutuvat reaktion kannalta sopivalle etdisyydelle toisistaan ja
hybridisaatio kasvattaa oligonukleotideihin sitoutuneiden reaktanttien efektiivisté
konsentraatiota. Reaktantit voivat vaihdella yksittdisistd aktivoiduista nukleotideistd tai
nukleotidijohdannaisista aina pidempiin templaatin kanssa komplementaarisiin
oligonukleotidiketjuihin. Pidemmdt ketjut ovat selektiivisempié erilaisten DNA - ja RNA-

juosteiden kanssa, jota voidaan hyodyntdd esimerkiksi 1ddkinnéllisissd sovelluksissa.
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Kuvassa 5 on esitetty erilaisia mahdollisia arkkitehtuureja kahden oligonukleotidin
viliselle templatoidulle reaktiolle. Punaisen ja sinisen oligonukleotidin pédihin on liitetty
toistensa kanssa reaktiiviset ryhmit, jotka on tarkoitus ohjata toistensa ldhelle
hyodyntamalld jotain niistd templatointistrategioista. Yksi mahdollisuus on tehda
oligonukleotideistd tdysin komplementaarisia, jolloin reaktiiviset ryhmit ovat
oligonukleotidin pdissd ja ndin oligonukleotidien hybridisoituessa asettuvat toistensa
lahelle (Kuva 5a). Toinen mahdollisuus on hyodyntdd hiusneulamallia, jossa toinen
oligonukleotidi on osittain itsensd kanssa komplementaarinen ja ylitse jadva hantdpad on
toisen reaktantin kanssa komplementaarinen (Kuva 5b). Kolmas mahdollisuus on
hyodyntdd kolmatta erillistd pidempdd templaattioligonukleotidia, joka ei osallistu

reaktioon ollenkaan hybridisaation lisdksi (Kuva 5c¢).
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Kuva 5. Yleiset arkkitehtuurit kahden oligonukleotidin viliselle templatoidulle

ligaatioreaktiolle. A ja B ovat reaktiivisia ryhmid.

Kemisteja DNA-templatoidussa oligonukleotidisynteesissé kiinnostaa sen kemialliset ja
biologiset sovellukset kuten nukleiinihappojen havaitseminen, sekvenssiselektiiviset
DNA-modifikaatiot ja mahdollisuudet kombinatoristen kirjastojen syntetisointiin tai
niiden merkitsemiseen. Solujen siséiset reaktiot tapahtuvat useimmiten entsymaattisesti,
mutta kemistit pystyvét aktivoimaan reaktantit myds ei-entsymaattisesti. Timén ansiosta
tuotteiden ei tarvitse sisdltdd tavallisia luonnossa esiintyvid nukleotidien vélisid
fosfodiesterisidoksia tai edes niitd muistuttavia rakenteita, vaan on onnistuttu myos
luomaan DNA-templatoidusti molekyylejd, joiden viliset sidokset eivit muistuta milldédn
tavalla tavallista DNA-runkoa.’>** DNA-templatointi mahdollistaa reaktiot myds

pienemmissd konsentraatioissa ja kasvattaa reaktionopeutta.
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Naylor tutkimusryhmineen julkaisi ensimmadisen ei-entsymaattisen oligonukleotidien
vilisen DNA-templatoidun kemiallisen ligaation vuonna 1966.>* Ligaatioreaktio oli
tymidiiniheksanukleotidien vélinen fosfodiesterisidoksen muodostuminen.
Oligonukleotidien 3’-pddn fosfaattiryhmé aktivoitiin vesiliuoksessa EDC:11a 33 (Kuva
6a). Tamén jidlkeen aktivoitu fosfaatti reagoi toisen oligonukleotidin 5’-pédédn

hydroksyyliryhmén kanssa, muodostaen halutun fosfodiesterisidoksen.
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Kuva 6. a) Fosfaattiryvhmdn aktivointiin kdytetty karbodi-imidi EDC 33. b)

polyadenylaatin ja tymidiinioligonukleotidien vilinen Watson-Crick-pariutuminen.

Templaattina tutkimusryhmé kaytti polyadenylaattia (Kuva 6b).
Tymidiiniheksanukleotidi ja  polyadenylaatti  livotettiin 1M  natriumkloridin
vesiliuokseen, jonka pH sédddettiin kuuteen ja lampdtila -3 °C:een. Liuokseen liséttiin
karbodidi-imidid 33, ja tymidiiniheksanukleotidien annettiin reagoida 4 pdivaa.
Reaktioseoksesta eristettiin tuote, joka karakterisoitiin tymidiinidodekanukleotidiksi.
Tuotetta saatiin 5% saannolla. Reaktio toistettiin vield kahdesti sekd ilman
polyadenylaattia ettd ilman EDC:td, jolloin ligaatiota ei tapahtunut. Tdmi osoittaa
polyadenylaatin ja EDC:n katalyyttisen roolin reaktiossa. Lisdksi reaktio tehtiin myds

tymidiinipentanukleotidia kayttéen, jolloin tuotteena saatiin tymidiinidekanukleotidi.

Luultavimmin alhaisen saannon syy on polyadenylaatin ja tymidiininukleotidien vilisen
Watson-Crick-pariutumisen epéspesifisyys. Osa tymidiininukleotideistd voi sitoutua
polyadenylaattiin sellaisella tavalla, ettd ne ovat liian kaukana toisistaan reagoidakseen

keskendin, tai vastaavasti liian ldhelle toisiaan, jolloin reaktiolla ei ole tilaa tapahtua.
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1.3.2. Esimerkkeja DNA-templatoidusta ligaatiosta oligomeerien synteesissa

Kuten mainittua, DNA-templatoinnin avulla voidaan syntetisoida oligonukleotidien
vilille monimuotoisia sidoksia, joiden ei tarvitse muistuttaa luonnollisten nukleotidien
valisid reaktioita millddn tavalla. Tdssd kappaleessa esitettdvdt reaktiot ja niiden
oligonukleotidien vélille muodostamat sidokset ovat esitetty lyhyesti kuvassa 7. Naista

reaktioista vain yhdessé esiintyy fosfodiesterisidos.

reaktio nukleofiili elektrofiili muodostuva sidos
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Kuva 7. Téissd kappaleessa esitettiivit oligonukleotidien viliset ligaatioreaktiot>*

Reversiibelien,  dynaamisten ja  ei-entsymaattisten  nukleotidien  vilisten
ligaatioreaktioiden on epdilty vaikuttaneen varhaisten biomolekyylien prebioottiseen
molekulaariseen evoluutioon. Téillaiset varhaiset molekyylit olisivat pystyneet
katkaisemaan ja muodostamaan uusia sidoksia erilaisten ympéristotekijoiden kuten
lampdtilan, pH:n tai samassa liuoksessa olevien molekyylien vuoksi. Néin syntyisi

dynaaminen, ympiristdonsid mukautuva molekyylijirjestelma.
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Yksi esimerkki tdllaisesta reversiibelistd reaktiosta on pelkistivd aminaatio. Lynn
tutkimusryhmineen 1dhti tutkimaan tdmén reaktion toimivuutta DNA-templaatin
katalysoimana tavoitteenaan 1yti4 sopiva reaktio DNA:n polymerisaation tutkimiseen. >
Heiddn tutkimustaan ennen DNA-templatoidun synteesin tutkimus oli keskittynyt
enemman irreversiibeleihin reaktioihin oligonukleotidien vilill4, jolloin niiden vilinen
reaktio tapahtuu kineettiselld kontrollilla. Reversiibeli reaktio mahdollistaisi templaatin
ja reagoivien oligonukleotidien vilisen termodynamiikan sdétdd reaktiota, koska
termodynaamisesti epdvakaampien tuotteiden vélinen sidos voi katketa. Tdméan vuoksi
lopulta saadaan termodynaamisesti suosituin tuote, eikd esimerkiksi sattumalta

templaatin  kanssa  ei-komplementaaristen  reaktanttioligonukleotidien  vélisid

irreversiibelisti reagoineita tuotteita.

Tutkimuksessaan Lynn tutkimusryhmineen liitti DNA-trimeerin 3’-pdéhén allyyliryhmén
ja toisen DNA-trimeerin 5’-pddhdn aminoryhmin. Allyyliryhmé muutettiin aldehydiksi
OsO4:114 ja NalOg:114, ja reaktion ensimméiinen vaihe tapahtuu aldehydin ja amiinin
valilld trimeerien kanssa komplementaarisen heksameerin toimiessa templaattina,
muodostaen oligonukleotidien vilille imiinisidoksen (Kaavio 12). Reaktion jilkeen
muodostunut imiinisidos voidaan pelkistdd esimerkiksi natriumsyanoborohydridilld ja

ndin lukita sidos irreversiibelisti amiinisidokseksi.

Kaavio 12. Lynnin tutkimuksen mukainen kahden trimeerin vilinen pelkistdvd

aminaatio

Tutkimusryhméi osoitti myds erikseen reaktion sekvenssiselektiivisyyden lisadamélla
reaktioon templaatin kanssa ei-komplementaarista tetrameerid, jonka 5’-pddhdn oli
liitetty amiiniryhmd. 0 °C:ssd komplementaarista tuotetta muodostui yli 30-kertaisesti ei-

komplementaariseen tuotteeseen verrattuna, kun kilpailevaa ei-komplementaarista
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tetrameerid oli yksi ekvivalentti verrattuna vastaavaan komplementaariseen 5’-

aminotrimeeriin.

Myohemmassd tutkimuksessa Lynn tutkimusryhmineen hyddynsi pelkistdvaa
aminaatiota alkuperdisten tavoitteidensa mukaisesti mononukleotidien polymerisoinnissa
DNA-templaattia ~ mukaillen.’’”  Monomeereini he  kiyttivit  5’-amino-3’-
formyylitymidiinid, ja templaattina adenosiinioktameerid. Monomeerien vélisesti
templatoidusta reaktiosta he saivat odotetun oktameerisen tuotteen yli 80 % saannolla.
Tutkimusryhmi osoitti myds, ettdi monomeerien vilinen reaktio ei tapahdu ilman
templaattia eikd ei-komplementaarisella templaatilla. Reaktio ei myo6skéddn tuottanut

templaattia pidempié tuotteita.

Taméd tutkimus oli ensimmiinen, jossa haluttu monomeereistd syntetisoitu
oligomeerituote muodostui niin hyvilli saannolla ja sekvenssiselektiivisyydelld.>°
Aikaisemmissa tutkimuksissa syntetisoidut oligonukleotidit olivat myds olleet lyhyempié
ja eivit hyddyntineet koko templaatin mittaa reaktiossa. Tdméan tutkimuksen perusteella
DNA-templatoitu polymerisaatio on toimiva ja tehokas tydkalu, jolla voidaan
polymerisoida lyhyemmisti DNA-ketjuista sekvenssiselektiivisesti halutun pituisia

DNA-oligomeerej.

Reversiibelin reaktion ajatuksen pohjalta my6s Vasseur tutkimusryhmineen esitti
boorithapon ja diolin viliseen kondensaatioon perustuvan oligonukleotidien DNA-
templatoidun kemiallisen ligaatiomenetelmiin (Kaavio 13).% Reaktio on edelld kuvatun
mukaisesti dynaaminen, reversiibeli ja ei-entsymaattinen. Reaktiossa toisen
oligonukleotidin 5’-pdd on korvattu sopivalla boorihapolla, joka syklisoituu oikeissa
reaktio-olosuhteissa toisen oligonukleotidin 3’-pdén ribonukleotidin diolin kanssa.
Boorihapon tiedetdén olevan heikko Lewisin happo, jonka vuoksi reaktiota voidaan
kontrolloida pH:n muutoksilla. Eméksisessd pH:ssa tapahtuu boorihapon ja diolin vdlinen
ligaatio, ja taas pH:ta laskiessa tarpeeksi muodostunut sidos hajoaa. Dupleksin

sulamislimmon voidaan havaita nousevan ligaation tapahduttua.
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Kaavio 13. Reversiibeli DNA-templatoitu boorihappoligaatio

Tésta reaktiosta mielenkiintoisen tekee nimenomaan DNA -templatoinnin mahdollistama
oligomeerien itsejirjestiytyminen sekd reaktion kyky mukautua sen ympéristoon
dynaamisesti riippuen esimerkiksi pH:sta. Tillaista reaktiota voidaan hyddyntad
esimerkiksi dynaamisessa kombinatorisessa kemiassa, jossa dynaamisen ja reversiibelin
reaktion avulla voidaan valikoida molekyylikirjastosta optimaalinen rakenne. Liséksi

tutkimus kertoo boorin mahdollisesta roolista prebioottisessa kemiassa.

