
 
 

 

2-trifluorometyylianiliininukleotidi metallivälitteisenä 

19F NMR-koettimena 

Mahdollinen alaotsikko 

 

 

 

 

 

 

Bio-orgaaninen tutkimusryhmä 

pro gradu -tutkielma  

 

 

 

Laatija: 

Assi Lepistö 

 

 

 

20.06.2024 

Turku 

 

 

 

 

Turun yliopiston laatujärjestelmän mukaisesti tämän julkaisun alkuperäisyys on tarkastettu  

Turnitin OriginalityCheck -järjestelmällä. 

 

Pro gradu -tutkielma  



 
 

 

Oppiaine: Lääkekehityksen kemia 

Tekijä: Assi Lepistö 

Otsikko: 2-trifluorometyylianiliininukleotidi metallivälitteisenä 19F NMR-koettimena 

Ohjaaja(t): Professori Tuomas Lönnberg, professori Pasi Virta 

Sivumäärä: 40 sivua 

Päivämäärä: 20.06.2024 

 

Biologisesti merkittävien sekvenssien tunnistamiseen keskittyvien hybridisaatiokoettimien 

käyttö terapeuttisissa ja diagnostisissa sovelluksissa asettaa useita vaatimuksia koettimen 

rakenteelle. Hybridisaatiokoettimen pariutuessa luonnollisen vastinjuosteen kanssa, sen on 

vähintään jäljiteltävä mittasuhteiltaan ja fysikokemiallisilta ominaisuuksiltaan luonnollista 

juostetta. Hybridisaatiokoettimen pariutumista on kyettävä seuraamaan siten, että se erottuu 

biologisesta taustastaan. Hybridisaatiokoettimella tavoitellaan usein korkeampaa affiniteettia 

komplementaariseen juosteeseen. Metallit ovat osa nukleiinihappojen normaalia toimintaa ja 

ylläpitävät fysiologisissa olosuhteissa sen rakennetta. Metalli-ionien yhteensopivuutta onkin 

hyödynnetty jo vuosikymmenten ajan luonnollisten nukleiinihappojen ominaisuuksien ja 

toiminnallisuuden muokkaamiseen. Metallit muodostavat nukleiinihappojen kanssa 

koordinaatiosidoksia- ja komplekseja, jotka ovat usein liian labiileja laimeissa ja 

vähämetallisissa olosuhteissa. Metalli-ionien kovalenttinen sitoutuminen 

hybridisaatiokoettimessa olevaan nukleotidianalogiin tarjoaa merkittävän edun pysyvyydessä 

koordinaatiosidoksiin verrattuna. Erityisesti elohopeaionin kovalenttinen sitoutuminen 

nukleotidianalogiin on tuottanut potentiaalisia hybridisaatiokoettimia vähämetallisiin ja 

laimeisiin liuoksiin, joilla on korkea affiniteetti ja selektiivisyys komplementaarisiin 

vastinjuosteisiin. Tässä pro gradu -tutkimusprojektissa valmistettiin oligonukleotidi, jonka 

tarkoituksena oli toimia lineaarisena metallivälitteisenä koettimena. Hybridisaation 

lähiympäristön tutkimista varten koetin leimattiin trifluorimetyyliryhmällä, joka mahdollisti 19F 

NMR-spektroskopian käytön. Koetin koostui 11 nukleotidin pituisesta juosteesta, jossa yksi 

kanoninen nukleotidi korvattiin C-nukleotidianalogilla. C-nukleotidianalogissa 

nukleoemäksenä toimi aniliini, joka oli leimattu trifluorimetyyliryhmällä C2-hiilestä. 

Nukleotidianalogin sijainti nukleiinihappoketjussa oli joko 3’-päässä, 5’ päässä tai ketjun 

keskellä. Viimeiseksi mainittua juostetta, jossa nukleosidianalogi sijaitsi ketjun keskellä, 

yritettiin merkuroida aniliinin C5 hiilestä siinä onnistumatta. Turun Yliopiston bio-orgaaninen 

tutkimusryhmä sai sittemmin ratkaistua merkurointiongelman ja juoste merkuroitiin 

onnistuneesti.  

Avainsanat: metallivälitteinen emäspariutuminen, lineaarinen koetin, merkurointi, 19F-NMR  
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1 Johdanto 

Nukleiinihapot kuuluvat elämälle välttämättömiin biologisiin makromolekyyleihin. Tärkeimmät 

nukleiinihapot ovat DNA eli deoksiribonukleiinihappo ja RNA eli ribonukleiinihappo. DNA:n 

pääasiallinen tehtävä on toimia varastona perinnölliselle tiedolle ja välittää perimätietoa eteenpäin 

tuleville sukupolville. RNA:n toiminnot ovat sen sijaan hyvinkin moninaiset. RNA osallistuu muun 

muassa geenien ilmentämiseen, proteiinisynteesiin ja geneettisen tiedon säätelemiseen, sekä moniin 

muihin biologisiin prosesseihin.  

Nukleiinihapot ovat polymeerejä, joiden yksikkörakenteita eli monomeereja kutsutaan 

nukleotideiksi. Nukleotidit koostuvat sokeriosasta, fosfaattiosasta sekä emäsosasta. Nukleosidi on 

nimitys rakenteelle ilman fosfaattiosaa. Nukleotidit muodostavat nukleiinihappoja 

fosfodiesterisidoksella, jossa sidos muodostuu sokeriosan 5’ hiilestä seuraavan nukleotidin 

sokeriosan 3’ hiileen. Nukleiinihappojen emäsjärjestys ilmoitetaan 5’-päästä 3’-päähän. Eli 

ensimmäisenä olevan nukleotidin sokeriosan 5’-hiilessä on vapaa hydroksyyliryhmä ja vastaavasti 

viimeisenä olevan nukleotidin sokeriosan 3’-hiilessä on vapaa hydroksyyliryhmä. 

Oligonukleotideillä viitataan nukleiinihappoketjuihin, jotka ovat lyhyitä. Oligo- etuliiteellä 

tarkoitetaan muutamaa (3–10 kpl)1, mutta käytännössä oligonukleotideilla voidaan viitatata myös 

nukleiinihappoketjuihin, joissa on satoja perättäisiä nukleotidejä. Kaksoiskierteissä juosteet asettuvat 

tai rakentuvat kaksoiskierteisiksi rakenteiksi niin, että koodaava juoste ja vastinjuoste ovat 

vastakkaissuuntaiset. Juosteet ovat siis rinnakkain siten, että koodaavan juosteen suunta on 5’3’ ja 

vastinjuosteen suunta on 3’5’. DNA esiintyy pääasiassa kaksoiskierteenä, kun taas RNA 

yksijuosteisena. 

Nukleotidin sokeriosa on viisihiilinen pentoosisokeri, DNA:ssa 2’-deoksiriboosi ja RNA:ssa riboosi. 

Pentoosisokeri määrittää vahvasti toiminnallisen eron DNA:n ja RNA:n välillä. DNA:ssa 

pentoosisokerin C2’-hiileen on kiinnittynyt vety, kun taas RNA:ssa tilalla on hydroksyyliryhmä. 

Hydroksyyliryhmä tekee RNA:sta merkittävästi labiilimman kuin DNA, sillä C2’-

hydroksyyliryhmän läsnäolo RNA:ssa mahdollistaa muun muassa lähellä olevien 

fosfodiesterisidoksien pilkkoutumisen.2,3 Labiilius mahdollistaa RNA:n reaktiivisuuden ja sen 

moninaiset tehtävät, kun taas perintötekijöiden säilymiselle DNA:n sisältämän deoksiriboosin 

stabiilimpi rakenne on eduksi. RNA:ssa C2’-hydroksyyliryhmä määrittää RNA:n muodostaman 

kaksoiskierteen sekundaarirakenteen A-kierteeksi, kun taas pääosin (fysiologisissa nesteissä) B-

kierteinen DNA voi esiintyä myös A, B, D tai Z-kierteisenä.4,5  



 
 

 

Fosfaattiosa vastaa isoilta osin DNA:n ja RNA:n fysikaalisista ominaisuuksista. Fosfaattiosa yhdessä 

sokeriosan kanssa muodostaa nukleiinihappojen tukirungon. Nukleiinihappoketjussa säännöllisesti 

toistuva polyanionisuus on tärkeässä asemassa useasta syystä. 1. Tukirangan toistuva varaus ohjaa 

emäsosien suuntautumista toisiaan kohden siten, että vetysidosten muodostuminen oikeaan kohtaan 

olisi mahdollinen6. 3.Varaus estää kaksoiskierteitä poimuttumasta6,7. 3. Tukirangan fysikaalinen 

vaikutus rakenteeseen on niin merkittävä, ettei pienet rakenteen muutokset, kuten emästen 

vaihtuminen tai muuttuminen estä DNA:n kahdentumista, mahdollistaen evolutiiviset muutokset6,8–

10. 4. Tukirangan varaukset lisäävät nukleiinihappojen vesiliukoisuutta.5 

Emäsosat ovat typpipitoisia, tasomaisia heterosyklisiä molekyylejä. Emäsosat luokitellaan kahteen 

tyyppiin rengasrakenteiden määrän perusteella: pyrimidiinit koostuvat yhdestä renkaasta ja 

puriineissa renkaita on kaksi. Pyrimidiinejä ovat tymiini (T, vain DNA:ssa), sytosiini (C), urasiili (U, 

vain RNA:ssa) ja puriineja ovat guasiini (G) ja adeniini (A). Edellä mainittuja kutsutaan kanonisiksi 

emäksiksi. Emäsosat yhdistyvät sokeriosaan N-glykosidisidoksella siten, että pentoosisokerin 

anomeerisestä hiilestä C1’ on sidos joko pyrimidiiniemäksen N1-typpeen tai puriiniemäksen N9-

typpeen. Glykosidisidoksen stereokemialla on merkitystä. Luonnollisissa nukleiinihapoissa 

glykosidisidos on aina β-sidos, jossa emäsosa on samalla puolella sokeriosan tasoa kuin sokeriosan 

5’ hiilen hydroksyyliryhmä. α-glykosidisidoksessa emäsosa ja 5’ hiilen hydroksyyliryhmä ovat eri 

puolella tasoa. Keinotekoisissa nukleosideissa luonnollinen N-glykosidisidos korvataan usein C-

glykosidisidoksella, joka on vähemmän labiili. Nukleiinihappoketjun vierekkäisten emäsosien 

pinoutumisella on merkittävä vaikutus DNA kaksoiskierteen stabiiliuteen11. Pinoutumisen lisäksi 

emäsosat vuorovaikuttavat kaksoiskierteessä vastakkaisen juosteen eli komplementaarisen juosteen 

kanssa myös vetysidoksin. Vetysidoksia muodostuu kaksi kappaletta adeniinin ja tymiinin (RNA:ssa 

urasiilin) välille, sekä guaniinin ja sytosiinin välille kolme kappaletta. Vetysidosten muodostumista 

edellä mainittujen emäsparien välille kutsutaan Watson-Crick-pariutumiseksi.12  

 

Kuva 1. Kanoniset emäkset: guaniini (G), adeniini (A), sytosiini (C), tymiini (T) ja urasiili (U). 

 



 
 

 

1.1.1 Vetysidos on merkittävä kaksoiskierteen geometriaa ylläpitävä tekijä 

Vetysidoksen sidosenergia koostuu useista voimista (Ekokonais = Eelektrostaattinen + Epolarisaatio + Evarauksen 

siirto + Edispersio + Evaihtoenergia) sidoksen muodostavien atomien ja niiden ympäristön 

yhteisvaikutuksesta, joista elektrostaattisilla voimilla on suurin vaikutus nukleoemästen välisissä 

vetysidoksissa. Toisiaan lähellä olevien vetysidosten sidosenergiat eivät ole suoraan 

yhteenlaskettavissa, sillä vetysidokset muodostavat usein toisiinsa vaikuttavia verkostoja. 

Yksittäisten vetysidoksien sidosenergiat nukleoemäksiä vastaavissa vuorovaikutuksissa ovat 

kuitenkin pääosin noin 1 kcal mol-1 suuruisia. Lineaarisuus on vetysidosten karakteristinen 

geometrinen piirre ja sidoksen lineaarisuuden vuoksi vetysidoksella on merkittävä, geometriaa 

säätelevä vaikutus.13,14  Vastakkaisten emäsparien välillä olevien vetysidosten yhdessä pitävät voimat 

ovat suhteellisen pieniä. Alhaisilla sidosenergioilla on kuitenkin biologista merkitystä, sillä se 

mahdollistaa muun muassa kaksoiskierteisen DNA:n ”hengittämisen” (engl. DNA breathing)15 eli 

kaksoiskierteen avautumisen ja uudelleen pariutumisen. DNA:n ”hengittäminen” mahdollistaa 

DNA:n sisältämän geneettisen informaation käyttöönoton.  

1.2 Watson-Crick pariutuminen 

Watson-Crick-pariutumisessa pyrimidiini- ja puriiniemäkset muodostavat vetysidosten välityksellä 

emäsparit. Muodostuvat emäsparit lukkiutuvat lähes tasomaiseksi rakenteeksi suhteessa tukirankaan, 

kuten tikkaiden porrasaskelmat16. Guaniinin ja sytosiinin välille muodostuu kolme vetysidosta ja 

adeniinin ja tymiinin (RNA:ssa urasiilin) välille kaksi vetysidosta. 

Watson-Crick-emäspariutumisessa DNA:n toiminnalliset ominaisuudet pysyvät muuttumattomina 

sekvenssin eli emäsjärjestyksen vaihtelusta huolimatta, mahdollistaen perimätiedon monipuolisen 

koodaamisen ja RNA:n synteesin koodin mukaisesti. Fysiologisissa olosuhteissa Watson-Crick-parit 

A-T/U ja G-C ovat energeettisesti suotuisimmat ja siten yleisimmin esiintyvät emäsparit DNA-

kaksoiskierteissä.17 Yllä mainittuihin ominaisuuksiin vaikuttaa useat tekijät, joista mainittakoon 

kolme tärkeää piirrettä: 1. Watson-Crick-parit A-T/U ja G-C ovat mittasuhteiltaan lähes identtiset18. 

Parien mittasuhteiden samankaltaisuus auttaa pitämään tukirankaan kohdistuvia avaruudellisia 

muutoksia mahdollisimman vähäisinä emäsjärjestyksen vaihtelusta huolimatta19. 2. Watson-Crick-

pariutuminen pitää emäkset avaruudellisesti suotuisassa asennossa emäspinoutumisen näkökulmasta 

(kuten vaaka-askelmat tikkaissa)13 3. Watson-Crick-pariutumisessa tukirankaan kohdistuu vain 

vähäistä kiertymistä.5 Tarkat mittasuhteet ja pariutumissäännöt toimivat myös varmistuksena 

perimän eheydelle. Muutokset voivat käynnistää DNA:n tehokkaan korjauskoneiston20–22, apoptoosin 

eli geneettisesti ohjelmoidun solukuoleman tai pysäyttää solusyklin.23,24  



 
 

 

1.2.1 Vaihtoehtoiset emäspariutumisen muodot 

Nukleiinihapot pariutuvat myös muilla tavoilla kuin Watson-Crick-pariutumisella25–27. 

Vaihtoehtoiset pariutumismuodot tuottavat yleensä muita kolmiulotteisia rakenteita kuin 

kaksoiskierteitä ja näillä rakenteen muutoksilla on tärkeä merkitys eliöiden nukleiinihappojen 

toiminnassa, erityisesti RNA:ssa28. Esimerkiksi Hoogsteen-emäspareilla on geenien toiminnan 

säätelyssä korvaamaton rooli29–31. 

Vallitseva emäspariutumisen muoto riippuu niin emäsjärjestyksestä kuin ympäröivistä olosuhteista, 

eikä Watson-Crick-pariutuminen ole kaikissa olosuhteissa optimaalisin. Emäspariutumisen 

pariutumismuotoon vaikuttavat intramolekulaariset vuorovaikutukset: vetysidokset emäsparien 

välillä, viereisten emästen pinoutumisvuorovaikutukset ja rakenteen muodostumiseen liittyvä 

entropian alenema. Ympäristön vaikuttavia tekijöitä ovat muun muassa liuoksen vastaionit ja 

hydraatio.32  

 

 

Kuva 2. Watson-Crick-pariutuminen DNA:n kaksoiskierteessä. 

