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Abstrakti

Nukleosiditrifosfaatit (NTP) ovat kaikilla eliGilla luonnollisesti esiintyvid molekyyleja. NTP:t ja
deoksinukleosiditrifosfaatit eli dNTP:t toimivat RNA:n ja DNA:n rakennusyksikoind. T&ssé
tutkielmassa keskitytddn sokerimodifioituihin eli synteettisiin  NTP:ihin. Sokerimodifikaatioihin
kuuluvat mm. heteroatomien tai funktionaalisten ryhmien lisddminen sokerirenkaaseen seké erilaiset
silloittuneet rengasrakenteet. Modifioitujen NTP:iden sovelluskohteisiin kuuluvat mm. antisense- ja
antigeenioligonukleotidien kehittdminen, antiviraalit nukleosidianalogit ja oligonukleotidien leimaus.
Lisaksi puhutaan geneettisen “aakkoston” laajentamisesta, eli keinotekoisten NTP:iden siséllyttamisesta
DNA:han tai RNA:han. 1 Johdannossa esitetaan lyhyesti esimerkit naista sovelluksista. 7#

Ensimmdinen NTP:iden kemiallinen synteesi raportoitiin vuonna 1949. NTP:iden synteesisséd
lahtdaineena kaytetadn tavallisesti nukleosidimonofosfaattia, joka fosforyloidaan erilaisten
menetelmien avulla. Synteesin tavanomainen ongelma on 5’-hydroksiryhmén selektiivinen
fosforylaatio. Tutkielmassa tutustutaan erilaisiin synteesimenetelmiin, jonka avulla tata ongelmaa on
voitu ratkaista. 413

Tutkielmassa tarkastellaan, kuinka erilaiset sokerimodifioidut NTP:t toimivat sekd luonnollisten, etta
modifioitujen, eli evoluutiivisesti ohjattujen polymeraasien substraatteina. Sokerimodifioidut NTP:t
vaikuttavat merkittavasti bakteerien polymeraasien entsymaattiseen aktiivisuuteen. Tastd johtuen
tutkimus on keskittynyt polymeraasien ohjattuun evoluutioon, jonka ansioista :itd voidaan tunnistaa ja
kayttaa eri polymeraasien substraatteina DNA- ja XNA -synteesid, replikaatiota ja kdanteistranskriptiota
varten. 1° Tutkielman lopussa tarkastellaan sokerimodifioituja XNA:ita. "8

Avainsanat: nukleosiditrifosfaatti, nukleosidi analogi, sokerimodifikaatio.
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Lyhenteet:

ACVTP = Asykloviiritrifosfaatti

AEX = Anion exchange chromatography eli anioninvaihtokromatografia
ANA = Arabinonukleiinihappo

Arg = Arginiini

ATP = Adenosiinitrifosfaatti

CeA = Sykloheksenyyliadenosiini

CeATP = Sykloheksenyyliadenosiinitrifosfaatti
CeNA = Sykloheksenyylinukleiinihappo

CeT = Sykloheksenyylitymidiini

CUuAAC = Kuparikatalysoitu atsidi-alkyyni-sykloadditio
dAMP = Deoksiadenosiinimonofosfaatti

dATP = Deoksiadenosiinitrifosfaatti

dGTP = Deoksiguanosiinitrifosfaatti

DNA = Deoksiribonukleiinihappo

DMF = Dimetyyliformamidi

dNTP = Deoksinukleosiditrifosfaatti

dTTP = Deoksitymidiinitrifosfaatti

Bst = Bacillus stearothermophilus

E. coli = Escherichia coli

FANA = 2'-fluoroarabinonukleiinihappo

FNA = Fluorinukleiinihappo

GNA = Glyserolinukleiinihappo

HNA = Heksitolinukleiinihappo

hNTP = Heksitolinukleosiditrifosfaatti

HSV = Herpes simplex virus

INA = 2'-deoksi-2'-isonukleiinihappo

iATP = 2'-deoksi-2'-isoadenosiini-5'-trifosfaatti
INTP = 2'-deoksi-2'-isonukleosidi-5'-trifosfaatti
KF = Klenow-fragmentti

LNA = Lukittu/silloitettu nukleiinihappo

NTP = Nukleosiditrifosfaatti

OPS = Yhden astian synteesi / Engl. One pot synthesis
PAP = Poly(A)-polymeraasi

PCR = Polymeraasiketjureaktio

RNA = Ribonukleiinihappo

RNAP = RNA-polymeraasi

SeTTP = 4'-selenotymidiinitrifosfaatti

tCfTp = 1,3-diatsa-2-oksofenotiatsiini

Taq = Thermus aquaticus

TFAA = Trifluorietikkahappoanhydridi

Tgo = Thermococcus gorgonarius

TNA = Treoosinukleiinihappo

XNA = Ksenonukleiinihappo



1 Johdanto

Nukleosiditrifosfaatit eli NTP:t (kuva 1) ovat tarkeita molekyyleja, joita esiintyy luonnostaan kaikilla
elioilla. Tavalliset NTP:t koostuvat kolmesta perusosasta: sokerirenkaasta, negatiivisesti varautuneesta
fosfaattiketjusta ja N-glykosidisella sidoksella kiinnittyneesta emasosasta. * NTP:iden sokeriosa on
tavallisesti riboosi tai deoksiriboosi. Emasosa koostuu puriinista tai pyrimidiinista ja fosfaattiketju
kolmesta perakkaisesta fosfaattiryhmasta.t

