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Oligonukleotideilla on tutkittu olevan terapeuttisia ominaisuuksia geneettisten sairauksien hoidossa ja
niitd hyodynnetién ladkkeissd jo nykypéivéni. Yksi terapeuttisten oligonukleotidien alaluokka on
pienet héiritseviat RNA:t (siRNA), jotka vaikuttavat geneettisten sairauksien geenien ilmentymiseen
estdmailld proteiinisynteesin. Niiden terapeuttista potentiaalia rajoittaa heikko kestidvyys elimiston
nukleaaseille, heikko kulkeutuminen kohdekudokseen ja mahdolliset immuunijarjestelmén aktivoinnit.
Néiden ongelmien ratkaisemiseksi on kehitetty erilaisia kemiallisia modifikaatioita, kuten pidennetty
nukleiinihappo eli exNA-modifikaatio (engl. extended nucleid acid).

exNA-modifikaatio lisédd yhden hiiliatomin yhtd modifioitua nukleotidiyksikkda kohti ndin pidentiden
sen rakennetta. Modifikaatiolla on todettu olevan lupaavia vaikutuksia molekyylin ominaisuuksiin ja
sen terapeuttiseen potentiaaliin. Se pidentdd molekyylin puoliintumisaikaa elimistossd merkittivasti ja
siten myds kudoskertymé moninkertaistuu. Hiirikokeissa exNA-siRNA ei aktivoinut elimiston
immuunijarjestelméé eikd se aiheuttanut off-target vaikutuksia. Parhaita tuloksia saatiin liittimalla
exNA-modifikaatio jo kdytossé oleviin modifikaatioihin.

Tehostuneet farmakokineettiset ominaisuudet avaavat oligonukleotiditerapioille mahdollisuuden
kohdentaa hoidot maksan ulkopuolisiin kudoksiin. exNA-siRNA:ta voidaan mahdollisesti hyddyntaa
esimerkiksi syddmessa tai keskushermostossa. Tutkijoiden mukaan modifikaatiota voidaan hyodyntaa
my0s muissa oligonukleotidipohjaisissa teknologioissa, kuten CRISPR-ohjain-RNA:ssa.
Tulevaisuudessa paremmat oligonukleotiditerapiat voivat mahdollistaa turvallisemmat, tarkemmat ja
yksildllisemmét hoitomuodot. Télla hetkelld exNA-modifikaation tutkimus on vasta aluillaan, mutta
sen potentiaali vauhdittaa teknologian kehitysti tulevaisuudessa.

Avainsanat: terapeuttiset oligonukleotidit, siRNA, exNA-modifikaatio, farmakokinetiikka,
nukleaasiresistenssi, oligonukleotiditerapia, sokeri-fosfaattirunko, fosforoamidiitti
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Lyhenteet

siRNA = Pieni héiritsevd RNA, engl. Small interfering RNA
mRNA = Lihetti-RNA, engl. Messenger RNA

tRNA = Siirtdja-RNA, engl. Transfer RNA

dsRNA = Kaksinauhainen RNA, engl. Double-stranded RNA
RNAi = RNA-interferenssi

exNA = Pidennetty nukleiinihappo, engl. Extended nucleic acid
Ago2 = Argonautti-2-proteiini

PS = Fosforotioaatti, engl. Phosphorothioate

GalNaC = N-asetyyligalaktosamiini

DMTr = Dimetoksitrityyli

TBDMS = Tert-butyylidimetyylisilyyli

TBDPS = Tert-butyylidifenyylisilyyli

MEM = Metoksietoksimetyyli



1 Johdanto

Kiinnostus oligonukleotidien terapeuttisiin ominaisuuksiin geneettisten sairauksien hoidossa on
kithdyttédnyt niiden tutkimusta viimeisen vuosikymmenen aikana. Niiden terapeuttinen teho perustuu
ladkkeen spesifiseen sitoutumiseen geenid  koodaavaan lahetti-RNA-juosteeseen.
Oligonukleotidilddkkeet eivdt kuitenkaan ole ongelmattomia. Ne ovat herkkid seerumille ja
solunsisdisille nukleaaseille, niiden kulkeutuminen on hankalaa sekd ne ovat herkkid aktivoimaan
elimiston immuunijdrjestelmédn. Nédiden asioiden vuoksi oligonukleotidit péédsevdt huonosti
kohdesoluun ja niiden terapeuttinen teho on heikko. Niitd haasteita on pyritty ratkomaan

muokkaamalla oligonukleotidien rakennetta sellaiseksi, mik parantaisi niiden ldikeominaisuuksia.'

Yksi oligonukleotidilddkkeiden osa-alue on keskittynyt pieniin hiiritseviin RNA-juosteisiin, joita
kutsutaan siRNA:ksi. Ne ohjaavat kohdesolun koneiston tuhoamaan tietyt 1ahetti-RNA-juosteet, miké
taas estdd sairauteen liittyvdn proteiinin synteesin. Yleiselld tasolla solussa geenejd vaimentavaa
toimintaa kutsutaan RNA-interferenssiksi (RNAi). siRNA:t ovat noin 21 nukleotidin mittaisia

juosteita. 2

My0s siRNA:n tehokkuutta ja kestdvyyttd on pyritty parantamaan rakenteen modifikaatioilla, mistd
yksi on exNA-modifikaatio (engl. extended nucleic acid). Modifikaatiossa nukleosidiin lisdtdin
metyleeniryhmd, mikd pidentdd molekyylin runkoa. Talld lisdykselld on suoraan vaikutusta

molekyylin ominaisuuksiin, ja se on lisinnyt siRNA-pohjaisten ldéikkeiden potentiaalia hoidoissa.'