1.3 Keinotekoinen pariutuminen 

Keinotekoisissa nukleiinihapoissa yhteen tai useampaan nukleotidiin on lisätty tai poistettu 

kemiallisia ryhmiä tai ne on kokonaan korvattu analogisilla molekyyleillä. Muunnelmat voivat 

kohdistua fosfaattiosaan, sokeriosaan tai emäsosaan. Pariutumisen näkökulmasta kiinnostuksen 



 
 

 

kohde on yleensä emäsosa, sen ollessa määrittävä tekijä juosteiden komplementaarisuudessa ja 

selektiivisyydessä.  

1.3.1 Hybridisaatiokoetin 

Hybridisaatiolla tarkoitetaan kahden yksijuosteisen nukleiinihapon pariutumista komplementaarisesti 

kaksoiskierteeksi. Kun tutkitaan hybridisaatiota, yleensä toinen juosteista on hybridisaatiokoetin. 

Hybridisaatiokoetin voi olla luonnollinen tai keinotekoinen nukleiinihappoketju, johon on lisätty 

jokin kemiallinen ryhmä eli leima. Leimaus mahdollistaa kemiallisen ympäristön muutoksen, kuten 

pariutumisen, todentamisen. Kemiallinen leima voi olla esimerkiksi radioaktiivinen, fluoresoiva tai 

sisältää NMR-aktiivisia ytimiä. Hybridisaatiotutkimuksilla voidaan tutkia juosteiden 

komplementaarisuutta, selektiivisyyttä, kaksoiskierteen muotoa ja pysyvyyttä. Erityisesti 

keinotekoisten nukleiinihappojen kohdalla molekyylitason muutoksien vaikutus kaksoiskierteeseen 

tuo merkittävää tietoa. Kaksoiskierteitä yhdessä pitävät voimat ovat suhteellisen pieniä, jotta 

nukleiinihappojen purkautuminen tarvittaessa, esimerkiksi replikaatiota tai korjaamista varten, olisi 

mahdollinen. Ympäristön lämpötilan nosto aiheuttaa kaksoiskierteen purkautumisen, jota kutsutaan 

tässä yhteydessä sulamiseksi. Siirtymää kaksoiskierteestä erillisiksi juosteiksi voidaan seurata usealla 

eri menetelmällä. Tällaisia menetelmiä ovat UV-sulamislämpömittaukset, 

ympyrädikroismispektroskopia (circular dichroism, CD), NMR-spektroskopia ja 

viskositeettitutkimus.19 

1.4 Metallit ja nukleiinihapot 

Polyanionisen rakenteensa vuoksi DNA ja RNA esiintyvät aina yhdessä kationien eli positiivisesti 

varautuneiden ionien kanssa. Kationeina fysiologisessa ympäristössä ovat polyamiinit sekä metalli-

ionit, pääasiassa Na+, K+, Mg2+ ja Ca2+.33,34 Tämän lisäksi metalleilla on muita, DNA/RNA:n 

toiminnalle välttämättömiä funktioita.35,36 Metalli-ioneilla on suuri vaikutus DNA:n ja RNA:n 

rakenteeseen ja toimintaan. Metallien vuorovaikutusta DNA:n ja RNA:n kanssa on tutkittu laajalti, 

niin fysiologisen toiminnan näkökulmasta, ympäristön tuomien metallien vaikutuksen 

kartoittamiseksi kuin niiden käyttämiseen nanoteknologisiin tarkoituksiin, muokaten luonnollisten 

nukleiinihappojen ominaisuuksia.35–40 

1.4.1 HSAB-teoria 

Metallit vuorovaikuttavat kaikkien nukleotidien osien kanssa (emäs-, fosfaatti- ja sokeriosan).33–35,41–

43 Kullekin metallille suosiollisin sitoutumiskohta riippuu useista tekijöistä, kuten metalli-ionin 

varauksesta, koosta, pKa:sta ja geometriasta. Metallien sitoutumista voidaan arvioida HSAB-teorian 



 
 

 

avulla (HSAB = engl. Hard and Soft Acid Base theory, teoria kovista ja pehmeistä hapoista ja 

emäksistä). Teorian mukaan metallit (Lewis hapot) ja ligandit (Lewis emäkset) ovat pehmeitä tai 

kovia riippuen niiden taipumuksesta muodostaa ionisidoksia (kovat) tai kovalenttisia sidoksia 

(pehmeät).44–46 Ligandilla tarkoitetaan keskusatomiin, yleensä metalliin, sitoutuneita ryhmiä. 

1.4.2 Metallivälitteisessä pariutumisessa vetysidokset korvataan metallisidoksilla 

Metallivälitteisessä pariutumisessa emästen väliset vetysidokset N−H⋅⋅⋅O/N−C korvataan X−M−X 

koordinaatiosidoksilla (X= määrittelemätön atomi, M= metalli-ioni). Koordinaatiosidos on 

kovalenttisen sidoksen erikoismuoto, joka eroaa kovalenttisesta sidoksesta muun muassa jaettujen 

sidoselektronien alkuperän ja sidoksen rikkoutuessa syntyvien hajoamistuotteiden47 perusteella. 

Koordinaatiosidos voi olla sidosluonteeltaan hyvinkin kovalenttinen tai ioninen, riippuen 

vuorovaikutuksessa olevista atomeista48. Vetysidosten korvaaminen metallivälitteisillä 

koordinaatiosidoksilla nostaa emästen välistä sidosenergiaa ja saattaa johtaa kaksoiskierteen 

pysyvyyden merkittävään kasvuun.48–51  

Koordinaatiosidokset muodostuvat pääosin pyrimidiinien N3- ja puriinien N1 ja N7-typpiatomien 

välille.52 Näillä tyypillisillä, endosyklisten typpiatomien välisillä koordinaatiosidoksilla, on kuitenkin 

yksi merkittävä rajoittava tekijä, nimittäin heikko pysyvyys laimeissa ja vähämetallisissa 

ympäristöissä kuten solun sisäisissä nesteissä.51 

1.5 Metallivälitteisen emäspariutumisen rajoitteet terapeuttisissa ja diagnostisissa 

sovelluksissa 

Metallivälitteistä emäspariutumista on tutkittu laajalti muun muassa nanoteknologisissa 

sovelluksissa, metallisensoreina ja geneettisen koodiston laajentamisen näkökulmasta.37,38,53 Näissä 

sovelluksissa nukleiinihappojen muokkaukset on voitu tehdä yhtä lailla molempiin pariutumisessa 

osallisina oleviin emäksiin. Biologisesti merkittävien sekvenssien tunnistamiseen keskittyvät 

terapeuttiset ja diagnostiset sovellukset sen sijaan perustuvat keinotekoisen ja luonnollisen 

nukleiinihapon hybridisaatioon, jolloin mahdollisuutta muokata vastinjuostetta ei ole. Lisähaastetta 

tuo koordinaatiokompleksien dissosiaatioalttius fysiologisissa nesteissä.54  

Nukleiinihapot poistuvat elimistöstä nopeasti: nukleotideja poistuu virtsan mukana, 

muokkaamattomien nukleiinihappojen puoliintumisaika plasmassa vaihtelee muutamasta minuutista 

muutamaan tuntiin55–59 ja solun sisällä ne pilkkoutuvat tehokkaasti nukleaasien toimesta60,61. 

Nukleiinihappojen nopea poistuminen tai hajoaminen elimistössä johtaa usein riittämättömiin 

farmakologisiin vaikutuksiin. Jotta riittävä vaste syntyy, nukleiinihappojen on säilytettävä 



 
 

 

toiminnallisuutensa siihen asti, että kontakti luonnollisen vastinjuosteen kanssa on 

mahdollinen.56,62,63  

1.5.1 Metallien koordinaatiogeometria  

Metallivälitteisessä emäspariutumisessa, jossa vastinjuoste on luonnollinen nukleiinihappo, 

mahdollisten koordinaatiorakenteiden määrä on rajallinen. Lineaarinen, kolmikulmainen tasomainen 

tai kolmikulmainen pyramidi, nelikulmainen tasomainen ja oktaedri ovat koordinaatiorakenteita, 

jotka on onnistuttu liittämään nukleiinihappojen kaksoiskierteeseen.54,64–70 

Vetysidoksilla on keskeinen, geometriaa säätelevä rooli nukleoemästen orientaatiossa: emästen on 

oltava tasomaisia, päällekkäisiä ja tietyssä kulmassa toisiinsa nähden, jotta emäspinoutuminen on 

mahdollista. Emäspinoutuminen on yksi tärkeimmistä kaksoiskierteen pysyvyyteen vaikuttavista 

tekijöistä. Kun vetysidokset korvataan metallisidoksilla, metallisidoksien koordinaatiorakenne on 

pääosin vastuussa emästen orientaatiosta.  

Optimaalinen metallien koordinaatiorakenne emäspariutumisessa joko jäljittelee vetysidosten 

geometriaa tai ylläpitää muutoin emästen suuntautumista toisiinsa nähden. Emästen orientaation 

ylläpitämisen lisäksi myös koko on rajoittava tekijä. Liikaa tilaa vievä koordinaatiorakenne saattaa 

muuttaa kaksoiskierteen mittasuhteita, jolla voi olla vaikutuksia kaksoiskierteen fysikokemiallisiin 

ominaisuuksiin ja mittasuhteiden vääristymä voi indusoida nukleiinihappoja korjaavia tai tuhoavia 

tekijöitä terapeuttisessa käytössä. Metallisidoksien tuoma sidosenergia kasvu ei yksinään riitä 

parantamaan kaksoiskierteen pysyvyyttä, jos kaksoiskierteen rakenteen muutos on epäsuotuisa51.  

Teoriassa nelikulmainen tasomainen koordinaatiorakenne on ainoa kaksoiskierteeseen soveltuva 

koordinaatiorakenne, joka lukitsisi molempien pariutuvien emästen orientaation tasomaiseksi, mikäli 

nukleotidianalogi ja vastinemäs sitoutuisivat keskusmetallin kaksihampaisesti (ligandi, joka sitoutuu 

keskusmetalliin kahdella eri sidoksella). Muut kaksoiskierteeseen soveltuvat koordinaatiorakenteet 

mahdollistavat yhden tai useamman koordinaatiosidoksen rotaation. Koordinaatiosidosten rotaatiota 

ja sitä kautta ligandien kiertymistä estäviä tekijöitä ovat myös ligandiin emästen kanssa samassa 

tasossa muodostuvat vetysidokset.  

1.5.2 Organometallinen koordinaatiokompleksi 

Organometallisessa kompleksissa on vähintään yksi sidos, jossa hiili on sitoutunut atomiin, jonka 

elektronegatiivisuus on pienempi kuin hiilen. Elektronegatiivisuuseron takia sidos on polaarinen C-

δ−M+δ. Sidoksen ioniluonne kasvaa elektronegatiivisuuseron mukana.46,71,72 Hiili muodostaa 

kuitenkin useiden metallien kanssa sidoksia, jotka ovat luonteeltaan kovalenttisia. 



 
 

 

Koordinaatiokomplekseihin verrattuna, jotka saavuttavat yleensä riittävän korkean affiniteetin 

vähämetallisissa ja laimeissa olosuhteissa vain kelatoitumisen (ligandi muodostaa enemmän kuin 

yhden sidoksen keskusmetallin kanssa) kautta, organometallikompleksien etu on, että jopa yksi hiili–

metallisidos voi riittää tarpeeksi pysyvän kompleksin saavuttamiseksi. Tällöin metalli-ioni jää 

suurelta osin paljaaksi ja antaa näin enemmän vapautta lisävuorovaikutusten toteuttamiseen.51 

1.5.3 Metallointi 

Nukleiinihappojen ja metalli-ionien väliset koordinaatiokompleksit saadaan kätevästi 

itsejärjestymisen kautta, edellyttäen, että nukleiinihapoilla on sopiva korkean affiniteetin 

sitoutumispaikka ja metalli-ionit riittävän labiileja kineettisesti. Tämä on toimiva tapa 

yksinkertaisissa tapauksissa ja lyhyillä nukleiinihapoilla.73–78 Monimutkaisemmissa ja 

oligonukelotidiketjun pituuden kasvaessa todennäköisyys odottamattomille koordinaatiosidoksille 

kuitenkin lisääntyy.51 Nukleiinihapon metallointi kovalenttisesti ”lukitsee” metallin valittuun 

kohtaan.79–83 Organometallisen koordinaatiokompleksin haasteita ovat sen sijaan valmistus ja 

puhdistus.51  

Organometallisen koordinaatiokompleksin valmistamisessa on kolme lähestymistapaa. 

Ensimmäinen, ja teoriassa helpoin lähestymistapa on organometallisen kompleksin sisällyttäminen 

yhdeksi rakenneyksiköksi perinteiseen automaattisella syntetisaattorilla toteutettavaan 

fosforiamidiittikytkentään. Tämä on onnistunut vain muutamalla organometallisella 

koordinaatiokompleksilla, joissa keskusmetallien koordinaatioluku on ollut täynnä, kuten 

ferroseenilla84,85 ja tetra-alkyylitinalla86.  

Toinen vaihtoehto on post-synteettinen kovalenttinen metallaatio keinotekoisen nukleiinihapon 

kanssa, jossa on valmiina reaktiivinen kohta. Tämä lähestymistapa muistuttaa tyypillistä 

koordinaatiokompleksin valmistusta. Tällä lähestymistavalla on onnistuttu liittämään elohopeaioni 

Hg(II) kovalenttisesti siten, että reaktiiviseksi kohdaksi on riittänyt vain yksi elektronegatiivinen 

endosyklinen hiiliatomi87–91. Platinaryhmän metallien kovalenttinen liittäminen on vaatinut ohjaavan 

ligandin92–94. Haasteena on, että usein on käytettävä kymmenien ekvivalenttien ylimäärää 

metallisuoloja ja metalloidun nukleiinihapon puhdistaminen metallisuolasta ja reagoimattomista 

nukleiinihapoista vaatii useita kromatografisia puhdistuskertoja.51 Huomattavaa on myös, että 

elohopeaioni Hg(II) sitoutuu kovalenttisesti jo miedoissa olosuhteissa myös sytosiinin ja urasiilin C5-

hiiliin.87 Tästä syystä keinotekoisen nukleiinihapon sytosiinit ja urasiilit on korvattu 5-

metyylisytosiineilla ja tymiineillä, jotta merkurointi on saatu ohjattua haluttuun kohtaan. Lyhyillä 



 
 

 

nukleiinihapoilla selektiivinen merkurointi edellä mainituilla muokkauksilla on onnistunut.88,90,91,95–

98 

Kolmantena vaihtoehtona on valmistaa koko nukleoemäs metallikomplekseineen erillään 

nukleiinihaposta. Nukleiinihappo muokataan siten, että halutusta reaktiokohdasta löytyy uniikki 

”kahva”, jonka kanssa nukleoemäs muodostaa liitoksen esimerkiksi Michael-addition kautta.99–106 

Tämän vaihtoehdon merkittävänä etuna on eri reaktio-olosuhteet nukleiinihapolle ja metalloidulle 

nukleoemäkselle sekä reaktiokohdan tarkka säätely. Haittapuolena on tilaa vievät liitoskohdat. 

1.6  Metallin valinta metallivälitteiseen emäspariutumiseen biologisesti 

merkittävien sekvenssien tunnistamisessa 

Organometallisia, nukleiinihappoihin kovalenttisesti sitoutuneita metalli-ioneja ovat tähän mennessä 

koboltti107–110, rauta85, elohopea89, palladium79, platina111 ja tina86,112,113. Keinotekoisen 

nukleiinihapon käyttötarkoitus kuitenkin rajaa käytettävien metallien määrää. Biologisesti 

merkittävien sekvenssien tunnistamiseen tarkoitettujen korkea-affiniteettisten nukleiinihappojen 

sisältämien organometallisten koordinaatiokompleksien tulee olla vähintäänkin fysikokemiallisilta 

ominaisuuksiltaan pysyviä fysiologisissa nesteissä, kuten plasmassa ja solun sisäisissä nesteissä, 

koordinaatiokompleksi ei saa olla niin tilaa vievä että se vääristäisi kaksoiskierteen avaruudellisia 

mittasuhteita, sen tulee ylläpitää emästen tasomaista orientaatiota tukirankaan nähden sekä 

koordinaatiokompleksin sisältämän metalli-ionin tulee olla kykeneväinen pariutumaan (kineettisesti 

riittävän labiili), eli muodostamaan koordinaatiosidos vähintään yhden biologisesti esiintyvän 

nukleoemäksen kanssa.  