Jatkoartikkelissa® tutkimusryhmi esitti tihiéin reaktioon perustuvan pH:n siitelemin
DNA- ja RNA-templatoidun bifunktionaalisten heksameerien itsejirjestdytymisen.
Tarkoituksena oli tutkia alkuperdistd tutkimusta monimutkaisempaa itsejdrjestaytyvai
ligaatioarkkitehtuuria, ja tdméin avulla tutkia boorin mahdollista roolia prebioottisessa
kemiassa. Bifunktionaalisten heksameerien 5’-pdéssd on kuvatunlainen boorihappo ja 3’-
padssd ribonukleotidi. Heksameerit polymerisoituvat oikeanlaiseen jirjestykseen
templaattiyksikoihin perustuen,  ja  vastaavasti hajoavat alkuperaisiksi
boorihappoyksikdikseen pH:n mukaan. pH:ssa 5,5 boorihappoyksikdt hajoavat tiysin
heksameeriyksikoikseen, ja pH:n kasvaessa reaktio alkaa edetd. Artikkelissa reaktiot
tehtiin pH:issa 7,5 ja 9,5. Tdméa stabiloituminen mitattiin sulamisldammon kasvuna.

Lisdksi boorthapporyhmien méérén lisidminen lisési stabiloitumista.

Lisdksi artikkelissa esiteltiin autotemplatoitu reaktio, jossa kaksi modifioitua
heksameeriyksikkod templatoivat toisiaan. Yksikot olivat 5°-TCA GCrG ja 5’-TGA

CGrC, joiden 5’-pédi oli kaavion 12 tapaan boorihappomodifioitu. Yksikot sitoutuvat
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Watson-Crick-emaésparein toisiinsa sopivasti lomittain, jolloin vapaaksi jd4 aina muutama
emdspari, joihin reaktion seuraava yksikko péddsee sitoutumaan. Kontrollina kéytettiin
modifioimatonta heksameerid, jonka 5’-pdissd ei ollut boorihappoa. Kontrolliyksikoilla
reaktiota ei tapahtunut ollenkaan, kun taas boorihappoyksikoéilld tapahtui pH-

riippuvainen dupleksin muodostuminen, joka nihtiin sulamislamp6a mittaamalla.

Tutkimuksessa kyettiin siis muodostamaan itsejdrjestdytyvid lyhyitd oligomeereja
dynaamisesti ja reversiibelisti hyddyntamailla boorihapon ja diolin vilisti ligaatiota, joka
edelleen vahvistaa késitystd boorin mahdollisesta  prebioottisesta  roolista

molekulaarisessa evoluutiossa.

DNA-templaateilla voidaan syntetisoida DNA- ja RNA-juosteiden lisdksi my0s tdysin
erilaisia oligonukleotidijohdannaisia. Seitz tutkimusryhmineen esittivit artikkelissaan’
DNA-templatoidun PNA-ligaatiojarjestelmin, joka on herkkd eméspoikkeavuudelle
templaattina toimivan oligonukleotidin ja PNA-oligonukleotidien emésten vililld. PNA
eroaa DNA:sta ja RNA:sta siten, ettei sen runko koostu riboosiyksikdisté, vaan peptidista,
johin on kiinnitetty nukleoemaiksii. Sekvenssiselektiivisyys on olennainen ominaisuus
geenidiagnostiikassa, ja kiinnostuksen kohteena ovat usein reaktiot, jotka hidastuvat
merkittdvisti jo yhden eméiksen erosta. Aikaisemmat diagnostisiin ongelmiin kuten
sekvenssiselektiivisyyteen ja ei-synteettisen DNA-templaatin kdytt6on keskittyneet
tutkimukset olivat keskittyneet luonnollisten oligonukleotidien synteesiin, kun taas
epiluonnollisia  oligonukleotideja  kéyttdneet tutkimukset eivdt tarkastelleet
mahdollisuuksia diagnostiikan kannalta ollenkaan. Ei-luonnollisilla oligonukleotideilla
on monia toivottavia ominaisuuksia geenidiagnostiikkaa ajatellen, kuten parempi
biostabiilius, hybridisaatioselektiivisyys ja havaitsemisen helppous ja tarkkuus.
Biostabiilius johtuu siitd, ettei luonnollisia nukleiinihappoja hajottavat entsyymit yleensi

kykene hajottamaan ei-luonnollisia sidoksia siséltdvid nukleiinihappoja.

Diagnostiikassa kdytetddn luonnollista DNA:ta, joka on siis dupleksimuodossaan. Tamé
on haaste ei-entsymaattiselle oligonukleotidien ligaatiolle, silld luonnolliset juosteet ovat
sitoutuneet toisiinsa melko vahvasti. Lisdksi tutkimuksessa kéytetyt reaktantti-PNA-
juosteet olivat melko lyhyitd, jonka vuoksi ne eivdt muutenkaan hybridisoidu kovin
vahvasti DNA:n kanssa. Tamd ongelma ratkaistiin kehittdmélldi homogeeninen
jarjestelmi, jossa PNA- ja peptidiligaatiokemian ansiosta nopeaa sekvenssianalyysid
voidaan tehdd PCR:11d monistetuilla kaksoiskierteisillda DNA-templaateilla. Kdytainnossa
tdmé tapahtui nostamalla ldmpdtilaa tarpeeksi, ettd PCR-monistettu DNA denaturoitui

yksittéisiksi juosteikseen. Kdytetyn reaktion tulee siis kestdd tdimda DNA:n denaturointiin
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vaadittu korkea Ildmpoétila. Koska DNA:n denaturaation jidlkeen dupleksin
uudelleenmuodostuminen kilpailee templaatin ja reaktanttijuosteiden hybridisaation
kanssa, systeemiin lisdttiin avustavaa PNA:ta, jonka tarkoitus oli hankaloittaa

alkuperdisen DNA-kaksoiskierteen uudelleenhybridisoitumista.

Ensin tutkimusryhma yritti tehdé ligaatioreaktioita PNA-segmenttien vélilld kayttamalla
vesiliukoista karbodi-imidid imidatsolia sisdltdvissd puskuriliuoksissa yhdisteiden
aktivoinniksi. Tdm4a reaktio, vaikkakin sekvenssiselektiivinen, ei kuitenkaan toiminut
DNA:n denaturointiin vaadituissa korkeammissa ldmpdtiloissa. Tédmédn vuoksi
tutkimusryhma siirtyi natiiviin kemialliseen ligaatioon, jossa PNA-aminohappotioesterit
reagoivat PN A-kysteiinikonjugaattien kanssa (Kaavio 14). Tdlld saavutettiin samanlainen

sekvenssiselektiivisyys, ja reaktion havaittiin toimivan my0s halutuissa lampdétiloissa.
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Kaavio 14. Natiivin kemiallisen ligaation mekanismi

Kuten mainittua, luonnossa DNA-templatoitua synteesid katalysoivat usein entsyymit
kuten DNA- ja RNA-polymeraasit. FEi-entsymaattisen synteesin ansiosta DNA-
templatointia voidaan hyoddyntdd laajan molekyylikirjon synteesiin, eikd tuotteiden
tarvitse muistuttaa milldén tavalla luonnollisia nukleoeméisrakenteita. Erds ongelma ei-
entsymaattisissa DNA-templatoiduissa ligaatioreaktiossa verrattuna entsymaattiseen
ligaatioon on kuitenkin se, ettd templaattia vaaditaan usein stoikiometrinen mééra
verrattuna reaktantteihin, silli yleensd ligaatiotuote sitoutuu templaattiin reaktantteja
paremmin. Tétd ongelmaa Seitz tutkimusryhmineen 14hti tarkastelemaan PNA-ligaatioon
keskittyviissi jatkotutkimuksessaan.*® Tavoitteena oli 16ytdd keino, jolla ligaatiotuote

saadaan sen syntetisoinnin jilkeen sitoutumaan huonommin DNA -templaattiin.

Yleisesti toimivaksi ratkaisuksi tdhén ongelmaan tutkimusryhmi esittdd kaksivaiheisen
reaktion (Kaavio 15), jossa ligaatiotuotteen muodostumisen jilkeen ligaatiotuotteessa
tapahtuu intramolekulaarinen uudelleenjarjestaytyminen. Uudelleenjirjestdytyminen
pidentdisi ligaatiotuotetta siten, etti emdsparit eivdt ole endd kohdakkain ja niin
ligaatiotuotteen affiniteetti templaattiin laskisi. Koska emésparien véliset vetysidokset

eivit endd uudelleenjirjestdytymisen jilkeen tue dupleksia, templaatti irtoaa tuotteesta ja
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voi ndin jatkaa reaktion katalysointia. Télldin templaattia ei vaadita kuin katalyyttinen

maara.

reaktantti- I I I I I I I
oligonukleotidit ligaatio

templaatti

1T 1T T 1T 11 uudelleen-

jarjestaytyminen
tuote | I I I I I
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Kaavio 15. Yleiskaavio templatoidusta ligaatiosta, jossa ligaation jilkeen tuotteessa
tapahtuu intramolekulaarinen uudelleenjdrjestdiytyminen ja emdsten siirtymisen vuoksi

templaatti vapautuu

Kiytannossd tutkimusryhméd sovelsi edelld esitettyd PNA-ligaatiota. Alkuperdisessé
reaktiossa natiivin kemiallisen ligaation jidlkeen tuotteen emésten vélilld on 12
sigmasidoksen pituinen véli, mika tarkoittaa sité, ettd se sitoutui templaattiin reaktantteja
paremmin. Tédssd tutkimuksessa kysteiini korvattiin isokysteiinilld, jonka ansiosta
reaktion jélkeen tuotteessa emdsten vilin pituus on 13 sigmasidosta, joka on riittdva

héiritseméén juosteiden hybridisaatiota.

Templatoitu reaktio isokysteiinin kanssa oli yhtd sekvenssiselektiivinen kuin kysteiinin
kanssa, ja lisdksi se oli yhtd nopea. Kysteiini- ja isokysteiini-PNA-ligaatioille miéritettiin
niiden katalyyttistd aktiivisuutta mittaava vakio kea, joka oli isokysteiinin tapauksessa
merkittavisti suurempi kaikilla mitatuilla konsentraatioilla. Reaktiota hyddynnettiin
artikkelissa emédspoikkeavuuden havaitsemiseen kayttamalld fluoresenssiin perustuvaa
FRET-menetelméd. PNA-oligonukleotideihin liitettiin sopivat kromoforit ja sammuttajat,
ja komplementaarisen DNA-templaatin kohdatessaan ndiden oligonukleotidien vililla
tapahtuu ligaatio. Téll6in sammuttaja pidsee tarpeeksi ldhelle kromoforia ja kromofori
sammuu. Emispoikkeavuus templaatin ja reaktanttien vélilli on riittdvd reaktion

pysdyttdmiseen, ja tdlloin sammumista ei havaita.
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Kun ligaatioreaktiota ei voida aktivoida kemiallisesti tai entsymaattisesti, templatoitu
fotoligaatio voi olla hyo6dyllinen vaihtoehto. Fotoligaatio on mielenkiintoinen
tutkimuskohde, koska silld on saattanut olla rooli eldmin synnyssd, silld ennen
nykyisenlaista biologiaa entsyymejé tai oikeanlaista reaktiivisia ryhmid ei valttamatta
ollut. Lisdksi fotoligaatiota voidaan hyoddyntdd esimerkiksi reaktioissa, joiden tulee
tapahtua solun sisélld. Esimerkiksi antisense- tai antigeenimenetelmiin perustuvat
ladkkeet, joissa oligonukleotidit sitoutuvat solussa oleviin vapaisiin nukleiinihappoihin

tai vasta-aineisiin, voisi olla yksi tillainen sovelluskohde.

Taylor tutkimusryhmineen tutki*! titd mahdollisuutta kiyttimilld tiotymidiinilld 5°-
modifioitua DNA-oligonukleotidid (35). UV-siteilyn (aallonpituus 366 nm) avustamana
tdmi oligonukleotidi reagoi templatoituna toisen DNA-oligonukleotidin (37) 3’-pédédn
tymidiinin kanssa (Kaavio 16). DNA ja RNA eivit vahingoitu merkittdvésti ndin korkean
aallonpituuden UV-siteilysta.
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Kaavio 16. Tymidiinin 34 ja tiotymidiinin 35 vdlinen fotokemiallinen ligaatioreaktio. R

Jja R> ovat oligonukleotideja.

Fotoligaatiota kokeiltiin sekd tdysin komplementaarisella templaatilla sekd templaatilla,
jossa oli yhden emédksen poikkeavuus. Reaktion havaittiin hidastuvan merkittdvasti yhden
emdksen eron vuoksi, mikd on hyddyllinen ominaisuus diagnostisten sovelluskohteiden

kannalta.