On myo6s olemassa muita siRNA-modifikaatioihin perustuvia lddkeaineita, joista ainoa markkinoille
hyviaksytty runkomodifikaatio on fosforotioaatti (PS). PS-modifioidut siRNA-lddkkeet vaikuttavat
lahes yksinomaan maksaan. Tarve myos muille mahdollisille modifikaatioille on olemassa. siRNA:n
rakennetta muokkaavia modifikaatioita on lukuisia erilaisia, mutta piddasialliset terapioissa

hyddynnettivit modifikaatiot voidaan jakaa sokeriosan modifikaatioihin ja runkomodifikaatioihin. !

Tdssd  tutkielmassa  perehdytddn  siRNA:han  tehtdviin  modifikaatioithin,  erityisesti
runkomodifikaatio-exNA:han. Ensin késitellddn siRNA:n toimintamekanismeja seké haasteita. Sitten
kdydéan lapi, miten modifikaatiot vaikuttavat siRNA:n ominaisuuksiin ja miten niitd valmistetaan.

Lopuksi kdyddédn 1dapi modifioidun siRNA:n sovelluksia sekéd tulevaisuuden ndkymia.



2 RNA-interferenssi ja siRNA

2.1 RNA-interferenssin toimintamekanismi

RNA-interferenssin eli RNAi:n perusidea on, ettd lyhyiden komplementaaristen RNA-molekyylien
avulla pystytddn vaikuttamaan geenien ilmentymiseen. Tdméa johtaa mRNA:n pilkkoutumiseen ja
translaation estymiseen.’ RNAi on monille organismeille vilttiméiton tapahtuma, esimerkiksi kasvien
virustorjunnassa sekd nisdkdsorganismien solujen toiminnoissa. Kasvit kdyttdvit omaa RNAi-
koneistoaan osana immuunipuolustusjédrjestelméédnsi tunnistamaan ja tuhoamaan vierasta virus-
RNA:ta. My0s nisékkailld se osallistuu virustorjuntaan, minka liséksi sitd hyodynnetdén geenien

ilmentymisen sételyssi, sikidkehityksessi seki transposonien hallinnassa. *°

RNAIi kdynnistyy, kun soluun saapuu kaksijuosteista RNA:ta (dsSRNA). Tamé pilkkoutuu Dicer-
entsyymin avulla lyhyempiin juosteisiin, jotka sitoutuvat RISC-proteiinikompleksiin (engl. RNA-
induced silencing complex). Samalla dsSRNA:n toinen juoste poistetaan. Kompleksin avainproteiinina
toimii Argonaute (Ago2). RISC-proteiinikompleksi kdyttdd lataamaansa jéljelle jdényttd antisense-
juostetta 16ytddkseen komplementaarisen mRNA:n. Kun kohde-mRNA on 16ytynyt, se pilkkoutuu ja

lukeminen estyy. Seurauksena kyseisen geenin ilmeneminen vaimenee tai estyy kokonaan (Kuva 1).
6

2.2 siRNA:n kulkeutuminen elimistossa

Tehokas siRNA:n kulkeutuminen soluun edellyttdd ladkeainevektoreiden kayttdd. Viraalisissa
menetelmissd vektorina toimii virus. Ei-viraalisissa menetelmissd siRNA konjugoidaan esimerkiksi
polymeereihin, lipideihin ja peptideihin. Niiden etuna on helpompi synteesi ja skaalattavuus. On
myo0s olemassa yhdistelmdmenetelmid, joissa useamman eri vektorien ominaisuuksia hyddynnetiin

samanaikaisesti. ’

Kuljetusmenetelmissd hyodynnetddn molekyylien varauksellisia eroja, kuten negatiivisesti
varautuneen siRNA-molekyylin sitoutumista kationisiin polymeereihin. Polymeerivektoreita
hy6dynnetddn myds niiden suojaavan vaikutuksen ja laaja-alaisen muokattavuuden vuoksi. siRNA-
polymeerikompleksi kulkeutuu solun endosomeihin, ja vektori on suunniteltu hajottamaan
endosomin rakenne. Niin siRNA vapautuu solulimaan ja piisee toimimaan solussa. ®

Lipidipohjaiset vektorit ovat yksi vanhimmista ja kliinisesti kdytetyimmistd kuljetusmenetelmista.
Niihin sisdltyvit esimerkiksi misellit ja liposomit, joiden etuna on niiden bioyhteensopivuus elimiston

rakenteiden kanssa.” Lipidivektorit toimivat samankaltaisesti polymeerivektoreiden tavoin



hyodyntdmaélld sahkoisid vuorovaikutuksia, suojaamalla siRNA:ta ja hajottamalla endosomin kalvon.
9

Peptideja hyodynnetddn vektoreina erityisesti niiden soluspesifisen kulkeutumisen ja tehokkaan
kalvokuljetuksen vuoksi. Myds peptidi-oligonukleotidikonjugaatin hyvd vakaus on sen merkittava
etu. Etenkin soluun tunkeutuvat peptidit (engl. cell-penetrating peptide, CPP) seki kalvoja hajottavat

peptidit (engl. membrane-permeabilizing peptide, MPP) ovat potentiaalisia vektorikohteita.”
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Kuva 1. Esitys siRNA:lla tapahtuvasta RNAi:sta. Mukailtu viittesta [6]. Kaksijuosteinen RNA muokataan Dicer-
entyymin avulla siRNA:ksi, mika kiinnittyy RISC-proteiinikompleksiin. Ago2-nukleaasi pilkkoo sense-juosteen,
jolloin jaljelle jaanyt antisense-juoste toimii kompleksissa ohjaajana komplementaarisen mRNA-sekvenssin
I6ytamiseksi. RISC leikkaa ja hajottaa mRNA:n, mika johtaa proteiinisynteesin estymiseen ja siten geenin
ilmentymisen hiljenemiseen.