NTP:iden tarkedna tehtavana on toimia substraatteina DNA:n ja RNA:n synteesissd. RNA-polymeraasit
syntetisoivat RNA:ta NTP:istd, kun taas deoksiribonukleosiditrifosfaateista eli dNTP:std muodostetaan
DNA:ita ! NTP:ita tarvitaan myos lipidi-, glykogeeni- ja kofaktorisynteesia varten. 2
Adenosiinitrifosfaatilla (ATP) on spesifinen rooli elimistdssd, ja sitd kaytetd&n soluissa energian
vaihdon valineena. ® Energian siirrossa fosfaattiketju on tarkea, silla sidosten valinen energia on suuri.
Nain siis suurin osa ATP:n energiasta on kemiallisesti varastoitu fosfaattiketjuun. 3
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Kuva 1. Luonnollinen NTP ja nukleiinihappoemakset. *

NTP:ille voidaan tehdd kemiallisia muokkauksia niiden eri osiin, kuten fosfaattiketjuun, eméasosaan tai
sokerirenkaaseen. * Sokerimodifioituja NTP:ita on lukuisia erilaisia. Yleisiin muokkauksiin kuuluu mm.
sokerirenkaan koon kasvattaminen tai supistaminen seka sokerirenkaaseen liitettavét funktionaaliset
ryhmat. !

Useiden modifioitujen NTP:iden on todistettu toimivan substraatteina eri DNA-polymeraasien
sisallyttamana. * Modifioitujen NTP:iden ja niista syntetisoitujen oligonukleotiden sovelluskohteisiin
kuuluvat mm. antisense- ja antigeenilddkkeiden kehittdminen, oligonukleotidien leimaus ja ns.
geneettisen aakkoston laajentaminen. 5 Modifioidut NTP:t voivat toimia pohjana myos
ksenonukleiinihapolle eli XNA:lle, joka on DNA:n synteettinen variaatio. XNA:t toimivat
potentiaalisina terapeuttisina ja bioteknologisina tyokaluina. 67

Modifioidut nukleotidit voivat olla my6s antiviraaleja, kuten esimerkiksi asykloviiritrifosfaatti eli
ACVTP (kuva 2). 2 ACVTP:ta toimii antiviraalisena laakeaineena herpes simplex -virusta eli HSV:ita
vastaan ja se tunnetaan kaupallisesti muun muassa nimelld Zovirax. 8° ACVTP:n antiviraalinen
aktiivisuus johtuu 3’-hiilen hydroksyyliryhmén puutteesta, joka estad viruksen DNA-ketjun
pidentymisen. &
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Kuva 2. ACVTP:n rakenne. 2

Modifioituja nukleotideja voidaan kayttdd my0ds diagnostiikassa. Esimerkiksi fluoresovia 2’-atsido-
NTP:itda (kuva 3) voidaan kayttad entsyymiaktiivisuuden tutkimukseen. Fluoresoivien tunnisteiden
lisdédminen post-synteettisesti CUAAC reaktion avulla mahdollistaa RNA:n detektoimisen seka
RNA:han liittyvien  entsymaattisten ~ mekanismien  tutkimisen. 1% Fluoresoivien
nukleosiditrifosfaattien kehittdminen on helpottanut myds Sangerin sekvensoinnin automatisointia
innovatiivisten havaitsemismenetelmien avulla. 12
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Kuva 3. 2’-atsido modifioidun NTP:n rakenne. 1°

Tassd tutkielmassa keskitytddn sokeriosasta kemiallisesti muokattuihin nukleosiditrisfosfaatteihin,
niiden synteesiin ja siihen, kuinka NTP:iden sokerirenkaaseen kohdistuvat muokkaukset vaikuttavat
NTP:n ominaisuuksiin. Liséksi tarkastellaan sitd, kuinka NTP:itd voidaan kayttdd bakteerien
tutkimuksissa. Lopuksi tarkastellaan lyhyesti sokerimodifioituja ksenonukleiinihappoja.

2 NTP:iden synteesi, haasteita ja ratkaisuja

Ensimmaiset nukleosiditrifosfaatit eristettiin maksa- ja lihasoluista vuonna 1929.* NTP:n rakenteen
selvidminen sekd sen tdrkeys soluprosesseissa heratti kemistien kiinnostuksen kayttaa synteettisia
analogeja uusien NTP:iden sovelluksien l6ytamiseen tai keksimiseen. Baddiley ja kollegat *3 raportoivat
ensimmaisen kemiallisen NTP-synteesin, joka julkaistiin vuonna 1949. Aluksi synteesit keskittyivat
lahinnd  luonnollisten ~ NTP:iden  valmistukseen.  Lahtdaineena  kéytettiin  luonnollista
nukleosidimonofosfaattia, joka fosforyloitiin erilaisten reaktioiden avulla. Esimerkiksi Smith ja
Khorana * syntetisoivat NTP:ita ja dNTP:itd kayttdaen nukleosidimonofosfaattia, pyrofosforihappoa ja
disykloheksyylikarbodi-imidia. +*

Suurin osa nukleosideista sisaltad useamman hydroksiryhmén, minké seurauksena 5°- hydroksiryhméan
selektiivinen fosforylaatio on hankalaa. Alun perin nukleosidien 5’-fosforylaatioreaktioissa l&htGaineina
kéytettiin siksi 2'-, 3'-suojattuja nukleosideja trialkyylifosfaattiliuottimessa. #* My6hemmin huomattiin,
ettd fosfaattiryhma reagoi selektiivisesti 5’-hiileen suojaamattomilla 2’- ja 3’-nukleosideilla happamissa
seka heikosti emaksisissa olosuhteissa. 413