Lisdksi tutkimusryhmé kokeili yksittéisten oligonukleotidijuosteiden péiden liittdmista
toisiinsa hyddyntden rengasrakenteista DNA-templaattia ja esitettyé fotoligaatioreaktiota.
Talloin tuotteena saadaan syklisid oligonukleotideja, jotka ikddn kuin lukitsevat
templaattina toimineet sykliset DNA-juosteet. Téll4 voi olla sovelluskohteita esimerkiksi
antisensemenetelmiin perustuvissa lddkkeissd, jossa tarkoituksena on estdd vapaiden
oligonukleotidijuosteiden toiminta solussa. Kéytinndssd siis annettaisiin potilaalle
oligonukleotidi, jossa 3’- ja 5’-pdit ovat valmiina reagoimaan toistensa kanssa

fotokemiallisesti. Tdmén jidlkeen odotetaan, ettd oligonukleotidi padsee kohteeseensa ja
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hybridisoituu kohteena olevan syklisen oligonukleotidin kanssa. Tdmén jilkeen reaktio

voidaan aktivoida UV-siteilyll4, ja kohteena olevan nukleiinihapon toiminta estyy.

Abe tutkimusryhmineen kehitti vastikddn uudenlaisen DNA-templatoidun kemiallisen
ligaatiomenetelmin, jossa hyddynnetiin elektrofiilisti fosforotioesterii.* Tarkoituksena
oli kehittaa vaihtoehtoinen menetelma fosforotioaattiligaatiolle.
Fosforotioaattimenetelmén etuna on se, ettei se vaadi ylimaéardisid reagensseja liuoksessa
ja tuotteena muodostuneet oligonukleotidit muistuttavat luonnollisia oligonukleotideja.
Oligonukleotidien vilisesséd fosforotioaattiligaatiossa fosforotioaatti toimii nukleofiilind
(Kaavio 17a). Tilanteissa, joissa vaaditaan, ettei reaktioliuokseen lisétd ylim&érdisid
reagensseja, fosforotioaattiligaatio on usein toimiva menetelméa. On kuitenkin tapauksia,
joissa se ei toimi. Aben tutkimusryhmin tavoitteena muokata reaktiota tavalla, ettd
reaktiosta saadaan toimimaan luotettavammin myds tillaisissa tilanteissa. Téllaisella

uudella reaktiolla voi olla sovelluskohteita bioteknologiassa ja kemiallisessa biologiassa.
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Kaavio 17. a) Nukleofiiliseen fosforotioaattiin perustuvan kemiallinen ligaation
mekanismi. b) Elektrofiiliseen fosforotioesteriin perustuva ligaation mekanismi. R; ja R>

ovat oligonukleotideja.
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Elektrofiilisen fosforotioesteriryhmidn synteesiin kéytettiin Sangerin reagenssia (1-
fluoro-2,4-dinitrobentseeni), jonka avulla fosforotioaattiryhmi aktivoidaan ja siitd tulee
elektrofiilinen. Tdmédn jdlkeen voidaan toteuttaa reaktio 3’-aminomodifioidun
oligonukleotidin kanssa, jolloin muodostuu fosforoamidaattisidos (Kaavio 17b). Reaktio
toteutettiin myos toisinpdin, jolloin 3’-pddhén syntetisoidaan fosforotioesteri ja 5’-pddhin
amiini. Namai ligaatioreaktiot tapahtuvat huoneenlammaossé ja neutraalissa pH:ssa (7-8).
Fosforotioesterimodifioidut oligonukleotidit kestdvit myos eristimisen ja jaddytyksen,

jos ligaatioreaktiota ei tehdd vélittomaésti.

Tdhdn asti esitellyissd reaktioissa templaatti on aina ollut yksittdinen
oligonukleotidijuoste. Kuitenkin Dervan tutkimusryhmineen esitti artikkelissaan** DNA-
sekvenssien ligaation, jossa templaattina toimi dupleksi-DNA. 15-meeriset
pyrimidiinioligodeoksinukleotidisekvenssit sitoutuivat 37-meeriseen dupleksi-DNA:han
Watson-Crick-eméspariutumisen sijaan Hoogsteen-eméspariutumisella, muodostaen
kolmoiskierrerakenteen. Mielenkiintoista tdssd reaktiossa on se, ettd muodostuva 30-
meeri ei ole templaattiin ndhden samanlainen tai Watson-Crick-emésparien mukaisesti

komplementaarinen, vaan néistd poikkeava oligonukleotidijuoste.

Toisen 15-meerin 5’-pédéd oli fosforyloitu hyddyntden polynukleotidikinaasia, ja tdmi
fosfaattiryhmd aktivoitiin in situ BrCN:1l4, imidatsolilla ja NiClz:1la. Reaktio eteni 9h
huoneenldmmaossi, jonka jdlkeen tuote denaturoitiin dupleksi-DNA:sta ja karakterisoitiin
halutuksi 30-meeriksi. Tuotetta saatiin 40% saannolla. Reaktio toistettiin ilman
templaattia, jolloin tuotetta ei muodostunut. Reaktio toistetiin myds ilman
fosforyloimatonta 15-meerid, jolloin tuotetta ei myoskddn muodostunut, osoittaen ettei

fosforyloitu 15-meeri reagoi itsensé kanssa.

Kaksoiskierteisen DNA:n kédyttd on usein haastavaa esimerkiksi diagnostisissa ei-
entsymaattista DNA-templatointia hyodyntivissd sovelluskohteissa, kuten edelld
esitetyssi ~ PNA-ligaatiossa.”  Tyypillisesti ongelma ratkaistaan  nostamalla
reaktioliuoksen ldmpotilaa niin, ettd dupleksit hajoavat yksittdisiksi juosteikseen.
Dervanin tutkimuksen®’ tulosten perusteella kuitenkin myds duplekseja voidaan

hy6dyntdd templaatteina.
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1.3.3. DNA-templatoinnin sovellukset
1.3.3.1. Nukleiinihappojen havaitseminen

PCR-monistus ei ole ainoa tapa havaita pienid mairid DNA:ta tai RNA:ta liuoksessa,
vaan myds DNA-templatointia voidaan hyddyntid havaitsemaan hyvinkin pienid mairia
oligomeerejd liuoksessa. Ito tutkimusryhmineen tutkivat titd DNA-templatoinnin
ominaisuutta.** Olennaisessa osassa tissi sovelluskohteessa on DNA:n luonnollinen
kyky 16ytdd ja hybridisoitua komplementtinsa kanssa hyvinkin pienissi konsentraatioissa.
Tutkimusryhmin DNA-templatoitu amplifikaatio eroaa PCR:sté siten, ettd se on tdysin
ei-entsymaattinen, kun taas PCR-monistuksessa hyddynnetddn polymeraasientsyymid.
Ei-entsymaattinen ldhestymistapa on hyoddyllinen tapauksissa, joissa PCR:n heikkoudet
nousevat esiin. Ligaaseilla on esimerkiksi huono aktiivisuus RNA:n kanssa, ja
ligaasientsyymit toimivat huonosti lyhyiden oligonukleotidien kanssa, vaikka

nimenomaan lyhyilld oligonukleotideilla on paras sekvenssiselektiivisyys.

Koetinoligonukleotidien vilinen ligaatio oli fosforotioaatin ja jodiasetyylin vélinen Sn2-
reaktio. Fosforotioaattioligomeeri suunniteltiin 5-7-meeriksi ja jodiasetyylioligomeeri 8-
meeriksi. Tadma pituus on riittdva luomaan tilastollisesti ainutlaatuinen sekvenssi. Reaktio
suoritettiin  PCR:lle tarkoitetussa ldmmittimessd. Reaktion tapahduttua tuotetta
lammitetdén, jolloin se denaturoituu. Ligaation ja denaturaation jélkeen reaktio etence

uudestaan ja ndin templaatti toimii katalyyttisesti muodostaen lisdd tuotetta (Kaavio 18).

Denaturaation  tarkoitus ~ on  vapauttaa  tuote  templaattina  toimivasta
kohdeoligonukleotidista, silld muuten se estdd koetinoligonukleotideja sitoutumasta
sithen. Nostamalla ja tiputtamalla reaktioliuoksen lampétilaa reaktiota saadaan ajettua

eteenpdin.

Jos reaktioliuoksessa havaitaan suuri mééra tuotetta, voidaan péételld kohde-RNA:n tai
DNA:n olevan ldsnd. Reaktion havaittiin myos hidastuvan merkittdvasti, kun
koetinoligonukleotidien ja kohdeoligonukleotidin vililld oli emésepdsuhta, mikd on
tairkedd oikean RNA:n tai DNA:n havaitsemisen varmistamiseksi. Lyhyilld
oligonukleotidikoettimilla tdmd oli odotettua. ~Kohdeoligonukleotidi  kyettiin

havaitsemaan 100-120 minuutin reagoinnin jélkeen.
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Kaavio 18. DNA- ja RNA-signaalien amplifikaatio DNA-templatoidulla kemiallisella

ligaatiolla

1.3.3.2. Kombinatorinen kemia

DNA-templatoinnilla on monia erilaisia sovelluskohteita kombinatorisessa kemiassa.
Kombinatorisessa kemiassa syntetisoidaan suuri kirjasto erilaisia molekyylejd, joka
sisdltdd kaikki tai lihes kaikki mahdolliset yhdistelmiit eri reagenssimolekyylien vililld.”
Tamin jilkeen kirjastosta valikoidaan jollain tavalla etsitty molekyyli. Valinta voi
tapahtua esimerkiksi jonkinlaisen reaktiotuotetta sitovan proteiinin avulla, jolloin
proteiini voidaan eristdd ja siihen sitoutunut tuote karakterisoida. Talld tavalla voidaan
erittdin suuresta joukosta erilaisia molekyyleja 16ytdd se, joka sitoutuu parhaiten
haluttuun  proteiiniin. ~ DNA-templatointia ~ voidaan  hyddyntdd  esimerkiksi
kombinatoristen kirjastojen synteesissd.” Yksi DNA:n Kkitevisti ominaisuuksista
kombinatorisen kemian kannalta on mahdollisuus monistaa hyvinkin pieni méérd DNA:ta

PCR:114.

Ensimmadisend DNA-templatoidun synteesin kéyttod kombinatorisen kirjaston

syntetisointiin tutkivat Liu ja Gartner.®

Artikkelissaan Liu ja Gartner ottivat
tavoitteekseen osoittaa, ettd suuresta DNA-kirjastosta voidaan DNA-templatoinnin avulla
johtaa kirjasto synteettisid molekyylejd, eikd suuri joukko erilaisia DNA-molekyyleja
haittaa esimerkiksi yksittdisten DNA-templatoitujen reaktioiden sekvenssiselektiivisyyttad
tai tehokkuutta. He 1dhestyivit ongelmaa syntetisoimalla 1025:n 2,5-pyrrolidiinidioniin

kiinnitetyn templaattioligonukleotidin ja 1025:n tioliin padttyvin lyhyemméin
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oligonukleotidin avulla 1025 tuotteen kirjaston (Kaavio 19). Yhteen lyhyemmistd
oligonukleotideista oli kiinnitetty 5’-pd&hén biotiini. Yhtd suuri mddrd kutakin néistéd

sekoitettiin samaan liuokseen, jonka kokonaiskonsentraatioksi saatiin 60 nmol L'

qwo

HN—TGGTGCGGAGCCGCCGTIGACGGGTGATACCACCTCCGAGCCGAGGAGCCG-3'

qwo

0 HN—TGGTGCGGAGCCGCCGNCNANCNNGATACCACCTCCGAGCCGAGGAGCCG-3'
tl)iotiini
DNA-templatoitu HS—CACTGCCCAC-5'
synteesi N=T, GAC

HS—CNGNTNGNNC-5'

Oletettu 1025:n tuotteen seos, joista yhteen sitoutunut biotiini
(teoreettisesti mahdollisia tuotteita 1 050 625,
mutta vain 1025 oligonukleotidiparia komplementaarisia)

1) in vitro streptavidiinivalinta
2) PCR-amplifikaatio

valikoidut molekyylit

paatuotteen karakterisointi

selvitetty paatuote

Kaavio 19. Esimerkki DNA-templatointia hyodyntdvistd kombinatorisesta kemiasta.
Liun ja Gartnerin esittdamda DNA-templatoitua synteesid hyodyntdnyt kombinatorisen

kirjaston synteesi, valinta ja pddtuotteen karakterisointi.