2.3 siRNA-pohjaisten terapioiden haasteet

Vaikka siRNA:1la on ominaisuuksiensa puolesta merkittdvii terapeuttista potentiaalia, on silld monia

heikkouksia. Naiitd haasteita pyritdédn ratkaisemaan kemiallisilla modifikaatioilla, jotka tuovat



molekyylille edullisia ominaisuuksia. Oligonukleotideihin voidaan tehdd kemiallisia modifikaatioita
monessa eri padluokassa: sokeri-, fosfaatti- ja emésosaan sekd molekyylin péihin seka liittdméalla

siihen erilaisia konjugaatteja.®

Ylivoimaisin haaste on siRNA:n kulkeutumisen biologiset esteet. Molekyyli on elimistdsséd yksindan
epastabiili koska se on altis hajoamiselle nukleaasien vaikutuksesta. Vaikka padsy kohdesolulle
onnistuisi, siRNA:n negatiivinen varaus ja molekyylin suuri koko vaikeuttavat sen ladpdisya
solukalvon ldpi. Viimeisend merkittdvénd biologisena esteend on endosomaalinen pako, jossa vain
osa siRNA:sta piisee ulos solulimaan endosomista.!! Yksi kidytetyimmisti siRNA-modifikaatioista,
standardina toimiva fosforotioaatti (PS) -modifikaatio, vastaa osittain ndihin haasteisiin (Kuva 2).
Modifikaatiossa nukleotidien vélistd fosfodiesterisidosta muokataan vaihtamalla happiatomi, joka ei
muodosta sidoksellisia siltoja, rikkiatomilla. Tdmd muokkaus vaikuttaa suoraan nukleaasien
heikentyneeseen kykyyn tunnistaa molekyyli ja ohjata se hajoitettavaksi. PS-modifioidut siRNA:t

myos kulkeutuvat tehokkaammin kohdekudokseensa.!:!?

Toinen modifikaatioryhmd, 2’-
sokerimodifikaatiot, pyrkivdt vastaamaan siRNA-lddkkeiden biologisiin haasteisiin. Niisté
yleisimmét ovat 2’-O-metyyli (2°-OMe) sekd 2’-fluori (2’-F) (Kuva 2). RNA-molekyylin
riboosisokerissa on 2’-asemassa normaalisti hydroksyyliryhmi, joka on siis korvattu elektroneja
puoleensavetdvilla ryhmilldi. Namd modifikaatiot eivdt ainoastaan paranna molekyylin
nukleaasiresistenssid vaan myo0s sdilyttdvdt sokeriosan edullisessa konformaatiossa (3’-endo-
konformaatio). Tdmé on tirkedd, silli rakenne on kriittinen siRNA:n kaksoiskierteen A-muodon

muodostumisen kannalta. Tdmd konformaatio puolestaan mahdollistaa rakenteen tehokkaan

tunnistamiseen ja hyddyntimiseen RISC-koneistossa.'?

Kemialliset muokkaukset siRNA:n rakenteeseen pyrkivit lisddméddn molekyylin stabiiliutta ja
affiniteettia kohde ldhetti-RNA-juosteeseen, mutta haasteena voi olla mahdolliset vairien
samankaltaisten geenien hiljentdmiset eli niin kutsutut off-target-vaikutukset, jotka voivat aiheuttaa
odottamattomia ja haitallisia sivuvaikutuksia.'!

Kuten mainittu, siRNA-molekyylit kulkeutuvat huonosti kohdekudoksiin ja geenien hiljentdmisen
teho on suhteellisen heikkoa. Ongelman ratkaisuksi on 16ydetty konjugaatiomodifikaatioita, joissa
siRNA-molekyyliin lisdtddn toinen molekyyli (ligandi). Modifikaatiolla pyritddn parantamaan
tdismdohjausta ja soluldpdisyd, jotta lddkkeen geenien hiljentdmisen teho paranee. Yksi
konjugaatiomodifikaatioiden varhaisin ja eniten hyddynnetty alaluokka on lipidikonjugaatiot, etenkin
kolesterolin hyddyntdminen ligandina (Kuva 2). Niiden péétavoitteena on lisdtd siRNA-molekyylin
lipofiilisyyttd. Kolesterolin liittiminen sai siRNA-ligandi-molekyylin sitoutumaan elimiston

lipoproteiineihin, jotka toimivat luonnollisina kuljettimina. Rasvaliukoisena molekyylind kolesteroli



myos tehosti siRNA:n kulkeutumista solun sisdin.!*!5 Ligandien avulla voidaan kohdentaa
molekyylin kulkeutuminen my®ds tiettyihin soluihin ja kudoksiin. Maksan tapauksessa merkittdva
esimerkki reseptorikohdennetusta kuljetuksesta on N-asetyyligalaktosamiini eli GaINAc (Kuva 2). Se
on galaktoosin aminosokerijohdannainen, joka sitoutuu voimakkaasti ja spesifisesti maksasolujen
asialoglykoproteiinireseptoreihin (ASGPR). Tdma spesifi ja tehokas menetelmi on johtanut siihen,
ettd GalNAc-ligandi on kdytdssdé monissa FDA:n hyviksymissd siRNA-rakenteissa, esim.

givosiraani-liikkeessd.'s!”

siRNA voi laukaista my0s elimiston immuunipuolustuksen, jolloin tulehdusreaktio heikentdé
hoidon terapeuttista vaikutusta. Inmunogeenisyyden vihentiminen on 2’-OMe modifikaation
vahvuus, silli se estiii molekyylin tehokkaan sitoutumisen elimiston tunnistusreseptoreihin. '8 My®s
siRNA-molekyylien pieni koko edistdd niiden nopeaa puoistumista verenkierrosta, mikd lyhentda

niiden vaikutusaikaa elimistossa.’
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Kuva 2. Yleisimmat siRNA-molekyylin modifikaatiot. Mukailtu viitteista [1],[13],[15] ja [19].