Yoshikawan metodi *3, joka esitetddan mm. kaaviossa 1 on yksi ensimmaisista NTP:iden synteeseista
ja on edelleen suosittu menetelmd. Tassd menetelméssd trimetyylifosfaatin  (tai muiden
trialkyylifosfaattien) kayttd liuottimena fosforioksikloridin (POCIs) kanssa vaikuttaa 5’-hiilen
hydroksiryhman fosforylaation selektiivisyyteen ilman suojaryhmien kayttoa. *'* Kaavion 1
menetelméssd nukleosiditrikloorifosfaattiin liséttiin - pyrofosforihapon tributyyliammoniumsuolaa

3



vedettomassa  DMF:ssd.  Reaktio  lopetettiin -~ yhden  minuutin ~ kuluttua  kdyttaen
trietyyliammoniumbikarbonaatti-puskuria. Lopputuote puhdistettiin AEX:I14. 13
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Kaavio 1. 5’-aseman selektiivinen fosforylaatio fosforioksikloridilla trimetyylifosfaatissa Yoshikawan
menetelmaakayttaen. 13

2.1) Yhden astian synteesi

Yhden astian synteesi (OPS, Engl. “one pot synthesis”) tarkoittaa menetelmad, jossa monivaiheiset
reaktiot suoritetaan yhdessa reaktioastiassa ilman vélierotuksia. OPS:n avulla voidaan tuottaa tiettyja
tuotteita samalla synteesikerralla sadteleméllé reagenssien maaria. Tehokkuuden, yksinkertaisuuden ja
energiankulutuksen ansiosta se on yleistynyt ja laajasti kaytetty synteesitapa orgaanisessa kemiassa. 4

Ludwig ja Eckstein *** ovat kehittaneet 1980-luvun loppupuolella OPS-metodeja modifioitujen
NTP:iden valmistukseen (kaaviot 2 ja 3). Namaé synteesit sopivat parhaiten 2'-3'-dideoksinukleosideille,
silla fosforylaation selektiivisyys primadrisen ja sekundaarisen hydroksiryhman valilla on heikko. 2’- ja
3’-hiilen hydroksyyliryhmat olisi siis hyva suojata. 3 Ludwigin ja Ecksteinin menetelmassa kaytetaan
tavanomaisesti salisyyli-fosforikloridiittia reagenssina ja fosforyylikloridia liuottimena, joka vaikuttaa
5°-hiilen hydroksyyliryhmén selektiivisen fosforylaatioon. ** Ludwigin ja Ecksteinin menetelma tarjoaa
edun verrattuna Yoshikawan menetelmdin siten, ettd sen avulla saadaan vdhemman ei-haluttuja
sivutuotteita. 4°
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Kaavio 2. Ludwigin ja Ecksteinin menetelms, jossa suojattu (modifioitu) nukleosidin esiaste reagoi
salisyylifosforokloriitin kanssa. *
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Kaavio 3. Ludwign ja Ecksteinin kehittama OPS-synteesi, jossa salisyylifosforokloriitti toimii fosforyloivana
reagenssina. 3

Bogachev ¥ on kehittanyt oman OPS-synteesin kayttaen trifluorietikkahappoanhydridia (TFAA).
Reaktiossa kaytetaan lahtdaineina erilaisia nukleosidimonofosfaatteja, jotka reagoivat TFAA:n kanssa
aproottisessa liuottimessa N-metyyli-imidatsolin lasndollessa. Nadille reaktioille lopputuotteiden
(NTP:iden) saanto oli 89-92%. **

NTP:iden synteeseja on myds mahdollista suorittaa organometallireagenssien avulla (kaavio 4).
Organometallireagensseja, kuten alkyylilitiumia, tai tert-butyylimagnesiumiakloridia voidaan kayttaa
myos 5’-hiilessd olevan hydroksiryhmén aktivointiin. Aktivoitu hydroksiryhmé voidaan kasitella
fosforokloridaatilla tai p-nitrofenyylifosfaatilla, jolloin tuotteena saadaan nukleosidi-5’-fosfaattia.

Uchiyama ja kollegat * ovat raportoineet télle reaktiolle kokeissaan saannoksi 90 %. **
o
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Kaavio 4. Nukleosidi-5’-monofosfaatin organometallikatalyyttinen synteesi.

2.2) NTP:n entsyymiavusteinen synteesi

Entsyymiavusteisia synteesejad on kéytetty jo varhain nukleotidikemiassa, silla entsyymit kykenevét
reagoimaan spesifisesti. Entsyymien kaytté soveltuu luonnollisten sekd synteettisten nukleosidien 5°-
OH-ryhman fosforylaatioon. Entsyymien kaytdssd on myds ongelmia. Kokosolusynteesissé tavallisia
komplikaatioita ovat kilpailevat ja ei-toivotut entsyymaattiset reaktiot, kuten adenosiinin deaminaatio
inosiiniksi. > Monet entsyymit fosforyloivat myds 3’- ja 2°-aseman OH-ryhmaét. Erwinia herbicola -
bakteerin reaktioissa naitd ongelmia ei kuitenkaan havaittu. ** Erwina herbicola -bakteerin kokonaisia
soluja ja Sacch -leipurihiivasoluista peréisin olevaa uutetta on kaytetty luonnollisten sekd synteettisten
fluorattujen nukleosidien, kuten 3°-deoksi-3’-F-ATP:n fosforyloitiin (Kaavio 5). 1
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Kaavio 5. 3’-deoksi-3’-F-ATP:n entsyymiavusteinen synteesi. '°