Muodostetusta kirjastosta valikoitiin etsityt tuotteet sitomalla ne in vifro immobilisoituun
streptavidiiniin.  Streptavidiini on proteiini, jonka tiedetddn sitoutuvan hyvin
voimakkaasti biotiiniin.*® Streptavidiiniin sitoutuneet tuotteet amplifikoitiin PCR:14, ja
havaittiin ettd biotiinin siséltdnyt oligonukleotidi esiintyi 1:1-suhteessa kaikkiin muihin
oligonukleotideihin verrattuna. Tdma tarkoittaa, kuten odotettua, ettd biotiinin sisdltanyt
oligonukleotidi saatiin valikoitua kirjastosta, ja ettd DNA-templatoitu synteesi on toimiva
lahestymistapa silloinkin, kun liuoksessa on suuri méérd toistensa kanssa ei-
komplementaarisia templaatteja ja reagensseja. Tdmén vuoksi DNA -templatoitu synteesi

toimii kombinatorisessa kemiassa.

Kombinatoristen kirjastojen synteesin lisdksi DNA-templatointia voidaan hyodyntida

kombinatorisessa kemiassa varsinaisen kirjaston pienmolekyylien merkitsemiseen.’
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DNA toimii tdlloin pelkédstddn leimana, eikd osallistu pddtuotteen valintaan milldén
tavalla. Kirjaston synteesin jilkeen voidaan suorittaa valinta halutulla templaatilla, johon
yhteen liitetyt pienmolekyyliosat sitoutuvat. Ldydetty péddtuote voidaan tunnistaa
monistamalla siithen kiinnitetty DNA-juoste PCR:1ld ja sekvensoimalla se. PCR-
monistuksen herkkyyden ansiosta voidaan havaita merkittdvasti pienempi mééara tuotetta
kuin perinteisin analyysimenetelmin. Télld tavalla DNA-sekvenssein merkityt
kombinatoriset kirjastot tunnetaan DNA-merkittyind molekyylikirjastoina (DECL).

DECL:t ovat yhi enemmissi méirin kiytossi uusien lddkkeiden kehityksessd.*

DNA-merkittyjen molekyylikirjastojen alkuperéinen ajatus oli samalla syntetisoida seké
kirjaston pienmolekyyli etté erillinen DNA -juoste kiintedlle kantajalle ja ndin pitdd kirjaa
reaktioista, mutta myohemmin kehitettiin myds muita menetelmid. DNA -templatoitua
synteesid voidaan hyodyntdd molekyyliyhdistelmien merkitsemiseen monin eri tavoin.
Kaaviossa 20 on esitetty yksi esimerkki. Tuotteen osat on kiinnitetty templaatin kanssa
hybridisoituviin kodoneihin, jotka hybridisoituessaan templaatin kanssa ohjaavat osat
templaatin mukaiseen jérjestykseen. Kytkennén jédlkeen tuote vapautuu, ja ndin saadaan

lopullinen kirjaston jdsen, jonka rakenneosien jérjestys voidaan selvittdd tarvittaessa

sekvensoimalla.

? ? CI: ? Tuotteen osat
Frrrrrrernr b Kodonit
A N I Templaatti

DNA-templatoitu
osien kytkenta

A B C D

| | | |
N O U e O e
I I T N A I O

Tuotteen
vapautuminen
A B C D

A 1 I I B

Kaavio 20. Esimerkki DNA-templatoidun synteesin hyédyntimisesti DNA-merkittyjen
molekyylikirjastojen synteesissd. Tuotteen rakennusosat ovat kiinnitetty lyhyisiin
kodonijuosteisiin, jotka hybridisoituessaan templaatin kanssa mahdollistavat osien
kytkenndn.
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Kombinatorisen kemian alalajin dynaamisen kombinatorisen kemian perusperiaate on
muodostaa dynaaminen kombinatorinen kirjasto erilaisia molekyylejé toistensa kanssa
reagoivista osista.* Dynaamisuudella tarkoitetaan siti, etti kirjaston jisenet muodostuvat
ja hajoavat reversiibelisti. Tavoitteena on 10ytéé tavallisen kombinatorisen kemian tavoin
molekyyli, joka sitoutuu hyvin johonkin reseptoriin tai muuhun templaattiin. Tall6in
reseptorin voidaan ajatella poistavan siihen sitoutuneen molekyylin liuoksesta, jolloin
tdmén tuotteen tasapaino siirtyy enemmaén tuotteen puolelle. Tamaén jdlkeen liuoksen osat
voidaan eristdd ja parhaalla tavalla reseptoriin sitoutunut molekyyli voidaan
karakterisoida. Ndin voidaan selvittdd hyvinkin laajasta kirjosta erilaisia molekyylejé se,

joka sitoutuu haluttuun reseptoriin parhaiten (Kaavio 21).

— 55 o< <]

—_— parhaiten sitoutuva
reseptori ~ Yhdiste

—— O—=<]

reagoivat osat reversiibeli muodostuminen

ja hajoaminen
Kaavio 21. Dynaamisen kombinatorisen kemian perusperiaate. Ensin muodostetaan
dynaaminen kombinatorinen kirjasto, joka sisdltdid laajan kirjon erilaisia molekyylejd,
jonka jdlkeen yksi niistd sitoutuu reseptoriin ja ajaa sitoutuneen molekyylin

muodostaneen reaktion tasapainoa eteenpdin.

Dynaamisessa kombinatorisessa kemiassa kiytetyn reaktion tulee tiyttii tietyt kriteerit.*
Sen tdytyy olla reversiibeli jirkevdssd aikaskaalassa. Reversiibelin reaktion pitdd olla
yhteensopiva sitoutumisreaktion olosuhteiden kanssa, ja reaktio-olosuhteiden tdytyy
yleensdkin olla miedot esimerkiksi ldmpdétilan, paineen, pH:n ja konsentraation suhteen,
etteivit ne hdiritse haetun kirjaston jdsenen interaktiota reseptorin kanssa. Kaikkien
muodostuneiden dynaamisen kombinatorisen kirjaston jdsenten pitdd olla liukoisia
reaktioliuoksen kanssa. Liséksi reaktio pitdisi pystyd pysdyttdméén siten, ettd kirjaston
jdsenet ja reseptori kyetddn eristimédn ja analysoimaan. Lopulta kirjaston molekyylien
muodostavien reaktioiden pitdisi olla suunnilleen yhtd suotuisia, ettei jokin kirjaston
molekyyleistd esiinny ylimaéirin, mik4 voi haitata tasapainon siirtymistd. Téllaisten DNA-

templatoitujen reaktioiden etsiminen on yksi mahdollinen tutkimuskohde.
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1.3.3.3. Supramolekulaarinen kemia

DNA:lla on luonnollisesti itsejérjestdytymisominaisuus DNA-emidsparien muodossa.
My6s muut DNA:n interaktiot, kuten m-pinoutuminen ja muut ei-kovalenttiset interaktiot
ovat hyvin tunnettuja. DNA:n jérjestiytyminen on hyvin ennalta-arvattavaa ja helposti
ohjattavaa, ja yksittdinen DNA-juoste 10ytdd komplementaarisen parinsa liuoksessa
helposti. DNA:n kaltainen ennalta-arvattava jarjestdytyminen on harvinaista
itsejdrjestdytyvien rakenteiden kemiassa, ja sen takia sitd onkin hyddynnetty laajalti
itsejérjestyvien supramolekulaaristen rakenteiden synteesissi.® DNA:n kaksoiskierre on
hyvin tunnettu ja rakenteellisesti yhtendinen rakenne, jonka avulla voidaan ohjata

suurempien rakenteiden synteesid.

Sleiman tutkimusryhmineen kaytti DNA-templatoitua ligaatiota DNA-monikulmioiden

synteesiin  yksijuosteisesta DNA:sta.>

Tavoitteena oli valmistaa templaatteja
kultananopartikkeleiden jérjestdmistd varten. Monikulmioiden sivut koostuivat DNA-
juosteesta, kun taas kulmat olivat jaykkid m-terfenyylirakenteita. DNA-juoste
syntetisoitiin kiinteélld kantajalla. Synteesin jdlkeen DNA irrotettiin kiintedltd kantajalta,
ja péiden vilille muodostettiin fosfodiesterisidos templaattia hyddyntdmaéll4. Kaaviossa

22 on esitetty DNA-kolmion synteesi, mutta tutkimusryhmé valmisti yksijuosteisesta

DNA:sta myds neliditd, viisikulmioita ja kuusikulmioita.
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Kaavio 22. Yksijuosteisen DNA-kolmion synteesi.
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Tallaisia monikulmioita voidaan hyddyntéé templaatteina eri materiaalien jirjestdmiseen
hybridisaation ~ avulla.  Tutkimusryhmid  hyddynsi  niitd  tutkimuksessaan
kultananopartikkelien muovauksessa erilaisiin muotoihin. Kultananopartikkeleilla on
mielenkiintoisia ominaisuuksia materiaalina muun muassa optisten, elektronisten ja
katalyyttisten sovelluskohteiden kannalta. Niistdi on kuitenkin hankala valmistaa
systemaattisesti haettuja rakenteita. Té&mdn tutkimuksen tulosten perusteella
kultananopartikkeliosat voitaisiin merkata oikeanlaisella DNA:lla ja edelld valmistettua

templaattia hyddyntden ohjata ne oikeille paikoilleen.

Shimizu et al. hyddynsivdt DNA-templatoitua synteesid oligo(p-fenyleenivinyleenin)

51

(OPV) itsejérjestdytymisessd.”’ He syntetisoivat p-fenyleenivinyleenin siséltdvéin

molekyylin, joka on liitetty tymidiini-3’-monofosfaatteihin (37) (Kuva 8). Tdmén
yksittdisen rakenneosan itsejirjestiytymistd ohjaavana templaattina toimi syntetisoitu

yksinkertainen yksijuosteinen 20-meerinen oligodeoksiadenyylihappo (38) (Kuva 9).

37

Kuva 9. Syntetisoitu templaattina toimiva 20-meerinen oligodeoksiadenyylihappo.
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Itsejérjestiytyminen tehtiin vesiliuoksissa ja sitd seurattiin
atomivoimamikroskooppisesti, CD:lld ja UV-vis-spektroskooppisesti, jolloin havaittiin
muodostuvan pitkd, kierteinen pinorakenne. Kun adeniinin ja tymidiinin maird oli
stoikiometrisesti yhtd suuri, yhden kierteen pituudeksi havaittiin 60 nm ja kierteisen pinon
pituudeksi yli 15 pum. Kierre oli oikeakitinen. Kierteen rakenne oli riippuvainen
tymidiinin ja adeniinin vélisestd stoikiometriasta, ja se esimerkiksi lyheni, kun tymidiinin
maird kaksinkertaistettiin. Kokeet suoritettiin myds kdyttden ei-komplementaarista 20-
meeristd oligotymidiini-3’-monofosfaattia. T&lloin muodostui 10-30 nm:n leveitd
aggregaatteja. Tdmid vahvisti sen, ettd A-T-eméspariutuminen vaaditaan Kkierteen

muodostamiseen.

1.4. DNA-templatoitu N(Me)-alkoksiaminiglykosylaatio

1.4.1. Yleista DNA-templatoidusta N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatiosta

DNA:n katalysoima glykosylaatio ei ole ideana wuusi. Esimerkiksi Silverman
tutkimusryhmineen esitti vuonna 2016 aryyliglykosideja kéyttivan DNA-katalyyttisen
glykosylaatioreaktion.’> Kiytetyt aryyliglykosidit olivat D-glukoosin johdannaisia.
Akseptorina reaktioissa toimii DNA-oligonukleotidin 3’-OH-ryhmé. Akseptorit olivat
liitetty kovalenttisesti satunnaisiin 40:n nukleotidin sekvensseihin (Kaavio 23). Téssi
tutkimuksessa tavoitteena oli hyodyntdd donoria katalyyttisesti aktiivisten DNA-

sekvenssien 10ytdmiseen satunnaisten oligonukleotidien joukosta.

Tadmai reaktio on kuitenkin irreversiibeli, kun taas moniin hyddyllisiin sovelluskohteisiin
kuten edelld esitettyihin itsejdrjestdytyviin supramolekulaarisiin  DNA -rakenteisiin,
dynaamisiin kombinatorisiin kirjastoihin ja itsensd kopioivien systeemien mallintamiseen
vaaditaan dynaamista, reversiibelid reaktiota. Bio-ortogonaalisuus, eli reaktion kyky
tapahtua elimistossd héiritseméattd normaalia biologista toimintaa, on myos haluttu
ominaisuus. Lisdksi kyky aktivoida reaktio jdljettomaésti esimerkiksi pH:n muutoksella,
hapetuksella tai UV-siteilylla voisi olla hyddyllinen. Yksi esimerkki tédllaisesta reaktiosta

on aikaisemmin esitelty DNA-templatoitu boorihappoligaatio (Kaavio 13).%
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Kaavio 23. DNA:n katalysoima glykosylaatio hyodyntden f-D-glukoosi-
aryyliglukosididonoria.