3 exNA-siRNA ja sen synteesi

3.1 exNA-modifikaatio

Yksi uusi siRNA:n rakenteen modifikaatio on exNA (engl. extended nucleic acid, laajennettu
nukleiinihappo), missd nukleosidin  5’-hiilen ja  5’-hydroksyyliryhmén viliin lisétdan
metyleeniryhma. Se on suunniteltu pysyvaksi muutokseksi RNA:n rakenteeseen, ja sen tavoitteena
on mahdollistaa ladkkeen kohdentaminen my&s muihin kudoksiin kuin maksaan. Markkinoilla olevat
siRNA-pohjaiset 1dékeaineet kohdistuvat maksakudokseen, silld 1ddkkeen kohdentaminen GalNAc-
konjugaation avulla on tehokasta. Ladkkeen kulkeutuminen sekd kertyminen maksanulkoisiin
kudoksiin vaatisi tehostunutta stabiiliutta sekd parempia kuljetusmenetelmia. exNA:n yhdistiminen

myds muihin siRNA:n modifikaatioihin on tehostanut molekyylin haluttuja ominaisuuksia. !
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Kuva 3. Tavanomaisen RNA:n rakenteen ja exNA-modifikaation ero. Mukailtu lahteesta [1].

Modifikaatiossa molekyyliin lisdtdan metyleeniryhma 5’-hiileen, mika pidentaa sen rakennetta.

3.2 exNA-siRNA:n synteesi

Metyleenisillan lisdédminen oligonukleotideihin tapahtuu monivaiheisen reaktioketjun kautta. Ensin
tulee valmistaa rakennusyksikot”, joista pystytddn myohemmin kokoamaan haluttu nukleotidiketju.
Rakennusyksikdind toimii exNA-fosforamidiitit, joita pystytddn valmistamaan synteettisesti
kaupallisista molekyyleistd. Fosforamidiitit sisdltdvét nukleosidin, suojaryhmin sekd reaktiivisen
kolmen arvoisen fosforiryhmin.!” Lopullinen ketju valmistetaan automatisoidulla syntetisaattorilla

syklisesti toistaen neljii tydvaihetta. Lopuksi syntetisoitu exNA-siRNA vapautetaan ja puhdistetaan. !
3.2.1 exNA-fosforamidiittien synteesi

Ennen RNA-ketjun synteesid on valttdimatontd muodostaa nukleosidit, jotka toimivat RNA-

molekyylin rakennusyksikoind. Sokeriosaa, riboosia, muokataan 2’-OMe- tai 2’-F-modifikaatioilla.



Némd muokkaukset ovat kéytossd ladkenndllisesti hyvéksytyissd siRNA-lddkkeissd, koska ne
toimivat yhdessd ihmisen Ago2-proteiinin kanssa ja lisddvét aineenvaihdunnallista kestivyytta.
Lisdksi riboosin 3’-hydroksyyliryhméa suojataan joko TBDMS (tert-butyylidimetyylisilyyli)- tai
TBDPS(tert-butyylidifenyylisilyyli)-ryhmalli (Kaavio 1). !

Ensimmaéinen vaihe nukleosidin rungon pidentdmiseksi alkaa 5’-pdén dimetoksitrityylin (DMTr) -
suojauksen poistamisella. Syntynyt vapaa 5’-hydroksyyliryhma hapetetaan katalyytilld aldehydiksi.
Hiiliketjun pidennys suoritetaan Wittig-reaktiolla aldehydin reagoidessa Wittig-reagenssin kanssa.
Témi reaktio liittdd ketjuun uuden hiiliatomin samalla luoden vinyyliryhmén eli hiili-hiili-
kaksoissidoksen. Seuraavassa osassa tapahtuu hapetus, mikd on avainasemassa exNA-rakenteen
saavuttamiseksi.  Siind  vinyyliryhmd  késitelldin  hydroboraatioregenssilla ~ 9-BBN  (9-
borabisyklononaani), jonka jédlkeen se hapetetaan. Tédmédn kaksivaiheisen reaktion tuloksena
nukleosidin rakenteeseen syntyy uusi metyleenisilta, joka perustuu vinyyliryhmén vaihtumiseen

hydroksyyliryhmiksi. Niin saadaan pidempi exNA-nukleosidi (Kaavio 1). !

Lopuksi muokataan nukleosidin suojaryhmid ja tehdddn siitd sopiva automaattiseen
nukleotidisynteesiin. Muodostunut hydroksyyliryhmi suojataan DMTr-ryhmilld, mikd estdd sitd
reagoimasta myohemmissd synteesivaiheissa. My0s alussa valittu 3’-hiillen TBDMS- tai TBDPS-
suojaryhmi poistetaan. Synteesin viimeisessd vaiheessa tapahtuu fosforamidiitin muodostus. 3’-
hydroksyyliryhméan liitetddn fosforamidiittiryhmd, jolloin fosfori-keskus toimii aktivoivana

funktionaalisena ryhmini oligonukleotidiketjun fosfodiesterisidosten muodostuksessa (Kaavio 1). !