Nukleosidi- ja deoksiribonukleosidikinaasit ovat tavallisia entsyymeja, joita kdytetddn deoksiribo- ja
ribonukleosiden sekd niiden analogien 5°-OH-ryhméan fosforylaatiossa. ¢ Fosfaattidonorina reaktiossa
kaytetdan tavallisesti ATP:td. Huonona puolena reaktioissa on se, etta entsyymit toimivat spesifisesti.
Tama tarkoittaa myos sita, ettd niilld on korkea selektiivisyys tiettyja nukleosideja kohtaan. Tavallisesti
tallaiset reaktiot suoritetaan seoksissa, jotka sisaltavat ATP:ta, ADP:td, AMP:t4, Mg?" -asetaattia,
adenylaattikinaasia, asetaattikinaasia seka pelkistavad yhdistettsa, ditiotreitolia. ®  Esimerkiksi
Drosophila melanogaster -karpasista perdisin olevien kinaasien (DmdNK) sek& kasveista perdisin
olevien Kkinaasien on osoitettu olevan potentiaalisia tydkaluja laajemman nukleosidi- ja
nukleosidianalogien kirjon fosforylaatiossa. ¢

Eckstein ja Imazawa 7 syntetisoivat sokeriosasta modifioituja NTP:itd muokatulla Yoshikawan
menetelmélld, kayttden osittain puhdistettua vasikan kateenkorvan kinaasia. Ndama kinaasit ovat
ilmeisesti vahemman spesifisia NTP:iden sokeriosalle verrattuna E. Coli -bakteerin kinaaseihin. *’

3 Sokerimodifioidut NTP:t polymeraasien substraatteina

Perinteisesti polymeraasit ryhmitelldadn niiden dNTP- tai rNTP-substraattispesifisyyden mukaan. Jotkin
luonnolliset polymeraasit eivat valikoi deoksi- tai ribonukleosidisubstraattien vélilla, vaan ne kykenevat
kayttdmaén molempia substraatteja. Esimerkkind laajan substraattikirjon hyvaksyvasta polymeraasista
on E. Colin DNA-polymeraasi. Luonnollisten polymeraasien spesifisyys vahenee monesti, kun Mn?* -
ioni korvaa Mg?*-ionin kofaktorina. 118

NTP:iden modifikaatiot vaikuttavat merkittavasti polymeraasien katalyyttiseen eli entsymaattiseen
aktiivisuuteen. Taman vuoksi tutkimus keskittyy polymeraasien ohjattuun evoluutioon, jonka ansioista
synteettisia substraatteja voitaisiin tunnistaa ja kayttaa eri polymeraaseilla entistd laajemmin. 11°
Muokkauksen avulla polymeraasit kykenevat hyvaksymaan modifioituja NTP:itd subtraatteina ja sen
tavoitteena on péasta eroon polymeraasien substraattispesifisyydesté séilyttden niiden aktiivisuuden ja
tarkkuuden. Taulukko 1. listaa esimerkkej& polymeraaseista, jotka ovat kehittyneet hyvaksymaéan
synteettisia NTP:ita seka erilaisia ksenonukleiinihappoja. %20

Polymeraasi Mutaatiot Havainnot
1 T7 RNAP (VRS) (G542V:H784S:H772R) Sisallyttaa 2'-F-pyrimidiineja
2 T7RNAP (RGVG, E593G, V685A) (YB39V:H784G:E533G:VEEBHA) Sisallyttaa 2'-OMe pyrimidiineja
3 T7RNAP (RGLH, A255T (YB39L:A255T) Sisallyttaa 2'-F pyrimidiineja, 2'-OMe pyrimidiineja
4 TgoTDNAPGG12 (TgoT:V589A:E609K:1610M:K659Q: Replikoi DNA:ta kayttamalla HNA:ta

E6640Q:Q665P:R668K:D6ESQ:KE71H:
K674R:T676R:A681S:L704P:E730G)

5 TgoT DNAP RT521 (TgoT:E429G:1521L:K726R) Havaittu RT-aktiivisuutta oligonukleotideille,
jotka sisaltavat HNA:ta, ANA:ta tai FANA:ta
6 TGLLK TgoT: YAQSG, 1521L, F545L, Korvaa puriinin dNTP:t ja NTP:t vastaavilla 3'-deoksi-
E664K tai 3'-0-metyylianalogeilla



Taulukko 1. Muutamia polymeraaseista, jotka ovat onnistuneesti kehittyneet hyvaksymaan ja kayttimaan
NTP:iden ja nukleotidien sokerimodifioituja analogeja. 2

3.1) Luonnolliset NTP:t

RNA-polymeraasit eli RNAP:t syntetisoivat RNA:ta ribonukleosiditrifosfaateista (NTP:istd). DNA:ta
kootaan puolestaan 2’-deoksiribonukleosiditrifosfaateista eli 2'dNTP:istdi DNA-polymeraasien avulla
(DNAP). 2 Polymeraasit tunnistavat ja erottavat NTP:t sekd dNTP:t toisistaan niiden sokerirenkaan
konformaation perusteella. Kaksijuosteinen RNA suosii 3'-endo-konformaatiota nukleotidin
riboosiosassa, kun taas DNA toimii B-muotoisena kaksoiskierteend, jossa deoksiriboosi omaksuu 2'-
endo-konformaation. Nukleiinihappopolymeraasien aktiivisessa kohdassa NTP:t ja 2'dNTP:t saavat
kuitenkin yleenséd 3-endo-konformaation. Yhden alayksikén RNAP:t kdyttavat Tyr-tdhdettd 2'dNTP:n
hylkimiseen muodostamalla vetysidoksen riboosiosan 2’- hydroksyyliryhman kanssa. 2?