Turun Yliopiston bio-orgaaninen tutkimusryhmä on tällä hetkellä ainoa metallivälitteistä 

pariutumista edellä mainituilla kriteereillä tutkiva ryhmä. Tutkimusryhmän tutkimia metalli-ioneja 

ovat olleet Hg(II) ja Pd(II). Tutkimusryhmä on tutkinut kaikkien esiteltyjen nukleotidianalogien 

hybridisaatiota samalla 11 emäksen pituisella sekvenssillä (Kuva 3). 

 

Kuva 3. Turun Yliopiston bio-orgaanisen tutkimusryhmän käyttämä sekvenssi metallivälitteisen 
emäspariutumisen tutkimiseen ja sen komplementaarinen juoste. X = nukleotidianalogi, Y= adeniini, sytosiini, 
guaniini tai tymiini, M = kovalenttisesti nukleotidianalogiin sitoutunut metalli-ioni. *Elohopeavälitteisessä 
pariutumisessa keinotekoisen nukleiinihapon sytosiinit on korvattu 5-metyylisytosiinilla. 



 
 

 

1.7 Palladium 

Palladium-ioni Pd(II) täyttää teoriassa edellisen kappaleen kriteerit. Pd(II)-ioni muodostaa 

koordinaatiogeometrialtaan pääosin nelikulmaisia tasomaisia koordinaatiorakenteita, jotka 

soveltuvat kaksoiskierteen sisälle niin emäspinoutumisen kuin mittasuhteidensa näkökulmasta, 

mikäli ligandit eivät ole liian tilaa vievät. 54,114 Pd(II)-ionin ja hiilen välinen sidos on luonteeltaan 

vahvasti kovalenttinen ja siten dissosiaatioalttius fysiologisissa nesteissä on vähäinen. Pd(II) on 

pehmeä metalli, ja sen affiniteetti nukleoemäksiin on korkea, joten koordinaatiosidoksen 

muodostuminen luonnollisen emäksen kanssa on todennäköinen.51,54  

Organometallisen palladiumkompleksin valmistaminen onnistuu post-synteettisellä metalloinnilla. 

Ohjaavia ligandeja sisältävät aromaattiset rengasrakenteet osallistuvat syklopalladointiin miedoissa 

reaktio-olosuhteissa, joita nukleiinihapot kestävät.51,93,100  

 

Kuva 4. Turun Yliopiston bio-orgaanisessa tutkimusryhmässä tutkitut organometalliset 
palladiumkompleksit.93,115 

 

Palladiumvälitteinen metallipariutuminen ja sen tutkiminen on osoittautunut kuitenkin haasteellisiksi 

(kuva 4). Pd(II)-välitteisten emäsparien muutokset lämpötilan vaikutuksesta ovat monimutkaisia ja 

hitaita, mikä vaikuttaa sulamiskäyrien tulkintaan ja tekee UV-sulamislämpömittauksista vähemmän 

luotettavia.51 UV-sulamislämpömittaukset perustuvat nukleiinihappojen ”hengittämiseen”, eli 

kaksoiskierteiden aukeamiseen ja uudelleensulkeutumiseen. Luonnollisten nukleiinihappojen 

kaksoiskierteet avautuvat ja sulkeutuvat nopeasti (DNA:n ”hengittäminen”, kappale 1.1.1) ja 

yksivaiheisesti (kiinni− auki−kiinni) lämpötilan noustessa ja laskiessa. Pd(II)-välitteisen emäsparin 

sisältävät kaksoiskierteet aukeavat sen sijaan monivaiheisesti (esimerkiksi, kiinni−osittain 

auki−kokonaan auki−osittain kiinni−kiinni) ja usein kaksoiskierteen purkautumisen ja uudelleen 

sulkeutumisen välillä on havaittu hystereesiä, eli muutoksen hitautta ja kaksoiskierteen aukeamisen 

ja uudelleensulkeutumisen sulamiskäyrien merkittävää eroavuutta.93,116,117 UV-

sulamislämpötilamittauksia on yritetty korvata FRET-analyyseillä117 (FRET = engl. fluorescent 

resonance energy transfer, fluoresenssi-resonanssi-energiansiirto) ja 15NMR spektroskopialla115 

keskinkertaisin tuloksin.51 



 
 

 

Tutkimusmetodien haasteiden lisäksi tutkittujen palladiumkompleksien havaittiin olevan 

kaksoiskierteiden päissä stabiloivia ja keskellä epästabiloivia. Tämä on tyypillistä 

koordinaatiokomplekseilla, jotka eivät täysin sovi geometrialtaan kaksoiskierteen sisään.118,119 

Parhaimmillaan kaksoiskierteiden sulamislämmöt nousivat lähelle muokkaamattomia 

kaksoiskierteitä.51  

1.8 Elohopea 

Elohopeaioni Hg(II) muodostaa pääosin koordinaatiokemialtaan lineaarisia koordinaatiorakenteita. 

Se on HSAB-teorian mukaan pehmeä metalli ja Pd(II):n tavoin sillä on korkea affiniteetti 

nukleoemäksiin ja se kykenee muodostamaan hiilen kanssa koordinaatiosidoksia, jotka ovat 

luonteeltaan vahvasti kovalenttisia. Keinotekoisten nukleiinihappojen metallointi onnistuu post-

synteettisesti (kts. kappale 1.5.3). 

Ensimmäinen ja tutkituin metallivälitteinen emäspari oli Hg(II)-ionin vakauttama T:T 

väärinpariutuma, jossa Hg(II) muodosti metallisillan tymiinien N3-atomeihin, muodostaen 

N3−HgII−N3 koordinaatiokompleksin. Koordinaatiokompleksi nosti merkittävästi väärinpariutuman 

sisältävän kaksoiskierteen pysyvyyttä, sekä osoittautui mukailevan Watson-Crick-emäsparin 

mittasuhteita120–125.  

1.8.1 5-merkurisytosiini 

Koska Hg(II) sitoutuu kovalenttisesti miedoissa olosuhteissa sytosiinien ja urasiilien C5-atomeihin87, 

5-merkurisytosiini oli luonteva ensimmäinen ehdokas organometallisen metallivälitteisen 

emäspariutumisen tutkimiseen Turun Yliopiston bio-orgaanisessa tutkimusryhmässä. 5-

merkurisytosiinissa kompleksoituva Hg(II)-ioni ei sijaitse emäksen Watson-Crick-laidalla, vaan 

emäspariutuminen edellyttää sytosiinin glykosidisidoksen C1’−N1 rotaatiota siten, että emäksen 

asento muuttuu anti-asennosta syn-asentoon (kuva 5).88 Anti-asennossa Watson-Crick laita on kohti 

vastakkaista emästä ja emäs on pääosin työntynyt kohti kaksoiskierteen keskustaa. Syn-asennossa 

Watson-Crick-laita on kohti tukirankaa. Luonnollisissa emäksissä anti- ja syn-asennot ovat 

matalaenergisimmät orientaatiot emäksille, anti-asennon ollessa kaikkien neljän emäksen kohdalla 

energeettisesti edullisin.5  



 
 

 

 

Kuva 5. A) 5-merkurisytosiini B) Sytosiinin ja guaniinin muodostama Watson-Crick emäspari C) 5-
merkurisytosiinin elohopeavälitteinen emäspari guaniinin kanssa. 

 

Täten tutkittavalla emäsanalogilla on ”kahdet kasvot” jotka olivat kykeneväisiä muodostamaan 

emäsparin. 5-merkurisytosiinin havaittiin pariutuvan vahvasti deprotonoituvien tymiinin ja guaniinin 

kanssa, kun taas adeniinin ja sytosiinin kanssa pariutuminen oli heikompaa kuin yhdenkään 

luonnollisen emäksen muodostaman väärinpariutuman. Hybridisaatiokoetimella, jonka pariutuminen 

perustuisi 5-merkurisytosiinin muodostamaan metallivälitteiseen emäspariin, kyettäisiin erottamaan 

UV-sulamislämpötilamittauksilla guaniini adeniinista ja sytosiini tymiinistä, mutta ei adeniinia 

sytosiinista. 

1.8.2 3-fluori-2-merkuri-6-metyylianiliini 

Avaruudellisesta näkökulmasta isoin muutos sytosiinin ja 3-fluoro-2-merkuri-6-metyylianiliinin 

(kuva 6) välillä on varmasti okso-substituentin poistuminen para-asemasta merkuroituun kohtaan 

nähden.  

 

Kuva 6. A) 3-fluori-2-merkuri-6-metyylianiliini B) 3-fluori-2-merkuri-6-metyylianiliinin ehdotettu metallivälitteinen 
pariutuminen guaniinin kanssa. 

 



 
 

 

Pyrimidiiniemäksien suurempi taipumus anti-asentoon perustuu osin siihen, että syn-asennossa 

nimenomaan happi on epäsuotuisassa kontaktissa 5’-fosfaattiryhmän kanssa. Pyrimidiiniien ollessa 

syn-asennossa happiatomi on para-asemassa C5-hiileen (merkuroituvaan hiileen) nähden5. N-

glykosidisidoksen vaihtaminen C-glykosidisidokseen vähentää glykosidisidoksen labiiliutta.126 

Tymiinin rengasrakenteen vaihto aniliinin helpottaa substituenttien synteesiä ja niiden vaikutusten 

hallintaa merkurointia ohjaavina ryhminä (kuva 7).  

 

Kuva 7. Aromaattisen renkaan substituentilla (X) on usein vaikutusta, mihin asemaan (ortho, meta, para) 
elektrofiili Y substituoituu. 

 

3-fluori-6-metyylianiliinissa on myös yksi merkittävä lisäys, nimittäin fluori C3-hiilessä. Deaktivoiva 

fluoriryhmä C3-hiilessä ja aktivoiva aminoryhmä C1-hiilessä vahvistavat toistensa ortho-ohjaavaa 

vaikutusta C2-hiilen merkurointiin (taulukko 1). Fluoriryhmä on pääasiassa para-asemaan ohjaava, 

mutta metyyliryhmä C6-hiilessä estää merkuroitumisen para-asemaan. Ohjaavan vaikutuksen lisäksi 

fluoriryhmä toimii myös leima-aineena 19F-NMR-spektroskopiassa. Fluorileima mahdollistaa 

metallivälitteisen pariutumisen sekundaarirakenteen ja atomitason seurannan aniliinissa, joka ei 

sisällä endosyklisiä, 15N-leimaukseen soveltuvia typpiatomeja. 

Taulukko 1. Eri substituenttien vaikutuksia aromaattisen renkaan elektrofiiliseen subsituutioon.  

Elektronegatiivinen vaikutus Ryhmä/yhdiste Aktivaatio Suunta 

elektronien luovutus konjugaation kautta aniliinin -NH2 vahvasti 
aktivoiva 

ortho, para 

elektronien luovutus induktiivisesti alkyyli aktivoiva ortho, para, 
vähäisemmässä määrin 
meta 

elektronien luovutus konjugaatiolla ja 
elektronien vetäminen induktiivisesti 

-F deaktivoiva para, vähäisemmässä 
määrin ortho 

elektronien vetäminen induktiivisesti -CF3 deaktivoiva meta 

elektronien luovutus konjugaation kautta -NR2 vahvasti 
aktivoiva 

ortho, para 

 

3-fluori-2-merkuri-6-metyylianiliinin metallivälitteinen pariutuminen nosti kaksoiskierteiden 

sulamislämpötiloja kaikkien kanonisten vastinemästen kohdalla, erityisesti tymiinin, verrattuna 

merkuroitumattomaan nukleotidianalogiin. Guaniinin ja tymiinin kohdalla metallivälitteisen 

pariutumisen sulamislämpötilat olivat korkeammat kuin kanonisen Watson-Crick A-T parin. 



 
 

 

Sulamislämpötilat erottuivat toisistaan vähintään 6 celsiusasteella, mahdollistaen kanonisten emästen 

luotettavan erotuskyvyn UV-sulamislämpötilamittauksilla. Saadut sulamislämpötilat olivat 

suuruusjärjestyksessä A<C<G<T. Vastinemäkset kyettiin erottamaan toisistaan myös 19F NMR-

spektroskooppisesti. 19F NMR-spektroskopialla kyettiin tämän lisäksi todentamaan Hg(II)-ionin 

dissosiaatio.90  

1.8.3 Molekulaarinen majakkakoetin 

Molekulaarisen majakkakoettimen toiminta perustuu rakenteeseen, joka muistuttaa hiuspinniä. 

Rakenteessa on silmukka, varsi ja varren päässä fluorofori ja fluoresenssin sammutin. Silmukka 

sisältää koetinosan, johon kohdesekvenssi pariutuu komplementaarisesti. Kohdesekvenssin 

pariutuessa hybrisaatiokoettimen kanssa, varsiosan kaksoiskierre purkaantuu (kuva 9). Koetinosan 

hybridisaation on oltava voimakkaampaa kuin varsiosaa yhdessä pitävien voimien, jotta rakenne 

suoristuisi. Hiuspinnirakenteen avautuessa varsiosan 5’-päätyyn kovalenttisesti kiinnitetty fluorofori 

poistuu 3’-päätyyn kovalenttisesti kiinnitetystä fluoresenssin sammuttajan vuorovaikutuksesta ja 

fluoroforin fluoresenssi voidaan havaita.127  

 

Kuva 8. Karkea kuvitus molekulaarisen “majakkakoettimen” toimintaperiaatteesta. Kohdesekvenssi 

hybridisoituu silmukassa olevaan hybridisaatiokoettimeen ja hybridisaation vaikutuksesta hiuspinni-rakenne 

purkautuu. Purkautumisen yhteydessä fluorofori ja fluoresenssin sammutin joutuvat erilleen toisistaan ja 

fluoroforin fluoresenssi voidaan havaita. 

 

Koska 3-fluori-2-merkuri-6-aniliini osoittautui erotuskyvyltään erinomaiseksi niin UV-

sulamislämpötilamittauksissa kuin 19F NMR spektroskopiassa, nukleotidianalogia testattiin 

onnistuneesti myös FRET-ilmiöön (FRET = engl. fluorescent resonance energy transfer, fluoresenssi-

resonanssi-energiansiirto) pohjautuvassa molekulaarisessa ”majakkakoettimessa” (engl. molecular 

beacon). 3-fluori-2-merkuri-6-aniliinin metallivälitteisellä pariutumisella kyettiin erottamaan kaikki 

vastinemäkset toisistaan, fluoresenssien intensiteetit olivat suuruusjärjestyksessä: A<C≪T<G. 



 
 

 

Fluorensenssi tymiinin ja guaniinin kohdalla oli merkittävästi vahvempaa kuin adeniinin ja sytosiinin 

kohdalla.96  

1.8.4 Karbatsolit: 1,8-dimerkuri-6-fenyylikarbatsoli, 1-merkuri-6-fenyylikarbatsoli ja 8-

merkuri-6-fenyylikarbatsoli 

Sytosiiniin ja aniliinin perustuvien nukleotidianalogien lisäksi tutkimusryhmä on tutkinut 

elohopeavälitteistä pariutumista karbatsolipohjaisilla nukleotidianalogeilla. 1,8-dimerkuri-6-

fenyylikarbatsoli98, 1-merkuri-6-fenyylikarbatsoli ja 8-merkuri-6-fenyylikarbatsolin97 pariutumista 

tutkittiin aiemmin (kts. kappale 1.6) mainitulla sekvensseillä. 

 

Kuva 9. A) 1,8-dimerkuri-6-fenyylikarbatsoli B) 1-merkuri-6-fenyylikarbatsoli C) 8-merkuri-6-fenyylikarbatsoli. 