Myods N(Me)-alkoksiglykosylaatio tiyttdd ndmé vaatimukset. Reaktio on dynaaminen,
reversiibeli ja tapahtuu alhaisessa pH:ssa. Se on myos ldhes bio-ortogonaalinen ja
reaktiotuotteena muodostuvat N-alkoksiamiiniglykosylaatit ovat kdytdnndssd stabiileja
neutraalissa pH:ssa. Sitd ei oltu kuitenkaan kéytetty ennen DNA-templatoiduissa
reaktioissa. Tamén vuoksi erikoistydssé tutkittiin, voisiko N(Me)-alkoksiglykosylaatiota

hyodyntdd DNA-templatoituna reaktiona.

1.5. Yhteenveto

Perin ja Dumyn esittdma alkyyli-alkoksiamiiniglykosylaatio on ollut merkittdva tyokalu
bioaktiivisten glykosidijohdannaisten kehittamisessi. Reaktio on erittdin monikéyttdinen,

ja toimii mitd erilaisimmilla hiilihydraatti- ja hydroksyyliamiiniosilla monissa eri
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livottimissa ilman tarvetta suojaryhmille. Sitd tullaan varmasti kdyttimédidn myos

tulevaisuudessa erilaisten bioaktiivisten neoglykosidien synteeseissa.

DNA-templatointia kédyttden voidaan ohjata monenlaisia eri reaktioita DNA:n kanssa
hybridisoituvien osien vililld. Ala on kehittynyt sen muutaman vuosikymmenen
olemassaolon aikana merkittavésti, ja sitd hyodyntévien reaktioiden laajuus on kasvanut
merkittavasti yksinkertaisista nukleotidien valisten fosfodiesterisidosten
muodostamisesta mitd erilaisimpiin reaktioihin. DNA-templatoitu synteesi tulee
tulevaisuudessakin olemaan tdrked osa esimerkiksi esitettyjen kombinatoristen
kirjastojen osana ja itsejirjestidytyvien supramolekulaaristen rakenteiden suunnittelussa.
Tulevaisuudessa tullaan varmasti my0s l0ytdiméaan lisdd reversiibeleitd ja dynaamisia
DNA-templatoituja reaktioita, kuten tdssd tutkielmassa esitellyt boorihappoligaatio ja

N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatio.

Edelld esiteltyjen syiden vuoksi Perin ja Dumyn neoglykosylaatioon ja DNA-
templatointiin perustuva ligaatiomenetelmé otettiin erikoistydssd tutkinnan kohteeksi.
Tavoitteena oli kehittda reversiibeli ja dynaaminen DNA -templatoitu ligaatioreaktio, ja
neoglykosylaatio on sopiva valinta tdllaiseen oligonukleotidien viliseen ligaatioon.
Tulevaisuudessa DNA-templatoidun N(Me)-glykosylaation kannalta mahdollisia
tutkimuskohteita ovat edelld esitetyt mahdolliset sovelluskohteet kuten dynaamisten
kombinatoristen kirjastojen kehitys sekd itsejdrjestiytyvien supramolekulaaristen
rakenteiden suunnittelu, joihin erikoistyon aikana ei perehdytty. Lisdksi reaktion
kinetiikkaa ja muita ominaisuuksia voidaan tutkia kédyttdmalld erikoistyon hiusneula-

arkkitehtuurista poikkeavia DNA-arkkitehtuureita.
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2.1. Johdanto

Erikoistyon tarkoituksena oli maarittdd N(Me)-alkoksiamiiniglykolysaation soveltuvuus
DNA-templatoituna  reaktiona. Téatd varten syntetisoitiin  komplementaarisia
oligonukleotideja, jotka sisdlsivdat reaktioon vaadittavat toistensa kanssa reagoivat
ryhmat. Oligonukleotidien sitoutuessa toisiinsa spesifisen eméspariutumisen kautta nima
reaktiiviset ryhmit saadaan toistensa ldheisyyteen nostaen paikalliskonsentraatiota siten,
ettd reaktio nopeutuu huomattavasti verrattuna vastaavien monomeerien reaktioon. Ndin
reaktion nopeus ei riipu liuoksessa olevien reaktanttien konsentraatiosta ja muistuttaa

kinetiikaltaan enemmaén intramolekulaarista reaktiota.

Tutkittu N(Me)-oksiamiiniglykosylaatio on tunnettu reaktio, jota on kiytetty erilaisten
glykokonjugaattien valmistukseen.*?*-*! Reaktio on lihes bio-ortogonaalinen ja etenee
reversiibelisti lievdsti happamissa olosuhteissa. Muodostuva N-glykosidinen sidos on

liséksi suhteellisen pysyva eméksisissad olosuhteissa (pH > 7).

Nédmd ominaisuudet tekevdt  N(Me)-oksiamiiniglykosylaatiosta  houkuttelevan
vaihtoehdon DNA-templatoituun ligaatioon. Erityisesti itsejdrjestdytyvissé DNA:han
perustuvissa  supramolekulaarisissa rakenteissa, dynaamisissa kombinatorisissa
kirjastoissa ja itseddn kopioivien systeemien malleina reversiibelit ja dynaamiset reaktiot
ovat kiinnostavia. Lisdksi reaktion bio-ortogonaalisuus ja reaktion pH-riippuvuus ja siis
kyky kdynnistdd se jiljettomasti lievélld pH:n muutoksella ovat ominaisuuksia, joita

haetaan.

2.2. Tulokset ja niiden tarkastelu

8 aloittaen monomeerien

DNA-templatoinnin mahdollisuutta ldhdettiin tutkimaan
vilisestd reaktiosta (Taulukko 2). 5’-O-metyyliaminolla modifioidun tymidiinin (39) ja
D-glukoosin vilisen reaktion havaittiin toimivan. Lisdksi reaktion huomattiin suosivan f3-
anomeerituotetta selektiivisesti. Odotetusti reaktio hidastui pH:n noustessa, mutta yhti
aikaa tuotteen saanto tasapainotilanteessa kasvoi. Samalla médéritettiin  myds

tasapainovakiot.

Erikoistyohon vaadittavat synteesit aloitettiin jo syventdvissd tyossd syntetisoimalla 5°-
O-(metyyliamiini)tymidiinin fosforamidiitti, joka vaadittiin tidmin modifioidun
nukleotidin sisdltdvien oligonukleotidien synteeseihin. Lisdksi tarvittiin sokerikantajaa,

joka tuli vield erikoistydssd valmistaa liittdmalld aikaisemmin syntetisoitua 1-O-tert-
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butyylidimetyylisilyyli-6-O-(4,4-dimetoksitrityyli)-B-D-glukopyranoosi LCAA-CPG-

kantajaan.

Taulukko 2. 5°-O-metyyliaminotymidiinin 39 ja D-glukoosin 10 vilinen reaktio. 5,0
mmol L™ modifioitua tymidiinid ja 10 mmol L D-glukoosia 0,3 mol L'
natriumasetaatti- tai 2-(N-morfolino)etaanisulfonaattipuskurissa, I = 0,1 mol L™

(NaCl), T =24 °C

0 HO._ OH O
AS R\ S
N~ O oH O N° ~O
H'}‘/O -0~ N H%MOH B " ’}‘/O -0-
Me OH Me
OH OH
39 10 40
Tuotteen saanto B/a:n
pH tv tasapainossa suhde | K (L mol?)
4 30,8+0,8 h 25,0 % 1:0 38,1
5 223+ 8h 351% 1:0 65,6
6 95,6+4,0d 41,6 % 1:0 89,9

Kun vaadittavat rakennusosat oltiin saatu syntetisoitua, seuraava askel oli kehittdd itse
reaktio. Ensimmdiinen idea oli valmistaa neljd oligonukleotidia, joista yksi oli tavallisista
DNA-blokeista valmistettu templaattioligonukleotidi, yksi lyhyempi templaatin kanssa
komplementaarinen oligonukleotidi jonka 5’-pddn hydroksyyliryhmé oli modifioitu
metyyliaminoryhmélld, ja kaksi lyhyempdd templaatin kanssa komplementaarista
oligonukleotidia, joiden 3’-pddssd oli glukoosi. Néilld reaktiota ei kuitenkaan havaittu.
Luultavasti tdssd arkkitehtuurissa oligonukleotidit eivdt vain tavalla tai toisella
ohjautuneet oikeille paikoilleen. Syy télle ei ollut aivan selvd. Mahdollisia selityksid ovat
esimerkiksi, ettd reagoivat oligonukleotidit saattoivat jdddd liian kauaksi toisistaan
hybridisoituessaan templaatin kanssa, tai reaktiivisten ryhmien vilinen kulma oli liian

suuri.

Toimivaksi rakenteeksi havaittiin lopulta kaavion 24 mallinen arkkitehtuuri, jossa
pidempi  oligonukleotidi on  hiusneulamallisesti  osittain  itsensd  kanssa

komplementaarinen, ja toinen oligonukleotidi on ylijidvdn osan kanssa
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komplementaarinen. Pidemmain hiusneulaoligonukleotidin pddhdn oli liitetty 5’-O-
metyyliaminomodifioitu tymidiini, ja lyhyemmaén oligonukleotidin 3’-pddhén D-glukoosi

(Kaavio 24).

pH5
Dynaaminen tasapaino

—_——
-

Ei reaktiota

X

3 3
B

3'-C CAT GCT TAA-5'

‘ pH7

5'-TC GCG ATC GCG ATG GTA CGA ATT-3' 0 ©
1]
| 7 ¢
e - HN. & - --0" "0
| HO 0
HO OH

Kaavio 24. DNA-templatoitu N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatio

Oligonukleotidien viéliset ligaatioreaktiot tehtiin Eppendorf-putkissa huoneenldammossa.
Liuoksena kéytettiin pH 5 natriumasetaattipuskuria, johon syntetisoidut oligonukleotidit
olivat liuotettu 10 umol L™ konsentraatioon. Oligonukleotidien konsentraatioiden
annettiin olla alhaisia verrattuna aiempiin monomeerien véliseen reaktioon, koska DNA -
templatoinnin ansiosta reaktion pitdisi tapahtua hyvin pienilldkin konsentraatioilla.
Reaktiota seurattiin ioninvaihtokromatografisesti. Kuten odotettua, reaktio nopeutui

merkittdvasti verrattuna monomeerien véaliseen reaktioon.

Lopulta varmistettiin  my0s reaktiotuotteen pysyvyys. Reaktiotuote eristettiin
ioninvaihtokromatografisesti ja annettiin olla liuenneena kaksi viikkoa huoneenldmmossa
pH 7 puskurissa, jonka jilkeen se analysoitiin uudestaan ioninvaihtokromatografisesti.
Tuotteessa ei ollut havaittavissa minkdinlaista hajoamista, joten sen voidaan sanoa

olevan pysyvé neutraaleissa olosuhteissa, kuten odotettiinkin. Tuote eristettiin myds pH
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5 puskuriin, jolloin se hajosi takaisin tasapainotilaansa ldhtéaineikseen puoliintumisajalla

11,8 1,0 h.

Tuloksia voidaan verrata edelld esitettyyn 5°-O-metyyliaminotymidiinin 39 ja D-
glukoosin 10 viliseen reaktioon ilman DNA-katalyyttid. Kuten odotettua, reaktio
nopeutui DNA-templatoituna ja toimi myds pienemmillékin konsentraatioilla. Liséksi
monomeerien vilisessd reaktiossa saanto tasapainossa pH:ssa 5 oli 35,1%, jota saatiin
parannettua  kdytettdessd 23-meeristd  hiusneulaoligonukleotidia.  31-meeriselld
oligonukleotidilld saanto tasapainossa oli kuitenkin pienempi.

034 o m
L

- y0=0351

,l

0,2
5 = To5=2225+76h
X P

"
0,14 4
,-"/.
/-,
004 &
t|> . 2&10 ' 460 . 6CI)0
t'h

Kuva 10. 5°-O-(metyyliamino)tymidiinin ja D-glukoosin vdlisen reaktiotuotteen

muodostuminen pH:ssa 5.