Makinen ja kollegat ?? analysoivat 2'-deoksisubstraattien sitoutumista Thermus thermophilus -bakteerin
RNA-polymeraasiin in silico -telakoinnilla ja rontgenkristallografialla. Tutkimuksen tulosten
perusteella voidaan sanoa, ettd konservoitunut Arg-tdhde tunnistaa 2'dNTP:iden 2’-endo-
konformaation. Tédma konformaatio sisaltyy RNA:han huonosti. Tutkimuksessa havaittiin, etta
B'Argd25 -sivuketju on merkittdva tekija sokerirakenteen selektiivisyydelle. p'Argd25 -tdhde suosii
GTP:n sitoutumista 2'dGTP sitoutumisen sijasta. Tulosten perusteella vaikuttaa siltd, ettd p'Arg425
edistdd NTP:iden sitoutumista RNA:han 2'dNTP:iden sisallyttdmisen sijaan muokkaamalla 2'dNTP:n
deoksiriboosiosan inaktiiviseen tai epaedullisempaan 2-endo-konformaatiomuotoon. 22

3.2) Silloitetut NTP:t

Kuwahara ja kollegat 2 syntetisoivat 16 erilaista modifoitua templaattia, joiden avulla oli tarkoitus
tutkia sokerimodifioitujen NTP:iden toimintaa DNA-polymerisaatiossa. Tutkitut NTP:t (esitetty
kuvassa 4) koostuivat rakenteista, jossa sokerirengas sisélsi 2’-4’-hiilten vélisen sillan. Kokeissa
kaytettiin viitta erilaista termostabiilia DNA-polymeraasia: Tag, Phusion HF, Vent(exo-), KOD (exo-)
ja KOD Dash. Parhaimmat tulokset havaittiin KOD Dash- ja KOD (exo-) -polymeraaseilla. Nama
polymeraasit kykenivat lukemaan 2'-0,4'-C-metyleenisilloitettuja nukleotideja helposti ja tehokkaasti
silloin, kun templaatin silloitetut nukleotidit olivat parin yksikén paassa toisistaan. Tag-polymeraasilla
havaittiin korkeita saantoja tayspituisille tuotteille silloin, kun nukleotidit olivat kahden tai kolmen
yksikdn pééssé toisistaan. Kun Tag-, Vent (exo-)- ja KOD (exo-)-polymeraasien konsentraatio oli suuri,
tuotteiden saanto oli 90 %. 2

2’-4’ silloitettujen nukleotidien siséllyttdminen pidentyviin ketjuihin oli huomattavasti hankalampaa.
Seitsemén perdkkéisen 2°-4’-silloitetun nukleotidin siséllyttdminen ei onnistunut yhdelldk&én kokeissa
kéytetyilla polymeraaseilla. Syyna téhan oli todennakdisesti sokerirenkaasta aiheutuva steerinen este.?®
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Kuva 4. Silloitettujen NTP:iden rakenteet. 23

3.3) Sykloheksitoli-NTP:t (CeNTP)

CeNA eli sykloheksitolinukleiininappo (kuva 5) matkii DNA:n rakennetta. CeNA sisaltda
syklohekseenirenkaan, jossa on kaksoissidos 5’- ja 6’-hiilten valilld. Kuusirengasrakenne vaikuttaa
CeNA:n joustavuuteen sekd konformaatioihin. Ce-nukleosidit voivat esiintyd kahdessa eri
puolituolikonformaatiossa ja ne pystyvéat omaksumaan eri konformaatioita silloin, kun se on siséllytetty
kaksijuosteisiin DNA-sekvensseihin. CeNA:n on havaittu hybridisoituvan sekd DNA:n, ettd RNA:n
kanssa ja CeNa lis&é dupleksin lampdstabiilisuutta. sSiRNA:aan siséllytettynd CeNA indusoi biologista
aktiivisuutta, 242

Herdewijn ja kollegat *?* tutkivat CeNA-replikaation mahdollisuutta erilaisilla polymeraaseilla kuten
HIV-kaanteiskopioijaentsyymilld, Vent (exo-):lla ja Tag:illa. Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittaa,
onko CeNA:a mahdollista kdyttaa naiden polymeraasien substraattina siten, etta polymeraasit kehittyvat
tunnistamaan Ce-nukleotideista koostuvan ketjun. * Keinotekoisen geneettisen jarjestelman luominen
in vitro vaatii DNA:n kopiomista CeNA:ksi ja CeNA-templaattien kopioimista DNA:ksi. DNA-
riippuvaisessa CeNA-polymeraatiossa kéytetyt polymeraasit kykenivat kéyttdmaan CeATP:t4
substraattina alukkeenpidennys -kokeissa. HIV-transkriptaasi pysahtyi kahden CeA:n lisddmisen
jalkeen, mutta Tag ja Vent(exo-) kykenivat siséllyttdmaén peréti kuusi CeATP-yksikkdd mangaani-
ionien lasndollessa. Mangaanin tarkoitus on védhent&a erilaisten analogien syrjintdd, kun molekyyli
sisaltda modifikaatioita furanoosirenkaassa, eméaksessa tai fosfaattisidoksissa. 1:2*

Useiden CeA-nukleotidien sisallyttdminen CeNA-riippuvaisessa CeNA polymeraatiossa on todettu
hankalaksi. ?* Tulosten mukaan polymeraaseilla on vaikeuksia sitoa sekd CeNA, ettd
sykloheksenyylitrifosfaatti-templaatti aktiiviseen keskukseen. Taq DNA-polymeraasi ei kyennyt
sisallyttdmaan yhtdkdidn CeA-nukleotidia ja CeT:td (sykloheksenyyli-T) vastakkain. HIV-
kaanteiskopiointientsyymi kykeni siséllyttdmaan yhden vastakkaisen CeT:n ja CeA-nukleotidin ja Vent
(exo-) DNA-polymeraasi kaksi sykloheksenyylinukleotidiparia. Havainnot voidaan selittdd
suurempikokoisen sokerirungon aiheuttavan steerisen esteen. Steerinen este vaikuttaa polymeraasien
aktiiviseen kohtaan sitoutumiseen tai polymeraasien kykyyn katalysoida reaktioita johtuen Ce-
nukleosidien kyvyttomyydesta konformaation muutoksiin. 124
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Kuva 5. Sykloheksitolitrifosfaatin (CeNTP) ja sykloheksenyylihapon eli CeNA:n rakenne. 24