 

Karbatsolien metallaatio toteutettiin post-synteettisesti. Karbatsolien sisältämä aminoryhmä on 

vahvasti ortho- ja para-ohjaava. Neljästä mahdollisesta ortho-asemasta kaksi on sitoutuneita toisiinsa 

ja kaksi vapaana. Para-asemien merkurointi on estetty fenyyliryhmällä C6-hiilestä ja C3-hiilestä 

lähtevä C-glykosidisidos estää toisen. Ortho-asemien merkuroituessa toisiaan vastaavilla 

reaktionopeuksilla merkurointia ei edes yritetty ohjata erikseen C1- ja C8-hiiliin, vaan merkuroinnin 

eteneminen keskeytettiin ennenaikaisesti, jotta merkurointi olisi vain osittaista osassa reaktiotuotteita. 

Reaktioseoksesta erotettiin kromatografisesti kaikki kolme edellä mainittua, merkuroitua karbatsolia, 

joten valittu tapa oli toimiva.  

Karbatsolien muodostamien metallivälitteisten kaksoiskierteiden UV-sulamislämpötilat noudattivat 

aiempien merkuroitujen nukleotidianalogien suuruusjärjestystä A<C<G<T. Adeniinin ja sytosiinin 

kohdalla kaksoiskierteiden sulamislämpötilat vastasivat aiemmin tutkittujen nukleotidianalogien 

tuloksia, mutta erityisesti guaniinin ja tymiinin kohdalla sulamislämpötilat olivat hieman alempia. 1-

merkuri-6-fenyylikarbatsolin metallivälitteinen pariutuminen kanonisten vastinemästen kanssa johti 

3-fluori-2-merkuri-6-aniilin veroiseen erotuskykyyn.  



 
 

 

Karbatsolien metallivälitteinen pariutuminen poikkesi aiemmista nukleotidianalogeista, etenkin 

dimerkuroidulla 1,8-dimerkuri-6-fenyylikarbatsolilla. DFT-laskennallisen optimoinnin (engl. 

Density Functional Theory = tiheysfunktionaaliteoria) avulla saatujen arvioiden mukaan 

elohopeaionit muodostivat koordinaatiosidokset tymiinin molempiin oksosubstituentteihin (O2 ja 

O4) tymiinin endosyklisen N3-typen sijaan.  

Tämä sitoutumistapa on erityisen suosiollinen harvinaisten luonnollisten emästen, 2- ja 4-

tiopyrimidiinien näkökulmasta, jossa pyrimidiinemäksen C2- tai C4-hiilessä on tioliryhmä. 

Pehmeällä elohopeaionilla on hyvin vahva affiniteetti rikkiin. Tutkimusryhmä tutki kaikkien 

karbatsolien metallivälitteistä pariutumista 2- ja 4-tiolitymiineihin. Jokaisen metallivälitteisen 

kaksoiskierteen sulamislämpötila nousi vähintään 75 celsiusasteeseen, ja ne osoittivat hyvin suurta 

termodynaamista pysyvyyttä metalloitujen karbatsolinukleotidianalogien ja tiopyrimidiinien välillä. 

Dimerkuroidulla karbatsolilla kyettiin erottamaan tiotymiinit luonnollisista vastinemäksistä, ja 

molemmilla monomerkuroiduilla karbatsoleilla kyettiin erottamaan 2- ja 4-tiopyrimidiinit toisistaan. 

1-merkuri-6-fenyylikarbatsolin erotuskyky niin luonnollisten vastinjuosteiden kuin tiotymiinien 

kohdalla oli vaikuttavinta. 

 

Kuva 10. Karbatsolien pariutuminen oli DFT-optimoinnin mukaan aniliinipohjaisista nukleotidianalogeista 
poikkeavaa97,98. A) 1,8-dimerkuri-6-fenyylikarbatsolin elohopeavälitteinen pariutuminen tymiiniin, jos se 
noudattaisi aiemmin tutkittuja nukleotidianalogeja B) 1,8-dimerkuri-6-fenyylikarbatsolin pariutuminen 
elohopeavälitteisesti tymiiniin DFT-optimoinnin mukaan98 C) 1,8-dimerkuri-6-fenyylikarbatsolin pariutuminen 
elohopeavälitteisesti 4-tiotymiiniin97. 

 

Tionukleosideilla on harvinaisuudestaan huolimatta useita biologisesti merkittäviä tehtäviä128–136 ja 

niiden puuttumisella on yhteyksiä useisiin sairauksiin137–144. Tionukleosidien harvinaisuuden ja 

merkityksen vuoksi karbatsolit tarjoavat potentiaalisen vaihtoehdon niiden tunnistamiseen 

biologisesti merkittävistä sekvensseistä. 

1.9 Metallivälitteisen hybridisaation analysointi termodynaamisin menetelmin 

Hybridisaatiota voidaan tutkia useilla, toisiaan täydentävillä menetelmillä. Useat toisistaan 

riippumattomat tutkimustavat ovat välttämättömiä luotettavan lopputuloksen saamiseksi. 



 
 

 

Termodynamiikan avulla voidaan tutkia rakenteellisia muutoksia, kuten pariutumista tai 

poimuttumista. Gibbsin energia, entropia, entalpia ja lämpökapasiteetti muuttuvat, ja niiden muutosta 

voidaan mitata145,146. Koettimien hybridisaatiota tutkiessa yleisimmät käytetyt analyysit ovat UV-

sulamislämpötilamittaukset sekä kalorimetriset menetelmät: DSC-kalorimetria (Differential 

Scanning Calorimetry) ja ITC-kalorimetria (Isothermal Titration Calorimetry).145,146 Kaksoiskierteen 

kierteisyyttä voidaan tutkia CD-spektroskopialla (Circular Dichroism eli ympyrädikroismi).147,148  

1.9.1 UV-spektroskopia  

UV-spektroskopialla voidaan tutkia kaksoiskierteen denaturaatiota ja renaturaatiota eli purkautumista 

erillisiksi juosteiksi ja uudelleen sulkeutumista kaksoiskierteeksi, joka vastaa DNA:n 

”hengittämistä”. Kaksoiskierre absorboi UV-valoa eri tavalla kuin yksittäinen juoste ja absorboidun 

valon määrän mittauksella voidaan saada tietoa esimerkiksi lämpötilan vaikutuksesta kaksoiskierteen 

denaturoitumiseen. Kun kaksoiskierre denaturoituu lämpötilan vaikutuksesta, sitä kutsutaan 

sulamiseksi. Sulamislämpötila Tm on arvo, jossa tutkittavassa liuoksessa on puolet kaksoiskierrettä ja 

puolet yksittäisiä juosteita. Tm-arvoa käytetään usein vertailtaessa kaksoiskierteiden pysyvyyksiä.  

UV-sulamislämpötilamittauksilla arvioidaan pääasiassa hybridisaatiossa muodostuneen 

kaksoiskierteen termodynaamista pysyvyyttä. Termodynaamista pysyvyyttä voidaan mitata 

mittaamalla vapaan energian erotus lopputuotteen (kuten kaksoiskierteen) ja alkutuotteiden välillä 

(yksittäiset juosteet). Termodynaamisia suureita ei voida mitata suoraan, mutta niiden muutosta voi. 

Termodynaamisia suureita ovat Gibbsin energia G, entalpia H, lämpökapasiteetti Cp, ja entropia S. 

UV-sulamislämpötilamittauksien perusteella voidaan laskea ΔG, ΔH ja ΔS Van’t Hoffin yhtälön 

avulla.149–151. Lämpökapasiteetti ΔCp mitataan luotettavasti vain kalorimetrisella mittauksella145. 

Rakenteen, kuten kaksoiskierteen termodynaaminen potentiaali, eli Gibbsin energia koostuu 

nukleiinihappojen kohdalla useasta osasta, joista kukin koostuu entalpisesta ja entropisesta osuudesta 

(kaavio 1). Gibbsin energian muutos kertoo tietyn prosessin tai reaktion suunnan. Suuri ja 

negatiivinen arvo kuvaa reaktiota, joka suosii reaktion lopputuotteita.  

Entalpia kuvaa rakenteen sisäenergioita tietyssä paineessa ja tilavuudessa. Entalpian muutos ΔH 

kuvaa reaktion lämpösisältöä; esimerkiksi sidosten rikkoutuminen vaatii energiaa ja sidosten 

muodostuminen vapauttaa sitä. Energiaa vaativat reaktiot (endotermiset) tuottavat positiivisen arvon, 

ja energiaa vapauttavat (eksotermiset) reaktiot tuottavat negatiivisen entalpian muutoksen ΔH.  

Entropia ilmaisee epäjärjestyksen määrää, ja siihen vaikuttavat geometriaa vahvasti säätelevien 

sidosten tai vuorovaikutuksien määrä (jäykkä rakenne tuottaa negatiivisemman arvon kuin 

joustava).151,152 



 
 

 

Gibbsin energian muutos, ΔGkok koostuu useasta osatekijästä, jotka voidaan nukleiinihappojen 

kohdalla jakaa useaan eri lähteeseen.153 

∆𝐺𝑘𝑜𝑘 = ∆𝐺𝑘𝑜𝑛𝑓 + ∆𝐺𝐶 + ∆𝐺𝑝𝑜𝑙 + ∆𝐺𝑣 + ∆𝐺𝑟−𝑡 + ∆𝐺𝑊 + ∆𝐺𝐻 + ∆𝐺𝑠𝑖𝑑𝑜𝑘𝑠𝑒𝑡 + ∆𝐺𝑒𝑙        (1) 

 ΔGkonf kuvaa kaksoiskierteen ja yksittäisten juosteiden konformaatioiden eroja, kuten rotameerien 

kiertymisen estymistä (pääosin entropinen); ΔGC kuvaa Coulombin lakia (pääosin entalpinen); ΔGpol 

kuvaa polyelektrolyyttistä vaikutusta (pääosin entropinen); ΔG(v) kuvaa hydraation vaikutusta 

(entropinen); ΔG(r-e) kuvaa rotaation ja etenemisliikkeen vapautta (entropinen); ΔG(W) van der Waals; 

ΔG(H) vetysidoksia (entalpinen); ΔG(sidokset) kuvaavat sidosten pituuksien ja sidoskulmien vaikutusta 

(entalpinen); ΔG(el) kuvaa sähköisiä vuorovaikutuksia, kuten polarisaatiota (entalpinen).153 

UV-spektroskooppista tutkimusta voidaan myös vahvistaa leimaamalla tutkittava molekyyli 

fluoresoivilla leima-aineilla, jolloin tutkittavaa molekyyliä tarvitaan huomattavasti vähemmän154. 

UV-sulamislämpömittauksissa yleisoletuksena on, että reaktio etenee yksivaiheisena, eli 

kaksoiskierre denaturoituu suoraan yksittäisiksi juosteiksi. Oletuksen soveltuvuutta voidaan testata 

kalorimetrisella mittauksella, DSC-kalorimetrillä (Differential scanning calorimetry). Mikäli DSC-

kalorimetrisellä mittauksella saatu entalpian ΔHcal arvo on yhtä suuri kuin sulamiskäyrästä Van’t 

Hoffin yhtälön avulla laskettu entalpia ΔHVH, oletusta yksivaiheisuudesta voidaan käyttää ja yhtälö 

on luotettava. Mikäli ΔHVH < ΔHcal, reaktioon sisältyy mahdollisesti myös huomioon otettavia 

välivaiheita.149 Oletus yksivaiheisuudesta sopii parhaiten kaksoiskierteille, joiden pituus on alle 12 

emäsparia155. UV-spektroskopian etuja ovat nopeus, edulliset laitteistot sekä suhteellisen pienet 

näytemäärät (2,5–250 μM)146. 

1.9.2 Ympyrädikroismispektroskopia (CD) 

Ympyrädikroismispektroskopiassa (CD eli circular dichroism) kiraaliset molekyylit ovat 

vuorovaikutuksessa pyöröpolaroituneen elektromagneettisen säteilyn kanssa. Oikea- ja 

vasenkierteinen pyöröpolaroitunut valo absorboituu kiraalisiin molekyyleihin eri tavoin, ja tätä eroa 

kutsutaan ympyrädikroismiksi.147 Ympyrädikroismispektroskopialla voidaan seurata 

nukleiinihappojen, kuten DNA:n ja RNA:n rakenteen muutoksia alati muuttuvissa olosuhteissa 

(muun muassa suolapitoisuus, lämpötila). Koska ympyrädikroismispektroskopialla voidaan mitata 

sekundaarirakenteen muutoksia lämpötilan muuttuessa, sillä voidaan myös tutkia kaksoiskierteiden 

sulamislämpöjä. Sulamislämpötila perustuu tällöin kierteisyyden häviämiseen. 

Ympyrädikroismispektroskopia on herkkä menetelmä, joka mahdollistaa jo hyvin pienten määrien 

tutkimisen (DNA:n konsentraatiolla 20 µg/ml), mutta sillä on mahdollista tutkia myös pitkiä 

nukleiinihappoja147. Menetelmä on halpa ja nopea, mikä on eduksi rutiininomaisessa reaktioiden ja 



 
 

 

muutosten seurannassa. Metallivälitteisen pariutumisen seurannassa yksi mielenkiinnon kohde on, 

muodostaako kaksoiskierre luonnollista vastaavan kierteen vai aiheuttaako metallivälitteinen 

pariutuminen merkittäviä muutoksia kaksoiskierteen sekundaarirakenteeseen. B-muotoinen 

kaksoiskierre on tyypillinen DNA:ssa ja A-muotoinen kaksoiskierre RNA:ssa sekä RNA/DNA-

hybrideissä. Molemmilla on tunnistettavissa oleva, karakteristinen ympyrädikroismispektri. A-

muotoinen kaksoiskierre antaa karakteristisen spektrin, jossa on vallitseva maksimi noin 260 nm:n 

aaltopituudella, noin 7–12 M-1 cm-1:n intensiteetillä sekä negatiivinen minimi noin 210 nm:n 

kohdalla.147 B-muotoinen kaksoiskierre antaa matalat (intensiteetti alle 5 M-1 cm-1) ja loivat minimit 

ja maksimit negatiivisena 245 nm:n aallonpituudella ja positiivisena 260–280 nm:n aallonpituudella 

(Kuva 4).147  

 

Kuva 4. CD-spektri. Kuvitteelliset, karakteristiset spektrit A-muotoiselle ja B-muotoiselle kaksoiskierteille. 

 

1.10 Yleisimmät tutkimusmenetelmät metallivälitteisten makromolekyylien 

atomitason seurantaan: NMR ja röntgenkristallografia 

Ydinmagneettinen resonanssi (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) ja röntgenkristallografia 

(engl. X-ray crystallography) ovat olleet perinteisiä tutkimusmetodeja makromolekyylien atomitason 

rakenteiden ja niiden muutosten analysointiin ja seurantaan. Biomakromolekyylien rakenteiden 

analysoinnissa yleisesti käytetyt NMR-aktiiviset ytimet 1H, 15N sekä 13C kärsivät signaalien 

taustakohinasta, 15N- ja 13C-ytimien kohdalla pitkistä mittausajoista ja 1H-ytimien kohdalla 



 
 

 

biomakromolekyylien koon kasvaessa signaalien suuresta lukumäärästä.156–159 

Röntgenkristallografian suurimpana rajoitteena on biomakromolekyylien kiteytys. Oikeiden 

kiteytysolosuhteiden löytäminen voi olla hyvin haastavaa ja joissain tapauksissa mahdotonta. 

Röntgenkristallografialla ei myöskään kyetä seuraamaan dynaamisia muutoksia, joissa välivaiheet 

voivat olla hyvin lyhytikäisiä.5 

1.10.1 Röntgenkristallografia 

Röntgenkristallografian tarkoituksena on saada kolmiulotteinen rakennekuva molekyylistä 

mahdollisimman luonnollisessa olomuodossa. Lopullinen rakennekuva muodostetaan saadun 

diffraktiokuvion avulla laskennallisesti ja kristallografin tulkinnalla. Fourier’n sarjan laskemiseen 

tarvitaan säteen aallonpituus, amplitudi ja vaihe. Aallonpituus on sama kuin lähteneen säteen 

aallonpituus. Kiteessä oleviin atomeihin osuva säteily diffraktoituu ja diffraktoituneista säteistä 

saadaan diffraktiokuvio, joista voidaan laskea intensiteetti. Intensiteetistä saadaan laskettua 

amplitudi. Aallon vaihe sen sijaan jää kokonaan havaitsematta ja tätä kutsutaan 

röntgenkristallografian vaiheongelmaksi. Vaiheongelmaa voidaan ratkaista useilla tavoilla. Kaikki 

vaiheongelman ratkaisut ovat vain arvioita, joten lopullisen kuvan muodostamiseen tarvitaan 

kristallografi, joka tulkitsee saatua kuvaa ja tekee siihen muutoksia tarvittaessa. 