2.2.1. Kokeelliset menetelmat
2.2.1.1. Yleiset menetelmat

NMR-spektrit mitattiin Bruker 500 MHz-spektrometrilld. Oligonukleotidien synteesiin
kaytetyt fosforamidiitit ja kantajat kuivattiin vakuumieksikkaattorissa yon yli ennen
kiyttod. Kuivat liuottimet kuivattiin 3 A:n molekyyliseuloilla lukuun ottamatta kuivaa
TEA:a, joka kuivattiin CaHa:lla. Syntetisoitujen oligonukleotidien puhdistuksessa
kiaytettiin kddnteisfaasi-HPLC:td (analyyttinen HPLC-kolonni C18, 250 x 5,0, 4,5 um).
Gradientti 0-50 % MeCN 0,1 mol L' trietyyliammoniumasetaatissa 0 — 30 min,

virtausnopeus 1,0 ml/min, detektio 260 nanometrin aallonpituudella).
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2.2.1.2. 5-0-(metyyliamino)tymidiinin fosforamidiitin synteesi

) 0

\fj\NH Mitsunobu NH
DIAD
N/go PPhj /&O
HO N- hydrok3|ftaallam|d| NH,;NH, - 2 AcOH
>
(0]
DMF
OH 40
o o)
Ty %NH
N/go formaldehydi N/go NaBH5CN
-0 X0 >
OH 42 OH 43

e

0 0 YN\F.’/O\/\CN
e KoCO3 / 7 ONH cl
PN FmocCl PN TEA

N~ 0 N~ 0 -
~nC o H,O:dioksaani (1:1) \r}ro o DCM
H Fmoc
OH 39 OH 44
o)
\kaH
N/go
~,..0O
N 0
Fmoc
45
0. .0
|I3 \/\CN

YNW/
Kaavio 25. 5°-O-(metyyliamino)tymidiinin fosforamidiitin (9) synteesi

2.2.1.2.1. Mitsunobu-reaktio

Tymidiini (40) (3,01 g, 12,4 mmol), trifenyylifosfiini (3,39 g, 12,9 mmol) ja N-
hydroksiftaaliamidi (2,28 g, 14,0 mmol) liuotettiin noin 30 ml:aan DMF:a. Liuokseen
liséttiin 2,45 ml DIADia (2,50 g, 12,4 mmol) injektioneulalla septumin ldpi noin tunnin
ajan. Liuoksen viri ei juurikaan muuttunut lisdyksen aikana, joten reaktion annettiin edeti
yon yli. Reaktiota seurattiin ohutkerroskromatografisesti (DCM:MeOH 90:10) (v/v).
Reaktio oli yon aikana edennyt loppuun. Liuos haihdutettiin mahdollisimman kuivaksi.

Liuoksen jddnne liuotettiin noin 30 ml:aan DCM:a ja kaadettiin noin 150 ml:aan kylméaa
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vettd. Syntyi saostuma, joka suodatettiin talteen. Ohutkerroskromatografisesti
karakterisoimalla varmistettiin, ettd saostuma oli puhdasta tuotetta 41. Tymidiinin R¢ oli
0,2; kun taas tuotteen 41 R oli 0,5. Tuotteen saanto oli 4,71 g (98 %). Tuote

karakterisoitiin NMR-spektrometrisesti.

'H NMR &y (500 MHz, DMSO): 11,29 (1H, s, NH), 7,89-7,84 (4H, m, ftaali-imidi),
7,58 (1H, d, J= 1,2 Hz, H6), 6,22 (1H, dd, J= 6,5 Hz ja 7,8 Hz, H1"), 5,47 (1H, d, J =
4,2 Hz, H3"), 4,40-4,36 (3H, m, H4, H5’ ja OH), 4,10 (1H, dd, J=4,5 Hz ja 7,4 Hz,
H5”), 2,17-2,08 (2H, m, H2’ ja H2”), 1,81 (3H, d, J = 1,2 Hz, MeThy)

BC NMR §¢ (125 MHz, DMSO): 164,2 (C4); 163,5 (CNO); 150,9 (C2); 136,3 (C6);
135,3 (ftaali-imidi); 129,0 (ftaali-imidi); 123,7 (ftaali-imidi); 110,3 (C5); 84,8 (C4’);
84,5 (C1°); 78,2 (C57); 71,2 (C37); 39,3 (C2’); 12,6 (MeThy)

2.2.1.2.2. Hydratsinolyysi ja oksimaatio formaldehydillé

Tuote 41 (4,71 g, 12,2 mmol) liuotettiin DMF:iin, johon liséttiin 1,20 g hydratsiinia (12,2
mmol). Reaktion nopeuttamiseksi lisdttiin myohemmin 0,64 g (6,51 mmol) lisda
hydratsiinia. =~ Reaktiossa ~ muodostui  vilituote  42.  Reaktiota  seurattiin
ohutkerroskromatografisesti (DCM:MeOH 90:10) (v/v). Reaktion edettyd sopivan
pitkalle, lisdttiin 1,1 ml (0,92 g, 31 mmol) formaldehydii. Liuos haihdutettiin kuiviin ja
muodostunut tuote 43 puhdistettiin silikageelikromatografisesti (DCM:MeOH 90:10)
(v/v). Saanto oli 2,77 g (88 %). R = 0,5. Tuote karakterisoitiin massa- ja NMR-

spektrometrisesti.

"H NMR &4 (500 MHz, CDCl3): 11,29 (1H, s, NH), 7,36 (1H, d, J= 1,2 Hz, H6), 7,13
(1H, d, J= 17,4 Hz, H»=N), 6,65 (1H, d, J = 7,4 Hz, H>=N), 6,19 (1H, dd, J = 6,5 Hz ja
7,4 Hz, H1”), 4,25 (1H, dd, /= 4,0 Hz ja 11,5 Hz, H3"), 4,25-4,23 (1H, m, H5"), 4,18
(1H, dd, J=5,7 Hzja 11,1 Hz, H5”), 3,95-3,92 (1H, m, H4’), 2,17 (1H, ddd, J = 6,4
Hz, 7,6 Hz ja 13,5 Hz, H2’), 2,08 (1H, ddd, J = 3,5 Hz, 6,3 Hz, 13,5 Hz, H2”"), 1,78
(3H, d, J=1,1 Hz, MeThy)

13C NMR 8¢ (125 Mhz, CDCls): 164,1 (C4); 150,9 (C2); 139,6 (C=N); 139,6 (C6);
110,1 (C5); 84,9 (C4°); 84,3 (C17); 74,1 (C5°); 70,9 (C3°); 39,1 (C2°); 12,7 (MeThy)

ESI-MS([M-H]): m/z 268,0936; laskettu 268.0933.
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2.2.1.2.3. Pelkistys

Pelkistykseen kaytettiin 0,95 g (3,7 mmol) tuotetta 43, joka liuotettiin 22 ml:aan
absoluuttista etanolia. Liuokseen liséttiin 0,22 g natriumsyanoboorihydridid (3,5 mmol).
Reaktion annettiin edetd noin 2 tuntia. Reaktiota seurattiin ohutkerroskromatografisesti
(DCM:MeOH 90:10) (v/v). Reaktio ei edennyt odotetun lailla, joten siithen liséttiin
yhteensi 3 ekvivalenttia natriumsyanoboorihydridid. Reaktion annettiin edetd useamman
yon yli, jonka jélkeen paitettiin kokeilla reaktioliuoksen pH:n laskemista vetykloridilla.
pH:n laskettua noin neljdan reaktio eteni tiysin loppuun. Liuos neutraloitiin (pH = 7-8)
NaOH-liuoksella. Muodostunut tuote 39 puhdistettiin silikageelikromatografisesti
(DCM:MeOH 90:10) (v/v). Saanto oli 1,12 g (saanto oli yli 100 %, mikd johtuu
todennédkoisimmin liuotinjadmistd). Tuote haihdutettiin kaksi kertaa kuivasta pyridiinista.

Tuote karakterisoitiin massa- ja NMR-spektrometrisesti. Rr=0,2.

"H NMR &y (500 MHz, CDCls): 7,55 (1H, d, J= 1,2 Hz, H6), 6,68 (1H, s), 6,19-6,16
(1H, dd, kytkeytymisvakio ei laskettavissa, H1’), 4,21 (1H, m, H3"), 3,93-3,90 (1H, m,
H4%), 3,78 (1H, dd, J=4,0 Hz ja 11,2 Hz, H5”), 3,69 (1H, dd, J= 5,4 Hz ja 11,2 Hz,
H5”), 2,55 (3H, s, MeNO), 2,13 (1H, ddd, J = 1,7 Hz, 7,5 Hz ja 13,4 Hz, H2"), 2,07
(1H, ddd, J=3 Hz, 6,3 Hzja 10,2 Hz, H2”*), 1,80 (3H, d, J= 1,1 Hz, MeThy)

13C NMR 8¢ (125 MHz, CDCL): 164,2 (C4); 150,9 (C2); 136,4 (C6); 110,0 (C5); 85,1
(C4%); 84,3 (C1°): 73,3 (C5°); 71,2 (C3°); 39,3 (C2°); 39,0 (MeNO); 12,6 (MeThy)

ESI-MS([M-H]"): m/z 270,1081; laskettu 270,1090.

2.2.1.2.4. Fmoc-suojaus

Tuote 39 (0,24 g. 0,88 mmol), K,CO3 (0,1297 g, 0,9385 mmol) ja FmocCl (0,2390 g,
0,9239 mmol) liuotettiin veden ja dioksaanin seokseen (10 ml, 1:1) (v/v). Reaktion
annettiin edetd noin 1-2 h, jonka jilkeen varmistettiin tuotteen 7 kuluneen loppuun
ohutkerroskromatografisesti (DCM:MeOH 90:10) (v/v). Rr= 0,4. Fmoc-suojattu tuote 44
uutettiin ~ vesifaasista  lisddmélld  liuvokseen  noin 20  ml kylldista
natriumvetykarbonaattiliuosta ja uuttamalla sitd neljdsti noin 10-20 ml:lla DCM:a.
Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla ja haihdutettiin kuivaksi. Saatu tuote
puhdistettiin vield silikageelikromatografisesti (DCM:MeOH 95:5) (v/v). Saanto oli 0,16

g (38 %). Tuote karakterisoitiin massa- ja NMR-spektrometrisesti.

"H NMR 6w (500 MHz, CDCl3): 7,79 (2H, d, J = 7,6 Hz, Fmoc), 7,59 (2H, d, J= 7,5

Hz, Fmoc), 7,42 (2H, t, J=7,5 Hz, Fmoc), 7,36—7,32 (3H, m, Fmoc ja H5), 6,30 (1H,
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dd, J= 6,6 Hz ja 7,1 Hz, H1"), 4,64 (2H, m, Fmoc), 4,35 (1H, s, H4"), 4,25 (1H, t, J =
5,8 Hz, Fmoc), 4,00-3.95 (1H, m, H5%), 3,9 (1H, m, H5”), 3,86-3.80 (1H, m, H3") 3,15
(1H, s, HN(Me)0), 2,31 (1H, ddd, J = 3,4 Hz ja 6 Hz ja 13,7 Hz, H2"), 2,1 (1H, m,
H2”) 1,9 (3H, s, MeThy)

BC NMR &¢ (125 MHz, CDCl3): 163,8 (C4); 157,3 (Fmoc); 150,4 (C2); 143,5 (Fmoc);
141,4 (Fmoc); 135,6 (C6); 127,9 (Fmoc); 127,2 (Fmoc); 124,7 (Fmoc); 120,1 (Fmoc);
111,0 (C5); 85,0 (C4’); 84,2 (C1°); 73,5 (C5”); 71,7 (C37); 67,5 (Fmoc); 47,2 (Fmoc);,
40,3 (C2’); 36,5 (ONMe); 12,5 (MeThy)

ESI-MS([M+Na]*): m/z 516,1730; laskettu 516,1747.

2.2.1.2.5. Fosfitylointireaktio

Tuote 44 (0,15 g, 0,30 mmol) livotettiin typpikaapissa 5 ml:aan DCM:a. Liuokseen
lisdttiin ~ trietyyliamiinia (77  pl, 1,3 eq) ja  2-syanoetyyli-N,N-di-
isopropyyliklorofosforamidiittia (88  pul, 1,2 eq). Reaktiota  seurattiin
ohutkerroskromatografisesti (DCM:MeOH 90:10) (v/v). Reaktion nopeuttamiseksi
liuokseen liséttiin my6hemméssa vaiheessa vield 50 pl sekd TEA:a ettd 2-syanoetyyli-
N,N-di-isopropyyliklorofosforamidiittia. = Reaktion kuluttua loppuun tuote 45
puhdistettiin silikageelikromatografisesti (ajoliuoksena etyyliasetaatti + 2 % TEA). Tuote
haihdutettiin vield kerran asetonitriilistd. Saanto oli 0,195 g (94 %). Tuote karakterisoitiin

massa- ja NMR-spektrometrisesti.