3.4) Fluoratut NTP:t

Fluoratut NTP:t, (Kuva 6) ovat kiinnostuksen kohteina, silld ne muodostavat oligonukleotideja, jotka
ovat resistentteja nukleaaseille. * Aurup ja kollegat # havaitsivat luonnollisen T7 RNA-polymeraasin
kykenevan kayttamadn 2'-fluori-CTP-, 2'-fluori-ATP-, 2'-fluori-UTP- ja 2'-amino-UTP-nukleotideja
substraatteina transkriptioreaktioissa. Tulosten mukaan ndiden NTP:iden Il&sndollessa Iyhyita
templaatteja pystyttiin kopioimaan tayspituisiksi RNA-tuotteiksi. 2

Peng ja kollegat 12 tutkivat useiden eri bakteeriperheiden A ja B polymeraasien kykyd sisillyttid 2’-
fluori-D-arabino-NTP:itd. Perheen B polymeraasit (DV, 9N, Th, Ph) tuottivat kokopituisia tuotteita.
Perheen A polymeraaseilla (Bst, Taqg, KF) saatiin tuotteita, jotka sisélsivét vain kaksi-nelja 2'F-ara-NTP-
tdhdettd. Tutkimusten tulosten perusteella voidaan sanoa, ettd eri polymeraasiperheiden entsyymien
aktiivisessa kohdassa on suuria rakenteellisia eroja. 126

o NH,
)ﬁ g
[e] o o )\N o o o )\
L! LI LI 0 Il Il Il o N
P P P
CINAT 1N~
o 1> 0" o o o o 107 1o o o
¢] o o o] o o
HO F HO F
2'-fluori-UTP 2'fluori-CTP

Kuva 6. 2’-fluoratut NTP:iden rakenteet, jossa nukleoemaksena on urasiili tai sytosiini. 2



3.5) Isonukleosidi- ja glyseroli-pohjaiset NTP:t

2'-deoksi-2'-isonukleotideja (INTP; kuva 7) on alun perin tutkittu potentiaalisina antiviraalisina
ladkeaineina. 222 INA:lla on todettu olevan antiviraalista aktiivisuutta HSV-1 and HSV-2 —viruksia
vastaan. 2’

Zhang ja kollegat ?’ tutkivat 2'-deoksi-2'-isoadenosiini-5'-trifosfaatin eli iATP:n sisallyttamistd DNA-
dupleksiin kéayttéen useita erilaisia perheiden A ja B polymeraaseja. Tag-polymeraasilla iATP aiheutti
synteesin keskeytymisen, kun taas perheen B polymeraaseilla saatiin kokopituisia tuotteita. 2’

Ogino ja kollegat 1%’ tutkivat iNTP:ita alukkeen pidennyskokeissa kayttaen ODN-ODN ja ION-ODN
duplekseja. Tulosten mukaan KF:1la eli Klenow-fragmentilla (perhe A) ja Therminator DNA-
polymeraasilla (perhe B) on erilaiset tunnistusmekanismit. KF (exo-) tunnistaa NTP:iden muodon, kun
taas terminaattori DNA-polymeraasi tunnistaa aluke-templaattikompleksin muodon (erityisesti kaksi
emdsparia alukkeen 3’-pd&ssd). Tutkimusten perusteella ndyttdd siltd, ettd INTP:itd pystytdan
siséllyttamadn DNA/DNA-aluke-templaatti-dupleksiin, mutta ainoastaan kahtena perékkaisend
nukleotidina. 2

HO B
2'-isonukleosidi dNTP

Kuva 7. Oginon ja kollegoiden tutkimuksessa kiytetyn iNTP:n eli 2’-isonukleosidi-dNTP:n rakenne. 2

Glyserolipohjaisia NTP:ita (kuva 8) on myds kokeiltu substraatteina eri DNA-polymeraaseja kayttaen.
GNA:t eli glyserolipohjaiset DNA-analogit muodostavat stabiileja duplekseja Watson—Crick-
emaspariutumisen perusteella. Chen ja kollegat 28 tutkivat alukkeen pidennysta gNTP:illa. Bakteerin
DNA-polymeraaseilla Tag:illa ja Bst:lla dNTP:ita saatiin sisallettya vain yksi tai kaksi gNTP:ia, mutta
terminaattori DNA-polymeraasilla jopa viisi. Tastd huolimatta mikadn polymeraaseista ei kyennyt
syntetisoimaan GNA:ta gNTP:istd GNA-templaatilla. Padosin syynd GNA-synteesin epaonnistumiselle
on 2’-hydroksyyliryhman huono asema GNA-alukkeen paassa. 12
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Kuva 8. Glyserolipohjaisen NTP:n eli gNTP:n rakenne. 28
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3.6) 4’-alkyylisubstituoidut dTTP:t

Marx ja kollegat 1 tutkivat 4’-alkyylisubstituoitujen dTTP:iden (kuva 9) sisallyttamistda DNA:han eri
DNA-polymeraasien avulla. DNA:n pienessé uurteessa sijaitsevat modifikaatiot johtivat steerisen esteen
lisddntymiseen ja rajoittivat saapuvan modifioidun dTTP:n sitoutumista entsyymiin. Steerinen este ja
aktiivisen kohdan ahtaus lisasivat dNTP -selektiivisyyttd ja ndin siis DNA-polymeraasin tarkkuutta.
Samalla 4’-aseman vedyn korvaamiden suuremalla ryhmalla (esim. metyyli, etyyli tai isopropyyli)
vaikutti KF:n sisallyttdmisnopeuteen. Steerisesté esteesta johtuen liittymisnopeus hidastui sitd enemmén
mita suurempi substituentti oli kyseessa. Metyyli- seké etyylisubstituutioita siedetadn paremmin, vaikka
myds suurimmalla  koettimella eli isopropyylisubstituoidulla nukleotidilld havaittiin  korkea
sitoutumisaffiniteetti Klenow-fragmenttiin verrattuna luonnolliseen nukleotidiin. 2
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Kuva 9. 4’-alkyloitu dTTP. 1.2°