Makromolekyylien, kuten nukleiinihappojen ja proteiinien vaiheongelma on ollut pitkään hankala 

ratkaistava. Makromolekyylien kiteet ovat hauraita, joten röntgensäteiden aiheuttamat vahingot ovat 

pitäneet kiteiden säteilytysajat hyvin lyhyenä. Kryokristallografialla on saatu parannettua kiteiden 

kestävyyttä säteilytyksen aikana.160 Kehittynyt kryotekniikka ja vaihtuvaa röntgenaallonpituutta 

tuottava synkrotroni ovat mahdollistaneet uusia menetelmiä.  

Käytetyin menetelmä makromolekyylien tutkimiseen on tällä hetkellä MAD (multiwavelength 

anomalous diffraction).161 MAD-metodilla on saatu ratkaistua makromolekyylien vaiheongelma 

anomaaliseen sirontaan kykenevien atomien avulla. Anomaaliseen sirontaan kykenevät atomit ovat 

raskaita atomeita, joten vety, typpi ja happi eivät edistä anomaalista sirontaa. MAD-metodissa 

säteilytetään makromolekyyliä vaihtuvan röntgenaallonpituuden synkrotronilla, jolloin saadaan 

useita mittaussarjoja vaihtuvilla aallonpituuksilla. Näistä mittaussarjoista saadaan tarvittava määrä 

vaiheinformaatiota, ja elektronitiheyskartta voidaan ratkaista. Kun alkeiskopin elektronitiheydet on 

kartoitettu, kristallografin on luotava malli, joka sopii elektronitiheyskarttaan täydellisesti. Sidosten 

pituuksien, kulmien, konformaatioiden ja etäisyyksien lähimpiin ryhmiin on vastattava vakiintuneita 

arvoja. Yleensä on tiedossa yhdisteen kemiallinen koostumus, mutta ei konfirmaatiota.  



 
 

 

Elohopeaa on käytetty laajalti anomaalisen sironnan tuottavana ytimenä nukleiinihapoissa.162,163 Kun 

makromolekyyliin lisätään anomaalista sirontaa tuottava ydin, on tärkeää, että ydin sijoittuu kiteissä 

aina suunnilleen samaan paikkaan, sillä epäsäännöllisyys voi heikentää vaiheiden määritystä.162 

Kovalenttinen sitoutuminen tutkittavaan makromolekyylin palvelee tätä tarvetta.  

Rakennekuvaa varten molekyyli on kiteytettävä, sillä yksittäinen molekyyli ei riitä diffraktoimaan 

röntgensädettä, vaan vasta usean alkeiskopin yhteisvaikutus saa aikaan detektoitavan 

diffraktiokuvion. Saatu rakennekuva onkin tästä syystä kaikkien yksittäisten molekyylien 

konformaatioiden ja mahdollisten säteilytysajan aiheuttamien muutoksien summa. 

Makromolekyylien kiteyttäminen on merkittävä pullonkaula röntgenkristallografian käyttämisessä, 

eikä sen ratkaisemiseksi ole tullut varsinaista läpimurtoa. Kiteyttäminen perustuu edelleen 

kiteytysolosuhteiden etsimiselle yrityksen ja erehdyksen kautta. Makromolekyylien kiteyttämistä 

hankaloittaa se, että suurin osa makromolekyyleistä on kiteytettävä niiden emäliuoksessa, joka on 

otettava huomioon kiteytysolosuhteita seuloessa.  

Röntgenkristallografian käyttö makromolekyylin rakenteen tutkimisessa olisi harkittava tarkkaan, 

sillä se vaatii hyvin kalliita laitteita ja työmäärät ovat molekyylien valmistamisesta lähtien aikaa 

vieviä. Röntgenkristallografia on kuitenkin niin merkittävä menetelmä rakenteen tutkimiseen, että 

sen kehittyminen myös aiemmin hyvin haastavien, biologisesti merkittävien makromolekyylien 

osalta on tällä hetkellä nopeaa164–167, eikä uusimpia kehityssuuntia käydä tässä tutkielmassa läpi.  

1.10.2 19F NMR-spektroskopia 

Biomakromolekyylin leimaaminen fluorilla mahdollistaa  vaihtoehtoisen, NMR-aktiivisen 19F-

ytimen käytön yleisesti käytettyjen NMR-aktiiviset ytimien 1H, 15N sekä 13C sijaan. 

Biomakromolekyylit eivät sisällä fluoria lainkaan ja fluorin 19-isotoopin herkkyys vastaa lähes vedyn 

1-isotoopin herkkyyttä.168 19F NMR spektroskopia mahdollistaa jopa puhdistamattomien näytteiden 

tutkimisen, joka tietyissä tapauksissa on edellytys natiivin olomuodon tutkimiselle169.  

Vaikka fluori on erittäin yleinen alkuaine erityisesti maankuoren mineraaleissa, sitä ei juurikaan 

löydy elävistä organismeista tai niiden käyttämästä ravinnosta.168,170 Tästä syystä, etenkin 

terapeuttisessa ja diagnostisessa käytössä, fluori ei kärsi muualta näytteistä tulevista signaaleista. 

Fluorin ja hiilen välinen yksinkertainen sidos on vahvasti kovalenttinen sidos171 ja organofluori on 

lähes reagoimaton biologisessa ympäristössä.157,168,171 19F on ainoa fluorin pysyvä isotooppi 100 %:n 

esiintyvyydellä ja sen spin-kvanttiluku on ½. Fluorin gyromagneettinen suhde on korkea ja sen 

herkkyys on 0,83 % vedyn herkkyydestä (taulukko 4). Korkea gyromagneettinen suhde tuo NMR-

spektriin laajuutta. 19F:n herkkyyden ja olemattoman biologisen esiintyvyyden takia tutkittavan 



 
 

 

näytteen puhdistaminen ei ole välttämätöntä. Tästä on erityistä hyötyä esimerkiksi 

supramolekulaaristen tapahtumien seurannassa 169. 

Taulukko 2172. NMR aktiivisten (spin 
1

2
)  ydinten ominaisuuksia. 

Isotooppi Esiintyvyys  

x/% 

Gyromagneettinen 
suhde 

 γ/107 rad s-1 T-1 

Suhteellinen herkkyys 
suhteessa 1H 

1H 99,99 26,752 1,00 

19F 100 25,181 0,83 

13C 1,07 6,728 1,70 × 10-4 

15N 0,368 -2,713 3,84 × 10-6 

31P 100 10,839 6,65 × 10-2 

 

Perinteiset NMR-aktiiviset ytimet, kuten 1H, 13C ja 15N, kärsivät biomakromolekyylien tutkimisessa 

muun muassa signaalien päällekkäisyyksistä, taustakohinasta ja 15N-ytimen kohdalla sen heikosta 

gyromagneettisesta suhteesta ja isotoopin alhaisesta esiintyvyydestä. 19F NMR-spektroskopia on 

osoittautunut luotettavaksi tavaksi tutkia biomakromolekyylien rakennetta.173–175 

Biomakromolekyylien (esim. proteiinit, DNA, RNA) rakenne ja konformaatiodynamiikka ovat 

tärkeitä niiden toiminnan ja vaikutustapojen ymmärtämiselle. Suuren kokonsa vuoksi 

biomakromolekyylien tutkiminen tavanomaisin 13C-, 1H- ja 15N- tai 1H-HSQC NMR-tekniikoin on 

hankalaa. Röntgenkristallografialla saadaan tarkka kuva rakenteesta, mutta dynaamisia muutoksia eri 

ympäristöissä (esim. muuttuvassa lämpötilassa) tai tapahtumaketjussa sillä on vaikea seurata. 19F 

NMR-mittauksin saadaan sekä rakennetietoa että tietoa dynaamisista muutoksista, kuten kokonaisista 

tapahtumaketjuista, joissa välivaiheet saattavat olla suhteellisen lyhytikäisiä159,169,176,177.  

1.11 SNP-tunnistus elohopeavälitteisten hybridisaatiokoettimien potentiaalisena 

sovelluskohteena 

Korkea affiniteettiset, selektiiviset hybridisaatiokoettimet, kuten yllä esitellyt elohopeavälitteiset 

hybridisaatiokoettimet, yhdistettynä molekulaariseen ”majakkakoettimeen” olisivat teoriassa erittäin 

luotettava lääketieteellinen ja diagnostinen sovellus biologisesti merkittävien sekvenssien 

tunnistamisessa. Genotyypin eli tarkan emäsjärjestyksen määrittäminen on olennaista perimän 

monimuotoisuuden ja siinä tapahtuvien variaatioiden vaikutusten ymmärtämiselle. 

”Majakkakoettimien” rajoitteena ovat olleet G˗T- ja S˗T-väärinpariutumiseen liittyvät väärät 

tulokset, sekä vaikeus tunnistaa yksittäisiä nukleotideja sekvenssistä178,179. Turun yliopiston bio-

orgaanisen tutkimusryhmän tutkimustulokset termodynaamisesti hyvin pysyvien, korkea-



 
 

 

affiniteettisten ja selektiivisten organometallisten hybridisaatiokoettimien, erityisesti 

elohopeavälitteisten, yhdistäminen ”majakkakoettimien” jo todistettuun toimivuuteen biologisessa 

ympäristössä voisi tuoda ratkaisun yksittäisten nukleotidien monimuotoisuuksien luotettavampaan 

tunnistamiseen. 

Snipit eli yhden nukleotidin monimuotoisuudet (engl. Single Nucleotide polymorphism, SNP) ovat 

yleisin variaation muoto ihmisen genomissa. Suurin osa snipeistä ei aiheuta minkäänlaista muutosta 

geenin ilmenemisessä, mutta osasta voi aiheutua vakavia sairauksia, kuten kystistä fibroosia.180,181 

Ihmisen genomissa snippejä on noin joka tuhannennessa emäsparissa.182,183 Snippi määritellään 

yleisesti yhden nukleotidin variaationa, joka tapahtuu yli 1 %:ssa populaatiosta.184 Vaikka snipit eivät 

aiheuttaisi sairauksia, niillä voi olla vaikutusta lääkkeiden farmakokinetiikkaan ja niiden tutkimisella 

voidaan päästä lähemmäs personoituja lääkkeitä.185  

Metalli-ionit tarjoavat useita eri lähestymistapoja snippien tunnistamiseen. Snippien tunnistaminen 

metalli-ionien avulla voidaan luokitella kolmeen eri kategoriaan.83 Ensimmäisessä kategoriassa 

metalli-ioni osallistuu emäspariutumiseen tutkittavan emäksen ja hybridisaatiokoettimen välillä. 

Genotyypin määritys perustuu hybridisaation affiniteetin mittaamiseen37,38,53,79,186,187 Toisessa 

kategoriassa koettimen sisältämä metallikompleksi tuottaa signaalin, joka on riippuvainen sen 

välittömässä läheisyydessä olevasta emäksestä96,188 Kolmannessa kategoriassa metallikompleksi 

toimii passiivisena merkkiaineena systeemissä, jossa snipin tunnistus perustuu yksinomaan WC-

pariutumiseen189–192. 



 
 

 

2 Tulokset ja tulosten tarkastelu 

Tässä pro gradu -tutkimusprojektissa valmistettiin 2-trifluorimetyylianiliininukleotidi, joka 

yhdistettiin fosforiamidiittistrategialla osaksi yhdentoista nukleotidin pituista oligonukleotidia 

juosteen 3’-päähän, juosteen keskelle ja 5’-päähän. Nukleotidianalogi oli tarkoitus merkuroida post-

synteettisesti, mutta merkuroinnin hitauden ja puhdistusongelmien vuoksi siinä ei tässä työssä 

onnistuttu. Turun Yliopiston bio-orgaaninen tutkimusryhmä sai sittemmin nukleotidianalogin 

merkuroitua ja puhdistettua.  

Fluori-leimana nukleotidianalogissa oli trifluorimetyyliryhmä C2-hiilessä (kuva 8). 

Trifluorimetyyliryhmä on vahvasti bentseenirenkaan elektronitiheyttä deaktivoiva ja elektrofiilisessa 

aromaattisessa  substituutiossa meta-ohjaava. Keskenään kemiallisesti vastaavien fluoriatomien 

lisäys voimistaa 19F-signaalia, verrattuna vain yhden fluoriatomin tuottamaan signaaliin. 

Paikanvaihdon myötä fluorileima sijoittui kaksoiskierteessä pienen uurteen sijasta isoon uurteeseen. 

Tutkimusryhmä tutki merkuroidun koettimen hybridisaatioita komplempentaarisiin juosteisiin siten, 

että vastinemäksenä nukleosidianalogille vaihtelivat kanoniset emäkset adeniini, tymiini, guaniini ja 

sytosiini.  

 

Kuva 11. A) 2-trifluorimetyyli-6-merkurianiliini B) 2-trifluorimetyyli-6-merkuraniliinin elohopeavälitteinen 
pariutuminen guaniinin kanssa. 

 

Fosforiamidiittirakenneyksikön 12 valmistus aloitettiin 2-deoksi-α,β-D-ribofuranoosista (1), jossa 

anomeerinen hydroksyyliryhmä korvattiin helpommin lähtevällä metoksiryhmällä. 

Hydroksyyliryhmät hiilissä C5’ ja C3’ suojattiin tert-butyylidimetyylisilyylikloridilla (TBDMS-Cl). 

Metoksiryhmän eliminoinnin jälkeen glykaalin O5’-TBDMS-suojaus poistettiin ja saatiin 3-O-(tert-

butyylidimetyylisilyyli)-1,2-didehydro-1,2-dideoksi-D-ribofuranoosia 5 8,7 % saannolla 

lähtöaineeseen 1 nähden (Kaavio 1). 



 
 

 

 

Kaavio 1. 3-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-1,2-didehydro-1,2-dideoksi-D-ribofuranoosin (5) 

valmistaminen; reagenssit ja olosuhteet: a) AcCl, MeOH, 0 °C, 70 min; b) Imidatsoli, TBDMS-Cl, 

DCM, h.l.; c) 2–6-lutidiini, TMS-OTf, DCM, h.l. 10 min; d) TBAF, THF, 0 °C, 20 min. 

4-jodi-2-(trifluorimetyyli)fenyylitrifluoriasetamidi (7) valmistettiin suojaamalla 2-trifluorimetyyli-4-

jodianiliinin (6) aminoryhmä trifluoriasetyyliryhmällä 94 % saannolla (Kaavio 2). 

 

Kaavio 2. 4-Jodi-2-(trifluorimetyyli)fenyylitrifluoriasetamidin valmistaminen; reagenssit ja olosuhteet: a) TFAA, 
DCM,  16 h, h.l. 

 

C-glykolysaatio toteutettiin Mizoroki-Heckin reaktiolla 3-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-1,2-

didehydro-1,2-dideoksi-D-ribofuranoosin (5) ja 4-jodi-2-(trifluorimetyyli)fenyylitrifluoriasetamidin 

(7) välillä. Glykaalin 5 3´-OH-ryhmän ollessa suojattuna palladiumkatalyytti reagoi glykaalin β-

puolelta, ja tuotteena saadaan β-anomeeria. C-glykosidin 8 saanto oli 27 % (β-anomeeri). Yhdisteen 

8 C3’-hiilen TBDMS-suojaus poistettiin, ketoni pelkistettiin hydroksiryhmäksi ja 5´-OH 

dimetoksitrityloitiin. Fosforiamidiittirakenneyksikkö 12 saatiin syntetisoitua lähes kvantitatiivisesti 

käyttämällä 2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiittia fosfitylointireagenssina (Kaavio 

3). 



 
 

 

 

Kaavio 3. Fosforiamidiittirakenneyksikön (12) valmistaminen; reagenssit ja olosuhteet: a) Pd((t-Bu)3P)2, 
Cy2NMe, 44 h, 70 °C, Ar; b) Et3N · 3HF, THF, 0–25 °C, 20 min. c) STAB, H2O/CH3CH2OH, ACN/CH3COOH, 
h.l., 10 min.; d) DMTrCl, Py, DCM, 5,5 h.; e) 2-syanoetyyli-N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiitti, Et3N, DCM, 
1 h, N2. 