"H NMR & (500 MHz, CDCls): 7,84-7,81 (2H, m, Fmoc), 7,67-7,64 (2H, m, Fmoc),
7,46-7,39 (3H, m, Fmoc ja H6), 7,36-7,31 (1H, m, Fmoc), 6,25 (1H, dd, J=4,1 Hz ja
7,9 Hz, H1"), 4,58-4,52 (2H, m, Fmoc), 4,50-4,46 (1H, m, Fmoc), 4,31-4,28 (1H, m,
H4’), 4,20-4,13 (1H, m, H3") 4,01-3,90 (2H, m, H5’ ja H5”’), 3,85-3,66 (2H, m,
POCH>), 3,66-3,58 (2H, m, N(CH(Me)2)2), 3,10 (3H, d, /= 9,5 Hz), 2,69-2,64 (2H, m,
CH2CN), 2,40-2,29 (1H, m, H2"), 2,21-2,13 (1H, m, H2""), 1,80 (3H, s, MeThy), 1,24—
1,14 (12H, m, iPr)

3C NMR &8¢ (125 MHz, CDCl3): 164,0 (C4); 157,1 (Fmoc); 150,6 (C2); 143,9 (Fmoc);
141,3 (Fmoc); 141,2 (Fmoc); 136,0 (C6); 127,7 (Fmoc); 127,2 (Fmoc); 118,6 (CN); 117,3
(;110,4; 84,9 (C1); 83,6 (C4’); 73,9 (C5°); 73,7 (C3’); 67,4 (Fmoc); 58,5 (POCH>»); 47,1
(Fmoc); 43,1 (iPr); 38,7 (C2’); 36,1 (N(Me)O); 24,0 (iPr); 20,0 (CH2CN); 11,6 (MeThy)

3P NMR &p (200 MHz, CDCls): 148,3
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ESI-MS([M+K]"): m/z 732,2589: laskettu 732.2565.

2.2.1.3. Sokerikantajan synteesi

AcO AcO
o i
— O

AcO OAc
46 AcO OAc 47
Il |
DMTrO " DMTrO
O —® RO °
HO OTBS R
HO™ 4g OH 49

R = yksi kiinni LCAA-CPG-kantajassa, loput Ac

Kaavio 26. Sokerikantajan synteesi. i) TBSCI, imidatsoli, DMF (50 °C), ii) 1. 0,01 M
NaOMe/MeOH, 2. DMTrCl, pyridiini, iii) 1. meripihkahappoanhydridi, DMAP,
pyridiini, 2. PyBOP, DIEA, LCAA-CPG, 3. Ac:0, lutidiini, 1-metyyli-imidatsoli, THF

Yhdisteet 46, 47 ja 48 syntetisoitiin kaavion 26 mukaisesti ennen erikoistyotéd. 48 (16 mg,
27 umol), meripihkahappoanhydridi (2.7 mg, 27 pumol) ja katalyyttinen maara DMAP:ia
livotettiin 0,2 ml:aan kuivaan pyridiiniin, ja liuosta sekoitettiin huoneenldmmossd yon
yli. Tdmaén jélkeen seos haihdutettiin pydrohaihduttimella kuivaksi. Jadnnds liuotettiin
0.5 ml:aan DMF:a ja suspentoitiin 150 mg:n LCAA-CPG-kantajan kanssa. Liuokseen
lisittiin PyBOP (27 umol) ja DIEA (54 umol) ja suspensiota sekoitettiin yon yli
huoneenldimmossd. Kantaja suodatettiin, pestiin DMF:114, MeOH:lla ja DCM:lla, ja
tdmén jdlkeen kantaja asetyloitiin altistamalla se etikkahappoanhydridin, lutidiinin, N-
metyyli-imidatsolin ja THF:n sekoitukselle (5:5:8:82 v/v/v/v) huoneenldimmossa.
Asetyloitu kantaja (49) suodatettiin, pestiin THF:114 ja dikloorimetaanilla ja kuivattiin
vakuumieksikkaattorissa. 10 mg kantajaa kiytettiin DMTr-kationimaaritykseen 3 %
dikloorietikkahapon DCM-liuoksessa, jonka perusteella kantajalla olevan glukoosin
mériksi saatiin 20 pmol g!'. DMTr-kationiméirityksessid kantajasta otettiin 10 mg:n
ndyte, joka suspentoitiiin tunnettuun tilavuuteen 3% diklorometaanin ja
trikloroetikkahapon liuokseen. Vapautuneen trityylikationin konsentraatio madritettiin
UV-spektrofotometrilld, jonka perusteella laskettiin kantajaan sitoutuneen glukoosin
madra.
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2.2.1.4. Oligonukleotidien synteesi

Kaikki syntetisoidut oligonukleotidit valmistettiin automatisoidulla DNA/RNA-
syntetisaattorilla kédyttden standardeja DNA-fosforamidiitteja, tymidiinikantajaa,
fosforamidiittia 45 ja kantajaa 49 (Kaavio 27). Bentsyylitiotetratsolia kéytettiin
aktivaattorina. ON3 valmistettiin 0,5 mikromoolin skaalassa, kun taas muut

oligonukleotidit valmistettiin 1 mikromoolin skaalassa.

O
\fJ\NH
N/go
\N/O syntetisaattori
@)
|
Fmoc ’ ON4, ON5, ON7
o._.0O
\(N\(
DMTrO
o syntetisaattori
RO OTBS — > ON2-3, ON8
RO OR
2

R = yksi kiinni LCAA-CPG-kantajassa, loput Ac

Kaavio 27. Modifioitujen oligonukleotidien synteesi.

Taulukko 3. Syntetisoidut oligonukleotidit.

- /('p?go
ON1 | CCA ACC AAG AGA GAG-5’ we 009
ON2 | 5-GGT TGG X Hg&&m on
ON3 | 5°-GGT TGG TX Ho
ON4 | YC TCT TGG-3’ 0
ON5 | YTC GCG ATC GCG ATG GTA CGA ATT-3’ 7 ONH
ONG6 | C CAT GCT TAA-5’ N
ON7 | Y CGC GAG CGT ACG CTC GCG ATG GTA ve oy ;0:

CGA ATT-3’ 0 .

ON8 | XC CAT GCT TAA-5’ o™




Standardeille fosforamidiiteille kéytettiin 20 sekunnin kytkentiaikaa ja 45:l1le 600
sekunnin. Synteesin jilkeen oligonukleotidit altistettiin 33 % ammoniakin vesiliuokselle
ja laitettiin 55 °C-asteiseen ldmpdkaappiin (ON1-7: 5 h, ON6: 1 h). Tamén jilkeen
suspensiot suodatettiin ja suodokset haihdutettiin kuivaksi. ON8-jdédnnds liuotettiin
trietyylitrihydrofluoridin (75 ul), trietyyliamiinin (60 upl) ja DMSO:n (115 pnl)
sekoitukseen (2 h, 50 °C). Liuokseen lisittiin 0,1 M NaOAc:ta (10 ml) ja sekoitus
applikoitiin kéinteisfaasikolonniin. Kéinteisfaasikolonnia eluoitiin 0,1 M EtsN"AcO":n
vesiliuoksella (6.0 ml, pH = 7,0) ja tdmin jdlkeen 60 % asetonitriilin vesiliuoksella,
jolloin saatiin tuote kolonnista ulos. Asetonitriilifaasit haihdutettiin kuivaksi.
Oligonukleotidien jaddnnokset haihdutettiin veteen ja puhdistettiin kédénteisfaasi-

HPLC:1la.

Homogenisoidut oligonukleotidit kylmékuivattiin, liuotettiin 200 pl:aan Milli-Q-vettd ja
karakterisoitiin massaspektrometrisesti (ESI-TOF). Lopullinen saanto maiéritettiin
spektrofotometrisesti mittaamalla UV-absorbanssia aallonpituudella 260 nm (ONI1:
47 %, ON2: 23 %, ON3: 11 %, ON4: 19 %, ONS: 12 %, ON6: 36 %, ON7: 11 %, ONS:
25 %). Liitteind HPLC-kromatogrammit ja massaspektrit.

1,0 T ' T T T T T T T
0,8 |
< osf -
n
7]
c
©
£
S o04f -
]
0
<
0,2 —
0,0 —
| | 1 . 1 r 1

200 250 300 350 400
Aallonpituus (nm)

Kuva 11. Tyypillinen esimerkki mitatusta oligonukleotidin UV-absorbanssista, tdssd

kuvassa ON5:n laimennos. Mitattujen spektrien huiput olivat vdlilld 255-265 nm.
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Taulukko 4. Modifioitujen oligonukleotidien laskettu massa ja havaittu massa

Oligonukleotidi Laskettu massa (Da) Havaittu massa (Da)
ON2 2104,4 2104,5
ON3 2409,6 2409,7
ON4 2420,6 2341,4
ON5 7412,9 7109,1
ON7 9581,3 9581,9
ONS 32289 3228,1

2.2.1.5. DNA-templatoidun N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaation seuraaminen

Oligonukleotideista ON1, ON2 ja ON4 valmistettiin puskuroitu liuos (pH = 5,0, 10 uM
kutakin oligonukleotidia, t = 24 °C), jota seurattiin ioninvaihto-HPLC:114 (analyyttinen
monoliittinen ioninvaihtokolonni, virtaus 1,5 ml min™', detektio aallonpituudella 260 nm,
gradienttieluointi 40 °C:ssi 17-200 mmol L™! NaClO4:i4 20 mM:ssa Tris-puskuria, 0-30
min). Reaktiota ei havaittu. Syyksi epdilen episopivaa reaktiogeometriaa. Esimerkiksi
reaktiiviset ryhmaét saattoivat jadda liian kauaksi toisistaan, tai niiden vilinen kulma oli

liian suuri tai muuten reaktion kannalta huono.

3'-CCA ACC A
5-GGT TGG_
o
_PZ
0~ SO
HO —_0.AG AGA GAG-5'
HO OH “N"TCTCTCTC3

OH
Kuva 12. ON1:n, ON2:n ja ON4:n hybridisaatio.

Oligonukleotideista ONS ja ON8 sekd ON7 ja ON8 valmistettiin puskuroitu liuos (pH =
5,0; 10 ul ONS ja 20 pul ON6, t =24 °C, pH = 5,0; 10 ul ON7 ja 10 ul ONS, t =24 °C),
josta injektoitiin 10 pl:n ndyte ioninvaihto-HPLC:hen (analyyttinen monoliittinen
ioninvaihtokolonni, virtaus 1,5 ml min™!, detektio aallonpituudella 260 nm,
gradienttieluointi 40 °C:ssid 17-200 mmol 1! NaClOs:44 20 mM:ssa Tris-puskuria 0-30

min).
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T G GTA CGA ATT-3'
C CAT GCT TAA-5'

o)
2O
EACG CTC GCG A o~ "o
T A T—0- OH
GC G G CGC O NH HO«MH

| HO

Kuva 13. ONS5:n ja ON8:n vilinen hybridisaatio.

T G GTA CGA ATT-3'
C CAT GCT TAA-5'
9 o
I:TC GCG A o~ ~O
AG CGC T—0- OH
O NH HOMH
I HO

Kuva 14. ON7:n ja ON8:n vilinen hybridisaatio.

2
1. ON8
2. ON7
3. ON7-ON8
4. ON7-ON8 external duplex E
E

1

L,_}\J&\___gku

0 - 30 min

)

;4

Kuva 15. ON7-ON8-liuoksen ioninvaihto-HPLC-kromatogrammi reaktion edettyd

loppuun, reagoinut 73 h. Tdahdelld merkitty piikki on ON8-oligonukleotidiin liittyvd

sivutuote.
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Toinen identtinen puskuroitu ONS-ONS8-liuos valmistettiin, ja sitd seurattiin ioninvaihto-
HPLC:1ld injektoiden 10 plin ndyte parin tunnin vélein. Ligaatioreaktion
puoliintumisajaksi saatiin 17,7 + 1,4 h, miki oli huomattava nopeutuminen vastaavien
monomeerien véliseen reaktioon. Lisdksi valmistettiin toinen ON7-ON8-liuos, jonka
avulla seurattiin ON7-ON8-glykosylaatiota. Reaktion puoliintumisajaksi saatiin 9,8 + 1,1
h. ON7-ON8-glykosylaation puoliintumisaika oli lyhyempi, mutta tuotetta muodostui
tasapainossa pienemmélld saannolla kuin ONS-ONS8-glykosylaatiossa. Syy ei ole selvi,
mutta koska ONS:n ja ON7:n ainoa ero on hiusneulakdénnoksen suuruus, sen tdytyy
jollain tavalla vaikuttaa reaktion kulkuun. ON7:n suurempi hiusneularakenne voi

mahdollisesti toimia jonkinlaisena esteeni reaktion etenemiselle.

® - ONS ®
= ONS I
¢ = L(ON5-ONS8) l
[ @
|| e
! . |"
e Il
ll * | | ; ! |
Oh- k] | Wil
gh . s " l *.‘P ' :I:; :If
\ [il L '_l\ .! |
21 h- T
45h - : |
' 0 - 30 min '

Kuva 16. ON5-ON8-livoksen ioninvaihto-HPLC-kromatogrammit reaktion edetessd () —
45 h. Téihdellld merkitty piikki on ON8-oligonukleotidiin liittyvd sivutuote.