NH NH NH NH
Cy Cy Cy |
NS0 o 0 OH 0
OH o)
0 @) o (i) o (iii, iv) 0 (v)

TBDMSO R TBDMSO R TBDMSO R TBDMSO R
1a (R = OMe) 2a (R = OMe) 3a (R = OMe)
1b (R=F) 2b (R=F) 3b(R=F)

0 o o)

NH NH A Oliconukiestidi NH
| ﬁl\ fl\ (Oligonukleotidi) |
DMTrO N/g DMTrO LA DMTrO ’go Q A

o N0 N N"~0
) N :o: ]
© i) 0 (vii) (viil) ©

TBDMSO R OH R O~p-0 R 0
NP (O tai S')/P\O
N(i-Pr), “(Oligonukleotidi)
4a (R = OMe) 5a (R = OMe) 6a (R = OMe) 7a (R=0M
= e
4b (R=F) 5b (R=F) 6b (R=F) 7b§R=F) )

Kaavio 1. exNA-fosforamidiittien synteesikuvaus. Mukailtu l1ahteesta [1].



Reagenssit ja olosuhteet: (i) IBX/asetonitriili, 85 °C, 1,5-2 tuntia. (ii) Metyylitrifenyylifosfoniumbromidi,
kalium-tert-butoksidi, tetrahydrofuraani, 0 °C ja sen jalkeen huoneenlampétilassa yon yli, 2a: 75 % (2
vaihetta), 2b: 67 % (2 vaihetta). (iii, hydroboraatio) 9-BBN, tetrahydrofuraani, 0 °C, yon yli. (iv, hapetus)
Natriumperboraattitetrahydraatti, metanoli, tetrahydrofuraani, vesi, 0 °C ja sen jalkeen huoneenlampdtilassa
yon yli, 3a: 62 % (2 vaihetta), 3b: N.D. (ei maaritetty). (v) Dimetoksitrityylikloridi, pyridiini,
huoneenlampdtilassa, 2 tuntia. (vi) 0,1 M tetrabutyyliammoniumfluoridi, tetrahydrofuraani,
huoneenlampdtilassa, 1 tunti, 5a: 93 % (2 vaihetta), 5b: 12 % (3 vaihetta). (vii) 2-syanoetyyli-N,N-di-
isopropyylikloorifosforamidiitti, DIPEA, dikloorimetaani, 0 °C ja sen jalkeen huoneenldmpdtilassa, 0,5 tuntia,
6a: 86 %, 6b: 81 %.

3.2.2 Oligonukleotidiketjun synteesi

Spesifinen siRNA-ketju voidaan syntetisoida syklisesti exNA-fosforamidiitti-nukleotideista
automaattisella syntetisaattorilla. Sykli koostuu neljdstd toistuvasta vaiheesta ja niitd toistetaan,
kunnes halutun pituinen ja emésjirjestykseltdén oikea oligonukleotidi on valmis. Prosessi toimii
kiintedn kantajan menetelmaélla eli kasvava ketju kiinnitetddn kiintokantajaan koko synteesin ajaksi.
Syklin ensimmaéisessd vaiheessa poistetaan happoa hyddyntden nukleosidin DMTr-suojaryhma,
jolloin ketjun pddn hydroksyyliryhmd vapautuu seuraavaa vaihetta varten. Toisessa vaiheessa
tapahtuu kytkentd, jolloin reaktoriin johdettu uusi nukleosidifosforamidiitti liitetddn vapautuneen
ketjun pddhédn. Télla tavalla ketju kasvaa aina yhden nukleotidin verran. Kolmannessa vaiheessa
mahdolliset reagoimattomat ketjut asetyloidaan. Tdma estdd virheellisten lyhyempien sekvenssien

! Viimeisessi vaiheessa tapahtuu hapetus tai rikitys

syntymisen lopputuotteeseen.
(oxidation/sulfurization), mikd muokkaa muodostuneita sidoksia vakaammiksi. Hapettamalla syntyy
fosfodiesterisidos (PO-sidos) ja rikittdmaélld fosforotioaattisidos (PS-sidos). Menetelmén valinta
riippuu  ketjun  ominaisuuksien  valinnasta.  Synteeisykli  toistetaan, kunnes haluttu
oligonukleotidirakenne on saavutettu. Seuraavaksi ketju irrotetaan kiintokantajasta ja jéljelld olevat

suojaryhmit poistetaan. Puhdistuksen jélkeen syntetisoitu exNA-juosteet ovat kayttovalmiit

kokeellisiin ja terapeuttisiin tarkoituksiin. !
3.3 exNA-modifikaation ominaisuudet

Kuten mainittu, oligonukleotidien modifikaatioilla pyritddn parantamaan niiden kestdvyyttd ja
terapeuttisia ominaisuuksia. Etenkin exNA:n tavoitteena on parantaa siRNA:n kestivyyttd

eksonukleaaseilta sekii pystyd kohdentamaan siRNA:n myds maksanulkoisiin kudoksiin.!
3.3.1 Sulamislampo

Toimiakseen muokatun exNA-siRNA:n kaksoiskierteen tulee pysyd kasassa, mutta toisaalta
avauduttava oikealla hetkelld. T&td testattiin ldmpostabiilisuustesteilld, jossa hyddynnettiin 11
nukleotidin pituista sekvenssid joka sisdlsi yhden exNA-modifioidun nukleotidin. Tuloksena

modifioidun RNA:n sulamislimpétila oli lihes aina alhaisempi kuin perinteisen RNA-molekyylin.!