 

Modifioidut oligonukleotidikoettimet valmistettiin muokkaamalla sekvenssiä 

CmGAGCmCmCmTGGCm siten, että 5-metyylisytosiinit (Cm) korvattiin syntetisoidulla 

fosforamidiittirakenneyksiköllä 12 joko 5’-päästä, keskeltä tai 3’-päästä (Taulukko 2).  

Taulukko 3. Pro Gradu -tutkimuksessa valmistetut sekvenssit. Cm merkitsee metyylisytosiinia ja X 
valmistettua nukleotidianalogia. 

5’-CmGAGCmXCmTGGCm-3’ 

5’-XmGAGCmCmCmTGGCm-3’ 

5’-CmGAGCmCmCmTGGX-3’ 



 
 

 

Oligonukleotidikoettimet valmistettiin automaattisella DNA/RNA-syntetisaattorilla 

standardisoidulla fosforiamidiittikytkentäsyklillä. Fosforamidiitille 12 käytettiin 300 sekuntiin 

pidennettyä kytkentäaikaa, jolloin kytkentäsaanto oli hyvä. Modifioidut oligonukleotidikoettimet 

irrotettiin kantajista ja suojaryhmistä tavanomaisella ammonolyysillä, puhdistettiin RP-HPLC:llä ja 

karakterisoitiin massaspektrometrillä (ESI-TOF). 

2.1.1 Yleiset menetelmät 

Käytetyt liuottimet olivat reagenssilaatuisia ja tarvittaessa kuivattuja 3Å molekyyliseuloilla. HPLC:n 

eluointipuskureiden valmistukseen käytettiin tislattua trietyyliamiinia. Kaikki käytetyt kemikaalit 

olivat kaupallisesti saatavilla olevia ja ne käytettiin sellaisenaan. NMR-spektrit mitattiin Bruker 

Biospin 500 ja 600 MHz -spektrometreillä. Massaspektrit mitattiin Bruker Daltonics micrOTOF-Q 

ESI massaspektrometrillä.  

2.1.2 Metyyli-2-deoksi-α,β-D-ribofuranosidi (2) 

2 syntetisoitiin kirjallisuuden mukaisesti193. Metanolia (90 ml) jäähdytettiin jäähauteessa 0 °C 

lämpötilaan. Asetyylikloridia (1,0 ml, 14,1 mmol, 0,4 ekv.) lisättiin ja seosta sekoitettiin 

magneettisekoittimella 5 min. 2-Deoksiriboosia (1) (5,0 g, 37,3 mmol, 1 ekv.) lisättiin liuokseen ja 

liuosta sekoitettiin magneettisekoittimella 70 min. Reaktioseos neutralointiin 

natriumvetykarbonaatilla. NaHCO3 suodatettiin pois ja suodos haihdutettiin kuiviin, jolloin saatiin 

oranssi geeli. Geeli liuotettiin etyyliasetaattiin (90 ml), jolloin liuos muuttui sameaksi ja vaalean 

keltaiseksi. Liuos suodatettiin ja suodos haihdutettiin kuiviin. Haihduttamisen jälkeen ribosidi 2 oli 

kirkas kellertävä öljy. Öljyä ei puhdistettu. TLC (dikloorimetaani/metanoli, 9/1, v/v), Rf = 0,3. 

2.1.3 Metyyli-3,5-bis-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-2-deoksi-α,β-D-ribofuranosidi (3) 

3 syntetisoitiin kirjallisuuden mukaisesti.193 Metyyli-2’-deoksiribofuranosidi 2 (5,0 g, 37,3 mmol, 1 

ekv.) liuotettiin 90 ml:aan kuivaa dikloorimetaania. Imidatsoli (6,9 g, 101,7 mmol, 2,7 ekv.) lisättiin 

liuokseen ja liuos jäähdytettiin jäähauteessa 0 °C lämpötilaan. Tert-butyylidimetyylisilyylikloridia 

(14,1 g, 93,6 mmol, 2,5 ekv.) lisättiin liuokseen. Liuoksesta tuli valkoinen ja samea. Liuos oli viisi 

päivää magneettisekoituksessa huoneenlämmössä. Liuos suodatettiin Celiten läpi ja sitä pestiin kaksi 

kertaa vedellä (2 x 90 ml) ja kylläisellä natriumkloridin vesiliuoksella (90 ml). Orgaaninen faasi 

kuivattiin natriumsulfaatilla. Uuton ja suodatuksen jälkeen liuos oli täysin läpinäkyvä ja väritön. 

Ohutlevykromatografian perusteella reaktio ei ollut tapahtunut loppuun saakka, joten liuokseen 

lisättiin imidatsolia (3,4 g, 50,0 mmol, 1,3 ekv.) ja se jäähdytettiin jäähauteessa 0 °C lämpötilaan. 

TBDMSCl-lisäyksen (7,1 g, 47,1 mmol, 1,3 ekv.) jälkeen reaktioseos oli kolme päivää 



 
 

 

magneettisekoituksessa huoneenlämmössä. Liuos suodatettiin Celitellä ja suodos pestiin vedellä (2 x  

90 ml) ja kylläisellä NaCl (aq.)-liuoksella (90 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla ja 

haihdutettiin kuiviin. Tuote 3 puhdistettiin kahteen kertaan silikageelipylväskromatografisesti 

(petrolieetteri/dietyylieetteri, 95/5 ja 97/3, v/v). Tuote jätettiin kuivumaan vakuumieksikaattoriin 

fosforipentoksidin päälle kolmeksi päiväksi. Tuotetta 3 saatiin 3,68 g (9,77 mmol, saanto yhdisteestä 

1 laskien 26 %). TLC (petrolieetteri/dietyylieetteri, 95/5, v/v), Rf = 0,6. 

2.1.4 3,5-Bis-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-1,2-didehydro-1,2-dideoksi-D-ribofuranoosi (4) 

4 syntetisoitiin kirjallisuuden mukaisesti.193 Glykosidi 3 (3,7 g, 10,4 mmol, 1 ekv.) liuotettiin kuivaan 

dikloorimetaaniin (30 ml) ja liuos jäähdytettiin jäähauteessa 0 °C lämpötilaan. Liuokseen lisättiin 2,6-

lutidiinia (7,5 ml, 64,6 mmol, 6,2 ekv.) ja heti tämän jälkeen TMSOTf (5,8 ml, 32,3 mmol, 3,1 ekv.). 

Liuos sekoittui magneettisekoittimella huoneenlämmössä 10 min. Koko reaktio suoritettiin 

typpikaasussa. Liuos oli kirkkaan keltainen. Raakatuote laimennettiin dikloorimetaanilla (50 ml) ja 

liuosta pestiin kaksi kertaa vedellä (30 ml) ja kerran kylläisellä natriumkloridin vesiliuoksella (30 

ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin. Haihduttamisen jälkeen 

raakatuote oli keltainen öljy, jonka sekaan oli muodostunut oranssia kiinteää sakkaa.  Tuote 

puhdistettiin kahteen kertaan silikageelipylväskromatografisesti (petrolieetteri/dietyylieetteri 80/20 

sekä 99/1). Tuotetta 4 saatiin 1.97 g (5,72 mmol, 59 %). TLC (petrolieetteri/dietyylieetteri, 1/1, v/v), 

Rf = 0,6. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ ppm 6,50 (dd, J = 2,6, 0,9 Hz, 1H, H1), 5,04 (t, J = 2,6 Hz, 

1H, H2), 4,89 (dt, J = 2,7, 1,0 Hz, 1H, H3), 4,31 (ddd, J = 6,3, 5,8, 2,8 Hz, 1H, H4), 3,72 (dd, J = 

10,7, 5,7 Hz, 1H, H5), 3,54 (dd, J = 10,7, 6,3 Hz, 1H, H5), 0,92 (s, 9H, OTBDMS, Si-C-CH3), 0,92 

(s, 9H, OTBDMS, Si-C-CH3); 0,03 (s, 12H, OTBDMS, Si-CH3); 
13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ 

ppm 148,67 (C1), 104,28 (C2), 89,31 (C3) 75,78 (C4), 63,07 (C5), 25,82 (OTBDMS, Si-C-CH3), 

18,05 (OTBDMS, Si-C), -4,31 (OTBDMS, Si-CH3). 

2.1.5 3-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-1,2-didehydro-1,2-dideoksi-D-ribofuranoosi (5) 

5 syntetisoitiin kirjallisuuden mukaisesti.193 Glykaali 4 (300 mg, 0,88 mmol, 1ekv.) liuotettiin 

kuivaan tetrahydrofuraaniin (8 ml) ja liuos jäähdytettiin jäähauteessa 0 °C lämpötilaan. Tetra-n-

butyyliammoniumfluoridia (TBAF, 1 M THF-liuos, 0,70 ml, 0,70 mmol, 0,8 ekv.) lisättiin liuokseen 

ja reaktioseoksen annettiin sekoittua magneettisekoittimella 0 °C lämpötilassa 20 min. Liuos muuttui 

lisäämisen jälkeen hieman kellertäväksi ja kirkkaaksi. Reaktio pysäytettiin lisäämällä vettä (10 ml). 

Reaktioseokseen lisättiin heti veden lisäyksen jälkeen dikloorimetaania (5 ml). Liuos muuttui 

valkoiseksi ja sameaksi. Liuos laimennettiin 45 ml:lla dikloorimetaania ja sitä pestiin vedellä (2 x 50 

ml) ja kylläisellä NaCl (aq.)-liuoksella (25 ml). Orgaaninen faasi kuivatettiin natriumsulfaatilla ja 



 
 

 

haihdutettiin kuiviin. Tuote puhdistettiin silikageelipylväskromatografisesti 

(petrolieetteri/dietyylieetteri, 70/30, v/v). Tuotetta 5 saatiin 0,75 g (3,26 mmol, 57 %). TLC 

(petrolieetteri/dietyylieetteri, 1/1, v/v), Rf = 0,5. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ ppm 6,46 (dd, J = 

2,7, 0,9 Hz, 1H, H1), 5,01 (t, J = 2,6 Hz, 1H, H2), 4,78 (m, H3), 4,30 (ddd, J = 6,8, 3,9, 3,3 Hz, 1H, 

H4), 3,63 (ddd, J = 11,7, 6,8, 4,2 Hz, 1H, H5), 3,55 (ddd, J = 12,0, 6,3, 5,7 Hz, 1H, H5), 2,78 (t, J = 

6,2 Hz, OH), 0,86 (s, 9H, OTBDMS, Si-C-CH3), 0,061 (s, 6H, OTBDMS, Si-CH3), 0,058 (s, 6H, 

OTBDMS, Si-CH3. 

2.1.6 4-Jodi-2-(trifluorimetyyli)fenyylitrifluoriasetamidi (7) 

4-Jodi-2-(trifluorimetyyli)fenyylitrifluoriasetamidi (7) syntetisoitiin kuten kirjallisuudessa. 2-

Trifluorimetyyli-4-jodianiliini (6, 1,28 g, 4,46 mmol, 1 ekv.) liuotettiin kuivaan dikloori-metaaniin 

(16 ml) ja liuoksen annettiin sekoittua magneettisekoittimella hetki. Trifluorietikka-happoanhydridiä 

(TFAA, 1,3 ml, 9,20 mmol, 2 ekv.) lisättiin liuokseen. Reaktioliuos oli läpinäkyvä ja haalean 

vaaleanpunainen. Reaktiota seurattiin TLC:llä, joka värjättiin ninhydriinillä. 1,5 h kuluttua reaktion 

käynnistämisestä lähtöainetta ei ollut enää jäljellä reaktioseoksessa. Reaktioseos jätettiin yön yli 

huoneen lämpöön sekoittumaan magneettisekoittimella. Raakatuote pestiin kaksi kertaa kylläisellä 

natriumvetykarbonaatin vesiliuoksella (10 ml). Pesun aikana vapautui voimakkaasti kaasua ja 

reaktioliuoksen väri muuttui vaaleanpunaisesta värittömäksi. Orgaaninen faasi kuivattiin 

natriumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin. Haihduttamisen jälkeen tuote oli valkoista, huokoista ja 

tahmeaa vaahtoa. Tuotetta 7 saatiin 1,60 g (4,18 mmol, 94 %). TLC (heksaani/etyyli-asetaatti, 60/40, 

v/v), Rf (6) = 0,5, Rf (7) = 0,7. HRMS (ESI-TOF) m/z laskettu C9H4F6NOI [M-H]- 381,9169 havaittu 

381,9155. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ ppm 8,17 (s, 1H, NH), 8,01 (d, J = 1,3 Hz, 1H, H3), 7,97 

(dd, J = 8,7, 1,2 Hz, 1H, H5), 7,92 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H6); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ ppm 

155,09 (q, J = 38,2 Hz, C=O), 142,30 (C5), 135,38 (q, J = 5,3 Hz, C3), 132,06 (C1), 126,06 (C6), 

123,01 (q, J = 30,8 Hz, C2), 122,43 (q, J = 273,7 Hz, C2-CF3), 115,44 (q, J = 288,6 Hz, O=C-CF3), 

90,25 (C4); 19F-NMR (470 MHz, CDCl3): δ ppm -60,74 (C2-CF3), -76,08 (O=C-CF3). 

2.1.7 {4-[3-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-2-deoksi-2,3-didehydro--D-erythro-

pentofuranosyyli]-2-trifluorimetyylifenyyli}trifluoriasetamidi (8) 

Glykaali 5 (0,819 g, 3,56 mmol, 1 ekv.) ja aniliini 7 (1,36 g, 3,56 mmol, 1 ekv.) liuotettiin kuivaan 

1,4-dioksaaniin (12 ml). Liuosta kuplitettiin argonkaasulla 1 h. Bis(tri-tert-

butyylifosfiini))palladium(0) punnittiin argonilmakehässä (0,24 g, 0,47 mmol, 0,1 ekv.). Bis(tri-tert-

butyylifosfiini)palladium(0) lisättiin reaktioseokseen, ja tämän jälkeen välittömästi Cy2NMe (0,84 

ml, 4,06 mmol, 1,1 ekv.). Reaktioseos oli pikimusta ja tervamainen.  Reaktioseos sekoittui 



 
 

 

magneettisekoittimella argonilmakehässä 70 °C lämpötilassa 44 h. Reaktioseos puhdistettiin kahteen 

kertaan silikageelipylväskromatografisesti (etyyliasetaatti/heksaani, 25/75, v/v ja 

etyyliasetaatti/heksaani, 15–30 % etyyliasetaatti, v/v). Tuotetta 8 saatiin puhtaana -anomeerina 

0,464 g (0,95 mmol, 27 %). TLC (etyyli-asetaatti/heksaani, 15/85, v/v), Rf = 0,1. HRMS (ESI-TOF) 

m/z laskettu C20H25F6NO4Si [M+Na]+ 508,1355; havaittu 508,1338. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 

ppm 8,23 (s, 1H, NH), 8,13 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H6), 7,80 (d, J = 1,7 Hz, H3), 7,70 (dd, J = 8,4, 1,7 

Hz, 1H, H5), 5,79 (dd, J = 3,9, 1,4 Hz, 1H, H1’), 4,85 (t, J = 1,6 Hz, 1H, H2’), 4,67 (ddd, J = 6,8, 

3,7, 2,0 Hz, 1H, H4’), 3,82 (d, J = 12,0 Hz, 1H, H5’), 3,78 (d, J = 11,6 Hz, 1H, H5’), 1,68 (t, J = 5,3 

Hz, OH), 0,98 (s, 9H, OTBDMS, Si-C-CH3), 0,27 (s, 6H, OTBDMS, Si-CH3); 
13C-NMR (125 MHz, 

CDCl3): δ ppm 155,20 (q, J = 38,1 Hz, C=O), 152,28 (C3’), 141,74 (C4), 131,86 (C5), 131,62 (C1), 

125,54 (q, J = 5,1 Hz, C3), 124,93 (C6), 123,52 (q, J = 273,2 Hz, C2-CF3), 121,79 (q, J = 30,3 Hz, 

C2), 115,57 (q, J = 288,4 Hz, O=C-CF3), 100,68 (C2’), 83,66 (C1’), 83,54 (C4’), 62,96 (C5’), 25,48 

(OTBDMS, Si-C-CH3), 18.08 (OTBDMS, Si-C), -4.95 (OTBDMS, Si-CH3), -5,00 (OTBDMS, Si-

CH3). 
19F-NMR (470 MHz, CDCl3): δ ppm -60,59 (C2-CF3), -76,09 (O=C-CF3). 