Lopulta todettiin my®os, ettd reaktiotuote L(ONS5-ONS8) on pysyvd pH:ssa 7 seuraamalla
puskuriliuokseen liuotettua reaktiotuotetta kahden viikon ajan. Eristetyssd tuotteessa ei
ollut havaittavissa minkdénlaista hajoamista, joten N-glykosidisen sidoksen voidaan
sanoa olevan pysyva neutraalissa pH:ssa. Lisdksi L(ON5-ONS8):n hajoamista seurattiin

pH:ssa 5, jolloin sen puoliintumisajaksi saatiin 11,8 + 1,0 h, eli reaktio todettiin my0s
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reversiibeliksi. Naméid ominaisuudet ovat olennaisia mahdollisten sovelluskohteiden

suunnittelussa.

0.8+
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064
054
AlAwr |
0.3
024
014

0.0

L(ON5-ONS)
ON5

80
t/'h

I
100

Kuva 17. ON5-ON8-liuoksen ligaation reaktioprofiili
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Kuva 18. ON7-ON8-liuoksen ligaation reaktioprofiili
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2.3. Sovelluskohteet

Edelld esitetyn mukaisesti dynaamiseen kombinatoriseen kemiaan soveltuvan reaktion
vaatimuksiin lukeutui muun muassa dynaamisuus ja reversiibeliys, reversiibeliys
jarkevéssd aikaskaalassa, miedot olosuhteet ja kyky pyséyttdd reaktio jollain tavalla.
Kehitetty DNA-templatoitu N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatio tayttdd nama kriteerit. Se
on reversiibeli ja tuotteen havaittiin hajoavan ldahtéaineikseen puoliintumisajalla 11,8 +
1,0 h. Lisédksi reaktio tapahtuu lievdsti happamissa olosuhteissa ja on ldhes bio-
ortogonaalinen. Reaktio voidaan pysdyttdd helposti ja jdljettomasti neutralisoimalla
reaktioliuos. Tdmédn vuoksi N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatio on varteenotettava reaktio

dynaamisen kombinatorisen kemian kannalta.

Yksi mahdollinen sovelluskohde voisi olla yksittdisen emédspoikkeavuuden eli SNP:n
detektoiminen DNA-juosteessa. Tarkemmin sanottuna SNP:114 tarkoitetaan geneettista
vaihtelua, jossa kaksi tai useampi alleeli esiintyy ihmispopulaatioissa. Tyypillisesti
ndiden detektointiin on kéytetty entsymaattisia menetelmid, mutta myos ei-entsymaattisia
menetelmid on kehitetty. Vastikdén on kehitetty myos dynaamista kombinatorista kemiaa
hyddyntivd menetelmd.>® Tidssi menetelmissi syntetisoitiin PNA-juoste, jossa
tutkittavaa emédspoikkeavuutta vastapditd oleva nukleoemis oli poistettu. DNA/PNA-
juosteen  annettiin  hybridisoitua, jonka jdlkeen liuokseen liséttiin  nelj
aldehydimodifioitua  nukleoemidstd. Tutkittavaan eméspoikkeavuuteen sopiva
nukleoemis asettui tidlloin PNA:n tyhjdd kohtaa vastapditd, ja sen aldehydiosa reagoi
télloin reversiibelisti PNA:n sekunddirisen amiinin kanssa. Reaktio voidaan pysdyttdd
pelkistamélld, ja timin jdlkeen tuotteesta voidaan massaspektrometrisesti paitelld, mika

emds tutkittavassa DNA-juosteessa oli.

N(Me)-alkoksiamiiniglykosylaatiota hyddyntdvdssd SNP:n havaitsemismenetelméassi
reversiibeli reaktio olisi oligomeerien vililld tapahtuva ligaatio. Vain komplementaarinen
oligomeeri reagoisi templaatin kanssa ja ajaisi ndin kyseisen reaktion tasapainoa
eteenpdin. Télld tavalla dynaamisen kombinatorisen kemian avulla laajasta kirjastosta

voidaan 10ytd4 komplementaarinen juoste.

Toinen mahdollinen sovelluskohde on supramolekulaaristen rakenteiden synteesi. Yksi
mahdollisuus olisi itsejdrjestaytyneet G-kvadrupleksirakenteet. G-kvadruplekseilla
tiedetdsin olevan monia mielenkiintoisia sovelluskohteita.>* Niiti on hyddynnetty

esimerkiksi ldikeaineiden kuljetuksessa.>®
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G-kvadrupleksit ovat nelijuosteisia DNA:n sekunddirirakenteita, jotka muodostuvat
paljon guanosiinia sisdltdvistd juosteista, jotka ovat sitoutuneet toisiinsa syklisesti
Hoogsteen-emispariutumisella tavallisen DNA:n  Watson-Crick-eméspariutumisen
sijaan.’® Nami nelidmdiset rakenteet ovat pinoutuneet itse G-kvadrupleksiksi, joka on
tyypillisesti kalium- tai natriumkationin stabiloima. G-kvadruplekseja esiintyy
luonnollisesti ihmiselimistdssd esimerkiksi telomeereissd. G-kvadrupleksit voivat
muodostua yhdestd DNA-juosteesta, joka ikddn kuin pujottelee edestakaisin muodostaen
sille ominaisen pinoutuneiden tasomaisten nelididen rakenteen, tai useammasta erillisesti

DNA -juosteesta, jotka ovat liittyneet toisiinsa.

Esimerkiksi Wang et al. ovat hyodyntdneet G-kvadrupleksien
laskkeidenkuljetusominaisuutta tutkimuksessaan.’’ Siind he kiyttivdat 5,10,15,20-
tetrakis-(1-metyyli-4-pyridyyli)-21H,23H-porfiinia eli TMPyP4:4 liadkkeend. Se on
valoherkiste, joka tietylle valon aallonpituudelle altistettuna muodostaa solussa
reaktiivisia happiyhdisteitd, jotka ovat myrkyllisid solulle. TMPyP4:n tiedettiin myds
interkalatoituvan G-kvadrupleksirakenteiden kanssa, kuten porfyriinirakenteille on
ominaista. Tavoitteena oli siis kehittdd menetelmd, jolla TMPyP4 saataisiin kuljetettua

elimistoon ja kohdistettua syopésoluihin.

Tadmaén he saavuttivat syntetisoimalla kaksifunktionaalisen DNA-rakenteen, joka koostuu
ladkeainetta kuljettavasta G-kvadrupleksista ja DNA-aptameerista, joka toimii
kohdistusmolekyylind. Kéytetyn aptameerin Sgc8:n tiedettiin sitoutuvan hyvin CCRF-
CEM solujen kanssa, jotka ovat ihmisen akuutin lymfaattisen leukemian prekursori.
Tutkimuksessa Sgc8-aptameeriin liitettiin TTGT-tetrameeri, jonka jélkeen oligomeerien
havaittiin itsejdrjestdytyvdan halutuksi G-kvadrupleksirakenteeksi puskuriliuoksessa.
Lopulta tutkittiin 1ddkkeen spesifisyyttd, ja havaittiin ettd muodostettu G-kvadrupleksi-
Sgc8-rakenne kohdisti 1ddkkeen selektiivisesti tutkittuihin kohdesoluihin, ja minimoi

myrkyllisyyden verrokkina kdytetyissd soluissa.

Kuvassa 19 on esitetty mahdollisia DNA-templatoitua N(Me)-
alkoksiamiiniglykosylaatiota itsejdrjestaytymiseen hyddyntidvid DNA-pohjaisia G-
kvadrupleksirakenteita, joilla voi olla samankaltaisia mielenkiintoisia ladkeaineiden
kuljetukselle hyodyllisid ominaisuuksia. Kuvan esimerkeissd hyddynnettdisiin neljda
erillistd  guanosiinirikasta  oligomeerid, joiden péihin on liitetty N(Me)-
alkoksiamiiniglykosylaatiolle ominaiset 3’-pddn glukoosi ja 5’-pddn N(Me)-

modifikaatio.
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Kuva 19. Kovalenttiset ristikytkenndt DNA-pohjaisten itsejdrjestdytyvien rakenteiden

muodostamisessa.

2.4. Yhteenveto

Erikoistyon tavoitteena oli kehittda DNA -templatoitu N(Me)-
alkoksiamiiniglykosylaatioreaktio, ja tdssd onnistuttiin. DNA-templatoitu reaktio
hiusneulamallilla osoitettiin vakuuttavasti toimivaksi ja nopeammaksi kuin monomeerien
vélinen reaktio pH:ssa 5. Alkuperdiselld kolmen oligonukleotidin mallilla, jossa yksi
templaatti ohjaa kahta erillistd oligonukleotidia, ei kuitenkaan havaittu reaktiota.
Varmuutta tdmén syystd ei ole, mutta luultavasti se liittyy jotenkin oligonukleotidien
geometriaan. Kenties templaattiin sitoutuneet oligonukleotidit ovat liian 1dhell4 toisiaan,

tai vaarassa kulmassa toisiinsa reaktion kannalta.

Oligonukleotidien synteesiin vaadittavien reagenssien synteesi sujui ongelmitta ja hyvilld
saannoilla. Itse oligonukleotidien synteesi sujui myds ilman suuria ongelmia.
Oligonukleotidien synteesissd oli kuitenkin huomattavaa se, miten paljon pienempi
saanto saatiin aikaiseksi modifioiduilla reagensseilla verrattuna kaupallisiin
reagensseihin. Esimerkiksi ON1:n saanto oli melkein 50 %, kun modifioitua Me-NH-5’-
O-tymidiinid = siséltdneiden oligonukleotidien saanto oli 10-20 %. Tymidiinin
modifikaatio saattaa hankaloittaa liitdntdd, tai mahdollisesti fosforamidiitti oli ehtinyt
hajota tai muuten ollut epdpuhdasta. Saannot olivat kuitenkin riittdvét tehtyihin

reaktioihin.

Tutkittu reaktio kdyttdytyi odotetun lailla. Kuten alkuperdinen glykosylaatioreaktio,

reaktio on pH-riippuvainen. Reaktiotuotteen pysyvyys varmistettiin neutraalissa pH:ssa,
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ja se todettiin myds hajoavan alhaisessa pH:ssa, kuten oli odotettu. Téaméanlainen
dynaaminen, reversiibeli reaktio on olennainen monien sovelluskohteiden kannalta.
Lisdksi reaktion havaittiin nopeutuvan merkittdvésti verrattuna monomeerien viliseen
reaktioon, kuten DNA-katalyyttiseltd reaktiolta odotettiinkin. Liséksi reaktio tapahtui
hyvin pienissd konsentraatioissa — tdmédn tutkimuksen tapauksessa 10 uM:n
konsentraatioilla — mikd on tyypillistdi DNA-templatoiduille reaktioille, silld DNA-

templatointi kasvattaa paikallista konsentraatiota.

Huomattavaa oli se, kuinka ON7-ONS8-ligaation tasapainosaanto jidi merkittdvésti
pienemmaiksi kuin ONS-ONS8-ligaation. Syy tdhdn ei ole selvd, mutta koska ainoa ero
ONS:n ja ONS8:n vililld on hiusneulakierteen pituus, sen tdytyy vaikuttaa reaktioon jollain
tavalla. Pidempi hiusneularakenne saattaa toimia jollain tavalla joko steerisend esteend
reaktiolle, tai se vaikuttaa hiusneulaoligonukleotidin geometriaan jotenkin reaktiota

haittaavalla tavalla.

Tulevaisuudeksi tdmén reaktion kannalta tutkittavaksi jdivédt sovelluskohteet, kuten
dynaamiset kombinatoriset kirjastot ja itsejarjestaytyvdt supramolekulaariset DNA-
rakenteet. Kehitetylld reaktiolla tiedetddn olevan ndihin sovelluskohteisiin vaadittavat
ominaisuudet, kuten tutkimuksessa osoitettiin. Lisdksi reaktiokinetiikkaan ja -
geometriaan liittyvit auki jddneet kysymykset ovat tutkimisen arvoisia. Erilaisia DNA-
arkkitehtuureita hyddyntden voitaisiin  optimoida tdssd erikoisty0ssd esiteltya
hiusneulamallia entisestddn, ja samalla selvittdd tarkemmin, miten oligonukleotidin

rakenne vaikuttaa reaktion tasapainoon.
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4. Liitteet

Liite 1. Oligonukleotidien raakapuhdistuksien HPLC-kromatogrammit

Liite 2. Syntetisoitujen modifioitujen oligonukleotidien massaspektrit
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Liite 1. Oligonukleotidien raakapuhdistuksien HPLC-kromatogrammit
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Liite 2. Syntetisoitujen modifioitujen oligonukleotidien massaspektrit
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