Téysin komplementaarisen RNA-RNA-kaksoiskierteen kanssa sulamisldmpétila laski 3 °C ja tdysin
komplementaarisen RNA-DNA-kaksoiskierteen kanssa 8 °C. Tulokset siis ndyttdvit, ettd
modifikaatio teki kaksoiskierteestd termodynaamisesti epéstabiiilimman. Vaikka exNA-siRNA
avautuu hieman helpommin ldmmon vaikutuksesta, ei se ole suuri ongelma. Myo6s muiden toimivien
siRNA-modifikaatioiden kohdalla ollaan todettu vastaavaa termodynaamista epdvakautta ja
oligonukleotidilddkkeisséd kestdvyyden kannalta on merkittavimpad molekyylin resistanssi elimiston

nukleaaseja vastaan.!

Toisessa varhaisemmassa tutkimuksessa syntetisoitiin fosfaattisidoksesta modifioitu oligonukleotidi
lisiimilld nukleotidin sokeriosan 3’-hiileen hiiliatomi hydroksimetyyliryhmilli.? Saman
molekyylin lisdttiin sokerin 2’-hiileen metoksietoksimetyyliryhmd (MEM), jotta molekyylin
kolmiulotteinen rakenne olisi suotuisampi sitoutumiselle kohde-RNA:han. Kuten 5’-muokatussa
exNA:ssa, modifikaatio pidensi molekyylin rakennetta ja lisdsi nukleotidien vélistd etdisyytta.
Tutkijoilla oli samat hypoteesit kuin aikaisemmassa tutkimuksessa: modifikaatio parantaisi
molekyylin sitoutumista kohde-RNA:han ja se olisi kestavdmpi. Havaittiin, ettd muokkaus kuitenkin
heikensi oligonukleotidin kykyé sitoutua kohteeseensa. Tdémi ndkyi suoraan sulamisldimmon (Tm)
alenemana, mikd on yhtenevé tulos exNA-siRNA tutkimuksen kanssa. Tutkijat pééttelivat myos

MEM-ryhmiin aiheuttavan destabiloivaa steeristi estetti, joka esti kaksoiskierteen muodostumisen.?
3.3.2 Nukleaasikestavyys

Suurin modifikaation tuottama ominaisuus siRNA:lle on huomattavasti parantunut kestivyys
nukleaaseille. Eksonukleaasit ovat entsyymejd, jotka hajoittavat nukleiinihappoja pilkkomalla
nukleotideja ketjun pédsté yksi kerrallaan. Elimistdssd molekyylin kestdvyyttd vaarantaa eniten 5°- ja
3’-eksonukleaasit,  jotka  hajoittavat  kaksijuosteista =~ RNA-molekyylid eri  péisti.
Oligonukleotidiladkkeiden suurin haaste elimistdssdé on molekyylin 3’-pddn hajoaminen 3’-
eksonukleaasien toimesta. Nukleaasiresistenssia tutkittiin 20-meerisilld oligonukleotideilld, jossa 3’-
pddn kaksi viimeistd nukleotidid oli exNA-modifioituja uridiineja. Itsendisesti exNA-modifikaatio
paransi kestdvyyttd merkittdvésti verrattuna yleisesti kiytettyyn PS-modifikaatioon, jolloin
puoliintumisaika oli noin 9 tuntia 1,1 tunnin sijasta. ! Kun nimi kaksi modifikaatiota yhdistettiin,
puoliintumisaika oli jopa 32 tuntia. Tuloksena siis exXNA-PS-yhdistelmédmodifikaatio oli 32-kertaa
kestavimpi 3’-eksonukleaaseja vastaan kuin pelkkd PS-modifikaatio ja yli 1000 kertaa kestdvampi
kuin muokkaamaton siRNA.

Kun taas tutkittiin molekyylin kestdvyyttd 5’-eksonukleaaseja vastaan, saatiin kaksi havaintoa.

Pelkkd PS-modifikaatio on tehokas suojaamaan molekyylin 5’-pdité, eikd siithen verrattuna exNA-
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modifikaation lisddminen ketjun ensimmaéiseen nukleotidiin parantanut kestdvyyttd merkittavasti.
Kuitenkin modifikaation lisidminen toiseen nukleotidiin ketjun alusta antoi yhtd tehokkaan suojan
nukleaaseja vastaan kuin PS-modifikaatio.!

Jotkut modifikaatiot héiritsevit nukleaasien toimintaa mutta exXNA estii niiden sitoutumisen, jolla on
tehokkaampi vaikutus kestdvyyteen. Toisaalta modifikaatioiden yhdistdminen luo tilanteen, jossa
molemmat vaikutukset yhdistyvét. Tuloksena modifikaatioiden yhdistelma lisdd molekyylin elinikéa
elimistossd huomattavasti. My0s ainoastaan exNA:n lisddminen molekyyliin lisdd sen kestdvyytté ja

sitd voidaan kiyttid myds itsendisesti.!

Toisessa  tutkimuksessa  muokattiin  oligonukleotideja  vaihtamalla  fosforidiesterisidos
fosfonaattisidokseen, jolloin riboosisokerin 3’- tai 5’-aseman happi vaihdettiin metyleeniryhmiksi.?!
Se on siis ldhelld exNA-modifikaation rakennetta ja silli on myds yhtenevid tuloksia
nukleaasikestdvyyteen. Verrattuna muokkaamattomaan RNA:n hajoamiseen alle minuutissa
fosfonaattimuokatut RNA-pétkit kestivét tutkitun kahden tunnin ajan nukleaasien ldsnédollessa.
Voidaan siis todeta, etti RNA-molekyylien sokerifosfaattirungon muokkaukset, exNA ja fosfonaatit,

onnistuivat lisiimiin RNA:n kestivyytti nukleaaseja vastaan.?!