2.1.8 2-trifluori-N-(4-((2R,5R)-5-(hydroksimetyyli)-4-oxotetrahydrofuran-2-yyli)-2-

(trifluorometyyli)fenyyli)asetamidi (9) 

0, 464 g (0,956 mmol, 1 ekv.) yhdistettä 8 liuotettiin kuivaan tetrahydrofuraaniin 0 °C lämpötilassa. 

Trietyyliamiinitrihydrofluoria (Et3N · 3HF) lisättiin 0,8 ml (4,789 mmol, 5,01 ekv.) ja seoksen 

annettiin sekoittua 20 min huoneenlämmössä. Liuos suodatettiin lyhyen silikageelipylvään läpi 

(etyyliasetaatti/heksaani, 90/10, v/v) ja puhdistettiin silikageelipylväskromatografisesti 

(etyyliasetaatti/heksaani, 70/30, v/v). Tuotetta 9 saatiin 0,205 g (0,552 mmol, 58 %). HRMS (ESI-

TOF) m/z laskettu C14H11F6NO4 [M+Na]+ 394,0490; havaittu 394,0461. 1H-NMR (500 MHz, 

CDCl3): δ ppm 8,24 (s, 1H, NH), 8,21 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H5), 7,82 (d, J = 1,5 Hz, 1H, H3), 7,74 (dd, 

J = 8,5, 1,6 Hz, 1H, H6), 5,30 (dd, J = 10,9, 6,0 Hz, 1H, H1’), 4,11 (t, J = 3,4 Hz, 1H, H4’), 4,01 (m, 

2H, H5’ ja H5´´), 2,97 (dd, J = 17,9, 6,0 Hz, 1H, H2’), 2,50 (dd, J = 17,9, 10,9 Hz, 1H, H2´´), 13C-

NMR (125 MHz, CDCl3): δ ppm 212,40 (C3’), 155.25 (q, J = 38,1 Hz, C=O-CF3), 139,06 (C4), 

132,18 (C1), 130,89 (C6), 125,10 (C5), 124,36 (q, J = 5,1 Hz, C3), 123,38 (q, J = 273,4 Hz, C2-CF3), 

121,99 (q, J = 30,3 Hz, C2), 115,52 (q, J = 288,5 Hz, O=C-CF3), 82,42 (C4’), 76,34 (C1’), 61,52 

(C5’), 45,15 (C2’). 



 
 

 

2.1.9 2-trifluori-N-(4-((2R,4S,5R)-4-hydroksi-5-(hydroksimetyyli)tetrahydrofuran-2-yyli)-2-

(trifluorimetyyli)fenyyli)asetamidi (10) 

0,205 g (0,552 mmol, 1 ekv.) yhdistettä 9 liuotettiin asetonitriilin ja etikkahapon seokseen (4 ml, 

asetonitriili/etikkahappo, 1/1, v/v). Liuokseen lisättiin 0,372 g (1,754 mmol, 3 ekv.) 

natriumtriasetoksiboorihydridiä (NaBH(OAc)3, STAB). Reaktioseoksen annettiin sekoittua 

huoneenlämmössä magneettisekoittimella 10 min. Reaktion etenemistä seurattiin TLC:llä. Reaktio 

lopetettiin lisäämällä reaktioseokseen veden ja etanolin seosta (2 ml, vesi/etanoli, 1/1, v/v). Tuote 

puhdistettiin silikageelipylväskromatografisesti (metanoli/dikloorimetaani, 10/90, v/v). Tuotetta 10 

saatiin 0,165 g (0,442 mmol, 80 %). TLC (metanoli/dikloorimetaani, 10/90, v/v), Rf = 0,2. HRMS 

(ESI-TOF) m/z laskettu C14H11F6NO4 [M+Na]+ 396,0646; havaittu 396,0631. 1H-NMR (500 MHz, 

CDCl3): δ ppm 7,85 (d, J = 0,1 Hz, 1H, H3), 7,74 (d, J = 8,2, 1H, H5), 7.53 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H6), 

5,21 (dd, J = 10,4, 5,6 Hz, 1H, H1’), 4,32 (dt, J = 5,3, 1,7 Hz, 1H, H3’), 3,95 (td, J = 4,9, 2,3, 1H, 

H4’), 3,65 (d, J = 5,0 Hz, 2H, H5’ ja H5´´), 2,28 (ddd, J = 13,0, 5,6, 1,5 Hz, 1H, H2’), 1,89 (ddd, J = 

13,0, 10,4, 5,8 Hz, 1H, H2´´); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ ppm 156,66 (q, J = 37,6 Hz, O=C-

CF3), 144,05 (C3), 130,80 (C5), 130,71 (d, J = 2,0 Hz, C1), 129,85 (C6), 126,29 (q, J = 30,4 Hz, C2), 

124,44 (q, J = 4,7 Hz, C3), 123,42 (q, J = 272,7 Hz, C2-CF3), 116,01 (q, J = 287,4 Hz, O=C-CF3), 

88,13 (C4’), 78,74 (C1’), 73,06 (C3’), 62,75 (C5’), 43,69 (C2’); 19F-NMR (470 MHz, CDCl3): δ ppm 

-61,37 (C2-CF3), -76,41 (O=C-CF3). 

2.1.10 N-(4-((2R,4S,5R)-5-((bis(4-metoksifenyyli)fenyyli)metoksi)metyyli)-4-

hydroksitetrahydrofuran-2-yyli)-2-(trifluorimetyyli)fenyyli)-2,2,2-trifluoriasetamidi (11) 

0,165 g (0,442 mmol, 1 ekv.) lähtöainetta 10 liuotettiin kuivaan pyridiiniin (10 ml) ja liuos 

haihdutettiin kuiviin. Tämä toistettiin kahteen kertaan. Tuote liuotettiin lopuksi kuivaan pyridiiniin 

(10 ml) ja reaktioseokseen lisättiin 4,4’-dimetoksitrityylikloridia (DMTrCl) 0,1638 g (0,486 mmol, 

1,1 ekv.). Reaktioseos jätettiin sekoittumaan magneettisekoittimella huoneenlämpöön 5,5 tunniksi. 

Reaktioseosta väkevöitiin haihduttamalla ja väkevöity reaktioseos laimennettiin dikloorimetaanilla 

(80 ml). Orgaaninen liuos pestiin kylläisellä natriumvetykarbonaatin vesiliuoksella (100 ml), 

kuivattiin natriumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin. Tuote 11 puhdistettiin 

silikageelipylväskromatografisesti (trietyyliamiini/etyyliasetaatti/heksaani, 1/49/50, v/v; 

trietyyliamiini/etyyliasetaatti 1/99, v/v; trietyyliamiini/metanoli/etyyliasetaatti, 1/10/89, v/v). 

Tuotetta 11 saatiin 0,177 g (0,262 mmol, 59 %). HRMS (ESI-TOF) m/z laskettu C35H31F6NO6 

[M+Na]+ 698,1953; havaittu 698,1986. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ ppm 8,48 (s, NH), 7,91 (d, J 

= 8,4, 1H, H5), 7,79 (s, 1H, H3), 7,62 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H6), 7,48 (d, J = 7,6 Hz, 2H, Ph-H2 ja -

H6), 7,37 (d, J = 7,2 Hz, 4H, MeOPh-H2 ja -H6), 7,29 (t, J = 7,5 Hz, 2H, Ph-H3 ja -H5), 7,22 (t, J = 



 
 

 

7,1, 1H, Ph-H4), 6,84 (d, J = 8,7 Hz, 4H, MeOPh-H3 ja -H5), 5,24 (dd, J = 10,1, 5,4 Hz, 1H, H1’), 

4,44 (d, J = 4,8 Hz, 1H, H3’), 4,15 (br, H4’), 3,78 (s, 6H, CH3-OPh), 3,34 (d, J = 4,2 Hz, 2H, H5’ ja 

H5´´), 2,30 (dd, J = 12,9, 5,2 Hz, H2’), 2,01 (m, H2´´); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ ppm 158,54 

(MeOPh-C4), 155,63 (q, J = 37,8 Hz, C=O-CF3), 144,81 (Ph-C1), 141,98 (C4), 135,98 (MeOPh-C1), 

135,95 (MeOPh-C1), 131,02 (C1), 130,64 (C6), 130,08 (MeOPh-C2 ja -C6), 128,15 (Ph-C2 ja -C6), 

127,86 (MeOPh-C3 ja -C5), 126,01 (C5), 124,06 (q, J = 4,9 Hz, C3), 123,50 (q, J = 273,3 Hz, C2-

CF3), 122,94 (q, J = 30,3 Hz, C2), 115,70 (q, J = 288,3 Hz, O=C-CF3), 113,17 (CH3-OPh), 86,85 

(C4’), 86,30 (Ar3C), 78,88 (C1’), 74,19 (C3’), 64,27 (C5’), 55,19 (CH3-OPh), 44,06 (C2’); 19F-NMR 

(470 MHz, DMSO-d6): δ ppm -59,79 (C2-CF3), -74,21 (O=C-CF3). 

2.1.11 (2R,3S,5R)-2-((bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)metyyli)-5-(4-(2,2,2-

trifluoriasetamidi)-3-(trifluorimetyyli)fenyyli)tetrahydrofuran-3-yl(2-

syanoetyyli)diisopropyylifosforiamidiitti (12) 

0,177 g (0,262 mmol, 1 ekv.) yhdistettä 11 liuotettiin kuivaan dikloorimetaaniin (1,3 ml). 

Reaktioseokseen lisättiin kuivaa ja tislattua trietyyliamiinia (184 µl, 1,310 mmol, 5 ekv.) sekä 2-

syanoetyyli-N,N-di-isopropyylikloorifosforamidiittia (64 µl, 0,288 mmol, 1,1 ekv.). Reaktioliuoksen 

annettiin sekoittua magneettisekoittimella huoneenlämmössä 1 h. Yllä mainittu suoritus tehtiin typpi-

ilmakehässä. Reaktioseos neutraloitiin lisäämällä kylläistä natriumvetykarbonaatin vesiliuosta (50 

ml) jonka jälkeen reaktioseos laimennettiin dikloorimetaanilla (50 ml). Orgaaninen faasi pestiin 

kylläisellä natriumvetykarbonaatin vesiliuoksella, kuivattiin natriumsulfaatilla ja haihdutettiin 

kuiviin. Raakatuote oli valkoista vaahtoa. Raakatuotetta 12 saatiin 229 mg. Tuotetta ei puhdistettu. 

HRMS (ESI-TOF) m/z laskettu C44H48F6N3O7P [M+Na]+ 898,3032; havaittu 898,3054. 1H-NMR 

(500 MHz, CDCl3, vallitseva diastereomeeri): δ ppm 8.28 (s, 1H, NH), 8,06 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H5), 

7,84 (s, 1H, H3), 7,68 (d, J = 8,57 Hz, 1H, H6), 7,48 (d, J = 7,7 Hz, 2H, Ph-H2 ja –H6), 7,37 (m, 4H, 

MeOPh-H2 ja –H6), 7,30 (m, 2H, Ph-H3 ja H5), 7,24 (m, 1H, Ph-H3), 6,85 (d, J = 8,7 Hz, 4H, 

MeOPh-H3 ja H5), 5,25 (dd, J = 10,3, 5,0 Hz, 1H, H1’), 4,57 (m, H3’), 4,32 (m, H4’), 3,93-3,80 (m, 

1H, PO-CH2), 3,81 (s, 6H, PhO-CH3), 3,73 (t, J = 7,5 Hz, 1H, PO-CH2), 3,64 (m, 2H, iPr-CH), 3,45-

3,23 (m, 2H, H5’ ja H5´´), 2,64 (t, J = 7,0 Hz, CH2-CN), 2,53 (dd, J = 13,0, 5,0 Hz, 1H, H2’), 2,04 

(dd, J = 12,7, 5,9 Hz, 1H, H2´´), 1,31-1,17 (m, 12H, iPr-CH3); 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3, 

vähäisempi diastereomeeri): δ ppm 8.28 (s, 1H, NH), 8,06 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H5), 7,79 (s, 1H, H3), 

7,68 (d, J = 8,57 Hz, 1H, H6), 7,48 (d, J = 7,4 Hz, 2H, Ph-H2 ja –H6), 7,37 (m, 4H, MeOPh-H2 ja –

H6), 7,30 (m, 2H, Ph-H3 ja H5), 7,24 (m, 1H, Ph-H3), 6,84 (d, J = 8,7 Hz, 4H, MeOPh-H3 ja H5), 

5,26 (dd, J = 10,2, 5,0 Hz, 1H, H1’), 4,57 (m, 1H, H3’), 4,29 (m, 1H, H4’), 3,93-3,80 (m, 1H, PO-

CH2), 3,82 (s, 6H, PhO-CH3), 3,73 (t, J = 7,5 Hz, 1H, PO-CH2), 3,64 (m, 2H, iPr-CH), 3,45-3,23 (m, 



 
 

 

2H, H5’ ja H5´´), 2,48 (t, J = 6,3 Hz, 1H, CH2-CN), 2,42 (dd, J = 12,8, 5,0 Hz, 1H, H2’), 2,08 (dd, J 

= 12,6, 5,8 Hz, 1H, H2´´), 1,31-1,17 (m, 12H, iPr-CH3); 
13C-NMR (125 MHz, CDCl3, vallitseva 

diastereomeeri): δ ppm 158,54 (Ph-C4), 155,32 (q, J = 38,0 Hz, O=C), 144,74 (Ph-C1), 141,39 (C4), 

135,93 (MeOPh-C1), 131,21 (C1), 130,74 (C6), 130,10 (MeOPh-C2 ja –C6, 2C), 128,23 (Ph-C2 ja –

C6), 127,82 (Ph-C3 ja –C5), 127,06 (Ph-C4), 125,20 (s, C5), 124,10 (m, C3), 123,59 (q, J = 274,0 

Hz, C2-CF3), 122,12 (q, J = 30 Hz, C2), 117.46 (CN), 115,64 (q, J = 289 Hz, O=C-CF3), 113,13 

(MeOPh-C3 ja C5), 86,27 (Ar3C), 86,44 (d, J = 6,0 Hz, C4’), 79,19 (C1’), 75,69 (d, J = 16,0 Hz, 

C3’), 63,96 (C5’), 58,33 (d, J = 19,0 Hz, PO-CH2), 55,20 (PhO-CH3), 43,38 (t, J = 5,0 Hz, C2’), 

43,19 (d, J = 7,0 Hz, iPr-CH), 24,62 (iPr-CH3), 20,40 (d, J = 7,0 Hz, NC-CH2); 
13C-NMR (125 MHz, 

CDCl3, vähäisempi diastereomeeri): δ ppm 158,54 (Ph-C4), 155,30 (q, J = 38,0 Hz, O=C), 144,76 

(Ph-C1), 141,41 (C4), 135,93 (MeOPh-C1), 131,21 (C1), 130,73 (C6), 130,10 (MeOPh-C2 ja –C6, 

2C), 128,18 (Ph-C2 ja –C6), 127,82 (Ph-C3 ja –C5), 127,06 (Ph-C4), 125,15 (C5), 124,10 (C3), 

123,57 (q, J = 274,0 Hz, C2-CF3), 122,07 (q, J = 30,0 Hz, C2), 117,57 (CN), 115,64 (q, J = 289,0 

Hz, O=C-CF3), 113,13 (MeOPh-C3 ja C5),  86,28 (Ar3C), 86,12 (d, J = 4,0 Hz, C4’), 79,12 (C1’), 

75,69 (d, J = 16,0 Hz, C3’), 63,90 (C5’), 58,33 (d, J = 19,0 Hz, PO-CH2), 55,21 (s, PhO-CH3), 43,29 

(t, J = 6,0 Hz, C2’), 43,29 (d, J = 7,0 Hz, iPr-CH), 24,44-24,69 (iPr-CH3), 20,22 (d, J = 7,0 Hz, NC-

CH2); 
19F-NMR (470 MHz, CDCl3, vallitseva diastereomeeri): δ ppm -60,40 (C2-CF3), -76,01 (O=C-

CF3); 
19F-NMR (470 MHz, CDCl3, vähäisempi diastereomeeri), -60,42 (C2-CF3), -76,01 (O=C-CF3); 

31P-NMR (202 MHz, CDCl3, vallitseva diastereomeeri): δ ppm 148,21; 31P-NMR (202 MHz, CDCl3, 

vähäisempi diastereomeeri): δ ppm 148,31. 