3.7) 4-tio- ja 4’-seleno-NTP:t

Tarashima ja kollegat 3° syntetisoivat entsymaattisen replikaation avulla 4'-selenotymidiini- ja 4'-
tiotymidiiniyksikkoja (kuva 10) siséltdvia DNA-fragmentteja. Alukkeidenpidennysreaktioita
toteutettiin eri perheiden A ja B DNA-polymeraaseilla. Perheen B polymeraaseilla saatiin pidentyneitad
tuotteita, mutta perheen A polymeraaseilla pidentyneitd tuotteita ei havaittu. Kokeiden seuraavassa
vaiheessa Tarashima ja kollegat tutkivat PCR:n onnistumista eri termofiilisilla perheen B
polymeraaseilla. Kaikki kokeessa kaytetyt polymeraasit tuottivat onnistuneesti PCR-monistuksessa
tymidiini- ja 4'-tiotymidiini-yksikoita sisaltavia DNA-jaksoja eli amplikoneja. 1*° Sen sijaan ainoastaan
KOD Dash-polymeraasi kykenee SeTTP:iden siséllyttdmiseen. KOD Dash-polymeraasilla havaittiin
pienia maaria pidentyneita tuotteita, jotka sisélsivat SeT-yksioita. 2%

11
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Kuva 10. Tio- ja seleno- dTTP seké vastaavat DNA rakenteet. 30

3.8) Heksitoli-NTP:t

Heksitoli-NTP:t (kuva 11) eroavat luonnollisista nukleotideista siten, ettd 1°- ja 3’-aseman
sokerirengashiilten valiin on lisatty CH,-ryhma. * hNTP:ita on kaytetty substraatteina HNA-synteesid
varten T7 RNA-polymeraasin ja terminaalisen transferaasin lasndollessa. Saadut tulokset osoittavat
hNTP:td ja HNA:ta voidaan kayttad rajoitetusti templaattina sekd substraattina. Tama osoittaa
mahdollisuuden kehittda polymeraaseja HNA-replikaatiojarjestelman kehittamiseksi. ’

In vivo -kokeissa on tutkittu, kuinka HNA kopioituu kanoniseksi DNA:ksi E. Coli -bakteereissa, joilta
on poistettu thyA-geeni. Tama geeni sdatelee tymidylaattisyntaasi-entsyymin toimintaa. Muokattuihin
bakteereihin  siirrettiin -~ HNA:ta  sisaltdvda  plasmidi, jonka HNA  sisdlsi  ohjeet
tymidylaattisyntaasientsyymin valmistamiseen. Bakteerien kasvualustalta puuttui synteesiin vaadittava
tymiini tai tymidiniini. Havaittiin, ettd ainoastaan ne bakteerit, jotka onnistuneesti kopioivat kahta HNA
kodonia sisaltavaa plasmidia kykenivat kasvamaan kyseisella kasvualustalla. ’
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Kuva 11. hNTP:n ja HNA:n rakenne, jatkoviiva kuvaa toistuvaa yksikkoa. "3
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4 Sokerimodifioidut ksenonukleiinihapot

Tassa kappaleessa tarkastelemme lyhyesti ksenonukleiinihappoja eli XNA:ita, jotka ovat ei-kanonisia
DNA-analogeja. Muun muassa sokerimodifioidut NTP:t voivat olla ksenonukleiinihappojen
(XNA:iden)  rakennusyksikoita.  Sokerimodifioituihin -~ XNA:ihin ~ kuuluvat mm.  HNA
(heksitolinukleiinihappo), GNA (glyserolinukleiinihappo), TNA (treoosinukleiinihappo), LNA
(lukittunukleiinihappo), FNA (fluorinukleiinihappo), FANA (2'-fluoroarabinonukleiinihappo), CeNa
(sykloheksenyylinukleiinihappo), 4’-TioDNA ja ANA (arabinonukleiinihappo) (kuva 12). 283!
XNA:iden kehitys voi antaa nukleiinihapoille uusia ominaisuuksia kuten biokemiallista tai kemiallista
stabiilisuutta. 283! Sokerirenkaan ja fosfaattiketjun muokkaukset parantavat yleisesti nukleiinihappojen
fenotyyppillisia  ominaisuuksia, sekd nukleaasiresistenssia. 3! HNA esimerkiksi pystyy
hybridisoitumaan DNA:n, RNA:n sekd itsensé kanssa ja sen on myrkyton soluille. XNA:t toimivat myds
lupaavina tyokaluina uusien laakeaineiden kehityksessa. *2 Sokerimodifioiduista XNA:ista on kehitetty
muun muassa aptameereja seka katalyyttisid nukleiinihappoja in vitro evolutiivisessa prosessissa.
Kaikilla sokerimodifioiduilla XNA (HNA, TNA, FANA) -aptameereilld on todettu olevan parempi
stabiilisuus biologisessa ymparistossa. 3