3.3.3 Farmakokinetiikka ja kudoksiin kertyminen

Tutkimuksissa in vivo hyOdynnettiin hiirid ja seurattiin exXNA-siRNA:n kéyttdytymistd niiden
elimistdssé. Hiirikokeiden tuloksena exNA-modifioitu siRNA osoitti plasmassa noin kolminkertaisen
huippupitoisuuden (Cmax), kuusinkertaisen kokonaisaltistuksen (AUC) ja viipyi verenkierrossa
keskimiirin kaksi kertaa kauemmin kuin muokkaamaton siRNA.! Tdmin lisiksi kertyminen
kudoksiin oli tehostunut ja parin viikon kuluttua pistoksesta sitd 10ytyi erityisen paljon etenkin
syddmestd, maksasta ja rasvasta. Modifikaatio siis paransi merkittdvdsti molekyylin
farmakokinetiikkaa ja kertymistd kudoksiin verrattuna PS-modifikaatioon. Tama kaikki oli seurausta

molekyylin pidentyneesti elinidisti verenkierrossa tehostuneen nukleaasikestivyyden vuoksi.!

Modifikaation hyddyt ulottuivat myods keskushermostoon. exNA-modifikaatio tehosti hiirilld
siRNA:n toimintaa myds aivoissa ja selkdytimessd, koska modifikaatiolla saavutettiin huomattavasti
parempi geenien hiljeneminen tutkituilla aivoalueilla ja vaikutusaika oli pidempi. Tdma tulos avaa

oligonukleotidien potentiaalisen liZikennillisen hyddyntimisen myds neurologisiin terapioihin. !

Modifikaation lisdémisen tiettyyn kohtaan molekyylid vaikuttaa sen koko ominaisuuksiin ja

sitoitumiseen Ago2-proteiiniin. Muokkauksen sijainti on siis ratkaiseva haluttujen ominaisuuksien
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kannalta. Kun exNA-modifikaatio sijoitettiin 3’-padhén, se suojasi sitd nukleaaseilta vaikuttamatta
geenien hiljentdmisen tehokkuuteen. Toisaalta kun muokkaus tehtiin molekyylin 5’-pddhén eli
kohteen tunnistamisen “siemenalueelle”, hiiritsi se normaalia toimintaa ja vdhensi siRNA:n tehoa,

silld se hiiritsi sitoutumista kohdegeeniin. !

3.3.4 Ominaisuuksien haasteet

Toisaalta uudet ominaisuudet tuovat my0s haasteita. Tutkimus on vasta varhaisessa vaiheessa ja
toteutettu in vitro tai hiirikokeilla, eikd sen vaikutuksia ihmiskehoon vield tunneta. Tehostunut
kudoskertymé voi osoittautua ongelmaksi tilanteessa, jossa ilmenee haittavaikutuksia ja ladkettd on
hankalaa lopettaa vaikuttamasta. Toisaalta myds kertyminen ei-kohdekudoksiin lisdé pitkittynytta
altistusta lddkkeelle. Tuntemattoman vasteen lisdksi exNA:n liittiminen PS-modifikaatioon voi
mahdollisesti lisdtd tai muuttaa elimiston komplementtijdrjestelmdi. Se on synnynndinen vahva
proteiineihin perustuva osa immuunijirjestelmaé, joka voi aktivoitua PS-modifioitujen terapioiden

sivuvaikutuksena aiheuttaen vahvan tulehdusreaktion elimistossi.>?

Yhteenvetona voidaan todeta exNA-modifikaation parantavan merkittdvasti siRNA:n ominaisuuksia
lisdten sen terapeuttista potentiaalia. Parempi stabiilius ja tehostunut kertyminen kudoksiin johtaa
geenien tehokkaampaan hiljentymiseen ja mahdollistaa hoidot maksan ulkopuolisiin kudoksiin.
Modifikaatiota pystytddn tuottamaan synteettisesti ja se sopii biologisiin systeemeihin. Se voidaan
liittdd myds muihin oligonukleotidipohjaisiin sovelluksiin, kuten CRISPR-ohjain-RNA:han ja

antisense-oligonukleotideihin, kasvattaen sen potentiaalia entisestién. !

4 Sovellukset ja tulevaisuuden nakymat

RNA-interferenssiin pohjautuvia lddkkeitd on saatu véhitellen markkinoille ja ne kehittyvét
kemiallisten modifikaatioiden seurauksena. Modifikaatiot parantavat ladkkeiden farmakokinetiikkaa
ja vahentdavit immunogeenisyytti. Kaikki terapioissa hyddynnetyt lddkkeet kohdistuvat maksaan ja
suurin  siRNA-pohjaisten lddkkeiden tavoite on kehittdd muihin kudoksiin pohjautuvia
kulkeutumismenetelmid. Télld teknologialla on potentiaalia perinndllisten tautien, syovén, sydin- ja
verisuonitautien sekd neurologisten sairauksien hoidossa. Teknologian kehitys, kuten entsymaattinen
synteesi ja tekodlyn hydodyntdminen, nopeuttavat kehitystd entisestdén. Vaikka monet ladkkeet ovat
edelleen tutkimusvaiheessa, siRNA-terapioiden odotetaan saavuttavan merkittdvin aseman

ladkemarkkinoilla tulevaisuudessa.
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Erityisesti exNA-modifikaation tuoma siRNA-molekyylin vakaus ja tehostunut kudoksiin
kertyminen lisddvét sen terapeuttista potentiaalia merkittdvdsti. Namd ominaisuudet avaavat
ladkkeelle mahdollisuuden toimia munuaisissa, keskushermostossa, lihaksissa ja rasvassa. Lupaavaa
on my0s exNA-modifioidun siRNA-molekyylin yhdistiminen kohdennettuihin kuljetusmenetelmiin,
kuten lipidikonjugaatteihin. exNA:n ollaan todettu my0s olevan yhteensopiva nykyisten
valmistusmenetelmien kanssa ja sen synteesi on skaalattavissa. Néiden tekijoiden lisdksi myos
modifikaation yhdistiminen jo terapioissa hyodynnettaviin modifikaatioihin tekee siitd potentiaalisen

lisin jo olemassa olevien liskkeiden rinnalle.!