2.1.12 Oligonukleotidikoettimen valmistus 

Modifioidut oligonukleotidit ON1, ON2 ja ON3 valmistettiin automaattisella DNA/RNA-

syntetisaattorilla nukleosidifosforiamidiitista 12 ja kaupallisesti saatavista fosforiamidiiteista. 

Kantajana käytettiin kiinteää yleiskantajaa (Glen Unysupport). Suojaryhmien poisto ja 

oligonukleotidien irroitus kiinteästä kantajasta toteutettiin tavanomaisella ammonolyysillä. 

Oligonukleotidien annettiin seistä ammoniakkiliuoksessa yön yli (16 h, 55 °C). Modifioidut 

oligonukleotidit puhdistettiin semipreparatiivisella RP HPLC:llä, Clarity Oligo-RP C18 kolonnilla 

(250 x 10 mm, 10 µm). Kolonnia eluoitiin lineaarisella gradientilla (5–35 % 30 min aikana) 

asetonitriiliä 0,1-molaarisessa trietyyliammoniumasetaatin vesiliuoksessa. Puhdistuksessa käytettiin 

3,0 ml min-1 virtausnopeutta ja detektiossa 260 nm aallonpituutta. Oligonukleotidit haihdutettiin 

kuiviin kylmäkuivauksella. Puhdistetut oligonukleotidit karakterisoitiin massaspektrometrisesti ja 

kvantitoitiin UV-spektrofotometrisesti (λ = 260 nm). Molaarisen absorptiviteetin oletettiin olevan 

sama kuin oligonukleotidisekvenssien ON1, ON2, ja ON3 ilman monomeeria 12. Oligonukleotidiä 



 
 

 

ON1 saatiin 8,56 nmol, ON2 5,96 nmol ja ON3 7,88 nmol. MS (ESI-) m/z laskettu 

C112H140F3N40O63P10 [M-3H]-3 1139,9; havaittu 1139,9 (ON1), 1139,9 (ON2) ja 1139,9 (ON3). 

2.2 Johtopäätökset 

Nukleotidianalogin synteesi sujui kokonaisuudessaan hyvin. Glykaalia 5 saatiin valitusta 

lähtöaineesta 8,7 %:n saannolla, joka oli harmittavan vähän. Yhdisteen 6 aminoryhmä suojattiin 

trifluoriasetyyliryhmällä 94 %:n saannolla (Kaavio 2). Trifluoriasetyyliryhmä irtosi merkittävässä 

määrin yhdisteen 11 dimetoksitrityloinnissa (Kaavio 3, osareaktio d). Yhdistettä 11 ilman 

aminoryhmän suojausta saatiin merkittävä määrä, 22 %:n saannolla. Glykaalin 5 ja aniliinin 7 

yhdistäminen stereoselektiivisesti Heckin kytkennällä antoi 27 %:n saannon β-anomeeria (Kaavio 3).  

Palladiumin poistaminen reaktioseoksesta oli haastavaa ja siinä todennäköisesti menetettiin osa 

yhdisteen 11 saannosta.  

Modifioitujen oligonukleotidien synteesi automaattisella DNA/RNA-syntetisaattorilla onnistui. 

Rakenneyksikkö 12 toimi hyvin osana synteesiä. Rakenneyksikölle 12 käytettiin 300 sekuntiin 

pidennettyä kytkentäaikaa, mutta muuten valmistelut toteutettiin kuten kaupallisille 

fosforiamidiittirakenneyksiköille. Modifioidun oligonukleotidin merkuroinnissa ongelmana oli 

vähäinen saanto ja merkuroidun oligonukleotidin puhdistaminen. 

Turun yliopiston bio-orgaaninen tutkimusryhmä ratkaisi merkurointiongelman ja puhdistusongelmat 

rajoittamalla merkurointiin käytettävää reaktioaikaa ja lisäämällä reaktioliuokseen EDTA-liuosta. 

Reaktioliuoksessa EDTA muodostaa kompleksiyhdisteen vapaiden elohopeaionien kanssa, 

vähentäen ylimäärin olevien elohopeaionien määrää. EDTA-liuoksen lisäys helpotti myös 

kromatografista puhdistusta RP-HPLC:llä ja merkuroitu oligonukleotidi saatiin puhdistettua.91 

2-trifluorimetyylianiliinin merkurointi osoittautui hitaaksi.91 Todennäköisesti aminoryhmän 

aktivoiva vaikutus ei riittänyt kompensoimaan trifluorimetyylin deaktivoivaa vaikutusta 

elektrofiilisessä aromaattisessa substituutiossa elohopeaionin kanssa. Trifluorimetyyliryhmä vaikutti 

myös merkittävästi metallivälitteisen hybridisaation entalpian ja entropian arvoihin, jotka olivat 

negatiivisemmat kuin merkuroimattoman analogin.91 Tulos on poikkeava, sillä elohopeavälitteisen 

hybridisaation on aiemmin havaittu tuottavan positiivisempia entalpian ja entropian arvoja. Entalpian 

arvon nousun on ajateltu johtuvan vähäisemmästä määrästä muodostuneita sidoksia verrattuna 

Watson-Crick-emäspariutumiseen. Emäsparin muodostuessa, elohopean hydraattikuoren 

vapautumisella liuokseen on ajateltu johtuvan entropian positiivisemmasta arvosta.88,90,125,152  



 
 

 

Mahdollisia selityksiä negatiivisimmille arvoille on trifluorimetyyliryhmän ja viereisen 

aminoryhmän välille muodostunut vetysidos C−F⋅⋅⋅H−N, joka on harvinainen mutta mahdollinen194 

(vaikutus entalpiaan) sekä erityisesti pyrimidiinien kohdalla tilaa vievän trifluorimetyyliryhmän 

rotaation estyminen tiiviimmän emäspinoutumisen vaikutuksesta (vaikutus entropiaan). Mikäli 

viitteitä F-H-N-sidoksesta saataisiin, olisi se tieteellisesti merkittävä, sillä F-H-N-sidoksen 

olemassaolosta käydään edelleen keskustelua.195–199 Lisävarmuutta antaisi röntgenkristallografinen 

tutkimus, jossa kovalenttisesti sitoutunut elohopeaioni on erinomainen anomaaliseen sirontaan 

kykenevä ydin. 

2-trifluorimetyyli-6-merkurianiliinin metallivälitteisen pariutumisen sulamislämpötilat Tm vastasivat 

suuruusjärjestykseltään (A<C<G<T) lähes vastaavan rakenteen, 3-fluoro-2-merkuri-6-

metyylianiliinin, metallivälitteistä pariutumista, mutta olivat järjestäen hieman alempia.90,91 

Pariutumisjärjestys A<C<G<T on selitettävissä elohopeaionin mieltymyksellä anionisiin ligandeihin 

ja pyrimidiinien parempaan istuvuuteen kaksoiskierteessä.51 Tymiinin sulamislämpötilan lasku oli 

merkittävin, mikä johti vain 3 celsiusasteen eroon tymiinin ja guaniinin välillä, vähentäen 

erotuskykyä tymiinin ja guaniinin välillä. 19F NMR-spektroskopialla onnistuttiin erottamaan 

vastinemäksistä tymiini, guaniini ja sytosiini toisistaan, mutta adeniinin kohdalla 19F NMR-spektri 

oli liian epäselvä. Sulamislämpötiloista 19F NMR-spektroskopialla onnistuttiin saamaan tarkat arvot 

vain tymiinin ja sytosiinin kohdalla. Guaniinin kohdalla kaksoiskierteen ja nukleotidianalogin 

sisältävän juosteen päällekkäiset signaalit estivät sulamislämpötilan tulkinnan.91 

Merkuroidulla keinotekoisella yhdentoista nukleotidin pituisella nukleiinihapolla havaittiin olevan 

taipumusta poimuttumiseen, kun se oli yksijuosteisessa muodossa. Metallivälitteinen pariutuminen 

ei vaikuttanut CD-spektroskopisen analyysin perusteella kaksoiskierteen sekundaarirakenteeseen 

vaan merkuroidut kaksoiskierteet säilyttivät DNA:lle ominaisen B-muodon. Fluorileimana 

toimineella trifluorimetyyliryhmällä kyettiin todentamaan metallivälitteisen emäsparin muutoksia 

mikromolaarisilla konsentraatioilla. 19F NMR-signaalien pinta-aloista lasketut sulamislämpötilat 

vastasivat melko hyvin UV-sulamislämpötilojen arvoja.91 

Verrattuna tutkimusryhmän vastaaviin elohopeaionivälitteisiin nukleotidianalogeihin, erityisesti 3-

fluori-2-merkuri-6-metyylianiliiniin, 2-trifluorimetyyli-6-merkurianiliini ei valitettavasti tuonut 

lisäarvoa biologisesti merkittävien sekvenssien tunnistamiseen tarkoitettuna 

hybridisaatiokoettimena, ainakaan kanonisten emästen kohdalla. 2-trifluorimetyylianiliinia sisältävän 

nukleiinihapon merkurointi oli haastavampaa ja se oli vaikeammin puhdistettavissa. 2-

trifluorimetyyli-6-merkurianiliinikoetimella kyettiin erottamaan kanonisten emäksien pyrimidiinit 

puriineista, mutta erotuskyky ei riittänyt kaikkien neljän kanonisen emäksen luotettavaan 



 
 

 

erottamiseen toisistaan. Trifluorimetyyliryhmä osoittautui herkäksi leimaksi 19F NMR 

spektroskopiassa, mutta vahvasti deaktivoivana aromaattisen renkaan substituenttina se hidasti 

nukleotidianalogin merkuraatiota. Sulamislämpötilojen tutkimista 19F NMR:n avulla vaikeuttivat 

epämääräiset signaalit merkuroidun nukleotidianalogin pariutuessa adeniinin kanssa sekä valitettavat 

signaalin päällekkäisyydet guaniinin kohdalla. 
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Kuva 1. ESI-TOF massa spektri yhdisteelle 7. 
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Kuva 2. ESI-TOF massa spektri yhdisteelle 8. 
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Kuva 3. ESI-TOF massa spektri yhdisteelle 9. 
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Kuva 4. ESI-TOF massa spektri yhdisteelle 10. 

 



106 
 

 

 

 
Kuva 5. ESI-TOF massa spektri yhdisteelle 11. 
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Kuva 6. ESI-TOF massa spektri yhdisteelle 12. 

 

 



108 
 

 

 

 

 

 

 

 
Kuva 7. RP HPLC signaali oligonukleotidista ON1 A) raakatuote ja B) puhdistettu; Clarity Oligo-RP 

C18 kolonnilla (250 x 10 mm, 10 µm); virtausnopeus = 3,0 ml min-1; lineaarinen gradientti (5-35 % 30 

min aikana) asetonitriilillä 0,1 molaarisessa trietyyliammoniumasetaatti vesiliuoksessa. 
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Kuva 8. ESI massa spektri oligonukleotidille ON1. 
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Kuva 9. RP HPLC signaali oligonukleotidista ON2 A) raakatuote ja B) puhdistettu; Clarity Oligo-RP 

C18 kolonnilla (250 x 10 mm, 10 µm); virtausnopeus = 3,0 ml min-1; lineaarinen gradientti (5-35 % 30 

min aikana) asetonitriilillä 0,1 molaarisessa trietyyliammoniumasetaatti vesiliuoksessa. 
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Kuva 10. ESI massa spektri oligonukleotidille ON2. 
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Kuva 11. RP HPLC signaali oligonukleotidista ON3 A) raakatuote ja B) puhdistettu; Clarity Oligo-RP 

C18 kolonnilla (250 x 10 mm, 10 µm); virtausnopeus = 3,0 ml min-1; lineaarinen gradientti (5-35 % 30 

min aikana) asetonitriilillä 0,1 molaarisessa trietyyliammoniumasetaatti vesiliuoksessa. 
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Kuva 12. ESI massa spektri oligonukleotidille ON3. 

 

 



114 
 

 

 

 


	1 Johdanto
	1.1.1 Vetysidos on merkittävä kaksoiskierteen geometriaa ylläpitävä tekijä
	1.2 Watson-Crick pariutuminen
	1.2.1 Vaihtoehtoiset emäspariutumisen muodot

	1.3 Keinotekoinen pariutuminen
	1.3.1 Hybridisaatiokoetin

	1.4 Metallit ja nukleiinihapot
	1.4.1 HSAB-teoria
	1.4.2 Metallivälitteisessä pariutumisessa vetysidokset korvataan metallisidoksilla

	1.5 Metallivälitteisen emäspariutumisen rajoitteet terapeuttisissa ja diagnostisissa sovelluksissa
	1.5.1 Metallien koordinaatiogeometria
	1.5.2 Organometallinen koordinaatiokompleksi
	1.5.3 Metallointi

	1.6  Metallin valinta metallivälitteiseen emäspariutumiseen biologisesti merkittävien sekvenssien tunnistamisessa
	1.7 Palladium
	1.8 Elohopea
	1.8.1 5-merkurisytosiini
	1.8.2 3-fluori-2-merkuri-6-metyylianiliini
	1.8.3 Molekulaarinen majakkakoetin
	1.8.4 Karbatsolit: 1,8-dimerkuri-6-fenyylikarbatsoli, 1-merkuri-6-fenyylikarbatsoli ja 8-merkuri-6-fenyylikarbatsoli

	1.9 Metallivälitteisen hybridisaation analysointi termodynaamisin menetelmin
	1.9.1 UV-spektroskopia
	1.9.2 Ympyrädikroismispektroskopia (CD)

	1.10 Yleisimmät tutkimusmenetelmät metallivälitteisten makromolekyylien atomitason seurantaan: NMR ja röntgenkristallografia
	1.10.1 Röntgenkristallografia
	1.10.2 19F NMR-spektroskopia

	1.11 SNP-tunnistus elohopeavälitteisten hybridisaatiokoettimien potentiaalisena sovelluskohteena

	2 Tulokset ja tulosten tarkastelu
	2.1.1 Yleiset menetelmät
	2.1.2 Metyyli-2-deoksi-α,β-D-ribofuranosidi (2)
	2.1.3 Metyyli-3,5-bis-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-2-deoksi-α,β-D-ribofuranosidi (3)
	2.1.4 3,5-Bis-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-1,2-didehydro-1,2-dideoksi-D-ribofuranoosi (4)
	2.1.5 3-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-1,2-didehydro-1,2-dideoksi-D-ribofuranoosi (5)
	2.1.6 4-Jodi-2-(trifluorimetyyli)fenyylitrifluoriasetamidi (7)
	2.1.7 {4-[3-O-(tert-butyylidimetyylisilyyli)-2-deoksi-2,3-didehydro-(-D-erythro-pentofuranosyyli]-2-trifluorimetyylifenyyli}trifluoriasetamidi (8)
	2.1.8 2-trifluori-N-(4-((2R,5R)-5-(hydroksimetyyli)-4-oxotetrahydrofuran-2-yyli)-2-(trifluorometyyli)fenyyli)asetamidi (9)
	2.1.9 2-trifluori-N-(4-((2R,4S,5R)-4-hydroksi-5-(hydroksimetyyli)tetrahydrofuran-2-yyli)-2-(trifluorimetyyli)fenyyli)asetamidi (10)
	2.1.10 N-(4-((2R,4S,5R)-5-((bis(4-metoksifenyyli)fenyyli)metoksi)metyyli)-4-hydroksitetrahydrofuran-2-yyli)-2-(trifluorimetyyli)fenyyli)-2,2,2-trifluoriasetamidi (11)
	2.1.11 (2R,3S,5R)-2-((bis(4-metoksifenyyli)(fenyyli)metoksi)metyyli)-5-(4-(2,2,2-trifluoriasetamidi)-3-(trifluorimetyyli)fenyyli)tetrahydrofuran-3-yl(2-syanoetyyli)diisopropyylifosforiamidiitti  (12)
	2.1.12 Oligonukleotidikoettimen valmistus
	2.2 Johtopäätökset

	Lähteet
	Liitteet
	Liite 1. Lisämateriaali