XNA:t pystyvat varastoimaan informaatiota ja manipuloimaan polymeraasiaktiivisuutta ja XNA:ita
kdytetddn muun muassa bakteeripolymeraasien kehittamiseen. 7 Sokerimodifioidut XNA:t ovat
kauempana luonnollisesta DNA:sta verrattuna emasmodifioituihin XNA:ihin. Tastd johtuen suuri osa
luonnollisista polymeraaseista ei kykene kayttamaan naitd XNA:ita substraatteina geneettisen
materiaalin syntetisoitiin. Polymeraasien muokkaaminen eli ohjattu evoluutio XNA:iden kontekstissa
voisi siten mahdollistaa mm. ei-kanonisten nukleiinihappojen biosynteesin ja replikaation sek&
synteettisten  geneettisten polymeerien kehityksen. 11° Jotkin  XNA:t kuten HNA,
arabinonukleiinihappo (ANA) ja treoosinukleiinihappo (TNA) pystyvat jo nyt kopioimaan geneettista
tietoa DNA-templaatista XNA:ksi ja siitd jalleen DNA:ksi. 203!

Taulukossa 2 esitetddn muokattuja polymeraaseja, jotka kykenevat kayttdméan sokerimodifioitua
XNA:ita synteetissd, kaanteisessa transkriptiossa seka replikaatiossa. 2° Terminaattori -polymeraasin
substraattikirjo on laajin, mutta yleisesti suurin osa analogeista toimii huonosti substraatteina. 2°
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Kuva 12. Esimerkit erilaisista sokerimodifioiduista XNA:ista. 2831
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Taulukko 2. Taulukossa esitetddn eri sokerimodifiotuja XNA:ta sekd mutatoituja polymeraaseja, jotka

XNA tyyppi DNA » XNA synteesi XNA » DNA kédanteinen transkriptio XNA » XNAreplikaatio
ANA D4K RT521(K) -

FANA DAK RT521(K) D4K/RT521K

HNA 6G12 RT521(K) RT521Kf

CeNA 6G12/C7 RT521(K) 6G12/RT521Kf

TNA Terminaattori d/RT521 RT521

LNA c7 RT521K

hyvaksyvit kutakin XNA tyyppid DNA-synteesissa, kaanteisessa transkriptiossa ja XNA-replikaatiossa. 2°

5 Yhteenveto

Nukleosiditrifosfaatit eli NTP:t ja dNTP:t ovat kaikilla eli¢illa luonnostaan esiintyvia molekyylejé, joita
kaytetadn rakennusyksikdind DNA- ja RNA-synteesissd polymeraasien toimesta. NTP:itd kdytetdan
lisdksi lipidi-, glykogeeni- ja kofaktorisynteesid varten. NTP:t koostuvat kolmesta perusosasta:
trifosfaatista, joka toimii tirkednd energiavarastona, nukleoemésosasta, jonka avulla mahdollistetaan
Watson Crick eméspariutuminen ja sokeriosasta, joka voi sisaltdd luonnostaan yksi tai kaksi OH-
ryhmad. NTP:iden sokerimodifikaatio tarkoittaa NTP:iden kemiallista tai biokemiallista muokkausta,
joka kohdistuu sokeriosaan. Sokerimodifikaatioihin kuuluu mm. heteroatomien tai funktionaalisten

ryhmien lisédminen tai korvaaminen ja sokerirenkaan renkaan koon tai muodon erilaiset muokkaukset.
1,3

NTP:t pystyvdat toimimaan myGs ksenonukleiinihappojen (XNA) eli ei-kanonisen DNA:n
rakennusyksikdind.  Modifioitujen  NTP:iden  sovelluskohteisiin  kuuluvat muun  muassa
oligonukleotidien leimaus, geneettisen aakkoston laajentaminen seké antisense- ja antigeeniaineiden
kehitys. XNA:iden sovelluskohteisiin kuuluvat mm. terapeuttisten ja bioteknologisten tydkalujen
kehitys seka ladketieteelliset sovellukset. 24

NTP:iden synteesiin ei ole olemassa yleispatevdad menetelméad, joka soveltuisi kaikentyyppisten
NTP:iden valmistamiseen. NTP:iden synteesissa kdytetddn tavallisesti nukleosideja lahtfaineina.
Yleinen haaste synteesissdé on sokerirenkaan oikean hydroksiryhmén fosforylaatio, jonka
ratkaisemiseksi on kehitetty mm. lapimurrollinen Yoshikawan menetelmd. Tutkimusten perusteella
trialkyylifosfaattien kdyttd liuottimena nopeuttaa 5’-hiilen hydroksiryhmén fosforylaatiota. NTP:it4
voidaan syntetisoida my0ds entsyymiavusteisesti organismien (bakteerien ja hiivojen) avulla tai
kemiallisesti kdyttden metallireagensseja. 2

Sokerimodifioitujen NTP:iden siséllyttdminen DNA:han on usein hankalaa, erityisesti luonnollisten
polymeraasien avulla. Sisallyttdmisen hankaluus johtuu esimerkiksi substraattispesifisyydesta,
steerisestd esteestd tai NTP:n 3’-aseman hydroksiryhman puutteesta. Polymeraaseja voidaan muokata,
jotta niiden sisallyttdmiskyky erilaisia NTP:it4d kohtaan paranee. Polymeraasien muokkauksen
tavoitteena on péasta eroon niiden substraattispesifisyydesté séilyttden polymeraasien aktiivisuuden ja
tarkkuuden. 1.20.21.26.28.33 gokerimodifoituja NTP:ita voidaan sisallyttdd DNA:han tai RNA:han eteenkin
mutatoiduilla polymeraaseilla. T&m& on merkki siitd, ettd polymeraasien muokkaaminen on lupaava
keino erilaisten NTP:iden hyvaksymiseen ja sisallyttamiseen seka tulevaisuuden sovelluksiin, 121:26:28:33
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