exNA-modifikaatio on uusi tutkimuskohde ja sen tutkimus on vasta alkutekijoissddn. Pitkalla
aikavililld modifikaatioon pohjautuvat terapiat voivat eliminoida nykyisten terapioiden
haittavaikutuksia sekd muodostaa perustan entisti tehokkaammille, tarkemmille seka
yksilollisemmille siRNA-terapioille. Tutkijat spekuloivat exNA-modifikaation potentiaalin ylettyvin
my0s muihin oligonukleotidipohjaisiin strategioihin, kuten CRISPR-ohjain-RNA:han, antisense-
oligonukleotideihin seki mRNA- ja tRNA-hoitoihin.! exNA-modifioituja molekyyleji voitaisiin
kayttdd myos diagnostiikkatydkaluina, kuten esimerkiksi erittdin tarkoissa nukleiinihappojen

tunnistuksessa.

Tulevaisuudessa exNA-modifioituja molekyylejéd voitaisiin kiyttdd useissa kdyttokohteissa. RNA:n
runkorakenteita muokataan todenndkdisesti entisti ~enemmdn  synteettisesti parempien
ominaisuuksien toivossa. siRNA-lddkkeiden kulkeutuminen kohdekudoksiin tehostuu sopivampien
modifikaatioiden sekd uuden sukupolven kuljettimien ansiosta. Tulevaisuudessa siRNA-lddkkeet
voivat tarjota mahdollisuuksia my®ds harvinaisten geneettisten sairauksien hoitoon osana personoitua
ladketiedettd. Téarkeimpédnd tavoitteena on kuitenkin kehittdd turvallisempia ja tehokkaampia

ladkkeitd seka terapioita.
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5 Yhteenveto

siRNA-pohjaisten lddkkeiden kehittyminen on kiithtynyt viime vuosina ja ne ovat nousseet
merkittaviksi tutkimuskohteiksi ja vdlineeksi geneettisten sairauksien hoidossa. Ne perustuvat RNA-
interferenssiin, jossa siRNA-juoste ohjaa RISC-koneiston hajoittamaan kohde-mRNA:n.
Teknologialla on merkittdvéa terapeuttista potentiaalia juuri siksi, ettd siRNA-lddkkeet pureutuvat
geneettisten sairauksien juurisyyhyn. Silld on kuitenkin myds runsaasti haasteita, kuten heikko
stabiilisuus ja farmakokinetiikka. Myds immuunijirjestelmin aktivointi sekd mahdolliset off-target-

vaikutukset rajoittavat siRNA-teknologian kliinistd hyodyntdmista.

Kyseisid siRNA-teknologian ongelmia on pystytty ratkaisemaan molekyylien kemiallisilla
modifikaatioilla, jotka parantavat niiden ominaisuuksia. Laajalti hyddynnettyja modifikaatioita ovat
sokeri- ja fosfaattiosan modifikaatiot, kuten fosforotioaatti-modifikaatio. Viime vuosina ollaan
tutkittu uudenlaista nukleotidin runkoa pidentivdd modifikaatiota, exNA-modifikaatiota. Runkoa
pidentdvd muokkaus tapahtuu metyleeniryhmén lisdykselld molekyylin selkdrankaan, ndin pidentden
sitdi yhdelld hiiliatomilla. Tutkimustulokset osoittavat, ettd tdmid exNA-modifikaatio lisda
merkittdvisti molekyylin kestdvyyttd eksonukleaaseille, pidentdd sen puoliintumisaikaa elimistdssé
sekd parantaa lddkkeen kulkeutumista kudoksiin. Hiirikokeissa exNA-modifioidut siRNA-molekyylit
ovat osoittaneet merkittdvad terapeuttista potentiaalia ja lddkkeen tehokasta kulkeutumista myds
maksan ulkopuolisiin kudoksiin. Ndmé tulokset mahdollistavat siRNA-hoitojen laajentamisen yhé

useampiin kudoksiin, kuten sydéimeen ja aivoihin.'

siRNA-teknologialla on laaja terapeuttinen potentiaali perinndllisten seurauksien hoidossa, johon ei
aikaisemmin ole ollut tehokasta tai kestdvia vaihtoehtoa. Teknologia pureutuu sairauden juurisyyhyn
tehden siitd tehokkaan ja tdsmallisen terapian. Vaikka useat siRNA-terapiat ovat edelleen tutkimus-
ja kehitysvaiheessa, ala kehittyy nopeasti ja uusia ideoita kehitetddn jatkuvasti. Tehokkaita
kehityskohteita ovat siRNA:n rakenteen kemialliset modifikaatiot sekd uudet kuljetusmenetelmiit.
Tédmin perusteella siRNA-lddkkeiden merkitys odotetaan kasvavan merkittavésti tulevaisuudessa.
Jatkuva tutkimus ja innovaatiot, kuten kemiallinen modifikaatio exNA, sekd kehittyvét
kuljetusteknologiat mahdollistavat entistd tehokkaampien ja turvallisempien RNA-pohjaisten

terapioiden kehittimisen myds tulevaisuudessa.
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